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FARKLI CEVRESEL KO SULLARA
UYUMLU BAZI SAZAN TURLER INDE HEMOGLOB iN PROTEINI
FARKLILIKLARININ ELEKTROFORET  iK TEKN iKLERLE
ARASTIRILMASI

Burcin ZONGUR
Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
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2009

Hemoglobin ¢ok sayida organizmada oksijegint@masinda molekdler bir
aygit olarakglev gorir. Yuksek omurgalilardax2e 28 globin zincirinden olgan
bir dortli proteindir. Omurgalilar arasinda kemikfalik formlari tir cgitlili gi
oldukca fazla olan buyik bir grup olup, gigk cevrelere uyumludurlar ve
memelilerin aksine ¢oklu form izohemoglobin igeeitl

Cyprinidae ailesinin farkli cevresel sdlara uyum sglamis alti farkl
thman kwak torleri, s@uk-iklim uyumlu Salmonid kontrole ke, incelendi.
Incelenen tirlerdeki hemoglobinsiéli gi, farklilastinimis izoelektrik pH: 3.5-10
amfolit sistem ile incelendi. i@l ve SDS-PAGE sistemleri de hemoglobin band
modellerin gézlenmesinde kullanildi.

Saosuk-uyumlu Oncorhynchus mykisgin 6 izohemoglobin bandi gozlendi.
Chalcalburnus tarichiicin 8, Cyprininon macrostomuse Sarkisla Cyprinus
carpio icin 9, Garra rufaicin 11 ve son olarak Todurde. carpioicin 12 band
elde edildi. Kontrol grubu ve elvgli kosullara uyumlu baliklar igin
katodik/anodik oran 1'esé iken, bu oran oksijen icefi disik kosullara uyum
sglamis olan baliklar icin 1’den diiik bulunmytur.

Farkli cevresel kaulara uyum sglamis balik tirleri dgisik izohemoglobin
band modelleri sergilemektedir. Gahada kontrol olarak kullanilan tir ensthi

izohemoglobin band modeli sergilestii. Diger yandan, Cyprinidae ailesinin



farkli thman iklim formlarinin Gyeleri, cevresedrkliliga ba&lh olarak, ¢cok farkli
izohemoglobin modelleri Uretstir. Bu proteinler &irlikli olarak anodik olup,
son olarak cevresel kollar oksijen icerkini azalttginda baliklarin anodik
hemoglobin protein tregiini sOylemek mumkun olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: izohemoglobin, balik, Cyprinidae, katodik/anodikior



SUMMARY

INVESTIGATION OF HEMOGLOBIN PROTEIN VARIATION IN
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ENVIROMENTAL CONDITIONS

Burcin ZONGUR
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Hemoglobin functions as a molecular machine forgexytransport in many
organisms. In higher vertebrates it is a tetrameradecule consisting ofi2and
two 26 globin chains. Among vertebrates, teleosts formage group of
considerably diversified species and adapt therasete various environments,
and in contrast to mammalian, which has multipkenf®isohemoblobin.

Six different temperate zone species of Cyprinifdaeily members, which
are adapted to different harsh environmental cardit were analyzed versus
cold-acclimated Salmonid. Hemoglobin variationairalyzed fish species, were
determined by modified form isoelctrophoresis pH5-B0 ampholite system.
Native- and SDS-PAGE systems were also used foereing hemoglobin
proteins bands pattern.

6 isohemoglobin bands were observed for cold-aatkehOncorhynchus
mykiss8 isohemoglobin were observed fhalcalburnus tarichB for Cyprinion
macrostomusnd Sarkisla (Sivas}yprinus carpio 11 Garra rufa and finally 12
for Todurge (SivasLCyprinus carpio Cathodic/anodic ratios were found equal to
1for control and the fish adapted to available dooks. But these ratios were
lower than 1 value, when environmental milieu wharged for fish, which are
adapted to these poorly oxygenated conditions.

Different environmentally adapted fish species are reprasgnarious
isohemoglobins bands pattern. The species usedcantenl group in this study



shown the lower isohemoglobin bands form. On tiewohand, different forms of
temperate climate Cyprinidae family member are pced isohemoglobins bands
pattern, and the number of these band were hidjaer ¢ontrol group, depending
on different adaptation conditions. The majority tbese protein bands were
anadic and it can be said that fish are produamgic hemoglobin protein, when
environmental conditions was changed to poorly exyged milieu.

Key words: isohemoglobin, fish, Cyprinidae, catodic/anodidaat
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1. GIRIS

Bilindigi gibi hemoglobin molekill bircok duik organizasyonlu canlilar ve
temelde omurgali canh gruplari olmak tzere, turkutlra oksijen tgyan “Hem”
grubuna bgl demir elementi iceren bir proteindilkanin kirmizi rengi hicresel
agirhginin % 33'Und olgturan eritrositlerdeki hemoglobinden kaynaklanir.

Hemoglobin molekull; tetramer yapida olup 4 hemakoli ve 4 globin
molekilinden meydana gelmektedir. 1 Hem molekulgirdl halkasinin metenil
koprileri ile birbirlerine bglanmasiyla protoporfirin IX ¢ekirdgni olusturur. Bu
protoporfirin 1X c¢ekirdgindeki pirol halkalarinin azotlari (N) metal gama
yeteneklerinden dolayr tek bir Featomunu bgliyarak “Hem” molekiiliini
meydana getirirler. Globin molekuli ise 2 addfa (a) ve 2 adetbeta ()
zincirlidir. Bu ikiser adet protein zincirini kodlayan gen bdlgelerndam
duplikasyon olaylari, translokasyonlar ve laterangtransferleri ile evrim
surecinde omurgalilardaki gen dizilerinin yapiskazanmglardir (Reichert ve
Brown, 1909).

Globinler, molekiler seviyede evrim gahalarinda sikca kullanilirlar.
Ik olarak kabul edilmi olan molekuler hastaliB-globin genindeki tek bir
nikleotidin dgismesiyle meydana gelen orak hicre anemisidir (PgueArk.,
1956). Miyoglobin ve hemoglobin yapilari hem pratei3 boyutlu yapisi hem de
protein yapisindaki amino asit dizisindekigd@mler arasindaki ikkileri de
deserlendirmemizde ilk bilgileri sdamistir (Kendrew ve Ark.,1958; Perutz ve
Ark., 1965) Globinler allosterik dgisimlerin teorik ve yapisal ¢ahnalari icinde
klasik bir 6rnek olgturur (Monod ve Ark., 1965; Perutz, 1990).

Kutup bdlgelerinin sahip oldw kiresel iklim dgisikliklerindeki etkinin
anlgilmasi, bu bdlgelerde yayan organizmalarin ¢ok gucli ¢cevresel zorluklara
maruz kalmy olmalari, organizmalarin bu ttrlli bir dramatikgd@nlere nasil
uyum s&layip, micadele ettikleri ve mevcut iklimselgktlarin hizli dgisimine
bagll olarak, ne ol¢iide uyum gadiklarini anlamak oldukga énemlidir. Ozellikle
Antarktika kitasinin yakin bolgelerind#usturulan argtirma enstittileri ve buna
bagll lojistik operasyonlar, daha cok bu kitada uyusaglamis Notothenioid



turlerinin kolaylikla elde edilmesi nedeniyle, heglabin yapilari ve oksijen
baglama kinetikleri hakkinda bilgi birikimine yol acgtir (Di Prisco ve Ark.,
1998).

Yillardan beri yapilan calmalarda globinlerin tipik olarak 150 amino
asitten olgtugu sodylenmgtir. Ancak son genom analizleri 116 diziyi iceren
oldukca kicuk globinlerin yeni bir ailesinin bulwg@linu gosternstir. Bu kicuk
(TrHbs) globinler budanmgi(truncated) globinler olarak adlandirilir (Freitas
Ark., 2004).

Budanmg globinler bakteri, bitki ve tek hucreli gruplaradgrilmektedir.
(Milani ve Ark.,2005). Bu globinler 3 sinifa ayriaktadirlar.

* Grup | budanny globinler (TrHbN)

e Grup Il budanmy globinler (TrHbO)

*  Grup Il budanmy globinler (TrHbP)
olarak isimlendirilirler (Vuletich ve Lecomte, 200@Budanmg globin ailesi icin
grup Il globinleri atasal olup grup | ve grup lllo@inleri ise sonradan grup II'nin
duplikasyonu ile meydana gelgterdir. Siniflandirmalari ise Fé baglanma
yogunlugu ve “Hem” distal tarafinin ligand gegcgyolundaki atik dizi birlgminin
farkhligina gore yapiimaktadir (Wittenberg ve Ark., 2002).

Globinlerin evrimi siklikla Gzerinde durulan bir fadur ve son zamanlarda
kesfedilen prokaryotik globinler evrim analizi icin ge bir kaynak
olusturmaktadir. Arkea ve Bakterilerde protoglobinlerirarligi prokaryotik
globinlerin atasal oldtunu ifade etmektedir. Budangnglobin genleri bakteriyal
ve Okaryotik dinyadaki globinlerin yayllmasina sakgzlamaktadir (Milani ve
Ark., 2005).

1,8 Milyar yil 6ncesinde mikroorganizmalarda bulanludanmy globin
genleri, 1,5 milyar yil 6ncesinde hayvanlarda vekilerde bulunan globin
genlerinin orjinini ortaya c¢ikarmgtir (Sekil 1). Daha sonra bu globin genleri 3 ayri
zaman diliminde farkh molekilleri ofturmustur. Bu farkli molekuller evrim
surecindeki ¢cilg zamanlarina gorgu sekilde siralannglardir:

* 0,8 milyar y1l 6ncesinde Néroglobinler,

e 0,75 milyar y1l 6ncesinde Hemoglobinler



* 0,5 milyar y1l 6ncesinde Miyoglobin ve Sitoglobinle

1.8 Milyar 0.8 Milyar 075 Milyar 0.5 Milyar
Tl il il i Sitoglobin
1.5 Milyar v . .
oy l Iliyoglobin
zeta (D)
—0 globin —|
4 o2
hawwan/bitki _ ol
farklilagma —— Hemoglobin ——j e
epsilam &
9
B globin Ay we Gy
hdikro-organizma Hb
— delta &
p
e Mdraglohin

Sekil 1. Buyuk globin gen ailesinin evrimsel ¢izgisi.

Ayrica Hemoglobin genleri olat ve § globin genleri 0,5 milyar dncesinden
daha kisa bir surede evrim sirecinde etkilenmeyeardeederek gen aileleri
icerisinde bulunan ifade edilen ve ifade edilemey@gok geni meydana
getirmislerdir (Wittenberg ve Ark., 20027inogradov ve Ark., 2006).

1.1. Globinlerin Dagilimi ve Fonksiyonlari

Tunicatlar dahil kordalilar ve ilkin omurgalilar tekteristik globin genleri
icerir ve temel olarak solunum fonksiyonunda gdokerl Omurgasizlarleg
hemoglobini,flavo hemoglobinleri ve globin ciftli sensoérler olaraktarojen bir
globin ¢aidi icermektedirler (Weber ve Vinogradov, 2001)ikder, Protistalar,
Algler, Bakteriler ve Arkealar’da bulunangdir globinler oligomerizasyon modeli
ve domain yapisal motif fizyonu dahil dizi ve yapgens§ bir sekilde ayrilirlar
(Bolognesi ve Ark., 1997).

Budanmg globin genlerine sahip olan organizmalar ayri dipyi ve
habitatlara sahiptirler (Wittenberg ve Ark., 2002)



Azot fikse eden bakterilerde grup | budagnglobin geni nitrojenaz
kompleksinin proteinleri ile ifade edilir ve baki@n cevresindeki oksijeni
elimine ettgi dustnular. Tdberculosis grup | budanmglobini ise konak
tarafindan dretilen nitrik oksidin yuksek seviyéhelen bakteriyi korur.
Globinler, nitrik oksidin zararli etkisinin azalbsinda etkin bir metabolizmadir
(Hill ve Ark., 1996).

Bitkilerde simbiyotik, simbiyotik olmayan ve budamrolmak tzere 3 Hb
tipi vardir (Garrocho ve Ark., 2007). Yapilan gatalarda simbiyotik Hblég Hb)
ligand balayici duzenleyici mekanizmalar, miyoglobin ve kizmkan hucresi
Hb’ninden farkli oldgunu go6sternstir. Bitkilerin kok nodullerinde bulunafeg
hemoglobini ise kendine azot fiksasyonuglagan bakterilerin cevresinin
aneorobik kalmasini g&r (Appleby ve Ark., 1997). Bitkilerdeki budangnidb’
lerde; budanmgiglobinler ligand bglanmasina yardim edebilecek ttineller tedarik
edecelksekilde porumsu yapidadir ve @anms ligand bir distal (dy kabuk) paket
yan gruptan daha fazlasiyla stabilize edilir. Budgnglobinler bitkilerdeki farki
bilinmemekle birlikte, bazi asarmacilar nitrik oksit detoksifikasyonunu veya
temizlenmesi (scavenging) esasli simbiyozlarasikesavunma sureclerinin
baskilanmasini icine alan bir fonksiyon gostermaikt€¢ Andersson ve Ark.,
1996). Simbiyotik olmayan Hb’ler, memeli Hb ve mgjobinlerinden farklilik
gosterir. Bu farkhhkferrik (Fe€™) veyaferroz (F€™™) durumlardaki hekzakordinat
yapidaki farkhliklardan kaynaklanmaktadir. Tumkidérde bulunan simbiyotik
olmayan Hb’lerde kristal yapilar vibrasyonel spekkopik hekzakordinat ve
ligand ba&lanms durumlar arasindaki yapisal gggi dogasini aciklamaktadir
(Arredondo ve Ark., 1998)Ayrica bircok omurgasiz globinleri ve mikrobiyal
globinlerde oksijen hdama yetengine sahiptirler.

Globinlerin en bilinen fonksiyonu omurgalilarda kandioksitin ve
oksijenin alinmasi, transferi ve depolanmasidir.

Hemoglobin akgierde oksijenin periferik dokularastamasina ek olarak,
CO.)nin  dokulardan, solunumla gh atilmak Uzere akgerlere tainigini
kolaylastirir. Hemoglobin oksijen salivergli zaman CQ@i dogrudan dgruya
baglayabilir ve kanda tanan CQ, kanda tanan CQnin yaklasik %15'i



dogrudan dgruya hemoglobin molekillu Gzerinestair. Bununla beraber GO
kanda absorbe ol@unda, eritrositler icindeki karbonik anhidraz, kamik asit
tesekkulinU katalize eder. Karbonik asit ¢cabucak likaat ve protona awir.
Denge aygma yonundedir. Son derece tehlikeli olan, kanidessni artirmadan
kacinmak icin, bu gependen c¢ok fazla protonu absorbe edici bir tampon
sisteminin mutlaka vagh gerekir. Hemoglobin, kaybedilen her 4 oksijen
molekiline kanlik 2 proton bglar ve bu nedenle kana blyuk bir tamponlayici
kapasite s@ar. Akcigerlerde bu olay tersine doner yani oksijen, deeksj
olunmu; hemoglobine h#andikgca protonlar sali verilirler ve bikarbonatin
karbonik aside doniint sglamak Uzere bikarbonatla biglder. Cok etkin olan
karbonik anhidraz enzimi yardimiyla, karbonik asitunumla dya atilan CQ
teskil eder. Bu nedenle, oksijeneghanisi CO,’'nin solunumla dya atilgini zorlar.

Bu geri dongumli olaya “Bohr Etkisi” denir. Bohr Etkisi, tetraamk
hemoglobinin bir 6zelfidir ve onun “Hem- Hem” etkilgnesine veya kooperatif

(is birligi) etkilerine b&imlidir. Miyoglobin herhangi bir Bohr Etkisi gosteez.

1.2.0murgali Globin Gen Ailesi

(o) alfa ve (3) betaglobin genleri birlikte globin gen ailesini ghururlar.
Omurgalilarda,p- globin benzeri genlerej epsilom (Gy) G gamma (Ay) A
gamma (8) delta (B) beta kromozom 11'in kisa kolunun birinci bolgesindékb
bandinda bulunurlarSgkil 2). DNA'nin yaklaik 60.000 baz cifti veya 60 kb’lik
bir bolumuni kapsarlar. Sadece 136. kodon da fawkfosteren A ve G
seklinde ikigamma(y) geni vardirAy'nin 136. kodonu alaniiGy’'nin ki ise glisin
amino asitlerini kodlarlar. Aile delta (8) arasinda bipsddogen(yalanci gen)
(wp1) yerlssiktir. Bu gen /S genine ¢ok benzemekle birlikte, delesyon ile icine
yerlesmis bir dur kodonu kalicsekilde deismistir ve bu nedenlesievsel bir
polipeptid kodlayamaz. Bu genleri, birlikte dizeyda bir bdlge genlerinin st
kisminda (upstream)/(§6niinde) yerlgmistir (Eberhard, 2000).

Omurgalilarda ikio. globin geni, kromozom 16’nin kisa kolu tzerindeki
yaklasik 30 kb’'lik DNA boélgesinde bulunur. Sadece embnijoevrede aktif olan



zeta (C ) geni gyoniinde uzanir. Arada psodogenyl, ya, ve yao; genleri
yerlesiktir. Islevi bilinmeyen bgka bir gen, birtheta () geni de bu bdlgede
tanimlanmgtir (Antonarakis ve Ark., 1985).

Akls yéni

5 3

I- el 1
Kromozom 16 11!9_@“3_@5[1

Kromozom 11

Sekil 2. Alfa ve beta globin genlerinin kromozomlardaki dizilimi

Her iki grupta yer alan genler birbirleri ile horopl gdsterirler, ancak bu
homoloji ayni gen kimesinde yer alan genler aradinkadar siki daldir. Her
bir kimede bulunan genler kromozom boyunca sioein ilerleyen
basamaklarindaki ifade edili siralarina gore dizilmgierdir (Lehmann ve
Huntsman, 1974).

1.2.1.Alfa Globin Gen Ailesinin Evrimsel Sireci

Bin dokuz yuiz yetmgierin ortalarinda insan ve gér memelilerina-globin
gen ailesi molektler seviyede oldukca detaylicasdatak aydinlatildia-globin
evrim modeli tandem gen duplikasyonlari, genomlafonksiyonel gen
koymaktadir (Hardison, 1998)-globin gen ailesinin evrimsel tarihi, kwe
memelia-globin gen kiimelerinin dizi ve filogenetik ¢gahalari Sekil 3) ile agga
citkariimstir.



Bu calsma

kuslarda bulunan pi

lardaa-globininin ilk duplikasyonu ilezeta ({)-globin geni ve

sgglanmstir (Czelusniak ve Ark., 1982roudfoot ve Ark., 1982).
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Sekil 3. Alfa globin

genlerinin evrimsel filogeni slreci.

(r)-globin geninin ortaya cikiina gucli destekler



Memeli hattindaki atasal bia- globininin ikinci bir duplikasyonuheta (0)-
globin geninin taskani Uretti. Theta (0)- globin geni bircok farkli memeli
hatlarinda kararli bir secilim altinda olmasingman fonksiyonel statiisi heniiz
belirsizligini korumaktadir (Cooper ve Ark., 2005).

Ayni zamanda ifade edilemey@si (V) genlerinin duplikasyon olaylarinin
olusum zamanlamasyuana kadar acik @édir. Globin gen tarihinin ¢gu, gen
donlim olaylan ile silinmgtir ve bu ylzden aydinlatilamaghr. 1970’lerde
kuslarda a°-globin denilen tciincii bie-globin zinciri kafedildi (Hagopian ve
Ingram, 1971; Brown ve Ingram, 1974). Fakat dahaaguriingenlerin genbir
cesidinde a°-globin geninin var oldgu ve filogenetik analizler ile°- globin gen
hattinin eski bir atasai-globin geninin duplikasyonundan sonra ortaya gikti
simdi ise bu hattin memeli genomlarinda kaybegdildiahmin edilmektedir
(Czelusniakve Ark., 1982; Fushitani ve Ark., 1996)

1.2.2. Beta Globin Gen Ailesinin Evrimsel Sireci

Beta globin ailesinde gemicapli gen duplikasyonu ve fonksiyonel farklilar
vardir (Hardison, 1998 ve - globin gen ailesinin evrimsel gkilerini anlamak
icin diziler kasllastiriimis ve su sonuclar a@a cikmstir; bazi genlerin evrim
surecinde oldukca fazla korungly bazi genlerin ise evrim strecinde birbirinden
ayrildigl, dezisik turlerde genom boyutunun ve gen sayisinin fakkgosterdgi
gorulmugtar.

a ve B globin genlerinin ayrilmasi 450- 500 milyon vyil d@sine
dayanmaktadir (Goodman ve Ark., 198#)globin gen ailesi icinde ilk bilinen
duplikasyon birprotobeta ve bir protoepsilon geninin 150- 200 milyon yil
oncesinde ortaya cikmasinigkadi (Czelusniak ve Ark., 1982140 milyon vyil
oncesi arasinda bprotoepsilomunurduplikasyonu ileepsilon(g) ve gammafy)
globin genleri evrimlgti. 80- 90 milyon yil 6ncesinde iggotobetaduplikasyonu
(B) betave delta (5) globin genlerini ortaya ¢ikardi (Hardison ve Mair,gl984).
Simian primatlarda-globinler 35 milyon yil dncesinde fazladan bir duplikasyona

maruz kalarak A ve Gy paraloglarini (yari benzer) meydana getgtmi



(Hayasaka ve Ark., 1992). Gen duplikasyonunun karkntarihi g- globin gen
ailesinin bazi Uyeleri arasinda kiskiler hakkinda fikir karmgkligina yol
acmaktadirekil 4).
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Sekil 4. Beta globin genlerinin evrimsel filogeni sireci.



1.3. Hemoglobin Molekulindn Yapisi

Normal omurgali hemoglobini HbA, ier globin Unitelerinden ofan alfa
ve beta zincirinden olgur ve oyp, olarak gosterilir. Hemoglobindeki ve
zincirleri birgok yonden miyoglobine benzerlik gést. Yapilarinda L-valin
amino terminal atiklar1 ve yiksek orangkeliks segmentleri bulundururlaklfa
zinciri 141 amino asitten ogur ve karboksil ucunda L-arginin vardir. Beta zinci
ise 146 amino asitten alur ve karboksil ucunda L-histidin bulunur.
Yapilarindaki benzer amino asit kalintilari sebkhiy alt Gnite ilk dncexf gibi
iki dimerik yapiya ve daha sonma ve p monomerik kagimlara ayrilirlar ve
tetramer yapida paketlenirler (molekulgiragl 65.000 daltondur). Asit veya baz
olabilen ayrtirici ajanin uzakkdiriimasiyla monomerlen,f3, tetramer yapiya
tekrar donerler.

Hemoglobin ve miyoglobin omurgalilarda oksijersiyan proteinlerdir.
Hemoglobin kirmizi kan hicrelerinde, miyoglobin teasulunur ve kirmizi
rengini verir. Hemoglobin evrim sureci sirasindayoglobinden ortaya cikdi
saniimaktadir §ekil 1). Hemoglobinin doért, miyoglobinin bir oksiebgilama
bolgesi vardir. Genleri ve 3 boyutlu yapilarl atkmiletaylarinda ttimayle
bilinmektedir.

Tetramer yapida olan Hb molekilt “globin” adi venl protein kisim ile
“Hem” denilen prostetik gruptan almaktadir. Molekiltin globin kisminda 4 adet
polipeptid zinciri bulunur. Bu polipeptidlerin héiri, bir Hem grubuna kgudir
(Huisman, 1993t .ukens ve Lee, 199%Huisman 19957 okullugil ve Ark., 1997).

Hb molekuld, globin kismindaki polipeptid zincrilgn amino asit sayilar
ve dizilimleri bakimindan farklilik gostermektediinsanda Hb molekilinin
globin kisminda 6 farkl polipeptid zinciri tanimiaistir. Bunlar, alfa (o), beta
(B), gamma (y), delta (3), epsilon (¢) ve zeta ({) polipeptid zinciri olarak
adlandiriimgtir. Alfa polipeptid zinciri 141 amino asittef, v, 6, € ve { polipeptid
zincirleri ise 146¢ar amino asitten olunaktadir (Huisman, 1993%ukens ve Lee,
1993; Huisman ve Ark., 1995). Tum Hb’lerde “Hemugu ayni yapidadiiSekil

5). Bu grup, ortasinda Fe bulunan, yan zincirlere sahip, birbirine “metil”
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kopruleriyle bglanms 4 pirol halkasindan ofmaktadir (Huisman, 1993;
Huisman ve Ark., 1995 okullugil ve Ark., 1997).

B zincir

H,r\c l [
N C—CH,
H
CH C
a zincir ' HCH,
Heme
Hemoglobin (Fe-protoporphyrin 1X)

Sekil 5. Hemoglobin molekulindn yapisi.

Hb molekulinin biyosentezi, kemik gihde eritroblastlarda ve
retikulositlerde gercekienektedir. Hb sentezi, hem ve globin kisminin kooedi
dretimini gerektirmektedir. Hem biyosentezi, bircekzimatik basamak iceren
karmaik bir surectir. Bu sirecte, dangic ve son @amalar mitokondride, ara
asamalar ise sitozolde gercekteektedir (Huisman, 1995Tokullugil ve Ark.,
1997).

Hb molekulinin globin kismindaki polipeptid zinewhin sentezi igin
once, nukleusta globin genlerinin transkripsiyoranugcu dnci m-RNA (pre-
MRNA) sentezlenmektedir. Pre-mRNA’daki intron bdége kesilerek
cikarilmakta ve geri kalan egzonlar sirali olaraektiriimektedir. Bu sekilde
olusan mMRNA poliribozomlara giderek sidigi genetik bilgiye gore globin
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zincirlerinin  sentezlenmesini gamaktadir. Sentezlenen 4 Hem grubu ile 4
polipeptid zinciri birlgerek hemoglobin molekilini glurmaktadir (Huisman
1993; Huisman ve Ark.,1995). Hb molekulinin om@dadmri 120 gindir. Bu
sure sonunda, molekilun yikimi kargen, kemik iligi ve dalakta eritrositlerin
parcalanmasiyla geamaktadir. Agta ¢cikan Hb molekuliinde 6nce Hem ve globin
kismi birbirinden ayrilir. “Hem” grubu ferritin tafindan, demir ve porfirin
kismina ayrilir. Demir tekrar kullanilmak Gzere dimirken, porfirin
oksidasyona grayarak biliverdine, biliverdin ise bilirubine doégiir. Polipeptid
zincirleri ise parcalanarak amino asitlerine ay(ilukens ve Lee, 1993uisman,
1995).

1.4. Globin Genlerinde Dgisiklik Meydana Getiren Olaylar

Genetik materyalin herhangi bir kismi (bir lokus dea kromozomun biyuk
bir parcasi) genomda birden fazla sayida bulunaybrsaduplikasyon denir.
Duplikasyonun ¢ ilging 6zefli bulunur. Birincisi; duplikasyon genin birden
fazla kopyasinin bulunmasinigayabilir. ikincisi; delesyonlar gibi duplikasyon
sonucunda da fenotipik g#ilik olabilir. Uclincisii, duplikasyonlar evrimsel
surecte genlerin giélenmesinde oldukca guclu bir katkigar.

Duplikasyonla kazanilan genler, zararli mutasyonlaonlari inaktive
etmesiyle pseudogen haline gelmjlerdir. o ve B-globin gen ailesindeki
pseudagenlerindizisi analiz edildiinde, inaktive edici mutasyonlar; kodlama
yapan bolgelerde, Bangic kodonunda ve daha az olmakla birlikte TATA
kutusunda cerceve gigimi ve sessiz mutasyonlar gozlenir. Bazen ise megda
gelen mutasyonlar gende inaktivasyon yerine orgaaigin yarari olan yeni bir
genin meydana gelmesini @ar. Ornek olarak organizmanin farkl gt
evrelerinde kullanilan yeni globin genlerinin glumu verilebilir Sekil 6).

Globin genlerinin evriminde tandem duplikasyonlaldukca etkili bir rol
ustlenmgtir. Duplikatlar bir arada kal@inda replikasyon ve rekombinasyon da
hatalar meydana gelgmive vyeni diziler ortaya cikmgtir. Duplikatlarin

kromozomlardan ayriimasi translokasyon yoluyla gpmzon cevresinde Ki
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DNA’nin bir bdlgesinin duplikasyonu ile Bdsstirilan bir transpozisyon olayiyla
da meydana gelebilir. Yer gatiren (tranpozibe) elementlerin genom evrimi
Uzerine olan en blyuk etkisi rekombinasyonuldienasidir. Yer dg&stiren
element, bigigindeki DNA parcasinin genomdaska yerlere bglanmasina, gen
ekspresyonunun gsmesine ve hatta genin ifadelenmesini engelleyebilir

Domain duplikasyonu

_Du:umain A __ DomainB Domain ©

== L iz | g Lo | < | .
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Sekil 6. Duplikasyon mekanizmasi.

Gen duplikasyonlari, her zaman dizi farkdrt@alarina neden olmaz ve farkli
fonksiyonlari ortaya cikarmak tUzere meydana gelnBzz1 coklu gen aileleri
O0zde ya da 6zdge yakin dizilerden meydana gelir. Bunun en 6nemmegi rRNA
ve histon genleridir. Bu 6zde genlerin ¢oklu kopyalarl, muhtemelen hicre
dongusundn belli evrelerinde gerekli olan gen (etinin hizli bir sekilde
Uretimine duyulan ihtiyactan kaynaklanmaktadir. Ben ailelerinde, gen
kopyalarinin farkli fonksiyonlara ayrilmasinigiyacak mutasyonlari engelleyen
mekanizmalar vardir. g&r gen ailesindeki genlerden biri avantajli bir asyon
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kazanirsa, bu mutasyonun gen ailesindekiedityeler arasinda yayilmasi
mumkdan olur.

Baz! atasal genlerden duplikasyon ve varyasyonyalkalitilan gen setine
gen ailesi denmektedir (globin gen ailesi). Bu gen ailesiriyeleri birlikte
kimelenebilir, farkli kromozomlara gdabilir veya her ikisinin de bir
kompozisyonu olabilir.

Yapisal bir gen ailesinin Uyeleri hicre tiplerindeya farkli zamanlarda
ifade edilmelerine @men genellikle birbirleriyle ikkilidir. Rekombinasyonda
gen evriminde anahtar bir rol oynamaktadir. Genongem igergini nasil
degistirdiginin dnemli mekanizmasi isgieolmayan krosing-over ile g&anir. Bu
tip olaylar olasi kilan 6zellikler tekrarli dizii@ varligindan dolayidir(Levin,
2000).

1.5 Hemoglobin Alt Birimleri Yapisal Olarak Miyoglobine Benzer

Yetiskin hemoglobini bildgimiz gibi iki tip globin igerir; iki o zinciri (her
birinde 141 kalinti) ve ik (her birinde 146 kalinti) zinciri bulunue ve 3 alt
birimlerinin ve miyoglobin polipeptid dizilerindekamino asitlerin yarisindan
daha azi ayni olmasina kam, alt birimlerin ve miyoglobinin ¢ boyutlu yapis
¢cok benzerdir (Kendrew ve Ark., 1958). Bununlaikid iki polipeptidin amino
asit siralari sadece 27 pozisyonda ayni olmasgraaa yapilari miyoglobine ¢ok
benzer $ekil 7). Alfa alt Uniteler, beta alt Uniteler ve yoglobin molekuili
tersiyer Uniteleri bakimindan da dikkategde sekilde birbirlerine benzerler.
Miyoglobin molekill ve beta alt Gnitenin icinde Baaheliks yapisi vardir; alfa alt
Unitesinin iginde ise sadece 7 tane alfa heliksisyapardir. Ayrica miyoglobin
icin heliks isimlendirmeli geleneksel tanimlaméaadlt birimindeki eksik kisa D
heliks hari¢ tutularak hemoglobin polipeptidlerinke uygulanir. Bu goérinen
benzerlikler hemoglobinin ve miyoglobinin atasahmlbir proteinden evrildini
aciklamaktadir (Eberhard, 2000; Nelson ve Cox, 2005
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Sekil 7. Miyoglobin ve hemoglobin molekulintn a.a. dizi berikleri.



1.6.Hemoglobin Varyantlari

Hb varyantlar, polipeptid zincirlerini kodlayan rgerdeki caitli
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu genlerin ekbéitgesindeki veya bu
bdlge dgindaki nokta mutasyonlari, insersiyonlar ve delesyonlargssitli Hb
varyantlarinin olsumuna yol agcmaktadir. Mutasyonlarin buyik bir krsnmokta
mutasyonlari olgturmaktadir. Delesyonlar polipeptid zincirinin Krsasina,
insersiyonlar ise uzamasina yol a¢maktadir. Homalbgayan krossing-over
sonucu olgan bazi varyantlar ise normal uzunlukta hibrit (@ag¢l polipeptid
zincirleri icermektedirler (Bunn ve Forget, 198Gmery ve Mueller, 1992;
Huisman, 1993Huisman ve Ark, 1995).

Gunumizde yakkak olarak 890 civarinda Hb varyanti tanimlagimi Bu
varyantlar;o zincir varyantlari 8§ zincir varyantlariyy zincir varyantlari,g zincir
varyantlari, 2 amino asidin yer geimiyle olusan varyantlar, hibrit zincir
varyantlari, uzun zincir varyantlari, delesyonluyaatlar, insersiyonlu varyantlar,
delesyon ve insersiyonlu varyantlardir. Bu varyamthan bazilari klinik olarak
onemli deildir. Bazilar ise, polimerizasyon, yuksek veyssiiki O, afinitesi ve
kararsizlik gibi anormal 6zelliklere sahiptir (Chue Ark., 1998;Hardison ve
Ark., 2001).

Yaygin olarak gorilen yapisal Hb varyantlari; HbHgy C, Hb E ve Hb
D’dir. Bu varyantlarin hepdi globin zincir varyantlaridir (Ingram, 1956).

1.7. Balik Hemoglobinleri

Vertebrata hemoglobinleri kirmizi hiicre ya da esir denen 6zel hicreler
de bulunur ve cekirdekli veya cekirdeksiz olabairl Baliklarin ¢gunda,
eritrositler ovalseklinde cekirdekli, memelilerdekinden daha buyuk sagyilari
800 bin ile 3,5 milyon/mrharasindadir.

Baliklarda, eritropoez (eritrosit sentezi) yumurik doneminde B&ar ve
biyuk bir hicre kutlesi tarafindan takip edilir.uBarin orijinleri gegikendir,

yani bunlar kirmizi hicrelerin ilkel halini aiturur ki, ilk kez filogenetik olarak
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baliklarda gorulmgtir ve takiben memeliler de dahil tim omurgali dandla
olusmustur (Sekil 8). Eritrositler, gastrointestinal dalak tgsldokularda, dalak ve
bobreklerdekieleostlardaolusturulurlar (De Young ve Ark., 1994).

Hemoglobinler, balikta canli ile ¢cevre arasindadra yiz olgturdugu icin
Ozellikle 6nemlidirler (Landini ve Ark., 2002; Sclhwtes, 2002). Baliklar,
Ozellikle cok dgisken bir ortamda yarlar, (¢ boyutlu désimlere maruz kalirlar
ve diger karasal hayvanlardan sicaklik ve oksijen acaridrklidirlar.

Cevresel d§iik oksijen miktarina maruz kalan baliklarda birimalcevresel
ve fizyolojik adaptasyon mekanizmalari oksijen sfanini kolaylgtirmaktadir.
Amazondaki bircok balik tOrl, bu tir oksijen yeigiginde oksijeni direk
havadan alirlar. Bu anatomik farkkiaalar solungaclarda,geeda, midede,
bagirsaklarda gorulebilir (Val, 1996; De Oliveira vekd 2002). Bu tir anatomik
O0zellesmeye sahip olmayan turler oksijen gmhida zorunlu olarak metabolik ve
davrangsal adaptasyona gitmek zorunda kalirlar (Val, 19i§gs, 1979). Soluk
alip verme sikfii ve miktari, kalp hizi, eritrosit agtj hematokrit ve hemoglobin
konsantrayonu, organizmadaki  fosfat miktarinin giglmesi, 06zdg
hemoglobinlerin bulunmasi ve metabolik stres bu cevresel adaptasyondan
bazilardir.

Son birka¢ yil icinde, balik hemoglobinleri SalmdniCatfish, Tilapia
gruplarinda detayli bir bicimde ¢glmistir. Bunun temel nedeni, bu proteinlerde
tanimlanan fonksiyonel ozelliklerin ¢oldudur. Bu c¢ok ozellilik bir tirde
gerceklgirken, genel olarak bu tire secici bir avantaglaagl varsayilabilir
(Maruyama ve Ark., 2004). Bu gdi fonksiyonel 6zellikler, farkli fizyolojik ve
cevresel ortamlara evrimsel adaptasyonun sonucgngeitedir.

Farkh balik ttrlerinde, izohemoglobinlere (izo-tdy) yaygin bir bicimde
rastlanmaktadir. Bazi atamacilar, izo-hb’lerin varfiinin adaptasyon amacli
oldugunu savunmaktadirlar. Zira, bunlar bircok fizydkojialepler ve cevresel
oksijen kirliligi durumlarinda oksijen gama roliniu Ustlenmektedirler (Brittain,
2005).
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Sekil 8. Balik hemoglobini ve insan hemoglobininin biringdp! benzerlikleri.
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Sekil 9. Balikk Hb1l ve insan HbA dizilerinin icinde yer alamino asitlerin

benzerlgi (acik gri HbA'yi1, koyu gri Hb1'i gostermektedir)

Killifish’in ( Fundulus heteroclitushemoglobinleri poliakrilamid ve gasta
jel elektroforezi ile yapilan c¢almalarda dort gozlenebilir icgin varligini
gostermektedir. Bu izohemoglobinlerin her balfa ve beta zincirler iceren
tetramerlerdir ve DEAE-selllozunun iyon gilgm kromot@rafisi yontemiyle
ayrilabilirler. izole edilm§ hemoglobin parcalari (Hb 1, 11, Ill, IV) oksijeretigesi
bakimindan, Bohr etkisinde ve oksijenglzanadaki ATP etkisinde sadece ufak
farkhliklar gosterirler §ekil 9) (Yamanaka, Yamaguchi, 1965).

Alfa a,alfa b, betaa vebetab globin halkalari CM-seliilozu Gzerine yapilan
ilyon dezisim yontemiyle birbirinden ayrilabilirlerAlfa ve beta zincirleri amino
asit icergi acisindan buyuk farliliklar gosterir. Bu gatiadaki modelle 10 farkli
izohemoglobin (6’sI kalici alt Uniteler arasi temasmhip), dgisik parcalardaki

elektroforetik 6zelliklerin aciklanmasinda kullaabllecesi ileri strtilmektedir.
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Sekil 10. Catfish ve Tilapia tlrlerindeki hemoglobin bant farkliliklarinin

izoelektrik odaklama yontemiyle tayin edilmesi \anbprofilleri.

Hemoglobinler baliklar icin iyi bilinen bir veri kaagidir. IEF yontemiyle
izohemoglobinlerinin tanimlanmasi insanlarinkindgatha kolaydir §ekil 10).
Genellikle, katot (C) ve anotlarin (A) oranlari ykathodal ve anodal Hb'ler agti
gostermektedir (Hashimoto, Matsuura, 1960).

Izohemoglobin dgsikliklerinin baliklardaki farkliliklari ile ilgili sinirli veri
bulunmaktadir. Bu yayinlardan bazilarinda; 12 ahdtla ve tek kathodal Hb
iceren C/A orani, 5 anodal ve 5 kathodal Hb ice@#A orani, 3 anodal ve 11
kathodal Hb iceren C/A oranini ortaya koyan birkayin vardir (Giles ve
Vanstone,1976). C/A oranlari, kiguk olan turlerin etkilepuii gdstermektedir.
Direk olmamakla beraber, bu etkilenme go¢ veugduklada cevresel durumlara
baglanabilir (Wilkins, 1985).
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1.8.Balik Hemoglobinlerinin Evrimsel Suregteki Sicaklik Uyumlari

Bilindigi gibi sicaklik buttn biyolojik fonksiyonlari etldlyen bir etmendir.
Arktik ve Antarktik bdlgelerde oldgu gibi zor olan cevrelerde yayan canlilar
yiksek derecede kisitlamalara maruz kalirlar. Bsitlamalara maruz kalan
Notothenioidgrubu, isisal adaptasyondan sorumlu olan fizyolojtklikler veya
biyokimyasal karakterlerin belirlenmesi icin onerbir ayricalik sglar. S@uk
adaptasyonu surecinde, Notothenioidlerin evrimsgllinéeri, hematolojik
karakterlerin modifikasyonu dahil olmak Uzere hefobolerin ¢sitlili gi ve
miktarindaki azalmalar acisindan 6zgun bir irle Gretmgtir (Eastman, 1993).
Antarktik Notothenioidler ihhman ve tropikal turigle kiyaslanir ise; indirgenmi
eritrosit miktarina, Hb ygunluguna ve cgtlili gine sahip olacaksekilde
evrimlestikleri goralur.

Kirk milyon yil 6nce, Antarktik kiyilari bir seriektonik ve okyanussal
olaylara sahne oldu. Bdylelikle balik faunasinimipgmzisyonu dgismeye ve yer
degistirmeye baladi (Bargelloni ve Ark., 1994). Bu olaylar arasakdkilit nokta,
Guney Amerika ve Antarktika Yarim Adasi arasindaihi 23,5- 32,5 milyon yil
once olarak belirlenen Drake gantis’'nin aciimasidi{Thompson, 1994). Bu
olay, Notothenioid stokunu Antarktik olmayan ve Aritik olmak Uzere 2'ye
boldi. Drake Bglantis’nin agilmasi, Antarktik kutup cevresi aksnin
gelisimine onderlik etti ve en azindan antarktik sulasmtumasindan sorumlu
oldu (Kennett, 1977). Su sicakinin digmesi ve buzullarin meydana c¢ikmasiyla
birlikte, saguk sulardaki yiksek oksijen ganluguna balh olarak
Notothenioidlerin pek c¢ok tiriiniin hemoglobinleriren diguk afiniteye sahip
oldugu goOzlendi. Ayrica anahtar roli oynayan Hb'nin fiktierkezindeki amino
asitlerin yerlgimindeki deisiklerde tirlere yapisal bir esneklik gadi
(Bargelloni ve Ark., 1994).

Antarktik Notothenioidler, antifiriz glikoproteinie sahiptirler ve bu
fizyolojik gereklilik, bu baliklarin bugtin sicakl -2 C ulasan buzla kapli deniz
yuzeyi sularinda dalabilmelerine ve hayatta kalabilmelerine olanaklaanistir
(Cheng ve Ark., 2003). Filogenetik olarak bu tidllem ilk olarak ayrilan 3
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familyada (Bovichtidae, Pseudaphritidae, Eleginapidise bu glikoproteinler
yoktur, buda bu familyalarin Antarktika @amadan once ayrilgini ifade eder
(Balushkin, 1992; Pisano ve Ark., 1998).

Notothenioidler 8 familyadan odmaktadir §ekil 11). Bu familyalardan 7’si
kirmizi kanhdir, bunun aksine Cannichthyidae famsh Hb tretme yeteneklerini
kaybetmglerdir ve onlarin genomu sadece DNA dizileri icere
sentezlenmeyen bir-globin gen kalintisina sahiptir.

Cannichthyidae familyasinda Hb ekspresyonunun &ksikn ve kaybinin 2
mekanizma ile gercekyagi dusundltr. Birincisi gen delesyonu ile ikincisi ise
transkripsiyonel inaktivasyonlarini kapsayan cokawmaakli bir stire¢ ile olgunu
gostermektedir.

Kirmizi kanl Notothenioidlerin evrimi, ayrica coKusik yogunlukta
eritrosit ve farkh cgtlerde Hb’lerin Uretilmesine neden olgtur. Bu tirlerin
cogunlugu derinliklerde ysarlar ve tek bir buyik Hbve bazen de ikinci bir
kicuk Hb icermektedir $ekil 12). Ayrica Yuksek-Antarktik olan turler HbC
kicuk bilegen kalintisini da igerebilirler (Di Prisco ve Ark988).

Bovichtidae
Artedidraconidae
Bathydraconidae
Cannichthyidae

[~}
=]
=
=
=
=
-9
-]
=
=3
(-
o)
[

Eleginopidae
Harpagiferidae

Hb Kaybi

Hb yatkinhiginda azalma

AFGPs
95% Hb 1,5% Hb 2

Yiiksek Hb cesitliligi,
yilksek Oksijen yatkinligr,
gliclii Boht ve Deep etkisi.

Sekil 11. Notothenioidlerde,buyik ve kiguk hemoglobinlerin gruplardaki
dagilimi.
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Hemoglobinler sicak@ia yuksek derecede duyarhdirlar. Yapisal ve
fonksiyonel nitelikleri, evrimsel silre¢c boyunca léiin kasilastiklari cevresel
kosullara bagh degisimleri aciklayan bir aynadir. Sonug olarakggk ve sguk
olmayan sularda yayan baliklarin hemoglobinlerinin kendi aralarinda
karsilastirilmasi, pek cok biyolojik sorun igcin son dereagdinlaticidir (Weber,
2000).

93 Cygnodraco mawsoni Hb 1, Hh 2

Gymnodraco acuticeps
Trematomus bernacchii Hb 1, Hh C
Trematomus newnesi Hb 1, Hh C

Notothenia coriiceps Hb 1
1 Pagothenia borchgrevinki Hh 0, Hh 1
Gobionotothen gibberifrons Hh 1
{_ Notothenia angustata Hb 1+
Aethotaxis mitopteryx
99 — Artedidraco orianae
99 _Epo@m}lmle scotti
Bathydraco marri
L Racovitzia glacialis
55 ____ Pleuragramma antarcticum Hb 1, Hb 2
Pseudaphritidae urvillii Hb 1, Hb 2*
69 Cottoperca gobio Hh 1*
Anarhichas minor Hb 2, Hh 3
82 Chelidonichthys Jumu
_ Anarhichas minor Hbh 1
— Pleuragramma antarcticum Hb 3

95 Notothenia coriiceps Hb 2
= 2 Gobionotothen gibberifrons Hb 2

94 Trematomus newnesi Hh 2
Oncorhynchus myluss Hp IV
Anguilla angwiila Hb A
Electrophorus elecmeus
53 Catostomus clarkn

Cypnnus campio
13 “‘ﬂ Carassius auratus

Anguilla angwiille Hb C
494|| Salmo salar
Hoplostermum hnorale Hb C

19|qH pIoIusyIoiop 3nAng

12|qH JIPoUY g8y prolusyelon yniny

12|qH ylpoey

Sekil 12. Notothenioid gruplarinin Hb igerikleri.
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1.9. Turkiye Balik Faunasinin Tarihsel Sureci

Anadolu, Tetis denizinin kapanmasiyekillenen cgrafik bolgeler icinde
olup, jeolojik agidan aktif sayilan 6nemli bélgelen biridir S§eng6r ve Yiimaz,
1981). Tetis denizinin kapanmasiyla birlikte tgnelerde artmaya pamistir
(Hrbek ve Meyer, 2003; Bardakci ve Ark., 2006).yas’ta yani 250—-205 milyon
yil 6nce, Dunya’ddPangeadenen tek bir kita bulunmaktaydi. Daha sonra bu ana
kita ikiye ayrildi. Kuzeyde kalan kismi Laurasia’gtneyde kalan kismi ise
Gondwana’yl ortaya cikardilki kitanin arasinda ise, Kretase (142-65)
doneminde, batin Dinya’yl bir kak gibi saran ve karasal canlilar ile tath su
canlilart icin mutlak bir bariyer olan Tetis denimeydana geldi Sengor ve
Yilmaz, 1983). Bu deniz Anadolu’yu altwuracak kara parcasinin giney kiyilarini,
doguda buglinku Akdeniz, Suriye, Irak Uzerinden gecétgldistan’in dgusuna,
batida ise Misir ve Sahra Uzerinden gecerek orteerkaiya kadar ulg@p
Dunya’yl cepecevre katmaktaydi. Anadolu'nun giney kisimlari o dénemde
Gondwana’ya bgliydi. Bu nedenle Paleotetis gtuktan sonra Anadolu kuzeyde
yer almg ve boylece guneydeki faunadan buylk Olgide ayrlarék
Gondwana’dan yahtiingtir. Anadolu’nun 6zellikle Miyosenin ortalarindaonrsa
canli formlarinin Afrika elemanlarindan daha cokrépa ve Asya elemanlarina
benzemesi de bu nedenledir (Demirsoy, 1999).

Triyas doneminde, Neotetis’in agilmasiyla sonugan&nadolu'nun
Gondwana’dan koparak ayrilmasi, Paleotetis’in kap#sina neden olmgtur.
Orta jura’da Neotetis’in kapanmasini izleyen evre@depsan Kkitalar birbirine
dogru yaklgmaya devam etrglerdir. Kretase sonunda ve erken Oligosen
sirasinda Tetis, birka¢ bin kilometre gdiginde olup, Hint Okyanusu'ndan
Akdeniz’e kadar uzaniyordu. Bgekilde Tetis denizinin etrafi katilmis olup,
tathsu baliklari icin bir bariyer durumundaydi.ig@lsen’de Anadolu’yu okiuran
kara parcasi hemen deniz seviyesinin altindaydbiwgik bir olasilikla birkac
kicuk adadan okwyordu. Oligosen’in sonuna gai 6nemli bir dgisiklik ortaya
ctkmistir. Tetis kuzeye dgru Paratetis denen bir kol meydana getjtmi

Paratetis ile Tetis arasinda Alp Sirgldas yikselmeye bdamistir; fakat arada bir
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baglanti devam etmektedir. Ber taraftan Anadolu, bir kara koprisuyle Avrupa
kitasina baliydi.

Oligosen’de (36-24) da siralarina bg olarak yukselme nedeniyle
Anadolu’nun hemen her yerinden deniz geri ¢ekiimbgdamistir (Demirsoy,
1999). Anadolu o ginden bu yana yukselmesini simdltedir ve denizin daha
gerilere cekilmesiyle, Paratetis okyanusundan m@waylR devam etrgir.
Paratetis’in kuzey ve bati kisimlari karaya ddmiidagsu kisimlari ise i¢ deniz
haline gecger. Bu i¢ deniz daha sona Kara DenizaHBeniz'i ve Aral Golun'u
olusturmuslardir. ic deniz haline gegenler gain bol olmasi nedeniyle bir zaman
sonra kismen tatlisi ve buyldk o6lcide acisu golaline donglr (Demirsoy
1999). Tetis Denizi’'nin kapanmasi zogcafik acidan dnemli olan bariyerlerin

ortaya ¢ikmasina neden olgur (Hrbek ve Meyer, 2003).

1.10. Calgilan Balik Orneklerinin Alindi g1 Yer Ozellikleri

Bu calsmada Van Golu, Sivas Kangal Balikli Kaplicalari &ogi¢ Dere’si,
Sivas Todurge Golu ve Siv8sarkisla ilgesi sinirlarinda bulunan kiguk bir golden
farkli cevresel kgullara uyum sglamis Cyprinidae familyasina ait cins
gruplarindaki bireylerin hemoglobin molekiilleri anada fark olup olmadina
bakilmasi hedeflenmtir. Bu alanlardaki sularin 6zellikleri birbirlemen farkhlik
gOsterir.

Van Golu, Turkiye'nin en buydk goéludar. Sulan yéksderecede sodall ve
tuzludur. Bu su yapisi gole bir "soda golu" ozgllkazandirmaktadir. Gol
suyunun pH dgeri 9,5 civarindadir. Tuzlufiu ise % 0.19 olarak bildiriimektedir
(Kempe ve Ark., 1978). Denizlere gore daha fazlapgum ve lityum icerir. Gol
suyundaki karbonat ve bikarbonat iyonlari toplarorld iyonundan fazla olup
deniz suyuyla karlastirildiginda karbonat iyonlari 100 kat fazladir. Siilfat
yogunlugu ve fosfat iyonu denizlerle kalastirildiginda oldukga yutksektir. Suyun
kimyasal icergi su sekildedir; sodyum 7747 mg/L, potasyum 508 mg/L,
magnezyum 94,8 mg/L, kalsiyum 5-10 mg/L, klor 54%@/L, karbonat 3331
mg/L, sulfat 2344 mg/L, bikarbonat 2191 mg/L, fasg52 mg/L, ¢c6zUnmii
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oksijen  10,94mg/L'dir (Degens ve Ark., 1978). Gadt®kulen akarsularin
kimyasal 0Ozellikleri gectikleri arazinin yapisinaagh olarak dgismektedir.
Akarsularda sodyum en 6nemli katyon olup, bunun khgmi bikarbonat ile
dengelenerek Van Golu'nun bir soda géline ddmsinde ana roli oynamaktadir.
Bu sebeple goldeki biyolojik g#lilik olduk¢a sinirlidir. G6lun bu ekstrem su
kalitesinde ygamaya akbmis endemik tek balik tiriChalcalburnus tarichi(inci
kefali) dir (Degens ve Ark., 1978).

Sivas Sarkisla Golune ait fazla bilgi bulunmamaktadir. Ancakyprinus
carpio Ornekleri alinirken suyun Ozedlli ve pH deeri hakkinda bilgiler
edinilmistir. G6l sazliklamaya balamis oksijen miktari azalmive balciklamis
bir haldedir. Suyun pH 6—7 olarak belirlerstim

Sivas Kangal Balikli Kaplicalari, izotermal olupl ypoyunca sicak
yaklasik (ort.) 35C, berrak, kokusuz, akin yerde hicbir ¢okelti birakmamaktadir.
pH'st 7,2 olan ve icgerisindeki suyun litresinde llgulunan selenyum bu
kaplicalari dinyada smin bulunmadg bir alan haline getirngtir. Topardi¢
Deresi’'ndenGarra rufave Cyprinion macrostomugrnekleri alinmgtir.

Sivas Todurge GOlu, Turkiye’nin en buyuk karstik kgétt goludur
(Atiker,1993). Suyu alkali 6zelliklerde olmakla lidite pH’sinin yillik ortalamasi
8,2 civarindadir. Bu golde@.carpio 6rnekleri alinmgtir. Suyun dger ozellikleri;
fosfat 46,7 pg/L, nitrat 0,56 mg/L, stlfat 311 mgKalsiyum 489 mg/L, sicaklik
ortalama olarak ilkbahar aylarinda 15-19 ¢az aylarinda 23-26°Csonbahar
aylarinda 13-15 € kis aylarinda 4-10 €arasindadir (Kiling ve Ark., 2007).

Sivas Tecer D&i pinar kayngindan Oncorhynchus mykisérnekleri
toplanmstir. Yapilan pH o6lcimlerinde pH 7,2-7,5 olarak butustur. Suyun
diger Ozellikleri; sicaklk 10,1 € katyon miktarlari N& 0,2 Meg/L, K 0,005
Meg/L, Ca" 1,5 Meg/L, Md" 0,9 Meg/L, anyon miktarlari HCOL,9 Meg/L, Cl
0,26 Meq/L, S@ 0,39 Meg/L (Ekemen, 2001)
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2. METARYAL METOT

2.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu calgsmada 5 farkl istasyon secilgtir; Todlirge Goli’ndenCyprinus
carpiodan 17, Van GoliChalcalburnus tarichiinci kefali)’den 13,Sarkisla ilce
sinirlarinda bulunan goéldedyprinus carpicadan 12, Kangal balikli kaplicasindan
Cyprinus macrostomugbeni balgi) tlrine ait 10 veGarra rufa (yagli balik)
tirine ait 10 drnek. Kontrol grubu olarak ise Sifi@ser D&l su pinarindan 10
adetOncorhynchus mykissaligl toplanmgtir. Tum balik gruplarina ait olarak
toplam 72 6rnek toplanmive baliklarin solunga¢ bolgesi kesilerek daha 6nce
laboratuar keullarinda hazirlanan (antikoagulant) 0.1M EDTA d&sgle
birlikte enjektér vasitasiyla kanlarnn alinip steri(EDTA’l) tlplerde
saklanmglardir. TuUpler sguk ortam olarak termos ile muhafaza edilerek
laboratuara getirilip -20 Tolan dolapta saklangiardir. Ayrica bu tirler ile
kargilastirma yapabilmek icin kontrol (gl grup) olarak Sivas Tecer Ra
pinarindan 10 ad€ncorhynchus mykis$rnesi, alabalik yettiricilerinden canli
olarak temin edilngtir.

Balik drnekleri; Balik Kepce, dip oltasi ve serpyaedimiyla toplanngtir.

2.2 Laboratuar Uygulamalari

2.2.1. Kandan Hemoglobinizolasyonu (Hemolizat Hazirlanmasi)

Kan hucreleri plazma iginde bulunurlar. Kanin bintieoagulant ile
pihtilasmasi engellendikten sonra kani santrifilj ederséte kglan sarimtirak sivi
plazmay! olgturur. Coktirme gleminden sonra tapin alt kisminda hicre
tabakalar goralur. Arhiklari nedeni ile alyuvarlar en alttadir ve eszla olan
hiicre tabakasidir. Bunun tzerinde ince beyaz bakia halinde akyuvar tabakasi
gorulur. Ayrica ¢cok miktarda kan ile caldiginda en ustte inci taneleri gibi
trombositlere de rastlanilabilir. Bu Ust katmantdikkatlice pipet yardimiyla
alinmstir. Asagidaki yontemlerde aciklangl sekilde, kandan hemoglobin
proteini saflatiriimistir.
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Daha sonra drnekler spektrofotometre cihazi iledBnd Assay metodu
kullanilarak Hb protein miktar tayini yapildi (Balj ve Ark., 1996). Bulunan

absorbasyon ve konsantrasyon miktarlari tezin saiil1 olarak konuldu.

2.2.1.1. Kullanilan Kimyasallarin Listesi

* Antikoagulanth kan 6rng
* % 0.9 NaCl veya 1x Retik Salin (NaCl, KCI, Mgl
* Distile su

e Toluen

2.2.1.2. Deneyin Yapih

« 1 ml EDTA'h kan 6rngi alinarak, 3000 rpm'de 5' santrifiij edilip Ustteki

plazma kismi pipet ile uzakdariimistir.

* Kan drngi U¢ kez serum fizyolojik ile yikandi.

Yikama Islemi: Ornek uUzerine 1x Retik salin ilave edildi ve hedif
calkalandi. Ardindan 3000 rpm'de 5 dakika santrédjldi. Stpernatan kismi
aspire edildi.

» Coktirme gleminden sonra altta kalan alyuvar tabakasi UzerjBekatl
distile su ve yarisi kadar da toluen ilave edildi.

» 8 dakika elle calkalandi.

» 20 dakika 3000 rpm'de santrifdj edildi.

* Aradaki berrak kisim mikropipetle dikkatlice alind

« Alinan berrak kisim -20 Wlan dolapta muhafaza edildi.
2.2.2. Dikey Tabaka D@al-PAGE jel Uygulamasi
2.2.2.1. Bilgi

Dogal jel elektroforezinde proteinler molekulegidiklarina gére denatiire
olmadan ayrilirlar. Bir jel hazirlamak icin 2 farklaz olwturulur. Bunlardan
birincisi ayrstirma, ikincisi ise toplama jelidir. Bu fazlarin p&t birbirlerinden

28



farkhlik

agirhklarina gore bant profilleri oktururlar. Elektroforez tamponu @al-PAGE

uygulamalarn icin pH 8,8 olarak ayarlanir. Genefateteinler hakkinda temel
bilgiler sgslamak amaciyla uygulanirlar. Bu gaha Bollag ve Ark., (1996)'nin
“Protein Methots” adli kitabinda yer alan ga-PAGE protokoli modifiye

gosterir. Proteinler pH’si

edilerek hazirlanngtir.

2.2.2.2.

Kullanilan Ekipmanlar

Tabaka Jel elektroforez sistemi

20 x 20 elektroforez camlari

Gug kayngl
Pipetler

Mikro enjektor
Enjektorler

Boyama kaplar

Kullanilan Kimyasallar

Akrilamid
Bis-akrilamid

Tris

HCI

Amonyum persilfat
TEMED

Glisin

Gliserol

Bromfenol blue
Coomassie blue R-250
Methanol

Glacial asetik asit

8,8 olan agtirma jelinde molekuler



2.2.2.4. Calsma Solusyonlari

1. Solusyon A (%29 akrilamid, %1 bis-akrilamid 100 ml)
e 29 g Akrilamid
* 1 g Bis-akrilamid
* Hacim 100 ml oluncaya kadar distile su ile tamarian
 Kapa sikica kapatilip swk ortamda saklandi. Polimerize olmayan
akrilamid kanserojendir ve solunmamalidir.
2. Soluisyon B: 4x ayirma tamponu,100 ml 1,5 M Tris-HCI)
e 18,2 g Tris 40 ml distile suda ¢6zunduraldi.
1M HCl ile pH: 8,8 yapildi.
e Hacim 100 ml oluncaya kadar distile su eklendi.
3. Soluisyon C:(4x duizenleme tamponu,100 ml 0,5 M Tris-HCI)
* 69 Tris 40 ml distile suda ¢6zunduruldd.
* 1M HCl ile pH: 6,8 yapildi.
e Hacim 100 ml oluncaya kadar distile su eklendi.
4. %10 Amonyum Perstlfat: (5 ml)
* 0,5 g Amonyum persulfat
» 5 ml distile su igerisinde ¢dzunduruldu.

5. Elektroforez Tamponu: (1litre)

[ ]
'_\
>
™~
«
©
%)
>
N
©
N
3
<

1M HCl ile pH: 8,8 yapild1.

Hacim llitre oluncaya kadar distile su eklendi.

6.5x Yukleme Tamponu:(10 ml)

* 3,1 ml 1M Tris-HCI (pH:6,8).......... 3125 mM
e 5miGliserol.........cccviiiii...%50
* 0,5 ml %1 Bromfenol blue.............. %0,05

e 1.4 mldistile su konuldu.
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7. Coomassie Blue Boyama Solusyon(t litre)
* 1 g Coomassie blue R-250
* 450 ml Methanol
e 450 ml distile su
* 100 ml Glacial asetik asit
* Whatman No.1 k&di ile stzildu.
8. Coomassie Blue Berraklgtirma Solisyonu: (1 litre)
e 100 ml Methanol
* 100 ml Glacial asetik asit (G.A.A)
» 800 ml distile su konuldu.
9. %1 Bromfenol Blue: (w/v, 10 ml)
* 100 mg Bromfenol blue

e 10 ml distile su konuldu.

2.2.2.5. Jellerin Hazirlanmasi

1. % X'lik Ayni stirma Jelinin Miktarinin Hesaplanmasi

Solisyon A ...coiviiiiinn . X/3ml
Solisyon B ......coiiiiiiinnn. 2,5mil

Distile su ..........cooiiinie. (7,5-=X/3)mi
%210 Amonyum persdulfat ...... 50ul

TEMED ...............oe...0.5ul

2. Ayristirma Jelinin Hazirlanmasi (%8 )

4,8 mldistilesu ................ 48x3=14,4ml
2.7 ml Solusyon A ................ 2,7x3=8,1ml
2.5 ml Soliusyon B ................ 25x3=7,5ml
50ul Amonyum persdulfat......... 50 x 3 =150 pl
S5ul TEMED .....oooeeevvvev..5x 3= 15 pl
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Total hacim 30 ml enjektdor yardimi ile iki cam ares dokuldu. Jel
dokuldukten sonra tGzerine 2 ml distile su yapaapipet yardimiyla konuldu ve 40
dk polimerlgmesi icin bekletildi. Jel polimerggikten sonra Uzerindeki su enjektor

ile alindi.

3. Toplama Jelinin Hazirlanmasi (%5 )

2,3 ml distile su

0,67 ml Solisyon A

1 ml Solusyon C

30 pl Amonyum sulfat
5 ul TEMED

Total hacim 4 ml pipet ile polimegmis ayirma jelinin Uzerine doktlerek 20
disli tarak hava kabargi kalmamasi icin 45° acl ile yegteilip tarak tekrar diiz
konuma getirildi ve 1 saat bekletildi. Polimede jeller elektroforez tankina

alinarak taraklar tampon ortaminda ¢ikarildi.

2.2.2.6. Orneklerin Yuklenmesi ve Yurutilmesi

* Dondurulmy 6rnekler oda sicaldinda ¢ézunduruldikten sonra 15 pl
alinarak 5 pul ydkleme tamponu ile kamildi. Hazirlanan 6rnekler jelin
oyuklarina mikropipet aracg ile yuklendi.

» Zaman kaybetmeden elektroforez gic¢ kayna balandi. 200-300 V 30

mA olacaksekilde érnekler bir gece yaklk 15 saat yurutuldi.
2.2.2.7. Jellerin Boyanmasi

» Jeller boyama kaplarina dikkatlice ¢ikarildi.
* Hazirlanmg olan coomassie blue R-250 boyama solisyonu jeller
icerisine tamamen gomdulecelekilde dokulerek 15-30 dk (jellerin kaligina

gore) bekletildi.
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 Daha sonra bantlarin goérinir hale gelebilmesi igin gece jeller

berraklgtirma sollisyonunda bekletildi.

2.2.3. Dikey Tabaka SDS-PAGE Jel Uygulamasi

2.2.3.1. Bilgi

SDS-PAGE elektroforez uygulamasi gab-PAGE uygulamasindan farkli
olarak jelin icerisinde ve tamponda SDS deterjagarii. Bu SDS deterjani,
proteinlerin denatlre olmasini gsayarak monomer zincirlerine ayirir. Ayrica
SDS proteinin monomer alt dnitelerini (-) yikle yeyerek dizgin bir yapi
kazanmalarini gaar. Elektroforezin c¢ajma prensibi, elektrik alaninda
proteinlerin molekiler buyikliklerine gére ayirmgaik/kitle) esasina dayanir.
Bu calsma Bollag ve Ark., (1996)'nin “Protein Methots” adtitabinda belirtilen
SDS-PAGE protokolti modifiye edilerek uygulagtm,

2.2.3.2. Kullanilan Ekipmanlar

»  Tabaka Jel elektroforez sistemi
* 20 x 20 elektroforez camlari

*  Gug kaynai

*  Pipetler

*  Mikro enjektor

*  Enjektorler

*  Ependorf santrif(j

*  Su banyosu

. Karistirici

* Boyama kaplari
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2.2.3.3. Kullanilan Kimyasallar

e Akrilamid

e Bis- akrilamid

e Tris

e SDS

*  Amonyum perstilfat
e TEMED

e 2-Merkaptoethanol
e Gilisin

e Gliserol

e Bromfenol blue

e HCI

e Coomassie blue R-250
e Methanol

* Glacial asetik asit

e Sukroz

2.2.3.4. Stok Solusyonlar

1.2 M Tris-HCI: (100 ml pH:8,8)

o 24,29 Tris

1M HCl ile pH: 8,8 yapildi.

» Hacim 100 ml oluncaya kadar distile su eklendi.
2.1 M Tris-HCI: (100 ml PH:6,8)

e 12,19 Tris

* 1M HCl ile pH: 6,8 yapildi.

* Hacim 100 ml oluncaya kadar distile su eklendi..



3. %10 SDS Cozeltisi (w/v, 100 ml)
« 109 SDS

» Hacim 100 ml oluncaya kadar distile su eklendi.

4. %50 Gliserol: (v/v, 100 ml)
* 50 ml %100 Gliserol
* 50 ml distile su konuldu.
5. %1 Bromfenol Blue: (w/v, 10 ml)
e 100 mg Bromfenol blue

¢ 10 ml distile su konuldu.

2.2.3.5. Calsma Solilisyonlari

1. Solusyon A:(%29 akrilamid, %1 bis-akrilamid 100 ml)
e 29 g Akrilamid
* 1 g Bis-akrilamid

» Hacim 100 ml olacakekilde distile su ile tamamlandi.

2. Soliisyon B:(4x ayrstirma jel tamponu, 100 ml)
* 75 mlstok 2 M Tris-HCI (pH:8,8)......... 15M
* Aml%LOSDS ... %0,4
* 21 ml distile su konuldu.

3. Soliisyon C:(4x toplama jel tamponu, 100 ml)
* 50 mlstok 1 M Tris-HCI...................0,5M
* AmI%LIOSDS ..., %0,4
e 46 ml distile su konuldu.

4. Amonyum Persulfat: (5 ml)
* 0,5 g Amonyum persulfat
* 5 ml distile su icerisinde ¢ozunduldu.

» Bir ay buzdolabinda saklanabilir.
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5. Elektroforez Tamponu: (1 litre pH: 8,3)

e 3gTris.c.cc.ccivviieennn. 25 mM
e 14, 49gGlisin.................. 192mM
e 1gSDS.......coiiiii . %0,1
6. 5xYukleme Tamponu:(10 ml)
e 0,6 ml1M Tris-HCI (PH: 6,8)........... 60 mM
e 5ml%50 Gliserol......................... %25
e 2mI%I0OSDS......coviiiii %2
e 0,5 ml 2-Merkaptoethanal...............14,4 mM
* 1 ml %1 Bromfenol blue................. %0,1

e 0,9 distile su konuldu.
7. Coomassie Boyama Sollsyon(dl litre)
* 1 g Coomassie blue R-250
* 450 ml Methanol
* 450 ml distile su
* 100 ml Glacial asetik asit
* Whatman No 1 k&di ile stzuldu.
8. Coomassie Berraklgtirma Solusyonu: (1 litre)
* 100 ml Methanol
* 100 ml Glacial asetik asit

« 800 ml distile su konuldu.
2.2.3.6. Jellerin Hazirlanmasi

* Toplama Jelinin Hazirlanmasi (%5)

Sukroz gradientli SDS-PAGE jeli dokulgii zaman %8'lik jel icin 0,69
sukroz, %12’lik icin 0,935g sukroz kullanilgtir. Ayrica, dokulen jel

yogunluguna goére sukroz miktari temel olan oran Uzerindagrudoranti yolu ile

hesaplannstir.
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Tablo 1. Toplama jelinin hazirlanmasi i¢in gereken kimydsdsenlerin, toplam

miktara ve %5 oranina gore ayarlanmasi icin gerekitarlarinin gosterilmesi

Bilesenler Iml [ 2ml | 3ml | 4ml | 5ml | 6ml | 8ml | 10 mi
Distile su 0,68 |14 2,1 2,7 34 4,1 55 6,8
Solusyon A | 0,17 | 0,33 |05 0,67 (0,83 |1,0 1,3 1,7
SolisyonC | 0,13 | 0,25 |0,38 | 0,5 0,63 (0,75 |1,0 1,25
%10 APS |0,01 |0,02 |0,03 |0,04 |0,05 |0,06 |[0,08 |01
TEMED 0,001 | 0,002 | 0,003 | 0,004 | 0,005 | 0,006 | 0,008 | 0,01
%10 SDS |0,01 |0,02 |0,03 |0,04 |0,05 |0,06 |[0,08 |01

* %X Ayri stirma Jel Miktarinin Hesaplanmasi

Tablo 2. Ayristirma jelinin hazirlanmasi icin gereken kimyasaleganlerin,
istenen toplam (ml) miktara ve istenen %X orani@aegayarlanmasi gereken

miktarlarinin gésterimi

Bilesenler (10 ml) %6 %8 %10 %12 %15
Distile su 53 4,6 4,0 3,3 2,3
Sollsyon A 2,0 2,7 3,3 4,0 5,0
Solusyon B 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
%10 Amonyum persulfat 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,008 | 0,006 0,004 0,004 0,004
%10 SDS 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Bilesenler (20 ml) %6 %8 %10 %12 %15
Distile su 10,6 9,3 7,9 6,6 4,6
Solisyon A 4,0 53 6,7 8,0 10,0
Solusyon B 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
%10 Amonyum persdulfat 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
TEMED 0,016 |0,012 0,008 0,008 0,008
%10 SDS 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

37



2.2.3.7. Jellerin DOkulmesi ve Polimerlgiriimesi

Dokulmesi kararlgtirilan ayrgtirma jelinin  ylizde miktari hesaplandi.
Ayristirma jelinin aplike edilmesi icin 50 ml olan erlegerisine sollisyon A,
solisyon B, %10 SDS, amonyum persilfat ve TEMED ukduktan sonra
enjektor ile alinarak hizli bigekilde, hazirlanan camlar arasina aplike edildinJe
Ust yuzeyinin dalgalanmamasi icin tzerine distileyavaca pipet ile konuldu ve
polimerlggme icin 45 dakika beklenildi. Polimerize olan jeliizerindeki su
tabakasi enjektor ile dikkatlice Uzerinden alindbaha sonra ilk jelin
hazirlanmasindan farkli olarak Solisyon B vyerineliSmn C solisyonu
kullanilarak %5’lik ayrstirma jelinin ¥ ‘U kadar olacagekilde toplama jeli aplike
edildi. 20 oyuklu tarak toplama jelinin icerisinérguldi ve polimerlgme icin 1
saat beklenildi. Polimerdene klemi tamamlandiktan sonra jeller elektroforez
tankina yerlgtirerek taraklar tampon icerisinde cikarilarak gellyikleme igin

hazir hale getirildi.

2.2.3.8. Orneklerin Yiklenmesi ve Yuritilmesi

« Orneklerden 20 pl alinarak 5 pl yikleme tamponikasstirildi.

e 1 dk santrifuj edildi.

e 85°C olan su banyosunda 5 dk slre ile denatllei.edi

* Hazirlanan ornekler jelin oyuklarina mikropipet@ahg! ile yuklendi.

e 200-300 V 40 mA olacakekilde drnekler bir gece yaklk 15 saat
yuratulda.

2.2.3.9. Jellerin Boyanmasi

e Jeller boyama kaplarina dikkatlice ¢ikarildi.

e Hazirlanmg olan Coomassie blue R-250 boyama soliisyonu jeller
icerisine tamamen gomiulecakkilde dokulerek 15-30 dk (jellerin kaligina

gore) bekletildi.
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 Daha sonra bantlarin goérinir hale gelebilmesi igin gece jeller
berraklgtirma sollisyonunda bekletildi.

e Ayrica tam olarak boyanin alinamamasi durumunday@sunluklar
degisen (%50, %25) alkol ¢Ozeltilerinde kisa sire calkdl.

e Bant profilleri incelendi.

2.2.4. Tipli Jel Sistemi ildzoelektrik Odaklama

2.2.4.1. Bilgi

Izoelektrik odaklama (IEF) jel elektroforez teginproteinleri yiklu amfolit
varhginda (pH 3,5-10) net yiklerine gbre ayirma prengbdayali cadr.
Proteinler, yapisinda bulunan amino asitlerin yiikke gore izoelektrik pH’'da
toplanirlar ve disk goérintusi glururlar. Bu gerekli olan awmayi sglamak
icin pH’si farkl asidik ve bazik 6zellik gosterék farkh tampon kullanihr. IEF
sistemi proteinlerin awtinimasinda en etkili ve kesin sonuglari vermesi
bakimindan tercih edilir. Verimli bir ayma icin yiuksek Volt verebilen gig
kaynaklarinin kullaniimasi gerekig€kil 13).

Bu calsma Bollag ve Ark., (1996)'nin “Protein Methots” adtitabinda
belirtilen IEF protokoli modifiye edilerek uygulamgnir. Ayrica ¢6zunurlgu
distik olan proteinlerin ¢ozunurklint artirmak, protein alt tnitelerini timden
denatlre ederek alt Unitelerine ayirmak ve net gikartirmak icin deneysel

ortama protokolde belirtildi gibi 6-8 M arasinda ure ilave edilgtir.

2.2.4.2. Kullanilan ekipmanlar

e Tuplu Jel elektroforez sistemi

e 2.5 mm c¢apinda 15 cm uzuglinda cam tupler
e Sicaklik ayarlayici

e 500V 100 mA Gug kayri

e Mikropipetler
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» Enjektorler

e Boyama kaplari
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Sekil 13. IEF yontemi icin uyarlanan disk-PAGE sistemigematik gosterimi.

2.2.4.3. Kullanilan Kimyasallar

e Akrilamid

e Bis- akrilamid

*  Amonyum perstilfat

e TEMED

« Ure molekiiler saflikta

e Amfolit Cozeltisi (pH 3,5-10)
» Fosforik asit

e Sodyum hidroksit (NaOH)
e Potasyum Klorur (KCI)

» Trikloroasetik asit (TCA)
e Coomassie blue R-250

¢ Methanol
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¢ Glacial asetik asit

2.2.4.4. Calsma Sollsyonlari

1. Solusyon A:(100 ml)
e 29,2 g Akrilamid
e 0,8 g Bis-akrilamid

e Hacim 100 ml oluncaya kadar distile su eklendi.

2. %10 Trikloroasetik asit: (100 ml)
* 10 ml Trikloroasetik asit
e 90 ml distile su konuldu.
3. 10 mM Potasyum klortr: (100 ml)
4. %10 Amonyum Persilfat: (5 ml)
* 0,5 g Amonyum persulfat
* 5 ml distile suda ¢ozunduarulda.
5. Elektroforez Tamponlari
+ Ust tampon 20 mM sodyum hidroksit (NaOH)
e Alttampon 10 mM fosforik asit
» Taze ve jeller yuklenince hazirlandi.
6. Coomassie Blue Boyama Solusyon(t litre)
» 1 g Coomassie Blue R—250
450 ml Methanol
450 ml distile su

100 ml Glacial asetik asit

Whatman No 1 k&di ile stzuldu.

7. Coomassie Berraklgtirma Solusyonu: (1 litre)
* 100 ml Methanol

* 100 ml Glacial asetik asit

* 800 ml distile su konuldu.
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2.2.4.5 Jellerin Hazirlanmasi

54ml i Distile su

20ml . Soliisyon A

A8 Ul v, Amfolit ¢ozeltisi (pH: 3,5-10)
oY o F Ure (molekuler saflikta)

25 Ul e, %210 Amonyum persulfat
20l oo, TEMED

Cam tupler aplikatoriine yesgkirildikten sonra konulacak olan tre miktari
Isitiimig distile su icerisinde ¢ozundurulerek tGzerine sghiasA, amfolit ¢cozeltisi
ve klasik ornek yuklemesinden farkli olarak hembgiodrnesi direk olarak jel
karisiminin icerisine yukarida verilen oranlarda konwtau Bu kargim enjektor
ile aplikatore monte edilerek bigi&e kap modeliyle aplike edildi ve 15 dakika
polimerlggme icin bekletildi. Hafif polimerize olan tlpler edtroforez tank
kabinine monte edilerek Ust tampon tipler icerisg@nuleceksekilde ilave
edildi. Tuplerin Gst kisminda kalan havasligu ise Uste konulan tampon
cOzeltisinden pipet ile alinarak tuplerin icerisgrgekte edilmesi ile giderildi.

Cihaz guc kaynzina ba&lanarak ilk bir saat 300V 15 mA vegdir 2.5 saat
ise 500 V 5-8 mA olacajekilde 6rnekler 40€sicaklikta sirkilasyon gotmali
banyo gliginde 3,5-4 saat yurutulda.

2.2.4.6. Jellerin Boyanmasi

Jeller uzun wuglu gne yardimiyla, gnenin jel etrafinda dikkatlice
gezdiriimesi ile olgan bgluga su verilerek uygun bir kap ortamina kirilmadan
ctkarildr. Jel ygunlugu disiuk oldysundan bu slem normal uygulamaya goére
daha kolay gerceksarildi.

e Tuplerden cikarillan jeller 10 mM KCI' de 30 dakilkemfolitlerin
uzaklatiriimasi igin bekletildi. Cozeltinin pH’s1 belinteli.
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» Distile suda calkalanana jeller % 10’luk TCA ¢omeitde, jelde bulunan
proteinlerin yuklerini bloklamak igin, 10 dakikaletildi.

» 30 dakika Coomassie Blue R—250 boyama soltisyonbeklatildi.

* Boyanin tekrardan giderilmesi ve bantlarin goriiméie gelmesi icin bir
gece jeller berrakkirma sollisyonunda bekletildi.

» Cikan bantlarin fotgraflari ¢ekildi ve grafik k@idi ile milimetrik olarak

yerleri tayin edildi.

2.3. Verilerin Degerlendiriimesi

IEF yontemi ile bulunan bant profil mesafeleri phétre cizelgesine goére
belirlendi (Katsuhiko, 1973pH metre cizelgesiu sekilde hazirlandi. Kullanilan
amfolit ¢ozeltisinin pH arafina gore (3,5-10) her bir pH aitil cm olacak
sekilde 6,5 cm’lik cetvel olgturuldu. Bu 6,5 cm’lik cetvel ile 10 cm’lik resimia
ayni noktalarda olmasi igin cetvel 10cm olacgdkilde Word belgesinde
bayutalda. Cetvel araliklari oranti yoluyla da Helebilir, ancak oranti ile
bulunan rakamlardaki bindelik ve ylzdelik oynamadat metrenin yaklgk 0,5
cm sapmasina neden olmaktadir.

IEF yontemi ile elde edilen bant profillerinin, aytdir icin kasgilastirmalari
yapilirken toplu olarak resimlerin ¢ekilmesi sirafa bazi kaymalar meydana
gelmistir. Buda dgisik bir bant profili gibi goérilen yaniltici bir iziem vermitir.

IEF yontemi ile elde edilen jellerin boyanmasi sinala ilk basamak olan
KCl'de bekletme gleminden sonra ¢oOzeltinin pH’si 6lgclilmive 7-8 arasinda
bulunmugtur.

Verilerin deserlendiriimesinde bant profillerine numaralar vexiy ve bu
numaralara gére pH tablolari sturulmustur. Ayni sekilde SDS ve Dgal-PAGE
uygulamalarn icinde bantlara numara vergmie degerlendirme bu numaralar
Uzerinden yapilnstir.

Tam gruplarin IEF tek@ ile yapilan analizleri sonucu elde edilen
izohemoglobin bantlarinin pH noktalarina gore fdog gzaci olyturulmustur

(Tablo 24). Bu filogeni gacinin olgturulmasindasu programlar ve ydntemler
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kullaniimistir. Bulunan Hb bantlarinin pH noktalarina numaral@rilmistir.

Olusturulan veri matriksinde pH noktalari karakter alasecilmg ve bu pH’larda
Hb bandi olup olmamasina gére 1 ve 0 rakamlar akuthrak PAUP
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) 4.0b 10¢8erd, 1997) programi igin
veri matriksi olgturulmutur. Verilerin programa girilmesi ile tablo 26’da

belirtilen filogeni gaci elde edilnstir.
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3. BULGULAR

3.1. D@al-PAGE Bulgulari

Bu calsmada, dg@al elektroforetik ortamlarda yuoratilen balik
hemoglobinlerinin verngi oldusu bant Ornekleri tayin edilngtir. Ilk dogal
uygulamaC. carpio (Sarkisla) ve C. carpio (Todurge) orneklerinin molekuler
belirte¢ ile yarutulmesini kapsamaktadgekil 14). Sekilde goruldigl gibi bant
buyukltkleri molekuler belirteg ile katastirildiginda 45-212 kDa arasinda
konwlandinimstir. Molekiler belirtecin dier bantlari ise en dnde kalin bir bant
olarak yer almy ve birbirinden aygmamstir. Gerek Sekil 14 gerekseSekil
15'deki verilerde ¢ belirgin balik Hb bant prafié rastlannstir. 3. bandin test
edilen tim turlerdeki asil (major) bantgdr bantlarin ise kticik (mindr) Hb bandi
oldugu gozlenmgtir. G. rufa 6rnesinin molekuler belirtecin 6n kalin bandi ile

eslesen bir fazla bant orrge daha sergiled gortlmsttr (Sekil 15).

marker
1 — | 212
o 116
3 - 2 = . . = g:." EE
T 45
Sarkigla Tadlrge
o Carpio C.oarpio
=1
21
G Sy
14,4

Sekil 14. Sarkisla C. carpiove TdodurgeC. carpio 6rneklerinin Dgal-PAGE ile

elde edilen bant profilleri.

45



molekGler
marker :
q R e — — o -,
" 3 i
o7
-~
2— e B
jC i g—
™
iw vj— ‘__‘\‘—-___,.r"f/‘ s
0. miykiss C macrastomus Chalcarburnug
tarichi
3
21 — o —
19 v o i
144 arra rufa

Sekil 15. Oncorhynchus mykis€yprinionmacrostomuse Chalcalburnus tarichi

turlerinin Dgzal-PAGE elektroforez uygulamasi ile gortlen bamifiieri.

Sekil 14 ve Sekil 15’de goruld@glu Uzere D@al-PAGE uygulamasinda
gorulen 1, 2 ve 3 numarali bantlar g&astirilan tim gruplarda ayni molekuler
agirhktadir. Ancak Garra rufa orneinin Dogal-PAGE uygulamasinda gir
gruplardan farkli olarak 4. bir bant profili gortlgtir.

Tdm uygulamalar her tartn farkh bireyleri icin yapis ve her seferinde
tum uygulamada kullanilan her tarin farkh bireylégin ayni sonuc¢ elde
edildiginden, bunlar arasinda en iyi gorintl veren jeltesimlenmg ve

degerlendirilmistir.

3.2. SDS-PAGE Bulgulari

3.2.1. Normal Homojenizatlarin Yuruttlmesi ile EldeEdilen Bulgular

Bu uygulamada protein iceren normal homojenizatdS varlginda
denatire edilerek yuratulngiérdir. Sekil 16, Sekil 17 veSekil 18'de goruldigu
gibi bant profilleri bulunmg, bulunan bant profilleri molekuler belirtecle

karsilastirilmis ve molekuler girliklan tayin edilmitir. Normal ornekler tim
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gruplarin kendi Hb icegini bulundurd@gundan tim Hb bant profillerinin
gorilebilmesi icin busekilde bir calgma yapilarak sonuclar gerlendirmitir.
Yapilan dgerlendirmeler ile gruplardaki katastirmalar yapilmy ve belirlenen

bantlar numaralandirilrgtir.

maErker = = [ L=

Sekil 16. Sukroz gradientli jel (%5, %12, %15) ile SDS-PAG¥gulamasinda
goruntilenen bant profilleria( TodurgeC. carpig b. Sarkila C. carpiqg c. C.
macrostomusd. G. rufa) (molekuler belirte¢ bluyukluklerl: 14,4 kDa,2: 19
kDa, 3: 21 kDa,4: 31 kDa).

Sekil 16’da goruldigit gibi TodurgeC. carpio, Sarkila C. carpio, C.
macrostomusve G. rufa tirleri arasinda SDS-PAGE (sukroz gradientli)
uygulamasi ile yapilan katastirmalarda tim ttrlerde 1, 2, 3, 4, 5 numaral dma
uzere 5 bant profilleri this edilmgtir. Bu gbzlenen bant profillerinin tamami
%15'lik olan alanda gorulmtiir. Jelin Gst tarafinda bulunan %5 ve %12’lik
kisimda bant profili gdzlenmestir. Fakat bu oranlara sahip jellerin proteinleri
daha net gorunidr hale getirmesi, toplanmasini vekikksmesini sgladigi

bilinmektedir. Sukrozekerinin jellerin icerisinde farkh ygunlukta bir gradient
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olusturmasi bu keskingnenin, toplanmanin ve net goruntl vermenin nedeni

oldugu bilinmektedir.

Birinci hattaki protein markeri numaralandirikimr ve bantlarinin
blyukligt su sekildedir; 4. bant 31 kDa, 3. bant 21 kDa, 2. hE&tkDa, 1. bant
ise 14,4 kDa oldgu bilinmektedir. Turlerdeki bant profilleri proteimarker ile
karsilastirildiginda 1. bandin 31-21 kDa, 2. bandin 21-19 kD4, 3, numarall
bantlarin ise 19-14,4 kDa arasinda @ldtespit edilmgtir.

Sekil 17. Chalcalburnus tarichi tirtiniin bireyleri arasinda yapilan sukroz
gradientli (%5, %10, %20) SDS-PAGE uygulamasi.

Sekil 17'de Chalcalburnus tarichi turlerinin bireyleri arasinda bir
karsilastirma yapilmgtir. Sukroz gradient SDS-PAGE uygulamasi ile yapila
karsilastirmada turan farkh bireyleri arasinda farkhligspit edilemengtir. Bu
SDS-PAGE jeline yuklenen 6rnekler, Hb elde etmek lqllanilan yontemden
farkli olarak santrifijden sonra alinan ara faznerltta kalan tortu lizis edilerek
elde edilmgtir. Bu yuzden 1, 2, 3, 4, 5 numarall bantlarin idkelet proteini
oldugu disunulmektedir.

Sekil 18'de SDS-PAGE yontemi ile tim gruplarin géastiriimasi
yapilmstir. Her bir grup i¢in bant sayilari hem tir icirhedrler arasindase
sayida olup birbirleri ile hi¢bir bant profili falk g1 gdstermedii tespit edilmgtir.
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Sekil 18. Tim gruplarin SDS-PAGE ksifastirmasi (%10).

Ayrica Sekil 16'da goriinen 5 ban§ekil 18'de 8 band olarak gorilngtiir.
Bu farkli goruntindn, %15’lik sukroz jelinde 1 ve rfumarali bantlarin tam
ayrsmadgl, %10’luk sukrozsuz jelde ise monomeeklinde ayrgmasindan
kaynaklandgl sanilmaktadir.Sekil 18'de sunulan sonuglar esas algdda,
bantlarin hemen hepsi ayni buyidklikte gozlgmdien, hangi bandin major,
hangilerinin minér bantlari temsil eden alt Unitelelduzunu sdylemek bu

sonugclara goére oldukga zor goriinmektedir.

3.2.2. IEF Yontemi ile Bulunan Bantlarin Kesilip SC5-PAGE’de Yurutulmesi

3.2.2.1. Kesilen Bantlarin Ezilerek SDS-PAGE Jeléal Yurutilmesi

IEF tekngi ile bulunan bant profillerinin, dikkatlice tek roHb bandina
boyanan oOrnekler dikkate alinarak bantlara denleagid sekilde boyanmangi
ornek kasiligl kesildikten sonra yukleme tamponu igerisinde reesi ile elde
edilen ornekler dre icerikli SDS-PAGE jelinde yiirimdstir. Sekil 19'da
goraldigu gibi her bir hatta 4 bant oldu gézlenmgtir. Bu 4’li bantlarin tek bir
Hb bandinin alt tnitelerinden glmasindan kaynaklanmaktadir. Bu uygulama ile
tum turlerin Hb bant profillerinin kardastirimasindan ziyade IEF tekiyle
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bulunan bantlarin her birinin bir alt Gnitemi yokbar birinin tek bir Uniteli

Hb’imi temsil ettigi kesinlsstirilmi stir.

a. Sarkisla C. carpio

Sekil 19. IEF yomtemi ile bulunan bantlarin kesildikten soaedlerek ayri olacak
sekilde SDS-PAGE jeline uygulanmasiyla bulurfgarkisla C. carpio (a) veC.
macrostomugb) bant profillerinin gosterimi (Her hat tek birbHmolekulinu

gostermektedir).

3.2.2.2 Kesilen Bantlarin Direk SDS-PAGE Jel ile Yurutilmes

IEF tekngi ile bulunan Hemoglobin bant profilleri dikkatliaeetvel ve jilet
aracilgl ile tek bir Hb bandina denk geleceékilde (jel) kesildi ve ezilmeden
uygulandi. Yukleme tamponu icerisindestoiakika denatire edildikten sonra jel
dikkatlice SDS-PAGE jelinin tzerine konuldu. Bekilde tek bir Hemoglobin
proteini ydrutalmi oldu.

Sekil 20'de gdosterildii gibi her bir hatta 4 bant olgu gozlenmgtir. Bu 4'lu
bantlarin, tek bir hemoglobin bandinaifa ve beta alt Uniteleri oldgu teshis
edilmistir. Bu uygulama IEF ¢cajmasinda g6zlenen hemoglobin formlarinin treli
ortamda SDS, 2-merkaptoethanol ve triton X-100 dlama alt Unitelerden

ayrismadgini gostermytir.
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Sekil 20. IEF yontemi ile bulunagarkisla C. carpioizo-hemoglobinbantlarin
kesildikten sonra jel parcalarinin alinarak aym {ekilde SDS-PAGE jeline
uygulanmasiyla bulunan Hb bant profilinin gosterighier hat tek bir Hb
proteinini gostermektedir).

Sekil 18’'deki %10’luk SDS esas alirginda uygulamalarda tek gaa SDS
ile tOr ici ve tdrler arasinda bir fark gozlenm@&dbelirlenmitir. Hangi alt
Uniteleri icerdgi bilinmemesine karn toplam 8 band profili tim tir ve tirin
bireylerinde gozlenngtir.
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3.3. IEF Ure-PAGE Bulgulari

3.3.1. Her Bir Tiiriin Kendi igerisinde Deerlendiriimesi

® =T NaOH()

95 =

o Ef Katot

8,5 gf_ pH 10
= :
=

7 =F—

65 —=—

6 =/

55 =

s g;— Fosforik Asit (+)
= Anod

. ==

as = pH: 3,5

Sekil 21. Oncorhynchus mykis&neklerinin Hb bant profillerinin IEF yontemi ile

belirlenip kasilastiriimasi.

Sivas Tecer Dgi yetistirme ciftliginden alinanOncorhynchus mykiss
bireyleri birbirleri ile kasilastiriimistir. Kaynakta yapilan pH olciminde suyun
pH’sI 7,2- 7,5 arasinda bulungtur. Ayrica suyun yuksek oksijen miktarina sahip

oldugu bilinmektedir.

Tablo 3. Oncorhynchus mykissirandn farkli bireylerinin Hb band ve pH
noktalari

Hb |1 |2 |3 |4 |5 ]| 6
pH|8,0|77|72|6,7/65|6,0

Oncorhynchus mykissirinin farkh bireyleri arasinda yapilan Hb bant

profillerinin kasilastiriimasi ile tir icinde Hb bant farkiginin olmadgl ve ayni
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pH noktasinda odaklanglibelirlenmitir (jellerin resimleri ¢ekilirken tam olarak
bir araya getiriimesinde ufak pozisyon kaymalamitur). Buna gére anod ve
kathodik alanlarda proteinleringie dagildig, daha cok ise pH 7’nin her iki
yaninda @t sayida dagilim gozlenmgtir. 3. protein bandinin baskin (majér) Hb,
1-2 ile 4-5 ile kendi aralarinda daha Gz(ieo) Hb oldgu gorulmigtar.

= NaOH (-)
95 =
° Ez__ Katot
85 —— pH: 10
s =E—
==
7 =E—
==
6 ——
=
s =— Fosforik Asit (+)
s = Anot
4 =£ _
35 == PH: 3,5

Sekil 22. Garra rufa (yagl balik) 6rneklerinin Hb bant profillerinin IEF yemi
ile belirlenip kasgilastiriimasi.

Sivas Kangal Balikli Kaplicasi'ndan alin@arra rufa (yagli balik) bireyleri
birbirleri ile kasilastirimistir. Balikh Kaplica suyunda yapilan pH olciminde
suyun pH’ si1 7,2 bulunngtur. Ayrica bu suyun yiksek selenyum miktarina gahi
oldugu ve sicakkinin 35 C oldugu bilinmektedir.

Tablo 4. Garra rufa (yagh balik) turintn farkli bireyleri arasinda IEF te§i ile
bulunan bant profillerinin pH noktalari
Hb|1 (2 |3 |4 |5 | 6| 7| 8| 9| 10 11
pH|98|8,7/85|7,2/6,7/,65|60(5,4|5,1|4,3|3,9
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Garra rufa turinun farkh bireyleri arasinda yapilan Hb banofillerinin
karsilastirilmasi ile bireylerin arasinda bir bant farldgihin olmadgl ve ayni pH
noktasina sahip olgu belirlenmgtir (jellerin resimleri ¢ekilirken tam olarak bir
araya getiriimesinde ufak pozisyon kaymalari ajtar). pH’'ya gbre protein
dagihmlarina bakildginda ise: 7 bandin asidik, 4 bandin ise alkali d@daalmak
Uzerell band oldiw gozlenmytir.

' =F  NaOH () - ‘-'- "":""
= Katod : .
9  ——f— ]
&s —==—  PH:10
s =
=
7 =—
65 =—
6 =
— - 11
53 E:_ - —12
s ==—  Fosforik Asit (+) VA - |
45 —=—  Anod |
‘=5 H:3,5 |
35 ——_ PH:=3, I

Sekil 23. TodurgeC. carpio 6rneklerinin Hb bant profillerinin IEF yontemi ile

belirlenip kasilastiriimasi.

Sivas Todurge Goli’'nden alinarC. carpio bireyleri birbirleri ile
kargilastiriimistir. Todlrge Golu'nin suyunda yapilan pH olgimusdgun pH’
sI 8,6 civarlarinda bulunngtur. Ayrica bu suyun alkali ol bilinmektedir.

Tablo 5. Todurge C. carpio turinun farkl bireyleri arasinda IEF tekniile
bulunan bant profillerinin pH noktalari

Hb|1 (2 |3 |4 |5 | 6| 7| 8| 9| 10 1112
pH|85|82|79|76|74|7,2|70/6,7/,65|6,3|5,6|5,3
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Todurge C. carpio turunian farkh bireyleri arasinda yapilan Hb bant
profillerinin kasilastiriimasi ile bireylerin arasinda bir bant farldihin olmadgi
ve ayni pH noktasina sahip ofslubelirlenmitir (jellerin resimleri ¢ekilirken tam
olarak bir araya getiriimesinde ufak pozisyon kalanalmustur). 12 bandin 7'si
alkali, 5'i ise asidik lokasyon sergilesgtir.

== NaOH (-)
95 —/
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Sekil 24. Sarkisla C. carpio 6rneklerinin Hb bant profillerinin IEF yontemi ile
belirlenip kasilastiriimasi.

SivasSarkisla ilcesinde bulunan sazlik olan buyik su birilsmtden alinan
C. carpio bireyleri birbirleri ile kagilastiriimistir. Suda yapilan pH 6lciminde
suyun pH’ si1 6,8- 7,0 olarak bulungtur. Ayrica bu suyun c¢ok kirli balcikjenis
ve sazliklarla kapli oldtu belirlenmitir.

Tablo 6. Sarkla C. carpio tirinun farkh bireyleri arasinda IEF tekgniile
bulunan bant profillerinin pH noktalari

Hb|{1 (2 |3 |4 |5 | 6] 7| 8| 9
pH|85|7,2/65|64|56|5,3|4,3|4,2|3,7
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Sarkila C. carpio turintn farkli bireyleri arasinda yapilan Hb bant
profillerinin kasilastiriimasi ile bireylerin arasinda bir bant farldihin olmadgi
ve ayni pH noktasina sahip ofslubelirlenmitir (jellerin resimleri ¢ekilirken tam
olarak bir araya getirilmesinde ufak pozisyon kalanaolmutur). Genelde 7
bandin asidik, kalan 2 bandin ise bazik alandaeyikrbldugu gozlenmgtir.

10
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Sekil 25. Chalcalburnus tarichidrneklerinin Hb bant profillerinin IEF yontemi
ile belirlenip kasgilastiriimasi.

Van Goli'nden alinanChalcalburnus tarichi bireyleri birbirleri ile
karsilastirilmistir. Suda yapilan pH &lciminde suyun pH’ si 9.8raka
bulunmutur. Ayrica bu suyun yiksek miktarda sodali @auda bilinmektedir.

Tablo 7. Chalcalburnus tarichitiriintin farkli bireyleri arasinda IEF tegnile
bulunan bant profillerinin pH noktalari

Hb|1 (2 |3 |4 |5 | 6| 7| 8
pH|85|75/7,2/60|56|5,4|45|3,7
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Chalcalburnus tarichitaranin farkli bireyleri arasinda yapilan Hb bant
profillerinin kasilastiriimasi ile bireylerin arasinda bir bant farldihin olmadgi
ve ayni pH noktasina sahip ofslubelirlenmitir (jellerin resimleri ¢ekilirken tam
olarak bir araya getiriimesinde ufak pozisyon kalanaolmutur). 5 band asidik,
3 band ise bazik alanda yer atm
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Sekil 26. Cyprinion macrostomuérneklerinin Hb bant profillerinin IEF yontemi
ile belirlenip kasgilastiriimasi.

Sivas Kangal Balikli Kaplicasi'ndan alin&yprinion macrostomugbeni
baligl) bireyleri birbirleri ile kasilastiriimistir. Balikh Kaplica suyunda yapilan
pH olciminde suyun pH’ si 7,2 bulungtwr. Ayrica bu suyun yiksek selenyum
miktarina sahip oldgu ve sicakiginin 35 derece oldw bilinmektedir.

Tablo 8. Cyprinion macrostomugbeni balgi) tartntn farkh bireyleri arasinda
IEF tekngi ile bulunan bant profillerinin pH noktalari

Hb|1 (2 |3 |4 |5 | 6] 7| 8| 9
pH|80|75/7,2/69|6,2|56|54|4,9|3,9
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Cyprinion macrostomusurinin farkh bireyleri arasinda yapilan Hb bant
profillerinin kasilastiriimasi ile bireylerin arasinda bir bant farldihin olmadgi
ve ayni pH noktasina sahip ofslubelirlenmitir (jellerin resimleri ¢ekilirken tam
olarak bir araya getiriimesinde ufak pozisyon kalanaolmutur). 6 band asidik,
3 band ise bazik alanda tespit editini

3.3.2. Her Turuin Birbirleri ile Kar silastirilarak De gerlendirilmesi

3.3.2.1.0ncorhynchus mykiss ve Diger Turlerin Kar silastiriimasi

Tablo 9.a.0. mykissre G. rufanin ortak ve farkli bantlari

Ayni pH Farkh pH 10 EE ? -
a b | al b %5 — 2
QO —— ‘
3 4 1 1 — —3
85 —— -
4 5 2 2 —— : 3
5 6 3 8 = - |
6 7 8 =
—— —3 —4
9 T =£ - .
10 == - —
11 6 g;_ - ﬁ"—?
=3 -
5 —4— =
45 ——
A o -0
= &
35 —— '
pH metre a.O. mykiss b.G. rufa

Sekil 27. 0. mykisga) veG. rufa(b) turlerinin Hemoglobin bant profilleri.
IEF yontemi ile bulunan bant profilleSekil 27'de gdsterilmitir. Kontrol

grubu olarak secile@ncorhynchus mykissrnezsinde bulunan 6 banGarra rufa

ornesinde bulunan 11 bant ile kalastirimistir. Ayrica tim Hb bantlarinin pH
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noktalari (Tablo 9.b) belirlenstir. Goruldigtu Gzere Hb band sayilari oldukca
farkli iken dort band benzer bulungtur (Tablo 9.a)

Tablo 9.b.O. mykissre G. rufaHb bantlarinin odaklanma (pH) noktalari
Hb|al|a2|a3|a4|a5|ab
pH|80|7,7|7,2|6,7/6,5|6,0

Hb|b.1{b.2|b3|b.4|b5|b6|b.7 b8|b9|b.10|b.11
pH|98|8,7/85|72(6,7|65|60(54/51[43 | 39

Tablo 10.a.0. mykissve TodurgeC. carpidnun ortak ve farkl bantlari

Ayni pH Farkh pH 10 = '
a b a b 9,5 g;_ [
3 6 | 1 | 1 o = .
4 |8 [ 2 |2 85 =— i
—— o
5 9 6 3 8 —— —1
4 75 gf_ :
— f—3
5 7 — -
7 6,5 —— -
10 6 —=—— .
11 55 —— -
12 = I
S ——
45 ——
s ==
3,5 ——
pH metre a.O. mykiss b. C. carpio

Sekil 28. 0. mykisga) ve TodurgeC. carpio(b) turlerinin Hb bant profilleri.
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Tablo 10.b.O. mykissre TodurgeC. carpioHb bantlarinin (pH) noktalar
Hb|al|a2|a3|a4|ab5|ab
pH|80|7,7|7,2|6,7/65|6,0

Hb | b.1{b.2|b3|b.4|b5|b6|b.7 b8|b9|bl0|b.11l| b.12
pH|85(82(79(76(75(72]70/6,7/65/63 | 56 |53

IEF yontemi ile bulunan bant profilleSekil 28'de gdsterilmitir. Kontrol
grubu olarak secile®ncorhynchus mykisdrnesinde bulunan 6 bant, Tédurge
Goli'nden alinan Cyprinus carpio ornezsinde bulunan 12 bant ile
karsilastirilmistir. Ayrica tim Hb bantlarinin pH noktalari  (Tablb0.b)
belirlenmitir. Yalnizca ti¢ bandin ortalkda paylaildigl gortlmtir (Tablo 10.a).

Tablo 11.a.0. mykissve Sarkisla C. carpidnun ortak ve farklh bantlari

Ayni pH |Farkh pH 10
9,5
9

a b a
3 2
5 3

8,5

1
2
4
5

@OO\Ic)m_bl_\U

4,5

3,5
p

I

metre a.0. mykiss b. C. carpio

Sekil 29. 0. mykisga) veSarkisla C. carpio(b) turlerinin Hb bant profilleri.
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Tablo 11.b.O. mykissre Sarkigla C. carpioHb bantlarinin (pH) noktalar
Hb|al|a2|a3|a4|a5|ab
pH|80|7,7/7,2/6,7|,6,5]|6,0

Hb|b.1{b.2|b3|b4|b5|b6|b.7 b8|b9
pH|85|7,2/65|6,4|56|5,3|43|4,2|3,7

IEF yontemi ile bulunan bant profilleSekil 29'da gdsterilmitir. Kontrol
grubu olarak secile®. mykissornezsinde bulunan 6 banfarkisla’dan alinanC.
carpio orneinde bulunan 9 bant ile kalastirilmistir. Ayrica tum Hb bantlarinin

pH noktalari belirlennstir. Yalniz 2 Hb bandi ortaktir (Tablo 11.a ve b).

Tablo 12.a.0. mykissve C. tarichinin ortak ve farkh bantlari

, b
i F

i

Ayni pH |Farkh pH 10

a bl al| b 9,5
3 |3 ®
6 4

8,5

1
2
4
5 7,5

1
2
5
6
7
8

4,5

3.5

Hmetre a.O.mykiss b. C. tarichi

©

Sekil 30. 0. mykisga) veC. tarichi (b) turlerinin Hemoglobin bant profilleri.
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Tablo 12.b.0. mykissre C. tarichi Hb bantlarinin odaklanma (pH) noktalari
Hb|lal|a2|a3|a4|ab|ab
pH|80|7,7|7,26,7/65|6,0

Hb | b.1|b.2|b.3| b4 |b5|b.6|b.7|b.8
pH|85|75/7,2/60|56|54|45|3,7

IEF yontemi ile bulunan bant profille§ekil 30'da gosterilmitir. Kontrol
grubu olarak secilenOncorhynchus mykissornezsinde bulunan 6 bant,
Chalcalburnus tarichtrnezinde bulunan 8 bant ile kalastiriimistir. Ayrica tim
Hb bantlarinin pH noktalari belirlengtir(Tablo 12.b).iki bandin izoelektrik

Ozellik agisindan benzer olglu belirlenmitir (Tablo 12.a).

Tablo 13.a.0. mykissrze C. macrostomusn ortak ve farkl bantlar

Ayni pH |Farkh pH 10
a |b [ a]|b %5
1 |1 g
3 |3

8,5

8

® g NN

75

7

6.5

2
4
5
6
7
8
9

6

5,5
S5
4,5

4

3,5
p

T

metre a. 0. mykiss b. C. macrostomus

Sekil 31. O. mykisga) veC. macrostomugb) turlerinin Hb bant profilleri.
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Tablo 13.b.0O. mykissre C. macrostomubib bantlarinin (pH) noktalar
Hb|al|a2|a3|a4|a5|ab
pH|80|7,7|7,2|6,7/65|6,0

Hb|b.1{b.2|b3|b4|b5|b6|b.7 b8|b9
pH|8,0|75/7,2/6,9(6,2|56|54|4,9|39

IEF yontemi ile bulunan bant profilleSekil 31'de gdsterilmitir. Kontrol
grubu olarak secilerD. mykissdrnezsinde bulunan 6 bantC. macrostomus
ornesinde bulunan 11 bant ile kalastiriimistir. Ayrica tim Hb bantlarinin pH
noktalari (Tablo 13.b) belirlengtir. Benzersekilde iki protein bandinin (Tablo
13.a) ortaklga paylaildigi gorilmektedir.

3.3.2.2.Garrarufa ve Diger Turlerin Kar silastiriimasi

Tablo 14.a.G. rufave TodurgeC. carpidnun ortak ve farkh bantlar

10

Ayni pH |Farkh pH = -
a b | a b 9
S ———
3 1 1 2 — —1
85 —/— —
4 6] 2] 3 =F !
8 —r—
5 8 4 —
75 ——
6 9 5 — —4
7T ==
! 65 —— .
10 6 —=— o
t 5,5 _g_i_ -0 ::1112
12 s =— =
4,5 if_
== =10
= g
35 L .
pH metre a.G. rufa b. C. carpio

Sekil 32. G. rufa(a) ve Todurge€. carpio (b) turlerinin Hb bant profilleri.
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Tablo 14.b.G. rufave C. carpioHb bantlarinin odaklanma (pH) noktalari

Hb

a.l

a.2|ad

a4

a.b

a.6

a.7

a.8

a.g

a.10| a.11

pH

9,8

8,7/ 8,5

7,2

6,7

6,5

6,0

5,4

5,1

4,3 | 3,9

Hb

b.1

b.2|b.3

b.4

b.5

b.6

b.7

b.8

b.9

b.10| b.11

b.12

pH

8,5

8,2|7,9

7,6

7,5

7,2

7,0

6,7

6,5

6,3 | 56

5,3

IEF yontemi ile bulunan bant profilleBekil 32’'de gdsterilmgtir. G. rufa

ornesinde bulunan 11 bant, Toédurge Goli’'nden alifan carpio érnesinde

bulunan 12 bant ile keastiriimistir. Ayrica tum Hb bantlarinin pH noktalari

belirlenmitir (Tablo 14.b).iki tir arasinda dort bandin payldigl (Tablo 14.a)

gorilmektedir.

Tablo 15.a.G. rufave Sarkisla C. carpidnun ortak ve farkl bantlari

Ayni pH | Farkh pH
a b| al| b
3 1| 1] 2
6 3| 2| 4
10 7| 4| 5
5| 6
7| 8
8| 9
9
10
11

10

9,5
-

8,5

8
1,5
7
6,5
6
5,5
S
4,5
4

3,5

pH metre

a. G. rufa

-

-

-

-0
=

b. C. carpio

Sekil 33. G. rufa(a) veSarkisla C. carpio (b) turlerinin Hb bant profilleri.
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Tablo 15.b.G. rufave Sarkisla C. carpioHb bantlarinin pH odaklanma noktalari
Hb|lal|a2|a3|a4d4|abla6|a7|a8|a9|allall
pH|98|8,7/85|72/6,7/65|60/54|51|4,3 | 3,9

Hb|b.1{b.2|b3|b4|b5|b6|b.7 b8|b9
pH|85|7,2/65|6,4|56|5,3|43|4,2|3,7

IEF yontemi ile bulunan bant profilleBekil 33'de gdsterilmgtir. G. rufa
ornesinde bulunan 11 bant§arkisla C. carpio 6rnesinde bulunan 9 bant ile
karsilastiriimistir. Ayrica tim Hemoglobin bantlarinin odaklagid{pH) noktalar
belirlenmitir (Tablo 15.b). Burada U¢ bandin her iki tirdetakr oldigu
gorulmektedir (Tablo 15.a).

Tablo 16.a.G. rufaveC. tarichinin ortak ve farkl bantlari

Ayni pH |Farkh pH 10 - o
9,5
9

a b a

8,5

8

| N b~ W
| | W
| N| 0o N T

7,5

-
-y

4,5
el

4
=

&
t
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIII

3,5

pH metre a.G. rufa b. C. tarichi

Sekil 34. G. rufa(a) veC. tarichi(b)turlerinin Hb bant profilleri.
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Tablo 16.b.G. rufaveC. tarichiHb bantlarinin odaklanma (pH) noktalari
Hb|al|la2|a3|a4|la5|a6b6|a7| a8|a9|alld]all
pH|98|8,7/85|7,2/6,7,65|60(54|51{43 | 3,9

Hb | b.1|b.2|b.3| b4 |b5|b.6|b.7|b.8
pH|85|75/7,2/60|56|54|45|3,7

IEF yontemi ile bulunan bant profille§ekil 34'de gosterilmgtir. Garra
rufa ornezsinde bulunan 11 ban€halcalburnus tarichiornezsinde bulunan 8 bant
ile kasilastirilmistir. Ayrica tium Hemoglobin bantlarinin odaklanmaH)p
noktalari (Tablo 16.a-b) belirlengtir. Burada 4 band ortakja paylaiimaktadir.

Tablo 17.a.G. rufave C. macrostomuan ortak ve farkli bantlari

Ayni pH |Farkh pH 10
a | bl a 9,5
4 3
8 7
11 9

——1

9

8,5

b
1
2
7 8
5
6
8

o N o gl wl N -

10 33

45
Ll
Al

4

3,5

pH metre a.G.rufa b.C. macrostomus

Sekil 35. G. rufa(a) veC. macrostomugb) turlerinin Hb bant profilleri.
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Tablo 17.b.G. rufave C. macrostomubib bantlarinin odaklanma (pH) noktalari

Hb|al|la2|a3|a4d4|ablab|a7|a8|a9|all0all
pH|98|8,7|85|7,2/6,7/65|6,0{54|51(4,3 | 3,9
Hb | b.1/b.2|b.3|b.4d|b5|b6|b.7|b.8|b.9
pH|80|75|72/69|6,2/56|54|49|39

IEF yontemi ile bulunan bant profille§ekil 35'de go6sterilmgtir. Garra

rufa ornegsinde bulunan 11 banCyprinion macrostomu$rnesinde bulunan 9

bant ile kagilastirimistir. Ayrica tim Hb bantlarinin odaklanma (pH) nd&ia

belirlenmitir (Tablo 17.a ve b). 3 band iki tur tarafindarylpgilmaktadir.

3.3.2.3. TodurgeC. carpio ve Diger Turlerin Kar silastiriimasi

Tablo 18.aTddirgeC. carpiove Sarkisla C. carpidnun ortak ve farkli bantlari

Ayni pH |Farkh pH
a| b a b

1 1 2 4
6 | 2 3 7
9 | 3 4 8
11| 5 5 9
12| 6 7

8

10

10

9,5
-

8,5

8
1,5
7
6,5
6
5,5
S
4,5
4

3,5

pH metre

a. C. carpio

b. C. carpio

Sekil 36. Todurge(a) veSarkisla (b) C. carpiotirlerinin Hb bant profilleri.

67



Tablo 18.b. Tédurgeve Sarkisla C. carpioHb bantlarinin odaklanma noktalari

Hb|alla2|a3|a4d4|ablab|a7|a8|a9|al0lall]al2
pH|85|82|79|76|75|7,2,7,0[6,7/65[6,3 | 56 |5,3
Hb | b.1/b.2|b.3|b.4d|b5|b6|b.7|b.8|b.9
pH|85|72|65|6,4|56|53(4,3|4,2|3,7

IEF yontemi ile bulunan bant profilleBekil 36’da gosterilmitir. Todurge

C. carpiodrnesinde bulunan 12 bangarkisla C. carpiodrnesinde bulunan 9 bant

ile kawilastiriimistir.

belirlenmitir.

Ayrica tim Hemoglobin bantlarinin pH noktalari

En fazla ortak proteinin bulungu bu ayni

populasyonunda 5 protein bandi payraaktadir ( Tablo 18.a ve b).

Tablo 19.a.Tddurge C.carpio ve C.tarichi'nin ortak ve farntlari

Ayni pH |Farkh pH
a b| a b
1 1| 2 4
5 2| 3 6
6 3| 4 7

11 S| 7 8
8 9
9
10
12

e
©

= T

9,5

8,5

45

3,5

metre

-2
a. C. carpio

b. C.

taran ki

w0
b )
gy
e 0]

tarichi

Sekil 37. TodurgeC. carpio(a) veC. tarichi(b) turlerinin Hb bant profilleri.
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Tablo 19.b.TodurgeC. carpiove C. tarichiHb bantlarinin odaklanma noktalari
Hb|lal|a2|a3|a4d4|abla6|a7|a8|a9 allall|al2
pH|85(82(79(76/75/72/70/6,7/65|/63 |56 |53

Hb | b.1|b.2|b.3| b4 |b5|b.6|b.7|b.8
pH|85|75/7,2/60|56|54|45|3,7

IEF yontemi ile bulunan bant profillefekil 37°'de gdsterilmitir. Todlrge
C. carpio orneginde bulunan 12 bant€. tarichi 6érnesinde bulunan 9 bant ile
karsilastirilmistir. ~ Ayrica tim Hemoglobin bantlarinin  (pH) noktala
belirlenmitir. Goraldigl Gzere 4 band ortaktir (Tablo 19.a ve b).

Tablo 20.a.TodurgeC. carpiove C. macrostomusn ortak ve farkli bantlari

Ayni pH |Farkh pH 10

a b | a 9,5

9

8,5

11

b
1
4
5 8
7
8
9

O O N & w| N

10 33

12 S
45

3,5

pH metre a.C.carpio  b. C. macrostomus

Sekil 38. TodurgeC. carpio(a) veC. macrostomugb) turlerinin Hb profilleri.
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Tablo 20.b.TodurgeC. carpiove C. macrostomublb bantlarinin (pH) noktalari
Hb|lal|a2|a3|a4d4|abla6|a7|a8|a9 allall|al2
pH|85|82|79|76(75|7,2,70|6,7/65|6,3 | 56 |5,3

Hb|b.1{b.2|b3|b4|b5|b6|b.7 b8|b9
pH|8,0|75/7,2/6,9(6,2|56|54|4,9|39

IEF yontemi ile bulunan bant profilleBekil 38'de goOsterilmitir. Todurge
C. carpiodrnezinde bulunan 12 ban€. macrostomus$rnesinde bulunan 9 bant
ile kasllastinlmistir.  Ayrica tim Hemoglobin bantlarinin  pH noktalari

belirlenmitir. 3 protein bandi ortak goztikmektedir (Tablog2@e b).

3.3.2.4 Sarkisla C. carpio ve Diger Turlerin Kar silastiriimasi

Tablo 21.a.Sarkisla C. carpiove C. tarichinin ortak ve farkli bantlar

Ayni pH |Farkh pH 10
9,5
9

a b a

8,5

75

| o1 W| K~
~N| O M N T

1
2
5
9

3
4
6
7
8

4,5

4

&
[ ]
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIII

3,5

T

pH metre a.C.carpio b.C. tarichi

Sekil 39. Sarkisla C. carpio(a) veC. tarichi(b) tirlerinin Hb bant profilleri.
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Tablo 21.b.Sarksla C. carpiove C. tarichi Hb bantlarinin pH noktalari

Hb|a.l|az2

a.3

a.4

a.5

a.6

a.7| a8 af

pH |85 7,2

6,5

6,4

5,6

5,3

4,3|4,2|3,7

Hb | b.1| b.2

b.3

b.4

b.5

b.6

b.7| b.8

pH | 85|75

7,2

6,0

5,6

5,4

4,5| 3,7

IEF yontemi ile bulunan bant profilleBekil 39'da gdsterilmgtir. Sarkisla

C. carpio ornezinde bulunan 9 bantC. tarichi drnesinde bulunan 8 bant ile

karsilastiriimistir. Ayrica tim Hb bantlarinin pH noktalari bedmimitir. Band

sayllari birbirine en yakin duran bu iki tirin 4nta ortak gozikmekte, fakat

protein d&ilimlarindaki fark goze carpmaktadir (Tablo 21.a-b)

Tablo 22.a.Sarkigla C. carpiove C. macrostomusn ortak ve farkli bantlari

Ayni pH |Farkh pH
a b | a b
2 3 1 1
5 |6 3 2
4 4
6 5
7 7
8 8
9 9

10

9,5
]

8,5

8

75

4,5

3,5

pH metre a.C. carpio b.C. macrostomus

Sekil 40. Sarkisla C. carpio(a) veC. macrostomug) turlerinin Hb profilleri.
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Tablo 22.b.Sarksla C. carpiove C. macrostomubib bantlarinin pH noktalari

Hb | a.l

a2

a.3

a.4

a.5

ab6| a7

a.8

a.g

pH | 8,5

7,2

6,5

6,4

5,6

53|43

4,2

3,7

Hb | b.1

b.2

b.3

b.4

b.5

b.6| b.7

b.8

b.9

pH | 8,0

7,5

7,2

6,9

6,2

56|54

4,9

3,9

IEF yontemi ile bulunan bant profillefekil 40'da gdsterilmgtir. Sarkisla

C. carpioornesinde bulunan 9 ban€. macrostomuérnesinde bulunan 9 bant ile

karsilastiriimistir. Ayrica tim Hb bantlarinin pH noktalari belivhaistir (Tablo

22.a ve b). Protein bant sayilari tamamen ayni lolaiki tir aksine yalniz 2 bandi

ortaklga paylamaktadir.

3.3.2.5.Chalcalburnustarichi ve Diger Turlerin kar silastiriimasi

Tablo 23.a.C. tarichi ve C. macrostomusn ortak ve farkli bantlari

Ayni pH |Farkh pH
a b | a| b
3 |3 1] 1
5 |6 2 | 2
6 |7 | 4] 4
7 5

8 8

9

10

9,5
°

8,5

75

4,5

3,5

©

H metre a.C. tarichi

b. C. macrostomus

Sekil 41. C. tarichi(a) ve C. macrostomus (b) ttrlerinin Hb bant plefil
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Tablo 23.b.C. tarichive C. macrostomubib bantlarinin odaklanma pH noktalari
Hb|al|la2|a3|a4|la5|ab6|a7|as
pH|85|75/7,2|60|56|54|45|3,7

Hb | b.1|b.2|b.3|b.4|b5|b.6|b.7|b.8|b.9
pH|80[75/72|69/6,2|56|54|4,9]|39

IEF yontemi ile bulunan bant profillefiekil 41'de gosterilmgtir. C. tarichi
orngzinde bulunan 8 bantC. macrostomusornesinde bulunan 9 bant ile
karsilastiriimistir. Ayrica tim Hemoglobin bantlarinin odaklanmad)poktalari
belirlenmitir. Band sayilari yakin olan bu iki tir genelgdan farkhligi yaninda
3 bandi ortak tamaktadir (Tablo 23.a ve b).

3.3.3.Turlerin Hepsinin Ayni pH Cizelgesinde Kaslilastirilmasi

10

95

—1
—2

E__ 4
- —¥;

=
N A A A A T T A

35

a. b. C. d. e. f. g.
Sekil 42. IEF yontemi ile bulunan Hb bant profillerinin timirkerde
karsilastirilmasi @. pH skalasip. O. mykissc. G. rufa d. TédurgeC. carpiq e.

Sarkisla C. carpiq f. C. tarichi, g. C. macrostomys
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IEF yontemi ile bulunan bant profillefiekil 42'de gdsterilmgtir. O. mykiss
ornesinde bulunan 6 Hb bandg. rufa 6rnesinde bulunan 11 Hb bandi, Tédirge
C. carpiotrnesinde bulunan 12 Hb bandjarkisla C. carpiodrnezinde bulunan 9
Hb bandi,C. tarichi drnesinde bulunan 8 Hb bandG. macrostomu$rnesinde
bulunan 9 Hb bandi katastirilmistir. Ayrica tim Hemoglobin bantlarinin
odaklanma (pH) noktalari belirlengtir. Yapilan belirlemelerde, 7,2 pH'da
odaklanan Hb bandinin tim bireylerde ortak @gldwrtaya cikmytir (Tablo 24).
Goze carpan der bulgular ise pH 8,5’in dort tird&drkisla C. carpig Todurge
C. carpig G. rufave C. tarichi) ortaklga paylaildigl, pH: 6,5'in yine dort tur@.
mykiss Sarkisla ve TodurgeC. carpig G. rufa) arasinda paysamakta oldu.
pH: 5,6’nin ise yine dort tirQ. macrostomysSarkisla ve TodurgeC. carpig C.
Onun ¢nda Tablo 24'e

bakildginda bazi turler arasinda Uclu ortak protein bam@ave ikili ortak bantlar

tarichi) arasinda paykddigi gozlenmesidir.

gozlenmektedir. Bazi bantlar ise tire 6zgu gldgézikmektedir.

Tablo 24. Tum gruplarin kendi aralarinda kdastiriimasi ile olgturulmus Hb
bant profillerinin odaklanma (pH) noktalari

Oncorhynchus Cyprinion Sarkisla | Todurge | Garra | Chalcalburbus
pH | mykiss macrostomus C.carpio| C.carpio| rufa tarichi
98| ~— | = | | - Var | = -----
87| ~— | e | | - Var | = -----
85| — | @ Var Var Var Ya
82| -——- | e | e Var | | -
8,0| Var Y/ | S e —
79| - | e | - Var | | -
7,7 Var | eeeee [ emeee | mmeee | emeee | eeees
76| - | e | - Var | | -
7,5 ---—-- Var |  -- | e | e Var
14| —-—-—— | e e Var | - | @ -
7,2| Var Var Var Var Var Var
70 -— | e e Var | | @ -
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6,9

6,7

6,5

6,4

6,3

6,2

6,0

5,6

5,4

5,3

5,1

4,9

4,5

4,3

4,2

3,9

3,7

3.3.4. Belirteclerin veInsan Hb’ninin Degerlendiriimesi

Yontem ile ilgili bir farkhligin olup olmadgini, genelde deneyde kullanilan
turlerin birbirine yakinlgl nedeniyle ortaya konulan farkgln ne ol¢iide gecerli
oldugunu test etmek icin insan eritrosit Hb’si ve stahgaotein belirtecleride
izoelektrik uygulamaya tabi tutulmgtwr. Aksine insan Hb’si 3 band,
kontrollerdeki HbA ve miyoglobin tek band olarak gozlemtim (Sekil 43).
Ozellikle protein molekiiler belirte¢ 6rneklerin a@es net ayriimak yerine,

hepsinin dar alanda odaklagdgdzlenmistir.
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81— 0 =
+ 25 =
T o =—
T 85 =

T _ HbAZ =
T - TbA2 =
1 e 5=

-_ —

1 — HbF ki Miyoglobin =
T+ Hb, 6 =
1 6 =

¥ 55 =

a. Insan kani b.HbA,ve miyoglobin 5 E_

kelalilleri (marker)
c. Protein belirteci (P.B)

Sekil 43. IEF teknigi ile bulunan bant profillerinin gosterilmesi. insan kanip.

HbA, ve miyoglobin belirtecleri (markerg, protein belirteci (marker)

Tablo 25.IEF analizleri sonucu bulunan pH noktalari
Hb | HbA; | HbF HbA
pH | 7,4 6,9-7,00 6,8

Hb | HbA, | Miyoglobin
pH | 7,3 7,1

PB.|cl|c2|c3|c4d4|c5|cb|c7|c8|c9
pH [89(/8,8/8,7|86(85|83|8,2(8,1|5,7

IEF analizi ile yapilan dgerlendirmelerde; insan kaninda bulunan ¢ adet
Hb, HbA; ve miyoglobin molekdllerinin tetramer yapilarinayrisip denatire
olmasina kann birbirinden ayri noktalarda kiimelenmgidbelirlenmitir. Ayrica
9 bant profili iceren protein belirtecinde de birogin alt Unite aygmasi

gOzlenmemitir.
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3.3.5. Hb Bantlarinin Odaklanma pH’larina Gére Hazrlanan Filogeni Agaci

Herhangi bir izoelektrik pH band geri esas alinginda, bunun var (1) veya
yok (0) ile ifade edildiinde gagidaki tablo (Tablo 26) elde edilmekte ve bunun
filogenetik &acg ifadesi olargekil ise Sekil 44) bir &ag¢ goruntisu ve buna @a

olarak bu tirlerin soygcindaki birbirlerine olan mesafeleri gérilmektedir

Tablo 26. Filogeni &aci olgturmada kullanilan veri matriksi

Tarler/ pH 1 /2|3 |4|5|6|7|8| 9| 1011(12|13|14
O. mykiss 0O/0|0O|O0O|2|0| 2,0 0 O ¥ 0 0 1
C. macrostomus 0|/0f0O|O0O|1|0| 00 10 1 10
SarkslaC.carpio [0 |0 |10 0,0 OL O O OO 4J O 0 O
TodurgeC.carpio (0 |0 |1 (212|010 1] 0 2y 1 1 0 1
G. rufa 1/1(1/0/0{0] 0] 0] 0 O 1 0 0 1
C .tarichi O/0o|1|0|0O|0|0 0O 20 4 0 O
Tarler/ pH 15 |16 |17 |18 | 19| 20| 21| 22| 23 24
O. mykiss 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
C. macrostomus 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1
Sarkisla C. carpio 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0
TodurgeC. carpio 1 0 1 0 0 1 0 1 Of O
G. rufa 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0
C. tarichi 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
1-)9,8 pH 11-)7,2 pH 21-)5,4 pH
2-)8,7 pH 12-)7,0 pH 22-)5,3 pH
3-)8,5 pH 13-)6,9 pH 23-)5,1 pH
4-)8,2 pH 14-)6,7 pH 24-)4,9 pH
5-)8,0 pH 15-)6,5 pH 25-)4,5 pH
6-) 7,9 pH 16-)6,4 pH 26-)4,3 pH
7-) 7,7 pH 17-)6,3 pH 27-)4,2 pH
8-)7,6 pH 18-)6,2 pH 28-)3,9 pH
9-)7,5pH 19-)6,0 pH 29-)3,7 pH
10-)7,4 pH 20-)5,6 pH
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Orncorfivnchus
rvkiss

Cyprinian
RICPOSIaNINS

Chalcalburis
farichi

Garna rifo

Cyprirnus carpio
Sarkigla driegi

Crprinis carpia
Tadiirge drauedi

Sekil 44. Turlerde bulunan Hb bantlarinin pH’lar1 karaktecgikgek olyturulan

filogeni azaci.

Tablo 26’daki ortak paykalan bantlara bgi olarak olgturulan filogenetik
agac modelinde, alabalik farkli bir familya olglundan bir dy grup (out grub) gibi
durmaktadirC. macrostomysC. tarichiile her ikiC. carpioturt kendi aralarinda
birbirine yakin durarak ayni daldan kdken aldikigizlenmektedirG. rufaiseC.
macrostomusve C. tarichiinin ortaklastigi ayni atadan koken aliyor gibi

durmaktadir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Hemoglobinler, proteinlerin yapi/fonksiyonskisi ile ilgili bilgilerimizin
derinliginin anlgilmasini sglayan bugine kadar en gegrkapsamli cafiimis
protein ailesidir. Cagmalar yalnizca protein yapisini kapsamakla kalmagypi
zamanda gerek gen ailesi olarak, gerekse bu ailgnitein Urlnleri gen-protein
ardnindn birebir sonuclarinin gézlenmesi bakimindaemli bir sinifi tekil
etmektedir. Yine allosterik olan protein yapi yevinin anlgiimasinda kullanilan
etkin bir model kabul edilginden, Hb proteinine Protein Diinyasinin Fahri
Enzimi” olarak bakilmaktadir (Jensen, 1988).

Ozellikle hemoglobin gen ve protein ailesi olarak, gen ve gen urtinuni
icermekte olan canlilarin oldukca s¢lik gostermesi ve d@sik gruplardaki
yayginlgl, farkli yaam formlarinda yer aliyor olmasi, bu gruplar ardaka
evrimsel filogeni olgturulmasinda, bu gen ve proteinin etkin olarak
kullanilabilmesini dnemli hale getirgtir. Alfa ve beta gen kiimelerinin tek tek
analizi ayni zamanda gen ailelerinin tarihgesinmaalmasinda 6nemli bir
belirte¢ olarak kullanilmasina yol agmmve benzeri gen ailelerinin cltnasinda
duplikasyonun roline deik tutmustur. Ginimuiz hemoglobin tirlerinin yam
tarihindeki sirecinin aydinlatilmasindataglobin gen varyasyonu molekuler bir
saat olarak etkin bicimde kullanilghr (Aguilata, 2006).

Hemoglobin proteinlerinde gozlenen bigdr 6zellik ise, protein gen ailesi
Uzerinde gleyen evrimsel mekanizmalarin, farkli cevreselsutlara uyum
sglamada, sadece olduk¢ca uzak olan gruplar arasina&hldsmanin
gozlenmesine olanak sunmakla kalmayip, ayni zamdirtex arasinda ve bazen
ise tur icindeki farkl populasyon gruplarinda dahicaitlili gin fenotipik bir etki
olarak gozlenmesine olanak sunmaktadir. Gerek gpmsy gerekse protein yapi
ve islevi acisindan aktif caimalar icin oldukca kullagh bir grup olarak
bakilmaktadir. Katalitik bir protein olmamasina «ar tartsmanin girg kisminda
da vurgulandii gibi, oksijen bglama 0Ozellgi allosterik enzimlerin kineginin
anlsgllmasinda, bir glevi yerine getirmede proteinler arasindakbiiligini

anlamada 6nemli bir rol sergilemektedir.
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Bu ve benzeri gerekceler daha c¢ok artirilabilmeg&engin, hemoglobin gen
ve bunlarin drtnleri olan hemoglobin proteinleri lekiiler saat olarak
kullanimindaki Ozellii kadar, glevsel olarak sundiu avantajlar aktif gozlem
yapabilme konusunda 6nemli avantajlar sunmaktaflu. 6nemli kazanimlar
ginimuizde, bdadigl ilk ginden buyana halen aktif am@malarin énemli bir
alanini tgkil etmektedir.

Ayni sekilde baliklarin ygam stireci boyunca uyumsal olma 6zelliklerinin
kazaniimasinda izohemoglobin formlari olduk¢a onéimICunki dgisken isil,
yani bulundgu cevresel kgullarin sicaklik ve dier etkilerine dgrudan maruz
kalan baliklarin, bu kallara kagi sergiledikleri uyumsal 6zelliklerin en ada
Hb proteininde go6zlenen varyasyon, ilk goze carpayokimyasal 6zelliklerin
basinda gelmektedir. Cevresel faktorlere ghaolarak gen ailesi tarafindan
olusturulan bu kadar énemli bir biyokimyasal surectglilyapilan ¢algmalar ve
kaynaklar bizce yeterli bulunmamaktadir (HashimagdViatsuura, 1960).

Omurgali ve balik hemoglobinleri en detaylismalanlar arasindadir. Fakat
balik hemoglobinleri daha ¢ok Antarktik bdlgelergisayan ve hemoglobinlerin
oldukcga farkli sinifini tgkil eden grup Uzerinde yanlagsmaktadir (Jensen, 1988).
Gunimuzde hemoglobin molekdlinin varyantlari dalek &linik 6nemi
nedeniyle insan kaninda anamalar yapilarak incelenmektedir. Bunun nedeni,
insanlarda bulunan Hb varyantlariningléa ve ygam acisindan kritik dneme
sahip olmasidir. Gorinen o ki, @gken isili genomlarin gevresel etkilere maruz
kaldiginda sergilemi olduklari uyumsal metabolik dizenlemeler, Antdekti
alanlar hari¢ tutuldgunda, balik gruplarinda henliz beklenen ilgiyi uyemd
gozukmemektedir. Bu 06zellikle bir slevsel proteinin genetik olarak
belirlenmesine k&l olarak, bu proteinin ilgili genoma Bl bulundyu cevreye
uyum sglamada, cevrenin nasil bir secilim baskisi ortaggdkgunu anlamak
acisindan da 6nemlidir.

Baslangic olarak sonuclari daha detayli yorumlamadarced kisaca
vurgulamak gerekirse bu ¢gha iki etkin sonug ortaya koymaktadir:

Farkli cevresel kaillara uyum sglamada hemoglobin proteininin, galan

gruplarin yakingina r&men oldukca farkh protein modelleri ortaya koywnu
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olmalari. Bu farklilgin temelinde segilen turlerin y@m kgullarinda g6zlenen
farkhliklar kadar, dgisken isili olan balik tdrlerinin, yadiklarn kagula basli
olarak uyumsal fenotipik etkiler ortaya koysnolmalaridir. Yani hemoglobin
geninde gOzlenen varyasyonun, protein varyasyoeu sonuclanan uyumsal
degisimle sonuclanngi olmasi yatmaktadir. Her ne kadar henlzsgadya konu
olan balik drneklerinin detayli olarak gen yapialisgimamsg olmasina kaun,
protein varyasyonunun teorik temelde gen varyasydau birlikte islemesi
gerektginden, globin gen ¢dlili ginin bu turlerde, Antarktik Notothenioid
turlerin aksine daha ¢ok artgrolabilecgini ¢ikarsamak ¢ok da fazla uzak olasilik
gozukmemektedir.

Calsma balangic olarak geleneksel izoelektrik odaklaniBF) ile elde
edilen jellerin SDS-PAGE ortamina aktarimi ile el@dilecek hemoglobin
modellerinin ilgili 6rneklerin 2D tekm ile karsilastirilmasini amaclamaktaydi.
IEF sisteminin teknik zorluklar nedeniyle elde edtitani olmasina bgl olarak,
calisma baka bir yontem arayina yonelmek durumunda kalghr. Dogal ve
Denature uygulamalari icin kullanilan Disk Jel Etekorez Sistemi, izoelektrik
uygulama icin kullanilny ve sistemin homojenat ortamindan elde edilen balik
hemoglobinlerin  aygtiriimasinda oldukca etkin  kullanilabifgni  bize
gostermgtir. Hemoglobin proteinleri yikli amino asitlerijgér proteinlere gére
daha fazla icerd bilindiginden, bu proteinlerdeki tek bir amino asitlik
degisimleri bile izoelektrik alanda net ayma sergilemekte ve bu farkh tirler
kadar ayni turan farkli adaptif formlari (populasyoarasinda dahi protein
modellerinin farkhlginin belirlenmesinde kolaylik sunmaktadir. Bu galda
elde sonuclar bu acidan 6énemli bulgular sunmaktadir

Bu verilerin siginda yukarida vurgulanan bu iki 6nemli ve carpanis;
yapilan cakmalar agliginde tartgilmistir. Sonucglar gerek seleksiyon ajani olarak
cevresel kgula bali gozlenen hemoglobin varyasyonunu, gerekse bgngalicin
ilk defa modifiye edilen yontemin sinirh 6lctudelofjenetik cakmalarda
kullaniimasi bakimindan dikkate gy g6zikmektedir. Bu sonuclar her ne kadar
daha fazla detayli camalar ile desteklenmeye ihtiya¢ duysa dagldvayic olarak

elde edilen veriler bizce oldukca dikkatezdeniteliktedir.
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Bu tez ile Cyprinidaefamilyasi icerisinde bulunayprinus, Cyprinion,
Chalcalburnus, Garra genuslarina ait bireylerinh@&noglobin formlari SDS-
PAGE, Dgal-PAGE, IEF teknikleri kullanilarak ortaya kongtur. Bulunan
sonuglar kontrol grup olarak secgilen Salmonidae ilf@sinda bulunan
Oncorhynchus mykissirleri, ayni ailenin farkli genuslari ve bir tiwtfarkli
populasyonlari kendi aralarindaki kdastirildiginda énemli farkhliklarin oldgu
goze carpmaktadir. Kullanilan yontemlere gore eléelilen sonuclar
izohemoglobinlerin  6nemli Olctde turlerin ggaliklar c¢evreye adaptasyon
salamasi igin 6nemli oldgunu saret etmektedir.

Izohemoglobinlerin artmasi ve azalmasi balik timlariyetitigi ve adapte
oldugu cevresel kgullara bagl olarak dgisiklikler gostermektedir. Bu konuyla
ilgili yapilan bir takim argtirmalar, Antarktika'nin sguk sularinda ygamakta
olan balik turleri icin Hb molekillerinin azafni, ihman ve sicak sularda
yasayan balik turleri icin ise Hb molekdillerinin agiini isaret etmektedir. Bu astl
ve azalglarin oksijen miktari, suyun pH deri, sicaklgl ve kirliligi ile baglantili
oldugunu stylemek tagmaya acik olmakla birlikte, mumkin g6zikmektedir
(Weber, 2000). Squk sulara dgru gidildikce bu adaptasyonun etkisi ileri
dizeyde olacakekilde kritik desisiklikler gostermektedir. Bununla ilgili yapilan
bir calsmada, Notothenioidlerin Cannichthyidae familyasielayinin Hb
molekdllerini tamamen kaybegti ve yerine oksijen alimini §lyacak antifiriz
gibi plazma glikoproteinleri icerdi saptanmgtir (Di Prisco ve Ark., 1988). Bu tur
formlarda metabolizmada g6zlenen azalmalar kadanirs kalitesinde gozlenen
ileri dizeydeki artlar (temizlik, oksijen icegindeki arts vs.) bdylesi bir uyumun
ortaya ¢cikmasinda belirleyici rol oynamaktadir.

Fakat i1hhman iklim kgaklarinda durum bunun tam tersine bir solon
sergilemektedir. Bu R@amda ayrintili olarak bakilginda homoterm olan
omurgalilarin aksinepoiklotermolan baliklarin ygadgi cevresel ortam olan ve
oksijen aliminda belirleyici olan su kalitesinde Bzalma oldgu bilinmektedir.
Bizim ¢alsmanin sonuglarinin da ortaya ¢ik&idoksijen almak bu tir canllar
icin bir zorunluluk oldgunda, cevresel ajana bir tepki olarak hemoglobin

cesidinde bir arty gozlenmektedirHomotermolan insan dahil memeli gruplarinda
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hemoglobinin mutant varyantlari ile birlikte toplasayisi bg ge¢cmemektedir.
Bunlardan uyumsal olani yalnizca HbA formu kabuiliggn, diger formlarin
metabolik etkileri henliz agarilmaktadir.

Hb molekilinin evrimsel slreg icerisindesladigl adaptasyon yetepe
daha cok Antarktik bdolgelerde gmyan baliklarin incelenmesi ile gei
ctkariimstir. Notothenioid tirlerde godzlenen hemoglobin awhrini ortaya
koyan calgmalar, ayni oOlcide 1hman iklimsel alanlara uyumglamada
hemoglobin molekulerindeki agti olup olmadgnin belirlenmesi kadar,
nedenlerinin ortaya konmasi icin de yeterli gozukmaktedir. Yapilan ¢caima
belkide bu alanda 6nemli destekler sunacak vergemektedir. Bu ¢cajmada,
Antarktik bélgede ygayan balik tirlerinin Hb molekillerindeki azalmaralksine
ihman ve airi ¢cevre kgullarinda yaayan balik tirlerinin Hb molekdllerinde bir
artis oldugu net olarak gozlenmektedir. Henliz kullagralduzumuz metodoloji
yayinlanmadii ve tartgilmadg icin, daha kesin ifadeler kullanmak her ne kadar
bu aamada bilimsel maria aykiri gibi dursa da, yine de kaydagee
g6zukmektedir. Clnku elde edilen sonugclarlel olarak tek bir yontem ve buna
destek sglayan dger iki yontemin verilerine dayanmaktadiizoelektrik
uygulama sonuclarinin bir ucu tarhaya acik dursa da, bunlarin timinin
hemoglobin proteini oldguna dair kanitlar takip eden paragraf icinde yaradita
ve gecerli bir mantik okiurmaya ¢akmaktadir.

Her seyden 6nce, izoelektrik alanda yurttildikten sdraal jel 6rnekler
icin elde edilen boyanmbantlara kanlik gelen paralel jeller ile elde edilen band
alanlari dikkatlice kesilerek SDS-PAGE ortaminaaaikdiginda, aktarilan her
bandin bir tetramer (dort monomerli-alt Gniteli) ofin  old@gu acikca
gOzlenmektedir §ekil 19—20). Hemoglobin proteini de doért Unitelir ibetramer
oldugundan, bu ttrev bantlarin timunin izohemoglobimvddar oldiunu iddia
etmek guclu bir ihtimaldir. Ama yinede nihai sorargcak bir protein dizi analizi
ile s@ylenebilecektir.

Dogal-native jel uygulamasinda tum tarler Gg¢gdb band gorunttisini
ortaya koyarkenG.rufa tiriinde bir band fazladan gozlenmekte§ekil 14-15).

Ama G.rufa dahil tim turlerde gbzlenen ¢ band her tir iginiagy6zikmektedir.
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Native elektroforez tanimlayici bir yontem olm@ddan bu sonuglar normal
kabul edilmektedirSekil 14’deki 1 no’lu bandin ger bantlarin kimelenmesi ile
olusan band toplulgu oldusunu digiinmekteyiz. Asil major hemoglobin denilen
bandin molekdl kutlesi 66 kDa'na kadrk gelen 3 no’lu band oldiunu
disinulmektedir. 2 no’lu band ise ikinci en yaygin @grinband oldgu
saniimaktadir. Yapilan camalar bunu destekler niteliktedir (Basaglia F., 200
Zira Amfibiler dahil sicak kanli tim homoterm orgamalara kadar uzanan geni
yelpazede ayni model gozlenmektedir. Burada teklifarlan G.rufa tlrinde
gozlenen kucuk molekul kdtleli fazladan bir bandedidir. Bu bir veya iki
monomerli band gibi durmaktad§u an icin ise tanimlamasi zor gézikmektedir
(Sekil 15). Mied ve Powers, (1977) Killifistrundulus heteroclitusgin yaptgi
saflgtirma calgmasinda, nasta jel elektroforez ortaminda hemolizat ile dbrtl
band modeli elde egii gorilmektedir. Bunlardan hemoglobin I, 1, Il vi&/
olarak bahsetmektedir. Saftama klemini takiben yapilan dizi analizinde bu
hemoglobin alt Gniteleri ayirt edilerek her birirf, «°ile pa, fb tinitelerinden
olusan tetramer oldgunu belirtmektedir.

SDS-PAGE band modelleri analiz edfishde gdzlenen sonuglar uygulanan
sukroz ve akrilamid gradientine @aolarak farkli sonuclar sunmaktadir. 20 x 20
cm ebatli SDS-PAGE gel uygulamasinda yapilan dirtigin 5 band modeli
g6zlenmektedir. Fakat bu uygulama % 5, % 10 ve '#kl&krilamid ve sukroz
gradientine bgi olustugundan, her bir katmanin yeterince mesafe sungami
olmasina bg olarak bantlarin aygmadgl veya baka bir olumsuzlgun oldiyu
disinulmektedir $ekil 16). Ayni sekilde % 5- %10 ve % 20’lik akrilamid
uygulamasinda band aymasindaki kalitenin azalgh ve buna paralel band
sayisinin artg (tahminen 10) gozlenstir (Sekil 17). Sekil 17 ayni zamanda tir
icindeki ayni populasyon bireyleri arasinda SDS-EAi2 bir band farklilgin
olup olmadginin testi olmgtur. Yapilan cakmanin bir fark vermemesine kan,
kullanilan homojenat fazina @a olarak tortudan hd&a proteinlerinde gegi
sanilmaktadir. Buna kgin tum gruplar dgrudan % 10’luk SDS-PAGE ortaminda
daha uzun mesafeli aynrildiginda daha net bir band aymasi sergilenstir

(Sekil 18).1lk gbze carpan genel sonug kontrol grubu dahil tirmekler 8 band
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goruntist sunmakta ve turler arsinda bir farkigdzlenmemektedir. Kullanilan
jelin tam bir ayrgtirma jeli olmamasi (yurutilen mesafenin kisa olinasdeniyle
bantlarin farklihk vermedini disinmekteyiz. Fakat SDS-PAGE uygulamasinda
tum amino asit gat ve farkhliklari SDS molekulu tarafindan aynlgigde
maskelenmyi olmasina bgi olarak bu farkllik zaten beklenmemektedir. Biaa
farkhilik olusturacak olan aygan alt Gnitelerde gozlenen molekiler kitle
farkhliklanidir. Bununda tam olarak g6zlenebilmedaha uzun awtirma
jellerinin hazirlanmasini gerektirmektedir ve bupyamamstir. Ancak, Sekil
18'deki sonug¢ bize dgwudan homojenatin SDS-PAGE ortamina uygulanmasi ile
turler arasinda hemoglobin band gorinimi acisiraarfarkin olismadgini
soylemektedir. Hemoglobin ile ilgili dwudan SDS-PAGE uygulamasini
kapsayan bir calmaya ulaillamadgindan, sonuclarin burada kdéastiriimasi
yapilamamygtir. Bu bantlarin olgturulmasinda yaygin olarak bulunan hemoglobin
formlari yaninda, izohemoglobin denilen her birialitenin molekil kutlesindeki
farkhiliga bal olarak ayni alanda yer algnolmasina bgi oldugunu tahmin
edilmektedir. Budanmiveya hicbir adaptif 6zefli olmayan formlarinda buradaki
ayrismada rol aldii distinulmektedir. Elde herhangi bir alt tinite kontrohégi (o
veyaf gibi) olmadgindan burada kesin bir sonuc¢tan bahsedilememeki&aia
kesin olarak sodylenebilecek tek sonucun mevcut dara gore tdrlerin bir
birinden bir farklilgma sergilemegi seklinde olanidir §ekil 18). SDS-PAGE
sonugclarl bu agidan gaidan diskriminasyona yonelik bir sonu¢ sunmamaktad
Geleneksel uygulamada da ancak izoelektrik uygutameevami oldgunda bir
anlam ifade etmektedir.

Bu calsmanin goze carpan ve glodan farklihk gézlemeye yonelik
uygulamasi izoelektrik uygulamasi ile elde edileerilerdir. Bu calgmada
kullandgimiz yontem geleneksel izolektrik uygulamasindancdd yonuyle
farkhdir ve etkin sonu¢ vermektedir. Gelenekselguwgmada yatay olarak
hazirlanan ryasta, agar veya asetat Uzerinde bir noktaya uygunlairnek
izoelektrik tabakalgma sunan Amfolit elektrolitler vaginda ayrgtiriimakta.
Yani proteinler bir orta noktadarsagl veya yukari yonli olmak tzere uygun

alana tainmaktadir. Boylece proteinler orta noktadasldnadiginda bulundgu
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alana tanma konusunda daha az mesafe kat etmektedir. Aaha g¢ok da
proteinler yikleme tamponu vatinda Ust kisma tabakataiimakta ve proteinler
net elektrik yuki altinda oldg kadar, geleneksel cekim kuvvetinggshalarak ta
tasinmaktadir. Fakat bizim uygulamamizda, proteinlernmal jel bilgeni gibi
dogrudan jel ortamina katilmakta ve jelin her tarafimdsgele vesé dagiimis
olan proteinler yukli amfolitlerin vaginda olgan gradient etkisine gore,
gruplara ve protein g#lerine gore gruplgarak bantlama sergilemektedirSekil
21-26). Geleneksel yontemde yer cekinlig@nde kamanin aksine bazilari ise
yer ¢ekimine kayn yonde tainmakla, bantlar daha keskin olarak gozlenmektedir.
Bu uygulama ile proteinleSekil 21'deki O. mykissorneklerindeki gibi bantlar
cok keskin ve ayirt edilebilir 6zelliktedir. Bu yoyle dahi analiz edilen tirlerin
izohemoglobin formlari, gruplar arasindaki farighligbzlemede etkin sonuclar
sunmaktadir. Jel ortaminda boyama sonucu eldenetgatlar ile boyanmayan
orneklerdeki kaglik gelen alanlar kesilip, SDS-PAGE aktariynue her bandin
dortli monomerik aysma sergiledii gézlenmgtir. Bu daha 6énce vurgulargi
gibi bunlarin tetramer kimajme sergiledtini ifade etmektedirizoelektrik jel
ortaminda ure ilave edilmiolsa bile, ayni 6zellikteki alt Gniteler yine ayaana
gocecginden, her bir bandin dortli olarak tekrardan kigreksi ile
sonuclanmaktadir Sekil 20 ve Sekil 21). Eldeki Disk-Jel Sisteminin su
sirktlasyonu giginde 1sitilabilmesi, molekuler mobiliteyi, bu isgrgmayi daha
etkin kilmaktadir.

IEF yontemi, tek bir amino asit gigimine bile duyarli bir yéntem kabul
edildiginden, sonuclari da tanimlayici olabilmektedir.tBiro molekdllerinin daha
cok yik deisimlerine gére ayrilmasini g&masi, hemoglobinin yukli amino
asitlerce gorece fazlgh bu calsmada bulunmasi amaglanan izohemoglobin
molekullerinin tam olarak incelenmesi ve sonugladogru alinabilmesi igin
uygulanmgtir.

Temelde ayni turin farkh populasyon bireyleri kendinde topluca
karsilastirildigl uygulamalarda higbir birey gierinden ayri durmamaktadir. gair
calisilan kontrol ve gruplarda isg sonuclar elde edilrtir.
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Dis grup olarak secilei®. mykissturt iliman iklim kgaginda ygamakta
olan balik turleri arasinda su kalitesi acisindétukca yiksektir ve bu tlrin
hemoglobin band modelleri calan tirler arasinda en az sayidadir (lfekil
21). Oncorhynchus mykisdurlerinde 6 farkh izoelektrik noktaya sahip
izohemoglobin bandi gorulngtiir. Ttrtn farkli bireylerinin bant sayilarinda bir
farkhilik olmadgl ve cevresel kaillara uyum sglayabilmek icin ayni 6zellikte
izohemoglobinlere sahip ol@u goralmigtir (Sekil 21). Bu bantlardan %50’sinin
(3 tanesinin) kathodik-bazik, %50'sinin (3 tanes)nianodik-asidik oldgu
saptanmytir. Bazik ve asidik izohemoglobin miktarlari orantlgl zaman oranin
1 oldysu goralmigtar. Bulunan bu orana goére bireylerin cevresaiukardan ne
kadar etkilendii ortaya cikarilmaktadir. Genelde alabalik tirled kalitesi
acisindan en iyi kallar tercih ettginden, alinan sonugclara bakgehda bu tirin
bireylerinin  bulundgu bdlgeye uyum <gama bakimindan daha az
izohemoglobin formuna sahip olgunu ortaya c¢ikmaktadir. Sivas TecergDa
pinarindan alinanOncorhynchus mykis®rneklerinin cevresel kaollar g6z
onunde bulunduruldiunda, kagilastirma yapilan dier gruplar arasinda en az
oranla etkilendii bunun nedeninin ise suyun icerisinde bulunan gliksksijen
miktari, suyun temizii ve pH’si oldgu disunulmdstar.

G. rufa tarinan farkli bireyleri birbirleri ile karlastirildiginda 11
izohemoglobin bant profili gorilngtir. Turldn bireyleri arasinda yapilan bant
degerlendirmelerinde bir farkhlik olmagh belirlenmitir (Sekil 22). Bantlardan
%36,36'sIinin (4 tanesinin) kathodik-bazik pH'da, 3@3’'Unun (7 tanesinin)
anodik-asidik pH'ya sahip olgu saptannstir. Bazik ve asidik pH’ da bulunan
bantlar birbirleri ile oranlandiklari zaman oray571 oldgu bulunmugtur. Bu
sonuca gores. rufa 'nin yasadigl ortama ve su kalitesine ga olarak asidik
amino asit icefiince zengin izohemoglobin oraninda belirgin binsaviardir. Bu
baligin yasadigl suyun en onemli kimyasal 6zgilisuyun her donem sicak
olmasidir. Buda suda c¢6zinen oksijen miktarinitagaidan, oksijen alabilme
konusunda artan izohemoglobin igmantikli gozikmektedir.

Ayni cevresel ortamda uyumlu ola@. macrostomustirinin farkh

bireylerinde yapilan kadastirmada, 9 farkh izoelektrik noktaya sahip
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izohemoglobin protein bant gortintiusu elde editmi Degerlendirmelerde turin
farkll bireyleri arasinda bir bant farkih gortlmemgtir (Sekil 26). Bulunan
bantlarin, %33,33’Unun (3 tanesinin) kathodik-ba2#66,66’sinin (6 tanesinin)
anodik-asidik pH’ya sahip olgu hesaplanmgtir. Bu hesaplamaya gore bazik ve
asidik izohemoglobinler oranlariglizaman oranin 0,5 oldu ortaya ¢ikmtir.

Sivas Kangal Balikli Kaplicalarn Topardi¢c DeresemdalinanG. rufave C.
macrostomustirlerinde yapilan incelemelerde, iki grubunda kage asidik
izohemoglobinleri oranlangh zaman 0,5 dgeri elde edilmgtir. Bu deserin ayni
olmasinin sebebi ikisekilde yorumlanmgtir. Her ne kadar ayni cevresel
kosullarda yalyor olsalar da iki fakli genusun tdrlerinin bulwidiari ortama
farkli sekilde uyum sgladiklari go6zlenmektedir. CUnkiG. rufa 11, C
macrostomusse 9 izohemoglobin sentezlemektedkinci yaklasim ise, protein
sayisi farkh olsa da, kathodik ve anodik proteitde gbzlenen yakizk 0.5'lik
degserin ayni cevresel koldan oksijen alabilme konusunda yeterli @ddur.
Bunun ayni etkiye ve kisittamaya maruz kalmanin bonucu oldgu
dUstnidlmektedir.

Todurge Goli’'nde yayan C. carpio taranun farkli bireylerinde yalpan
karsilastirmada 12 farkh izoelektrik noktaya sahip izoheghabin protein bandi
elde edilmgtir. Degerlendirmelerde turin farkli bireyleri arasinda hoant
farkhligi goralmemgtir (Sekil 23). Bulunan bantlarin, %50’sinin (6 tanesjnin
kathodik-bazik, %41,6’sinin (5 tanesinin) anodiidds ve %8,33'Unun (1
tanesinin) notr pH'da odaklangnoldugu hesaplanmgtir. Bu hesaplamaya gore
bazik ve asidik Hb bant miktarlari ylizdesi orani@daman oranin 1,2 oldu
ortaya c¢ikmgtir.

Sarkila su goélcginde yaayan C. carpio turinun farkli bireylerinde
yapilan kagilastirmada 9 farkh izoelektrik noktaya sahip izoherobin protein
bant gorintisu elde edilgir. Turin farkl bireylerinde yapilan incelemelerd
bulunan Hb bantlarinda bir farkliik gorilmegtii (Sekil 24). Bulunan bantlarin,
%22,22'sinin (2 tanesinin) kathodik-bazik, %77,@isi (7 tanesinin) anodik-

asidik pH'da odaklanmioldugu hesaplanngtir. Bu hesaplamaya goére bazik ve
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asidik Hb bant miktarlari yizdesi oranlagidzaman oranin 0,285 olgu ortaya
ctkmistir.

Bu ayni tiriin su oksijen kalitesi acisindan farddugu bilinen farkh
ortama uyumlu bu iki populasyonda, bulugdwevreye uyum gtamada tur ici
belirgin bir kimyasal farklilgma sergilenmektedir. Bu, farklgan sayida
izohemoglobin Uretiminde go6zlergikadar, amino asit kompozisyonu agisindan
da farklilik sergilemektedir. Cunk§iarkisla C. carpio populasyonunda, Todurge
populasyonuna gore belirgin bir anodik-asidik amiagit icerginde arts
gozlenmektedir. Aksine Todurge GOl populasyonu dajowk nétral denge
yonindedir. Bu acidan bu tdrtn farklh iki populasyoun cevresel kolda
gozlenen dramatik gesiklige verms oldugu tepkinin temelinde, hemoglobin
proteininin kimyasal farklilgma yatmaktadir. Zir§arkisla populasyonu oldukc¢a
yogun kirli bir sazlikta ygamaktadir. Bu oksijen kalitesinin ve pH'nin notral
degerin altinda ve hafif asidite yoninde olmasinglbalarak, populasyon
bireyleri anodik-asidik amino asit icgmi artirmaktadir. Toédirge Gol
populasyonu ise alkali bir sudasygor olmasi nedeniyle burada ise kathodik-
bazik yonde goreceli olarak bir grgoze carpmaktadir. Burada pH’daki goreceli
olarak digusun oksijen c¢ozundrigiinde belirgin bir azaji meydana getiriyor
olmasi, baliklarin anodik-asidik amino asit igemi artirma yoninde uyum guci
gelistirmelerinde, bizi Secilim Ajani olarak & gordEinld soylemine
yonlendirmektedir. ZireG. rufaile C. macrostomugi elde edilen0,5 deeri ile
bunlardaki pH'nin yaklgk olarak nétral dgere yakin olmasi bu beyanimizi
destekler niteliktedir. Bunun oksijen gdamaktan cok, dokulara widdiginda,
oksijeni dolgimdan hiicreye aktarmada fizyolojik bir uyumsal iepk sonucu
oldugu bilinmekte ve sdylenmektedir (Weber, 1990; 1996).

C. tarichi tartnun farkh bireylerinde yapilan kalastirmada 8 farkh
izoelektrik noktaya sahip izohemoglobin protein daelde edilmgtir. Turin
farkli bireylerinde yapilan incelemelerde bulunab Hantlarinda bir farklihk
gordlmemgtir (Sekil 25). Bulunan bantlarin, %37,5’'unun (3 tanesinbazik,
%62,5'unun (5 tanesinin) asidik pH'da odaklghdihesaplanmtir. Bu
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hesaplamaya gore bazik ve asidik izohemoglobinf@nlandgl zaman oranin 0,6
oldugu ortaya c¢ikmytir.

Burada elde edilen sonug, yukaridaki ¢ikarsamalarlada olsa cafyor
gozukse de, artan alkali orani ile oksijen ¢ozUigir] asidik pH’ya gore daha az
etkilemesi beklenir (¢cunktu alkali ortam c¢6zinen ,CQi daha hizl
etkisizlestirerek, molekuler oksijen ¢oézunugiine ortam sunacak, asidik pH ise
daha cok C@icerdiginden, oksijen ¢ozunur§iiinii azaltacaktir). Burada asil
nedenin ¢oziinen oksijen miktari ve burBmohr Etkisi, Root Etkisi ile Tyonik
Fosfat etkisi denilen aygmaya sundgu katkidir. Birazdan tagilacas gibi
etkiler bununla da sinirh @édir. Genel bir sonuca gitmek gerekirse, balidetir
cevresel olarak maruz kaldiklargia kosullara, genel anlamiyla anodik-asidik
amino asit kompozisyonu ile yanit vermektedir.

Bulunan oranlara gore). mykisskontrol grubu olarak secilmiolmasina
bakildginda dger tdrlerin cevresel kollarina kiyasla daha iyi bir ortamda
uyumlu old@gundan kathodik ve anodik Hb bantlarinin miktarlaribirbirlerine
olan oraninin(C/A=1) esit oldugu belirlenmgtir. Bu dezere en yakin duran
Todurge C. carpio populasyonudu(C/A=1.2). Bu populasyon su pH kalitesi
acisindan alkali durmakta vegdr iyonik ozellikleri karstik gol kbkeni nedeniyle
bazi farkhliklar sunmakta, fakat oksijen ¢o6ziungili daha iyi durumda
bulunmaktadir. Bu acgidan izohemoglobin sayisi veykisal 6zellikleri agisindan
O. mykis8n vermis oldugu cevresel tepkilere benzer tepkiler sunmakta@ir.
rufa, C. macrostomuysC. tarichi ve Sarkisla C. carpio turlerinin kathodik ve
anodik Hb bant miktarlarinin birbirlerine benzeamwloransal dizenlemeye sahip
olmasi, bu tirlerin c¢evresel kisitlamalara maruzdigeni acikca ortaya
koymaktadir. Bu dort tirde C/A orani 0-1 arasinégisiklik gostermektedir.
Dort tirde goOzlenen sO0z konusu cevresel kisitlagii@hesiz ki oksijen
cozunarligindeki dgustar. Sarkisla C. carpio tariinde ise bu oranin 0.285’e
dismesi, cevresel kaillar zor olan bu turin en fazla etkilepohi gostermstir.
Topluca bakildiinda oksijen ¢ozunurfiii acisindan kathodik/anodik dengenin
1'e yaklgmasi, yuk dalimi acisindan dengeli bir hemoglobin yapisisahau

ortaya koymakta. Todurge Gol'indeRi carpiopopulasyonu ise alkali 6zedlne
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karsin halen oksijen icegindeki yikseklge bali olarak C/A dengesi 1'e yakin
durmasina yol acmaktadir. gair tirlerde sicaklik veya gorece olarak pH’daki
disUsler ve dger gerekceler oksijen ¢ozuniglini digurdisinde ise, turler veya
bazen populasyonlar buna asidik amino asit gg@rartiran bir hemoglobin yapisi
(C/A<21’e) ile uyumsal Ozellik sergilemektedir. Aypamanda bu uyumsal 6zellik
degisen izohemoglobin sayisinda da farklilik sergileradkt

Izoelektrik odaklama ile saptanan bu kadar etkiryasyon bizi bglangicta
sasirtmigtir. Bu yuzden yontemin etki@i kontrol etmek icin bir takim
uygulamalar yapmak durumunda kaldikk is olarak molekiler belirteg icin
kullanilan protein 6rn@ ayni kaullarda tre varfiinda yurutalmgtar. Cunka
ortamda Ure vagiina bali olarak, uygulanan 6rneklerin tlrin surgnoldugu
band modeli dinda, bir girsime ball olarak olumsuzluk olup olmagii ile ilgili
sUphelerin ortadan kaldirilmasi gerekiyordu. Bu aagolekiler belirte¢ gerek
katalog bilgisinde, gerekse gl kosullarda 9 band sungundan, izoelektrik
alanda da ayni sayida band sunmakta $eki{ 18 ve 43c). Ticari olarak elde
edilen HbA ve miyoglobin de beklengi sekilde bir olumsuzluk vermemi
gecerli band modelleri ofturmuslardir Sekil 43b). Ayni zamanda insan
kanindan da hemoglobin safleulmis ve insan icin beklenen 3 band modeli
(Sekil 43a) oldukca belirgin ve net olarak gozlestini Bu sonu¢ ayni zamanda
izolasyona bgi bir protein kirllmasinin olup olmaginin da dgrulamasi kabul
edilmistir. Zira ayni yontem baliklar icinde kullanifiindan, burada gozlenen
band farklgl kullanilan yontemin genel bir olumsuglu olamayacgnin kaniti
olmaktadir.

Peki, burada elde edilen sonuclarin molekiler dikkem neler olabilir.
Bununla ilgili giincel bir cafma olmasa da, bazi ders kitaplari ve burada yer ala
kaynaklar (oldukca eski olduklarindan, mevcut yatarayicilar tarafindan elde
edilememgtir) bu konuya yaklggm sunmaktadir.

Insan ve memelilerin temel bir hemoglobin kéei icermelerinin aksine,
balik ve dger dguk omurgall formlarinda ¢oklu hemoglobinlerin varlkabul
edilmis bir olgu olarak sunulmaktadir. Baliklarin hemogiolgssitlili gi (ayni

bireyde farkli veya ayni gglmsel biyolojisine bali olarak meydana gelen farkl

91



“izohemoglobinler”) ve hemoglobin polimorfizmi (aytiiriin genetik olarak fakli
nesillerin farkh “allohemoglobinleri”) icergi 6teden beri bilinmektedir. Bu
cesitlilik ya genetik-iliskili heterojenite (gen aktivitesindeki varyasyongya
genetik olmayan heterojeniten(vivo veya in vitro kimyasal modifikasyon)
sonucu olgabilmektedir (Weber, 1990). Fakat bunlarin gergaklari, ozellikleri
ve tlre 6zgu bilgenlerinin yapisal vesievsel 6zellikleri ile ilgili tutarsizliklar
goze carpmaktadir. Bu farkliliklarin temelindesadiiklimsel faktorler, gefimsel
farkhliklar ve hemolizat eldesinde kullanilan yéntin yol acabilegg@ protein
polimerizasyon farkhliklari, protein agmalari ve oto-oksidasyona maruz
kalmanin bu tir bir varyasyonla sonuclanandan bahsedilmektedir (Mied ve
Powers, 1978). Fakat bu son vurgulanan olumsuziukli@ha cok eskiden
kullanilan yontemdeki aksakliklara @a olarak go6zlenmekte idi. Yagimiz
calisma da gerekli kontrol ¢aimalari eklenerek bu tir olumsuzluklarin meydana
gelmedgi, sonucuna varilmtir. Bu durumda go6zlenen varyasyonsamalan
cevresel ortama uyumsal bir tepkinin sonucu @lohw kabul etmek
durumundayiz.

Hemoglobin csitlili gine ba&li olarak teleostat baliklar ¢ temel sinifta
toplanmstir.

Sinif: Normal Bohr, Root, fosfat ve sicak etkilerine gallan Anodal
Hemoglobinler. Bunlar sazanlarn kapsaddan, bizim sazan ornekleri bu sinif
icinde siniflandiriimaktadirC. macrostomus, G.rufa, C. tarichve Todurge
C.carpiobu sinif icinde yer almaktadir.

Sinif: Anodal ve Kathodal Hemoglobinleri kapsamakta olwyiksek
oksijen yatkinlgl sergilemekte olan kicuk fakat @mlukla geri dénglt Bohr
etkisi (bu yolla digiik pH’'da yuksek yatkinlik elde edilmektedir) vesdk sicaklik
duyarliligi sergilemektedir. Bunlar genellikle alabaliklarapsamaktadir. Bu
sonuca bgl olarak O. mykissbu sinifi temsil etmektedir. Todurge carpio bu
tanimlama kriterlerine gore bu sinifta yer almaktaéfakat yine de Todlrge
populasyonunun su sicaklialabalik sicakfii ile her donem ayni olmagindan,
bu sinifa konulsa da, bu stati tartalidir.
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Sinif: pH duyarlh gb6zuken fakat sicaih duyarsiz olanlar. Bunlar
genellikle kirmizi etli ve warm-bodied (sicak belilenlarak bilinen orkinoslari
kapsamaktadir (Weber, 1990; 1996). Sicak bederdulkadilen bu baliklarla
birlikte hemoglobin sayisinda memelilere gidildik¢er azalma kadar, yuk
dengesinde de bir silenme gozlenmektedir. Yagimiz calsmalar da bu
paraleldedir.

Hemoglobin molekulinin oksijenasyonu ekzotermiki (i&eten) bir
reaksiyon sureci olup, Hb bir 1sistgcisi olarak bilinir. Dokularda oksijen yukli
olmadgl durumda sgurulmu olan 1si1, oksijenkemenin oldgu dokularda serbest
birakilir. Oksijenasyonun ekzotermik ghsi gergi sicakliktaki bir arty, oksijen
yatkinligini dgsrudan dgurecektir. Ayrica, Bohr etkisine katilan gruplarin
salamis oldugu yuklerin asit-baz statusindeki sicaklik gialiligi ile pH
azalslarina bgl olarak oksijen yatkinliklari etkilenme sergilekbedir. Batin bu
sure¢ hemoglobin merkezinde oksijengllagan gruplardan ¢ok, hemoglobinin
oksijenasyonuna yol acan ve hemoglobin molekuliniallosterik
konformasyonundan sorumlu geér yukli gruplar Uzerinde gercekheekte ve
bunlar Bohr ve Root etkisi denilen etkimlere katiimaktadir. Bohr etkisi
oksijenin solungaclarda pnip dokularda serbestlenmesigékeeden gruplarin
pH davrarglarini aciklarken, Root etkisi eritrositlerin @ik oksijen kgulunda
disUk pH ortamina oksijen transfer surecini agiklaradkt

Son olarak analiz edilen turlerin  hemoglobin hoojisi ve
farklilasmalarina bgli olarak, izoelektrik alanda elde edilen band niledie pH
dagihmina b&li olarak veriler bir matris formuna, buradan d@denetik gaca
dokuldiginde,Sekil 44’deki ggac elde edilmtir. pH 8.5’ e kagilik gelen bandin
baskin hemoglobin ve daha c¢ok bazik amino asitlekliytoldugunu
gostermektedir. pH 6.5 ve @ir dguk pH’lar icin paylailanlarin ise anodik
amino asit dahmini ifade etmektedir. Yapilan cgtna daO. mykissmevcut
verilere bl olarak, balangic icin dngérilen digrup formulasyonu ile uyumlu
bulunmaktadir. &acin sundgu en carpici sonug ise, ayni ekolojik sktu
paylaan iki farkli genusun birbirine uzak durmasidx.. carpionunttr igindeki

farklilasmasi ise, ekolojik farklikgnanin bir bgka 6rngini olusturmaktadir.
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Sonug olarak tez projesinde 6negidgibi, ekolojik kosulari agisindan
oldukca sinirlayici 6zelliklere sahip farkli ceveekosullara uyumlu olan farkl ve
ayni tdrlerin, ygam Kkaullarnn acisindan daha elvgri olan tirlere goére
hemoglobin proteininde bir varyasyon ofaugdze carpmaktadir. Turler Antartik
baliklarin aksine 1liman kaollarda yagayan tlrlerin sergiledi turden
izohemoglobin cgtlili ginde bir arty sergilemekte ve hatta busgélik ayni tirin
farkl adaptif populasyonlarinda dahi gozlenmekteBalik turlerinde farklilgan
cevre kagullarina b&l olarak anodik protein icefi artarken C/A oraninda genel
olarak bir azalma olmaktadir. Cevresel kisitlayieiolursa olsun, azalan oksijen
miktari buradaki en belirgin secilim ajani olarak gormektedir. Ilgili
varyasyonunun protein diuzeyde gozlenmesinde kuliamaz izoelektrik yontemi
oldukga etkin sonuglar sunmaktadir. Q@ala her ne kadar protein satiamasi ve
protein dizi analizleri gibi ilave teknikleri gergitse de bu haliyle de farkl
cevresel kgullara uyumlu tdrlerin hemoglobin varyasyonunu sapdda yeterli

gozukmektedir.
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EK-1

Bradfort Assay yontemiyle, O. mykis§arkisla ve Toédirge C. carpio,
Kangal Balikli Kaplica baliklari Garra rufa ve Caonostomus, Van Golu  C.
tarichi turlerdeki absorbans gkrlerinden hesaplanan total Hb protein miktarlari.
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Tar ismi absorbons y=ax+b | ug/ul 1 mlicindeki
x degerleri Total protein
miktari (ug)
1. Garra rufa 0,945+0,008 70,86 0,35 350
2. Garra rufa 0,966x0,005 7263 0,36 360
3. Garra rufa 0,887+0,006 66 0,33 330
4. Garra rufa 0,594+0,009 41,63 0,20 200
5. Garra rufa 0,747+0,024 54,38 0,27 270
6. Garra rufa 0,705%0,028 50,88 0,25 250
7. Garra rufa 0,799+0,012 58,72 0,29 290
8. Garra rufa 0,582+0,049 40,63 0,20 200
9. Garra rufa 0,846%0,033 62,6 0,31 310
10. Garra rufa 0,815+0,051 60 0,30 300
1.C. macrostomus | 0,981+0,008 73,88 0,73 730
2.C. macrostomus | 0,839+0,006 62,02 0,62 620
3.C. macrostomus | 0,710%0,012 51,25 0,51 510
4.C. macrostomus | 0,688+0,04 49,4 0,49 490
5.C. macrostomus | 0,706+0,05 50,9 0,50 500
6. C. macrostomus | 0,815+0,04 60,5 0,60 600
7.C. macrostomus | 0,708+0,008 51,6 0,51 510
8. C. macrostomus | 0,870+0,007 61,8 0,61 610
9.C. macrostomus | 0,818+0,009 60,25 0,60 600
10.C. macrostomus| 0,741+0,016 53,88 0,53 530
1.C. tarichi 0,559+0,018 72,02 1,44 1440
2.C. tarichi 0,926+0,007 69,25 1,38 1380
3.C. tarichi 0,984+0,004 74,08 1,48 1480
4. C. tarichi 0,971+0,005 73 1,46 1460
5.C. tarichi 0,981+0,016 73,88 1,47 1470
6. C. tarichi 0,985+0,009 74,22 1,48 1480
7.C. tarichi 0,792+0,012 58,08 1,16 1160
8. C. tarichi 0,804+0,005 59,1 1,19 1190
9.C. tarichi 0,992+0,004 74,7 1,49 1490
10.C. tarichi 0,950+0,004 71,3 1,42 1420
11.C. tarichi 0,816+0,006 60,1 1,20 1200
12.C. tarichi 0,990+0,004 74,5 1,49 1490
13.C. tarichi 0,992+0,006 74,7 1,49 1490
14.C. tarichi 0,889+0,011 67,02 1,34 1340
15.C. tarichi 0,992+0,004 74,3 1,48 1480
16.C. tarichi 0,996+0,016 75,1 1,50 1500
17.C. tarichi 0,994+0,008 74,9 1,48 1480
1.S. C. carpio 0,601+0,03 42,2 0,84 840
2.S. C. carpio 0,520+0,02 35,4 0,70 700
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3.S. C. carpio 0,408+0,006 26,08 0,52 520

4.S. C. carpio 0,363+0,053 22,36 0,44 440

5.8. C. carpio 0,463+0,005 30,69 0,61 610

6.S. C. carpio 0,504+0,002 34,1 0,68 680

7.S.C. carpio 0,424+0,005 28,25 0,56 560

8.S. C. carpio 0,407+0,006 26,05 0,52 520

9.S. C. carpio 0,885+0,008 65,86 1,3 1300
10.S. C. carpio 0,767+0,003 56 1,12 1120
11.S. C. carpio 0,954+0,054 71,6 1,43 1430
12.S. C. carpio 0,985+0,007 74,1 1,48 1480
1. T.C.carpio 0,921+0,014 68,86 1,36 1360
2. T.C.carpio 0,887+0,008 66 1,32 1320
3. T.C.carpio 0,761+0,017 55,5 1,11 1110
4. T.C.carpio 0,955+0,004 71,7 1,43 1430
5. T.C.carpio 0,914+0,006 68,3 1,36 1360
6. T.C.carpio 0,940+0,038 70,4 1,40 1400
7. T.C.carpio 0,906+0,005 67,5 1,35 1350
8. T.C.carpio 0,967+0,005 72,6 1,45 1450
9. T.C.carpio 0,959+0,008 72 1,44 1440
10. T.C.carpio 0,858+0,004 63,5 1,26 1260
11. T.C.carpio 0,983+0,009 74 1,48 1480
12. T.C.carpio 0,975+0,008 73,3 1,46 1460
13. T.C.carpio 0,963+0,008 72,3 1,44 1440
1.0. mykiss 0,589+0,004 41,16 3,65 3650
2. 0. mykiss 0,981+0,006 73,8 3,69 3690
3. 0. mykiss 0,967+0,007 72,7 1,454 1454
4.0. mykiss 0,872+0,009 64,7 1,28 1280
5.0. mykiss 0,879+0,012 65,3 1,30 1300
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