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GIRIS

Elektroforezin cok yonli uygulama alani vardir. iyonlasabilen ve elektrik
akimt ile yiiklii olan yahut yiiklenebilen her karisim elektroforeze tabi olabilir. Son
zamanlarda Ozellikle biyokimyacilar i¢in ¢ok elzem bir yontem olmustur.

Biyolojik materyelin fraksiyonlanmasinda fevkalade kullaniglidir. Klinik
teshislerde cok ise yarar hale gelmistir. Serum, idrar, omurilik sivisi, mide suyu ve
diger viicut sivilaninin analizinde ¢ok kullanilir olmustur. Kliniklerde serum analizi
daha ziyade kagdit ile yapiimaktadir. Fakat bazi 6zel hallerde 6rnegin anormal he-
moglobin teshisinde (irsi anemi teshisinde) filtre kagid: ile yapilan elektroforez
yeterli degildir. Daha gelismis olan yontemler drmegin jel’ler veya selliloz asetat
filmi kullanir.

Cok daha ince olan elektroforetik teknik immunoelekiroforez’dir. immu-
nolojideki baslica arastirmalar bu yolla yapilmaktadir. Protein ayimmu igin fevkala-
de bir yéntemdir. Cok az miktardaki biyolojik materyeli ayirabilir ve ayni zamanda
filojenetik iligskilerin demonstrasyonunda ¢ok yararhidir.

Akrabahk iligkilerinin Serolojik Ydnden Arastirilmasi

Hayvanlar arasindaki akrabalik iligkilerini ortaya koymak igin uzun yillar-
danberi serolojik ¢alismalar yapiimaktadir. Cesitli hayvan gruplarinda serum pro-
teinlerinin elektroforetik separasyonu, taksonomik gayeler igin ¢ok kullarsli bir
vo! olmustur. Bu gesit arastirmalar, zor ayrilan tur ve alt-tlrlerinin ayrilmasinda
vararlidir. Diger gruplardan ziyade Amfibilerde alt-tiir Ozelliklerinin ortaya ¢ika-
rilmasinda ise yaradigt anlasitmistir. Bu yoldaki calismalardan varilan sonuglar
kisaca soyle Ozetlenebilir:
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Yiiksek hayvanlann filojenetik kompleksitesi, serum protein fraksiyon
bandlannin konsantrasyonu, bandlarin tesekkdl hizlar, ve bandlarin sayilar ile
iliskilidir”’. Bundan baska kesin bir dayanak olmamakla beraber, simdiye kadarki
cahigsmalar gostermistir ki, en azindan bliylik hayvan gruplan icin, serum prote-
inlerinin total konsantrasyonu, filojenetik sirada ylikseldikge artar.

Ornegin : Amfibilerde % 2,16 - 3,42 PROSSER (1950)'e gbre
" % 21 -3,6 CHEN (1967)e gore
insan'da % 7.

Taksonomik amaclar icin Serum proteinlerinin analizi kullanmighi olduguna
gore, proteinlerin tabiatindan ve kabaca elektroforetik separasyondaki gorini-
miinden bahsedelim :

Proteinler amfolit karakterdedir, yani hem asidik hem bazik &zelliktedir.
Normal halde nétr olan proteinler belli bir pH’dan sonra OH™, H* alarak — ve-
ya + yiklenirler yani kendilerinde negatif ve pozitif uclar meydana gelir; ve an-
cak ondan sonra elektroforeze tabi olabilirler. Bu bakimdan elektroforezde kulla-
nilan ¢ozeltilerin pH't ¢cok énemlidir.

Alkali tamponda, serum proteinleri pozitiftarafa dogru gOc¢ ederler. Kabaca
bir ayinmda, érnedin kadit elektroforezi ile yapilan separasyonda 4 veya 5 fraksi-
yona ayrhr. Albumin, kiiglik molekiillli olmasi nedeniyle en hizh hareket eden
bir proteindir, difer fraksiyonlardan éndedir. Bunu miiteakip o1 -, a2 -, B-ve
t - Globulinler gelir. Bu sira biitiin Omurgalilarda aynidir. Fakat yukarida zikre-
dilen ozellikler (protein fraksiyon bandiarinin konsantrasyonu, bandlarin tesekkiil
hizlari ve bandlarin sayilan) her tiire has 6zellik arz etmektedir. Tiir ve itk sevi-
yesindeki farkhliklar &zellikle Globulin’ler bolgesinde goze carpar. Onun icin
proteinleri az sayida fraksiyonlara ayirabilen kagit elektroforezi taksonomik a-
* maglarda pek yararli olamaz. Daha ince ayirima ihtiyac vardir. Bu nedenle, serum
proteinlerini 15 hatta daha fazla fraksiyonlara ayirabilen jel elektroforezi kulla-
nilmaga baslanmistir.

Bir de su hususu belirtmek yerinde olur. Plasma proteinlerinin teskilinde
genetik ve fizyolojik faktérlerin rol oynadigi bilinmektedir. Cinsiyet, vas, aghk
mevsim ve cografik boige gibi faktérler protein fraksiyonlarinin goriinimiinde
farkliliklar yapar. Onun i¢in bu gibi calismalarda, bu faktérlerin dikkate alinarak
degerlendirmelerin yapilmasi gereklidir.

Taksonomik amaglar icin serum proteinlerinin analizi yapildiginda (biraz
once zikredilen faktorler lizerinde 6nemle durularak) elde edilen ferogramiarin
degerlendiriimesinde dikkate alinacak baslica hususlar sunlardir:
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BIR SEROLOJIK CALISMA ORNEGI

Triturus cristatus’un alt-tir durumunu aydinlatmak icin, poliakrilamidjel
-disk elektroforeziile FACHBACH'In 1974’ de yapmis oldugu bir ¢alismay! ince-
lersek, Serolojik arastirmalarin Taksonomi’deki karanlik kalmis sorunlari ¢ézmekte
ne kadar yardimci oldugunu acgikga gorebiliriz.

Taksonomik sorun :

Avrupa ve Onasyada yasiyan Triturus cristatus’larin taksonomik durumu
cesitli arastiricilar tarafindan morfolojik ve biyometrik ydnden ele alinmis ve cesitli
gorisler ortaya atilmistir.

WOLTERSTORFF (1923), bu bdlgedeki hayvanlan bir tir (Triturus cris-
tatus) olarak alir ve biyometrik yoldan inceleyerek 4 alt-tire ayinr. (7. c. dobro-
gicus, T. c. cristatus, T. c. carnifex ve T. ¢. karalinii). Fakat alt-tiir sinirlanini ancak .
bir ozellige (6n ekstremite uzunfugu/viicut uzunlugu'na) gobre yapar. Ayrica
karin desenini de kullanmak ister, fakat variasyon oldugundan kansiklhia sebep
oldujunu ifade eder.

BOLKAY (1928) ise kafataslarmin farkliliina deyinerek bu hayvanlarin
iki tire ayrilabilecedini ve her birinin de iki alt-tlirii olabilecegini ileri surer.

1. thr Triturus carnifex carnifex
” " karelinii

2. tir Triturus cristatus cristatus
” " danubialis

Daha sonra HERRE (1933) konuya daha derin egilir. Kafataslarinin ben-
zerligini belirterek bu hayvanlarin ancak bir tlr olabileceklerini ve WOLTERSTORFF
gibi 4 ait-tlre ayrnilabileceklerini saptar (biyometrik olciilerle). Fakat yine de alt
-tiir sinirlandinimas! ¢ok kesin dedildir.

Bundan sonra daha uzun slire cristatus’lann taksonomik durumlarindaki
kansiklik devam etmis ve bu arada serolojik ¢alismalar da yapilarak yeni bulgularla
konuya yaklasimlar olmustur. Bu ydnde yapilmis serolojik calismalan soyle sira-
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Hemen sunu sdyleyelim ki bu kadar ¢ok arastirict galismis olmasina rad-
men cahismalarinda Triturus cristatus’larin alt-tlirterine hi¢ dedinmemisler, sa-
dece dider Triturus tirleri yaninda ele almiglardir. Ve bunlann godu da kagit elekt-
roforezi ile galistiklarindan 4-5 fraksiyondan baska bir sey edemedikleri igin so-
nuglart da iyi degildi. Halbuki tiir ve alt-tlr seviyesindeki farkliliklar, énce de isa-
ret edildidi gibi, daha ziyade globulin’ler bolgesinde belirgindir. Onun icin alt
-fraksiyonlarin sayisi, konsantrasyonlart ve hizlari dnemlidir. iste biitiin bunlari
dikkate alan FACHBACH (1974), jel elektroforezi ile, Avrupa ve Onasyada ya-
sayan 7. cristatus’lann alt-tlir durumunu ortaya c¢ikarmak icin bu hayvanlarin se-
rum proteinlerinin analizini yapmis ve 4 alt-tlirin her birine 6zgi ferogramlar el-
de etmistir.

Qd-@d Q@ o 90’
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Sekil 1~ Triturus cristatusun alt tiirlerine ait ferogramlarda serum- protein fraksiyon-
larinin goriintimi.A=T.c.dobrogicus. B=T .cristatus, C=T.c.carnifex, D=T.c.kareli-
nii. 1-IV=Karakteristik esas fonksiyonlar. (Fachbach’dan)
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Serolojik Bulgular :

(Sekil : 1) incelenecek olursa 4 alt-tiive ait ferogramlarda ayni hizla hare-
ket eden 4 fraksiyonun (ana band’in) oldugu gérilir (1. I 11l V. band'lar). 1.
ve Il orijinden itibaren 0,15-1,5 mm. 6tede (en yavas hareket eden bilyik mo-
lekiillii proteinler), 1. (transferrin) orijinden itibaren 20 mm. ilerde ve 1V. (albumin)
ise 31 mm. uzakliktadir (yani kiiglik molekiillii oldugu i¢in en hizii hareket eden
en Ondeki proteindir).

Ill. ve IV. fraksiyonlar arasinda normal olarak iki band bulunur. Buradaki
iki bandin yogunlugu ve pozisyonu alt-tiirlere gore degisir. Buna ragmen bu
bolge biitlin cristatus alt-tiirleri icin tipik oldugu kabul edilir; bu da yakin akraba-
g isaret eder.

(. ve Ill. bandlar arasinda alt-tiirlere gore oldukea farkiiliklar gdsteren bir
serum-protein diizeni gériinir. Bunun yami sira erkek ve disi arasinda da ufak
farkliliklar gbze carpar. (Ayni alt-tiirdeki erkek-digi arasindaki bu farkliliklar &~
nemsiz oldugundan, kantitatif mukayese igin yalmiz erkeklere ait densitometrik
egriler dikkate ahnmistir. (Sekil:2).

A c

+*

Sekil 2 - Triturus cristatus’un alt - tlrlerine ait serum-proteinlerinin densitometrik
efrileri. A=T.c.dobrogicus,B=T.c.cristatus,C=T.c.carnifex, D=T .c.karelinii. (F."dan)




Her bir alt-tlrlin ferogramint ayn ayn inceliyelim:

Triturus cristatus dobrogicus’da

Erkekte 13, diside 12 band var. Erkekteki orijinden 14 mm. uzakhkta bulu-
nan zayif band diside yoktur. Il ve llf. esas bandlar arasindaki bolgede diside 6,
erkekte 7 bandin mevcudiyeti karakteristiktir. Bu proteinlerin yodunlugu, koyu
olan bir band haric digerleri oldukca diisliktlir ve asadt yukan esit degerdedirler.

Triturus cristatus cristatus’'ta

Erkekte 12, diside 13 band var. Erkekteki kesiklik, kliglik zayif bir banddan
ileri geliyor ki bu orijinden 3,5 mm. uzaktadir. Esas karakteristik bandlar her iki
cinste de ayni glicte ortaya ¢ikar. Il. ila H1. arasindaki alt bandlarda kantitatif farklar
vardir. Bu bolge disilerde 6zellikle orijinden itibaren 5-10 mm. arasi ve 15 mm. ye
kadar uzakliklarda belirgindirler.

Triturus cristatus carnifex'de

Erkek ve diside ayni sayida, 13 er band var. Yalniz hem erkek hem de diside
birer farkli band mevcuttur. Erkekteki orijinden 12 mm. uzakhkta bulunan orta
kuvvetteki fraksiyon diside yoktur. Buna karsin, disideki [l). banddan 2 mm.
ilerdeki fraksiyon erkekte bulunmaz. Her iki cinste de II. ve Ill. bandlar arasindaki
bolge oldukga karakteristir. Tim olarak disilerdeki serum proteini erkektekinden
biraz daha fazladur.

Triturus cristatus karelinii'de

Erkekte 12, diside 14 band var. Disideki bu iki fazlalik, zayif ile orta arasi
degisen iki banddan ileri gelir. Bunlar, Il. ve lll. ana bandlann arasinda bulunan
biri orijinden 4 mm. digeri 17,5 mm. uzakliktaki bandlardir. Ayrica dzellikle ori-
jinden 16 mm. uzaklikta kismen belirgin kantitatif bir farkliik da mevcuttur. Il
ve lll. ana bandlar arasindaki fraksiyonlarin diizeni kismen carnifex’deki durumu
andirirlar. Fakat fraksiyonlarin hareket hizlarinin farki ile carnifex’den tefrik edilir.
Il. ve IV. esas bandlarin arasi da karelinii'ye 6zgii belirginlik gosterir. Zaten daha
once, . ve IV. ana fraksiyonlar arasinda normal olarak iki bandin biitiin bu 4
alt-tiirde de bulundudunu, fakat bunlarin yogunluk ve pozisyonlarimin (yani hiz-
larinin) alt-tiirlere gore degistigini sdylemistik. Iste karelinii alt -tiiriinde de bu
bolgede diferlerinde oldugu gibi anoda dodru hareket eden iki fraksiyon vardir,
fakat birinin (ki bu Ill. banda yakin olanidir) protein miktart digetlerininkine na-
zaran oldukea fazla ve pozisyonu da farklidir (yani daha hizlt yiiriiyen bir protein-
dir); bu da karelinii alt-tirinii karakicrize etmektedir.
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Kantitatif mukavyese: Bu 4 alt-tlire ait serum protein fraksiyonlan
densitometre ile dederlendirilerek kantitatif mukayeseleri yapiimistir. Her bir alt-
tiriin erkek ve digisi arasinda pek fazla fark olmadidindan sadece erkekleri mu-
kayese edilmistir. Sekil 2'de her bir tiire ait serum-proteinlerinin densitometrik
egrileri gorilmektedir. 7. cristatus’un 4 alt-tlrd icin karakteristik olan 4 bandin
pikleri asag yukar esdederdedir. Sadece dobrogicus'da lll. no.lu fraksiyonun bi-
raz diglk oldugu gorilir.

Proteinlerin total konsantrasyonuna bakarsak, edrilerden de gorilecegi
gibi, dobrogicus’dan cristatus'a ve cristatus'tan carnifex’e dogru protein kon-
santrasyonu giderek artar ve karelinii'de en Ust diizeye ulasir.

SONUC

Burada 4 alt-tiire ait gorilen ferogramiarin incelenmesi ve fraksiyonlarin
densitometrik degerlerinin mukayesesi, bu kurbagalarin hepsinin ayni tiire ait
olduklarini gosterir. O halde bu serolojik calisma, WOLTERSTORFF (1923) ve
HERRE (1933)’in farkli yollardan saptadiklari sonuglan teyid eder.’

Burada alt-tirler arasindaki karakteristik farkliliklar 1ll. band (transferrin)
ile IV. band (albumin) arasinda belirgindir. Bununla beraber bu bolge, alt -tlirler
arasindaki benzerlik (akrabalik) icin karakteristiktir denilebilir.

Bu ferogramlar, baska tlrlerin alt-tlrlerine ait ferogramlariyla mukayese
edilse (6rnegdin, Salamandra’ ninkilerle) kokla farklifiklar oldugu goriiliir; ozellikle
hizli hareket eden bolgelerde (yani bilhassa Albumin bélgelerinde) goze carpar.
incelenen bu 4 alt-tiirde ise, hizli hareket eden bélgede biiylik bir uygunluk gé-
rilmiis ve bu nedenle de 4 wk arasinda yakin iliski diisintimustiir. rk seviyesin-
deki farklihiklar yavas hareket eden bdlgede (globulin fraksiyonlarinda) barizdir.
Protein konsantrasyonunun dobrogicus'dan cristatus'a ve carnifex'den karelinii'ye
dogru tedri arttigr goriilmis, fakat total konsantrasyon miktannin (26,4 - 26,6
mg/ml. serum) yorum yapilamiyacak degerde oldudu anlastimistir. Fraksiyon sa-
visindaki farklilik da ¢ok azdir (12-14 ki bu kadar az fark, ayni irkin erkek ve disi-
leri arasinda da saptanmgtir). Bu nedenlerle FACHBACH, inceledigi 4 alt-tlirlin
ayni filogenetik sathada olduklarina inanir.

OZET

Cok yonlli uygulama alant olan elektroforez, son zamanlarda taksonomide
de oldukga ise yarar hale gelmistir. Ozellikle diger yontemlerle taksonomik durum-
lant halledilemiyen hayvanlarin akrabalik iliskilerini ortaya cikarmakta yardimct
olmustur. Serolojik ¢alismalardan bir 6rnek olarak aldigimiz FACHBACH'In aras-
tirmasinda, Triturus cristatus’un ik durumunun bu yontemle nasil vuzuha kavus-
tugu actkga goriilmektedir.
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