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1. GIRIiS

Hucre igi sinyal ileti sistemlerinde, guanin nikleotidlerini badlayan proteinier
olarak bilinen G proteinleri, hiicre zar tarafindan alinan sinyallerin hicre igi sinyal-
lere dénlgturtilmesinde goérev alan araci molekilierdir. Ayrica hicre igi taginim ve
salgilama olaylarini dlizenledikleri digtintimektedir.

Yakin zamanlarda yduritllen ¢aligmalar G proteinlerinin hiicre bliyimesi ve
farkhiagmasinin diizenlenmesinde katkida bulundugunu digindirmektedir. Biz bu
calismada, G proteinlerinin hicre farkliiagmasinda da rol oynayabilecegini dusun-
duren galigmalar 1g1§inda eritroid hiicre farklilagmasinda G proteinierinin olasi roii-

nG incelemeyi amagladik.

Normal eritroid énci hiicrelerin uzun sure kiltirde tutulmasi ve farklilagma-
nin kritik agamalarinda senkronize olmug hticre toplulugunu elde etmek oldukga
zordur. Bu nedenle htcre kultiirlerinde gogaltilabilen Friend virus kompleksi ile en-
fekte oimug fare dalaklarindan elde edilen fare eritrolésemi hiicreleri (MEL) ile
insan eritrolésemi hicrelerini (K562) model olarak segtik.

1.1. Guanin Nikleotidlerini Baglayan Proteinler (G Proteinleri)

Hucreler birbirleriyle nérotransmitterier, hormonlar ve buylime faktérieri gibi
cesitli sinyal molekdlleri araciligiyla iletisim kurariar. Bu molekuliere yanit veren
hiicrelerin plazma zarlarinda o molekiile 6zgl reseptérier mevcuttur. Reseptoriin
bir agonist tarafindan uyariimasiyla hiicre igerisinde sinyale yol agan reaksiyonlar
dizisi baglar. Bunun sonucu olarak hicrenin davraniginda degisiklik gézlenir. Or-
negdin; bir enzimin salgilanmasi, kas kasiimas! yada hiicre bélinmesinin baglamasi
bu olaylarin arasinda yer alir. Aralarinda rodopsin, muskarinik asetilkolin resep-
toru, adrenerjik reseptér gibi molekdller bulunan bir reseptér sinifi G proteini ola-
rak adlandinlan ve hiicre zarina bagl bir gevireg (transducer) proteini uyararak et-

kisini gosterir (1).



Gunumuze dedin farkli hicre igi olaylarini diizenleyen birgok G proteini bu-
lunmustur. G proteinleri aracihgiyla diizenlenen sinyal ileti sistemlerinde Ug tarkli
bilesen mevcuttur: (a) reseptér molekll, (b) bir efektér bilegeni (bir yada birden
fazla molekdl) ve (c) reseptor ile efektdr arasinda képrii gorevini Ustlenen bir G
proteini G protein reseptérierinin birgogu membrani yedi kez kat eden ve membran
dis ylzeyi boyunca uzanan glikoproteinlerdir (2). Bu reseptérler G proteinini etkin-
lestirerek sinyalin efektére ulagmasini saglariar. Efektér genellikle adenilat siklaz,
fosfolipaz C yada fosfodiesteraz gibi ikinci haberci metabolizmasinin bir enzimidir;
bazi durumiarda ise kalsiyum yada potasyum iyoniarinin gegigini dizenleyen bir

iyon kanali olabilir.
1.2. G Proteinleri Araciligi ile Gergeklesen Olayiar

iik tamimlanan G proteini, siklik AMP'nin yapimini uyardi§i i¢in "Stimula-
tory" (uyarici) olarak adlandinian Gg'dir. Gifte kontrole tabi olan adenilat sikiaz
sistemindeki bir diger G proteini sikiik AMP'nin olugumunu baskilayan "inhibitory”
Gi' dir. Gg ve Gj proteinleri, efektér olarak adenilat siklazi kullanirlar. Gj protein-
lerinin adenilat siklaz, fosfolipaz C ve K kanallarini hangi mekanizmayla uyardik-
lari henliz ayrintilariyla bilinmemektedir. Ancak Gg ve transdusin (Gy)' in etki me-
kanizmalan agikhia kavugmugtur. G proteinlerinin koku alma duyusu agisindan
6nemi gok yakinlarda ortaya g¢ikmigtir. Henliz kimligi belirlenememis bir koku re-
septériine baglanan ve Gg' e benzeyen bir proteinin adenilat siklazi ve Na/K anti-
port sistemini uyardigi dugtiniimektedir (3-4). Bugtinkii bilgilerimizin 1siginda, G
proteinleri aracihgi ile gercekiegen olaylar; Tablo 1.' de gdsterilmigtir.



Etkiledigi

Epinefrin Karaciger Gg
Glukagon  Hucreleri

Epinefrin Yaj Gg
Glukagon  Hucreleri
Luteinlegtirici Over Cg
Hormon Folikdlleri

Antidilire-  Bobrek Gg
tik hormon Hucreleri

Asetilkolin  Kalp kast  Gg
Hucreleri

Enkefalinler Beyin Gi/Gg
Endorfinler, Néronlari
Opioidler

Angiotensin Kan damar- Gq
larinda, duz
kas hucreleri

Odorantlar Burundaki Ggjt
néroepitel-
yum hicresi

Isik Retinadaki G
koni ve gubuk
hlcreleri

Feromon  Ekmek GpA1
Mayasi

Adenilat Glikojen yikimi
Siklaz

Adenilat Yag yikimi
Siklaz

Adenilat Ostrojen ve progestron
Siklaz sentezinde artma

Adenilat Bdbreklerde suyun

Siklaz tutulmasi

K+ Kalp atig! yavaglamasi

Kanali ve pompalama guciinde
azalma

Cat+ ve K+ Néronlarin elektriksel
kanallari aktivitesinde degisiklik
Adenilat

Siklaz

Fosfolipaz C Kas kasilmasi, kan
basinci artigl

Adenilat Odorantlann

Siklaz belirrenmesi
cGMP Gorsel sinyallerin
Fosfodi- belirlenmesi
esteraz

Bilinmi- Ciftlesme hicreleri
yor

Tablo 1. G proteinleri araciliyiyla gergeklesen fizyolojik olaylar.



1.3. G Proteinleri Arasindaki Ortak Ozellikler

G proteinleri arasinda farkliliklar oldugu gibi onlar biregtiren ortak 6zellikier

de vardir.

-Hucre zarinin sitoplazmik ylzinde membrana gémdili olarak bulunan G
proteinleri o, B ve ¥ altbirimierinden olugan heterotrimerik proteinierdir.

-G proteinleri, sinyal ileti sistemlerinde reseptodr ile efektér arasinda gevireg
(transducer) gérevini (istlenen araci protein molekulleridir.

-G proteinlerinin o altbirimleri ayni zamanda arti iki dederikli Mg iyonian igin
en azindan bir tane yiiksek afiniteli (ilgili) baglanma bélgesi igerir. (Mg++, GTP' nin
aktivasyonunda fizyolojik ligand olarak gereklidir).

-G proteinleri inaktif (bazal) durumdayken o altbirimine GDP baglanirken, et-
kin hale gectikierinde GTP baglanir.

-G proteinlerinin hemen hemen hepsi Vibrio kolera (difteri) ve Pertussis
(bodmaca) gibi bakteriyal toksinlerle ADP-ribozillenir.

1.4. ADP-Ribozillenme

Bakteri toksinlerinin birgogu NAD'nin ADP-riboz grubunu GTP baglayan pro-
teiniere 6zgiin olarak aktariimasini katlizleyen etkinliklere sahiptir. Omegin; difteri
(Vibrio kolera) toksini, elongasyon faktérii 2 (EF-2)' yi ADP-ribozilleyerek protein
sentezini durdurur. Vibrio kolera toksini, Gs' in ADP-ribozillenmesini katalizieyerek
GTP hidrolizini engeller, bdylelikle adenilat sikiazi geriye dénligiimsiiz olarak uya-
nr. Pertussis (bogmaca) toksini ise GDP bagli konformasyonda Gj ve Gy ailesini
ADP-ribozilleyerek reseptédrle etkilegsimini ve GTP baglama etkinliklerini engeller (5).
Pertussis (bogmaca) toksininin, G proteinleri Gizerinde ADP-ribozilledigi grup o altbi-
riminin karboksil ucundan doért amino asit uzaklikdaki sistein'dir (6). (sistein grubu
G proteinin reseptdrie etkilesiminden sorumludur.) ADP-ribozillenme sonucu olarak
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G proteinleri ile reseptorieri kenetlenemez (6). GDP/GTP degis tokugu, GTP az et-
kinlikleri ve adenilat sikiazin baskilanmas: gibi fiziksel ézellikler G proteinlerinin
ADP-ribozillenmesiyle degismemektedir (7). Bdylelikle yanlizca reseptér aracili sin-

yallerin iletisi engelienmektedir.

Ote yandan Gg (Stimulatory G protein) ve G (transdusin) de kolera toksi-
niyle ADP-ribozilenme « altbiriminin ortasina yakin arginin grubunda olur. (45 kDa'
uk Gs'de Arg 187'de olur.) G proteinlerindeki bu bdlgenin GTP" nin ¥-fosfat grubuy-
la etkilesiminden sorumiu béigeye yakin oimasi nedeniyle ADP-ribozillenme G pro-
teinlerinin intrinsik GTPaz etkinliinde azalmaya neden olmaktadir (8-10). o altbi-
rimlerine gére gesitlendirilen G proteinlerinin toksin duyarliliklar Tablo 2.' de gds-

terilmigtir.

Altbirim Alt Tip Sayist Molekiil Aqirhgh (kDa) Toksin Duyarhhidi

Og 4 45-52 Kolera Toksini
0 3 40-41 Pertussis Toksini
oo 1 39 Pertussis Toksini
ot 2 (gubuk 40 Petrussis ve
Koni) Kolera Toksini
0z (x) 1 Bilinmiyor Bilinmiyor
p2iras bir kag 21 Bilinmiyor
Tablo 2. o altbirimlerine goére gesitlendirilen G proteinlerinin toksin du-
yarhiliklari.

1.5. Yapi ve iglev

a, B, ¥ altbirimlerinden olugan G proteinleri elde edildikleri tur ve dokuya gé-
re veya transiasyon sonras! kovalent modifikasyonlara bagl olarak cesgitli farklilik-
lar gosterirler ve o altbirimlerindeki farkliliklara gére siniflandirilirlar. o altbirimleri-
ni kodlayan 9 gen ve buniarin Griind olan 12 polipeptit belilenmigtir. Herbir o altbi-
rimi guanin niikieotidierine ylksek ilgisi olan bir baglanma bdlgesine ve GTPaz et-
kinligine sahiptir.
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Reseptdrierle diizenlenen adenilat siklaz sistemi ve 1gik uyarisiyla etkin-
lesen cGMP fosfodiesteraz kompleksi Gizerinde yapilan ¢aligmalar G proteinlerinin
etki mekanizmasiyla, ilgili bir modelin geligtiriimesine olanak saglamigtir (11).

G proteinleri inaktit (sessiz) durumdayken GDP'yi sikica baglarlar. Bu ko-
numdaki G proteinin spontan olarak uyarisi yavagtir. Reseptérin kendine 6zgl bi-
rinci haberci moleklli (agonist; sinyal molekull) ile uyanimasi, G protein ile resep-
t6rin etkilegimini baglatir. Ug boyutiu yapidaki olasi bir de§isikik sonucunda GDP
serbestlenerek GTP baglanir. Birinci haberci molekilinin varh§inda G proteinin
GDP' ye ilgisi azalirken, GTP' ye ilgisi artmaktadir. GTP' nin baglanmas) tzerine
reseptor molekill G proteininden ayrilir ve etkinlesen G proteini, efektér moleku-
In0 etkinlestirerek hicre igi sinyalin olugmasina neden olur.

Efektér aktivasyonunun kalici olmas! istenmediginden sistemin kapatilip
sinyal taginiminin sonlanmasi gerekmektedir. G proteinin GTPaz etkinligi ile ken-
disine bagh GTP' nin terminal fosfat! hidrolizienerek inorganik fosfat ortama verilir.
G proteini GDP kompleksi ilgisini yitirerek hedef enzim sisteminden aynigir ve he-
terotrimerik inaktif yapiya dénen G proteini etkinligini yitirir. o altbiriminin genis he-
terojenligine ragmen birinci habercinin hiicre zarina baglanmasiyla o altbiriminin re-
septorle etkilesimini kolaylagtirdigi diistniilen BY kompleksi, sinirli bir heterojenlik
gostermektedir. B¥ altbirimieri birbirleriyle siki sikiya iligkilidirler ve ikisi birlikie etkili
formu olan PY kompleksini olustururlar.

BY¥ alt birimlerinden; B alt birimi iki gen tarafindan kodlanir. Bu iki gen tara-
findan kodlanan B4 yada B3g ve PBo yada B3g olarak adlandinian bu iki polipep-
tidin amino asit dizileri % 10 farklilik gdstermektedir. B ve ¥ alt birimlerinin moleku-
ler yapisi timu ile bilinmemektedir. Bb’ altbirimlerinin adenilat siklaz ve fosfolipaz
A2 gibi efektérieri, direkt olarak duzenleyebilecedini gésteren galigmalar vardir(12).
G proteini etkinlestiginde a altbiriminden ayrlan B¥ kompleksinin ayni zamanda o
altbiriminin efektérle etkilegimini baskilayan bilesen oldugu digstnllmektedir. EQer
gercekten boyle ise G proteinin ag-kapa anahtari, altbirimlerin ayrigmas: ve tekrar
birlesmesinden olugmaktadir.



1.6. Farkli Tirdeki Memelilerde G Protein o Altbirim Dizilimlerinde Benzer
Bdélgeler; Evrimsel Korunum

Tablo 3' de géruldigu gibi herbir G protein a altbiriminin genel yapisindaki
benzerliklerin yanisira amino asit dizileri farkit memeli tirierinde korunmugtur (13).
Ggg' hin amino asit dizilimi insan ve siganda oldukga korunmustur: 394 amino asit-
den sadece bir tanesi farklidir. Gj1' nin dizisi sijir ve insanda tamamen aynidir.
Gi2as Gizg: G ve Gog' nIn amino asit dizileri ise farklh memeli tirlerinde % 98
oraninda benzerlik géstermektedir. Bu benzerlik herbir G protein gen Grtintnin 6z-
gin fizyolojik iglevinin korunmas: igin evrimsel bir baski faktérinin varliini sezin-

dirmektedir.

Tarler Amino asit Dizileri Nukleotid Dizileri
rGgq hGgq, 393/394 (% 99.7) 1128/1197 (% 95.4)
bGi1q hGi1o, 354/354 (% 100) 998/1062 (% 94.0)
Gi2g hGigg, 350/355 (% 98.6) 985/1065 (% 92.4)
rGiag, hGiag, 349/354 (% 98.6) 981/1062 (% 92.4)
rGog hGog 348/354 (% 98.3) 992/1062 (% 93.4)
G yor hGyq 349/355 (% 8.3) 977/1065 (% 91.7)

Tablo 3. G protein a altbirim dizilerinin farkli memeli tlirierinde korunma du-
zeyleri; rirat (sigan), h:human (insan), b:bovine (sigir)

1.7. GTPaz Sikiusu

GTPaz siklusu boyunca G proteini (¢ farkli konformasyondan geger (Sekil
2.). G proteinine bagli GDP' nin serbestlenmesi ile "inaktif* konformasyon yerini
gegcici "bog" konformasyona birakir. Sitoplazmadaki kosullar altinda bog olan gua-
nin nukleotid baglanma bdlgesine GTP' nin badlanma olasihgi GDP'ye kiyasla da-
ha yliksektir; GTP' nin baglanmasiyla G protein “aktif* konformasyona geger ve ar-
dindan GTP'nin hidrolizlenmesi ile tekrar GDP bagl "inaktif” konumuna déner.
GTPaz' larin birgogunda GDP'nin serbestlenme hizi ve GTP hidroliz tepkimeleri
icin intrinsik hiz sabitleri (kgigGDP ve kggtGTP) oldukga dustktir. (k<0.03/dak)
Duzenleyici proteinler sinifina ait iki grup protein varliginda bu hiz artar. Bu prote-
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inler: (a) G proteinine bagh GDP' yi serbestieyerek GTP ile yer degistirmesini sag-
layan guanin niikleotidleri serbestleyen proteinler (GNRP-guanine nucleotide rele-
ase proteins) (b) bu siklusda geriye dénlsumsiz adim olan GTP hidroliz tepki-
mesini hizlandiran GTPaz' 1 uyarici proteinler (GAP-GTPase activating prote-

ins)'dir.

G proteinlerinin hiicresel iglevieri aktif (GTP bagh) yada inaktif (GDPbagh) G
protein dizeylerinin goéreceli olarak degigmesi suretiyle dizenlenir. GNRP ya da
GAP' lardan bir tanesinin diizenlenme mekanizmasindan sorumlu oldugu digtnél-
mektedir. GTP hidrolizinin geriye dénGsiimsiiz olmas! bu sikiusun tek yénde iler-
lemesini saglar (14). Glnlimiize degin karakterize edilmis GTPaz' lar ribozomal pro-
tein sentezinin y6niendiriimesinde gérev alan EF-TU ve sinyal ileti sistemlerindeki

G proteinleridir (15).

@ 7 e o

Sekil 2. G proteinlerinde GTPaz siklusu
GAP:GTPaz' 1 aktive edici protein
GNRP: Guanin nikleotidi serbestleyici protein

1.8. Disik Molekiil Agirhklhh GTP Baglayan Proteinler

Hras: Kras Ve Nragg genleri tarafindan kodlanan 21 kDa' luk proteinler gua-
nin nuikleotidlerini baglamalar, GTPaz etkinligi igermeleri ve plazma zarinin sitop-
lazmik ylizinde bulunmalan agisindan G protein a altbirimleriyle benzerlik gbste-

rirler.
-9-



immiinblot ve cDNA teknikleri sayesinde, guanin niikieotid bagiayan ras pro-
teinlerinin genig bir ailenin tyeleri oldugu belirlenmigtir. Bu ailenin 6zgln iglevi he-
niz tanimlanamamistir. Ancak amino asit dizilerinin evrim boyunca korunmusg ol-
mast, buniarin hlicre fonksiyonunda kritik rolleri oldugunu digindirmektedir. Bu ai-
lenin birkag Uyesi direkt amino asit dizilim teknikleriyle saflagtirnimig ve tanimian-
migtir. Bazi Uyeleri G protein altbirimlerine 6zgl antikorlaria plazma membranin-
dan saflagtinlmigtir. ARF ve Gp olarak adlandirilan iki digiik molekdl agirhkli GTP
badlayan protein tavgan karacigerinden, insan plasentasindan ve sifir beyninden
saflagtinimigtir (16, 17). Onceleri ARF, Gg' in kolera toksiniyle ADP-ribozillenmesi
igin gerekli olan bir kofaktér olarak tanimlanmig sonra yanlizca GTP baglayan bir
protein oldugu belirlenmigtir. imminokimyasal galismalar Gp‘ nin ARF'den ve ras

proteinlerinden farkli oldugunu géstermistir (18).

Sigir beyin plazma membranindan GTP'yi badlayan 6 tane digik molekul
aglrilkll protein saflagtinimigtir (19). Dusik molekll agirhkiit GTP baglayan prote-
inferin bazilari rho gen drinlerini igermektedir. Buniar bazi botulinum toksinleriyle
ADP-ribozilasyonun katalizlenmesinde substratlari olustururiar (20). Botulinum tok-
sin substratlan olan 22-24-26kDa'luk diger dusik molekul agirliki GTP baglayan
proteinler insan nétrofil membraniarindan saflagtinimigtir (21). Digtk molekul agir-
hikli GTP baglayan proteinlerden bazilari ¢éztinebilir yapida bulunabilir. ARF beyin
sitozollinden de saflagtinimistir (22). Bu proteinierin ¢dztinebilir olanlar ile memb-
rana bagl olanlarn birbirinden farkhidir. Ras GTP proteinlerinin iglevi hlcre tipine
gbre degigmektedir. Ras GTP fibroblast hicrelerinde proliferasyonu uyarirken,
(Pheochromagtoma) PC12 hdiicrelerinin, nérotik hiicrelere farklilagmasini uyanr
(23). Maya (Sacchomyces Cerevisice)' daki ras proteinleri Ras1 ve Ras2, adenilat

siklazi uyarir (15).

1.9. G Protein - Reseptor Etkilegimi
GTP baflayan proteinlerin gesitli duyu ve hormon reseptéreri aracilijiyla

gergeklesen transdiiksiyon (sinyal dénisumi) olaylarindaki roli yogun aragtirmala-

rin konusunu olugturmaktadir. Gorsel transdiksiyon sistemi bazi avantajlan ile re-

septér-G protein etkilesimini molekiler diizeyde incelemek icin uygun bir modeldir.

Fotoreseptér hiicreleri olan gubuk ve konilerde rodopsin' in igikila uyariimasi

cGMP duzeylerini duglren bir biyokimyasal tepkimeler dizisini etkinlegtirerek plaz-
-10 -



ma membraninda hiperpolarizasyona ve iyon kanallarinin kapanmasina yol agar.
Isikta uyaniimig rodopsin bu etkisini cGMP fosfodiesterazi etkinlegtiren Gy (Trans-
disin)'i uyararak olusturur. Gubuklarla yirGtilen caligmalar etkinlegen her rodopsin
molekull igin bir saniye iginde en azindan 1000 G protein molekuliintin etkinlege-
bildidini géstermektedir. Bu slire iginde etkinlegmis reseptér bir G proteinine bag-
lanmakta ve G protein iki farkli konfiglirasyondan gegmektedir: guanin nikleotid
baglanma boligesi (cebi) agilarak GDP serbestlenmekte ikincisinde GTP' ye bagimli
olarak reseptér ve BY¥ kompleksine ilgi azalmakta, fosfodiesteraza ilgi artmaktadir.

Retinadaki gorsel reseptér kromofor nitelifindeki retinal igerdigi icin bu sis-
temde reseptdér-G protein etkilegimi spektrofotometrik olarak &lgllebilir. Retinalin
sogurma spektrumu (tayfi) uyan slresince rodopsindeki yap! degisikiigine bagh ola-
rak degisir. Gy 6zellikle meta rodopsin Il konformasyonuna baglanir ve bu baglanma
uygun durumlarda spektroskopik olarak belirtenebilir (Sekil 3.).

Asagida belirtilen galigmalar o altbiriminin yapi-iglev baglantisina 1gik tutmak
ve BY kompleksi, rodopsin ve fosfotodiesteraz ile etkilesim bélgelerini incelemek
amactyla yuritilmagtur. Bu deneyler ayni zamanda Deretic ve Hamm' in dnerdigi
modelin gegeriilijini sorguilamak amacini tagimaktadir. Gio, proteinin N ucu BY
kompleksi ile etkilegiminde 6nemlidir. o4’ nin N ucu Staphylococcus aereus V8 pro-
teinaz etkisiyle gikanldiginda, o' nin varliji da proteoliz olayini yavaglatmaktadir
(25). Ancak o altbiriminin N ucu bélgesinin BY altbirimiyle direkt etkilesime girdigi
kesin olarak gosteriimis degildir. Bir diger olasilik bu bélgenin o altbiriminde hete-
rotrimer olan bir konformasyonu gergeklestirmesidir. Eger BY etkilesimi yanlizca
proteinin N ucu bélgesinde gergeklegiyorsa ayni BX altbirimi ile etkilegen gesitli o
altbirimierin de bu bélgedeki dizilerin korunmusg olmasi beklenir. Bunun béyle olma-
masi BY etkilegimi igin diger bélgelerinde katkisi olabilecegini dligindirmektedir. Ni-
tekim, Hingorani ve arkadaglari G altbirimierinin kimyasal olarak gapraz baglanma
uranlerini inceleyerek ay' nin 5kDa'luk C (karboksil) ucu bélgesinin By ile direkt ola-
rak etkilegtigini géstermiglerdir (26). Ayrica Kahn ve Gilman'da o altbiriminde 196.
konumda bulunan Arginin'in kolera toksiniyle ADP-ribozillenmesi BY ucu ilgisini de-
gistirdigini saptamiglardir; bu buigu proteinin bu béigesinin BY bagianma bélgesine
katkida bulunabilecegine isaret etmektedir (27).

-11 -
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C ucu reseptdrle etkilegim igin 6nemlidir. Gy’ nin C ucundaki 347. amino asit
olan sistein'in pertussis toksiniyle ADP-ribozillenmesi, Gy’ in (ve ayni zamanda di-
ger pertussis toksin substratiarini) reseptér ile kenetlenmesini engeller (14). G¢' nin
. rodopsinle etkilesimini bloke eden monokional antikorlarin etkilegim bolgele:. '
nin 5 kDa'luk C ucu igindedir (27). S49 lenfoma hicrelerinde 380. amino asit otan
Arginin'in prolin'e degisimiyle gerceklesen unc mutasyonu C-ucunun reseptérie et-
kilesimdeki 6nemine ek kanit saglamaktadir (28). Ayrica o4’ nin C ucunda, iki bol-
geye 6zglin sentetik peptitler rodopsin'e baglanarak rodopsin-Gt etkilegimini engel-
lemektedirler.

Efektérle etkilesim igin badlanma bdlgeleri henlz bilinmemektedir. Ancak
mantikli bir olasilik olarak o altbiriminin GDP bagli inaktif konformasyondan, GTP
bagl aktif konformasyona gegisi esnasinda uzaysal yapisinda degigiklik gGsteren
bélgelerin efektérle etkilegimden sorumlu oldugu diusinulebilir. GTP baglayan pro-
teinler iginde yapilari bilinen EF-Tu ve p21 ras proteininde, GTP' nin baglanmasiy-
la fosfat baglanma bolgesine yakin enazindan iki bélgenin G¢ boyutlu yapisinda

degisiklik saptanir (29).

P21' de efektér baglayan béigeler olan serin 17 ve tirozin 40 gruplarindaki
uzaysal degisiklik sonucu p21'in olasi efektér proteini olan GTPaz'i etkinlestirici pro-
tein (GAP) baglanabilir. Proteinin diger bélgelerinde de konformasyonel degisiklik
belirlenmigtir. Bu bélgesel konformasyonel degigiklikler sliphesiz moleklilin birbi-
rinden uzak béigeleri arasinda olabilmektedir.

-13-



1.10. G Proteinlerinin izolasyonu ve Tanimianmasi

Rodbell ve arkadaglan adenilat siklazin hormonal uyarisinda guanin nukle-
otidlerinin kritik rolliniin oldugunu géstermeleri 6nce Gg' in ve ardindan sinyal ileti-
sinde araci olan heterotrimerik G proteinleri ailesinin diger Gyelerinin saflagtiriima-
stna yol agmigtir. Adenilat siklazin uyariimasinda araci olan Gg reseptér-adenilat
siklaz kompleksinin diger bilesenlerinden GTP ilgi kromatografisi yéntemiyle uzak-
lagtirilarak izole edilmistir (30). Mutant S49 fare lenfoma hatt! cyc ile ydritiien
aragtirmalar reseptér, adenilat siklaz ve Gg' in farkl bilesenleri olduklarina dair bul-
gulan desteklemigtir (37). Gg etkinliinden yoksun olan bu mutant hicre hatti ayni
zamanda Gg' in saflagtinimast igin gerekli iglev testinin geligtiriimesine olanak sag-
lamigtir. Onceleri, saflagtinimig Gg' in 45 kDa ya da 52 kDa' luk o ve 35 kDa' luk B
altbirimlerinden olugtugu gosterilmigtir (31). o altbirimieri daha énceleri guanin niik-
leotid baglayici birim olarak tanimlanan altbirimlerie aynt olup, ayni zamanda kole-
ra toksiniyle katalizlenen ADP-ribozillenme reaksiyonunun substratini olugturuyor-
du (32). Sonralari retinal G protein transdusin yada Gi'de oldugu gibi Gg ve diger G
proteinlerinde de disiik molekul agifikii bir o altbirimlerinin varlidt anlasimistir.

Retinal fotoreseptdr gubuk hucrelerinde gorsel transdiiksiyon (Sinyal dénu-
sumu) mekanizmasini agiklifa kavusturmak icin ytritilen aragtirmalar foton re-
septdru olan rodopsin ile cGMP fosfodiesterazi kenetleyen heterotrimerik yapida
bir G proteinin (Gy) izolasyonu ile sonuglanmigtir (33). Cubuk dig segment memb-
raninin kolaylikla hazirtanabilmesi, G¢' nin bu membranda olduk¢a fazla miktarda
bulunmasi ve Gy’ nin su igerikli tamponiarla 6zutlenebilmesi sayesinde bu proteinin
ayrintili biyokimyasal analizi 6zgliin antiserum eldesi ve her (¢ altbirimin amino
asit diziliminin belirlenmesi galigmalarina yetecek miktarlarda saflagtiritmigtir (34).

Rodbell grubunun én galismalarn guanin ntkleotidlerinin adenilat siklaz inhi-
bisyonunda 6nemi olacagini gésterdi. Ui ve arkadaglarn da 41 kDa'luk bir proteinin
pertussis toksini ile katalizienen ADP-ribozillenme tepkimesi sonucunda adenilat
siklazin inhibe oldugunu gostermiglerdir. Béylelikle ¢aligmalar adenilat siklazin inhi-
bisyonunda aracilik eden farkli bir G proteinin (G;) saflastiriimasi yéninde yo-
gunlagmigtir. Pertussis toksiniyie katalizlenen ADP-ribozillenme tepkimesi kullanila-
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rak tavsan karacideri ve insan eritrositlerinden olas! G;j proteinleri saflagtinimigtir
(35, 36). Gg ve Gy' de oldugu gibi Gj' nin de heterotrimerik yapida oldugu gdsteril-
migtir. Daha sonra heterotrimer yapida olan birgok G proteini tanimlanmig ve saf-
lastinimigtir. Beyinin GTP baglayan proteinier igin zengin bir kaynak oldugu anlagil-
mig, beyin membran proteinlerinin yaklagik % 1-2'sini olugturan yeni bir G proteini
(Go) bulunmusgtur (37). Olasi G protein o altbirimlerini kodlayan cDNA'larin klon-
lanmasi ile G protein ailesinin oldukga heterojen olabilecedi ortaya gikmigtir. G
proteinieri araciligiyla gergeklegen diger iglevier arasinda gegitli iyon kanallarinin ve
ikincil ulak metabolizmasinin diger enzimlerinin etkinliklerinden de séz edebiliriz.
Birgok durumda belli bir cDNA' ya ait yeni G proteinleri saflagtiriimig 6zglin peptit
antikorlariyla etkilegtirilerek ya da amino asit dizileri beiirienerek tanimlanmig, an-

cak yapisal tayinleri yapiimamigtir.

H, K ve N-ras genlerinin Urtnleri olan ve plazma membraninin sitoplazmik
ylzine bagh 21 kDa' luk proteinler yapilan agisindan G proteinlerinin o altbirim-
lerine benzerlik gésterirler. Son zamanlarda diglk molekl agirlikli (20-30 kDa) ve
ras baglantili genis bir GTP baglayan protein ailesinin varhigi kesinlegmistir.

G proteinierinin saflagtiriimasinda baglangi¢ materyali olarak ham ya da saf
plazma zar kesimleri kullanilmigtir. Gesgitli kriterlere gére sitozol' de Gg, Gj ya da
Gp yok sayilabilir. Ancak adi gegen G proteinlerinin yanisira diger G proteinlerinin
plazma zarinin digindaki hlicre aiti kesimlerde bulunma olasifiyi tamamen gézardi
edilemez. Saflagtirma iglemlerinde ilk adim G proteinini plazma zarindan ¢ézmek-
tir. Bu amagla, énceleri Lubrol-PX gibi iyonik olmayan deterjantar kullaniimigtir
(30). Ancak iyonik bir deterjan olan sodyum kolat' in G proteinlerini zardan 6z(t-
lemek ve saflagtirmak igin daha verimli oldugu anlasiimigtir. Proteinleri, 6zttleme
tamponunun iyonik gucinu ayarlamak suretiyle birinci agamada bile birkag kez saf-
lagtirmak mumkin olabilir. Membran kesiminin elde ediimesini izleyen saflagtirma
basamaklarinda genellikle ard arda iyon degisim kromatografisi, (DEAE-Sephacel)
gel permeasyon kromatografisi (Ultragel AcA 34) ve agagidaki basamakiardan bir

yada bir kagt uygulanir.
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(a) Hidrofobik kolon kromatografisi (Heptamil Sepharose)
(b)  Hidroksi apatit kromatografisi
(¢)  Birdiger iyon degistirici kromatografi islemi (Mono Q gibi)

Birbirinden aynimis o. ve BY altbirimleri 6zitlerin AMF (AICI3,MgClo ve NaF)
gibi G protein aktivatérieriyle etkilegtiriimesi ve diger saflagtirma basamakliarindan
gegirilmesiyle saflagtiniabilir. Bu amag igin izlenebilecek diger bir yol ayrigsmig altbi-
rimleri gel permeasyon kromatografisi ile ayirmaktir. G proteinierini saflagtirma is-
lemleri esnasinda G proteinleri birgok farkli test sistemleri ile izienebilir. Ornegin;
Ozgun iglevsel testler G proteinin resepttr ve/veya efektdr ile kenetlenmesini yansi-
tabilir. Gg mutant cyc hiicre hattinda agonistle uyanimig adenilat siklaz etkinligini
yeniden olusturma yetenegine gére saflagtinimigtir. Yiksek afiniteli 6zgin guanin
nikleotid baglama tepkimesi (dmedgin; GTP¥S baglama) daha genel amagli bir test-
tir ve ilk olarak beyin Gg' in saflagtiriimasinda kullaniimigtir. Pertussis toksin subs-
trati olan G proteinierinin safiagtinimasinda toksinie katalizienen ADP-ribozillenme
tepkimesi izleyici test olarak kullanilir. Saflastinimis G proteinierinin hangi subtipe
ait oldugunu saptamak igin amino asit dizilerinin belirlenmesi ve bu dizilerin kion-
lanmig ¢cDNA' larina dayanarak tahmin edilen dizilerie kiyaslanmasi etkili bir yoi-
dur. Ozgiin sentetik peptitlere karsi geligtiriimig antikoriar da belli bir G proteinini ta-
nimlamak agisindan yararli olabilir (38). GTPaz kinetigi gibi iglevsel testler de G
proteinierinin tanimlanmasinda ek bilgi saglayabilir.

1.11. G Protein Aragtirmalarinda immiinolojik Problar

Ham membran kesimlerindeki G protein o altbirimlerinin 6zgin olarak ta-
nimianmasinda uzun bir slre igin yanlizca bakteri toksinlerinin o altbirimierinin
ADP-ribozillenmelerini katalizieme yetenedinden yararlaniimigtir. Ancak bu tepki-
menin gok dzgln olmamas: sinirlayici bir etkendir. Omegin; bogmaca toksini bili-
nen a altbirimlerinden alti ya da yedi tanesini modifiye edebilmektedir.

G protein altbirimlerine 6zglin antikorlar G proteini aragtirmalarinda guigli
bir ara¢ olarak uygulama alani bulmugtur. Saflagtinlmig G holoproteinleri ve altbi-

rimlerine kars! geligtiriimis antiserumiar G protein ailesinin iyeleri arasindaki ben-
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zerlikler (B-altbirimleri) ve farkliliklarin (o ve ¥ altbirimleri) ilk gdstergesi olmugtur
(Tablo 4.). Bogmaca toksini substratiarini kodlayan cDNA'lar klonlanmig, bu cDNA'
lardan 6ngériilen amino asit dizilerine uygun sentezlenmis sentetik peptitlere karsi
antiserumlar olugturulmus ve buniardan cDNA protein Uriinlerini tanimlamakta ya-
rarlaniimigtir (Tablo §). G protein antikorlan ayrica G proteinlerinin iglevieri, doku-
lar arasinda ve hiicre igindeki dagilimlar ve translasyon sonrasi modifikasyonlari

ile ilgili aragtirmalarda degerfi katkilar saglamgtir.

Adi

AS/1
CwW/6
Gl/2
SP/3
RV/3

Antijen

Holotransdusin
Holotransdusin
Transdusin o
Transdusin B,
Beyin Gi/Gg

g" an l! '1 !

Transdusin a, B,§ ¢apraz reaksiyon G
Transdusin a, B, ¥ capraz reaksiyon Gj1
Transdusin o (Sadece rat)

Transdusin f, ¥ ¢apraz reaksiyon Gg

Goq, GB capraz reaksiyon Gtp

Tablo 4. Safiastinian G protein altbirimierine karg: olugturulan antikorlar

Adi
AS/6

GO/
M/
GC/1
LE/2
LDA
SQ/2

Antijen

Transdusin o
(a.a341-350)

Gpq (a.a 345-344)
Ggq, (a.a 22-35)
Ggq, (a.a.2-16)
Gjog (a.a 160-169)
Gj1 o (a.a.159-168)
Gi3g, (a.a 159-168)

(o) zqiilliik
Transdusin Gj1q, Gi2a: Gisg,

Goq
Goa,
Goq(Capraz reaksiyon)Gj1,Gi2,Gig
Gi2g
Gi1q
Gi3a

Tablo 5. Sentetik peptitlere karsi gelistiriimis antikorlar.

-17 -



1.12. Normal Eritropoesis

Eritropoesis ya da eritrosit yapimi kandaki sekilli elementlerin enaz tglinin
(grandlositler, megakaryositler ve eritrositler) tUretilmesinden sorumiu olan bir he-
mopoietik yenileme yollarindan biridir (39). Sekil 4'de genel bir hemopeietik kék
hicrenin multipotent potansiyeli gosterilmigtir. Multipotent kdk htcrenin eritroid
farklilagmaya yonlendiriimesi igin eritroid éncl hicrede bir dizi geligimsel agamanin
baglangicina ihtiyag duyulur. in-vitro sartlarda gésterildigi gibi eritroid énculerin bu
farkli agsamalan proliferasyon yetenegi ve gesitli blyliime fakt6rieri ve eritropoietin
hormonuna yanitlariyla ayirt edilmektedir. Eritroid seriye yénelen en erken énci
hticre "burst forming uniterythroid" "(BFU-E)" dir. interlékin-3 (IL-3) ve "granulocy-
te macrophage colony-stimulating factor" (GM-CSF), (BFU-E)'yi stimlle eden ve
blylimeyi baglatan iki 6nemli faktérdir. Bu iki faktérin, BFU-E'nin in vitro yasami
ve proliferasyonu igin gerekli oldugu ortaya gikmigtir (40).

Eritroid hicre kiiltlrierinin hemoglobin sentez hizini artirmak suretiyle erit-
ropoietine cevap verdikleri goriilmlstir. Hemoglobin sentezindeki bu artig eritro-
blastlardaki hemoglobin sentez hizindaki artmaya bagli degil farkhlasan eritroid
hicrelerin sayisindaki bir artisa baglidir. in-vitro ve in-vivo' da son olgunlagma igin
zoruniu oldugu ortaya gikan eritropoietin hem mitojenik hem de farklilagtirma iglev-

leri tagir.

Pre eritroblast dort farkli asamadan sonra gekirdeginden siyrilarak bir reti-
kllosit haline olguniagir. Bu dért farkli agsama bazofilik eritroblast, polikromatofilik
eritroblast, polikromatofilik eritroblast 1 ile 2 ve ortokromik eritroblast'dir. Polikro-
matik eritroblastlarin gaplari ¢ok kigllmug ve sitoplazma igerisindeki hlicre orga-
nelleri gok azalmigtir (41). Az sayida mitokondri olup, sentezlenen hemoglobin ta-
mamen sitoplazmay: doldurdugundan, sitoplazmanin elektron yoguniugu eritrositin-
kine uyar. Nukleus piknotik oldugundan mitotik aktivite kaybolmustur, ancak protein
sentezi devam eder. Dért mitotik bélinme meydana gelir ve bdylece her pre erit-
robiast 16 retikiosit Giretecektir. Bu olguniasma islemleri yaklagik 72 saat'lik bir su-
rece ihtiyag gdsterir. 48 saatlik bir slireden sonra dolagimdaki retikiilosit eritrosit

sekline olgunlastr.
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1.13. MEL ve K562 Hiicrelerinde Eritroid Farklilagma

Friend eritrolésemi_htcreleri murin kékenli eritroblastik hucrelerdir. Bunlar
Friend virlis kompleksi ile enfekte olmug duyarli fa;ﬁal\aﬁiﬁaiﬁ”é’lde edilmiglerdir.

Transforme edici Friend viris kompleksi enazindan iki virisden olugur. (Spleen
focus forming virlis (SFFV) ve murine leukemia helper virlis (MuLV)) Murine eritro-
I6semi hicre soylar! dugilk molekul agirlikh (<300) gesitii kimyasal maddelerie in
vitro olarak eritroid hticre farklilagmasina induklenebilir (42).

Bunun yanisira insan eritrolésemi soylar da geligtirilmigtir. ik geligtirilen soy
olan K562 hiicre soylari Lozzio ve Lozzio tarafindan bir kronik miyeloid I6semik
hastanin terminal blastik kriz ddneminde elde edilen hiicrelerden geligtiriimigtir(43).
K562 hiicreleri farkilagmaya mirin eritrolosemik hiicrelerde oldugu gibi dimetilstl-
foksit ile degil sodyum biturat veya hemin ile induklenebilirier (44). Normal eritroid
6nel hicrelerin uzun stire kilttirde tutulmasi ve farklilagsmanin kritik agamalarinda
senkronize olmug hiicre toplulugunun elde edilmesi oldukga zordur. Bu nedenle
hicre kultirlerinde gogaltilabilen K562 ve MEL hucreleri eritroid hticre farklilagsma-
sinda uygun modelleri olugtururlar. MEL ve K562 hicre soylar kiltrde spontan
olarak % 1 gibi disiik bir seviyede farklilagiriar. Bu nedenle bu hicreleri farklilag-
maya yonlendirilen kimyasal maddeler geligtirimigtir. Bu kimyasallar genel olarak
distk molekul agiriikii polar hidrofilik gruplar ve hidrofobik kisim iceren dizlemsel
(planar) bilegiklerdir. MEL hticrelerinde goziemlenen farklilagma ile normal olarak
eritropoietin ile diizenlenen eritropoesisde birgok morfolojik ve biyokimyasal ben-
zerlikler vardir. Bu benzeriikler: kromatin yoguniagmasi ile dijer morfolojik degigikiik-
ler, son hiicre béliinmesi, globin haberci RNA'nin birikimi, a ve B globin sentezi,
hemin sentezindeki artig, katalaz gibi karakteristik eritrosit enzimlerinin sentezi, pu-
rin metabolizmasindaki degigikiikler, eritrosite 6zglin membran antijenleri ve spekt-

rin gibi di§er proteinierin ortaya gikigidir.
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2.1.

GEREG VE YONTEMLER
Kimyasal Maddeler

Akrilamit (Merck)

Bisakrilamit (Sigma)

"Coomasie" Parlak mavisi (Merck)

Ditiyotiretiol (Anachemia)

Guanozin 5 Trifosfat (Sigma)

Guanozin 5-0-(3-0-thiotrifosfat); (GTP)S) (Sigma)
Etilen Glikol (Sigma)

2 Merkaptoetanol (Merck)

RPMI Ortam 1640 (Sigma)

Sodyum Bikarbonat (Sigma)

L-Glutamin (Sigma)

Hepes (Mallinckredt GenAR)

Fetal Dana Serumu (Gibco)

Hidrojen Peroksit (Riedel-de Haen)
Dimetilsifoksit (Sigma)

Hemin (sigma)

Penilmetilstlfonilfioril (PMSF) (Sigma)

N,N,N',N' Tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma)
Folin (Harleco)

Penisilin Streptomisin (Sigma)

Bovin Serum Albumin (Promega)

Ponso-S (Sigma)

Toluol (Merck)

Tween 20 (Promega)

Amphoterisin B (Sigma)

Bromochioroindolyl Fosfat (BCIP) (Promega)
Nitrobluetetrazolium (NBT) (Promega)
Benzidindihidroklorid (Sigma)
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2.2,

2.3.

2.4

2.5,

Radyoaktif Maddeler

- (35g) GTPY S, 6zgln etkinligi (spesifik aktivitesi),
1146Ci/mmol, Dupont-NEN Products Boston

- (3H) GTP, 6zgtin etkinligi 9 Ci/mmol, Amersham.
imminolojik Problar

Prof. Alfred Gilman'in laboratuvarindan temin edilen 6zgin antikorlar kulla-
nildr.

Antikor Antijen Amino asit dizisi Etkilestidi Protein
P960 sentetik GTSNSGKSTIVKQMK Go ortak

peptit
S217 sigir GBY

proteini

Elektroforetik Gerecler

Bio-Rad mini gel aleti ve elektroforetik transfer aleti kullanildi.
Galismada Kullanilan Aletler

- PH Metre (Hanna)

- Manyetik Karistirici (Hanna)

- Su Banyosu (Kotterman Labortechnik)

- Gl¢ Kaynagt (Dan-Kar Corp. Reading)

- Mikro Santriflij (Heraeus Christ BiofugeB)
- Vorteks (Thermodyne)
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2.6.

- Derin Dondurucu (So-Low)

- Laminer Flov (Ozge Gelik)

- Karbondioksit inkubatéra (Form Scientific)

- Sivi Sintilasyon Sayaci (Packard Tri-Carb 1500)
- Santriflj (Heraeus Digifuge GL)

- Spektrofotometre (LKB Biochrom)

- Terazi (Oertling NA 114)

Tampon ve Cozeltilerin Bilegimi
PBS, Hiicre Yi Tam

140 mM NaCl

8 mM NagHPO4
2 mM KHaoPOy4
3 mM KCI

1 mM Hemin Cdzeltisi. pH=8

6.5 mg Hemin

0.25 mi KOH (1N)

0.1 ml Tris-HCI, pH 7.8
8.89 mi Etilen Glikol

0.1 mi 1N HCI

0.4 mi distile HoO

PMI 164

% 10 Fetal Dana serumu
20 mM Hepes

2 mM L-Gulitamin

% 0.1 Sodyum Bikarbonat
100 U/mi Penisilin

100 yg/ml Streptomisin
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Tris-HCI
Glisin
Sodyum Dodesilsiilfat

599
270g
18g

Distile su ile 18 litreye tamamianir.

PAGE A m_Gell (% 1

1.5 M Tris-HCI, PH 8.8
% 10 Sodyum Dedosilsdilfsat
Akrilamit/Bisakrilamit (30: 0,8)

2.5 mi
0.1 mi
3.35 mi

% 10 Amonyum Persuifat (APS) 80 pi

Temed
Distile su

PAGE Derigim Geli (% 4

1M Tris-HCI, pH 6.8

% 10 Sodyum dodesilstilfat
Akrilamit/Bisakrilamit (30 : 0,8)
% 10 Amonyum Persiilfat
Temed

Distile su

Ornek Tamponu (x 4)

1M Tris-HCI, pH 6.8
Gliserol

% 20 Sodyum DodesilsUlfat
% 0.2 Bromfenol Mavisi
Distile su

6 ul
4ml

1.25 ml
0.1 mi
1.3 ml
80 pl
12 pl
7.35 ml

20 ml
3.2mi
1.0 mi
0.4 ml
1.4 ml

-24 -



Gel Bovama Cézeltisi

% 0.2 "Coomassie" Mavisi
% 50 Metanol (Ya da % 25 izopropil atkol)
% 10 Asetik asit

I’ B ikarm zelti

% 25 izopropil alkol
% 10 Asetik Asit

Transfter

25 mM Tris
192 mM Glisin
% 20 Metanol

Tris-Tuz Tampon B

37 mM NaCl
3 mM KCI
25 mM Tris

Biri Antik yzelti

% 3 BSA

% 0.2 NP40O

% 0.2 Sodyum Azide

2 ml CaCls (1M)

60 mM NacCl

Anti tavsan Go 10 pl

14 m| TBS igerisinde hazirlandi.
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Blok Tamponu

% 0.05 Tween 20
% 1 BSA
TBS tamponunda haziriandi

ikincil Antikor i

Anti-tavgan IgG-Fc Alkalen fosfotaz konjugat TBS icerisinde 7500 kez
seyreltilerek hazirlandi.

igtirici "Developer” T n

100 mM Tris-HCI, pH 9,5
100 mM NaCl
5 mM MgCis

itr liiloz Filtreleri Yikama Tampon

20 mM Tris-HCI, pH 8
10 mM NaCl
25 mM MgCl,

(355) GTPY'S Seyreltme Tamponu

10 mnM Tris-HCI, pH 8
10 mM DTT

Ornekleri Seyreltme Tamponu

20 mM Hepes, pH 8
1 mM EDTA
1 mMDTT
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Hlcreleri Patlatima Tamponu

10 mM Tris-HCI, pH 7,6
10 mM KCI

1 mM EDTA

0.2 mM PMSF

7 mM MET

TED Tamponu

1 mM EDTA

10 mM Tris-HCI, pH 7,6
3 mM MgClo

100 mM NaCi

7 mM MET

0.2 mM PMSF

% 10 Sukroz

HDT Tamponu

20 mM Hepes, pH 8
1 mM EDTA
1mMDTT

Ponso-S Boyama Cozeltisi
Glasiyel Asstik asit 2,5ml
Ponso-S 0,05¢
Distile su ile 50 ml'ye tamamiandi.

Benzidin B k Cozeltisi

0.5 M Giasiyel asetik asit
% 0.2 Benzidin dihidrokiorit
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n RPMI

Bilegenler
L-Arginin
L-Asparagin
L-Aspartik asit
L-Sistein 2HCI
L-Glutamik asit
L-Glutamin
Glisin
L-Histidin
L-Hidroksiprolin
L-izolésin
L-Lésin
L-Lisin HCI
L-Methionin
L-Penilalanin
L-Prolin
L-Serin
L-Treonin
L-Triptotan
L-Trozin 2Na
L-Valin

Biotin

Pantotonik Glutalyon

Kolin Klorid
Folik asit

Mio inositol
Nikotinamid
Paba
Piridoksin HCI
Riboflavin
Tiamin HCI

mg/it
0.200
0.050
0.020
0.652
0.020
0.300
0.010
0.015
0.020
0.050
0.050
0.040
0.015
0.015
0.020
0.030
0.020
0.005
0.02883
0.020
0.0002
0.00025
0.003
0.001
0.035
0.001
0.001
0.001
0.0002
0.001
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Vitamin B12 0.000005

Kalsiyum nitrat 4H»0 0.100
Potasyum klorid 0.400
Magnezyum silfat 0.04884
Sodyum klorit 6.000
Sodyum fosfat, dibazik 0.800
D-Gllkoz 2.000
Glutalyon 0.001
Fenol kirmizisi, Na 0.0053

2.7. Hucre Kilturiinde Kullanilan Malzemelerin Sterilizasyonu

Kimyasal ¢Ozeltiler ve medyum, (Millipore Type GS, gbzenek bGyUkIGgu
0.22 um) filtrelerden gegirilerek sterilize edildi. Deiyonize su ve cam malzemeler
otoklav' da 120°C' da 1 atm basingda 45 dakika bekletilerek sterilize edildi. Pipet-
ler ise etlivde 170°C’ da, 1.5 saat bekletilerek sterilize edildi.

2.8. K562 ve MEL Eritrolésemi Hiicrelerinin Gogaitiimasi

Sivi azotta, -170°C' da dondurularak saklanan, Murine eritrolésemi hiicre-
leri (MEL-BB 88) ve insan eritrolésemi (K562) hiicreleri 37°C' daki su banyosunda
¢dzuldu. Hemen RPMI medyum 1640 igerisine alinarak santriflij edildi. Dondurma
islemi sirasinda kullanilan dimetilstifoksit'in ortamdan uzaklagsmasini saglamak igin
RPMI 1640 medyumia bu iglem iki kez tekrarianarak hicreler yikandi. Pelete 5§ ml
medyum eklenerek kiltlr gigelerine pasaj yapildi. Kiitlr gigelerinin kapaklan ha-
fifge aralik birakilarak % 95 O2 ve % 5 COp igeren karbondioksit etivinde, 37°C'
da inkiibe edildi. Cogalmaya birakilan hdcreler, haftada iki kez olmak {izere med-
yumlari degistirilerek pasaj iglemi ile ¢ogaltiidi. Bu sekilde godalan hicreler konik
santrif(ij tiplerine alindiktan sonra 10 dakika 200xg' de santriflj yapiidi. Hlcreler
istenen sayiya ulagdiktan sonra farklilagmaya indtklendi.
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Huicre SUspansiyonu

1 kez 300xg’ de 10 dk

Y .
Pelet Ust sna atild

PBS
2 kez 200xg' de 10 dk.

Pelet Ust sivi atildi.

PBS
1 kez 350xg’ de 10 dk.

M
Hipotonik ortamda
hicreler patiatiidi.

Hucre 6zutl

} 350xg' de 10 dk. Santrifuj

Pefet L"Jst&swc
(Gekirdek) (Post [\lﬁkleer)
10.000xg' de 30 dk+. Santriflj
Pelet (P-30) Ust sivi (S-30)
Post mitokondri
TED
10.000xg' de 60 dk. Santrifilj
Y | Y
P-30 S-30 Ust sivi atiid1,
HDT igine
alindi

Sekil 5. Membran kesimlerinin eldesi.
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2.9. K562 ve MEL Eritroldsemi Hiicrelerinin Farklilagmaya indiiklenmesi

Yogunluklan baglangigda 100.000 hicre/ml olacak sekilde, ayarlanan K562
ve MEL hiecreleri kontrol (K) ve farklilasma (F) gruplar olarak ikiye ayrildi. F gru-
bundaki K562 hiicreleri 20 pM hemin ¢ozeltisi ile MEL hucrelerinde % 2 dimetilstil-
foksit (DMSO) ile farkiilagmaya indiiklendi.

2.10. Benzidin Boya Yontemi

Benzidin boyasi, benzidin boya stok ¢ozeltisinden 2,5 ml, % 351k HoO2'-
den 10 pl alinarak taze olarak hazirlandi. 1 ml hiicre siispansiyonuna 0,1 mi boya
ilave edildi. Beg dakika bekletilerek 100xg' de 5§ dakika santrifiij yapildi. Bu iglem
sonrasinda mavi renk alaniar hemoglobin sentezinin arttigi farklilagsmig (benzidin
pozitif) hicreler olarak belirlendi (45). Bundan sonra, pelet hemositometreye yayi-

larak 1gik mikroskobunda sayim yapildi.

2.11. Membran Kesimlerinin Hazirlanmasi

K562 ve MEL eritroldsemik hicrelerinde membran kesimleri Sekil 5' deki
santriflij basamaklar izlenerek haziriandi. Tim iglemler 0-4°C' da proteaz inhibi-
térd PMSF varhginda yaratildu. Hicre slspansiyoniar, konik santrif(ij tiiplerinde
toplanip 300xg' de 10 dakika santrifijlendikten sonra, pelet mikrosantriflij de iki
kez 200xg’' de 10 dakika ve bir kez de 350xg' de hucre yikama tamponu ile yi-
kandi. Hucreler diglk tuz konsantrasyonlu hiicre patiatma tamponu igerisine ali-
narak 10 dakika buz igerisinde bekletildikten sonra, mini dounce hemojenizatériyle
patlatildi. Elde edilen hiicre ézdtleri; 100 mM NaCl, 3mM MgCls ve % 10 sukroz
icine alinarak 350xg'de 10 dakika santrifiij yapildi. Ust sivi (stpernatant-S30)
10.000g' de santrifujlendikten sonra pelet TED tamponu igerisine alinarak
10.000xg' de 1 saat santriflij yapildi. Peletler (P-30) HDT tamponu igerisine alina-
rak, S-30 ve 6zt kesimleriyle birlikte -70°C'da saklandi (46).
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2.12. Protein igeriklerinin Belirlenmesi

Protein miktarlar standart olarak sigir serum albuminin kullanildi§: Lowry
yéntemine gére belirlendi. Bilinen miktarlarda sigir serum albumin ve protein mik-
tarlari bilinmeyen 6rnekler reaksiyon hacmi 150 pl olacak gekilde tlplere alindi.
Daha sonra bu tuplerin Gzerine 50 mi Sol 1, 0,5 mi Sol 2 ve 0,5 ml Sol 3'den olugsan
karigimdan 3'er ml ilave edilerek vorteks yapiidi. (Sol1: % 2 NasCo3+0,1 N NaOH,
Sol2: % 2 NaK Tartarat, Sol3: %1 CuS04.5H50) Oda sicakliginda 15 dakika bek-
letildikten sonra 0,3'er ml % 50 folin ilave edilerek 1 saat oda sicakliginda bekletil-
di. Daha sonra spektrofotometrede (750 nm) absorbans degereri okundu. Bilinen
protein miktariarina karsi gizilen standart dogrudan bilinmeyen protein miktariari

belirlendi (59).

2.13. Hicre Kesimierinden Elde Edilen Protein Orneklerinin Denatiire
Edilmesi

Orneklerin denatiire edilmesi igin kullanilan (4x) érnek tamponuna % 5 ola-
cak sekilde 2-Merkaptoetanol ilave edildi. Protein 6rnekieri bu tampona alinarak

90°C' ta 5 dakika denattire edildi.

2.14. (35S) GTPYS Baglama Testi

10-100 pg protein iceren K562 ve MEL ham hticre 6zUtl, S-30 (post mito-
kondri) ve P-30 (membran) kesimleri (39S) GTP¥S baglama etkinligi 60p! hacminde

25 mM Hepes, 30 mM MgClp, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 uM (35S)
GTP¥S (300.000 cpm) varlifinda 32°C'ta 40 dakika inkiibe edildi. Ornekler nitrose-

liloz filtrelerden (Millipore Type HA 0.45 um) gegirildi ve nitroseltloz filtreler yika-
ma tamponu ile yikand!. Filtreler kurutulduktan sonra baglanan (35S) GTP¥'S mik-

tan sivi sintilasyon sayacinda beliriendi.
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2.15. (3H) GTP Baglama Testi

Eritrolésemik hlcrelerin, ham hiicre 6ztl, S-30 ve P-30 kesimleri 60 pl re-
aksiyon hacminde 25 mM Hepes, 30 mM MgCly, 1mM EDTA, 100 mM NaCl, 1
mM DTT ve 1pH(3H) GTP (0,5 pCi) varliginda 37°C' ta 5 dakika inkiibe edildi. Or-
nekler nitrosellloz filtrelere emdirildi, filtreler yikama tamponu ile yikand: ve kuru-
tuldu. Baglanan (3H) GTP miktar: sivi sintilasyon sayacinda belirlendi.

2.16. Radyoaktivitenin Olgtilmesi

Radyoaktif érnekleri tagiyan kurutulmus filtreler % 0,4 2,5 difeniloksazol
(PPO) igeren toluoi iginde cam sigelere yerlegtirildi. Radyoaktivite miktar Packard
sivi sintilasyon sayacinda saptandi. Sayacin verimi 3H igin % 60, 35S igin % 95
olarak belirlendi. Asagidaki formul kullanilarak 1 dakikalik sayim (cpm) pmol boyut-

larina gevrildi.

cpm x 100

pmol=
2.22 x Sayim verimi (%) x Spesifik aktivite (Ci/mol)

2.17. Hicre 6zita, S-30 ve P-30 Kesimlerinin Elektroforetik Analizi

20 yl hacim igindeki denatlre edilen érnekler Hamilton enjektdru ile SDS-
PAGE gel kuyularina uygulandi. Elektroforez iglemi 100 Volt' ta strdrlildi. Yak-
lagik 1 saat sonra akim kesilerek, iki cam arasindaki geller ¢ikartildi. Geller sira-
styla boyama ¢ézeltisi, boya gikarma ¢ozeltisi ve % 5 asetik asitde yikandi. Gelde
proteinlerin oldugu bélgeler koyu mavi bantlar olarak gézlendi (47).

2.18. Elektroforetik Transfer

Proteinler elektroforetik olarak gel' de ayrildiktan sonra, geller gikartildi ve
gel transfer tamponu igerisine alinarak, 15 dakika bekletildi. 9.5 cm x 5.5 cm bo-
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Gel elektrofotezi

% 10 SDS-PAGE

Elektro blot

Nitroselliloz membrana aktarma,
100 Volt, 1 saat + 4°C'ta

Ponso-S ile boyama

4

Protein standartlarinin
isaretlenmesi

TBS ile yikama

% 3 BSA + Tween 20 + TBS
ile 1,5 saat

5'er dk 3 kez TBS
ile ytkama

|

+ 4°C ta sakianir.

Sekil 6. Protein drneklerinin nitroselllloz membrana aktarimi.
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yutlarinda iki tane nitroselliloz membran ve 11 cm x 8 cm boyutlannda dért tane
filtre kagidi kesildi. Membraniar ve filtre kagitian 45°C’ lik ag! ile kaydiniarak trans-
fer tamponu igerisinde 15-20 dakika bekletildi. Gel kasetindeki gri panelin Gzerine
siraslyla sunger, filtre kagidi, gel, nitroseliloz membran, filtre kadidi ve singer
konduktan sonra kaset dikkatlice kapatildi. iki kaset tanka yerlegtirildi ve tank
transfer tamponuyla dolduruldu. Transfer tanki manyetik karigtirici Gzerine yeres-
tirilip glic kaynagina bagiandiktan sonra transfer iglemi 100 Volt' ta 1 saat igerisinde
gergeklestirildi. Transferin gergeklesip gergeklesmedigini gbzlemek igin membraniar
Ponso-S boyama tamponuna alindi, 5-10 dakika bekletilerek protein bantlari g6z-
lendikten sonra, protein standartlan isaretlendi. Membranlar distile su ile yikandi
ve filtre kagidinda emdirilerek kurutuldu. Bu agamadan sonra membranlar +4°C' ta

saklandi (Sekil 6.).

2.18. imm(‘molojik Belirleme-Western Blot (Alkolen Fosfotaz Sistemi)

1. Proteinlterin nitrosellloz membrana transfer isleminden sonra memb-
ranlar, blok tamponunda bir saat sireyle oda sicakliginda galkalandi.

2. TBS ile kisaca yikandi.

3. Membranlar birincil antikor ¢bzeltisi icerisinde 3.5 saat oda sicakh-
ginda galkalandi.

4. TBS ile &' er dakika, 3 kez yikama yapildi.

5. Membranlar alkalen fosfotaz konjugat ikincil antikor ¢gézeltisinde 1,5
saat oda sicaklifinda galkalamali olarak bekietildi.

6. TBS ile 5' er dakika, 3 kez yikama yapildi.
7. Membraniar filtre kagd ile kurutuldu.
8. 132 ul NBT ve 66 pl BCIP igeren 20 mi geligtirici tampon igine alinan

membranlar gérintl elde edilene dek (5-10 dk) calkalandi.
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Membraniarda

Birincil antikor ile

etkilesim
(3,4 saat 25°C' ta)
{
Anti G, ortak Anti GBY sigir
antiko;u (P-960) proteini‘(S-21 7)

5'er dk 3 kez TBS
ile yilkama

Ikincil antikor ile etkilegim
Anti tavsan IgG-Fc
(Alkalen fosfotaz konjugat)
1,5 saat 25°C' ta

5'erdk 3 kez TBS
ile yikama

Kurutma

NBT ve BCIP igeren
geligtirici tampon

ile 5,10 dk 25°C' ta
Destile su ile yikama
Kurutma

+ 4°C' ta saklanir

Sekil 7. Western blot Yéntemi.
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9. Reaksiyon distile su ile durduruldu.

10.  Membranlar filtre kagidina emdirilerek kurutuldu. Streg film (Saran
wrap) ve aliminyum folyoya sarilarak +4°C' ta sakland: (Sekil 7.).

2.19. Molekul Agirhd: Tayini

Standart protein bantlarinin ve bromfenol mavisinin gel baglangicina olan
uzakhkian ayr ayn éigilerek her proteinin bagil mobilitesi (4) hesaplandi.

Proteinin gelde aldig yol

Boyanin gelde aldigi yol

Bulunan p de@erleri absis'e, bilinen molekul adirliklarinin logaritmik degerieri
ortinata isaretienerek log (M.A) = f (u) standart dogrusu gizildi.
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3. BULGULAR

3.1. K562 ve MEL Hiicrelerinin Uretilmesi ve Hiicre Alt Kesimlerinin
Hazirlanmasi

Uygun kogullarda gogaltilan kontrol, K (125 mi) ve farklilagmig, F (175 ml)
K562 hiicreleri altinci giintin sonunda toplandi. F grubundaki farklilagma (benzidin
pozitif) orani yaklagtk % 70, grubunda ise kendiliginden farklilagma orani % 2 ola-
rak belirlendi. K562 hucrelerinin gogalma egrileri Sekil 7.' de gdsterilmigtir.

100}
80 I
/q..
b /
o
x 60f
E e
7] e
§ 40 / ///
g /"K 0
T A
% %'//
0 [ ] ] 1 1 [ .
O 1 2 3 4 5 .
(gln )

Sekil 7. K562 hicrelerinin godaima egrileri. Yoguniugu 100.000 hic/mt olarak ekilen hicreler
alti glin siireyle gereg ve yontemlerde belirtildigi gibi ¢ogaltildi. Hicre derigimini saptamak igin
hergtin ikiger érnek alindi ve hemositometrede 0,1 pl hacimde saym yapilds. (+), Kontrol hiicreleri;

(), Farkilasmis hiicreler.
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Gereg ve ybntemier béliminde belirtildigi gibi gogaltitan kontrol (Sekil 8.), K
(110 ml) ve farkiilagmig, F (160 mi) MEL hicreleri-altinct giiniin sonunda topiandi.
F grubundaki farklilagma (benzidin pozitif) orani yaklasik % 65 saptandi. K grubun-
da ise kendiliginden farklilagma orant % 1 olarak-saptandi.

1004
80 -
E
Z 60f
E
2 40f
S
20
0
0

Y

(gln)

Sekil 8. MEL Hcrelerinin Gogalma Egrileri Yoguniugu 100.000 hic/mi olarak ekilen hicreier
alt! inklibe edildi. Hicre derigimini saptamak igin hergin iki 6rnek alindi ve hemositometrede 0,1 pi
hacimde sayim yapildi. Grafikdeki dederler her iki 6megin ortalamasidir. Kontrol hiicreleri; (- )

farklifagmig hiicreler; (o).
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MEL ve K562 hticrelerinin kontrol ve farklilasmig gruplarindan, hiicre 6ziti
membran (P-30) ve post mitokondriyal (S-30) kesimleri gereg ve y6ntemler blu-
munde agiklandi§i sekilde hazirland: (Sekil 5.) ve alt kesimlerin protein miktarian
belirlendi (Tablo 6.).

Protein Miktarlan (mg/ml)

P-30 S-30 Hucre 6zita
K562 (K) 9,0 8,0 12,3
K562 (F) 12,0 14,1 18,0
MEL (K) 50 4,4 5,2
MEL (F) 3,0 2,1 10,6

Tablo 6. MEL ve K562 Hiicre Alt Kesimlerinde Protein Miktarlari: MEL ve K562 hicrelerinin
ham hiicre 6z{itii, S-30 (post-mitokondri} ve P-30 (membran) kesimieri gere¢ ve yéntemierde belir-
tildigi gibi elde edildi. Her kesimden alinan 5 ve 10 pl' lik 6rnekierdeki protein miktarlarn Lowry yon-

temiyle saptandi (59).

3.2. Kontrol ve Farklilagmis K562 ve MEL Hiicre Alt Kesimlerinde Guanin
Nikieotid Baglama Etkinligi Uzerinde Caligmalar

3.2.1. Hiicre Alt Kesimierinde (3H) GTP Baglama Etkinligi

K562 ve MEL hdcrelerinin kontrol ve farkilagsmig gruplarindan elde edilen
ham hicre 6ziti, S-30 (post-mitokondri) ve P-30 (membran) kesimierinde guanin
ntikleotid baglama etkinlikleri, (3H) GTP varlijinda saptandi. K562 insan eritrol-
semi hdcrelerinin membran kesimlerinin GTP baglama etkinliginde, farklilagma
grubunda kontrole gore belirgin bir antma gézlenirken, MEL hdcrelerinde bunun
tam tersine farklilagma grubunda kontrole gdre énemli bir azalma gdézlenmigtir

(Tablo 7.).
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Baglanan GTP Baglanan GTP

(pmo) (%)
Hicre Hiicre
P-30 S-30 Oziti P-30 S-30 Oziitd
K562 (K) 0,13 0,29 0,25 20 45 39
K562 (F) 0,23 0,68 0,20 36 100 31
MEL (K) 0,25 0,25 0,19 83 83 63
MEL (F) 0,12 0,30 0,10 28 100 33

Tablo 7. K562 ve MEL Hiicre Alt Kesimlerinde (3H) GTP Baglama Etkinlikleri: 50 pg protein
iceren kontrol ve farklilasmig hiicre 6zitd, S-30 ve P-30 alt kesimieri 1 uM (3H) GTP (0,5 pCi) var-
Idinda gereg ve yéntemier béiimiinde belirtilen kosullarda 32°C' ta 5 dakika inkibe edildi. Tepkime
stresi sonunda 60 pl' lik tepkime karigimi nitroseliiloz filtrelere emdirildi. Filtreler nitroseldloz yika-
ma tamponu ile yikandi ve kurutuidu. Baglanan radyoaktivite sivt sintilasyon sayacinda élgildi.
Tablo’ daki ylizde degerleri K562 ve MEL hiicrelerinde en yliksek GTP baglayan kesimlere gére be-

lirlenen nisbi GTP baglama degerleridir.

3.2.2. Hiicre Alt Kesimlerinde (35S) GTPYS Baglama Etkinligi

K562 ve MEL hicrelerinin kontrol ve tarklilasmig gruplarindan elde edilen
ham hlcre 6zltl, S-30 (post-mitokondri) ve P-30 (membran) kesimlerinde guanin
ntikleotid baglama etkinlikleri GTP' nin hidrolizlenmeyen analogu (35S) GTPYS var-
Iiinda saptandi. (3H) GTP baglama testinde oldugu gibi K562 hiicrelerinin fark-
lilagsma grubu GTP baglama etkinlijinde belirgin bir artmaya karsilik MEL hdcre-

lerinde azalma gézienmigtir (Tablo 8.).
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Baglanan GTP Bagianan GTP

(fmol) (%)
Hicre Hiicre
P-30 S-30 Ozuta P-30 S-30 Oziitii
K562 (K) 40 23 1,8 29 17 13
K562 (F) 138 22 3,2 100 16 23
MEL (K) 42 25 18 100 60 43
MEL (F) 12 1,5 15 28 36 55

Tablo 8. K562 ve MEL Hiicre Alt Kesimlerinde (35S) GTPYS Baglama Etkinlikleri: K562 ve
MEL hdcrelerinin 20 pg protein igeren kontrol ve farklilagsmig hiicre 6zatl, S-30 (post-mitokondri) ve

P-30 (membran) ait kesimlerinde GTP baglama etkinligi GTP'nin hidrolizilenmeyen analogu olan
(355) GTPYS varliginda incelendi. (3H) GTP yerine (35S) GTPYS (0,75 uC;)'nin kullanildigi tepkime

Tablo 7.' de belirtildigi sekilde ylritiidi. Tepkime sonrasi radyoaktivite yine Tablo 7. de agiklandig
gibi saptandi. Tablo 8. deki ylizde degerleri; K562 ve MEL hiicrelerinde en yiksek GTP baglayan

kesimlere gdre belifenen nisbi GTP baglama degerleridir.

3.2.3. K562 Membran Kesimlerinde (35S) GTPY'S Baglama Kosullarinin
Belirlenmesi

3.2.3.1. Zaman Kinetigi

K562 membran kesimlerinde (35S) GTPYS baglanma tepkimesi igin uygun
kosullarin belirlenmesi amaciyla, kontrol ve farklilagmigs membran (P-30) kesimle-
rinde (35S) GTPYS baglanma etkinligi igin zaman kinetigi incelendi.
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Sekil 9. K562 Hucrelerinin Kontrol ve Farklilagsmis Membran Kesimlerinde GTPYS Baglama
Kinetigi: 20 ug protein igeren K ve F membran kesimieri 60 pl hacimde 32°C' ta 5, 20, 40, 80 ve 100

dakika streyle gereg ve ydntemlerde agiklandig gekilde inkiibe edildi. Ornekler nitroseliiloz filtrele-
re emdirildi, filtreler yikandi ve kurutuldu. Baglanan (35S) GTPYS miktan cpm olarak belirlendi.

Baglanan GTP (fmol) Baglanan GTP (%)
Zaman (dk) P-30 (K) P-30 (F) P-30 (K) P-30 (F)

5 0,5 1,1 22 39
20 1,7 2,7 74 96
40 1,5 2,6 65 92
80 2,3 2,8 100 100

100 2,2 1,5 96 53

Tablo 8. GPM degerleri gereg ve yontemlerde verilen formiiller fmol boyutlara gevrildi: 20 pg
protein igeren K ve F membran &rnekierinde GTPXS baglama etkinligi 20 dakikada doyuma ulagt:.
(GTPYS baglama etkinligi dakikadaki sayim (cpm) olarak gosteriimistir.) 20 dakikadaki GTPY'S bay-
lanmasi K igin 4000 cpm, F igin 6500 cpm olarak belirlendi. F grubundaki baglanma kapasitesi K

grubuna gore % 62,5 daha artmigtir.
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3.2.3.2. Derigim Egrisi

K562 hicrelerinden hazirlanan membran kesimlerinde GTPYS baglanma et-
kinliginin protein derisimine bagimlilg), tepkime karigimindaki membran protein
miktar! 10 ile 100 pg arasinda arttirarak incelendi. (Sekil 10, Tablo 10) GTPY'S mik-
tarinin protein miktarlarina bagimii olarak artti§i ve maksimum baglanmanin K
grubunda 50 pg, F grubunda 75 pg protein varliinda gergeklestigi belirlendi. Pro-
tein miktari maksimum baglanmanin gergeklestiji dederler ylksek oldugunda ise,
her iki grupta da baglanan GTPYS miktarinda azalma gézlendi.
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Sekil 10. GTP S baglama etkinliginin protein miktarina bagimliigi: K562 hiicrelerinin kontrol

(K) ve farkhlagmig (F) gruplarindan membran kesimleri (P-30) gere¢ ve yontemlerde agtklandigi se-
kilde hazirlandi ve protein miktarlar belirlendi. 0,75 pCi (358) GTPYS igeren 60 pl'lik tepkime kari-

simina artan miktarlarda (0-100 pg) membran proteinleri eklendi. Baglanan (35S)GTPYS sivi sinti-

lasyon sayacinda cpm olarak saptandi.
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Baglanan GTP Baglanan GTP

(fmol) (%)
Protein (ug)
Miktarian P-30(K) P-30(F) P-30(K) P-30(F)
10 11 0,8 21 7
25 3,6 25 70 22
50 5,1 9,7 100 85
75 34 11,4 67 100
100 29 9,6 57 84

Tablo 10. Artan protein miktarlarinda baglanan GTPY'S' in molar boyutlarda incelenmesi: Se-
kil 10.' daki bulgular gereg ve yontemierdeki formiil kullantiarak com' den fmol’ e gevrilmigtir. Tablo’
daki yizde baglanma; (K) ve (F) gruplarindaki en yiksek baglanmaya gére belirlenen nisbi GTPXS

baglama degerieridir.

3.3. Kontrol ve Farkhilagmis Hiicre Kesimlerinde G protein Miktarlarinin
immiinolojik Problar Kullanilarak Karsilagtirimasi.

Kontrol ve farklilasmig MEL hilcre 6zutlerinde G protein miktariari Western
Blot yéntemi kullanilarak karsilastiriidi. Ozt proteinleri, SDS poliakrilamit gel elek-
troforeziyle molekul agiriiklarina gére ayrildiktan sonra, nitrosellioz membraniara
aktarildi ve G proteinlerinin o altbirimierine ézgun antikorla gere¢ ve yéntemierde
belirtildigi sekilde etkilegtirildi (Sekil 11.). MEL hicrelerinde, kontrol ve farklilagmig
6zltlerdeki dansitometrik analiz sonucu Gy, altbirimlerinin miktarlarinda fark belir-

lenmedi.
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33ug 66pg 99ug 33ug 66ug 99ug

Sekil 11. MEL hiicre ézitlerinde Gy-altbirim miktarlannin Western Blot yontemiyle belirlen-
mesi: Kontrol ve farklilasmis MEL hicrelerinden elde edilen ham hiicre &ziitleri artan miktarlarda

(33ug, 66ug, 99ug) SDS poliakrilamit gel elektroforezine uygulanarak molekil agirliklarina gore ay-
rildilar ve nitroseliiloz filirelere aktaridilar. (Sekil 11." de P260 (Ga ortak) antikoru ile etkilestirilmig

filtre gériilmektedir.)

K562 hiicre 6zutlerinden hazirlanan P-30 ve S-30 kesimleri de G proteinieri-
nin ortak o-altbirimlerine (Sekil 12) 6zgin antikorla etkilegtirildi. G protein miktarla-
rinin P30 kesimlerinde zenginlestidi, ancak kontrol ve farkhiagmig kesimler arasin-
da G protein altbirim miktarlan agisindan énemili bir fark olmadii saptandi.
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Sekil 12. K562 hiicre kesimlerinde Gy-altbirim miktarlarinin Western Blot ydntemiyle belir-

lenmesi: Kontrol (K) ve farkhilasmis (F) K562 hiicrelerinden hazirlanan ve 25 pg protein igeren ham

hicre 6zltl, S-30 ve P-30 (membran) kesimleri SDS-poliakrilamit gel elektroforezine uyguland.

Proteinler nitroseliloz membrana aktariidiktan sonra P960 antikoruyla gereg ve yéntemlerde anla-

tildigi gibi etkilegtirildi.
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Sekil 13. K562 hﬁcfe kesimlerinde Gﬁ -altbirim miktarlarinin Western Blot yéntemiyle be-
lirlenmesi: Kontrol (K) ve farkilagsmis (F) K562 hiicrelerinden hazirlanan ve 25 pg protein igeren
ham hicre 6zitd, S-30 ve P-30 (membran) kesimleri SDS-poliakrilamit gel elektroforezine uygu-
lands. Proteinler nitrosellloz membrana aktarildiktan sonra P960 antikoruyla gereg ve yéntemlerde
anlatildigi gibi etkilegtirildi.
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TARTISMA

Hucre igi sinyal ileti sistemierinde, guanin nikleotidlerini baglayan proteinler
olarak bilinen G proteinleri, hlicre zar! tarafindan alinan sinyallerin, hicre igi sin-
yallere dénustlriimesinde gérev alan araci molekdllerdir. Ayrica taginim ve saigi-
lama olaylarini dlzenledikleri distinilmektedir. Son zamanlarda yurGtlilen bazi
calismalar G proteinierinin hucre farklilagmasinda da rol oynayabilecegini diisln-
dirmustdr. Mulleney ve Milligan ndroblastoma X glioma hibrit hucrelerinde ydir(t-
tokleri bir gahigmada hicre igi CAMP derigimini arttirirarak farklilagmaya yol agan
kogullar altinda Gy'in o altbiriminde artig gdzlemiglerdir. Bir bagka ¢alismada bog-
maca toksininin BC3H1 kas hicrelerinde blyimeyi durdurarak farklitagmay: uyar-
digi gésterilmistir (50). Bu arasgtiricilara gére, bogmaca toksini bu hicrelerin zarin-
da bulunan ve bl-yume faktérlerine ézglin reseptdrierden gelen sinyalleri hicre
icine aktaran G pro-teinini ADP-ribozillemektedir. HL60 ve U392 monositlerinde G;
miktarlarinin farkilagsmaya kosut ofarak arttigi gézlemlenmistir (1,52). 3T3-L1 fibro-
blast hlcrelerinin lipolitik maddeierie (DEX-IBMX) yag hiicrelerine farklilagsmasi es-
nasinda Gg, Gj ve Gy miktarlarinin degistigi saptanmigtir (53).

MEL ve K562 hicreleri hemopoietik hicre proliferasyonunu ve gen aniati-
minin (ekspresyan) dlizenlenmesini aragtirmak igin uygun model sistemleridir. Bu
nedenle, eritroid hiicre farklilagsmasinda G proteinlerinin olasi rollini incelemek
igin MEL ve K562 hicreleri segilmigtir. Fare eritrolésemi (MEL BB 88) hlicrelerinin
de hemin ile farklilagmaya yoniendirilerek hemoglobin sentezi yaptikiari bilinmek-
tedir (54, 55). Caligmanin birinci béliminde hemin ¢ézeltisi ile farklilagmaya in-
diklenen K562 hucrelerinde benzidin pozitif orant % 70 iken, DMSO ile farklilag-
maya indlUklenen MEL hicrelerinde benzidin pozitif orant % 65 olarak gézlenmistir.
Bu kosullar altinda hicre sayisinin kontrollere gére azaldi§r saptanmigtir. Bu azal-
ma indukleyicilerin hticre proliferasyonunu yavaglattigini ileri stiren literattr buigu-
lariyla uyum géstermektedir (56). indlkleyici kimyasallarin plazma membrani ve
iyon degisimlerinde etkin rolleri oldugu bildiriimistir (57). Ancak bu maddeierin fark-
liiagmay! hangi mekanizmayla uyardiklar bilinmemektedir. Eritroid farklilagmay:
uyaran hormonlar hedef hicre ylzeyindeki 6zgiin reseptériere baglanirar. Bu re-
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septdrierin G proteinleriyle kenetlenerek cAMP dlzeylerini etkiledikleri digunal-
mektedir.

CGalismanin ikinci béliminde G proteinlerinin eritroid hicre farklilagmasinda
rol oynama olasili§i aragtiriimigtir. Bu amagla kontrol (K) ve farkhlagmig (F) MEL
ve K562 hicrelerinde ham hicre 6zitd, S-30 (post-mitokondri) ve P-30 (membran)
kesimleri eide edildi. G proteinlerinin yliksek ilgiyle guanin nukleotidlerini bagla-
diklar bilinmektedir. Bu nedenle G proteinlerinin tanimlanmasinda (3H) GTP ve
(35S) GTP¥S genel bir test sistemi olarak kullaniimaktadir. K562 hticrelerinin K ve
F gruplarindan elde edilen membran kesimleri (3H) GTP'yi baglama etkinlikleri agi-
sindan kargilastirildiinda, F grubu membran kesimine baglanan GTP miktarinin K
grubuna kiyasla iki kat ylksek oldugu gézlenirken MEL hiicrelerinde, K grubundaki
membran kesimine baglanan GTP miktarinin F grubuna baglanan miktarin iki kati
oldugu gértimustur. K562 hicrelerinin miktarinin F grubuna baglanan miktarin iki
kati oldugu gérulmustir. K562 hucrelerinin S-30 kesimlerinde, membran kesimie-
rinde oldugu gibi F grubundaki GTP baglama etkiniigi K grubunun iki kat: iken MEL
hucrelerinde S-30 kesimierinde iki grup arasinda GTP baglama etkiniigi agisindan
anlamli bir fark saptanamamigtir. GTP' nin hidrolizlenmeyen analogu olan (358)
GTPIS ile elde edilen bulgular ayni dogrultudadir: K562 hiicrelerinin membran ke-
simlerinde F grubunun (35S) GTPY¥S' i baglama etkinligi K grubunun 3,5 kati iken
MEL hicrelerinin P-30 kesimlerinde K grubunun (35S) GTP¥S'i baglama etkinligi
grubunun 3.5 kati kadardir. Bu bulgular K662 hlicre membranlarinda F grubunun,
MEL hicre membraniarinda ise K grubunun guanin nikleotit etkinliginin diger gru-
ba gére ylksek olduguna isaret etmektedir. K562 ve MEL hicrelerinin guanin nuk-
leoditlerini baglama etkinlikierinin farkliilagmaya kogsut olarak zit yénde degigsmesini,
her iki hicre tipinin eritroid kdkenli olmasi nedeniyle agiklamak zordur. Ancak
DMSO ve heminin insan ve fare eritroid hiicre membrantarindaki farkli reseptor-
lere baglanarak huicre farkliiagmasini tarkli G proteinleri ile uyarmast olasidir. Erit-
roid farklilagmanin farede eritropoietin (Epo), interiékin 3 (iL-3) ve insanda “eryth-
roid-potentiating activity” (EPA) gibi glikoprotein hormonlariyla gergekiestigi bildiril-
migtir (58). Bu faktérierin herbiri hedef hucrede farkh ylizey reseptérerine baglan-
makta, ancak bu faktdrierin eritropoiezi hangi mekanizmayla diizenledikieri bilin-

memektedir.
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Bu galigmada ayrica GTP baglama etkinligi igin uygun kogullarin belirlenmesi
amaglanmigtir. K562 hticrelerinden hazirlanan membran kesimlerinde GTP bagla-
ma tepkimesinin zamana bagimlili§i incelenmig ve 20 dakikalik tepkime slresinde
her iki 6rnekde doyuma ulagiidi§! ve F grubundaki guanin nukleodit baglama kapa-
sitesinin kontrollerin yaklagik 1,6 kati oldugu gézlenmigtir. Ayni tepkimenin protein
derigimlerine bagimiiligi incelendiginde, kontrol grubu igin doyurucu membran pro-
tein derigiminin 50 pg oldugu belirlenmigtir. Doyurucu olmayan (<50 pg) derigimler-
de kontrol ve farkilagsmis gruplarin GTPY¥S'i baglama etkinliklerinde fark gézien-
mezken, maksimum baglanma saglayan protein derigimlerinde (K-50 ug, F-75 pg)
farklilagsmig membran kesiminin baglanma etkinliginin, kontrolin yaklagik iki kati ol-

dugu saptanmigtir.

K562 ve MEL hicrelerinde kontrol ve farklilagmig gruplarin guanin ntkleotid
baglama etkinliklerinde gézlenen farklar, farkiilagsma siirecinde G protein dizeyle-
rinde degisiklikler olabilecegini digundirmuistir. Bu olasiligy aragtirmak amactyia
kontrol ve farklilagsmig hiicrelerden hazirlanmig kesimlerde toplam protein miktar-
lan "Western Blot" yontemiyle belirlenmigtir. G proteinlerinin o ve B altbirimleriyle
etkilesen antikorlarin kullanildi§s bu deneylerde kontrol ve farkillagmis hicre ke-
simlerindeki G protein o ve § altbirim miktarlan karsilagtinimigtir. MEL hcrele-
rinde artan 6zt miktarlarina bagimii olarak G proteinlerinin 41 kDa agirlikli o alt-
birim miktarinda artma gdézlenmis; ancak kontrol ve farklilagmis Ozltler arasinda
anlamli bir fark belirenememigtir. K562 hiicre 6z(td, S-30 ve P-30 kesimlerinde de
G proteinlerinin o ve B altbirimierinin miktarlar agisindan kontrol ve farklilagmig

gruplar arasinda énemli bir fark saptanamamigtir.

Son yillarda bazi hucrelerde yirttilen galigmalar G proteinlerinin hiicre
farklilagmasinda rol oynadi§ini disiindirmektedir. K562 ve MEL hucreleriyle yuru-
tilen bu caligmada farklilagmaya kosut olarak GTP baglama etkinliklerinde gézie-
nen degisiklikler, G proteinlerinin eritroid hiicre farklilagmasinda da rol oynayabi-
lecedini sezindirmigtir. Buna kargin imminblot deneyleri ise ham ve kismen saflag-
tinlmig hiicre kesimlerinde G protein miktarlarinin farklilagmaya paralel olarak de-
gismedigini géstermistir. Ancak bu galismada kullanilan antikorlarin farkli G prote-
inler igin segici olmamalar nedeniyle, G proteinlerinden birinin miktarinda ortaya
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ctkabilecek bir farki saptamak mimkin olmamigtir. Oysa yukarnda da adi gegen
dier caligmalar saf G proteinleriyle yada Gg, Gg, ve Gj' ye 6zguln antikorlar kulla-
nilarak yuaritalmuostir. Gelecekte dzgun antikorlarla tekrarianacak immiinblot de-
neyleri ve molekiler hibridizasyon ¢aligmalar G proteinierinin eritroid hiicre farkli-
lagmasindaki olasi rollini aydinlatacaktir.
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OZET

Kiltar ortaminda gogaltilan K562 ve MEL hicreleri kimyasal maddelerle
farkhlagmaya induklendiler. Diferansiyel santrif(j iglemlerinden sonra ham hicre
6zitinden S-30 (post mitokondri) ve P-30 (membran) kesimleri elde edildi. Bu ke-

simlerde GTP baglama etkinlikleri incelendi.

K562 hucrelerinin membran kesimlerinde F (farklilagmig) grubunun GTP
baglama etkinligi K (kontrol) grubuna gére iki kat daha fazila bulunmustur. Oysa
MEL hicrelerinin K grubunda GTP baglama etkinligi F grubuna oranla iki mislidir.

GTP baglama etkiniiklerindeki farkin yanisira, G protein miktarlarinda da
farklar olup olmadiginin saptanmasi amaciyla ham hiicre 6ziti, S-30 ve P-30 ke-
simierinde 6zglin antikoriar kullanarak "Western Blot" analizleri yapildi. Blot' larin
dansitometrik analizinde K ve F gruplarn arasinda anlamli bir fark gézlenemedi.
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SUMMARY

K562 and MEL cell lines grown in suspension culture xere chemically indu-
ced to differentiate with hemin and DMSO respectively. After differential centrifu-
gation, the crude cell extracts, S-30 (post-mitochondria) and P-30 (membrane)
fractions were obtained and GTP-binding assays were performed in these fracti-
ons. The cell membranes of the differentiated K562 cells showed a twofold incre-
ase in GTP-binding activity with respect to the control groups, whereas in MEL
cells, the GTP-binding activity of the control cell membranes was twofold greater

than that of the differentiated membranes.

Western blot analysis using specific antibodies was done to determine
whether there were differences in G protein amounts between the control and dif-
ferentiated cells. Densitometric measurements on the blots indicated that there
were no significant differences in the total amounts of G protein upon differen-
tiation of K562 and MEL cells.
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