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OZET

Siklik miiklectidlerin cesitli metabolik claylardaki yer alis tarz1 organizma, -organ ve dokn
spesifik degismeler gostermektedir. Fakat etki mekanizmasimn molekiiler diizeyde agiklan-

mas igin yapilmig olan pek ¢ok gahgmalarda eukaryotlar igin tek se¢enegin protein kinazin yer

aldigs model yap1 oldugu belirtilmektedir. Prokaryotlardaki gibi bir katabolik gen represirii
baglayic proteinin de var olabilecegi savi heniiz gok yenidir. Bu savin prokaryotlarla enkaryot-
lar arasmda bir gecis canhsm olan Dictyostelium discoideum iginde gecerli olabilecegini aragtir-
mak amacryla yapilan galismann ilk agamasinda organizmamn saf DNA sinm izelasyonu ger-
geklestirilmistir.

GiRrls

Su kiiflerinden Dictyostelium discoideum hiicreleri aghk peryoduna gir-
diklerinde kemotaksis yoluyla kiimelenerek gok hiicreli bir asamaya gecerler.
Kiimelenme olayin: baglatan kemotaktik faktoriin ¢cAMP oldugu iyi bilin-
mektedir 212, Kiimelenme peryodik olarak belirli zaman arabklarinda ¢cAMP
yaywnlayan merkez hiicrelerin olugmasiyla baglamaktadir 3%, Cesithi galig-
maeilann bulgularma gire, hiicrelerin cAMP ile peryodik uyarilmalarimn gen
aktivasyonuna sebep olduguda bilinmektedir ¢.5. Kiimelenme agamasindaki
hiicreler, disaridan aldiklan kimyasal mesaji (cAMP) diger hiicrelere de ilet-
mek igin ¢cAMP iiretiminde bulunurken aym zamanda cAMP hidrolizlenmesi-
ni saglayan Fosfodiesteraz enzimininde iiretimini gergeklestirmektedirler. Ke-
motaktik mesajin hiicre tarafindan taninmasim saglayan hiicre membranimdaki

-cAMP - Baglayic: proteinlerin olusmasida kiimelenme olay: ile bagintihi ofa-
‘rak baglamaktadr 8.818,20, ' ‘
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cAMP’nin gok gesitli fizyolojik olaylardaki roli oldukca iy bilinen bir
konudur T-7:10.11,14,15.21 (Pleotipik» terimi ise siklik niikleotidin eukaryotik
hiicrelerdeki hirlestirici etkilerini tammlamak dizere kullanilmaktadir. cAMP’
nin hiicre ici etki mekanizmasmda séz konusu olan temel proses, Protein ki-
naz molekiilii ile etkilesimidir. cAMP, enzimin regilatér alt - iinitesine bag-
lanarak aktif protein kinaz haline déniismesini saglamakta ve aktif hale
gecen katalitik alt iinite histon fosforilasyonuna sebep olarak transkripsiyonu
etkilemektedir 1*. :

Prokaryotiarda ise, ozellikle E. coli iizerinde yapilan bir¢gok gahgmalarda
siklik niikleotidin katabolik gen aktivatérii bir proteine veya cAMP - Resep-
tér proteine baglanarak transkripsiyonu etkilediji bilinmektedir 1%-2¢. Eunkar-
yotik hiicrelerde ise protein kinaz enzimi disinda bdyle bir baglayie1 proteinin
(reseptor) varhigi onem kazanan giincel bir konudur 2z,

Prokaryotlarla eukaryotlar arasmda bir gegis canhs olarak kabul edilen
ve farklilasma siirecinde bir ¢ok biokimyasal ve morfogenetik siireglerinin
¢AMP tarafindan kontrol edildigi bilinen bir canh olmasi nedeniyle Dictyoste-
lium discoideum da da protein kinaz aktivitesi digmda bir cAMP - Baglay1-
¢ protein bulunabilecegi olasithi: ¢zhgmalarimizin yol gc‘:isteriéi digiineesi
olmustur. Bu yénde yapilacak galiymalann ilk asamasinda organizmanin
DNA izolasyonu gergeklestirilecek ve izole DNA ile sitozolik veya miik-
leer baglayic protein ile °H - cAMP etkilesimleri daha ileri agamalarda ince-
lenecektir.

GEREC VE YONTEMLER

1 — Geregler:

Dency materyali olarak AX -3 tipi Dictyostelium discoideun ! hiicre-
leri kullamlmistir. Pronase B Calbiochem Comp. den ‘temin edilmigtir.
DNAse aktivitesinin elimine edilmesi igin kullamlmadan 6nce 37°C de iki
saat inkiibe edilmigtir. Diger kullamlan kimyasal maddeler laboratuar saf-
hgnda olup Sigma Chem. Comp. den temin edilmigtir.

2 — Hiicrelerin yetigtirilmesi:

Sporlardan baglayarak 107 hiicre/ml konsentrasyonuna ulagihneaya
dek HL -52 ortammda yetistirilen hiicreler 1000 rpm de g¢iktiirilerek
iki kez soguk distile su ile yikandiktan sonra MES (2 - [N - morpholino]

[ Ot SR (LR

EDIRNE TIiP FAKULTESI DERGISI CILT 1, SAYI 1 11

ethane sulfonic acid, monohydrate) tamponunda gozillmiistiir. (107 hiiere/ml)
MES tamponunda goziilen hiicreler démnerli galkalayictlarda 22°C da 6 saat
inkiibe edilerek a¢hga terkedilmislerdir. Bu siire sonunda tekrar g¢oktiiriilen
hiicreler dondurularak saklamlmstir.

3 — DNA izolasyonu:

a) 100 g yay donmus hiicre tartilarak 150 ml NTE tamponunda
gozilliir. Cozeltiye sonug konsentrasyonu /2 olacak gekilde SDS {Sodyuwm.
Dodesil Siilfat) eklenir. 0.5 mg/ml Pronase ilavesinden sonra 37°C da bir
gece inkiibe edilen hiicreler {i¢ giin siire ile 1xSSC tamponuna karst +4°C
de dialize edilmistir. Dializ igleminden sonra yapilan fenol ekstraksiyonunda
ekstrakta gegebilecek safsizhklarin bertaraf edilmesi igin kloroform : isoamil
alkol (24 : 1) kanigim: eklendikten sonra etil alkol ile DNA f{raksiyonu
¢oktiiriliir. Cokelti 300 ml NTE’de coziilerek dalga boyu taramah spektro-
fotometrede ckunur.

b) Hiicre DNA’simn analitik olarak (sCl goktiirmesi ile ayirdmasi:
Yukanda belirtmis oldugumuz sekilde hazirlanan hiicreler uygun metodlarla*
par¢alandiktan sonra kangimin  konsentrasyonu 1 M olacak sekilde CsCl
eklenir. Karisum 60°C de 5 dakika 1sitildiktan sonra konsentrasyon 1.55 g/ml
olacak sekilde CsCl eklenir. Aynea DNA bandinin daha agkea gorilebilmes:
icin ortama etidiyum bromiir (500 pg/ml) eklenmistir. Cokilirme islemi
Beckman L -50 ultrasantrifijiinde SW - 41 baghg ile 40.000 rpm de 48
saat gevrilerek gergeklestirilmigtir.

DNA bandi ¢oktiirme sonucu elde edildikten sonra etidyum bremiiriin
ortamdan uzaklastimlmas: igin iki kere isopentil alkol ile ekstrakte edilir 4,
Etil alkol ¢oktiirmesi yapiir. DINA veriminin yiiksek olabilmesiigin 1 M Na(l,
0.01 M EDTA pH : 8 gbzeliisine kars: érnek dialize -edilir.

BULGULAR VE SONU(

Dictyostelium discoideum hiicrelerinde protein kinaz disinda kataboli™x
gen aktivatorii bir baglayicr proteinin izolasyonu ¢ahgmasinda if'c agama olarak
DNA izolasyonu yapiimgtir. fzole DNA ile sitozolik veya niikleer baglayin
proteinin ve *H - cAMP nin ethilesimleri daha ileri ¢aligma asamalarini

.olusturacaktir. Varsayilan olasthiin kanitlanmasi, prokaryotlar igin kanit-

lanmis olan ve eukaryotlardan CHO (Chinese Harmstex Ovary) hijereleri igin
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de varhi gisterilmis olan katabolik gen aktivatdrii CAMP - Baglayre: protei-
nin biitiin sistemler igin gecerli olabileceii olasihfim kavvetlendirmektedir.
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Sekil : 1 Yontemlerde belirtildigi iizere izolasyonu yapilan ve etil alkel #lé ¢oktiirilip 300 ml
NTE’de ¢oziilmiis olan total hiicre DINA’st 1/10 oramnda seyreltilerek dalga boyu karamah
bir spektrofotometrede ockunmugtur. DNA ¢ézeltizinde 260 pun de maksimal deger okunmak-

tadur.

yitksek saflikta meveut bulunmaktadir. 260 pm dé elde edilen belifgin pik
bunu kamtlamaktadir, '
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Sekil : 2 CsCl gradiyentinde goktiirme ile aywnlan fraksiyonlarm 260 ve 280 pm okunan
absorbans d-gerleri gorilmektedir. Sagdaki eksende ise fraksiyon numaralarma kars gelen
hesaplanmiy yogunlaklar goriilmektedir. Maksimum absorbansa karsi gelen yogunluk 1.685
gfem® olarak giziikmektedir ki bu da bilinen yoguniuga oldukga yakim bir degerdir (4) Yogun-
luk glgiimleri dansitometre ile yapilmgtrr,

DNA maksimal aktivitesinin yogunlugu : 1.685 g/cm® olmasmna kar-
gihk Aypp/Azee = 1.5 orammin sz konusu olmas clde edi‘en bancn saf DNA
veya niikleik asit oldugunu gostermektedir. Cesitli yontemlerle bandm karak-
terini anlamak miimkiindiir. Kolayhk agisindan Etidiyum bromiir ile ¢éktiir-
me tercih edilmistir. .

Tablo I de goriildigi gibi DNA bandimn CsCl gradiyentinde dii-

 siik yogunluktaki- fraksiyonlara kaymas etidyum bromiir -DNA; etkilesimi

sonncudur, ‘Bant: Tablo,I.de 8 ve 9 nolu fral_:siypnla;'da yer alirken etidyum
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Tablo I €s(l ¢oktiirmest sonucu elde edilen fraksionlarim yogunlaklan.

Dansitometre

Frak. Num. Okuma endeksi gfem?
4 1 1.4054 1.765
2 1.4050 1.7760

3 1.4037 1.747

4 1.4026 1.734

5 1.4020 1.728

6 1.4006 1.714

7 1,3997 1.705

8 1.4041 1.751

9 1.4043 1,752

10 1.3971 1.678

11 1.3962 1.666

12 1.3956 1.659

13 1.3948 1.650

14 1.5941 1.643

Tablo IT CsCl- Etidium Bromiir - DNA fraksiyonlannin yogunluklan.

Dansitometre

Frak. Num. Okuma endeksi g/em?
i 1.3885 1.5825
8 1.3873 1.5700
9 1.3863 1.564
10 ) 1.3855 1.550
11 1.3850 . 1.540
12 1.3840 1.535
12 1.3840 1.535
13 1.2831 1520
14 1.3822 © 1,513

bromiir ile ¢iktiirmede 10 ve 11 nolu fraksiyﬁnlara kayma gériilmiigtiir.
Etidyum Br. -DNA. etkilesiminin karekteristik olmasi nedeniyle elde edil
mis olunan bandin saf DNA oldugu ortaya gikmaktadir.

Etidyum bromiir ortamdan uzaklagtinldiktan sonta yapilan-0.D. deger-
leri: Aggo/Asey = 1.965 ve Aygo/A,,, = 1.743 olarak elde edilmesinde DNA
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¢ozeltisinin bir miktar CsCl igerdigini gostermektedir. Tuzun eliminasyonu
igin eldeki ¢bzelti 0.01SSC ¢ozeltisine karst (2 kez 500 ml) 48 saat
dializlendi.

Dializlenen cézeltide,

1.627

1627
AjpofAzyy = ——— = 2.22 ve Ay JA = ——— =245
0.731 0.662

oranlan elde edilmistir. Yeterli saflija ulasan DNA ¢ozeltisi etil alkol ile
coktiiriilerck (—20°C) de saklanmastir.

Amaclanan temel cabsmamn tamamlanmast igin bundan senraki asamalar-
da D. discoideurm’un c¢ok etkin olan ve baglanma c¢ahgmalarinda zorluklar
¢ikaran fosfodiesteraz enziminin enterferansin oénlemek amaciyla ¢AMP nin
uygun bir tiirevi olan 8 - N, - cAMP’nin sentezlenmesi gerckmektedir. Bag-
layic1 protein - 8, N; - cAMP kompleksi elde edilebildikten sonra yukirida
anlatildig; gekilde izole edilen DNA ile baglanma gosterip gostermedigi ve diger
kinetik incelemelerin yapilmast amaglanmaktadr.
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SUMMARY

DNA ISOLATION OF DICTYOSTELIUM DISCOIDEUM (AX - 3)

Cyclic nucleotides show variable modes of action in organism, organ and tissue spesific
metabolic processes. However, mechanism of action of cyclic nucleotides at the molecular
level have been shown to be mediated by protein kinases in eukaryotes. The presence of cata-
bolic gene repressor hinding protein as in prokaryotes is a fairly new concept for eukaryotes,
To test the potentiality of this concept in Dictyostelium disceideum, DNA of the organism
was isolated at the first stage.
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