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Gammarus’lar hem ekonomik hem de sucul indikatér 6zelligi olan
canlilardir. Bu c¢alismada Gammarus cinsine ait Gammarus pulex’te ¢esitli
molekiiler teknikler kullanilmasi bu calismanin amacini olusturmaktadir. Bu
amacla oOncelikli olarak genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Izole edilen
genomik DNA’nin kalitesini ve safligin1 belirlemek igin spektrofotometrik ve
elektrofotometrik yontemlerle analizi yapilmistir. Bu analizler 6rneklerin PCR
i¢in kullanilabilirligini gostermistir. Evrensel primerler kullanilarak kurulan PCR
reaksiyonunda bantlasmalarin oldugu goriilmistiir. Ayrica Gammarus pulex’ten
protein izolasyonu yapilmistir. Izole edilen proteinler SDS-Page ile
gorlntiilenmistir. Protein izolasyonlar1 sonucunda 9 Gammarus pulex’in ayni
protein konformasyonunu gosterdigi belirlenmistir. Bu sonu¢ DNA ve proteinlerin

tiirler arasindaki iligkiyi ortaya koyabilecegini gdstermistir.
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Gammarus has both economical and aquatic indicator properties. The aim
of this study was to use different molecular tecniques for Gammarus pulex
belonging to Gammarus species. First of all, genomic DNA was isolated.
Spectrophotometric and electrophotometric methods were used to analyse quality
and purification of isolated DNA. This analyses showed that these samples could
be used for PCR. DNA band pattern was obtained with universal primers by PCR.
Furthermore, protein isolation was also performed for Gammarus pulex. Isolated
protein samples were analysed by SDS-PAGE. 9 Gammarus pulex individuals had
the same protein conformation. These results showed that DNA and protein can

be used to detect the relationship between species.
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TESEKKUR

1986 yilindan beri yanimda olan, tiniversiteye girdigim 2004 yilindan beri
caligmalarimda her zaman yanimda olan, yardimlarini higbir zaman esirgemeyen,
bilgi ve deneyimleri ile arastirmamin yiiriitiilmesi ve degerlendirilmesinde bana
her zaman yol gosteren, ilgisini benden esirgemeyen, bana bir ¢ok alanda bir ¢ok
sey kattigina inandigim ve manevi destegini her zaman hissettigim ve bundan
sonraki hayatimda da her zaman yanimda olacak olan hocam ve teyzem, Yard.
Dog¢. Dr. Filiz SUSUZ ALANYALI'ya sonsuz tesekkiir eder, minnetlerimi
sunarim. Laboratuar ¢aligmalar1 ve aragtirmalarimda yanimda olan, giiler yiiziin,
sabrini, tecriibelerini, bilgilerini benden esirgemeyen ve tezimin her agamasinda
bana olan desteginden ve yardimlarindan dolay1 Aras. Gér. Cem OZiC’e sonsuz
tesekkiir ederim.

Biitiin hayatim boyunca 6zelliklede {iniversite hayatim boyunca benden
yardimlarini, maddi ve manevi desteklerini hi¢cbir zaman esirgemeyen, her zaman
yanimda olan ve her zaman yanimda olacak olan ananem Nazmiye SUSUZ,
dedem Yasar SUSUZ, teyzelerim Nalan SUSUZ ve Nesrin SUSUZ, enistem Asim
ALANYALIL dogdugum giinden beri benden hicbir seylerini esirgemeyen annem
Berrin ARICI ve babam Cengiz ARICI’ya ve kardesim Ecem ARICI’ya
minnettarim. Bana destek olan ve yardimlarin1 esirgemeyen herkese sonsuz

tesekkiir ederim.

Merve ARICI
Haziran 2010
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1. GIRIS

Artan diinya niifusunun temel ihtiyaglarinin karsilanmasinda yasanilan
zorluklar, insanlara ulasan gida zincirindeki olumsuzluklar cagimiz bilim
adamlari1 arayiglara itmistir. Giin gegtikce azalan dogal kaynaklarin en iyi
sekilde degerlendirilmesi miimkiin olsa bile, diinya niifusunun artig hiz1 karsisinda
yetersiz kalmaktadir. Bu durumda mevcut potansiyelin rasyonel kullanimi
yaninda yeterli ve dengeli beslenme i¢in uygun gida maddelerinin saglanmasi
insanligin gelecegi icin vazgecilmez bir sart olmustur. Giiniimiizde pek cok
tilkede cok daha aci bir sekilde hissedilse bile gida maddelerinin saglanmasi
insanlarin temel sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir. Son yillarda
adindan sik sik bahsedilen "Uygulamali Hayat Bilimleri" olarak tarif edilen
"Biyoteknoloji" ye basta gida ve saglik olmak {izere bircok meseleyi ¢dzebilecegi
timidiyle bakilmaktadir. Yirmi birinci asrin baslarinda 6.5 milyar olacak diinya
niifusunu beslemek i¢in, gida iiretiminin bugiinkiiniin 1.7 kat artirilmasi
gerekmektedir. Tarim alaninda basit biyoteknolojik uygulamalarla saglanan
onemli tretim artiglarinin, ¢agimizdaki teknolojiye uygun metotlarla daha da
artirtlabilecegi tahmin edilmektedir. Biyoteknoloji alanindaki uygulamalarin tarim
alanindaki artislar1 insanlarm aglik sorununa kalic1 ¢oziimler getirecektir. Insan
gidalarinin ¢ogu yaklasik 30 c¢esit tarimsal triinden saglanmakta, bunlar1 da
tahillar, sekerli bitkiler, baklagiller, yagli tohumlar, meyve ve sebzeler
olusturmaktadir. Biitiin bunlar g6z oniine alindiginda, insanlarin temel gidalarini
olusturan, tarimsal {irlinlerin iiretiminde oldugu kadar, iirlinlerin islenmesi ve
istenilen 6zellikte gidalar elde edilmesi gibi bir¢ok sahada uygulama imkani bulan

biyoteknolojinin 6nemi kendiliginden ortaya ¢ikmaktadir (Anonim 2008).
1.1. Biyoteknoloji
Biyoteknoloji, yasayan doku ve organlar1 kullanarak, uygun yontem ve

tekniklerle istenilen iirliniin elde edilmesi anlamina gelir. Biyoteknoloji bir¢ok

bilim daliyla ilgilidir.



Biyoteknolojik ¢aligsmalara bazi 6rnekler verirsek;

-Insan saglhigina yonelik olarak proteinlerin iiretilmesi

-Bazi hormon, antikor, vitamin ve antibiyotik {iretilmesi

-Cok zor sartlara sahip cevrelerde (sicak, kurak, tuzlu...) yasayan
organizmalarin enzimlerini ve biyomolekiillerini saflastirarak bunlarin
sanayide kullanilmasi

-Yeni sebze ve meyve liretimi

-Insandaki zararli genlerin elemine edilmesi

-As1, pestisit ve tibbi bitki iiretimi.

Biyoteknolojik  uygulamalar J.Watson-F.Crick adli  arastiricilarin
canlilardaki karakterlerin dolden dole aktarilmasinda rol oynayan DNA
(Deoksiriboniikleikasit) molekiiliiniin yapisint belirlemeleriyle hayata gegmistir.
Bu molekiiliin yapisindaki degismelerle canlilardaki karakterlerin farklilagtiginin
anlagilmas1 bu tiir uygulamalarla istenilen 6zellikte bitki ve hayvan elde etmeyi
planlayan ~ Gen  Miihendisligi  bilim  dalinin  dogmasin1  saglamstir.
Teorik olarak smirsiz uygulama alanit olan biyoteknolojik yontemlerle grip,
tetanoz, kuduz, kizamik gibi asilar yaninda istenilen 6zelliklere sahip bitkiler,
hayvanlar ve yararli mikroorganizmalarin da iretilmesi miimkiindiir.
Biyoteknolojik uygulamalarla gelecek yillarda bol, ucuz, kaliteli ve besleyici
Ozelligi daha ¢ok olan gida maddeleri elde edilebilecektir. Bunlarin hayata
gecirilebilmesi i¢in genetik miihendisligi ile biyoteknolojinin tamamen Ortiisecek
sekilde uyusmasi gerekir. Ciinkii biyoteknolojinin ortaya ¢ikmasinda en onemli
faktor, hiicrenin yap1 ve kimyasal, fiziksel sinyallere tepki verme bigimleri
tizerinde gittikce artan bilgi birikimleri olmustur. Biyoteknolojik uygulamalar
saglik, tarim, enerji saglama ve ¢evre alt basliklartyla gruplandirmak miimkiindiir
(Anonim 2008).

Biyoteknolojinin 6nemli bir alanida Rekombinant DNA teknolojisidir.
Rekombinant DNA teknolojisi uygulamasiyla elde edilen ve canli tarafindan
sentez edilemeyen yada yetersiz iiretilen protein ve enzimlerin yerine gegebilecek

yapay lrlinlerle hastaliklarin tedavisi kolaylagsmaktadir.



Rekombinant DNA teknolojisi i¢in ¢esitli teknikler kullanilmaktadir.
Bunlardan bazilari;
e DNA izolasyonlari,
e PCR analizleri,

e Protein analizleri

1.1.1. DNA ve RNA izolasyonlari

Hiicrenin karmagik molekiiler siireclerinin nasil islediginin anlagilmasi,
hizla gelisme gosteren ileri molekiiler biyoloji yontemleri sayesinde olmustur. Son
zamanlarda molekiiler biyoloji tekniklerindeki gelismeler, hiicredeki RNA ve
proteinlerin biiylik capli analizlerini yapma ve hatta tiim genomun niikleotit
dizilerini belirlemeye olanak saglamistir. Cok sayida organizmaya ait tiim genom
dizilerinin saptanmasiyla, genomun kodlama yapan ve yapmayan bdlgelerinin

biiyiik capta karsilastirilmast miimkiin olmustur (Yildirim A. et.al. 2006).

1.1.1.1. Spektral Yontemler
Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm. dalga boyundaki 15181 max.
emme Ozelligi tasidigindan, bu dalga boyundaki emme derecesi niikleik asitlerin
miktarinin ~ bir  Ol¢iisiidiir. Buna gére DNA’nin  miktar ve safligl,
spektrofotometrede 260 ve 280 nm. dalga boylarinda elde edilecek degerlerden
belirlenebilir. 1 optik dansite (OD) ¢ift iplikli DNA i¢in 50 pg/ml tek iplikli DNA
veya RNA i¢in 40z/ml ve oligoniikleotidler i¢in ise P@/ml’ye kasilik
gelmektedir (Yildirim A. et.al. 2006).

1.1.1.2. Elektroforetik Yontemler
Elektroforez farkli biiyiikliikte, ylikte ya da konformasyonda olan
makromolekiilleri, 6zellikle protein ve niikleik asitleri, ayirmak, saflastirmak ve
molekiil agirliklarint saptamak amaciyla biyokimya ve molekiiler biyolojide en
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Yiikli molekiiller bir elektrik alanina maruz
birakildiginda, yiiklerine gore ya pozitif (anot) ya da negatif (katot) kutba dogru
goc ederler. Net negatif ya da net pozitif yiike sahip olan proteinlerin aksine,

niikleik asitler fosfat omurgalari iyonize oldugundan, negatif bir ylike sahiptirler



ve bu ylizden anota dogru go¢ ederler. Bununla beraber, uzun zincirlerden olusan
niikleik asit molekiilleri, uzunluklari ne olursa olsun hemen hemen 6zdes yiik-
kiitle oranlarina sahiptirler. Hatta yap1 ve kiitlece farkli olan nedenle, basitce bir
cozelti icinde gerceklestirilen niikleik asit ve proteinlerin elektroforezi degisik
biiyiikliikteki molekiillerin az ya da hi¢ ayrilmamasi ile sonuglanabilir. Bununla
beraber, DNA molekiillerinin biiytikliigii elektroforetik olarak ayrilmalari i¢in bir
faktor olmaktadir (Yildirim A. et.al. 2006).

Elektroforez DNA molekiillerini sadece molekiil agirliklarina gore degil,
ayn1 zamanda yapisal ve topolojik dzelliklerine gére de ayirir. Ornegin halkasal
bir DNA molekiilii esit kiitledeki dogrusal bir DNA’dan daha yavastir. Hatta siiper
kivrimli DNA molekiilleri daha siki ve kiigiik bir efektif hacme sahip oldugu i¢in,
elektroforez sirasinda esit kiitlede olan daha az siiper kivrimli ve gevsek halkasal
DNA molekiillerinden ¢ok daha hizli hareket eder (Yildirim A. et.al. 2006).

Elektroforez RNA molekiillerini ayirmada da kullanilir. Bilindigi gibi
dogrusal ¢ift iplikli DNA molekiilleri muntazam bir ikincil yapiya sahiptir ve
elektroforez sirasindaki hareketleri molekiil agirliklariyla orantilidir. Ancak RNA
molekiilleri genellikle tek iplikli oldugu igin, elektroforetik hareketlerini
etkileyen, yaygin ikincil ve iiciinciil yap1 alirlar. Bunun i¢in elektroforez oncesi
RNA ipliginin kendi i¢inde baz eslesmelerini 6nlemek i¢in RNA ile reaksiyona
giren glioksal (bazlardaki amino gruplarina eklenerek baz eslesmelerini onler) gibi
bir ajanla muamele edilir. Glioksal ile muamele edilmis DNA ikincil ve {igiincil
yapilar olusturamadigindan, elektroforez sirasinda yaklasik olarak molekiil
agirliklarina oranla hareket ederler. Elektroforez benzer sekilde proteinleri de
ayirmada kullanilmaktadir (Yildirim A. et.al. 2006).

Ilk elektroforez, analiz edilecek bilesenlerin serbest olarak bir c¢ozelti
icindeki hareket-sinirli (moving-boundary) elektroforezdir. Daha sonra, yogunluk
kademeleri kullanilarak (sukroz kademesi gibi) konveksiyonu ve diflizyonu
diisiirmek yoluyla, bilesenlerin daha keskin bir sekilde ayrilmalar1 saglanmistir.
Molekiillerin daha iyi ayrilmalarini saglamak icin, kagit ve daha sonra seliiloz
asetat ve nigasta gibi destek maddelerin kullanilmasiyla, farkl: jel elektroforezleri
gelistirilmistir. Glinlimiizde en yaygin olarak kullanilanlar ise agaroz ve

poliakrilamit jel elektroforezleridir (Yildirim A. et.al. 2006).



Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz ortalama molekiil agirligi 12000 olan dogrusal bir polisakkarittir
ve kirmiz1 bir alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilir. Birbiri ardina gelen
galaktoz ve 3,6-anhidrogalaktoz birimleri agarobiyozi (agarobiose), agarobiyoz da
agarozu olusturur. Yiiksek sicaklilarda suda ¢odziinmesi ve sogutuldugunda bu
polimerde ¢apraz baglarin olusmasi sonucu jel yapisi olusur. Bu olay geri
dontistimliidiir. Agaroz orta biiyiiklikte ve biiyik DNA molekiillerini
elektroforezle ayirmak i¢in en yaygin destek ortamdir (Yildirim A. et.al. 2006).

Ticari olarak farkli amagclar i¢in kullanilabilecek agarozlar iiretilmektedir.
Ornegin, DNA’nin jelden geri kazanilmasi igin oda sicakliginda eriyebilen agaroz
kullanilmaktadir. Ayristirilacak molekiillerin biiyiikliigiine bagl olarak genelde
%0,3 ila 2,0 agaroz konsantrasyonlar1 kullanilir.

En ¢ok 50kb’a kadar olan niikleik asitler agaroz jel elektroforezi ile
ayristirilabilir. Agaroz konsantrasyonu ayarlanarak jelde molekiillerin hareket
ettigi porlarin ¢ap1 degistirilebilir. Jelin konsantrasyonu arttik¢a, porlarin ¢api
kiigiiliir. Boylece kiiciik DNA parcalari icin yliksek, biiyilk DNA parcalari icin ise
diisiik agaroz konsantrasyonlar1 kullanilarak niikleik asitlerin en iyi sekilde
ayrilmalar1 saglanir. Pratikte jel igerigi, ayristirilacak olan DNA molekiillerinin
biiyiikliigiinii belriler. Nispeten biiyiik porlar1 olan 0,5 cm kalinligindaki %0,5°1ik
agaroz jel 1-30 kb (10-12 kb biiylikliigiindeki molekiiller rahatlikla ayrisir)
biiyiikliigiindeki DNA molekiillerini ayirmada kullaniglidir.

Agaroz jeller genellikle floresan bir boya olan etidyum bromiir ile boyanir
ve UV 15181 altinda DNA pargalar1 goriintiilenir. DNA’nin jelde goriinlir hale
gelmesi, etidyum bromiiriin DNA’nin iki zinciri arasina girerek 300 ve ya 360 nm
dalga boyundaki 15181 sogurmasi sonucu floresan etki gostermesi ile gerceklesir.
Bu boya floresan bir boya oldugundan, ancak UV 15181 yardimiyla goriilebilir.
Etidyum bromiir kanserojen bir madde olup, mutsyonlara neden olmaktadir.
Yapisti itibariyle eslesmis bir piirin ve pirimidin bazina benzeyen ve bu 6zelligi ile
de bir baz analogu olarak hareket edip ¢ift zincirli DNA pargalar1 arasina
rahatlikla yerlesir (Yildirim A. et.al. 2006).



Poliakrilamit Jel Elektroforezi

Poliakrilamit jeller, vinil polimerizasyonuyla akrilamit monomerlerinin
uzun poliakrilamit zincirleri ve genellikle ortama belli miktarda ‘bis’ olarak
bilinen N,N’-metilen-bis-akrilamit ilavesiyle ¢capraz baglanmalar yaparak olusur.
Akrilamit/bis karigimi polimerlesmeyi katalizleyen amonyum persiilfat ile
TEMED (N,N,N,N-Tetrametil etilendiamin) varliginda polimerleserek jel yapisi
kazanir. Capraz baglanmalar sonucu olusan porlarin biiyiikliigii akrilamit ve bis-
akrilamitin baslangi¢c konsantrasyonlarina baglidir. Poliakrilamit jel elektroforezi
nispeten kiicik DNA molekiillerini (genellikle 20-1000 bg¢ biiyiikliigiindeki
parcalar1) ayirmak i¢in uygundur. Ayrica, ¢ok ince (0,3 mm kalinliginda) olan
%40’lik son derece kiigiik porlart olan poliakrilamit jel, cok kiigiik DNA
molekiillerini (blytikligi 1-300 b¢ araligindaki) ayirmakta kullanilir. Bu jeller
DNA dizi analizini ¢ikarmak i¢in ve sadece birkag tekrarli dizi bakimindan farkl
olan mikrosatellit DNA molekiillerini ayirmak i¢in kullanighidir.

Standart poliakrilamit jeller genellikle glimiis nitrat veya etidyum bromiir
ile boyanarak niikleik asitlerin goriintiilenmesi saglanir. Ancak jeldeki her bant
icin DNA miktar1 10 ng’dan az ise, bu durumda boyama goriintiileme i¢in ¢ok
etkili olmaz bunun i¢in ¢ok daha hassas olan otoradyografik yontemler kullanilir.
Bunun i¢in elektroforez 6ncesi DNA molekiilleri radyoaktif olarak isaretlenir

(Yildirim A. et.al. 2006).

Atimli-Alan (Pulsed-Field) Jel Elektroforezi (PFGE)

Standart elektroforezlerde elektrik akimi jelin uzunlugu boyunca verilir ve
DNA molekiilleri pozitif kutba dogru diiz bir hat iizerinde hareket eder. Ancak
go¢ hizindaki farklilik biiylik molekiiller i¢in artan bir sekilde diismesinden
dolay1, bu yolla ancak belli bir biiyiikliikk araliginda olan molekiiller ayrilabilir.
Pratikte biiytikliikleri 50 kb’den daha biiyiik molekiiller standart jel elektroforezi
ile etkili bir sekilde ayristirilamaz.Yaklasik 1 megabazdan daha biiyiik dogrusal
cift iplikli DNA molekiilleri agaroz jelde ayni hizda gé¢ ederler. Bunun nedeni
jelin por biiyiikliigiiniin dogrusal DNA’nin jelde goc¢ edebilmesi i¢in yeterli



olmamasidir. Por biiyiikliigii konsantrasyonu % 0,1 olan agaroz kullanilarak
arttirilabilir. Fakat bu durumda jel ¢ok kirilgan ve dayaniksiz olacagindan
kullanimi giiclesir. Bu problem 1984°te gelistirilen ve 1-10 Mb boyutundaki DNA
parcalarimi da ayirabilen pulse field jel elektroforez teknigi ile ortadan
kaldirilmistir. Bu sistemde elektroforetik go¢ bir yone dogru baslayip, bir siire
durur ve sonra 90°’1ik bir agiyla ya da zit yonde birbiri ardina uygulanir. Bu uzun
molekiiller akim verildiginde ve gevsemesi i¢in kesildiginde elektrik alani
boyunca dizilmeye egilimlidirler. Gevseme zamani jeldeki porlara baglidir. Uzun
molekiillerin gevsemeleri kisa olanlara goére daha uzun zaman alir ve bu yiizden
zincirlerin ayrilmalarini saglayan akimin acilip kapatilmasina daha geg tepki verir.
Bu teknik ¢ok uzun DNA molekiillerinin saflastirilmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Atimli
jel elektroforezi molekiil biiylikliigli birka¢ Mb uzunlugunda olan tiim bakteriyel
kromozomlar1 ve mantar gibi tek hiicreli 6karyotlarin kromozmlarin1 ayirma ve

biiyiikliiklerini saptamada kullanilabilir (Yildirim A. et.al. 2006; Anonim 2006).

Kapiler Elektroforez

Kapiler elektroforez oldukca yeni bir tekniktir ve gelistirme cabalar1 hala
devam etmektedir. Bu tip elektroforez ¢ap1 20-100 mm olan kiiciik kapiler boru
icinde gerceklestirilir. Bu yontemin avantaji diger elektroforetik ydntemlerde
olusan 1smin ortadan kaldirilmis olmasidir. Normal jeller i¢in kullanilan max
voltaj 15-40 V/cm iken, kapiler elektroforezde 800 V/cm gibi yiiksek bir akim
uygulanabilir. Boylece DNA’y1 jelde yiiriitme siiresi saatlerden dakikalara diiser
ve olduk¢a 6nemli bir zaman kazanci saglanir.

Kapiler elektroforezde DNA’lar lazerle indiiklenen fluoresan saptama
sistemi ile goriintiilenmektedir. Bu teknikle 500-23000 baz ¢ifti arasindaki DNA
fragmentleri ayrilabilecegi gibi 3-5 Mb arasindaki kromozomlarin da birbirinden

ayrilmasi1 miimkiin olmaktadir (Anonim 2006).

1.1.2. PZR
Belli bir DNA dizisini 6zgiin olarak ¢ogaltmak i¢in kullanilan yontem olan
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) Kary Mullis tarafindan 1980’lerin ortalarinda

kesfedilmis ve genlerin analizine tamamen yeni bir yaklasim getirmistir. PZR,



klonlama yapmaya gerek kalmadan, bir genomdan 6zgiin bir DNA dizisinin ¢ok
sayida kopyasim1 c¢ikarma olanagi saglamistir. Bu islem tamamen in vitro
kosullarda DNA sentezidir.

Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (Polymerase Chain Reaction - PZR),
DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir bolgeyi
enzimatik olarak ¢ogaltmak icin uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isimdir.
Metod basitce tiip icerisinde niikleik asitlerin uygun kosullarda c¢ogaltilmasi
esasina dayanir. Bir ¢esit "in vitro klonlama" olarak da tanimlanan PZR; 94°C-
98°C araliginda gerceklestirilen denatiirasyon, 37-65°C araliginda gergeklestirilen
baglanma ve 72°C’de gerceklestirilen uzama asamalarindan olusur ve bu
dongiilerin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir (Yildinm A. et.al. 2006;
Temizkan G.ve ark. 2007)

PZR, tek iplikli DNA’y1 kalip alan ve deoksiriboniikleotitleri substrat
olarak kullanan DNA polimeraz enzimi ile gerceklestirilir. DNA polimeraz, biitiin
diger polimerazlar gibi 5’3’ yoniinde sentez yapar ve senteze baslamasi igin
mutlaka serbest 3’-OH grubuna gereksinim duyar. PZR’da kullanilan
oligoniikleotitler (primerler), enzimin senteze baslamasi i¢in bu 3’-OH grubunu
saglar. Ozetle kalipp DNA, DNA polimeraz, deoksiriboniikleotitler ve
oligoniikleotitlerin bulundugu bir karisim, uygun kosullar saglandiginda,
primerler kalip DNA iizerinde kendilerine komplementer olan bolgelerle esleserek
enzimin senteze baglamasi icin baslatici gorev yaparlar. Daha sonra DNA
polimeraz, primerlerin ucuna serbest deoksiriboniikleotitleri  ekleyerek
komplementer DNA ipligini sentezler. Bu karigim, enzimin verimli ¢alismasi
amaciyla en uygun kosullar1 saglamak i¢in tampon bir ¢6zeltide genellikle 20-100
ul hacimde hazirlanir.

PZR ile DNA sentezinde kullanilan enzim kaplica sularinda yasayan
Thermus aquaticus bakterisinden izole edilen yiiksek sicakliklarda uzun siire
kararli olan Taq DNA polimerazdir. Bu enzimin sayesinde, in vitro DNA
cogaltilmasinda otomasyona gecilmis ve ardisik sentez reaksiyonlariyla kisa
stirede yliksek miktarlarda elde edilmesi miimkiin olmustur.

Genelde PZR ile ¢ogaltilacak DNA parcasinin biiyiikligiiniin 3 kb’dan

fazla olmamasi, tercihen 1 kb’dan daha kisa olmas1 gerekir. Ote yandan, standart



PZR teknigi ile 10 kb’a kadar olan DNA pargalarinin ¢ogaltilmasi miimkiindiir.
Cok daha biiyilk DNA parcalarinin (40 kb’a kadar) ¢ogaltilmasi ise 6zel DNA

polimeraz enzimleri sayesinde miimkiindiir (Y1ildirim A. et.al. 2006).

1.1.2.1. DNA’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi

In vitro kosullarda DNA ¢ogaltilmasimin baslica nedenleri; 6zgiin bir DNA
parcasinin bol miktarda elde edilmesi, molekiiler analizinin yapilmasi ve genetik
miihendisligi amaglar1 dogrultusunda rekombinant organizmalari elde etmek iizere
gen aktarimi i¢in kullanilmasidir. Hiicrelerde dogal olarak DNA, replikasyon ile
cogalir. DNA c¢ift sarmalinda birbirinden ayrilan ipliklerin tamamlayicilar
sentezlenerek bir DNA molekiilii onunla ayn1 2 molekiil meydana gelir ve tim
genler yeni olusan hiicrelere aynen gecer. Her yeni jenerasyonda kopya sayis1 2
katina ¢ikar ve DNA miktar {issel olarak artar. 30 jenerasyon sonra hiicre ve gen
sayisinda milyonlarca kez artis olur. In vitro kosullarda istenen gen yada &zgiin
bir DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasinin elde edilmesi i¢in rekombinant DNA
yontemleri ile DNA klonlanmasina ek olarak 80°li yillardan itibaren PZR’da
kullanilmaya baslanmustir.

PZR ile istenilen genlerin yada DNA dizilerinin jenerasyonlara baglh
replikasyonu, hizlandirilmis bir sekilde gergeklestirilir. Polimeraz zincir
reaksiyonu; spesifik bir DNA parcasinin kopyalarinin primerler tarafindan
yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir
yontemdir. 80’li yillarda Cetus firmasi1 tarafindan gelistirilmesinin ardindan;
Molekiiler biyolojik arastirmalarda (klonlama, dizi analizi, DNA haritalanmasi
gibi) ve bir ¢ok hastaligin (orak hiicre anemisi, kistik fibrozis, AIDS, 16semi vb)
DNA temeline dayali tanisi i¢in de klinik tipta hizla kullanilmaya baslanmistir.

PZR ile insan genomik DNA’s1 gibi kompleks DNA kaliplarindan spesifik
DNA pargalarinin sentezinin birka¢ saat iginde gerceklestirilebilir hale gelmesi,
bu teknolojinin yayginlasmasinda baslica neden olmustur. Ayrica giinlimiizde
PZR; Allellik dizi varyasyonlarmin gosterilebilmesi, doku transplantasyonu i¢in

doku tipinin belirlenmesi, analik-babalik tayini gibi tibbin diger kollarinda ve



tarimda, sistematik ve evoliisyon ¢alismalar1 gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir

(Temizkan G.ve ark. 2007).

1.1.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Olusum Mekanizmasi

Polimeraz zincir reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef
dizilere 2 oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasimna dayanir.
“amplimer” olarak da adlandirilan oligontikleotid primerler, kalip DNA molekiilii
yiiksek sicaklik derecesinde denatiire edildikten sonra tek iplikli DNA molekiilleri
tizerinde kendilerine tamamlayici olan bolgelerle melezlenirler. Primerlerin
baglanmasi diisiik sicaklikta olur. DNA polimeraz enzimi uygun tampon ve 4 cesit
deoksiriboniikleozid trifosfat (dNTP) wvarliginda primerin 3’OH ucundan
uzamasini1 saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayict olan yeni DNA
molekiilii sentezlenmis olur.

Bir PZR dongiisii; denatiirasyon, primerlein baglanmasi ve uzamasi olarak
3 asamadan olusur. Bu 3 asamanin birbirini izlemesi ile DNA fragmentleri tissel
olarak artar. Bu iissel artisin nedeni, bir dongii sonucunda sentezlenen {iriiniin
ardisik dongilide diger primer i¢in kalip gorevi yapmasidir. Boylece her seferinde
2 katina g¢ikar. Matematiksel olarak amplifikasyon ; (2"-2n)x formiilii ile ifade
edilir.

n; dongii sayisi

2n; 1 ve 2. dongii sonundaki boylar1 bilinmeyen iirtinler

x; orijinal kalibin kopya say1s1

PZR verimini etkileyen 6nemli bir faktér; DNA polimeraz enzimidir. 25-
30 PCR dongiisii sonucu hedef dizi artis1 ve termal denatiirasyon nedeniyle
smirlayicr bir etken olur. Verimliligi azaltan diger faktdrde konsantrasyonu artan

hedef dizilerin primer ile baglanma yarisidir (Temizkan G.ve ark. 2007).
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1.1.2.3. PZR’1n Temel Bilesenleri

Kalip DNA:

PZR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lan, ¢esitli genler ve
hatta herhangi bir DNA par¢as1 kalip olarak kullanilabilir. Bu kalip DNA’lar
amaca gore cDNA(komplementer DNA) , genomik DNA vb olarak aragtirma
laboratuarlari ve kliniklerde ticari olarak elde edilir.

Polimerazlar:

DNA polimeraz enzimleri kalip iplige tamamlayict bir DNA ipligi
meydana getirmek iizere, orjinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak 4 cesit
dNTP’den uzun poliniikleotid zincirin sentezini kataliz ederler. Bu enzimler
sentezi baslatmak icin kalip molekiildeki tamamlayici diziye baglanan kisa DNA
parcalarina (primer) gerek duyarlar. Sentez 5’23’ dogrudur. Primerlerin serbest
3’0OH ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etki yapmalariyla, fosfodiester
baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir. Termostabil
DNA polimeraz enziminin PZR’da kullanilmas: biiyiik ¢igir agmistir. Onceleri
kullanilan E. coli’nin DNA polimeraz I enziminin Klenow fragmenti sicakliga
dayanikli olmadigindan her dongilide denatiirasyondan sonra yeniden enzim
eklenmesi gerekiyordu. Giiniimiizde termostabil DNA polimerazlarin kullanilmasi
ile bu sorun ortadan kaldirilmistir. Termostabil enzimlere Ornek, Thermus
aquaticus’dan elde edilen Tag DNA polimerazdir. P.aquaticus—> Amplitaq, T.
Flavis >Hot Tub ve Pyrotase, Thermococcus libralis=> Vent O6rnek olarak
verilebilir. Taq DNA polimerazin baz1 6zellikleri arasinda; optimum sicaklikta
(70-80°C) saniyede 35-100 niikleotid polimerizasyonu yapmasi ve 5’23’
ekzoniikleaz aktivitesine sahip olmasidir.

Primerler:

Oligoniikleotid primerler, bazi laboratuarlardan ticari olarak temin
edilebilir. PCR’1n bir ¢ok uygulamasi icin kalip DNA’ya tamamen tamamlayici
olan primerlere gereksinim vardir. Genelde primerler 20-30 niikleotid
uzunlugundadir. Primer tasarimi yapilirken ¢ogaltilmasi istenen DNA dizisinin 2
ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate alinir, tasarim yapilirken miimkiin

oldugunca dort bazin esit sayida kullanimina dikkat edilir.
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dNTP Karisimi:

Deoksirinoniikleozid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) tek yada
4’1 karigim halinde ticari olarak saglanir. Tag DNA polimeraz diisiik dANTP
konsantrasyonlarinda (10-100uM) kaliba uygun dogru bazlar1 secerken, normal
kosullarda PZR 100uM dNTP konsantrasyonu ile gergeklestirilir. Ayrica optimal
dNTP konsantrasyonu; MgCl, konsantrasyonuna, reaksiyon kosullarina, primer
konsantrasyonuna, ¢ogaltilmis {iriiniin boyuna ve PZR dongii sayisina baglhdir.

Tamponlar ve MgCl,:

PCR’da en ¢ok kullanilan tampon Tag/Amplitaq enzimlerine 0zgii
tampondur ve genelde 10X konsantrasyonunda enzimle beraber temin edilir.
MgCl,’lin reaksiyon karisimindaki final konsantrasyonu degismekle birlikte 0,5-
5mM arasindadir. Mg™ iyonlar1 dNTP’ler ile c¢oziinebilir kompleksler
olustururlar, polimeraz aktivitesini stimiile ederler ve ¢ift iplikli DNA’nin Tm
degerini arttirirlar, ayrica primer/kalip etkilesimini saglarlar (Tm degeri, ¢ift
iplikli niikleik asit molekiillerindeki baz ¢iftlerinin yarisinin ortadan kalkmasina
neden olan sicaklik). Bu nedenle MgCl,’iin PZR’1n 6zgiilliigii ve iiriin verimi
tizerinde dnemli etkisi vardir. Genellikle optimum MgCl, konsantrasyonu olarak
1-1,5 mM’lik degerler tercih edilir. Diisik Mg™ konsantrasyonu, {iriin
olusumunda azalmayan, yiiksek Mg konsantrasyonu ise spesifik olmayan iiriin

birikimine yol agar (Temizkan G.ve ark. 2007).
1.1.2.4. PZR’m Isleyisi
Verimli bir PZR igin;
1. Denatiirasyon

. Primer baglanmasi

2
3. Primerin uzamasi
4. Dongii sayist

5

. PCR makinesinin sicaklik inis ve ¢ikis siireleri onemlidir.

Polimeraz zincir reaksiyonu mikrotiiplerde gerceklestirilir. Amaca gore

farkl tiip ve sicaklik dereceleri kullanilabilir.
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Baslangi¢ denatiirasyonu i¢in genomik DNA gibi kompleks kaliplarin
denatiirasyonu i¢in yiiksek sicaklik (95-100°C) kullanilir. Ancak PZR’da optimum
sicaklik 92-95°C’dir. Primer baglanmasi asamasinda Tm/baglanma sicakligi
oraninin dogru olarak hesaplanmast PZR’mn gerceklesmesinde c¢ok onemlidir.
Primerlerin Tm degerinin hesaplanmasinda en ¢ok kullanilan formiil; [(A+T’lerin
say1s1)x2°C + (G+C’lerin sayis1)x4°C] ¢ogu zaman bu formiille hesaplanan Tm
degerinin 3-5°C altindaki sicakliklar baglanma sicakligi olarak segilir ve optimum
sicaklik denenerek belirlenir. Yukaridaki formiil boyu en fazla 20 niikleotid olan
primerler i¢indir. Daha uzun olanlar i¢in bagka formiiller kullanilir.

Primerlerin uzamast asamasinda genellikle Tqa/amplitaq DNA
polimerazlarin polimerizasyon aktivitesi i¢cin en uygun sicaklik derecesi olan 72°C
kullanilir. Bu asama i¢in genelde 2 dakika yeterlidir. Eger uzun amplikonlar (PZR
ile cogaltilan DNA pargasi) cogaltiliyorsa siire uzatilir. PZR’da son ddngiiniin
uzama siiresi uzun (10-15 dakika) tutulur. Bunun nedeni tiim molekiillerdeki
reaksiyonlarin kesin olarak tamamlanmis olmalarini1 saglamaktir. Toplam dongi
sayis1 25-35 arasindadir. Dongii sayisinin arttirilmasi halinde istenmeyen iirtinler
fazlalasirken, istenen iiriinlerde herhangi bir artis olmaz. Bu yilizden 40’dan fazla
sayida dongiiden olusan PZR reaksiyonlari genellikle basarili sonuglar vermez

(Temizkan G.ve ark. 2007).

1.1.3. Protein izolasyonu

Proteinler, canlida en ¢ok bulunan biyolojik makromolekiillerdir. Tek bir
hiicrede bile, biyolojik islevleri asir1 ¢esitlilik gosteren binlerce farkli 6zellikte ve
bliyiikliikte protein bulunur. Ayrica proteinler genetik bilginin ifadelendigi en
onemli son trilinlerdir. Proteinlerin hiicre veya canlidaki yapi ve islevlerinin
aciklanabilmesi i¢in, molekiiler yapilarinin, biyokimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin
cok 1yi bir sekilde aydinlatilmasi gerekir. Bunun i¢in doku veya hiicrelerdeki
binlerce protein veya biyolojik molekiilden, ilgili proteinin saflagtirilmasi gerekir.
Bir hiicre ve dokudan istenilen bir proteinin saf halde izole edilmesi oldukga giic
bir olaydir. Bu proteinin konsantrasyonu diigiik ise binlerce farkli protein

arasindan ayirmak ve saf halde elde etmek i¢in bu proteine uygun olan saflagtirma
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tekniklerinin secilmesi gerekir. Proteinlerin saflastirilmasinda bugiin kullanilan
yontemler oldukca gelismistir. Saflastirma yapildiktan sonra, proteinlerin
biyokimyasal 06zellikleri belirlenerek hiicredeki biyolojik islevleri ve diger
molekiillerle olan iliskileri aydinlatilabilir. Protein saflastirmasi denilince, akla ilk
olarak hiicrede biitiin biyokimyasal olaylarin katalizinde 6nemli rol oynayan
enzimler gelmektedir (Yildirim A. et.al. 2006; Turner, P.C. et.al. 2004).
Proteinlerin yapisinin ¢éziimlenmesi bir¢ok hastaligin teshis ve tedavisi ve
ilag iiretimi i¢in ¢ok Onemlidir. Bir doku ve hiicre gurubundan proteinleri izole
edebilmek icin Oncelikle yapilmasi gereken bazi islemler vardir. ilk safhada
calismak istedigimiz proteinin en fazla bulundugu doku veya hiicre grubu segilir.
Ilgilendigimiz proteini dayanikli tutacak tampon codzeltiler kullanilarak doku ve
hiicreler homojenize edilir. Hiicre membraninin ve ¢ekirdek membraninin
par¢alanmas1 gerekir. Daha sonra bu homojenat belirli hizlarda santrifiigasyona
tabi tutularak hiicre partikiillerinden arindirilir. Boylece elde edilen protein
karigimi siipernatant halinde alinarak saflastirma yontemlerinden biri veya birkag1
kullanilarak proteinlerin saf halde izole edilmesi saglanir. Jel filtrasyon
kromotografisi ebatlarina gére ayirir. Iyon degisim kromotografisi, izoelektrik
fokuslama ve elektroforez proteinlerin farkli iyonik yiiklerinden faydalanma
avantajina sahiptir. Hidrofobik interaksiyon kromatografisi, hidrofobisitedeki
farkliliklar1 ortaya cikarir. Afinite kromatografisi enzimler veye reseptorler, ve
substratlar veya inhibitorler gibi ligandlar arasindaki spesifik afiniteye baghdir

(Turner, P.C. et.al. 2004).

1.1.3.1. Protein Saflastirma Yontemleri

1.Kromatografik Yontemler
a. Jel Filtrasyonu
b. Ion-Exchange ( Iyon Degistirici ) Kromatografisi
c. Affinite Kromatografisi
2.Santrifligasyon Y ontemleri
a. Densiti Gradient (Zonal) Santrifiigasyon

b.Differansiyel Santrifligasyon
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3. Dializ ve Ultrafiltrasyon
4. Elektroforez
a. Kagit Elektroforezi
b. Seliiloz Asetat
c. Jel Elektroforez
d. Nisasta Jel Elektroforezi
e. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)
f. SDS-PAGE
g. Agar ve agaroz.
h. Disk Elektroforez
1. Izoelektrik Odaklama (IEF)
i. Iki Boyutlu Elektroforez
k.Kapiller Elektroforez

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi)
Denatiire Edici Elektroforez:

En yaygin kullanim alani olan elektroforez tipidir. Proteinlerin dogal
yapilarint bozucu ajanlar kullanmadan yapilan PAGE daha cok c¢oziinebilen
proteinlerin enzimatik ve biyolojik ozelliklerini de koruyarak incelenmesi i¢in
kullanilir. Saflik derecesinin tayini i¢in kullanildigr gibi, dogrudan saflagtirma
islemi olarak da kullanilabilir. Ayrica saflagtirma silirecinin gelisimini gostermek
ve ilgilenilen proteini i¢eren fraksiyonlar1 belirlemek i¢in de kullanilir.

Jel sentetik bir madde olan akrilamid ile akrilamid tlirevi olan N-N’-
metilen bis-akrilamidin polimerlesmesiyle olusturulur ve 6rnekler bu jel {izerinde
yuriitiliir. Polimerlesme reaksiyonunda akrilamid molekiilleri yan yana
baglanarak diiz zincirler olustururlar. Bisakrilamid molekiilleri ise iki akrilamid
zinciri arasinda ¢apraz baglanmalar olusturur. Boylece agimsi bir yapt meydana
gelir. Polimerlesme derecesi sicaklik, pH, amonyum persiilfat (APS) ve
N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamin (TEMED) miktarina gore farklilik gosterir.
Polimerlesme i¢in serbest radikal olusumuna sebep olan APS reaksiyon baglatic,
TEMED ise katalizor olarak rol oynar. PAGE proteinler i¢in ¢ok uygun oldugu
gibi DNA ve RNA elektroforezleri i¢in de kullanilabilir. Akrilamid miktar1 ve
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akrilamid/bisakrilamid ~ oram1  jelin  aynistirma  kapasitesini  belirler.
Akrilamid/bisakrilamid orani yiikseldik¢e elektroforez sirasinda jellerde 1s1
yiikselir, kirilganlik artar ve daha kolay yikanir. Seffaf, hazirlamas1 basit ve
mekanik giicli daha fazladir. Boyutlar1 ayarlanabilen gozenekli yapilar1 nedeniyle
proteinleri molekiil agirliklart veya kiitleleri ile orantili olarak molekiillerin
gbclinli yavaslatan bir “molekiiler elek” olarak davranir. Bu nedenle ayrim hem
molekiiler eleme hem de elektroforetik mobilite temeline dayanmaktadir. Diisiik
derisimde hazirlanan jellerin gézenekleri daha biiyiik olup, daha biiyiik molekiil
agirlikli  biyomolekiillerin  ayrimlanmasinda  kullanilir. PAGE  sisteminde
uygulanan (proteinler ig¢in) jel yiizdesi ve molekiil agirligina gore ayrilma
kapasitesi smirlart %5°lik jel i¢in 60-212 kDa, %10’luk jel icin 18-75 kDa ve
%15’lik jel i¢in 15-45 kDa arasindadir.

Poliakrilamid jel iki cam levha arasina dokiilir, polimerlesme
tamamlandiktan sonra cam levhalar tanka yerlestirilir ve elektroforez tamponu
tanka bosaltilir. Protein ¢ozeltisi jele lizerindeki kuyucuklara 15-20uL olacak
sekilde uygulanir. Jel bagina 20-25 mA sabit akim verilerek elektroforez baslatilir.
Elektroforez tamamlandiginda jeller cam levhalardan ¢ikartilir. Eger jelde enzim
aktivitesi goriintiilenecekse drnek ya iki jelde kosturulur veya bir jel tizerinde iki
ayr1 kuyucukta kosturularak iki esit pargaya boliiniir. Jellerden biri aktif enzim
bandinin goriintiilenmesinde, digeri ise protein bantlarinin boyanmasinda
kullanilir. Aktif enzim bandinin goriintiilenmesi i¢in jel uygun bir tamponda
yikandiktan sonra, enzime 6zgii substrat ¢ozeltisinde belirli bir siire inkiibasyona
birakilir. Daha sonra jel substrat ¢ozeltisinden ¢ikarilarak distile su ile birkag kez
yikanir ve olusan liriine 6zgii renk veren bir boya ile muamele edilir. Enzimin jel
tizerinde bulundugu bant boyamadan sonra belirgin bir sekilde goriiliir. Bu isleme
ise zimografi denir. Elektroforez sonrasinda proteinler, jele baglanmayan fakat
proteinlere baglanan, Coomasie mavisi gibi bir boyayla goriintiilenir. Ayrica
Coomiasie mavisi ile boyamaya gore 100 kat daha hassas olan, glimiis boyamada
kullanilabilir. Jellerin boyanmasindan sonra, boya c¢ozeltisinden alinan jeller
uygun boya giderici ¢ozeltiler ile yikanarak bantlarin agiga ¢ikmasi saglanir.

Saflagtirma igleminin her adiminda alinan protein c¢ozeltileri PAGE

uygulandiginda, saflastirma siirecinin gelisimi izlenir ve saflagtirmanin ne derece
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dogru yapildig1 da kontrol edilir. Ciinkii her saflagtirma adiminda boyanan protein
bandinin sayis1 azalacaktir. Ayrica, proteinlerin boyanmasi ile olusan bant veya
bantlar ile zimografi sonucunda elde edilen aktif enzim bandi karsilastirilarak
ilgilenilen protein band1 saptanur.

SDS-PAGE yontemi proteinlerin = safliginin  kontrolii ve molekiil
agirliklarinin saptanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda SDS-PAGE
proteinin birden fazla alt birime sahip olup olmadigini saptamada dnemlidir. SDS-
PAGE, PAGE den farkli olarak protein karisimina tiyol ayraci olan
merkaptoetanol ve SDS ilave edilerek 100°C’de 1sitilarak denatiire edilir.
Merkaptoetanol, proteindeki disiilfiit baglarin1 koparir. Denatiire edici bir deterjan
olan SDS proteine baglanir (bir molekiil SDS yaklasik iki amino asit kalintisi
baglar) ve proteini net negatif yiik ile kaplar, bu durumda proteinin kendi yiikii
thmal edilir. Proteinin dogal konformasyonu degisir, proteinler esit yiik
yogunluguna sahip olurlar ve poliakrilamid jel igerisinde sadece molekiil
agirligina gore ayrilirlar. Buna gore biiyiik molekiiller jel matriksinde tutulurken
kiiciikler daha hizli gé¢ eder. Molekiil agirlig1 bilinen protein standartlari, ilgili
protein Ornekleriyle birlikte yiiriitiilerek saflagtirilmis proteinin veya enzimin
molekiil agirhigr yaklasik olarak hesaplanir. Protein standartlarinin Rf degerleri ile
molekiil agirligr molekiil agirliklarinin logaritmasi alinarak grafigi cizilir. Elde
edilen grafikten Rf degeri bilinen ilgili proteinin molekiil agirligi hesaplanir

(Turner, P.C. et.al. 2004; Yildirim A. et.al. 2006).

1.2. Arastirma organizmasi1 Gammarus pulex

1.2.1. Gammarus pulex sistematigi

Crustacea (Kabuklular) biliyiik ¢cogunlugu su igerisinde, kii¢iik bir kismi da
sucul ortamlara bagimli olarak yasarlar. Ozellikle kiiciik kabuklular, su
icerisindeki yagsamin, besin zinciri bakimindan ¢ok Onemli bir halkasini
olusturmalar1 nedeniyle olduk¢a o©nemlidirler. Kabuklular, eklembacaklilarin
birincil olarak suda yasayan tek siifidir. Karasal yada yar1 karasal yasayanlar bu

uyum i¢in ¢ok biiyiik bir yapisal degisiklik gdstermezler. Kabuklular iki biiylik
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gruba ayrilirlar: Entomostraca daha ¢ok kii¢iik kabuklulari, Malacostraca ise daha
biiyiik kabuklular1 kapsamaktadir (Demirsoy, A., 1998).

Gammaridae familyasi, Amphipoda ordosu i¢inde yasayan en ilkel iiyeleri
de ic¢ine alan biiylik bir grubu temsil etmektedir (Barnard, J.L. ve ark. 1983). Tath
su birikintilerinde, derelerde, su bitkileri iizerinde veya taslarin altinda yasayan
Gammarus tirleri, Malacostraca alt sinifinin Amphipoda ordosunun, Gammaridae
familyasinin, Crustacea sinifindandir (Demirsoy, A., 1998). Bu grup diinya
genelinde 210°dan fazla cins ve 1350’den fazla tiirle temsil edilir ve bu tiirler
genellikle tatlisularda dagilim gostermektedirler (Barnard, J.L. ve ark. 1983).

Amphipoda’ya ait cinsler géz oniinde tutuldugunda, Gammarus cinsi ylizey
sularinda (yer alt1 sular1 hari¢) yasayan en fazla tiir sayisina sahip cins olarak
dikkati ¢ekmektedir (Karaman, G.S. ve ark. 1977). Ulkemizde bugiine kadar
Gammaridae familyasina ait 7 cins altinda 48 takson tespit edilmistir. Ulkemizde
bulunan Gammarus tirlerinden birkac¢1 sunlardir; Gammarus abscicus, G.
accolae, G. angarius, G. anatoliensis, G. argaeus, G. dorsosetosus, G. effultus, G.
inopinatus, G. longipedis, G. mladeni, G. obnixus, G. odetta, G. osellai, G. pageti,
G. pavo, G. pseudanatoliensis, G. ustaoglui, G. vignai (Ozbek, M. ve ark. 2006).

Gammarus cinsi, Kuzey yarimkiirede Avrupa ve Kuzey Afrika’da fazla
sayida taksa ile genis bir alana yayillmig durumdadir. Bu da taksonomik
problemlere neden olmaktadir. Simdiye kadarki morfolojik gozlemler, Karaman
ve Pinkster’in yaptig1 siniflandirilmis tiirlerin taksonomik konumlarin1 agiklamak
icin kullanilan baslica anahtarlardir. Taksonomik durumlarinin tam ve dogru
olarak ortaya konulabilmesi i¢in dikkatli bir morfolojik inceleme ve belirli sayida
karakterlerin belirlenmesi gerekmektedir. Gammarus cinsi iiyelerinde tiirler
arasinda morfolojik farklar ¢ok carpicti ve aymrt edici bir bicimde
goriilmediginden, Gammarus tiirlerinin taksonomisi i¢in yalnizca morfolojik
karakterlerin kullanimi yeterli olmayabilir. Uygulanacak bazi molekiiler
tekniklerle bu gibi sorunlar Onlenebilir (Karaman, G.S. ve ark.

1977a,1977b,1977¢)
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1.2.2. Gammarus pulex’in biyolojik yapisi

Amphipodlarin tiremelerinin genel olaylar ¢esitli aragtirmacilar tarafindan
tanimlanmistir. Ergin erkek, oviposit doneminden bir siire once disiyi tutar ve ¢ift
precopula evresinde bu sekilde bu evrede kalirlar. Kopulasyon kendine 6zgii bir
sekilde birkac¢ kez gerceklesir. Erkek disiyi ¢evirir ve spermlerini onun ventral
ylizeyine yerlestirir. Daha sonra disi erkekten ayrilir, 4 parca osteogitesten
yapilmis olan kulucka kesesine kiitikil yumurtalar1 sertlestirmeden Once
yerlestirir. i1k basta yavasca ¢coziinme dzelligine sahip jelatin bir kese ile ¢evrilidir
ve bu sirada fertilizasyon gerceklesir. Birkag giin sonra yavrular yumurtadan ¢ikar
ve yavrular 1 yada 2 giin sonra annelerinin kesesinden ayrilirlar (Hynes, H.B.N.
1955). Gelisme kulucka boslugu icerisinde gerceklesmektedir. Senede bir defa dol
meydana getirme egilimi vardir. Tath sularda yasayan tiirler her defasinda 15-50,
denizde yasayan tiirler ise 2-750 yumurta birakirlar. Gelisme dogrudan
dogruyadir. Yumurtalardan ¢ikan yavrular ana hatlar1 ve {iye sayis1 bakimindan
ergin hayvanlara benzerler. Yalniz anten parcalariin sayis1 ve iiyelerin sekilleri
erginlerde farklidir (Demirsoy, A., 1998). Diger tatli su omurgasizlarindan farkl
olarak larval safhalar1 yoktur fakat yumurtalardan tamamen gelismis olarak
cikarlar. Bunlar ayrica hem olgundur ve de yilda 2 jenerasyona kadar ¢ok hizl
iirerler (Pollock, S., 2005).

Gammaruslar genellikle alglerin ve sucul bitkilerin bulundugu nehirlerde,
kayalarin istiinde ya da akarsu yataklarinda bulunur. Taglarin ve yosunlarin
serbest, daginik oldugu yerlerde rastlanabilir. Nehirlerde gomiilii taglarin altinda
tas ve bitkilerin govde ve kokleri arasinda bulunmalarina ragmen bitklerin iist
kisimlarina beslenmek icin yoOnelirler. Zamanlarinin ¢ogunu siginak olarak
kullandiklar kayalarda ve bitkilerde gecirirler, yeni yiyecek kaynaklarina ulasmak
icin akintiya karsi1 ylizmek zorundadirlar. Bacaklarini hareket ettirerek taze,
oksijen yoniinden zengin olan suyu solungaclarina dogru sirkiile ederler. Tiim
amphipodlarda oldugu gibi Gammarusliar da kandaki oksijeni, bakir igeren
solunum pigmenti olan hemosiyanin ile tasirlar (Pollock, S., 2005).

Ergin bir Gammarus pulex yaklasik 11mm uzunlugunda (erkeklerde 20

mm’ye kadar ulasabilir), kivrik ve kahverengi-sar1 bir viicuda sahiptir (Pollock,
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S., 2005). Viicutlar1 yanlardan basilmistir. Genel goriliniisleriyla tiknaz
yapilidirlar; daha ¢ok tesbih boceklerine benzerler (onlardan en énemli farklar
yanlardan basik olmalari, kalplerinin ve solingaglarinin abdomende degil gogiiste
olmasidir); cogu saydamdir, bazilar1 gri, kahverengi, krimizi, yesil ya da mavimsi
yesil renkli olabilir; bunun yani sira birka¢ planktonik tiirli tamamen saydamdir.
Bag, gogsin ilk 1. ya da 2. (Caprellidae’de) segmenti ile kaynasmustir.
Sefalotoraksin arkasinda, eklemli olarak birbirine baglanmis 7 ya da 5 segment
bulunmaktadir. Karapaks yoktur. Abdomen, gégiisten belirli bir sekil ve biiyiikliik
bakimindan ayrilmaz. Abdomende, iiyelerinin yapisi ile ilgili olarak, her biri 3
segmentten olugmus iki kisim (metasom, urosom) ayirt edilebilir. Telson her
zaman son segmentten ayrilmaktadir (Demirsoy, A., 1998).

Bas kisminda predatorleri ve biitiin ¢evreyi daha iyi gérmelerini saglayan
bilesik gozleri vardir, yemek bulmak i¢in tatma ve dokunma duyu organlarini
iceren kamg1 seklinde iyi geligsmis antenleri vardir. (1. ve 2. ¢ift) Toraksta 7 ¢ift
eklemli bacak bulunur. 2 ¢ift tutmak i¢in penge seklinde gnathopodlar1 vardir, 5
cift ise siirinmek ve yiizmek icindir. Toraksta ayrica solungagta bulunur.
Karapaks olarak bilinen torakst ve bas1 kaplayan sert bir dis iskeletleri
(exoskeleton) vardir. Abdomende 3 c¢ift ylizme ve su sirkiilasyonunu saglayan
pleopod olarak bilinen uzantilar1 bulunur iken {i¢ c¢iftte ylizmek i¢in iiropodlari
vardir. Abdomenini kaplayan dis iskelet hareketi kisitlamamak igin esnektir

(Pollock, S., 2005).

1.2.3. Gammarus pulex’in 6nemi

Gammarus pulex kiregli sularda bulunan yaygin bir organizmadir. Daha ¢ok
akarsulan tercih ederler fakat ayrica gol ve goletlerde de suyun kenarlarinda
bulunurlar. Kirlenmis ve oksijeni azalmis sulara karsi toleranslari yoktur. Bu
yiizden suyun kalitesini belirlemede indikator tiirler olarak kullanilirlar (Pollock,
S., 2005). Yiizerek hareket ederler. Cofu ac1 yada tathi sularda yasarlar.
Gammarus tirlerinin bir kismi denizde, bir kismi tath sularda yasamaktadir

(Yesilmen, T.O. ve ark. 1996).
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Olii bitki ve hayvan materyalleri ve biyofilmlerle beslenen detritivatorlerdir
(Pollock, S., 2005). Antenleriyle detritusu karistirir ve besin maddelerini
maksillipet ya da diger agiz liyelerinin killart ile siizerler (Demirsoy, A., 1998).
Gammaruslar kismen ayrigmis, ¢iirlimiis ve biyofilmle kapli yapraklari tercih
ederler. En ¢ok enerjiyi asinmig materyallerden ¢ok 6lii yapraklart kaplayan
mikrobiyal biomasstan elde ettikleri bundan yola ¢ikilarak bulunmugtur. Buna
ragmen en ¢ok ilgiyi 6gitiicii olmalar1 géormektedir. Gammaruslar ayrica kiigiik
organizmalar1 ve birbirlerini yerler ayrica kiregli sularda koprofaji ile beslenenleri
de goriilmiistiir ki bu tarz habitatlarda organik materyallerin geri doniisiimii i¢in
cok onemli bir yol olusturmaktadir (Pollock, S., 2005).

Gammaruslarin ayrica ekonomik agidan da 6énemleri vardir, kaplumbagalar
ve amphibiler i¢in komple bir yemdir. Gammarus kalsiyum agisindan zengin bir
dogal icerik oldugundan, ozellikle kaplumbagalarin kabuklarinin saglikli
kalmasimi destekler ve yumusamasini engeller. Biitiin kurutulmus karidesten
olusan bu yem igerigindeki protein, yag, lif ve nemli yapisi ile oldukca
besleyicidir (Anonim 2010).

Tathh su Amphipodlar1 akut toksisite testlerinde, toksik maddeler igin en
duyarli organizma olarak tanimlanmistir. Bu grup, kimyasal kirlilikten ve agir
metal birikiminden en fazla etkilenen grup olarak tespit edilmistir. Amphipodlarin
cevresel stres faktorlerine ve toksikantlara verdikleri cevaplar1 hakkinda yapilan
caligmalar da yeterli degildir (Arthur, J.W. 1980; Malins, D.C. 1991).

Gammarus lyeleri, sulara karisan cevresel kirleticilere karsi baliklardan
daha duyarli organizmalardir. Cesitli kirleticilere olan hassasiyetlerinden, ¢cabuk
iiretilebilmelerinden, c¢ok sayida toplanabilmelerinden dolayr bu cinsin
toksikolojik ¢alismalardaki kullanimi giderek artmaktadir (Arthur, J.W. 1980;
Graney, L.R. 1986).

1.3. Amag
Bu caligmanin amaci, kirlenmis ve oksijeni azalmis sulara karsi toleranslari
olmayan, bu yiizden suyun kalitesini belirlemede indikator tiirler olarak

kullanilabilen Gammarus pulex‘in DNA ve protein analizlerini ortaya koymaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsma organizmasi: Gammarus pulex

Calismada, Gammarus pulex tiri kullanmilmistir. Kullanilan Gammarus

pulex’ler Eskisehir Porsuk cayindan toplanmustir.

2.1.2 Cahsmada kullanilan kimyasallar

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

= Tris : MERCK Katalog no: 1.08387

* Tris HCL: SIGMA Katalog n0:05432

= EDTA: FLUKA Katalog no: 03620

» izopropanol: Riedel de haen Katalog no: 24137

= 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/uL

* Fenol-Kloroform-izoamilalkel: SIGMA

=  Kloroform: Sigma, Katalog no:C2432

* 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 iizerine 40 ml
0.5M EDTA (FLUKA Katalog no: 03620) eklenir. Toplam hacim 1 1t’

ye tamamlanir.
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2.1.3 Cahsmada kullanilan cihazlar

= 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 kullanildu.

= 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 Goriintiileme: 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

2.1.4 Cahsmada kullanilan Kitler
= Wizard(R) Genomic DNA Purification Kit Technical Manual

TMO050

2.1.5 Cahsmada kullanilan DNA polimeraz setleri
Fermantas Taq polimeraz seti (5u/pl)
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2.2 Yontemler

2.2.1 Gammarus pulex’ten genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu protokolii:

1) Gammarus pulex’ler homojenizator ile pargalanmigtir. .

2) Parcalanmis 6rnekler 10 mM Tris-HCI (pH:7.5) ile yikanmustir.

3) Yikanmis 6rnekler 7000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir.

4) 0.5 ml siipernat tlipte birakilarak geri kalan siipernatant
uzaklagtirilmastir.

5) Pelet kalan siv1 igerisinde yavas bir bicimde ¢alkalanarak homojenize
edilmistir.

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

7) 15 dk. 3500 rpm’de santrifiij edilmistir.

8) Ustteki siv1 tabaka pastdr pipetiyle (veya agzi jiletle kesilen 1000
ul’lik mikropipetle) alinmig ve yeni bir tiipe aktarilmaistir.

9) Aktarilan sivi miktar1 kadar tekrar fenol:kloroform:izoamilalkol
(25:24:1) ilave edilmis ve yavasca ters-diiz edilmistir (ikinci
phenol:chloroform saflastirmast).

10) 15 dk. 3500 rpm’de santrifiij edilmistir.

11) Ustteki sivi tabaka pastdr pipetiyle alinmis ve yeni bir tiipe
aktarilmastir.

12) Aktarillan sivi miktar1 kadar tekrar fenol:kloroform:izoamilalkol
(25:24:1) ilave edilmis ve yavasca calkalanmistir (ligiincii
fenol:kloroform saflastirmast).

13) 15 dk. 3500 rpm’de santrifiij edilmistir.

14) Ustteki sivi tabaka pastér pipetiyle alinmig ve yeni bir tiipe
aktartlmistir.

15) Esit hacimde izopropil alkol ilave edilmistir.

16) 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.
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17) Stipernatant uzaklastirilmis ve pellet kurumaya birakilmigtir.

18) Kurutulduktan sonra pelet 100 pl TE ile ¢oziilmiistiir.

19) Elde edilen genomik DNA; sirasiyla spektrofotometrik olgiim ve %
0.8’lik  agaroz jeldeki  goriintiisiine  gore; kalitesi, RNA

kontaminasyonu ve biitlinliigli acisindan kontrol edilmistir.

Kit Genomik DNA Izolasyon protokolii:

1) Hiicreler almir ve 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarilir. Yapisan
hiicreler var ise bu islemden 6nce tripsin eklenir.

2) 13.000-16.000 x g hizinda 10 saniye boyunca hiicreleri ¢oktlirmek i¢in
santrifiijlenir.

3) Siipernatant kismi uzaklastirtlir, 10-50ul kadar kalan sivi g¢okelti
(pelet) tlipte birakilir.

4) Hiicreleri yikamak icin 200 pl PBS eklenir ve b.’deki gibi
santrifiijlenir ve PBS ayrilir. Hiicreleri yeniden siispansiyon haline
gelmesi i¢in vortekslenir.

5) 600ul Niiclei Lysis Soliisyonu eklenir ve pipetle hiicreler iyice
pargalanir.

6) Oda sicakligindaki Ornege 200ul Protein Precipitation soliisyonu
eklenir ve ¢cok hizli bir sekilde 20 saniye vortekslenir. Buzda 5 dakika
bekletilerek 6rnek sogutulur.

7) 13.000-16.000 xg’de 4 dakika santrifiijjlenir. Coken protein yogun
beyaz bir pelet olusturacaktir.

8) DNA’y1 igeren siipernatant dikkatlice ayrilir (protein pelet kalacak) ve
temiz 1,5 ml’lik i¢inde oda 1sisinda 600ul isopropanol bulunan
mikrosantrifiij tiipiine aktarilir.

9) Soliisyonu dikkatli bir sekilde beyaz bir DNA kiitlesi goriinene kadar
altiist ederek yavasca karistirilir.

10) Oda sicakliginda 13.000-16.000 x g’de 1 dakika santrifiijlenir. DNA
kiiciik beyaz bir pelet olarak goziikecektir. Siipernatant dikkatlice

ayrilir.
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11) Oda sicakliginda 600ul %70’lik ethanol eklenir ve dikkatlice tiip
birka¢ kez DNA’y1 yikamak i¢in karigtirilir. Oda 1sisinda 13.000-
16.000g’de 1 dakika santrifiijlenir.

12) Dikkatli bir sekilde ethanol aspire edilir, buharlastirilir. Bu noktada
DNA peleti ¢cok seyrek olacagindan peletin buharlasmamasina dikkat
edilmelidir.

13) Tiipli temiz emici bir kagidin istiine ters g¢evirerek koy ve peleti
kurumasi i¢in 10-15 dakika beklet.

14) 100pl DNA Rehidrasyon Soliisyonu eklenir ve DNA’y1 65°C’de 1 saat
inkiibe ederek DNA dehidre edilir. Periyodik olarak tiipe yavasca
vurularak soliisyon karistirilir. Alternatif olarak oda sicakliginda yada
4°C de soliisyonu 1 gece inkiibe ederek DNA rehidre edilir.

15) DNA’y1 2-8°C’de sakla.

2.2.2 DNA’larin spektrofotometre’de ol¢ciimii

DNA oOrneklerinin nanodrop’ta 260 ve 280 nm (nanometre) dalga
boylarinda 6l¢iimii yapilmistir. Bu dlglimlerde DNA 6rneklerinin peletleri hangi
tampon ile ¢oziilmiis ise o tampon kor olarak kullanilmistir. Spektrofotometrede
okunan degerler ile asagidaki formiiller kullanilarak DNA miktar1 saptanmaistir.

DNA miktari= ODy4 x diliisyon katsayis1 x 50 pl/ml

2.2.3 PZR Reaksiyonu

PZR reaksiyonunda kaynak DNA olarak Gammarus pulex genomik
DNA’s1 kullanilmigtir. PZR reaksiyonu evrensel primerlerle kurulmustur; 2.5 ul
10X tampon, 2.5 pl 25 mM MgCly, 2 pl 2.5 uM dNTP karigimi, 2.5 pl F, 2.5 pl
R, 0.5 ul genomik DNA (1.220 ng/ul), 0.2 ul Taq DNA Polimeraz enzimi (5u/ul)
tizerine son hacmi 25 pl olacak bigimde 12.3ul dH,O eklenmistir.
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Uriin icin kullamlan PZR program: 94°C’de 2 dk., 94°C’de 1 dk.,
67°C’de 1 dk., 72°C’de 1 dk., 72°C’de 4 dk. ve 4°C’de oo olacak sekilde

kullanilmustir.

2.2.4 Agaroz jel analizi ve jel goriintiilleme islemi

Agaroz jelde yliriitilen DNA parcalart UVP transillimunator cihazinda

kontrol edilmis ve UV-Photometer jel dokiimantasyon cihazi (UviTec) ile veriler

kaydedilmistir.

2.2.5 Gammarus pulex’e ait proteinlerin izolasyonu ve SDS-Page ile

analizi

Protein izolasyonu:

Gammarus pulex’ler homojenizatorde par¢alanmaistir.

Hiicreler 6,000 rpm’de 15 dk. peletlenmis ve 1 ml TES (100mM
TrisHCL (pH: 7.5), 100mM EDTA ve 100mM NaCl ile 50 ml
hazirlanmistir) tamponu eklenerek yikanmiglardir.

Hiicreler yikamadan sonra 6,000 rpm’de 15 dk. yeniden peletlenmis ve
180 pul TES ile ¢oziilmiistiir.

Uzerlerine 10 mg/ml lizozim (0.02 gr lizozim ve 50 mM TrisHCL
(pH:8) ile ¢oziiliip, dH,O ile 2 ml tamamlanir)’den 2 pl ve 10 pl
deterjan kokteyli (150 pl Tween 20 ile 150 pl TritonX100 Not: Burada
kullanilacak deterjanlar non-iyonik olmalidir) eklenmis ve 20 dk.
buzda inkiibe edilmistir.

Siire sonunda 50 pl 50 mM TrisHCL (pH:8) , 0.8 ul Endikleaz (
Sigma kat.no:E-1014) ve 1.5 pl 1 M MgCl, eklenmis ve 20 dk. oda
1s1sinda bekletilmistir.

Siire sonunda kaisim -86°C’de 20-25 dk bekletilerek, tekrar oda 1sisina
alinmis ve ¢oziinmiistiir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir.

Karigim 14,000 rpm’de 15 dk. (+4°C) santriifiij edilmistir. Siipernatant

yeni bir tiipe alinarak protein izolasyon islemi tamamlanmistir.
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SDS Page:

Bio-RAD firmasina ait jel sistemi kullanilmistir. Burada iki farkl

tampon kullanilmistir. Bunlar ;

= Kosturma tamponu (Running buffer): 3.3 ml %30 Bis-akrilamid,
2.5 ml 1.5 M Tris HCI (pH:6,8), 0.1 ml %10 SDS, 4.1 ml dH,0, 5
ul TEMED ve 50 pl amonyom persiilfat ile hazirlanmistir (%10
olacak sekilde hazirlanmistir).

= Ayirma tamponu (Stacking buffer): 1.7 ml %30 Bis-akrilamid, 2.5
ml 0.5 M Tris HCl (pH:6,8), 0.1 ml %10 SDS, 5.7 ml dH,0, 10 pl
TEMED ve 50 pl amonyom persiilfat ile hazirlanmistir (%10

olacak sekilde hazirlanmistir).

Tamponlar kullanilarak hazirlanmis olan jele orneklerden pllO

yiiklenmis ve 80 V’da 2 saat yiiriitiilmiistiir.
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3. BULGULAR

Gammarus cinsi liyelerinde tlirler arasinda morfolojik farklar ¢ok carpici
ve ayirt edici bir bigimde goriilmediginden, Gammarus tiirlerinin taksonomisi igin
yalnizca morfolojik karakterlerin kullanim1 yeterli olmayabilir. Uygulanacak bazi
molekiiler tekniklerle bu gibi sorunlar Onlenebilir. Asagida bu tez g¢alismasi
esnasinda kullanilan molekiiler teknikler sonucu elde edilen bulgularin

tanimlamasi yapilmistir.

3.1 Gammarus pulex’ten genomik DNA izolasyonu

Gammarus pulex’ten genomik DNA izolasyonu deneyleri boliim 2.2.1°de

belirtilen protokollerde degisiklik yapilmadan uygulanmistir. Buna gore elde

edilen deney sonuglar1 Sekil 3.1°de belirtilmistir.

M |

21kbg =——> € 22kbg

Sekil 3.1. Gammarus pulex genomik DNA’sinin agaroz jelden goriintiisi. M) ADNA EcoRI/Hind
IIT Marker, 1 ) Gammarus pulex genomik DNA’sinin agaroz jelden goriintiisii ( %
0.8’ lik agaroz jel’e 3ul ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte yliklenmis ve 90 V
45dk. yurttilmiistiir).

3.2 DNA’larin spektrofotometrede ol¢iimii
Izolasyonu yapilan DNA’larin kalite ve safligmi belirlemek igin

spektorofotometrik analizi yapilmigtir. Bu sonuglar icinde elde edilen genomik

29



DNA izolasyon iiriiniiniin spektrofotometrik 6l¢timleri yapildiginda 6rnegin 213

ng/pl yogunlukta DNA igerdigi belirlenmistir (Sekil 3.1).

3.3 DNA’min kullanilabilirliginin PZR reaksiyonu ile belirlenmesi

Gammarus  pulex’ten  genomik  DNA’larmin  verimliligi  ve
kullanilabilirliginin belirlenmesi i¢in evrensel primerler kullanilarak PZR
reaksiyonu kurulmus ve reaksiyon iirlinii agaroz jelde ylriitiilmistiir (Sekil 3.2).

Beklenen biiyiikliik olan 500 bg’lik {iriin elde edilmistir.

M 1 2

600 bg ——>

400 b —t <«—— 500 bc

Sekil 3.2. Gammarus pulex genomik DNA’s1 kullanilarak kurulan PCR reaksiyonunun agaroz
jelden goriintiisii. M) 50bp Marker, 1ve 2 ) Gammarus pulex genomik DNA’sindan
ITS1-ITS4 bolgesini agaroz jelden goriintiisii ( % 0.8” lik agaroz jel’e 3ul ADNA
EcoRI/Hind IIT marker ile birlikte yiiklenmis ve 90 V 45dk. yiiriitilmiistiir).

3.4 Gammarus pulex’e ait proteinlerin izolasyonu ve SDS-Page ile analizi
Gammarus pulex’ten  protein izolasyonu deneyleri bolim 2.2.5°de

belirtilen protokollerde degisiklik yapilmadan uygulanmistir. Buna gore elde
edilen deney sonuglar1 Sekil 3.3’de belirtilmistir.
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—>200kDa

S0
d
—> 38kDa

—>»26kDa
—>19kDa

—>»9kDa

Sekil 3.3. Gammarus pulex protein izolasyonlarinin SDS-Page goriintiisii. M) Broad Range
Marker, 1-9 ) Gammarus pulex proteinlerin SDS-Page goriintiisii ( % 10 SDS-Page
10ul Broad Range Marker ile birlikte yiiklenmis ve 80 V 90dk. yiirtitiilmiistiir).

Protein izolasyonu sonucu, 9 farkli Gammarus pulex’in hepsinde 200 kDa
biiyiikliigiinde bantlar gériilmiis ve bu bantlarin Miyosin proteinine denk geldigi
goriilmiistiir. Aynm1 sekilde sirasiyla; 120, 46, 38 ve 19 kDa biiyiiklik , bu
bliytikliiklerin denk geldigi proteinlgr -Galaktosidase, Ovalbumin, Karbonik

anhidraz ve Lizozim olarak belirlenmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Gammaruslar doga ekonomisi agisindan, ozellikle detritus ve ciirimekte
olan bitkisel artiklardan hayvansal proteine geciste rol oynadiklar1 gibi ekolojik
problemlerle ilgili deneysel ¢alismalarda da obje olarak kullanilmaktadir
(Yesilmen, T.O. ve ark. 1996). Gammarus’ta yapilacak calismalarin temel
bilimlere ve 6zellikle gelismekte olan biyoteknoloji, biyoinformatik ve genetik
miithendisligi gibi bilim dallarina destek olabilecegini diisiindiirmektedir.
Molekiiler ¢aligmalara destek olabilecegi diisiiniilen DNA ve proteinlerin analizi
bu ¢alismanin hedeflerini olusturmaktadir.

Bu amaglarla izole edilen DNA’larin  (Sekil 3.1)’de molekiiler
arastirmalarda kolaylikla kullanilabilecegi, yapilan literatiir taramalarinda
belirlenmistir. Literatiirler incelendiginde Zhonge Hou ve ark., mitokondrial ve
niikleer DNA dizilerini kullanarak, Gammarus orneklerinde calismalar
yapmuslardir. Gammarus fabricius un mitokondriyal COI geni ve 16S, ayrica 18S
ve 28S genleri DNA dizi verileri kullanilarak filogenisini elde etmislerdir.
Hipotezleri Gammarus cinsinin monofilini , Avrupa-Kuzey Amerika Gammarus
cinsinin parafili ve Asya Gammaruslarinin monofili oldugunu desteklemektedir
(Zhonge, H et.al. 2007). Filipe O. Costa ve ark., RAPD DNA parmakizi
yontemini kullanarak c¢ogaltilan DNA bantlariyla Gammarus tiirlerinin tespit
edilebilecegini gostermislerdir. 10 farkli RAPD primer kullanilarak G. chevreuxi,
G. Insensibilis ve G. Locusta ftiirlerinin profilleri ortaya konulmustur (Costa, F.
O et.al. 2003). Ayla Diizen’in 2002 yilinda yaptig1 ¢aligmada RAPD-PCR teknigi
ile Gammarus tiirlerinin filogenetik iligkisini belirlenmistir. Bu calismada bazi
tiirlerin hem sistematik hem de genetik ¢aligsmalar1 i¢in bazi1 molekiiler markirlar
gelistirilmistir. Bunlar izozim, restriksiyon uzunluk poliformizmi (RFLP) ve
rastgele ¢ogaltilmis polimeraz DNA polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-PCR)
dur. RAPD-PCR ekonomik olmasi ve genomik bilgiye ihtiya¢c duyulmamasi
nedeniyle genetik polimorfizmin belirlenmesi i¢in tercih edilmistir. Bu ¢alismada
Eskisehir, Porsuk Cayi'nin Regiilator ve Kanlikavak istasyonlarindan Gammarus
pulex ornekleri toplanmis, bu 6rneklerin DNA'larinin 19 primerle amplifikasyonu

denenmistir. Denenen primerlerden 3 tanesinin verdigi amplifikasyon sonuglarina
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gore; Gammarus pulex'de tlir i¢i polimorfizm oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma
RAPD-PCR tekniginin tiir i¢i varyasyonlarin belirlenmesinde faydal
olabilecegini gostermistir (Dilizen, A. 2002).

Bu ¢alismada elde edilen belirlenen proteinlerinde molekiiler ¢alismalar i¢in
on hazirlik olabilecegi literatiirce desteklenmistir. 2002 yilinda Mehmet Erdem
tarafindan cesitli ¢evresel kirleticilerin Gammarus pulex'deki Se-bagimli ve Se-
bagimsiz Glutatyon proksidaz enzim aktivitelerine olan etkileri ve enzimin bazi
kimyasal Ozellikleri arastirilmistir.  Glutatyon peroksidaz (EC1.11.1.9) rediikte
glutatyon'un okside glutayon'a hidrojen peroksit etkisi altinda oksidasyonunu
katalizler. Selenyum bagimlilig1 agisindan Glutatyon peroksidaz iki forma ayrilir:
Se-bagimli Glutatyon peroksidaz ve Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz. Se-
bagimli Glutatyon peroksidaz hem sitozolde hem mitokondride bulunan tetramer
yapida, 84000 D molekiil agirhiginda hem hidrojen peroksitle hem de organik
hidroperoksitlerle yiiksek aktivite gosteren bir enzimdir. Enzim hiicreyi, hiicre
membraninda organik hasara karsi korur. Se-bagimsiz glutatyon peroksidazlar
Glutatyon S-transferazlardir: GST (EC 2.5.1.18). Bunlar merkapturik asit
olusumunun ilk basamaginin katalizinde gozlenmistir. Enzim dimer yapidadir ve
molekiil agirhigr yaklasik 50000 D, yedi farkli formda alt iiniteden meydana
gelmis ve sekiz izozimi vardir. Bu ¢alismada, omurgasiz canlilardan Gammarus
spp.'de enzimin kursun ile olan inhibisyonu ve bazi biyokimyasal ozellikleri
incelenmistir. EC50 degeri Gammarus spp.'lara uygulanarak, kursunun in vivo'da
Glutatyon peroksidazlar iizerine olan geciktirici etkisi saptanmis ve zamana gore
degisimi incelenmistir. Glutatyon peroksidaz geciktirmesinin zamana ve kursun
miktarina bagl olarak arttigi bulunmustur. Bu calismada, Gammarus spp. Se-
bagimli Glutatyon pcroksidaz'in optimum aktivitesinin 7.2-8.5 arasinda, Se-
bagimsiz Glutatyon peroksidaz'in optimum aktivitesinin ise 7-8 arasinda oldugu
bulunmustur. Gammarus spp. Se-bagimli Glutatyon peroksidaz aktivitesinin Cu"
ve Zn'? iyonlar ile azaldig1 gozlenmistir. Buna ilave olarak Gammarus spp. Se-
bagimsiz Glutatyon peroksidaz aktivitesinin Cu™ ve Zn™ iyonlari ile azaldigi
gozlenmistir. Kinetik analizler sonucu Se-bagimli Glutatyon peroksidaz igin
Km=4, Vmax=0,016 olarak bulunurken Se-bagimsiz Glutatyon peroksidaz i¢in bu
degerler Km=0,56, Vmax=0,009 olarak bulunmustur (Erdem, M. 2002)
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Ayrica Gammarus’lar ile ilgili yapilan molekiiler ¢aligmalar sadece protein
ve DNA diizeyinde degil aym1 zamanda sitotoksik yonden de incelenmistir. V.
Felten ve ark., Kadmiyumun Gammarus fizyolojisi ve davraniglari lizerine etkisini
arastirmislardir. Bu calismanin sonucunda ozmolalite ve lokomotor aktivitenin
Gammarus pulex lzerinde ekofizyolojik/davranigsal markerlarin tatli su
ekosistemi ve organizmanin reaksiyonlarinin gosterilmesinde kullanilabilecegi
ortaya konmustur (Charmantier, V.F., 2008). 2007 yilinda Fatma Ozgiil Ozalp
tarafindan Talyum toksisitesinin Gammarus pulex'de meydana getirdigi ince yap1
degisikligi incelenmistir. Talyum elementi, yerkabugunda maden damarlarinda
bulunan, yumusak, doviilebilir, mavimsi beyazlikta bir metaldir. Talyum sulu
cozeltilerinde ¢ok tehlikeli toksik bir elementtir. Aquatik toksikoloji i¢in yillar
boyunca tatli su omurgasizlar1 kullanilmistir. Gammarus da bunlardan birisidir.
Bu calismada, histolojik degisimler ve E vitamininin etkileri bir tatli su
amphipodu olan Gammarus pulex de calisilmistir. Gammarus pulex'de talyum
asetat i¢cin EC50 degeri 0,240 pl olarak bulunmustur. Bu deger Gammarus
pulex’lere uygulanarak talyum asetatin hepatopankreatik sekansinda toksik etkisi
151k ve elektron mikroskobundaki histolojik degisikler gozlenmistir. Yapilan
histolojik ¢aligmalar sonucunda hiicre zarinda zar biitlinliigiinii bozucu degisimler,
mitokondrilerde krista kayiplari gibi degisimler goézlenmistir. Cekirdekte de
belirgin biiziilme ve bozulma gézlenmistir. Hayvanlara verilen ilk E vitamini
dozlarinda (2ml, 0,5ml ve 0,25ml) iyilestirmekten ¢ok talyumun zararli etkisini
arttirdigr goriilmiistiir. Dozlar azaltilarak verildiginde E vitamini (0,25 ml, 0,125
ml, 0,0625ml ve 0,03125 ml) kontrol grubuyla karsilastirildiginda etkili olmus
hiicre zarinda kismen iyilesme gozlenmistir. Ayrica mitokondri i¢ ve dig zarlari ile
graniillii endoplazmik retikulumda doku bozukluklarinda da azalma belirlenmistir.
Hepotositteki lipid damlaciklarinda da azalig gozlenmistir. Yapilan g¢alismada
talyumun Gammarus pulex'in hepatopankreatik sekasinda yarattig1 bozukluklar1 E
vitaminin iyilestirici etkisi gozlemlenmistir (Ozalp, F. O. 2007).

Literatiirlerde goriildigii tlizere, eksiklikler s6z konusudur ve eksiklikler
gelismekte olan bilim dallarinin etkin kullanimiyla kapatilacaktir. Gelismekte olan

alanlar icerisinde en basta biyoteknoloji gelmektedir.
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Biyoteknoloji, bitkisel ve hayvansal {iretim alaninda da 6énemli uygulama
alant bulmustur. Saglikli bir iiriiniin iyi ve kaliteli hammaddelerden elde
edilebilecegi disiiniiliirse biyoteknolojik yontemlerle yetistirilen soguga, sicaga,
kurakliga ve fazla tuza dayamikl bitkilerin tirtinleri hem iiretim kaybini en aza
indirecek hem de tiiketicinin istedigi tipteki gidanin yapimini saglayacaktir.
Sozgelisi diinya niifusunun c¢ogunun temel gida maddesi olarak kullandigi
patatesin protein oraninin artirilmasi yapay bir DNA parcast aktarilarak
saglanmis, ayn1 tiir uygulamalarla hastalik ve zararlilara dayanikli patates bitkisi
elde edilmistir (Anonim 2008).

Giliniimiizde degisik hastaliklar nedeniyle tonlarca hayvansal gidanin
coplere dokiildiigii kus gribi ve deli hastaliklar1 ile hafizamizdaki tazeligini
korumaktadir. Biyoteknolojik yontemlerle hayvan hastaliklarina etkili asilar
yapilmasi1 kullandig1 yemlerden daha ¢ok faydalanabilen verimli ve kisa siirede
gelisen hayvan irklart gelistirilmistir. S6z gelisi bir arastirmada, embriyosuna
gelisme artirict gen aktarilan sazan baliklari, atalarima gore %30 oranina daha
fazla agirlik olusturmuslar. Bu sekilde 6zellikle hayvan irklarinin yetistirilmesi
konusunda biyoteknolojik metotlar oldukca basarili olmustur (Anonim 2008).

Seker kamis1 ve misir gibi yakit alkol (etanol) {iretimi i¢in uygun bitkilerin
devreye sokulmasi, biyogazlarin islenir hale getirilmesi, petrol kaybinin
engellenmesinde mikro organizmalarin kullanilmasi ile ger¢eklesmektedir.

Gen teknigi ile biyolojik maddelerin siiper silahlara doniistiigii de bilinen
bir gercektir. Biyolojik silah olarak tarif edilen gozle goriinemeyen bu yaratiklar
kisa siirede ¢ok cabuk ¢ogalir ve 24 saat i¢inde sadece bir mikroptan 281 trilyon
oldiirticii viriis tireyebilir. Biyolojik silah olarak gelecekte kullanilabilecek bir tiip
igerisindeki tek hiicreli canlilarin insanlar arasinda ayirim yapmadan biitiin
insanlig1 kirip gecirecegi gdzden 1rak tutulmamalidir.

Goriildugi tizere,biyoteknolojik bilgi ¢agi olarak adlandirilacak 21 asra
damgasinm1 vurmaya aday bilim dali hiiviyetindedir. Teknolojik yenilikler
uluslararasi iligkilerde ¢ok 6nemli bir giic kaynagi durumundadir. Biyoteknoloji
siiphesiz gelecegin ¢ehresini ¢izen unsurlardan biri olacak ve 6zellikle tarim, gida,
saglik ve bilgisayar endiistrilerinde biiyiik atilimlarin gerceklesmesine imkan

saglayacaktir. Bu c¢ergevede iilkemizin de biyoteknolojiyle ilgili gelisme ve
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aragtirmalart yakindan izlemesi geregi agik olmakla birlikte biyoteknoloji
imkanlarindan dogru sekilde yararlanmak i¢in acilen dncelik vermemiz gereken
baska noktalar da mevcuttur. Ozellikle tibbi ve tarimsal uygulamalari agisindan
biyoteknoloji dogada mevcut genetik cesitlilik temeli iizerinde yapilanir. Daha
giiclii, daha verimli, daha ucuz maliyetli, daha bol iiriin ya da ilag ham maddesi
elde etmek i¢in gerek duyulan madde ya da canlilarin biyolojisinin ve tabii ki
genetiginin ¢ok iyi arastirilmis olmasi gerekir. Ulkemiz biyolojik cesitlilik
acisindan diinyada en ayricalikli yerlerden birinde bulunmasina ragmen, dogal ya
da kiiltiire alinmig canli tiirlerinin genetik 6zelliklerinin arastirilmasi soyle dursun,
tam dagilim haritasin1 dahi yapabilmis degiliz. Dogal tiirlerin arsivlenmesindeki
zorluklar nedeni ile dikkatimizi sadece kiiltiire alinmais tiirlere ¢evirirsek, iilkemiz
topraklariin yerli tahil, sebze ve meyve tiirleri ile bunlarin farkli cografyalarda ve
farkli amaglar i¢in elde edilmis kiiltiir formlarinin c¢esitliligi dikkatimizi ¢eker.
Biyoteknolojinin hammaddesi "biyo", iirlinii "teknolojidir". Bir sonraki yilizyilda
biyoteknoloji konusunda tiiketici degil de iiretici olmak istiyorsak mutlaka kendi
sermayemizi iyi tanimak ve degerlendirmek zorundayiz. Bu hedefe ulagsmak i¢in
oncelik iki noktaya verilmelidir: Birinci olarak biyoteknoloji i¢in gerekli bilimsel
ve teknolojik alt yap1 anlagilmali ve kullanilabilmelidir; ikinci olarak da kendi
topraklarimizda mevcut dogal canlilar ve kiiltiir canlilar1 tespit edilmeli ve
uistiinltikleri-zayifliklar: aragtirilmalidir.

4.1 Sonuc¢

Bu ¢aligmada sucul bir indikator olan Gammarus pulex’ten genomik DNA
izolasyonu yapilmistir. izole edilen genomik DNA’nin kalitesini ve safligini
belirlemek icin spektrofotometrik ve elektrofotometrik yontemlerle analizi
yapilmistir.  Genomik DNA’nin saflifi ve Kkalitesi, PZR reaksiyonlarinda
rahatlikla kullanilabilecegini gdstermis ve evrensel primerler kullanilarak kurulan
PZR reaksiyonunda bantlagmalarin oldugu goriilmiistiir. Ayrica Gammarus
pulex’ten protein izolasyonu yapilmistir. izole edilen proteinler SDS-Page ile
goriintiilenmigtir. Protein izolasyonlar1 sonucunda 9 farkli Gammarus pulex’in
ayni protein konformasyonunu gosterdigi belirlenmistir. Bu sonug¢ proteinlerin

tiirler arasindaki iliskiyi gosterebilecegini gostermistir.
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Yapilan literatiir taramasinda Gammarus pulex ile ilgili ¢ok fazla

molekiiler biyolojik calismaya rastlanmamustir.

4.2 Oneriler

Calismamizda elde edilen verilerde, DNA kullanilarak farkli genlerin,

proteinler kullanilarak spesifik enzimlerin izole edilebilirliginin arastirilmasinin

calisma agisindan 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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