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ADP, ATP, NAD, CoA, DNA VE RNA' NIN
BiYOLOJIK KAYNAKLARDAN iZOLASYONU

Vahdettin BAYAZIT"
Sait BULUT™

OZET

Bu ¢alisma, ADP, ATP, NAD, CoA, DNA ve RNA'y: farkli bi-
yolojik kaynaklardan elde etmek igin yapilmistir. ATP erkek tavsanla-
rin iskelet kaslarindan, ADP, ATP'den, NAD ve CoA mayadan, DNA
ve RNA ise erkek buzaginin timus bezi, dalak, karaciger, testis, bob-
rek, akciger, kemik iligi ve eritrositlerden elde edilmistir.

Bu ¢alisma sonunda, 3 gr Ba, ATP 4H,0; 0.3 gr Bas(ADP),
4H,0; 0.6 gr NAD; 15 gr CoA elde edilmistir. En ¢ok DNA ve. RNA
karacigerden, en az DNA bobrekten ve en az RNA ise akcigerden elde
edilmigtir. ’

Anahtar Kelimeler: ADP, ATP, NAD, CoA, DNA ve RNA.

1. GIiRIS

Bu arastirmada biyolojik 6nemi olan ATP, ADP, NAD ve CoA’nin farkl bi-
yolojik kaynaklardan izolasyonu yapilarak fizyolojik ve biyokimyasal ¢aligsmalara
bir baska onem kazandirilmistir. Bilindigi gibi ATP 6nemli bir enerji maddesidir.
Spesifik vital aktivite ATP’ye baglidir. Bunda mitokondrinin sorumlulugu unutula-
maz. ATP elde edilmesinde mitokondriler oldukga faaldirler. Ancak bu durum di-
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yetle alinan protein, karbonhidrat ve lipidlerin kalitatif ve kantitatif ozellikleri
intraselliller ve ekstraselliiler ortamlarda vuku bulan biyokimyasal reaksiyonlarin
tabiaty, tiir, cinsiyet, yas, eksersiz, bazi ilaglar, stres ve ekolojik faktorlerle degise-
bilmektedir. Hatta biyopotansiyel elektrik yiitk de bunlara bagli olarak degismekte-
dir. Nitekim beyin fonksiyonlarini yerine getiremediginde ve B.O.S. (beyin omurilik
sivist), procephalon, diencephalon ve mezencephalon yeteri kadar kan akimi olma-
digindan elektro ansefalografi, elektrokardiyografi ve ossiloskobik bulgular anormal
olmaktadir. Bu yiizdendir ki ATP beyin, goz, karaciger, kalp, bobrek, kas, sinir ve
kan biyokimyasinda fevkalade 6neme sahiptir.

NAD ise bilhassa oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda vazife yapan bir
koenzimdir. Bilhassa laktatin pirtivata déniismesinde veya bunun tersi reaksiyonda
laktat dehidrogenaz enziminin aktivasyonunda etkilidir. Diger taraftan CoA bam-
bagka bir éneme haizdir. Bunun bilhassa asetil CoA sekli protein, karbonhidrat ve
yaglarin yikimlarmin ortak iiriinii oldugundan bunlarin sentez ve yikim reaksiyonla-
rinin ortak maddesidir. Bilhassa beyin ve karaciger metabolizmalarinda ¢ok etkilidir.

Bu 6nemli sebepler dolayist ile ATP, ADP, NAD ve CoA’nin izolasyonu ve
bunlarin degerlendirilmesi imkanlarmin tespiti, bu arastirmanin baslica amaci ol-
mustur. Bu tip biyolojik bir ¢alismaya ¢ok az rastlanilmistir. Bu arastirma bazi in
vivo ve in vitro ¢alismalara kolayliklar saglayabilecektir.

2. MATERYAL VE METOD
2.1. ATP’nin Elde Edilisi
Bu calismada 10 Lepus capensis tiirii erkek tavsan kullanildi.

2.1.1. Kaslarin izolasyonu

Biiyiik bir erkek tavsan, %51°lik MgS0O,.7H,0O c¢ozeltisi ile intra periotonal
(i.p.) enjeksiyonla bayiltildi. ilk doz viicut agirliginin 1 kg’na karsilik 1 ml ve bun-
dan sonraki her 10 dakika i¢in 0.5 ml/kg olacak sekilde verilerek anastezi bu sekilde
uygulandi. Bu takriben 30 dakikay: aldi. Sonra hayvan kesildi ve deri, barsak ve
karkasi sogutmak amaciyla 15 dakika i¢in buzlu ortama alindi, karkas tizerindeki
kaslar dissekte edildi ve sonra soguk ortamda kiyma makinasindan gegirildi. Bu
islem yaklasik 30 dakikalik zamani aldi, 4 kg’lik erkek bir tavsandan 0.8 ile 1 kg
arasinda kas elde edildi. Bu galismalar 0 °C’ye yakin bir ortamda gergeklestirildi
(Colowick and Kaplan, 1957).

Kaslarin TCA (Tri Klor Asetik Asid) ile ekstraksiyonu 200 gr kas krymasi
%10’ luk 200 cc TCA ile 20.000 devirde 2 dakika siireyle homojenize edildi. Bunun
siipernatanti alindi ve posa bu kez %5’lik TCA ile tekrar ayni sekilde homojenize
edilip siipernatant! ayirdedildi. Bu filtrat berrak beyaz renkte idi. Filtratin pH’si
%10’luk NaOH ile 7’ye ayarlandi.

Sonug olarak 1 kg kasdan notralize edilmis filtrat elde edildi. (Sayet birden
fazla tavsan kullanilacaksa her bir tavsan igin ayri ayri islem uygulanabilir)- -
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2.1.2. ATP’nin Civa (Hg) Tuzlari le i1k Cokeltilmesi

2 litre filtrata 4 ml glasiyel asetik asitten 4 ml yavas¢a konuldu ve iizerine
civa asetat (%2’lik asetik asitte hazirlanmis %20’lik civa asetat)’tan 150 ml ilave
edildi. 3 saat sonra 5000 devirde 30 dakika santrifiije edildi ve posa 1:40°lik civa
asetat ayiract ile yikandt.

2.1.3. ATP’nin Baryum Tuzlari ile i1k Cokeltisi

Ugilincii basamaktaki ¢okelti 400 ml saf suya alind1 ve H,S’li civa tuzlari va-
kumla uzaklastirildi. Bu 10 dakika siirdii. Emilen filtrat preparasyonu filtre edildi.
Ortamdaki HgS’nin katilasmasi i¢in ti¢ kez 20 ml soguk saf su ile yikama yapildi.
H,S’nin kombine serbest filtratlarindan 1 saat siireyle hava gecirildi. Bu ¢dzeltinin
pH’s1 %10 NaOH ile 7’ye ayarlandi. ATP’nin baryum tuzunu ¢okertmek i¢in ortama
20 ml 2M baryum asetat ilave edildi. Bir saat sonra ¢okelme meydana geldi. Ve
santrifiije edilip berrak siipernatant ayirdedildi. Arta kalan ¢okelti toplandi ve bu 20
ml soguk saf su ile ii¢ kez yikandi.

2.1.4. ATP’nin Civa Tuzlan ile ikinci Defa Cokeltilmesi

Dérdiincii basamaktaki son triin SO0 ml saf su ile yikandi ve iizerine siispan-
siyon meydana getirecek kadar (13 ml) glasiyel asetik asit ilave edildi. Cokeltinin
az bir miktar1 santrifiigasyonla ortamdan alindi. Cozeltinin pH’sinin en az 3 olmasi-
na dikkat edildi. Bunun iizerine ii¢iincii basamaktaki civa asetattan 20 ml ilave edildi
ve {igiincii basamaktaki gibi ¢okelti tekrar yikanip toplandi.

2.1.5. ATP’nin Baryum Siilfat Tuzu Ile ikinci Kez Cokeltilmesi

Dérdiincii basamakta oldugu gibi H,S’1i civa ¢okeltisi yikanip ayrildr ve burada
anlatildig gibi icerisine hava verilmis filtrat elde edildi. Mevcut ¢okeltinin tizerine 2 ml
%10’1luk NaOH yavasca konuldu ve pH’nin 6’dan az olmamasina dikkat edildi. Haliha-
zirdaki ¢okelti civa ¢okeltileri ile birlikte taginan baryumun az bir miktarindan gelen
baryum ATP’dir. Cokeltinin pH’s1 6’ya diistigiinde ¢okeltme 6zelligi kayboldugundan
tizerine iki damla 2 M baryum asetat ilave edildi. Cokelti filtre edildi ve kolloidal
stilfidler uzaklastirildi. Berrak filtratin pH’s1 %10 NaOH ile 7°ye ayarlandi ve 4. basa-
makta anlatildigr vechile bu durumda baryum asetatli ATP’nin baryum tuzu ¢okeltileri
elde edildi. Cokelti soguk saf su ile iki kez, %95°lik etanol ile bir kez, %75’lik etanol ile
bir kez, %95’lik etanol ile iki kez ve eter ile iki kez bu siraya gore yikand.

Son olarak yikanmis iiriin steril laboratuvar sartlarinda etiivde 42 °C’de ku-
rutuldu ve igerisinde kalsiyum klorid olan vakum desikatoriine yerlestirildi. Bu ¢a-
hsmanin sonunda 1 kg tavsan kasindan %95 saflikta 3 gr Ba,ATP.4H,O elde edildi.
Kromotografik ve enzimatik analiz deneylerde %90 ile %95 saflikta sonug vermistir.

2.2. ADP’nin ATP’den Hazirlamsi
Bu ¢alismada ADP istakoz (Homarus vulgaris) kaslarindan elde edilen

adenozin tri-fosfataz enzimi kullanilarak ATP’den enzimatik hidroliz ile hazirlandi.
ATP’az enziminin tavsanlardan izolasyonu ¢ok gii¢ oldugundan istakoz tercih edildi.
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2.2.1. istakoz Kasmimn Hazirlanisi

Canh bir istakoz ikiye kesildi ve kuyruk kaslari dissekte edildi. 25 gr gelen bu
preparat 300 ml %0.45’lik soguk KCI igine konuldu ve 15 dakika iyice karistirildi.
Stipernatantt bu sekilde 5 kez degistirildi. 1gr ATP’nin sodyum veya potasyum tuzu 100
ml saf suda ¢6ziindiirtildii. Sayet ATP’nin baryum tuzu kullanilacak ise su sekilde bir yol
izlenebilir. 1.1 gr ATP’nin baryum tuzu 40 mi soguk 0.1 N HCI’de eritilir ve tizerine 0.3
gr Na,SOy ilave edilir. 5000 devirde 20 dakika santrifiij edilir ve 10 ml soguk 0.1 N HCI
ile ayri ayn iki kez karistinilip yikanir ve santrifiije edilir. Siipernatantin pH’st NaOH ile
7’ye ayarlandi ve saf su ile 100 mI’ye sulandirildi. Sayet ATP’nin Na veya Ba tuzu
hazirlanip kullanilacak ise 0.1 M ¢6zelti hazirlamak igin kati KCl ilave edilir.

2.2.2. ATP’nin ADP’ye Enzimatik Doniisiimii

Birinci basamakta yikanmis kas seritleri ikinci basamaktaki 100 ml %]1°lik
ATP cozeltisine ilave edildi. Bunlar 20 °C’de 20 dakika siireyle kanistirildi. Filtre
edildi ve filtratta hidrolize olabilen asit P artisi tayin edildi. Bu %50 artmadiginda,
seritler ortam ile birlikte 37 °C’de inkiibe edilir ve 100 mlI’lik 3 ATP ¢ozeltisi ile kas
seritleri 3 kez ayr1 ayrt muamele edildi.

2.2.3. ADP’nin Baryum Tuzunun Ilk Cékeltilmesi

Filtrat tizerine 2 ile 3 ml 2M baryum asetat tlave edildi ve bir buz banyosuna
yerlestirildi. Biitin uygulamalar 0 °C’ye yakin sicaklikta gerceklestirildi. ADP’nin
baryum tuzu ve inorganik ortofosfat karigimi ihtiva eden ¢okelti santrifiij ile
ayirdedildi.

2.2.4. ADP’nin Civa Tuzlan ile ilk Cokeltilmesi

Onceki ¢okelti 10 ml 0.1 N HCl’de c¢oziindiiriildii ve tizerine %2’lik asetik
asidde hazirlanmis %20 civa asetat ayiraci ilave edildi. Bu sekilde biitiin bir ¢okelti
elde edildi. 5000 devirde 3 dakika santrifiije edilip ¢okelti 25 ml’li dortliik civa ase-
tat ile yikandr. Uzerine 60 ml 0.05 N HNO; kondu ve H,S’li civa tuzlar uzaklastiri-
larak filtre edilip 10 ml 0.05 N HNO; ile iki kez yikandi. Cozeltideki H,S, ortama
hava verilerek uzaklastirildi ve ortamin pH’s1 %10’luk NaOH ile 7°ye ayarlandi.

2.2.5. ADP’nin Baryum Tuzlarinm ikinci Kez Cokeltilmesi

Notralize filtrata %95 etanolden ayni miktar konularak iyice karistirildi.
ADP’nin baryum tuzunun tam bir ¢ctkelti vermesi i¢in ortama 2 M baryum asetattan
yeteri kadar ilave edildi. 5.000 devirde 30 dakika santrifiije edildi. Sonra su siraya
gore yikama yapildi: %50’lik etanol ile 2 kez, %75’lik etanol ile 1 kez, %95’lik
etanol ile 2 kez ve eter ile 2 kez yikandi. Materyal etiivde 40 "C’de kurutuldu ve
icerisinde kalsiyum klorid olan vakum desikatoriine yerlestirildi.

Sonug olarak yaklasik %95 saflikta 0.3 g Ba,(ADP), . 4 H,O elde edildi.

Safligi bozabilen baslica unsur inorganik ortofosfatlarin baryum tuzu oldu-
gundan iiriin 0.1 N HCI ile ¢6ziindiiriilerek bu uzaklastiriimis oldu ve ADP’nin ikin-
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ci kez ¢okeltilmesi bu 6. basamakta tekrar yapildi. Bu ATP iiriiniinii kromotografik
analiz ve enzim deneylerinde oldugu gibi serbest ATP gibi davranmistir (Colowick
and Kaplan, 1957; George, and Rutman, 1960; Bray, et al., 1966; Kaplan and
Kennedy, 1966; Florkin and Stotz, 1967; Alberty, 1968).

2.3. NAD’nin Elde Edilmesi

Prensip; NAD’nin izolasyonu mayalardan sicak su ile eksraktsiyonu esasina
dayanmaktadir. Diger iriinler ekstraksiyondan uzaklastirildiktan sonra arta kalan
NAD bir giimiis tuzu olarak ¢oktii. Bu hidrojenize siilfid ile ayristirildi ve NAD
aseton ile ¢oktiiriildiikten sonra serbest asid olarak elde edildi. Saflastirma ayrica
iyon degistirici kromotografi ile tamamlandi.

2.3.1. Preparasyon Metodu

Baslangi¢ materyal; Bunun igin, ticari ekmek mayasi temin edildi ve kuru
buz ihtiva eden ortama kondu. Bu haliyle iki giin bekletildi.

2.3.2. Giimiis Ile Coktiirdiikten Sonra %76 ile %83 Safliktaki NAD’nin
Elde Edilisi

2270 gr graniil maya 3 litre kaynamakta olan saf suya konuldu. Suyun kayna-
dig1 kap paslanmaz geliktendi. 90 °C’de 7 dakika bekletildi. Bu kez 100 ml’lik agzi
genis bir beher glasa alind1. Siispansiyonun sicakligi 94 °C’ye ulagincaya kadar 2 da-
kika 1sitild1. Sicak siispansiyon whatman kagid ile filtre edildi. Altin saris1 ve parlak
renkteki filtrat ayri bir steril kaba alindi ve oda 1sisinda sogutuldu. Kombine filtratlarin
30 litresine 900 gr kursun asetat ilave edildi ve iizerine 3 litre soguk saf su kondu. Bu
haliyle 30 dakika ¢okelti meydana geldi ve oda sicaklhiginda filtre edilerek siipernatant
ayirdedildi. Uzerine kopiiklenme oluncaya kadar capril alkol kondu. Ortamin pH’s1 1
N asetik asit ile 6.5’e tamamlandi. Bunun i¢in 500 ml 1 N asetik asit kullanildi; Kom-
bine filtratlarin 29 litresine %25’lik giimiis nitrattan 2.5 litre ilave edildi. Bu
preparasyon giin is1gindan korunacak sekilde yapildi ve aksamleyin buzdolabina ko-
nuldu. Siipernatant ¢ozeltisi sifonaj ile ayirdedildi. Cokelti 5.000 devirde 30 dakika
santrifiije edilerek daha iyi bir sekilde ayirdedildi ve mevcut toplanan ¢okelti soguk saf
su ile 3 kez yitkandi. Bunun igin 300 ml soguk saf su kullanildi ve sonra ¢okelti 100 ml
2 N nitrik asid ile asitlestirildi. Uzerine 5 damla capryl alkol ilave edfidi ve bu siispan-
siyondan 1.5 saat siireyle H,S gecirildi. Guimiis siilfiit soguk ortamda ( tuz- buz kari-
simi) filtre edildi ve ¢dkelti 100 ml 0.02 N nitrik asid ile 3 kez yikandi. 800 ml filtrat
icinden 30 dakika siireyle hava gegirildi ve NAD ortama 5 hacim -10°C’deki asetonun
yavasca ilavesiyle ¢oktiiriildii. Bu preparasyon soguk ortamin daha iyi temini gaye-
siyle gece saat 23%de baglandi ve 04%”da tamamlandi. Tekrar 5.000 devirde 30 daki-
ka santrifiije edildi ve ¢okelti ayirdedilerek aseton ile 3 kez yikandi ve kurutuldu. Son-
ra ¢okelti igerisinde kalsiyum klorid bulunan vakumlu desikatore yerlestirildi. Sonug
olarak %76 ile %83 arasi saflikta 6.0 gr NAD elde edildi. Uriin beyaz renkte oldu.

2.3.3. iyon Degistirici Kromotogrofi ile Tam Saflastirma

Domex 1 resin (200 ile 400 mesh, Dow Chemical company) 260 nm’de
absorpsiyon piki verinceye kadar 3N HCI ile 7 kez yikandi. Sonra saf su ile 3 kez
I
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yikandi ve sonra 6 kez 2 M Sodyum format ile yikandi. Tekrar (formati uzaklastir-
mak i¢in) 3 kez saf su ile yikandi. 52270 resin (regine) 40 litrelik bir silindirde 8 saat
siireyle iyice ytkandi. %76’Iik (1082 pM) NAD’den 1 gr tartildi ve saf suda ¢6ziin-
diiriildii. Ortamin pH’s1 NaOH ile 8’e ayarlandi ve son hacim 500 ml’ye tamamlan-
di. Bu ¢ozelti 14 cm uzunlugundaki ve 6.6 cm capindaki bir kolona adsorbe edildi.
Kolonun ¢alisma hizi 25 ml/dakikadir. Esit hacimdeki saf su ile kolondaki NAD
cozeltisi yikandi. Uzerine 0.1 N formik asit (Merck, %88; 4.3 ml/L) kondu. Kolon-
daki yiirtime hizi bu kez 20 ml/ dakika oldu. Formik asit uygulamasi tygon tiipte
yapildi. Ciinkii bazen benzeri uyulamalar hava kabarci@i yapmaktadir. Birbirini
takip eden 250 mlI’lik fraksiyonlar toplandi ve 260 nm’de spektrofotometrik pikleri
incelendi. Fraksiyonlardaki NAD’nin tamami (%95.3; 1031 pM) hemen hemen
goriildi. 5 (%12.6), 6(65.5), 7(%12.8) ve 8 {n4.4) nolu fraksiyonlardaki NAD top-
lami %95.3 olmustur. Bu 4 fraksiyon biraraya getirilip toplandi ve ortamin pH’s1 2N
nitrik asid ile 2 ile 6’ya kadar asitlestirildi. Sonra iizerine 5.5 litre soguk aseton ya-
vasca kopiik yapmayacak sekilde ilave edildi. Bu islem ccce saat 23%de yapildi ve
cokelti santrifiije edildi. Sonra saf aseton ile 3 kez yikandi ve etiivde 37 °C’de kuru-
tulup igerisinde kalsiyum klorid olan desikatore yerlestirildi. Sonug olarak %95
saflikta 0.6 gr NAD elde edildi.

2.3.4. NAD’nin Saflig1 ve Ozelligi

NAD oda sicakliginda kalsiyum klorid’li desikatorde 2-3 ay, soguk nétral ¢o-
zeltilerde bir kag¢ hafta (5-8 hafta) nisbeten dayaniklidir. Asidik pH’larda karasizdir
ve dayaniklilig) alkaliye meyillidir. Elde edilen bu NAD iiriinlerinin enzimatik ola-
rak indirgenmesi i¢in (LDH enziminin laktat’1 pirtivat’a doniistiirmesi gibi) 340
nm’de birlikte absorbans verir ve bu enzimlerin aktifliginin 6lgiilmesinde kullanila-
bilir. NAD’nin 340 nm’deki ekstinksiyon koeffisiyanti 6.22 x 10° cm (her mol i-
¢in)’dir. 3 ml 0.1 uM NADH 151k yolu I c¢m olan bir spektrofotometre kiivetinde
0.207°lik bir optik dansiteye sahiptir. Indirgenme etil alkol ve maya alkol
dehidrojenazin kullanilmasi ile meydana gelmektedir. Bu sistem deamine olmus
NAD’nin tayininde de kullanilabilir. Oksidize NAD’nin 260 nm’deki ekstinksiyon
koeffisiyant1 (her mol igin) 18.0 x 10° cm’dir (Colowick and Kaplan, 1957;
Hutchinson, et al., 1964; Slater, 1966; Larsson and Reichard, 1967; Blakley and
Vitols, 1968).

2.4. CoA’nin Elde Edilmesi

CoA aseton ile ¢oktiiriilip komiiri ile kromotografiye edilerek sicak su ile
birlikte karistirllmis mayadan elde edilmistir. Saf preparasyon iyon degistirici
kromotografi, konsantre komir ve ve aseton ¢okturiilerek %50 ile %55 saflikta %50
ile %65 tiriin elde edilmistir. Daha saf preparasyonlar da hazirlanabilmektedir. An-
cak bu metodlarin pahali oldugunu unutmamak gerekmektedir.

2.4.1. Baslangic Materyali

Iyon degistirici kromotografi yolu ile saflastiriimis bir CoA preparasyonu ku-
ru mayanin bir su eksraktr bir odun komiirii kolonundan geg¢irilerek elde edilir. Bir
Armour sirketi yetiskin domuz karacigerinden bu yol ile 13 iinite CoA/]l mg karaci-
ger ve Sigma Chemical sirketi ayn yolla 6.5 tinite CoA/l mg karaciger elde etmis-
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lerdir. Bir Acti-nomycetes (mantar) cinsinden konsantre CoA’y1 iyon degistirici
kromotografi ile elde etmek miimkiin olmamistir. Fakat mayadan bu hem ucuz hem
de nisbeten kolaydir. Bu sebeplerle baslangic materyali ekmek mayasi olarak segil-
mistir.

2.4.2. Maya Ekstraktinin Hazirlanisi

3 kg maya (ekmek mayasi) kaynamakta olan 15 litre suya konup siispansiyon
iyice karistirilip 5 dakika kaynatildi. Uzerine 11350 gr kirilmis buz pargalari ilave
edildi. Sogumus olan siispansiyon 2.000 devirde 30 dakika santrifiije edildi.
Siipernatant ayirdedildi. Bu siipernatant (19L.) 100.000 + 30.000 iinite CoA ihtiva
etmektedir.

2.4.3. Maya Ekstraktinin Odun Kémiirii Ile Kromotografi

19 litre maya ekstraktinin pH’s1 6 N HCI (200-250 ml)ile 3.0’e ayarlandi. Bu
ekstrakt bir odun komiirii kromotografisi (10 cm x 29 cm)’den gegirildi. Ekstraktin
kromotografik uygulamas: 3 dakikada 2 litre ekstrakt gegisi esasina gore yapildi.
Kolondan disari akan bu ekstrakt derhal steril bir kaba alinarak ayirdedildi. Bunun
rengi siitiimsii beyaz oldu. Sonra bu kolon 10 ile 15 litre saf su ile ve akabinde 2 ile
4 litre %40’k aseton ve 1 ml %28’lik konsantre amonyum hidroksit ile ayri ayr
yikandi. Kolondan alman siitiimsii beyaz siipernatanttan 2’ser ml alinip bunlarin
pH’s1 6lgiildiigiinde 3.3°den 5.0 kadar degistigi goriildii ve sonra pH’lar1 7.5 ile 9.0’a
dogru belirgin bir sekilde artti. Ancak pH genelde 3.8 ile 7 arasinda degismistir.

CoA ihtiva eden fraksiyonlar biraraya toplandi ve pH’st 6 N HCl ile 1.7’ye ge-
tirildi. Az miktarda meydana gelen cokelti filtre edildi (Whatman no 1). Sonra CoA 2
fraksiyonundaki 5 ml soguk aseton ile ¢oktiiriildii, 2 saat sonra santrifiije edilip ¢okelti
ayirdedildi. Bu ¢okelti aseton ile yikandi ve daha sonra eter ile yikanip igerisinde P,Os
olan vakum desikatoriine konuldu. Bu durumda 6.5 gram kuru aseton tozu seklinde ve
her miligramini 10 ile 18 tinite CoA ihtiva eden iiriin elde edildi.

2.4.4. Domex-1 Resin Ile Kromotografi Islemi

Aseton tozu tabir edilen yukaridaki tiriinden 50 gr alindi ve bir miktar saf su-
da ¢oziindiirildi. Bunun pH’s1 2 N KOH ile 8.1°e ayarlandi ve biitiin hacim 200
ml’ye tamamlandi. Coziinemeyen baska materyaller 3.000 devirde 30 dakika santri-
fiije edilerek uzaklastirildi. Ham CoA c¢ozeltisi % 2 resin ihtiva eden Domex-1’e
yerlestirildi (Bu kolonun ebatlart 13 cm x 15cm). Kolondan gegen CoA muhtevali
siipernatant alindi. Sonra kolon 2 kez 100’er mI’lik saf su ile yikandi. Akabinde
siipernatanta 25.8ml %88’lik formik asit ve 0.3 M amonyum format ilave ediidi ve
CoA muhtevali ¢6zelti tekrar kolondan gegirildi. Sonugta toplam CoA’l fraksiyonda
CoA ve Adenin konsantrasyonlari ¢l¢iildii (260 nm’de).

Eluate’nin konsantrasyonu CoA Domex kolonundan genis bir hacim i¢inde
(2500 ile 3000 ml siipernatant) gegmekte bu yiizden CoA aseton ile tekrar ¢oktiirii-
lebilir. Son derece saf CoA elde etmek icin, eluatler iyon exchange
kromatografisinden gecerken CoA/Adenin orani 0.6 veya daha biiyiiktiir. Bu yiizden
siipernatantin pH’si 100-200 ml 6 N HCl ile 2’ye ayarlandi ve bu kez odun komiirii
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kolonundan gegirildi (kolonun 6lgiileri 2.5 cm ¢apinda x 12 ¢cm uzunlugunda). Bu-
nun 260 nm’deki optik yogunlugu 0.02°den fazla olmadi. Kolon énce 300 ml saf su,
sonra 300 ml %40 aseton ile yikandi ve CoA son olarak litresinde 1 ml konsantre
amonyum hidroksit ihtiva eden %40°lik aseton ile tekrar eliie edildi. Bunun kolon-
dan gegis hiz1 3.0 ml/ dakikadir. Fraksiyonlar 50’ser ml olarak toplandi. Alkali frak-
siyonlar 4 N nitrik asit ile notralize edildi. Kolondan disart ¢ikan siipernatantin pH’si
alkali oldugundan CoA genelde tamamen eliie edildi. Bu fraksiyonlardaki CoA
nitroprussit testi ile iyi bir sekilde konsantre oldugunu gostermistir. CoA ihtiva eden
farksiyonlar bir araya getirildi. Toplanan bu son stipernatantin pH’st 4 N nitrik asit
ile 1.7°ye ayarlanip asitlestirildi ve buna 7 kat hacimde aseton ilave edilecek ¢ékelti
ayirdedildi. Bu islem gece 23"2de yapildi. Ciinkii soguk ortama ihtiyag vardi. Co-
kelti oda 1sisinda aseton ile iki kez etei ile 1 kez yikandi ve i¢inde P,Os olan
desikatorde kurutuldu.

Saflastiriimis 300 ile 400 mg materyalden her miligram 200 ile 270 iinite
CoA ihtiva eden 15 gr konsantre CoA elde edildi. Isin baslangicindan bu sathaya
kadarki gecen islemlerden %50-55 oraninda iiriin elde edildi. Bazen bu oran %40
veya %70 olabilmektedir (Colowick and Kaplan, 1957; Goodwin, et al., 1964;
Gutfreund, 1965; Bernhard, 1968).

2.5. DNA ve RNA’nin Elde Edilmesi
2.5.1. DNA’nin Elde Edilmesi

Teorik olarak her hayvan dokusu DNA kaynagi olmakla birlikte, pratikte bazi
doku tipleri bu amag¢ igin daha az kullanilmaktadir. Pankreasta DNAaz aktivitesini
inhibe etmek gii¢ oldugundan DNA ¢ok az elde edilmektedir. Memeli spermasindaki
DNA ile protein arasinda kuvvetli bir beraberlik oldugundan DNA yine gii¢liikle
ekstrakte edilebilmektedir. Ayni gii¢liik yumurta i¢inde soylenebilir. Bu yiizden
Timus bezi, dalak ve pili¢ eritrositlerinden DNA elde etmek msbeten kolay olabilir.
Ciinkii bunlardaki DN Aaz aktivitesi daha dustiktiir.

2.5.1.1. Buzag Timus Bezinden DNA’nin izolasyonu

Yeni kesilmis bir buzaginin Timus bezi 30 dakika i¢inde hayvandan alindi ve
tuz buz karisimi bir soguk ortama muhafazal olarak konuldu. Timus bezi -30 "C’ye
kadar 10 giin dayanabilmektedir. Daha uzun siire bu is igin iyi sonu¢ vermemektedir.
Timus bezinden 50 gr hemen tartildi ve kiigiik pargalara ayrildi. Bu kiigiik parcalar
100 ml 0.1 M soguk sodyum sitrat ile 5 kez yikandi (pH 7.4). Bu olmadiginda 0.1
M EDTA da kullanilabilmektedir (pH 7.35). Numune 2000 devirde 2 dakika
homojenize edildi ve tizerine 250 ml 0.1 M sodyum sitrat ilave edildi. Homojenat
1800 devirde 30 dakika santrifiije edildi ve stipernatant uzaklastirildi. Bunun {izerine
tekrar 250 ml 0.1 M sodyum sitrat kondu ve ayni islemler tekrarlandt . Sonra iizerine
1000 ml 2 M NaCl kondu. Karisim 4 “C'de 1 giin siireyle etiivde bekletildi ve sonra
1900 devirde 1 saat santrifiij edildi. Berragims siipernatanta bunun iki kati hacimde
etil alkol ilave edildi ve filtrasyona tabi tutuldu. Filtrasyon hizi 150 mi/saat oldu.
Sonra %75 'lik etil alkol ile iki kez yikand: ve tekrar filtre edilip tizerine 1000 ml
0.14 M NaCl konarak pH 7.1'e ayarlandi. Bu ¢ozeltiye hacmlmn 1/9'u kadar %5'lik
Dupanol (% 70 'lik etil alkolde hazirlanmis ) kondu ve l\arlslm | saat stire ile oda
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isisinda (23 C) birakildi. Son konsantrasyonuna gelmesi icin ortama kati NaCl ka-
tildi. Bu kez 23 °C'de 30 dakika bekletildi ve sonra gece 23®de 4 C'deki etiive
alindi, santrifiije edildi (5000 devirde kademeli olarak 18 saat). Santrifiigasyondan
sonra berrak stipernatant alind1 ve buna iki kati kadarki hacimde saf etil alkol ile
yikand! ve kalan posa %5 Dupanolden 1/9 hacim ihtiva eden standart Tris-EDTA
Borik asit tamponunda ¢oziindiiriiliip bu tampon ile hacim 1000 ml'ye tamamlandi
ve bu haliyle 23 “C'de | saat bekletildi. Sonra ortama %5'lik NaCl ¢ozeltisi konsant-
rasyonunu elde etmek icin gerekli miktarda NaCl konuldu. Son berrak siipernatant
iki kat1 hacimde etil alkol yavasca konuldu ve yukaridaki gibi tekrar standart tampon

ile ¢oziindiirildii.

Sonug olarak elde edilen son siipernatant yaklasik 1.5 mg DNA/ml ihtiva et-
mektedir. Toplam iiriin 950 mg olmustur. Bu iiriin -15 "C'de deep-freez'de muhafaza
altina alindi. Bu drtin sonra etil alkol ve eter (V/V) ile altinda evapore edilerek
kristalize edildi. Gerektiginde bu uygun tamponunda ¢6ziindiiriiliip kullanilabilir.

2.5.1.2. DNA'nin Eritrositlerden izolasyonu

100 ml taze kan 24 ml 0.1 M sodyum sitrat ¢ozeltisi ile karistirildi. Karisim
1800 devirde 30 dakika santrifiije edildi ve plazma kismi uzaklastirildi. Kalan ¢o-
kelti -15 "C'de 12 saat bekletildi ve sonra 23 °C'de ¢oziindiiriildii. Bu sekilde don-
durma kirma metodu ile hiicreler pargalanmis oldu. Bunun iizerine ayni sodyum
sitrattan 60 ml ilave edildi ve tekrar 1800 devirde 30 dakika santrifiije edilerek bu
kez siipernatanti uzaklastirildi. Bu son operasyon 3 kez tekrarlandi. Bu sekilde elde
edilen yikanmis niikleuslar kendi hacimleri kadar ayni sodyum sitrat ile tekrar
siispanse edildi ve bu da aym sekilde santrifiije edilip siipernatanti uzaklastirildi. Son
sediment 400 ml 2 M NaCl ile kanistirtld1 ve 4 °C'de | giin bekletildi ve sonra 1900
devirde 1 saat siireyle santrifiije edildi. Bundan sonraki islemler timus bezine uygu-
lananlarin aynisi olmustur. Ayrica buzagi dalak, karaciger, testis, beyin, bobrek ve
kemik iliginden de DNA timus bezine uygulanan teknik ile elde edilmistir.

2.5.2. RNA'nin Elde Edilmesi

Buzagi kesilir kesilmez karaciger yiirek, bobrek, beyin, dalak, timus bezi,
testis, kemik iligi ve kani ayrt ayri steril kaplara alindi. Bunlar derhal deep-freez'e
alindi. Bunlarin her birinden tartilarak 0.01 M sodyum sitrat ile hazirlanmig 200 ml
% 0.9 NaCl ¢ozeltisi ile iyice karistirildi ve 2000 devirde 5 dakika homojenize edil-
di. Homojenat 2500 devirde 30 dakika santrifije edildi. Bu sekilde
deoksiriboniikleoproteinler uzaklastirildi. Santrifiigasyondan sonra siipernatant ayirt
edildi. Ortamin pH'st 1 N HCI ile 4.5'e ayarlandi. Mevcut ¢okelti 15 dakika soguk
ortamda bekletildi ve sediment 100 ml %0.9 sodyum kloriir ile stispanse edildi.
Sonra siispansiyona 9 ml %2'lik sodyum dodesil siilfat eklenerek iyice karistirildi.
Bu kez pH %10'luk NaOH ile 7'ye ayarlandi ve 3 saat oda sicakhginda bekletildi.
Sonra bunun konsantrasyonu 1 M oluncaya kadar iizerine kati sodyum kloriir konul-
du. Berrak viskoz ¢okelti 15000 devirde 15 dakika santrifiije edildi. Ortama 2 kati
hacimde saf etil alkol konuldu ve siipernatant santrifiij ile uzaklastirilarak ¢okelti
halinde niikleik asit elde edildi. Cokelti 6nce saf etil alkol ve sonra saf aseton ile
yikanip tekrar santrifiije edildi. Son ¢okelti havada kurutulup tizerine tekrar 9 ml
%?2'lik sodyum dodesil siilfat eklendi. pH t~lrar %10'luk sodyum hidroksit ile 7'ye
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ayarlandi ve 2 saat bekletildi. Bunun konsantrasyonu 1 M oluncaya kadar kati sod-
yum kloriir konuldu 14000 devirde 15 dakika santrifiije edildi ve siipernatant uzak-
lagtirilip ¢okelti 100 ml satf suda ¢oziildii. Siipernatant atilip ¢okelti kurutuldu. Bu
islem karaciger igin yapildigindan bahis konusu diger biyolojik materyallerden de
ayni metod ile RNA elde edilmistir (Colowick and Kaplan, 1957; Kornberg, 1961;
Josse, 1961; Burton, 1965; Ingram, 1965; Cantoni and Davies, 1966; Felsenfeld and
Miles, 1967; Madison, 1968; Davidson, 1969).

3. SONUCLAR VE TARTISMA
Bu arastirmadan elde edilen sonuglar Tablo 1, 2'de verilmistir.

Tablo 1. Elde edilen ATP; ADP, NAD ve CoA'nin miktarlar

Uriiniin adi Elde edilen miktari (gr)  Elde edildigi materyal
ATP (Ba, ATP 4H,0 olarak) 3 Tavsan iskelet kasi
ADP (Ba;(ADP), 4H,0O 0.3 Tavsan kasindan elde
olarak) edilen ATP'den
NAD 0.6 Maya
CoA 0.4 Maya

Tablo 2. Elde edilen DNA ve RNA miktarlar

Elde edildigi kaynak Elde edilen tiriin (mg)

DNA RNA
Timus bezi 950 1300
Dalak 1450 1600
Karaciger 1563 1800
Testis 600 870
Beyin 870 1200
Bobrek 257 1100
Eritrosit 340 950
Kemik iligi 512 1200
Akciger 270 817

Tablo 1'deki sonuglar ile Tablo 2'deki timus bezi, dalak ve eritrositlere
ait sonuglar yapilan bir arastirmanin bulgulari ile uyum igindedir (Colowick
and Kaplan 1963). Tablo 2'deki diger bulgularin karsilastirmasi i¢in herhangi
bir literatiire rastlamlmamistir. Tablo 1 incelendiginde ATP miktarinin ADP,
NAD ve CoA'dan fazla oldugu goriilebilir. Bu sonug iskelet kasi ile maya hiic-
relerinin organizasyon bakimindan farkli olmalarindan kaynaklanmaktadir.
Kaldiki iskelet kaslari tavsanlarin haraket yetenekleri i¢in oldukca tazla mik-
tarda ATP'ye ihtiya¢ gostermektedir. Bunlar beklenilmeyecek sonuglar degil-
dir.
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Diger taraftan Tablo 2 incelendiginde DNA ve RNA miktarlarinin dagi-
himlarinin gok farkl oldugu anlasilmaktadir. Hem DNA hemde RNA karacigerde
en fazla elde edilebilmistir. DNA en az bobrekte ve RNA ise en az olarak akciger-
den elde edilmistir. Ancak bu bulgular, tiir, yas, cinsiyet, beslenme, canli agirlik
ve besin tiplerine hatta uygulanabilecek biyokimyasal metodlara gore degisebil-
mektedir.

Bu arastirmadaki sekli ile elde edilebilecek ATP, ADP, CoA, NAD, DNA ve
RNA'nin diyet veya rasyonlar ile ya da enjeksiyon yolu ile hayvanlar iizerinde bi-
yolojik verim ve performansi arttirip arttiramayacaklari, DNA'nin ise kalitsal degi-
sikliklere sebep olup olamiyacag: arastirilabilir.
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