@) ANADOLU UNIVERSITESI

BAZI ORTHRIAS (COPCU BALIGI)
TURLERININ BiYOINFORMATIK VE DENEYSEL
KARAKTERIZYONU

Cem OZIC
Doktora Tezi

Biyoloji Bilim Dal
Nisan—2012

Bu tez cahsmasi Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
Baskanhg tarafindan desteklenmistir. Proje No: 1002F60



@» ANADOLU UNIVERSITESI

JURI VE ENSTITU ONAYI

Cem OZIC’in “Baz Orthrias (Cépgii Balhgi) Tiirlerinin Biyoinformatik ve
Deneysel Karakterizyonu” baslikli Biyoloji Anabilim Dali Doktora tezi 13/04/2012
tarihinde, asagidaki jiiri tarafindan Anadolu Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve

Sinav Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

Adi Soyadi imza
Uye (Tez Damismami): Dog. Dr. Filiz SUSUZ ALANYALI  ................
Uye : Prof. Dr. Ahmet OZATA  .veeeeennne
Uye : Doc. Dr. Mediha CANBEK ~ .......ceeeeeee
Uye : Yard. Dog. Dr. Sevil SENTURK ~~ .....ceveeneen.
Uye : Yard. Do¢. Dr. Mustafa TANATMIS  .....cceeeeeneee
Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim
Kurulu’nun.........eeeienennnee tarih ve ...covverinineicnnnnen. saylli karariyla onaylanmustir.

Enstitiit Miidiirii

i



@» ANADOLU UNIVERSITESI

OZET
Doktora Tezi
BAZI ORHTRIAS (COPCU BALIGI) TURLERININ
BiYOINFORMATIK VE DENEYSEL KARAKTERIZASYONLARI

Cem OZIC

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Bilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Filiz ALANYALI
2012, 84 sayfa

Taksonomi, biyolojinin genislemesinde biiyiik bir pay1 olan ve bir biitlin
olarak biyoloji bilimi i¢inde dengenin kurulmasimma yardimci olan bir bilim
koludur. Bu calismada Tiirkiye’de belirli havzalarda Orthrias cinsi tiirlerinin
morfolojik ve molekiiler veriler kullanilarak tanimlanmasi amaclanmistir. Yeni
morfolojik karakterler tanimlanarak morfotipler elde edilmis ve bu morfotipleri
temsil eden Orneklerin mitokondri DNA’s1t COI ve 18S rRNA gen bdlgelerinin
dizisi c¢ikarilmistir. Yapilan deneysel karakterizasyon sonucunda elde edilen
genlerin COI ve 18S rRNA genleri oldugu belirlenmistir. Ancak gen bankasinda
Orthrias tiirleri COI ve 18S rRNA genlerine ait dizi bilgileri mevcut
olmadigindan, karsilagtirllamamistir. Gen bankasi analizinde, Orthrias tiirlerinin
icinde bulundugu aile olan Balitoridae ailesi iiyelerine benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Bu ¢alismada COI geninin 650 b¢’lik kisminin DNA barkodu
olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Elde edilen tiim sonuglar morfolojik
sistematik calismalarinin genetik temelli ¢caligsmalarla desteklenmesi gerekliligini
ortaya koymaktadir.

Glutatyon-S-transferaz (GST) ve Katalaz enzimleri canlilarda endojen ve
ekzojen bilesiklerin detoksifikasyonu saglarlar. OaGSTz ve OaCat’nin kirletici
unsurlar altinda mRNA miktarinin zamana bagli degisimi, yari-kantitatif RT-PZR
yontemiyle analiz edilmistir. Histopatolojik calismalar 151k ve elektron
mikroskobik seviyede gerceklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Orthrias, mRNA, biyoinformatik, DNA barkodlama
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Taxonomy is a field of science having a great role in the development of
biology as well as contributing to the stabilization of the field as a whole. In this
study, it was aimed to describe Certain basins in Turkey species of the genus
Orthrias on the basis of morphological and molecular findings. Morphotypes are
described from an analysis of new morphological characters and 18S rRNA and
COI gene of mtDNA is sequenced representing each morphotype. Gens which
were obtained as a result of experimental characterization were determined as COI
and 18S rRNA. However, as no sequence information of COI and 18S rRNA of
Orthrias species was available at the gene bank, they weren’t compared. In the
analysis of gene bank, it was determined that family showed similarity to
Balitoridae, a family including Orthrias species. In this study, it was determined
that 650 bp of COI gen can be used as a DNA barcode. All the results obtained
proved that studies of systematic morphological should be supported with genetic
based studies.

Enzymes of Glutathione-S-transferase (GST) and Catalase help to
detoxificate effects of endogen and exogenous toxic compounds in living
organisms. Change in expression of OaGSTz and OaCat mRNA level under the
stresses with time intervals was analyzed with semi-quantitative RT-PCR method.
Histopathological examinations were conducted on light and electron microscopic
levels.

Keywords: Orthrias, mRNA, bioinformatice, DNA barcoding

il



@) ANADOLU UNIVERSITESI

TESEKKUR

Varolusumu anlamli kilana,

Barindiran topragima,

Cok sevgili aileme,

Hocam Filiz ALANYALI’ya,

Isimlerinin burada gegmesini nemsemeyecek hocalarim, unutulmaz dostlarim,
sevgili caligma arkadaslarim ve degerli yol arkadasima,

Bana verdikleri karsiliksiz sevgi, destek ve miisamaha igin tesekkiir ediyorum.

Cem OZIC
Nisan 2012

iii



@» ANADOLU UNIVERSITESI

ICINDEKILER

Sayfa
OZET ...cicieinsinssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss i
ABSTRACT ii
TESEKKUR ...uoueeieeeeeeererereseseesesssesssssesssessssssesessssssssssesesssssessssessssssssssssesssssesans iii
ICINDEKILER iv
SEKILLER DIZINT....cucucuiiiiecrcrenneencsesensesesessssssesesesssssesesssssssssesssesssasss vii
CIZELGELER DIZINI....uuoueeeeeeceeeeneneneneeenencnenesesesesesesesesesesesesesssesesssssesesns viii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI....ccoseunnincucnssinsciscnsincsscsscnes ix
1. GIRIS 1
1.1. Filogenetik SistematiK.............ccceeviieiiiiniieiieieeicesee e 1
1.1.1. Fiogenetik Calismalarda izlenilecek YOl ........ccccovvvvvevevinrnnnnne 2
1.2. Evrimsel Kronometreler..........ccovveviiiiiieninienieceeeeeee e 10
1.3. DNA Barkodlama( DNA Barcoding)..........cccccueeeviveencieencieeniieeeenenn 13
1.4. Serbest Radikaller ve Antioksdan Sistem ...........ccccceeieeniiiiieniennnen. 14
1.4.1. Serbest Radikaller ..........cccoeeiiieiiiieiieeeeeeeeeeeee e 14
1.4.2. Antioksidan SiStem............ovuiiiiiiiiiiiiiiieie e 16
1.4.2.1. Enzimatik Antioksidanlar.............c.cccoevieivieinienciienienieenne, 18
1.5. Calisma OrgaznizZmast..........ovueeenueeneeneeeieeneeeineeneenneann. 20
LLOLAINAG oot e e e e e e aaaaeeean 24
2. MATERYAL VE YONTEM 25
2.1 MALETYAL .ottt 25
2.1.1. Calisma organizmast: OFtAFIAS .......c..cccueevueeeveeeceeeneeereeneenneens 25
2.1.2. Caligmada kullanilan kimyasallar ............ccccccoevviieiieniiniiiennnnnn, 25
2.1.3. Calismada kullanilan cihazlar ................ccocooiiiiiiiiniieiiieeee, 27
2.1.4. Calismada kullanilan Kitler .............ccooeeeieiiiiiiiiiiiecceeeee, 27
2.1.5. Caligmada kullanilan DNA polimeraz setleri ............cccccuvennenn. 28
2.1.6. Caligmada kullanilan Primer setleri.........ccocveviienieniiiniennns 29
2.2 Y ONECIMNICT ...ttt st 29
2.2.1. Biyoinformatik analizlerde kullanilan programlar.................... 29

v



@) ANADOLU UNIVERSITESI

2.2.2. Orthrias’lardan genomik DNA izolasyonu............c.ccccceuvenneee. 30
2.2.3. Orthrias’lardan total RNA izolasyonu:.........c.cccccceeveveerneeenne. 31
2.2.4. Total RNA’nin DNAZ muamelesi.........ccocceeveeriienienieenienneans 32
2.2.5. DNA ve RNA’larin spektrofotometre’de 6l¢timii, miktar

VE Kalite tayini .....ccouveriieiieiieeiieeeeeee e 33
2.2.6. Toplam RNA’dan geri transkripsiyon (RT) reaksiyonu

ile cDNA’NIN Gretilmesi.....veeeeeeeieeniiiieenieeeeeeeeeeeeee 33
2.2.7. PZR Reaksiyon Kosullari: .........ccceeviiienciiieniieeieeeeeeeee 34
2.2.8. Agaroz jel analizi ve jel goriintiileme islemi ..........c..ccccceeneenn. 35
2.2.9. PZR Uriinlerinin Jelden Saflastirilmast ............cocovevvvevevevnnne. 35
2.2.10. PZR iirlinlinlin plazmite ligasyonu.........c.cccceerveerreenveesreennnenns 35
2.2.11. E.coli XL-Blue kompetent hiicre hazirligi............cccceeeneennnnn. 37
2.2.12. Kompetent E.coli’nin transformasyonu ............cccceeevveeeeveennee. 38
2.2.13. Plazmit 1ZOlaSyOnU ........cccueeriieriieiiieiieeieeiee et 39
2.2.14. Restriksiyon enzimleriyle kesim.........c.ccoocveniiiiiniiiiienieas 40
2.2.15. DNA dizi QNAlIZI .c.eoveieiiiieiiiieeieeeeceeeeeeie e 41
2.2.15.1. Dizi analizi igin PZR .............ccooviiviiieiiicieeee, 41
2.2.15.2. Etanol ¢OKtUIMESI .....ccvvveevuveeeiiiceiie e 43
2.2.15.3. DNA dizi bilgisinin elde edilmesi............c..cccuuen.... 44
2.2.15.4. Biyoinformatik analizi ...........ccceceevieeniiniienienenne. 44

2.2.16. GST ve Katalaz Enzimlerinin Immunohistokimyasal
olarak isaretlenmesi i¢in uygulanan islemler..............cc.c....... 44
2.2.16.1. Karaciger Orneklerinin TeSpiti ............cccocevevrerennns. 45
2.2.16.2. Doku takip islemleri........ccccceeeciveeriieeiiieeieeeeieeee 45
2.2.16.3. Immunohistokimyasal isaretleme Teknikleri........... 46
3. BULGULAR 47
3.1. Orthrias Genomik DNA’larinin izolasyonu ...........cccccceeeeeveniienneennen. 47
3.2. DNA’larin Spektorofotometirk OlgHImeSi............coovereeeeerreereanne. 47
3.3. Orthrias tiirlerinden 18S rRNA genlerinin eldesi..........ccccceeevveeennnen.. 48
3.4. Orthrias tiirlerinden COI genlerinin eldesi ........ccccoeceevievcricnicnnenee. 50
3.5. Orthrias tiirlerinin totel proteinlerinin SDS-PAGE gériintiisii........... 53

v



@» ANADOLU UNIVERSITESI

3.6. Orthrias angorae GST ve Katalaz genlerinin mRNA analizi............ 54

3.7. Histopatolojik Bulgular...........ccccoeovieeiiieiiiiieiieceeceeeee e, 57
3.7.1. Isik Mikroskobik Bulgular..........c.cccociiniiiiiniiiiiieeiee 57

3.8. GST ve Katalaz Enzimlerinin Immunohistokimyasal
olarak isaretlenmesi sonucunda elde edilen bulgular......................... 59
4. TARTISMA VE SONUC 61
1. SOMUG....uutiiiiieeeeeeeeccitt et e e e e e eeeecrtr e e e e e e eeeeetbaraeeaaaeeeeensttareeeeeeseeannssreens 66
B.2. ONCTIIET ...t 66
KAYNAKLAR ..uiiiiniiintnninisinsiesicisissssisississssssssssssssssssssssssssssessessses 67
Ek-1 COIgeninin olasi DNA barkod dizisi ......ccccceerueesunessuensuerssnensencssnecnnes 76
Ek-2 COI geni i¢in referans alinanan tiirlerde COI gen dizilisi............... 77

Ek-3 Referans alinanan tiirler ile Orthrias angorae COI
hizalama sonucglari........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiicnssssce 82
Ek-4 Karaciger dokusundaki total GST aktivitesi......c.cceveineeinennnnne. 83
Ek-5 Karaciger dokusundaki total Katalaz aktivitesi..........c.ccceeueeee 84
vi



@) ANADOLU UNIVERSITESI

SEKILLER DiZiNi

1.1. Antioksidanlarin siniflandirtlmast..........ccooceeiiiiiiiiiiiiii 17
1.2. Copcti balig1 (Orthrias angorae) .............c.cocceceeeeeeeneenenseeneeseeicneesennens 22
1.3. COpcii balig1 (OFthrias tiQFiS) . ..ccveeeveeeeieeiieeieeieee et 22
1.4. Copgii balig1(Orthrias paAntREra) ..............cccccueeeueeeceeeeieeieeeieeieeeee e 23
2.1. pGEMTEasy (Promega) VeKtOrll ........cccvveeriiieniiieiieeieeeee e 36
3.1. Orthrias tiirlerinden genomik DNA’sinin agaroz jelden goriintiisii. .............. 47
3.2. Orthrias tiirlerinden 18S rRNA genleri PCR reaksiyonunun agaroz
jelden EOTUNLUSTL.......ccoiieiieriieeie ettt ere e e b e e saneebeeaae e 48
3.3. Bazi tiirlerde 18S rRNA geninine ait hizalama sonuglari.............ccccveenneenn. 49
3.4. 18S rRNA geninin farkl tiirlere ait filogenetik aga¢ analizi .........c............. 50
3.5. Orthrias angorae COI geninin PZR gOrintlisii .......cocveeeveerveeiienieeiieeieenen. 50
3.6. Orthrias pantera COI geninin PZR gOrintlisti .........cceeevvevieeciienieenieenieennen. 51
3.7. Orthrias tigris COI geninin PZR gOTtintlisli ........eevvvveeviieeeiiieniieeeiee e 51
3.8. Orthrias angorae COI geninin kismi hizalama sonuglart ..................... 52
3.9. Orthrias angorae COI geninin kismi hizalama sonuglart ...................... 52
3.10. Orthrias angorae COI geninin kismi hizalama sonuglart ..................... 52
3.11. Orthrias tiirlerinden protein izolasyonlarinin SDS-Page goriintiisii............. 53
3.12. Orthrias angorae’lardan RNA izolasyonu ve RNA’lara DNaz uygulama 55
3.13. Orthrias angorae’lardan DNaz uygulanmis total RNA’da actin
genine ait primerler kullanilarak, DNA kontaminasyonun
olmadiginin belirlenmesi i¢in kurulan kontrol PZR sonuglart..................... 56
3.14. Actin kontrol geni PZR sonuglarinin jelden goriintiisii............ccceevvveeenennnen. 56

3.15. GST ve Katalaz genlerinin ii¢ bagimsiz cDNA kalib1 kullanilarak

yapilan PZR sonuclarinin agaroz jel analizi .........cccoccevviiiienieniceniennn, 57

3.16. Kars cay1 lizerinde bulunan iki lokaliteden toplanan tiirlerin

karaciZer dOKUSU ......coouiriiiiiiiiieieeeee s 58

3.17. GST enziminin immiinohistokimyasal lokalizsyonunun 20 nm’lik altin

partikiilleri ile isaretlenmis elektron mikroskobu goriintiisii ...................... 59

3.18. Katalaz enziminin immiinohistokimyasal lokalizsyonunun 20 nm’lik

altin partikiilleri ile isaretlenmis elektron mikroskobu goriintiisii................ 60

Vil



@) ANADOLU UNIVERSITESI

CIZELGELER DiZIiNi

1.1. Bazi serbest oksijen radikalleri kaynaklart ... 15

1.2. Orthrias tirlerinde diagnostik 6zelliklerin karsilagtirilmast ........................ 21

2.1. Calisma Organizmasinin Toplandigi Havzalar .................................. 25

2.2. Calismada Kullanilan Primer Setleri ..o, 29

2.3. Dizi analizine girecek drnekler i¢in PZR kalip miktar ¢izelgesi .............. 41

2.4. DTCS karisimi bilesenleri ..........ooooiiiiiiiii i 42
viii



@) ANADOLU UNIVERSITESI

cDNA
DNA
EDTA
gDNA
GST
RNA
SSU
rRNA
RDP
DDBIJ
EMBL

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: Komplementer DNA

: Deoksiriboniikleikasit

: Etilendiamin tetraasetikasit

: Genomik DNA

: Glutatyon S-transferaz

: Riboniikleikasit

: Ribozomun kiictik alt birimi

: Ribozomal RNA

: Ribozomal Veri Taban1 Projesi
: Japon DNA Data Bank

: Nucleotide Sequence Database Collaboration

X


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=ddbj%20japan%20genbank&source=web&cd=1&ved=0CC0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ebi.ac.uk%2Fembl%2FContact%2Fcollaboration.html&ei=ziOHT_7xA9L48QPlvtysBw&usg=AFQjCNGUWsy4CVe6KWTRMxSJMubPphpg7Q

@) ANADOLU UNIVERSITESI

1. GIRIS

Taksonomi, diinya iizerinde var olan organik ¢esitliligin tanimini yapan tek
bilim koludur ve diinyadaki biyogesitlilik krizine ¢ok énemli bir yaklagimdir. Bu
acidan diislinlirsek taksonomi; canliligin kokeninin agiklanmast icin gerekli
bilgileri verir, evrim siireci icerisinde gerceklesen olaylar1 agiklar ve bu bilgilerin
biyolojinin diger kollarinda kullanilmasina olanak saglar. Canlilar1 siniflandirarak
evrimsel biyokimya, immiinoloji, ekoloji ve etoloji gibi biyolojinin bir¢ok
kolunda yapilan calismalarin agiklayici ve kesfe yarayan degerde olmasina
katkida bulunur. Tibbi ve ekonomik agidan énemli olan organizmalar {izerindeki
arastirmalara yon verir. Diinyadaki canlilarin su ana kadar sadece ¢ok az bir kismi

taksonomik olarak arastirilmistir.

1.1. Filogenetik Sistematik

Filogenetik sistematik, biyolojinin canlilar1 atasal akrabaliklarina gore
siiflandiran bir ¢calisma alanidir. Filogenetik sistematik kapsami, kavramlari ve
uygulama yonleri ile oldukg¢a yeni bir alandir.

Filogenetik sistematik Hennig’in  arastirmasinin  (Hennig, 1950)
Ingilizceye terciime edilmesinden sonra popiiler olmustur (Dupuis, 1984).
Henning tarafindan yapilan bu ¢alisma yeni bir kesif olmamasina ragmen, Hennig
filogenetik sistematigin prensiplerini formalize eden ve filogeninin esasinin
tahmini i¢in yontemler 6neren ilk sistematik¢idir.

Hennig organizmalarin evrimsel tarihinin, tiirlesme sirasindaki evrimsel
gelisimin sonuglart oldugunu ve eger sonuglar dogru bir sekilde belirlenebilirse
evrimsel gelisim tarihinin gozler Oniline serilebilecegini kabul etmektedir. Bu
yaklagim filogenetik sistematigin iki temel prensibinin ortaya c¢iktigini
gostermektedir. Bunlar; Yalnizca sinapomorfi olarak nitelendirilen homolog olan
paylasilan tiiremis karakterler, organizmalarin gruplandirilmasi i¢in uygundur ve
filogenetik sistematik monofiletik gruplarin tizerine evrimsel tarihi yeniden

olusturmaya caligmalidir.
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Filogenetik sistematikte baslica amag; evrim siireci boyunca dolayl
bicimde kanit toplama yoluyla gruplara ait organizmalarin evrimsel gelisim
tarthini yeniden diizenlemek, yeniden insa etmektir. Molekiiler filogenetik
metotlar molekiiler evrim siirecinin DNA veya protein dizileri tizerinde etkili olan
cikarimlarina dayanmaktadir. Belli dizi verilerinin ¢esitli algoritmik modeller
altinda simiilasyonu ile belli soy hatlarinin ayrilmasi ve evrimi ortaya konulabilir.
Diger bir deyisle, filogenetik sistematik uygulamasi, filogenetik hipotez olarak
saptanan aga¢ iizerinde kiimeleme yoluyla organizmalarin soya ait akrabalik
tanim1 olan sinapomorfiye rehberlik eder ve filogenetik agacin, monofiletik
siniflandirma gruplari olarak hiyerarsik semaya doniistiiriilmesini saglar. Burada
kardes grup iliskileri korunmalidir. Sonugta, simiilasyon deneylerinde saglamligi
kanitlanan metotlar biyolojik verilerden filogenetik agaglar olusturmak igin
kullanilir. Ideal olarak sonugta c¢ikan hipotetik agac dogal aga¢ topolojisine
miimkiin oldugunca yakin olmalidir. Biyolojik verilere veya metotsal hatalara
0zgll olan hatalar negatif bir sekilde filogenetik analizi etkileyerek sonugta yanl

agac topolojisi olusmasina neden olabilir (Huelsenbeck, 1995, Budak, 2007).

1.1.1. Filogenetik Calismada Izlenecek Yol

a) Verilerin Belirlenmesi ve Ornekleme

Bir organizma grubunun filogenisi yapilacaksa, farkli genler veya gen
bilesimleri veya DNA bdlgeleri filogenetik aga¢ olusturmak i¢in kullanilabilir.
Secilen genler veya gen bilesimleri veya DNA bolgeleri ¢ok korunmus veya ¢ok
degisken ise, farklit DNA bdlgesi segerek ¢oziiniirliigii arttirabiliriz. En iyi tercih
ise birden cok, farkli gen bilesimleri veya DNA bdlgelerinin kombinasyonlarinin
birlikte kullanilmasidir (Bapteste ve ark., 2002, Budak, 2007).

Bir organizma grubunun filogenetik analizine baslamanin en iyi yolu her
morfolojik tiirden onlar1 temsil edecek birka¢ Ornegin secilmesidir. Bir gen
familyasinin filogenetik analizi i¢in takson Orneklemesinde iki noktaya dikkat
edilmesi gerekmektedir. Bunlardan ilki organizmalarin biyolojik ¢esitliligini en
iyi sekilde temsil etmesidir. Ikincisi ise, her bir organizma icin gen familyasinin

ortolog ve paralog dizileri ¢ikartilmalidir. Taksa sayist filogenetik analizlerin
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sonucunu etkilemektedir. Ne kadar ¢ok taksa kullanilirsa dogru filogenetik tarihi
ortaya koyma olasilig1 ayni derecede artmaktadir. Yiiksek evrimlesme oranina
sahip olan karmasik filogeniler iizerinde calisildigi zaman, ¢ok sayida yakin
taksonla ¢alismak yararli olur. Evrimin yOniinii tayin edebilmek i¢in genellikle
veri setine disgrup eklenir. Homoplaziler (kdkendas olmayan benzer evrimsel
degisimler) agacin ¢oziiniirliiglini diisiirdiigli i¢in ¢ok yakin bir kardes grup dis
grup i¢in en iyi se¢imdir. Ancak koksiiz aga¢ analizleri yapmak i¢ dallanmalarin

¢cozlimlenmesini daha iyi ortaya koyabilir (Emden, 2004, Budak, 2007).

b) Dizileme

Filogenetik analizler, agaclar1 hizalanmis DNA dizilerinden olusturdugu
icin dizileme hatalar1 yanlis aga¢ topolojilerine neden olabilir. Eger karmasik
evrimsel modeller kullaniliyorsa, daha fazla korunmus DNA bolgeleri i¢in yapilan
dizileme hatalar1 agac¢ topolojisi lizerinde daha fazla etkiye sahiptir (Emden,

2004).

¢) Hizalama

Dizi hizalamalar1 Clustal X/W gibi programlar kullanilarak otomatik
olarak yapilabilmektedir. Ancak diziler yiiksek oranda korunmus degilse veya
delesyonlar igeriyorsa hizalama yliksek oranda hatalara agiktir. Bu yilizden
ribozomal DNA ve ¢ok degisken gen bdolgelerinin hizalamalar1 goz ile kontrol
edilmelidir. Hizalanamayan bolgelerdeki hatalardan kaginmak i¢in, bu bolgeler

analiz oncesinde diziden ¢ikartilmalidir (Budak, 2007).

d) Evrimsel Modelin Secimi

DNA dizileri i¢in evrimsel modeller yillar igerisinde oldukca
kuvvetlenmistir. Bu modeller baz frekansi, yedekleme oram1 matrisi, gamma
dagilimi, sabit pozisyonlarin orantis1 ve kovariyon/kovariyotid evrim gibi bazi
parametreleri icermektedir. Basit evrimsel modellerde baz frekanslari esit olarak
kabul edilir. Ancak baz frekanslar1 farkli veri setlerine gore her bir niikleotid i¢in
degistiginden, baz frekanslar1 ancak veri setinden tahmin edilebilir. Basit evrimsel

modellerde, her bir nokta mutasyonlar i¢in yedekleme orani esit olarak kabul
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edilir. Bu modellerde yedekleme tipi bir tane olarak ayarlanmistir. Transversiyon
ve transisyon olmak {izere iki yedekleme tipini kullanan evrimsel modeller farkl
yedekleme oranlarina sahiptirler. En karmagik yedekleme oranini bulunduran
matrisler her bir nokta mutasyon i¢in (A—~C,A-G, AT, CoG, CoT, GoT)
farklr alt1 yedekleme oranindan olugmaktadir (Budak, 2007).

Non-reversible modeller i¢cin yedekleme orami matrisleri, on iki farkh
yedekleme orani icermektedirler. Ancak bircok standart molekiiler filogeni
programlarinda kullanilmamaktadir. Gamma-dagilim1 ve sabit pozisyonlarin
orantisi ribozomal DNA dizileri gibi az veya ¢ok korunmus bolgeleri dikkate alir.
Protein kodlayan DNA bdélgelerinde kodonlarin {igiincli pozisyonu birinci ve
ikinci pozisyonlara gore daha degiskendir. Sabit pozisyonlarin orantisi, ne
kadarlik bir bolgenin hi¢ evrimlesmedigini ortaya koyar. Ancak gamma dagilimi
modellerinde yavas ve hizli evrimlesen bolgelerin orantilar1 analiz edilir.
Kovariyon/kovariyotid evrim filogeni programlarinda ¢ok nadir kullanilir.
Bireysel dizilerin digerlerinden daha hizli bir sekilde evrimlestigini ortaya
koymak amaciyla kullanilmaktadir. PAUP programi yukarida bahsedilen evrimsel
modeller ile birlikte 56 farkli evrimsel modelin kullanilmasina izin verir (Posada

ve Crandall, 1998, Budak, 2007).

e) Filogenetik Analiz ve Aga¢ Olusturma

1966 yilinda Eck ve Dayhoff tarafindan ilk ciddi filogenetik agac
olusturma denemesi gercgeklestirilmistir. Eck ve Dayhoffl] un veri olarak
aminoasit dizilerini kullanan yontemlerinden sonra c¢ok sayida arastirmaci gen
frekanslari, aminoasit dizileri ve niikleotid dizileri gibi molekiiler verileri kullanan
yontemler gelistirmislerdir (Tateno, 1990).

Filogenetik agac¢ olusturmak i¢in iki temel yontem bulunmaktadir. Birinci
yontem taksonlarin aminoasit veya niikleotid dizilimlerini dogrudan kullanarak
agac olusturmaktir. ikinci ydntem ise taksonlarin birbirlerine olan uzakliklarinin

gosterildigi bir uzaklik matrisi (distance matrix) kullanarak aga¢ olusturmaktir.
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1.Uzakhk-tabanlh filogenetik aga¢ olusturma yontemleri

Uzaklik-tabanli (distance-based) filogenetik aga¢ olusturma yontemleri
tiim taksonlarin birebir uzakliklarin1 hesaplar ve uzaklik degerlerini simetrik bir
matriste tutar. Uzaklik degerlerinin olusturdugu matris uzaklik matrisi olarak
isimlendirilir. Taksonlar arasi uzakligi 6lgmek i¢in birgok uzaklik 6lgme yontemi
gelistirilmistir. Uzaklik-tabanli filogenetik aga¢ olusturma yontemlerine Ornek
olarak Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages (UPGMA)
(Sokal and Michener, 1958), Fitch ve Margoliash[1in ydntemi (Fitch and
Margoliash,1967), Cavalli-Sforza ve Edwards//in minimum evrim yoOntemi
(Cavalli-Sforza and Edwards, 1967), distance Wagner yontemi (Farris, 1972),
degistirilmig Farris yontemi (Tateno et al., 1982), Komsu Birlestirme (Neighbor
Joining, NJ) yontemi (Saitou and Nei, 1987), Medyan Birlestirme (Median
Joining, MJ) yontemi (Bandelt et al., 1999) verilebilir. Uzaklik-tabanh
yontemlerin ilklerinden olan ve kendisinden sonra bir¢ok yonteme temel olusturan

UPGMA yontemi ile Fitch ve Margoliash yontemi detayli olarak aciklanmaktadir.

UPGMA yontemi

UPGMA yontemi ilk filogenetik aga¢ yontemlerinden biri olmasina
ragmen glinlimiizde siklikla kullanilan bir yontemdir. UPGMA yontemi
filogenetik agac olustururken toplayici hiyerarsik kiimeleme yontemini kullanir.
UPGMA yoOntemi sabit oranda evrim oldugunu varsayar. Algoritma baglangigta
her taksonu tek basina bir kiime olarak kabul eder, her adimda simetrik uzaklik
matrisindeki en yakin iki kiimeyi birlestirerek daha biiyiik kiimeler elde eder ve
uzaklik matrisini giinceller. Herhangi iki kiime arasindaki uzaklik, kiime
elemanlarimin arasindaki tiim uzakliklarin ortalamasi olarak kabul edilir.

Algoritmanin sonucunda taksonlarin dendrogrami elde edilir.

Fitch ve Margoliash yontemi
UPGMA yonteminin zayif noktasi sabit oranda degisimi varsayarak agag
olusturmasidir. 1967 yilinda Fitch ve Margoliash tarafindan onerilen filogenetik

aga¢ olusturma yontemi dal uzunluklarini dogru olarak hesaplamayi amaglar
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(Fitch and Margoliash, 1967). Fitch ve Margoliash yontemiyle hesaplanan dal
uzunluklarinin dogrulugunu 6lgmek i¢in En Kiiciik Kareler Yontemi (Least
Squares Method) kullanilir. Filogenetik agacin tiim dal uzunluklar1 hesaplandiktan
sonra matriste verilen gercek uzakliklar ile hesaplanmis uzakliklar karsilagtirilir.
En iyi agac gercek uzakliklar ile hesaplanmis uzakliklar arasindaki farkin kareler

toplami en az olan agagtir.

2.Dizi-tabanh filogenetik aga¢ olusturma yontemleri

Dizi-tabanli (sequence-based) filogenetik aga¢ olusturma yontemleri
taksonlar arast uzakligi kullanmak yerine aminoasit veya niikleotid dizileri
dogrudan kullanirlar. Filogenetik aga¢ olusturmada, dizi verisi uzaklik verisine
gore daha bilgi vericidir (Tateno, 1990). Dizi verisini tek bir uzaklik degerine
indiren  uzaklik-tabanli  yontemler tim  dizi  bilgisini  kullanmazlar
(Felsenstein,1981).

Niikleotid veya aminoasit dizilerinden filogenetik aga¢ olusturma
yontemlerinin  biiylik ¢ogunlugu parsimoni yontemleridir (Edwards 1963,
Edwards and Cavalli-Sforza 1964, Camin and Sokal 1965, Eck and Dayhoff,
1966). Parsimoni yontemleri baslamadan 6nce degisimin olanaksiz oldugunu
varsayarlar. G6z dniinde bulundurulan evrimsel siire boyunca degisimin az olmasi
durumunda parsimoni yontemleri dogru sonug verirler (Felsenstein, 1981).

Teorik olarak parsimoni (tutumluluk kriteri) altinda en 1yi segenek tiiketme
analizi (exhaustive search) metodudur. Bu metot biitiin olas1 agaglari inceleyerek
secilen optimal kriter altinda en iyi agaci bulma garantisi verir. Pratik olarak bu
metot ancak taksa sayisi az oldugunda kullanilabilir. Hizalamalar genellikle
bircok takson igerdiginden tiikketme analizi yapmak PC hafizasi ve zaman
sinirlamalar yiiziinden imkansizdir (Emden, 2004).

Verilerin  ¢ogunlugunda biiyliik degisimler oldugu igin parsimoni
yontemlerinden daha dogru sonuglar veren yontemler gelistirilmigtir. Evrimin
olasilik modelini formiillestirip bilinen istatistiksel yontemleri uygulayan agag
olusturma yontemleri dizi verisinin tiimiinii acik ve etkili bir bigimde kullanmaya

calisirlar. Neyman (1971) ve Holmquist (1972) DNA evriminin olasilik
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modellerini ifade etmisler ve Neyman istatistiksel tahminleme yontemlerini ii¢
tiirlin dizi verileri tizerinde kullanmistir (Felsenstein, 1981). Felsenstein (1973) bir
filogenetik agacin olabilirligini degerlendirmek i¢in bir algoritma Onermistir.
Felsenstein (1981) daha sonra olasilik modellerini kullanan yontemlerin en
bilineni olan maksimum olabilirlik yontemini 6nermistir.

Genellikle dizi tabanli filogenetik analizlerde kes-bagla ve heuristic agag
olusturma algoritmalar1 kullanilir.

Kes-bagla agac

Kes-bagla aga¢ olusturma algoritmasinda her zaman en iyi aga¢ hafizada
tutulur ve en uygun kritere gore esik degeri olarak atanir. Bu esik degerini
asamayan biitiin agaclar olusturma asamasinda yanlis olarak degerlendirilir ve
agac olusturulmadan bagka bir agaca gecilir. Eger yeni olusturulan bir agac¢ daha
iyi ise yeni referans olarak alinir ve yeni esik degeri tanimlanir. Bu algoritma agac
olusturma siirecini hizlandirir ancak genis veri setleri i¢in ¢ok fazla zamana
ihtiyag vardir.

Heuristic aga¢

Heuristic arama algoritmasi bir baslangi¢ agaci segerek bu agacin
topolojisini yeniden diizenler ve en iyi agaci bulmaya calisir. Tepe tirmanma
algoritmas1 da denilebilir. Bu arama algoritmasi en iyi agact bulmay:1 garanti
etmez. Star-decomposition metodunda ilk olarak biitiin taksonlar koksiiz bir
agacta tek bir i¢ diigiimde baglanir. Daha sonra en yakin taksonlar birbirleriyle
baglanir. Bu siire¢ tekrar tekrar yapilarak tamamen ¢oziimlenmis bir agac¢ elde
edilmesi amaglanir (Budak, 2007).

Filogeni olusturma siirecinin sonucunda aciga cikan agaglar iizerinde
homoplasiden kaynaklanan uyusmazliklar ortaya ¢ikabilir. Bu catisan filogenetik
hipotezlerin agiga ¢ikmasina sebep olan homoplasilerle ugrasan bilgisayar destekli
belli bash {i¢ metod bulunmaktadir. Bunlar, uyumluluk, maksimum olasilik ve
tutumluluk metodlar1 olup her biri farkli bir kabulle ¢aligir.

Uyumluluk metodun ¢alisma prensibi sdyle ozetlenebilir. Ornegin iki
durumlu iki karakterin biitiin olas1 dort kombinasyonu, verilen bir grup taksonda
aciga cikiyorsa, bu karakterlerden en az biri, muhtemelen her ikisi bir defaya

mahsus (yani aynmi atadan) tiirememislerdir. Bu durumda veri matrisinde belli
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derecede homoplasi vardir. Bu problemi ¢6zmek i¢in veri matrisindeki her bir
karakter ¢ifti bir digeri ile homoplasi gdsteren kombinasyonlar (yani uyusmayan
set) eleninceye kadar karsilastirilir. Sonugcta, birbirleri ile uyum gosteren yani aynm
filogenetik hipotezi destekleyen en biiyiik karakter seti birakilir.

Maksimum tutumluluk (maksimum parsimony) yaygin bicimde kullanim
alan1 bulan ve simdiye kadar ki uygulamalarda en iyi sonu¢ veren bir yontemdir.
Parsimoni metodu, alternatif hipotezlerin yaristig1 durumlarda, hipotez tercihine
objektif bir temel teskil eden bir kriter olarak kullanilir. Bir grubun filogenisini en
iyl tahmin eden agacin en az evrimsel degisme (karakter degigsmesi) gosteren agag
oldugu prensibinden hareketle ¢alisir. Bunun anlami tercih edilecek agacin ¢ok
sayida homolog paylasilan karakter ile az sayida homoplasi iceren aga¢ olmasi
gerektigidir Maksimum  tutumluluk  kriterinde evrimsel model kesindir.
Maksimum tutumluluk bir agacin miimkiin olan en az degisime sahip olmasini
savunur. Boyle bir agacin evrimsel siireci en iyi ifade ettigini sdyler. Karakter
agirlamasi tutumluluk kriterinde, her pozisyonda biitiin niikleotidler esit mutasyon
oranina sahiptirler. Aga¢ arama algoritmasi1 olarak genellikle heuristic search
kullanilir.

Uzaklik matrisi (distance matrix) metodunda hizalanmis diziler giftler
halinde karsilastirilir. Her bir dizi ¢ifti i¢in genetik uzaklik mesafesi hesaplanir.
Taksalar arasindaki genetik uzakligir hesaplamak amaciyla birka¢ evrimsel model
secilebilir. Bu metot genellikle komsu baglama (neighborjoining) algoritmasini
kullanilir. Bu algoritma en hizli metotlardan birisidir ve genellikle takson sayisi
cok genis veri setleri i¢in kullanilir.

Maksimum olasilik (maximum likelihood) metodunun 6n kabuliine gore,
evrimsel degigsmeler basit bir olasilik modeli altinda agiga ¢ikar. Yani, her bir
karakterin bir durumdan diger bir duruma degismesinin ya da yeni bir karakterin
aciga cikmasinin belli bir olasiligr vardir. Belli bir grup taksa i¢in agiga ¢ikan her
bir agacin, verilen veri setine gore belli bir dogru olma olasilig1 vardir. Tercih
edilecek agac, bu analiz edilen veri setinden ¢ikmasi en muhtemel agac¢ olmalidir.
Maksimum olasilik kriteri en ¢ok zaman alan, ancak dizi verileri i¢in en kuvvetli
optimal kriterdir. Verilen bir aga¢ topolojisi icin, dizideki her pozisyonun i¢

diigiimlerdeki atasal durum kombinasyonlarinin olast her pozisyonlar: eklenerek
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olasilik hesaplanir. En iyi agaci elde etmek i¢in genellikle heuristik search
kullanilir.

Bayesian analizi uzaklik matrisi, maksimum tutumluluk veya maksimum
olasilik metotlarinda daha farkli bir yaklasim kullanir. Bu metot Bayesian
teoremine dayanmaktadir. Posterior olasilik formiilindeki tim parametreleri
hesaplamak imkansiz oldugu i¢in Markov Chain Monte Carlo simiilasyonu
kullanilir. Analiz rastgele dal uzunluguna sahip rastgele aga¢ topolojisi ve rastgele
olasilik parametreleri (baz frekanslari, yedekleme orani, gamma dagilimu,
degisken olmayan pozisyonlarin orantisi, kovarion) ile baslar. Markov zinciri
birka¢ bin ile milyonlara kadar dongii yapar. Her bir donglide ufak parametre
degisiklikleri ile yeni agaglar olusturur. Olusturulan agaclar posteriori olasiligina
gore kabul edilir veya ret edilir. Aga¢ olusturma siireci bittiginde, posteriori
prensibi ile dl¢eklendirilmis uyumluluk (konsensus) agaci ortaya cikar (Emden,

2004, Budak, 2007).

f) Se¢c-Bagla (Bootstrap) Analizi

Se¢-bagla analizi her bir dalin ne oranda desteklendigini test etmek
amaciyla yapilir. Program test edilecek veri setindeki diziler igerisinden rasgele
pargalar alarak alt orneklemeler olusturur (bootstrap replicates). Alt 6rnekler
filogenetik analize tabi tutulur (maksimum tutumluluk, komsu baglama veya
maksimum olasilik). Sonug¢ olarak her bir dalin desteklenme yiizdesini veren
uyumluluk agaci olusturulur. Sonuglar yiizde olarak verildiginden saglikli bir
sonu¢ alabilmek icin 100 veya daha fazla Orneklem dongiisii yapilmalidir.
Secbagla analizi sonucunda yiizde doksan bes veya daha fazla alt 6rnek analizinde
aynt dal bulunuyorsa, bu soy hattinin 6nemli bir sekilde desteklendigi anlamina

gelmektedir (Budak, 2007).
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1.2. Evrimsel Kronometreler

Belirli genler ve proteinler evrimsel kronometreler olup, evrimsel degisimi
Olcerler. Diger bir degisle islevsel olarak benzer (homolog) makro molekiillerin
niikleotid ve amino asit dizisindeki farkliliklar, evrimsel uzakliklarin sonucudur.
Molekiiler dizileme ve evrimsel uzakliklarin Olgiilmesi amaciyla yapilacak
dizileme calismalarinda dogru molekiillerin secilmesi sarttir.

Kusursuz bir molekiiler kronometreyi tanimlayan bazi kriterler vardir.
Molekiiler kronometre, ¢alismak i¢in secilen grup icerisinde evrensel olarak
yaygin olmalidir. Bu tiim organizmalarin karsilastirilmasina yardim eder. ikinci
olarak, molekiil her organizma icin islevsel olarak homolog olmalidir zira
islevselligi farkli olan molekiillerin dizi benzerligi gdstermesi beklenmez. Ugiincii
olarak, analizler icin dizileri siralamak amaciyla molekiiliin korunmus dizi
bolgeleri icermesi c¢ok oOnemlidir. Son olarak secilen molekiil dizisinin
organizmadaki evrimsel degisimi bir biitiin olarak yansitmasi gerekir. Aslinda
Olciilecek filogenetik uzaklik artikga, dizilerdeki degisim oraninin yavaslamasi
gerekir ki, ¢ok uzun bir zaman siirecinde meydana gelen degisimler bize evrimsel
sinyalleri isaret eder.

Pek c¢cok gen ve proteinin molekiiler kronometreler oldugu ileri
stiriilmektedir. Ancak bunlar arasindan ribozomal RNA’lar1 kodlayan genler,
sitokrom oksidaz genleri, translasyonel sistemdeki temel bilesenler, ATPaz
proteinleri, ATP sentezleyen veya hidrolizini yapan enzim kompleksleri, genetik
rekombinasyona yardimci olan RecA enzimi ve belirli translasyonel proteinler
canlilar hakkinda en c¢ok kabul edilebilir filogenetik bilgiyi edinmemizi
saglamiglardir. Bu molekiilerin hepsi, ilkel hiicrelerde bile gereklidir ve bu
sebeple onlarin gen dizilerindeki varyasyonlar, evrimsel ge¢mislerini daha
derinlemesine incelememize olanak saglar.

Ribozomal RNAlar, oldukga biiyiik, islevsel olarak sabit, evrensel olarak
yaygin molekiiller olup, tiim hiicrelerde niikleotid dizisinin korundugu ¢ok sayida
bolge igerirler. rRNA’lar1 kodlayan ¢ekirdek rDNA genleri genellikle filogenetik
yaklagimlarda kullanilmaktadir. Bu rRNA kodlayan bolgeler birbirlerinden

ayiraclar ile ayrilir. Ayirag bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar 6liimeiil
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etkiye sahip olmadigindan, rRNA sifreleyen bolgelere gore daha hizh
evrimlesirler. rRNA sifreleyen bolgelerde meydana gelen mutasyonlar
rRNA’larda da goriileceginden, bu mutasyonlar basarili bir ribozom olusumunu
engelleyebilir. Farkli evrim oranlarindan dolayr rDNA’lar genis spektrumlu bir
filogenetik iliskiyi ¢oziimlemede kullanilabilir. Cekirdek SSU rDNA en ¢ok
korunan DNA bdlgelerinden birisi oldugundan dolay1 alem (kingdom), sube
(filum), simf (classis) veya takimlar1 (ordo) igeren derin filogenetik dallar
olusturmada kullanilabilir. Prokaryotlarda biiyiikliikleri 5S, 16S ve 23S olan ii¢
cesit ribozomal RNA molekiilii vardir. Okaryotik ¢ekirdek rDNA’lar yaklasik
5000 kopya ile genomda ardisik sirali bir sekilde bulunurlar. Her tekrar eden
birim kiigiik altbirim 30S veya 40S’ten olusan (SSU), biiyiik altbirim (LSU) ve
5.8S rDNA’lardan olusur (Friedrich ve Tautz, 1995, Madigan ve ark., 1997,
Budak, 2007).

En kiigiik ¢ekirdek rDNA olan 5.8 S rDNA’nin niikleotid dizisindeki
korunma SSU rDNA ile ayn1 olmasina karsin uzunlugu (yaklasik 150 bp) ¢ok kisa
oldugundan, yeteri kadar filogenetik bilgi icermemektedir. Bu nedenle 5.8S rDNA
bolgesi filogenetik g¢aligmalar icin Onerilmemektedir (Hwang ve ark., 1999,
Budak, 2007). LSU rDNA, SSU rDNA ile karsilastirildiginda ¢ok daha biiyiik ve
daha fazla degiskenlik gostermektedir. Bu bolge birgok farklilagsmis domain veya
genisletilmis parcalara sahiptir. Bundan dolay1, genin biiytikliigli subeler arasinda
degiskenlik gostermektedir. Cekirdek LSU rDNA takim veya familya
seviyesindeki filogenetik iliskiler i¢in kullamislidir (Fredrich ve Tautz, 1997;
Hwang ve ark., 1998). Cekirdek SSU ve LSU rDNA’lar1 birkag domainden
olugsmaktadir. Bu domainlerden bazilar1 ¢ok korunmusg olmasina ragmen digerleri
degiskendir. Hizli evrimlesen segmentler yiiksek miktarda degiskenlik gosterirler
ve bunlar “genisleyen segmentler (expansion segments)” veya “degisken bolge
(variable regions)” olarak adlandirilirlar. Cekirdek SSU ve LSU rDNA’larinda
goriilen uzunluklarindaki degiskenlik, degisken bdlgelerin genislemesinden
kaynaklanmaktadir (Hwang ve ark., 1998; Choe ve ark., 1999, Budak, 2007). SSU
ve LSU rDNA’larinin degisken bolgelerindeki niikleotid dizileri familya veya
nadiren cins gibi alt kategorik seviyelerde kullanilir (Hwang ve ark., 1998,1999,
Budak, 2007).

11
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Eukaryotlarda dizileme caligmalari, islevsel olarak benzer fakat biraz
daha biiyiikk 18S molekiilii lizerinde odaklanmistir (Friedrich ve Tautz, 1995,
Madigan ve ark., 1997, Budak, 2007).

rRNA dizilerine ait ¢ok genis bir veri tabani mevcuttur. Ornegin
Ribozomal Veri Tabani Projesi (RDP) su an sayist 100.000°i asan bu tiir dizilere
ait biiylik bir koleksiyonuna sahiptir. RDP’ye internet lizerinden erisilebilmekte
(http://rdp.cme.msu.edu/html/) ve dizilerin yan sira filogenetik egitimler, referans
kaynaklar, yeni olusturulan dizilerin gosterimi ve diger bir takim 6zellikler ev
sahipligi yapmaktadir.

SSU rRNA’larin filogenetik bir ara¢ olarak kullanima, 1970’lerde Illinois
Universitesi'nden Carl Woese onciiliik etmistir ve bu yontem giiniimiizde tiim
biyolojide yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu basarisindan dolay1 2003 yilinda
Isve¢ Kraliyet Bilim Akademisi tarafindan, biyolojide bilimsel basarinin en
yliksek Olclitii olarak goriilen Crafoord ddiiliine layik goriilmiistiir.

Ribozomal RNA dizilerinin elde edilmesi ve filogenetik agaclarin
olusturulmasi, molekiiler biyoloji ve bilgisayar analizlerinin beraber yliriitiilmesi
sonucu su an oldukca rutin hale gelmistir. Yeni bulunan diziler, Gen Bank,
DDBS ve EMBL gibi genetik veri tabanlarindaki mevcut diziler ile
karsilagtirilabilir. Daha sonra aga¢ olusturan bir algoritma kullanilarak dizilerin
tabiatinda olan evrimsel bilgiyi en iyi sekilde ifade eden filogenetik bir agac
cizilebilir. (Madigan ve ark., 1997).

Cekirdek rDNA’lar ile birlikte mtDNA’larda filogenetik analizlerde
kullanilmaktadir. Baz1 haslamlilar (cnidaria) disindaki ¢ok hiicreli canlilarda
mtDNA kapali halkasal DNA molekiiliinden olusur. Bu molekiiliin ortalama
buytlkligi 14 ile 17 kb kadardir. Mitokondri DNA’sindaki bu biiyiikliik
degisimine ragmen gen igerigi ¢cok az degismistir. Biiyiikliik degisiminin temel
nedeni sifreleme yapmayan bolgelerin uzunlugundaki degisim veya mtDNA’nin
bazi bolgelerinin tekrarlamasidir (Hwang ve ark., 1999, Budak, 2007). Genelikle
mtDNA’lar1 genellikle 36 veya 37 gen igerir; iki tanesi ribozomal RNA’lar i¢in
(16S rRNA ve 12S rRNA), 22 tanesi tRNA’lar i¢in ve 12 veya 13 tanesi
multimerik proteinlerin alt {initeleri i¢indir ( sitokrom oksidaz, ATP sentetaz VI

ve VIII [A6 ve A8], NADH dehidrojenaz 1-6 ve 4L [ND1-6, ND4L], ve sitokrom
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b apoenzim [Cytb]). Bunlara ek olarak genellikle en az bir tane degisken
uzunlukta sifreleme yapmayan diziler vardir (kontrol bolgesi veya A+T ce zengin
bolgeler, vb.). Omurgalilarda ve bdceklerde bu sifrelenmeyen bolgeler mtDNA
replikasyonunu ve transkripsiyonunu diizenleyen ve baslatan elementler igerir
(Hwang ve ark., 1999, Budak, 2007).

Mitokondri DNA’s1 ¢ekirdek genomundan daha hizli evrimlesir. Bundan
dolay1 bircok mitokondri proteini sifreleyen genler familya, cins, tiir ve
populasyon gibi alt kategorik seviyelerin filogenetik iliskilerini incelemek
amaciyla kullanilir. Protein sifreleyen genlerin tiglincii kodonlarindaki yiiksek yer
degistirme mutasyonlar1 frekanslarindan dolay1 bu tiir genler tiir veya populasyon
seviyesindeki filogenilerde kullanilir (Navajas ve ark., 1996, Budak, 2007). Diger
yandan, amino asit dizileri daha fazla korundugu i¢in, amino asit dizileri familya

gibi daha {ist kategorilerde kullanilir (Frati ve ark., 1997, Budak, 2007).

1.3. DNA Barkodlama (DNA Barcoding)

DNA dizi analizi evrimsel ge¢cmisi arastiran ¢alismalar i¢in ¢ok yararlt bir
aractir. DNA dizi analizi, yasamin cesitliligini ortaya ¢ikarmasina ve grup ici
evrimsel iligkilerin arastirilmasina yardimer olmaktadir. Sistematikgiler i¢in diger
bir faydasi ise birbirlerine ¢ok benzer olan organizmalarin tiir smirlarimni
coziimlemede yardimci olmaktadir. DNA’ya dayali filogenetik analiz yontemleri
ve gen ¢esitliligi sasirtic1 derecede ¢ok olmasina ragmen, calisilan bazi gruplar
disinda uygulamalar smirlidir. Tek bir genin biitiin tlirler i¢in dizilemesinin
yapilmasi taksonomi i¢in biiylik dl¢iide potansiyel kullanima sahiptir olacaktir.
Birgok aragtirmacinin merak ettigi soru, DNA analizi ile tiir tanimlamasinin
miimkiin olup olmadigidir. Teorik olarak kisa bir DNA dizisi, 10 milyon ile 100
milyon tiirii teshis etmek igin yeterlidir. Ornegin protein kodlayan 600 niikleotid
uzunlugundaki bir gen i¢in kodonlarin {i¢iincii pozisyonunda 200 niikleotid vardir.
Bu konumlarda, yedekleme orani secici olarak notrdiir ve rastgele siiriikklenme ile
mutasyonlar biriktirilir. Bir organizma grubunun iigiincii niikleotid pozisyonunda

sadece adenin veya timin (alternatif olarak guanin veya sitozin) — en kdtiimser
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thtimalle- bulundursa dahi {i¢iincii niikleotid pozisyonu i¢in 2200 veya 1060 farkli

dizi ihtimali vardir (Stoeckle, 2003, Budak, 2007).

Tek bir hedef gen ile DNA sekans analizi yapilarak teshis yapilmasi DNA
cubukkod (DNA barcoding) olarak adlandirilir. Hayvanlar aleminde en azindan
farkl1 subelerden bazi yakin tiirler icin COI analizi ayrim yaparak DNA
cubukkodlamaya destek vermistir (Hebert ve ark., 2003).

DNA cubukkodun faydalar1 nelerdir? Evrensel oldugundan tiir teshisleri
icin pratik bir metottur ve genis bilimsel uygulama alanina sahiptir. Koruma
biyolojisi ve biyolojik cesitlilik arastirmalar1 i¢in ¢ok kullanigli bir aractir.
Yumurta ve larva formlarimin teshisi, mide icerigi ve digki analizlerinde
potansiyel bir kullanima sahiptir. Taksonomi uzmanlar tiir teshisleri i¢in yeterli
sayida olmadigindan DNA ya dayali tiir teshisi biyolojik bilgi hazinesinin
kapilarini agacaktir (Budak, 2007).

Yeryiiziinde yasayan tiir sayist bilinmemektedir. Yaklasik olarak 1.7
milyon canli tiirii isimlendirilmis ve muhtemelen 10 milyon tiir (Bacteria
veArchaea hari¢) tanimlanmay1 beklemektedir. Belki de biiylik hayvanlar arasinda
dahi sanildigindan daha yaygin olan gizli (cryptic) tiirlerin tanimlanmasina
ayrintili populasyon analizleri yardimer olacaktir. Ayni genin (veya gen setinin)
farklt organizmalarda DNA dizilemesi, su an i¢in miimkiin olmayan hayatin
cesitliliginin - kavranmasmma ve tiirlesmenin  altinda yatan  siireclerin

aydinlatilmasina katkida bulunacaktir (Budak, 2007).

1.4. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

1.4.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; bir ya da daha fazla eslesmemis elektron igeren, kisa
omiirli, kararsiz, molekiil agirlig: diisiik, son derece reaktif olan ve hem organik
hem de inorganik yapida bulunabilen molekiillerdir, aynm1 zamanda intraselliiler
serbest radikal (SOR) olarak da bilinirler (Nordberg ve Arner, 2001; Yildizdas,
2003; Tiliice, 2005; Kara, 2009). Organizmadaki serbest radikaller ile antioksidan
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savunma sistemi arasindaki dengenin, fizyolojik veya patolojik siire¢lerin sonunda

olusan serbest radikaller lehine kaymas1 oksidatif stresi gosterir (Kara, 2009).

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl
olarak olusurlar. Baslica, oksijenin normal metabolizma basamaklarinda
indirgenmesi ile ac¢iga c¢ikmaktadir. Ayrica, organik maddelerin c¢lirlimesi,
boyalarin kurumasi ve plastik maddelerin islenmesi gibi endiistriyel islemlerde
oksijenin kismi rediiksiyonu ile olusabilmektedir. Ote yandan hava kirliligi yapan
fitokimyasal maddeler, kimyasallara maruz kalma, sigara dumani solventler gibi
cevresel faktorler, iyonize ve ultraviyole edici radyasyon, bazi antineoplastik
ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi aliskanlik yapici maddeler gibi g¢evresel
kimyasal etkilerle kars1 karsiya kalma sonucunda hiicrelerde radikallerin ¢ogaldigi
ve hipoksi, inflamasyon, 1s1, yogun egzersiz, iskemi, travma, karbon tetrakloriir,
parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari, gibi durumlarin radikal olusumunu
tetikleyen faktorler oldugu ileri siirtilmektedir (Tiliice, 2005; Tekcan, 2009).

Cizelge 1.1°de baz1 serbest oksijen radikalleri kaynaklar1 gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Bazi serbest oksijen radikalleri kaynaklar1 (Kara, 2009).

Endojen kaynaklar Eksojen kaynaklar
Mitokondriler (solunum zinciri) Radyasyon

Hiicre zar1 (prostoglandin sentezi) Tlaglar

Sitokrom P-450 Sigara,Alkol,Uyusturucu

Aktive l6kositler (fagositoz)

Metal iyonlar1

Mikrozomal elektron tasima zinciri
Oksidan enzimler

Artmig serbest oksijen radikallerinin belli bash zararlar1 su sekilde

siralanabilir;

*  Hiicre organelleri ve membranindaki lipid ve protein yapisini bozarlar,

* Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler,

*  DNA'y1 tahrip ederler,

*  Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar,

* Elastaz, proteaz, fosfolipaz, ksantinoksidaz, indolamin, galaktoz oksidaz

gibi litik enzimleri aktive ederler,

15



@) ANADOLU UNIVERSITESI

* Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar,

* Trombosit agregasyonunu arttirirlar,

*  Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar,

* Hiicre disindaki kollagen doku bilesenlerini, savunma enzimlerini ve
transmitterleri yikarlar (Ozkaya, 2007)

*  Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sisteminin etkisini

azaltirlar (Ardag, 2008)

1.4.2. Antioksidan Sistem

Organizma degisen kosullara karsi hiicresel homeostazisi korumak
durumundadir. Serbest radikaller ve lipit peroksidasyonuna karsi bu yolla
antioksidan bir savunma sistemi olusturularak hiicresel denge korunmaya

calisilmaktadir (Tiiliice, 2005).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu Onleyen veya mevcut
radikalleri yok ederek hiicrenin zarar gérmesini engelleyen, yapisinda genellikle
fenolik fonksiyonel grup igeren, dokularda dogal olarak bulunan ve farkhi
oksidasyon reaksiyonlarmni diizenleyen molekiillerdir. (Cutler ve ark., 2005;
Ardag, 2008). Antioksidanlar hiicreleri, hem direkt, hem de indirek olarak
ksenobiyotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin
istenmeyen etkilerine kars1 koruyan maddelerdir (Ozkaya, 2007). Viicut igin bir
nevi kalkan olan bu kimyasal molekiillerin 6zelligi, kendi elektronlarini vererek
serbest radikalleri etkisiz hale getirmeleri ve bu siirecte kendilerinin serbest
radikal haline gelmemeleridir (K&hkonen ve ark., 1999). Antioksidanlarin serbest
radikalleri nétralize etmelerinin Onemi ise daha Oncede belirtilmis olan,
intraselliiler serbest radikallerin sebep oldugu hastaliklar1 onlemeleridir (Ardag,

2008).

Antioksidanlar farkl sekillerde siniflandirilmaktadir; endojen ve ekzojen
kaynakli antioksidanlar ve ya serbest radikalin meydana gelisini engelleyenler ve

mevcut olanlart etkisiz hale getirenler (siipiiriicli) seklinde ikiye ayrilabilirler.
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Ayrica  enzimatik ve  non-enzimatik  antioksidanlar  seklinde  de

siniflandirilabilirler.

A. Enzimatik Antioksidanlar: Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz,
selenyum bagimli glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon
S-transferaz (GST).

B. Non-enzimatik Antioksidanlar: C vitamini, A vitamini, E vitamini,
flavinoidler, melatonin, {irik asit, haptoglobulin, albumin, sistein, seruloplazmin,
transferin, laktoferrin, ferritin, oksipurinol, ubikinon (koenzim Q10), bilirubin,
mannitol, lipoik asit ve hemopeksin (Ozkaya, 2007; Kara, 2009; Eren, 2008).
Sekil 1.1°de Antioksidanlarin smiflandirilmasi gosterilmistir (Ozkaya, 2007).

ANTIOKSIDANLAR ]
|

| '

ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN

ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR

50D, Katalaz, GSH-Px, . Lol .

Glutatyon Redikiaz Mineraler —~———= Organosiilfiir Bilegikleri
Cinko, Selenyum Allium, Allil Salft, Indoller

—= Karotenoidler

xil‘:ggﬁ]ilr?fwtamin C. = Beta_—KaraLen, Likopen,
Vitamin E, Vitamin K Lutein
DU§ﬁk Molekiiler e Antioksidan
Agirhikh Antioksidanlar Kofaktorler
Glutatyon, Urik Asit, Koenzim Q,,
POLIFENOLLER ——
Flavonoidler . - Fenolik Asitler
J, l *‘ .. Hidroksi-benzoik Asit
Flavam_:-nlar Flavonlar isoflavanoidier Gallik Asit, Ellagik Asit
Hesperitin Krisin Genistein,
o Flavanollar » Hidroksi-sinnamik asit
Flavonollar Antosiyanidinler Katesin, EGCG, Ferolik, pkumarik

Cuercetin, Kaempferol  Sivanidin, Pelagonidin

Sekil 1.1 Antioksidanlarin siniflandirilmas (Ozkaya, 2007).
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1.3.2.1. Enzimatik Antioksidanlardan GST ve Katalaz

Katalaz (CAT)

Katalaz (EC 1.11.1.6) hidrojen peroksit radikalinin asir1 miktarda arttig1
ortamlarda aktivite gosterir ve reaktifin molekiiler oksijen ve suya par¢alanmasini
saglayarak hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu saglar (Kara, 2009; Tekcan,
2009). Katalaz enzimi dogada da ¢ok genis yayilim gosteren bir enzimdir, dyle ki
bu enzimi tagimayan canli tiirii hatta dokusu yok denilecek kadar azdir. Insan da
en yuksek aktiviteye; karaciger, bobrek dokular1 ve eritrositlerde sahiptir. Hiicre
igerisinde daha ¢ok peroksizom ve mitekondrilerde konumlanmis halde bulunur

(Yildiz, 1999) .

Esas olarak peroksizomlarda bulunur ve yapisinda 4 adet hem molekiilii
iceren glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Leew ve arkadaslar tarafindan
ilk kez 1901 yilinda dogada saptanmasinin ardindan, 1937 yilinda Sumner ve
Dounce tarafindan karacigerde bulundugu gosterilmistir (Kara, 2009; Tekcan,

2009).

Katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan hidrojen peroksit
radikali ortamdan wuzaklastirilir. Katalaz, hidrojen peroksitin  yiiksek
konsantrasyonlarda parcalanmasinda goérev alirken, glutatyon peroksidaz diisiik
hidrojen peroksit konsantrasyonlarda detoksifikasyon reaksiyonunu katalizler ve
bu durumda katalazdan daha etkindir. Dahasi katalaz enzimi H,O;’in olustugu
tiim hiicresel bilesenlerde bulunmaz, bu da katalazin oksijen radikallerinin
olusumundan korunmada ikincil 6neme sahip oldugunu akla getirmektedir

(Tiiltice, 2005).
Katalaz enziminin temel olarak 2 fonksiyonu vardir;

1. H;O’nin H,O ve O;’ye parcalanmasini saglayan detoksifikasyon

reaksiyonunu katalizler;

Katalaz
2H,.0, — » 2H,0+0,

18



@) ANADOLU UNIVERSITESI

2. H vericilerini (6rnegin: metanol, etanol, formik asit ve fenol) 1 mol

peroksit harcayarak katalizler;

Katal
ROOH + AH, ——22 . H,0 + ROH + A

Glutatyon S-Transferaz

Kisaca GST seklinde gosterilen glutatyon S-transferaz (E.C.2.5.1.18)
enzimleri, endojen ve ekzojen kaynakli, elektrofilik ve hidrofobik toksik
maddelerin detoksifikasyonunun metabolik yolunda, bu maddeleri Glutatyon
(GSH) ile birlestirerek daha az toksik olan ve suda ¢oziinebilen iiriinlere
dontstiirilmesini  katalizleyen ve bircok gen bolgesi tarafindan ifade edilen
homodimerik ya da heterodimerik yapida olan Faz II detoksifikasyon enzim

ailesinin bir liyesidir (Dagget ve ark., 1998; Casalino ve ark., 2004; Bas, 20006).

G5T
ROOH + 2GSH —— GS5G+ROH+HO

GST tarafindan katalizlenen bu ilk basamakta, Glutatyon (GSH) ile
endojen ve eksojen hidrofobik elektrofillerin baglanmasi ger¢eklesir. GSH, GST
enziminin c¢alisabilmesi i¢in tepkime ortaminda mutlaka bulunmalidir. GST
enzimi, GSH bagimli ¢alistig1 i¢in, GSH’a kosubstrat da denilmektedir. GSH
disindaki diger substratlar, olduk¢a genis bir yayilim gdosterdiklerinden dolayi,
GST enzimi, kismi substrat 6zgiilliigli gosteren bir enzimdir. Basta arasidonik asit
ve lineolat hidroperoksidleri olmak iizere lipid peroksidlerine karst GST’ler Se-
bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi goOstererek bir savunma mekanizmasi
olustururlar. GST’ler antioksidan aktivitelerine ek olarak ¢ok Onemli baska
biyokimyasal fonksiyonlara da sahiptir. GST hem detoksifikasyon yaparlar hem
de hiicre ici baglayici ve tasiyici rolleri vardir. Katalitik olarak; ksenobiyotikleri

rediikte glutatyondaki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik
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bolgelerini notralize ederler ve iiriiniin daha fazla suda ¢oziiniir hale gelmesini
saglar. Olusan bu GSH konjugatlar1 bdylece organizmadan idrar ter gibi yollarla
atilabilir veya daha ileri metabolitik yolaklar icin substrat haline gelirler (Habig ve
ark., 1974; Bas, 2006; Tiiliice, 2005). Ayrica besinlerle alinan toksik maddelerin,
metabolik  islemleri sirasinda, aliman besinlerin, besinsel degerlerini

kaybettirmeksizin eliminasyonunu saglar (Bas, 2006).

1.5. Calisma Organizmasi

Orthrias tiirleri ilk olarak Cobitidae familyasi igerisinde kabul ediliyor ve bu
aileye lyelerine biiyiik benzerlik gosteriyordu. Son zamanlarda yapilan birg¢ok
calismada Balitoridae familyasi icerisinde kabul edilmistir.

Orthrias; Animalia, Chordata, Pisces, Osteichthyes, Actinopterygii,
Cypriniformes, Balitoridae, Orthrias, Orthrias angorae, Orthrias pantera,

Orthrias tigris (Steindachner, 1897) seklinde siniflandirilir.

Familya : Balitoridae

Bu kiiclik viicutlu baliklar hizli akan sularda kayalara tutunarak yasarlar.
Ventral ylizgecleri kayalara tutunabilmek i¢in modifiye olmus bu ailenin iiyelerini
biiyiik emici agizlara sahiptirler. Cobitidae familyasina biiylik benzerlik gosteren
bu familya ait tyelerin agizlarinin etrafinda 3 c¢ift biyik bulunur. Bu
Ozelliklerinden dolay1 Cobitidae familyasina benzerlik gosteren Balitoridae

familyasinin 52 genusu ve 500'den fazla tiirii vardir (Geldiay ve Balik, 1988).

Cins : Orthrias (HASSELT, 1823)

Viicut ig seklinde, rengi koyu kahverengi veya kahverengi-sar1 iizerinde
benekler bulunur. Bir ¢ifti agiz kenarlarinda, iki ¢ift de iist dudakta olmak tiizere
Ug ¢ift bryiklart mevcuttur. Gozlerin altinda diken bulunmaz. Dorsal yiizgecleri 6-
18 dallanmis 151n igermektedir. Kaudal ylizge¢ dis biikey, diiz ve derin gatall
olabilmektedir. Yiizme keseleri kemik bir kapsiille tamamen ortiiliidiir. Cizelge
1.2 ‘de Orthrias tiirlerinin diagnostik 6zelliklerin karsilastirilmistir (Geldiay ve
Balik, 1988).
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Cizelge 1.2. Orthrias tiirlerinde diagnostik 6zelliklerin karsilastiriimasi (Geldiay ve Balik, 1988).

Tiirler D A P \Y%
O.angorae II-1117-8  1IS 19-10 16-7
O.panthera -1 7-8 115 110-11 16
O.tigris I-1nr7-8 115 110-11 17
O.tschaiyssuensis o s 19-11 11 6-7
O.lendli 117-8 I 5 19-10 15-6
O.insignis 111 8-9 Irs 19-10 I 6-7
O.malapterurus 1 7 Irs 110 17
O.argyrogramma 111 8-9 s 19-10 15-7

Tiir: Orthrias angorae (Steindachner, 1897)

Viicut silindirik olup, ¢ok kiigiik pullarla ortiilmiistiir. Standart boy
maksimum viicut yiksekliginin 5,3 — 5,5, bas uzunlugunun 3,9 — 4,3, bas
genisliginin 6,8 — 7,1, bas yiiksekliginin 7,1 — 7,5 kat1 kadardir. Gozler kiiclik ve
bas uzunlugu g6z ¢apinin 6,0 — 6,3 katidir. G6z ¢ap1 burun uzunlugunun 1,5-1,8
katidir ve asag1 yukar1 gozler arasi mesafeye esittir. Pektoral yilizgecler ¢ok
uzundur ve Ventral' lerin iyice yakinina kadar uzanabilir. Dorsal yiizgeg, burun
ucuna ve kuyruk yilizgeci baslangicina esit mesafede bulunmaktadir. Kuyruk
ylizgecinin serbest kenar1 biiyiik bir varyasyon gostermekte olup, bazi bireylerde
diiz, bazilarinda ise derinligi az ¢ok degisen bir girinti meydana getirir. Renk ¢ok
degisken olmakla beraber, genellikle gri-sart goriiniistedir. Viicudun sirt
bolgesinde ve yan taraflarinda, g¢esitli biiylikliikte ve gelisi glizel dagilmis olan
kahverengi — esmer benekler bulunmaktadir. Bu tiir, genellikle temiz ve serin olan
nehir ve caylarin bilhassa yavas akan gakilli-kumlu zeminlerinde yasarsa da,
bazen gollerin fazla derin olmayan kiy1 zonlarinda da bulunur. Gececi 6zellikte
olup giindiizleri daima taglar altinda gizlenen ve sedenter olarak yasayan bir zemin
baligidir. Temiz sular1 tercih etmekle beraber, pollusyona karst 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 ¢akillar, taglar ve bitki gdvdeleri
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lizerine yapistirilir. Baslica gidasini bentik omurgasizlardan kurtlar ve bdcek
larvalari olusturur. Bu tiir ilk olarak Ankara civarinda bulunmus ve ayni1 zamanda
Coruh, Kura ve Aras nehirleri, Bulgaristan, Orta Anadolu gol ve Akarsulari, Van
golii, Hazar golii, Cildir golii, Firat ve Dicle nehirlerinin iist kollarinda yayilis

gosterdigi bildirilmistir (Geldiay ve Balik, 1988).

Sekil 1.2. Copgii balig1 (Orthrias angorae, Steindachner, 1897)

Tiir : Orthrias tigris (Heckel, 1843)

Standart boy maksimum viicut yiiksekliginin 5,3 — 5,7, bas uzunlugunun
4,9 — 5,5, bas genigliginin 6,5 — 7,3, bas yiiksekliginin 7,0 — 7,4 kat1 kadardir.
Gozler kiigiik ve bas uzunlugu goz capinin 4,1 — 4,6 katidir. Uzunlugu en fazla
I1cm. civarindadir. Viicudun 6n kismi ciplak, orta ve arka kismi ise kiiclik
pullarla ortiilidiir. L.lat. tam olup kuyruk yiizgecine kadar uzanir. Viicut genel
rengi sar1 veya gri — kahverengi olup, yan taraflarinda sayilar1 12-15 arasinda
degisen transversal olarak uzanan siyah renkli iri benekler vardir. Dorsal ve
kaudal ylizgegler lizerinde ise enine 2 — 3 sira halinde seyreden koyu renkli bantlar
goriilmektedir. Anadolu'nun 6zellikle Dogu ve Giineydogu bolgelerine 6zgii olan
bu tiir ilk olarak Halep’te bulunmustur. Bu tiiriin Firat, Dicle, Ceyhan, Asi
nehirleri, Gliney Suriye, Kura ve Aras nehirlerinde yayilis gosterdigi bildirilmistir

(Geldiay ve Balik, 1988).

Sekil 1.3. Copcii balig1 Orthrias tigris (Heckel 1843) .
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Tiir : Orthrias panthera (Heckel, 1843)

Viicut yanlardan basik, standart boy maksimum viicut yiiksekliginin 5,4 —
5,7, bas uzunlugunun 4,1 — 4,4, bas genisliginin 6,6 — 6,9, bas yiiksekliginin 7,5 —
8,1 kat1 kadardir. Gozler kiicik ve bas uzunlugu goz capmin 4,5 — 4,8 kati
kadardir. Kuyruk sap1 kisa, dorsal ve ventral taraflarinda koérelmis i1sinlardan
olusan sertlesmis birer karina vardir. L.lat. tam olmayip ancak dorsal ylizgecin
baslangicina kadar uzanmaktadir. Viicudun genel rengi sarimtirak beyazimsi olup,
bas bolgesi ile yan taraflart ve sirt kismi diizensiz sekilli, adeta panter derisini
andiran kahverengi beneklerle slislenmistir. Cografik olarak Liibnan, Suriye,
Urdiin, Firat ve Asi nehirleri, Coruh ve Aras’ta yayilis gosterdigi bildirilmistir

(Geldiay ve Balik, 1988).

Sekil 1.4. Orthrias panthera (Heckel, 1843)
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1.6. Amag¢

Calismamizdaki birincil amag, daha o©nce morfolojik ve fenotipik
yontemler ile Orthrias cinsine dahil edilmis ve yine bu yontemlere gore tiir
diizeyinde teshis edilmis li¢ ayr1 Orthrias cinsinin 18S rDNA ve COI dizileri
kullanilarak, bu Orthrias cinslerinin molekiiler karakterizasyonunu saglamak, bu
dizilerden elde edilen verilerin, fenotipik yontemler ile belirlenmis tiir diizeyini
destekleyip desteklemedigini saptamak ve yine bu veriler 15181inda, bu Orthrias
cinsilerine ait tiirlerin diger tiirler ile arasindaki filogenetik iligkiyi ortaya
koymaktir. Ayn1 zamanda COI geninin Orthrias cinsleri i¢in DNA barkodu olarak
kullanilabileceginin arastirilmasi bu tez konusunun amacini olusturmaktadir.

Ikincil amac olarakta; aym yasta olmasma dikkat edilerek Kars cay:
boyunca toplanan Orthrias angorae drneklerinde bulunan antioksidan enzim ailesi
tiyelerinden GST ve Katalaz enzimlerinin immunohistokimyasal isaretleme ile

lokalizasyonunun belirlenmesi hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.Materyal
2.1.1. Calisma organizmasi: Orthrias

Bu calismada kullanilan baliklar Cizelge 2.1°de belirtilen havzalarda
serpme aglarla yakalanmistir. Laboratuarda cayin kendi suyu kullanilarak

hazirlanmis olan akvaryumlara konularak, arastirmalarda kullaniimak iizere

bakimi gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.1. Calisma organizmasinin toplandigi havzalar
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2.1.2. Cahsmada kullamlan kimyasallar (Ozi¢ (2008)’ den modifiye

edilmistir)

=  Ampisilin: 1000x ampisilin stok soliisyonu (Harmful Katalog no:A
0104) kullanilmustir.

* Etidyum bromiir: 10 mg/ml stok soliisyonu hazirlandi.(SIGMA
Katalog no: E 8751)

= Tris : MERCK Katalog no: 1.08387

* Tris HCL: SIGMA Katalog no:05432

= EDTA: FLUKA Katalog no: 03620

» zopropanol: Riedel de haen Katalog no: 24137
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NaOAc ( Sodyum orta asetat):

TE: Tris ve EDTA

Etanol (Riedel de haen Katalog 10:071029): Farkl
konsantrasyonlarda etanoller kullanildi (% 70, % 75, % 90 ve % 100).
DNaz: PROMEGA Katalog no:M610A RQI 1U/uLL
Fenol-Kloroform-izoamilalkol: SIGMA

Kloroform: Sigma, Katalog no:C2432

Gliserol: % 80’lik gliserol kullanildu.

RNaz: SIGMA Katalog no: 103K7660

10X TBE: 108 gr trizma base (Sigma katalog no: 114K5415) ve borik
asit (Fluka) 600 ml H,O da iyice ¢oziiliir. Daha sonra {izerine 40 ml
0.5M EDTA (FLUKA Katalog no: 03620) eklenir. Toplam hacim 1 It’
ye tamamlanir.

Primer antibody (GST antibody)

Primer antibody (Catalase antibody)

Sekonder antibody (GST antibody)

Protein A gold (20 nm Colloidal Gold)

Gelatin Capsule Holder, For size ‘00’

Glass Knife Boats

Glass Knife Strip (6.4 mm X 25 mm X 400mm )

FF200-Ni Formwar Film Only 200mesh

Numbered Grid Storage Box

LR White MediumGrade (Chemical Comp: %80 polyhydroxy,
%19,6 C12 methacrylade, %0,9 Benzoly peroxide)

%16 Parafor Formaldehy.Sol.10ml.

Uranyl Acetate 25 gr.

Silver Acetate 100gr
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2.1.3. Cahsmada kullamlan cihazlar (Ozi¢ (2008)’ den modifiye

edilmistir)

Etiiv: GENHART firmasina ait THERMO SHAKER THO 220 etiivii
kullanildi.

Santrifiij: THERMO IC santrifiij, BECKMAN COULTER firmasina
ait microfuge 22R tiirli sogutmali santrifiij ve BECKMAN COULTER
Avanti J 301 kullanildi.

Otoklav: Eastern Medical firmasina ait Vertical Autoclave tip otoklav
kullanildi.

PZR Aleti: BIORAD firmasma ait iCycler thermal model PZR aleti
kullanildi.

Agaroz Jel Elektroforezi: Thermo EC25090

UV Jel Goriintiilleme: Uvitec M02 4611

pH Metre: Orion

Vortex: IKA MS2

Su banyosu: Memmmert D-91126

Is1 blogu: Thermoblock Clifton B11

Nanodrop spektofotometre: Metek ND-100

Spektofotometre: UV-2101 PC Shimadzu

Terazi: Ohaus pro AV812

TEM (Taramah Elektron Mikroskobu)

Beckman Coulter marka CEQ 8000 Genetik Analiz Sistemi icin
DNA SEP. CAPILLARY ARRAY (33 cm x 75 um) .

Beckman Coulter marka CEQ 8000 Genetik Analiz Sistemi icin
SAMPLE MICROTITER PLATES 200 pl/well.

2.1.4. Calismada kullanilan Kitler (Ozi¢ (2008)’ den modifiye edilmistir)

QIAquick PZR purification kiti (QIAGEN cat no: 268106)
QIAGEN plazmid mini kit (QIAGEN cat no: 12123)
pGEMTeasy vektorsistemi (PROMEGA cat no: 212440)
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= Beckman Coulter marka CEQ 8000 Genetik Analiz Sistemi icin
CEQ DTSC KIT (CEQ™ DTCS Quick Start Kit (Sample Loading
Solution (SLS), Genomelab-Beckman Coulter, 6.0 mL ile birlikte
verilmeli)
= Beckman Coulter marka CEQ 8000 Genetik Analiz Sistemi icin
SEPERATION GEL KIT (Separation Gel LPA, (for CEQ 8000,
CEQ 2000XL and CEQ GeXP) Single Plate Format,1,10 ml, Average
Molecular Weight: 7.4 x 106 Da Gel Viscosity: 53,400 cp
= Beckman Coulter marka CEQ 8000 Genetik Analiz Sistemi igin
SEQUENCING SEPARATION BUFFER
= RevertAid first strand cDNA sentez Kiti (Fermentas cat no: K1622).
Kit i¢in kullanilan kimyasallar asagida belirtildigi gibidir:
- Kullanilan reaksiyon tamponu: 5x M-MLV RTase Buffer:
250 mM Tris-HCI (Promega Cat. No: M531)
- RNazin riboniikleaz inhibitorii: 2500 U, Konsantrasyon: 40
u/pl (Promega Cat. No: N2511)
- M-MLYV RTaze biiyiikligii: 50 000 U, Konsantrasyon: 200
U/ul (Promega Cat. No: M1705)
- Oligo dT18primer: S’CTTAATTTTTTTTTTTTTTTT3’,
Melting Temp: 36 °C

2.1.5. Cahsmada kullamilan DNA polimeraz setleri (Ozi¢ (2008)’ den
modifiye edilmistir)

Fermantas ve SigmaTaq polimeraz seti (Su/ul)
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2.1.6. Calismada kullanilan primer setleri

Cizelge 2.2. Caligmada kullanilan primerler ve Tm degerleri.

18s Uni F 5 CTGCCAGTAGTCATATGC 3’ 54°C
18s Uni R 5S’ACCTTGTTACGACTTTAC 3° 50°C
UnivCoxI-F 5" TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC ¥’ 68 °C
UnivCoxI-R | 5> TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3’ 70°C

2.2.Yontemler

2.2.1. Biyoinformatik analizlerde kullamilan programlar (Ozi¢ (2008)’
den modifiye edilmistir)

GeneTool (Versiyon 1.0): Gene ait restriksiyon analizi, primer tasarimi
gergeklestirilmesi gereken nokta mutasyonlarinin belirlenmesi, yatay ve dikey
hizalamalarda bu program kullanilmstir.

PepTool: Simiflar arasindaki benzerlikler aa dizi bilgileri kullanilarak
belirlenmistir.

ClustalW(1.83), dikey hizalama ve aga¢ analizlerinin olusturulacag:
programlara veri hazirlanlanmasinda kullanilmstur.

MEGA programi ile filogenetik aga¢ olusturulmustur.

SWISS-MODEL programu ile ii¢ boyutlu tahmini yap1 analizi yapilmstir.
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2.2.2. Orthrias genomik DNA izolasyonu (Ozi¢ (2008)’ den modifiye

edilmistir)

Genomik DNA izolasyonu protokolii:

)

2

3)

4

5

6)

7)

8)
9)

Orneklere ait dokular, bir petri kabi icinde bisturi yardimiyla
parcalandiktan sonra bir ependorf tiipiine alinmistir.
Uzerine;

200ul dH,O

50ul 0,5M EDTA

10ul %20 sarkosyl

10ul proteinaz K (10mg/ml)

10ul 1M Tris- HCI (pH:8)

Sul 5M NaCl

Karigim 5 dakika boyunca vortekslenmistir.

30 dk. boyunca 65°C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletilmistir. Bu
stiregte her 10 dakikada bir vortekslenmistir.

Hiicre siispansiyonuna kendi hacmi kadar
fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ilave edilmis ve yavasga ters-
diiz edilmistir.

5 dk. 13000 rpm’de santrifiij edilmigtir.

Ustteki s1v1 tabaka pastdr pipetiyle (veya agzi jiletle kesilen 1000
ul’lik mikropipetle) alinmig ve yeni bir tiipe aktarilmistir.
Fenol:kloroform:izoamil alkol islemi 3 defa yukarida belirtildigi
sekilde yapilmistir. Her adimda santrifiij sonunda elde edilen
iirlinlerden iist s1vi alinmig ve temiz bir ependorf tiipline alinmistir.
Yeni ependorfa alinmis {ist siviya hacminin 1/10’u kadan 3M NaAc ve
hacminin 2 kat1 kadar absolii etanol eklenip -20°C’de 1 gece
bekletilmigtir.

Siire sonunda 6rnek 10 dakika 13000rpm’de santrifiij edilmistir.

Stipernatant uzaklastirilmis, pelet kurutulmustur.

10) Peletin iizerine 200ul dH,O eklenip pelet ¢oziilmiistiir.
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11) Coziilen peletin tizerine 1/10 hacminde 0,3M NaOAc ve 440ul etanol

eklenip -20°C’de 1 gece bekletilmistir.

12) Siire sonunda drnek 10 dakika 13000rpm’de santrifiij edilmistir.

13) Siipernatant uzaklastirilmis ve pellet kurumaya birakilmistir.

14) Kurutulduktan sonra pelet 100 pl dH,O ile ¢oziilmiistiir.

15) Elde edilen genomik DNA; sirasiyla spektrofotometrik dlgiim ve %

0.8’lik  agaroz jeldeki  goriintiisiine  gore; kalitesi, RNA
kontaminasyonu ve biitlinliigli acisindan kontrol edilmistir (Gaertig et

al., 1994),

2.2.3. Orthrias’lardan total RNA izolasyonu (Ozi¢ (2008)’ den modifiye

edilmistir)

Dokular parcalanmis ve daha sonra 10000 rpm’de 10 dakika

santriifiijlenmistir. Stipernatant uzaklastirilmis ve hiicre ¢okeltisinde TRI reagent

kullanilarak (Sigma) total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

TRI soliisyonu ile total RNA izolasyonu (Tri Reagent)

7
2
3

4)
3)

6)
7)

8)
9)

Dokular 10000 rpm’de 10 dk santriifiijlenerek pelet haline getirilmistir.
Stipernatant uzaklastirilmistir.

Peletin tlizerine 1ml TRI eklenmis ve karigim siirekli pipetlenerek
homojenat haline getirilmistir.

Homojenat 5 dk. oda sicakliginda bekletilmistir.

Daha sonra, TRI’nin her 1 ml’si i¢cin homojenata 200 pl kloroform
eklenmistir.

Orneklerin agz1 sikica kapatilmis ve 15 sn. giigli bir sekilde
calkalanmustir.

Calkalanan karisim 10 dk. oda sicakliginda birakilmustir.

13000 rpm’de 15 dk. 4°C santrifiij edilmistir.

Renksiz olan iist sivi1 faz dikkatlice orta faza dokunmadan alinmis ve

yeni bir tiipe aktarilmigtir.
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10) Ayrilan iist faza 0,5 ml izopropanol ilave edilmistir.

11) Elde edilen numuneler oda sicakliginda 5-10 dk. bekletilmistir.
12) Omek 4°C’de, 8dk. ve 13000 rpm’de santrifiij edilmisti. RNA

cokeltisinin tliplin dip kisminda jelimsi ya da beyaz bir pelet halinde

olustugu gbézlenmistir.

13) Stipernatant uzaklastirilmis ve RNA peleti 1 ml, %75’lik etanol ilave

edilip vortekslenerek yikanmistir.

14) Yikanan ornek, 4°C’de, 5 dk., 8000 rpm’de santrifiij edilmistir.

15) Etanol uzaklastirilmis ve pelet ¢eker ocakta 15-20 dk. kurutulmustur.
16) RNA, 80 pl ddH,O ile ¢oziilmiistiir (Sigma TRI-REAGENT (T9424)

Teknik Biilteni).

17) Elde edilen total RNA sirastyla spektrofotometrik olarak olgiilmiis ve

% 0.8’lik agaroz jelde analiz edilmistir (TRI-SIGMA teknik biilten).

2.2.4. Total RNA’min DNAz muamelesi (Ozi¢ (2008)’ den modifiye

edilmistir)

Izole edilen total RNA Kkalitesi bakimindan incelemek iizere

spektrofotometrik ve % 0.8 agaroz jelde goriintiilenmistir. Bu islemlerden sonra,

DNA ile kontaminasyonunu ¢6zmek i¢in DNaz ile muamelesi edilmistir.

Total RNA’ya DNaz muamelesi

)
2
3

4)

3)
6)

Hazirlanan RNA  siispansiyonu RNase’dan armndirilmis  dH,O
kullanarak 250 pl *ye tamamlanmaistir.

80 pul, 50 mM Tris ( pH 8.8) ve 5.5 ul DNAse RQ1 (1u/pl, Promega),
enzimi eklenmistir.

Karigim 38°C’ye ayarli su banyosunda 20 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda reaksiyon ortamina 335 ul
Fenol:Kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklenerek karigim
vortekslenmis ve 10 dk santrifiij edilmistir.

Olusan siipernatant yeni bir tlipe aktarilmigtir.

Uzerine 35 ul 3 M Na-O-Ac ve 700 ul saf ethanol eklenmistir.
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7) 1-24 saat siireyle -20 °C’de inkiibe edilmistir.
8) Inkiibasyon sonunda karistm 12000 rpm’de 5 dk. santrifiijlenmis ve
slipernatant uzaklastirilmistir.

9) Pellet ¢eker ocakta kurutulmus ve 80 ul dH,O ile ¢oziilmiistiir.

2.2.5. DNA ve RNA’larin spektrofotometre’de ol¢iimii, miktar ve kalite
Tayini (Ozi¢ (2008)’ den modifiye edilmistir)

DNA ve RNA o6rneklerinin nanodrop’ta 260 ve 280 nm (nanometre) dalga
boylarinda o6l¢iimii yapilmistir. Bu oOlgiimlerde kor olarak, DNA ve RNA

orneklerine ait peletlerinin ¢oziildiigii tampon kullanilmstir.

2.2.6. Toplam RNA’dan geri transkripsiyon (RT) reaksiyonu ile
c¢DNA’nin iiretilmesi (Ozi¢ (2008)’ den modifiye edilmistir)

mRNA’dan cDNA’nin elde edilmesi islemi Geri trankripsiyon olarak ifade
edilmektedir. Bu islem Moloney Murine Leukima Viriisii tarafindan kodlanan M-
MLV ve Avian myeloblastosis virus tarafindan kodlanan AMV enzimleri
tarafindan  gergeklestirilmektedir. Bu enzimler RNA bagimhi DNA
polimerazlardir. Bunlar bir primerin hibridize oldugu tek iplikli kalip RNA’ya
karsilik gelen cDNA’nmin ilk ipligini sentezlerler. Bu iki enzimde ayni
reaksiyonlar1 katalizlemelerine karst MMLV enzimi AMV enzimine gore daha
fazla kullanilmaktadir. Bunun iki nedeni vardir;

IIki enzimlerin RNaz H aktivitesi arasindaki farkliliktir. Ciinkii AMV
enzimi daha yliksek RNaz H aktivitesi gosterir. Bu da normalde sentezlenecek
olan toplam iirtin DNA’nin boyunu kisalmaktadir.

Ikinci ise; M-MLV enziminin daha yiiksek sicakliklarda ¢alismasidir (Roth
1985; Sambrook 1989).

RT reaksiyonu i¢in Fermentas Revert Aid First Strand cDNA synthesis Kit
( # 1622) kullanilmistir. Tiim basamaklar kit prosediiriine gore yapilmistir. ilk
olarak RNA izolasyonundan elde edilen RNA 6rneginden reaksiyona Sug girecek
sekilde 0.5’1ik PZR tiiplerine buz i¢ine alinmig ve 1ul oligo dT18 eklenerek son
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2.2.7. PZR Reaksiyon Kosullar1 (Ozi¢ (2008)’ den modifiye edilmistir)

Genomik DNA kopyasinin iiretimi:

PZR reaksiyonunda kaynak DNA olarak genomik DNA kullanilmistir.
PZR reaksiyonu yar1 bozuk (F ve R) primerlerle kurulmustur; 2.5 pl 10X tampon,
2.5 pul 25 mM MgCly, 2 pl 2.5 uM dNTP karigimi, 2.5 pl F, 2.5 pl R, 0.5 pl
genomik DNA , 0.2 pul Taq DNA Polimeraz enzimi (5u/pl) lizerine son hacmi 25
ul olacak bigimde12.3ul ddH,O eklenmistir.

c¢DNA kopyasinin iiretimi:

PZR reaksiyonunda kaynak DNA olarak daha onceden RT reaksiyonu
sonucu elde edilen cDNA kullanilmistir. PZR reaksiyonu yar1 bozuk (F ve R)
primerlerle kurulmustur; 2.5 pl 10X tampon, 2.5 pl 25 mM MgCl,, 2 ul 2.5 uM
dNTP karigimi, 2.5 pl F, 2.5 pl R, 0.5 pl cDNA kalib1 (1:10 diliie), 0.2 ul Taq
DNA Polimeraz enzimi (5u/pl) iizerine son hacmi 25 pl olacak bigcimde 12.3 pl
ddH20 eklenmistir.

Her iki iiriin i¢cin kullamlan PZR programi: 94°C’de 2 dk., 94°C’de 1

dk., 55°C’de 1 dk., 72°C’de 1 dk., 72°C’de 4 dk. ve 4°C’de « olacak sekilde

kullanilmistir

34



@) ANADOLU UNIVERSITESI

2.2.8. Agaroz jel analizi ve jel goriintiileme islemi (Ozi¢ (2008)’ den
modifiye edilmistir)

Agaroz jelde yiiriitilen DNA parcalart UVP transillimunator cihazinda
kontrol edilmis ve UV-Photometer jel dokiimantasyon cihazi (UviTec) ile veriler

kaydedilmistir.

2.2.9. PZR Uriinlerinin Jelden Saflastiriimasi (Ozi¢ (2008)’ den modifiye
edilmistir)

RT-PZR sonucu elde edilen firiinlerin agaroz jelde olusturdugu
bantlagmalara ait biiyiikliikkler uygun markerlar kullanilarak tespit edilmistir.
Beklenen biiyiikliige uygun olan bant jelden kesilerek alimmistir. Daha sonra
QIAquick Gel Extraction Kit ve protokolii kullanilarak saflagtirilmasi kit kullanim

kilavuzuna gore gergeklestirilmistir.

2.2.10. PZR iiriiniiniin plazmite ligasyonu (Ozi¢ (2008)’ den modifiye
edilmistir)

PZR {iriiniinii tasiyic1 plazmite eklemesi T-A klonlanmasi (plazmitdeki T
niikleotid ile Taq polimeraz tarafindan PZR iirlinliniin uglarina eklenen A

niikleotidin birlestirilmesi) temeline dayandirilmistir.

PZR iiriinlerine A ekleme reaksiyonu:
1 pl 10X tampon, 1 ul 25 mM MgCl,, 0,5 pl 2.5 uM dATP, 6.5 ul PZR
triinli, 1 pul Taq DNA Polimeraz ile hazirlanan karisim 70°C ‘de 30 dk.

bekletilmis ve sonra PZR iiriinii ligasyona alinmistir.
Ligasyon:

pGEMTEasy (Promega) vektorii klonlama reaksiyonlarinda kullanilmistir.

Vektorler ilgili firmadan elde edilmistir.
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Sekil 2.1. pGEMTEasy (Promega) vektorii.

Ayrica bu firmanin tavsiye ettigi ligasyon protokolii uygulanmistir ve
oncelikli olarak reaksiyona girecek insert orani ng cinsinde hesaplanmistir. Bunun

icin agagidaki formiil kullanilmistir:

Vektér(SOng)xinsert(kb)x Insert(mol)
0.3(kb)vektor Plazmid(mol)

= kullanilmas1 gereken insert miktari(ng)

Kullanilmas1 gereken insert miktar1 yukarida formiille hesaplandiktan

sonra ligasyon reaksiyonu kurulmustur. Reaksiyon asagida belirtildigi gibidir:

2X Rapid Ligation Bufer S5ul

pGEM-T Easy Vektor (50ng/ul) 1 pl

Insert X pl

T4 DNA Ligase (5u/pl) 1 ul

Deiyonize su 10ul’ye
tamamlanmustir.

Reaksiyon, 16 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
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2.2.11. E.coli XL-Blue kompetent hiicre hazirhg (Ozi¢ (2008)’ den

modifiye edilmistir)

Asagida belirtilen deney protokolii uygulanmustir;

)

2)

3

4)

3)

)

7)

8)
9)

LB agarda gelisim gosteren kolonilerden, tek bir koloni segilerek 10
ml LB Broth iceren erlene ekilmis ve 37°C’de 120 rpm’de 16 saat
inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda kiiltiirden 0,2 ml (200ul) alinarak 100 ml’lik taze
LB Broth’a eklenmis ve 120 rpm’de 37°C’de inkiibasyona
birakilmustir.

Inkiibasyon erken logaritmik faza kadar devam ettirilmistir. Erken
logaritmik faza erisen kiiltiiriin 550 nm’deki OD alinarak takip
edilmigtir. Bu islem i¢in, inkiibasyon baglamasindan 70-80 dk. sonra
spektrofotometrik Slgiimler belirli araliklarla yapilmaya baslanmuistir.
Spektrofotometri dl¢limiileri i¢in dH,O kor olarak kullanilmastir.
Kiiltiirtiin 550 nm’deki OD degeri 0.56’ya ulastiginda, kiiltiiriin 50
ml’si falkon tiipline aktarilmis ve 4°C’de 5000 g’de 5dk. santrifiij
edilmigtir. Geriye kalan 50 ml’lik kiiltiir kullanilmak {izere muhafaz
edilmistir.

Santriflij sonunda olusan siipernatant uzaklastirilmis ve tiipiin iizerine
bekletilen diger 50 ml’ lik kiiltiir bosaltilmistir. Ayni kosullarda bir kez
daha santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda siipernatant tamamen uzaklastirilmistir.

Pelete, orijinal kiiltiir hacminin yaris1 kadar (50 ml) soguk 50mM
CaCl, ile resiispanse edilmistir.

Karisim 15 dk. buzda bekletilmistir.

Stirenin sonunda karisim 4°C’de 5000 g’de 10 dk. tekrar santrifii

edilmis ve slipernatant atilmistir.

10) Pelet, orijinal kiiltiir hacminin %2.5 kadar soguk 50mM CaCl, ile

ikinci kez resiispanse edilmis ve 0,6 ml (600 pl) gliserol (%80’lik)

eklenmistir.
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11) Karistirma bittikten sonra, dnceden buzlukta tutularak sogutulmus olan

bos ve steril karyojenik tiiplerinin her birine 0,2 ml (200 pl)

aktarilmstir.

12) Siirenin sonunda tiipler -80°C’de muhafazaya alinmistir. Bdoylece

kompetent olmayan XL.1-Blue E.coli susu kompetent hale getirilmistir.

2.2.12. Kompetent E.coli’nin transformasyonu (Ozi¢ (2008)’ den modifiye

edilmistir)

Klasik transformasyon yontemi kullanilmistir. Buna gore:

)
2

3)

9
5

6)
7)
8)

9

Kompetent hiicreler -80°C’den alinmis ve buzda 5 dk. bekletilmistir.
Ligasyon sonunda elde edilen iirlin hazirlanan kompetent hiicrenin
iizerine eklenmis ve kuru buzda 30 dk. bekletilmistir.

Siire sonunda Ornekler buzdan alinmis ve 42°C’ ye ayarlanan 1s1
bloguna birakilmistir.

Is1 blogundan alinan 6rnekler buzda 3 dk. bekletilmistir.

Siirenin bitiminde drneklerin iizerine 500 pl LB eklenmis ve 37 °C’de
35 dk. inkiibe edilmistir.

Bekleme siiresinde ekim yapilacak petrilere 40 pl X-Gal eklenmistir.
Siire bittikten sonra 10000 rpm de 2 dk. santrifiij edilmistir.

Tiip igerisinde siipernatantan 50 pl kalacak sekilde siipernatant
uzaklastiriimistir.

Pelet 50 pl igerisinde ¢oziilmiis, sonra LB-agar-ampisilin-XGal

tabaginin ylizeyine dagitilmis ve bir gece 37 °C’de inkiibe edilmistir.

Klasik transformasyon yontemiyle gercgeklestirilen transformasyon

sonrasinda olusan mavi beyaz kolonilerden beyaz renkli olan kolonilerden 10-20

adet koloni secilerek numaralandirilmistir. Aseptik kosullar altinda 6ze yardimiyla

alinarak, onceden hazirlanmis olan 40 pl X-Gal iceren LB Agar Amfisilin (100

ug/ul) petrilerine ¢izgi ekimleri yapilarak master plate olusturulmustur. Bu islemi

takiben, Ozede kalan artik ile 10 ml’lik 100 pg/pl amfisilinli LB medium
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besiyerine ekim yapilmistir. X-Gal iceren LB Agar amfisilin tabaklar1 ve LB

Medium 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.

2.2.13. Plazmit izolasyonu (Ozi¢ (2008)’ den modifiye edilmistir)

Uygulama Adimlart:

A: Bakterinin biiyiitiilmesi

1)

2)
3)
4
3)

Beyaz kolonilerden plasmit izolasyonu yapilabilmesi i¢in bir gece
koloniler 120 rpm’de 37°C’de LB agar ampisilin (100 pg/ul)’de
biiyiitiilmiistiir. Besiyerleri falkon tiiplere aktarilmis ve 8000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilmistir.

Uzerlerine 1000 ul 50 mM Tris-HCI (pH:8.0) eklenmistir.

Vorteks ve pipetleme ile pelet ¢oziilmiis ve eppendorflara aktarilmistir.
1 dakika siireyle 8000 rpm’de santrifiij edilmistir.

S1vi tamamen uzaklastirilmistir.

B: Bakteri peletinin parcalanmasi

1)

)

150 pl Lizozim-Tris ve 20 pl 0.5 M EDTA (pH 8) karistirilarak pelet
lizerine aktarilmis ve pelet bu soliisyon i¢inde kiirdan ile ¢oziilmiistiir.

30 dakika buzda inkiibe edilmistir.

C: Plazmit DNA’simin ¢oktiiriilmesi

1)

2

Her bir tiipe 400 pl 0.2 M NaOH- %1 SDS (1:1) koyulmus ve tiipler
birkag kez ters diiz edildikten sonra 5 dakika buzda bekletilmistir

Stirenin sonunda 300 pl 7.5 M amonyum asetat eklenmistir. Tiipler
yavag bir sekilde ters diiz edilmistir ve 10 dakika buzda inkiibe

edilmisgtir.

D: Coken plazmitin saflastirilmasi

)

Siire sonunda tiipler buzdan alinarak 15 dakika boyunca 8000 rpm’de

santrifiij edilmistir.
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Siipernatant yeni ependorflara aktarilmistir.

E: Fenol-kloroform uygulamasi

1)

2

3)
4)

3)
6)

7)

8)

9)
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edilmistir)

Stipernatantin tlizerine 800 ul fenol+ kloroform:izoamilalkol (25:24:1)
eklenmistir.

Tiipler calkalanmis ve ¢alkalamali tabla {lizerinde 5 dakika karigmasi
saglanmustir.

Siire sonunda tiipler 2 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Meydana gelen 3 fazdan plazmit iceren en list faz yeni tiipe aktarilmis
ve lizerine her bir siipernatantin hacminin 0.6 kat1 kadar 2-Propanol
eklenmistir. Tiipler ters diiz edilerek karistirilmis ve 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmigtir.

Siire sonunda 10 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Stipernatant uzaklastirilmig ve pelette kalan sivininda kurumasi ¢eker
ocak altinda saglanmustir.

Pelet iizerine 200 ul 0.3 M NaOAc eklenmis ve pelet bu sivi iginde
dikkatlice ¢oOziilmiistiir. Hazirlanan bu karigimin iizerine 400 pl saf
etanol eklenmis ve -20°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.

Tiipler 10 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilmis, siipernatant
uzaklagtirilmig ve pelet ¢ceker ocak altinda iyice kurutulmustur.

Pelet 30 ul TE ile ¢oziilmiis ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.14. Restriksiyon enzimleriyle kesim (Ozi¢ (2008)’ den modifiye

izole edilen plazmitlerin klonlanmasi hedeflenen DNA parcasmi icerip
icermedigi saptanmasi icin; plazmit EcoRI (sigma), restriksiyon enzimiyle rutin
olarak kesilmistir. Kullanilan kesim reaksiyonu;

1 ul EcoRI (10,000 u/ml) enzimi (Fermentas)

1 pl 10X EcoRI enzim tamponu

1 pl Plazmit (1.380 ng/ul)

7 ul H,O seklindedir.
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Hazirlanan reaksiyon tiipii 37°C’de 1-16 saat inkiibasyona birakilmustir.
Kesime ugrayan ve icinde klonlanmis DNA pargasi icerenler “pozitif koloni”

olarak tanimlanmustir.

2.2.15. DNA dizi analizi (Ozi¢ (2008)’ den modifiye edilmistir)

2.2.15.1. Dizi analizi icin PZR

Plazmite eklenmis olan genlerin DNA dizi bilgisini belirlemek igin;
plazmit  iizerinde  bulunan T7 ileri  primeri, (dizi  bilgisi 5’
CGACGTCGCATGCTCCCGGCC 3’) adi verilen ticari primerin tanidigi
bolgeden yararlanilarak PZR reaksiyonu kurulmustur.

Oncelikle PZR igin kullamlacak kalip plazmit iyi kalitede saflagtirilmis
olmasmma ve RNA kontaminasyonun olmamasina dikkat edilmistir. Plazmitin
konsantrasyonu ve saflik derecesi (OD 260/280 en az 1,8) spektrofotometre
yardimiyla belirlenmistir.

Plazmit ve eklenmis olan gen parcasinin toplam biiyilikliigii hesaplanarak
PZR reaksiyonuna eklenecek kalip miktar1 optimal degerleri gosteren ¢izelge
2.2°den saptanmustir. Saflastirilmis PZR iirlinleri ve plazmitler i¢in 50 fmol kalip

DNA kullanilmistir.

Cizelge 2.3. Dizi analizine girecek ornekler icin PZR kalip miktar ¢izelgesi (Beckman Coulter
CEQB8000 dizi analizi kiti teknik biilteni)

Biiyiikliik (kb) | 25 fmol’e denk 50 fmol’e denk 100 fmol’e denk

gelen deger (ng) | gelen deger (ng) | gelen deger (ng)
0.2 33 6.5 13
0.3 49 9.8 20
0.4 6.5 13 26
0.5 8.1 16 33
1.0 16 33 65
2.0 33 65 130
3.0 50 100 195
4.0 65 130 260
5.0 80 165 325
6.0 100 195 390
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8.0 130 260 520
10.0 165 325 650
12.0 195 390 780
14.0 230 455 910
16.0 260 520 1040
18.0 295 585 1170
20.0 325 650 1300
48.0 790 1500 1500

Dizi analizi i¢in PZR’ye girecek plazmit DNA’s1 86 ng/ul konsantrasyona
sahip oldugu belirlenmistir.
1 pl stokta 86 ng DNA varsa
X pl stokta 100 ng DNA olmalidir.
X=1.05 pl miktarda kalip DNA PZR i¢in kullanlmistir.
DNA dizi analizi PZR i¢in (20 pl):

Kalip DNA (100 ng) 1.05 pl
Deiyonize su 595 ul
Primer (T7 primeri) 2ul

DTCS karisim (Cizelge 2.3)11 ul
Toplam: 20 pl

DTCS karisimi: Beckman Coulter CEQ8000 cihazi igin kullanilan
hazirlik kitinde bulunan bilesenler reaksiyondan énce DTCS mix hazirliginda
kullanilmaktadir. Bu karistm A/T zengini veya G/C zengini diziler icin farkli

sekilde hazirlanir. Dizi analizi i¢in dITP bilesenli karigim kullanilmistir.

Cizelge 2.4. DTCS karisimi bilesenleri.

Bilesen dITP dGTP
10x Reaksiyon Tamoponu 200 pl 200 pl
dNTP mix 100 pl 100 pl
ddUTP Dye terminator 200 pl 200 pl
ddGTP Dye terminator 100 pl 400 pl
ddCTP Dye terminator 200 pl 200 pl
ddATP Dye terminator 200 pl 200 ul
Polimeraz Enzimi 100 pl 100 ul
Toplam hacim 1100 pl 1400 ul
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DNA dizi analizi PCR 1s1 dongiisii, 0,2 ml’lik PCR tiipiine 6nce kalip ve
su eklenir. 86°C’de 3 dakika bekletilir ve buza alinarak 1 dakika tutulur. Bu adima
zorunlu plazmit denatiirasyon adimi denir. Buzda sirasiyla primer ve DTCS

karisimi1 yukaridaki hacimlerde eklenerek asagidaki 1s1 dongiisti uygulanir.

96°C 20 sn.
50°C 20 sn. 35 siklus
60°C 4 dk.

2.2.15.2. Etanol ¢coktiirmesi

Calismamizda kullanilan (Beckman Coulter DNA Dizi Analizi) cihazina
ait dizi analizi kitinin teknik biiltenine gore dizi analizine girecek PZR iiriinlerinin
etanolle ¢oktiiriiliip saflastirilmas1 yapilmustir.

1,5 ml’lik steril ependorf tiipleri isimleriyle etiketlenmistir. Tiiplere 4 pl
stop soliisyonu ve 1 ul 20 pg/ul glikojen (Kit’ten) eklenmistir.

Stop Soliisyonu: 3M NaOAc (pH:5.2) ile 100mM Na,EDTA ( pH:8.0)
esit hacimde karistirilmasiyla hazirlanir. Bu karisim oda 1sisinda yapilmis ve
kullanmadan hemen 6nce taze olarak hazirlanir.

Yukarida hazirlanmis soliisyon PCR f{iriinlerine eklenmis ve pipetleyerek
cok iyi karigtirtlir. Taze olarak hazirlanmis ve -20°C’de bekletilmis %95’°1lik
etanolden 60 ul pelete zarar vermeden yavasga eklenir. Tipler 4°C’de 14,000
rpm’de 15 dk. santrifiijlenir ve dipte olusan pelet rahatsiz edilmeden siipernatan
dikkatli sekilde uzaklastirilir.

Pelete 200 pl taze olarak hazirlanmis ve -20°C’de bekletilen %70’lik
etanolden pelete zarar vermeden tiiplerin kenarindan ¢ok yavas bicimde birakilir.
Tiipler 4200 pl 14,000 rpm’de 2 dk. santrifiijlenir ve dipte olusan pelet rahatsiz
edilmeden siipernatan dikkatli bir sekilde uzaklagtirillir. Bu islem iki kez
tekrarlanir.

Stipernatant dokiiliir, tiip icindeki pelet seffaf hale gelinceye kadar 40°C’de
10 dk. konsantre edilir. Pelete 40 pl SLS (Sample Loading Solution-Kit’ten)
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eklenir ve 10 dakika buzda bekletilir. Tyice pipetleyerek pelet ¢ok iyi ¢dziiliir ve
santrifiijde kisa bir spin attirilip 4°C’ye kaldirilir.

2.2.15.3. DNA dizi bilgisinin elde edilmesi

Cihazin i¢inde Ornek tablasi ve tampon tablasi adinda iki aparat
bulunmaktadir. Ornek tabagma 40 pl SLS igeren ornekler sirastyla eklenir ve
tizerlerine kit i¢inden birer damla mineral yag damlatilir. Tampon tablasina da
yine kit i¢ginden ayirma tamponu, kuyucuklarin %70’ini dolduracak kadar eklenir
ve kapiller aparati ile jel tiipii cihaza takildiktan sonra dizi analizi islemine
baslanir. Dizi analiz sonucunda cihaz tarafindan okunan veriler bir metin

belgesine kaydedilir.

2.2.15.4. Biyoinformatik analizi

Dizi analizi sonucunda elde edilen dizi degisik biyoinformatik
programlarla (GeneTool, PepTool ve Interproscan) ile GenBankasinda BLAST
(http:www.ncbi.nlm.nih.gov:BLAST) (Altschul, 1990) analiz edilmistir.

2.2.16. GST ve Katalaz Enzimlerinin Immunuhistokimyasal Olarak
Isaretlenmesi icin Uygulanan Islemler (Aydogan (2010)’dan modifiye
edilmistir)

Immiinohistokimya; isaretlenmis antikorlar kullanilarak belli bir dokuya
ait antijenlerin belirlenmesi islemidir. Belirli antijenler igeren doku kesiti, bu
antijenlere kars1 isaretlenmis antikorlar igeren bir soliisyonda inkiibe edildigi
zaman, antikorlar spesifik olarak antijenlere baglanir. Olusan bu antijen-antikor
komplekslerini ya  immiinohistokimya (151k) ya da  ultrastriiktiirel

immunositokimya (elektron mikroskopla) yontemler ile gbzlemleyebiliriz.

Immunohistokimyasal metodlar uygulama bigimlerine gore ikiye ayrilir.
1) Direkt metod
2) Indirekt metod
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1) Direkt metod: Antijene kars1 olusturulan antikor isaretlenerek antijen-
antikor biraraya gelerek olusturduklar1i kompleks esasina dayanir.

2) Indirekt metod: Cesitli hayvanlar kullamlarak antijene karsi antikor
{iretimi gerceklestirilir. Indirekt yontem direkt yontemden daha duyarlidir. Ciinkii
her bir anti-antijen antikoru, isaretlenmis anti-antikorun bazi molekiillerini baglar

bu nedenle duyarlili§i daha fazladir.

2.2.16.1. Karaciger Orneklerinin Tespiti

Diseksiyonla alinan karaciger oOrnekleri hayvandan ¢ikarilirken ve
cikarildiktan hemen sonra 0.1 M soguk fosfat tampon (PB Tampon) (pH 7.3) ile
yikanmis, aymi tampon igerisinde 1 mm®liik parcalara ayrilmis, otolize
ugramamalar1 ve antijenik Ozelliklerini katbetmemeleri i¢in hizlica % 4’liik
paraformaldehit ve % 1’lik glutaraldehit (pH 7.3) iceren tespit soliisyonuna

alinmustir.

2.2.16.2. Doku Takip islemleri

1) Dokular 2 saat siire ile oda 1sisinda fiske edilmistir.

2) Dokulara;
% 50’1lik etanolde 20 dk., % 70’lik etanolde 20 dk., % 90’lik etanolde 5
dk. olmak tizere dehidrasyon islemleri uygulanmustir.

3) Dokular 2:1 oraninda LR Beyazi/ % 70’lik etanol karisiminda 1 saat siire
ile 40 rpm’de rotatorda dondiiriilmiistiir.

4) Dokular saf LR beyaz1 reginesi igerisinde 1 gece siire ile 40 rpm’de
rotatorda dondiiriilmiistiir.

5) Dokular saf LR Beyazi reginesi icerisinde jelatin kapsiillere gdmiilmiistiir.

6) 50 [IC’lik etiivde 24 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir.

7) Inkiibasyonun ardindan ultramikrotomda 800 nm kalmnliginda yar1 ince
kesitler alinmstir.

8) Alnan yar ince kesitler toulidin mavisi ile boyanmistir ve Leica DMLS2

151k mikroskobunda incelenmistir.
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9)

Yar1 ince kesitler hazirlanan bloklardan 90 nm kalinliginda ince kesitler

hazirlanarak gridler lizerine alinmistir.

2.2.16.3. Immunohistokimyasal Isaretleme islemleri

Immunogold isaretleme LR beyazi kesitleri i¢in uygun olan Skepper ve

Powell (2006) metoduna gore yapilmustir.

1))

2)

3)

4)

5)
6)

7)

Gridler iizerine ince kesitler glisin i¢eren fosfat sali tamponu (PBSG)
i¢erisinde 10 dk. siire ile inkiibe edilmistir.

Kesitler, PBSG tampon (pH 7.3) icerisinde dillisyonu yapilmis olan GST
ve Katalaz antibadi soliisyonu ile 1 gece boyunca inkiibe edilmistir.
Kesitler 1X fosfat salin (PBS) tampon (pH 7.3) ile 2’ser kez 10 dk. yikama
yapilmistir.

Kesitler PBSG tampon igerisinde diliie edilmis protein A-20 nm gold ile
oda sicakliginda 2 saat siire ile inkiibe edilmistir.

Kesitler distile su ile 30-40 saniye yikanmustir.

Kesitler % 2’lik uranilasetat ve % 4’liikk kursun sitrat boyasi ile
boyanmustir.

Kesitler A.U. BIBAM’da bulunan Philips Biotwin Elektron

mikroskobunda incelenerek fotograflar ¢ekilmistir.
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3. BULGULAR

Orthrias cinsi tiyelerinde tiirler arasinda morfolojik farklar ¢cok carpict ve
ayirt edici bir bicimde goriilmediginden, Orthrias tiirlerinin taksonomisi igin
yalnizca morfolojik karakterlerin kullanimi yeterli olmayabilir. Orthrias tiirleri ile
ilgili analizler deneysel veya biyoinformatik olarak heniliz detaylica
calisilmamistir. Asagida bu tez ¢alismasi esnasinda kullanilan molekiiler teknikler

sonucu elde edilen bulgularin tanimlamasi yapilmaistir.

3.1. Orthrias tiirlerinden genomik DNA izolasyonu

Orthrias tlirlerinden genomik DNA izolasyonu deneyleri bolim 2.2.2°de

belirtilen protokollerde degisiklik yapilmadan uygulanmistir. Buna gore elde
edilen deney sonuglar1 Sekil 3.1°de belirtilmistir.

M 1 2 3

21 kb

Sekil 3.1. Orthrias tiirlerinden genomik DNA’smnin agaroz jelden goriintiisi. M) ADNA
EcoRI/Hind III Marker, 1 ) Orthrias tiirleri genomik DNA’sinin agaroz jelden
gorintiisi ( % 0.8 lik agaroz jel’e 1ul ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte
yiiklenmis ve 90 V 50dk. yiiriitilmiistiir).

3.2. DNA’larin spektrofotometrede ol¢iimii

Izolasyonu yapilan DNA’larin kalite ve safligii belirlemek icin
spektorofotometrik analizi yapilmistir. Bu sonuglar icinde elde edilen genomik
DNA izolasyon iiriiniiniin spektrofotometrik ol¢limleri yapildiginda 6rnegin 213

ng/pl yogunlukta DNA igerdigi belirlenmistir (Sekil 3.1).
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3.3. Orthrias tiirlerinden 18S rRNA genini eldesi

Orthrias tiirlerinden genomik DNA’lar kullanilarak 18S rRNA genine
spesifik primerler kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmus ve reaksiyon {iriinii
agaroz jelde yiriitiilmiistiir (Sekil 3.2). Beklenen biiytikliik olan 1800 bg’lik {iriin

elde edilmistir.

1.8Kb —s

Sekil 3.2. Orthrias tiirlerinden 18S rRNA genleri PCR reaksiyonunun agaroz jelden goriintiisii. M)
50bp Marker, 1-2) Orthrias genomik DNA’sindan 18S rRNA genleri agaroz jelden
goriintiisii ( % 0.8 lik agaroz jel’e 1pl ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte
yiiklenmis ve 90 V 50dk. yiiriitilmiistiir).

Sekil 3.2 ‘de elde edilen {irlinler jelden kesilmis ve beklenen tahmini {iriin
biiylikliigii olan 1800 bg parca jelden saflastirilmis. Saflagtirilan iiriinler Beckman
Coulter CEQ8000 DNA dizi analiz aletinde dizi analizine tabii tutulmus ve
kullanilan primer bilgileri temizlenmistir. Niikleotid dizisi belirlenen PZR iiriinleri

NCBI veritabaninda analiz edilmistir.
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GCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACA-ATACCGGGCT
GCGCAAATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACA-ATACCGGGCA
GCGCAAATTACCCAATCCTGACATGGGGAGGTAGTGACAATAAATAN-A-ATACTGGGCT
GCGCAAATTACCCAATCCTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACG-ATACAGGGCC
GCGCAAATTACCCAATCCCGATACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTG-ATACAGGGCT
GCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACA-ATACAGGACT
GCGCAAATTACCCAATCCTGATTCAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACA-ACACTGGAAA
GCGCAACTTACCCAATCCGGACACCGGGAGGTAGTGACAAGAAATAGCA-ATAGAGGGCC
GGGTAAATTACACACTCCCAGCACGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACAGGACT
GCGTAAATTACCCACTCCCAGCACGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACAGGACT
GCGTAAATTACCCACTCCCAGTACGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACAGGACT
GCGTAAATTACCCACTCCCAGCTCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACAGGACT
GCGTAAATTACCCACTCCCAGCTCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACAGGACT
ACGCAAATTACCCACTCCCGGCACGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-AGACGGGACT
GCGTAACTTACCCACTCCCAGTTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATACCTTACAGAGGTCT
GCGCAAATTACCCACTCCCGACCCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACAGGACT
GCGCAAATTACCCACTCCCGACCCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACAGGACT
GCGCAAATTACCCACTCCCGACTCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACAGGACT
GCGCAAATTACCCACTCCCGACTCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACAGGACT
GCGCAAATTACCCACTCCCGACTCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACAGGACT
GCGCAAATTACCCACTCCCGACTCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACAGGACT
GCGCAAATTACCCACTCCCGACTCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACGGGACT
GCGCAAATTACCCATTCCCGACACGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACA-ATACAGGACT
GCNCNNATTACCCACTCC-GACTNGGGNANNNNGTNANNAAAAATAACA-ATACAGGACT
ACGCNNATTACCCACTCC-GGCNCGGGGAGGTAGTGACNAAAAATAACG-ATGCGAGACT
TGGAATGCTTCGGATCCCTTAAAC--GCATACCGCACCTAAATGATGCCGGTATAGCCGG

Sekil 3.3.. Belirli tiirlerde 18S rRNA geninine ait hizalama sonuglari.

18S rRNA geninin evrimsel analizi yapilmistir. Bunun i¢in ilk olarak diger
tirlere ait dizi bilgilerine NCBI veri tabanindan ulagilmistir. Filogenetik
iligkilerini belirlemek i¢in niikleotid dizileri EBI veritabanindaki dbcluster ile
dikey hizalanmistir (Sekil 3.3).

Evrimsel yakinliklarini belirlemek icin se¢-bagla (bootstrap) yontemi 1000
tekrarli kullanilarak Sekil 3.4’te goriilen filogenetik aga¢ olusturulmustur. Dis
grub olarak da Rice tiirline ait dizi bilgisi kullanilmigtir. Aga¢ analizinde de
goriildigi gibi; belirli tiirler kendi aralarinda benzerlik gosterirken, Orthrias
tirleri ise dahil olduklar1 Kordalilar (Chordata) subesinde yer almistir.  Bazi
tirlere ait 18S rRNA geni dizi bilgileri ile elde edilen dizi analizi sonucu
karsilastirilinca, 18S rRNA geninin tiirler arasinda ne kadar iyi korundugu

gorilmiistiir.
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Sekil 3.4. 18S rRNA geninin farkli tiirlere ait filogenetik aga¢ analizi (1000 tekrarli bootstrap ile
olusturulmug ve Neighboor-joining yontemi ile c¢alisan ClustalW ve MEGA4

programlari kullanilmistir).

3.4. Orthrias tiirlerinden COI genini eldesi

Orthrias angorae genomik DNA’lar1 kullanilarak COI genine spesifik
primerler kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmus ve reaksiyon iiriinii agaroz jelde
yiuritilmustir (Sekil 3.5). Beklenen biiyiikliik olan 1550 bg’lik iiriin elde

edilmistir.

1,5 kb

Sekil 3.5. Orthrias angorae COI geninin PZR goriintiisii.

Orthrias pantera tiirlerinden genomik DNA’lar1 kullanilarak COI genine

spesifik primerler kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmus ve reaksiyon {iriinii
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agaroz jelde yuriitiilmiistiir (Sekil 3.6). Beklenen biiyiikliik olan 1550 bg¢’lik {iriin

elde edilmistir.

15—

Sekil 3.6. Orthrias pantera COI geninin PZR goriintiisii.

Orthrias tigris genomik DNA’lar1 kullanilarak COI genine spesifik
primerler kullanilarak PCR reaksiyonu kurulmus ve reaksiyon tiriinii agaroz jelde
yuritilmustir (Sekil 3.7). Beklenen biiyiikliikk olan 1550 b¢’lik iiriin elde

edilmistir.

1,5 kb—— IR

Sekil 3.7. Orthrias tigris COI geninin PZR goriintiisii.

Sekil 3.5, 3.6 ve 3.7 ‘de elde edilen {iriinler jelden kesilmis ve beklenen
tahmini iirlin biliylikliigii olan 1550 bg parca jelden saflastirilmis. Saflastirilan
tiriinler Beckman Coulter CEQ8000 DNA dizi analiz aletinde dizi analizine tabii
tutulmustur. Niikleotid dizisi belirlenen PZR iiriinleri NCBI veritabaninda analiz
edilmistir.

COI geninin evrimsel analizi yapilmistir. Bunun i¢in Tiirkiyede belirli
havzalarda lokalize olan Orthrias tiirlerinden elde edilen dizi analizi sonuglari
kullanilarak, NCBI veri tabanindan hangi tiirlere benzerlik gosterdigi
incelenmistir. Dahil oldugu Balitoridae familyasina ait tiirlerle benzerlikler
gosterdigi belirlenmis (Ek-2) fakat %90-100 arasi benzerlikler gosterdigi tiirlere
ulagilamamustir. Bu tiirlin kendi i¢inde farkli lokalitelerden alinma kriteri goz
Oniline alinarak, bunlar arasindaki benzerligi belirlemek i¢in niikleotid dizileri EBI
veritabanindaki dbcluster ile dikey hizalanmustir (Sekil 3.8, 3.9 ve 3.10).

Elde edilen 1550 bg¢’lik COI geninin 650 bg’lik kisminin birgok Orthrias
tiiriinde ortak oldugu belirlenmistir (Ek1). Bu dizinin COI’de barkod olabilecegi

distiniilmektedir.
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Sekil 3.8. Orthrias angorae COI geninin kismi hizalama sonuglar.

e
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=ML LY GFLIC PV QR VAR ALENT GVEYDYREVDLY - FEHEEQAYIOINE -F
=M QP - L LY NI LC PV QR VRF AL EAL KT QYD YVEI DL -AKFHLGEEYIATNE - L.
=ML LY GRLIC PV VAR AL ERT CVEYDYREIDLF K LEQFEQAYIITNE -F
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Sekil 3.9. Orthrias pantera COI geninin kismi hizalama sonuglart.
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foruh
Aras

Dicle

=5 LT LY GRL.LCPYV R VRF ALENT GUKYDYKEVDLY -KFKHEEQAY LI NE-F
=5 QP H— LY QT LC YV R VRF ALEALKT. YD YVET DL -AKKHLLEEYIATNP-L
=P -—-I LY CCTVC Y THEVRF AL EMLKT DVRYQETDIL-TRRNEMNEYIOINE )
=50 — LI LY GRLLCPYV R VR ALEKT GUEYDYKEIDLF-KLEQKEQRYLDINE-F
=5 QPR LKLY QT LC YV RVRFALEAL KT YD YVET DL -AKKHL EEYIATHP-L.

Sekil 3.10. Orthrias tigris COI geninin kismi hizalama sonuglari.
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3.5. Orthrias tiirlerine ait proteinlerin izolasyonu ve SDS-Page ile analizi

Orthrias tiirlerine ait  protein izolasyonu deneyleri boliim belirtilen
protokollerde degisiklik yapilmadan uygulanmistir. Buna gore elde edilen deney
sonuglart Sekil 3.11°de belirtilmistir.

Sekil 3.11. Orthrias tiirlerinden protein izolasyonlarinin SDS-Page goriintiisii. M) Broad Range
Marker, 1-5 ) Orthrias angorae proteinlerin SDS-Page goriintiisii ( % 10 SDS-Page
10pl Broad Range Marker ile birlikte yiiklenmis ve 80 V 90dk. yiiriitilmiistiir).

Protein izolasyonu sonucu, 5 farklt Orthrias angorae tiriiniin hepsinde

200 kDa biiyiikliigiinde bantlar goriilmiis ve bu bantlarin Miyosin proteinine denk

geldigi goriilmiistiir. Ayn1 sekilde sirasiyla; 120, 46, 38 ve 19 kDa biiyiikliik , bu

buytkliikklerin denk geldigi proteinler B-Galaktosidase, Ovalbumin, Karbonik

anhidraz ve Lizozim olarak belirlenmistir.

53



@) ANADOLU UNIVERSITESI

3.6. Orthrias angorae GST ve Katalaz genlerinin mRNA ekspresyonu (Ozig
(2008)’ den modifiye edilmistir)

[k asamada GST (Ek 4) ve Katalaz (Ek 5) enzimlerinin total aktivitesine
bakilmigtir. Aktivitesi belirlendikten sonra RT-PZR yontemi ile ekspresonuna
bakilmistir. RT-PZR temelli mRNA ekspresyonu calismalarinda belirli kritik
adimlar bulunmaktadir (Marone ve ark. 2001;Meadus W.J.,, 2003). Bu
adimlardan birincisi; mRNA seviyesini etkilemedigi bilinen yani mRNA’nin
siirekli belirli bir seviyede iiretildigi bir genin belirlenmesi gerekmektedir. Ikincisi
ise total RNA izolasyonlarinin, kontrol geni primerleri kullanilarak DNA
kontaminasyonu igermediginin belirlenmesidir. Ugiinciisii; kontrol geninin,
kontrol olarak kullanilabilmesi i¢in yiiksek dongiilerde elde edilen sonuglar (27
dongii) ile diisiik dongiiden baglayarak artan dongiilerde (sirasiyla 18, 21, 24) elde
edilen sonuglarinin karsilastirilmas1 gerekmektedir. Burada amac¢ kullanilacak
dongili sayisinin kontrol genine ait bant olusumunu etkilemedigini ve mRNA
seviyelerinin gercekten degismedigini gostermektir. Dordiincii ise; yliksek veya
disik MgCl, miktarinin PZR sartlarii etkileyecegi disiliniilerek farkli
konsantrasyonlar denenerek PZR kurulmasi, boylece en uygun PZR sartlarinin
saglanmas1 gerekmektedir.

mRNA ekspresyonu deneylerinin uygulanmasi sirasinda dikkat edilmesi
gereken onemli adimlar géz Oniine alinmustir. Orthrias angorae’lardan alinan
karaciger dokularindan, ilk Once total RNA izole edilmistir. Sekil 3.12-A’da
goriildiigii iizere izole edilen RNA oOrneklerinin RNA bantlar ile birlikte DNA
bantlarinida igerdigi goriilmiistiir. Bu bilgi RNA izolatlarinin Nanodrop ile
spektrofotometik olarak Ol¢limleri sonucunda da desteklenmistir. Elde edilen

sonuglar asagida belirtilmistir.
1. RNA izolat1 2,5 p,g/].ll A 2600800 1.9

2. RNA izolati 1.6 ],tg/l.ll A 260080: 1.8
3. RNA izolat1 1.2 pg/ul A 260280: 1.9
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Sonuglardan goriildiigii gibi, RNA orneklerinin saflik degerinin diisiik
olmast ve jel goriintiileri DNA kontaminasyonu oldugunu gostermistir. RNA
izolatlarinin Nanodrop ile spektrofotometrik olarak Ol¢limleride bu izolatlara
DNaz uygulanmasinin gerektirmistir. Sekil 3.12-B’de goriildiigii tizere RNA’larin
DNA kontaminasyonu i¢ermedigi bulunmustur. Total RNA’larin yogunluklari
DNaz uygulanmasi sonucu tekrar Nanodrop ile spektrofotometrik olarak
Olciilmiistiir. Elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir.

1. RNA izolatt1 1.8 ug/ul A 260280: 2.1
2.RNA izolat1 1.3 pg/ul A 260080: 2.2
3.RNA izolatt 1.0 pg/ul A 2601280 2.1

Bu sonucglara gore RNA izolatlarinin safliginin ve yogunlugunun iyi

olmasi1 RT reaksiyonlarinda kullanilabilecegini gostermistir.

A B

M 1 2 3

Sekil 3.12. Orthrias angorae’lardan alinan karaciger dokularindan RNA izolasyonu ve RNA’lara
DNaz uygulamasi. A) 1,2,3, nolu érneklerden elde edilmis RNA agaroz jel goriintiisii
B) 1,2,3, nolu 6rneklerden elde edilmis DNaz uygulanmig RNA 6rneklerinin agaroz
jel goriintiisti M: EcoRI HindIII Lambda Marker (%0.8’lik agaroz jel’e 2ul yiiklenmis

ve 90 V’de 50dk. yiiriitiilmiistiir).
Izolasyonlar basarili bicimde gerceklestikten sonra, olas1 hata paylar1 goz
Oniine alinarak kontrol olarak kullanilmasi diisiiniilen actin genine ait primerler
kullanilarak, DNaz uygulanmis total RNA’da DNA kontaminasyonun olmadiginin
belirlenmesi i¢in kontrol PZR’1 yapilmistir (actin geni gDNA uzunlugu 1300
b¢’dir). Sekil 3.13’un 1.kuyusunda gDNA kalib1 ile kurulan PZR beklenen 1300
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be iriinii verirken; RNA’lar herhangi bir iirlin vermemistir. Bu da RNA’larin

DNA kontaminasyonu i¢germedigini tamamen gosterilmistir.

K M 1 2 3

Sekil 3.13. Orthrias angorae’lardan DNaz uygulanmis total RNA’da actin genine ait primerler
kullanilarak, DNA kontaminasyonun olmadiginin belirlenmesi igin kurulan kontrol
PZR sonuclart. K: Genomik DNA kalibindan actin geni primerleri kullanilarak
yapilan PZR sonucunun agaroz jel goriintiisii. 1, 2, 3 nolu drneklerden elde edilmis
DNaz uygulanmis RNA &rneklerinin agaroz jel goriintiisii M: EcoRI HindIIl Lambda

Marker (%0.8’lik agaroz jel’e 2ul yiiklenmis ve 90 V’de 50dk. yiiriitilmistiir).
RNA’larin saflifi ve kalitesi RT reaksiyonlarinda kullanilabilecegini
gostermistir.  Ug¢  farkli  primer seti, kullanilarak PZR  reaksiyonlari
gerceklestirilmistir. Bunlardan ilki actin primerleri ile kurulan ve RT-PZR

reaksiyonlaridir. Sekil 3.14’de goriildiigii lizere actin geninin soguk stres altinda

mRNA seviyesinin zamana bagli bir degisiminin olmadig1 goriilmiistiir.

1 2 3 ™M
-

Sekil 3.14. Actin kontrol geni PZR sonuglarinin jelden goriintlisii. Actin geninin 1, 2, 3 nolu
orneklerde mRNA seviyesinin degismediginin gosterilmesi. M: ADNA EcoRI/Hind
III marker (%0.81ik agaroz jel’e 2ul yiiklenmis ve 90 V’de 50dk. yiiriitiilmistiir)
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Diger iki primer seti GSTz ve Katalaz genleri i¢in ve li¢ farkli cDNA
kalib1 kullanilarak kurulan PZR reaksiyonlaridir. Sekil 3.15’de goriildigi gibi
GST ve Katalaz genlerinin li¢ farkli istasyonda mRNA seviyesinin degisiklik
gosterdigi belirlenmistir. Bu sonucun biyolojik olarak ne anlama geldigi

bilinmemektedir.

Sekil 3.15. GSTz ve Katalaz genlerinin {i¢ bagimsiz cDNA kalibi kullanilarak yapilan PZR
sonuglarmin agaroz jel analizi. A) GSTz geninin 1: Kontrol, 2: temiz alan ve 3:
Kirli alanda toplanan 6rneklerde mRNA seviyesinin degisikliklerinin belirlenmesi.
B) Katalaz geninin 1: kontrol, 2: temiz alan ve 3: Kirli alanda toplanan 6rneklerde
mRNA seviyesinin degisikliklerinin belirlenmesi. M: ADNA EcoRI/Hind III Marker
(%0.8’1lik agaroz jel’e 2ul yiiklenmis ve 90 V’de 50dk. yiirtitilmiistiir).

3.7. Histopatolojik Bulgular

3.7.1 Isik Mikroskobik Bulgular

Birinci lokaliteden toplanan Orthrias angorae’nin karaciger dokusunun iyi
organize oldugu belirlenmistir (Sekil 3.16A). Cekirdek yuvarlak sekilli ve sinirlari
belirgin olarak goriilebilmektedir. Heterokromatin degisken miktarda c¢ekirdegin
icinde dagilmistir. Hepatositlerde orta olcekli sitoplazmik vakuollerin kiigiik

miktarda bulundugu belirlenmistir (Sekil 3.16B).
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Ikinci lokalitede ise birinci lokaliteye gore bazi patolojik farklilar
gostermistir. Hepatositler sismis ve bazilarinin sinirlart kaybolmustur. Hiicreler
aras1 bosluk hepaotsitlerden dolay1 artmistir (Sekil 3.16C). Hiicre zar1 yapisindaki
bozulma nedeniyle, hiicreler arasi baglant1 bolgeleri kaybolmus, ¢ekirdek zarinin
hasar gormesi ile birlikte hiicre ¢ekirdegi sekil degisikligine ugramistir. Birgok
kiigiik ve piknotik ¢ekirdek gozlendi. Hiicrenin nekrozu ve sitolizi gdzlenmistir

(Sekil 3.16D).

Sekil 3.16. Kars ¢ay1 lizerinde bulunan iki lokaliteden toplanan tiirlerin karaciger dokusu. A ve B)
Birinci lokaliteden toplanan karaciger dokusu. C ve D) Ikinci lokaliteden toplanan

karacaiger dokusu.
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38. GST ve Katalaz Enzimlerinin Immunohistokimyasal Olarak

Isaretlenmesi Sonucunda Elde Edilen Bulgular

Sekil.3.17. GST enziminin immiinohistokimyasal lokalizsyonunun 20 nm’lik altin partikiilleri ile
isaretlenmis elektron mikroskobu goriintiisii. A) Birinci lokaliteden elde edilen
karaciger dokusunda GST enzim lokalizasyonun gériintiisii. B) Ikinci lokaliteden

elde edilen karaciger dokusunda GST enzim lokalizasyonun goriintiisii.
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Sekil.3.18. Katalaz enziminin immiinohistokimyasal lokalizsyonunun 20 nm’lik altin partikiilleri
ile isaretlenmis elektron mikroskobu goriintiisii. A) Birinci lokaliteden elde edilen
karaciger dokusunda Katalaz enzim lokalizasyonun goriintiisii. B) Tkinci lokaliteden

elde edilen karaciger dokusunda Katalaz enzim lokalizasyonun goriintiisii.
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4. TARTISMA VE SONUC

Baliklar tiim omurgali tiirlerin yarisin1 olusturur; grup yaklasik 15 700
deniz ve 13 700 tath su tiirii igerir (www.fishbase.org). Calisma organizmamiz
olan Balitoridae ailesi igerisinde yer alan Orthrias’lar tatli sularda yasayan
canlilardir. Orthrias gibi bazi1 canlilarin taksonomik yerlerinin kesin olarak
belirlenebilmesi i¢in tiirler arasindaki morfolojik ve anatomik farklilik her zaman
yeterli degildir. Farkli habitatlarda bulunan organizmalar birbirlerinden farkli
degisimler gosterebilir ve ayni tiire ait bireyler bile farkli morfolojik ve anatomik
Ozelliklere sahip olabilir. Bu morfolojik degisiklikler genetik ¢esitliligin ancak bir
kismin1 olusturur ve genetik ¢esitliligin biiylik bir kismi1 morfolojide goriilmez.
Morfolojik karakterler sadece birka¢ gen tarafindan kontrol edilir. Bu durumlar
g0z Oniine alininca baliklarda molekiiler tekniklerin kullanilmasi ile belirgin ya da
giivenilir morfolojik farkliliklar1 olmayan tiirler ayirt edilebilir ve teshisi zor olan
tiir ve gruplar icin gerekli isaretleyiciler tanimlanabilir.

Gergeklestirdigimiz bu caligma ile Orthrias tiirlerinden COI ve 18S
rRNA’sinin dizi bilgisi elde edilerek, biyoinformatik karekterizasyonu yapilmistir.
DNA izolasyonu ve ardindan PCR islemleri ile elde edilen sonuglara gore
beklenen biiyiikliikler olan 1550 bg ve 1800 bg’lik COI ve 18S rRNA genleri
oldugu diisiiniilen genler jelde goriilmiistiir. PCR sonucunun gercekten COI ve
18S rRNA genine ait olup olmadigini belirlemek i¢in dizi analizi yapilmistir.
Yapilan sekanslama sonucunda elde edilen genlerin COI ve 18S rRNA genleri
oldugu belirlenmistir. Ancak gen bankasinda Orthrias tiirleri COI ve 18S rRNA
genlerine ait dizi bilgileri mevcut olmadigindan, karsilagtirlamamistir. Gen
bankasi analizinde, Orthrias tiirlerinin i¢inde bulundugu aile olan Balitoridae
ailesi iiyelerine benzerlik gostermistir. Bazi tiirlere ait COI ve 18S rRNA genleri
dizi bilgileri ile elde edilen dizi analizi sonucu karsilastirilinca, COI ve 18S rRNA
genlerinin tiirler arasinda ne kadar iyi korundugu goriilmiistiir.

Eukaryotlarda dizileme ¢aligmalari, islevsel olarak benzer fakat biraz daha
bliyiik 18S molekiilii iizerinde odaklanmistir (Friedrich ve Tautz, 1995, Madigan
ve ark., 1997, Budak, 2007). Ribozam RNA genleri kullanilarak olustiurulan

filogenetik agaclar tiiriin evrimsel siireci hakkinda bilgi edinmemizi saglar. Bu
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calismada 18S rRNA geni kullanilarak elde edilen filogenetik agacta (Sekil 3.4)
Orhtrias tiirlerinin i¢inde bulunduklar1 Kordalilar subesine ait bireyler ile ayni
agacta kok almistir. Bu sonucla dizilerin tabiatinda olan evrimsel bilgi uygun
filogenetik agagc ile belirlenmistir.

Molekiiler sistematik, c¢ekirdek, mitokondri ve kloroplast gibi
organellerden elde edilen genetik materyal ile calismaktadir. Okaryotlarda
mitokondriyal genlerin tiirler arasinda farkliliklar1 ortaya koymak icin niiklear
genomdan daha uygun oldugu belirlenmistir. Tirlerin tanimlanmasi genellikle
mitokondriyal DNA (mtDNA) bolgesi karsilastirarak yapilmaktadir (Nomiyama
et al. 1985; Zullo et al.1991; Smith et al.1992; Lopez et al.1994; Arctander, 1995;
Collura and Stewart 1995; Blanchardand and Schmidt 1996; Moreiro and Seuanez
1999). Niiklear genomda dizilerin ¢ogunun islevsiz ve pseudogenes olduguna
inamlmaktadir. Islevsiz genlerin ¢ok olmasi evrimsel siiregte daha fazla
degisiklige ugrayacagim1 ve atasal kusaktan uzaklasacagimi diistindiirmektedir.
Mitokondriyal DNA (mtDNA) iizerinde daha az islevsiz gen igermektedir. Bu
nedenle mtDNA dayali molekiiler filogenetik ¢alismalar, genetik ve evrimsel
stireglerin ¢ikarim i¢in ¢ok yararli olmustur (Zhang and Hewitt 1996; Bensasson

et al. 2000; Mirol et al.2000).

Tek bir hedef gen ile DNA sekans analizi yapilarak teshis yapilmas:t DNA
barkodlama (DNA barcoding) olarak adlandirilir. 2003 yilinda, Kanadali
arastirmact Paul D.N. Hebert tarafindan DNA barkodlama sistemi onerilmistir. Bu
sistem, mitokondri DNA’sinda her tiir i¢in “tiire 6zgli” olan belirli bolgeleri tespit
ederek tanimlar. Hayvanlar aleminde en azindan farkli subelerden bazi yakin
tirler i¢cin COI analizi ayrimi yaparak DNA barkodlamaya destek vermistir
(Hebert ve ark., 2003). DNA barkodlama sistemi, bir ¢esit “tiirler kiitiiphanesi”
kurulmasinin ilk adimi olmustur. Bu konu {izerinde ¢aligmalar artarak siirmektedir
(Hebert, 2003).

DNA barkodlamasinin zorluklar1 da vardir. DNA’ya dayal1 tiir teshisi tiir
ici ve tirler arasi genetik varyasyonlara dayanmaktadir. Bu varyasyonlarin
siirlar1 bilinmemekle birlikte gruplar arasinda da degisiklik gostermektedir. Bu
ylizden yeni ayrilmis tiirlerin veya hibridizasyon ile olusmus tiirlerin

¢Ozlimlenmesi zor olabilir. Evrensel bir DNA barkod geni bulunmamaktadir. Cok
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yakin tiirleri ayirt etmek igin baslica sinirlayict faktor, biriktirdikleri yeni
mutasyon oranlarmin hemen hemen aymi olmasidir. Tiir ayrimi i¢in yeterince
degisken ve her domain i¢in korunmus tek bir gen yoktur. DNA barkod icin ideal
hedef gen genis Olclide korunmus primerlerle ¢ogaltilabilmelidir. Diger yandan bu
gen c¢ok yakin tiirleri ayiracak oOl¢iide farklilasmis olmalidir. Taksonlar arasi
paylasilmast ve PZR’da =zorluk ¢ikaracak intronlarin olmamasi1 agisindan
mitokondriyal genler hayvanlar i¢in ilgi c¢ekicidir. Folmer ve ark. (1994) bazi
metazoalar iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada COI geninin 710 bp pargasinin
evrensel oldugunu belirlemiglerdir. COI’'in hayvanlar alemi igerisinde en
korunmus protein kodlayan genleri icerdigini belirtmistir. Farkli baliklarda ic¢in
genis Olciide kullanilan COI primerleri sayesinde bu gen tiir teshisi i¢in {imit
verdigi belirtilmistir (Folmer ve ark., 1994, Budak, 2007).

Ward ve ark. (2005) bir ¢alismada ticari agidan 6nemli Avustralya deniz
baliklarmin 200 tiirii i¢cin barkod belirlemisler. Ward ve ark. (2005) bu
calismalarinda 200 tiire ait DNA barkod belirlemek i¢in ikili kombinasyonlarda
dort primer kullanmiglar. Bunlarin ikisi ileri, ikisi de geri primer olarak
kullanilmistir.

Bagka bir caligmada Ivanova ve ark.(2007) baliklarda DNA barkodu
belirlemek i¢in farkli primerler kullanmiglardir. Bu calismada cesitli balik
taksonlarmi ve omurgali gruplarinin belirlenmesinde, belirteglerin kullanilmasinin
onemli etkisi oldugunu gormiislerdir.

Dawnay ve ark. (2007) COI geninin DNA barkodu olarak
kullanilabilecegini belirlemek icin yaptiklar1 calismada, COI genine ait 509
bp’lik kismin DNA barkodu olarak kullanilabilecegini belirlemislerdir. Ayrica
COI geninin bu kisminin tirler arasinda biiyiik benzerlik gosterdiginin
belilemislerdir. Bu ¢alisma COI geninin hayvan tiirlerinin belirlenmesini yeterli
bir referans dizi odugu belirlenmistir. Tiirlerin teshisi i¢in COI uygun oldugu
deneylerle teyit edilmistir.

Bu ¢alismada elde edilen COI geninin 650 bp’lik kisminin Orthrias tiirleri
icin DNA barkodlama sisteminde kullanilabilecegi belirlenmistir. Ciinkii elde

edilen COI diziler karsilastirildiginda Orthrias tiirleri i¢in spesifik bir dizinin
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oldugu belirlenmis(Ek 1) ve bu dizinin Orhtrias tiirleri i¢in DNA barkodu
olabilecegi diistiniilmiistiir.

Elde edilen tiim sonuclar morfolojik sistematik calismalarinin genetik
temelli caligmalarla desteklenmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Ayrica, bu
calismada uygulanan yontemlerin diger Balitoridae ailesi iiyelerinde, akrabalik
iliskilerinin belirlenmesinde ve elde edilen profiller sayesinde tiirlerinin teshisinde
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Belli bir sistem ic¢inde yerlesmis toplumlar, iiretim teknolojisi sonucu
ekolojik dengeyi tahrip etmekte, kisa donemde gecimlerini saglama endisesi
icinde, uzun donemin bir¢ok imkanlarin1 yok etmektedir. Kirliligin en yogun
oldugu sucul kaynaklar, gelecekteki gida deposu olma 0&zelligini hizla
yitirmektedir. Bu kirlilik, besin zinciri boyunca giderek artmakta ve sonugta tiim
canli sistemler bu kirlenmeden payina diiseni almaktadir. ister sucul kaynakli
olsun, isterse karasal kaynakli olsun, kirlenmelerin arastirilmasinda tek amag
vardir; o da kirliligin canlilar veya canli kaynaklar iizerinde dogrudan ya da
dolayli etkilerinin incelenmesi ve elde edilen sonuglara gore gerekli onlemleri
almaktir. Organizma degisen kosullara karsi hiicresel homeostazisi korumak
durumundadir. Serbest radikaller ve lipit peroksidasyonuna karsi bu yolla
antioksidan bir savunma sistemi olusturularak hiicresel denge korunmaya
calisilmaktadir (Tiliice, 2005). Bu anlamda antioksidanlar sistem canlilar icin
oldukca 6nem arz etmektedir.

Bu calismada da Orthrias angorae’da GST ve Katalaz varlig
arastirllmistir. GST ve Katalaz enzimleri yasayan tiim canlilarda bulunmaktadir
(Board ve ark., 1997). Ama canli gruplar arasinda farkli dagilim gostermektedir.
Bu enzim ailesinin bu kadar genis dagilim gostermesi Orthrias angorae’da da bu
enzimin bulunabilecegini diistindlirmiistiir. Fakat bu konu 1ile ilgili herhangi bir
arastirmaya rastlanmamustir.

Rekombinant olarak iiretilen OaGSTz ve OaCat’1n expresyon seviyelerinin
cevresel kosullar tarafindan degistirebilirligi arastirilmistir. Bu amagla Orthrias’da
dogal stres altinda Katalaz ve GST nin mRNA seviyelerine PZR temelli metod ile
bakilmistir. Giil ve ark., (2009)’da Kars cayindan elde ettikleri Orthrias

angorae’da mikronuklei frekansi(MN), kontrol grubuna goére sedimente maruz
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kalan tiim gruplarda daha yiiksek bulmuslardir. Bu ¢alisma Kars ¢ayindan elde
edilen sedimentin mutajenik yiikii ve baliklarda genotoksik hasar ile sediment
icerisindeki genotoksik ajanlarin varligini belirlemistir. Bu bilgilerden yola
cikilarak Orthrias angorae’da dogal stresin etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Elde
dilen sonuglara gore; OaGSTz ve OaCat’in mRNA seviyesinin artig1 bulunmustur.
Bu 0OaGSTz ve OaCat’in dogal stresten etkilendigini gostermistir. Ciinkii artan
serbest radikal miktarina kars1 OaGSTz ve OaCat’1n aktivite gostermis olabilecegi

ve bu nedenle mRNA seviyesinin artmis olabilecegi diistiniilmektedir.
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4.1. Sonug

Orthrias tiirlerinin 18S ve COI genleri iiretilmis ve filogenetik iligkileri
belirlenmistir. Ayrica COI geninin Orthrias tiirleri ig¢in DNA barkodlama
sisteminde kullanilabilecegi belirlenmistir.

0aGSTz ve OaCat dogal kirletici stresleri altinda mRNA seviyesinde
kirleticilik diizeyine gore artis oldugu belirlenmistir. Karaciger dokusundaki
mRNA ekspresyonu sonuglarini desteklemek amaciyla da immunohistokimyasal
analiz yapilmistir. Histopatolojik ¢aligmalar 151k ve elektron mikroskobik seviyede
gerceklestirilmistir.  Bu  sonuglar bize 0OaGST ve OaCat enzimlerinin
ekspresyonlarinin artigr, RT-PCR ve immunohistokimyasal lokalizasyon ile
gosterilmistir.

Yapilan literatiir taramasinda Balitoridae ailesi iiyelerinden Orthrias ile
ilgili bu calisma disinda gen bankasmma veri aktarilan molekiiler biyolojik

calismaya rastlanmamustir.

4.2. Oneriler

Calismamizda elde edilen verilerde, COI geninin DNA barkodu olarak

kulanilabilirliginin degerlendirilmesi gerekmektedir.
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Ek-1 COlIgeninin olas1 DNA barkod dizisi

CCTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTCGGTACCGCTCTTAGCCTTCTAATTCGAGCTGAA
CTGAGCCAACCAGGATCCCTCCTGGGTGACGACCAAATTTACAACGTTATTGTTACCGCACACGCTTTTG
TTATAATTTTCTTTATAGTAATGCCCATCCTCATTGGAGGATTCGGAAACTGACTCGTGCCGCTAATGAT
CGGGGCCCCCGACATGGCATTCCCACGGATAAATAACATAAGCTTCTGACTCCTACCACCCTCATTTCTT
TTATTATTAGCTTCATCCGGTGTAGAAGCCGGAGCCGGAACAGGATGAACAGTTTATCCGCCTTTAGCAG
GAAATCTAGCCCACGCAGGTGCATCCGTAGATTTAACTATTTTCTCGCTGCATCTAGCAGGTGTTTCATC
TATTCTAGGGGCAATTAATTTTATTACAACAACTATTAATATAAAACCCCCAGCCATCTCCCAGTACCAA
ACCCCCTTATTTGTATGAGCAGTTCTTGTAACTGCCGTTCTTTTACTTCTGTCTCTGCCAGTTCTGGCCG
CCGGAATTACTATGCTTTTAACAGATCGGAATTTAAACACCACATTCTTTGATCCCGCCGGAGGTGGAGA
TCCTATCCTTTATCAACACCTGTT
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>gi1]194716650|gb|EU670789.1] Barbatula nuda cytochrome oxidase subunit |
(coxl) gene, complete cds; mitochondrial
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ATGGCAATCACACGCTGATTCTTCTCTACCAACCACAAAGACATTGGCACCCTCTACTTAGTATTTGGTG
CCTGAGCGGGCATAGTCGGAACTGCCCTAAGCCTACTAATCCGGGCCGAACTTAGTCAGCCAGGATCCCT
CCTTGGCGACGACCAAATCTACAACGTTATTGTTACCGCACATGCCTTTGTAATAATCTTCTTTATAGTG
ATACCCATCCTCATCGGAGGGTTCGGCAATTGACTTGTACCACTAATGATCGGTGCCCCGGATATGGCAT
TCCCCCGAATAAATAACATAAGCTTCTGACTTCTGCCACCCTCTTTCCTTTTACTGCTGGCCTCCTCCGG
TGTTGAGGCTGGCGCCGGAACAGGGTGAACAGTGTACCCTCCCCTTGCAGGCAACCTTGCTCACGCCGGG
GCATCCGTCGACCTAACTATTTTTTCTCTCCATCTGGCTGGGGCCTCGTCTATTCTTGGGGCTATTAACT
TTATTACAACCACAATTAACATAAAACCCCCAGCCATCTCCCAATATCAAACCCCCCTCTTCGTATGATC
CGTCCTAGTAACTGCTGTCCTCCTACTCCTGTCCCTGCCCGTATTAGCCGCTGGCATCACTATGCTCCTT
ACAGACCGTAATCTAAATACTACATTCTTTGACCCCTCAGGCGGAGGAGACCCTATTCTTTATCAACATC
TGTTCTGATTCTTCGGCCACCCAGAGGTATATATCCTAATTCTTCCCGGGTTTGGTATCATTTCACATGT
CGTAGCCTACTATGCAGGCAAAAAAGAACCCTTTGGCTATATGGGAATGGTCTGGGCTATAATAGCCATC
GGCTTACTGGGGTTTATTGTCTGAGCCCACCACATGTTTACGGTTGGCATGGATGTAGACACCCGTGCAT
ACTTCACATCCGCAACAATAATTATTGCCATCCCCACGGGCGTTAAAGTCTTTAGCTGACTGGCTACCCT
ACACGGAGGGTCAATTAAATGAGAGACACCATTACTCTGGGCCCTTGGGTTTATTTTCCTCTTCACCGTG
GGGGGTTTAACAGGAATTGTACTAGCCAACTCGTCACTAGATATTGTGTTACACGACACATACTACGTAG
TCGCTCATTTCCACTACGTCCTATCTATAGGGGCCGTATTCGCTATTATAGCAGCCTTCGTTCACTGATT
CCCCCTATTTACAGGGTATACACTTCACAGTACATGAACAAAAATCCACTTTGCAGTAATATTTATTGGC
GTAAACCTCACATTCTTCCCCCAACATTTCCTTGGCTTAGCAGGAATACCCCGACGATATTCAGACTACC
CTGACGCCTACACCCTATGAAATACAGTATCATCAATCGGATCCCTAATCTCCCTAGTAGCCGTAATCAT
GTTCCTCTTTATTCTGTGGGAAGCCTTCGCTGCTAAACGAGAGGTCTCATCCGTAGAATTAACCACAACA
AATGTAGAGTGGCTACACGGATGCCCCCCTCCCTACCATACATTTGAAGAACCCGCATTTGTTCAAGTAC
GATCTAGTTAA

CDS

MATTRWFFSTNHKDIGTLYLVFGAWAGMVGTALSLL IRAELSQPGSLLGDDQ YNV IVTAHAFVMIFFMV
MPILIGGFGNWLVPLMIGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSFLLLLASSGVEAGAGTGWTVYPPLAGNLAHAG
ASVDLTIFSLHLAGASSILGAINFITTTINMKPPAISQYQTPLFVWSVLVTAVLLLLSLPVLAAGITMLL
TDRNLNTTFFDPSGGGDP ILYQHLFWFFGHPEVY IL ILPGFG I ISHVVAYYAGKKEPFGYMGMVWAMMA I
GLLGFIVWAHHMFTVGMDVDTRAYFTSATMI TAIPTGVKVFSWLATLHGGS IKWETPLLWALGFIFLFTV
GGLTGIVLANSSLDIVLHDTYYVVAHFHYVLSMGAVFAIMAAFVHWFPLFTGYTLHSTWTKIHFAVMFIG
VNLTFFPQHFLGLAGMPRRYSDYPDAYTLWNTVSSIGSL ISLVAV IMFLFILWEAFAAKREVSSVELTTT
NVEWLHGCPPPYHTFEEPAFVQVRSS
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IVERSITESI

@) ANADOLU UN

>gi 314909704 gb|HQ536289.1] Barbatula toni voucher 3F90 cytochrome oxidase
subunit I (COl) gene, partial cds; mitochondrial

CACCCTCTACCTAGTATTTGGTGCCTGAGCGGGCATGGTCGGAACCGCCCTAAGCCTATTAATCCGAGCC
GAACTTAGTCAGCCAGGGTCCCTCCTTGGCGACGATCAAATCTACAATGTTATTGTTACCGCACATGCCT
TTGTTATAATCTTCTTTATAGTGATACCCATCCTTATTGGGGGATTTGGCAACTGACTTGTGCCGCTAAT
AATTGGGGCCCCTGACATAGCATTCCCCCGAATAAATAACATAAGCTTCTGACTCCTGCCACCCTCCTTT
CTTTTACTACTAGCCTCATCCGGCGTTGAAGCTGGGGCCGGAACAGGGTGGACAGTATATCCCCCCCTTG
CAGGTAATCTTGCCCATGCCGGGGCATCCGTAGACCTAACTATTTTTTCTCTTCACCTCGCTGGGGCCTC
ATCTATTCTTGGGGCCATCAATTTTATCACAACCACAATTAATATGAAACCCCCAGCCATCTCCCAATAC
CAAACTCCCCTCTTTGTGTGGTCCGTCCTAGTAACTGCTGTTCTCCTGCTCTTATCCCTGCCTGTATTGG
CCGCCGGAATCACAATACTCCTTACAGACCGAAATCTAAATACAACATTCTTTGATCCATCGGGTGGAGG
AGACCCCATCCTTTATCAACACCTATTCTG

CDS

TLYLVFGAWAGMVGTALSLL IRAELSQPGSLLGDDQ1YNVIVTAHAFVMIFFMVMP 1L IGGFGNWLVPLM
1GAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSFLLLLASSGVEAGAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLT IFSLHLAGAS
SILGAINFITTTINMKPPAISQYQTPLFVWSVLVTAVLLLLSLPVLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPSGGG
DPILYQHLF
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@) ANADOLU UN

>gi]307141189]gb|HQ219198.1] Nemachei lus montana  voucher  NBFGR:NM08
cytochrome oxidase subunit I (COl) gene, partial cds; mitochondrial

CCTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTCGGTACCGCTCTTAGCCTTCTAATTCGAGCTGAA
CTGAGCCAACCAGGATCCCTCCTGGGTGACGACCAAATTTACAACGTTATTGTTACCGCACACGCTTTTG
TTATAATTTTCTTTATAGTAATGCCCATCCTCATTGGAGGATTCGGAAACTGACTCGTGCCGCTAATGAT
CGGGGCCCCCGACATGGCATTCCCACGGATAAATAACATAAGCTTCTGACTCCTACCACCCTCATTTCTT
TTATTATTAGCTTCATCCGGTGTAGAAGCCGGAGCCGGAACAGGATGAACAGTTTATCCGCCTTTAGCAG
GAAATCTAGCCCACGCAGGTGCATCCGTAGATTTAACTATTTTCTCGCTGCATCTAGCAGGTGTTTCATC
TATTCTAGGGGCAATTAATTTTATTACAACAACTATTAATATAAAACCCCCAGCCATCTCCCAGTACCAA
ACCCCCTTATTTGTATGAGCAGTTCTTGTAACTGCCGTTCTTTTACTTCTGTCTCTGCCAGTTCTGGCCG
CCGGAATTACTATGCTTTTAACAGATCGGAATTTAAACACCACATTCTTTGATCCCGCCGGAGGTGGAGA
TCCTATCCTTTATCAACACCTGTT

CDS

LYLVFGAWAGMVGTALSLL IRAELSQPGSLLGDDQIYNVIVTAHAFVMIFFMVMP ILIGGFGNWLVPLMI
GAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSFLLLLASSGVEAGAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLT IFSLHLAGVSS
ILGAINFITTTINMKPPAISQYQTPLFVWAVLVTAVLLLLSLPVLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPAGGGD
PILYQHLF
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@) ANADOLU UN

>gi]307141185]gb|HQ219196.1] Nemachei lus montana  voucher  NBFGR:NM03
cytochrome oxidase subunit I (COl) gene, partial cds; mitochondrial

CCTTTATCTAGTATTTGGTGCCTGAGCCGGAATAGTCGGTACCGCTCTTAGCCTTCTAATTCGAGCTGAA
CTGAGCCAACCAGGATCCCTCCTGGGTGACGACCAAATTTATAACGTTATTGTTACCGCACACGCTTTTG
TTATAATTTTCTTTATAGTAATGCCCATCCTCATTGGAGGATTCGGAAACTGACTCGTGCCGCTAATGAT
CGGGGCCCCCGACATGGCATTCCCACGGATAAATAACATAAGCTTCTGACTCCTACCACCCTCATTTCTT
TTATTATTAGCTTCATCCGGTGTAGAAGCCGGAGCCGGAACAGGATGAACAGTTTATCCGCCTTTAGCAG
GAAATCTAGCCCACGCAGGTGCATCCGTAGATTTAACTATTTTCTCGCTGCATCTAGCAGGTGTTTCATC
TATTCTAGGGGCAATTAATTTTATTACAACAACTATTAATATAAAACCCCCAGCCATCTCCCAGTACCAA
ACCCCCTTATTCGTATGAGCAGTTCTTGTAACTGCCGTTCTTTTACTTCTGTCTCTGCCAGTTCTGGCCG
CCGGAATTACTATGCTTTTAACAGATCGGAATTTAAACACCACATTCTTTGATCCCGCCGGAGGTGGAGA
TCCTATCCTTTATCAACACCTGTTC

CDS

LYLVFGAWAGMVGTALSLL IRAELSQPGSLLGDDQIYNVIVTAHAFVMIFFMVMP IL IGGFGNWLVPLMI
GAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSFLLLLASSGVEAGAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLTIFSLHLAGVSS
ILGAINFITTTINMKPPAISQYQTPLFVWAVLVTAVLLLLSLPVLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPAGGGD
PILYQHLF
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@) ANADOLU UN

>gi]321119159]gb|HQ960936.1] Barbatula barbatula voucher IFCZE0815
cytochrome oxidase subunit 1 (COl) gene, partial cds; mitochondrial

CCTCTACCTAGTATTTGGTGCCTGAGCGGGCATAGTCGGAACTGCCCTAAGCCTATTAATCCGAGCCGAA
CTTAGTCAGCCAGGCTCCCTCCTTGGCGACGACCAAATCTACAACGTTATTGTCACCGCACATGCCTTTG
TCATAATCTTCTTTATAGTAATGCCCATCCTCATCGGAGGTTTTGGTAACTGACTTGTACCACTAATGAT
TGGGGCCCCAGACATGGCGTTCCCCCGGATAAATAACATGAGCTTCTGACTCCTGCCACCCTCTTTTCTC
TTACTACTGGCCTCATCCGGTGTTGAGGCAGGAGCGGGAACGGGGTGGACAGTATATCCTCCCCTTGCAG
GCAACCTTGCCCACGCTGGAGCATCCGTTGACTTAACTATTTTTTCTCTACACCTAGCCGGGGCTTCATC
TATTCTTGGAGCCATTAATTTTATTACGACTACAATTAATATGAAACCCCCAGCCATCTCCCAGTACCAA
ACCCCCCTTTTTGTGTGATCTGTCCTAGTAACTGCTGTCCTCCTGCTTCTATCCCTGCCCGTATTAGCCG
CTGGGATCACAATGCTCCTCACAGACCGGAACCTAAACACTACGTTCTTCGACCCCTCGGGGGGAGGAGA
TCCCATCCTTTATCAACACCTA

CDS

LYLVFGAWAGMVGTALSLL IRAELSQPGSLLGDDQIYNVIVTAHAFVMIFFMVMP IL IGGFGNWLVPLMI
GAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSFLLLLASSGVEAGAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLTIFSLHLAGASS
ILGAINFITTTINMKPPAISQYQTPLFVWSVLVTAVLLLLSLPVLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPSGGGD
PILYQHL
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@» ANADOLU

Ek-3 Referans alinanan tiirler ile Orthrias angorae COI hizalama sonuclari

B.toni
B.nudus
B_barbatula
0.angoare
N.montana
N.montanal

B.toni
B.nudus
B.barbatula
0.angoare
N.montana
N.montanal

B.toni
B.nudus
B.barbatula
0.angoare
N.montana
N.montanal

—————————————————————————— 1GAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSFLLLLASSGVEA
HAFVMIFFMVMP IL1GGFGNWLVPLMIGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSFLLLLASSGVEA
HAFVMIFFMVMP I L1GGFGNWLVPLMIGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSFLLLLASSGVEA
HAFVMIFFMVMP I L1GGFGNWLVPLMIGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSFLLLLASSGVEA
HAFVMIFFMVMP 1L 1GGFGNWLVPLMIGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSFLLLLASSGVEA
HAFVMIFFMVMP IL1GGFGNWLVPLMIGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSFLLLLASSGVEA

GAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLT IFSLHLAGASSILGAINFITTTINMKPPAISQYQ
GAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLTIFSLHLAGASSILGAINFITTTINMKPPAISQYQ
GAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLTIFSLHLAGASSILGAINFITTTINMKPPAISQYQ
GAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLTIFSLHLAGASSILGAINFITTTINMKPPAISQYQ
GAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLT IFSLHLAGVSSILGAINFITTTINMKPPAISQYQ
GAGTGWTVYPPLAGNLAHAGASVDLTIFSLHLAGVSSILGAINFITTTINMKPPAISQYQ

TPLFVWSVLVTAVLLLLSLPVLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPSGGGDP ILYQHLF----~
TPLFVWSVLVTAVLLLLSLPVLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPSGGGDP ILYQHLFWFFGH
TPLFVWSVLVTAVLLLLSLPVLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPSGGGDPILYQHL-——---
TPLFVWSVLVTAVLLLLSLPVLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPSGGGDPILYQHL---——-
TPLFVWAVLVTAVLLLLSLPVLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPAGGGDP ILYQHLF----~
TPLFVWAVLVTAVLLLLSLPVLAAGITMLLTDRNLNTTFFDPAGGGDPILYQHLF-----
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Ek-4 Karaciger dokusundaki total GST aktivitesi

10
5
M GST
0
kontrol Temiz Su Kirli Su
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@» ANADOLU UNIVERSITESI

Ek-5 Karaciger dokusundaki total Katalaz aktivitesi

CAT

0,4
0,3
0,2
0,1 M CAT

0

kontrol Temiz Su Kirli Su
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