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Ozet: Todirge Goli'nden (Sivas) yakalanan Cyprinus carpio Linnaeus, 1758 (sazan) ve Chalcalburnus
chalcoides Guldenstaedt, 1772 (tathh su kolyozu) tirlerinde kas proteinleri, sodyum dodesil silfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapilarak, olusan bant profilleri incelenmistir. Elde edilen
elektroforegramlara gore, kas protein band sayilar1 belirlenmistir. SDS-PAGE’de Cyprinus carpio ve
Chalcalburnus chalcoides kas protein bandlarinin toplam sayisi 10 olarak bulunmustur.

Anahtar Sézcukler: Cyprinus carpio, Chalcalburnus chalcoides, kas proteinleri, SDS-PAGE.

SDS-PAGE Protein Electrophoresis of Muscle Tissue in Cyprinus carpio and

Chalcalburnus chalcoides Species

Abstract: The sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was applied to
the muscle proteins of Cyprinus carpio Linnaeus, 1758 (Cyprinidae) and Chalcalburnus chalcoides
Guldenstaedt, 1772 (Cyprinidae) fish species taken from Todurge Lake (Sivas). According to the obtained
electrophoregrams, the bands of muscle proteins were determined. In the SDS-PAGE result, the total
number of the muscle protein bands of Cyprinus carpio and Chalcalburnus chalcoides were 10.
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1. Giris

Gunlmduzde, fonksiyonelligi ve besleyici 0Ozelliginden dolay:r balik kas
proteinlerinin  besin kaynagi ve gida katkisi olarak kullanimi hizli bir sekilde
artmaktadir. Bununla birlikte balik biyokimyasi Gzerine yapilan calismalar da énemli
derecede hiz kazanmis olup molekiiler biyolojik arastirmalarda proteinlerle ilgili
calismalar genis capta yer almaktadir [1-8]. Bunlarin basinda gesitli enzim aktiviteleri,
serum proteinleri, hemoglobin protein elektroforezleri, hematolojik ve toksikolojik
caligmalar gelmektedir. Ayrica arastiricilar, morfolojik sistematige yardimci olmak
amaci1 ile cesitli balik proteinlerini elektroforetik olarak inceleyerek sistematik
caligmalara katkida bulunmaya calismaktadirlar [9-11]. Simdiye kadar Capoeta trutta
ve Capoeta capoeta umbla’larin serum proteinleri SDS-PAGE ile incelenmis, bu iki
baligin serum proteinleri arasinda taksonomik agidan onemli farkliliklar oldugu ve bu
farkliliklarinda, proteinleri sentezleyen genlerin farkli olusundan kaynaklandigini ortaya
koyan calismalar yapilmistir [12]. Buna ilaveten, bir ¢ok arastirici da gesitli baliklarin
serum proteinlerini elektroforetik olarak inceleyerek, bu calismalarin da taksonomik
veriler sunabilecegini belirtmislerdir [13-17]. Yine baska arastiricilar tarafindan da
Cyprinidae familyasina ait 6 tlrin karaciger proteinleri, ayn: familyadan 2 turin ise
sarkoplazmik proteinleri elektroforetik olarak incelenerek taksonomik calismalar
yapilmis ve bu tirler arasinda protein elektroforezlerinin karsilastirilmasinin
taksonomik smiflandirma acgisindan 6nemli olabilecegi vurgulanmistir [11,18].
Elektroforetik teknikler bu anlamda biyologlar tarafindan ¢ok yaygin olarak kullanilan
Iyi bir ayristirma ve saflastirma yontemi olarak distnilmektedir [18,19]. Bu yontemle
arastirma yapilacak numune igerisindeki proteinlerin ayristirilmasinin yani sira molekdl
blyuklukleri de ortaya konulabilmektedir. Elektrik akimiyla buyuk proteinler yavas bir
sekilde hareket ederken, kiicik molekuller hizli bir sekilde hareket etmekte, jel Uizerinde
daha ileri mesafelerde lokalize olmaktadirlar ve bu prensipten yararlanarak da proteinler
blyukliuklerine gore jel Uzerinde ayristirilabilmektedir. Nitekim proteinler denatiire
(SDS iceren) jelde molekll biyiklugine, dogal (native) jelde ise molekil bigimi,
blyukligu ve yukine gore ayrilirlar. Denatiire ortamda gergeklestirilen SDS-
poliakrilamid jel elektroforezlerinde genellikle ¢ozundrlugu daha az olan proteinlerin
ayrismasi saglanir. SDS polipeptidlerin ana iskeletini gevreleyerek proteinleri denattire

eden anyonik bir deterjandir ve molekiillere negatif bir ylik kazandirmaktadir [20].
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Cyprinidae familyasmin en yaygin tiri olan sazan (Cyprinus carpio Linnaeus,
1758) gerek dogal kosullara adapte olmasi ve gerekse kiiltirtinin kolaylikla yapilmasi
nedeniyle ¢ok iyi bilinmektedir. Avrupa, Kuzey Asya ve llkemizde genis bir dagilim
gosteren sazan balgi, ticari olarak avciligi yapilan tiirlerden biridir. Ulkemizde eti
sevilerek tuketilen bir balik olmasi ve blytime siratinin de goreceli hizli olmas: nedeni
ile balik Gretimi yapan balik ¢iftliklerinde ilk sirada tercih edilmektedirler. Bu tir, en
¢cok yumurta veren baliklardan olup, genellikle viicut agirliginin her kilogrami igin
120000 yumurta verebilmektedir. Turkiye’de i¢ su balik¢iliginda avlanan turler arasinda
ilk swralarda olan sazan baligi daha cok Egirdir, Beysehir, Aksehir, Eber, Bafa,
Koycegiz, Isikl, Golcik, Karatas, Sapanca, Marmara, Apolyont, Manyas [21] gibi
gOllerimizin yani sira bircok kicuk dogal ve yapay goller ile akarsularimizda da
yaygindir [22]. Cyprinidae familyasina ait diger bir tir olan Tathsu Kolyoz balig: ya da
Gumus baligr (Chalcalburnus chalcoides Guldenstaedt, 1772) ise akarsu ve gollerin
parlak yuzeylerini tercih eden, gruplar halinde dolasan ve pelajik bir yasam stren bir
tirddr. Baslica besinlerini omurgasiz hayvanlardan kurtlar, mollusklar, kiguk
krustaseler ve bocek larvalari olusturan bu tir de tlkemizde eti sevilerek tiiketilen ve bu
yuzden de Uretimi yapilan balik turlerinden birisidir.

Bu calisma ile; Cyprinus carpio ve Chalcalburnus chalcoides turlerinde kas
protein profillerini incelemek (zere; Kasim ay: icerisinde Todlrge Golu’nden (Sivas)
yakalanan baliklarin dorsal, lateral ve kaudal bdlgelerinden alinan Orneklerden kas
proteinleri elde edilerek, SDS-PAGE’ne uygulanmis ve protein profilleri belirlenmeye

caligiimastir.

2. Materyal ve YOntem

2.1. Ornek Toplanmas

Bu ¢alismada kullanilan Cyprinus carpio ve Chalcalburnus chalcoides tdrlerine
ait ornekler Todurge Golu (Sivas)’nden 2007 Kasim ay1 icerisinde balik agi kullanilarak
yakalandi, baliklar laboratuvara canli olarak getirildi. Deneysel ¢alismalar yapilincaya
kadar -80 °C"de Sanyo Ultra Low derin dondurucuda sakland:. Her bir gruptan deri ve

parazitik enfeksiyonu olmayan 10 balik secildi ve elektroforez igin kullanild:.
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2.2. Laboratuvar Cahsmas

Yakalanan baliklarin dorsal, lateral ve kaudal kisimlarindan olmak (zere steril
bir bisturi ile kas doku parcgalar1 alinarak, t¢ kati hacimde pH’ s1 7,40 olan Tris-HCI
tamponu icerisinde Ultra Turrax T-25 homojenizator ile on dakika homojenize edildi.
Soliisyondaki kaba partikuller, Eppendorf Centrifuge 5415 D model mikrosantrifuj
icerisinde 13000 g’ de 25 dakika santrifij edilerak uzaklastirildi. Bu sekilde
parcalanma sonunda elde edilen homojenattaki ¢zinmeyen materyalin santrifijleme ile
uzaklastirilmasindan sonra doku ekstresi hazirlanmis oldu. Sicaklik protein izolasyonu
esnasinda 15 °C altinda tutuldu. Siipernatant protein miktarmin belirlenmesinde ve
elektroforeze uygulanmas: isleminde kullanildi. Orneklerden elde edilen total protein
konsantrasyonu spektrofotometrede UV absorbanslarina bakilarak belirlendi.

2.3. SDS-PAGE Elektroforezi

Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamit jel elektroforezi, Laemmli (1970) [23]
metodunun bir miktar optimize edilmesiyle birlikte yapildi. Proteinler, 20x20 cm
boyutlarinda ve 1 mm kalhinliginda dikey jelde ydritilerek ayristirildi. Dikey jel,
proteinlerin stoklandigi yogunlastiric1 (stacking jel) ve daha sonra da proteinlerin
ayristirilldigi ayiric1 jel (seperating) kisimlarindan meydana gelecek sekilde hazirland.
Her numune ve standart % 20 gliserol, % 20 R- merkaptoetanol (3- ME), % 4 sodyum
dodesil stlfat (SDS), % 0.02 brom fenol blue (BPB) iceren numune yikleme tamponu
ile karistirild:r ve her bir 6rnek igin protein konsantrasyonlari 20 pg/ul’ ye ayarland:.
Daha sonra numuneler ve standart proteinler 100 °C’ ye ayarlanmig suda 3 dakika
bekletilerek proteinlerin denatiirasyonu saglandi. Yogunlastiric1 jelde; her jel cukuruna
20 mikrolitre protein numunesi ve standart protein uygulandi. BPB jelin en alt kismina
gelinceye kadar jele 150 voltluk gerilim verildi. Elektroforez islemi sonras: jeller, %
0,15 commassie blue R-250, % 40 metanol ve % 7 asetik asit bulunan boya ¢oOzeltisi
icerisinde su banyosunda 50 dakika suresince boyandi. Jeldeki fazla boya, % 5 metanol
ve % 7,5 asetik asit igeren ¢Ozelti ile, her 20 dakikada bir ¢ozelti degistirilmek suretiyle,
bir saat boyunca yikanarak ortamdan uzaklastirildi. Elektroforez uygulamasinda protein
standard: olarak, genis spektrumlu Biorad protein marker (6,5- 212 kDa) kullanild1.

Deneyler g tekrar halinde yapildi.
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3. Tartisma ve Sonug

Cyprinus carpio ve Chalcalburnus chalcoides tirlerinin kas proteinlerinin SDS-
Poliakrilamid jel elektroforez yontemi ile yapilan c¢ahsmasinda, Sekil 1 ve 2’de
goruldigl gibi; 10 protein bandi elde edilmistir. Elde edilen protein bandlarinin
molekuler agirhklart hesaplanmamistir. Cyprinus carpio ve Chalcalburnus chalcoides
turlerinin kas dokularindan elde edilen protein band profillerinin ayni oldugu
gOzlenmistir. Bu bakimdan bu ¢aligmayla birlikte elde edilen bant profilleri her iki tirtin
karsilastirilmas: ve farkliliklarin ortaya konulmas: agisindan anlamli degildir. Bu durum
yapilan ¢alisma kapsaminda, dokudan izolasyonun yapilmas: basamaklarinda deterjan
uygulamasmin ve/veya ayrintili santrifijleme islemlerinin yapilmamas: nedeniyle, kas
dokusundaki tum proteinlerin ¢ozuntr forma getirilememis olmasindan kaynaklanabilir.
Daha anlamli bant verilerinin elde edilebilmesi amaciyla ileri elektroforetik ¢alismalarin
yapilmasiyla, kas proteinleri agisindan bu turler arasinda farkliliklarin olup olmadigi
tespit edilebilir. Ayrica sicaklik degisimi ile ifade edilen protein sayisinin farkli olmasi
durumu g6z o©nlinde bulundurulacak olursa, her iki tire ait orneklerin farkl
mevsimlerde alinip, elektroforetik olarak incelenmesi sonucunda da farkli bant profilleri
tespit edilebilecektir. Yine de mevcut ¢aligmalar gostermistir ki, kas proteinleri yogun
bir sekilde denature edildigi ve jel tzerinde etkin bir sekilde lokalize edildigi strece,
elektroforetik yontemlerle, tdrlerin belirlenmesi mimkin olmaktadir. Yine jel
Uzerindeki proteinlerin  ¢oktirtlmesi ve boyanmasiyla ilgili iyilestirmelerin
yapilmasiyla ya da immunoblotting yontemlerin kullaniimasiyla da tam net olarak
goOrtlemeyen bantlar agiga ¢ikarilabilmektedir.

Gunumuzde taksonomik calismalar genellikle morfolojik 6lgtimler ve anatomik
karakterler Uzerine dayandirilmis olup, gen dizeyindeki polimorfizmlerin ortaya
konulmasiyla da yeni smiflandirma c¢aligmalart yapilmaktadir. Bundan baska
sarkoplazmik proteinlerin analizleri, baliklarin smiflandirilmasinda yaygin olarak
kullaniimaktadir. BOylece, akraba taksonlarin tanimlanmas: sarkoplazmik proteinlerin
elektroforetik sonuclarina gore kolayca yapilabilmektedir [11,24-28]. Bdylece, balik
turlerinin  sarkoplazmik proteinleri arasindaki benzerlikler ve/veya farkliliklar1
incelemek icin, bu tdrler arasindaki genetik benzerlikler ve/veya farkliliklari direkt
olarak yansitan SDS-PAGE gibi cesitli elektroforetik teknikler kullanilmaktadir
[13,14,29,30]. Ayrica SDS-PAGE teknigiyle cesitli sicakliklarda dondurulmaya maruz
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birakilmig balik kas dokularinda protein diizeyinde degisimler oldugu da basarili bir
sekilde gosterilmistir [29,31]. Artik biyoinformatik alanindaki son gelismelerle birlikte
protein elektroforezlerinden elde edilen cok sayidaki bant wverileri protein veri
tabanlarinda  (ExPASy, Propsearch, PeptideMass, Pfscan, Saps, Mowse)
depolanmaktadirhttp://gdbwww.gdb.org/ ve bu veri tabanlari, proteinlerin

tanimlanmasina olanak saglayabilmekte ve biyokimyasal temel arastirmalar agisindan
kaynak teskil etmektedir.

Sekil 1.  Cyprinus carpio tdrinde
dorsal, lateral ve kaudal bolgelerden
ahnan kas parcalarindan elde edilen
total protein ¢ozeltilerinin SDS-PAGE
band profili. Verilen bantlar sirasiyla,
Marker standart proteini ile birlikte
Dorsal, Lateral ve Kaudal kas

bolgelerinden alinmis Orneklere aittir.
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Tesekklr

Sekil 2. Cyprinus carpio ve
Chalcalburnus chalcoides tirlerinde kas
doku parcalarindan elde edilen total
protein ¢Ozeltilerinin SDS-PAGE band
profili. Sirastyla bantlar, Chalcalburnus
chalcoides ve Cyprinus carpio tirlerine
aittir.
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