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KONTROL VE FARKLILASMIS K562 HUCRELERINDE
G PROTEIN DUZEYLERI"

THE LEVEL OF G PROTEINS IN CONTROL AND
DIFFERENTIATED K562 CELLS*

Bahire KUCUKKAYA ve Beki KAN *

SUMMARY

Membranes were prepared from K562 cells grown in suspension culture and che-
mically induced to differentiate with hemin. Guanine nucleotide binding assays performed
in these fractions showed a 150 % incerase in GTPy S binding activity of differentiated cell
membranes with respect to the control groups. However, immunoblot analysis using spe-
cific antibodies indicated that there were no significant differences in the total amounts of
G protein subunits between the two groups.

OZET

Kultir ortaminda gogaltilan ve hemin ile farklilagsmaya indiiklenen K562 hiic-
relerinden membran kesimleri hazirlandi ve bu kesimlerde guanin niikleotit baglama et-
kinligi incelendi. K562 hiicrelerinin membran kesimlerinde farkhilagmis grubun GTPy S
baglama etkinligi kontrol grubuna gore yaklagik bir bucuk kat fazla bulundu. Ancak im-
miinolojik belirleme ¢alismalart toplam G protein miktarinda bir fark olmadifini gosterdi.

GiRiS
Hiicreler birbirleriyle hormonlar, nérotransmitterler ve biyiime
faktorleri gibi cesitli sinyal molekiilleri aracihgyla iletigim kurarlar,
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Bu molekiillere yanit veren hiicrelerin plasma zarlarinda o molekiile
szt reseptorler mevcuttur. Aralarnnda rodopsin ve muskarinik ase-
tilkolin reseptorii gibi molekiller bulunan bir reseptor simifi G proteini
olarak adlandirilan ve hiicre zarina bagh bir ¢evireg proteinini uyararak
etkisini gosterir (1). Guanin nokleoctitlerini baglama ozelligine sahip G
proteinle!'i hiicre i¢i tasimim ve salgilama gibi bir¢ok fizyolojik olayin di-
zenienmesinde rol oynarlar. Yakin zamanda yiiriitilen cahgmalar G pro-
teinlerinin hticre biiyimesi ve farkhlasmasimin diizenlenmesine katkida
pulunduguny diisiindiirmektedir (2). Bu cahsmada K562 hiicre mo-
delinde G proteinlerinin  hiicre farkhilagsmasindaki olasi rolinin in-
celenmesi amaclanmigtir.

GEREG VE YONTEMLER

(ahgmada kullanilan [3%8] GTPYS (Ozgin etkinligi 1146 Ci /
mmol) DuPont, New England Nuclear'dan, Western Blot yonteminde kul-
jamlan maddeler Promega'dan diger kimyasallar ise Sigma'dan satin
alinmstir. G proteinlerinin B altbirimini tamiyan 5217 antikoru (3, 4)
Prof. Alfred Gilmann Laboratuvanindan ( The University of Texas; So-
uthwestern Medical Center, Dallas) saglanmigtir.

Hicrelerin Cogaltimi ve Farkhlagmaya Indiiklenmesi

insan eritrolésemi hiicreleri (K562) % & COg igeren karbondioksit
etiiviinde 37" C'ta cogaltildi ve yogunluklar: 100.000 hiicre / ml olarak
ayarlandlktan sonra kontrol (K) ve farkhlagmus (F) gruplan olarak ikiye
ayrildi. F grubundaki K562 hiicreleri 20 uM hemin cozeltisi ile fark-
lilagmaya sndiiklendi, Farklilagma oram benzidin boyama yontemiyle be-
~ lirlendi 5).

Membran Kesimlerinin Hazirlanmasi

Tiim iglemler proteaz inhibitori fenilmetilsiilfonilflorir (PMSF)
varhginda, 0-4°C'ta yiiriitiildii. Hiicre siispansiyonlan toplamp 300 x g'de
10 dak. santrifijlendikten sonra ¢okelek yikama tamponuyla (140 mM
NaCl, 8 mM NagHPOy, 2mM KHpPOy4, 3mM KCI) 300 x g'de 10 dak. yi-
kand1. Hiicre patlatma tamponu ( 10 mM Tris HC] pH 7.6, 10mM KCl, 1
mM EDTA, 0.2 mM PMSF, 7 mM 3- MET) icine alinan ¢rnekler Dounce
homojenizatériiyle patlatildi, 100 mM NaCl, 3 mM MgClz ve % 10 sukroz
eklendikten sonra 350 x g'de 10 dak. santrifijjlendi. Ust s1v1 30.000 x g'de
30 dak. santrifijlendi. Elde edilen ¢okelek 10mM Tris - HCl pH 7.6, 3
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mM MgCly, 1mm EDTA, 100 mM NaCl, 7TmM § -MET, 0.2 mM PMSF ve
% 10 sukroz ile yikandiktan sonra tekrar 30.000 x g'de 1 saat sant-
rifiijlendi. Membran ¢okelegi (P - 30) 20 mM Hepes - KOH pH 8.0, 1 mM
ditiyotreitol (DTT) i¢ine ahinarak -70° C ta saklandi. Protein miktarlan
Lowry yontemiyle belirlendi (6).

[358] GTPYS Baglama Testi

10 - 100 pg protein igeren kesimler 60 ul hacim icinde 25 mM
Hepes - KOH pH 8.0, 30 mM MgClg, Imm EDTA, 100 mM NaCl, 1 mM
DTT varh@inda 1 pM [35 S] GTPyS ile ( 300.000 cpm) 32°C 'ta 40 dak. in-
kiibe edildi. Ornekler nitroselliiloz filtrelere ( Millipore, Type HA, 0.45
;Lm) emdirildi, filtreler ynkama tamponuyla (20 mM Tris - HC] pH 8.0,
10 mM NaCl ve 25 mM MgCly) yikandi ve kurutuldu. Baglanan [355]
GTPyS miktar s sintilasyon sayacinda saptanda.

Immiinolojik Belirleme (Western Blot)

SDS poliakrilamit gel elektroforezinden sonra (7) proteinler elekt-
roforetik olarak nitroselliiloz membranlara aktanld: (8). Membran BSA
ile iglem gordiikten sonra oda sicakhiginda 3.5 saat birincil antikor ve 1.5
saat alkalen fosfataz ile konjiige ikincil antikorla etkilestirdi. BSA, bi-
rincil ve ikincil antikor inkiibasyonlarindan sonra membran TBS tam-
ponuyla (256 mM Tris - HCI pH 8.0, 137 mM NaCl, 3 mM KCI) 3 kez 5
dak. yikandi. Goriintii alkalen fosfataz substratt NBT (Nitroblue tet-
razolium) ve BCIP ( 5 - bromo - 4 chloro-3 indelyl phosphate) ile elde
edildi.

BULGULAR

Uygun kosullarda ¢ogaltilan kontrol (K) ve farkhlagms (F) K562
hiicreleri altinci giiniin sonunda toplandi. (F) grubundaki farkhilasma
(benzidin pozitif) oram yaklasik % 70, (K) grubunda kendiliginden fark-
hilagma oram % 2 olarak belirlendi. Hiicrelerin ¢ogalma egrileri Sekil -
1'de gosterilmigtir.
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Sekil - 1 : K562 Hiucrelerinin Cogalma Egrileri. 100.000 hiicre / ml olarak ekilen
K582, K (125 ml) ve F (175 ml} hiicreleri alty giin stireyle Gereg ve Yéntemler bsliimiinde
anlatilhn sekilde gogaltaldi Hiicre derigimini saptamak igin her giin ikiser érnek alindi ve
hemositometre'de 0.1 pl hacim iginde sayim yapldi.

(O—1 K562 - kontrol hitcreleri

(O — ¢) K562 - farkhlasmis hiicreler

K562 hiicrelerinden elde edilen membran (P - 30) kesimlerinde
guanin niikleotid baglama etkinlikleri GTP'nin hidrolizlenmeyen ana-
logu olan [ 358] GTPYS varhfinda saptandi. Kontrol grubun membran ke-
simlerinde GTPyS baglama etkinliginin 20. dakikada 85 fmol / mg pro-
tein, farkhlagmig grubun membran kesimlerindeki etkinligin ise 130
fmol / mg protein oldugu saptandi (Sekil 2).
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Sekil - 2 : K562 Hilcre Membranlarinda GTPyS Baglama Etkinligi : 20 pg protein
igeren K ve F membran kesimleri 60 pl hacimde 32 "C'ta 5, 20, 40 ve 80 dak. siireyle Gereg
ve Yéntemler boliimiinde agiklandigh sekilde inkiibe edildi. Ornekler nitroselliloz filtrelere
emdirildi, filtreler yikand: ve kurutuldu. Baglanan 35g) GTPyS miktan cpm (dakikada
sayim) olarak belirlendi.

(I~ P-30
(Q —O) (F)P-30

Kontrol ve farkhlagmigs membran kesimlerinde guanin nikleotit
baglama etkinliginde gozlenen farkin membranlardaki G protein mik-
tarlannda farkhhktan kaynaklanmasi olasihgim incelemek amaciyla,
membran kesimleri biitiin G protein tiirlerinin $- altbirimlerini tamyan
antikorla etkilestirildi; ancak kontrol ve farkhlagmis membranlarda top-
lam G - protein miktan agisindan fark gozlenmedi (Sekil 3).
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Sekil - 3 : K562 Hiiere Membranlarinda G Protein Miktarlarinin Immiinblot Yén-
romiyle Beﬁrlenmesi. Kontrol (K) ve farklhilagmis (F) K562 hiicrelerinden hazirlanan ve 28
 grolein iceren kesimler (P - 30) % 10 SDS - poliakrilamit gellerine uygulandi. Elekt-
;‘g"prez j$1eminden sonra, proteinler nitroselliloz membrana aktarildi ve 8217 antikoruyla
rcoifec ve Yontemler'de anlatildifigibi etkilestirildi. G protein kontroit olarak sican beyin

embrant (P-30)ve membran ekstrakty (S - 142) kullanmilmastar,
n n

TARTISMA

(- proteinleri hiicre zar tarafindan alinan sinyalleri hiiere i¢i sin-
yallere doniigtiirilmesinde gorev alan araa molekiillerdir. Ayrica, ta-
qmm Ve salgilama olaylarini da dizenledikleri digtinilmektedir (1,2).

larda yuritilen bazi ¢calismalar G proteinlerinin hiicre fark-

Son zaman
masmasznda da rol oynayabilecegini diigtindirmustiir. Mullaney ve Mil-

Jigan (9) noroblastoma X glioma hibrit hiicrelerinde farklilasmaya kosut
Jlarak Gomn O - altbiriminde artis saptamiglardir. HL - 60 ve U392 mo-

nositlerinde Gi miktarlanmin farkhlasma sonucu arttign gézlenmistir
E 10), Ayrica, 3T3 - L1 fibroblast hicrelerinin lipolitik maddelerle yag hiic-
;rek;ﬂ'ﬂe farklilagmasi esnasinda Gg, Gy ve G, diizeylerinin degistigi sap-

tanml§t}r {11).
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Bu ¢aligmada eritroid hiicre farkhlagmasinda G proteinlerinin
olast roliini incelemek amaciyla K562 hiicreleri model sistem olarak se-
cilmistir. G proteinlerinin guanin nikleotitlerini yitksek ilgiyle ba-
gladiklan bilinmektedir. Bu nedenle, kontrol (K) ve farkhilagmmg (F) K562
hiicrelerinden elde edilen membran kesimlerinde (P - 30) GTP'nin hi-
drolizlenmeyen analogu olan GTPYS baglama etkinlikleri incelendi. Far-
khlagmig hiicre membranlarnna baglanan GTP miktarimin (K) grubuna
baglanan miktarin yaklagik bir buguk kats oldugu gorildd.

Farklilagma sonucu membranlarnn guanin niikleotit baglama et-
kinliklerinde saptanan artisin G protein diizeylerinde degisikliklerden
kaynaklandigr distiniilebilir, Bu olasihgr aragtirmak amaciyla, (K) ve (F)
membranlanndaki toplam G protein miktarlart Gf altbirimleriyle et-
kilegen antikorun kullamldigi immunblot yontemiyle kiyaslandi. Ancak,
dansitometrik analiz sonucu kontrol ve farkhlagmis gruplarin toplam G
protein miktarinda onemli bir fark saptanmadi. G proteinlerinin farkh
tiirleri i¢in secici olmayan bu antikorla Gg, G; ya da G, proteinlerinin bi-
rinin miktarinda farklilagmaya kosut olarak ¢ikacak fark: belirlemek
miimkiin olmamaktadir. Gelecekte dzgiin antikorlarla tekraralanacak
immunblot ve G proteinlerine 6zgiin DNA problarimin kullamlacag mo-
lekiiler hibridizasyon ¢ahgmalann G protenilerinin  eritroid hiicre far-
khlagmasindaki olas: roliinii aydinlatacaktir,
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