Aileme ve Degerli Hocalarima...



28U/

INONU UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BAZI SPALAX POPULASYONLARINDA GLUKOZ-6-FOSFAT
DEHIDROGENAZ VE 6-FOSFOGLUKONAT DEHIDROGENAZ
ENZIMLERININ VARYASYONLARI UZERINE BiR CALISMA

HACI RAMAZAN YILMAZ

YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOLOJi ANABILIiM DALI



ii

Fen Bilimleri Enstitiisii Midirligiae

s bu calisma Jidriwmiz tarafindan Biyoloji Anabilim

Dalinda YGKSEK LiSANS TEZI olarak kabul edilmigtir.

b \ o , .
tye Vo £/ " /)f)(‘ ]) g d'z'l‘y“’ é@’./‘.“./f“. ré;zéi? .........

....... L7844 €T 4 & 4 8 s 4 e s % oo

.......................................................

ONAY
Yukaridaki imzalarin adixr gecgen SEretim {yelerine ait

ocldugunu onaylarim.

2f 7. 29 . /1993




iii

OZET

Calismamiz, Spalax genusunun tlirlesmesinin aydain-
latilmasinda katkida bulunabilmek i¢in planlanmigtir. Bu
ama¢cla Fairat nehrinin iki tarafinda kalan bSlgedeki Spa-
lax populasyonlarinin karaciferindekl Glukoz-6-Fosfat
Dehidrogenaz (G-6-PD) ve 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz
(6-PGD) enzim aktiviteleri arasindaki fark arastiril-
nigtir.

Aragtirma bdlgesindeki Spalax genusuna ait hay-
vanlar 3 populasyona ayrilarak incelenmigtir. G-6-PD ve
6-PGD enzimlerinin spesifik aktiviteleri 0.0171ik
hassasiyetle Slc¢lilerek tablo halinde verilmistir
(Cizelge 4.1).

Bu veriler 1siginda bu ¢ populasyonda gdrilen

ortalama spesifik aktivite farklailaiklari tartisaildi.
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SUMMARY

The purpose in planing this investigation was to
explain speciation problems in genus Spalax. For this,
we axamined the activities of Glucose-86~-Phosphate
Dehydrogenase (G-6-PD) and 6-Phosphogluconate Dehydroge-
nase (6-PGD) enzymes from liver of Spalax samples taken
from both sides of river Euphrates.

The sawples beloneging to genus Spalax research area
were separated into three .populations. The spesific
activities of G-6-PD and 6-PGD enzymes were neasured
with 0.01 significant level. The results were given in a
table (Table 4.1).

The differences in the mnmean spesific activities
shown in the three population were discussed in respect

to the resualts.
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1. GIRIS

Son virwi yilda sitogenetik ve biyvokimvasal wveri-
ler, taksonowik arastirmalardas ve tlirlesmenin izahiinda
aldukoa vavein bir kullanim alani bulmustur. Bu tir

calisuslar taksonowik kriterlerin yelersiz kaldigar du-
rumlarda, tiirlesmenin vontniin  ve zZamaninin bgiirlenme~
sinde oldukeca dnewli veriler saglaumaktzadir.

Spalax genusu hayvanlari rodentlerin toprak alt:
ekolodik nizi kullanan ehkstrewm Orneklerindendir (1). Bu
hayvanliarain dikkatl geken anatowik ve davranis adaplas-
vonlary, yasams tarzclarinin geregl, kasmay misait avak

sekilleri ile iliskilidir. Toprak alti vazsawa bagli ola-

'4.’3

rak gdzlerinin gelisiminde bliviik gerileme gorilir.
Haricten gozleri bolvnwmawszkiadyir (2.

Spalax genusuna dakil Byeler fizerinde dzellikle 19707
1i willarin sonundan itibaren vogun olarak galisilmava
baslanmistir. Bu hayvanlarin karmasik taksonomik durum-
lari nedeni ile sitogenetik caliswalar (arastirmalar)
oldukca ragbet gbrmistir. Daha sconralari bu calismalar
Spalax’larin taksonowik duruwlar: yveninda  tirlesmele-
rinin ve evrimlerinin de karmasik olduzunu ortava Roy-
wastur. Bugin Spalax’in yaklzsik 30 farkla: karyotipik
forwa Kuzey Afrika, Israil, Tiirkive, Balkanlar ve Kaf-
kasya dan hkavdedilmistir (37.

Glukop-6-fosfat dehidrogenaz (D-Glukoz 6P : NADP
oksidorediiktaz, E.C.1.1.1.48) {G-6FD) ve 6- fosfogluko-
nat dehidrogenas (6- fosfo-D- glukonat : NADP oksidore-
dizktaz (dHLﬂrbOk lating) E.C.1.1.1.44) (6-PGD) enzinle-

rinin fizyolodik dnemleri saptanarak zerinde cok genis



kapsamli caligsmalar yvapilmigtair.

G-6~PD, karbonhidrat metabolizmasinin ikinci ana
volu olan pentozfosfat vyolunun 1ilk enzimidir ve NADP'
koenzim olarak kullanilarak D-Glukoz-6-fosfat in 6-Fos-
foglukono-5-lakton’a vyilkseltgenmesini katalizler. Enzim
ayrica bu metabolik yolun hizini ayarlayan reglilator
enzim olmasi bakimindan da deBer tasair.

Koenzimi NADP' olan 6-PGD, pentozfosfat yolunda 6-
foefoglukonat 1 dekarboksilasyona ugfratarak, D-ribulosz
5-fosfat 1 meydana getirir (4).

Enzimlerin hem fizyolojik hem de klinik Snemlerinin
anlasilmasi ile &zellikle insan dahil degisik tir canlai-
lar Uzerinde genis kapsamli c¢calismalar yapilmistir (5).

G-6-PD enzimine ilginin pek¢ok nedeni vardair. G-6-
PD, hayvan dokularinda, birgek bitki ve mikroorganizmada
heksozmonofosfat yolunun ilk reaksiyonunu katalizler ki
bu yol, NADPH ve pentozfosfatlari lretir (4).

Son zamanlarda tlirlesmenin aciklanmasinda ¢esitli
tlirde hayvan ve 1insan dokularai {izerinde protein-enzim
cegitliligli ecalisilmaktadir. Bu c¢alismalar daha ¢ok
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi {zerinde yoBunlas-
mistir. Osellikle insan dokularinda (6, 7, 8, 9, 10,);
bakterilerle (11); ratlarla (12, 13, 14, 15, 16); tavsan
ve tavukla (17); sifirla (18) calisilmistair.

Glukoz-6-fosfatdehidrogenaz 1n aktivitesi {izerinde
de gilinlimlize degin pek cok calisma yapilmigtir (6, 9, 10,
11, 1z, 13, 14, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31).

6-fosfoglukonat dehidrogenaz in aktivitesi (zerinde
de glinlimiize degin pek ¢ok galisma yapailmastir (21, 23,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37).
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B&lgemizde Yiksel (1984) tarafindan Firat nehrinin
batisinda(Malatya) ve dofSusunda(Elazig) vapilan calisgma-
da Elazi18 populasyonu Spalax ehrenbergi, Malatya popu-
lasyonu Spalax leucodon olarak teshis edilmistir. Karyo-
tip analizleri neticesinde 8. leucodon’da 2n = 60 ve
76 oldugu

i1

NF = 80, 8. ehrenbergi de Zn = 52 ve NF
tesbit edilmigtir. itki tlrlin kromozom morfolojisi Dbaki-
mindan da farkli oldufu gdrillmistir (38).

Glllkac ve Yiksel (1889) tarafindan yapilan bir di-
ger calismada Malatva, Yazihan ve Arguvan’dan toplanan
ESr fare Orneklerl Spalax leucodon cilicicus Hehely
(1808) olarak tanwmmlanmigtir. Karyotiplk analizlerine
gelince, Tohma <¢ayinin 1iki yanindaki populasyonlarin
(Malatya wve Yazihan populasyonlari) 2n=60 ve NF=60
olarak ayni karyotire sahip olduklarai bulunmugtur. Difer
yvandan, Yazihan populasyonundan cografik olarak 1izole
durumda olmayan ve Tohma c¢ayinin daha kuzeyinde verle-
gen Arguvan populasyonunun diploid kromozom gayisi 60 ve
NF=82 oldugu gdrilmistilr (3).

Yukarida zilkredilen karyotip ve NF deBerlerinde
gbrilen farkliliklarin enzim varyasyonlarainda da gérilliip
gtritleniveceginl, cografik engellerin Spalax populasyon-
lara Uzerinde ne derece etkill oldudunu test etmek ve
Spalax genusunun tirlesmesinin aydinlatilmasina katkida
bulunmak amaciyla Spalax genusunda Szellikle Malatya,
Akcadag ve Elazif ydresil esas alinmak kaydivla bu tir

bir calismaya gldlilmesi uygun gdriilmistir.



2. GENEL BiLGiLER

2.1. Spalax Hakkinda Genel Bilgiler

Rodentlerin birkac farkli tipi toprak alti ekolojik
nigi kullanan #zellesmis memeliler arasinda bulunur.
Kendi familvasinin (Spalacidae) tek genusu olan Spalax
genusu mensublari bdyle rodentlerin eketrem bir Ornefi-
dir. Genellikle toprak alti bir hayat tarzi ile sinir-
lanmiglardair.

Vicut renkleri mevsimsel varyasyon géstermekle
birlikte, genel viicut rengi g&vdenin alt tarafi ve
vanlarda sarimsi kahverengi olup ¢ok sik ve yumusak
tiiylerle kaplidir; kulak bdlgesi 1le givdenin alt kisma
koyu, bagin én tarafi ise acik gri renktedir; burundan
kulaklara dofru uzanan beyazimtrak iki ¢izgi bulunmak-
tadir; alt g¢eneden karina do&ru zanan kisim seyrek

tiiylerle kaplidar (Sekil 2.1,2.2)(39).

Sekil 2.1. Spalax leucodon’ un yandan gorinisd.
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Goévde silindir seklinde olup, bag gbvdeden Dbiraz
daha genistir; boyun kisa ve gdvde kalinligir kadardar;
agiz kit olup gbaler korelmistir ve digaridan gbzleri
gbrilemenektedir; burunun izerindeki deri tabakasi kalin
ve serttir; kulak kepceleri kdrelmis colup bliylkee clan
ve orta kulaga acilan kulak acikligi tiyler arasinda
gériilebilmektedir; kuyruk me%cut olmayip bu kisimda cok
kiclik ¢iplsk bir ¢ikinti vardar; kuvvetli yapida olan &n
ve arka ayaklarda keskin tirnaklarla sonlanan Dbeger

parmak bulunmaktadir (Sekil 2.1, 2.2) (39).

Sekil 2.2. Spalax leucodon un Snden gdrinlisii.

Alt kesicl dislerl difer rodentlerle kiyaslandifin-
da oldukea gelismistir: bu digler alt ¢ene ¢ikintisinin
posterior wcoundaki bilr kemik kiliftan ileriye dofru
gikmiglardir (Sekil 2.2) (38).

Spalax, Gilneydogu Avrupsa, Yunanistan, Yugoslavya,
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Romanya, Bulgaristan, Tirkiye, israil, Irak ve Kuzey
Afrika’da vayilmis bulunmaktadir. Ancak RKuzey Afrika ile
Israil arassinda Akdeniz sahil geridi boyunca yayilmis
olan populasyonlarin devamlilifi Sina’da kesilmistir

(39).

2.2. Caligsailan Enzimler Hakkinda Genel Bilgiler

2.2.1. G-6-PD Molekiilii Hakkinda Genel Bilgiler

Enzimin c¢egitli varyantlarinin Dbulunmasi nedeniyle
amino asit bilesgimi de ¢egitlilik gdsterir. Maya hilcresi
G~6-FD"inda Zn++ ve difer metallerin varlifi saptanmig-
tir. Sifir adrenal G-6-PD enziminin kantitatif analizi
Cé*, Mgz*ve Cu® metallerinin varligini gostermistir.
Insan eritrositi G-6-PD'nin ise bir metaloenzim olmadiga
farkedilmistir. Birgok istisna disinda mikrcobial G-6-PD
enzimlerinin monomerlerinin molekil agarligar 50.000-
60.000 arasinda degisirken mémeli G-6~-PD"larinin mono-
rerlerinin molek@l afirliga 58.000-67.000 arasinda degi-
sir (5). Sican karacigeri G-6-PD enziminin monomer
moleklil agirligi Dbazi arastiricilar tarafindan 28.000
bulunurken bazilari tarafindan 64.000 olarak hesaplan-
mistir (5). Sican karacigeri G-6-PD enzimi 1ile yapilan
¢alismalar Dbu enzimin oldukea fazla helikal yap1i
gbsterdifini rapor etmektedir . Sican karacigeri G-6-PD
enziminin piridoksal-S' ~-fosfat 1le muamele edildigide
inhibisyona ugradigi Gozlikara (1975), tarafindan gbste-

rilmistir. Cesitli arastirmalardan elde edilen 8sonuglara



7

bakilacak olursa G-6-PD enziminde katalitik aktiviteden
sorumlu olan amino asitlerin sistein, tirczin, histidin

ve lizin oldugu kanisina varilmaktadair (40).

2.2.2. 6-PGD Molekiild Hakkinda Genel Bilgiler

6-PGD karbohidrat metabolizmasinda pentozs fosfat
yolunun bir anahtar enzimidir. Asetik asit bakterilerin-
deki enzimin diger kavnaklardaki enzimlerle karsilastai-
rildiginda spesifik koenaiminin farkli oldugu 1yi bilin-
nektedir. Glukonobakter tilrlerindeki enzim NADF ve NAD 21
ayni oranlarda redikler. Halbuki memelilerdeki ve mava-
larakil enzim &zellikle NADP & bagimlidir (41).

6-PGD aktif hale gelmesi icin magnezyum 1ivonlarina
ihtiyac gdsterir ve afir metallerle inhibe edilir. Fos-
fat diyvonlarinin c¢oklufunun 6-PGD aktivitesi ic¢in bir
inhibitdr oldugu, NADP nin c¢oklugu 1ise 6-PGD 1 inhibe
ettigl rapor edilmistir (42).

Rat karaciBer 6-PGD"1 molekil afirligar 102.000 clup
Szdes 1ki alt Unite 1ihtiva eder. (43). 6-PGD 1n aktif

merkezinde tirozin amino asidi bulunur (4).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Aragtirma Alaninin Tanimi ve Spalax Orneklerin

Eldesi

Aragtirmada Firat nehrinin dogu (Elazi18) ve bat:i
(Malatya ve Akg¢adag) tarafindan yakalanan k&r fare or-
nekleri kullanalmistir. K&r farsler yasadiklari dogal
habitatlardan canli olarak vyakalanmislardir. Arastirma-
nin ylirdtildigd Dbolgenin deniz seviyesinden yliksekligi
vaklagik 880-1150 m arasinda degisen lokalitelerinden 19
kdr fare SBrnegi toplanmigstir. Toplanan 19 k&r fare Orne-
ginden 8 tanesi Firat nehrinin dogu (ElaziE) tarafindan
alinmistir. Bunlardan 571 disi, 37U erkektir. Firat
nehrinin bati (Malatya, Ak¢adag) tarafindan yakalanan 11

8rnegin 7 isi disi 474 erkektir (8ekil:3.1,3,2).
3.2. Kullanailan Kimyasal HMaddeler

KCL, NaOH, Naf0i, CuSG.b5HH:0, Na,K tartarat, Tris,
HCL, XOH, Folin & phenol reagent, D-Glukoz-6-fosfat
{disodium salt), Nicotinamidadenindinukleotidphosphat,
Merck firmasindan; MgCL, 6-phosphogluconic acid, Sigma

firmasindan satin alinmistir.
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J3.3. Enzim Calismalari

3.3.1 Dokunun isleme Hazirlanmasi

Calismalar karaciBer {lzerinde vyapilmistir. Dokunun
isleme hazirlanmasi icin asafidakl sira izlenmistir

1. Canliy olarak dofal habitatlarindan vyakalanan
hayvanlar 2-3 gin laboratuvar sartlarina uyum saflama-
lari icin bekletildi. Bu hayvanlar eter ile bayailtilarak
agirliklari ve boylari 5lciildil. Hayvanlar 4-5 saat sonra
boyun kemikleri kirilmak suretivle aniden &ldiriilerek
karin kisimlari agildil ve karaciferleril sliratle cikarai-
lip 0,15 M ECL ¢dzmeltisi iceren buz icindeki beherlere
konuldu, 0.15 M KCL cdzeltisi 1le perfiizasyon islemi
yvapildl.

2. KaraciBerlerin fazla suyu kurutma kagidi ile
alindiktan sonra tartildi ve afirlifinin 4 kati 0.156 M
KCL ¢8zeltisi ile birlikte homojenizatdr tilpline yerles-
tirildi. Homojeniszatdr tipli, i¢i bus dolu baska bir
rlastik kabin icinde bairakildi. Béylece, mevcut enzimle-
rin yikilmasani minimuma indirmek i¢in islemler minkiin
oldugu kadar hiazli yapildil ve 0-4¥ arasinda  yiriisiildd,

Orneklerin karacifer dokularai alinarak asagidaki
iglsmlerden gecirilerek deBerlendirildi.

a) Karaciferler, Status Pcu homojenizatdriinde iyice
parcalanana kadar dort defa yavas yavas agagli yukari
hareketle homojenize =dildi.

b) Homojenize karaciger dokusu agzi kapakli plastik
tiiplere konuldu ve (rotor tipi 42.1, rotor no"su 2082
olan baslikla) Beckman Model L8-70M ultrasantrifiijinde
+4 C da 28.000 rpm'de 60 dakika ddndlrtildd. Ultrasantri-

fijden alinan numunelerin supernatanlari buz ig¢indeki
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temiz tiplere slindi. Tiplerin aBzi sikica kapatilarak
derin dondurucuda saklanda.

¢) Enzim aktivite tayini vyapaildi. Aktivite tayini
i¢in asaBidaki ¢8zeltiler hazirlandi.

a) 0.25 M TRiS-HC1l tamponu pH=8

b) 0,175 M MgCl:

c) 0,015 M NADF seyreltik KOH ile pH=5,5 a ayarlandi ve
dondurucuda saklandi.

d) 0,01 M G-6-FP Dondurucuda saklandzi.

e) 0,01 M 6-PG Dondurucuda saklandai.

Elimizdeki supernatan O&rnekleri hem G-6-PD hem de
6-PGD enzimleri icerir. Eger TRiS-HC1l tamponu icginde
NADP!', G-6~P ve Mg ' iyonu var ise enzim denklem (3.1)
gerefince G-6-P"1 6-fosfoglukoneo-8-laktona donlstiirir.
Bu olduk¢a dayanikesiz bir bilesiktir hemen molekiile 1
nolekil su katilarak 6-fosfoglukonata (6-PG) dénlislr.
6-PG ikineci enzimin substratidir. Ortam kosullari koen-
zim (NADPY ve kofaktdr bakimindan uygun oldugundan
ikinci enzim de denklem (3.2) gerefince aktivite gis-
terir ve e@onugta ikisinin aktivitesi ©bPirden OSlelilmis

clur (5).
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— 0. .0
-0 C=0 g
! . I
oo nappt  mapey  GOM w0 pt HC-OH
3-C-H O e 5 HO-C-H 0 ST e HO=C=H (3.1)
! G-5-FD ! oo ‘
H—?—UH H-C-0H H-C-0H
| i
H-C H-C —— H-C-OH
| 2. [ 2~ } z-
CH,0PO, CH,0PD, CH,0PO,
G-6-P 6-Fosfoglukono-§-laktaon 6-Fosfoglukonat
Ug, O™
i
=0 K y
H-C-OH appt RADPH CH,OH
HO-C~-H C=0
1 i \_/ N ‘. + CDZ (3 , 2)
H-C-Cii o H-C-OH
H-l’i:-Ul‘l H—Cli-DH
CH,0P0; CH,0P0,
6~Fosfoplukonat Ribulge S5-Fosfat

Bu iki en=zimin aktivitelerini ayri ayvri tayin et-
mek i¢in iki ayri enzim aktivite tayin karisimi hazir-
landr (Qizelge 3.1). tkinci karisima G-6-P ilave edilme-
di. Bdvlece birincil karigim ile hem G-6-PD hem de 6-PGD
enzimlerinin aktivitesl olelillirken ikinei karisim ile

gsadece 6-PGD enziminin aktivitesi $l¢iilmils oldu.
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Cizelge 3.1 : Aktivite tayin karaisimlarinin bilesimleri

JATE (1) _ATK (11)

G-6-P ve 6-PGD

6-PGD icin

igin enzim

enzim aktivite

aktivite tayin

tayin bilegimi Son Kon-

bilesimi santrasyon
Lozelti ve (kons.) ( ml) (ml) (M)
TRiS-HCL pH=8 (0.25M) 24 24 0,12
MgCl: (0, 175M) 3 3 0,0104
NADP' (0,015M) 3 3 0,0009
6-FG (0,01M) 3 3 00,0006
G-6-P (0,01M) 10 = 0,002
H: O 8.5 16.5 -
Toplam 49,5 49,5

Enzim aktivite tayvini ig¢in spektrofotometrik yodntem

gecildi. Bu metod uysgulama kolaylifi ve hasegasligi 1ile

diger metodlara tercih edilmistir. Reaksiyon {rlinii olan

NADPH 340 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon verirken

NADP'bu dalga boyunda herhangi bir absorbsiyvon vermes.

Denemeye alinan Spalax drneklerinin karaciger sii-

pernatanindan hem ikili hem tek aktivite tayini vyapilda.

2.97 ml aktivite tayin karisimlari deney tliplerine oto-

matik pipet ile dagitildi. tkili ve tek aktivite tayin

karisimlarini iceren deney tilipleri 30C deki su banyosu
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i¢cine yerlestirildi.

Karacifer supernatanindan 0.03 ml alainip 2.97 ml
lik aktivite tayin karisimina karistirilip sliratle
spektrofotometreye (Beckman L8-70M ) vyerlestirildi. 0.

ve 5. dakikadaki absorbanslar okunarak aradaki farklar

hesap edildi.

3.3.2. Enzim Miktarlarinin Tayinl

5 dakikadski absorbans farklari tespit sdildikten

sonra ml deki enzim {inite sayisi s8yle hesaplanda:

A= C.¢ A = absorbans
C = konsantrasyon (mmol/ml)
€ = molar absorbans
C = milimol/ml = 1000 umol/ml
' 340 1
Unite enzim/ml = X X 1000 X Seyreltme
5 6220
340 1 3
Unite ensim/ml = X X 1000
5 6220 0.03

Burada 1 {(nite enzim, 1 mol NADPH yapimini optimal
gartlarda bir dakikada saglayan enzim miktarini gdste-

rir. Birinci aktivite tayin karisimi ile hem G~-6-FD ve
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hem de 6-PGD enzimlerinin miktari, ikinei aktivite tayin
karisimi 1ile ise sadece 6-PGD enziminin miktari tayin
edilir. fkinci degerler birinciden ¢ikarilinca her numu-
nedekl G-6-PD miktar:i hesaplanmis olur.

Hesaplanan G-6-PD miktarlara: her Srnekteki protein
miktarina b&liinerek her Srnek 1i¢in G-6-PD enziminin spe-
gifik aktivitesi hesaplandi. Ayna 1islem 6-PGD enszimi
icin de yapildyr (Spesifik aktivite : 1mg proteinde bulu-
nan enzim inite sayisir spesifik aktivite olarak tanim-

lanmistir (Unite/mg protein))

3.3.3. Protein Tayin Yéntemi

Slipernatanin 1 mililitresindeki protein miktarinin
tayini i¢in Lowry ve arkadaslarinan (19583) protein tayin

véntemi uygulandi(44).

3.3.3.1. Bu Yontem Ic¢in Gerekll CBzeltilerin Hazirlan-

masi
Cozelti A
2% NafCO 3 (0.1 N NaOH igerisinde).100 Volim (100 ml)
2% Na, K Tartarat................. ... 1 Volim (1 ml)
1% CuSOs . .t e 1 Volim (1 ml)

Bu ¢¥zeltiler ayri ayri hazirlandi ve kullanilacak
miktar deneyden hemen Once karistirilarak ¢dzeltli A
olusturuldu,.

Cozelti B

Folin“s Fenol ayilraci................ 1 Voliim (1ml)

Bidistile 8U. ... i i it e 1 Volum (1ml)
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Ctzelti B, deney esnasinda beklenllen 10 dakika
icerisinde hazirlandi.

BSA cgizeltisi

Standart protein c¢bdzeltisi olarak BSA (Bovin Serum

Albumin) kullanaild:z.

Lowry Protein yodntemi agagidaki sekilde vygulandai :

1) Her slipernatan Srnefinden 0.1 ml alainarak 9.9 ml
KCL ile seyreltildi (100 kat seyreltme).

2) Taze hazarlanmigs A ¢Szeltisinden her tiipe 2.5 ml
keonuldu.

3) 1.345 mg/ml BSA stok ¢Pzeltisi k&r tiipler harig,
sirasiyla; 1. tlipe 10 pl, 2.tlpe 20 pl, 3.tlpe 30 pl,
tiplin duvarlaraina mikropipet yardaimi 1ile damla damla
birakildz.

4) Diger tlplere ise seyreltilmig slipernatandan §
ve 10 pl slpernatan tlpiin duvarlarina damla damla bira-
kilda.

5) 1ki defa vortex 1ile karastairildi, 10 dakika
bekletildi.

6) Ko&r tlpler hari¢ her tlpe ¢fzelti B den 250 p
eklendi. Tlpler ikiser kez karigtairildas ve 45 dakika
karanlikta bekletildi.

7) 695 nm de absorbans okundu.

8) Standart BSA (Si8ir serum albumin proteini) ¢o-
zeltilerine de ayni islemler uygulanarak ¢alisma BSA
standart egrisi c¢izildi.

Orneklerden elde edilen absorbans deSerlerine kar-
s1lik gelen protein miktarlari GStandart BSA eBrisinden
okunarak 1 ml deki protein miktari hesaplandi.

5 dakikadaki absorbans farklari tespit edildikten



18

gonra ml dekl ensim finlte sayisi hesaplanda. Hesaplanan

G-6-PD wve 6-PGD miktarlara her &rnekteki protein

miktarina bolinersk her &Srnek icin G-6-PD ve 6-PGD

enzimlerinin spesifik aktivitelerl hesaplandz.



4. BULGULAR

Aragtirma alaninin g¢egitli bdlgelerinden toplanan
kdr fare O&Srnekleri Spalax leucodon Nordmann (1840) ve
Spalax ehrenbergi Nehring (1898) olarak teshis edildi.
Elde edilen sonuclara g8re arastirma alani {i¢ populasyon
bbélgesine ayrilarak incelendi. Bu populasyonlardan
birincisi Firat nehrinin dogusundaki Elazig da yayilmis
olan populasyondur. itkinci ve {iclincii populasyonlar ise
Farat nehrinin batisainda vayilmigstir. Batidaki iki
porulasyondan Dbirisi “Malatya Populasyonu”, digeri ise
"Akg¢adag Populasyonu" olarak isimlendirildi.

Her b&lgeden toplanan kdr fare Srnekleri {zerinde
vapilan incelemelerde kendi aralarinda morfolojik bir
farklailisda rastlanmamistir. Ayrica vapilan &lglmler
sonucunda, erkeklerin tim boy uzunluklari minimum 131 mm
ile maksimum 220 mm arasinda degigmekte oclup ortalama
tim boy uzunluklari 177 mm- olarak tespit edilmigtir.
Ayni sekilde disilerin tim boy uzunluklari &l¢lildiglinde,
minimum 140 mm ile maksimum 200 mm arasinda degigtifi
gbzlenmig ve ortalama 166 mm olarak hesaplanmigtir.
Erkeklerin vicut afirliklara: minimum 76.86 gr ile
maksimum 328.96 gr arasinda deBismekte olup ortalama
vilcut agarliklarinin yaklagik 179 gr oldugu hesaplan-
migtir. Digilerin vicut afirliklari ise minimum 87.28 gr
ile maksimum 228 gr arasinda defismekte olup ortalama
viicut agirliklari yaklagik 132 gr olarak bulunmustur. Bu
degerlere gore erkeklerin disilerden daha fazla

geligtiBgi ve daha biliylik oldugu dikkati gekmektedir. Bu
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sonuclar c¢esitli arastiricilarin verilerivle de uyus-
maktadir (3,39,45).

Arastirmada cofrafik engellerin Spalax populasyon-
lari iizerinde ne derece etkili oldugu ve karyotiplerin-
deki farkliliklarin enzim varyasyonlarainda da gorilip
gérilemiyeceginin test edilmesi amaclanmigtir. Arastiri-
lan bu lic populasyondan Elazig populasyonu, Malatya ve
Akcadad populasyonlarindan Firat nehri nedeniyle ayril-
maktadir. Malatya populasyonu da Sultansuyu c¢ayi 1le

Akcadag populasyonundan ayrilmaktadair.

Arastirilan bu {i¢ populasyonun G-6-PD ve 6-PGED
enzim aktivitelerinin analiz sonuglari asgaBida veril-

migtir.

Akcadag Populasyonu : Bu populasyondan alinan Or-
neklerden Spektrofotometrik enzim aktivite yontemiyle
elde edilen sonuclara g&re, G-6-PD icin ortalama spesi-
fik aktivite 1.68 Unite/mg protein, 6-PGD i¢in ortalama
spesifik aktivite 2.19 Unite/mg protein olarak bulundu

(Cizelge 4.1).

Malatya Populasyonu : Bu populasyona dahil hayvan-
lardan spektrofotometrik enzim aktivite yontemivle elde
edilen sonuclara gére; Kaynarca'da toplanan Srneklerde
G-6~-PD igin ortalama spesifik aktivite 1.44 Unite/mg
protein, 6-PGD ig¢in ortalama spesifik aktivite 2.44
Unite/mg protein ; Bagtepe'de alinan 8rneklerde G-6-PD
i¢in ortalama spesifik aktivite 0.37 Unite/mg protein,
6-PGD icin ortalama spesifik aktivite 0.77 Unite/mg pro-

tein olarak tespit edildi (Cizelge 4.1).
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Elazi1g Populasyonu : Bu populasyondan alinan drnek-
lerden spektrofotometrik enzim aktivite ydntemiyle elde
edilen sonuclara gére, Akcamkiraz'dan alinan drneklerde
G-6~PD igln ortalama speslifik aktivite 0.21 Unite/mg
protein, 6-PGD il¢in ise 0.73 Unite/mg protein; Hanken-
di"de toplanan Orneklerde G-6-PD i¢in ortalam spesifik
aktivite 0.90 Unite/mg protein, 6-PGD icin ortalama spe-
sifik aktivite 1.07 Unite/mg protein colarak bulundu
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Elazaif, Malatya ve Akg¢adag Spalax populas-
yonlarainin G-6-PD ve 6-PGD enzimlerinin

spegifik aktivitelerinin karsilastirilmasai.

G~6PD aktivitesi 6-PGD aktivitesi

(Unite/mz protein) (Unite/mg Protein)d

Akcadag 1.68 2.19

Bagtepe 0.37 0.77
Malatya

Kaynarca 1.44 2.44

Akgcamkira= 0.21 0.73
Blazig

Hankendi 0.980 1.07

¥ Bu sonugclar Akcadag da 6 ornegin, Malatya

Kaynarca ' daki 3 8rnegin, ElaziB Hankendi " deki 6 OrneBin,
BElazaig Akcamkiraz'daki 2 8rnegin ortalama deéeri olarak

verilmistir.
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5. TARTIGMA

Spalax tlrlerinin ve alttiirlerinin tlrlesme proble-
mi pek ¢ok arastirici tarafindan detayli olarak incelen-
mesine ragmen mevcut veriler bu problemin aydinlatilma-
sinda heniiz yeterli bulunmamaktadir. Bu konuda Spalax’ in
belirttigimiz asagidaki Szellikleri dikkate degerdir;

1) Spalax, verlegsik ve gen akimi sinirli populas-
yonlara sahiptir,

2) Tesadifi seleksiyon islemlerinde Spalax”in hib-
rit zonlari tiim tlir sinarlari ile kargilastirildigainda
¢ok dardar,

3) Genelde, yiliksek organizasyonlu hayvaﬁlarda ethi-
olojik izolasyon mekanizmalarinain karmasik bir genetik
vapiya sahip oldufu distiniilmektedir ve bunlarin dar hib-
rit zonunda direkt olarak seleksiyondan ziyade tlir s1-
nirlari boyunca adaptif degismelerin bir neticesi olarak
ortaya ¢iktigi gdrilebilir (1).

Molekiiler biyoloji ginilimlizde, dogadaki genis vayi-
limli polimorfizmler nedeniyle hem protein hem de DNA
seviyelerinde c¢ok sayida genetik markir (belirleyici
ungurlar) saglar (45).

Aragtirma bélgemizi olusturan alanda farkli Spalax
tidrleri yagamaktadir. Yiiksel (1984) tarafandan yapilan
calismada Malatya populasyonu 5. leucodon (2n=60, NF=80)
ve Elazig populasyonu 5. ehrenbergi (2n=52, NF=76) ola-
rak tesbit edilmistir (38). Cizelge 4.1°den de
gérlilecegi gibi, Malatya ve Elazif Spalax populasyonlari
farkli tlir olmalari nedeniyle, beklendigi gibi G-6~-PD

ve 6-PGD enzimleri spesifik aktivite bakimindan farklai-
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dir. Her ikl enzimin spesifik aktivitesi Akgadaf popu-
lagyonunda da ElaziE populasyonunkinden farklidair.

Diger taraftan Elazig (Akcamkiraz ve Hankendi) ve
Malatya (BaBtepe ve Kaynarca) ydrelerinden alinan drnek-
ler a&arasinda enzim aktivitesi bakimandan fark vardair.
Elazi1g populasyonuna dahil Akcamkiraz dan alinan Srnek-
lerde, Hankendi'den toplanan Srneklere gdre G-6PD ve 6-
PGD enzim y&ninden digik spesifik aktivite gbstermekte-
dir. Ayrica Malatya populasyonuna dahil Bagtepe den top-
lanan &rnekler, Kaynarca'dan alinan &rneklere gore
G-B6-PD ve 6-PGD yonilnden disiik spesifik aktivite gister-
mektedir (Cizelge 4.1). Bu spesifik akitivite kaybi, 8&r-
neklerin yagll olmasina atfedilebilir. Ancak genetik
farklilagma da gbz ardi edilmemelidir. &8z konusu olan
iki farkla +tir olunca, enzim aktivitesinde go&rilen
farklar kolayeca anlagalabilir. Ancak, burada tlrler
aras1lr fark kadar tir ici fagklar da Snemlil gdrilmekte-
dir. Bu da +tlir ic¢i lokal populasyonlarda genetik fark-
lilasmanin oldugunu ve gen akiminin, pek ¢ok arastirica
tarafindan bildirildigi gibi (46,47,48) bu tirde c¢ok
sinirliy oldugunu gbstermektedir.

Elazi1g Akcamkiraz ve Malatva Bagtepe den yakalanan
Srneklerin yasli bireyvler oldugu arazi c¢aligmalari sira-
sinda kaydedilmistl. Yine diEer vyorelere gdre bu ybre-
lerde Spalax galerilerinin dikkat ¢ekici bicimde az olu-
gu bu &rneklerin yaslilik nedeniyle ilreme vetensklerinin
azaldigini ortaya koymaktadir.

Yukarida belirtilen verilerin 1igiBinda vapilan de-
ferlendirmeler sonucu elde edilen bulgular meveut lite-
ratiirdekl Dbulgulari destekler mahiyettedir. Zira enzim
aktivitesinin vasla birlikte azaldigi iyi Dbilinen bir



24

gergektir. Nitekim 6-PGD enzim aktivitesinin rat karaci-
gerl  hilcrelerinde (35) wve insan eritrositlerinde (37)
vaslanma 1ile aktivitesinin azaldigi bilinmektedir. Bu-
nunla birlikte bugline kadar vapilan calismalar aktivite
azaliminin mekanizmasini tamamen aciklamaktan yoksundur.
Ancak bu konuda bazi aciklamalar i1leri sirllmektedir.
Gordille ve ark. (35) a gtre karbonil grubundaki azalma
ile proteinin oksidatif inaktivasyona maruz kaldigi ve
bu olaydan da ya histidin vya lizin ya da her iki amino
asidin artiklarinin sorumlu oldugu belirtilmektedir.
Gordille ve Machado (37) tarafindan G-6-PD aktivitesinin
kirmizi kan hilcrelerinin yaslarinin &lcllmesinde kulla-
nildigi, gen¢ hlcrelerde bu aktivitenin 2613 m Unite/mg
protein yasli hiicrelerde 12%t4 m Unite/mg protein oldugu
bildirilmigtir. Yine Gordillo ve ark. (35) tarafindan
gene ve vasli rat karaciferleri lizerinde yapilan c¢alis-
mada, vasli ratlarin enzim aktivitesinin geng ratlara
gbére %40 civarainda azalma oldugu yani vaslanmayla Dbir-
likte %40 civarinda bir aktivite kaybinin bulundugu
rapor edilmistir.

Calismadan elde edilen verilere gtre : G-6-PD ve ©6-
PGD enzim aktivitelerinin &6lc¢llmesi yolu ile, bu enzim
aktivitelerinin birbirine yakin ama farkli olan tirlerin
ayiriminda sitogenetik karekterlerle birlikte bir kriter
olarak kullanilabilecegi ve ayrica ayni tlirin bireyleri
arasinda yasli veya gen¢ olduBuna karar vermede bir gds-

terge olabilecegi dlislnlilebilir.
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