KAFKAS UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

KARS CAYI’NDA YASAYAN ORTHRIAS ANGORAE
BURESCHI VE ORTHRIAS PANTHERA’NIN
SARKOPLAZMIK PROTEINLERININ SODYUM DODESIL
SULFAT- POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZIYLE
TAKSONOMIK YONDEN INCELENMESI

Erhan iLDES

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN

Yard.Do¢.Dr.Muhittin YILMAZ

2006

KARS



Erhan ILDES’in Yiiksek Lisans Tezi olarak hazirladig: “Kars Cay1’nda yasayan Orthrias
Angorae Bureschi ve Orthrias Panthera’nin Sarkoplazmik Proteinlerinin Sodyum Dodesil
Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforeziyle Taksonomik Yonden incelenmesi” adl1 bu galisma,

yapilan tez savunmasi sinavi sonunda jiiri tarafindan Lisansiistii Egitim ve Ogretim

Yonetmeligi uyarinca degerlendirilerek oy ............... ile kabul edilmistir.

...... /....../ 2006

Ad1 Soyadi Imza
Baskan oo,
Uy
Uy
Uy
Bu tezin kabulii, Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunun ...... [, /2006 tarih ve

..... /.......sayil1 karartyla onaylanmstir.

Enstitli Miidiiri






ICINDEKILER

Sayfa No
OZET ... I
SUMMARY ..o I
TESEKKUR . .....ouiiniiiii e 1
SEKILLER DIZINI. ... ..., AY
TABLOLAR DIZINI......oooiiiiiiiee \%
LGIRIS. ..o 1
2KAYNAK OZETI......oooiiiiiiiiiiiiiiie e, 2
3.GENEL BILGI........oooiiiiiiiiii 4
3.1 Poliakrilamid Jei Elektroforezi (Genel bilgi)........................ 10
4 MATERYAL VE YONTEMLER.............cccooiiiiiiiieiieeinn, 14
4.1.0rneklerin Toplanmasi ve Muhafaza Edilmesi.................... 14
4.2. SDS Poliakrilamid Jel Soliisyonlarinin Hazirlanmasi........... 15
4.3.1. % 30’luk Akrilamid Soliisyonu.............c.ccovveiiininn... 15
4.3.2. Stoklama jel tamponu (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8)............ 15
4.3.3. Ayirma jel tamponu (3 M Tris-HCI, pH 8.8)................. 15

4.4. Yiritme Tamponu ( 0.025 M Tris, 0.192 M Glisin , pH 8.3)... 16

4.5. Numune Tamponu (0.0625 M Tris- HCl, pH 6.8)................. 16
4.6. Jelin boyanmast iglemi............c.ooooiiiiiii e, 16
4.7. Jelden boya ¢ikarma Islemi.................coooeeiiiiiiiiiiniin, 17
4.8. Diger Kimyasallar ve Ozellikleri.......................ccocevveiinn. 17

4.9. SDS-Kesikli Jel Tampon Sistemli Jelin Hazirlanmasi............. 17

4.9.1. Ayirma jelin hazirlanmast.................oooo 18



4.9.2. Stoklama jelin hazirlanmas1
4.10. Ayirma Jelin Plaga Dékiilmesi Islemi

4.11. Stoklama Jelin Plaga Dékiilmesi islemi

4.12. _Serum

Numunelerinin Sulandirilmasi ve Jele Yikleme

7. KAYNAKLAR

OZGECMIS

19

19

20

21

22

23

26

28
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Kars Cayr’nda Yasayan Orthrias angorae bureschi ve Orthrias panthera’nin
Sarkoplazmik Proteinlerinin Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforeziyle Taksonomik Yonden Incelenmesi
Erhan ILDES
Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Damisman

Yrd. Do¢.Dr. Muhittin YILMAZ

OZET: Bu calismada, SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel
elektroforezi)’ne, Orthrias angorae bureschi ve Orthrias panthera baliklarinin
sarkoplazmik proteinleri uygulandi. Elektroforegramda, her iki baligin
sarkoplazmik proteinlerin band sayilar1 13 sarkoplazmik protein bandi elde
edildi.Buna gore, Orthrias angorae bureschi’nin proteinlerinin molekiil agirliklari
85.0, 82.8, 77.4, 69.6, 60.9, 49.2, 47.9, 43.6, 41.9, 33.0, 32.1, 20.5 ve 11.6 kD
olarak bulundu. Orhrias panthera’nin proteinlerinin molekiil agirliklar1 ise 79.5,
77.4, 69.6, 66.0, 47.9, 46.0, 41.9, 36.7, 35.7, 28.1, 27.4, 19.9 ve 11.6 kD olarak
bulundu. Bu elde edilen bulgulara gore, 77.4, 69.6, 47.9, 41.9 ve 11.6 kD’luk
protein bandlar1 benzerlik gdsterdi

Sonu¢ olarak, bu iki baligin sarkoplazmik protein elektroforezi ile
taksonomik olarak ayirt edilebilecegi ve iki tiirlin morfolojik sistematikteki

yerlerinin dogru olduguna karar verildi.



An Electrophoretic Taxonomic Study on Sarcoplasmic Proteins of Orthrias
angorae bureschi and Orthrias panthera Habitated in Kars Stream
Erhan ILDES
Kafkas University
Biology department

Faculty of Arts and Science

Supervisor

Yrd. Do¢. Dr. Muhittin YILMAZ

ABSTRACT: In this study, sarcoplasmic proteins of Orthrias angorae bureschi and
Orthrias panthera were applied to the SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis). In electrophoregram, band numbers of the
proteins of both fish were obtained as 13 sarcoplasmic protein bands. According to
this, molecule weights of the proteins of Orthrias angorae bureschi were attained
as 85.0, 82.8, 77.4, 69.6, 60.9, 49.2, 47.9, 43.6, 41.9, 33.0, 32.1, 20.5 and 11.6 kD.
And, molecule weights of the proteins of Orthrias panthera were attained as 79.5,
77.4, 69.6, 66.0, 47.9, 46.0, 41.9, 36.7, 35.7, 28.1, 27.4, 199 and 11.6 kD.
According to these findings, proteins bands of 77.4, 69.6, 47.9, 41.9 and 11.6 kD
showed similarities.

Consequently, it was decided that these two fish can be distinguished from
each other in terms of sarcoplasmic protein electrophoresis and taxonomic, and the

place of these two species in morphological systematic is correct.
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1. GIRIS

Gecmiste, balik tiirlerinin  smiflandirilmasi  baslica dis  morfolojik
karakterlerin arastirmasiyla yapilirdi. Giiniimiizde, elektroforez balik tiirlerinin
siniflandirilmasina  yardim amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Bu maksatla
sarkoplazmik proteinler, serum proteinleri, karaciger proteinleri ve enzimlerin bir
cogu arastiricilar tarafindan kullanilmistir.

Kasin hiicre i¢i sivisinda glikolitik enzimler, miyoglobin ve mevcut diger
proteinlerden olusan yiiksek derecede suda ¢oziinen sarkoplazmik proteinler siklikla
spesifik tanimlama i¢in kullanilirdi. Sarkoplazmik proteinler kas hiicrelerindeki total
proteinin % 30-35’ini kapsar. Balik kas sarkoplazmik proteinlerinin analizi balik
tirlerinin tanimlanmas1 i¢in ¢ok Onemlidir. Son yirmi yildir sarkoplazmik
proteinlerden baliklarin tiir teshislerinde faydalanilmaktadir. Bununla ilgili de bir ¢ok
calisma yapilmistir.

Bu amagla, sarkoplazmik proteinlerin tiirler arasinda polimorfizm
gostermesinden dolay1, sarkoplazmik protein elektroforezinden yararlanilarak

Orthrias angorae bureschi ve Orthrias panthera tiirleri arasinda benzerlikler

ve farkliliklar ortaya ¢ikarilmaya ¢alisildi.



2. KAYNAK OZETi

Glinlimiize degin, baliklarin protein elektroforezi ile yapilan takosonomik
arastirmalarin sonuglart asagida belirtilmistir.
Yilmaz ve vd. (2000) Capoeta trutta ve Capoeta capoeta umbla’ nin serum
proteinlerini SDS-PAGE ile analiz etmislerdir. Bu arastirmada, Capoeta capoeta
umbla’da 11 band ve Capoeta trutta’da 16 protein badin oldugunu gostermistir.
Onlar, serum protein bandlarmin sayisinin 6zellikle taksonomide onemli oldugu
sonucuna varmislardir.
Miyazaki vd. (1998) Cyprinidae familyast ve Acheilognathinae, Leuciscinae,
Gobioninae alt familyalarina ait 6 tiirlin karaciger proteinlerini SDS-PAGE
yontemiyle sepera etmisler, Cyprinus carpio ve Pseudogobius esocsinus esocsinus
un en kiigiik genetik farki verdigini belirtmislerdir. Buna karsin, Tribolodon
hakonensis diger tg tlir balikla hemen hemen esit genetik farka sahiptir.
Knuutinen ve Harjula (1998) Finlandiya’da en ¢ok bulunan 16 tatlisu balik
tiirlerinin sarkoplazmik proteinlerinin farklilagtigin1 gostermislerdir. Arastiricilar
sarkoplazmik proteinlerin elektroforezi gibi yeni teknikler kullanilarak alt familya ve
alt tiir gruplandirmasindaki zitliklara 151k tutacagi sonucuna varmiglardir.
Tiirkéz vd. (2000) Hem pismis hem de taze 6 balik tiirliniin sarkoplazmik
proteinlerinin SDS-PAGE ile analiz etmigler ve balik tiirlerinin sarkoplazmik
proteinlerine gore siniflandirilabilecegini belirtmislerdir.
Pinerio vd. (2001) 5 farkli merlos tirii (Merluccius merluccius, M. australis, M.
hubbsi, M. gayi ve M. capensis)’in sarkoplazmik proteinlerinin 2 fazli elektroforezle
incelemis ve onlarin bazilarinin ¢ok yakin akraba oldugunu bildirmislerdir.
Sakai vd. (2003) Lefua (Balitoridae) tiirii (loaches) baliklarinin DNA analizleriyle
intraspesifik ve filogenetik akrabaliklart 2 boyutlu elektroforez kullanilarak
incelenmistir. Protein analizleri Lefua sp. ve L. echigonia arasinda ve Lefua sp. ve L.
nikkonis arasindaki genetik mesafenin L. echigonia s. Str. ve L. nikkonis arasindaki
mesafe kadar biiyiikk oldugunu gostermistir. DNA analizleri, Lefua sp’nin L.
echigonia s. Str. ile L. nikkonis-L. costata kompleksi’ne gore ¢ok daha yakin iliskide

oldugunu gostermistir.



Milhara vd. (2005) Lefua nikkonis, Lefua echigonia ve Lefua costata’nin DNA
analizleri incelenmistir. Bu ¢alisma gdsterir ki, Lefua’nin her tiiri, monofletik bir
grup olusturmustur, bu da agikca gosterir ki Lefua tiirleri genetik olarak birbirinden

ayirt edilebilir.

Sulaiman vd. (2006) Bornean emici baliklarinin, Gastromizon’un ve
Neogastromizon’un mitokondriyal DNA analizleri sitokrom b geni siralarinin
karsilastirilmastyla yapilmistir. Gastromizon 'un ve Neogastromizon’un her ikisi de
monofiletiktir ve Cin Homalopterid Crossostoma lacustre, Bornean tiirii ile iliskili

degildir.



3.GENEL BIiLGIi

Orthrias angorae bureschi

i1k Bulunus Yeri (Terra typica) : Ankara civar
Tiirk¢e:Copcii bahgi

Tirkiye'den Eski ve Yeni Kayitlar : Nemacheilus angorae STEIN DAGHNER 1897,
Ankara civart; Nemacheilus angorae PELLEGRIN 1928, Kemer ¢ay1 (Izmir); Cubuk
cay1 (Ankara); Egmir ev Mohan goélleri; Ankara civarindaki hendekler; Nemacheilus
angorae BATTALGIL 1942, iznik ve Apolyont golleri, Cubuk cay1, Micinger cay1
(Van goliine akar); Nemacheilus angorae TORTONESE 1951, Tuzgolii, Sandikli,
Cihanbeyli, Beysehir golii, Van golii; Nemacheilus angorae SLASTENENKO 1955-
56 Karadeniz e dokiilen Anadolu nehirleri, Coruh-Aras havzasi, Cildir golii, Kura
havzasi, Umraniye golii, Kemer ¢ay1 (Izmir); Nemacheilus angorae GELDIAY
1961, Cubuk baraji, Sariyer baraji, Irfanli baraji; Nemacheilus angorae
BANARESCU-NALBANT 1964, Kayseri (Karpuzatan) Kizilirmak, Kirsehir
(Terme), Tuzgodliiniin kuzey dogusu, Pecenek deresi, (Sereflikochisar), Isikli goli
(Bliyiik Menderes'in menbasi) Cubuk c¢ayi, Sakarya nehri; Nemacheilus angorae
bureschi BANARESCU-NALBANT 1964, Sapanca golii, iznik golii, Beysehir golii,
Gerede golli, Cavusgu goli, Hazar golii, Van goliine akan dereler; Nemacheilus
angorae TANYOLAC, 1968, Hamam c¢ay1, Cubuk cayi, Kizilirmak Egmir goli;
Nemacheilus angorae bureschi GELDIAY-KAHSBAUER 1967, Sirinyer deresi
(Izmir); Nemacheilus angorae GELDIAY 1969; Cubuk cay;, Egmir golii;
Nemacheiius angorae (FAO) 1971, Dicle, Firat ve Trakya hari¢ biitiin Anadolu,
Bulgaristan; Nemackeilus (Orthrias) angorae angorae BANARES-CU 1968, Giilliik
(Bodrum), Kizilirmak nehri, (Yozgat civan); Nomecheilus angorae bureschi
BANARESGU 1968, Bergama, Derebogazi, Ha-zer golii, Tortum golii fNomacheilus
angorae KURU 1971, Hasankale (Kars); Noemacheilus angorae bureschi KURU
1971; Noemacheilus angorae angorae GELDIAY-BALIK 1973, Nil cay1 ve kollan
(Izmir); Noemacheilus angorae angorae BALIK 1974, Sasal deresi (Izmir), Armutlu

deresi (Turgutlu) Sirinyer deresi



(Izmir), Nil ¢ay1 (Kemalpasa), Bulgurca deresi (Izmir); Noemacheilus angorae
angorae KURU 1975, Serceme deresi (Erzurum), Hosap suyu (Van), Bagirsak
deresi, Kelkit cay1, Coruh ¢ay1 (Cemil bey) ; Noemacheilus angorae bureschi KURU
1975, Coruh sistemi, Murat nehri, Oltu suyu, Aras nehri, Hazar goli, Tortum suyu,
Biiytiksu (Cetinkaya), Dicle nehrj, Pamukgay (Silvan), Patates suyu, Cildir golii, Se-
lim suyu, Meydancik suyu, Kelkit ¢ay1, Karasu (Erzincan); Nemacheilus angorae
BALIK 1980 Diiver, cayt (BURDUR),. Koprii Cayr (Koprii Cayr (Antalya),
Degirmenler deresi (Tefenni), Delibekir cayr (Antakya); Netnacheilus angorae
bureschi ERKKAN 1983 Sakarya havzasi.

Viicut silindirik sekilli olup, c¢ok kiiciik pullarla oOrtiilmiistiir. Kuyruksuz viicut
boyunda, viicut yiiksekligi 5-6 defa, bas boyu ise 4-4,5 defa bulunur. Gozler kiigiik
ve basin {ist tarafina dogru yerlesmistir. G6z ¢ap1 burun uzunlugunda 1.5-1.8 defa
vardir ve asag1 yukari1 gozler arasi mesafeye esittir. Pektoral yiizgegler ¢ok uzundur
ve Ventral lerin iyice yakinma kadar uzanabilir. Burun iizerinden ¢ikan biyiklarin
boylan asagi yukar1 birbirlerine esittir ve géz ¢apindan 1-1.5 misli daha uzundur.
Dorsal yiizgeg, burun ucuna ve kuyruk yiizgeci baslangicina esit mesafede bulunur.
Kuyruk yiizgecinin serbest kenari biiylik bir varyasyon gostermekte olup, bazi
bireylerde diiz, bazilarinda ise derinligi az ¢ok degisen bir girinti meydana getirir.
Renk ¢ok degisken olmakla beraber, genellikle gri-san goriiniistedir. Viicudun sirt
bolgesinde ve yan taraflarinda, cesidi biiyiikliikte ve gelisi glizel dagilmis olan
kahverengi-esmer benekler bulunur. Dorsal ve Kavda! yiizgegler, ¢ogu kez diizenli
seriler halinde yerlesmis ve kiiclik kahverengi noktalardan meydana gelmis enine
bantlarla siislenmislerdir. Diger yiizgegler ise, genellikle renksizdir. Maksimum
viicut uzunlugu 8-9 cm. kadardir. Bu tiir, genellikle temiz ve serin olan nehir ve
caylarin bilhassa yavag akan c¢akilli-kumlu zeminlerinde yasarsa da, basan gdllerin
fazla derin olmayan kiy1 zonlarinda da bulunur. Gececi 6zellikte olup giindiizleri
daima taslar altinda gizlenen ve sedenter olarak yasayan bir zemin baligidir. Temiz
sulart tercih etmekle beraber, pollusyona karsi da ¢ok dayanikli oldugundan,
oksijenin eser halde bulundugu ortamlarda bile uzun siire yasayabilir. Yumurtlama
periyodu Mayis-Temmuz aylar1 arasina rastlar. Genellikle 5 cm. boyda iken cinsel
olgunluga erisirler. Yumurtalar ¢cakillar» taglar ve bitki gdvdeleri iizerine yapistirilir.

Baglica gidasini bentik omurgasizlardan kurtlar ve bocek larvalari olusturur. Dogu ve



Gilineydogu Anadolu'nun kii¢lik bir kismi harig, biitiin Anadolu'ya yayilmis olan bu
tiiriin, Dorsal ytlizgecteki dallanmis 151n sayisinin farkli olmasina gore Tiirkiye'de iki
alttiiriiniin bulundugu (N. Angorae angorae STEINDACHNER 1897 ve JV. angorae
bureschi DRENSKY 1928) rapor edilmistir. Bu rapora gore: N.a. angerae'nm
yumusak 1sin sayisinin genellikle 7 oiup Orta ve Kuzeybati Anadolu kesimlerinde
yayildigi; JV. buresckvmn ise yumusak 1s1n sayisinin genellikle 8 olup Dogu, Giiney
ve Giineybati Anadolu bolgelerinde yayildigt belirlenmistir. Fakat her iki formun
yayilma alanlari, 6zellikle Bat1 ve Kuzeybati Anadolu'da birbirine ¢ok karigtigindan,

alttiir yoniinden kesin bir sonug ortaya konulamamustir.

Sekil 1: Orthrias angorae bureschi



Orthrias (Nemacheilus) panthera (HECKEL,1843)

ilk Bulunus Yeri (Terratypica) : Sam (SURIYE)

Tiirkge : Copcii bahig

Tiirkiye'den Eski ve Yeni Kayitlar:Nemacheilus panthera KOSSWIG-BATTALGIL
1943;Noemacheilus panthera BANARESCU-NALBANT 1964; Golbas1 (Malatya),
Ceyhan  nehri;  Noemacheilus  panthera  KURU 1971, Aras nehri
(Hasankale);Nemacheilus panthera (FAO) 1971, Ceyhan nehri, Antakya civari,
Suriye, Filistin; Noemacheilus panthera KURU 1975, Aras nehri, Tortum Kale suyu
(Tortum) Pamukcay (Silvan), Calt1 suyu (Cetinkaya), Kars ¢ay1 (Kars), Patnos suyu
(Patnos); Nemacheilus panthera KELLE 1978, Dicle nehri ve kollart.

Viicut yanlardan basilmis ve yiiksek yapili olup, uzunlugu maksimal ytiksekliginin
4.5-5.8 kat1 kadardir. Viicudun 6n kismu ¢iplak, arka kismi ise, ¢ok kiiciik pullarla
ortilidiir. L. lateral tam olmayip ancak Dorsal ylizge¢ kaidesinin ortasina kadar
uzanabilir. Kuyruk sapinin alt ve iist taraflarinda fazla gelismemis birer karina
bulunur, Dorsal'in serbest kenar1 diizdiir ve asag1 yukar1 Ventrallerle ayni hizadan
baslar. Kuyruk yiizgeci gen¢ ve yaslilarda farkli goriiniiste olup, genclerde daima
iceriye dogru hafif girintili oldugu halde, yast1 bireylerde bazan diiz bazan da hafif

yuvarlak olabilir. Total viicut boyu 6 cm. kadardir.

Viicudun genel rengi sarimtrak beyaz olup, bas bolgesi ile yan taraflar1 ve sirt kismi
diizensiz sekilli ve adeta panter derisini andiran kahverengi beneklerle siislenmistir.

Karn tarafta ise bu benekler iyice azalir ve renk kirli-beyaz bir goriinlis kazanir.

Aslinda Mezopotamya orijinli olan bu tiir, Suriye, Urdiin, Liibnan ve Anadolu'da
yayilis gosterir. Memleketimizde bugline kadar Golbasi (Malatya), Ceyhan nehri.

Firat nehri, Coruh nehri, Aras nehri, Asi nehri, Kars ¢ay1, Patnos ¢ay1, Tortum suyu,



Pamuk c¢ay1 Caltt suyu gibi Dogu ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinin

akarsularindan rapor edilmislerdir.



Sekil 2: Orthrias (Nemacheilus) panthera



3.1 Poliakrilamid Jei Elektroforezi (Genel bilgi)

Elektroforez genel anlamda bir ayirma ve saflagtirma teknigidir. Bu teknik
yapilan birbirine ¢ok benzeyen ve dogal olarak bir arada bulunan molekiil ya da

partikiilleri, tagidiklar yiik ve biiyiikliiklerine gore birbirlerinden ayirmaya yarar.

Bu teknik, baslangigta klinikte teshis ve tedavinin seyrini izlemek amaciyla
protein, lipoprotein, hemoglobin, immiin elektroforez ve izoenzim elektroforezleri
yapilmaktadir. Ornegin, bir protein bozuklugunun saptanmasinda, lipoprotein
anomalilerinin tiplendirilmesinde veya bir hemoglobinopatinin ortaya konmasinda ya
da belli bir organa has izoenzim diizeylerindeki artis1 saptayarak teshisin

kolaylasmasina elektroforezin inkar edilemeyecek yardimlar1 s6z konusudur.

Giliniimiizde gelisen teknoloji ozellikle antijen antikor birlesmesi esasina
dayanan analiz teknikleriyle elektroforezden daha duyarli kantitatif sonuglar

vermektedir.

Arastirma calismalarinda da elektroforez yapilan arastirmanin sonucu
kanitlariyla birlikte ortaya koyan en iyi ydntemlerden biridir. Ornegin, bir protein
veya enzim saflastirmasinin sonucunu elektroforez en iyi sekilde sergiler. Sonuglarin
gorsel olarak degerlendirilmesi, genis bir bakis acis1 getirmesi ve yonlendirici olmasi

nedeni ile elektroforezin 6nemi kendiliginden agiga ¢ikmaktadir.
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Elektroforeze uygulanacak olan maddenin ilk once elektrik yiiklenebilir
durumda olmast gerekir. Bu anlamda, proteinler elektroforez icin en uygun
molekiillerdir. Ozellikle tasidiklar1 aminoasitlerden dolay1 amfoterik bir yapiya sahip
onlar kolayca yliklenebilir duruma getirmektedir. Bir protein molekiilii iizerindeki
toplam vyiikiin sifir oldugu pH'ya "Izoelektrik nokta" denir. Bu noktada proteinler
elektroforez ortaminda gdé¢ edemezler. Bunu Onlemek ic¢in proteinleri izoelektrik
noktadan uzak asit veya alkali tamponlarla (pozitif veya negatif yiiklerle) yiiklemek
gerekir. Protein elektroforezinde izoelektrik noktadan kaginmak i¢in genellikle pH
8.0 ile 9.0 arasinda degisen alkali tamponlar kullanilir. Boylece elektroforetik destek
materyali lizerinde daha fazla absorbsiyona neden olmadan ve izoelektrik noktasi
diisiik olan proteinleri de separe edecek sekilde yiiklenme saglanmis olur. Sonugcta

alkali ortamda negatif olarak yiliklenmis olan proteinler anoda dogru go¢ ederler.

Bu teknikte kesintisiz gd¢ saglamak i¢in tabakalar arasi bosluklar uygun
tampon ¢ozeltiler ile doldurulmustur. Numune uygulamasi ise, en {stteki
yogunlastinct jel iizerine uygulanir. Akim uygulamasiyla bilesenler uygun
biiylikliikteki porlardan gecerek; molekiil bliytikligi ve elektrik yiiklerine gore
separe olurlar. Bu yontem 06zellikle arastirma caligmalarinda, tek tek protein

fraksiyonlarinin saptanmasinda ve genetik ¢alismalarda kullanilir.

Genel bir elektroforez uygulamasindan birbirini takip eden bes ana islem

mevcuttur.
1. Numune ve destek materyallerinin hazirlanmasi
2. Numune uygulamasi
3. Dogru akim uygulamasi
4. Boyama ve seffaflastirma
5. Kantitasyon
a. Densitometrik kantitasyon
b. Eliisyon yontemiyle miktar belirtimi

Elektroforez Oncesi separasyonu yapilacak numunenin hazir duruma getirilmesi

gerekir. Numunenin yeteri kadar protein icermesi maksadiyla sulandirilmasi veya
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konsantre edilmesi gerekir. Bir hemoglobin elektroforezi yapilacaksa hemolizatin
onceden yapilmasi1 gerekir.

Genellikle elektroforetik destek materyalleri kullanima hazir olarak satilmaktadir.
Fakat elektroforez oncesi bu maddelere iletkenlik kazandirmak icin segilen tampon
¢oOzelti igerisinde iyice 1slatilmasi gerekir. Ancak, destek materyalinin gozenekleri

tampon ile iyice dolduktan sonra kesintisiz iyi bir gé¢ elde edebilir.

Numune tatbik edilirken dikkat edilmesi gereken en Onemli hususlar ise:
kullanilan tamponun cinsine gore numune uygulamasi anodik, katodik veya merkezi
uygulama gerektirebilir. Sayet asit bir tampon kullanilacaksa, pozitif olarak yiiklenen
numunenin go¢li negatif kutba dogru olacagindan numuneyi miimkiin oldugu kadar
anoda yakin tatbik etmek gerekir. Eger alkali bir tampon kullanilacaksa ayni

nedenlerden dolay1 numune tatbikini bu sefer katoda yakin uygulamak gerekir.

Elektroforez islemi sirasinda devamli olarak destek materyalinin tamponla
temas halinde bulunan uglarindan merkeze dogru bir tampon hareketi vardir.
Ozellikle 1smin yiikseldigi ve buharlasmanim arttig1 durumlarda bu daha belirgin
olarak ortaya c¢ikar. Tamponun bu hareketi ve numunenin yogun ortamdan daha az
yogun ortama diflizyonu nedeniyle kontrolsiiz olarak dagilmayir 6nlemek ig¢in
numune uygulamalart miimkiin oldugu kadar merkeze yakm tatbik edilmelidir.
Ayrica, numune uygulamasini tatbiken hemen akim uygulamasina gegmekte

zorunludur.

Bir elektroforez uygulamasinda elektroforetik hareketi saglayan asil itici gii¢
dogru akimdir. Bu maksath iki g¢esit giic kaynagi kullanilir. Birisi sabit akim
saglayan gii¢ kaynagi, digeri sabit voltajli gii¢ kaynagidir. Elektroforez sirasinda
ozellikle yan iletken durumdaki destek materyali sonucta 1s1 agiga ¢ikaran sabit bir

dirence sahiptir

Elektroforetik gogiin hizzim biiyiik oranda voltaj farki belirlemesine ragmen
cogunlukla yiliksek potansiyel uygulamaktan kaginilir. Elektroforez'de dogru akim
uygulamasin1 takiben olusan fraksiyonlar1 goriinlir hale getirmek ve miktar
belirlenmesi yapabilmek i¢in mutlaka boyama islemi uygulamak gerekir.
Uygulamanin tiiriine, kullanilan materyale ve uygulayicinin tercihine gore degisik

boya maddeleri vardir.
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Boyar madde tercihi yapilirken dikkat edilmesi gereken onemli hususlar:

Boyar maddenin sadece separasyon yapilan numuneyi boyama 6zelliginde olmasi ve

destek materyali lizerine baglanmamas1 gerekmektedir. Yikama ile kolayca destek

materyalinden ayrilabilmelidir. Son senelerde bilhassa protein elektroforezinde boyar

medde olarak Gilimiis nitrat kullanilmaktadir.

Boyama islemini takiben fondaki boya artiklar1 uzaklastirildiktan sonra

poliakrilamid gibi baz1 destek materyallerinin saflagtirilmasi islemi gerekmektedir.

Boya ve seffaflastirma islemini takiben fraksiyonlarin miktarlarinin belirlenmesi

gerekir. Bunun i¢in genellikle iki yontem kullanilir Birincisi: Seffaflastirilmis boyali

fraksiyonlarin uygun bir densitometrede grafiklerinin ¢izimi, ikincisi ise: eliisyon

yontemidir. Elektroforez, kullanilan destek materyali ¢esidine ve uygulanan numune

tipine gore ayri1 ayri siniflandirilmaktadir. Buna gore 6nemli elektroforez cesitleri:

A. Uygulanan numune tipine gore siiflandirma

1.

2.

Protein Elektroforezi

Lipoprotein Elektroforezi
Hemoglobin Elektroforezi
Immiin Elektroforezi

[zoelektrik fokusing Elektroforezi

[zoenzim Elektroforezi

. Kullanilan destek materyalinin ¢esidine gore siniflandirma

. Kagit Elektroforezi (P.E.)

Agar Elektroforezi (A.E.)

. Agaroz jel Elektroforezi (A.G.E.)

Nisasta jel Elektroforezi (S.G.E.)
Seliiloz asetat Elektroforezi (C. A.E.)

Poliakrilamid jel Elektroforezi (P. A.G.E.)
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Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE): Poliakrilamid jel, uygun bir baglayici
ajan kullanilarak monomerlerin hem lineer hem de ¢apraz baglanmasiyla elde edilir.
Bu baglanmadan dolay1 lizerindeki serbest iyonize gruplardan tamamen arimdirildigi
icin elektroendosmosis sifira indirilmistir. Ayrica, jelde kullanilan monomerlerin
kompozisyonu ve gozenek boyutlar1 ihtiyaca gore degistirilebilir. Bdylece
separasyonu yapilacak bilesenler sadece elektrik yiiklerine gore degil ayn1 zamanda

molekiil biiytikliiklerine gore de ayrilmis olur.

Elektroforezde jellerin hazirlanmasinda kullanilan akrilamid monomer
yapisindadir. Amonyum persiilfat ve tetraectilendiamin (TEMED) serbest
radikallerinin varliginda, akrilamid molekiiliinden baslaylp bir dizi zincir
reaksiyonlart ile iki fonksiyonlu bir yap1 olan, metilenbisakrilamidle polimerizasyon
reaksiyonu yapar. Capraz baglanan zincirler bir jelin olusmasinda, jeldeki por

biiytlikliigiinii ayarlar.

4. MATERYAL VE YONTEMLER

4.1.0rneklerin Toplanmasi ve Muhafaza Edilmesi

Calismada, Orthrias angorae bureschi ve Orthrias panthera kullanildi. Balik
tirleri Kars Cayr’ndan(KARS) daha onceden belirlenen bdlgelerden elde edildi.
Baliklar laboratuara canli olarak getirildi. Her bir gruptan deri ve parazitik
enfeksiyon olmayan 10 balik c¢esidi elektroforez icin kullanildi. Balik beyaz kas
dokusundan bir parg¢a bistiiri yardimiyla alindi. Biitiin baliklarin doku 6rnekleri sol
dorsal taraftan elde edildi. Sonra, bu 6rneklerin deri ve kilgiklar1 temizlendi ve 1
dakika Tris-HCI tamponunda (0,5 M, pH: 6,8) homojenize edildi. Homojenatlar +4
oC ve 20.000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanlar protein
analizi ve SDS-PAGE i¢in kullanildi. Protein igerigi standart protein olarak sigir
serum albumin kullanildigit Lowry vd.(1951)’nin metodu ile ol¢iildii ve sonra

stipernatanlardaki protein icerigi Tris-HCI tamponuyla 4 ng/ uL’ye ayarlandi.
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4.2. SDS Poliakrilamid Jel Soliisyonlarimin Hazirlanmasa.

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), vertikal
slab jel elektroforez sistemi kullanilarak Laemmli (1970) ve O’Farrell (1975)
metotlarna gore yapilmistir. Bu uygulama i¢in asagidaki ¢ozeltilerin hazirlanmasi

yeterlidir.

4.3.1. % 30’luk Akrilamid Soliisyonu

7.5 g Akrilamid ve 200 mg Bisakrilamid hassas terazide tartilarak bir miktar
distile suda eritildi. Total hacim 25 ml'ye tamamlandi. Bu ¢ozelti oda sicakliginda
koyu renkli sisede 2-3 ay dayaniklidir. Akrilamid c¢ozeltisinin norotoksik etkili
olmasi nedeniyle ¢alisirken eldiven kullanildi.

SDS-Poliakrilamid jel soliisyonu i¢in pH ve molariteleri farkli stoklama ve

ayirma jel tamponlar1 hazirlandi.

4.3.2. Stoklama jel tamponu (0.5 M Tris-HCl1 , pH 6.8)

1.5 g Tris ve 100 mg SDS hassas terazide tartilarak yaklagik 10 ml dH,O’da
eritildi. Daha sonra pH’s1 6.8 olana kadar HCI ¢ozeltisinden (1M) ilave edildi
(yaklagik 1 M HCI’den 7ml). Total hacim dH,O ile 25 ml'e tamamlandi ve +4°C’de

muhafaza edildi.

4.3.3. Ayirma jel tamponu (3 M Tris-HCl, pH 8.8)

9.075 g Tris ve 200 mg SDS (Sodyum dodesil siilfat) hassas terazide
tartilarak 7.5 ml dH,O’da eritildi. Daha sonra tamponun pH's1 1 M HCI ¢ozeltisi ile
8,8’e ayarlandi. Total hacim dH,O ile 25 ml’ye tamamlandi ve +4°C’de muhafaza
edildi. 1 M HCI ¢ozeltisi, 11.7 M’lik stok HCI'den 8.55 ml alind1 ve total hacim

dH,O ile 100 ml’ye tamamlanmak suretiyle hazirlandi.
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4.4. Yiiritme Tamponu ( 0.025 M Tris, 0.192 M Glisin , pH 8.3)
3.03 g Tris, 14.4 g Glisin ve 1g SDS hassas terazide ayr1 ayr tartildi ve ilk
once Tris ve Glisin 750 ml dH,0O’da eritildi, sonra SDS eklenerek pH 8.3'e ayarlandi.

Total hacim distile suyla 1000 m1’ye tamamlanarak +4 °C’de muhafaza edildi.

4.5. Numune Tamponu (0.0625 M Tris- HCL, pH 6.8)

Stoklama jel tamponu 1.25 ml
(0.5 M Tris- HCI, pH 6.8)

SDS 195 mg
Gliserol (%99’1uk ) 1 ml
2. Merkaptoetanol 0.5 ml
Bromophenol blue 1-2 mg

Distile suyla 10 mI’ye tamamlandi ve +4 °C'de muhafaza edildi.

4.6. Jelin boyanmasi islemi:
Boyama islemi i¢in 6nce Coomassie blue ¢ozeltisi hazirlandi.

Boyama ¢ozeltisi:

Coomassie Brilliant Blue R.250 125 mg (%0.025)
Ethanol 200 ml (%40)
Asetik Asit (AcOH) 35 ml (%7)

Total hacim distile suyla 500 ml’e tamamlandi. Hazirlanan bu boyama
soliisyonu 20-40 defa kullanilabilir. Jeller bu boya soliisyonunda 2-4 saat bekletilmek
suretiyle boyanirlar. Her jel i¢in kendi hacminin 5-10 kat1 hacminde boya soliisyonu
kullanildi. Boyama esnasinda hafifge ¢alkalama islemi jellerin daha iyi boyanmasini
sagladi. Boyama islemi ¢alkalamali benmari su banyosunda 56-60 °C’de bekletilmek
suretiyle daha kisa siirede (20 dk) tamamlanabilir. Bu esnada sik sik ¢alkalama islemi

yapilmalidir. Bu yontem her lane (¢izgi)’de 0.1-0.5mg proteini boyayabilir.
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4.7. Jelden boya ¢ikarma Islemi
Jeli boyadan ¢ikarma igleminde iki metot vardir. Bunlar;
1. Metot;

Methanol %40’ 11k

Asetik asit (AcOH) %7’ lik

Bu soliisyonda jeller 1 saat siireyle bekletilerek ve ara sira ¢alkalamak
suretiyle boyadan c¢ikarma islemi gergeklestirilir. Protein bantlar1 disindaki jel
kisimlarinin daha 1yi beyazlamasi isteniyorsa siire daha uzun tutulmalidir.
2. Metot;

Methanol %5

Asetik asit (AcOH) % 7.5

Calismamizda boyadan ¢ikarma isleminde ikinci metot kullanildi. Bu
soliisyonda jellerin boyadan ¢ikarma islemi bir gecede tamamlandi. Ancak, bu siire

icinde boyadan ¢ikarma soliisyonu 2-3 defa degistirilerek daha iyi sonug elde edildi.

4.8. Diger Kimyasallar ve Ozellikleri:

1. TEMED (N,N,N',N' - Tetra metilethilen diamin)

Hazir preparat olarak minimum % 99’ luk hazir ¢6zeltisi bulunmaktadir. Bu
¢ozelti koyu renkli sisede +4 °C’ de konsantre halde siiresiz bekletilebilir.

2. %1’ lik Amonyum persiilfat:

Poliakrilamid jel ¢ozeltisine polimerizasyon i¢in ilave edilen bir ajandir.
Karisima ¢ok az ilave edilmesi nedeni ile S5Sml’lik veya daha az hacimde, 6zellikle
deneyden hemen Once hazirlandi. Bu c¢ozeltinin stabil olmamasi nedeniyle her

deneme igin tazesi hazirlandi.

4.9. SDS-Kesikli Jel Tampon Sistemli Jelin Hazirlanmasi
Kesikli jel sistemi, proteinlerin stoklandig1 ve birbirinden ayrildig: iki farkl
konsantrasyonda iki ayri jelden olusmaktadir.

Bu jelin hazirlanmasi i¢in ayirma ve stoklama soliisyonlar1 gereklidir.
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4.9.1. Ayirma jelin hazirlanmasi

Tablol. Degisik Konsantrasyonlarda

Ayirma jeli Hazirlama

Prosediiri.

Ayirma jelin son konsantrasyonlar1 (%)

Stok soliisyonlar (ml) 20 17.5 15 12.5 10 75 5
Poliakrilamid soliisyonu (%30) 20 17.5 15 125 10 7.5 5
Ayirma jel tamponu 3.75 375 3.75 3775 375 3.75 3.5
%1 Amonyum persiilfat 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75
TEMED 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
dH,O 549 799 10.49 1299 1549 17 20.49

Toplam hacim 30 ml olacak sekilde hazirlanir. Bu jel hazirlanirken dikkat edilmesi

gereken husus; %1’ lik amonyum persiilfatin ¢ozeltiye en son katilmasidir. Ciinkii,

¢Ozeltiye amonyum persiilfat ilavesinden sonra polimerizasyon islemi baglamakta ve

kisa siirede gerceklesmektedir.

18



Stoklama jelin hazirlanmasi

Tablo 2. Degisik Konsantrasyonlarda Stoklama Jeli Hazirlama Prosediirti.

Stoklama Jelin Son Konsantrasyonlari (%)

Stok soliisyonlar (ml) 6 5 3

% 30 Poliakrilamid 2 1.67 1.33 1
Stoklama Jel Tamponu 2.5 2.5 2.5 2.5
% 1 Amonyum persiilfat 0.5 0.5 0.5 0.5
TEMED 0.075 0.075 0.075 0.075
dH»>O 4.925 5.265 5.595 6.425

Total hacim 10 ml olacak sekilde hazirlanir. Bu soliisyonu da hazirlarken %1'lik

amonyum persiilfat'in en son ilave edilmesine dikkat edilmelidir.

4.10. Ayirma Jelin Plaga Dokiilmesi Islemi

Plaga ilk 6nce ayirma jeli dokiiliir. Proteinlerin birbirinden ayrilmasi %10’luk

ayirma jelde yapilmistir. %10'luk jel ¢ozeltisi igin;

%30'luk Poliakrilamid soliisyonu 10 ml
Ayirma jel tamponu 3,75 ml
%1'lik Amonyum persiilfat 0,75 ml
TEMED 0,01 ml
dH,0 15,49 ml

Yukaridaki miktarlar 30 ml jel c¢ozeltisi hazirlamak i¢in gerekli olan
miktarlardir. Ayirma jel sollisyonunun toplam hacminin 10 ml olmas1 yeterlidir.
Bunun icin yukaridaki miktarlar 2/3 oraninda azaltildi. Beher igerisine 1,25 ml
ayirma jel tamponu konuldu ve arkasindan 5,163 ml dH5O ilave edildi. Daha sonra
0,0033 ml TEMED ilave edildi. Eger jel kalinligi 1 mm'den kiiciik ise ortamdaki
oksijen uzaklagtirllmalidir. Bunun igin ¢Ozeltiyi bir ka¢ dakika vakum etmek
yeterlidir. Aksi takdirde ortamdaki oksijen polimerizasyonda gecikmeye neden

olacaktir. Polimerizan ajan olarak %1'lik amonyum persiilfat
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kullanilmisgtir. Amonyum persiilfat ilave edildikten sonra ¢ozelti hafifce karistirildi.
Hazirlanan ayirma c¢ozelti 10 ml’lik enjektére alindi ve vakit kaybetmeksizin
diizenekteki bosluga doldurulma islemine gecildi. ayirma jel ¢dozeltisi
kopiirtiilmeksizin diizenekteki isaretli yere kadar dolduruldu. Jelin iist yiizeyinin
keskin ve diizgiin bir ¢izgi haline gelmesini mutakiben hava ile temasini kesmek i¢in
jel ylizeyinde ince bir tabaka olusturacak kadar dH,O ilave edildi. %1'lik Amonyum

perstilfat, 50 mg alinarak 5 ml dH,O'da ¢6zmek suretiyle hazirlandi. Polimerize olan

ayirma jelin iizeri naylon bir posetle hava almayacak sekilde kapatildi ve +4 OC 'de
bir gece bekletildi. Bdylece polimerize olmamis akrilamid ve bisakrilamidlerin
polimerizasyonu saglandi. Tam polimerizasyon sonrasi akrilamid ve bisakrilamidin
norotoksititesi ortadan kalkar, dolayisiyla bu asamadan sonra jellerle direk temasta
hi¢ bir sakinca yoktur.
4.11. Stoklama Jelin Plaga Dokiilmesi Islemi

Proteinlerin stoklanmasi % 4'liik stoklama jel iizerinde yapilmistir. %4 liik
stoklama jel sollisyonu hazirlamak igin, bir mikropipetle asagidaki ¢ozeltilerden

uygun miktarlarda alind1 ve total hacim 3,5 ml’e tamamlandi.

Buna gore;
%30'luk akrilamid soliisyonu 0,468 ml
Stoklama jel tamponu (pH 6.8, 0.5 M) 0,833 ml
%1'lik Amonyum persiilfat 0,25 ml
TEMED 0,015 ml
dH,O 1,95 ml

Toplam Hacim : 3,5 ml

Jel yiizeyindeki distile su bosaltildi ve iki jelin kolay kaynasmasi i¢in ayirma
jel ylizeyi stoklama tamponla yikandi. Daha sonra numune yiikleme lane’larini
olusturmak i¢in tarak cam levhalar arasina yerlestirildi. Taragin kenarindan stoklama
jel soliisyonu bir enjektdrle yavas yavas plaga aktarildi. Ancak jel i¢inde hava
kabarcig1 bulunmamasina dikkat edildi. Bu arada tarak yerlestirildikten sonra protein
uygulanacak kanallar cam kalemle isaretlendi. Stoklama jel sollisyonu polimerize
olduktan sonra tarak alindi ve kanal araliklari da bir lanset yardimiyla diizeltildi.
Protein yiikleme g¢ukurlar1 (Lane) yiirlitme tamponuyla bir ka¢ defa yikanarak jel

artiklar1 temizlendi. Sonra elektroforez tanklar1 yiiriitme tamponu ile (Tris-Glisin pH
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8,6) dolduruldu ve plaktaki lastik conta ve klempler ¢ikarildi. jel tanka yerlestirilerek
plagin alt kisminda olusan hava kabarciklar1 enjektor yardimiyla uzaklastirildi. Bu

islemlerden sonra serum numunelerinin hazirlanmasina gegcildi.

4.12. Serum Numunelerinin Sulandirilmasi ve Jele Yiikleme Islemi

En sonunda her bir numune tiipiinden 200ul serum alindi ve her birinin
tizerine 200 pl numune tampon ilave edilerek son protein konsantrasyonu 2ug/ul'ye
ayarlanmis oldu.

Hazirlanan vidali cam tiip icerisindeki serum numuneleri bir beher igerisine

bir miktar su konularak 1009C'de 3dk siireyle kaynatildi. Numune tamponundaki 2-
merkaptoethanol proteinlerdeki distilfit baglarini agar ve denature olmalarini saglar.
Boylece serum proteinleri tek polipeptidler haline gelmis olur. Denature edilen
protein drneklerinden 1 numaral Lane Orthrias panthera, 2 numaral Lane Orthrias
angorae bureschi ve 3 numarali Lane standart proteinlerden 20'ser ul uygulandi.
Boylece 40ug protein jele yiikklenmis oldu. Numuneler plaktaki yerlerine
uygulandiktan sonra proteinler 200 V ve 30 mA’de yiiriitiildi.

Elektroforez de proteinleri yiirlitme islemine yaklagik 2,5 saat devam edildi.
Siirenin sonunda jel tanktan alinarak boyama soliisyonda boyama islemine gecildi.
Bu arada plak iizerindeki stoklama jeli kesilerek atildi. Jeli i¢inde 250 ml boyama
sollisyonu olan bir kaba birakildi. Jel, 56-60 °C ‘ye ayarlanmis su banyosunda 20-
30dk inkiibe edildi. Bu esnada kap i¢indeki boya soliisyonu hafif¢e ¢alkalanarak jelin
daha cabuk boyanmas1 saglandi.

Bu islem tamamlandiktan sonra her jel, boyadan ¢ikarma islemi ig¢in %5
methanol ve %7,5 asetik asit bulunan bir kaba alinarak protein bantlar1 disindaki jel
kisimlarinin seffaflagsmasi saglandi. Bu islem, jellerin su banyosunda 55-60 °C’de 60-
70dk bekletilmek suretiyle yapildi. Bu esnada jeller hafifce g¢alkalandi. Ancak
boyadan ¢ikarma islemi esnasinda boyadan ¢ikarma ¢dzeltisi bir ka¢ defa yenilendi.
Bu islemlerden sonra jeller % 7’lik asetik asit i¢inde muhafaza edildi. Sonra jellerin

fotograflari ¢ekildi
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5. BULGULAR

Orthrias angorae bureschi ve Orthrias panthera’nin sarkoplazmik proteinleri
Sodyum dodesil siilfat-Poliakrilamid jel elektroforezine uygulandi. Elde dilen
elektroforegramlara gore, Orthrias angorae bureschi ve Orhtrias panthera’da 13
sarkoplazmik protein bandi elde edildi. Buna gore, Orthrias angorae bureschi’nin
proteinlerinin molekiil agirliklar1 85.0, 82.8, 77.4, 69.6, 60.9, 49.2, 47.9, 43.6, 41.9,
33.0, 32.1, 20.5 ve 11.6 kD olarak bulundu. Orthrias panthera’nin proteinlerinin
molekiil agirliklart ise 79.5, 77.4, 69.6, 66.0, 47.9, 46.0, 41.9, 36.7, 35.7, 28.1, 27.4,
19.9 ve 11.6 kD olarak bulundu. Bu elde edilen sonuglara gore, 77.4, 69.6, 47.9,
41.9 ve 11.6 kD’luk protein bandlar1 benzerlik gosterdi.

Sekil 3. Orthrias angorae bureschi ve Orthrias panthera’nin sarkoplazmik
proteinlerinin SDS-PAGE’den elde edilen elektroforegrami. 1. Orthrias panthera, 2.

Orthrias angorae bureschi, 3. Standart proteinler.
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Tabl0 3. Orthrias angorae bureschi ve Orthrias panthera’nin sarkoplazmik

proteinlerinin molekiiler agirliklar

Orthrias angorae bureschi Orthrias panthera
(kD) (kD)
85.0 79.5
82.8 77.4
77.4 69.6
69.6 66.0
60.9 47.9
49.2 46.0
47.9 41.9
43.9 36.7
41.9 35.7
33.0 28.1
32.1 27.4
20.5 19.9
11.6 11.6
6. TARTISMA

Taksonomik ¢alismalar genellikle morfolojik dl¢timler, anatomik karakterler
ve karyotip analizleri tlizerine dayandirilmistir. Sarkoplazmik proteinlerin
elektroforetik analizleri baliklarin simiflandirilmasinda yaygin olarak kullanilmistir.
Boylece, akraba taksonlarin tanimlanmasi sarkoplazmik proteinlerin elektroforetik
sonuglarina gore kolayca yapilabilmektedir (Pinerio vd. 1997). Diger taraftan,
tirlerin proteinleri arasindaki benzerlikler tiirlerin genetik benzerligi olarak
kullanilabilir. Boylece, balik tiirlerinin sarkoplazmik proteinleri arasindaki
benzerlikler ve/veya farkliliklari incelemek igin, bu tiirler arasindaki genetik
benzerlikler ve/veya farkliliklar1 direkt olarak yansitan SDS-PAGE gibi, ilgili
elektroforetik teknikler kullanilmaktadir (Laird vd. 1982). Giinlimiizde, SDS-PAGE

teknigi kullanilarak baliklar iizerine taksonomik ¢alismalar ¢cok sayidadir.
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Yilmaz ve vd. tarafindan yapilan bir arastirmada (2000) Capoeta trutta ve
Capoeta capoeta umbla ’nin serum proteinleri SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Bu
arastiricilar Capoeta capoeta umbla *da 11 band ve Capoeta trutta *da 16 protein
bandin oldugunu gostermistir. Onlar, serum protein bandlarinin sayisinin 6zellikle
taksonomide Onemli oldugu sonucuna varmislardir. Benzer olarak, Miyazaki vd.
(1998) Cyprinidae familyast ve Acheilognathinae, Leuciscinae, Gobioninae alt
familyalarina ait 6 tiiriin karaciger proteinlerini SDS-PAGE yontemiyle sepera
etmisler, Cyprinus carpio ve Pseudogobius esocsinus esocsinus *un en kiiglik genetik
farki verdigini belirtmislerdir. Buna karsin, Tribolodon hakonensis diger iig tiir
balikla hemen hemen esit genetik farka sahiptir. Knuutinen ve Harjula (1998)
Finlandiya’da en ¢ok bulunan 16 tatlisu balik tiirlerinin sarkoplazmik proteinlerinin
farklilagtigin1 gostermislerdir. Arastirmacilar sarkoplazmik proteinlerin elektroforezi
gibi yeni teknikler kullanilarak alt familya ve alt tiir gruplandirmasindaki zitliklara
151k tutacagr sonucuna varmiglardir. Diger bir arastirmada, 14 balik tiiriiniin
sarkoplazmik proteinleri poliakrilamid jel izoelektrik fokusing’le analiz edilmistir ve
genetik polimorfizm bulunmustur (Colombo vd. 2000). Benzer olarak, Betta
splendes ’in 4 renkli varyetelerinin sarkoplazmik proteinleri izoelektrik fokusing’le
analiz edilmis ve 6 bandda genetik polimorfizm bulunmustur (Khoo vd. 1981).
Diger bir arastirmada, dondurma esnasinda Gadoid ve Gadoid olmayan tiirlerin kas
proteinleri SDS-PAGE ile incelenmis ve farkli protein bantlart goriilmiistiir
(Ragnarsson vd. 1989).

Bu tip arastirmalar Tiirk6z vd. (2000) tarafindan da yapilmistir. Bu arastirmada, hem
pismis hem de taze 6 balik tiiriiniin sarkoplazmik proteinlerinin SDS-PAGE ile analiz
etmigler ve balik tiirlerinin sarkoplazmik proteinlerine gore siniflandirilabilecegini
belirtmiglerdir. Pinerio vd. (2001) 5 farkli merlos tiirii (Merluccius merluccius, M.
australis, M. hubbsi, M. gayi ve M. capensis)’in sarkoplazmik proteinlerinin 2 farkl
elektroforezle incelemis ve onlarin bazilarmin ¢ok yakin akraba oldugunu
bildirmislerdir. Yilmaz vd. (2005) Orthrias insignis euphyraticus ve
Cyprinion macrostomus’un sarkoplazmik proteinlerinin birbirinden oldukca farkli
oldugu bildirmislerdir. Cyprinion macrostomus’ta 18 protein bandi bulunurken,
Orthrias insignis euphyraticus’un total protein sayis1 20 olarak elde etmislerdir.

Buna gore, mevcut calisma da kullanilan Orthrias angorae bureschi ve Orthrias
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panthera’nin sarkoplazmik proteinleri Orthrias insignis euphyraticus ’dan farklh
olarak bulunmustur. Balitoridae ailesine ait balik tiirlerinin tanimu farkli tiirler i¢in
cesitli galismalarla olsa da, maalesef, sarkoplasmik protein elektroforezleri tarafindan
Orthrias angorae bureschi ve Orthrias panthera ile yapilmig taksonomik bir ¢aligma
yoktur. Bir arastirmada, Lefua (Balitoridae) tiirii (loaches) baliklarinin DNA
analizleriyle intraspesifik ve filogenetik akrabaliklar1 2 boyutlu elektroforez
kullanilarak incelenmistir. Protein analizleri Lefua sp. ve L. echigonia arasinda ve
Lefua sp. ve L. nikkonis arasindaki genetik mesafenin L. echigonia s. Str. ve L.
nikkonis arasindaki mesafe kadar biiylik oldugunu gostermistir. DNA analizleri,
Lefua sp’nin L. echigonia s. Str. ile L. nikkonis-L. costata kompleksi’ne gore (Sakai
vd. 2003) cok daha yakin iliskide oldugunu gostermistir. Bir baska calismada, Lefua
nikkonis, Lefua echigonia ve Lefua costata’min DNA analizleri incelenmistir. Bu
calisma gosterir ki, Lefua’nin her tiirii, monofletik bir grup olusturmustur, bu da
acikca gosterir ki Lefua tiirleri genetik olarak birbirinden ayirt edilebilir. (Milhara et.
Al. 2005). Benzer olarak, Bornean emici baliklarinin, Gastromizonun ve
Neogastromizon’un mitokondriyal DNA analizleri sitokrom b geni siralarinin
karsilastirilmastyla yapilmistir. Gastromizon 'un ve Neogastromizon’un her ikisi de
monofiletiktir ve Cin Homalopterid Crossostoma lacustre, Bornean tiirii ile iliskili
degildir. (Sulaiman vd. 2006).

Morfolojik karakterler ve kladistik teknikler iizerine dayandirilan geleneksel
metotlar yakin akraba tiirlerin siiflandirilmasinda yeterli degildir. Problemlerin
¢Oziimiinde elektroforez gibi yeni tekniklerin kullanimi kaginilmazdir. Bundan bagka
DNA-DNA hibridizasyonu siniflandirmadaki uzun evrimsel tartismalarin ¢oziimii
olarak diisliniilebilir. SDS-PAGE ile balik tiirlerinin sarkoplazmik proteinlerle
belirlenmesi, balik tiirlerinin sarkoplazmik proteinlerle belirlenmesi, balik tiirlerinin
sistematiginde kullanilan ¢ok iyi bir tekniktir.

Sonu¢ olarak, Orthrias angorae bureschi ve Orthrias panthera’nin
sarkoplazmik proteinlerinde 13 protein bandi olmasina ~ ragmen, molekiiler agirlik
yonlinden 5 protein bandi benzerlik gostermis ve morfolojik taksonomideki
yerlerinin dogru oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Bu iki baligin morfolojik
yonden tiir tanimlamasi zor oldugundan, sarkoplazmik protein  elektroforezi  ile

birbirinden kolayca ayirt edilebilecegi gosterilmistir.
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