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I. GIiris I

1. Protein Sentezi

Canla sistemlerin tim yapi ve fonksiyonlarainin belir-
lenmesinde kendine benzer ;an11Y1 meydana'getirmesinde ve
dogada canli sistemler arasinda goriilen farklaliklaran olus-
masinda sorumlu bilesik DNA (Deoksiriboniikleik asit) molekii-
liidiir.

Kalitsal olaylarin hiicre diizeyinde ve molekiiler dii-
zeyde nasil gerceklestifinin bilinmesi ig¢in bu olaya katai-
lan bilesiklerin yapi ve Ozelliklerinin tanimlanmasi gere-
kir. Kalitsal bilginin protein molekiillerine ;evrilmesi sii-
reci gen ekspresyonu olarak adlandarilair., Bu oléj iki agsama-

da gergeklesgir.

Transkripsiyon -olarak adlandirilan ilk agamada DNA'
da sakla bnlunan*kalltsal bilgi haberci RNA (mRNA) molekiilii-
ne aktarilir. mRNA molekiillerinde bulunan_ niikleotit'lerin
i¢erdigi dort ¢esit bazan (A,C;G,U) ﬁclﬁ 's;rblar halinde
birlesmesi ile olusan 64A§iffe s6zcﬁgﬁl(kodod) préteinlerde
bulunan 20 gesit amino asidi belirler. Trahskripsiyonu izle-
yen ikinci agama translasyon olarak adlandarilar. Bﬁ'asama—
da mRNA'da sirali kodonlar ribozom ad1 verilen organe11er/
‘tarafindan sirayla okunarak proteinlerin birincil yapisini

olusturan amino asit dizilerine déniistiiriiliir.



Ribozom iizerinde meydana gelen translasyon asamasi
kodonlari tamamlayici(komplementer) baz dizileri (antikodon-~
lari) igeren aracai tRNA molekiilleri yardimi ile gérgekles—
mektedir. Ayrlcavbu‘i§1em1er sirasinda birgok protein fak-

tdér ve enzim de gbrev almaktadar.
2. Protein Sentezine Katilan Ogeler

2.1. Haberci ("messenger") RNA

Protein sentezinin gergeklesmesi iqin gerekli gene~
tik bilgiyi tasiyan RNA molekiiliine "messenger" yada haberci
RNA (mRNA) adl’verilig. Protein sentezinde kalap gorevini
iizerine almis mRNA molekiilleri farkla bﬁyﬁklﬁkleré sahiptir-
ler. mRNA,DNA molekiiliiniin sarmal yapan iki ipliginin belli
yerlerinin ag¢ilmasi ile bu ipliklerden. biri iizerinden sen-
tez edilir. Bir protein sentezinin gerceklesmesi i¢in gere-
ken bilgiyi i¢eren mRNA molekiili monosistronik (teksistroﬁ-
lu), birden daha fazla protein sentezi i¢in gerekli bilgiyi
iceren mRNA molekiilii ise polisistronik (gok sistronlu) mRNA
olarak adlandirailar. mRNA sistronun ortalama biiyiikliigi, 300-
500 arasinda amino asitinden oluéacak bir polipeptid zinci-
rini kodlamak {izere 900-1500 niikleotit kadardar.

mRNA'nin 6zellikleri 1961 yilinda Jakob ve Monod ta-
rafindan tanimlanmistir (1). E.coli hiicresinde mRNA'nin om-
rii iki’'dakika kadardir. mRNA'nin islevi tamamlanir tamamlan-
ﬁaz riboniikleaz enzimi ile pargalanir. Gekirdekli hﬁtrelér—

de ise mRNA daha uzun zaman bozulmadan kalabilir.

E.coli Lac Operonu iizerine yaptiklari ¢alismada aras- .
—sc0-2 :

tiricilar, mRNA'nan

- Poliniikleotit olmasi,

- Sahip oldupu baz dizisinin DNA'ninki ile ayni(komp-
lementer) dlmés1;,

-~ Uzunlufun sifreledifi polipeptit zincirinin biiyiik-
liigiine gore ¢ok degisik olmasi, A
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- Ribozomlar ile gégici etkilesmesi,
- Sentezinin ve yikilmasinin ¢ok kisa siirede gercek-
lesmesi, gibi dzelliklerinin olduunu ortaya koymuslardair(2-
3).

2.2, Aminoasil-transfer RNA (AA-tRNA)

mRNA iizerindeki kodonlarin belirledigi amino asitler
‘ribozoma tRNA molekiilleri tarafindan té§1n1r. mRNA ile ami-
no asitler arasindaki etkilesim tRNA molekiilleri yardimlyla
olmaktadair (4-5).

‘ Her amino asit i¢in &6zgiin enaz bir tRNA molekiilii var-
dar. Pekgok tRNA molekﬁlﬁnﬁn'yapllarl saptanmistir (6-7).
‘"Her tRNA molekiiliiniin nﬁkledtit dizisinde amino asidi sifre-
leyen kodona komplementer ficlii bir niikleotit dizisi (antiko-
don) bulunur. mRNA iizerindeki kodon ile onu tamamlayan tRNA
antikodunu arasinda baz ¢iftlesmesi yoluyla sifre sdzciigi
karsiligs olan amino aside ¢evrilir. Ancak Once amino asit-
lerin kendilerine ozgii tRNA'lara baglanmalara gerekmektedir

(8-9).
2.3. Ribozom

Protein sentezinin meydana geldigi yer olan ribozom-

lar karmasik bir yapiya sahibtir (10,11).

Ribozomun gorevi "mRNA molekiiliinde bulunan kalitsal
gsifrenin dogru bi¢imde okunarak kargailigi olan amino asit
dizisine cevrilmesi ve bu amino asitler arasinda peptit bag-

larinin olusmasaini saglamaktlr (12). -
. :

Ribozomlar RNA ve protein igerir ve iki alt birimden
olusur. Bu birimler birleserek mRNA iizerinde protein sente-
zini baglatlrlér. Ribozomlar endoplazmik retikulum zarlarai-
na bagly olabilecegi gibi sitoplazmada serbest haldede bulu-
nabilixler,
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Ribozom kiigiik alt'ﬁirimi mRNA'ya baglanarak mRNA'nin
" kodonu ile tRNA antikodonunun birbirlerine uyum saglayip
saglamadigini. denetler. Ribozom biiyiik alt birimi ise ribo-
zoma baflanan tRNA molekiillerinin tasidigi amino asitleri
peptit baglari kurarak polipepfit zincirinin karbokSil ucu-
na ekler (13,14). Peptit baglarinin olusumu biiyiik ribozom
alt birimi 6gesi olan peptidil transferaz enzimi ile Sag—
lanir (13).

Ribozomlarain alt birimlerinin biraradalbulunabilmesi
i¢in oldukgca az Mg+ konsantrasyonuna (1mM) gereksinim géste-
rirler. Eger Mg+ konsantrasyonu ¢ok azaltilirsa ribozom alt
birimleri birbirinden ayrilir. Prokaryot ve Okaryotlarda
iki farkla biiyiikliikte ribozom bulunur. Bunlar sirasiyla 70 S
ve 80 S ribozomlardir. S deferi molekiillerin biiyiikliigiine
bagli olarak ultrasantriifiijleme ySntemindeki g¢tkme katsayi-

sidar.

Prokaryot ribozomlari 50 S ve 30 S alt birimlere,
Okaryot ribozomlari 40 S e 60 S alt birimlere ayrailar.70S
katsayis1ilé gosterilen prokaryot ribozom molekiil agirliga
2.8x106 daltondur (15). 80 § sedimantasyon katsayisiyla gos-
terilen dkaryot ribozomu ise 4.3x106 dalton molekiil agirli-
gina sahiptir (16). E.coii.ribozomlar1 biiyiik alt birimde 33
kﬁgﬁk alt birimde 21 olmak iizere 54 protein igerir (17,18).
Ribozom proteinlerinin gesitlerinin sayisi Skaryot tiirleri-
ne gore degisir ve prokaryotlardén daha fazladair (19,20).
Hiicrelerde 5 yada daha fazla sayida ribozomun mRNA ile olus-
turdugu, protein sentezinde fonksiyonel olarak etkili yapi-
lar polizom olarak adlandirilir. Buna gére bir.mRNA molekii-
lii iizerinde ayni anda birden g¢ok ribozomun ¢alisabilmesi

miimkiindiir.



2.4, Protein Faktdrleri

Protein sentezinin defisik agamalarinda gdrev alan
protein faktdrlerine ¢esitli organizmalarda verilmis olan
farkli simgeler sekil 1'de topluca gdésterilmistir (21,22),

Prokaryot 6kérzot
IF-1 e IF-1
IF-2 e IF-2
IF-3 e IF-3
Baslama e IF-4A
faktorleri e IF-4B
e IF-4C
e IF-4D
e IF-5
e JF-2A
Uzama EF-Tu EF-1 (EF—IL.EF—IH)
faktorleri EF-Ts (EF-Ia,EF-IB)
EF-G ~ (eEF-Tu,eEF-Ts)
Sonlanma RF-1 EF-%
faktérleri RF-2 R
RF-3

Sekil 1. Protein sentezinde rol oynayan féktﬁrlere'verilmig

farkla simgeler.
3. Protein Sentezinin Asamalara

Protein sentezi mRNA iizerinde bir proteinin (polipep-
tit zincirlerinin) sentezi igin gerekli bilgiyi igeren sist-
ronun 5' ucundaki baslangi¢ (AUG) kodonundan basliyarak
sistron boyunca devam eder ve ribozomun sonlanma kodonuna
ulasmas: ile (UAG,UGA,UAA) sona erer. Bu olusum ii¢ evrede
gerceklesir. Her bir evre kendine &zgii G8elere géreksinim
duyar. Bu evreler sirasiyla protein sentezinin baslangag
(inisiyasyon), uzama (elongasyon), sonlanma (terminasyon)
asamalaridir. Bu asamalar Sekil 2'de sematik olarak goste-

rilmistir.
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Protein sentezi ribozom. ilizerinde gerceklesen bu ii¢
evrenin yanisira amino asitlerin aktiflesmesi olarak adlan-

dirilan bir oncii evreyide kapsar.
3.1. Amino Asitlerin aktiflesmesi

Protein sentezinin dofru bic¢imde yapilmasi bu olayda
rol oynayan tRNA larin kendilerine 6zgii amino asitlerle dof--
‘ru big¢imde yiiklenmesine bagliadir. Bu yiiklenme olayinda go-
rev yapan enzim aminoasil-tRNA sentetazdir. Amino asitler
karboksil gruplari iizerinden AA-tRNA sefitetaz enzimi yardimiy-
1a onlari belirleyen'gifre sbzciiklerini tamamlayici antiko-
don bélgeleri tasiyan tRNA molekiillerinin 3' ucundaki adeno-
zinin 3' OH grubuna birer ATP molekiiliiniin tiiketimi ile es-
ter bagi ile baglanar (23,24). Bu olusum iki asamada meyda-
na gelir ilk asamada amino asitlerin COOH grubu o6zgiin amino-
asil-tRNA sentetaz enzimlerinin.yardlml ile, ATP'den piro-
fosfat grubunun a¢ifa c¢ikmasiyla olusan, AMP molekiiliiniin 5'

fosfat grubuna anhidrit baga ile baglanar.

ATP 4+ Amino asit AA-tRNA sentetaz > Aminoasil-AMP + PPl

Ikinci asamada aminoasil grubu yine AA—tRNA sentetaz
enzimi araciligi ile AMP'den &6zgiin tRNA molekiiliine aktari-

1ir.

Aminoasil-AMP + tRNA AA-tRNA sentetaz , ., .pva 4 aMp

Ester bagi ile ozgiin tRNA)molekﬁllerine baglanan ami-
no asitler yiiksek enerji diizeyine getirilmisg, yani‘aktifleg—
tirilmistir (25). Ester bafinin ribozom flizerinde hidrolizi
ile serbest hale gelen ené:ji peptit baginin olusumunda kul-

lanilar.
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3.2, Inisiyasyon-Polipeptit Zincirlerinin Olusumunun

Baslamasa

Protein sentezinin ribozomlarda dogru olarak gergek-
lesmesi ig¢in, ribozomun mRNA iizerinde sistron'un baslangig
bélgesine baglanmasi gerekir. Bu bagslangi¢ noktasini ise
mRNA daki AUG kodonu belirler. Béylelikle, ribozomlaran mRNA
iizerindeki herhangibir niikleotit dizisine baflanip anlamsaz
ve biyolojik islevi olmayan peptit zincirlerinin meydana
gelmesi 6nlenmis olur. Protein sentezinin dogru bigimde ya-
pilmasi i¢in sadece AUG kodonunun verdigi isaret yeterli de-
gildir. Bunun Stesinde polipeptit zincirinin hangi AUG kodo-
nundan baslaiyacagani baslangi¢ AUG kodonunun 5' yaninda bu-
lunan 6zel niikleotit dizisi ve mRNA'nain ikincil yapisida be-
lirler (26). AUG kodonu varliginda ve baglangig féktﬁrJerin
“yardlmi“ile ribozoma -prokaryotlarda amino grubu formalde-
“hit ile kapli- metiyoninle yiiklii 8zel bir baslangi¢ tRNA'sa
baglanir. Baslangi¢ kodonu ile (AUG) fmet-tRNA'nin antikodu-
nu arasindaki etkilegim sonucu mRNA bu koﬁplekse katailar.
Amino grubu kapali N-formilmetyonin tRNA (fmet-tRNAiet) pep-
tit zincirinin amino ucundan karboksil u¢ yOniine dofru biiyii-
mesi kogullandlrlllf. Protein sentezi sonunda amino ucuna
takili met (f) grubu Szel enzimler tarafindan proteinden ay-
rilar. Baslangi¢ kompleksinin olusmasinda inisiyasyon fak-

torleride gérev almaktadir (23).
3.3. Elongasyon~-Polipeptit Zincirinin Uzamasa

Ribozomda iki &zel bsélge bulunmaktadir. Bu bolgeler-
den birine, aminoasil-tRNA molekiiliiniin 6zel bir gekilde bag-
landiga yef aminoasii bolge yada A-bdlgesi, digerine ise
peptidil-tRNA molekiiliinii tasiyan peptidil bdlge yéha P-bo61-

gesi ada verilir.

Prqtein sentezinin elongasyon asamasi, mRNA kodonla-
rinin belirledifi aa-tRNA molekiillerinin A-bdlgesine baglan- ‘
‘masini ribozomun P bolgesinde bulunan peptidil-tRNA‘'nan pep-
'tidil bolimiiniin karboksil grubunun aa-tRNA'nin aminoasil
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b6liimiiniin amino grubuna peptit bagi meydéna~getirerek akta-
rilmasini (peptidil transfer) ve ribozomun mRNA iizerinde 5.3’
'yﬁnﬁndei bir kodon boyu kaymasi (translokasyom)''ni kap-

sar.

3.3.1. AA-tRNA'nin Ribozoma Baglanmasa

AA-tRNA'nin ribozoma baglanmasinda prokéryotlarda EF-
Tu, OSkaryotlarda EF-1g olarak adlandirilan faktdrler gorev
a1m1§1ard;r. EF-Tu (EF—la). GTP,AA-tRNA kompleksinin ribozo-
ha baglanmasi GTP hidrolizi -ile gerceklesir. Bunu hidroliz
sonucu (EF-la ) EF-Tu. GDP ve Pi olusumu izler (27,28). AA-
tRNAfn;n ribozoma baflanmasi sirasinda mutlaka bir GTP mole-
kiiliiniin hidrolizi s6z konusudur (29,30). GTP hidrolizi ile
.meydana gelen konformasyon degisimi ile EF-Tu. GDP komplek-
si ribozomdan ayrilirken A bSlgesindeki AA-tRNA peptit bagi-

nin olusuwu i¢in alici konformasyon 8zelligini kazanar(31).

3.3.2. Peptit Bafinin Olusumu

Peptidil transfer adi altinda tanimlanan reaksiyon-
da, ribozomun P-btlgesinde bulunan peptidil tRNA'nain pepti-
dil kisminain karboksil grubu yukarida anlatildifa bicimde
A bdlgesine baglanan AA-tRNA'nin aminoasil kisminin G-amino
grubuna peptid bagi olusturarak aktarilar. Bu reaksiyon so-
nucu P bﬁlgesinde deasillenmis bir tRNA molekiilii kalair.

Peptidil transferéz reéksiyonun gerceklesmesi digin
- gerekli ®nkosul, AA-tRNA'nan aminoasil bolgede serbest kal-
m1is olmasi, yani EF-Tu'nun gdrevini tamamliyarak ribozomdan
ayrilmis olmasidir, Peptidil transfer reaksiyonu GTP kulla-
nimini, ayni zamanda protein faktOrlerinin var11g1ni gercek-
lestirmez. Bu olay ribozom varliginda gerceklesen bir tepki-
medir (32,33).

3.3.3. Translokasyon

Translokasyoh asamasainda ii¢ farkli ayni zamanda bir-
biri ile baglantili olaylar ribozom iizerinde gerceklesir.

Bu asamalar,
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- mRNA molekiiliiniin ribozom iizerinde’' bir kodon boyun-
ca kaymasainai, '

- Peptidil-tRNA'nin A-bdlgesinden P-bdlgesine gecisi-
ni, ‘

- tRNA'nin ribozomdan deasillenmis olarak ayrilmasa-

ni1, kapsar.

Elongasyon evresinin devam edebilmesi igin peptidil-
tRNA nin iiriin konumundan verici substrat peptidil-tRNA konu-
muna gesmesi ve yeni baglanacak AA-tRNA'ya belirleyecek sif-

re sézciigiiniin A-bblgesine girmesi gerekmektedir (34).

Translokasyon sirasinda peptidil-tRNA'nin iiriin konu-
mundan verici substrat konumuna ge¢mesi, ribozomun mRNA iize-
rinde bir kodon boyu kaymasi sirasinda yeni bir sdzciifiin A—
bélgesine glrmesi gergeklesir, Bu arada deasillenmis tRNA

ribozomdan ayrilar.

Transklokasyon prokaryotlarda EF-G, ©dkaryotlarda ise
EF-2 olarak gdsterilen protein faktérleri ilemeydana gelir.
Her iki faktdrde etkinliklerini ancak GTP varliginda goste-
rirler. Transklokasyon sirasinda EF-2 (EF- G) ribozom ile ka-
talitik olarak etkilegsir. Her translokasyon adimi igin bir
molekiil GTP hidroliz edilir.

Translokasyonun GTP ve faktdrlerin yoklugundada ger-
ceklesmesini gosteren bir dizi bulgu translokasyonun esasta

ribozomun kendine ozgi bir islevi oldufunu sezindirmektedir.

3.3.4. Terminasyon-Polipeptitlerin Olusumunun Sonlanmasi

Olayin tamamlanmasi ribozomun amipoasil bolgesi kar-
si1sina mRNA'nin bitim isareti olarak is goéren kodoﬁlarln bi-
rinin gelmesi ile s8z konusu olur. Bu kodonlar sirasiyla
UAG,UGA ve UAA dir. Ribozomlar bu kodonlara geldikleri za-
man sonlanma faktérlerinin (Sekil 1) etkisi altinda alt bi-
rimlerine ayrisir. Sentezi tamamlanmig.olan polipeptit zin-
ciri ester  baginin kirilmasi ile kendini tasiyan tRNA
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-molekiiliinden, peptidil grubundan yoksun kalan tRNA (deasil-

lenmis tRNA) ise ribozomdan ayralar.
4, Elongasyon Faktoérleri
4,1. Prokaryot Elongasyon Faktérleri

EF-Tu, EF-Ts ve EF-G seklinde adlandirilan ii¢ elon-
gasyon faktorleri bakteri ribozomlari iizerinde polipeptit
" zincirinin uzamasinda gdérev alir. EF-Tu ve EF-Ts faktori ki-
saca EF-T olarak isimlendirilir. Buvfaktérler E.coli Bacil-
lus stearothermophilus ve Pseudomonas fluorescems gibi bak-~-
teri tiirlerinden yalitailmistar (35).

Biitiin bakteri elongasyon faktdrleri homojen olarak
saflastarilmis ve kristallegtirilmistir (35). Bu elongasyon
faktdérlerinin molekiil afirliklar: farkla ydntemlerle EF-Tu
igin 39.000-51.000, EF-G i¢in 71.000-85.000 arasinda degi-
sen molekiil agarliklari bulunmustur (35). EF-Tu, AA-tRNA'ya
olusturdugu EF-Tu.GTP,AA-tRNA ii¢lii kompleks yoluylé>70 S ri-
bozomuna iletir. Baglanmadan sonra GTP hidrolizi meydana ge-
lir. EF-Tu.GDP kompleksi ribozomdan ayralar. EF-Tu dogal ko-
sullarda GTP ile olan ikili komplekste iiglii kompleks olustu-
racak yapisal uygunlufa sahiptir (36).

EF-Ts'nin g6revi EF-Ts.EF-Tu (=EF-T) ara kompleksi
olusturarak EF-Tu.GDP kompleksinden EF-Tu.GTP kompleksini
olusturmaktadir (37). EF-Ts, EF-Tu.GTP kompleksini veya ser-

best EF-Tu'dan ii¢lii kompleksin olusumunu etkilemez.

EF-G'nin ise GTP ribozom ile birlikte ii¢li kompleks
olusturdugu ve iiclii kompleksteki GTP'nin ikinci asamada GDP
ve Pi ye hidrolizlendifi bilinmektedir (38).
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4.2. Okaryotik Elongasyon Faktérleri

Okaryotik elongasyon faktdrlerinden EF-1'in aktivite-
si eEF-Tu (yada EF—la) ve eEF-Ts (yada EF—lg) olarak adlan-
dlrllan iki alt faktdr tarafindan olusturulur. eEF-Tu'nun
molekiil agirlag: 47.000-50.000 dalton olan bir (a) ﬁolipepf
tit zincirinden meydana gelmistir. eEF-Ts'nin ise molekiil
agirliga 22.000-26.000 dalton arasinda bir (Y) polipeptidin
dimeri olduu gdsterilmistir (39). EF-1 EF—lH (agarr EF-1)
yapilarinin olusumuna yol ‘acabilir, EF-la prokaryotik EF-Tu
gibi A-tRNA'ya ribozoma GTP varlifinda baglar. Ayna iamanda
EF-1 ve guanozin niikleotitler arasinda kompleksler olugabil-
mektedir (40,41). EF-2 ise 6karyotlarda polipeptit zincirle-
rinin uzamasinain translokasyon asamasinda igslev yapan enzim-
dir. Defisik o6karyotik dokulardan alainan EF-2 tek bir poli-
peptit zincirinden olusmustur. Molekiil agirligi elde edildi-
gi dokuya gdre 65.000-120,000 -dalton éras1nda degisebilir.
EF-2 ile EF-G arasinda sistein ig¢erifi bakimindan fark gos-
terirler. Siilfidril gruplari EF-2'de 22, EF-G'de ise 6'dar
(42,43). EF-G'den farkla olarak EF-2 difteri toksini varla-
ginda protein sentez etkinligini yitirir. EF-2'nin ayraca
RNA'ya baglandigi ve guanin niikleotitleri ilekalamla olarak
etkilestipi bilinmektedir (44,45,46). '

Difteri toksinin NAD molekiilinden ADP-riboz grubunun
EF-2 ye bagliyarak polipeptit sentezinin durmasina yol agar.
Protein sentezinin durmasina yol acan ADP-ribozillenme reak-
siyonunun EF-2'nin igslevini ne ydnde etkiledifi arastiril-
maktadir. ADP-ribozillenen EF-2'nin ‘GTP'yi bagliyabildigi
ve ribozom.EF-2,.GTP kompleksi olugturabildigi vé komplekste-
ki GTP'nin daha sonra hidroliz reaksiyonu sonucupargalandi-

g1 bilinmektedir.
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5. EF-2'nin ADP-Ribozillenmesi

62.000 dalton molekiil agirligina sahip olan difteri
toksinin in proteolitik yolla iki fragmente parg¢alanmasi ve
bu fragmentlerin arasindaki disiilfit kopriisiiniin indirgenme~
si ile enzimatik aktivitesi meydana gelir (47). Enzimatik
kisim olan fragment A,NAD varlifinda EF-2'nin inaktiflesme-
sine yol agar (47). B fragmentinin ise toksinin hiicre memb-

ranina bajlanan bdlgesine karsilik geldigi varsayilar (47).

Difteri toksinin hiicresiz sistemlerde polipeptit sen~
tezini inhibe ettifi gdsterilmigtir. Difteri toksini hiicre-
siz sistemlerde EF-2'ye NAD molekiiliiniin adenozindifosfori-
boz (ADPR) grubunu kovalent bagliyarak . EF-2'yi ADPR-EF-2
molekiiliine doniigtiiriir. Bu durumda EF-2 protein sentez etkin-
liklerinde katalitik etkinligini kaybeder (48).

toksin . . . +

EF-2 + NAD —=——> ADP-ribozil-EF-2 + Nikotinamit + H
gekiiﬁdeki reaksiyon iki asamali reaksiyon ilede ag¢iklana-
bilir.

Toksin + NAD ——> ADP-ribozil-toksin + Nikotinamit + H'(48),

ADP-ribozil-toksin + EF-2 ———> ADP-ribozil-EF-2 + toksin (50).

Her EF-2 molekiiliine tek birlApPyriqu_g;ubunun bag-
landi1gar baglanmanin EF-2 molekiiliindeki diftamit ada verilen
bir histidin tiirevi {izerinden gerceklestifi gosterilmistir
(51,52,53).
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6. TezinlAmac1

Hicre metabolizmasinin temel olaylarindan biri olan
protein sentezi heniiz ayraintilara ile aydlnlatllmlg degil-

" dir.

Protein sentezinin mekanizmalarani ag¢iklayabilmek
i¢in bu sistemde gerekli 5gelerin kolay ve yeter miktarlar-
da elde edilmesi gereklidir, Bu ama¢la, Elongasyon evresin-
de gbrev alan elongasyon aktorii 2 (EF-2) nin degisik sican
dokularindan saflastairilmasinin bu .dokulardaki protein me-
tabolizmasinada 11k tutabilecegi diisiiniilmiis ve degigik do-
kulardan EF-2 kesimleri hazirlanarak aktiviteleri karsilas-
tirilmigtair. Bulunan EF-2 miktarlari ve aktiviteleri bu do-
kulardaki protein sentez etkinliginin bir goéstergesi olarak
degerlendirilmeye ¢alisilmistir.
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I1. GEREG VE YONTEMLER

1. Calismada Kullanilan Maddeler

1.1. Kimyasal Maddeler

Akrilamit (1ki kere kristallestirilmis) (Merck,Darmstadt)

Adenozin 5'-Trifosfat (Sigma,ST.Louis)

Adenozin 5'-Difosfat (Sigma,St.Louis)

Amfolin (pH-——5-8) (IKB,Bronma,lsveg)

Bronfenol mavisi (Merck Darmstadt)

"Coomasie" Parlak mavisi (Brilliant blau) R-250 (Biomol,Ilvesheim)
Difteri toksini (Boehringer,Werke ve Refik Saydam Hifsisihha Enst.)
Ditiyotreytol (Calbiochem,Lucerne) '

Guanozin 5'difosfat (Boehringer Mannheim)

Guanozin 5'-trifosfat (Boehringer Mannheim)

" Kreatin fosfat (Boehringer Mannheim)

Kreatin fosfokinaz (Boehringer Mannheim)

2-Merkaptoetanol (Merck) Darmstadt)

Nikotinamid (Serva,Heidenberg)

Nikotinamid adenin diniikleotit (Serva Heidenberg)
N,N',Metilenbisakrilamit (Iki kere kristallestirilmisg) Biomol,Ilvesheim
N,N,N,N'-Tetrametil-etilendiamin (Fluca,Buchs)
PMSF(fenilmetilsulfonilflorid)

Sodyum dodesit siilfat (Biomol Ilvesheim)

Toluen (Merck Dermstadt)

Tripsin (Biomol Ilvesheim)

tRNA(Boehringer Mannheim)

Sukroz, Gliserin, Aseton, Metanol, Etanol, Asetik asit, Triclor asetik
asit, Tris, HC1, MgClz, NaHCO3, NaOH, KC1, KOH, NaBHA, KﬁZPOA; NaH2P04,
Na HPOA, CaClz, NaClz, EDTA gibi tiim maddeler analize uygun saflikta

2
Merck Darmstandt'dan saglandi.
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1.2. Kromatografik Geregler

Calismalarda kromatografik geres¢ olarak kullanilan
Sephadex G-25, Sephadex G-100 ve DEAE Sephadex A-50 Pharma-
cia'dan (Stokholm), Dietilaminoetil (DEAE) Selliiloz (DE-52)
ve Fosfoselliiloz (P-1I) Whatman (Meidstom, Kent)'den saglan-
di. Hidroksil apatit, Tiselius ve arkadaslari yontemi ile
labaratuarda hazirlandi (54).

1.3. Radyoaktif Geregler

Nikotinamid‘(U—14C) Adenindiniikleotit amonyum tuzu,
(spesifik aktivitesi 303 Ci-mol) (Amersham)'dan saglanda.

1.4, Eriyiklerin Bilesimi

Doku homojenlestirme tamponu(Med A):
5 mM MgCl
25 mM KC1
50 mM Tris-HC1l PH-7.4
7 mM 2-mercaptoetanol
250 mM sukroz

0.2 mM PMSF

2

Standart Dializ Tamponu (DP):
50 mM tris-HC1 pH 7.4

0.1 mM EDTA pH 7.0

7 mM 2-mercaptoetanol

250 mM sukroz

0.1 mM PMSF

Hidroksil apatit Kromatografisi Baslangi¢ Tamponu
(sol 1):

1 mM K-fosfat pH 6.8

7 mM 2-mercaptoetanolr

0.1 mM EDTA
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Fosfoselliiloz Kromatografisi Baslangi¢ Tamponu (AP):
50 mM K-fosfat pH 6.8

7 mM 2-mercaptoetanol

0.1 mM EDTA

250 mM sukroz

Elektrofokus i¢in Baslangi¢ Tamponu:
250 mM tris-HC1 pH 7.4

2 mM 2-mercaptoetanol

250 mM sukroz

Anot eriyigi:

0.2 ml HaPO,, 12 gr sukroz, 14 ml H,0
Katot eriyigi: .

0.2 ml etilendiamin, 9.8 ml H20

Agar eriyik:
28 gr sukroz, 1.8 ml amfolin, 30ul 2-mercaptoetanol,
42.5 ml EF-2 (DP iginde)

Hafif eriyik:
0.6 ml amfolin, 30 ul 2-mercaptoetanol, 60 ml EF-2
(DP iginde)

Bir Boyutlu (Laemmli) PAG Elektroforezi Tamponlara:

Ayirma Geli Cézeltisi:
%15 Akrilamit

Z20.15 Bis

125 mM Tris-HC1, pH 8
Z0.1 SDS

720.2 Amonyumpersiilfat
20.03 TEMED
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Konsantrasyon Geli Cézeltisi:
%5 Akrilamit
- %Z0.13 Bis

125 mM Tris-HC1l, pH 6.8

%0.1 SDS

Z0.2 Amonyumpersiilfat

%0.03 TEMED

Elektrot Tamponu:
25 mM Tris bazi
250 mM Gliserin
%Z0.1 SDS

'Coomassie’ Boyama Cozeltisi:
20.25 'Coomassie’' Parlak Mavisi
%45 Metanol

%9 Asetik Asit

Boya Cikartma Cozeltisi:
%210 Asetik Asit
%25 Metanol

2. EF-2'nin Saflastirilmasa

EF-2 si¢an karacifer dokusundan Sekil 3'te 'gdsteri-
len yol izlenerek saflagstirildi. Tim saflastirma iglemleri
0-4°C ta ve proteinaz inhibit®drii PMSF varlaginda ylirtitiildi.
Kafalari kesilerek &ldiiriilen si¢anlardan ¢ikarilan karaci-
ger dokulara 0°C'deki homojen1e§tirme tamponu (Mgd A) igeri-~
sine ailndl.‘Med A ile birkag¢ kez yikandiktan sonra karaci-
ger dokulari doku makaslara ile kesildi. Daha sonra kiigiik
parcalara ayrilmis doku, ilizerine 1:2 (g/ml) olacak sekilde
homojenlegtirmetamponu eklenerek, Elvehjem Potter homojen-
lestiricisi ile 700 dev/dak 5 kere homojenize edildi. Elde
edilen homojenat daha sonra Sorvall RC-5 santrifiijiinde S5~
34 tipi rotorla 15.000 dev/dak (30.000 xg) de 30 dak santri-~
fiij edildi. 30 dakika sonunda iist sivi (S-30) alinarak,
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Beckman ~ L5-50 ultrasantrifiijinde titanium-60 tip rotorla
40.000 dev/dak (100.000xg) de santrifiij edildi. S-100 kesi-
mi elde edildi. S-100 kesimi Hidroksil apatit ile karisti-
rilda. Diisik devirli santrifiijle ¢dkeltilen Hidroksil apa-
tit, baslanglg‘tamponu ile karistairilap ¢8keltildi ve bu isg-
lem iist sividaki optik yofunluk (A280) sifirlanincaya kadar
tekrarlandi. Hidroksil apatit sirasayla 10 mM(pH 7.4), 50
mM ve 150 mM K-fosfat ile yikandi. ADP-ribozillenme ydnte-
miyle EF-2 igeren kesimler belirlénerek'toplandi. Bu kesim-
ler DP'ye karsi gece bouncadializlendi. Dializden alinan 6r-
nekler daha sonra DP ile dengelenmis DEAE-selliiloz (DE-52)
kolonuna uygulandi. Kolon sirasi ile DP,DP+15, DP+65 ile yi-
kanarak 1 ml 1ik kesimler toplandi. Bu kesimlerin A280 ve

A deperleri okundu. Yiiksek A '
260 288 veren kesimler ADP ribo-

zilasyon testine tabi tutuldu. Aktivitelerin yiiksek olduBu
kesimler biraraya getirildi AP'ye karsi diyalizlendi. Daha
sonra diyalizden alinan bu kesim AP ile dengelenmigs fosfo-
selliiloz (P-11) kolonuna tatbik edildi. Sirasiyla AP,AP+50,
AP+250 tamponlarai ile yikanan kolondan AP+250 den inen o6r-
nekler OD degerlerine bakilarak ADPR ribolizasyon testine
‘tabi tutuldu. Yiiksek sayim veren aktif kesimler birlestiri-
lerek DP'ye karsa diyalize verildi. Bu kesimler daha sonra
kiicik miktarlara bodliinerek ileride kullanilmak {izere 1likit

azot'da dondurularak saklandzi.

EF-2'nin daha saf bir sekilde elde edilmesi igin
DEAE-selliiloz kromatografisinden sonra elde edilen aktif ke-
sim P-11 kolonuna verilmeden elektrofokus tamponuna karsi
diyaliz edildi. LKB 8100 kolonu kullanilarak yapilan elekt-
rofokus islemi sonunda elde edilen kesimlerin ADP ribozilas-
yon testi ile belirlenen aktif kesimler biraraya getirildi.
Bu kesimin amfolinlerden arindirilmasi amaciyla G-100 kolon

kromotografisi yapildi. Bdylece saf EF-2 elde edilmis oldu.
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3. FElektrofokus Islemi

Protein fraksiyonlarinin izoelektrofokus igslemi i¢in
LKB 8100 kolonu (110 ml) kullanildi (Resim 1). Once enzim
kesimi 7 mM Tris-HCl pH 7.4, 2 mM MET, 250 mM seker iceren
tampona karsi diyaliz edildi. Birgiin O6ncesinden. Gereg ve
Yontemler bo6liimiinde a¢1k1anan agir, hafif, anot ve katot
eriyikleri hazairlandi. Afir ve hafif eriyikler Tablo 1l'de
goriildigii gibi 24 gradyent tiipii i¢inde biraraya getirildi.
Elektrofokus kolunaanot eriyigi 1.6 cm yiikseklik verecek
miktarda konulduktan sonra gradyent tiiplerinin igerigi saira-
s1yla kolona yava$;£ akitilarak tabakalandi. Olusan bu grad-
yent ilizerinekatot eriyigi tabakalandi. 48 saat 4°C'de 2 Watt
giicte dogru akim uygulanarak yiiriitiilen elektrofokus islemi
sonucunda 2 ml'lik kesimler kolonun altai agilarak toplanda
ve aktivite testine tabi tutuldu. Aktif kesimler biraraya
getirildi. Daha sonra bu kesimlerde bulunan amfolinlerden
kurtulmak amaciyla G-100 kolon. kromotografisi kullanlldl.
Tim islemler +4°C'de yapailda.

4, EF-2'nin Elektroforetik Analizi

Cesitli dokulardan saflastirilan EF-2'nin analizi
sodyum dodesil siilfat poliakrilamit gel elektroforezi ile
Laemmli yéntemine gére resim 2'de gériilen plak ("slab™) gel
elektroforezi aleti ile yapilda (55).

Elektroforez "Slab" (plak) (160 mm x 160 mm x 160mm)
gellerinde yiiriitiildii., Gel plaklarinin dékilmesi i¢in ilk &n-
ce kaliplar hazirlandi. Iki cam levha arasina plastik bant-
lar konularak {ist iiste gefirildi. Her plastik bant ile cam
arasinda kalan bdlme %2'1ik agar geli ile kapatildi. Daha
6nceden hazarlanmis 7Z15 akrilamit igeren (pH 8.0) ayirma ge-
1i Pastor pipet yardima ile kopiirtiilmeden cam kaliplara 11
cm yikseklipinde dokiildii. yilizeye tabaklanan 1 cm yiiksekli-
gindeki su ile diizgiin bir gel yiizeyi eldé edildi. Gelin po-
limerlesmesi ig¢in bir giin beklendi. Uzerindeki su tébakas1
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Tablo-1. Elektrofokus igleminde basamakla seker féradyenti- :

nin olusturulmasi.

Fraksiyon No Agair Cozelti Hafif Cbzelti

(ml) {(ml)

1 4.6 0
2 4.4 0.2
3 4.2 . 0.4
4 4.0 0.6
5 3.8 0.8
6 3.6 1.0
7 3.4 1.2
8 3.2 1.4
9 3.0 1.6
10 2.8 1.8
11 2.6 ~ 2.0
12 2.4 2.2
13 2.2 2.4
14 2.0 2.6
15 1.8 2.8
16 1.6 3.0
17 1.4 3.2
18 1.2 3.4
19 1.0 3.6
20 0.8 3.8
21 0.6 4.0
22 G.4 4.2
23 0.2 4.4
24 0.0 4.6

filtre kagidi ile emdirilerek alindi. Polimerlesmis ayirma
geli iizerine %7.5 akrilamit ig¢eren (pH 6.8) derisim gel eri-
yigi dokiildi ve {izerine yine diizgiin bir yiizey eldeetmek
i¢in sutabakalandai. Bu sirada gel plaklarinin ilizerine 6rnek-
lerin wuygulanacaklari kuyulari olusturmak iizerebir kalap
"tarak" yerlestirildi. 30 dak i¢erisinde ﬁoiimerlesmesi bek-
" lendi. 30 dak sonunda tarak dikkatle ¢akaralda. Plagin alt
kismindaki plastik bant ¢ikarildi. Elektroforez kabina monte.
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edildi. Protein Brnekleri denatiirlestirici eriyik (PDB) igi-
ne alinarak 90°C da 1 dak bekletildi ve derisim gelindeki -
kuyulara. teker teker konuldu. Aletin alt (anot) ve iist (ka-
tot) kaplari elektrot tamponu ile dolduruldu. Elektroforez
sirasinda gel ilizerinde gdzlenen isaretli boya (BFB) derisim
gelini gegcerken 20 mA, ayirma gelini gegerken 40 mA uygulan-
di. BFB boyasi gelin alt bélgesine geiinceye kadar elektro-
foreze devam edildi. En u¢ noktaya gelindifinde elektrofo-
rez islemi durduruldu. Gel plak kaliplari elektroforez ka-
bindan ¢ikartildi. Plastik bantlar g¢ikartilarak gelin orta-
ya ¢ikmasi saflandi. Gel plaklara "Coomassie" parlakmavisi
cozeltisinde 30‘dak siire ileboyandiktan sonra boya ¢ikarma
eriyigine alinarak boyanin ¢ikmasi beklendi. Gelde protein-

lerin oldugu bdlgeler koyumavi bantlar olarak gdzlendi.
5. EF-2'nin Difteri Toksini Varliginda ADP-Fibozillenmesi

EF-2'nin miktara difteri toksinine bagli ADP-ri-
bozillenme yoluyla 6lg¢iildii. EF-2 ZuM(IAC) NAD VeA2ugr difte-
ri toksini varliginda 20°C'da 15 dak siire ile inkiibe edil-
di. ADP-ribozillenen EF-2 (ADPR-EF-2) miktarinin belirlenme-
si di¢in tepkime karisimlarindan alinan belli bir miktarda.
olan drnek Whatman GF-C filtresine emdirildi. 0°C'ta Z10TCA
i¢indeki Teflon sepet ig¢ine konarak reaksiyon durduruldu.
Ornek TCA igcersinde filtre kagidi icersinde ¢bktiiriildii. Da-
ha sonra sirasiyla %5 lik TCA ve etanolde birer dak yikan-
di. Proteine baglanmamis substrat uzaklastirildai. Filtreler

kurutuldu i¢erdikleri radyoaktivite miktarlari saptandi.
6. EF-2'nin Difteri Toksini Yogkluunda ADP-ribozillenmesi

EF-2 nin difteri toksini yoklugunda ADP-ribozil-
lenmesi i¢in EF-2, 21M(140).NAD varliaginda 37°C'de yaraim
saat, 1 saat, 2 saat inkiibe edildi. ADP-ribozillenen EF-2
miktarini belirlemek ic¢imn tepkime reaksivonlarandan belli
miktarlarda ornekler alinarak Whatman GF/C filtrelerine ya-
y1ldi. Yukaridaki béliimde anlatildiga gibi 0°C'da Z10TCA'da
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reaksiyon durduruldu. Sirasiyla %5'lik TCA ve etanolde bi-
rer dak yikandiktan sonra filtreler kurutularak igerdikleri

radyoaktivite miktara saptanda.
7. Radyoaktivitenin Olgiilmesi ' )

Kurutulmus ayni zamanda radyoaktif Ornekleri ta-
siyan Whatman GF/C filtreler cam 8l¢iim siselerine konuldu.
Her bir giseye 2 ml sintilasyon sivisi (toluol ig¢inde Z0.4
2.5 difeniloksazol) konuldu. Igcerdikleri radyoaktivite mik-
tarlari Packard-Tricarb sivi sintilasyon spektrometresinde

saptanda. (14C) i¢in sayim.verimi %303 olarak saptandi.

Cpm (=dakikadaki sayim) in pmol'a ¢evrilmesi

ig¢in,

cpm x 100
2.22 x Sayim verimi x Spesifik Aktivite(Ci/mol)

pmol =

bu formiil kullanilda.
8. Protein Tayini

Protein miktarlari Lowry yOntemine gdre saptanda
(56). Cesitli dokulardan elde edilen EF-2 kesimlerin prote-
in anqlizleri Lowry yontemine gdre yapildi. Standart ejriyi
elde etmek i¢in ‘9 6rnek i¢ine artan bilinen miktarlarda BSA
diger Orneklere protein igerigi belirlenecek EF-2 kesimleri
konuldu. Biitiin tiipler su ile 90Hl1l hacime tamamlandi. Daha
sonra tiiplere sirasiyla 2 N NaOH'dan 50 11 ve Z100 TCA'dan
10l ilave edildi. 30 dak 37°C. ta inkiibasyondan sonra ZZ
Na2C03, Z1 CuSOA,-ZZ K-NaTartarat igeren (sol 2) den 1 ml
eklendi. 10 dak 20°C'da inkiibe edildi. Daha sonra 1:1 sulan-
dirailmis Folin Reagent'inden 100 yl eklenerek sirasiyla 30
dak 37°C'da 5 dak 4°C'da bekletildi (sol 3). Bundan sonra
750 nm'deki absorbsiyon degerleri (A750) okundu. A750 deger-

leri karsiliklara proiein miktarlarinin bir islevi olarak
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veren standart dogru ¢izildi. Bu dogrudan 'yararlanarak pro-
tein miktari bilinmeyen kesimlerin okunan—A750 degerlerine

kafglllk gelen protein miktarlarai saptandi.
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I1T BULGULAR: -

1. Degisik dokularda EF-2'nin eldesi
1.1. Sican Karécigerinden EF-2'nin eldesi

Sigcan karaciferinden Gereg¢ ve Yéntemler boSliimiin-
de ac¢iklandifi sekilde her saflastirma sirecinde elde edi-
len EF-2 kesimlerine iliskin degerler Tablo 2 ve 3'de veril-
“mektedir. Her seferinde 6 si¢can karacifer dokusundan (25gr)
baslanarak iki ayri saflastirma sonucunda EF-2 elde edilmis-
tir. Birinci saflastirmada OH-apatit kesimine kiyasla 55,3
kat saflastirma gergeklestirilmis ve toplam 7nmol EF-2 elde

edilmistir.

Ikinci saflastirmada gene OH-apatit kesimine ki-
yasla saflastairma gerceklestirilmis ve “"toplam 6,6 nmol EF-
2 elde edilmistir.
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1.2. Sigan Karaciger Dokusundan Elde Edilen EF-2'nin
Elektroforetik Analizi

Preparasyon sirasinda EF-2'nin degisik asamalar son-
rasi1 elde edilen kesimleri Gere¢ ve YOntemler bOliimiinde
aciklandigi sekilde eiéktroforeze tabii tutuldu. Bu kesim-
ler Sekil 4'de c,e,g,1'da gdriilmektedir,

1 EF-2
—>

{ __, BSA
. . i 69.000D

oy > Ovalalbumin
ﬁ%? 45,000D

e £ gh 1 j

Sekil-4, Sigcan bobrek ve karaciferinden elde edilen defisik
EF-2 iceren kesimlerin sodyumdodesil siilfat poli-
akrilamid gel elektroforezi ile incelenmesi. -
a) Standartlar. b) S-100 kesimi (bdbrek). e) §-108
‘kesimi (karacifer). d) DE-52 koldrundan 65 mmKC1
ile indirilmis kesim (bdbrek). e) DE-52 kolonundan
65 mm KC1 ile indnirilmis kesim (karaciger). f)Hid-
roksil apatit sonrasi dializlenmis kesim (bébrek).
g) Hidroksil apatit sonrasi dializlenmis kesim (ka-
racifer). h) P-11 kolonundan AP+250 ile indirilmis
EF-2 kesimi (bobrek). 1) Elektrofokusdan sonra G-
100 kolonundan DP ile indirilmis ve konsantre edil-
mis EF-2 kesimi (karaciger). j) Standartlar.

Bu elektroforezde kullanilan standartlarin molekiil
afirliklara yaklasik olarak 45.000 D.Ovalalbumin ve 69.000
D. B.S.A. (Bovine serum Albumin)‘dir.
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Sekildeki verilerden EF-2'nin molekiil agarliga 90.000
Dalton olarak hesaplanmistir. Ayrica sig¢an karaciger EF-2'
sinin elektrofokus islemi ve G-100 kolon kromotografisinden
sonra biiyik oranda (> 90%) saglanmis oldugu belirlenmistir.

/

1.3, Saigan Bobreginden EF-2'nin Eldesi

Si1an bobrefinden saflastirma agamala:lndan sonra el-
de edilen EF-2 degerleri Tablo 4 ve 5'de topluca verilmekte-
dir. Tablo 4 ve 5'de gériildiigi gibi 6 sican bsbrek dokusun-
dan (9 gr.) birinci saflastirma sonunda 2 nmol EF-2 elde
edilmistir. 50 kat saflastirma gerceklestirilmistir.

Ikinci saflastirma sonucunda 76 kat saflastirma ger—
¢eklestirilmistir., Total olarak 2.7 nmol EF-2 elde edilmis-
tir. Her iki saflastirmada OH-Apatit kesimine kiyasla ger-

¢eklestirilmistir,

1.4, Si¢can Bébrek Dokusundan Elde edilen EF-2 Kesimlerinin

Elektroforetik Analizi

Preparasyon siirecinde saflastirma ¢alismalari sonra-
s1 elde edilen sigan b8brek EF-2'si Gere¢ ve Yontemler b&lii-
minde ag¢iklandigi ilizere elektroforeze tabii tutuldu. Bu ke-
simler Sekil 4'de b,d,f,h da goriilmektedir. '

Preparasyonun son asamasini olusturan P-11 kolon kro-
motografisinden sonra elde edilen EF-2 kesimindemolekiil
agirliklari 85,000 ve 53,000 olarak hesaplanan iki bant go-

riilmektedir.
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1.5. Sigan Akciger Dokusundan EF-2'nin Eldesi

Gereg¢ ve Yontemler boliimiinde ag¢aklandigi iizere sigan
akcigerinden elde edilen EF-2'nin degisik aéamalardaki saf-
lagtirma degerleri Tablo 6'da verilmektedir. 6 sican akci-
ger dokusundan (9 gr.) baslanarak bu saflastirma siireci so-
nucunda 19 kat saflastirma gerceklestirilmistir. 6 sigan
kullanilarak toplam 0.8 nmol EF-2 elde edilmistir. Tablo 6'
da .goriildiglii gibi materyalin azligi dolayisiyla P-11 kolon
kromotografisi uygulamasi akciger dokusu ic¢in yapilamamis-

tir.

1.6. Sigan Akciger Dokusundan Elde Edilen EF-2 Kesimlerinin
Elektroforetik Analizi

Preparasyon sirasinda elde edilen EF-2'nin degisik
asamalar sonrasi elde edilen kesimleri Gere¢ ve Yontemler .
boliimiinde aciklandifi sekilde elektrofo:eze tabii tutuldu.

Bu kesimler Sekil S'de a,d,e,f de gdriilmektedir.

Sekil-5. Sican beyin ve akciferinden elde edilen degisik
EF-2 igceren kesimlerin sodyum dodesil siilfat po-
liakrilamid gel elektroforeziyle incelenmesi.
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a) Standartlar (Albumin egg 45.000 D, BSA 69.000 D)

b) S-100 kesimi (beyin)

¢) Hidroksil apdtit sonrasa dializlenmig“kesim’
(beyin)

d) Hidroksil apaqtit sonrasi dializlenmis kesim (Akci-
ger) -

e) DE-52 kolonundan 65 mM KC1l ile indirilmis kesim
(Akciger)

f) S-100 kesimi (Akciger)

1.7. Sican Beyin Dokusundan EF-2'nin Eldesi

Céreg ve Yontemler boliimiinde acaklandigi ilizere sigan
beyin dokusundan elde edilen EF-2'nin defisik asamalardaki
saflastirma deferleri Tablo-7'de verilmektedi;. 6 sican be~
yin dokusundan (10 gr.) baslanarak bu saflastirma slireci
sonunda (OH-Apatit asamasinda) 7Z0.63'liik bir saflastirma ve-
rimine ulagsilmistar (EF-2 miktara 7 si).

10 gr. 6 sigan bein dokusundan tablo 7'de goriildiigi
gibi saf kesim elde edilememistir. Karaciger, bobrek dokula~
rina nazaran ¢ok az bir aktivite burada goOriilmiistiir. Beyin
izerine yapilan preparasyon denemeleri sonucunda birbirine

benzer deferler elde edilmistir.

1.8. Saigcan Beyin Dokusundan Elde Edilen EF-2'nin Elektrofo-
retik Analizi .
Preparasyon siirecinde saflastirma asamalari sonrasa
elde edilen sigan beyin EF-2'si Gere¢ ve Yéntemler bOliimiin-
de ag1k1andlgl iizere elektroforeze tabii tutuldu. Bu kesim-
ler Sekil 5'de a,b,c'de gbriilmektedir.

Sekil 5'te de goriildiigii iizere EF-2, beyin dokusundan
muhtemelen bu dokunun &zelliklerine bagli olarak yetersiz

O0lciide elde edilmistir.
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IV. TARTISMA: - .01 i

Sican karaciger, bdbrek, akciger ve beyin dokularain-
dan EF-2 eldesi ig¢in uygulanan saflastirma ydntemleri sonu-
cunda degisik asamalardaki protein derisimleri, toplam pro-
tein miktari, EF-2 miktari, saflastirma katsayisi ve verim

degerleri saptanmistar.

Gere¢ ve Yoéntemler boliimiinde a¢iklandifi iizere EF—Z
miktarini belirlemek amaciyla uygulanan ADP-ribopzillenme
testinin degerleri S-100 asamasinda daha sonraki kesimlere
kiyasla orantisiz Olgiide ve diigiik bulunmustur. Bu nedenle
bununla ilgili deferler tablolara alinmamistir. EF-2 mikta-
r1 ile ilgili degerlendirme OH-Apatit kesiminden itibaren
yapilmistir. ADP-ribozillenme testinin sonucunda elde edi-
len diigiik degerler S-100 de bulunabilecek ve ADP-ribozillen-
meyi baskilayan bir inhibitﬁr etkiden kaynaklanabilecegi dii~

siinlilmiistiir.

EF-2 saflastirma katsayisina godre karacifer, bdbrek,
akciger, beyin dokularinin karsilastirilmasinda karaciger
dokusunun 55.3 ve 65'1ik degerleri, bébrékte 50 ve 76, akci-
gerde 19 olarak belirlenirken beyinde bu dokudaki EF-2 mik-
tarinin azligi nedeniyle benzer bir deferlendirme yapilama-

migtar.

Ayrica baslangi¢ doku miktarina gdre elde edilen
EF-2 miktarlaramin karsilastirilmasinda saflagstirma -siireci-
nin son. asamasi-.olan elektrofokus._islemi sonucunda .l gr.
karaciger dokusundamn 0.28 pmol”EF—Z.elde»édilirken bu ‘Jefer
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bﬁyrek dokusu i¢in P-11 asamasindan sonra 0.3, akciger doku~
su i¢in DE-52 asamasindan sonra 0.1, beyin dig¢in ise OH-Apa-
tit asamasindan sonra 0.07 olarak belirlenmistir. Bu deger-
lendirmeden de anlasilacafi gibiancak karaciger dokusu ile

saflastirma siirecinin son asamasina kadar gidilebilmistir.

Ayrica saflasmayr toplam EF-2 miktarina gdre deger-
lendirdigimizde iki sigandan elde edilen karaciger dokusu
ile elektrofokus asamasina kadar gelinerek. toplam 7 nmol
EF-2 elde edilirken, bdbrek ile P-11 asamasina kadar 2.7
nmol, akcifer ile DE-52 asamasina kadér‘gelinerek 0.87 nmol,
beyin ile ise OH-Apatit asamasindan sonra ancak 0.7 nmol
EF-2 elde edilmigtir. Bu degferlendirmeye géré de en fazla
verim si¢an karacifer dokusundan elde edilmistir. Biitiin bun-
lara gére verim ve saflastirma etkinligi acisindan sigan ka-

racifer dokusu ile galismanin {listiinliigii ortaya ¢ikmaktadair.

Sigan karacigerinden elde edilen EF-2 elektrofokus
daha sonra ise G-100 kolon kromotografisi islemine tabi tu-
tulmustur. Bu EF~2'yi PAGE Laemmli ydntemi ile elektroforez
yaptaifaimizda biiyiik oranda saflasmis ( %90) tek bir band sek-
linde gdriilmiistiir.Bu Band 94.000 D. tekabiil eder. -~ Sican bdbre-
ginden elde edilen EF-2 P-11 isleminden sonra PAGE Laemmli
yontemi ile elektroforez yaptifimizda, karacifere nazaran
daha az saflikta ( 7%90) tek bir band seklinde‘gﬁrﬁlmﬁgtﬁr.
Bu bandin molekiiler agirlifinin 80.000 D.'na tekabiil ettigi
goriilmiistir., Sican bObrefinden elde edilen EF-2 P-11 isle-
minden sonra PAGE Laemmli yontemi ile elektroforez yaptiga-
mizda karacifere nazaran daha az saflikta ve natif EF-2'nin
molekiiler agirlaifindan daha diisiiktiir. Saflasma agisindan
bobrek EF-2 sinin ‘elekf:roforetik analizin de minor bandan
yaninda molekiiler agairliklari 85.000 ve 53.000 olan iki ana
bant bulunmustur. Bébrek EF-2 sinin muhtemelen ;pfoteolitik

bir etkiye maruz kaldigi goriilmistir.

Biitliin bu degerlendirmelere gére de sican karaciger
dokusunda EF-2 eldesinin her bakiminda verimli olabilecegi

sonucuna varilmastar.
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v. OZET

Karaciger, bobrek, akciger, beyin gibi degisik sican
dokularindan EF-2 saflastirildi. Her doku ig¢in homojenlegtirf
me, santrifiij, OH-apatit, DEAE selliiloz, fosfoselliiloz kolon
kromotografileri ve elektrofokus gibi ayni yontemler uygulan-
di. Biitiin bu asamalar sonucunda si¢an karacigeri ve bobrefin-
den EF-2 saf olarak elde edildi. Ancak si¢an 'karacieri ve-
rimlilik ve safllk acisindan diger dokulara gore daha {istiin
bulundu. Sigan karacifer EF-2'sinin elektrofokus islemi ve
G-100 kolon kromatografisinden sonra biiyiik oranda (yaklasik
%290) saflagmis oldugu belirlendi. Akciger dokusu ile ancak
DEAE selliiloz kromatografisi asamasina kadar gelinebiidi. Bu
dokuda verim olduk¢a diisiiktii. Beyin dokusunda ise EF-2 mikta-
r1 akcigerden de daha diisiik bulundu. OH-apatit ile kesimleme-

den sonra isleme devam edilemedi.

Biitiin bu bulgulardan sonra EF-2'nin en saf ve en yik-
sek verimle, protein sentez etkinligi en yiiksek oldufu sigan

karacifer dokusundan elde edilebilecegi sonucuna varaldi.
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SUMMARTY®

EF-2 is tried to be purified from the liver, kidney
lung and brain tissues of rats, Each specimen is procéssed
by homogenization, centrifugation, OH-apatite, DEAE cellulose
and : phésphocellulose colon chromatographies and electrofocu-
sing respectively. After all these procedures, EF-2 had been
purified only from the tissues of the liver and the kidney.
The productivity and purity of EF-2 was found better when
rat liver had been used. After electrofocusing and G-100
colon chromatography we isoiated very pure (7%290) EF-2 from
rat liver., With the lung specimen the procedures were stopped
at the DFAE cellulose chromatography stage because the EF-2
yield was low. In the brain tissue the amount of EF-2 was
found to be lower~ than the 1lung tissue. So we couidn't

continue after the OH-apatite chromatography.

After these results we concluded that EF-2 .can be
isolated in the highest yield and in the puriestform from the

rat liver where most of the protein synthesis takes place.
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EKISALTMALAR:

Absorbsiyon

Aminoasil-transfer riboniikleik asit
Adenozin difosfat

Adenozin difosfat riboz

Adenozin difosfat riboz tasiyan EF-2
adenozin monofosfat

Adenozin trifosfat

Sayim/dak

Dakika

Dietil aminoetil selliiloz
Etilendiamin tetraasetik asit
Yercekim ivmesi

Guanozin monofosfat

Guanozin trifosfat

Guanozin difosfat

Haberci (meSsengef) riboniikleik asit

2-Merkaptoetanol

Nikotinamit —adenin-diniikleotit
Hidroksil apatit

Yalniz felilalanil i¢eren bir polipeptit
Fenilmetilsulfonilflorit
2.5-difenil oksazol )
Devir/dak

Ribozom RNA'sa

Transfer RNA

Saat

Sodyum dodesil siilfat
Triklorasetik asit

N,N.N',N'-Tetrametil-etillendiamin

"Tris (hidroksimetil)-aminometan
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