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1. GIRIS

Kopek, insanlarin evcillegtirdigi ilk hayvan olmugtur. Insanlar
kopeklerle olan arkadasliklarini, dostluklarimi ifade etmek igin degisik
devirlerde duvarlara, taglara kopeklerinin kabartma resimlerini yapmislardir,
Bunlar, eski ¢aglardan beri insanlarin kdpeklere olan sevgilerini, his ve

duygularini, ayrica giincel hayatta kdpeklerden ne Olgiide yararlandiklarini
ortaya koyan en giizel belgelerdir.

Kopek, evcillestirilmesinden giiniimiize kadar, daha ¢ok av ve bekgilik
islerinde kullanilmistir. Giinlimiizde kopeklerden av ve bekgilik disinda,
hayvancilikta siirii koruma, savunma, askeri ve polisiye amagh olarak da
yararlanilmaktadir. Ayrica buglin degisik 1irklardaki kopekler, yaygin bir
sekilde ve her tiirlii ihtiyaglari kargilanmak suretiyle evlerde de

yetigtirilmektedir.

Kangal Kopegi, Anadolu’da yiizyillar boyu ¢obamin yaninda onun
stiristinii kotli niyetli kimselerden ve vahsgi hayvanlardan korumus bir képek
irk1 olup, Babiller hatta Asurlar zamanindan beri varlii bilinmektedir. Bu
kopekler savag kopegi olarak kullanildigi gibi, at ve aslan avinda da
kendisinden yararlanilmigtir. Cesitli arkeolojik kayitlarda, Osmanh
Imparatorlugu arsivlerinde ve Evliya Celebinin seyahatnamesinde Kangal
Kdpeginin varlign kamitlanmugtir. Dogada serbest iken bagka kopeklerle
ciftlesmedigi dolayistyla 6zel bir gen kombinasyonuna sahip olan ender
soylardan biri oldugu sdylenen Kangal Kopeklerinin kii¢limsenemeyecek
derecede zekalari, ¢ok alingan ve hassas bir ruh yapilan vardir. Sevinglerini ve
elemlerini belli ederler. Hatta hislerini yalniz hal, hareket, mimik ve jestlerle
degil, gikardiklari gesitli tonlardaki havlamalarla agiga vururlar. lyi ve kéti
niyetli kisileri hemen anlarlar. Tiitk Coban Kopegi olarak da bilinen bu

kopeklerin siirii koruma ve ybnetme, ¢ok iyi igitme, koku alma gibi énemli



ozelliklerinin yaninda, kuvvetleri, cesaretleri, baghliklari ve kivrak zekalari ile
40-50 komutu kolaylikla 6grenebilme ve diger iistiin 6zellikleri ile lilkemiz
icin gercekten genetik bir hazine olup, kopekle ilgilenen gevrelerin gittikge
artan bir ilgisini ¢ekmektedir (Anonim 1990, Aksoy 1991, Ozgiines ve Ciftci
1993, Ozbeyaz 1994, Kalaycioglu ve ark 1995, Tuncel 1996).

DNA molekiiliiniin fonksiyonel olan pargalarina gen adi verilir. Bu
pargalarda yer alan 6zel baz dizileri, genin taninmasina neden olmaktadir.
Genlerin bazilarnmn, enzimlerin biyokimyasal yapisi igin bilgi tagidigs

bilinmektedir. DNA {iizerindeki genin bulundugu yere lokus adi verilir.

Homolog kromozomlarin ayni lokuslarinda yer alan birbirinin ayn1 veya
farkli bilgiler iireten genetik {initelere allel adi verilir. Bir bireyin tek lokus
acisindan genetik yapist tanimlanirken, homolog kromozomlarindaki alleller
birbirinin ayni ise homozigot, farkli ise heterozigot birey olarak adlandirilir.
Elektroforez tekniginin populasyon genetigi alanina uygulanmasi ile bir¢ok
lokus c¢aligilarak genetik sistemin allelleri ve genotipleri kolayca
gbzlemlenebilir hale gelmistir. Enzimler doku ve doku araliklarinin hemen
hepsinde ve alyuvarlarda bulunmaktadir. Alyuvarlar bu enzimler yoniiyle en
basit ve en kolay elde edilebilen kaynaklardir. Bir¢ok enzim lokusu
incelendiginde oOnce bireyin sonra populasyonun genetik yapisi ve
populasyonlarin heterozigotluk seviyeleri belirlenebilmektedir. Bolgesel ve
reproduktif izolasyon, ¢evresel etkiler, rastlantisal genetik dalgalanma,
mutasyon, gog¢, -dogal seleksiyon sonucunda farkhilagan populasyonlar
arasindaki genetik farkliligin kantitatif 6l¢limii, birgok enzim lokusu agisindan
ortak allellerin eksikligi, ortak olanlarin frekanslarmin farklilifinin dikkate
alinmasi ile miimkiin olmaktadir (Nei 1987).



2. LITERATUR BiLGI
2.1. Kopegin Onemi ve Kangal Kopeklerinin Ozellikleri

Insanlar yasamlarmm siirdiirmek igin ilk 6nce karmlarmin doyurulmasi
gerektigini anlamiglardir. Bu amagla kendilerine zeki, kuvvetli, cesur ve o
derecede sadik bir yardimei aramiglardir. Sayilan bu yeteneklere sahip olan
kopek, insanlarin dikkatini ¢eken ve onlarla kader birligi yapan ilk canli

olmustur (Onciil 1983).

Kdpege duyulan 6nem ve ilgi yiizyillar boyu devam etmis ve uzun yillar
kopekler avcilikta ve siirli korumada yaygin olarak kullanilmistir. Bunlarin
disinda Birinci ve Ikinci Diinya, Kore ve Vietnam harplerinde kopekler
nobetgilik, kesif, habercilik ve devriye goérevleri igin egitilmis ve

kullaniimislardir (Kirmizi 1991).

Ulkemizin 6zgiin hayvanlarindan olan ve Tiirkiye’de énemi ¢ok geg
anlagilan Kangal Kopekleri diinyaca meshur olmus bir kopek irkidir. Tiirk
Coban Ko6pegi, Anadolu Coban Kopegi ya da Karabas olarak da bilinen bu
kopegin kokeni hakkinda iki farkli goriig vardir. Ik goriise gore, bu kopekler
tamamen Anadolu’nun yerli bir rkidir. Hitit (M.O. 2000-1180), Babil (M.O.
1900-331) ve Asur (M.0O. 858-627) Uygarliklart déneminde yapilan képek
kabartma resimlerinin Anadolu Coban Képegini ifade etmesi, bu gériisiin en
onemli destegidir. Bu kabartma resimleri halen Ingiltere’deki British
Museum’daki Assynan odasinda sergilenmektedir (Kirmiz1 1994, Anonim 1
1995, Anonim 2 1995). Ikinci goriise gére ise Kangallar Anadolu’nun yerli bir
k1 degildir ve Tirkler Orta Asya’dan Anadolu’ya go¢ ederken bu kopekleri
beraberlerinde getirmislerdir.’ Yine bu goriise gore, Tiirklerin Avrupa iglerine
kadar ilerlemesinden sonra birgok Avrupa Coban Koépegi irkinin orijini Tiirk

Coban Kopeklerine dayandirilmaktadir (Anonim 1 1995, Anonim 2 1995).



17. yiizyllda yasayan Evliya Celebi, seyahatnamesinde aslan kadar
kuvvetli olarak tarif ettigi bu kopek ki, bityiik bir bas, kuvvetli bir ¢ene ve
saglam bir boyun yapisina sahiptir. Bagta bulunan siyah maske yani burun,
agiz cevresinde ve kulak ucundaki siyahlik dominant bir kalittm yolu

izlemektedir (Kirmizi 1994, Ozbeyaz 1994, Nelson 1996).

Kangallar yiiksek anlama yetenegine sahiptir. Bu hayvanlar 40-50 kadar
komutu gok kolay dgrenebilmektedir. Hatta en olgun déneminde (5 yas) 200
sOzciigii rahatlikla anlayabilmektedir. Koku alma ve igitme duyulari, digleri ve
pengeleri oldukca iyi geligmistir (Anonim 1990, Ozbeyaz 1994). Bu
kopeklerin savag ve polis kopegi oldugu kanitlanmig ve bu gercek tiim
iilkelerde de benimsenmigtir (Cengiz ve ark 1993). Siirii korumada kullanilan
tuzaklar, kiralik avcilar, elektrikli ¢it uygulamasi gibi gesitli yontemlerin bazi
dezavantajlarimin bulunmasi ve kayiplar yeterince azaltmamasi nedeniyle siirit
korumada koépegin daha avantajli ve ekonomik oldugu Amerika’da yapilan

arastirmalarla ortaya konmustur (Ozbeyaz 1994).

Kopegi kopek yapan, ona canliik kazandiran, saglikli kilan diger
unsurlar yaninda bazi 6zel organlari saymak gerekir. Kopegin zekasi onu
sevimli ve canli kilarken, kuyruk sallayisi, diliyle yalamalari, bunlara verdigi
sekiller ve ¢esitli havlamalarla getirdigi yorumlar onun yasam tarzinin ifadesi
olur. K&pegin kuyrugu onemli bir gostergedir ve onun mizacini, tavrimi ifade
eder. Kuyrugunu sallayarak zevk ve nesesini bildirir. Kuyrugun diger

pozisyonlari ise kizginlifini ya da teslimiyetini gosterir (Taylor 1993).

Kangal Kopeklerinin gozleri bir ceylan goézii kadar gekici ve parlaktir.
Yiiz sekli aynen bir aslani andirir. Gogiisleri genis ve ¢ok iyi gelismistir. Kas,
eklem ve kemik yapilar kusursuzdur. G6z ve agiz etrafi ile burun gevresi ve
kulak siyah, post rengi kirli beyazdan gri renge kadar olup, genellikle
sarimtirak beyaz renktedirler. Gogiiste beyaz bir madalyon bulunabilir. Kuyruk
oldukga yiiksek olup, rahat durumdayken diisiik ve kivrik, uyarildig1 zaman sirt



iistiinde yiiksek ve helezoni tarzinda kivrilmistir. Koku alma duygusu diger
tim kopeklere gore daha iistiindiir. Ayrica kuvvet, dikkat ve cesaretleri ile
bugiin her iilkede aranilan en soylu bir 1tk haline gelmistir. Bunlara ilaveten
sadakati ve gorev anlayigiyla dikkat gekmektedir. Biitiin kdpek tiirleri iginde
yabani kurda kars1 gelen ve onu yildiran tek kdpek tiiriidiir. Bir kurt ile
miicadele ettiginde yakalayincaya kadar onu kovalar. Kilometrelerce uzaga
kadar da olsa pegini birakmaz. Kurdu yakaladiginda 6nce gogsii ile yere yikar
ardindan bogazin1 pargalayarak oOldiiriir. Digileri saatte 75 km hiz
yapabilmektedir. Bu sayede siirilye saldiran kurdun 6niinii kesmek suretiyle
arkadan gelen erkegin kurda yetisip etkisiz duruma getirmesini saglar. Hatta
gebe disi kopekler, kurt takibi esnasinda kurdu kovalarken yavru dahi
atabilirler. Fakat bu kovalama isini yine de devam ettirirler (Onciil 1983,
Anonim 1990, Aksoy 1991, Ozgiines ve Ciftci 1993, Taylor 1993, Goniil
1996).

Yurdumuz hayvan irklar igerisinde ¢ok ayri bir 6zellige sahip olan
Kangal K6peklerinin, biitiin bu yeteneklerine ragmen ¢ok sakin ve miitevazi
bir goriiniimii vardir. Ancak verilen gorevleri mutlaka basarir. Yiizyillardir
koyun siiriilerini korumaya sartlandirilmigladir. Bu nedenle ¢oban dahi
olmadan koyun siiriilerini y6nlendirir. Hatta yeni dogmus kuzular1 korur ve
gogusleri ile ite ite agila kadar getirirler. Keza kaybolan koyunlar1 da bulup
getirebilirler. Bu kopeklerin, birbirine karigmug siiriilerin i¢inden sorumlulugu
altindaki koyunlar1 tek tek ayirma kabiliyetleri de vardir. Sahip oldugu evi ve
eve ait canli cansiz her bireyi de aynen koyunlar gibi korur. Bilhassa
cocuklarla zayiflara ve kendisinden korkanlara asla saldirmaz. Aksine ¢ocuk
ve kadinlann korur ve onlara kargi ¢ok duyguludur. Nerede ve ne zaman
havlayacagim veya saldiracagini ¢ok iyi bilir. Siirii koruyan bu kopeklerin
giicleri ve hizlan dillere destandir. Bu soy diger biitiin kopeklere gore, daha
baskin bir karakterdedir. Sahibine kars1 sadik, yabancilara karg: siiphecidirler

ve kotii niyetli kisileri kokusundan tamidig) sylenmektedir. Bir yagindan sonra



koruma iggiidiileri gelisir. Emirlere uyma ve sosyallesmeleri kontrol edilebilir.
Barindiklan yeri olduk¢a temiz tutmaya gayret ederler. Aile kopegi olabilir ve
¢ocuklarla oynarlar. Bunlarin koruma bolgesine girmek ¢ok tehlikelidir.
Bolgeye giren geri cekilirse kendini kurtarabilir. Provokatorleri diiriist bir
sekilde uyarir, fakat savagmaktan da kagmazlar. Amerika’da bir rakunu
kovalayan tazilar yanliglikla Kangal Kopeginin korudugu siirliiye girmisler ve
sonucta hepsinin 6ldiiriildiigii bildirilmistir (Onciil 1983, Anonim 1990,
Aksoy 1991, Goniil 1996, Tuncel 1996).

Acliga ve susuzluga ¢ok dayanikhidirlar. Beslenmeleri sorun degildir.
Her tiirli giday1r miikemmel degerlendirirler. Ancak dengeli beslenenler daha
clisseli ve daha kudretli olmaktadir (Aksoy 1991, Ozgiines ve Ciftci 1993).
Kan asaletine g¢ok sadiktir. Dolayisiyla dogada serbest iken bagka bir
karnivorla ¢iftlesmesi miimkiin degildir (Onciil 1983). A

Ne yazik ki milletce sahip ¢ikamadigimiz bu bilyilk genetik hazine,
1930 ve 1950°li yillarda diinyanmn degisik iilkelerine gotiiriilen damizlik
kopeklerle saf Kangal yetistiriciligi yapanlar (6zellikle Amerika Birlesik
Devletleri ve Ingiltere’de) farkli isimler (Internasyonel Anadolu Coban
Kd&pegi, Maranda Anatolians, Sakarya Anatolians, Karabash ya da Anadolu
Coban Kdpegi gibi) altinda kuliipler, dernekler kurmuglardir. Bunlar
reklamlarina ya da ilanlarina Tiirkiye’den ithal edilmis, sampiyon ana babadan
olma garantili yavrular bulunur ibaresini koymaktadirlar. Bu kdpekler bugiin
Amerika ve Ingiltere’de iistiin kabiliyetlerinden dolay: aramlan, asker ve polis
kuruluglarinda tercih edilen bir seviyeye erigsmistir. Amerika’da bu képeklerin
sirtlanlara karst da kullamldigi séylenmektedir (Onciil 1983, Aksoy 1991,
Nelson 1996, Reed 1996, Tuncel 1996).

1989 yilinda F.C.1. (Federation Cynologique Internationale) tarafindan
Kangal Coban Képeginin standart numaras1 331 olarak belirlenmis ve bazi

Ozelliklerinin standartlar1 tanimlanmistir (Borg 1996).



Ulkemizde askeri amaglar i¢in 1975 yilindan itibaren Gemlik’te Askeri
Veteriner Okulu ve Egitim Merkez Komutanhg Kopek Uretim ve Egitim
biriminde ve diger baz1 askeri tesislerde yetistirilmektedir. Bu kdpek irki askeri
amagclarla egitime alinmig ve asirlardir bu yonde egitim goren diger kopek
irklarindan daha kabiiiyetli oldugu tespit edilmistir. Ozellikle Tiirk Silahl
Kuvvetlerinin bekgilik gorevinde kendisini kabul ettirmigtir.  Kangal
Kopekleri bugiin Sivas’m Kangal ilge Kaymakamlig1 Ciftliginde, Sivas-Ulas
Tarim Isletmesi Miidiirliigii Ciftliginde ve baz1 6zel ¢iftlikler ile son birkag
yildir Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Aragtrma ve Uygulama
Unitesi’inde yetistirilmektedir. Ayrica Emniyet Genel Miidiirliigi’ne bagh
Ankara-Golbagt ve Istanbul - Bayrampasa’da Kopek Egitim Merkezleri
(KEM) bulunmaktadir (Onciil 1983, Anonim 1990, Aksoy 1991, Kirmizi
1991, Kalaycioglu ve ark 1995, Goniil 1996, Tepeli 1996)

2.2. Kangal Kopekleri ile Ilgili Bazi Calismalar

Son derece iistiin 6zelliklere sahip ve iilkemize 6zgilin bir kopek olan
Kangal Kopekleri hakkinda ne yazik ki, ¢aligma ve literatiir bilgileri ¢ok
yetersizdir. Aksoy (1991), bu koépek irkinin bazi viicut Olgiilerini gematize
etmistir. Ozgiines ve ark (1993), Kangal K&pekleri hakkinda genel bilgiler
vermislerdir. Bazi hematolojik  parametreler ile kan gazlan ve plazma
elektrolit diizeyleri degisik aragtiricilar tarafindan ¢alistimistir (Bilal ve Uysal
1990, Cengiz ve ark 1993, Keskin ve ark 1994). Ozbeyaz (1994), Kangal
Kopeklerinin bazi morfolojik 6zelliklerini aragtirmigtir. Kalaycioglu ve ark
(1995), saglikli Kangal Kopeklerinin bazi biyokimyasal kan parametrelerinin
normal seviyelerini tespit etmiglerdir. 1996 yiinda Selguk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi tarafindan organize edilen “Uluslararasi Tiitk Coban
Ko6pegi Sempozyumu” Konya’da gerceklestirilmigtir. Diinyanin 26 segkin
bilim adami, uzman ve yetistiricinin katihmi ile Diinyada ilk kez yapilan
Uluslararas1 Tiirk Coban Kopegi Sempozyumunda, Tiirk Coban K&peginin
ABD’de 1650, ingiltere’de 630 adet, Almanya, Belgika, italya, Fransa, Isvigre,



Hollanda ve Finlandiya’da ise smurli sayida resmi kayith saf Grneklerinin
bulundugu, Tirkiye’deki sayilarmn bilinmedigi; ABD ve Ingiltere’de sistemli
saf yetistiriciligin yapildigi, birgok iilkede siirii koruma kopeg§i ve bahgeli
mekanlarda (ev / igyeri) koruma kopegi olarak basaril bir sekilde kullanildigy;
Tiirk Coban Ko6peklerinin bazi Kafkas (6rn., Kafkas Owtcharka, Agouti) ve
Avrupa (0rn., Pirene Dag Koépegi, Maremma, Chuvatch, Kuvasz Tatra) siiri
koruma kopeklerinin olusumunda genetik etkisi oldugu belirtilmistir.
Tiirkiye’de Tiirk Coban Koépeklerinin morfolojik ve davranis karakterlerinin
yeterince bilinmemesi ve kopek egitimi konusunda ¢ok sinirli elemanin
bulunmas: sonucu, bu kopek irkindan gerektii sekilde yararlanilmadigi,
Tiirkiye’de bu wrkin oncelikle varlifi ve saflifinin korunmasi igin yetistirme
programlarinin ve sistemli yogun bir dizi aragtirmalarin yapilmasinin zorunlu
oldugu vurgulanmistir. Ayrica Kangal Kopeklerinin {istiin niteliklerinden
yararlanmak amaciyla ABD’de yogun arastirmalarin yapildigi, bu arastirma
sonuglarinin uygulamaya konuldugu Diinyanin dnde gelen koyun yetistiricisi
tilkelerinden Avustralya ve Arjantin ile ABD ve bazi Afrika iilkelerinde siirii
koruma kopegi ve bek¢i kopegi olarak hizli bir yayilma egilimi gosterdigi

ifade edilmistir (Borg 1996, Chappell 1996, Nelson 1996) .

Biitiin bunlarin diginda Kangal Kopekleri ile ilgili olarak; Kirmiz
(1991), “Tirk Coban Kopegi ve Alman Coban Kopeginin Dolverimi,
Biiyiitiilen Yavru Orani, Biiyiime ve Beden Olgilleri Yoniinden
Karsilastinlmas1”, Tepeli (1996), “Kangal Irki Tiirk Coban Kopeklerinde
Bilyiime, Bazi Viicut Olgiileri ve Délverimi Ozelliklerinin Belirlenmesi”,
Goniil (1996), “Gemlik Askeri Veteriner Okulu ve Egitim Merkez
Komutanligi’nda Yetistirilen Tiirk Coban K&pegi ve Alman Coban K6peginin
Baglica Morfolojik Ozellikleri ile Bu Genotiplerin Karsilastirmali Egitim

Performanslar1” konulu doktora tezleri bulunmaktadir.



2.3. Diinya Kopek Irklarnn Uzerinde Enzim Polimorfizmi ile Yapilan

Genetik Cahsmalar

Biyokimyasal enzim polimorfizmi ¢alismalar1 degisik elektroforez
teknikleri kullanilarak 1950°li yillardan beri gergeklestirilmektedir. Degisik
tilkelerdeki bazi aragtiricilar kendi {ilkelerine 6zgli kopek wrklarinin genetik
yapilarim belirlemisler ve diger tilke kopek irklar1 ya da kurt gibi vahsi
hayvanlar arasindaki genetik yakinhgin arastinlmas:  g¢aligmalarim
siirdiirmektedirler. Ancak evcil kopeklerdeki alyuvar enzimlerinin
biyokimyasal polimorfizm g¢aligmalari, diger hayvanlara nazaran her zaman
geride kalmistir. Bunun baglica sebepleri, teknik ve Orneklendirme

problemleridir ( Seixas ve ark 1988).

Jordana, ve ark (1992a), kanin enzimlerini ve suda ¢Oziinebilir
proteinlerini kodlayan yapisal genleri, degisik elektroforetik teknikler ( nigasta,
poliakrilamid ve agaroz-poliakrilamid jel elektroforez) kullanarak yetistirilen
Ispanyol Kopekleri arasindaki genetik iligkileri arastirmak amaciyla,
sliperoksit dismutaz (Sod *), glukoz fosfat izomeraz (Gpi), fosfoglukonat
dehidrojenaz (Pgd), fosfoglukomutaz-1 (Pgm-1), malat dehidrojenaz (Mdh) ve
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6pd) olmak {iizere bazi alyuvar enzim

lokuslarii ¢aligmiglar ve sadece Sod lokusunda polimorfizm gozlemislerdir.

Braend (1984), kopek serumlarinda esteraz enzim lokusunun genetik
varyasyonunu izoelektrik fokusing metoduyla arastirmis ve arilesteraz
(ArE)’in 5 kodominant allel ve bir lokusun genetik teorisi ile uygunluk
icerisinde oldugunu buimustur.

Braend ve Andersen (1987), kopek serumunda transferrin ve esteraz
varyasyonunu poliakrilamid jelde izoelektrik fokusing teknigini kullanarak

* Kisaltmada enzim ifade ediliyorsa bas harfleri btiytik olarak ( siiperoksit dismutaz i¢in SOD),

enzimi kod:ayan genetik lokus ifade ediliyorsa ayni kisaltma ile, sadece ilk harfi bilylik ve italik (Sod)
olarak yazihir



calismislar ve dnceden agiklanamayan arilesteraz (4rE) fenotiplerini de igine

alan 7 kodominantin hepsini agiklamiglardir.

Braend ve Roed (1987), 146 Alaskan kurt serumunda transferrin ve
esteraz (ArE) polimorfizmini, poliakrilamid jelde izoelektrik fokusing teknigi
ile ortaya koymuslar ve elde edilen fenotipik bant drneklerini, ya laboratuvara
babalik problemleri i¢in getirilen ya da polimorfizm g¢alismalar: icin toplanan
orneklerden segilen Norveg Kopekleri ile karsilagtirmislardir. ArE, k6peklerde

4 allel iken kurtlarda 3 allel olarak gbzlemlemislerdir.

Seixas ve ark (1988), evcil kdpeklerde nigasta jel elektroforez teknigi ile
alyuvar ve plazma enzimlerinin biyokimyasal polimorfizmi konulu
caligmalarinda, Harris ve Hopkinson (1976)’un insan kanindaki enzimlerin
elektroforetik incelenmesinde kullandiklar: tekniklerin, k&peklere de direkt
olarak uygulanabilirliginin kontrol edilmesi ve elektroforetik degiskenlikleri
g6z Oniinde tutularak sonuglari daha iyi elde etmek i¢in bu teknige yararh
olacak yeni degisiklikleri bulup bunlar kullanabilme olanaklarini arastirmiglar
ve birgok alyuvar enzimlerinin belirlenmesinde kullanilan klasik tekniklerin,
hemen her durumda kopeklerde de insanlarda oldugu kadar elverisli oldugunu

ortaya koymuslardir.

Simonsen (1976), evcil kopekler ve diger Canidae’lerin kan
proteinlerinde yaptigi elektroforetik ¢aligmalar ile bazi enzim ve proteinlerin
bantlarim tanimlamis ve kdpek ile kurdun birbiriyle ¢ok yakin iligkili oldugu

ve ayni ortak atadan gelebilecegini gostermistir.

Baur ve Schorr (1969) képeklerde siiperoksit dismutaz’in A ve B olmak
tizere 2 allel tarafindan determine edildigini ve genetik polimorfizmini

belirlemislerdir.

Gerard ve ark (1987), kan gruplar1 ya da polimorfik kan proteinlerini
determine eden genetik varyantlarin, kopeklerin identifikasyonu ve babalik

kontroliinde kullanilabilirligini aragtirmiglardir.
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Meera ve ark (1973), melez kopeklerin 16kosit ve alyuvarlarinda 21
farkli genetik lokus tarafindan determine edilen 15 enzimin izoenzim

varyasyonlarimi elektroforetik olarak incelemiglerdir.

Braend (1985), kopek serumlarindaki esteraz enzim polimorfizminin
izoelektrik fokusing elektroforez yontemiyle ortaya koymustur.

Ingrid ve ark (1985), transferrin, postalbumin, plazma esteraz ve
mannoz fosfat izomeraz varyantlannin gen frekanslarimi populasyon

¢aligmalarinda ve babalik kontrollerinde kullanmiglardr.

Dostal ve Stratil (1994), képeklerde babalik kontrolii igin kullanilan

polimorfik 6zellikler tizerinde ¢aligmuglardir.

Weiden ve ark (1974), tarafindan képeklerde bazi alyuvar enzimleri ve

hemoglobin genetik varyantlarmi elektroforetik olarak incelemiglerdir.

Juneja ve ark (1987), 21 farkli Avrupa kopek wkinin plazma
omeklerinde 2-dimensionel agaroz jel, horizontal poliakrilamid jel elektroforez
teknikleri ve genel protein boyamast ile genetik polimorfizmleri ve kopeklerde

babalik kontroliinde kullanilan varyantlar gézlemlemislerdir.

Jordana ve ark (1991a), 10 Ispanyol Képegi soyunun 21 gen
lokuslarmdaki alloenzim degiskenliklerini elektroforetik teknikler kullanarak

aragtirmiglardir.

Jordana, ve ark (1992b) tarafindan 10 Ispanyol Kopek soyu alt
populasyonlarinin genetik yapisi ve aralarindaki akrabalik derecesi, F istatistik
ile ¢alisilmis ve kanda ¢oziinebilir proteinleri ve enzimleri kodlayan 21 yapisal

gen lokusunu elektroforez teknigi ile belirlemiglerdir.

Jordana ve ark (1991b), “Gos d’Atura” koépek soyunun 5 populasyonu
arasindaki akrabalik ve genetik degiskenlik derecesini 21 gen lokusu verilerini

kullanarak analiz etmiglerdir.
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2.4. Biyokimyasal Genetik

Son yiizyilin baglarinda hiicre metabolizmas: ve déllenmis yumurtadan
meydana gelen canlmin gelismesinde enzimlerin 6nemli 6lgiide rol oynadig:
gOriigii yayginlagmistir. Yiizyllimizin ortalarina dogru enzimlerin 6zelliklerinin

genlerdeki baz dizilerine gére tanimlandiklar1 anlagiimgtir.

Yakin zamanlarda genlerdeki yap1 farkliliklarinin ve genler arasi
iligkilerin gen iriinlerine ve bu iriinlerin biyokimyasal 6zelliklerine
yansimalari galisilmaktadir. Bu galismalari iceren alana biyokimyasal genetik

denir.

Biyokimyasal genetik viicudun biitiin metabolizma ve bagigiklik
reaksiyon alanlarini  kapsar. Genetigin bu dalmin pratik hayvan
yetistiriciligindeki 6nemi giderek artmaktadir. Bu arada bir¢ok metabolizma
bozukluklari, enfeksiyon hastaliklarina kalitsal duyarlilik s6z konusu olabilir.
Buna ek olarak yaglarin, siit ve et proteinlerinin kalitesi onlar1 aslinda kalitsal
olarak belirleyen kimyasal yapilarina bagli biyokimyasal genetik sonraki
yillarda hayvansal iiriinlerin kaliteleri iizerindeki aragtirmalarda onemli rol

oynayacaktir (Aritiirk 1983a, Diizgiines ve Ekingen 1983).

Biitiin canlilarda hayat, cesitli ve diizenli birtakim biyokimyasal
reaksiyonlarla siirdiiriilmektedir. Biyokimyasal reaksiyonlarmm genler
tarafindan idare edildigi goriisii ilk defa 1902 yilinda A. E. Garrod tarafindan
insanlarda alcaptonuria hastalifi incelenirken ortaya atilmistir. Bu alandaki
¢aligmalar 1940 yilina kadar ihmal edilmis, ayn1 yil G. W. Beadle ve E. L.
Tatum ekmek kiifiinde (Neurospora’da) normal gelisme ve ¢ogalma igin
gerekli biyokimyasal reaksiyonlar zincirini ve bu zincirin her halkasi i¢in
belirli genlerin gerekliligini deneysel olarak gostermistir. Bundan sonra
yapilan ¢aligmalarda da aynm1 yonde sonuglar elde edilmistir (Diizgiines ve
Ekingen 1983, Basaran 1994).
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Aym kimyasal reaksiyonu katalizleyen farkli yapidaki enzimlere
izoenzimler adi verilmektedir. Ayrica izoenzimlerin kimyasal, fiziksel ya da
immunolojik karakterleri ile elektroforetik gocleri de farklidir (Ersoy ve Baysu
1986, Gozilkara 1997). Kontrol mekanizmasinda onemli rol .oynayan
olaylardan birisi de, ayni kimyasal reaksiyonu katalizleyen fakat enzim protein
yapist farkli olan izoenzimlerin hiicrede bulunmasidir (Gozikara 1997).
Elektroforez teknikleri kullanilarak izoenzimler olarak adlandirilan enzimlerin
bircok molekiiler formlar1 direkt olarak gozlemlenebilmektedir. Bir ya da daha
fazla lokus tarafindan kodlanan izoenzimler fonksiyonel olarak benzer fakat
yapisal olarak farkli formdadirlar ve elektroforezis ile ayrimlanabilirler.
[zoenzimlerin yapilarinin farkli olmasi, homolog kromozomlardaki bir lokusa
ait genin mutasyonla birbirinden farkli iki veya daha fazla {iriin olusturmasi,
kromozom duplikasyonu ya da tandem duplikasyonunun bir sonucu olarak
ortaya cikabilmektedir. Bagimsiz mutasyonlar bu lokuslar {izerinde toplandig:
zaman izoenzimlere neden olabilmektedir (Harris ve Hopkinson 1976, Ayala

1982).

Bilim adamlar1, 6zellikle jel elektroforezis gibi modern biyokimya
tekniklerinin  geligtirilmesi ile populasyonlarin genetik yapilarmi ve
farkhiliklarim ortay:i koyabilmektedirler (Crozier ve Ferguson 1986). Yapisal
gen lokuslarindaki genetik degiskenliklerin belirlenmesi i¢in bu tekniklerin
populasyon genetii alaninda kullamlmas: ile populasyonlarda ortalama
heterozigotluk ve gen polimorfizmi hakkinda bilylik bir bilgi patlamasi
olmugtur (Ayala 1982).

Bir lokusun iiriinii, alleller olarak adlandirilan alternatif formlarda
olabilmektedir. Bu gen lokusu allellerinin frekanslar1 0,01°den (ya da daha siki
olgiit ile 0,05°den) daha biiyitk olursa polimorfik olarak adlandirilir. Aksi
durumda bu lokus monomorfik lokus olarak ifade edilir. Alloenzim (allozym)
terimi, tek bir lokusun allellerini tamimlamak i¢in kullanilmaktadir. Bir

izoenzim 2 ya da 4 alt {initeden kurulu ve bu alt {initeler ayr1 lokuslarin farkli
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allellerinin iirtinleri ise bu izoenzimler sirasiyla heterodimer ya da
heterotetramer olarak adlandirilir. Aksine ayni lokusun allelleri bir alloenzimi
olusturmak icin biraraya gelirlerse, bu lokus allelleri homodimer ya da

homotetramerler olarak adlandirilir (Ayala 1982).

Yapisal genlerdeki herhangi bir genetik degisiklik, genler tarafindan
belirlenen polipeptiddeki amino asit kompozisyonunun degisimi ile
sonuclanmaktadir. Bu degisim sirasi ile, net elektrostatik yiikteki ve / veya
molekiiler agirliktaki ve / veya polipeptit zincirdeki degisiklik seklinde
gerceklesmektedir. Segilen enzimler ve onlarm polipeptit zincirindeki farklilik,
tampon igeren bir yiirlitme ortaminda (nisasta jel, poliakrilamid jel, agaroz jel
vd) ve elektriksel alanda belirli gbé¢ bolgelerine ayrimlanabilmektedirler

(Harris ve Hopkinson 1976, Ayala 1982). '

Arastiricilar  bir  enzimin populasyondaki izoenzim bantlarini
belirleyebilmek igin: (1) enzim kodlayan lokuslarin sayisini, (2) homodimer /
homotetramer ve heterodimer / heterotetramer’lerin varligini ve gosterdikleri
bantlari, (3) her lokusun allellerinin sayisini ve (4) populasyondaki allelierin

frekanslarini ortaya koymaya galisirlar.

Jel {izerinde gozlemlenen izoenzim ya da alloenzimlerinin bantlan
(zymogram), o populasyon bireylerinin belirli lokus veya lokuslarinin allel
frekanslarinin  hesaplanmasinda kullanilmaktadir. Birgok enzim lokusunun
enzim elektroforez yoluyla incelenmesi ile bu enzimler yoniiyle populasyonun
genetik yapilar1 belirlenebilmektedir. Bu bilgilerle populasyondaki genetik
varyasyonun diizeyi hesaplanabilmektedir (Ayala 1982, Nei 1987). Nispeten
diisiik degiskenlik gosteren populasyonlarda, diger populasyonlara gére daha
yiiksek derecede bir akrabah yetistirmenin yapildigini gosterebilmektedir. Iki
populasyonun allel frekanslari, populasyonlar arasindaki genetik uzakligin
hesaplanmasinda da kullanilmaktadir. Bunun ig¢in, Nei (1987)’nin genetik

uzaklik D (genetic distance D)’den yaygin olarak yararlanilmaktadir.

14



2.5. Populasyonun Genetik Yapilarimn Protein Elektroforez Teknigi ile

Belirlenmesi

Her gen 6zel bir gérevle yiiklii olup yapisinda belirli enzimler igin bilgi
tagtmaktadir. Genler etkileri bakimindan (1) yapisal genler (2) kontrol genleri
olarak iki ana gruba aynlabilir. Yapisal genler hangi RNA ve proteinlerin
iiretilecegini, kontrol genleri de her bir 6zel safhadaki {iretimin hizim
belirlerler (Diizgiines ve Ekingen 1983). Populasyonlarin genetik
karekterizasyonunu ortaya koyan ve ¢ok kolay izlenebilen birgok yapisal gen
lokuslarin1 aragtiran caligmalar bulunmaktadir. Protein kodlayan genler
icerisinde enzim kodlayan genler en kolay calisilabilen sistemlerden biridir.
Ciinkii enzimler, ayrimlama islemine ihtiya¢ duyulmaksizin uygun boyama
teknikleri yardimiyla tanimlanabilmektedirler. Bu enzimler doku ve doku
araliklarinin hemen hepsinde ve alyuvarlarda bulunmaktadirlar. Alyuvarlar bu
enzimler yOniiyle en basit ve en kolay elde edilebilen kaynaklardir. Literatiir
incelemeleri, insanlarda enzim kodlayan yaklasik 104 lokusun calisildigi ve
ancak 24 tanesinin polimorfik oldugunu gostermektedir (Harris ve Hopkinson

1976, Anitiirk 1983a, Aritiirk 1983b).

Bir populasyonda, bir lokusa ait iki veya daha fazla farkl: allel olabilir.
Bir canlmin bir tek lokus ile ilgili olarak genotipik komposizyonu (6rnegin
homozigot ya da heterozigot) elektroforetik tipleme ile elde edilebilir. Canli
gruplarindan elde edilen bilgiler, incelenen lokuslarin allel frekanslarinin
hesaplanmasinda kullanilabilmektedir. Birgok lokusun allel frekanslariyla
saglanan veriler o populasyonun genetik yapilar1 hakkinda temel bilgi verir.
Elde edilen bu veriler Hardy-Weinberg dengesi yoniinden degerlendirilir.
Yalnizca iki allel varliginda belirtilen Hardy-Weinberg yasasi, populasyonda
bir otozomal lokus icin A’nin gen frekansi p ile, a’nin gen frekansi q ile
gosterilirse ve dogal seleksiyon, genetik siiriiklenme (genetik drift), gog, sans,
mutasyon gibi evrimsel unsurlan tasimayan ve rasgele segilen populasydnun

denge frekansi; AA igin p%, Aa igin 2pq ve aa igin q* olan tek bir jenerasyon
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modifikasyonlar, asetilasyonlari, siilfidrillerin oksidasyonu, fosfat gruplarinin
ilavesi, karbonhidrat gruplan ve farkli sayidaki sialik asit rezidiilerinin ilavesi
veya ayrilmasi, proteolitik enzimler tarafindan polipeptidin bir bSliimiiniin

koparilmasi ve agregasyon ya da polimerizasyonunu kapsayabilmektedir.

Sekunder modifikasyon enzim protein molekiillerine kismen ya da farkli
derecelerde etkir ya da bir seri basamaklardan gecerek karakteristik sekunder

izoenzimler gozlenebilir.

Farkli doku hiicrelerindeki sekunder izoenzim olusumu, Onemli
derecede farklilik gosterebilir. Bu varyasyonlar, primer formun sentez oranina,
sekunder formun olugma oranmna ve hiicrenin yasama siiresine bagh

olabilmektedir (Harris ve Hopkinson 1976, Antiirk 1983a, Goziikara 1997).

Bu caligmada her biri farkli lokuslardan kodlanan 4 enzim c¢aligildi.

Bunlarin kataliz yollar1 ve izoenzimleri hakkinda bilgi asagida sunulmustur.
2.6.2. Esteraz D (Esterase D, ESD, EC 3. 1. 1. 1) enzimi

Asagidaki reaksiyon ESD enzimi tarafindan katalizlenir:

Karboksilik ester + H,O +——— alkol + karboksilik asit anyonu

Dimerik bir enzim olan esteraz D izoenzimi ilk 6nce 1973 yilinda
Hopkinson tarafindan identifiye edildi. Bu enzim biitiin dokularda bulunur ve
fluoregenic 4-methyllumbelliferyl ve fluorescein esterlerini hidrolize

edebilmeleri ile taninirlar (Harris ve Hopkinson 1976).

Bu enzimi determine eden lokus, esteraz A, B, C izoenzimlerinin
belirlenmesi ile ilgili lokuslardan bagimsiz oldugu icin ESD’nin genetik

karakterizasyonu 6nem arzeder (Hopkinson ve ark 1973).
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2.6.3. Fosfoglukonat dehidrojenaz (Phosphogluconat dehydrogenase,
PGD, 6PGD, EC 1.1.1.44) enzimi

6-fosfoglukonat dehidrojenaz (6- PGD ya da PGD), 6 fosfoglukonatin
ribuloz-5-fosfata oksidatif dekarboksilasyonunu katalizleyen dimerik bir

enzimdir (Johnson 1974, McDermid ve ark 1975, Ersoy ve Baysu 1986).

co:

H—?-OH 6-fosfoglukonat FHon
HO-C-H dehidrojenaz C=0
H-6-OH +NADP ———— H-Ié-OH + NADPH + CO,
H-(:Z-OH H-(II-OH
CH,0P0;® CH,0P0; (®
6-fosfoglukonat Ribuloz-5-fosfat

2.6.4. Karbonik anhidraz 1 (Carbonic anhidrase 1 , CA,;, EC 4.2.1.1)

enzimi

Karbonat dehidrataz olarak da bilinen bu enzim asagidaki reaksiyonu

katalizler:
H,CO; — H,O + CO,

Bu enzim bir esteraz gibi de etki gostererek asagidaki reaksiyon tipini

katalizleyebilir.
Karboksilik ester + H,O ——  alkol + karboksilik asit anyonu
L

4-methylumbelliferyl acetat, CA, izoenzimleri ile ¢ok hizli hidrolize
edilirken CA,; ile oldukc¢a yavas hidrolize edilir. Oysa fluorescein diacetate
(CAy’nin boyanmasinda kullanilir), CA, igin kotii bir substrat iken CA, ile
cok hizli hidrolize edilir.

CA; ve CA; izoenzimleri olgun eritrosit lizatlarinda ¢ok aktiftirler.

Fakat fotal eritrositlerde ¢ok diigiik aktiviteye sahiptirler. CA; izoenzimi
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genellikle anodal olarak yiiriirken CA; izoenzimi katodal olarak yiiriir. Fakat
genetiksel olarak determine edilen CA; ve CAj’nin varyantlari farkh
elektroforetik mobilite ile gbzlemlenebilmektedirler. CA; ve CA;‘nin her ikisi

de monomerikdir (Harris ve Hopkinson 1976).

2.6.5. Siiperoksit dismutaz (Siiperoxide dismutase, SOD,
EC 1.15.1.1) enzimi

Bu enzim agagidaki reaksiyonu katalize eder:
0,+0, +2H" — H,0,+ 0O,

Enzim bitki ve hayvan tiirlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Enzimin
esansiyel fonksiyonu, potansiyel iyonik oksijen toksisitesine kargi savunma
mekanizmas1 gibi etkimesidir. Bu enzim ayrica tetrazolium oksidaz
(tetrazolium oxidase) ya da indofenol oksidaz (indophenol oxidase) olarak da

adlandinlir ( McDermid ve ark 1975, Harris ve Hopkinson 1976).
2.7. Cahsmanmin Amaglan

Bu g¢aligmada Tiirkiye’de bulunan ve O6nemi gittikge artan, iilkemize
ozgil bir coban kdpegi olan Kangal Kpeklerinin genetik yapilarini belirlemek

amaci ile:

a) Populasyon bireylerinin hepsinde dort farkli enzim (EsD, Pgd, Ca;,

Sod) lokusu ¢alisilarak aragtirmak,

b) Bu enzim lokuslar agisindan populasyon i¢i ve populasyonlar

arasindaki benzerlik veya farkliliklar1 ortaya koymak,

c) Populasyonlarin heterozigotluk derecelerini saptamak. Béylece
ileride yapilabilecek genetik erozyonun Onlenmesi ve saf yetistirmenin

kontrollii olarak yapilmasi galigmalarina veri tabani olugturmak,
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d) Kangal Ko6peklerinin ¢evreye uyumu, dol verimi, yasama giicii ve
baz1 hastaliklara hassasiyeti ile heterozigotluk derecesi arasindaki iligkilerin

arastirilabilecegi ¢aligmalar i¢in kaynak olusturmak,

e) Kangal Kopeklerinin ¢aligilan lokuslar acisindan dier bazi kopek

irklarindan farkli olup olmadiklarini belirlemektir.
Ayrica bu ¢aligma ile:

a) Ulkemizdeki kopek wrklarmin kendi aralarinda ve diger iilkelerdeki
kopek irklan arasindaki genetik yakmligin veya uzaklhigin karsilagtirmasim

amaglayan caligmalara katkida bulunmak,

b) Sunulan ¢aligma ile bu teknigin laboratuarimizda da yapilabilmesini
saglamaktir. Boylece laboratuarimizda bu metodun ¢aligir hale getirilmesiyle,
hayvancilifin yaygin olarak yapildigi Konya ve g¢evresinde yetistirilen diger
evcil ve ekonomik degeri olan hayvanlarin genetik 1slahi i¢in molekiiler

diizeyde yapilabilecek arastirmalara baslangig teskil edilecektir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Unitesi
(SUVAUU)’nde yetistirilen 31, Bursa-Gemlik Askeri Veteriner Okulu ve
Egitim Merkez Komutanhg (GAVOEMK)’nda yetigtirilen 34, Sivas-Kangal
Kaymakamlig Ciftligi (SKKC)’nde yetistirilen 13, Sivas-Ulas Tarim Isletmesi
Ciftligi (SUTIMC) nde yetistirilen 17, Sivas’in merkez ve kdyleri (SMK)’nde
yetigtirilen 13 Kangal Kopegi olmak iizere toplam 108 Kangal Kdpeginden
kan Ornekleri toplanmigtir. Tablo 3.1°de materyal olarak kullanilan Kangal
Ko6peklerinin yas ve cinsiyetlerine gore dagilimi verilmistir. Ayrica 1-3 yas

arasinda degisen 7 farkli kdpek irkindan (Alman Kurt Képegi (3), Boxer (6),

Collie (1), Danua (1), Doberman (1), Pointer (7) ve Setter (2)) 21 kan 6rnegi

ve calisilan teknigin kontrolii amaciyla bir insan kan 6rnegi toplanmigtir.

Tablo 3.1. Kangal K6peklerinin yas ve cinsiyete gére dagilimi

Y A S L A R I

. 73 Ay son-

YetSrildiE | B0 | o | Sy | (©ri1 | (13yas) | Gyap | vedaba,

Sayisi Yas) biiyiikler)
SUVFAUU 31 19 12 9 12 5 5
GAVOEMK 34 23 11 6 16 9 3
SKKC 13 8 5 1 4 7 1
SUTiMC 17 11 6 5 7 3 2
SMK 13 4 9 5 2 4 2
TOPLAM 108 65 43 26 4] 28 13
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3.2. Metotlar
3.2.1. Elektroforetik sistemde kullanilan metotlar
3.2.1.1.Elektroforez teknigi

Modern biyokimya analizleri i¢cinde en Onemli tekniklerden biri de
elektroforezisdir. Elektroforezis ismi yunanca “electron” ve latince “phore”
kelimelerinden meydana gelmistir. 1907 yilinda Field ve Teague tarafindan
¢esitli madde karigimlarindan olusan kisimlarin, elektriksel alanda farkli
hizlara sahip oluglarina dayanilarak ayrimlanmasi fikri tatbik edilmistir,
Bununla beraber 1937°de Teselius tarafindan bildirilen tatbik seklinden sonra
elektroforezis ilk olarak genis bir kullanma sahasi bulmustur (Ersoy ve Baysu

1981, Dayioglu ve Tiizemen 1989, Epstein ve Karcher 1994, Goziikara 1997).

Elektroforez biyolojik olarak ©nemli proteinlerin separasyonunda
kullanilabilen fiziksel bir metotdur. Amino asitler, peptidler, proteinler ve
niikleik asitler gibi biyolojik 6nemi olan birgok molekiil iyonize olabilen
gruplara sahiptir (Williams ve Wilson 1979, Grunbaum ve Crim 1981, Donald
ve Voet 1990).

Proteinler bulunduklar1 ortama gore, ya proton alirlar ya da proton
verirler. Alkali ortamda negatif yiiklii olmalari nedeniyle pozitif kutba, asit
ortamda ise pozitif yiiklii olmalar1 nedeniyle negatif kutba go¢ ederler. Boyle
elektrik yiikli kolloid taneciklerinden meydana gelen bir soliisyona, dogru
akim uygulandifinda taneciklerin kendi yiiklerinin aksi yondeki kutba gog
etmelerine elektroforez denir (Bingdl 1983, Devlin 1993, Vesterberg 1993,
Epstein ve Karcher 1994, Goziikara 1997).
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3.2.1.2. Nisasta jel elektroforezi ve giic kaynag

Smithies tarafindan 1955 yilinda ortaya konulan nisasta-jel
elektroforezi, enzim ya da proteinlerin separasyonu icin biiyilkk Onem

tasimaktadir (Geldermann 1970, Vesterberg 1993).

Jel elektroforezi, protein ayrimlanmasi metotlar1 igerisinde yaygin
olarak kullanilan bir tekniktir. Genel prensibi diger protein separasyonu
elektroforetik sistemleri ile aymidir ve enzim ya da proteinlerin kalitsal
yapidaki polimorf o6zelliklerin, nisasta jeli ve dogru akim ile ayrigtirilmasi
esasina dayanir. Protein elektroforezinde kullanilan kagit, seliiloz asetat ya da
agaroz jeli ile albumin, o, oy, B ve x-globulinler gibi sadece 5 zon ortaya
cikarilmaktadir. Nigasta ya da poliakrilamid jel elektroforezi ile 20 ya da daha
fazla fraksiyon ortaya g¢ikarilabilmektedir. Bu nedenle 6zellikle izoenzim ve
genetik varyant ¢alismalarinda nisasta ya da poliakrilamid jel elektroforezi
daha yaygin olarak kullamilmaktadir. Nisasta jel plakasmna yerlestirilen kan
protein partikiilleri degisik pH degerlerindeki eriyiklerde yapilarina gore farkli
ylik, sekil ve biiyiikliikte iyonlarina ayrilirlar. Elektriksel bir alanda bu iyonlar
tasidiklan elektrik yiiklerine gore belli bir siiratle anoda ya da katota dogru gé¢
ederler. Gelistirilen nisasta jel elektroforez teknigi diger birkag zon
elektroforez tipine gore daha iyi ayrimlama saglamaktadir. Enzim proteinleri
yuriitme ortami tamponunun pH’smna gore negatif ya da pozitif net yiiki
tagryabilmektedirler. Belirli bir pH’daki bu net yiik, aspartik ve glutamik
rezidiileri tarafindan verilen serbest karboksil gruplarmin iyonizasyonuna,
histidin rezidiilerinin imadozollerine ve arjinin ve lizin rezidiileri tarafindan
verilen serbest amino gruplarinin iyonizasyonuna baglidir. Ornegin pH 6,4’de
aspartik ve glutamik asit negatif (-) yiikle yiikliidiirler ve anoda go¢ ederlerken
arjinin, lizin ve histidin gibi bazik amino asitler pozitif (+) yiikle yiikliidiirler
ve katoda gogerler. Yiirlimenin hizi, enzim molekiilindeki net yiikiin
biiyiikliigli, ortam 1s1s1 ve uygulanan akim siddeti ile iligkilidir. Gégme hiz1

molekiil agirhigina da baghdir ve kiigik molekiiller daha hizli, biiyiik
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molekiiller daha yavag go¢ ederler. Bununla birlikte benzer yiiklii molekiillerin
molekiiler agirhiklarindaki kalitsal farkliliklardan dolay: yiik/agirlik orani farkls
olacaktir. Elektriksel alanda negatif yiiklii molekiiller pozitif elektroda (anoda)
dogru yiiriirken, pozitif yiiklii molekiiller negatif elektroda (katoda) dogru
yiiriirler. (Poulik 1957, Harris ve Hopkinson 1976, Baysu 1979, Williams ve
Wilson 1979, Ersoy ve Baysu 1981, Bohinski 1987, Donald ve Voet 1990,
TSE 1991, Kaman 1992, Tiiziin 1992, Devlin 1993, Vesterberg 1993,
Epstein ve Karcher 1994).

Elektroforezisde bir karigimda bulunan cesitli protein franksiyonlan
birbirinden farkli hizlarla kutuplara go¢ ederler ve bu suretle birbirinden
ayrilirlar. Bu amagla gelistirilmis cesitli elektroforez cihazlar1 vardir (Baysu
1979). Elektroforez cihazinin vertikal (dikey) ve horizontal (yatay) olmak
lizere iki farkli sistemi vardir. Vertikal sistem 1968 yilinda Shaw ve Koen,
horizontal sistem ise 1964 yilinda Beckman ve Johnson tarafindan ortaya
konulmustur (Shaw ve Prasad 1970). Son 30 yil icerisinde bazi elektroforetik
metotlar analitik kimyada, biyokimyada ve biyoloji bilimlerinde ¢ok hizli
gelisme gOstermistir. Bugiin biyokimyada yayinlanan bilimsel yaymnlarin
yarisindan fazlasi elektroforetik metotlarin uygulanmasi ile

gerceklestirilmektedir (Vesterberg 1993).

Calismada horizontal nisasta-jel elektroforez teknigi uygulanmigtir. Bu
sistem gii¢ kaynagi, elektrot tanki, elektrotlar ve sogutucu sistem (Termostatik
Sirkiilatér)’den olugmaktadir. Ayrica ultraviyole (UV) lamba (UVIS Desega),

jel kaliplari, aplikator ve diger gerecglerden de yararlamlmigtir,

Elektroforez isleminde dogru akim, gii¢ kaynagi ile sagland.
Enzimlerin elektroforez esnasinda jelde bozulmadan yiiriitilebilmesi igin

termostatik sirkiilatér’den yararlanildi.



3.2.1.3. Kullamilan tamponlar

Enzim elektroforezi igin ¢ok sayida tampon kullanilmaktadir. Yaygin
olarak kullanilan tamponlar Fosfat, Tris; EDTA, Borat, Sitrat, Pridin, Asetat
vd. tamponlandir (Williams ve Wilson 1979, Epstein ve Karcher 1994).
Tamponun temel fonksiyonu, elektroforez siiresince pH degisikliklerini
onlemektir. Bu degisiklik kullanilan voltaja, devrede iiretilen akima ve
elektroforez siiresince harcanan zamana baglidir. Bu nedenle ideal bir tampon,
istenilen pH’ya yakin bir pK degerinde olmalidir. Aslinda her uygulama icin
taze tampon soliisyonu hazirlanmalidir. Ancak pratikte bu tamponlar 5 kez
kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada tamponlar, her uygulamadan sonra pH’si

ayarlanarak 4 kez kullanildi.

Uygulama stiresince Grunbaum ve Crim(1981) ile Harris ve Hopkinson
(1976) tarafindan belirtilen metotlar kullanildi. Harris ve Hopkinson’un
teknigi, Seixas ve ark (1988) tarafindan insan ve kopeklerde enzim
elektroforezi ile kontrol edilmis ve bu teknigin kopeklerde de rahatlikla

kullanilabilecegi bildirilmistir.

ESD ve PGD igin 6nerilen tamponlar 0.1 M Tris, 0.1 M Maleic acid,
0.0087 M Na,EDTA ve 0.01 M MgCl,.6 H,O ile hazirlanan Tris-Maleic acid
tamponudur ve pH’s1 5 N NaOH ile 7.4’e ayarlanarak +4°C’de saklandi. Bu
tampon, PGD igin elektrot tamponu olarak aynen, 1 : 15 diliisyonu ise jel
tamponu olarak kullanildi. ESD i¢in bu tamponun 1:10 diliisyonu hem elektrot

tamponu hem de jel tamponu olarak kullanildi.

Karbonik anhidraz 1 i¢in kullanilan tampon ise 0.3 M Tris, 0.166 M
Borat ve 0.0066 M EDTA ile hazirlanan Tris / EDTA /Borat tamponudur, pH
8.6. Bu stok tampon soliisyonu +4°C’de saklandi ve tamponun 1 : 14 diliisyonu

tank tamponu, 1 : 35 diliisyonu jel tamponu olarak kullanildi.
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SOD enzimi igin 0.0786 M KH,PO, ve 0.0207 M Na,HPO,’dan
hazirlanan ve 0.1 M fosfat pH 6.5 tamponu olarak adlandirilan farkh bir
tampon kullanilmigtir. Bu tampon Harris ve Hopkinson (1976) tarafindan
belirtildigi gibi hazirlandi. Ancak pH 6.5 olarak modifiye edildi. pH’s:
ayarlandiktan sonra +4°C’de saklanan bu tampon elektrot tamponu olarak

kullanilirken, jel tamponu i¢in ise bunun 1 : 10 diliisyonu kullanildi.
Enzimlerinin boyanmasinda 3 tampon kullanildi:

ESD ve CA, enzimlerinin boyanmasinda 0.1 M fosfat tamponu pH 6.5
kullanildi. Bu tampon SOD enzimi igin kullanilan tank tamponu gibi

hazirlandi.

PGD enziminin boyanmasinda ise 0.1 M Tris-HCI tamponu kullanildi.

Bu tamponun pH’s1 HCl ile 8’e ayarlandi.

SOD enziminin boyanmasinda kullanilan 0.06 M Tris-HCI tamponunun

pH’s1 8’¢ HCl ile ayarlandx.
3.2.1.4. Nisasta jelinin hazirlanisi

Nisasta jelleri, hidrolize nigasta uygun bir tampon icerisinde isitilarak
hazirlandi. Sonra sogutuldu. Boylece molekiiller arasinda yan baglarin
kurulmasiyla yar kat1 jel elde edildi. Nisasta jeli, gézeneklefinin biiyiikliigiine
gore % 2 (w/v) yada % 8-15 (w/v) arasinda hazirlanabilmektedir. Bununla
birlikte nigasta jelinin por biiyiikligii net olarak bilinmemektedir (Williams ve

Wilson 1979).

Bu caliymada nisasta jeli, hidrolize nigasta ile % 8 (w/v)’lik olarak
hazirlandi. Bunun igin 14 g nisasta tartilarak ii¢ erlene konuldu. Uzerine 175
ml jel tamponu ilave edilerek karistirildi. Siispansiyon dairesel hareketlerle
calkalanarak 1sitildi. Bu isleme, nisasta saydam, berrak ve jel kivamina

gelinceye kadar devam edildi. Isitma sirasinda meydana gelen gaz ve hava
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kabarciklart su trompundan yararlanilarak uzaklagtirildi. Sonra sicak jel,
diizgiin bir ylizeyde onceden cam lizerine hazirlanan 13x20x0.6 cm
boyutlarindaki jel kalibina dékiildd. 15-20 dakika kadar oda isisinda ve 50-60
dakika kadar da +4 °C’de bekletilerek jelin istenilen kivamda sertlesmesi

sagland.
3.2.1.5. Kan orneklerinin hazirlanmasi

Yas ve cinsiyeti tespit edilen hayvanlardan kan Ornekleri EDTA’l1
tiiplere vena cephalica antebrachii veya vena saphena parva’nin ramus
dorsalis’inden teknigine uygun olarak alindi. Oda 1sisinda 10 dakika siire ile
3000 rpm’de santrifiij edildi. Plazma ve akyuvarlar pastér pipeti ile
uzaklagtirildi. Alyuvarlar distile su ile 3 defa yikand1 ve her asamada santrifiij
ile ayrimlandi. Daha sonra &rnekler -20 °C’de derin dondurucuda bekletildi ve

bu materyal ¢ézilindiriildiikten sonra elektroforez igin kullanildi.
3.2.1.6. Elektroforez islemi

Nigasta jeli hazirlandiktan sonra jelde aplikator ile enine yariklar
olusturuldu. Kiigiik dikdortgen bigimindeki kagitlara (0,2x0,3 cm) (Whatman
Grade 17) hemolizat 6rnekleri emdirilerek, ince uglu pens yardimiyla yariklara
yiiklendi. Her kagit seridinin jel yarigina iyice yerlesip yerlesmedigi kontrol
edildi. Olusturulan yariklardan birinci yariga bromofenol blue yiiklendi. Bu
boya, proteinden biraz daha hizli yiiridiigiinden ve boyanin yiiriimesi gozle
goriilebildiginden elektroforez islemi esnasinda yiirlimenin oldugu ya da

proteinlerin ne kadar yiiriidiigiiniin gostergesini olusturmaktadir.

Cergeve igindeki orneklerle yiiklii jel, elektroforez tanki (Pharmacia
LKB)’'nin sogutma tablasina yerlestirildi. Onceden tanka dokiilen elektrot
tamponu ile jel arasindaki baglanti Whatman (Grade 3) kagid: ile kuruldu.
Elektroforetik yiiriitmeler + 4 °C’de yapildi. Bu sogutma islemi igin

termostatik sirkiilatér kullanildi (bu sogutma cihazi “Hetorofig Cb II’nin



analogu olarak Konya’da KARIPEK A.$.’ye yaptirilmistir). Giig kaynag

(Pharmacia Electrophoresis Power Supply-EPS 600) ile dogru akim uygulandi.

Sistem resmi 3.1.’de gosterilmistir. Her enzim i¢in uygulanan elektroforez

sartlar1 tablo 3.2.”de verilmistir.

Resim 3.1. Elektroforez sistemi

Tablo 3.2. Enzimlerin elektroforez sartlari

Enzimler Elektroforez Tampon Voltaj (v)
stiresi (saat)
Esteraz D (ESD) 520 Tris-maleik asit pH 150
7.4
Fosfoglukonat  (PGD) 4% Tris-maleik asit pH 165
dehidrojenaz 7.4
Karbonik (CAY) 38 Tris/EDTA/Borat 180
Anbhidraz 1 pH 8.6
Siiperoksit  (SOD) 7% Fosfat Tamponu pH 90
dismutaz 6.5
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3.2.2. Enzimleri boyama metotlar

Degisik tekniklerle separe edilen jeldeki protein bantlar farkl
boyamalarla gorsel olarak gdzlemlenebilmektedir (Donald ve Voet 1990,
Epstein ve Karcher 1994, Goziikara 1997). Bu amagla enzim aktivitesi degisik
yollarla ortaya ¢ikarilabilmektedir. Boyama metotlart 6 ana baglikta

incelenebilir:

a) Kromojenik (Chromogenic) boyama metotlari

b) Fluorojenik (Fluorogenic) boyama metotlar

¢) Radyoaktif (Radioactive) boyama metotlar

d) Kimyasal (Chemical) boyama metotlar:

e) Elektron transfer boya boyama metotlari

f) Enzim baglama (Enzyme-linked) boyama metotlari

Bu arastirmada, fluorojenik boyama metodu ve elektron transfer boya
boyama metodu olarak adlandirilan 2 metot kullanildi. Fluorojenik boyama
metodu ESD ve CA{ enzim bantlarinin, elektron transfer boya boyama metodu

ise SOD ve PGD enzim bantlarinin ortaya ¢ikartlmasinda kullamldi.
3.2.2.1. Fluorojenik boyama metotlar

Bu metotlar, non-fliioresan (non-fluorescent) substrat tizerine enzim
etkisi ile fliioresan iiriiniin olugsmasi (bu nedenle pozitif fliioresan boyama
olarak adlandirihr) ya da fliioresan substrattan non-fliioresan {iriiniin
olusmasina (bu nedenle negatif fliioresan boyama olarak adlandirilir) baghdur.
Esteraz D ve CA] enzimlerinin boyanmasi pozitif bir boyamadir. Substrat
olarak kullanilan 4-methylumbelliferon deriveleri pozitif fliioresan boyama

tekniginde son derece duyarh ve 6zellikle degerli oldugu ortaya ¢ikarilmigtir.
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Esteraz D ve karbonik anhidraz 1 boyamasinda 4-methylumbelliferyl acetate

(MUA) tiirevi kullanildi (Harris ve Hopkinson 1976)
3.2.2.1.A. ESD enzimi boyama metodu

50 ml 0.1 M fosfat tamponu pH 6.5

22 mg 4- methylumbelliferyl acetate (MUA)

250 mg agar noble

2 ml aseton

MUA 2 ml aseton ig¢inde ¢dziindiiriildii. Agar noble 0.1 M fosfat
tamponu iginde hafif kaynatilarak eritildi. Agar ¢ozeltisi ¢esme suyu altinda
sogutulduktan sonra iki ¢ozelti karistirild1 ve elektroforez islemi tamamlanan
jel lizerine dokiildii. 37 ©C’deki etiivde 10-20 dakika bekletildi. Bantlar
ultraviyole (UV) lambada 366 nm dalga boyunda gozlemlendi. Yukaridaki
karisimlar elektroforez yapildigi giin taze olarak hazirlandi. Boyama sistemi

sekil 3.1.”de gosterilmistir (Harris ve Hopkinson 1976).

4-METHYL UMBELLIFERYL ESTER

ESTERAZ
—_
Karboksilik asit anyonu 4-METHYL UMBELLIFERONE
or. acetate (Fliioresan)

Sekil 3.1. ESD’nin boyama sistemi
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3.2.2.1.B. CA, enzimi boyama metodu

50ml 0.1 M fosfat tamponu pH 6.5

20 mg 4-methylumbelliferyl acetat (MUA)

200 mg agar noble

2 ml aseton

2 ml aseton iginde MUA ¢oziindiiriildii. Agar noble 0.1 M fosfat
tamponu iginde hafif kaynatilarak eritildi. Agar ¢zeltisi gesme suyu altinda
sogutulduktan sonra iki ¢ozelti karigtirildi ve elektroforez islemi sona eren jel
iizerine dokiildii. 37 ©C’deki etiivde 10-15 dakika bekletildi. Bantlar
ultraviyole lambada 366 nm dalga boyunda gozlemlendi. Burada kullanilan

¢ozeltiler elektroforezin yapildigi giin taze olarak hazirlandi. CA1’in boyama

sistemi sekil 3.2°de gosterildi.

4-METHYL UMBELLIiFERYL ACETATE

Carbonic anhydrase (CA,)

ACETATE 4-METHYL UMBELLIFERONE

(fliioresan)
Sekil 3.2. CA1’in boyama sistemi.
3.2.2.2. Elektron transfer boya boyama metotlari

Elektron transfer boyalari, elektroforez sonrasi izoenzim bantlarinin

ortaya ¢ikarilmasinda ¢ok yaygin olarak kullanilan boyalardir.

32



Methylthiazolyl tetrazolium (MTT), dehidrojenaz reaksiyonlarinda bir elektron
alicisidir. MTT bu reaksiyonda elektron donérleri tarafindan koyu mavi-mor
renkte ve suda ¢oziinmeyen bir bilesik formu olan formazana indirgenir.
Reaksiyon, katalizor olarak etkiyen phenazine methosulfate (PMS) varliginda
cok hizli gergeklesir. Bu iki kimyasal (MTT ve PMS), NAD ve NADP
koenzimlerinin indirgenmis formlarinin olugsmasina neden olan reaksiyonlarin
ortaya ¢ikarilmasi igin standart bilesiklerdir. Bu sisteme digardan substratin
katilmasi ile, ortamdaki enzim (ya da izoenzim) ile substrat arasinda reaksiyon
gergeklesmekte ve bantlarin gozlenmesi gorsel olarak yapilabilmektedir.
Burada dikkat edilecek nokta MTT ve PMS boya karisimlari asit ya da notral
sartlarda ok daha dayamikli olduklarindan kuvvetli alkalik boya tamponundan
veya jel tamponundan yararlanilmamahdir. Bu karigimlar 1s18a duyarl
olduklarindan karanlikta inkiibe edilirler (Brewer 1967, Harris ve Hopkinson

1976).
3.2.2.2.A. PGD enzimi boyama metodu

50 ml 0.1M Tris-HCI tamponu pH 8.0
150 mg MgClp .6Hy0

10 mg  6-phosphogluconic acid

8 mg NADP

5 mg MTT

5 mg PMS

200 mg agar noble

6-phosphogluconic acid, NADP, MTT ve PMS 15-20 ml 0.1 M Tris-
HCI tamponu igerisinde ¢6ziindiiriiliir. Geriye kalan Tris-HCI tamponu da agar
noblenin hafif kaynatilarak eritilmesinde kullamilir. Agar ¢esme suyu altinda

sogutulduktan sonra iki ¢ozelti karisirilarak jel iizerine dokiilir. 37 ©C’de 30-
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40 dakika inkiibe edilir ve uygun bir 151k altinda bantlar gézlemlenir. PGD’nin

boyama sistemi sekil 3.3."de gosterilmistir (Harris ve Hopkinson 1976).

6-Phosphogluconate NADP «\ FORMAZAN
Phosphogluconate dehydrogenase

RiBULOSE-5-PHOSPHATE
NADPH MTT

Sekil 3.3. PGD’mn boyama sistemi.
3.2.2.2.B. SOD enzimi boyama metodu

50 ml 0.06 M Tris-HCI tamponu pH 8.0
6 mg MIT

6 mg PMS

250 mg agar noble

MTT ve PMS 15-20 ml Tris-HCI tamponu igerisinde ¢oziindiiriiliir.
Geriye kalan Tris-HCI tamponu ile de agar noble hafif kaynatilarak eritilir.
Cesme suyunda sogutulduktan sonra gozeltiler karistirilir ve elektroforez
sonrasi jel tizerine dokiiliir. Birkag dakika 15132 maruz birakilir ve daha sonra
37 0C’de 20-25 dakika inkiibe edilir. Bantlar uygun bir 151k ortaminda
g6zlemlenir. Bu enzimin boyama sistemi sekil 3.4.de gosterilmistir (Harris ve

Hopkinson 1976).

m GUN ISIGI
MTT , FORMAZAN

(soluk sarr) PMS 1 (koyumor)

0,
K\_—_/

Siiperoksit Dismutaz

Sekil 3.4. SOD’in boyama sistemi
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Calisilan enzimlerinin boyama sartlar1 ve boyama komponentleri tablo
3.3.’de verilmistir.

Tablo 3.3. Enzimlerinin boyama sartlar1 ve boyama komponentleri

Boyama | Inkii- | Boyama Boya Bantlarm
Enzim | Siiresi |basyon| Tamponu Komponentleri Gozlemlen-
(dk) Isis1 (50 ml) mesi
(4]
ESD 10-20 37 Fosfat 22 mg MUA Ultraviyole
tamponu | 250 mg Agar noble lambada

PH 6.5 2 ml Aseton

PGD | 3040 | 37 | Trs-HCI |150 mg MgCL.6H,0 | Uygun bir

pH 8.0 10 mg 6-Phosfoglu- 151k
conic acid ortaminda
8 mg NADP
Smg MTT
5 mg PMS
200 mg Agar noble
CA, 10-15 37 Fosfat 20 mg MUA Ultraviyole
tamponu |200 mg Agar noble lambada
pH 6.5 2 ml aseton
SOD 20 -25 37 Tris-HCI 6 mg MTT Uygun bir
pH 8.0 6 mg PMS 151k
250 mg Agar noble ortaminda

2.3.3. Biyoistatistiksel analiz

Bir otozomal gen lokusu i¢in 2 allelin varhiginda allel frekanslarin

hesaplanmasi i¢in asagidaki formiiller kullanilmigtir:

(2 x homozigot sayist) + (heterozigot sayisi)

Alel Frekans =
®) 2 x Genotip sayisi
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Her allel igin allel frekanslarin hesaplanmasindan sonra Hardy-
Weinberg denge frekanslari (pz, 2pq, q2) hesaplandi. Bunun i¢in N sayidaki
bir populasyonda:

Beklenen homozigot birey sayis1 = p2xN

Beklenen heterozigot birey sayis1 =2pq x N

Beklenen ve gozlenen birey sayilari arasindaki farklar X2 istatistiginin
saptanmasi i¢in kullanildi.

X? =Z(NBI;NG)Z

B

Bu formiilde:

Np = Beklenen Homozigotluk (veya Heterozigotluk)
NG = Gozlenen Homozigotluk (veya Heterozigotluk)
X2 = Toplam Khi-Kare degeri

X2 istatistigi daha sonra populasyonun dengede olup olmadigim
bulmak i¢in uyumda iyilik (Goodness of fit test) testi (Rohlf and Sokal 1981)

cergevesinde degerlendirildi.

Populasyonlar igin beklenen ortalama heterozigotluk dereceleri (Ayala

1982, Nei 1987) agagidaki formiil ile hesaplandi:
= i
H "Zi: [1-(a} +b])]

H = Beklenen ortalama heterozigotluk

n = Toplam lokus sayisi
aj = Populasyondaki i’inci lokusun allel frekanslarindan birincisi

b; = Populasyondaki i’inci lokusun allel frekanslarindan ikincisi
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Populasyonlar arasi genetik uzaklik derecesinin hesaplanmasinda
Nei’nin genetik uzaklik “D” (genetic distance D) standard: kullanildi (Ayala
1982).

Z ab
Genetik uzaklik belirlenmesi igin: I = ==—=—
Va2 b

D=-InlI
Bu formiildeki sembollerin anlam1 asagida verilmistir:

aj = Populasyonlarin birinci allel frekanslari
b; = Populasyonlarin ikinci allel frekanslar:
I = Genetik yakinlik

D = Genetik uzaklik
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4. BULGULAR

Bu ¢ahigma Tiirkiye’de bulunan ve 6nemi gittikge artan, iilkemize 6zgii
bir ¢oban kopegi olan Kangal Kopeklerinin genetik yapilarim belirlemek
amaciyla 4 farkli enzim (EsD, Pgd, Ca,, Sod) lokusu populasyon bireylerinin
hepsinde nisasta jel elektroforez teknigi ile calisilmistir. Ayrica her enzim igin
insan 6rneginin ve bazi kdpek irklar1 6rneklerinin (Alman Kurt Kopegi, Boxer,

Collie, Danua, Doberman, Pointer, Setter) de elektroforezi gerceklestirilmisgtir.
4.1. Esteraz D (ESD) Enzimi

Bu enzim dimerik bir enzimdir. Elektroforetik incelemeler sonucu
Kangal populasyonlarim tiimiinde ve diger kopek irklarinda ayni hizada ve
anodal ¢ift bant olarak ve alttaki bant keskin, iistteki bant ise silik olarak
gdzlemlendi (Resim 4.1.). Bu durum, EsD’nin 2 lokus ve her lokusta birer allel
ile determine edildigini ve bu enzim lokusu yonii ile Kangal populasyonlarinin
monomorfik olduklarini gdstermektedir. Insan érneginde bu enzim anodal 3

bant ile heterozigot olarak gozlemlendi.

Resim 4.1. ESD enziminin nisasta jel elektroforez sonrasi gézlenen

bantlari, k : Kangal Kopegi, d : Diger kopek irklari, i : insan.
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4.2. Fosfoglukonat Dehidrojenaz (PGD, 6PGD) Enzimi

Dimerik bir enzim olan fosfoglukonat dehidrojenaz, elektroforez
sonrast biitiin Kangal Kopegi populasyonlarinda ve diger kopek irklarinda ayni
hizada anodal tek bant olarak gozlemlendi (Resim 4.2.). Populasyonlarin
hepsinde monomorfik olarak gézlemlenen bu enzim, bir lokus ve bir allel
tarafindan determine edilmektedir. Insan PGD enzim bandi da anodal tek bant

olarak ve Kangal bantlarmin gerisinde oldugu goriilmiistiir.

Resim 4.2. PGD enziminin nisasta jel elektroforez sonrasi gozlenen

bantlar, k : Kangal Kopegi, d : Diger képek irklart, i : Insan.
4.3. Karbonik Anhidraz 1 (CA,) Enzimi

Karbonik anhidraz 1 monomerik bir enzimdir. Bu enzim elektroforetik
analiz sonrasi, Kangal populasyonu bireylerinin hepsinde ve diger kdpek
rklarinda ayni1 hizada anodal tek bant olarak gézlemlendi ( Resim 4.3.). CA4, 1
lokusta 1 allel ile determine edilmektedir ve Kangal K&pekleri bu lokus yoént
ile monomorfiktirler. Insan CA, bandi anodal tek bant olarak ve Kangal

bandinin oniinde oldugu gérilmustiir.
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Resim 4.3. CA, enziminin nigasta jel elektroforez sonrasi gozlenen

bantlar1, k : Kangal Képegi, d : Diger kopek irklari, i : Insan.
4.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzimi

Kangal Kopeklerinin  siiperoksit dismutaz enzim lokusunda
GAVOEMK populasyonu hari¢ diger tiim populasyonlarda polimorfizm
goriilmistiir. Sod bir otozomal lokusda A ve B olmak tizere 2 kodominat allel
tarafindan determine edilmektedir. Populasyonlara gore beklenen ve gozlenen
genotipleri ve allel frekanslari, Hardy-Weinberg denge durumuna
uygunluklar1 i¢in elde edilen Khi-Kare degerleri (Xz) tablo 4.4.1.’de
gosterilmigtir.  SOD  enzimi homozigotlarda (AA) anodal 1 bant,
heterozigotlarda (AB) biri anodal digeri katodal iki bant olarak
gozlemlenmistir (Resim 4.4.). GAVOEMK populasyon bireylerinin hepsi
homozigot (AA) ve anodal tek bant olarak belirlenmistir. Bu gozlem,
GAVOEMK populasyonunda A alleli frekansinin “1”, B alleli frekansinin “0”

oldugu sonucunu vermektedir.
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Polimorfizm gozlenen populasyonlarin  hepsi Hardy-Weinberg
dengesinde bulunmustur. Kangal populasyonlar igin gozlenen ve beklenen
heterozigot birey sayist ve populasyonlar igin beklenen ortalama
heterozigotluk (H) derecesi tablo 4.4.2.°de verilmistir. Bu verilere gore en
diisiik ortalama heterozigotlugun GAVOEMK populasyonunda, en yiiksek
ortalama heterozigotlugun ise SUTIMC populasyonunda oldugu gdriilmiistiir.
Ayrica bu enzim insanda anodal tek bant ve Kangal bantlarindan 2-3 kat onde
oldugu gozlemlenmistir. Caligilan diger kopek irklarinin bazilarinda da aym
iki allelin varligi gozlenmis ve 6 Boxer’den ikisi, 3 Alman Kurt
Kopeklerinden biri Sod enzim lokusu yoniinden heterozigot (AB), bunlarin

disindaki kopeklerin ise tamamen homozigot (AA) olduklari belirlenmistir.

Resim 4.4. SOD enziminin nisasta jel elektroforez sonrasi gozlenen

bantlari, k : Kangal Képegi, d : Diger kopek wrklari, i : Insan.

Kangal populasyonlarinin allel frekanslarinin farkli olmasi (A igin
1.000-0.882, B igin 0.000-0.118), populasyonlar arasi farkliliklarin oldugunu
ortaya ¢ikarmistir. Populasyonlar arasi farkhiliklarin Nei’nin uzakhk (D) ve

yakinlik (1 ; 6lgiitleri cinsinden degerleri tablo 4.4.3’de verilmistir.
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Tablo 4.4.1. Sod enziminin bolgelere gore gozlenen ve beklenen genotipleri

ve allel frekanslari, Hardy-Weinberg denge durumuna uygunluklar igin elde

edilen Khi-kare degerleri

Genotipler
Yetisti- ’S‘;‘;es‘l‘ Khi-
rildigi AA AB BB Alleller | Kare
degerl
eri*
Yer ™ | N N[ N [N N A B
Goz- | Beklenen | Goz- | Beklenen | Goz- | Beklenen | alleli- | alleli- | (x%)
lenen lenen lenen nin fre- | nin fre-
kans1 | kansi
SUVFAUD | 31 | 27 | 27101 | 4 [3.768 | 0 | 0.131 | 0.935 | 0.065 | 0.146
SKKC 13 12 12.031 1 0.950 0 0.019 | 0.962 | 0.038 | 0.022
SUTIMC 17 13 13.225 4 3.539 0 0.237 | 0.882 | 0.118 | 0.271
SMK 13 11 11.075 2 1.848 0 0.077 | 0.923 | 0.077 | 0.090
GAVOEMK 34 34 0 0.000 0 0.000 | 1.000 | 0.000 0
Toplam 108 97 | 97.265 11 1104541} 0 0.281 | 0.949 | 0.051 | 0.310
*: (p > 0.05).

AA : Sod i¢in homozigot genotipli birey
BB : Sod i¢in homozigot genotipli birey
AB : Sod i¢in heterozigot genotipli birey

Tablo 4.4.2. Bolgelere gore gozlenen heterozigot birey sayisi ve beklenen
ortalama heterozigotluk (H) dereceleri

Yetistirildigi | Kopek Gozlenen Beklenen Beklenen
Yer Sayisi Heterozigot Heterozigot Ortalama
Birey Sayis1 Birey Sayis1 | Heterozigotluk
(Sod I¢in) (Sod icin) (H)
SUVFAUU 31 4 3.768 0.0243
SKKC 13 1 0.950 0.0146
SUTIMC 17 4 3.539 0.0416
SMK 13 2 1.848 0.0284
GAVOEMK 34 0 0.000 0.0000
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Tablo 4.4.3.Populasyonlar arasi genetik uzaklik ve yakinlik degerlerini
gOsteren matriks

Yetistirildigi | ) ’
Yer SUVFAUU | SKKC | suTiMC | SMK | GAVOEMK
SUVFAUD *xxxkx  0.0004 0.0020 0.0001 0.0024
SKKC 0.9996 wkkxkk 10,0044 0.0010 0.0008
SUTIMC 0.9980 0.9956 *kxkkx 10,0012 0.0088
s 09999 09990 0.9988 sanwrr|0.0035
GAVOEMK |0-9976 09992 09912 |0.9965 .

Not : Tabloda; ist yarimda populasyonlar arasi genetik uzaklik, alt yarimda ise populasyonlar arasi

genetik yakinlik degerleri verilmistir
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5. TARTISMA VE SONUC

Kopeklerde alyuvar enzim polimorfizmi kullamilarak yapilan genetik
caligmalarin sayilar giderek artmaktadir. Fakat diger evcil hayvanlara nazaran
her zaman geride kalmistir (Braend ve Andersen 1987, Seixas ve ark 1988).
Bunun baglica sebepleri polimorfizmin ortaya c¢ikarilmasinda karsilagilan
zorluklardir. Bu zorluklar, kdpeklerdeki teknik ve 6rneklendirme problemleri

olarak ortaya ¢ikmaktadir (Seixas ve ark 1988).

Kopegin genetik yapisinin aragtirilmasi ve morfolojik Ozellikler ile
genetik iliskisinin kurulmas: ¢ok yararh olacaktir. Farkli irklardaki kopeklerin
genetik kompozisyonunun elektroforez teknikleriyle belirleme c¢alismalar
yapilmaktadir. Ancak bugiine kadar ¢dziimlenmemis problemler, degisik irk
orneklerinin analizi ile giderilebilir. O halde biiyiik képek wrklarinin, hatta

cinslerinin arastirilmalari ile 6nemli ilerlemeler kaydedilebilecektir (Seixas ve

ark 1988).

Bu ¢aligmada, analiz edilen enzimlerden, siiperoksit dismutaz (Baur ve
Schorr 1969, Meera ve ark 1973, Weiden ve ark 1974, Simonsen 1976, Gerard
ve ark 1987) ve esteraz (Braend 1984, Braend 1985, Braend ve Andersen
1987, Seixas ve ark 1988)’nin engok caligilan polimorfik lokuslardan biri
olmasi, Esteraz D’yi determine eden lokusun diger esteraz A, B, C
izoenzimlerinin belirlenmesi ile ilgili lokuslardan bagimsiz olmasi1 nedeniyle
genetik karakterizasyonunun 6nemli olmasi (Hopkison ve ark 1973),
fosfoglukonat dehidrojenaz’in ¢ok nadir varyasyon gosteren lokus oldugunun
(Seixas ve ark 1988) aktarilmasi ve karbonik anhidraz’in ise alyuvarlar icin
onemli bir enzim olmasi1 ve kopeklerde ¢ok az galigilmis olmasi nedeniyle
segilmis ve bu enzimler SUVFAUU, GAVOEMK, SKKC, SUTIMC, SMK
olmak ilizere 5 ayr1 populasyon orneklerinin hepsinde nigasta jel elektroforez

teknigi ile analiz edilmigtir.
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Arastirma siiresince Grunbaum ve Crim(1981) ile Harris ve Hopkinson

(1976) tarafindan belirtilen metotlar takip edilmistir.

Seixas ve ark (1988), Harris ve Hopkinson’un insan kanindaki
enzimlerin elektroforetik incelemelerinde kullandiklar: tekniklerin, kdpeklerde
de direkt olarak uygulanabilirliginin kontrol edilmesi ve daha iyi sonuglara
ulagabilmek amaciyla teknikte gerekli yeni degisikliklerin yapilmasi ve
kullanilabilmesi olanaklarini aragtirmiglardir. Alyuvar enzimlerinin birgogunun
belirlenmesinde kullanilan tekniklerin, kdpeklerde de insanlardaki gibi yararh
bir sekilde kullanilabilecegini ortaya koymuslardir. Sunulan c¢alismada da
Kangal Kopeklerinde ¢aligilan her enzim igin, insan 6rneginin de ayni jellerde
elektroforezi gergeklestirilmis ve insan Orneginin bantlari, Harris ve
Hopkinson (1976)’un elektroforez sonuglar ile karsilastirilarak galisilan teknik
kontrol edilmistir. Insan &megi olarak arastiricinin alyuvar enzimlerinden
yararlanilmigtir. Ayrica ¢alisilan her enzim icin, Kangal Kopegi 6rnekleri ile
birlikte diger kopek irklarinin 6rnekleri de aym jellerde elektroforez iglemi
yapilarak, hem bantlarin gériiniimleri yoniinden hem de elektroforetik gogleri

bakimindan benzerlik veya farkliliklar1 birarada gézlemlenmigtir.
5.1. Esteraz D (EsD) Enzimi

Nigasta jel elektroforez teknigi ile caligilan Kangal Ko6peklerinin
alyuvar enzimlerinden EsD igin, polimorfizm gériilmemistir. Iki bant seklinde
gozlemlenen enzimin her lokusta birer allel olmak {izere iki lokus tarafindan
determine edildigi belirlenmis ve Kangal Kopekleri ile incelenen diger kdpek

irklar arasinda farklilik gozlenmemistir.

Bu sonuglar, Seixas ve ark (1988)’nin evcil kopeklerde aymi enzim ve
tekniklerle yaptiklan galijmada da polimorfizm gézleyememis olmalar ile

uyusmaktadir.

45



Farkli Avrupa képek wklarinda ve kurtlarda, serum ya da plazma
ornekleri kullanilarak izoelektrik fokusing ya da 2-demensional agaroz jel
elektroforez teknikleri ile arilesteraz’in genetik varyasyonunun varlig
saptanmig (Braend 1984, Braend 1985, Braend ve Andersen 1987, Braend ve
Roed 1987), ancak ¢aligmalarda kullanilan 6rnek ve tekniklerin farkli olmasi
nedeniyle bulgularm bu g¢aligmanin bulgulanyla tartisgilmasi miimkiin
olmamistir.

5.2. Fosfoglukonat Dehidrojenaz (Pgd) Enzimi

Fosfoglukonat dehidrojenaz enziminin polmorfizmi konusunda yapilan
caligmalarda genel olarak bir polimorfizmin bulunmadify ve enzimin
monomorfik oldugu bildirilmektedir (Meera ve ark, 1973, Simonsen 1976,
Jordana ve ark 1992a, Jordana ve ark 1992b). Meera ve ark (1973)’inca
akraba olmayan 92 tane melez kopekte yapilan g¢aligmada elektroforetik
varyasyon goOrilmezken, Simonsen (1976) nisasta jel elektroforezi ile
yiiriittigii ¢aligmasmnda tek bir enzim bandimin varligy saptanmig ve
polimorfizm bulunmadigim belirlemistir. Keza Jordana ve ark (1992a) ile
Jordana ve ark (1992b) cesitli Ispanyol kopek wrklart iizerindeki ¢aligmalarinda
da aym bulgulara ulagmiglar ve enzimin monomorfik oldugunu 'ortaya
koymuglardir. Fakat Seixas ve ark (1988) bu enzimin polimorfizminin sadece
bir kez gok diigiikk siklikla gbzlendigini, daha sonra tekrarlanan g¢aligmalar
sirasinda da polimorfizmin nadiren goriilebildigini bildirmektedirler.

Sunulan aragtirmada da tiim Kangal populasyonlarinda ve incelenen
diger kopek oOrneklerinde Pgd anodal tek bant olarak gézlemlenmis ve bu
lokusun diger kopek wrklarinda bildirildigi (Meera 1973, Simonsen 1976,
Jordana ve ark 1992a, Jordana ve ark 1992b) gibi monomorfik oldugu

gbzlenmigstir.
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5.3. Karbonik Anhidrazl (Ca;) Enzimi

Simonsen (1976) daha 6nce yapilan elektroforetik ¢aligmalarin 6zetini

iceren tabloda karbonik anhidrazi tek bant olarak aktarilmaktadir.

Diger evcil hayvanlarda bu enzim ile ilgili bircok ¢alisma (Morera ve
ark 1983, Ordas ve Primitivo 1986, Clarke ve ark 1989) bulunmasina ragmen,
kopeklerde bu enzim lokusu iizerinde yeterli ¢aligmaya rastlanilamamistir.
Sadece Seixas ve ark (1988), kdopeklerde karbonik anhidraz 2’yi herhangi bir
sorunla kargilagmadan belirlenebilirken, karbonik anhidraz 1’in elektroforetik

olarak analiz edilemedigini bildirmektedirler.

Kopeklerde ¢ok az ¢aligilan ve daha Once analizi gergeklestirilemeyen
Cal, Kangal Kopekleri ve diger kopek irklarinda ¢ok belirgin bantlarla ve net
bir sekilde belirlenmigtir. Monomerik bir enzim olan ve anodal tek bant
gozlemlenen Cay, tek lokus ve 1 allel tarafindan determine edildigi saptanmis

ve enzimde polimorfizm goriilmemistir.
5.4.Siiperoksit Dismutaz (Sod) Enzimi

Baur ve Schorr (1969), kopek alyuvarlarindaki Sod’un genetik
polimorfizmi, 1 otozomal lokusda A ve B olmak iizere 2 kodominant allel ile
determine edildigini nisasta jel elektroforez teknigi ile belirlemislerdir. Baur ve
Schorr (1969)’un sonuglan degisik arastiricilar (Meera ve ark 1973, Weiden ve
ark 1974, Simonsen 1976, Gerard ve ark 1987) tarafindan da dogrulanmustir.

Sod enzim lokusunun kopek. populasyonlarinda varyasyon gésterdigi,
spesifik soy karakterlerine bakilan ¢alismalarda énemli oldugu (Ingrid ve ark
1985) ve babalik kontrollerinde kullanilan kan polimorfik ézellikleri icerisinde
Sod’in kolay analiz edilen enzimlerden biri oldugu ayrica, Baur ve Schorr
(1969)’un uyguladig: nisasta jel elektroforez tekniginin halen kullanildig: ifade
edilmektedir (Dostal ve Stratil 1994).



Simonsen (1976) degisik soy ve sayidan olusan kopekleri 4 gruba
ayirarak nigasta jel elektroforezi ile alyuvar enzimlerinden yararlanarak yaptig1
calismada, Sod’in polimorfizm gosterdigini ortaya koymustur. 110 yetiskin
kopek i¢inde 4 heterozigot gozlemleyen Simonsen, diger Kanidae (kurt, cakal,
koyote, Hallstrom kopegi, kirmuzi foks, kopek-kurt melezi, kdpek-gakal
melezi) ’lerin, Fisher ve ark (1976) koyote, dingo ve kurtlarin, Ferrell (1980),
koyote ve kurtlarin da  kopegin Sod lokusunun yaygin alleline sahip

olduklarimi belirlemislerdir.

Caligilan bu enzim lokusunda, GAVOEMK populasyonu hari¢ biitiin
populasyonlarda polimorfizm gézlemlenmigtir. A ve B allellerin frekanslan
sirastyla, SUVFAUU’nde 0.935, 0.065; SKKC’nde 0.962, 0.038;
SUTIMC’nde 0.882, 0.118; SMK’nde 0.923, 0.077; GAVOMK’da 1.000,
0.000 olarak tespit edilmistir. (Tablo 4.4.1.)

Jordana ve ark (1991a) ve Jordana ve ark (1992a)’nin belirledigi
Ispanyol k&peklerinin Sod enzim lokusunun allel frekanslar1 tablo 5.4.1.’de

verilmisgtir.

Jordana ve ark (1992b), bu soylarin alt populasyonlarinin da allel
frekanslarini belirlemislerdir. Cogunlugu yukardaki degerlere yakin oldugu

icin bunlarin allel frekanslar1 burada tekrar verilmemistir.

Jordana ve ark (1991b), Ispanyol kdpegi olan Gos d’Atura kopek
soyunun 5 ayri populasyonun Sod enzimi igin elde ettigi allel frekanslan tablo

5.4.2.°de verilmistir.
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Tablo 5.4.1. Ispanyol K&peklerinin Sod enzim lokusunun allel frekanslar

Lokus (Sod) Kopek
Sayisi Alleller

Kopekler N A B
Gos d’Atura 93 0,973 0,027
Mastin Pirineos 55 0,918 0,082
Mastin Espanol 45 0,878 0,122
Perdiguero Burgos 42 1,000 0,000
Galgo Espanol 31 0,952 - 0,048
Sabueso Espanol 53 0,868 0,132
Ca de Bestiar 46 0,967 0,033
Podenco Ibicenco 71 0,993 0,007
Podenco Canario 15 1,000 0,000
Podenco Iberico 33 0,955 0,045

Tablo 5.4.2. Gos d’Atura kopek soyunun 5 ayri populasyonunun Sod enzim
lokusunun allel frekanslar:

Lokus (Sod) Alleller
Populasyon N A B
Vallferrera 22 0,932 0,068
Vall D’assua 12 1,000 0,000
Urgell (UR) 10 1,000 0,000
Conca de Barbera 25 0,980 0,020
Barcelona Girona 17 1,000 0,000

Sunulan ¢aligmada gdézlenen Sod enziminin allel frekanslari, gerek
Ispanyol képeklerinde gerekse Gos d’Atura populasyonlar igin elde edilmis

frekanslar ile tam bir uyum igerisindedir.

Caligmada BB genotipi hi¢ gozlenmemistir. Kodominant A ve B
allellerinin AA, AB genotipleri gibi bazi bireylerin BB genotipini de
gostermeleri beklenebilir. Ancak toplam 108 bireyde B allel frekans degerinin
0.051 oldugu gbz Oniine alinirsa, 108 bireyde goriilmesi beklenen BB birey
sayist : 108 x (0.051)* = 0.281 olarak bulunur. Bu deger 1’den oldukga kiigiik

bir deger oldugundan, BB’nin hi¢ gézlenmemesi dogal bir sonugtur.
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5.5. Calisilan Enzimlerin Birlikte Degerlendirilmesi

Gerek Kangallarda gerekse galigmada kullanilan diger kdpeklerde EsD,
Pgd ve Ca, lokuslar varyasyon géstermemistir. Bununla birlikte EsD, Pgd ve
Ca; enzimlerinin Kangal kopeklerinde ilk defa calisilmis olmasi, ayrica
kopeklerde ¢ok az calisilmis olan ve daha Once Seixas ve ark (1988)’nin
yaptig1 ¢alismada analiz edilemeyen karbonik anhidraz 1 bantlarinin belirgin
ve net bir gekilde analiz edilmis olmast onemli bir gelisme olarak
degerlendirilebilir. Bu ezim lokusularinin varyasyon géstermemeleri akrabali
yetistirmenin bir sonucu olabilir. Uzun zaman akrabalarin birbirleri ile
birlestirilmeleri suretiyle ¢ofalmis populasyonlarda bireyler hemen hemen
biitlin genleri bakimindan homozigot hale gelmektedirler(Arntiirk 1983a,
Diizgiines ve Ekingen 1983). Ayrica diger literatiir bilgileri de k6peklerin pek
¢ok lokusunda monomorfizm goriildiigiinii yansitmaktadir. Bu nedenle képek
tiirlerinin genelde enzim genleri agisindan fazla varyasyon gostermedigi
sOylenebilir. Bu ¢ergevede hatirlanmalidir ki, akrabali yetigtirmenin yiiksek
derecede yapildigy Kangal Kopeklerinin daha 6nce vurgulandigi gibi Sod
enzim lokusunda polimorfizmin ortaya gikarilmas: onemli bir bulgu olarak

degerlendirilebilir.

Kendi iginde siirekli eslestirilen képeklerde bir siire sonra bazi kusurlar
belirmeye baslamis ve hayvanlarda yasamsal uyum parametrelerinde diisiigler
izlenmistir (Taylor 1993). Oysa gerek insanlar tarafindan yetistirilen ve
gerekse tabiatta bulunan populasyonlarda birgok genler bakimindan
heterozigotlarin selektif avantajlari vardir (Artiirk 1983a, Diizgiines ve
Ekingen 1983). Heterozigotluk diizeyi ile ¢evreye uyumu, dol verimi, yasama
giicli, baz1 hastaliklara hassasiyet ve diger verim Ozellikleri arasinda pozitif

iliskiler bulunmustur (Dayi0glu ve Tiizemen 1989).

Ozbeyaz (1994), Kangal Képeklerinde bazi morfolojik dzellikler konulu

ve Gemlik Askeri Veteriner Okulunda yetistirilen Kangal Képek siiriisiinde 1rk
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standartlarmin belirlenmesine yardime1 olacak beden agirliklar1 ve bazi beden
dlgiilerinin belirlenmesi amaciyla yaptigi ¢alismada, Gemlik’te yetistirilen
siiriiniin  ortalama agirhk ve diger Olgiilerinin, Sivas’ta yetistirilen
érneklerinden ve yabanci iilkelerde yetistirilenlerden daha diisiik oldufunu
bulmustur. Ayrica Gemlik’te yetistirilen Kangal Kopeklerinin Ingiltere ve
Amerika Kopek Kuliiplerinin bildirdigi ik standardlarindan da diisiik

oldugunu belirtmistir.

Hatirlanmalidir ki, calisilan 5 lokus acgisindan hi¢ heterozigotluk
gbstermeyen tek populasyon GAVOEMK populasyonudur. Eger bu 5 lokustan
elde edilen bilgiler tiim lokuslar agisindan elde edilen bilgileri temsil ediyorsa,
bilyiik bir olasilikla GAVOEMK populasyonu diger Kangal populasyonlarina
gore daha fazla akrabali yetistirmeye maruz kalmistir ve morfolojik

ozelliklerindeki dejenerasyon da diisiik heterozigotluguna baglanabilir.

Gemlikte yetistirilen Kangal K6peklerinin, az sayida damizlik kdpegin
yavrulari olmasi ve damizlik olarak kullamlan bu kdpeklerin de akrabali
yetistirme sonucu elde edilmis olmasi, genel olarak bu populasyonda
heterozigotlugun daha diisiik oldugu inancmni kuvvetlendirmektedir (Ozbeyaz
1994, Tuncel 1996). Ancak diger Kangal populasyonlarinin genellikle Gemlik
populasyonundan istiin morfolojik Olgiiler tagimasmin; hem bazi kopek
irklarinin deniz iklimine sahip bolgelerde yetistirildigi takdirde morfolojik bazi
karakterlerinde bozulmalar olabilecegi, hem de irkin sahip oldugu genetik
kapasitenin iyi bakim ve besleme ile daha belirgin bir sekilde ortaya
cikmasindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (Aksoy 1991, Ozbeyaz
1994).

Siiperoksit dismutaz enziminin Kangal Képeklerinde farkli diizeylerde
heterozigotluk gosterdigi ve en diisiik diizeyin GAVOEMLK, en yiiksek diizeyin
ise SUTIMC populasyonuna ait oldugu gozlenmistir (Tablo 4.4.2).
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Bu caligsma ile populasyonlar arasindaki genetik uzaklik da (D: 0.0001-
0.0088) ortaya konulmustur. Tablo 4.4.3’deki uzaklik degerleri, birbirine en
yakin 2 populasyomun SMK ve SUVFAUU populasyonu oldugunu
gbstermektedir. Bu iki populasyona yakmn iiglinci populasyon SKKC’dir.
Uclitye (SMK, SUVFAUU, SKKC) yakin populasyon ise GAVOEMK dur.
GAVOEMK iki boyutlu uzayda bir ucu olusturmaktadir. GAVOEMK’dan en
uzak populasyon olan ve diger ucu olusturan SUTIMC ise iiglii gruba yaklagik
olarak GAVOEMK populasyonu kadar uzak, fakat ters yonde yer almaktadir.
Gérsel olarak gosterilirse tek polimorfik lokusa gore populasyonlarin yakinhk
iligkileri soyledir:

L ||
3 41 2 5

1: SUVFAUU 2: SKKC 3:SUTIMC 4:SKM 5: GAVOEMK

Dikkat edilirse GAVOEMK-SUTIMC siralamasinda populasyonlar

heterozigotluk derecelerine gore en azdan en ¢oga dogru siralanmisglardir.

Kangal populasyonlar: igin 5 enzim lokusu agisindan genetik uzaklik
(D) hesaplandiginda uzaklik degerlerinin (0.0001-0.0088), cesitli hayvan
tiirleri i¢in populasyonlar arasi uzaklik degerleri (0.0000-0.0490) ile uyum
icerisinde oldugu goriilmektedir (Nei 1987).

Sonug olarak:

a) Tirkiye’de enzim elektroforezi yontemi kopeklerde ilk defa
kullanmilmis ve EsD, Pgd, Ca; ve Sod enzim lokuslar1 yonii ile Kangal

Ko6peklerinin genetik yapilari belirlenmistir.

b) EsD, Pgd ve Ca; lokuslan agisindan Kangal Kopeklerinin
monomorfik olduklar1 ve bu genlerin biitiin bireylerde homozigot oldugu

ortaya konmustur. Kopeklerde daha once ¢ok az calisilmis olan ve baz
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aragtiricilar tarafindan analiz edilemeyen Ca; bantlari, belirgin ve net bir

sekilde gbézlemlenmistir.

¢) Sod enzim lokusu agisindan Kangal Kopek populasyonlar: arasinda
farkliliklarin oldugu ortaya ¢ikarilmis ve GAVOEMK populasyon bireylerinin
tamamen homozigot; SUVFAUU’nde, SKKC’nde, SUTIMC’nde ve SMK’de
yetistirilen Kangal Kopeklerin ise degisen oranlarda heterozigot olduklari
tespit edilmigtir. Genetik uzaklik “D” agisindan GAVOEMK ve SUTIMC
populasyonlarinin birbirine en uzak oldugu ve diger populasyonlarin (SMK,
SUVFAUU, SKKC) ise bu iki uzaklik degerlerinin arasinda oldugu ortaya
konulmustur.

d) Temelde Sod enzimi ile saptanan heterozigotluk dereceleri
populasyonlarin gen havuzlart igin genellestirilebilirse; (i) GAVOEMK
populasyonunun morfolojik parametreler agisindan Sivas populasyonlarindan
zayif olusu, diisiik heterozigotluguna baglanabilir, (ii) ilerde yeni bir Kangal
Kdpegi populasyonu baslatilacaksa c¢aligilan populasyonlar icerisinde

SUTIMC nin en heterozigot populasyon olarak tercih edilmesi 6nerilebilir.

€) Kangal Kdpeklerinin arastirilan lokuslar agisindan, ¢alisilan diger

kopeklerden farkli bir allel tagimadigi gézlemlenmistir.

f) Sunulan c¢alisma ile bu teknik laboratuvarimizda da rahatlikla

uygulanabilir hale getirilmistir.
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6. OZET

S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya (VET) Anabilim Dal1
DOKTORA TEZI /KONYA-1998

Vahdettin ALTUNOK

Danigman
Prof. Dr. Mehmet NIZAMLIOGLU

Kangal Kopeklerinin Genetik Yapilarmin Molekitler Yontemlerle
Arastirilmasi

Bu ¢aligmada, Kangal Kdpeklerinin genetik yapilarini ve populasyon igi
ve populasyonlar arasi genetik varyasyonu belirlemek ayrica, Kangal
Kopekleri ile diger bazi kopek irklari arasindaki benzerlikleri (ya da
farkliliklar1) ortaya koymak igin 4 farkli enzim; esteraz D (ESD),
fosfoglukonat dehidrojenaz (PGD), karbonik anhidraz 1 (CA,), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve bu enzimlerin 5 lokusu nigasta jel elektroforezi ile

arastirildi.

Aragtirmada, S.U. Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Unitesi
(SUVFAUU)’nden, Sivas-Kangal Kaymakamhg Ciftligi (SKKC)’nden, Sivas-
Ulas Tanim Isletmesi Miidiirliigii Ciftligi (SUTIMC)’nden, Gemlik Askeri
Veteriner Okulu ve Egitim Merkez Komutanligi (GAVOEMK)’'ndan ve
Sivas’in merkez ve kdéyleri (SMK)’nden 108 Kangal Kdpegin ve diger 7
kopek wkindan 21 kdpegin alyuvar enzimleri kullanildi. Her enzim igin,
literatiir verilerine uygun tampon ve enzim aktivite boyamas: i¢in kimyasallar

kullanildi. G6zlenen izoenzim bantlar: analiz edildi.

EsD, Pgd ve Ca; enzim lokuslar ydniinden, Kangal Koépeklerinde ve
diger kopeklerde varyasyon goriilmedi. Kangallar ve diger kopeklerin ayni
bantlara sahip ve hepsinin homozigot oldugu goriildii. Bununla birlikte Sod

enzim lokusu yoniinden populasyon iginde ve populasyonlar arasinda
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varyasyon gbzlendi. Sod enzim lokusunun A ve B allel frekanslar siras: ile
SUVFAUUnde 0.935, 0.065; SKKC’nde 0.962, 0.038; SUTIMC’nde 0.882,
0.118; SMK’inde 0.923, 0.077; GAVOEMK nda 1.000, 0.000 idi. Sod enzim
Jokusunun sonuglan esas alindiginda, GAVOEMK populasyon bireylerinin
tamamen homozigot, difer populasyon bireylerinin ise degisen oranlarda

heterozigot (0.0146-0.0416) olduklar: goriildii.

Sod lokusu, GAVOEMK populasyonunun biitiin gen havuzunu gosteren
bir belirteg olarak diisiiniilebilirse, bu populasyonun diger calismalar ile
6nceden gozlenen morfolojik Ozellikleri bakimindan zayif olusu, diisiik

heterozigotluguna baglanabilir.

Polimorfizm gozlenen populasyonlarm hepsi Hardy-Weinberg
dengesinde bulunmustur. Populasyonlar arasinda Nei’nin genetik uzaklik D’si
hesaplandi. SMK-SUVFAUU-SKKC populasyonlarinin birarada kiimelendigi
ve bir grup olusturdugu halde, GAVOEMK ve SUTIMC populasyonlarinm ise

bu gruptan uzak ve ters yonde olduklar gdzlemlendi.

Bu calisma ile (1) 4 enzim lokusundan sadece Sod lokusunda
polimorfizmin varligi, (2) maksimum genetik uzakligmn (0.0088) GAVOEMK
ve SUTIMC populasyonlar: arasinda oldugu, (3) GAVOEMK populasyonunun
en disik ve SUTIMC populasyonunun en yiiksek heterozigotluga sahip
oldugu ve (4) caligilan lokuslar yoniiyle Kangal Kopeklerinin diger

kopeklerden farkli olmadigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kangal Koépekleri, Alyuvar Enzimleri, ESD,PGD, CAl,
SOD, Nisasta Jel Elektroforezi, Biyokimyasal Polimorfizm, Hardy-Weinberg

Dengesi
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7. SUMMARY

Investigation Of Genetic Structure Of Turkish Kangal Dogs Using
Molecular Tecniques

In this present study to determine the genetic structure of Kangal dogs
and genetic variation both within and among the populations also, to discern
the similarities (or dissimilarities) between the Kangal dogs and some other
breeds of dogs, four different enzyme loci; esterase D (ESD),
phosphogluconate dehydrogenase (PGD), carbonic anhydrase 1 (CA)),
superoxide dismutase (SOD) and their 5 loci were examined by starch gel

electrophoresis.

In the study, red blood cell enzymes of 108 Kangal dogs from
Veterinary Faculty of Selguk Universty Research and Application Unit, Sivas
Kangal Farm of the District Government, Sivas Ulag Farm of the Directorate
of Agricultural Enterprises, Gemlik Military School of Veterinary and the
Educational Command Center and city and villages of Sivas and 21 dogs

belonging to 7 other breeds were employed.

For each of the enzyme systems appropriate buffers and chemicals for
the activity staining were used in accordance with the information given in the

literature. The observed bands of the isozymes were analysed.

For the enzyme loci EsD, Pgd, Ca; neither the individuals of Kangal
dogs nor the individuals of other dogs exhibited any variation. They displayed
identical bands and they were all homozygotes. However with respect to Sod
enzyme locus were observed variation both within and among the populations.
A and B allele frequencies of Sod enzyme locus were as follows: 0.935, 0.065
in Veterinary Faculty of Selguk Universty Research and Application Unit ,
0.962, 0.038 in Sivas Kangal Farm of the District Government, 0.882, 0.118 in
Sivas Ulag Farr1 of the Directorate of Agricultural Enterprises, 0.923, 0.077 in
city and villages of Sivas, 1.000, 0.000 in Gemlik Military School of

Veterinary and the Educational Command Center. Based on the results of Sod
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enzyme locus the Gemlik Military School of Veterinary and the Educational
Command Center population had null heterozygosity but other populations

exhibit various degrees of expected heterozygosity.

If Sod can considered as the indicator for the whole gene pool of, for
the Gemlik Military School of Veterinary and the Educational Command
Center population, relatively inferior morphological characteristics previously
observed by the other researchers could be attributed to the lowest

heterozygosity of the population.

The population exhibited polymorphism were all in Hardy-Weinberg
equilibrium. Nei’s D’s between all pairs of populations were calculated. It was
observed that city and villages of Sivas-Veterinary Faculty of Selguk Universty
Research and Application Unit-Sivas Kangal Farm of the District Government
populations were clumped together and formed a group where as Gemlik
Military School of Veterinary and the Educational Command Center and Sivas
Ulas Farm of the Directorate of Agricultural Enterprises populations were

further away from this group in opposite directions.

This study showed that (1) among the 4 enzyme loci only Sod exhibited
polymorphism, (2) the maximum genétic distance is 0.0088, and it is observed
between Gemlik Military School of Veterinary and the Educational Command
Center and Sivas Ulas Farm of the Directorate of Agricultural Enterprises
populations, (3) Gemlik Military School of Veterinary and the Educational
Command Center population had the lowest and Sivas Ulas Farm of the
Directorate of Agricultural Enterprises popuiation had the highest expected
heterozygosity levels and (4) it seem that, with respect to the loci studied,
Kangal dogs do not differ from the other breeds of dogs.

Key Words: Kangal Dogs, Red Blood Cell Enzymes, ESD, PGD, CA1, SOD,
Starch Gel Electrophoresis, Biochemical Polymorphism, Hardy-Weinberg

Equilibrium.
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