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ADP, ATP, NAD, eoA, DNA VE RNA' NIN
BiYOLOJiK KAYNAKLARDAN iZOLASYONU
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Sait BULUT**

6ZET

Bu caltsma; ADP, ATP, NAD, eoA, DNA ve RNA'ytfarkh bi-
yolojik kaynaklardan elde etmek icin yaptlmisttr. ATP erkek tavsanla-
rtn iskelet kaslartndan. ADP, ATP'den, NAD ve eoA mayadan, DNA
ve RNA ise erkek buzaginin timus bezi, dalak, karaciger, testis, bob-
rek, akciger, kemik ilig] ve eritrositlerden elde edilmistir.

Bu calisma sonunda, 3 gr Ba2 ATP 4H20; 0.3 gr Ba3(ADP)z
4H20; 0.6 gr NAD; 15 gr eoA elde edilmistir. En cok DNA ve RNA
karacigerden, en az DNA bobrekten ve en az RNA ise akcigerden elde
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: AD?, AT?, NAD, eoA, DNA ve RNA.

I.ctnts

Bu arasnrrnada biyolojik onemi olan ATP, ADP, NAD ve Co.A'rnn farkh bi-
yolojik kaynaklardan izolasyonu yaprlarak fizyolojik ve biyokimyasal cahsrnalara
bir baska onem kazandmlmrstir. Bilindigi gibi ATP onernli bir enerji maddesidir,
Spesifik vital aktivite ATP'ye baghdir. Bunda mitokondrinin sorumlulugu unutula-

. maz, ATP elde edilmesinde mitokondriler oldukca faaldirler. Ancak bu dururn di-
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2 DllMLUPINAR ONivERSiTESi

yetle alman protein, karbonhidrat ve lipidlerin kalitatif ve kantitatif ozellikleri
intraselliiler ve ekstraselluler ortamlarda vuku bulan biyokimyasal reaksiyonlann
tabiati, tur, cinsiyet, yas, eksersiz, bazi ilaclar, stres ve ekoloj ik faktorlerle degise-
bilmektedir. Hatta biyopotansiyel elektrik yuk de bunlara bag" olarak degismekte-
dir. Nitekim beyin fonksiyonlanrn yerine getirernediginde ve B.O.S. (beyin omurilik
SIVISI), procephalon, diencephalon ve rnezencephalon yeteri kadar kan akum olrna-
digmdan elektro ansefalografi, elektrokardiyografi ve ossiloskobik bulgular anorrnal
olmaktadir. Bu yuzdendir ki A TP beyin, goz, karaciger, kalp, bobrek, kas, sinir ve
kan biyokirnyasmda fevkalade onerne sahiptir.

NAD ise bilhassa oksidoreduksiyon reaksiyonlannda vazife yapan bir
koenzimdir. Bilhassa laktatm piruvata donusrnesinde veya bunun tersi reaksiyonda
laktat dehidrogenaz enziminin aktivasyonunda etkilidir. Diger taraftan CoA bam-
baska bir one me haizdir. Bunun bilhassa asetil CoA sekli protein, karbonhidrat ve
yaglann yikrmlannm ortak UrUnUoldugundan bunlarm sentez ve yikrrn reaksiyonla-
nnm ortak maddesidir. Bilhassa beyin ve karaciger metabolizmalarmda cok etkilidir.

Bu onernli sebepler dolayrsi ile ATP, ADP, NAD ve CoA 'run izolasyonu ve
bunlann degerlendirilmesi imkanlannm tespiti, bu arastirmanm bashca amaci 01-
mustur. Bu tip biyolojik bir cahsrnaya cok az rastlarnlrmsnr. Bu arastirrna bazi in
vivo ve in vitro cahsrnalara kolayliklar saglayabilecektir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1. ATP'nin Elde Edilisi

Bu calismada 10 Lepus capensis turu erkek tavsan kullanrldr.

2.1.1. Kaslann izolasyonu

BUyUk bir erkek tavsan, %51 'Iik MgS04.7HzO cozeltisi ile intra periotonal
(i.p.) enjeksiyonla bayiltildr. ilk doz vucut agirhgrrun I kg'na karsrlik I ml ve bun-
dan sonraki her 10 dakika icin 0.5 ml/kg olacak sekilde verilerek anastezi bu sekilde
uygulandi. Bu takriben 30 dakikayi aldi. Soma hay van kesildi ve deri, barsak ve
karkasi sogutrnak amaciyla 15 dakika icin buzlu ortarna almdi, karkas uzerindeki
kaslar dissekte edildi ve sonra soguk ortarnda kryrna makinasmdan gecirildi. Bu
islern yaklasik 30 dakikalik zarnarn aldi, 4 kg'iIk erkek bir tavsandan 0.8 ile 1 kg
arasmda kas elde edildi. Bu cahsmalar 0 °C'ye yakin bir ortamda gerceklestirildi
(Colowick and Kaplan, 1957).

Kaslarm TCA (Tri Klor Asetik Asid) ile ekstraksiyonu 200 gr kas krymasi
%IO'luk 200 cc TCA ile 20.000 devirde 2 dakika sureyle homojenize edildi. Bunun
supernatann almdi ve posa bu kez %5'lik TCA ile tekrar ayrn sekilde homojenize
edilip supernatann ayirdedildi, Bu filtrat. berrak beyaz renkte idi. Filtratm pl-lsr
% 10'luk NaOH ile 7'ye ayarlandi.

Sonuc olarak 1 kg kasdan notralize edilmis filtrat elde edildi. (Sayet birden
fazla tavsan kullarulacaksa her bir tavsan icin ayn ayn islern uygulanabilirj., -
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2.1.2. ATP'nin Civa (Hg) Tuzlan ile ilk Cokeltilmesi

2 litre filtrata 4 mt glasiyel asetik asitten 4 ml yavasca konuldu ve Uzerine
civa asetat (%2'lik asetik asitte hazirlanrnrs %20'lik civa asetat)'tan ]50 rnl ilave
edildi. 3 saat sonra 5000 devirde 30 dakika santrifLije edildi ve posa I :40'lIk civa
asetat ayiraci ile yrkandi.

2.1.3. ATP'nin Baryum Tuzlan ile ilk Cokeltis]

Ucuncu basamaktaki cokelti 400 ml saf suya almdi ve H2S'1i civa tuzlan va-
kumla uzaklastinldr. Bu 10 dakika surdu. Emilen filtrat preparasyonu filtre edildi.
Ortamdaki HgS'nin kanlasmasi icin uc kez 20 ml soguk saf su ile yikama yapildr.
H2S'nin kombine serbest filtratlanndan 1 saat sureyle hava gecirildi. Bu cozeltinin
pl-lsi %10 NaOH ile 7'ye ayarlandi. ATP'nin baryum tuzunu cokertmek icin ortarna
20 ml 2M baryum asetat ilave edildi. Bir saat sonra cokelme meydana geldi. Ve
santrifuje edilip berrak supernatant ayrrdedildi. Arta kalan cokelti toplandi ve bu 20
ml soguk safsu ile Ur,;kez yikandi.

2.1.4. ATP'nin Civa Tuzlan ile Ikinci Defa Cdkeltilmesi

Dorduncu basamaktaki son urun 500 ml saf su ile yrkandi ve uzerine suspan-
siyon meydana getirecek kadar (13 ml) glasiyel asetik asit ilave edildi. Cokeltirun
az bir miktan santrifugasyonla ortamdan almdr. Cozeltinin pl-lsnun en az 3 olmasi-
na dikkat edildi. Bunun iizerine ucuncu basarnaktaki civa asetattan 20 ml ilave edildi
ve ucuncu basarnaktaki gibi cokelti tekrar yikamp toplandr.

2.1.5. ATP'nin Baryum Siilfat Tuzu ile lkinci Kez Cokeltilmesi

Dorduncu basamakta oldugu gibi H2S'1i civa cokeltisi yikamp aynld: ve burada
anlanldigi gibi icerisine hava verilmis filtrat elde edildi. Mevcut cokeltinin uzerine 2 ml
%10'luk NaOH yavasca konuldu ve pH'nm 6'dan az olmamasma dikkat edildi. Haliha-
zirdaki cokelti civa cokeltileri ile birlikte tasman baryumun az bir miktanndan gelen
baryum ATP'dir. Cokeltinin pl-I'st 6'ya dustugunde cokeltme ozelligi kayboldugundan
lizerine iki damla 2 M baryum asetat ilave edildi. Cokelti filtre edildi ve kolloidal
stilfidler uzaklastmldi. Berrak filtratm pl-l'si %10 NaOH ile 7'ye ayarlandi ve 4. basa-
makta anlanldtgi vechile bu durumda baryum asetath ATP'nin baryum tuzu cokeltileri
elde edildi. Cokelti soguk safsu 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 yikandr.

Son olarak yikanrms urun steril laboratuvar sartlannda etuvde 42°C de ku-
rutuldu ve icerisinde kalsiyum klorid olan vakum desikatorune yerlestirildi. Bu ca-
hsmanm sonunda I kg tavsan kasmdan %95 safhkta 3 gr Ba2ATP.4H20 elde edildi.
Kromotografik ve enzimatik analiz deneylerde %90 ile %95 saflikta sonuc verrnistir.

2.2. ADP'nin ATP'den Hazrrlamsi

Bu calrsmada ADP istakoz (Homarus vulgaris) kaslanndan elde edilen
adenozin tri-fosfataz enzimi kullarularak ATP'den enzimatik hidroliz ile hazirlandr.
ATP'az enziminin tavsanlardan izolasyonu cok guc oldugundan istakoz tercih edildi.
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2.2.1. Istakoz Kasmm Hazrrlamsr

Canh bir istakoz ikiye kesildi ve kuyruk kaslan dissekte edildi. 25 gr gelen bu
preparat 300 ml %0.45'lik soguk KCI icine konuldu ve 15 dakika iyice kanstmldr.
Supernatann bu sekilde 5 kez degistirildi, 19r ATP'nin sodyum veya potasyum tuzu 100
ml saf suda cozunduruldu. Sayet ATP'nin baryum tuzu kullanrlacak ise su sekilde bir yol
iz1enebilir. 1.1 gr ATP'nin baryum tuzu 40 ml soguk 0.1 N HCI'de eritilir ve iizerine 0.3
gr Na2S04 dave edilir. 5000 devirde 20 dakika santrifuj edi1ir ve 10 ml soguk 0.1 N HCI
ile ayn ayn iki kez kanstmhp yikarur ve santrifLije edilir. Supernatantm pl-l'si NaOH ile
Tye ayarlandi ve saf su ile 100 ml'ye sulandinldr. Sayet ATP'nin Na veya Ba tuzu
hazirlamp kullamlacak ise 0.1 M cozelti hazirlamak icin kat: KCI ilave edilir.

2.2.2. ATP'nin ADP'ye Enzimatik Donusumu

Birinci basamakta yikanrms kas seritleri ikinci basamaktaki 100 ml %1 'Iik
ATP cozeltisine ilave edildi. Bunlar 20 °C'de 20 dakika siireyle kanstmldr. Filtre
edildi ve tiltratta hidrolize olabilen asit P arnsi tayin edildi. Bu %50 artrnadrginda,
seritler ortam ile birlikte 37 °C'de inkiibe edilir ve 100 ml'lik 3 ATP cozeltisi ile kas
seritleri 3 kez ayn ayn muamele edildi.

2.2.3. ADP'nin Baryum Tuzunun ilk Cdkeltilmesi

Filtrat iizerine 2 ile 3 ml 2M baryum asetat ilave edildi ve bir buz banyosuna
yerlestirildi. Butun uygulamalar 0 °C'ye yakm sicakhkta gerceklestirildi. ADP'nin
baryum tuzu ve inorganik ortofosfat kansrm: ihtiva eden cokelti santrifuj ile
ayirdedildi.

2.2.4. ADP'nin Civa Tuzlan ile ilk Cdkeltilmesi

Onceki cokelti 10 ml 0.1 N HCI'de cozunduruldu ve uzerine %2'lik asetik
asidde hazirlanmrs %20 civa asetat ayrraci ilave edildi. Bu sekilde butun bir cokelti
elde edildi. 5000 devirde 3 dakika santrifiije edilip cokelti 25 ml'li dortluk civa ase-
tat ile yikandr. Uzerine 60 ml 0.05 N HNO, kondu ve H2S'1i civa tuzlan uzaklastin-
larak filtre edilip 10 ml 0.05 N HNO, ile iki kez yikandr, Cozeltideki H2S, ortama
hava verilerek uzaklastmldi ve ortamm pl-l's: %IO'luk NaOH ile 7'ye ayarlandi.

2.2.5. ADP'nin Baryum Tuzlarmm Ikinci Kez Cokeltilmesi

Notralize filtrata %95 etanolden ayru miktar konularak iyice kansnnldi.
ADP' nin baryum tuzunun tam bir cokelti vermesi icin ortama 2 M baryum asetattan
yeteri kadar ilave edildi. 5.000 devirde 30 dakika santrifuje edildi. Sonra su straya
gore yrkama yapildi: %50'lik etanol ile 2 kez, %75'lik etanol ile 1 kez, %95'lik
etanol ile 2 kez ve eter ile 2 kez yikandr. Materyal etuvde 40 °C'de kurutuldu ve
icerisinde kalsiyum klorid olan vakum desikatorune yerlestirildi.

Sonuc olarak yaklasik %95 saflikta 0.3 g Ba2(ADPh . 4 H20 elde edilcli.

SafH~1 bozabilen baslica unsur inorganik ortofosfatlann baryurn tuzu oldu-
gllndan iiriin 0.1 N HCI ile cozundurulerek bu uzaklasnnlrrus oldu ve ADP'nin ikin-

16



V. BAYAZIT-S. BULUTI ADP, ATP, NAD, CoA, DNA ve RNA'NIN iZOLASYONlJ 5

ci kez cokeltilmesi bu 6. basamakta tekrar yapildi. Bu A TP iiriiniinii krornotografik
analiz ve enzim deneylerinde oldugu gibi serbest A TP gibi davranrrnstir (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 steak su ile eksraktsiyonu esasma
dayanrnaktadrr. Diger iiriinler ekstraksiyondan uzaklastinldiktan soma arta kalan
NAD bir gumus tuzu olarak coktu. Bu hidrojenize siilfid ile aynstmldi ve NAD
aseton ile cokturuldukten sonra serbest asid olarak elde edildi. Saflastirma aynca
iyon degistirici kromotografi ile tamamlandr.

2.3.1. Preparasyon Metodu

Baslangic materyal; Bunun icin, ticari ekmek mayasi temin edildi ve kuru
buz ihtiva eden ortama kondu. Bu haliyleiki gun bekletildi.

2.3.2. Giimii~ ile Cokturdukten Sonra %76 ire %83 Safltktaki NAD'nin
Elde Edili~j

2270 gr granul maya 3 litre kaynamakta olan saf suya konuldu. Suyun kayna-
dig: kap paslanmaz celiktendi. 90 °Cde 7 dakika bekletildi. Bu kez 100 ml'lik agz:
genis bir beher glasa almdi. Siispansiyonun sicakhgr 94 °Cye ulasmcaya kadar 2 da-
kika ismldi. Steak siispansiyon whatman kagidi ile filtre edildi. Altm sansi ve pariak
renkteki filtrat ayn bir steril kaba almdi ve oda isismda sogutuldu. Kombine filtratlann
30 litresine 900 gr kursun asetat ilave edildi ve uzerine 3 litre soguk saf su kondu. Bu
haliyle 30 dakika cokelti meydana geldi ve oda sicakhgmda filtre edilerek supernatant
ayirdedildi. Uzerine kopuklenrne oluncaya kadar capril alkol kondu. Ortamm pl-l'si I
N asetik asit ile 6.5'e tamarnlandi. Bunun icin 500 ml I N asetik asit kullaruldi. Kom-
bine filtratlann 29 litresine %25'lik gumus nitrattan 2.5 litre ilave edildi. Bu
preparasyon giin isigmdan korunacak sekilde yapildi ve aksamleyin buzdolabma ko-
nuldu. Supernatant cozeltisi sifonaj ile ayirdedildi. Cokelti 5.000 devirde 30 dakika
santriflije edilerek daha iyi bir sekilde ayirdedildi ve mevcut toplanan cokelti soguk saf
su ile 3 kez yrkandi. Bunun icin 390 ml soguk safsu kullaruldi ve soma cokelti 100 ml
2 N nitrik asid ile asitlestirildi. Uzerine 5 damla capryl alkol ilave ed~di ve bu siispan-
siyondan 1.5 saat sureyle H2S gecirildi. Gurnus sulfur soguk ortamda ( tuz- buz karl-
simr) filtre edildi ve cokelti 100 ml 0.02 N nitrik asid ile 3 kez yikandr. 800 ml filtrat
icinden 30 dakika siireyle hava gecirildi ve NAD ortama 5 hacim -1O(t'deki asetonun
yavasca ilavesiyle cokturuldu, Bu preparasyon soguk ortamm daha iyi temini gaye-
siyle gece saat 23!X1'de baslandi ve 04!X1'da tamarnlandr, Tekrar 5.000 devirde 30 daki-
ka santrifiije edildi ve cokelti ayirdedilerek aseton ile 3 kez yrkandi ve kurutuldu. Son-
ra cokelti icerisinde kalsiyum klorid bulunan vakumlu desikatore yerlestirildi. Sonuc
olarak %76 ile %83 arasi saflikta 6.0 gr NAD elde edildi. Urun beyaz renkte oldu.

2.3.3. lyon Degisttrici Kromotogrofi ile Tam Saflastrrma

Domex I resin (200 ile 400 mesh, Dow Chemical company) 260 nm'de
absorpsiyon piki verinceye kadar 3N Hel ile 7 kez yikandr. Soma saf su ile 3 kez

I . .

'17



6 DUMLUPINAR ilNivERsiTESi

yrkandi ve sonra 6 kez 2 M Sodyum format ile yikandr. Tekrar (forman uzaklastir-
mak icin) 3 kez saf su ile yikandr. 52270 resin (recine) 40 litrelik bir silindirde 8 saat
stireyle iyice yikandi, %76'hk (1082 ~M) NAD'den I gr tartildi ve safsuda cozun-
dtirtildti. Ortarrun pl-l'si NaOH ile 8'e ayarlandi ve son hacim 500 ml'ye tamamlan-
dr, Bu cozelti 14 cm uzunlugundaki ve 6.6 ern capmdaki bir kolona adsorbe edildi.
Kolonun cahsma hrzi 25 rnl/dakikadir, Esit hacimdeki saf su ile kolondaki NAD
cozeltisi yikandr. Uzerine 0.1 N formik asit (Merck, %88; 4.3 ml/L) kondu. Kolon-
daki yurume hrzt bu kez 20 ml! dakika oldu. Formik asit uygulamasi tygon tupte
yapildr. Cunku bazen benzeri uyulamalar hava kabarctgi yapmaktadir. Birbirini
takip eden 250 ml'lik fraksiyonlar toplandi ve 260 nrn'de spektrofotometrik pikleri
incelendi. Fraksiyonlardaki NAD'nin tarnarm (%95.3; I 031 ~M) hemen hemen
goruldu. 5 (% 12.6), 6(65.5), 7(% 12.8) ve 8 (0-04.4) nolu fraksiyonlardaki NAD top-
larm %95.3 olmustur. Bu 4 fraksiyon biraraya getirilip toplandi ve ortarrun pl-l'si 2N
nitrik asid ile 2 ile 6'ya kadar asitlestirildi. Sonra tizerine 5.5 litre soguk aseton ya-
vasca kopuk yapmayacak sekilde ilave edildi. Bu islem ):;cce saat 23ilihde yapildi ve
cokelti santrifuje edildi. Sonra saf aseton ile 3 kez yrkandi ve etuvde 37 DC'de kuru-
tulup icerisinde kalsiyum klorid olan desikatore yerlestirildi. Sonuc olarak %95
saflikta 0.6 gr NAD elde edildi.

2.3.4. NAD'nin Safllgl ve Ozelligi

NAD oda srcakhginda kalsiyum kiorid'ii desikatorde 2-3 ay, soguk notral <;0-
zeltilerde bir kac hafta (5-8 hafta) nisbeten dayarnkhdrr. Asidik pH'larda karasizdrr
ve dayarukhltgi alkaliye meyillidir. Elde edilen bu NAD tirtinlerinin enzimatik ola-
rak indirgenmesi icin (LDH enziminin laktat'i piruvat'a donusturrnesi gibi) 340
nm'de birlikte absorbans verir ve bu enzimlerin aktifliginin olculmesinde kullanrla-
bilir. NAD'nin 340 nm'deki ekstinksiyon koeffisiyanti 6.22 x 106 ern (her mol i-
cinj'dir. 3 ml 0.1 ~M NADH isrk yolu I ern olan bir spektrofotometre ktivetinde
0.207'lik bir optik dansiteye sahiptir. Indirgenme etil alkol ve maya alkol
dehidrojenazm kullamlrnasi ile meydana gelmektedir. Bu sistem deamine olrnus
NAD'nin tayininde de kullarulabilir. Oksidize NAD'nin 260 nm'deki ekstinksiyon
koeffisiyanti (her mol icin) 18.0 x 106 cm'dir (Colowick and Kaplan, 1957;
Hutchinson, et al., 1964; Slater, 1966; Larsson and Reichard, 1967; Blakley and
Vitols, 1968).

2.4. CoA'mn Elde Edilmesi

CoA aseton ile coktiirulup korniini ile kromotografiye edilerek steak su ile
birlikte kanstrnlrms mayadan elde edilrnistir. Saf preparasyon iyon degistirici
kromotografi, konsantre korniir ve ve aseton cokturulerek %50 ile %55 saflrkta %50
ile %65 urun elde edilmistir. Daha saf preparasyonlar da hazrrlanabilmektedir. An-
cak bu metodlann pahah oldugunu unutmamak gerekmektedir.

2.4.1. Baslangrc Materyali

iyon degistirici kromotografi yolu ile saflastmlrrus bir CoA preparasyonu ku-
.ru rnayarun bir su eksrakn bir odun kornuru kolonundan gecirilerek elde edilir. Bir
Armour sirketi yetiskin domuz karacigerinden bu yol ile 13 unite CoAl I mg karaci-
ger ve Sigma Chemical sirketi ayru yolla 6.5 unite CoA/1 mg karaciger elde etmis-
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lerdir. Bir Acti-nornycetes (mantar) cinsinden konsantre CoA'YI iyon degistirici
kromotografi ile elde etmek mumkun olrnarmstrr. Fakat mayadan bu hem ucuz hem
de nisbeten kolaydir. Bu sebeplerle baslangic materyali ekmek mayasi olarak secil-
mistir.

2.4.2. Maya Ekstraktmm Hazrrlamsr

3 kg maya (ekmek mayasi) kaynamakta olan 15 litre suya konup suspansiyon
iyice kanstmhp 5 dakika kaynatildr. Ozerine 11350 gr kinlrrus buz parcalan ilave
edildi. Sogumus olan suspansiyon 2.000 devirde 30 dakika santrifuje edildi.
Siipernatant ayirdedildi, Bu siipernatant (19L.) 100.000 ± 30.000 unite CoA ihtiva
etmektedir.

2.4.3. Maya Ekstraktmm Odun Ktimiirii ile Kromotografi

19 litre maya ekstraktmm pl-l'st 6 N HCI (200-250 ml)ile 3.0'e ayarlandi. Bu
ekstrakt bir odun komuru kromotografisi (10 cm x 29 cm)'den gecirildi. Ekstraktin
kromotografik uygulamasi 3 dakikada 2 litre ekstrakt gecisi esasma gore yaprldi.
Kolondan disan akan bu ekstrakt derhal steril bir kaba almarak ayirdedildi. Bunun
rengi sutiimsu beyaz oldu. Soma bu kolon 10 ile 15 litre saf su ile ve akabinde 2 ile
4 litre %40'lIk aseton ve I ml %28'lik konsantre amonyum hidroksit ile ayn ayn
yikandi. Kolondan alman suturnsu beyaz stipernatanttan 2'~er ml ahmp bunlann
pH'sl olculdugunde 3.3'den 5.0 kadar degistigi goruldu ve sonra pH'lan 7.5 ile 9.0'a
dogru belirgin bir sekilde artti. Ancak pH genelde 3.8 ile 7 arasmda degismistir.

CoA ihtiva eden fraksiyonlar biraraya toplandi ve pl-l's: 6 N HCI ile 1.7'ye ge-
tirildi. Az miktarda meydana gelen cokelti filtre edildi (Whatman no I). Soma CoA 2
fraksiyonundaki 5 ml soguk aseton ile cokturuldu, 2 saat sonra santrifuje edilip cokelti
ayirdedildi. Bu cokelti aseton ile yrkandi ve daha sonra eter ile yrkarup icerisinde PzO,
olan vakum desikatorune konuldu, Bu durumda 6.5 gram kuru aseton tozu seklinde ve
her miligrammi 10 ile 18 unite CoA ihtiva eden urun elde edildi.

2.4.4. Domex-l Resin lie Kromotografi Islemi

Aseton tozu tabir edilen yukandaki tirtinden 50 gr almdi ve bir miktar saf su-
da cozunduruldu. Bunun pl-l'si 2 N KOH ile 8.1 'e ayarland: ve butun hacirn 200
ml'ye tamamiandi. Cozunerneyen baska materyaller 3.000 devirde 30 dakika santri-
flije edilerek uzaklastmldi. Ham CoA cozeltisi % 2 resin ihtiva eden Dornex-L'e
yerlestirildi (Bu kolonun ebatlan 13 em x 15cm). Kolondan gecen CoA muhtevah
supernatant almdi. Sonra kolon 2 kez 100'er ml'lik saf su ile yikandr. Akabinde
siipernatanta 25.8ml %88'lik formik asit ve 0.3 M amonyum format ilave ediidi ve
CoA muhtevali cozelti tekrar kolondan gecirildi. Sonucta toplam CoA' II fraksiyonda
CoA ve Adenin konsantrasyonlan olculdtt (260 nm'de).

Eluate'nin konsantrasyonu CoA Domex kolonundan genis bir hacim icinde
(2500 ile 3000 ml siipernatant) gecrnekte bu yuzden CoA aseton ile tekrar cokturu-
lebilir. Son derece saf CoA elde etmek icin, eluatler iyon exchange
kromatografisinden gecerken CoNAdenin orarn 0.6 veya daha buyuktur. Bu yuzden
supernatantm pl-l's: 100-200 ml 6 N HCI ile 2'ye ayarlandi ve bu kez odun komtlru
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kolonundan gecirildi (kolonun olculeri 2.5 em capmda x 12 em uzunlugunda). Bu-
nun 260 nm'deki optik yogunlugu 0.02'den fazla olrnadi. Kolon once 300 ml saf su,
sonra 300 ml %40 aseton ile yikandi ve CoA son olarak litresinde I ml konsantre
amonyum hidroksit ihtiva eden %40'llk aseton ile tekrar eliie edildi. Bunun kolon-
dan gecis htzt 3.0 mil dakikadir. Fraksiyonlar 50'~er ml olarak toplandi. Alkali frak-
siyonlar 4 N nitrik asit ile notralize edildi. Kolondan drsan cikan slipernatantm pl-lsi
alkali oldugundan CoA genelde tarnamen elue edildi. Bu fraksiyonlardaki CoA
nitroprussit testi ile iyi bir sekilde konsantre oldugunu gostermistir. CoA ihtiva eden
farksiyonlar bir araya getirildi. Toplanan bu son supernatantm pl-lst 4 N nitrik asit
ile 1.7'ye ayarlanip asitlestirildi ve buna 7 kat hacimde aseton ilave edilecek cokelti
ayirdedildi. Bu islern gece 23lli)'de yaprldi. Cunku soguk ortama ihtiyac vardi. Co-
kelti oda isismda aseton ile iki kez ete: ile I kez yrkand: ve icinde P205 olan
desikatorde kurutuldu.

Saflastmlrms 300 ile 400 rng materyalden her miligram 200 ile 270 iinite
CoA ihtiva eden 15 gr konsantre CoA elde edildi. Isin baslangicmdan bu safhaya
kadarki gecen islernlerden %50-55 oranmda urun elde edildi. Bazen bu oran %40
veya %70 olabilmektedir (Colowick and Kaplan, 1957; Goodwin, et al., 1964;
Gutfreund, 1965; Bernhard, 1968).

2.S. DNA ve RNA'nm Elde Edilmesi

2.5.1. DNA'nm Elde Edilmesi

Teorik olarak her hayvan dokusu DNA kaynagi olmakla birlikte, pratikte bazi
doku tipleri bu arnac icin daha az kullarulmaktadir. Pankreasta DNAaz aktivitesini
inhibe etmek gHC; oldugundan DNA cok az elde edilmektedir. Memeli spermasmdaki
DNA ile protein arasinda kuvvetli bir beraberlik oldugundan DNA yine guclukle
ekstrakte edilebilmektedir. Aym gucluk yumurta icinde soylenebilir. Bu ylizden
Timus bezi, dalak ve pilic eritrositlerinden DNA elde etmek nisbeten kolay olabilir.
Ciinku bunlardaki DNAaz aktivitesi daha dusuktur.

2.5.1.1. Buzagl Timus Bezinden DNA'nm izolasyonu

Yeni kesilmis bir buzaginm Timus bezi 30 dakika icinde hayvandan almd: ve
tuz buz kansurn bir scguk ortama rnuhafazah olarak konuldu. Timus bezi -30 °Cye
kadar 10 gun dayanabilmektedir. Daha uzun sure bu i~ icin iyi sonuc vermemektedir.
Timus bezinden 50 gr hernen tarnld: ve kucuk parcalara aynldi. Bu kucuk parcalar
100 ml 0.1 M soguk sodyum sitrat ile 5 kez yrkandi (pH 7.4). Bu olmadrginda 0.1
M EDTA da kullarulabilmektedir (pH 7.35). Numune 2000 devirde 2 dakika
homojenize edildi ve iizerine 250 11110.1 M sodyum sitrat ilave edildi. Hornojenat
1800 devirde 30 dakika santrifuje edildi ve supernatant uzaklastmldr. Bunun uzerine
tekrar 250 ml 0.1 M sodyum sitrat kondu ve ayru islernler tekrarlandi . Sonra uzerine
1000 ml 2 M NaCI kondu. Kan~11114 °Cde I gUn sureyle etuvde bekletildi ve sonra
1900 devirde I saat santrifuj edildi. Berragrmsi supernatanta bunun iki kati hacimde
etil alkol ilave edildi ve filtrasyona tabi tutuldu. Filtrasyon hizi 150 ml/saat oldu.
Sonra %75 'Iik etil alkol ile iki kez yikandi ve tekrar filtre edilip uzerine 1000 ml
0.14 M NaCI konarak pH 7.I'e ayarlandi. Bu cozeltiye hacminin 1/9'u kadar %5'lik
Dupanol (% 70 'Iik etil alkolde hazirlanrms ) kondu ve kan~lIn I saat sure ile oda
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rsismda (23 0C) birakrldr. Son konsantrasyonuna gelmesi icin ortama kati NaCI ka-
tildr. Bu kez 23 DCde 30 dakika bekletildi ve sonra gece 23lli!,de 4 DCdeki etuve
almdr, santrifuje edildi (5000 devirde kademeli olarak J 8 saat). SantrifUgasyondan
sonra berrak supernatant almdi ve buna iki katr kadarki hacimde saf etil alkol ile
yikandi ve kalan posa %5 Dupanolden 1/9 hacim ihtiva eden standart Tris-EDTA
Borik asit tamponunda cozunduriiliip bu tampon ile hacim 1000 ml'ye tamamlandi
ve bu haliyle 23 DCde I saat bekletildi. Sonra ortama %5'lik NaCI cozeltisi konsant-
rasyonunu elde etmek icin gerekli miktarda NaCI konuldu. Son berrak supernatant
iki kat I hacimde etil alkol yavasca konuldu ve yukandaki gibi tekrar standart tampon
ile cozunduruldu.

Sonne olarak elde edilen son supernatant yaklasrk 1.5 mg DNA/ml ihtiva et-
mektedir. Toplam urun 950 mg olmustur. Bu urun -15 °Cde deep-freez'de muhafaza
altma almdr. Bu urun sonra etil alkol ve eter (V/v) ile altmda evapore edilerek
kristalize edildi. Gerektiginde bu uygun tamponunda cozundurulup kullarulabilir.

2_5.1.2. DNA'nm Eritrositlerden izolasyonu

100 ml taze kan 24 ml 0.1 M sodyum sitrat cozeltisi ile kanstmldr. Kansim
1800 devirde 30 dakika santrifuje edildi ve plazma kisnu uzaklastinldr. Kalan co-
kelti -15 DCde 12 saat bekletildi ve sonra 23 DCde cozunduruldu. Bu sekilde don-
durma kirrna metodu ile hucreler parcalanmis oldu. Bunun uzerine ayrn sodyum
sitrattan 60 ml ilave edildi ve tekrar 1800 devirde 30 dakika santrifuje edilerek bu
kez supernatann uzaklastmldr. Bu son operasyon 3 kez tekrarlandi. Bu sekilde elde
edilen yikanmis nukleuslar kendi hacimleri kadar ayru sodyum sitrat ile tekrar
suspanse edildi ve bu da ayru sekilde santrifuje edilip supernatant I uzaklastmldr. Son
sediment 400 ml 2 M NaCI ile kanstmldi ve 4 °Cde I gun bekletildi ve sonra 1900
devirde I saat sureyle santriftije edildi. Bundan sonraki islernler timus bezine uygu-
lananlann aymsi olmustur. Aynca buzagt dalak, karaciger, testis, beyin, bobrek ve
kemik iliginden de DNA timus bezine uygulanan teknik ile elde edilmistir,

2.5.2. RNA'nm Elde Edilmesi

Buzagi kesilir kesilrnez karaciger yurek, bobrek, beyin, dalak, timus bezi,
testis, kemik iligi ve karu ayn ayn steril kaplara almdi, Bunlar derhal deep-freeze
almdr. Bunlarrn her birinden tartilarak 0.01 M sodyum sitrat iIe hazirlanrms 200 ml
% 0.9 NaCI cozeltisi ile iyice kanstmldi ve 2000 devirde 5 dakika homojenize edil-
eli. Homojenat 2500 devirde 30 dakika santrifuje edildi. Bu sekilde
deoksiribonUkleoproteinler uzaklastmldi. Santriftigasyondan soma supernatant ayirt
edildi. Ortarmn pl-l'si 1 N HCI ile 4.5'e ayarlandi. Mevcut cokelti 15 dakika soguk
ortamda bekletildi ve sediment 100 1111%0.9 sodyum kloriir ile suspanse edileli.
Sonra suspansiyona 9 ml %2'lik sodyurn dodesil sulfat eklenerek iyice kanstmldi.
Bu kez pH % 10'1uk NaOH ile 7'ye ayarlandi ve 3 saat oda srcaklrgmda bekletildi.
Sonra bunun konsantrasyonu 1 M oluncaya kadar uzerine kat I sodyum klorur konul-
duo Berrak viskoz cokelti 15000 devirde IS dakika santrifuje edildi. Ortama 2 kat I

hacimde saf etil alkol konuldu ve supernatant santrifuj ile uzaklastmlarak cokelti
halinde nukleik asit elde edildi. Cokelti once saf etil alkol ve sonra saf aseton ile
yrkarup tekrar santrifuje edildi. Son cokelti havada kurutulup uzerine tekrar 9 ml
%2'lik sodyum dodesil sulfat eklendi. pH f,'krar % l O'luk sodyum hidroksit ile 7'ye
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ayarlandi ve 2 saat bekletildi. Bunun konsantrasyonu 1 M oluncaya kadar kau sod-
yum kloriir konuldu 14000 devirde 15 dakika santrifuje edildi ve supernatant uzak-
lastmhp cokelti 100 ml saf suda cozuldii. SUpernatant anhp cokelti kurutuldu. Bu
islern karaciger icin yaprldigmdan bahis konusu diger biyolojik materyallerden de
ayru 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. SONUC;LAR VE TARTI~MA

Bu arasnrrnadan elde edilen sonuclar Tablo I, 2'de verilmistir.

Tablo 1. Elde edilen ATP; ADP, NAD ve CoA'nm miktarlan

Urunun adt Elde edilen miktan (gr) Elde edildigi materyal

ATP (Ba2 ATP 4H20 olarak)
ADP (Ba}(ADP)2 4H20
olarak)
NAD
CoA

3 Tavsan iskelet kast
0.3 Tavsan kasmdan elde

edilen ATP'den
0.6 Maya
0.4 Maya

Tablo 2. Elde edilen DNA ve RNA miktarlan

Elde edildigi kaynak Elde edilen urun (mg)

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

Tablo ldeki sonuclar ile Tablo 2'deki timus bezi, dalak ve eritrositlere
ait sonuclar yapilan bir arasnrrnarun bulgulan ile uyum icindedir (Colowick
and Kaplan 1963). Tablo 2'deki diger bulgulann karstlasnrmasi icin herhangi
bir literature rastlarulmarrnstir. Tablo I incelendiginde ATP miktarrmn ADP,
NAD ve CoA'dan fazla oldugu gorulebilir. Bu sonuc iskelet kasi ile maya hue-
relerinin organizasyon bakirrundan farkh olmalanndan kaynaklanmaktadrr.
Kaldiki iskelet kaslan tavsanlann haraket yetenekleri icin oldukca fazla mik-
tarda ATP'ye ihtiyac gosterrnektedir. Bunlar beklenilmeyecek sonuclar degil-
dir.
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Diger taraftan Tablo 2 incelendiginde DNA ve RNA rniktarlartrun dagi-
hmlannm cok farkh 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, tur, yas, cinsiyet, beslenme, canh agirhk
ve besin tiplerine hatta uygulanabilecek biyokimyasal metodlara gore degisebil-
mektedir.

Bu arasurrnadaki sekli ile elde edilebilecek ATP, ADP, CoA, NAD, DNA ve
RNA'nm diyet veya rasyonlar ile ya da enjeksiyon yolu ile hayvanlar uzerinde bi-
yolojik verim ve performansi arttmp arttiramayacaklan, DNA'nm ise kahtsal degi-
sikliklere sebep olup olarmyacagi arastmlabilir.
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