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TURNA BALIGI BEYAZ KASLARINDAN PARVALBUMINLERIN
SEPARASYONU VE SAFLASTIRILMAST

Arif Altintas?

Separation et la purification des Parvalbumines du muscle blanc du Brochet (Esox lucius)

Résumé: Ce rravail a été effectué & I’Université de liége en Bel-
gique. Le travail a été établi sur du muscle nettoyé de 40 g dans les for-
mes requises et qui a été obtenu du laboratoire de la Biochimie Mus-
culaire et la purification a été appliquée d’apres la méthode décrite par
Gosselin-Rey et Gerday (1977).

On a utilisé du spectre d’absorbtion en UV (320-240 nm) pour
vérifier les PA dans les fractions chromatographiques.

A la fin de ce travail, on a obtenu deux isotypes PA du muscle
blanc du Brochet (PA IT et PA III). Les isotypes ont été veérifiées par
Iéléctrophorese en gel de polyacrylamide en présence d’Urée 2M. et au
point de vue de purification, le rendement de ce travail a été calculé
comme 475 mg/ kg dans le muscle grais pour PA III et 175 mg [ kg
dans le muscle frais pour PA II.

D autre part, on a démontré que les PA du Brochet étaient riches
en phénylalanine, pauvres en tyrosine pas de tryptophane et que la PA
II migrait plus rapide que la PA III au cours de I’éléctrophorese en gel
de Polyacrylamide.

Ozet: Bu ¢alisma Belgika Liege Universitesinde gergeklegtirilmiy-
tir. Caligma, Kas Biyokimyasi1 Laboratuvarinca temin edilen ve usuliine
uygun olarak temizlenmis 40 g. taze turna baligi kas: iizerinde yiiri-
tiilmiig ve saflagtirma, Gosselin-Rey ve Gerday (1977)n bildirdikleri me-
toda gore yapunugtir.

1 Bu ¢ahsma. Belgika-Liege Universitesi Fen Fak. Kas Biyokimyas: Lab. da ya-
prlmigtir.
2 Dr. Arag. Gor., A.U. Veteriner Fakiiltesi, Biyokimva Bilim Dali, Ankara.
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Kromatografik fraksiyonlarda parvalbuminlerin yerini tesbit etmek
igin onlarm U.V. absorbsiyon spektrumundan (320-240 nm) yarar-
lantimugtir.

Sonug olarak, turna balig1 beyaz kaslarindan iki PA izotipi (PA
IT ve PA IIl) elde edilmis, izotiplerin safligt 2M Ure varliginda Poli-
akrilamid jel elektroforezle dogrulanmis ve bu ¢alismada verim, saf-
lastirma islemi agisindan, 1 kg taze kasta PA IIT igin 475 mg, PA II
icin 175 mg olarak hesaplanmigtir.

Diger taraftan Turna baligi PA’lerinin fenilalaninden zengin, tro-
zinden fakir olduklari ve hi¢ triptofan ihtiva etmedikleri ve poliakri-
lamid jel elektroforezde izotip II'nin izotip II’den daha hizli gog ettigi
gosterilmigtir.

Giris

Parvalbuminler (PA), kas hiicre sitoplazmasinin (Sarkoplazma)
suda eriyebilir proteinlerinden olup globuler form gosterirler ve mole-
kil agirliklann 12000 dalton civarindadir. Isiya karsi dayaniklt pro-
teinlerdendir. 1zoelektrik noktalar: (pI) 3,9 ile 6,6 arasinda olup 259
nm de maksimum absorbsiyon gosterirler. Yiiksek bir affiniteyle
(Ky,2 = 107 - 108 M™1) her molekiili tarafindan iki kalsiyum iyonu
(Cat*?) baglayabilirler. Kaslarda, kasiima-gevseme olaylar1 sirasin-
daki foksiyonlar:t sekil 1’de goriildigu gibi sematize edilebilir (3).
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Kaslarda PA konsantrasyonu, kasm kontraksiyon kapasitesi
ile artar. Bu nedenle hizli kasilan kaslarda PA diizeyleri yiiksektir.
Denemeler; dekalsifiye olmus PA’lerin, miyofibrillerin ATP-az akti-
vitesini tamamen bloke ettigini, sarkoplazmik retikulumun PA’leri
kalsifiye etmege yetenekli oldugunu gostermistir (2, 4, 10).
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Kaslar total PA miktar1 ve izotip yoniinden farkhliklar gosterir.
Suda yasayan hayvanlarin hizli kasilan kaslarinda bol miktarda (300
umol / kg yas agirhk) PA mevcuttur (6,7). Tersine, karada yasayan-
larda ise eseri (10-30 umol/kg yas agirhk) miktardadir (8, 9). Sa-
zanlarin beyaz kasinda 3 izotip (II, Il ve IV), Kurbaganin ve turna
bahgninkinde iki izotip (I1 ve I1T)izole edilmistir. Daha onceleri kir-
mizt kaslardan bol miktarda izole edilen komponent I, bazi beyaz
kaslarda da (extraocular kas, lateral protractor-hyoideus kast) gos-
terilmistir (3).

Mide, barsak, karaciger, bobrek, dalak, serum ve akcigerler
lizerine sistematik incelemeler PA’lerin bu dokularda sadece iz mik-
tarlarda bulundugunu gostermistir. Diger taraftan PA’ler antijenik
karakterlidirler ve polimorfizm gosterirler (3).

Bu g¢alisma, Turna balifr beyaz kaslarindan PA izotiplerinin
ayirdedilmesi ve bazi 6zelliklerinin incelenmesi ve bu arada kullanilan
metoda gore saflastirma isleminin veriminin hesaplanmasi amaciyla
yaptimstir.

Materyal ve Mectot

Bu calismada, Belgika Turna Baliklarinin, usuliine uygun olarak
temizlenmis beyaz kaslari materyal olarak kullamlmustir.

Parvalbuminlerin elde edilmesi Gosselin-Rey ve Gerday (6)
tarafindan bildirilen metoda gdre yapilmistir. Metot sirasinda elde
edilen kromatografik fraksiyonlarda PA’lerin varhigi spesifik UV
spektrum’lariyla dogrulanms ve metot, her asamada ahnan Ornek-
lerin 2M Ure varliginda % 7.5 Poliakrilamid gel lizerinde elektrofo-
reze tabi tutulmasiyla kontrol edilmistir. Parvalbuminlerin, ortamin
tuzlarindan arindirtimasinda G-25 Sefadeks kolon kromatografiden
yararlamlmigtir. Bu sekilde NH,HCO3'h ortama aliman PA izo-
tipleri —40°C de ki Metanolde dondurularak Liyofilizatore yerles-
tirilmis ve boylece izotipler liyofilize halde ayr ayn elde edilmislerdir.

Bulgular

Bu ¢alisma sonunda, Turna Baligi (Esox lucius) kas ekstresinden
iki PA izotipi liyofilize halde (PA TII 19 mg ve PA 11 7 mg) elde edil-
mistir. Bu proteinlerin safhg: Ure-Poliakrilamid gel elektroforezle
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dogrulanms ve calismanin verimi, PA izotiplerinin saflastiriimasi
yoniinden, PA III ve PA 11 igin sirasiyla 475 mg / kg taze kas ve 175
mg / kg taze kas olarak hesaplanmistir.

Metot igerisinde bir uygulama olan ACA54 Uzerinde kromatog-
rafi profili $ekil 2’de, PA’lerin genel karakterlerinden olan UV
absorbsiyon spektrumu ve 320-240 nm dalga boyu arasi tarama
profili $ekil 3’de ve yine metot iginde bir uygulama olan DEAE
—Selliiloz iyon degisimi kromatografisi profili ile izotiplerin separas-
yonu Sekil 4’de gosterilmistir.
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Fraksi yonig

Sekil 2 incelendiginde, PA’lerin ACAS54 molekiiler elek iizerinde
kromatografisi sonucunda kolondan ikinci sirada eliie edildigi ve mo-
lekil agirligmin diger kas proteinlerinin ¢ogundan diisiik oldugu
gorllmektedir. Parvalbumin izotiplerinin birbirinden ayirdedilmesinde
iyon degisimi kromatografisinden (Ornegin DEAE-Selliiloz) yarar-
lamlir. Zira molekil agirhklan birbirine olduk¢a yakindir. (Genel-
likle 12000 dalton civarindadir).
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Sekil 4 incelendiginde, PA [Il izotipinin, DEAE-Seliiiloz kolon-
dan, PA 1P’den daha once eliie oldugu goriilmektedir. Bu durum
izotiplerin izoelektrik nokta pH’larinin (pl) farklt olusundan kaynak-
lanmaktadir. (PA 111 igin pl = 5 ve PA 11 igin pl = 4.5). Diger ta-
raftan Ure-Poliakrilamid gel elektroforez’de PA [I'nin PA 11I'den
daha hizli gég ettigi tesbit edilmistir. Bu ise elektroforetik mobilite-
lerinin farkl: oldugunu gostermektedir.

Sekil 3 incelendiginde Turna Baligina ait PA’lerin fenilalaninden
zengin (252-274 nm arasinda 4 pik), tirozinden fakir (280-290 nm
arast | pik) ve triptofandan noksan (290-300 nm aras1) oldugu dikkati
cekmektedir. Bu durum PA’lerin genel karakterlerindendir. Buradaki
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tirozin ptki PA II'nin varligindan ileri gelmektedir. Zira PA 111 tiro-
zin kalintis: thtiva etmezken PA 1l tirozin ihtiva eder (20 fenilalanin
icin 1 tirozin kahntist).

Yapilan arastirmalar bu proteinlerin mide, barsak, karaciger,
bobrek, dalak, serum ve akcigerlerde 1z miktarlarda da olsa mevcut
oldugunu gdstermistir. Ancak, buralardaki varhklarinin nedeni ve
fizyolojik 6nemi heniiz iyice bilinmemektedir.

Tartisma ve Sonug

Ozellikle suda yasayan canhlar agisindan, kaslarda Kasilma-
Gevseme olaylart esnasinda Ca*? iyonlarinin ve Parvalbuminlerin
regiilator roliintin ¢ok 6nemli oldugu kabul edilmektedir. Her ne
kadar PA denince suda yasayan canlilarin Ca2* baglayic1 kas prote-
inlerinden biri anlasiimakta ise de yiiksek omurgali kaslarinda da 6nem-
I roller yiiklencrek var oldugu sdylenebilir.

Aktive olmus miyofibrillerden (Myo-Ca?+) Sarkoplazmik Re-
tikuluma (SR) kalsiyumun transportunda PA’ler bir mekik meka-
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nizma “Shuttle Mechanism” olarak yorumlanmistir. Kalsiyumia
doymus PA konsantrasyonu Sarkoplazmik retikulumun ATP-
az’ina kalsiyum naklini uyaric etki yapai ve bu sekilde kalsiyum sar-
koplazmik retikuluma tasmmis olur. Bu mekik mekanizma igerisinde
kasilma ve gevseme olaylarinin normal olarak cereyan edebilmesi
kalsiyum baglayict proteinin kalsiyuma olan affinitesi ile regtile edilir.
Zira proteinin affinitesinin kasilma sirasinda diisiik, istirahatte ise
yiksek oldugu bildirilmistir.

Bu c¢alismada, PA’lerin separasyonu ve saflastirilmasi, Gosselin
-Rey ve Gerdayin bildirdikieri metoda gore, Turna Balifi beyaz
kaslar: tizerinde denenmis, ¢alisma sonunda iki izotip saf olarak elde
edilmis ve metodun verimliligi hesaplanmistir.

Bir proteini iyi bir sekilde saflastirmak igin cok sayida metot
bilmek yeterli degildir. Onlarin tek tek iyice incelenerek aralarindan
birinin segilmesi ve elde edilen son iirlintin safliginin uzun bir stire
degismediginin kanitlanmast da gereklidir. Bunlara ilave olarak ge-
sitli uygulamalar sirasinda yapilan harcamalarin da hesaba katilma-
sinda yarar gorilmektedir.

Bu calismada Turna BahZinin temizlenmis beyaz kaslarindan
40 g Iik bir porsiyonla galismaya baslanmis ve sonugta 19 mg PA 111,
7 mg PA 11 izotipi liyofilize halde saf olarak elde edilmistir. {zotip-
lerin saflig1 2 M iirc varhginda 9} 7.5 Poliakrilamid gel tizerinde clek-
troforez ile dogrulanmistir. Proteinler tlizerinde araliklarla tekrar-
lanan saflik ve aktivite testleri benzer sonuglar vermistir. Metodun
verimliligi, izotipler agisindan, tek tek hesaplanmis ve PA IlI i¢in
475 mg / kg, PA 1l igin 175 mg/ kg taze kas olarak tesbit edilmistir.
Sonuglar ilgili literatiir bilgilerle (1, 3, 5) karsilastinimis ve uyum
icerisinde bulunmustur.

Bu sonuclar is1ginda, kullamilan metotla PA’lerin iyi bir sckilde
saflastirilabildigi ve verimliligin yeterli sayilabilecek diizeyde oldugu
kanisina varilmistir. Diger taraftan kaslarin total PA miktart ve izo-
tipleri yoniinden farklihklar gostermesinin ya da difer bir ifade ile
PA polimorfizminin, dzellikle su trinleri agisindan,gesitli verim ozel-
liklerine sahip tiirlerin ortaya ¢ikarilmast veya mevcutlarin muha-
fazasinda yararlamlabilecek bir kriter olabilecedi kanaati ortaya
gtkmstur.
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