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Six different temperate zone species of Cyprinidae family members, which are adapted to different
harsh environmental conditions, were analyzed versus cold-acclimated Salmonid. Hemoglobin
diversity in the studied species was investigated with a modified form of isoelectric pH: 3.5-10
ampholite system. 6 isohemoglobin bands were observed for cold-acclimated Oncorhynchus mykiss
8 isohemoglobin were observed for Chalcalburnus tarichi 9 for Cyprinion macrostomus and Sarkisla
(Sivas) Cyprinus carpio, 11 Garra rufa and finally 12 for Todurge (Sivas) Cyprinus carpio.
Cathodic/anodic ratios were found equal to 1for control and the fish adapted to available conditions.
However, these ratios were found below 1 when environmental conditions were changed for fish,
which are adapted to these poorly oxygenated conditions. Different environmentally adapted fish
species are representing various isohemoglobins bands pattern. The species used as a control group
in this study shown the lower ischemoglobin bands form. On the other hand, different forms of
temperate climate Cyprinidae family member are produced isohemoglobins bands pattern, and the
number of these band were higher than control group, depending on different adaptation conditions.
The majority of these protein bands were anadic and it can be said that fish are producing anodic
hemoglobin protein, when environmental conditions was changed to poorly oxygenated milieu.
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Farkh Cevresel Kosullara Uyumlu Bazi Sazan Tiirlerinde Hemoglobin Proteini
Farkhhiklarimin Elektroforetik Tekniklerle Arastirilmasi
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Elektroforez

Cyprinidae ailesinin farkli ¢evresel kosullara uyum saglamus alti farkli 1liman kusak tiirleri, kontrol
olarak soguk-iklim uyumlu Salmonid drnegine kars1 incelendi. Incelenen tiirlerdeki hemoglobin (Hb)
cesitliligi, farklilagtirilmus izoelektrik pH: 3,5-10 amfolit sistem ile incelendi. Soguk-uyumlu
Oncorhynchus mykiss i¢in 6 izohemoglobin bandi gézlendi. Chalcalburnus tarichi i¢in 8, Cyprininon
macrostomus ve Sarkisla Cyprinus carpio igin 9, Garra rufaicin 11 ve son olarak Todiirge golii 6rnegi
C. carpio i¢in 12 bant elde edildi. Kontrol grubu ve elverigli kosullara uyumlu baliklar igin
katodik/anodik oran 1’e esit iken, bu oran oksijen icerigi diisiik kosullara uyum saglamus olan baliklar
icin 1’den diisiik bulunmustur. Farkli c¢evresel kosulara uyum saglamus balik tiirleri degisik
izohemoglobin bant modelleri sergilemektedir. Calismada kontrol olarak kullanilan tiir en diisiik
izohemoglobin bant modeli sergilemistir. Diger yandan, Cyprinidae ailesinin farkli 1liman iklim
formlarinin iiyeleri, cevresel farkliliga bagli olarak, ¢ok farkli izohemoglobin modelleri iiretmistir. Bu
proteinler agirlikli olarak anodik olup, son olarak ¢evresel kosullarda oksijen igerigi azaldiginda
baliklarin anodik hemoglobin protein iirettigi tespit edilmistir.
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Giris

Hemoglobin ~ (Hb)  molekiili  bircok  diisiik
organizasyonlu canlilar ve temelde omurgali canli gruplari
olmak {izere, tiim dokulara oksijen tagiyan “Hem” grubuna
bagli demir elementi igeren bir proteindir. Ayrica Hb
genleri olan o ve B globin genleri ¢evresel faktdrlerden
etkilenmeye devam ederek gen aileleri igerisinde bulunan
ifade edilen ve ifade edilemeyen bir¢ok geni meydana
getirmistir (Wittenberg ve ark., 2002; Vinogradov ve ark.,
2006). Polipeptid zincirlerini kodlayan bu genlerdeki
¢esitli mutasyonlar sonucunda Hb varyantlari meydana
gelmigstir. Ayrica, bu genlerin ekzon bolgesindeki veya bu
bolge disindaki nokta mutasyonlar, insersiyonlar ve
delesyonlar gibi ¢esitli genetik mekanizmalar Hb
varyantlarmin olusumuna yol agmaktadir. Benzer sekilde,
homolog olmayan krossing-over sonucu olusan bazi
varyantlar ise normal uzunlukta hibrit (melez) polipeptid
zincirleri i¢cermektedir (Huisman, 1993; Baysal ve ark.,
1995).

Giiniimiizde yaklasik olarak 890 civarinda Hb varyanti
tanimlanmistir. Bu varyantlar; a zincir varyantlari,  zincir
varyantlari, y zincir varyantlar1 ve 8 zincir varyantlaridir.
Bu varyantlardan bazilar1 klinik olarak 6nemli degildir.
Bazilar1 ise, polimerizasyon, yiiksek veya disik O
afinitesi ve kararsizhk gibi etkenlerden olusan
varyantlardir (Hardison ve ark., 2002). Yaygin olarak
goriilen yapisal Hb varyantlari; Hb S, Hb C, Hb E ve Hb
D’dir. Bu varyantlarin hepsi B globin zincir varyantlaridir
(Ingram, 1956).

Vertebrata (omurgali) hemoglobinleri kirmiz1 hiicre ya
da eritrosit hiicrelerinde bulunur ve c¢ekirdekli veya
cekirdeksiz olabilir. Baliklarin ¢ogunda, eritrositler oval
seklinde cekirdekli, memelilerdekinden daha biiyiik ve
sayilar1 800 bin ile 3,5 milyon/mm? arasindadir. Ayrica,
farkli balik tiirlerinde de izohemoglobinlere yaygin bir
bi¢imde rastlanmaktadir. Bazi arastirmacilar,
izohemoglobinlerin ~ varhigmin  adaptasyon  amagh
oldugunu savunmaktadirlar. Zira bunlar bir¢ok fizyolojik
talepler ve gevresel oksijen kirliligi durumlarinda oksijen
tagima roliinii Gstlenmektedir (Brittain, 2005).

Bu calismada Van Goli, Sivas Kangal Balikli
Kaplicalar1 Topardi¢ Dere’si, Sivas Todilirge Golii ve Sivas
Sarkisla ilgesi sinirlarinda bulunan kii¢iik bir gélden farkl
cevresel kosullara uyum saglamis Cyprinidae familyasina
ait cins gruplarindaki bireylerin Hb molekiilleri arasinda
fark olup olmadigina bakilmasi hedeflenmistir. Bu
alanlardaki sularin &zellikleri birbirlerinden farklilik
gostermektedir. Van Golii, Tiirkiye'nin en biiyiik goliidiir.
Sular1 yiiksek derecede sodali ve tuzludur. Bu su yapisi
gble bir "soda goli" ozelligi kazandirmaktadir. Gol
suyunun pH degeri 9,5 civarmdadir. Tuzlulugu ise %0,19-
0,22 arasindadir (Yigit ve ark., 2017). Denizlere gore daha
fazla potasyum ve lityum igerir. Gol suyundaki karbonat ve
bikarbonat iyonlari toplam kloriir iyonundan fazla olup
deniz suyuyla karsilastirildiginda karbonat iyonlar1 100 kat
fazladir. Siilfat yogunlugu ve fosfat iyonu denizlerle
karsilastirildiginda oldukga yiiksektir. Suyun kimyasal
icerigi su sekildedir; sodyum 7747 mg/L, potasyum 508
mg/L, magnezyum 94,8 mg/L, kalsiyum 5-10 mg/L (%42),
klor 5450 mg/L, karbonat 3331 mg/L (%34), siilfat 2344
mg/L (%16), bikarbonat 2191 mg/L, fosfat 0,52 mgl/L,
¢ozlinmiis oksijen 10,94 mg/L’dir (Degens ve ark., 1978;

Ciftei ve ark., 2008). Gole dokiilen akarsularin kimyasal
ozellikleri gectikleri arazinin yapisina bagli olarak
degismektedir. Akarsularda sodyum en o6nemli katyon
olup, bunun bir kismi bikarbonat ile dengelenerek Van
Goli'niin  bir soda goline doniismesinde ana rolil
oynamaktadir. Bu sebeple goldeki biyolojik ¢esitlilik
olduk¢a smirlidir. Golin bu ekstrem su Kkalitesinde
yasamaya alismis endemik tek balik tiirti Chalcalburnus
tarichi (inci kefali) dir (Degens ve ark., 1978).

Sivas Sarkisla Goliine ait fazla bilgi bulunmamaktadir.
Ancak, Cyprinus carpio érnekleri alinirken suyun 6zelligi
ve pH degeri hakkinda bilgiler edinilmigtir. Go6l
sazliklagmaya baslamis oksijen miktar1 azalmig ve
balgiklasmis bir haldedir. Caligmamizda ise suyun pH
degeri 67 arasinda belirlenmistir.

Sivas Kangal Balikli Kaplicalari, izotermal olup yil
boyunca sicakligi yaklasik (ort.) 35°C, berrak, kokusuz,
aktig1 yerde hicbir ¢okelti birakmamaktadir. pH's1 7,2 olan
ve igerisindeki suyun litresinde 1 g bulunan selenyum bu
kaplicalar1 diinyada esi olmayan bir alan haline getirmistir.
Calismamizda, Topardi¢ Deresi’nden Garra rufa ve
Cyprinion macrostomus 6rnekleri alinmustir.

Sivas Todiirge Golii, Tirkiye’nin en biiyiik karstik
¢okiintii golidiir (Atiker,1993). Suyu alkali 6zelliklerde
olmakla birlikte pH’sinin y1llik ortalamasi 8,2 civarindadir.
Bu goélden Cyprinus carpio ornekleri almmustir. Suyun
diger ozellikleri; fosfat 46,7 pg/L, nitrat 0,56 mg/L, siilfat
311 mg/L, kalsiyum 489 mg/L, sicaklik ortalama olarak
ilkbahar aylarinda 15-19°C, yaz aylarinda 23-26°C,
sonbahar aylarinda 13-15°C, kis aylarinda 4-10°C
arasindadir (Sivaci ve ark., 2007).

Sivas Tecer Dag’1 pmar kaynagindan Oncorhynchus
mykiss drnekleri toplanmustir. Yapilan pH ol¢iimlerinde pH
7,2-7,5 olarak bulunmustur. Benzer sekilde, suyun diger
ozellikleri; sicaklik 10,1°C, katyon miktarlar1 Na* 0,2
meg/L, K* 0,005 meg/L, Ca** 1,5 meg/L, Mg** 0,9 meg/L,
anyon miktarlar1 HCOs; 1,9 meg/L, Cl 0,26 meg/L, SO4
0,39 meq/L olarak belirlenmistir (Ekemen, 2001).

Materyal ve Yontem

Orneklerin Toplanmast

Bu calismada 5 farkl istasyon secilmistir; Todiirge
Goli'nden 17 adet Cyprinus carpio, Van Goélii'nden 13
adet Chalcalburnus tarichi (inci kefali), Sarkisla ilce
sinirlarinda bulunan golden 12 adet Cyprinus carpio,
Kangal balikli kaplicasindan 10 adet Cyprinus
macrostomus (beni baligi) ve 10 adet Garra rufa (yagh
balik) 6rnegi toplanmistir. Kontrol grubu olarak ise Sivas
Tecer Dagi su pmarindan 10 adet Oncorhynchus mykiss
balig1 toplanmistir. Tiim balik gruplarma ait toplam 72
ornek toplanmig ve baliklarin solungag bolgesi kesilerek
daha oOnce laboratuvar  kosullarinda  hazirlanan
(antikoagiilant) 0.1M EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)
cozeltisiyle birlikte enjektdr vasitasiyla kanlar1 alinip steril
(EDTA’D) tiiplerde saklanmiglardir. Tiipler soguk ortam
olarak termos ile muhafaza edilerek laboratuvara getirilip -
20°C olan dolapta saklanmistir. Balik ornekleri; Balik
Kepgesi, dip oltas1 ve serpme yardimiyla toplanmuistir.
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Kandan
Hazirlanmasi)

Kan hiicreleri plazma i¢inde bulunurlar. Kanin bir
antikoagiilant ile pihtilasmasi engellendikten sonra kani
santrifiij edersek istte kalan sarimtirak sivi plazmayi
olusturur. Coktiirme igleminden sonra tiipiin alt kisminda
hiicre tabakalar1 goriiliir. Agirliklar: nedeni ile alyuvarlar
en alttadir ve en fazla olan hiicre tabakasidir. Bunun
iizerinde ince beyaz bir tabaka halinde akyuvar tabakasi
goriiliir. Ayrica ¢ok miktarda kan ile galisildiginda en {istte
inci taneleri gibi trombositlere de rastlanilabilir. Bu iist
katmanlar dikkatlice pipet yardimiyla almmis ve
uzaklastirilmistir.  Bu  sekilde, balik  kanlarindan
hemoglobin proteini saflastirilmistir.

Hemoglobin  Izolasyonu  (Hemolizat

Calisma Soliisyonlar

Soliisyon A

29,2 g Akrilamid, 0,8 g Bis-akrilamid tizerine hacim
100 mL oluncaya kadar distile su eklendi.

Elektroforez Tamponlari

Ust tampon 20 mM sodyum hidroksit (NaOH), Alt
tampon 10 mM fosforik asit olacak sekilde jeller
yiiklenince hazirlandi.

Coomassie Blue Boyama Soliisyonu

1 g coomassie blue R-2501 boyasi iizerine; 450 mL
metanol, 100 mL glasiyel asetik asit, 450 mL distile su
eklendi ve Whatman No.l1 kagidi ile siiziilerek kapakl
siyah sisede bekletildi.

Coomassie Berraklagtirma Soliisyonu

100 mL metanol, 100 mL glasiyel asetik asit, 800 ml
distile su ile hazirlandi.

%10 trikloroasetik asit, 10 mM potasyum kloriir, %10
amonyum persiilfat ¢ozeltileri hazirlandi.

Tiiplii Jel Sistemi ile Izoelektrik Odaklama

Izoelektrik odaklama (IEF) jel elektroforez teknigi
proteinleri yiiklii amfolit varliginda (pH 3,5-10) net
yiiklerine gore ayirma prensibine dayali ¢aligir. Proteinler,
yapisinda bulunan amino asitlerin yiiklerine gore
izoelektrik pH’da toplanir ve disk goriintiisii olusturur. Bu
gerekli olan ayrismay: saglamak i¢in pH’s1 farkli asidik ve
bazik ozellik gosteren iki farkli tampon kullanilir. IEF
sistemi proteinlerin ayristirilmasinda en etkili ve kesin
sonuglar1 vermesi bakimindan tercih edilir. Verimli bir
ayrisma icin yliksek Volt verebilen giic kaynaklarmin
kullanilmasi gerekir.

Bollag ve ark.’nin, (1996) “Protein Methots” adli
kitabinda belirtilen IEF protokolii modifiye edilerek
uygulanmistir. Ayrica ¢ozliniirliigi diislik olan proteinlerin
¢Ozliniirligiini artirmak, protein alt {initelerini tiimden
denatiire ederek alt iinitelerine ayirmak ve net yilikiinii
artirmak icin deneysel ortama protokolde belirtildigi gibi
6—8 M arasinda iire ilave edilmistir.

Jellerin Hazirlanmasi

Jellerin hazirlanmasinda, 5,4 mL distile su, 2,0 mL
soliisyon A, 48 pl amfolit ¢ozeltisi (pH: 3,5-10), 6 g iire
(molekiiler saflikta), 25 pl %10 amonyum persiilfat, 20 pl
TEMED (N, N, N’, N’- Tetrametiletilendiamin) kullanild1.

Cam tiipler aplikatoriine yerlestirildikten sonra
konulacak olan tire miktar1 1sitilmig distile su igerisinde
¢oziindiirtilerek iizerine soliisyon A, amfolit ¢ozeltisi ve
klasik ornek yiiklemesinden farkli olarak hemoglobin

ornegi direk olarak jel karisimimnin igerisine yukarida
verilen oranlarda konulmustur. Bu karigim enjektor ile
aplikatére monte edilerek birlesik kap modeliyle aplike
edildi ve 15 dakika polimerlesme icin bekletildi. Hafif
polimerize olan tiipler elektroforez tank kabinine monte
edilerek {ist tampon tiipler igerisine goémiilecek sekilde
ilave edildi. Tiiplerin iist kisminda kalan hava boslugu ise
iiste konulan tampon ¢dzeltisi pipet ile almarak tiiplerin
icerisine enjekte edilerek giderildi. Cihaz gii¢ kaynagna
baglanarak ilk bir saat 300V 15 mA ve diger 2,5 saat ise
500 V 5-8 mA olacak sekilde ornekler 40°C sicaklikta

sirkiilasyon sogutmali banyo esliginde 3,5-4 saat
yuriitildd.

Jellerin Boyanmasi

Jeller boyama kaplarina dikkatlice ¢ikarilds.

Hazirlanmis olan coomassie blue R-250 boyama soliisyonu
jeller igerisine tamamen gomiilecek sekilde dokiilerek 15-
30 dk. (jellerin kalinligma gore) bekletildi. Daha sonra
bantlarin goriiniir hale gelebilmesi igin bir gece jeller
berraklastirma soliisyonunda bekletildi.

Verilerin Degerlendirilmesi

IEF yontemi ile bulunan bant profil mesafeleri pH
metre cizelgesine gore belirlendi (Katsuhiko, 1973). pH
metre cizelgesi su sekilde hazirlandi. Kullanilan amfolit
¢ozeltisinin pH araligima gore (3,5-10) her bir pH artis1 1
cm olacak sekilde 6,5 cm’lik cetvel olusturuldu. Bu 6,5
cm’lik cetvel ile 10 cm’lik resimlerin ayni noktalarda
olmasi igin cetvel 10 cm olacak sekilde Microsoft Word
belgesinde biiyiitiildi. Cetvel araliklart oranti yoluyla da
belirlenebilir, ancak orant1 ile bulunan rakamlardaki
bindelik ve yiizdelik oynamalar pH metrenin yaklagik 0,5
cm sapmasina neden olmaktadir. Ayrica, jellerin resimleri
cekilirken tam olarak bir araya getirilmesinde ufak
pozisyon kaymalar1 olugabilmektedir.

IEF yontemi ile elde edilen jellerin boyanmasi
sirasinda ilk basamak olan KCl’de bekletme isleminden
sonra ¢ozeltinin pH’s1t Olgiilmiis ve pH: 7-8 arasinda
bulunmustur.  Verilerin  degerlendirilmesinde  bant
profillerine numaralar verilmis ve bu numaralara gére pH
cizelgeleri olusturulmustur.

Bulgular ve Tartisma

Sivas Tecer Dag’i yetistirme ¢iftliginden alinan
Oncorhynchus mykiss bireyleri birbirleri ile
karsilagtirilmistir. Kaynakta yapilan pH Ol¢iimiinde suyun
pH’s1 7,2- 7,5 arasinda bulunmustur. Ayrica suyun yiiksek
oksijen miktarma sahip oldugu bilinmektedir (Sekil 1).
Oncorhynchus mykiss tiirliniin farkli bireyleri arasinda
yapilan Hb bant profillerinin karsilastirilmasi ile tiir icinde
Hb bant farkliligmin olmadigi ve aynt pH noktasinda
odaklandig1 belirlenmistir. Buna gore anot ve katodik
alanlarda proteinlerin esit dagildigi, daha ¢ok ise pH 7’nin
her iki yaninda esit sayida dagilim gozlenmistir. 3. protein
bandinin baskin (majér) Hb, 1-2 ile 4-5 ile kendi aralarinda
daha 6zdes (izo) Hb oldugu goriilmiistiir (Cizelge 1).

Sivas Kangal Balikli Kaplicasi’ndan alinan Garra rufa
(yagli balik) bireyleri birbirleri ile karsilastirilmistir.
Balikli Kaplica suyunda yapilan pH 6l¢iimiinde suyun pH’
st 7,2 bulunmustur. Ayrica bu suyun yiiksek selenyum
miktarma sahip oldugu ve sicakligmmm 35°C oldugu
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bilinmektedir (Sekil 2). Garra rufa tiiriiniin farkl bireyleri
arasinda yapilan Hb bant profillerinin karsilagtirilmasi ile
bireylerin arasinda bir bant farkliliginin olmadig1 ve ayni
pH noktasina sahip oldugu belirlenmistir. pH’ya gore
protein dagilimlarina bakildiginda ise: 7 bandin asidik, 4
bandin ise alkali alanda olmak iizerell bant oldugu
gozlenmistir (Cizelge 2).
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Sekil 1. Oncorhynchus mykiss 6rneklerinin Hb bant
profillerinin IEF yontemi ile belirlenip karsilastiriimasi.
Figure 1. Determination and comparison of Hb band
profiles of Oncorhynchus mykiss samples by IEF method.
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Sekil 2. Garra rufa (yaglt balik) 6rneklerinin Hb bant
profillerinin IEF yontemi ile belirlenip karsilastirilmasi.
Figure 2. Determination and comparison of Hb band
profiles of Garra rufa samples by IEF method.
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Sekil 3. Todiirge C. carpio drneklerinin Hb bant
profillerinin IEF yontemi ile belirlenip karsilagtirilmasi.
Figure 3. Determination and comparison of Hb band
profiles of C. carpio (Todiirge) samples by IEF method.

Sivas Todiirge Golii'nden alman C. carpio bireyleri
birbirleri ile karsilagtirilmistir. Todiirge Golii’niin suyunda
yapilan pH Ol¢iimiinde suyun pH’ st 8,6 civarlarinda
bulunmustur. Ayrica bu suyun alkali oldugu bilinmektedir
(Sekil 3). Todirge C. carpio tiirliniin farkli bireyleri
arasinda Hb bant lokasyonlarinda bir farklilik olmadigi
belirlenmistir. Gézlemlenen 12 bandin 7’sinin alkali, 5’inin
ise asidik lokasyonda oldugu gériilmiistiir (Cizelge 3).

Sivas Sarkisla ilgesinde bulunan sazlik olan biiyiik su
birikintisinden alman C. carpio bireyleri birbirleri ile
karsilagtirilmistir. Suda yapilan pH dl¢iimiinde suyun pH’
st 6,8- 7,0 olarak bulunmustur. Ayrica bu suyun ¢ok kirli
balgiklasmis ve sazliklarla kapli oldugu belirlenmistir
(Sekil 4). Sarkigla C. carpio tiiriiniin farkl: bireylerinin Hb
bant profillerinin ayn1 pH noktasina sahip oldugu
belirlenmistir. 7 bandin asidik, kalan 2 bandin ise bazik
alanda yerlesik oldugu gézlenmistir (Cizelge 4).

Van Goli’'nden alman Chalcalburnus tarichi bireyleri
birbirleri ile karsilastirilmistir. Suda yapilan pH 6l¢iimiinde
suyun pH’ s1 9,8 olarak bulunmustur. Ayrica bu suyun yiiksek
miktarda sodali oldugu da bilinmektedir (Sekil 5).
Chalcalburnus tarichi tiiriiniin farkli bireyleri arasinda Hb
bant profillerinin kargilagtirilmasi yapilmig ve 5 bandin
asidik, 3 bandin ise bazik alanda yer aldig1 tespit edilmistir
(Cizelge 5).

Sivas Kangal Balikli Kaplicasi’ndan alinan Cyprinion
macrostomus (beni balig1) bireyleri birbirleri ile
karsilastirilmigtir  (Sekil 6). Cyprinion macrostomus
tiriiniin  farkli bireyleri arasinda yapilan Hb bant
profillerinin karsilastirilmasi ile bantlarin benzer pH
noktasinda odaklandig1 goriilmiistiir. 6 bant asidik, 3 bant
ise bazik alanda tespit edilmistir (Cizelge 6).

IEF yontemi ile bulunan tiim bant profilleri Sekil 7°de
gosterilmistir. O. mykiss 6rneginde bulunan 6 Hb bandi, G.
rufa 6rneginde bulunan 11 Hb bandi, Todiirge C. carpio
orneginde bulunan 12 Hb bandi, Sarkigla C. carpio
orneginde bulunan 9 Hb bandi, C. tarichi 6rneginde
bulunan 8 Hb bandi, C. macrostomus 6rneginde bulunan 9
Hb bandi karsilastirilmistir. Ayrica tim Hb bantlarinin
odaklanma (pH) noktalar1 belirlenmistir.  Yapilan
belirlemelerde, 7,2 pH’da odaklanan Hb bandmin tiim
bireylerde ortak oldugu ortaya ¢ikmistir. Goze ¢arpan diger
bulgular ise pH 8,5’in dort tirde (Sarkigla C. carpio,
Todirge C. carpio, G. rufa ve C. tarichi) ortaklasa
paylasildigi, pH: 6,5’in yine dort tiirde (O. mykiss, Sarkigla
ve Todiirge C. carpio, G. rufa) paylasilmakta oldugu. pH:
5,6’nin ise yine dort tiirde (C. macrostomus, Sarkisla ve
Todiirge C. carpio, C. tarichi) paylasildigi gézlenmistir.
Onun disinda Sekil 7’e bakildiginda bazi tiirler arasinda
ticlii ortak protein bantlart ve ikili ortak protein bantlart
oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde, bazi bantlarin ise
tiiriin kendisine 6zgii oldugu tespit edilmistir (Sekil 7).

Hemoglobinler, proteinlerin yapi/fonksiyon iliskisi ile
ilgili bilgilerimizin derinliginin anlasilmasint saglayan
“Protein Diinyasinin Fahri Enzimi” dir (Jensen ve ark.,
1998). Ozellikle hemoglobin gen ve protein ailesi olarak,
beta globin gen varyasyonu molekiiler bir saat olarak etkin
bicimde kullanilmaktadir (Aguileta, 2006). Benzer sekilde
baliklarin  yasam siireci boyunca uyumsal olma
ozelliklerinin kazanilmasinda izohemoglobin formlar1
oldukca 6nemlidir. Ciinkii degisken 1sil1, yani bulundugu
cevresel kosullarin sicaklik ve diger etkilerine dogrudan
maruz kalan baliklarin, bu kosullara karst sergiledikleri
uyumsal 6zelliklerin en basinda Hb proteininde gozlenen
varyasyon, ilk go6ze carpan biyokimyasal ozelliklerin
basinda gelmektedir.
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Sekil 4. Sarkisla C. carpio drneklerinin Hb bant
profillerinin IEF yontemi ile belirlenip karsilastiriimasi.
Figure 4. Determination and comparison of Hb band
profiles of C. carpio (Sarkisia) samples by IEF method.
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Sekil 5. Chalcalburnus tarichi drneklerinin Hb bant
profillerinin IEF yontemi ile belirlenip karsilastiriimasi.
Figure 5. Determination and comparison of Hb band
profiles of Chalcalburnus tarichi samples by IEF method.
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Sekil 6. Cyprinion macrostomus 6érneklerinin Hb bant
profillerinin IEF yontemi ile belirlenip karsilastirilmasi.
Figure 6. Determination and comparison of Hb band
profiles of Cyprinion macrostomus samples by IEF
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-t
I ol :
g tf" =
= -
-_——
-0

-

a. b. <. d. e. f. 2.
Sekil 7. IEF yontemi ile bulunan Hb bant profillerinin
tim tiirlerde karsilastirilmasi (a. pH skalasi, b. O. mykiss,
c. G. rufa, d. Todirge C. carpio, e. Sarkigla C. carpio, f.
C. tarichi, g. C. macrostomus).
Figure 7. Comparison of Hb band profiles found by IEF
method in all species (a. pH scale, b. O. mykiss, c. G. rufa,
d. Todirge C. carpio, e. Sarkisla C. carpio, f. C. tarichi,

g. C. macrostomus).

Cevresel faktorlere bagh olarak gen ailesi tarafindan
olusturulan bu kadar 6nemli bir biyokimyasal siiregle ilgili

yapilan  c¢alismalar ve kaynaklar bizce yeterli
bulunmamaktadir (Hashimoto ve Matsuura, 1960).
Omurgalt ve balilk hemoglobinleri en detayl

arastirilanlar arasindadir. Fakat balik hemoglobinleri daha
¢ok Antarktik bolgelerde yasayan balik grubu iizerinde
yogunlagmaktadir (Jensen ve ark., 1998). Goriinen o ki,
degisken 1sili genomlarn gevresel etkilere maruz
kaldiginda sergilemis olduklar1 uyumsal metabolik
diizenlemeler, Antarktik alanlar hari¢ tutuldugunda, balik
gruplarinda heniiz beklenen diizeyde c¢aligmalarda yer
bulamamistir. Antartik baliklarda ozellikle bir islevsel
proteinin genetik olarak belirlenmesine baglt olarak, Hb
proteininin ilgili genoma bagli bulundugu c¢evreye uyum
saglamada, c¢evrenin nasil bir secilim baskist ortaya
koydugunu anlamak agisindan énemlidir.

Farkl1 ¢evresel kosullara uyum saglamada hemoglobin
proteininin, ¢aligilan gruplarin yakinlhigna ragmen oldukca
farkli protein modelleri igerdigi goriilmektedir. Bu farklilik
secilen tiirlerin yasam kosullarinda gozlenen farkliliklar
kadar, degisken 1sili olan balik tiirlerinin, yasadiklar
kosula bagli olarak uyumsal fenotipik etkiler ortaya
cikarabilmesi ile miimkiin olmaktadir. Yani hemoglobin
geninde gozlenen varyasyonun, protein varyasyonu ile
sonuglanan uyumsal degisimle sonuglanmis olmasindan
kaynaklanmaktadir. Her ne kadar heniiz ¢aligmaya konu
olan balik orneklerinin detayli olarak gen yapisi
calisilmamis olmasina karsin, protein varyasyonunun
teorik temelde gen varyasyonu ile birlikte islemesi
gerektiginden, globin gen c¢esitliliginin bu tiirlerde,
Antarktik Notothenioid tiirlerin aksine daha ¢ok artmig
olabilecegini diisinmek ¢ok da fazla uzak olasilik
gozitkmemektedir.

izohemoglobinlerin artmasi ve azalmas balik tiirlerinin
yetistigi ve adapte oldugu ¢evresel kosullara bagl olarak
degisiklikler gostermektedir. Bu konuyla ilgili yapilan
birtakim arastirmalar, Antarktika’nin soguk sularinda
yasamakta olan balik tirleri icin Hb molekiillerinin
azaldigini, 1liman ve sicak sularda yasayan balik tiirleri i¢in
ise Hb molekiillerinin arttigini isaret etmektedir. Bu artis
ve azalislarin oksijen miktar1, suyun pH degeri, sicakligi ve
kirliligi ile baglantili oldugunu sdylemek tartigmaya acik
olmakla birlikte, miimkiin goziikkmektedir (Weber, 2000).
Soguk sulara dogru gidildik¢e bu adaptasyonun etkisi ileri
diizeyde olacak sekilde kritik degisiklikler gostermektedir.
Bununla ilgili yapilan bir ¢alismada, Notothenioidlerin
Cannichthyidae familyasi {iiyelerinin Hb molekiillerini
tamamen kaybettigi ve yerine oksijen alimimi saglayacak
antifiriz gibi plazma glikoproteinleri igerdigi saptanmigtir
(D1 Prisco ve ark., 1988). Bu tiir formlarda metabolizmada
gozlenen azalmalar kadar, suyun kalitesinde gozlenen ileri
diizeydeki artislar (temizlik, oksijen igerigindeki artis vs.)
boylesi bir uyumun ortaya ¢ikmasinda belirleyici rol
oynamaktadir.

Temelde ayni tiiriin farkli populasyon bireyleri kendi
icinde topluca karsilastirildigi uygulamalarda higbir birey
digerinden ayr1 durmamaktadir. Diger ¢alisilan kontrol ve
gruplarda ise su sonuglar elde edilmistir. Dig grup olarak
segilen O. mykiss tiirii 1liman iklim kusaginda yasamakta
olan balik tiirleri arasinda su kalitesi acisindan oldukga
yiiksektir ve bu tiiriin hemoglobin bant modelleri ¢aligilan
tiirler arasinda en az sayidadir (Sekil 1). Oncorhynchus
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mykiss tiirlerinde 6 farkli izoelektrik noktaya sahip
izohemoglobin  band1  goriilmigtiir.  Tlrlin ~ farkh
bireylerinin bant sayilarinda bir farkliik olmadigi ve
cevresel kosullara uyum saglayabilmek i¢in ayn1 ozellikte
izohemoglobinlere sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 1). Bu
bantlardan  %50’sinin (3 tanesinin) katodik-bazik,
%350’sinin (3 tanesinin) anodik-asidik oldugu saptanmuistir.
Bazik ve asidik izohemoglobin miktarlar1 oranlandigi
zaman oranin | oldugu goriilmiistiir. Bulunan bu orana
gore bireylerin gevresel kosullardan ne kadar etkilendigi
ortaya ¢ikarilmaktadir. Genelde alabalik tiirleri su kalitesi
acisndan en iyi kosullari tercih ettiginden, alinan
sonuglara bakildiginda bu tiiriin bireylerinin bulundugu
bolgeye uyum saglama bakimindan daha az izohemoglobin
formuna sahip oldugunu ortaya ¢ikmaktadir. Sivas Tecer
Dagi pinarindan alman Oncorhynchus mykiss 6rneklerinin
gevresel kosullart géz oOnlinde bulunduruldugunda,
karsilastirma yapilan diger gruplar arasinda en az oranla
etkilendigi bunun nedeninin ise suyun igerisinde bulunan
yiiksek oksijen miktari, suyun temizligi ve pH’st oldugu

diistinilmiistiir.

G. rufa tirtinin farkli bireyleri birbirleri ile
karsilastirildiginda 11 izohemoglobin  bant profili
goriilmiigtir. Tirliin  bireyleri arasinda yapilan bant

degerlendirmelerinde bir farklilik olmadig: belirlenmistir
(Sekil 2). Bantlardan %36,36’smin (4 tanesinin) katodik-
bazik pH’da, %63,63’inlin (7 tanesinin) anodik-asidik
pH’ya sahip oldugu saptanmistir. Bazik ve asidik pH’ da
bulunan bantlar birbirleri ile oranlandiklar1 zaman oranin
0,571 oldugu bulunmustur. Bu sonuca gére G. rufa ‘nin
yasadig1 ortama ve su kalitesine bagli olarak asidik amino
asit icerigince zengin izohemoglobin oraninda belirgin bir
artis vardir. Bu baligin yasadigi suyun en 6nemli kimyasal
ozelligi suyun her donem sicak olmasidir. Buda suda
¢oziinen oksijen miktarini azalttigindan, oksijen alabilme
konusunda artan izohemoglobin icerigi mantikli
goziikmektedir.

Ayni cevresel ortamda uyumlu olan C. macrostomus
tiirtiniin farkl bireylerinde yapilan karsilastirmada, 9 farkl
izoelektrik noktaya sahip izohemoglobin protein bant
goriintiisii elde edilmistir. Degerlendirmelerde tiiriin farkl
bireyleri arasinda bir bant farkliligi goriillmemistir (Sekil
6). Bulunan bantlarin, %33,33{iniin (3 tanesinin) katodik-
bazik, %66,66’sinin (6 tanesinin) anodik-asidik pH’ya
sahip oldugu hesaplanmistir. Bu hesaplamaya goére bazik
ve asidik izohemoglobinler oranlandig1 zaman oranin 0,5
oldugu ortaya ¢ikmustir.

Sivas Kangal Balikli Kaplicalar1 Topardi¢ Deresi’nden
aliman G. rufa ve C. macrostomus tiirlerinde yapilan
incelemelerde, iki grubunda bazik ve asidik
izohemoglobinleri oranlandigi zaman 0,5 degeri elde
edilmistir. Bu degerin ayn1 olmasmin sebebi iki sekilde
yorumlanmistir. Her ne kadar ayni cevresel kosullarda
yastyor olsalar da iki fakli genusun tiirlerinin bulunduklari
ortama farkli sekilde uyum sagladiklar1 gézlenmektedir.
Cinkii G. rufa 11, C. macrostomus ise 9 izohemoglobin
sentezlemektedir. ikinci yaklagim ise, protein sayis1 farkl
olsa da katodik ve anodik proteinlerde gozlenen yaklagik
0.5’lik degerin ayn1 g¢evresel kosuldan oksijen alabilme
konusunda yeterli oldugudur. Bunun aym etkiye ve
kisitlamaya maruz kalmanm bir sonucu oldugu
diisiiniilmektedir.

Cizelge 1. Oncorhynchus mykiss tiirliniin farkli
bireylerinin Hb bant ve pH noktalari

Table 1. Hb band and pH points of different individuals of
Oncorhynchus mykiss

Hb 1 2 3 4 5 6

pH 8,0 7,7 7,2 6,7 6,5 6,0

Cizelge 2. Garra rufa (yagh balik) tiiriiniin farklh
bireylerinin Hb bant ve pH noktalari.

Table 2. Hb band and pH points of different individuals of
Garra rufa

Hbp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

pH| 98 8,7 85 7,2 6,7 65 6,0 54 51 43 39

Cizelge 3. Todiirge C. carpio tiiriiniin farkli bireylerinin Hb
bant ve pH noktalari.

Table 3. Hb band and pH points of different individuals of
C. carpio (Todiirge)

Hbp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pH| 85 82 79 76 74 7,2 7,0 6,7 6,5 6,3 5,6 53

Cizelge 4. Sarkigla C. carpio tiiriiniin farkli bireylerinin Hb
bant ve pH noktalari.

Table 4. Hb band and pH points of different individuals of
C. carpio (Sarkisla)

Hbf 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pHl 85 72 65 64 56 53 43 42 37

Cizelge 5. Chalcalburnus tarichi tiriniin  farkh
bireylerinin Hb bant ve pH noktalari.

Table 5. Hb band and pH points of different individuals of
Chalcalburnus tarichi

Hb| 1 2 3 4 5 6 7 8

pH| 85 75 72 60 56 54 45 37

Cizelge 6. C. macrostomus (beni balig1) tiiriiniin farkl
bireylerinin Hb bant ve pH noktalari.

Table 6. Hb band and pH points of different individuals of
C. macrostomus

Hbl 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pHl 80 75 72 69 62 56 54 49 39

Todiirge Goli'nde yasayan C. carpio tirtniin farkls
bireylerinde yapilan karsilastirmada 12 farkli izoelektrik
noktaya sahip izohemoglobin protein bandi elde edilmistir.
Degerlendirmelerde tiiriin farkli bireyleri arasinda bir bant
farkliligi goriilmemistir (Sekil 3). Bulunan bantlarin,
%50’sinin (6 tanesinin) katodik-bazik, %41,6’smnmn (5
tanesinin) anodik-asidik ve %8,33’tintin (1 tanesinin) notr
pH’da odaklanmis oldugu hesaplanmistir. Bu hesaplamaya
gore bazik ve asidik Hb bant miktarlar1 yiizdesi oranlandig1
zaman oranin 1,2 oldugu ortaya ¢ikmustir.

Sarkigla su golctigiinde yasayan C. carpio tiiriiniin
farkli bireylerinde yapilan karsilagtrmada 9 farkl
izoelektrik noktaya sahip izohemoglobin protein bant
goriintiisii elde edilmistir. Tiirlin farkl bireylerinde yapilan
incelemelerde bulunan Hb bantlarinda bir farklilik
goriilmemistir (Sekil 4). Bulunan bantlarin, %22,22’sinin
(2 tanesinin) katodik-bazik, %77,7’sinin (7 tanesinin)
anodik-asidik pH’da odaklanmig oldugu hesaplanmustir.
Bu hesaplamaya gore bazik ve asidik Hb bant miktarlar
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yiizdesi oranlandigi zaman oranin 0,285 oldugu ortaya
cikmustir.

Bu aynu tiiriin su oksijen kalitesi a¢isindan farkli oldugu
bilinen farkli ortama uyumlu bu iki popiilasyonda,
bulundugu ¢evreye uyum saglamada tiir igi belirgin bir
kimyasal farklilasma sergilenmektedir. Bu, farklilasan
sayida izohemoglobin iiretiminde gézlendigi kadar, amino
asit kompozisyonu agisindan da farklilik sergilemektedir.
Cunkii Sarkisla C. carpio popiilasyonunda, Todiirge
popiilasyonuna gore belirgin bir anodik-asidik amino asit
iceriginde artis gozlenmektedir. Aksine Todiirge Gol
popiilasyonu daha ¢ok nétral denge yoniindedir. Bu agidan
bu tiriin farkli iki popiilasyonunun ¢evresel kosulda
gozlenen dramatik degisiklige vermis oldugu tepkinin
temelinde, hemoglobin proteininin kimyasal farklilagma
yatmaktadir. Zira Sarkigla popiilasyonu olduk¢a yogun
kirli bir sazlikta yasamaktadir. Bu oksijen kalitesinin ve
pH’nin nétral degerin altinda ve hafif asidite yoniinde
olmasina bagli olarak, popiilasyon bireyleri anodik-asidik
amino asit igerigini artirmaktadir. Todirge Gol
popiilasyonu ise alkali bir suda yastyor olmasi nedeniyle
burada ise katodik-bazik yonde goreceli olarak bir artis
goze carpmaktadir. Burada pH’daki goreceli olarak
diistisiin  oksijen c¢ozliniirliigiinde belirgin bir azalist
meydana getiriyor olmasi, baliklarin anodik-asidik amino
asit  igerigini  artrma  yoniinde uyum  giici
gelistirmelerinde, bizi Se¢ilim Ajani olarak is gordiigiini
soylemine yonlendirmektedir. Zira G. rufa ile C.
macrostomus’ta elde edilen 0,5 degeri ile bunlardaki
pH’nin yaklasik olarak nétral degere yakin olmasi bu
beyanimizi  destekler niteliktedir. Bunun oksijen
baglamaktan c¢ok, dokulara ulasildiginda, oksijeni
dolasimdan hiicreye aktarmada fizyolojik bir uyumsal
tepkinin sonucu oldugu bilinmekte ve sdylenmektedir
(Weber, 2007).

C. tarichi tirtintin farkli Dbireylerinde yapilan
karsilastrmada 8 farkli izoelektrik noktaya sahip
izohemoglobin protein bandi elde edilmistir. Tiiriin farklh
bireylerinde yapilan incelemelerde bulunan Hb bantlarinda
bir farklilik goriilmemistir (Sekil 5). Bulunan bantlarin,
%37,5’unun (3 tanesinin) bazik, %62,5’unun (5 tanesinin)
asidik pH’da odaklandig1 hesaplanmistir. Bu hesaplamaya
gore bazik ve asidik izohemoglobinler oranlandigi zaman
oranin 0,6 oldugu ortaya ¢ikmistir.

Burada elde edilen sonug, yukaridaki ¢ikarimlarla az da
olsa gelisiyor goziikse de artan alkali orani ile oksijen
¢ozlintirligii, asidik pH’ya gore daha az etkilemesi
beklenir (¢linkii alkali ortam ¢6ziinen CO; yi daha hizh
etkisizlestirerek, molekiiler oksijen ¢oziiniirliigiine ortam
sunacak, asidik pH ise daha ¢ok CO> igerdiginden, oksijen
¢Ozlinlirligiinii azaltacaktir). Burada asil nedenin ¢6ziinen
oksijen miktar1 ve bunun Bohr Etkisi, Root Etkisi ile Iyonik
Fosfat etkisi denilen ayrigsmaya sundugu katkidir. Birazdan
tartistlacag gibi etkiler bununla da sinirh degildir. Genel
bir sonuca gitmek gerekirse, balik tiirleri ¢evresel olarak
maruz kaldiklart asir1 kosullara, genel anlamiyla anodik-
asidik amino asit kompozisyonu ile yanit vermektedir.

Bulunan oranlara gore; O. mykiss kontrol grubu olarak
secilmis olmasina bakildiginda diger tiirlerin g¢evresel
kosullarina kiyasla daha iyi bir ortamda uyumlu
oldugundan katodik ve anodik Hb bantlarmnin miktarlarinin
birbirlerine olan oraninin (C/A=1) esit oldugu
belirlenmistir. Bu degere en yakin duran Todiirge C. carpio
populasyonudur (C/A=1.2). Bu populasyon su pH kalitesi
acisindan alkali durmakta ve diger iyonik 6zellikleri karstik

g0l kokeni nedeniyle bazi farkliliklar sunmakta, fakat
oksijen ¢oziiniirliigli daha iyi durumda bulunmaktadir. Bu
acidan izohemoglobin sayis1 ve kimyasal ozellikleri
acisindan O. mykiss’in vermis oldugu gevresel tepkilere
benzer tepkiler sunmaktadir. G. rufa, C. macrostomus, C.
tarichi ve Sarkigla C. carpio tiirlerinin katodik ve anodik Hb
bant miktarlarinin  birbirlerine benzer olan oransal
diizenlemeye sahip olmasi, bu tiirlerin ¢evresel kisitlamalara
maruz kaldigini agik¢a ortaya koymaktadir. Bu dort tiirde
C/A oran1 0-1 arasinda degisiklik gostermektedir. Dort tiirde
gozlenen soz konusu cevresel kisitlama siiphesiz ki oksijen
¢oziinlirligiindeki diisiistiir. Sarkigla C. carpio tiiriinde ise
bu oranin 0.285’e diismesi, ¢evresel kosullar1 zor olan bu
tirin en fazla etkilendigini gostermistir. Topluca
bakildiginda oksijen ¢oziiniirliigii agisindan katodik/anodik
dengenin 1’e yaklagmasi, yiik daglimi agisindan dengeli bir
hemoglobin yapisi olusumu ortaya koymakta. Todiirge
Gol’indeki C. carpio populasyonu ise alkali 6zelligine
kargin halen oksijen igerigindeki yiikseklige bagli olarak
C/A dengesi 1’e yakin durmasina yol agmaktadir. Diger
tiirlerde sicaklik veya gorece olarak pH’daki diisiisler ve
diger gerekgeler oksijen ¢oziiniirliiglinii diisiirdiigiinde ise,
tirler veya bazen populasyonlar buna asidik amino asit
icerigini artiran bir hemoglobin yapisi (C/A<I’e) ile
uyumsal 6zellik sergilemektedir. Ayn1 zamanda bu uyumsal
ozellik degisen izohemoglobin sayisinda da farklihik
sergilemektedir.

Insan ve diger memelilerin temel bir Hb bileseni
icermelerinin aksine, balikk ve diger diisik omurgal
formlarinda ¢oklu hemoglobinlerin varlig1 kabul edilmis bir
olgu olarak sunulmaktadir. Baliklarin hemoglobin gesitliligi
(aynm1 bireyde farkli veya ayni gelisimsel biyolojisine bagh
olarak meydana gelen farkli “izohemoglobinler”) ve
hemoglobin polimorfizmi (ayni tiiriin genetik olarak fakli
nesillerin farkli “allohemoglobinleri”) igerdigi 6teden beri
bilinmektedir. Bu gesitlilik ya genetik-iliskili heterojenite
(gen aktivitesindeki varyasyon) veya genetik olmayan
heterojenite (in vivo veya in vitro kimyasal modifikasyon)
sonucu olusabilmektedir (Weber ve ark., 2001).

Sonu¢ olarak, ekolojik kosular1 agisindan oldukca
sinirlayici 6zelliklere sahip farkli ¢cevresel kosullara uyumlu
olan farkli ve ayni tiirlerin, yasam kosullar1 agisindan daha
elverisli olan tiirlere gore hemoglobin proteininde bir
varyasyon oldugu goéze carpmaktadir. Balik tiirlerinde
farklilagsan g¢evre kosullarina bagli olarak anodik protein
icerigi artarken C/A oraninda genel olarak bir azalma
olmaktadir. Cevresel kisitlayict ne olursa olsun, azalan
oksijen miktar1 buradaki en belirgin se¢ilim ajani olarak is
gormektedir. lgili varyasyonunun protein diizeyde
gozlenmesinde kullandigimiz izoelektrik yontemi oldukca
etkin sonuglar sunmaktadir. Calisma her ne kadar protein
saflastirmasi ve protein dizi analizleri gibi ilave teknikleri
gerektirse de bu haliyle de farkli ¢evresel kosullara uyumlu
tirlerin  hemoglobin varyasyonunu saptamada yeterli
goziikmektedir.

Tesekkiirler

Bu makale Alper Zongilirin yiiksek lisans
calismasindan  ¢ikartilmistir.  Yazar, CUBAP (Sivas
Cumhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri)
Destekleme Birimi tarafindan, F-240 No’lu proje adiyla
maddi destek saglamistir. Calismamiza maddi destek
saglayan CUBAP Birimine tesekkiir ederiz.
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