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1.OZET

Heterctrimerik guanin nitkleotit baglayic proteinler (G-protemleri), pek cok
hilcre yiizey reseptoriinii hiicre igi efektér proteinlers baglayan aract protemlerdir. G-
proteinleri araciifiyla gergeklesen olaylar dizisi duyusal algilama, néronal etkinlik,
hormonal  etkinlik, hiicre biyiimesi ve farkhilagmas: gibi  cesith  sistemlerin
ditzenlenmesi ile sonuclanir.

Bu projede ila farkh ¢aligma paralel olarak yiritilmiistis:

1~ G proteinlerinin eritroid hiicre farklilagmasmdaki rolinin incelenmesi.

2- Merkezi sinir sisterninde en yaygin bulunan G-protein tipi olan G, proteminin &
altbiriminin saflastinimast ve T-proteini’min {aminometiltransferaz) saflagtnlarak
K-ginlari ile vapt analizinin  yapilmast.

Yapilan ¢alismalann 6zeti asagida verilmektedir

1- Ririnci cahsmada hicre kultirlerinde gogalulan K562 hicreleri. hemmn ile

farkhlasmaya indilklendikten sonra santrifijlenerek ham zar kesimleri elde edildi ve bu

kesimlerde GTPyS baglanma tepkimesi incelendi.

Kontrol (K) ve farkhlasnus (F) K562 hiicrelerinden ¢esitli hilcre alt kesimleri
elde edildi ve bu kesimler G proteinlerinin o ve [y altbirimlerine Szgiin antikorlarla
ethkilestirildi. G protein o altbirimlerinin  timiing tamyan . antikor fle- K. grubunda, F
grubuna gire daha Kuvvetli bir bant elde edildi ancak, By altbirim miktarlart agismdan
gnemii bir fark olmadid gozlendi.

K562 hicrelerinde | Gy 'mint kiga formunun (8), sican beyin zarnm aksine,
uzun formundan (L) daha fazla bulundugu ve farkhlagmg hicrelerdeki toplam Gug
miktarnin kentréiiére'iﬁyasia besinel ginde %50, altinct giinde %20 arthd belirlendi.

K562 hicrelerinde Gy, ve Go, ekspresyonu belirlenmedi, Gy, diizeylerinin ise
farkhlagma.ile % 12 oranmnda azaldif gézlgndﬁ. Gy dizeylerinin farkhilagmaya kosut
olarak % 22 oramnda arittig belirlendi G, G@“ ve Gy min K562 farkhilagma
sirecinde  degisen diizevleri bir ¢ok sistemde oldugu gibi ertroid hilcre

farkhilagmasinda da G proteinlerinin katkist oldugunu distindiirdi,
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2- Diger galismada rekombinant G, /. coli BL21(IDE3) hicrelerinde pT7/Ndel/Gog
vektdri kuﬂaﬁﬂg{ak sentezlendi. Ekspresyon seviyesi Western blot ve GTPyS baglama
yontemleriyle belirlendi ve EPTG’deﬁ bagimsiz oldugu saptandi.

Protein izolasyonu calismalanna inditklenmemis genig oloekli kiltirlerde, Lee
ve ark tarafindan verilen yontem izlenerek baslandl Bu yonteme dayanarak
saflagtirma DEAE-Sefasel, amonyum silfat ckeltme, Fenil-Sefaroz, Q-Sefaroz ve
hidroksiapatit agsamalan izlenerek gerceklestinildi.

Bu cahgmalarda degisik asamalarda Lee ve ark 'na uygun sonuglar
almmadigindan ve gorilen safsizbklar nedeniyle  baz degisiklikler vapildiBu
degigimler Gog ile aym molekiil afirhgma sahip ve E.coli glisin pargalama enzim
sisteminin bir tiyest olan T-proteininin de Gyg ile birlikte saflasmasina yol agti.

Gog saflagtirma caligmalarma paralel olarak X-igmlan kiigiik agi saciima deneyleri igin
T-protein kullamldi. Analiz sonuglart bu proteinin yapist ile GDP bagh, akuif olmayan
yapidaki he’iemtﬁm@rik.bir kimerik G-proteinin o-altbiriminin yapist arasinda yiksek

benzerlik oldugunu ortaya koydu.

Anahtar Sozciikier farklilagma — K562 — eritroid — G protein — Goalfa - kristallesme

— saflagtirma - ekspresyon



2. ABSTRACT

Heterotrimeric guanine-nucleotide binding proteins (G-proteins) bave essential
roles in coupling many cell surface receptors to effector molecules inside the cell. The
cascade of events mediated by G-proteins ultimately lead to the regulation of
physiological systems such as sensory perception, neurcnal and hormenal activity, cell
growth and differentiation.

Two different studies on G-proteins were carried on in this project |
1.A study on the role of G-proteins in erythroid cell differentiation
2 Purification of the a-subunit of G, protein; the most abundant G- protein i the
central nervous system and purification and X-ray structural analysis of T-protein
(aminomethyltransferase).
The results of this work may be summarized as follows:
IIn the first study, K562 cells grown in suspension culture were induced to
differentiate with hemin, centrifuged to obtain crude cell membranes and assayed for
GTPyS binding activity, Various cell fractions obtained from differentiated and
undifferentiated cells were analyzed for G protein o and By subunits by Western blot
analysis Immuno-reactivity with anti-Gi,  commen antibody was stronger in
differentiated cells than in their nondifferentiated counterparts but the Py signals were
similar in both groups.

The content of the long form of G, was lower than that of Gus, in contrast to
the contents in the rat brain membrane. The level of G, in differentiated cells was
found to be 50 % higher on the fifth day and 20 % higher on the sixth day after
induction with hemin.

G and Gue could not be determined by immunoblot analysis. Upon
differentiation, the levels of Gp, were found to decrease by 12% whereas those of
Gyie increased by 22%.The change in the levels of Go, G and Gy, during K562
differentiation implies that G proteins are also involved in erythroid cell

differentiation.
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2- In the second study, recombinant G, was expressed in Jo.cofi BL2Z1{DE3) cells
transformed with pT7/Ndel/ G, plasmid. Expression levels were determined by
Western blot analysis and GTPYS binding tests and it was established that the level of
expression was not dependent on IPTG concentration.

Protein isolation studies using large scale cultures which were not induced
were initially carried out according to the method described by Lee et al. According
to this method, DEAE-Sephacel, ammonium sulphate precipitation, Phenyl-
Sepharose, -Sepharose and hydroxyapatite steps were performed  during
purification.

Due to the inconsistencies with the results of Lee et al and due to
inhomogeneities of the final product, some modifications were introduced to this
procedure. These modifications resulted in co-purification of an E.cofi protein of
nearly the same molecular weight, the T-protein of glycine cleavage system.

Parallel to Go. purification studies, T-protein was used for XSAS
measurements. Analyses indicated to a high similarity between T-protein structure and
the structure of GDP-bound inactive form of a-subunit of a chimeric heterotrimeric

G-protein.

Key Weords: differentiation — K562 — eryihiroid — G protein — Goalpha

crystallization — purification - expression



3.GIRIS

Heierotrimerik guanin nikleotit baglayici proteinler (G-protemlert), ras p2l gibi
kiigik monomerik GTP-baglayici proteinleri de igine alan genis GTPaz ailesinin liyesi
olup, pek gok hiicre yiizey reseptorimil hiicre i¢i efekidr protenlere baglayan araci
proteinlerdir. Bu proteinler sayilan birkag viizii bulan serpentin {membran yedi kez
kateden) reseptorlerle etkileserek, gorme koku,tat alma gibi duyusal algidanin yanisirs,
hiicre bilyiimesi, noronal aktivite ve hormonal yamt olusturma gibi hircok fizyolojik
olayin gergeklesmesine katkuda bulunuriar (24,21}, Ozgin reseptorleriyle etkileserek
aktive olan G-proteinleri reseptorden gelen sinyali enzimler ve iyon kanallan gibi cesith
efektar molekiillere iletirler. Bu efektsr molekiiller ise siklik nikieotitler, Ca'? | inozitol
fosfatlar ve diagilgliserol gibi hiicre igi ikineil ulaklarm iglevierini diizenlerler (24).

G-proteinlerinin  aractifiyla gerceklesen olaylar arasinda bazi hiicrelerin
farklilasmas:  yer almaktadr. Ornegin, HL-60 ve U-937 monositlerinde G
miktarlarinin farkhilagmaya kosut olarak artug gozlenmigtir (56). Bir bagka ¢aligmada
ise, Gp, miktarlarmin artmasiyla fare embriyon kék hicrelerinin adipositlere
farklilastds gozlenmistic (65). Noroblastoma X glioma hibrit hitcrelerinde hiicre
farkllagmasiyla birlikte G, 'da artig belirlenmistir (47). Son yillarda yiriititlen bazi
caligmalar ise eritroid hicre geligmesi igin gerekli fakidrlerden Epo ve insiilin benzert
biyiime faktorii-1'in erken etkilerinin G; ailesing ait  G-protemleri aracilifnyla
gergeklegebilecegini digindirmiistir (44).

Ozellikle beyinde, adrenal medulla’da ve sinir dokulannda bulunan Gom  ise
néronal kalsiyum kanaltanm: kontrol ettiffi, K'-kanallarimun uyariimasinda rol aldigr ve
hitcre  gelismesinde dogrudan etkili oldugu digtiniilmektedir (29). GJ/m sinir
sisteminde vaygin olarak bulunmast ve néroendokrin timorlerde G, ditzeyindeki
artiglar (36), Alzheimer hastalifinda 6nciil bir protein olan APP reseptoril ile etkilegimi
(49) gibi cesitli hastalikiarda oynadifz rolleri de gazontine ahindiinda bu proteinin li¢
boyuth: yapist ile islevi arasinda nasil bir bag bulundugunun agifa gikarilmas: &nem

kazanmaktadr.




4.GENEL BILGILER

4.1 G-Proteinleri

Heterotrimerik guanin nitkleotit baglayic: proteinler (G-proteinleri) pekgok
hilere yiizey reseptoriini hilcre igi efektor protemlerine baglayan arac proteinterdir.
Bu proteinler, sayilan birkag yizi bulan serpentin (membrami yedi kez kateden)
reseptorlerle kenetlenerek gorme, koku, tat alma gibi duyusal algilarn yamsira, hiicre
biiyiimesi, ndronal aktivite ve hormonal yantt olugturma gibi birgok fizyolojik olayin
gerceklesmesine katkida bulunurlar.

Heterotrimerik  G-proteinleri o3,y altbirimlerinden olugurlara ve By
althirimlerinin birbirinden ayrilarak fonksiyon gostermesi eszamanda iki ayn efektorin
kontroliine olanak tammaktadir. Aynca G-proteinlerinin igleyis ozellikleri sinyal
gogaltimina izin vermektedir (10).

G, -altbirimlerinin molekill agirliklan 39-50 kDa arasinda defigmektedir. o-
altbirimleri guanin-niikleotitlerini baglama bélgesini ve dogal GTPaz aktivitesinden
sorumlu bolgeyi icerirler ve G-proteininin reseptdr ve efektorlerle etkilegimlerinin
szginitgint  belirderler (Table 4.1). B-altbirimlerinin molekiil agirhiklan 35-39 kDa
arasinda, y-altbirimlerinin agirlig: ise 7-9 kDa arasmda degigmektedir (54). B-
altbirimletinin beg tanesi arasinda %80 benzerlik vardir. Memeli v-altbirimlerinin doluz
tipi arasmdaki (i, v2, ¥3, Y4 Vs, Y7, 1Ki Y3 ve Yp) benzesme oranlart ise oldukga
degigkendir. Ornegin va cDNA dizisi 1 ile %34, v, ile %75, 13 ile %67 benzerlik
gostermektedir (12). Farkh By kompleksleri arasmdaki islevsel farkhihgm B’dan ¢ok vy
altbirimine dayandify dissiniiimektedir (46).

Rodbell ve arkadaslart tarafindan ilk tanumlanan G-proteini, adenilat siklazin
hormonal uyansnda rol oynadift igin "stimulatory” (uyarci) olarak adlandirdan
G, 'dir. G o biri 45 kDa (Gus (kisa )} , digeri 52 kDa agrhginda (Gwa (uzun))
olmak tizere iki formu saptanmstir, Hormon ve koku reseptérlen, G, atlesinin (G; ve
Goy) tiveleri ile etkileserek adenilat siklazm uyarir ve cAMP sentez hizimn artinir.
Bunlara ek olarak G., iskelet kasindaki dihidropiridine duyarh voltaj-kapih Ca”

kanallarim uyanr ve kardiyak Na' kanallarmin baskilanmasina yol agar (41,61}
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Tabloe 4.1: Memeli G-protein g-altbirimlerinin ozellikleri (24)

| Altbirim Kiitle (kDa}  Doku Dagihimi Reseptirler  Efekiorler
Gg
as(S) 442 Her yerde 4AR, glukagon, T Adenilat siklaz
sl 457 Her yerde digerieri T cate kanallan
L Na* kanallan
gif 447 Koku epiteli Cdorant T Adenilat siklaz
Gi
i1 40,3 Hemen hemen her yerde T KT kanallan
@iz 403 Her yerde MoCho, cpAR, 4 Cat2 kanallan
o3 40,5 Hemen hemen her yerde  digerler 4 Adenilat siklaz
T Fosfolipaz C
oA 400 Beyin, dijerier Met-Enk, agAR, T Fosfolipaz Ay
ooB 40,1 Beyin, diferier
g 40 Retinal cubuk hitorelen Fogopsin T cGMP'ye dzgil
fosfodiesteraz
wts 40,1 Retinal koni hiicreler Koni opsin
oey 40,5 Tat alma tomurcuklian Tat alma (%) 7
oz 408 Beyin, adrenal plateletler  MoCho (7), I Adenilat sillaz
digerler (%) (7),digerteri (7}
Gy
gy 42 Hernen hemen her yerde M4Cho, aqAR, T Fosfolipaz C-B4,
g 42 Hemen hemen her yerde  digerleri “fim, -Ba
14 415 Akcifer, bthrek, karaciger ? difjerler (7
ai5 43 8 hiicreler, miyolid hilcreler ? T Fosfolipaz
C-Bq.-Pa, B3
Giz
wqs 44 Her yerde ¥
o1 44 Her yerde ?

ao{(5) ve o L) strasiyia kisa ve uzun formiara karsthk gelmekiedin.

BAR : R-adrenerjik ; M Cho : M, puskarinik kolineriik © MoCho: Ma- muskarinik kolinerik;

o AR o -adreneriik; cn AR ap-adrenerjik: met-enk: met-enkefalin
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Giterimi ise ilk olarak adenilat siklazin baskdanmasindan sorumly G-protemlerin
belirtmek i¢in ortaya atilmigtr. Giniimiizde ise G;, bogmaca toksini (pertussis toksin}
substrati olan vitksek benzerlikte, ancak birbirinden farkh isleviere sahip proteinleri icine
almaktadir: G (G, Gun.Guin), Gao (Guor, Goon), Gat, Gagusts Gop. Bu gruptaki
protemierin iglevieri kesin olarak belirlenmis degilse de genig bir reseptdr grubuyla
etkilegtikleri ve ademilat siklaz, fosfolipazlar ve iyon kanallarini da igeren birgok efekior
sistem  Uzerinde etkide bulunduklart bilinmektedir (21).G; ailesinden olan Gy, beyin zar
proteinlerinin % 1-2' sini olusturur ve daha cok néronal konilerde bulunur. Koku alma
epitelyumunda bulunan ve koku reseptérleri ile baglantth Gy proteini adenilat siklazin
kokuya ozgiin formu ile etkilesir. Fotoreseptor hiicrelerinin dis segmentinde bulunan
rodopsin ise 1tk ile uyariiir ve transdusin 1 (Gu)' 1 aktive eder. Uyanimis G, ¢cGMP-
Gzgin fosfodiesterazs uyararak ¢GMP' nin sitoplazmik derisiminde azalmaya vol acar.
Retinal konilerde bulunan G proteini ise transdusin 2 (Gy) olarak isimlendirilir. Gy koni
opsinleri ile baglantilidir ve farkh bir fosfodiesteraz: aktive eder. Transdusine benzer bir
baska G proteini sadece tat alma tomurcuklanindz ekspres edilic ve "gusducin” G,

olarak anilir. Gyile transdusinin amino asit dizileri % 80 benzerlik géstermekiedir (42).

4.2 G-Proteinleri Uzerine Yapilan Yapsal Cabismalar

G-protemlerinin - klonlanmass, ekspresyonu  ve mutasyon analizleri by
protewnlerin reseptor ve efekidrlerle olan etkilesimlerini, GTP hidroliz mekanizmasimi
ve (-proteinlerinin membrana baglanmasinda rol alan yapisal bilegenleri buyiik élgiide
aydinlatnugtir (5). Bununla beraber, hitcrenin belli bir uyarya verdigi vanittan sorumilu
bu anahtar molekillerin gesith reseptdr ve efektdr molekillerle etiilesimlerinde
gosterdikleri dzglinligiin molekiler temeli, G, - Gy, etkilesiminin nasil gergeklestigi,
GTP-hidrolizini belirleyen parametrelerin ne ofdugu gibi birgok soru heniiz vamt
beklemektedir. G-proteininin yapr-iglev baglantisim inceleyerek bu sorulara aciklik
kazandirmay: amaglayan yapi calismalart son villarda yoguniuk kazanmigtir (5).
Bugtine dek G.-GTPYS (50),G-GDF (35),Go-AlF, (62),Gui-GTPYS,Gu-AIF, (11),

Gu-GDP (45Ynin aktif ve aktif olmayan formlarmn kristal vapilar ¢oziilmiistir,
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Go, min ekspresyonu ve saflagtmimasi calismalan daba once gergeklestirilmigse de
{37}, heniiz yapisal bir galigma yayinlanmanmustir,

Transdiisin kristalleri ile yapilan vapr analizleri o-altbinminin ki bolgeden
clustugunu gostermektedir: GTPaz ailesine Giye tiim proteinlerde gdzlenen ortak bir
GTPaz blgesi ve heterotrimerik G-proteinlerine dzgii o-heliks bolgesi.

GTPaz bolgesi alt: uzun B-geridi {B1-B6) ¢evreleyen bes c-heliks’ten
olugmugtur {al-05). B-seritlerinin besi birbirine paralel, bir tanesi ise (2) digerlerine
anti-paraleldir. Heliks bolgesi timiyle a-helikal kincil yapiya sahiptir ve uzun bir
merkezi heliks (¢A) bes kisa heliks tarafindan cevrelenmigtir (uB-oF) (Sekil 4.1).
Bunlar da baglag 1 (54-38) ve baglag 2 {173-179) bélgeleri ile GTPaz bdigesine
baglanmustardir. Bu iki bélgenin arasinda nikleotitlerin sikica baglanabilecegi derin bir
yartk vardir. Altbirimin Mg ve GTP-bagh formlardaki fosfatlarla etkilesmesinde ise
anahtar 1, I ve I bolgeleri olmak iizere fi¢ dnemli bolge tanimlamusty (57) . Ser 173-
Thr 183 bélgesi anahtar 1, Phe 195-Thr 215 bolgesi anahtar 2; Asp 222-Arg 238
arasmdaki halka anahtar 3 bolgesi olarak adlandirdmugtir (573,

Gy altbirimi vapisal olarak N-ucundaki yaklasik 20 amino asit igeren ¢-heliks
vapisindaki bir bolge ile yedi kez tekrar eden bir motiften olugan pervane seklindeki
bir baska bolge olmak tizere iki ana balimden olusmaktadir. Yedi kez tekrarlanan dizi
WD tekran olarak adlandinilir ve pekgok farkl hiicresel stirecte rol alan W40
ailesine iye proteinlerde gérilir,

Heterotrimer vapida, merkezi kanabn dar ucunda § ile iki temas boigesine
sahip o-altbirimi ver alr. G, min N-ucu normalde serbest ve ditzensiz bir yapidayken,
B-altbirimiyle etkileserek kararh hale ulagir. o-altbirimi, y-altbirimine tam zit yOnde
bulundugundan, aralarinda baglanti yoktur. y-altbiriminin amino ucu B-altbiriminin o-

heliks yapidaki bélgesivle sarmal clugturur.
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Analvar JII S e
GTPaz BOLGESE

HMELIKS BOLGES]

Anahtar 1

Anahtar

Sekil 4.1 :G,, GDP yapisinin sematik gosterilisi. GTPaz bélgesini clusturan o-heliks
ve [-geritleri ras p21’e gore numaralandinlnustir. Gi'va Szgii heliksler ise A-G
arasindaki harflerle gosterilmistir (57).

4.3 Hematopoiesis

Kemik iligindeki gok-yonki (pluripotent) hemopoietik kok hiicreden, cesitl
kan hiicrelerinin olusum ve gelisim asamalarim iceren siirece hematopoiesis denir,
Cok-yonlit kok hiicre seyrek olarak normal bir sekilde bélimerek ya "self renewal”
(kendini yenileyici ¢ok-yonia hematopoietik ksk hiicre) veya koloni olusturan
hiicreleri {(colony-forming cells (CFCs)-committed progenitor cellsy olusturur. Bu
oncil hiicreler, ézgilin bliylime faktarieri tarafindan buyimeye inditklenerek, bolimme
yeteneklerini kaybederler ve terminal olarak kan hiicrelerine farklilasirlar, Cok-yonli
kok hiicrenin  bolinmesiyle olusan lenfoid kok hicrelerden, T lenfositleri ve/veya B

lenfositleri olusur,
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Farkli k&k hiicrelerin biyiime ve ¢ogalmalan biiyime fakiérleri olarak
adlandiriian ok sayida protein tarafindan kontrol edilir. Bu bolinmeyi uyaran protein
hormenlan, hematopoietik biyiime faktérleri (HGFs: hematopoietic growth factors)
olarak isimlendirilir. Bu hormonlardan birist eritrosit yapimint uyaran eritropoietin’ dir,
Bir diger grup ise kemik iligindeki 6nctl hiicreleri uyararak koloni olugumuna neden
olan koloni uyane faktarlerdir (colony-stimulating factors; CSF j (1,23).

Hematopoietik bityiime faktérlerd, kan hicrelerinin islevini arttirirlar ve bu
hiicreler kemik iliginden kana serbestlenirler. HGF' ler, kan hitcrelerinin farklifagmasim
degil bityiimeyi kolaylastmnilar. Farklilagma indikleyicileri adim alan bir diger grup
protein de hiicrelerin farklilasmasim kolaylastma islevini Gstlenir. Bunlarm her biri
kok hilcrelerin bir tipinin, eriskin kan hicrelerin son tipine dogru bir veya daha fazla
basamakta farkhlasmasina neden olur. Biyime fakiorleri ve farkhlagma

indiikleyicilerinin salgilanmast kemik iligi digindaki fakedrler tarafindan kontrol edifir.
4.4 Eritropoiesis

Eri*{maét kandaki en yaygmn hiicre tipidir. Pratik olarak olgun eritrositte
cekirdek, endoplazmik retikulum, mitokondri ve ribozomlar bulunmaz sadece
hemoglobin bulunur. Bu yiizden olgun eritrosit bilyiiyemez ve béliinemez. Erttrositler
karaciger ve dalaktaki makrofajlar tarafindan fagasitoz yoluyla sindirilerek yok ofur.

Eritrosit yoklugunda veya oksijen eksikliginde, bobrekteki kilcal damar
endotel hiicrelerinden (ve ¢ok az miktarda karacigerden) eritropoietin hormonu kana
serbestlenir. Eritropoietin hormonu énciil eritrosit hitcrelerinin proliferasyonunu uyarr
ve bu hiicreler eritrosite farkhlagir. Miyeloid kok hicrenin eritroid farklblagmaya
yanlendirilmesi igin eritroid 6nci hilcrede bir diz geligimsel agamamn baglangicing
intivag duynlur. fu vitre sartlarda gosterildigi gibi, eritroid oncitlerin bu farkh
asamalart proliferasyon yetenekleri, gegitli biyiime faktorleri ve eritropoietin

hormenuna vantianyla ayvirt edilmekiedir .
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ve in vive gbsterifen eritropotetin, hem mitojenik hem de farklilagtirma sleviert tagir

(1,23).

4.5 G Proteioleri ve Farklilasma

G proteinleri bityime, farkhlagma ve gelisme gibi dnemli bivolojik asamalarm
kontrolinde merkezi rol oynarlar (40). S biyime faktoroyle islem gdrmis
Pheochromocytoma PC12 hiicrelerinde G, in bityiime komierinde verlesik bulunmasi,
G proteinlerinin blyime ve gelismde roliy olabilecegint digiindirmistir {63). Bunun
arkasindan PCI2 hicrelerinde (G, ekspresyonunun baskilanmas: ile sinir biyiime
konilermin ¢oktiign bildirtimis (64), noroblastoma X glioma hibrid NG 108-15 hiere
soylaninda G, diizeylerinde artigin farkhilasma ile tliskili oldugu gostertlmistir (47).

3T3-1 fibroblast hilcrelerinin yag hilcrelerine farkiitagmasimda G, Gow ve G
gibi bazt G protein o alt binm diizeylerinde de@igikiiklerin oldugu belirlenmigtir
(18,72). Bu hiicrelerin yag hiicrelerine indiuklenmesi ile G, dizevinde azalma
saptanims, Gy~ ya antisens oligoniikleotitlerin  farklilasmayt hizlandirdiklan ayrnica
herhangi bir indikleyici ajan olmadan da tek basina adipogenezi uyardiklan
gosterilmigtir (71). Gi, ekspresyonundaki artism terminal farklilasmayr uyardigimm
gosterilmesi de G, ve Gy, proteinlerinin adipogenezde zit etkilerinin olabilecegini
dustindiirmiistir. Bir baska calismada ise Gy ckspresyon diizeyleri adipogenezin
konfluent éncil yag hiicreleri, farkhilasmis énctl yag hicreleri ve olgun vag hiicreleri
olmak tizere ¢ farkl asamasinda karsdastinbmistie (14). Retinoik asit ile farkbifasmaya
indiiklenmis F9 tetratokarsinoma hicrelerinde farkhilagmayr G, nin baskildadign G
nin ise uyardign gasteriimigtir (15,17).

Eritropoietine-duyarh fare eritroldsemt soyu RED-1 hilcrelerinde yapian
cahismalarda terminal farkidagmanin G, kaybi ve G, nin sitozolik formundaki artig
ile iliskili oldugu gésterilmistir (32). Normal insan miyeloid énciillert ve olgun kan
hitcreleri ile yirttilen bir baska ¢ahgmada granilositik ve eritroid farklilagmanm her
asamasinda Gy, Gpe ve Gyne proteinferinin yiksek dizeylerde, Gp, ve  Gige
proteinlerinin ise soya Szgiin bir sekilde ekspres edildiklen belirlenmigtir (67}, Normal
hematopoistik hiicrelerde hiicre farkhlagmas: esnasinda G proteinlerinin her tha

formunun ekspresyonunda farkhihiklar belirlenmstir,
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Eritropoietine-duyarh fare eritrolosemi soyu RED-1 hicrelerinde yapilan
caligmalarda terminal farklilasmamn Gp, kaybi ve Gy, min sitozolik formundaki artig
ile #ligkili oldugu gosterilmistir (32). Normal insan miyeloid énciilleri ve olgun kan
hiicrelert ile yiriitilen bir bagka cahsmada granilositik ve eritroid farkhlagmanm her
asamasinda Gu, Gpo ve Gyire proteinlerinin  yitksek diuzeylerde, Gy ve  Gig,
proteinlerinin ise soya 6zgim bir sekilde ekspres edildilderi belirlenmigtir 673 Normal
hematopoietik hiicrelerde hiicre farklilasmast esnasmda Gog, proteinlerinin her il

formunun ekspresyonunda facklihklar belirlenmistir,

4.6 Aminometiltransferaz (T-) Proteini:

Glisin pargalama sistemi, glisin’in tersinir olarak oksitlenmesini katalize ederek
karbondioksit, amonyak, metilentetrahidrofolat ve ndirgenmis piridin nikleotititnin
olugmasma vol agan ¢ok enzimli bir komplekstir. Sistem P-, H-, T- ve ©- proteinleri
olarak adlandminug dort proteinden olusmaktadir (52).

P-proteini glisinin  piridoksal P-bagimh dekarboksilasyonunu katalizleyerek
geri kalan aminometil grubunun H-proteininin lipoil prostetik grubuna aktanlmasm
saglar. T-proteini (aminometiitransferaz) H-proteinine bagh ara iriinden amonyagim
serbestlenmesini  ve tetrahidrofolat varligimda metilentetrahidrofolat’n  sentezini
katalizler L-proteini  olugan  H-proteininin  dilidrolipoil  kabntsimm yeniden
oksitlenmesini ve NAD nin indirgenmesini katalizleyen bir lipoamid dehidrojenaz’dir.

L.coli"de glisin pargalama sistemi eksojen glisin tarafindan indiklenebilir, P-,
H- ve T- proteinleri gev yapisal genleri tarafindan kodlamr. gev operonunun
promotory tarafindan yonlendirilen ekspresyon gevT, gevH ve gevP gen triinleri olan
T-proteini (363 amino asit, 40 kDa), H-proteini (128 amino asit, 13.6 kDa), ve P-
proteini (956 amino asit, 104.2 kDa)’nin sentezlenmesini baglatir (52).

T-proteinferinin Hy folat baglama bolgeleri, H-proteini ve glisin kirma
sisterimin diger bilesenleriyle etkilesim bolgeleri tizerine pek az bilgi vardir. Yapisal
caligmalarn gok miktarda enzimatik olarak aktif proteine ihtivac gostermesi nedeniyle
aragtirmalar bu proteinin klonlanma ve saflastrma calismalan Gzerine yogunlagmisir

(53, 8).
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4.7 Sinkrotron X-smlan ile kiicik ao saciimas:: teori ve vam

analizinde kullanilmas

Sinkrotron radyasyonu  1gtk hizina yakin huzlarda hareket eden viiklis
pargaciklarn  ivmelerindeki  defismeyle yayimlanan beyaz gkt . Bu s
karakteristik 6zellikleri gegithi kitap ve kaynakiarda anlatdmigtir (33,34).

Sinkrotron  radyasyonunun  yiksek  spektral parlakhgr | dalgaboyunun
ayarlanabilirlii ve atmal zamansal yapist (pulsed time structure) depolama
halkalarinm X-iin deneylerinde tercih edilmesine yol apmaktadir.  Bunlara ek olarak |
iyi odaklanabilir olmasi | émek {zerinde yogun bir monckromatik foton akis elde
edebilmek amaciyla kristal  monokromatorierin ve toplam vyansmna aynalarmin
kullammm: olanakh kilmaktadir. Yiksek foton akisy, biyolojik draekierin digiik sagma
glicll ve kisa yagsam strelerinin neden olabilecekleri belirsizliklerin giderilmesini saglar.

X-gmlan kristalografisi, kristalleri olusturulabilen malzemelerin statik 2
boyutly yapisi hakkinda en detayl bilgiyi veren yontemdir. Xagmlan kucik agi
sagiimast ise kristalize olmayan biyolojik makromoiekiillerin ¢ozelti icindeki vaplan ve
gesitli etkilesimler sirasmda ortaya gikan zamana bagl vap degisikliklerini izlemekie
kullanilmaktadir (59).

Bir ornek Gzerine dilsen X isinfan ornegin elektron yogunlugunun dagilimma
baglt olarak  sagililar. Sagiima vekedra, s . sagima acgisi 8’mn (gelen 15 ile sagidan
15in arasindaki ag1) bir fonksiyonudur ve |s] = 2sind /A baguntist ile verilir. A gelen 1sinm
dalga boyudur (9).

Sagilan X-igmlarmm siddeti (I(s)) ve 6mekteki elektron yoguniugunun dagdim

arasidaky thigki

Hsy=|F(s)]”
- E i exp (Zni (s.r)) | ’
-1
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seklindedir . F (s}, N atomdan olugan bir molekiiliin saqilma genligi; f |, 1.atoma ait
elektron yoZunlufunun Fourier transformu ve 1, molekill igerisindeki atomlar arasi
mesafeleri gdstermekiedir (60},

ideal gozeltilerde tim coziinen pargaciklarin es ve yénehmlerinin rasgele

oldugu kabul edilir. Bu nedenle sagilma deseni ¢ozimen pargaciklann valmizea p(r)

uzaklik dagihm fonksiyonu ile temsil edilen, kiiresel ortalama vapilan ve sekilleri

haklanda bilgi verir. p(r), cozinen pargaciklardan kaynaldanan fazla elektron

yoguntufu  p (v¥mn kiresel ortalama otokorelasyon fonksivorudur ve p (1)

pargacifin igerisindeki bir noktayt r ve r+dr uzaklk araliginda bulma olasthgidir

(60),

Kiresel bir pargacik i¢in p(r) iki bdlgeye sahipiir -

(a) komgu atom ciftlerinin neden oldugu keskin dalgalanmalar bélimi (0.1 nm <1 <
0.5 nm} ve yapisal bolgelere {6rn. o-heliks) karghk gelen séniimli sahmmlar
bilgesi.

(b) Daha genis molekiil ici vektorlere karsibk gelen yumusak bolge. nin belli bir
degert gecmesi durumunda (r = D) |, p(r) kavbolur ve bitin vektsrler
tampondan kaynakiamr,

Kilresel parcaciklarm  sagilina  efrilerinin  analizi  ¢ofuniukla Guinier
yakiagtinmma dayanmaktadir. Bu yaklastinima gore, cok kigitk acilarda, saciima egrisi

asafdaki esitlik ile temsil edilebilis:
[(s)=1(0) exp (-4n’R,s% 3)

I (0) , sagimadan gecen igin siddetidir ve parcacizin molekal agirhgiyla
oranitidir. R, ise girasyon yancapidir. Buradan géritlecedi gibi, molekitlden buyik
olgtlerde ve dzgiin olmayan herhangi bir kitmelenme sagilma deseninde biyiik
sapmalara yol acar. Sagidma yogunlufunun homojen oldugu pargaciklar igin bu

vaklagtirimlar gecerli sonuclar vermekiedir,

"Koyu yazili harfler vekiiirel bityiiklikleri temsil etmekiedir.
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5. GEREC VE YONTEM

Radyoizotopiar
[v-"PIATPE (3000 Cifmmol, 16 pCi/ph),
[*SIGTPYS (1000 Cifmmol, 1 pC¥/ph),  Amersham

Amersham

Blelkiiroforetik Geregler

Deneylerin bir kismu Bio-Rad mini gel elekroforez diizenegi (dikey), buyik gel
elektroforez diizenedi (dikey), Bio-Rad elektroforez gel dizenedi (yatay) ve
elektroforetik transfer aleti kullamlarak, bir kismu ise Novex elektroforez sisteminden

vararlanilarak gerceklestirildi.

Oligoniikleotit Probiar:
288 rRNA probunun dizisi: 57 AAC GAT CAG AGT AGT GGT
ATT TCACCY
G probunun dizisi: 5 TCC AGA GGT CAG GAC ACG GCA
GCG AAGCAGGTCCTGGTC ¥

(& Protein Antikorfare:

Anti-Goona sentetik peptit (P960)Y*, GTSNSGKSTIVKOMK

Anti-Gg, (8217}

Anti-G,, (RM/ 1), NEN-Dupont NEI-805%*

Anti-Giio0 (AS7-Transducing, NEN-Dupont NEL-80]

Anti-GL, {GC/2), NEN-Dupont NEI-804

Anti-Gy,, Internal (115-113), Calbiochem

Anti-Ge, AS 330%%

*POE0 ve 5217, Prof. Alfred Gilman' m loboratuvarmdan lemin edilmisiir,
“*A4 1] Tip Fak. ‘den Dr.Ongun Onaran’nn hediyesidir.

4Dy Niirnberg torafindon temin edifmistir.
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Kromatografi Maddeleri:

DEAE-Sephacel (Pharmacia)

Phenyl-Sepharose 6 Fast Flow, High& Low Subst. (Pharmacia)

HiLoad 26/10 Q-Sepharose Fast Flow(Pharmacia)

HiLoad 26/60 Superdex 75& Superdex 200 prep grade (Pharmacia)

Meono-Q prepacked HRS/5 (Pharmacia)

Resource ( (Pharmacia)

Hidroksiapatit (Econo-Pac CHT-II Cartridge, Macro-Prep CHT-II, 80 pm, Bio-Gel
HTP Bio-Rad)

p17/Nde 1/Go, plazmidini igeren BLZI(DE3) hitcreleri Dr.joel Moss (NIH) | plazmid
icermeyen kontrol BL21(DE3) hitcreleri Dy Fiisun Giimiige! (TUBITAK) tarafndan

sasHonmigtir.
Kimyasallar
Saf G, Calbiochem
Plazmid izolasyon kolonu {Jiagen
LB best ortami Gibeo
Agaroz Bio-Rad
Alkalen fosfataz kojuge anti-tavsan IgG Sigma
Amphoterisin B Sigma
Aprotiin Sigma
Balar sulfat Sigma
Benzidindihidrokloriir Sigma
Bromokioroindoll fosfat (BCIP) Promega
Fetal dana serumu Sera-Lab
femin Sigma
Lopeptin Sigma
L-Ghutamin Sigma

Nitroblutetrazolyum (NBT) Promega
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Oligo (dT) selitloz Gibeo
Otoradyogram filmi (X-Omat AR) Kodak
Penisthin streptonmsin Sigma
Poloroid film (667) Polaroid
RPMI Ortam 1640 Sigma
Sifir serum albumini (BSA) Sigma

Diger tim kimvyasallar Sigma ve Merck drinleridir,

Cahsmada Kullaniban Aletler

pH metre {Hanna)
Manyetik Kargtirict {(Hanna)

Su banyosu (Kotterman)
Gilig kaynad {Dan-Kar Corp.}
Vorteks {Thermodyne)
Derm dondurucu {So-Low}
Laminer Akim Kabini {Kutay)

Karbondioksit inkiitbatéri
Spektrofotometre

Isik mikroskobu

{Forma Scientific)
{LKEB Biochrom)
{Olympus-CH}

Etiliv (Memmert)
Filtre yikama sistemi {Milipore}
Yakum pompasi {Millipore)
Ultrasantrifiyy {Sorvall}
Distile su cithaz (GFL-2002)
Hassas terazi {Oertling)
Fotograf makinasi {Kodal)
Sogutmal santrifii {Hettich)

Amicon ve Centricon yogunlastirma sistemler

FPLC (Pharmacia-Biotech)
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Saflastirma asamalart DESY de yerlesik EMBL (Hamburg)'da, kiicik agt sacima
denevieri ise  DESY (Hamburg) HASYLAB’daki sinkrotron Xasin kaynag

kullanlarak gerceklestirildi.

Tampon ve CHzeltilerin Bilegimi

iiicre Yikama Tamponu, (PBS) pH 7.4
140 mM NaCl

& mM Na,HPO,

2 mM KHPG;

3 mM KCl

Benzidin Bova Siok Clzeltisi
0.5 M Glasivel Asetik Asit
%02 (wiv} Benzidin dihidroklorir

I M Hemin Chzeltisi, pH 8.0

6.5 mg Hemin

0.25 m! KOH (1N)
Aml Tris-HCL pH 7.8

$.89 ml Etilen ghikol

0.2 mi I NHCI

0.4 mi distile su

RPMI Ortam 1640
RPMI 1640 104 g

% 10 (v/v) Fetal Dana Serumu
20 mM Hepes
2 mM L-Glutamin

% 0.1 {(w/v) Sodyum Bikarbonat
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100 U/mi Penisilin
100 pe/ml Streptomisin

Amphoterisin B

Homojenlestirme Tamponu
20 mM Hepes ptl 8.0

I mMEDTA

0.1 mM PMSF

10 pg/ml Leupeptin
7 ug/ml Aprotimn

Bevin Yikama Tamponu (A Cozeltisi}
10 mM Tris-HCL pH 7.5
5mMEDTA

Bevin Homoienlestirme Tampony 1 (B Chzeltisi)
10 mM Tris-HClpH 7.5

s mM EDTA

300 mM Sukroz

0.1 mM PMSF

Bevin Homejenlestirme Tamponu 2 (C Cozeltisi)
16 mM Tris-HCL pH 7.5

2 mM EDTA

300 mM Sukroz

20 mM Tris-HCL, pH8.0
i mM EDTA

0.1 mM PMSE

I =M DTT



Hlekivoforez Tamponn {23}

iris
Glisin
Sodyum Dodesilsilfat

Distile su ile 18 litreve tamamiamir,

PAGE {(Biiviik) Avrisim Geli (% 19)

1.5 M Trs-HCI, pH 838
% 10 (w/v) Sodyum Dodesilsilfat
Akrilamit/Bisakrilamit (30:0.8)

Ye 10 (w/v) Amonyum Persiilfat(APS)

Temed

Distile su

PAGE (Biiviik) Derisim Geli (%% 4)

1 M Tris-HCL pH 6.8

% 10 (w/v) Sodyum Dodesilsiilfat
Akrilamit/Bisakrilamit (30:0.8)

% 10 (w/v) Amonyum Persiiifat
Temed

Diistile su

SDS-PAGE Ornek Tamponu (4x)

1 M Tris-HCI, pH 6.8

Gliserct

% 20 (wiv) Sodyum Dodesilsiilfat
% 0.2 {w/v) Bromfeno! Mavisi

Dristile su

59¢
27C ¢
18 g

Sml
0.1 ml
3.35 mi
80 pl

&yl
4.0 ml

1.25 ml
0.1 mi
1.3ml
80 pl
12 pl
7.35 mi
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{xel Bovama Cozeliisi

%0.2 (wiv) “Coomassie” Mavisi

Ye 50 (vivy Metanol (Ya da % 25 izopropil alkol)

Y 10 (viv) Asetik asit

Lzel’ den Bova Ciliprma Cozeltisi

% 25 (v/v) Izopropil alkol
% 10 (v/v) Asetik Asit

Transfer Tamponu (TB), i 83
25 mM Tris

192 mM Glisin

% 20 {(viv) Metanol

Teis-Tuz Tamponu (THS), pH 8
37 mM NaCl

3 mM KCi

25 mM Tris

Arti=ly, o cOzZelist

% 3 (wivy BSA

Yo 0.2 (wiv) NP40

% 0.2 {w/v) Sodyum Azide
130 mM CaCly

60 mM NaCl

Aﬂti-—ta‘"@aﬂ (}uz’mk(f, 1o ﬂi

14 ml TBS icensinde hazirtand:.

% 0.05 (v/v) Tween-20
% 1 {w/v) BSA
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TES tamponunda hazirland:.

{kincil Antikor Cizeltisi

Anti-tavsan IgG-Fe¢ Alkalen fosfataz konjuge TBS igerisinde 7500 kez seyreltilerek

hazirland:,

Gelistiviei “Beveloper” Tampon
100 mM Tris-HCL, pH 9.5

100 mM NaCl

5 mM MgCl;

BN

Ornek Sevreltme Tamponu
20 mM Hepes, pH 8.0

I mM DTT

FmM EDTA, pH 8.0

Nitroseliiloz Filtreleri Yikama Tamponu
20 mM Tris-HCL pH 8.0

16 mM NaCi
25 mM MgCl

Ponso-8 Bovama Cozeltis)
Asetik Asit 2.5 mi
Ponso-S 005¢g

Distile su ile 50 ml’ve tamamiand:,

48 Guanidvam Tivesivanat Cizeltisi {GITC)

4 M Guanidyum tiyosiyanat
25 mM Sodyum Sitrar pH 7.0
0.5 % (w/v) N-Loril Sarkozin
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IOXMOPS Tamponu gl 7.0
0.1 M MOPS
50 mM Sodyum Asetat
10 mM EDTA

% I Formaldehii-Asaroz Gel

Agaroz 27 g
10XMOPS 13.5 mi
%o 37 (v/v) Formaldehit 217 mi
DEPC 1i su 2349 ml

RNA Orneklerin Yiikieme Tamponu
IXMOPS pH 7.0
% 6 (v/v) Formaldehit

% 50 (v/v) Deityonize Formamit

10X RNA Izleme Boyas:

% 90 {v/v} Gliserol

%6 0.5 (w/v) Bromfeno! Mavisi
% 0.5 (wiv) Ksilen Sivanol

P mM EDTA, pH 7.0

Z0XSSC plf 70
3 M Na(l
0.1 M Na-Sitrat

16X Kinaz Tamponu

500 mM Tris-HCl, pH 7.4
100 mM MgCl,

S50 mM DTT
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Luria-Bertant besi ortamn

Yelw/v tripton
%0 5w/v maya 6zUti

%elw/v NaClpH:7.2

Zenvinlestiviimis Luris-Bertan: best ortann

Yo lwlv tripton

%0.5w/v maya &z0t4

% tw/v NaCLpH. 7.2

%0.2 gliserol

%0 4 glikoz

50 mM potasyum fosfat pH: 7.2

28 mM Tris, pH:8.8
16 mM EDTA
0.1 mg/ml RNAse

200 mM NaOH
%1 SDS

£3 Tamponu
3 M potasyum asetat, pH:5.5

OB Tamponu

750 mM NaCi

50 mM MOBPS, pH7
%15 etanol

%0.15 Triton X-1003
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50 mM MOPS
%15 etancl pH: 7.0

1.25 M Na(l

50 mM Tris

Y15 etanol pH:8.5

Parcalama Tamponu {TEDP)
5C mM Tris, pH:8.0

I mM EDTA

ZmM DTT

0.1 mM PMSF

C.1 mg/ml lizozim

DEAFE-Sefasel Toplama Tamponu
400 mM NaCl iceren TEDP

Fenil-Sefaroz Baslama Tamponu (FS Tampon A)

I M amonyum silfat ve 25 pM GDP iceren TEDP

Fenil-Sefaroz Toplama Tamponu {FS Tampon B)

%035 gliserol ve 25 uM GDP igeren TEDP

O-Sefargz Baslama Tamponu (08 Tampon A)

50 mM Tris,pH:8.0, 2 mM DTT

O-Sefaroz Toplama Tamponu (08 Tampon B)

300 mM NaCl iceren baglama tamponu
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Hidroksiapatit Baslama Tamponu (H Tampon A)
10 mM Tris, pH:8.0/pH:6.8

10 mM potasyum fosfat, pH:8.0 / pH:6.8

2mM DTT

Hidroksiapatit Toplama Tamponu (H Tampon B)
10 mM Trs, pH:8.0/ pH6.8

200 mM potasyum fosfat, pH:8.0/ pH:6.8

2mM DTT

Gel Filtrasyven Tamponu
50 mM Tris, pH:8.0
2mM DTT

156 mM Na(l

Mono O ve Besource O Baslama Tamponu (MO , RO Tampon A
50 mM Tris,pH:8.0
2mMDTT

Meono O Toplama Tamponu (MO Tampon B)

300 mM Na(l igeren baglama tamponu

Hesource O Toplama Tampenu (RO Tampon B)

560 mM NaCl igeren baslama tamponu

GTPyS Baglama Testi Ornek Sevrelime Tamponu
20 mM Na-Hepes.pH:8.0

I mM EDTA

I mMDTT

%9001 v/v lubrol
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GTPyS baglama karsims (30 pl)
50 mM Na-Hepes,pH:8.0

60 mM MaChL

2 mM EDTA

260 mM Na(Cl

2mMDTT

T uM GTPyS

[°S] GTPYS, 107 sayim.dak™’

Filltre Vikama Cozeltisi
20 mM Tris-HCLpH: 8.0
100 mM Na(l
25 mM MgCls

Yiuntemler:
5.1 G-Proteinlerinin Eritroid Hiicre Farkldasmasindaki Reli
5.1.1 K562 Insan Eritrelésemi Hiicrelerinin CoZaltilimas:

Stvioazotia (-170°C) dondurularak saklanan K562 hiicreleri 37°C’ta su
banyosunda gézﬁ'ﬂdﬂ ve hemen RPMI medyum 1640 igerisine alinarak santrifiyj edildi
ve dondurma islemn siwasmda kullamlan dimetisiilffoksitin ortamdan uzaklagmasin
saglamak icin, RPMI 1640 medyumla 350xg’de ki kez yikandi Cékelege 5 ml

medyum eklenerek, kiiltir siselerine pasaj yapilds.

5.1.2 K562 Hiicrelerinin Farkldasmaya Indiildenmesi
K562 miicreleri, baglangictaki sayilant 1X10° hiicre/ml olacak sekilde 20 pM

hermin varligimda farklilagmaya inditklend:.
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5.1.3 Benzidin Boyama Yontomi

Benzidin bovasi, benzidin bova stok ¢gozeltisinden 2.5 ml, %635"kk HyO'den
10 ul abnarak taze olarak bhazrlandi. 1 ml hilcre siispansivonuna 0.1 mi bova ilave
edildi ve bes dakika bekletilerek 100xg’de 5 dakika santrifiij vapildi. Bu islem
sonrasinda mavi renk alanlar hemoglobin sentezinin arttigy farkblasmus (benzidin
pozitif} hilcreler olarak belirlendi (22). Bundan sonra ¢okelek hemositometreye

yayilarak gk mikroskobunda savim vapilds.

5.1.4 Hemoglobin Miktarmn Spekirofotometrik (Marak Belirlenmesi

Kontrol ve farklilasmis (beginci giin) K562 hiicrelerinin ¢okelekleri (~2x10°
hitere) 3 kez .15 M NaCl ile yikandi ve 3-4 kez dondurma-¢oziinme yontemiyle lize
edildi. Bu lizat tzerine 1 ml su ve 0.2 ml benzidin ¢ozeltisi (5 M asetik asit icerisine

%0.2 benzidin dilidroklorir ve %02 HyG,) ilave edildi {16).

5.1.5 Ham Zar Kesimlerinin Hazirlanmas:

Hilcre suspansivoniart 300xg’de 10 dakika santrifiijlenerek medyumlardan
uzaklagtirdds {Tablo 5.1}, Hicre ¢okeleklen hiicre yikama tamponu, PBS ile iki kez
yikand: ve homojenlestirme tamponu igerisine ahnarak 20 dakika buzda bekletildikten
sonra el homojentzator ile patlanldi. Fide edilen hicre ozitleri 400xg’de 10 dakika
santrififjlendi. Ust sivi (sitoplazmik kesim-$4) 12000xg’de 30 dakika santrifiijlenersk,
gokelek (ham zar kesimi-P12) homojenlestirme tamponu ile iki kez yikandi ve hiicre

kesimieri -70°C da sakland: (6).

5.1.6 Sican Beyin Dokusundan Zar Kesimi Eldesi

Tim islemler proteaz inhibitdrii PMSF varh@inda 0-4°C de varitaldin. Kafalan
kesilerek oldirtilen sicanlanin bevin dokusu hemen ¢ikanlarak +4°C’ta A cozeltisy
wine almdy, kandan armdinldi ve tartildi Bir agwhk birimine iki hacim B ¢ézeliis:
ekienerek, doku kigik pargalara kiyildi ve el poteri ile homojenize edildi.
Homojenlesmg doku Dupont-Sorvall Combi ultrasanrifivinde T-875 fipi rotorla
30000xg’de 60 dakika sanirifijlendl. Cokelek TED cozelusi iginde el potert ile 3 kez

homojenize edildi, %1 (w/v) Na-deoksikolat eklendi ve manyetik karsbirier ile 0°C'ta
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Tum mslemier +4°C 2 vioialdi, Kontrol
hitere} altimct glintin sonunda toplanarak fosfat

dakika santrifiilenerek 2 ker vikandi Cokelok

0.1 M PBemerkaptoetanol varhZinda homoje
sodvum asetat, pbl 4.0, su ile doymusg fenol ve T ml Koroform-izoamilaliol (491}

karsum eklendi. 20 dakika buzda bekletilerek ikt fazm olusumu saglands ve Gimek

20°C ta gece boyu bekletildi. 10000xg de cozilerek -20°C’ta gece boyu bekdetilde

(6ken RNA 10000xg’de 10 dakika santrifiijlenerek topland: ve 150 ul, %75 {v/v)

.J Sy

etanot icinde ¢ozildi. 10000xg'de 10 dakika sanmtrifijlendikien sonra, ¢okelek

A

dietilpirokarbonat ile islem gbrmiis distile sy pinde ctzildn (51

5.1.8 BNA Mikiar Tavini

) : ST Y ., 3 reis ST 4 forsmier boriter o locmiie crrselarmndon oids
Beginci gintn sonunda K562 hiicrelennin kontrol ve farkhlasms gruplarmdan eide

edilen RNA arpellermn 200 nm dalgaboyundaki absorbans degerien olgiildd ve

g RNA rktan asafidakt formile gore hesaplandr

BNA Miktan (pg/ml) = 260 nm’dekd absorbans X 40 pg X {seyreltme faktoni/ml)
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5.1.9 Poli{ A )RNA (mRNA) izolasyenu

Kontro! ve fakhilasmus hicrelerden mRNA Stratagene’mn mRNA izolasyon
kitt kullamlarak elde edildi Saflastrma sslens  asafdaks akis  divagrams ile

gosterilmigtir (Tablo 5.2}

Hiicre gokelegi (50x10° hiic)

)

50 pl METHS mi denatiirasyon s&iﬁsyet?u igerisinde homojenize edildi.

2
v

Homojenat 10 ml eliisyon tamponu ile seyreltildi,
|

Proteinter 12.000xg' de 10 dk. santnifiyy le ¢oktirilan,
s
v
Homojenat, oligo (dT) seliifoz bulunan tibe aktarldi
ve 15 dk. oda sicakligimda caikalands.

v

3 kez yiiksek fuz tamponunda yikama
2 kez distk tuz tamponunda vikama

Kolona baglanan mRNA' lar elisyon tamponu ile indirildi,
[

\

mRNA % 70 etanol ile ¢oktirildi.

Table 8.2;: mRMNA eldest
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5.1.19 RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

5.7 pl RNA érnegine (RNA 6mek hacmi uygun seyreltme ile 5.7 wl've getirildi
ve RNA ornek hacminin 10 ul'yi asmamasina dikkat edildiy 14.3 pl vitkleme tamponu
eklendi. 20 pl igerisindeki RNA érnekleri 55°C ta, su banyosunda 15 dakika inkibe
edildi ve 2 dakika buz igerisinde bekietildikten sonra tizerine 2 ul, 10XRNA izleme

boyas: eklendi ve buzda bekletildi.

5.1.11 %1 Formaldehit Agaroz Gelinin Hazirlanmass

27 g agaroz, 2214 ml DEPC’l su ve 135 ml 10XMOPS igerisinde
kaynatild:, 16.1 ml %37 formaldehit ilave edildi ve 55°Cta su banyosunda 15 dakika
bekletildi, Kangim sonra gel tabagma dékiildi ve 1-2 saat bekletildi. Denatiire RNA
ornekleri formaldehit agaroz geline yiiklendi, 40 volt’ta 30 dakika voritildikten sonra
gece boyu 30 volt'ta yirutildi. Elektroforez gece boyu, yaklagik 20 saat yapildi. Gel,
elektroforez tankindan gkanidiktan sonra, icerisine 500 ml dd{H, O} ve 500 pl, 5
mg/ml EtBr bulunan pyrex tabakia oda isismda 20 dakika calkalandi. 500 mi, %20’lik
etanol icerisinde yaklagik 24 saat yikama yapildikian sonra, gelde 285 rRNA ve 188
TRNA'mn yerleri ultraviyole altinda bir cetvel yardmmyla isaretlendi ve fotograf

cekildi.

5.1.12 Northern Transfer [slemi

el boyutunda bir tane pozitif yitkit naylon membran ve iki tane 3 MM filtre
kagdi kesildi, DEPC’l su ile muamele edildi ve 10XSSC icerisinde 15 dakika
bekletildi. Gel tabag: ters gevrildi ve bunun iizerine, icinde 10XSSC bulunan pyrex
tabagin defiecek sekilde 3 MM filtre kafidi verlestirildi. Bunun tizerine sirasiyla; 3
MM Whatman filtre kagidi, gel, naylon membran, 3 MM Whatman filtre kagids, haviu
kagit yigm, cam ve afrhk vyerlestirildi. Gelden membrana RNA omeklerinin
aktanimast yaklagik 24 saat sireyle gece boyu yamldi. RNA larin aktarima isleminden
sonra naylon membran UV altinda 60 sanive tutuldu ve 288 rRNA ile 188 rRNA 1un
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isaretlendi, 80°C’lik etiivde yaklagtk 24 saaat bekletildi, strec filme sanldi ve 4 °C’ta

saklands.

5.1.13 Oligoniikleetit Problarin Isaretlenmesi
Oligontikleotit  problar  T4-poliniikleotit kinaz enzimi  varhginda  [y-"PIATP

kullamlarak igaretlendi. Asagidaki maddeler sirastyla tiplere konuldu:

10Xkinaz tamponu 2.0 ul
160 mM spermidin 26w
Oligonikleotit prob 10 pimol
T4-polintkieotit kinaz 16 Ginite
[v-"PIATP 50 uCi

Kangmn, +4°C’ta 1.2 dakika santrifijlendikien sonra srasivla 37°C’ta 1.5 saat,
60°C’ta 10 dakika inkibe edildi. Isaretlenen probdan drek alinarak Whatman GF/C
filtrelere emdirildi. Baglanmars radyoaktivite, +4°C’ta siasiyla %10°luk TCA ile 15
dakika ve %70°lik etanol ile 10°ar dakika 2 kez muamele edilerek uzaklastirildi. TCA
ile gokelimesi uygulanan ve uygulanmayan filtreler sivi sintilasyon sayacmda sayildi ve

isaretlenme verimleri saptand:.

5.1.14 Hibritleme Istemi

Toplam RNA émekleri igeren naylon membran %50 formamid, 0.12 M Na-
fosfat, pH:7.2, 0.5 M NaCl ve %7 (w/v) SDS varhgmda Snhibritleme tabi tutuldu (G
icin 42°C’ta, 5 dakika, 288 rRNA igin 42°C’ta § dakika). Isaretlenmis prob eklenerek
aymi swcakhikia gece boyu hibirtleme iglemine devam edildi. Hibritleme c¢ézeltisi
dokildikten sonra, filtreler 15%er dakika sirasiyla oda sicaklifmda 0.5XSSC ve %0.1
805 ile ve 0.1X88C | %0.1 SDS ile G, icin 40°C’ta ve 285 rRNA icin 45°C’ta
yikands ve strec film ile sarilds. Filtreler yansiicilt kaset icinde Kodak X-OMAT filmi
izerine yerlegtirildi ve -70°C’ta 1-5 gin bekletildikten sonra, film banyo edildi
Belirlenen siire sonunda film karanhk odada sirasiyla, gelistirici (developer), su,

sabitleyici {fixer) ve su ile muamele edilerek, oda wismnda kurumaya biraksidr
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5.2 G - ve T- Proteinlerinin Saflastirsimast ve T-Proteininin X-siniar fle Yam
Analizi

5.2.1 Kiiltiir ve Ekspresyon:

Goo. ekspresyonu NIH den Dr Joel Moss tarafindan saglanan ve pT7/Nde/G,,
plazmidi tagiyan F.coli BL21/DE3 hicreleri kullamlarak gerceklestirildi (25,30}
Oncelikle kigik algekli kilturler buytitilerek hicrelerin bayiime egrilert gikarild: ve
PTG ile mdiklenebilir olup olmadiklar araglirildl.  Bu amagla hiicreler 50 pg/ml
ampisilin igeren Luria-Bertani ortaminda gece boyu buyitilerek bir on-killtir
hazirlandy; ertesi gin yine aymt ortamla 1/100 seyreltilen kiltiir 37°C’ta bilylimeye
brrakildi. Ekspresyon Ag=0.6ya ulagtiginda degisik konsantrasyonlarda (0.2,04, 035,
I mM}) IPTG ile induklendi Birer saat arayla toplanan hilerelerin cogalmas: hilcre
sayimi ve absorbans dlcimlerivle, ekspresyon ditzeyi ise Western blot analizi ile
saptandi,

Goo ekspresyonunu arttrarak artalan ekspresyonu ditstirmek amaciyla aym
islemler glisersl {7%0.4) igeren Luria-Bertani ortamny ve zenginlestivilmis LR
ortams le tekrarlands.

Rekombinant protein ekspresyonunun BL21(DE3) hucrelerinde 1 kontrol
edilememesi tizerine ekspresyon BL2 ] (DE3)pLysS ve BL21(DE3)pLysE hiicrelerinde
de denendi. Bu amacla pT7/Ndel/G,, plazmidi BL2I(DE3) hicrelerinden standart
plazmid izolasyon protokolii ve (iagen plazmid izolasyon kolonlarindan yararlandarak
saflaghinddy ve (a)BL21{DE3)pLysS ve {(b)BL2ZYDES3)pLysE hiicrelerini transforme
etmek icin kullamldi. Transformasyon 11 soku yontemiyle (58) gerceklestirildi. G,.'nin
ekspresyonu Western blot analiziyle belirlendi. BL21{(DE3)pLysE hiicrelerinde tomel
ckspresyon diizeyinde artig gozlenmekle birlikte her iki sistemde de ekspresyonun

PTG ye bagimb olmadigs saptand:,
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5.2.2 Plazmid §z@§asy{ms; ve Transformasyon

Izoiasyon: Herbirt 35 mi'lik iki gece boyu kiltiir hazirlandi, Kiilvirler 50 ml'lik
iki tiipe aktaniarak 4000 devir/dak., 30 dak. soreyle, 10°C ta cevrildi (Hettich) = Ust
sivi atilarak tipler buza yerlestirildi ve izerlerine 4 ml P1 tamponu eklendi.
Cokelekler bu tamponla ¢ozilditkten sonra tizerlerine 4 ml P2 tamponu  eklenerek
hafifoe kangtinidi ve 1O dakika oda sicakhiinda bekietildi; ardindan 4 mi P3 tamponu
eklendi. Ornekler genomik DNA’vi parcalamayacak sekilde hafifce kanstriddi ve
17500 devir/dak , 30 dak. sireyle, 4°C’ta gevrildi (Sorvall}.Ust stvi pamukiu bir
emektorden gecirilerek filtre edildi. 70 mi'lik kiiltir igin bir Qiagen kolonu 3 ml QBT
tamponu ile dengelendikten sonra drnek kolona uygulandi Kolon 10 mi QC tampony
lle yikandiktan sonra, plazmid DNA’st 5 ml QF tamponu ile toplandi. Ornekler
Eppendorf tliplerine bélinerek iizerlerine 2/3 hacim isopropanol eklendi ve 12000
devir/dak., 35 dak. siireyle, 4°C*ta (Hetiich Eppendort santrifiij} cevrildi. Cokelekier
200 pl soguk %70 etanol’de ¢ozilerek tekrar 12000 devir/dak.. 20 dak. siireyle,
4°C’ta gevrildi (Hettich Eppendorf santrifi)  ve st sivi abildiktan sonra vakumly
ugurucu kullandarak kurutuldu,

260,280 and 310 nm’lerdeki absorbans degerleri olgiilerek derisim asagdaki formile
gdre hesaplandr:

Azgo X seyreltme faktéra X 50 /1000 =derisim (mg/m}).

Ao/ Azgo oramnin 2°den bityak oldugu gozlendi.

Aliet Hiicre Hazwlanmasi: Transformasyon iki asamada gerceklestirildi. Oncelikle

plazmidin aktardacag alicr hiicreler hazirlandi. Bu amacla hiicreler 50 mPlik kiltirde
gece boyu bilylitiildi. Ertesi giin 40 ml taze besi ortamma | ml gece boyu kalturi
eklendi ve biiylimeye birakildi. Age=0.12-0.2’ve ulastiginda kiltir buza kondu. 4000
devir/dak., 15 dak. streyle, 4°C"ta cevrildi (Hettich), Ust sivt atilarak, cokelek 2.5 ml
sofuk 50 mM CaCly’de ¢ozildi Buzda 1-1.5 saat kadar bekletildikien sonra 4000
rpm, 4°C, 10 dak. gevrild] (Hettich).Ctkelek, tizerine tekrar 2.5 ml CaCl, eklenerek
¢6ziildi ve kullanmadan once en az 2,en ¢ok 24 saat buzda bekletildi,

Iransformasyon: Daha énce izole edilmis plazmidin 25 pl’sine 150 ul alici hicre

eklenerek 45 dak. buzda bekletildi. Kangm 42°C*ta,2 dak tutularak 1st sokuyla
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membranm aher duruma gelimesi sagland: Buzda 5 dak. bekletme sonrast | mi, énceden
37°C’a getirtimms, antibiyotikeiz besi ortamn eklenerek, hilcrelerin 37°C’ta 1 saat
galkalanarak biiylimesi ve antibiyotik direncini veniden kazanmalar saglandi. Kiltirler
steril Hppendorfa aktardarak 3500 devir/dak ’da, 5 dak. gevrildi. Cokelekler 40 ul
antibiyotiksiz ortam ile ¢ozilditkten sonra antibivotik iceren katt LB ortamma 10-30 il

halinde ekim yapildr ve hiicreler 37°C’ta gece boyu brrakilds.
%.2.3 Protein Saflastirma Istemi

Gy ve aminometifiransferaz’a ait baglica saflastirma basamaklar Tablo 5.3°de
gosterilmistir. Her asamadan elde edilen kesimler SDS-PAGE ve Western blot
analizleriyle kontrol edilmig, G, 'mn saflagtinimasma yonelik deneylerin bir béluminde
ise bu analizlerin yanminda GTPyS baglama testleriyle aktivite dlgtimil yapilmistir,
Lizatin Hazwlanmas;: Kiltir ve ekspresyon béliimiinde anlatilan yontemle bu kez
genis dleekli hazirlanan kiltir (12 litre) Agu=0.6"va ulastiktan iki saat sonra topland:
ve 5000 devir/dak., 10 dak. sireyle, 4°C’ta santrifiijienerek (Sorvall, GSA rotoru)
goktirilda. Coktiirilen bakteri peletleri 6nee lizozim iceren parcalama tamponu ile
pargalandr. Daha sonra 18 G igneden gegirilerek, 3 dak. buz tizennde sonikasyona tabi
tutuldu. Homojenat 19000 devir/dak |1 saat sireyle, 4°C’1a gevrilerek {Sorvall, 85-34
rotoru) st sivi topland:. Bundan sonra saflagtirma asamalanna gecildi.

DEAE-Sefasel (Iyon Degisim) be¢ kromatografisi: Ust sivi dnceden soguk TEDP
tamponu ile dengelenmis 250 ml DEAE-Sefasel iizerine eklenerek soguk odada, vavas
kanstirmayla 30 dak. bekletildi. Karigim Whatman #4 filtresinden sizitldil (DEAETD),
TEDP ie bir kez yikand: {DEAE2) ve protemler 200 mi DEAE-Sefasel toplama
tamponu ile indimldi (DEAE3).

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi: DEAE-Sefasel’den toplanan karnisim, tizerine 5 dak
araliklaria son derisim 1 M olacak sekilde 4 M doymus amonyum siilfat ve 25 uM
GDP eldenerek 30 dak., soguk odada karstiniarak bekletiidi ve 10000 devir/dak |, 30
dak. streyle, 4°C’ta gevrilerek (Sorvall, 8§5-34 rotoru) protemlerin bir kismu

caktiiriildi. Amonyum siilfat Gst sivist Fenil-Sefaroz kolonuna yiklendi,
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Tablo 5.3: Gee ve aminometiltransferaz’a ait baghica saflasgtirma basamaklan

Lizat

l

DEAE-Sefasel Beg Kromatografisi
(Iyon Degistirici)

Amonyum Silfat Coktiirme

7
Fenil-Sefaroz Kromatografisi

(Hidrofobik Etkilesim)

Goo'nin Saflastiriimase T-Proteini'nin Saflastirimass
- Klasik Yontem (Lee ve Ark., 1994) - Fenil - Sefaroz

- Fenil - Sefaroz - Gel Filtrasyon

- G - Sefaroz (iyon Dregistirici) - Mono-(}

- Hidroksiapatit

- Degistivilmis Yoéntem - 1

- Feml - Sefaroz - Fenil - Sefaroz
- Gel Filtrasyon - Gel Filtrasyon
- Hidroksiapatit - Resource

- Hidroksiapatit

- Degigtirilis Yontem - 11
- Fend - Sefaroz
- Resource (ﬂiysn Deistirici)
- Gel Filtragyon (Molekiiler Elekieme)
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Fenil-Sefaroz( Hidrofobik Etkilegim) kromatografist Fenil-Sefaroz asamasinda
ditsiik doyumiu (low subst) Fenil-Sefaroz matervali kullanitdi Kolonu kullamma
hazirlayabilmek igin éncelikle ortamin iginde bulundugu etanol dokilerek Gzerine
9425v/v Fenil-Sefaroz baslama tamponu (FS Tampon A) eklend:. Kangmmin gaz: alinds
ve hem kolonun hem de materyalin teknik direkiiflerine uygun olarak XK 26/20
(Pharmacia) kolonuna dokaldi. Kolon FS Tampon A, Tampon B wve tekrar Tampon
A ile dengelendi. Amonyum silfat st stvist 50 mblik bslamler halinde 0.22 ya da
0.45 um filtreden gegirilerek kolona yilklendi. Proteinler azalan derigimlerde
amonyum sillfat (1-0 M) ve artan derigimierde gliserol (0-%435) gradyenti kullamiarak
toplandi. Aktivite analiz sonuglarina gbre biraraya getirilen kesimier gece boyu,
4°(de diyalize tabii tutuldu. Divaliz tamponu olarak bir sonraki kolona ait baglama
tamponu kullamifdi. Ayrica 2 UM GDP eklendi.

Fenil-Sefaroz sonrast uygulanan basamak Sekil 5.37te de gorildugn gibi izlenen
yonteme gore degismektedir. Klasik Geo saflagtirma protokoliintin izlendigi yontemde
(37) dogrudan Q-Sefaroz kolonuna geglirken, diger yontemde gel filtrasyonu ve
Resource Q kullandnus, bir baska yéntemde ise gel filtrasyon ile Resource Q yer
degistirnugtir.

(-Sefarez (Iyon Degisim) kromatografist Diyaliz sonrasi oroekler Amicon
filtrasyon aleti kullanglarak hacim 10 mi olacak sekilde yogunlagtinldi, (.22 ya da
0.45 um filtreden gegirildi ve dnceden baglama tamponu ile dengelenmis (J-Sefaroz
kolonuna vitklendi. Alas iz 2 mi/dak., kesim toplayicist 10 mli’ye ayarlandt Proteinler
artan derisimde 300 mM NaCl gradyenti ile toplandr.

Gel filtrasyon (Molekiiler Eleldeme) kromatografisi: Proteinler Amicon filtrasyon
aleti ile hacim 10 ml olacak sekilde yogunlastinilarak gel filtrasyon tamponu ile
dengelenmis Superdex 75 {26/60) kolonuna yilklendi. Akig izt 2.5 mU/dak., kesim
toplayicist 2 ml'ye ayarland. Ornekler 250 ml gel filtrasyon tamponu ile topland:,
Mono Q@ ve Resource Q {flyon Degisim) kromatografileri: Her iki kolon igin de
simek hacmi 10 mi olacak sekilde ayarland:. Mono Q kolonu igin  Ornek yilklemne
kapasitesi 20-50 mg civarindayken Resource Q icin bu degerin 150 mg’a kadar
yiikselebilmesi ve iki kolonunda benzer cozimirlige sahip olmalan deneylerin bir

kisrunda Resource O kolonunu tercih etmenize yol acti. Kolonlar dnce baglama, sonra
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toplama ve tekrar baglama tamponlan ile dengelendi. Mono O igin akig hizi |
mil/dak Resource Q igin ise akis uz 3 ml/dak. olarak ayariandi. Proteinler  artan
derigimlerde NaCl gradyenti ile toplandr.

Hidroksiapatit krematografisi: Bir onceki kolondan toplanan proteinder (Q-Sefaroz,
gel filirasyon, Mono Q ya da Resource O) Centricon 10 yofunlagtirma aleti
kullarntarak yogunlagtinldi. Ayrica ardisik seyreltme ve yoZunlastirmayla ya da diyaliz
edilerek materyalin hidroksiapatit baglama tamponu (H Tampon A} ile dengelenmesi
saglandi. Baglangigta yapilan deneylerin bir kusminda Lee ve ark.(37) nda agddlanan
Bio-Ge! HTP gel matriksi ile aym ozelliklere sahip, ancak daha dayamklt oldugu
belirtilen seramik hidroksiapatit kullanddi Protemlerin kolona baglanmamasi nedeniyle
ayni deneyler digik pH:6.8 ile tekrarlandi Bu kolondan istenilen sonuglarin
ahmamamast nedeniyle daha sonra Bio-Gel HTP matriksi denendi. Deneylerin bir
boliminde 1 ya da § mi'lik hazr Econo-Pac (Bio-Rad} kolonlan kullamlirken,bir
baliimii de daha bityitk hacimli Bio-Rad kolonlan ile gerceklestirildi (gel hacmi:23 mi)
Hidroksiapatit materyali dokillmeden énce mekanik bir kargtirict kullanmadan, elle
calkalama yoluyla gazdan anndmldi. Kolona dékme ve yerlestirme istemleri yitksek
derisimde fosfat ile gergeklestirildi (0.5 M). Kolontar H Tampon A, Tampon B ve
tekrar Tampon A ile dengelendikten sonra 6rnek hacmi 5 ml’ye tamamianarak kolona
uygulandl. Econo-Pac CHT-1I kolonunda akig tuzi 0.6 mil/dak., diger kolonlarda 2

mi/dak. ya ayarlandi.

£.2.4 Kiiciik Aci Sagdmass

Saflastinilan rnek Centricon 10 ile yogunlagtinldiktan sonra Bisinkoninik Asit
Yontemi (BCA, Pierce) ile tam derigimi saptandi. Daha sonra 5 mg/ml, 7.5 mg/mi, 10
mg/mi ofacak sekilde gesitli derisimde Srnekler hazirland:. Olgim sirasmda standart
olarak vine aym derigimlerde, 50 mM Hepes,pHL7.5 icerisinde BSA hazirlandi. Her iki
srnekte de fazla derisimden kaynakianan ¢okelmeleri uzaklagtirabilmel icin drnekler
sofuk odada, 15 dak., maksimum hizda gevrildi, Ust sivi yeni bir tiibe aktanld:. Tam

srekierden son derigimieri okumak ve diger analizler igin 200 pl ornek ahadiktan
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sonra, gerl kalan her iki drnege de 0.5 M DTT eklendi, Ayrica saflastirilan drnege 50
v GDP kondu. Olegiim icin ek hacmi en az 100 ul olacak sekilde ayarlandi.
Kiigiik a1 sagilma deneyleri HASYLAB, DESY de yerlesik DORIS depolama halkas:
izerinde gergeklestinildi. Olcimlerde 1 A dalgabovundaki sinkrotron X-mimlan
kullamldr Sagilma deneyinde Sekil 5.1°de gorillen dizenekten vyararlamldi (60).
Driizenegin caligma prensibi kisaca sdyledir Optik sistem dar bir bant aralignndald
sinkrotron X-iginfann: secerek odaklar ve drnek tizerine gonderir. Gelen min siddeti I,
bir iyonizasyon odasi yardimiyla saptanir. Ornek tarafindan gecirilen 1gi@in siddeti Iy
ise Iy = Iy ¢ ™ formiliyle gosterilebilir. e ™ ¢Ozelti iginde ¢ yolum kateden 1sinm
¢ozelti tarafindan sofurulma miktarms temsil eder. Sagilan wsimn siddeti s}, 5 = 2 sinf
/ & bagmtist ile verilen sagilma vekidrine baghdir. 26 sagiima agisma, A 1se igimn dalga
boyuna kargiik gelmektedir. Gegirilen ve sacilan isimlarm siddeti konuma duvarh bir
algilayicr tarafindan kaydedilir.
Veriler standart veri toplama ve degerlendirme yontemileri kullandarak degerlendiriidi
(7). Deneysel verilerden hesaplanan saglma egrileri ile G-proteinleri igin verilen atomik

modellerin kargilagtinimasi CRYSOL. (66} program kullamlarak vapilde
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5.3 Her [ki Cahsmada Kullanilan Yontemier

5.3.5 GTPyS Baglama Testi

Saflastirmanin cesitli agamalarmdaki Grnekler G-protein aktivitesini dlgmek amaciyla
GTPvS baglama testi ile incelendi. Bunun igin érnek hacmi seyreltme tamponu ile 30
ul’ve tamamland:. Uzerine 30 pl GTPYS baglama kangimm eklendi Kangim 30°C’ta |
saat beldetildi, Daha sonra &rnekler vakum ile nitroseliloz membrana emdirildi ve
4°C’de sogutulmug filtre yikama ¢ozeltisi ile  yikanarak kurutuldu. Baglanan GTPyS

mikiari sivi sintilasyon sayact ile saptandi. Ozgiin olmayan baglanma miktan | mM

GTPvS varhifinda belirlendi (38).

5.3.2 Elckiroforetik Analiz (SDS-FAGE)

10-50 il hacim icinde denatiire edilen grnekler, SDS-PAGE gel kuyularma
uyguland:. Elektroforez iglemi 100 Volt” ta sirdiritldy. Yaklagik 1 saat sonra akim
kesilerek, iki cam arasindaki geller gikartildi. Geller sirasiyla boyama gozeltisi, boya
cikarma gozeliisi ve % 5 asetik asiite yikandr. Gelde proteinlerin oldugu bolgeler kovu

mavi bantlar olarak gozlendi (58).

%.3.3 Ricktroforetik Transfer

Elekiroforezden sonra, geller cikartildi ve gel transfer tamponu icerisine
alinarak, 15 dakika bekletildi. 9.5 em x 55cm boyutlaninda iki tane nitroseliloz
membran ve 11 cm x § cm boyutlarinda dort tane filire kagids kesildi. Membranlar ve
filtre kagitlarn 45°° lik ag ile kaydinlarak transfer tamponu igerisinde 15-20 dakika
beldetildi. Gel kasetindeki gri pamelin iizerine siasiyla singer, filtre kagudi, gel,
sitroseliloz membran, filtre kagidi ve singer konduktan sonra kaset dikkatlice
kapatildi. Tki kaset tanka yerlestirildi ve tank transfer tamponuyla dolduruldu. Transfer
tank: manyetik kanstiner {zerine verlestirilip gi¢ kaynagina baglandiktan sonra

transfer isiemi 100 Volt” ta [ saat igerisinde gergeklestirildi. Transferin gergekdegip
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6 BULGULAR *
6.1. Eritroid Hiicre Farklilasmasmnda G Profein Ekspresyonu Uzerine
Cabismalar

6.1.1. K562 Hilcrelerinin CoZalma Kgrileri

Uygun kosullarda cofalilan K562 hiierelerinde tripan  boyama canlitk  test
yapildikian sonra hicreler mi' de 11 0° hilere olacak sekilde iki gruba ayrildi. 20 pM hemin
ile farklilagmaya indiklenen (farkliagmig: F)} ve hemin ile indiklenmeyen (kontrol: K}
hitcrelerde beginci ginin sonunda, farkhilagma orant sirasiyla yaklasik % 65-70 ve % 1-2

olarak  belirlendi, Kontrol ve farkhlagmes gruplarm godalma efrileri Selal 6.1 de

gisteriimistir.

K
e
. 80 .
© 70
X 60 e
& 40 . =
© -
&5 30 r
=2 | 5
=20
10 o e
i 1 2 3 4 o
(GO

Sekil 6.1. K562 hiicrelerinin cogalma egrileri: Hiicre yogunlugu 1X10° hite/ml olarak
ekilen hicreler bes gin stireyle Gereg ve Vantem' de belirtildigi sekilde ¢ogaltilds. Hiicre

derisimini saptamak i¢in her gin ikiser ornek ahndi ve hemositometrede 0.1 pl hacimde

sayun yapilde
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$.1.2. Hemoglobin Miktarmin Spekirofotometrik Olarak Belivlesimesi

Gerec ve Yontem bsliminde belirtildigi gibi, K562 hierelerinin kontrol ve
farkhilasmis Grngllerinin 600" nm deki absorbans degerleri olgiidin ve hemoglobin miktar
standart hemoglobin ¢ozeltisi ile elde edilen efriye gore hesaplands, Hemoglobin miktan F

grubu igin 13.34 pg/hiic, K grubu igin 0.56 pg/hiic olarak hesaplandt.

6.1.3. K862 Hicrelerinin Zar Kesimierinde Guanin Mitkleotit Baglanma
Eikinlilleri
K562 hicrelerinin kontrol ve farkidasmis orneklerinden elde edilen ham zar kesimi
proteinlerinin guanin nitkleotit baglama etkiniikleri, GTP' nin hidrolizlenmeyen analogu olan

(7S] GTPyS varhiinda saptand,

6.1.3.1. Protein Derisim Egrisi

nin

i

K562 hicrelerinden  hazirlanan ham zar kesimlerinde GTPyS baglanma etkinli
protein derisimine bagimliliy, tepkime kangimmdaki zar kesimi protein miktart 10 pg ile 80

ig arasinda arprilarak incelendi (Tablo 6.1} (Selal 6.2}

Tabie 6.1. K562 Hicrelerinin Ham Zar Kesimlerinde GTPyS Baglanma pmol Degerleri.

Protein Kontrol Farklhilagmis
Miktar Baglanma Baglanma
(ug) (pmolj {pmol)

10 .16 (.40

20 0.53 (.64

40 1.20 125

80 220 2.69
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Sekil 6.2, GTPyS baglanma etkinliginin protein mikiarma bagunliig K562 hiterelennden
ham zar kesimleri Gereg ve Yéntem boluminde agiklandif: gekilde hazirland: ve protein
miktarlar belirlendi. 300. 000 cpm [7S]GTPYS igeren 60 pl' lik tepkime karigtmina artan
miktarlarda (0-80 ug) zap kesimi proteinleri eklendi. Sekildel grafik degerleri iki deneyin
ortalamasidir. Baglanan [PS1GTPYS svi sintilasyon sayacinda cpm olarak gosteribmigtir.

Guanin nikleotit baglanma etkinliginin toplam protein miktarma bagimls oldugu gizlendl
6.1.3.2, Zaman Kinetigi

K567 hicre zar kesimlerinde [T S]GTPyS baglanma tepkimesi igin uygun kosullarin

belirlenmesi amac ile zaman kinetigi mcelendi (Tablo 6.2.) (Sekil 6.3}

Table 6.2. Zar Kesimlerinde Zaman Kinetiginin pmol Degerleri.

Kontrol Farklilagmig
Zaman Baglanma Baglanma
(dky {pmol) {(pmol)
20 (.46 0.37
40 (.54 (.65
60 (.48 0.75
80 0.48 0.77

100 (.46 0.70
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Sekil 6.3. GTPyS baglanma kinetigi: 15 ug protein igeren K ve F zar kesimier: 60 pi hacimde
Gereg ve Yontem' de agiklandigr sekilde 32° €' ta 20, 40, 80, 100 dk inkibe edildi. Ornekler
pitroselitloz filtrelere emdirildi, filtreler yvikand: ve kurutuldu. Baglanan (PSTGTPYS miktart
cpm olarak gasterilmigtir,

6.1.3.3. GTP' nin P°S]GTPyS Badlanma Tepkimesine Etkisi

GTP nin [ S]JGTPyS baglanma tepkimesine etkisi incelendi (Tablo 6.3.) {Sekil 633,

Table 6.3. Zar Kesimlerinde GTP nin Artan Derisimlerinde GTPyS' in pmol Baglanma
Degerleri.

GTP Kontrol Farkirfagmisg
Derigimi Baglanma Baglanma
Log(M) {pmol) {(pmol)

-7 124 1.14

-5 0.75 0.47

-5 0.22 0.19

4 5 5%10° 0.035
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Sekil 6.4, GTP' nin GTPyS baglanma  tepkimesine etkisi. 15 ug protein icgren K562

hitcrelerinin zar kesimlerinde GTPyS E:sau anma tepkimesi Gereg ve Yontem' de belirtiidig

sekilde gergeklestiriidi. Orneklere artan derigimlerde GTP ekiendikten sonra irikiibasyon M%ZE“
' da 40 dk siireyle yorutilda

Kontrol ve farklilagnus K562 hicrelerinin zar kesimlerinde GTPyS baglanma etkinliginin

GTP' m artan derigimlerinde 6zgin olarak inhibe oldugu belirfendi.
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6.1.3.4. Ky ve By Beferlerinin b;agj%gﬁzmmss

GTPyS baglanma tepkimesi igin Ka ve By de@erleri hesaplandi(Tablo 6.4} (Sekil

6.5.).

Tablo 6.4, K567 Zar Kesimlerine GTPyS in Dernigime Bagimly Baglanmas:

SIGTPYS Kontrol Farklilasmis
Deriginu Baglanma Baglanma
{uM} {pmol} {(pmol)
0.25 0.14 0.32
0.5 0.30 0.78
25 0.51 0.70
5.0 0.70 0.81
10.0 0.58 1.07
25 0.88 1.45
50 1.05 1.28
100 1.22 195
o 150+
-
< B
£
£ 100-
2 C
% L
;‘%} i1
©
o
v 50-F
&
)
4 |
0 25 50 75 100
[°S] GTPy S Derigimi (uV)

Sekil 6.5, K562 hitcre zar kesimlerinde [ S]GTPyS baglanmasi: 15 pg protein iceren K ve F
hiicre zar kesimlerine 0-125 uM [PSIGTPYS eklendi. Kp ve B, degierleri Prizma yazihm
progranu kullamlarak hesapland:



| -50-
Kgmréi hizere grubu igin GTPYS baglanma afinitesi (Kp) 3.5 uM ve By, degeri 73.4X1 o
fmce%'/mg? farkltlagmig hiiere grubu icin Kp, 2.2 6M ve By, degeri 104.1X10” fmol/mg cpm

olarak belirlendi.

6.1.4. Kontrol ve Farkbiasmis Hilerelerde G Protein Diizevierinin

Kargilastirlmas:

K562 hicrelerinden elde edilen zar kesimlerinde, G protein miktarlan Western-blot
vontemi kuliamlarak kargilagtinidy Zar kesimleri 8DS-poliakrilamit gel elekiroforezi ile
motekitl agrhkianma gire ayrildikian sonra, mitroselilloz membranlara aktanlds ve G
proteinlerinin ¢ alt birimlerine Szgin antikorlarla Gereg ve Yantem boéliiminde belirtildif

sekilde etialegtirildi

6.1.4.1. G protein o Alt Birimlerinin Ekspresvona
K567 hitcre alt kesimleri tim G proteinlering famyan antikorla {anti-tony ) etkilegtinildi
{Sekil 6.6.). Farklilasous hiicrelerden elde edilen ham zar kesiminde, kontrol gruba kivasia

toplam G proteinlert agisindan belirgin bir azalma gozlemlendi.

97 kDa
66 kba
45 kDa
G 8
31 kDa

1 2 3 4 5 6 7 g8

Sekil 6.6. K562 hocre alt-kesimlerinde G alt birimlerinin Western-blot analizi; Kontrol
(K, farkbilasmis (F)} K562 hicreleninden hazwlanan, 50 pg protein igeren hilcre Gziti,
sitoplazma, zar ve beyin zar kesimleri % 10" luk SDS-poliakrilamit gel elektroforezine
uyguland:. Protemnler nitroseliiloz membrana aktanlditan sonra anti-Gyy, ile etlalestiniidi, 1,
Molekt!l agirhigy standartlan, 2. Beyin zan 8142, 3. Sitoplaznuk kesim (K), 4. Sitoplazmik
kesim (F}, 5. Zar kesimi (K}, 6. Zar kesimt (F), 7. Hucre 6z0tG (K) 8 Hucre dzatd (F). Tiam
orneklerde protein miktar: 50 pg.



mgl_;.

@@z‘z@g,} farkds bir hicre preparasyonunda (prep 2} tekradandiimda {Sekil 6.7 ) benzer sonug
elde edildi ve somuglar dansitometrik analiz ile degerlendirildi (Table 6.5 Kontrol grupta

G’ va Gzgin sinyalin Bakblasms gruba gore vaklasik alts kat Gizla oldug wu belirlendgr

i P 3 4 5 & 7 8
Sekil 6.7. Ham zar kesimlerinin anti-Gow. ile etkilesimi: Molekal agirh@ standartdar, 2.
Beyin zart 5142 (50 ug) 3. Zar K (50 ug), 4. Zar F (50 ;i 5. Zar K (50 pg), 6. Zar K {50 ug),
T Zar ¥ {EG pel, 8. Bevin Zar 8142 (50 ug) (3-5) Prcpardsmﬁ 2, i{sm 3} Preparasyon 1.

Table 6.5 K ve ¥ K562 hiicre zarlarinda Goge alt birim dizevieri Bio-Rad "Molecular

Analyst” vazibin program kullamlarak vapitmistr.

Proden ) : z\;ggg‘ n
Hamnt Hacim Ortalamg Alan RMin Moy Hacim Hacim %

No'lan No'lam  (OD) gomfmmy  (OD) (0D (0D mm*mm) {OD*F mm%nuny Hacim

£ Vi £.338 2058 Q000 09532 1 i07det] 11068+1 9152

2 Y2 (3.043 2038 0000 U307 871661 721

3 Y3 0008 20158 G000 G220 1.608%-1 1.3428-1 1.2%
Zemin 4 G000 20 58 0.0006  0.049 & 644e-3




— % 2 o
5.1.4.2. & Profein Py Al Birimlerinin Ekspresvon Dilzevleri
Ham zar kesimlerinde Gy, dizevlen Ozgiin antikor kullanidarak incelendi. By alt birim
dizeylerinin kontrol ve farkhilasmus gruplarda vaklasik olarak aymi oldugo saptands (Sekil

6.8).

@Qﬂﬂ.
-

Gpeag

Sekil 6.8, Ham zar kesimlerinin anti-Gy, ile etkilesimi: Sekil 6.6 da g %mns rilen filirenin vars:
kesilerek (5-8) numarall drnekler anti-Gy, ile etkilestirddi. 5. Zaz kesimn K (50 pg), 6. Zar
kesimi K (50 ug), 7. Zar kesimi F (50 pg), 8. Beyin zar kesimi S142 (50 pg). (5.) Preparasyon
2, {6-7) Preparasyon 1.

Anti-Gg, va ait dansitometrik analiz sonuclar, Tablo 6.6 da gosterilmustir.
Viog ¥

Table 6.6. K ve IF K562 Hiicre Zarlarinda Gg, All Binm Dizeyleri. Sekil 6.8 deki 6, 7 ve 8
ng' fu protein bantlarimin dansitometrik analizi Bio-Rad "Molecular Analyst” vazilim

prograrm kullandarak yapitmusgtir.

Protein Uvgun
Bant Hacim Onalama Alan Bin  Max Hacim Hacim %o

No'lan Wo'lan  (OD) oy (OD) (OD) (ODF mun¥mon) (OD* mun®mm) Hacim

6 Vi 1.264 1552 G137 0538 409880+ 1590+t 1352

g 7 Y2 246 1552 G167 G416 38223¢+0 13234040 12.86

8 Y3 0.587 15,52 .17 6857 911580 6,6169¢+0 6430
Femin V4 0,161 15352 0,127 0237 74989+
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6.1.4.3, Gy Proteininin Ekspresvonu

G()(I

Sekil 6.9, K562 hiicrelerinde G, proteininin Western-blot analizi: Kontrol (K), farklidasms
(Fy K562 hicrelerinden hazirlanan, 50 ug protein igeren ham hilcre ézitil, sitoplazma, zar (3-
2 numaral kuyular) ve beyin zar kesimleri % 10" luk SDS-poliakrilamit gel elekiroforezine
uygulandi. Proteinler nitroselifoz membrana aktanldiktan sonra anti-G,, antikoru ile
etkilestirildi. 1. Beyin zar proteinleri 8142 (25 ug), 2. Bevin zar proteinleri $142 (50 ug), 3.
Hicre 6zita (Fy, 4. Hicre azitd (K), 5. Sitoplazmik kesim (F), 6. Sitoplazmik kesim (K3, 7.
Zar proteinleri (F), 8. Zar proteinleri (K}, 9. Molekiil agirligr standartlar: (21 kDa, 31 kDa, 45
kDa, 66 kDa, 97 kDa).

Sekil £.9." da gorialdigin gibi beyin zar kesimlerinde Gy’ va dzgin sinyallerin elde edilmesine
kargm, K562 hilcre ozitli, sitoplazmik ve zar kesimlerinde anti-G,, antikoruyla tepkime
gbzlenmedi, Bu nedenle antikor 1:500, 1:1000 ve 1:2600 oranmda seyreltilerek immiin-
tepkime Sekil 6.10. ve 6,11, tekrarland:. Beyin zar protein kesiminde antikor ile etkifesim,
antikor derigimine bafimb bir sekilde artarken K562 hiicre zar kesimlerinde sinyalin zemin

dilzeyde oldufu saptand:
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60 kira
45 kida
ﬁi)ﬂ"
s
31 kiDa
21 kba
14 kD2
! 2 3 4
Sekil 6,13, K562 hicrelerinde Gy, proteinin Westein-blot analizi: K502 hilcre zar proteinieri
Yo 1Y luk Si}ﬁnp@smm;wmé zel ele ;gm_}fmamw uygu’ianda Protemler nitroselitloz membrans
aktanddikian soora anti-G,, tle etkilestivildi. 1. Molekiid -"gzﬁ;g; standartlan, 2. Kontrol zar
proteindernt (227 pg), 3. Farkhilagmsg zar | ;s}gtﬁ!nfci 1 {342 ug), 4. Beyin zar proteaniert (50 pg).

Sonug olarak beyin zar proteinlerinin % 1-2" inl olusiuwian G, profeinin, K562 hicrelerinde

e
[
b
wlf
QZ

bulunmadi@i va da ekspresyonunun Western-blot anahiziyle saptanamavacak kada

Lt

diizevde gergekiesii@ sonucuna varnidu
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6.1.4.4. G, Dilzevierinin Saptanmias:

Gy, ekspresvonunu  farklilagma  stirecinde  incelemek amaciyla, hucrelerden

giine kadar drnekler

e

farklilagmaya indiklendikten sonra ikinci glnden baslayarak altime:

alindy, zar kesimleri hazirlandi ve Gy, antikoruyla immiin tepkimeleri incelend:.

1 Z 3 4 5

Sekil 6.14. (AY G, proteininin Western-blot analizi Farkhlasmms hiterelerden 2.-4, glinlerden
Srnekler alindt ve zar kesimleri hazirlands. 1. Molekil aZirhg standartlan; karbowk anhidraz
29 kDa ve fosforilaz b, 97 kDa 2. Beyin zan 8142 3. Ikinci gin, 4. Uglinct giin, 5. Dérdiineil
giin. Hiicre zar érekleri 5x10° hiie/kuyu olarak yiklendi.




MBSW

Fable 6.7. K ve F K562 Hucre Zarlarinda Gy, Al Birim Dazevleri: Sekil

protein bantlanimin dansitometrik analiz degerteri.

Profoin Uvgun
Bant Hacim Orialanms Algo Min  BMax Hacim Hacim %

No'lan Mo'lan {OD) (owmmy (0D (OD) (OD¥ mmtrom (ODF mm¥Fan) Hacim

Gt
i i 4.071 27.94 GO0 00193 19E7elD 1UES8e10 5068
i Y 0als 27.94 G000 048 45046e-] 4 $892e-1 146
3 W3 0.034 2794 GO00 G115 ¥.6333e-l 361811 2184
4 Vi {0232 2754 0000 0141 62362¢-1 6.2208e-1 1587
Zemin V5 {3.000 2754 OO 02061 1.5453e-3
G
i Y1 043 2743 GGG G145 [1707c+0 Li69etd 17.74
2 V2 (043 2743 QoG 273 L1935+ 1 1%05eH) 18.06
3 V3 $.086 2743 GOGUG 2322 23352%e+0 23515040 3567
4 VE REY 2743 G000 G267 L8R18e+0 1881040 28.53

by
=3
E=s

Zemin V3 {3600 43 G000 0038 79077t
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proteininin Western-blot analizn

le indiklenmeven drnek. 4. Beyin zan (5142)

anhidraz 29 ki2a ve fostorilaz b, 97 kDa. Hiicre zar ornekler

E

5%

i

gtin Z Altinci giin 3.

i
Sirhdn standartiary, karbonik
07 hiic/kuyu olarak yitklendi
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Tablo 6.8. K ve F K562 Hiicre Zarfarinda G, Alt Birim Dizeyler: Sekil 6 14, B' deki

protein bantlarinin dansitometrik analiz degerlert.

Protein Uygun
Bani Hacimm Ortalama  Alan Min  Max Hacim Hacim Yo
Mo'lan No'lan  (OD)  (muvrimm) (O (G (ODF nmdmm) (CD* mun ™y Hacim
Gar
1 Y1 G.146 2794 0.000 4491 2.5428¢t0 254136+ 2301
2 Y2 0.107 3794 G000 0302 18577e+0  1.8562¢+0 10.81
3 V3 0.676 2794 G000 0.255 1.3178c+0 1.3163e) 11.92
4 V4 £.060 27.94 0000 0185 1.0532¢+0  1.G517etH0 9.32
Goas
i Vi 0.030 27 43 0000 0223 86504c-1  8.6354e-1 7.82
2 V2 0.039 27.43 06000 0127 68554c-1  6.8404¢-1 619
3 %3 6.033 2743 0000 0109 57607e-1  3.7457¢-1 52
4 V4 124 2743 G000 G229 21572e+(G 2. 1557¢40 19.52
5 W35 0.060 2743 4000 6071 1.5029¢-3

Sekil 6.14. A ve 6,14 B’ deki Western-blot’ larin dansitometrik degerlendiriimesinde, hemin
ile indiklenmeyen kontrol grubuna gore hemin ile farkhilagmaya indiiklenen grupta Gy, ' da
besinct giinde % 50, altiner giinde % 20 artig oldugu belirlendi. Kontrol grubuna gére Gy’
de besinc giinde % 40, alunel ginde ise % 93 artig oldugu saptanmistir Ayrica, pozitif kontrol
olarak kullamilan beyin zarmda Gy, ' nin vzun (L) formu, kisa (S) formuna gore daha fazla

miktarda iken K562 hitcrelerinde kisa formun daha fazla miktarda bulundugu belirlend:.

6.1.4.5, Eritroid Hiicre Farklilasmasinda Gy, Diizeylerinin Saptanmasi
K562 hicre alt kesimlerinde Gy ditzeyleri mini gel elektroforeziyle saptanamads
{Sekil 6.15.) bu nedenle Western-blot analizi protein miktan artinlarak, bayik gellerde

tekrarland: (Sekil 6. 16.)
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Sekil 6.15. G, proteininin Western-blot analizi: Hilcre 8zGi0, Zar kesimi ve sito

kesim proteinler % 7.5 SDS-poliakrilamit gel elekiroforezinde aynidikian sonra nitroselitloz
membrana aktaridi. 1 Molekill agihigr standartiar (29 kDa, 45 kDDa, 66 kDa, 97 kDa 116 kDa,
205 kDay 2 Bevin zar kesimi, 3 Hilore ozt K, 4 Hicre 82010 F, 5 Zar kesimi K, 6. Zar

wnlazimik

kesimi F, 7 Sitoplazmik kesim K| 8 Sitoplazmik kesim F, 9 Molekal agirhds standartlar: Tiim
"

dgrnekler 50 ug.



Sekil 6.16. Zar kesimlerinin anti-Gia, ile etiilesimic 1. Yumurta albumini 45 kDa, 2. Bevin
zart S142, 3. Zar kesimi K{140 ug), 4. Zar kesimi F (140 ug), 5. Molekil agzirisgr standartlarg,
29 kba, 45 kida, 66 kiDa, 97 kDa, Sigw serum albumini 66 kDa.

o
R
e
o
o

Tablo 6.9. K ve F K562 Ham Zar Kesimlerinde G, Diizevleri:Sekil 6.1

H

protein bantlarin dansitometrik analiz sonuglar,

Protein Uvgun

Hani Hacim  Owislama Alan Min  Max Hacim Hacim Vo

Ne'lann Mo'lan  (OD)  gam*ouny (OD) (0D} (ODF mm¥mm) (OD* mm¥mm} Hacim
p) Vi (494 1197 GH0E GEIZ 391dletd 4 476144 51.23
3 Y 0,230 1iu7 215 (1343 7 URURes0 [.35 8040 17,76
4 Y3 (1233 197 G029 0361 2 7930e+0 P.3550e 0 1531

[
oot
N
~d

Zomin V4 0126 0085 0204 1438latp
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K562 hicrelerinde (k1 protein ekspresyonunun butunmadifs ancak Gy, diizeyinde F
grubunda K grubuna gore % 22 oramnda azalma oldugu belirlendi Sekil 6,16
diizeyinin  farkiilagma  sirecinde defisip  degismedigini saptamak  fizere,
inditksiyonundan sonra | -6, ginlerde ornekler alnarak  Western-blot analizi tekrarland:

{}i?;sz

i 2 3 4 5

TAA). Farkldasma siirecinde Gize ekspresyonu Western.

tkinci giin, 4. Biringi gin, 5. Beyin zar 9147

Sekif 6.1
giin 2. Ugtinei gtin 3.
Grnekleri 5x10° hiic/kuyu olarak yiklend;

ot analizi 1.

Hicre zar

3
e

D

hemin

-
Ly

ditng
keuis

3

ik

i

i
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Fable 6.16. K ve F K562 Hiore Zarlannda G, Dizeylers: Sekil 6,18 deki protein

pantlarmn dansitometrik analiz sonuglars.

Prodein E)gge_ﬁgi
Bant Hacim Orlalams Alsn Mot Max Huacim Hacim %

No'lan No'lann (0D {(mswmm) (0L (OD) (ODF mmdmm) (O mm¥mm Hacim

Y1 {055 1298 QY Q172 7 1597e-1 TO18Te-1 239
2 Y2 izs 1298 GO0 0217 1.6376e+0 1.6235e+G iv42
3 Y3 4.G89 12.98 OO0 0196 LiST0erd 1142940 13.67
4 Vi 0080 12,98 G000 G201 1.0335e+0 101922+ 2.1y
5 VE (1299 12.9% 2000 0584 38879240 AR7E%e+0 46,33

Zemin  VE 3.001 17198 0000 6028 1 2098e.2

gh’:fé Zek

Ty oy

Sekil 6.17. (B) Farkhiagma siirecinde Gy, ekspresyonu Western-blot analizi: 1. Besinct gin
2. Altmci giin 3. Hemin ile inditkienmeyen zar kesimi. 4. Bevin zart §142 kesimi. 5. Molekil
181 standartlar: (31 kDa, 45 kDa, 66 kDa, 97 kDa, 116 kDa. ). Hiicre zar kesimi érnekieri
“ hite/ uyu olarak viklend:.

afiris
ag
Gx 107




Hiicre Zarlarmda Gy, Diizevieri: Sekil 618 deki protein

Tablae 6,11, K ve F

bantlarinin dansitometrik analiz sonuglar,

Hacim

(O (OD* mun¥mem) (0D mm*mmy Hacim

Protein
Baypt
Mo’ lan  No'lan
I Vi
z Y2
3 3
4 vd
Zermin Y5

kontrol grubuna gore; altime:

Dansitometrik degerlendirmede farklitagmus gruptaki G, diizeyi

15 azaldigr belirlendi.

ginde % 50, beginei giinde &

6.1.4.6. Gy, Diizeylerinin Saptanmas:

@cgsi il

H
i

Sekil 6.18. Anti-G,, ile Western-blot analizi: 1 Molekal agurhig standartiari(31 kDa, 45 kDa,

[
L

kesimi 75 pg (K), 4562 zar kesimi

66 kida, 97 kDa}. 2 Beyin zar kesimi {50 pg), 3 K562 zar

100 g (F)
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Table 6.12. K ve F Besinel Giin Ham |

Frofein Uvgun
Bant Hacim  Ostalama Alan Wi Max Haclm Hacim Yo
No'lan MNo'lan (0D (mmdfmmy (OD (OD) (OD* sy (O5% mm*mmy  Hacim
2 Vi {1,465 674 8127 0TI’ 7789400 56350c+0 3665
3 Y2 4,390 16.74 G.30% 0968 633220 4.3668¢+0 2840
4 Y3 (449 ia 74 GO9F G984 7 31R0e+) 533260 i4 89
Zemin V4 {420 16,74 G004 0261 2163410

Dansitometrik analiz sonucunda, K grubuna gore F erubundaki G, dilzevinin %12 oraninda
3 ©F g i

artiagy saptand:. Alinan sinyalin 6zginbiginiin belirlenmesi amacivia artan miktarda K ve F
orneklert antikorfa etkilestirildi ve sinyalin oranh olarak arttig: goziendi (Sekil 6.20, 6.2 iy

! 2z 3 4 5

ekil 6.20. (K} K562 hucrelerinde anti-G,, etkilesiminin protein miktarina bagimbiligs

Molekiil afirhgy standartiar (31 kDa, 45 kDa, 66 kDa, 97 kDa) 2. 20 ug, 3. 40 ug, 4. 80 e,

v




Mégm

Ugo g

Sekil 6.21. (F) K562 hicrelerinde anti-Gy, etkilegiminin protein miktarma bagimbhir
I Molekiil agirhs standartlar: (31 kDa, 45 kDa, 66 kDa, 97 kDa), 2. 20 ng, 3. 40 pg, 4. 80 ug,
5. 100 ug zar kesimi.

6.1.4.7. Gigs Protein Ekspresyonu

Kontrol ve farklilagnmis K562 hiicrelerinden hazirlanan, 50 pg protein iceren ham
hiicre Oziitl, sitoplazma ve ham zar kesimleri % 10" luk SDS-poliakrilamit gel elekiroforezine
uyguland:. Proteinler nitroseliloz membrana aktanidikian sonra Gy, antikory ile etkilestiriidi

ancak dzgin bir sinyal elde edilemedi.
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6.5, K567 Hicrelerinde G, Fik ispresyonunun  Nerthern-Blot  Analizi  ile

IS

A Orneklerinin % 1 Formaldehit Agaroz Gel Elektroforezi ile

K562 hiicrelerinin konirol ve farklilagma gruplardan tspﬁam RNA drnekleri
guanidyum tiyosiyanat yéntemine gore elde edildi. 15-20 ug toplam RNA igeren Smekier % 1

formaldehit agaroz gel eiektroforezinde bovlarima gore ayrilds,

"2

TENA

[
[#2e}

185 rRNA B

Sekil 6. 22, Toplam RNA &roeklerinin % 1 formaldehit agaroz gel elekiroforezi: Gereg ve
Yontern bolimiinde anlattldign sekilde elde 95' en toplam BNA ornekleri, % 1 formaldehit
agaroz gel kuyulanna 20 pg olacak sekilde yikiendi gelin fotografi UV albinda cekildi.
{F
k8

13,57, Toplam RNA (K}, 2.4,6; Toplam RNA

ikl
).

6.5.2. mRNA Oraeklerinin Agarez Gel Elekrtvoforezi ile Incelenmesi

terelerinde mRNA eldesi Gereg ve Yéntem bélimiinde aniaﬁ;ﬁmg} wibi

562
ik agaroz gelinde

tiriidi. BEde edilen mRNA &

P

gergekles ekleri TBE iginde ¢ozinmas % 1’

ineelend:



v -
i L

NA drmekleninin % 1 ik agaroz gel elekiroforezi: 4 ug mRNA &rmekleri %
mRN/

A (K,

kuyularma yitklendi ve mRNA Srnekleri boviarma gore avrilde 1.

6.1.5.3, Uligoniikleotit Problarn Isaretlenmesi
Oligoniikleont problar Gereg ve Yonient' de belirtildigi gibi T4-polinikleotit enzimi
ve 50 pli ‘;,f~32?§ﬁa’?? varhifinda isaretlendi. Isaretleme verimini saptamak win karnsimdan

F n

abinan 0.05 ul 6rnek % 10 TCA ile ¢okitiridmeden 6nce ve sonra GF/C filirelere emdirildi ve

sivi sintilasyon sayacinda sayildy, Eide edilen  isaretleme verimleri Tablo 6137 de

gdsterilmistir,

Tabls 6.13. 285 rRNA ve G, Oligoniikleotit Problartmm [y-" PIATP
Varh@inda Isaretlenme Verimleri
TCA dmce TCA sonrag

Prob Deney cpm cpm % Verim
L ] 12,152 460 7.983. 200 66

A 2 5.906.400 3.876.000 67

! _ 3 12235200 7.94% BOO 55

] 30.677.200 10.678.000 35




562 hitcrelerimin kontrol ve farkhilagmug érneklerinden elde edilen RNA srnekleri

o

Northern akiarma iglemi ile % 1 formaldehir agaroz geline aktanidi RNA &

g
et
o
" \_‘
s
.
=
o
s
Il
o]
frn]
s

=% 1

prob ile Wibritlemenin uygun olup olmadigmm arastinimas icin, nitroselitloz membrandaki
RNA Grnekleri Gereg ve Yontem boliuniinde belirtildigi gibi  [y-"PJATP ile igarcth 288

]

TRNA orobu ile hibridize edildi,

285 rRNA
T

185 fENA
%_

wekil 6.24. RNA 6rneklerinin 288 rRNA Probu ile Hibritleme Iglemi: Hibritleme islemi % 50
¥

6.1.55.  Eritreid Hiiere Farkblasmasmda G, mBRNA  Diizevierinin

greth oligonukleotit prob ile etkilestiriidi. Ozoiin olicontkleotit nrob iHe hibritleme
¢ fos] & o

isleminden sonva, aym membran 288 rRNA probu ile etkilestisildi,




288 YA
185 tRNA

q -~ b E )
i r £ £
v £

25, K562 hicrelerinde Gy, ekspresvonuy: K562 hiecrelerinin konirol ve farkilagma
ornelderinden elde edilen vaklasik 20 pg toplam RNA drneklert, Gy genine dzgin
@fgw@nukﬁee}{ﬁ prob (A} ve 288 rRNA probu (B) ile etkuest;mm Hibritleme islemi 42° (' da
ve % 50 formamid varlifmda gergeklestirildi, Yikamalar gerec ve yéntem holiimiinde
belirtildigi sekilde yapildt ve son yikama sicakhg 40°C (A} ve 45" C {B) olarak belirlendi. 1.

~

Kontrol, 2. Farklilagms

Sekil 625 de gorildugh gibl kontrol grubunda sinyal elde edilmesine kargm F grubunda
sinyal gozlenemedi. Daha sonra aym membramn 285 rRNA probu ile hibritlenmesinde,
kontrol grubunda F grubuna gére daha fazla mikiarda toplam RNA oldugu gozlendi Bu
nedenle, K ve F érnekleri arasinda varmis gibi gézlenen Farkin gele yikienen toplam RNA
miktariarmdaki farkian kaynaklandi@i dusiinildin. Ayrica Geg' e ait smyalin Gy’ a giire

1

Western-blot analizinde oldugu gibi daha zayif oldufu gdzlend:
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6.2 Gy ve T-Proteinlerinin Saflastirilmasy, T Proteininin Cozeltideki Yapisinin

Incelenmesi

6.2.1 Gy min Saflastiriimas:

Goo' i saflagtinlmasinda gerek Rapor | ve Rapor 2°de izlenen Lee ve
ark.(37yna ait sonuclarda Q-Sefaroz asamasinda G, igin elde edilen saflagmanin
gorilmemesi, gerekse hidroksiapatit kolonundz olumsuz sonuclarin  ahmmasi
izlenilen y6ntemde baz dizeltmeler vapimasim  gerektirdi Ozellikle yiksek
molekiler agrliktaki protein safsizlikianndan kurtulabilmek amaciyla Fenil-Sefaroz
ile Q-Sefaroz kolonlart arasma Gel Filtrasyon basamag: eklendi. Q-Sefaroz kolonu
ise Resource Q kolonu degistirild:.

Asagida, s0zii edilen degisiklikler uygulanarak gerceklestirilen gesitli
deneylerden iki tanesine ait sonuclar verilmektedir. Denevlerden birincisinde
sirasiyla Fenil-Sefaroz, Gel Filtrasyon, Resource O ve hidroksiapatit basamaklan
kulianilmig, ikinci deneyde ise protein kaybimi daha aza indirebilmek amactyla Fenil
Sefaroz sonrast dofrudan Resource (@ agamasma gecilmis ve daha sonra Gel

Filtrasyon kromatografisi uygulanmistir.

Demney 1

Deneyde 12 litre kitlttire kargihik gelen bakteri cokelekleri kullanild: {~63 g).
Fenil-Sefaroz kolonu igin akis iz 5 mi/dak., kesimler 4 m! olarak ayarlandr. Bu
asamadan elde edilen toplama grafigi Sekil 6.26°da | Fenil-Sefaroz kolonundan ve
daha onceki asamalardan toplanan havuzlarin elektroforetik analizi  ise Sekil

6.27de gorilmektedir.



Ahsorbamns (280 n)

u_?’[%.,

T P
80 7 g
7 3
e
53 / 50
/ =
48 - i
/ :
30 P 14
e
28 e \“\& 30
7 / .
) ..
10 / I 2
—_—
J ~ : TMN?“
0 e T 7 l = l 10
| |
1 ¢
H F =
f it 158 00 750 30 T btacim gl

sekil 6.26: Fenil-Sefaroz

Foplama Grafigi

Havuzlar grafikte gosterildigi sekilde
clugturuidu.

Sekil 6.27: Fenil-Sefaroz,
SBS-PAGE

S.protein standartlar:
{yukaridan agagiva);

250 kDa, 148 kDa, 60 kDa,
36 kba, LLizat, 2.DEAE-1,
3.DEAE-2 4.DEAE-3,
S.Amonyum silfar st sivi,
6.Goof Calbiochem), 7 FSHI,
8.FSHZ, 9.FSH3

-3Grga
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Fenil-Sefaroz’da ingEG?PyS baglama testi sonuclan dikkare almarak {Tablo
6.14) gradyentin %38 ile %60 arasina kargihik gelen 2 ve 3 Havuzlar diyaliz edilip 10

mi’ve yogunlastrildi ve gel filtrasyon kolonuna yiiklend;.

Table 6.14: Saflagiirma agamalarina ait gesitli kesimlerin {DEAE: DEAE-Sefasel,
AS: Amonyum Silfat gst sivi, FSH: Fenil-Sefaroz Havuz, RQH: Resource Q Havuz)
toplam hacimleri 230,260,280 ve 310 nm’dek; absorbans deferleri ve GTPyS
baglama testi sonuglarr

’ | Hacim | 230 260 [280 [310 Toplam | Toplam Commg |

{(mh) oD cpm
Lizat | 200 303570235 112 6815 296670 | 435
DEAE-1 | 340 105 113517 103 12380 69020 |20 -

400 38000 |05

| 1520 879516 | 578
11344 G618 a2

i3 40100 | 308
| 184 1138483 | 758
25 (51706 | 2068
194 1232579 6730 |
31 136460 | 8770
126 20216 | 1604
O 16926 1380
0.7 1452 2074
87332

= Gsi filtrasyon kolony icin akis iz 2.5 ml/dak., kesim toplayicis: 2
: m%’;«;ﬁéﬁ{_, ?ﬁzz% ayarland:. Kolona ait toplama grafigi ve havuzlarmn elekiroforetik analizi
B { %’Ef%?? {E?%iﬁ GFH3: 2.3 4 no'ly havuziar) Sekil 6.28 ve 6 29°dg gorithmektedir.
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Sekil 6.28:Gel Filtrasyon
Toplama Grafigi
Havuzlar grafikte gésterilen 8.00 COHLD @ 0.0
. J. 00 ML CHIN EAPERE
sekiide olusturulmustur. G006 HRLUE,EGS 15
U.o0 URLUE . PGS 1.2
DU PORTLZEY 6.1
00 RmOETUSET 6,0

Sekil 6.29: Gel Fitirasyon
SDS-PAGE

S.protein standartlan
{(vukanidan agagiva}:

200 kDa, 1163 kiDa, 974
kDa, 663 kDa, 554 kDa,
36.5 kDa, 31 kDa

L.Gel filtrasyona yiklenen
omek, 2.GFHI, 3.GFH2,
4.GFH3, S.ovalbiimin,
6.Goo {Calbiochem)

—¥ @ﬁﬁ




M"IY'}?M
[3§S§QT§}'}/S baglama testinde en vitksek sayim Havuz 1°den alindi. Kolonun

108-120 ml’leri arasinda toplanan Havuz 1 iki kez Resource baglama tampony ile
seyreltildikten sonra toplam hacim 10 m! olacak gekilde vogunlastirilarak Resource
Q kolonuna yiklendi. Deney sonuglanindan goraldigi gibi G, toplanan hacmin
160-140 ml’si arasinda kolondan ¢ikmustir. Gel filtrasyon kolonunun kalibrasyon
egrisiyle vapilan karsilagtirma bu  bélgenin 115 kDa molekal agirhifindaki
proteinlerin ciktifn bélge oldugunu gostermektedir Bu sonug proteinin kivmelenme
olusturdugunu ortaya koymaktadir.

Ornek uygulanmadan once Resource Q@ kolonu énce baslama, sonra toplama
ve yeniden baglama tamponu ile dengelendi. Alus hizi 3 ml/dak_, kesim toplayicist 3
ml'ye ayarlandi. Proteinler 0-300 mM NaCl gradyenti ile toplands. Sekil 6.30°da
goruldiigi gibi bu agamada yaklagik 150-160 mM NaCl derisimleri arasinda {%650-
%68 Tampon B) [P°SJGTRYS baglama testinde yitksek saymm veren bir pik elde
edilmistir. Ancak SDS-PAGE ve Western blot analizlerinde bu havuzda Gow
(Calbiochem) ile ayn: ¢izgide bulunan yerde higbir bant gozlenmemigtir (Sekil 6.31

ve 6.32}.

I
) g ey

Absarhans {108 )

et e

Sekil 6.30: Resource @ Toplama Grafigi
Havuzlar grafikte gosterilen sekilde olusturulmustur,
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=G G

Sekil 6.31: Hesource ) 8DS-FAGE Selil 6.32:Rescuree (F Western blot
S.protein standartiart (yukaridan agagiyay. S.protein standartlari (yukarndan asagiva):

97 kDa, 64 kDa, 43 kDa, 30 kDa 97 kDa, 64 kDa, 43 kDa, 30 kDa
.yiklenen ornek, 2. ROH1, 3 RQH2 1.yiiklenen drnek, 2 RQHI, 3 ROH2
4 ROH3, 5 G, (Calbiochem) 4 RQH3, 5.Gy, (Calbiochem)

Hidroksiapatit kolonuyla yapilan daha dnceki deneylerde G, proteininin ve
diger proteinlerin kolona hi¢ baglanmaksizin kolondan ¢ikmasi nedentyle | kolonia
beraber verilen teknik direktifleri gézdninde bulundurarak baslama ve toplama
tamponlannin pH degerleri 8.0°den 6.87¢ indirildi ve potasyum fosfat sodyum fosfat
ite degistinldi. Resource (F"dan toplanan Havuz 2 (ROHZ: 3 no’lu kuyu) seyreltme-
yogunlastirma iglemivle hidroksiapatit baslama tamponu ile dengelendikien sonra,
toplam 5 ml hacime yoZunlagtinian 6rnek kolona uyguland:t Akis hizi 2 mi/dak.
kesim toplayicist 2 ml've ayarlandi Yine tim 6mek yikama asamasinda kolondan
ciktr (Sekil 6.33). Kolondan toplanan tim kesimler birlegtirilerek bu kez Bio-Gel
HTP kolenundan gegirildi. Proteinler bu kolona baglandiysa da gel ve Western blot

analizinde hi¢bir bant gézlenmedi,
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5 Sekil 6.34: Fenil-Sefaroz
3 g & i s
o Poplama Grafigi
iU Havuzlar grafikte gasterilen sekilde

olusturulmustur.

Fenil-Sefaroz bir Gnoeks

3

Havuz 2 Resource O kolonuna vikien

1]

Sekil 6.35°te verilmistir. Sekiide gorildiga gibi

(%%640-50 Tampon B) dizgiin bir pik elde edildi ve yine bu pikte bagla
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Sekil 6.35: Rescurce O
Toplama Grafige

sekilde olusturuldu,

Ancak gel filtvasyonda dilzgim bir aynlma olmadi. Baglama testi son

6.15) ve Sekil 6.36 ve 6.37. Gu.mun kolona vitklendigin ortaya koyduy
grafiginde net bir pik saptanmadi {grafik gostenimemigiir)

Havuziar  grafikie  gdstenl
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Sekil 6.36: Resource § ve Gel Filtrasyon SDS-PAGE

8. protein standartian (yukandan asagiva): 97 kDa, 64 kDa, 43 kDa, 30 kDa,
1.Resource (J’va yiklenen, 2.RQH1, 3.RQH2Z, 4.G,, (Calbiochem)

&, Gel filtrasyona yiklenen, 6.GFH

8o

Sekil 6.37: Resource @ ve Gel Filirasyon Western blot

8. protein standartlar: {yukaridan agagiya). 98 kDa, 64 kDa, 50 kDa, 36 kia,
1.Lizat, Z.DEAE-1, 3.DEAE-3, 4. Amonyum siiifat iist sivy, 8,FSHI, 6.FSH2, 7.Gy,
{Calbiochem}, 8.Resource (J"va viiklenen, 9.RQH1
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Flektroforetik analiz sonuclarma gore havuzlar biraraya toplandi (Sekil 6.39).

Aminometiltransferazn da 40 kDa molekiil agirhfina sahip olmasi nedeniyle

standart olarak yine Gy, proteini (Calbiochem) kullamlds.

"‘§§<m

§1 23 4 5 6 7 & 9

Sekil 6.39:Fenil-Sefaroz. SDS-PAGE

S.protein standartlari (yukaridan asagiya). 98 kDa, 64 kDa, 50 kDa,36 kDa, 30
kDa, 16 kDa, LLizat, 2 DEAE-1, 3.DEAE-2, 4. Amonyum silfat tst sivi,
5.G{Calbiochem),6.FSH1, 7.FSH2, 8, FSH3, 9.F5H4

Bu kez gradyentin %23 ile %46 arasindaki daha genig bir bolimi toplanarak gel
filtrasyon baslama tamponuna karst gece boyu diyaliz edildiDaha sonra toplam

hacim 10 ml olacak sekil de vogunlagtinlarak gel filirasyon kolonuna yiklend

(Sekil 6.40).
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Sekil 640 : Gel Filtrasyon L oM D <34

URLVE.FOS 1.2
Toplama Grafigi Y 98 L2
Havuzlar grafikte gosterilen sekilde el
olusturulmustur.

Sekil 6.41: Gel Filtrasyon, SDS-PAGE

S.protein standartlari {(vukarnidan asagiya). 98 kDa, 64 kDa, 50 kDa,36 kDa, 30
kDa, 1.Gel filtrasyona yuklenen dmek, 2.G,, (Calbiochem), 3.GFH1, 4.GFH2,
5.GFH3, 6.GFH4, 7.GFIS, 8.GFH6




Gel filtrasyon kolonunda akis hizr 2.5 mil/dak "ya, kesim hacmi 2 ml've
avariand: 144-164 mi arasindaki kesimler {Sekil 6 40, Havuz 5) biraraya toplanarak
[ ml’ye yogunlagtirddi Absorbans degerinin toplam 4 OD oldugu saptandikian

sonra drnek her seferinde 2 OD gelecek sekilde Mono Q kolonuna visklendi (Sekil

6.42.6.43).
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Sekil 6.42 : Mono ¢ Toplama Grafigi.
Havuzlar grafikte gosterilen sekilde olusturulmustur.

Iki kez viklenen érnegin her ikisinde de gradyentin %95’ine denk gelen
Havuz 3°tn SDS-PAGE analizinde 40 kDa civarinda saf ve giicli bir bant verdigi
gériildi




—T-protein

s 1 2 3 4 5
Sekil 6.43: Mons Q SDS-PAGE
S.protein standartian (yukandan asagiya): 98 kDa, 64 kDa, 50 kiDa,
36 kDa, 30 kDa, 16 kDa, 6 kDa, 4 kDa, 1.yiiklenen drnek,
2.MOHT, 3.MQH2Z, 4. MOQHS3, 5.G,,. (Calbiochem)

Table 6.17 : Deneyde gergeklestirilen saflagtirma agamalarma ait kesimlerin foplam
hacimleri ve 230,260,280 ve 310 am'deki absorbans degerleri.

Hacim (ml)} Ansg Asen A amg Agye | Toplam OD
iizat 250 8 35 29 2 7256
DEAE 1 440 8.0 1.5 11.7 32 5148
BEAE Z 300 11 4.3 3 12 S0
DEAE 3 190 266 19 123 1.6 2337
AK, 240 258 143 9.7 1.4 2328
FSH i 24 2 2.3 1.7 i 40.8
HICY S 52 7.4 6 3.9 i 203
FSH 3 48 74 2.45 Z.3 I (i
FSH 4 56 7 1.1 .6 1 S0
GF itk 10 262 32.8 23.4 08 234
GFHI 8 I4.6 203 9.8 0.04 78
GEFH2 8 18 19 5.7 0 45,6
GFH3 12 17 2 2.3 0.05 27.6
GFH4 14 1z I 1.2 0 17
GFHS 20 4.7 0.7 8.2 G 4
GFHo 13 I 0.04 0.9 G &




Satlagtindan T-proteini’nin yvapisal parametrelerinin X-igin kilehk agi sagilma
vontemiyle analizi EMBLUin {Hamburgy DESY 'de verlesik DORIS depolama
halkasinda bulunan X33 kameras: kullandarak gergeklestiniidy

Teproteint olgimlert 50 mM Tris HCL pHB8.0 ve 285 mM NaCl  igeren
tampon icinde, 53 mgfmé derigimde, kontrol olarak kullandan sigy serum albiimin’e

(BSA) ait olgimler ise 50 mM Hepes, pH:7.5 tamponunda ve 10 mg/mi derisimde
vapiimisir. Teprotein ve BSA kiigik agi sagiima efrilert Sekal 6.44™te veritmastit. T-
protein egrisinde buvitk s degerlerinde géritlen disik sinyal/giiriitd orant proteinin

diigiik derisimde olmasindan kaynaklanmakiadir,

T-protein ve BSA igin sagilma edrileri (1) ve daZilim fonksivonu {2} Sekil

645 (Ay ve (By'de gorilmekiedir. Tablo 6.18'de ise girasyon vangaplan ve sifir
aciva ekstrapole edilmis sagiima egrisinden elde edilen 1 siddeti degerlent {HO})
vertimigtir. 0} deferlerini  proteinlerin molekiifer agihikian  kapsaminda
degeriendirmek mimkindiir. MW {T-protein) / MW {(BSA) = 0.6 degerinin 10} (T-
protemn) / KO (BSAY = 0.5 degeri ile uyumu dleimlerin uyvgun kosullar altinda
gergeklestidinin ve T-protein ¢ozeltisinde kiimelesme olmadi@inm isaretdir. 0.05 <5
< 0.4 nm’ arahéinda Slgtien samima egrilerinden hesaplanan girasyon yarigaplart T-
protein igin 2 58 nm ve BSA igin 2.98 nm olup kiresel yapilarda sirasiyla 3.32 ve

3.84 nm varicap degerlerine kars

Sekil 6.44'te  gosterilen ?—pm‘zﬁ‘eén ve BSA dagibm fonksiyonlanm

kargilagtrdigmmizda T-protein egrisinin BSA'va oranla daha asimeink oldugu
goridlmektedir. Avrica T-protein girasyon vangapinm da BSA minkinden gok farkh

olmamast bu proteinin  ¢ozeltide asimetnik b yapiva sship  bulundugunu

gostermektedir



.
T-proteini’nin gekli haklunda daha ayrinul bilgi edinebilmek icin deneysel
sagtlma efirisi protein veri bankasindaki (PDB) yvapist bilinen ve aym molekil
agwhginda olan G, (GDP, GTPYS ve AlF, bagl yapilar), Gy, o (GDP, GTPYS ve
AlF, baglt yapilar) ve Gigpipy (50, 35, 62, 11, 45, 70 ) proteinleri icin hesaplanan
sacilma egrilerivie karsilasuilds
Deneysel efri ile G, GDP AIF, (62) arasinda yapilan karsifagtirma iki yap
arasinda higbir benzerlik gostermedi. Ancak, Sekil 6.46°da goriilebilecedi gibi Gigpivz
heterotrimerindeki (70) ac-altbiriminin yapss: ile deneysel egri arasinda belirgin bir

benzerlik sapiands.

Log I(s)

4

]

Pihmei—-1

Sekil 6.44: T-proteini (T) ve sifar serum albiimin (BSA) icin kilciik aq: sacilma
desenleri

Genis agilarda T-proteininde gézlenen dissik sinyal/giiriiitii orani, protein derisiminin
disiik olmasindan kaynakianmakiadir,
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Sekil 6.45 A : T-proteini igin sagiima egrisi (1) ve dagbim fonksiyonu (2)
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Sekil 6.45 B : BSA icin sagiima egrisi (1} ve dagihim fonksivonu (2)




Table 6.18: T-protein ve BSA ya ait girasyon yarigaplari ve sagilma giddet
degerlerinin karsilagtiniimasi

R, (1m) (0)
T-Protein (MW: 40 kDa) | 7.58 0.297
BSA (MW: 65,2 kDa) 2.98 0.596

g &

i : i
i ~38 Peidr)
godpivein (thidas

Sekil 6.46: T-proteini (kesik ¢izgi) ve Gy, (diz cizgi) icin Slgiilen X-15in sagiima
desenlerinin karsilagtiriimas:.
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7.TARTISMA

7.1 Erxitreid Hiere Farkbilasmasinda G Proteinlerinin Roli

G-proteinleri GTP baglayan kiigitk ras ve rho proteinlerine ek olarak protein
sentezindeki bazi fakiorleri de iceren GTPazlar ailesinin tyelerindendir. Salg
hizinm kontrolis, kas kasilmasi ve metabolik islemler gibi kisa dénemli etkiler ve
buyiime ile farkilagma gibi uzun denemli etkilerin G proteinleri ile kenetlenen
reseptorler tarafindan dizenlendigi bilinmektedir. Son zamanlarda yuriititlen baz
caligmalar G proteinierinin  hiicre farkllagmasinda da rol  oynayabilecegini
dugondirmistir. Mullaney ve Milligan néroblastoma X ghioma hibrit hilcrelerinde
yurtittiklert bir caligmada hiicre igi cAMP derigimini artirarak  farklifasmaya vol
agan kosullar altinda G,' in « alt biriminde artiy gézlemislerdir (31). Bir bagka
caliymada bogmaca toksininin BC3HT kas hiierelerinde biviimeyi durdurarak
farklilagmayt wyardign gosterilmistiv. Bu aragtinicilara gore, bogmaca toksini bu
hilcrelerin zaninda bulunan ve bitylime faktorlerine 6zgin reseptorlerden gelen
sinyallert hitere igine aktaran G proteinini ADP ribozillemeltedic. HL-60 ve 1392
monositlerinde farklifasmaya kosut olarak arttigs gozlemlenmistir (48,51). 3T3-L1
fibroblast  hiicrelerinin  fipolitik maddelerle (DEX-IBMX) vag hicrelerine
farklilagmas: esnasinda Gy, Giy ve Go, miktarlaninin degistigi saptanmistir (19).

K562 hiicreleri Lozzio ve Lozzio tarafindan bir kronik miyeloid Idsemik
hastamin terminal blastik kriz déneminde elde edilen hilcrelerden geligtirilmigtir (4).
K562 hiicreleri pregranilositik fazda bulunan insan eritroid hiicre soyudur, Normal
eritroid &ncll hilerelerin uzun sire kiltiirde tutulmast ve farkhlasmanin  keitik
agsamalarmda senkronize olmusy hiicre toplulugunun elde edilmesi olduk¢a zordur. Bu
nedenle eritroid hicre farkhlagmasi icin uygun bir model olan K562 hiicreler
secilmigtir. K562 hicreleri hemin ile farkhilasmaya yonlendirilerek hemoglobin
sentezi yaptiklar: bilinmekte ve bu hiicrelerin hemoglobin sentez miktar:, benzidin ile
boyanma  kapasiteleri olan benzidin pozitif orant ile tammlanmaktadir. K562
hitcrelerinin hemin ile beg gunliik indiksivonundan sonra benzidin pozitif orant %

65-70 arasindabulundy.
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Kontrol (K) ve farklilagnus (F) K562 hicrelerinden cesitli hitcre alt kesimieri
elde edildi ve bu kesimler G protemlerinin o ve By alt birimlerine Ozgiin antikorlarla
stkilestirildi. Ham zar kesimlerinde G protemnlerinin zenginlestigi belirlendi.

G proteinierinin GTP' m hidrofizlenmeyen analogu olan [ SIGTPYS ' vitksek
afinite ile bilinmektedir. Bu nedenle K ve F K562 hicrelerinin ham zar kesimlerinde
GTPYS baglanma etkinlikier incelend) K562 hicrelerinden hazirlanan  zar
kesimlerinde GTP baglanma tepkimesinin zamana bagimhiidr incelendi ve GTP
baglanma etkinliginin her iki grup igin yaklagik 40 dakikada doyuma ulagti
belirlendi (Sekil 6.3). Guanin niikleotit baglanma etkinliginin protein miktanna
bagimlt oldugu saptand:. Tepkimenin ligand konsantrasyonuna (GTPyS) bagimlilig
incelendiginde kontrol gruby i¢in baglanma afinitesi (Ka) 3.5 uM, By, degeri
73.4x10° fmol/mg protein, farkhlasmig grup icin ise Ky 22, uM, Buax degeri
104 1x10° fmol/mg protein olarak belirlend {Sekil 6.5.). GTP nin TPyS baglanma
tepkimesini ézgiin olarak baskiladii, 107 M GTP ile elde edilen baglanma
miktarmm 107 M GTP ile tamamen engellendifi gozlendi (Sekil 6.4).

K562 hicre farklasmas: sirecinde G protein ekspresyonunda olas: bir
degisikligi saptamak Uzere, hilcre zar kesimlerinin Gonaka, Gpy, Goos Gitza, Cu, Gee, ve
Gisu. ' va dzgin antikorlarla immiin-tepkimesi incelendi.

G protein  alt birimlerinin tamini tantyan antikor ile pozitif kontrol olarak
kullanilan beyin zar kesiminde elde edilen kuvvetli etkilesim bolgesine K562
hiicrelerinde karsilik gelen sinyalin K grubunda, F grubuna gGre ¢ok daha kuvvetli
oldugu gozlendi (Sekil 6.6, 6.7.). Filtrenin dansitometrik degeriendirilmesi ile K
grubundaki sinyalin F grubuna gore yaklagik 6 kat daha fazla oldugu saptandi, ancak
bu antikorla 67 kDa civarinda bagisik tepkime gosteren bir baska proteinde de benzer
bir fark oldugu goze carptt. K ve F grubu ham kesimlerinde Gygy alt birim miktarlan
agisindan dnemli bir fark olmadigr gozlendi (Sekil 6.8}

Beyin zar proteinlerinin % 1-2' ini olusturan G, proteinine Ozglin antikor ile
sican beyin zar kesimi ile immin-etkilesim saptanmasina kargm, K562 hiicrelerinde
bir etkilesim gerceklesmedi (Sekil 6.9, 6.10, 6.11, 6.12, 6.13)). Geg, proteininin,
K562 hiicrelerinde bulunmadigr ya da ekspresyonunun  Western-blot analiziyle

saptanamayacak kadar diigik dizeyde gergeklestigi sonucuna vanldi. Bu bulgu
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eritroid dncil hilerelerinde Goe 0N buiuﬁmamgmz ileri siiren gahsmalarla aym
dogrultudadir (71 243,

G eksprevonuny farkllagma strecinde incelemek amactyla, hiicrelerden
farklilagmaya indiklendikien sonra ikinei giinden baslayarak altines giine kadar elde
edilen ham zar kesimleri G, ya Ozgln antikorla etkilestirildi ve farklilagmas
hiicrelerdeki Gy, miktarinm kontrollere kryasia besinci giinde % 50, altine: giinde %
20 oramnda arttigs belirlend; ayrica, pozitif kontrol olarak kullanilan sican beyin
zarinda Gy’ min uzun (L) formu kisa (8) formuna gore daha fazla miktarda ken K562
hicrelerinde kisa formun daha fazla miktarda oldugu gozlendi (Sekil 6.14). G,,
ekspresyony RINA diizeyinde de incelendi. Kontro!l grupta Gy, mRNA' sima ézgim
etkilegime ragmen, F grubunda bu etkilegim gozlenmedi. Ancak, Northern-blot
analizinde membranlara yiklenen érnelderdeki RNA miktarlarinm  saptanmass
amaciyla yvapilan 285 rRNA probu ile hibritieme iglemi sonucu, 285 rRINA' ya ézgiin
sinyalde de aym dogrultuda bir fark saptandi. Bu nedenle K ve F smeklerinde G
mRNA' s diizeylerindeki farkin gele yiiklenen toplan RNA miktarlarindal faritan
kaynaklandif sonucuna varilds. Gur' € ait sinyalin, Western-blot analizinde oldugu
gibi Gys' & gére daha zayif olmasi, K562 hiicrelerinde Gso' nin kisa formunun daha
yiiksek dazeyde ekspres edildifiini dogruladi (Sekil 6, 14). Bu sonuglar Tenailleau ve
arkadaglarinin Gi, gibi Gy nin tim eritroid hilcrelerde ekspres edildigini ancak o' in
uzun formunun ekspresyonunun eritrositlerde daha zayif oldugunu gésteren calisma
(67} ile uyum igindedir.

Gy adentlat siklaz uyarici rold ile tammlanan G proteinidir. G, nin
farkllagmay: 3T3-1 fibroblast hitcrelerinde baskiladig: (20), F9 teratokarsinoma
hitcrelerinde ise uyardifr (17} gosterilmigtir. Meifner ve arkadaslar her ne kadar
retinoik asit ile indiiklenmis insan miyeloblastilk Iésemi (HL-60} hilcrelerinde G,
diizeylerinde bir azalma saptamislarsa da, Tenailleaue ve arkadaslan CD34"
hiicrelerinin granilomonositik ve eritroid farklilasmasi siirecinde hem Gyo hem de
G ditzeylerinin arttiging gistermiglerdir,

3T3 fibroblast  hicrelerinde farklidagmayr uyancy, F9 teratokarsinoma
hiicrelerinde ise baskilayicr rol oynayan G, protein ailesinin iyeleri PTX ile ADP-
ribozillenir ve Gy, proteini reseptortt ile kenetlenemez, Insan ve fare fetsl karaciger

eritroid  dnciil  bicrelerinde PTX in Gy, alt birimini ADP ribozillemesi  ile
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eritropoietin’ e bagimli koloni olusumunun engellenmesi (13), G proteinlerinin
eritropoiez ile iligkili olabilecegini disiindirmiistir. Bir baska ¢aligmada insan
eritroid 6nctl hiicrelerinde kalsiyum kanallarmn eritropoietine  bagimh olarak
dizenlenmesinde Gg,' nm gerekli oldugu gosterilmistir (44). Eritopoietine duyarl:
fare eritrolosemi (RED-1) hiicrelerinde, termina! farkhiasmanm Gi,' nin kaybi ve
Gize ' i sitozolik formunda artig ile iligkili oldugu (32), premiyelotik bir hiicre soyu
olan HL-60 hiicrelerinin  nétrofillere farklilasmas: esnasinda Gp, da  insan
megakaryoblastik I6semi hiicresi MEG-01' in farkhlagmasinda ise Gpy ve G
miktarlarinda artis oldugu gézlenmistir (32). Bu calismada K562 hicrelerinde Gy,
ekspresyonu belirlenmemis G, diizeylerinin farklilasma ile % 12 oraminda azaldig
gézlenmistir.

Adipogenezin dizenlenmesinde rolii gosterilen ve fosfolipaz C efektoriine
kenetlenen Gy, proteini  dizeylerinin  eritroid farkitlagmasinda  degismedigi
digtnitlmektedir (67). Bu calismada K562 hiicrelerinde farkllagmaya kosut olarak
Gyrira dizeylerinin % 22 oraninda arttig: belirlendi.

Sinyal iletim yolaklarma aracilik eden, G proteinleri hematopoietik hiicrelerin
bir cok uyarana yanitim belirlemektedir. Hematopoietik hiicrelerde Gy, Gi2a, Gt ie
gibi bir ¢ok farkhh G proteininin bulundugu bilinmektedir,; ancak, valnizca
hematopoietik hiicrelerde bulundugu gosterilen Grg, proteininin, hematopoietik hilcre
bilyimesi ve farklilasmasinda énemli bir rof oynama olasthg vardir, HL-60
hiicrelerinde dimetilsiilfoksit ile indikienen terminal farkilasmanin Gy, akt biriminin
ckspresyonunda artis ve Gig, ekspresyonunda azalma ile paralel seyrettigi
gosterilmigtir (2). Tenailleau ve arkadaglarinm arastirmalannda da Gis' mn 46 kDg'
ik formunun eritroid onciil hicrelerinde ve trombositlerde yiksek miktarda
bulundugu, ancak eritroid olgunlasma sirecinde azaldigr gosterilmigtir {67). Aym
sekilde Gigq proteini de eritropoiezde gecici olarak ekspres edilmektedir. CD34°
huicrelerinde ekspresyonu gézlenmezken, eritroblastlarda ortaya ¢ikmakia ancak
eritrositlerde bulunmamaktadir,

Amatruda ve arkadaslari K562 hiicrelerinde Grse mRNA' smin ekspres
edilmedigini gostermislerdir (2). Bu calismada K562 hiicre zar kesimlerinde Gloe

proteinine kargi gelistirilen AS 339 antikoru ile etkilesim saptanamamstr. Ancak bu
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deney igin uygun pozitif kontroliin bulunmamast K562 hicrelerinde e proteininin

yokiuguna dair kesin bir sonuca variimasint olas kilmanmstir,

Biyime, farklilasma ve gelisme sieclerinde kritik rolletine karsin, &
proteinlerinin bu olaylarda hangi mekanizmalarla etkin oldukian, ekspresyonlarinm
ne sekilde diizenlendigi, hangi efektérleri kullandiklan tamamen anlagilamamustir. G
proteinlerinin  gelisme zerindeki bazi etkilerinin bilinen efektérier aracilifivla
gergeklestirdigi agiktir: 6rnegin, cAMP' nin morfojen olarak etki ettiZi hicrelerde
Gz ve Ga' nin proto-onkogen olduklar bilinmektedir (69). F9 teratckarsinoma
fitcrelerinde G, fosfolipaz C' yi baskilamakta, Gy, diizeyinin morfojene yanit
olarak azalmas: sonucu ise fosfolipaz C' nin Gzerindeki inhibisyon oriadan
kalkmakta, sonug olarak kalsiyum mobilizasyonundan sorumbu inositol fosfatlar ve
protein kinaz C ve MAP kinaziar vyaran diacgilgliserol sentezlenmekiedir. G
proteinleri i¢in diger efektdrier hakkinda bilgt daha azdir. G  tarafindan
dizenlendigi gosterilen adipogenez éreginde adenilat siklazdan baska efekior ya da
efektorlerin - Gipy / Gy, proteinleriyle diizenlenme olasihg vardir. Su anda spekiilatif
olmakla birlikte G proteinlerine duyarli ve G proteinlerini mitogenez, farkhiasma
belki de apoptosis ile ilgili efektsriere kenetleyen tirozin kinazlarin bulunma olasiis
tartigtimaktadir. 3T3-L1 hiicrelerinin adipositlere farklilagmalan sirecinde Gu,/ G,
duzeylerindeki degigimlerle birlikte, fosfotirozin miktarlarinda farklar gozlenmisg,
ancak cAMP diizeylerinde herhangi bir artts ya da azalma saptanmarigtir (40). MAP
kinaztarin G proteinleriyle uyanimasinda birgok non-reseptdr tirozin kinazin sart
oldugunu gésteren ¢aligmalar bu hipotezi desteklemektedir (40). Bu caligmalar
yalnizea baz: hiicre soylarinda yapiidigi icin butiin hiicreleri rneklemease de efer bu
hipotez dogrulanirsa, hicre iletim sistemlerinde G proteinleriyle tirozin kinazlar
arasindaki etkilesimin yer aldifi yeni bir mekanizmaya 151k tutulacaktir,

Hem eritroid hem de megakaryositik soya dzgin farklilasma markerlerini
igeren HEL hiicrelerinde dzgiin PKC inhibitéri GF109203X' in megakaryositik
farkhilasmay: baskilayarak eritroid farklilagmay: inditklemesi  (26) bu hicrelerde
eritroid farkhlagmayt baskilayan bazal PKC etkinliginin varlig ile agiklanabilir
K562 hucrelerinde tirozin kinaz inhibitérlerinin eritroid farkhlagmay: indikledigi
gosterilmistir  (27,3).  PKC uyansimn biyiime ve gelismeye tligkin genlerin

ekspresyonunda  degisimlere vyol agan fosforillenme gelalesinin  tetikledig
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bilinmektedir. Bu agidan PKC' nin hematopoietik farkhlasmanin diizenlenmesinde
anahtar rolii oynamast olasidir,

Birgok hucrede oldugu gibi eritroid hicre farkllagmasinda G proteinlerinin
rolleri oldufu agiktir. Bu galigmada da farklilagsmis ve farklilagmamis K562
hiierelerinde Gy, Gia ve Gy dilzeylerinde farklar saptanmistr. Bu protemlerdeki
defigimlerin  hangi efekiorler ve reseptorler aracthiiyla  farkhiasma  sirecini
etkilediklerinin  belirlenmesiyle, eritroid  hiicre farklilagmasimi  dizenleyen
mekanizmalarin anlagilamasia katkida bulunacaktir.

Hritroid farkldagmanin dizenlenme mekanizmalarnin anlagiimasimin kanser
problemi ile de yakindan iliskisi vardir. Bir gériise gore hiicre gogalmasiyla
sonuglanan onkojenik transformasyon, hiicrenin farkhlagsmamasindan
kaynaklanmaktadir. Bu agidan, farkilasmadan sorumiy G proteinlerinin kanserli
hiierelere transformasyonu ile hilcreleni farklilagmaya yonlendirecek  calismalar

kanser tedavisinde yeni bir secenek olabilir,

7.2 Goq ve T-Proteinlerinin Saflastirilimas: ve T-Proteininin Czeltideld
Yapisumn Incelenmesi

Hicre sinyal iletiminde aract roliy olan G-proteinlerinin isleyisleri ilk olarak,
hiicre ¢ofalmasi ve farklilagmasinda énemii isleve sahip GTP-baglayic: proteinler
olan Ras proteinlerinin i boyutlu vapilanmn ¢dzimlenmesi ile aydinfanmaya
baglamistir (55). Enzimlerin katalitik bolgeleri islevierini en ¢ok etkileyen bolge
oldugundan, heterotrimerik G-proteinlerinin incelenmesinde hem katalitik GTPaz
etkinligine sahip, hem de proteinin islevsel ozginligini belirleyen c-altbirimi yap
aligmalar: temel olusturmuslardir Bugime dek cesitli a-altbirimlerinin aktif olan ve
olmayan formlari wve ; proteininin  heterotrimerik vapist  coziimlenmistir
(50,35,62,11,45,70). Merkezi sinir sisteminde en yaygin bulunan G-protein tipi olan
G, tzerine ise heniiz yapisal bir calisma yaymlanmamistir.

Calbigmamn bu bélimiinde G, in sinir sistemindeki 6ncelikli roliinin
dayandift yapisal farkliliklarn  aragtirdmas:  hedeflenerek G, proteininin
ekspresyon ve saflagtirma calismalart yapildids gibi, Goo ile birlikte saflagan ve K.coli
glisin-parcalama sistemi enzimlerinden biri olan T-protemninin de kiiciik act sagilma

yontemiyle yap: analizi gerceklestirildi.
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Klonlanmg dkaryotik genlerin £ coli’de ekspresyonu birbirine benzer diziye
sahip proteinlerin kolaylikla birbirinden ayrilahilmesi ve yitksek miktarda protein
eldesini clanakl: kalmasi nedeniyle son yillarda tercih edilen bir yoniem olmustur.
Ficoli’de ekspres edilen rekombinant G-proteinierinin memeli kaynaklarindan elde
edilen proteinlere es olmamakla birlikte benzer olduklar: saptanmustiy. Saptanan
farkliliklarim ise normalde F.coli tarafindan gergekiestiriimeyen miristoillenme,
palmitoillenme  gibi translasyon sonrasi kovalent degisimlerden kaynaklandigs
disiiniilmektedir (37).

Rekombinant G-protein ekspresyonunda kullamilan ilk sistemlerden biri
fcoli K38  soyuna  aktanimig NpT7-5 plazmidine Gy, geni takilarak
olugturulmugtur Bu sistemde ekspres edilen Geo'nin 45 ve 52 kDa'luk her iki
formunun da ADP-ribozillenme ve adenilat siklaz aktivasyonlarimn aym derecede
oldugu saptanmus, ancak saflastirdmis tavgan karacifer G,i ile karsilagtmldiginds,
ekspres edilen proteinin yalmzea %1-2sinin akiif oldugu gorilmistir lst artisiyla
nditklenen bu sistemde ekspresyon seviyesi oldukga disitk oldugundan, yapi
¢ahgmalart gibi ¢ok miktarda ve yiksek saflikta proteine gereksinim gésteren
alanlarin  ihtiyacimi  karsilayabilmek amaciyla farkli  ekspresyon  sistemleri
aragtrilmgtr (38).1994 yilinda Lee ve ark. BLZI(DE3) hucrelerine aktarilmig pQE-6
ekspresyon vektdruni kullanarsk G, Gy ve G, ekspresyonunu biraz daha
arttrmayi basarmiglardir . Ancak ekspresyon diizeyi hala blyitk olgekli kisltiirleri
gerektirdiginden son yillarda Baculovirus ckspresyon sistemi kullandmistir, Konake:
olarak Sf9 boécek vyumurtalik hiicrelerinden yararlarilan  bu sistem  yiksek
ekspresyon diizeyi ve translasyon sonras: degisimlerin  gergeklestirilebilmesi
agisindan avantajidir. Burada kullanilip sentezlenecek proteine ait cDNA, viris
promotorunun ardina yerlestirilir. Baculovirus sisteminde sentezlenen rekombinant
proteinlerin iglevsel aktivitelerinin dokudan saflaghmilmus proteinlere cok yakin
oldugu goézlenmistir |

Bu ¢aliymada ekspresyon sistemi olarak pET-3a vektérinin T7 promotory ve
gen 10 baglama bolgesinin eklendigi pGEM-3 (Promega) tirevi pT7/Ndel/G,
plazmidi ile BL21(DE3) hicreleri kullanldr | Ekspresyon deneyleri, sistemi sagilayan
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Dr.joel Moss’un énerdigi kaynaga (25) dayanarak, 0.4 mM IPTG ile baglatiiip, daha
sonra 0.2, 0.5 ve I mM gibi farkli IPTG derisimleri ile tekrarlandi Yukarda sozii
edilen kaynaklara benzer olarak aktif G, protein ekspresyonu gerceklestirildiyse de,
ekspresyonu [PTG ile kontrol ederek bu proteinin fo.colf proteinlerine gérece oramm
arttirmak mimkin olmadi. Lee ve ark. rekombinant G, proteinierindeki ditsiik
verimi ekspresyon dizeyinden cok, protein ¢bzinirliginin azhfma ve yanhs
katlanmaya baglamaktadirlar. Bu soranun uzun sureli, ancak disik derisimli IPTG
ile indikieme vyoluyla giderilebilecegini  onermisler ve zenginlestiriimis  besi
ortaminda biyiitilen kitltirleri 30 pM IPTG ile 12 saat stireyle indiklemisierdir.
Buna dayanarak 50 ve 100 pM gibi daha disik PTG derisimlerinde uzun sireli
indiklemenin etkileri arastinldi. Ancak bu yontemi uygulayarak gergeklestirilen
deneylerden de olumiu sonug alinmads |

Artalan ekspresyonunu disirmek ve ekspresyonu arttirabilmek amaciyla
deneyler %0.4 mM ghikoz ve zenginlestirilmis LB besi ortamlanyla tekrarlandi. Bu
deneylere ait SDS-PAGE ve Western blot analizinde genel protein ekspresyonu
diizeyinde artis saptandiysa da IPTG’ye bagunli bir degisim gozlenmedi Artalan
ekspresyonunu  kontrol  edebilmek amaciyla  pT7/Ndel/G,,  plazmidi
BL2I(DE3)pLysS ve BL2I(DE3)pLysE hiicrelerine aktarildi Bu hiicreierle vapilan
denevlerde de BL2ZWDES)pLysS hiicrelerinde hicbir degisim gozlenmezken,
BLINDE3)pLysE hiicre soyunda ekspresyon dizeyinde artis gorildii. Ancak G,
ekspresyonunun  genel ekspresyon seviyesine gorece orammnda  bir degisim
saptanmadi,

Yukarda anlavlan sonuclarda gorildiign gibi pT7/Ndel/Gy, plazmidini
kullanarak G, proteininin ekspresyonuny: indiiklemek ve bu proteininin diger . cofi
proteinlerine goérece oramm arttirmak mimkin olmads, Ancak GTPyS baglama ve
Westem blot analizi sonuglar hiterelerde Justice ve ark. ile Hong ve ark."nin (25,30)
sonuglarina uygun olarak saptanabilir miktarda Go, proteininin sentezlendigini ortaya
koydu. Bu durumda izlenebilecek iki yoldan birisi farkls ekspresyon sistemlerin
deneyerek ekspresyonu arttrmak, bir digeri ise wvarclan ekspresyon sistemini
kullanarak  saflastirma  asamasina  gegmekti, Farkls ekspresyon  sistemlerinin
denenmesi uzun zaman ve degisik tekniklerin uysulanmasim gerektiren bir vol

oldufundan ve bu calismann ileriya donitk amaci saflagtirma ve yapianalizi
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tekniklerinin  geligtiriimesi oldugundan éncelikle varolan ekspresyon sistemiyle
saflagtirma iglemlerinin denenmesine karar veriidi

Saftagtirma  deneylerinde BLZUDE3) hoereleri kullanild: ve hazirlanan
kaltiirler Aoy = 0.6 degerine ulastiktan iki saat sonra hitcreler toplanarak parcaland:
ve yéntemler bsliimiinde anfatiddids sekilde saflagtirma agamalarinin uygulanmasina
gegildi.

Saflagtirma islemlerinde iik olarak Lee ve ark "na ait kaynaga (37) dayanarak
DEAE-Sefasel beg kromatografisi ve amonyum silfat ¢oktirme asamalar sonrasi
Fenil-Sefaroz - (Q-Sefaroz - Hidroksiapatit kromatografi basamaklars izlendi. S6z
konusu kaynakta, Fenil-Sefaroz agamasinin toplama grafiginde genelde belirgin
pikler gorilmemekle beraber, GTPyS baglama aktivitesinin, gradventin 0.6-0.9 M
amonyum siilfat derigimine denk gelen bélgesinde yiksek oldugu saptanmistir. (-
Sefaroz asamasmda ise hem 280 nm deki absorbans oloiimleri, hem de GTPyS
baglama testi sonuclart 125-190 mM NaCl civarinda belirgin bir pik vermis, ayrica
bu agamaya ait SDS-PAGE analizinde safsizhikiarin bitylk oigiide temizlendigi
gozlenmistir,

Yapilan Go saflagtirma deneylerinde Fenil-Sefaroz agamasinin sonuglan Lee
ve ark. ile uyumluysa da, elde edilen Q-Sefaroz toplama grafigi genelde farklilik
gosterdi. SDS-PAGE analizleri Fenil-Sefaroz agamasinag goére artan bir ayirim ortaya
koymadifs gibi yiksek molekiil agirbiklarindaki protein bantlarinm zenginlestigi
saptands. Sonucta SDS-PAGE analizlerine dayanarak Q-Sefaroz’dan gradyentin 250
mM NaCl derisimi civarinda alinan kesimler toplanarak olusturulan havuz bir
sonraki kolona (hidroksiapatit) yitklendi

Tekrarlanan deneylerde ayirim giicini  arttrabilmek igin Fenil-Sefaroz
gradyentinin uygulama hiz degistirildi, Q-Sefaroz toplama tamponunun  NaCl
derigimi artiinildi ve son asamada 1 ml’lik Econo-Pac Ceramic Hydroxyapatite, Type
Il (Bio-Rad) kullamldi. Ancak bu kolon da ayimimda etliii olmadi ve SDS-PAGE
analizi sonuclan viklenen drnekle toplanan kesimlerin aym: protein bantlarina sahip
oldugunu gésterdi .

Lizat ve hidroksiapatit kesimlerinin referans olarak kullanilan saflastinimis G,
{Calbiochem) ile ayri gizgide bulunan boigeleri, ve lizatta G, antikoruyla etkilesen

bazi bantlar kesilerek amino asit dizi analizine yollandi. EMBL (Heidelberg) de
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gerceklestrilen amino asit dizi analizi sonuglar lizatta G, cizgisinde yaklasik ayni
giddette iki protein dizisi belirledi:

) GXTLSAEEXA

2) MKIFVFVGNEK
Bu dizilerden birincisi G, nin amino ucundaki 10 amino aside karsihik gelmektedir.
Ikinci diziden bilinen bir protein sinyali ahnmadiysa da antikorla etkilesen diger
proteinlerin £.coli proteinleri oldugu anlasild, Hidroksiapatit™ten toplanan ve gok
ditgiik sinyal veren kesimlerde de G, dizisi saptands,

Q-Sefaroz kolonunda belirgin bir ayrisma gorilmemesi neden ile, daha
yiksek kapasiteli, ancak dusiik cOzunirliikli Q-Sefaroz kolonu yerine, distik hacimli
(I ml), ama yiksek ¢ozimtrlikiy Mono Q kolonunun analitik amagla denenmesine
karar verildi. Ayrica vitksek molekiil agirliklarinda gézlenen protein bantlarimn
fazlahgi nedeniyle Fenil-Sefaroz ve Mono Q asamalart arasma gel filtrasyon koloma
eklend:.

Fenil-Sefaroz kolonundan 0.2-0.5 M amonyum silfat derisiminde ayrilan
kesim gel filtrasyon kolonuna, gel filtrasyondan 145-265 mi’ler arasinda toplanan
kesim ise Mono Q kolonuna yviklendi. Mono @ kolonunda tg belirgin pik elde
edildi. Bu piklerden gradyentin 270 mM Na(l derigiminde ¢ikan sommcusu
Coomassie mavisi boyamada G, ile aym yerde giicliv bir bant verdi {Sekil 6.43).
Amino asit dizi analizi sonuclar by proteininin E.coli glisin pargalama sisteminde
yer alan dort enzimden biri olan T-proteini ( aminometiltransferaz) oldugunu ortayva
koydu.

(oo nin saflagtiriimasing yonelik  ikinci grup deneylerde Fenil Sefaroz — Gel
Filtrasyon ~ Resource - Hidroksiapatit (Deney 1) : Fenil-Sefaroz — Resource (-
Gel Filtrasyon (Deney 2) gibi farkli asamalar izlendi, Mono Q kolonu daha viikselk
kapasiteli olmasi nedeniyle Resource () kolonu ile degistirildi Saflagtirmamn degisik
agamalart  Coomassie mavisi boyama ve Western blot analizi sonuglanyla
degerlendirildi.

Bu deney gruplarinda Fenil-Sefarcz’da uygulanan gradyentin 0.4-0.6 M
amonyum silfat derisimine denk gelen bolimleri toplanarak gel filirasyon kolonuna
yiidendi ve G,o'nin toplama tamponunun 100-136 ml’lers arasmnda kolondan ¢iktig:

gorilldl. Kalibrasyon egrisine goére bu boilge 67-158 kDa molekil agirligindaki
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protemnlerin giktifi bolge oldugundan Go'min kitmelenme olusturdugu gorilda. Bu
kolondan da gok iyi bir ayirim elde edilememekle birlikte pikier azellikle GTPyS
baglama testinmin sonuglarina gore biraraya getirilerek Resource Q kolonuna yiklendi
ve buradan GTPyS baglama degerinin oldukga viksek oldugu tek bir pik elde edildi.
Elektroforetik analizde ise 40 kDa’nun iizerinde ve altinda oldukca kuvvetli iki bant
gorilirken bu bolgede highir proteine rastlanmadi (Sekil 6.31). Western blot
analizleri 1se tutarh sonug vermedi.

Rekombinant protein miktaninin ¢ok diisitk oldugu géz oninde tutularak
Fenil-Sefaroz  agamasimdan sonra dogrudan Resource Q kolonuna  gecilmes
digintida. Bu yontemle Resource Q kolonundan sonra baglama testi sonuclarinmn
yitksek degere ulastign diizgiin bir pik elde edildi ve bu pike ait SDS-PAGE analizi
Gos’min beklendigi yerde oldukca digik bir sinyal verdi (Sekil 6.36). Bu pikten
toplanan  proteinierin gel filtrasyon kolonuna  yiiklenmesinden olumlu  sonug
alimmadi. Resource Q@ agamasi sonras: toplanan kesimdeki proteinler elektroforetik
analizden sonra PVDF membranina aktarildi ve amino asit dizi analizine gonderildi.
Analiz sonucunda, daha 6nce lizattan elde edilen sonuclara benzer sekilde, bir tanesi
Goo'ya ait olan iki proteinin sinyalleri birbirine kansnus olarak saptandi Bir dnceki
yontemde oldugu gibi burada da gorilen iki kuvvetli bantin £ cofi proteinleri
oldugu saptand:.

Her iki ydntemle toplanan tam saf olmayan 6rnekler birlestirilerek ki tip
hidroksiapatit kolonunda {Ceramic Hydroxyapatite Type Il ve Bio-Gel HTP, Bio-
Rad) ayuim denendi. Bu deneylerde degigik pH sartlari kullamiarak proteinin kolona
baglanmasinin ve aymimun dizeltiimesine caligilds, fakat sonuclar éncekilere gore
farkh olmads.

Yukanda verilen sonucglar G, analiz ve tamima yontemleri 1g1g1 altinda
yorumiandigimda SDS-PAGE analizini izleyen Coomassie mavisi boyama ve
Western biot analizi sonuclariyla degerlendirilen denevierin G, proteini ile birlikte
aminometiltransferaz’in da saflagmasma yol actif goraldts. Bu iki analiz sisteminde
karglagilan sorunlardan birincisi G, proteininin Coomassie mavisi boyamada zor
gbrilecek derecede az miktarda olmasiydi Saflastindmus Goo'vt (Calbiochem)
referans alarak toplanan kesimler, bu standartla ayni molekil agihgma sahip T-

proteininin saflagtinimasiyla sonugland, Western biot analizlerinde ise G, 'ya 6zgil
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antikorun (NEN-Dupont) ficoli’deki pekcok proteinle 6zgin denebilecek gicli
etkilegimler gostermesi vanilticr sonuglar verdi. Ancak Western blot analizinde
Goo'nm yaminda ikinei bir standart olarak kullamlan beyin membran kesimlerinde
boyle bir etidlesim gorilmedi. Bu sonuglar antikorun yeteri derecede ozgiin
olmadigini ve £. coli proteinlerinin birgofunun bu antikorla etkilesebilecek vapiva
sahip bulunduklarms dissindiirtmekiedir

Bu noktada ticari olarak satilan ve bu calismada referans olarak kullamlan
miristoillenmiy Gou (Calbiochem) hakkinda da bilgi vermek vararhi olacaktwr Bu
standartim fivatinm gok yiiksek olmasi yapr analizi calismalarmda kullantdmasin
engellemektedir. Ayrica ileride yapilmas: planlanan heterotrimer yapi calismalaring
gergeklestirebilmek igin G-protein  saflastirma  islemlerinin kendi laboratuvar
kogullanimzda  yapilabilmesi istendiginden bu standartin  vapr analizi icin
kullamlimast diistiniimedi. Bu nedenlerle ticari Go, valmizea standart amacivla
kutlanildh.

Goo 1 beyn dokusundan saflagtiniimas: daha énce basariyla uygulanmus bir
yontem olmakia beraber dokudan protein saflastrmak gerek doku calismalarnmn
genel zorluklarmdan, gerekse aym simiftaki birbirine gok benzer G-protein tiplerinin
(Gias, Giaz, Gios, Goo gibi) birbirlerinden ayrilmasindaki giglikten dolayr tercih
edilmedi.

G saflagtrma calismalarmm olumlu olmamasi bu caligmanm hedeflerinden
birisi olan X gmu kigiik agt sagilmasi olgumleri icin saflastnlan T-proteinin
kullamimasina yol agti. Elektroforetik analizde yeterli dlgide saflagmis gorinen T-
protein ¢ozeltileriyle yapilan deneylerde yapisal parametreler olcildi.  Analizi
yapilan sagilma egrilerinden Do, = 7.5 nm ve Ry = 2.39 nm olarak hesapland:. Bu
girasyon yarigapt 3.1 nm yarigapl bir kitresel yapiya karst geliyorsa da dagihm egrisi
T-proteinin gozeltideki yapismin asimetrik oldugunu géstermektedir.

T-proteine att X 1sinu sagima egrisi PDB veribankasindaki GGy, kimeras:
ile  olusturulmus  GuGiaBiy, heterotrimerindeki  o-altbirimi  koordinatlarindan
hesaplanan teorik sacilma egrisi ile de kargilagtinld: (Sekil 6.46). iki proteinin
molekitler agirliklari hemen hemen aym olsa da amino asit dizileri gok farkl:
oldugundan iki sagiima efrisi arasindaki fyi uyum dikkati cekmektedir. Burada

heterotrimerik kompleks iginde olamnun o-alibiriminin yapisi iizerine getirdigi
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sinirlamalarin ol oynadifi dasiinilmektedir. Bu sonucun kullanilan koordinatlarn
goziiniirlik derecesi ve veri analizindeki limitasyonlar isiginda da degerlendirilmesi
caligmalart sirmektedir,

Bu galigmada sunulan sonuglara bakarak, kazandan bigi ve tecriibeyle, bu
konudski arastirmalarin gelecekie izlevebilecegi vonler dustniliirse, ilk akla gelen
yeni ekspresyon sistemlerinin denenmesi olacaktir. G, nin Baculovirus sisteminde
ekspres edilmesime ragmen hala vapr cahismalannin yaymlanmamis olmas: bu
proteimin fzerinde c¢alimiimasi zor bir protein oldugunu gostermektedir. Veni
gelistirilen vektorleri (6rnegin pQE-6) kullanarak kisa zamanda bir ekspresyon
taramasi yapmak mumkiin olacaktir. Sonuglar olumlu oldugu takdirde G, ile ilgili
yapi ¢aligmalarina devam edip G, ile aym zamanda diger G protein altbirimlerinin
ekspresyonunu gergeklestirmege caligimak ve heterotrimerin yapisint da incelemek
miimkiin olabilir.

Bu galigmalnn yanssiwa T-proteinin yapisi ile ilgili calismalar da devam
edecektir. X i kiiclik agr sagilma deneylerinin vamsira kuramsal hesaplarla T-
protein ve GiaGiof1y2 heterotrimerindeki «-altbiriminin yapis: arasmdaki benzerligin
kaynagi aragtirilacaktir. Ayrica T-proteinini saflastirarak kristalize etmege calismak

ve detayli 3 boyuths vapisin: incelemek mitmkiin olabilir.
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8 SONUCLAR

8.1 Fpity

-pid Hiicre Farkbiasmasinda G Proteinlerinin Roli

Hemin ile farkhilasmaya indiiklenen (F) ve he

K567 hicrelerinde benzdin pozinf oranlan

kesimier elde edildi

K ve F K562 ham zar kesimlerinde GTP baglama etkinhiklent incelends,

baglama tepkimesinin hgand ve protein miktarma bagimbihg gdsterildi Ky

ve B dederleri saptandi. GTPyS baglanmasmun (TP ile baskiandi@s
rerildi

K ve F K562 ham zar kesimlerinde G proteinlerine Szgin antikorlar e G

protein diizevlert incelendi. Kontrole give farkhilasma grubunda Goie

dizeylerinde %272 oraninda artis, G

ok

ande %620 oranmda artis, G, dizevierinde %12 oramnda azalma belirlends.

o

{1

5

yrica K562 hicrelerinde Gy, Gop  ekspresyonunun  bulunmadif

o

o,

gizlemlendi ve G, antikory ile etkilesim gergeklesmeds
Hucrelerden RMNA elde edildi. Nitroselilozr membrana aktanian RNA
arnekleri Gy, genine dzglin oligoniikieotit probu ile hibritlestinildi. K562
hierelerinde (G, gen ekspresyonu RNA dizeyinde de gosteriidn

K562 hiicrelerinde Gy nin Gyg.s'den daha az diizevde ckspres edildigi RNA

ve protein diizeyinde gosterildi.

8.2 (5, ve T-Proteinlerinin Saflastindmas, T-Proteininin {bzeltideki YVapisinin

incelenmesi

pT7/Ndel/ G,, plazmidi ve BL2ZI{DE3} hicreleri kullaniarak rekombinant G,

arttrmak miimkin olmads
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Kromatografi asamalar

Resource O olarak degistrildiginde GTPyS badlama testleri ile
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Kromatograti asamalar Fenil-Sefaroz - Resource  olarak

degistinldiginde ¢ok distk venimile sal olmayan protein elde
ediids
Saflastirma ¢ahismalart sirasinda kromatografi asamalan Fenil — Sefaro el
Alirasyon - Mono Q olarak de@istirildiginde ve protein analizi elektroforez ve

Western blot yontemlenyle vapldigimda X isin vapr ¢alismalan igin uygun

arcalayan enzimler sisteminden T-protein
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Housn kiigik agr sagiima denevieri T-proteini ile gergeklestinldi. Bu

proteinin girasyon varicapt 2 98 nm olarak besaplands ve ¢ozeltide asimetrik

bir vapist oldugu gorildi. Proteinin yapis: PDB veribankasinda vapisi bilinen
proteinlerie karsilastinildiimda Go.Giguyz heterotrimerindeky g-althinmi e

benzerlik bulundo,



9 EKLER

9.1 BL2I(DE3) Hilcrelerinde G, _ELlispresyonu

pT7/Nde/Goo plazmidi igeren BL2Z1U(DE3) £leoli soylarinda rekombinant
protein ekspresyonu ve miktart degisik besi ortamlari ve indikieme kosullar altmda
yapilan deneylerle incelendi. Sonuglar hiicrelerin buyime efrileri, Western blot
analizleri ve GTPyS baglama deneyleri dogrultusunda degerlendirildi ve elde edilen
bulgular plazmid igermeyen hiicrelerden alinan sonuglaria karsilastindds

Sekil 9.1’de plazmid tagimayan kontrol soylar ile plazmid tagiyan mutant
Ecoli sovlar’mn PTG varhiginda  ve  yoklugundaki  biyime  egrileri

kargilagtinimaktadir,

9,00
2,80
8,80
8,40 -
8,20
800 -
7,80
7,60
7,40
7,20
7,00 -

Sekil 9.1: pT7/Ndel/G,. plazmidini tagtyan ve tagimayan BL21(DE3} F.coli
soylarinin bityiime egrilerinin kargilastinilmas: TPTG, t=5"te eklenmistir. A:
Plazmid icermeyen indiuklenmemis kiltir | B: Plazmid igermeyen 0.4 mM IPTG
ile indiklenmis kiltir, C: plazmid igeren indoklenmemis kaltir, D plazmid
iceren 0.4 mM IPTG ile indiklenmig kilitr,
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%%Egéé 9.4 : Plazmid icermeyen (kontrol) ve pT7/Ndel/Go plazmidini iceren fn.colf
BL2HDES) sovianm 5 é;afﬁd testi sonuclan. Baflama testi yontemler

E}G%E;E‘ﬁui"é@ antatildids sekilde gerceklegtiribmistir Grafikte PTG

1.2 ve 3 saal sonraki sayim daa:gefieﬁ giriimektedir. Plazmid igeren hicrelerin
FTPvS baglama degerleri kontrol hucrelere g@ gre belirgin bir farkhibik g0 i
PTG ile gézlenen az‘élgigu anlamli dlcide vitksek defiidir.

BL21DE3pLysE Soviannda G, Ekspresyony

Razal dizeydeki ekspresyonu engelleyerek PTG etkisini On plana
cikartmak amaciyla degisik  Fcoli hiscrelert konaker olarak denendi. BL21(DE3)

ticrelerinden  izole edilen pT7/Ndel/Gy. plazmidi BL2ZHDES pLysS  ve

-
o

8L 21(DE3pLysE hiicrelerine aktanldl Bu hicrelerden izole edilen plaznudierin
lektroforetik analizi (Sekil 9.5) transformasyonun basariht oldugunu ve kendi
plazmidlerinin  (pLysS, pLysE) yamswa pT7 /Nde1/Ge, plazmidinin varhgum

atstormekiedir.

£
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Sekil 9.5: pT7/Ndel/Gy, plazmidinin izolasyonu LADNA, 2Z.Ndel ile kesilmis
plazmid, 3. BL2IDE3)} hicrelerinden izole edilen kesilmemis plazmid,
4.8BL21DE3pLysS hiicrelerinden 1zole edilen plazmad |

Transforme hiicrelerdeki protein ekspresyonu Western blot analizi ile kontrol

edildi (Sekil 9.6,9.7).

Sekil 9.6: BL2I(DE3)}pLysS
hiierelerindeki G,
ekspresyonunun  Western
bfot anaiizi.
A, B wve O sirasiyia
indiiklenmemis, ¢4 mM ve 1
mM PTG ile  mdiklenmis
BL2I(DE3)pLysS  hicrelermi
ghstermektedir.
S.protein standartiar (yukandan
asafivay 974 kDa , 66.2 kia,
45 kDa, 31 KDa,
1,2 3indikleme zamam (& =0},
4,86, indiklemeden 1 saat
: Sk e AL BT S Sﬁﬁf&ki G(}u ﬁkSpfﬁsyﬁﬂu {tmi},
5123 4 567 & 3% 18 7.8,9. Indiklemeden 2 saat
sonraki Gy, ekspresyomu (152},
1¢.beyin membran kesimi

A B C A1 BICIAZBY (2




A B CAIBICY AZBY C2AIBI:

S¢ 2 3 4535 6 789 10 1112

sekil 9.7: BL2ZUDE3pLysE hiterelerindeki G, chspresyonunus  Western blot
analizi,

A, B ve O swasiylz indiklenmemis, 0.4 mM ve 1 mM PTG ile in ditklenmis
BL 2 (DE3) plysE hilcrelerini gostermektedic. S.protein standart sf
agagrya) 974 kDa |, 66.2 kDa, 45 kDa, 31 kDa, 1.2.3.indukleme zaman {t =0
4,56, inditklemeden 1 saai sonraki {;sw ckspresyonu (=1}, 7,8,9. énéiﬁd meden 3
saat sonraki Goo ekspresyonu (=2}, 10,11,12, inditklemeden 3 saat sonraki G

ukardan

BIZHDE ) pLysE hiscrelerinde toplam ekspresyonda arti gozlendivse de, her
ik hticre tipinde de bazal ckspresyonun engellenmedidi ve G e%{sgjf@sy@ﬂﬂﬁ{%&

IPYG derigimineg bagl bir yitkselme olmadig gorildi,
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