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1. GIRIS ve GENEL BILGI

1.1. Giris

Nuklear proteinlerin dnemli bir grubunu olusturan histon-
lar, biitin yiksek organizmalarin hiicre nukleuslarinda de-
oksiribonukleik asit (DNA) ile assosye durumda bulunurlar
(Fambrough and Bonner, 1966; Thomaé and Butler, 1983},

Bugin, bu proteinlerin daha gok vapisal gtreviler
istlendikleri kabul edilmektedir. Ayrica genetik matervyal
(DNA)' in paketlenmesi ve kararliliginda, gen ifadesinin
kontroliinde, ve daha bir g¢ok hiicresel fonksiyvonda bu pro-
teinlerin onemli rolleri vardir (D'Annz and Isenberg, 1973;
Padilla and McCarty, 1982).

Histon proteinlerin bu yapisal ve islevsel Gzeli-
liklerinin aragtirilabilmesi i¢in, ©ncelikle bu proteinle-
rin saflastiriimasi gerekir.

Son yillarda geligtirilen teknikler savesinde,cok
hicrelilerden tek hilcrelilere kadar bir ¢ok eukarvot orga-

nizmadan oldukga saf halde elcde edilebilen histonlar, ge-

]

nig bir gekrilde arastairilmaktadirlar (Van der Westhuvzen,
and Von Holr, 1971; Kornberg and Thomas, 1974; Jordano et
al., 1934},

Hiicre ig¢in ocldukga onemli fonksiyonlari olan bu
proteinlerin farkli matevyallerden defisik metodlarla saf-
lagtirilip elz2ktroforetik Gzelliklerinin arastirilmasi hu
tezin baslica amacini olusturmustur.

B c¢iligmada histonlarin saflagtirilmass: icin,

materyal clars @ sofan tohumu geng kik uglari ve sican kara-

1

ciferi a.snmy t r.  Mitotik aktivitesi viksek biovle doku ve sistem-



lerde histon, DNA ve RNA gibi nuklear elementlerin sentezi-
nin de aktif olacagi diislincesiyle bu materyaller secilmis-—
tir.

Sogan tohumu kokleri igin biitiin dokudan total his-
ton ekstraksiyonu, sigan (rat) karacigerinde ise kimyasal
fraksiyonlama yontemi ile histon proteinler saflastirilmis-
tir.

Saflagtirilmis olan histonlar, farkli konsantras-
yonlardaki degisik jel sistemlerinde vermis olduklari elek-
troforetik bantlarin elektroforetogramlari vapilarsk analiz

edilmislerdir.

1.2. Genel Bilgi

Nuklear proteinlerin ©nemli bir grubunu clusturan histonla-
rin kegfinden bu yana, bir asirdan daha fazla bir siire gecg-
mesine ragmen, bu proteinlerin kesin biyolojik fonksiyonla-
ri h@la tam olarak bilinmemektedir (Hnilica, 1972).
Kromatin ve nukleuslar iizerinde vapilan bivokimya-
sal g¢aligmalar, bu yapllarda farkl:r ozellik ve fonksivonla-
ra sahip bir g¢ok protein ve enzimin varlifini ortaya koymus-
tur (Tablo 1.1.). Kromatin kuru agirliginin % 60-70'ini o-
lugturan bu proteinlerin biiyik kismi deoksiribonukleoprote-
in (DNP) geklinde bulunur. Nuklear proteinler esas olarak
ti¢ ana grup altinda toplanabilirler. Bunlar; protamin ve
histonlari igeren bazik nuklear proteinler, asidik nuklear
proteinler ve nuklear enzimlerdir (Busch, 1965).
Protaminler, pek gok balik sperminde bulunan bazik

proteinler olup, kapsamlarinin % 50'den fazlasini arginin



amino asidi olusturmaktadir. Protaminlerin, spermada bulu-

nan DNA'ya dayanlkll‘klllp sikica paketledigi ve tasinabi-

lir yapida tuttugu kabul edilmektedir (Goziikara, 1978).
Asidik proteinler, en g¢ok nuklear komponentler a-

rasinda dagilim giésterirler (Busch, 1965).

Tablo 1.1. Nuklear proteinlerin siniflandirilmasi (Busch,

1965),

BAZIK NUKLEAR PROTEINLER

Protaminler

Histonlar
Lizince ¢ok zengin histonlar
lizince zengin histonlar

Arginince zengin histonlar
ASIDIK NUKLEAR PROTEINLER
Nuklear tz proteinleri
Coziinebilir proteinler
Ribozomal proteinler

Nuklear globulinler

Kromatinin asidik proteinleri
Asidik nukleolar proteinler

Glutamik asitce zengin nuklear proteinler

NUKLEAR ENZIMLER

Nukleik asit sentez enzimleri
DNA polimeraz
RNA polimeraz
Glikolitik enzimler
Oksidatif enzimler
Hidrolitik enzimler

Protein sentez enzimleri

Nuklear enzimlerin cogu, hiicrede nukleik asitle-

rin biyosentezi ile ilgilidir. Nuklear enzimlerden DNA po-



limeraz ve RNA polimeraz, hiicrenin duplikasyon ve transkrip-
siyon aktivitesinde anahtar rol oynarlar. Yapilan galisma-
lar, histonlarin bu her iki enzimatik reaksiyonu baskiladik-
larini ortaya c¢ikarmastir (Busch, 1965).

Histon olmayan proteinler, organizmadaki hilcrelerin
metébolizma durumlarina ve gen faaliyetine gbre degigtikleri
halde, DNA ile histon miktara biitiin hiicrelerde ayni kalmak-
tadir (Deniz, 1985).

Yiiksek derecede katyonik olan histonlar, bazik ka-
rakterli lizin ve arginin amino asitleri bakimindan zengin
{total amino asitlerinin yaklasik % 25'ini bu iki amino asit
kapsar), molekiil agirliklari nisbeten diisiik (11.000-21.000)
proteinlerdir. Cofu zaman, yapiya giren bu iki amino aside
gore (lizin/arginin orani) biribirinden ayralan bu protein-
ler, presipitasyon, elektroforetik, kromatografik dzellikle-
ri gibi baska parametrelere gore de siniflandirilirlar (Tab-
lo 1.2.). Ancak, bugiine kadar vapilan hemen tiim galismalar-
da histon proteinler bes biyiik grup igerisinde toplanmislar-

dir (Hnilica, 1972; Bonner, 1980).

Tablo 1.2. Histon proteinlerin farkli siniflandairma sekille-

ri (Phillips, 1971'den degistirilerek).

Referanslar

H1 H2B H2A H4 H3 Bonner, 1980

Fl FZb F2a2 F2al F3 Phillips, 1971

KAP KAS LAK GRK ARE D'Anna et al, 1974%

I IIb2 IIbl \IV I11 Hnilica, 1972

—\ e v z
lizince-zengin arginince-zengin
histonlar histonlar

*Bu siniflamadz histonlar, yapilarinda en fazla bulunan iig



amino aside gore (K=1lizin, A=alanin, S=serin, L=16sin, G=
glisin, R=arginin, E=glutamik asit, P=prolin) karakterize
edilmiglerdir (Hnilica, 1972).

Son yillarda bilim diinyasinda en gok kullanilan
terminoloji, ©zellikle "H" ile vapilan siniflamadir (Bonner,
1980}. Bundan dolayi, bu calismada da histon protinler bu

terminolojiye gbore karakterize edilmislerdir.

1.2.1. Onceki Calismalar

Histonlar ve nukleustaki diger substanslar iizerine 1i1lk ca-
ligmalar, Strasbourg Universitesinde Hoppe-Seyler tarafin-
dan yapilmistir. Ancak, histon, DNA ve protaminler iizerine
ilk bagarili ¢alismalar ayni zamanda Hoppe-Seyler'in ©gren-
cileri olan, Friedrich Miescher (1874) ve Albrecht Xossel
(1884) tarafindan yapilmistir (Hnilicea, 1972).

Kossel(1884), kiimes hayvanlarindan (kaz, tavuk gi-
bi) almig oldugu kirmizi kan hiicrelerini suya koydugunda,
hiicre membraninin eriyip geriye sadece erimeven nukleus-
larin kaldigini gdrmisgtiir, Bu tarihten ®nce Miescher (1869)
irin hlicre nukleuslarindan izole ettigi fosforca zengin
maddeleri eriyebilen ve erimeyen "niiklein" clarak adlandir-
migtir (Busch, 1965; Hnilica, 1972). Miescher daha sonra
alabalik (salmon) spermasindan izole ettigi niiklein (DNA)
maddesindenazotca zengin baska maddeler ayirarak bunlara
"protamin” adini vermistir. Ancak, protaminlerin arginin
amino asidi bakimindan zengin, basit yapili bazik protein-

ler olduklari Kossel tarafindan saptanmigtir. Bununla ber-



aber Miescher, bu alandaki calismalara niiklein olarak ad-
landirdiga DNA'yi ve protaminleri kesfederek bilyiik katkida
bulunmustur (Hnilica, 1972).

Hicre nukleuslari ve tzellikle de nukleus protein-
leri iizerine 6nemli galismalar yapan, bu proteinlerin yapi-
larini, ©zelliklerini, fonksiyonlarini ve DNA ile iliskile-
rinirini arastirmig olan Kossel, bugiin nuklear proteinler
alaninin en biyiik oncilisti olarak kabul edilmektedir. Kossel,
protaminlerden daha kompleks yapida olan ve nukleik asitle
assosye durumdaki maddelere "histon" adinai vermistir. Bulun-

duklari yere gore pek kullanisli olmayan bu isim, Kossel tarafin-
dan doku (hist-) ve pepton {(-one) isimlerinden tiretilmis-
tir (Busch, 1965).

i1k defa, seyreltik (diliie) hidroklorik asitle ek-
strakte edilen nukleuslardan Xossel (1884) tarafindan izole
edilmis olan histon proteinler, bugiin bile bir ¢ok calisma-
da onun gelistirmisg olduBu temel tekniklerle izole edil-
mektedir (Phillips, 1971; Hnilica, 1972).

Biitlin bu galismalarindan dolayi 1910 yilinda Nobel
6dili verilen Kossel'in, 1927 yilinda osliiménden sonra his-
ton proteinler zerine yapilan calismalar bir duraklama
devresine girmistir. Ancak, 1940'larda Edgar ve Ellen
Stedman tarafindan yapilan calasmalar, bu konuya yeniden
ilgi duyulmasini saglamistir. Bu aragtirmacilar, histonla-
rin gen inhibitsrleri olarak fonksiyon gtsterdiklerini ile-
ri sirdiiler. Gergekten de daha sonraki yillarda yapilan
¢aligmalar, histonlarin gen aktivitesini (RNA sentezi) dur-

duran proteinler olduklarini ortaya koymustur (Hnilica,1972).



E. ve E. Stedman'in, farklilasma ve geligmede
histonlarin gen represtrleri olarak rol oynadiklar:i volun-
daki goriisleri, daha sonra Bonner ve Allfrey tarafindan da
desteklenmistir (Lehninger, 1976).

Allfrey ve ark. (1963), izole edilmis nukleuslar-
dantripsinle histonlarin bertaraf edilmesi halinde, RNA sen-
tezinin onemli miktarda artis gosterdigini kavdetmislerdir.
Ayni sekilde Bonner ve ark. yine 1960'larda biyokimyasal
tekniklerle hiicresiz bir sistem (in vitro) icinde yapay o-
larak RNA sentezini basarmislardir. Arastirmacilar bir
test tupi icerisine DNA soliisyonu, RNA polimeraz ve mRNA
sentezi igin gerekli nukleotidleri koymuslar ve histonlarin
yoklugu halinde RNA sentezinin oldukg¢a artis gtsterdigini
gbzlemiglerdir. Histonlarain ortama ilavesi halinde ise, RNA
sentezinde tekrar azalma gdrﬁlmﬁgtﬁr (Hnilica, 1972).

Bif:ﬁok galigsmada, kromatindeki histon/DNA orani-
nin esit oldugu kaydedilmistir. Bu oran,ayni zamanda gen
aktivitesi (RNA sentezi) lizerinde maksimum inhibisyon varat-
ir {(Busch, 1965). Kromatindeki histon olmayan proteihlerin
(non-histon proteinler), DNA'ya oran:i ise 0.5-2.0 arasinda
degismektedir. Kromatindeki RNA miktari daha ¢ok DNA'nin
% 10'u kadar olmakla beraber, DNA'nin % 30'u kadar oranlara
gikabilecegi bulunmustur (Phillips, 1971; Ginalp ve ark.,
1986).

Yapilan $aligmalaran hemen hepsinde, histon prote-
inlerin daha cok eukaryot organizmalarain kromatin ve nukle-
uslarinda bulunduklari belirlenmistir. Ozel amino asit

kompozisyonlarindan dolayi (amino asit kompozisyonlarinin



yvaklagsik % 25'i bazik karakterlidir) seyreltik asit ve tuz
¢bzeltilerinde eriyebilen histonlar, son yillarda gelisti-
rilen dzel teknikler sayesinde oldukga saf halde elde edi-
lebilmekte, yapi ve fonksiyonlari daha iyi bir sekilde a-

rastirzlabilmektedir (Hnilica, 1972).

1.2.2. Histonlaran Izolasyon Calismalara

Histonlarin ilk izolasyonlarinin ¢ogu Kossel ve ark.(1884)
tarafindan kegsfedilen ve h&la bir cok calismada kullanilan
HC1 veya HZSOAgibi kuvvetli asitlerin seyreltik ¢dzeltile-
rinde bu proteinlerin erime “zelliklerinden yararlanialarak
vapilmaktadir. Histon proteinlerin izolasyonunda kontamin-
asyonu onlemek igin ¢ogu ke; hiicresel sitoplazmanin ortadan
kaldirilmasi gerekir. (Ciinkii, ribozomal orijinli, seyreltik
asitlerde eriyebilen ve nuklear histonlardan daha biiviik
miktarlarda bulunan sitoplazmik proteinleri ortadan kaldir-
madan, iyi bir histon preparasyonu yapmak miimkiin degildir
(Hnilica, 1972),.

Bi{:gok bitki ve hayvan hiicresi nuklear kiitleye
kiyasla, biliyiik miktarda sitoplazma icermektedir. Bu tiir
hiicrelerde (karaciger, bobrek, embriyonal hiicreler, cesitli
bitki fideleri, vb.) nukleuslar , bazi ©zel tekniklerle (i-
zotonik veya hipertonik siikrozla santrifligasyon, seyreltik
organik asitler veya konsantre tuz ¢Szeltileri ile muamele
gibi) doku homojenatindan (sitoplazma bertaraf edilerek) i-
zole edilebilirler. Cofu zaman, belli bir hiicre tiirti icin
uygun bir izolasyon teknigi, difer tiir hiicreler igcin tamam-

en uygunsuz olabilir. Bu nedenle, belli bir hiicre tipi i-



¢in nukleus izolasyonu ybéntemi secilirken temkinli olunma-
lidir (Hnilica, 1972).

Histonlarin izolasyonunda en gok kullanilan yon-
tem, nukleuslarin izelasyonu ile deoksiribonukleoprotein-
den bu proteinleri ayirma ydntemidir (Phillips, 1971). His-
tonlarain izolasyonu igin bu yontemin (nukleus izolasyonu)
tercih edilmesi, daha ¢ok bu proteinleri sitoplazmik konta-
minantlardan korumak ig¢indir .{Goziikara, 1978). Genellikle
0.14 M NaCl ile bir cok kez yikanip toplanan DNP {(deoksiri-
bonukleoprotein) kompleksinden ribozomal orijinli protein-
ler, notral pH'daki "tris” tamponu ile bertaraf edilirler.
0.14 M NaCl ile yapilan muameleden sonra, 0.35 M NaCl‘ile
yvapilacak bir yikama ekstra non-histon proteinleri uvzaklas-
tirmak igin uygun bir yontemdir. Ancak, 0.4-0.5 M NaCl gi-
bi daha yiksek konsantrasyonlarla yapilacak bir muamele,
lizince zengin histonlarin da ortamdan uzaklastirilmasina
neden olur. Bir ¢ok histon preparasyonunda 0.14 M NaCl gi-
bi bir konsantrasyonun tercih edilmesinin nedeni, bu deger-
in onlar icin minimum erime noktasi olmasidir (Phillips,
1971).

Bazi nuklear preparasyonlarda verimin vyiiksek olma-
s1 igin, ¢ofu zaman sitrik asit veya asetik asit gibi daha
zayif organik asitlerle beraber Nonidet, Triton X-100 vb.
non-iyonik deterjanlar kullanilir. Histon fraksiyonlarinin
aywiminda kullanilabilen boyle organik asitler, nukleus i-
zolasyonu iéin pek tavsiye edilmemisglerdir. Ayraca nukle-
uslarlqyukardaki gibi deterjanlara maruz kalmasi halinde,

hem bazik ve hem de asidik proteinlerde kismi bir azalma-
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nin oldufu saptanmigtir (Hnilica, 1972; Hames and Rickwood,
1983).

Histon proteinlerin izolasyonu icin nukleuslar
kullanilacaksa, bu yontemde ilk olarak genellikle 0.01 M
sodyum sitratla tamponlanmis izotonik tuz (0.14M) ile, daha
sonra Tris-HC1 tamponu (0.1 M, pH 7.4) ile homo jenizasyon
ve ekstraksiyon tavsiye edilmektedir. Tuz-sitrat soliisyonu,
daha sonra Widholm ve Bonner (1966) tarafindan modifive
(0.15 M NaCl, 0.015 M sodyum sitrat, pH 7.4) edilerek kul-
laniimigtir. HAla, histon proteinler iizerine yapilan bir
¢ok galigmada bu soliisyona SSC (standart saline citrat) a-
di altinda bagvurulmaktadir (Hnilica, 1972).

Standart tuz-sitrat soliisyonu ve Tris-HC1 ile ho-
mojenizasyonu ve ekstraksiyonu yapilan nukleuslardan onemli
miktarda "nuklear 6z" proteini uzaklastarilarken, asit i-
¢inde eriyebilen bir kisim proteinler, histonlarin izolas-
yonu esnasinda bu proteinlerin kontaminasyonuna sebep olur-
lar (Johns and Forrester, 1969).

Histonlarin bu asit solubl kontaminantlarini ber-
taraf etmek icin, gogu zaman kuvvetli tuz (0.3-0.35 M) so-
ldsyonlari tavsiye edilmektedir. Ancak bu konsantrasyonun
04 M yapilmasi durumunda, histon ekstraksiyonunda onemli
kayiplar oldufu gériilmiistiir (Hnilica, 1972).

Johns (1960), tuz soliisyonu ve tamponla yaikanmaisg
nuklear kiitleye % 80'lik etanol ilavesi halinde, asit so-
lubl proteinlerin histonlara kontaminasyonunda tnemli o5lcii-

de azalma yarattigina kaydetmigtir. Nisbeten basit konfor-



masyonlarindan dolayi histenlar, proteclitik enzimlerden
kolayca etkilenirler. Bu nedenle izolasyonlar: esnasinda,
tnemli dlgﬁde bozunmaya ve kayba ugrarlar. Histonlar, bu
etkilerden DNA ile yaptiklari birlesmeler sayesinde kismen
korunurlarsa da, nétral veya az alkali pH'larda kromatin
komplekslerinden ayrilimlari esnasinda hizli bir bicgimde
bozunabilirler. Ancak, biraz asidik pH'lara dogru olan bir
degisim (pH 5.0;6.0), histonlar iizerinde bu etkiyi tnemli
8lciide azaltir. Proteolitik bozunmaya hemen hemen ortadan
kaldairdigi igin, histonlarin verimli bir ekstraksiyonunu

vapmakta HC1 vevya HZSO4 gibi kuvvetli asitlere mutlaka ih-

tiyag ﬁardlr. Daha zayif asitlerin (sitrik asit, asetik a-
sit, perklorik asit, H3P04,HCOOH, vb.) kullanilmasa, bu
proteinlerde kismi kayba neden olur (Hnilica, 1972).

Bu gine kadar dana timusu (Johns, 1964; 1967), ta-
vuk eritrositleri (Johns, 1964), bezelye bitkisinin gesitli
kisimlari (Fambrough and Bonner, 1966; 1968), sofan tohumu
kokleri (Moreno et al., 1985), cesitli sigan dokulari (Hni-
lica, 1972; Branson et al., 1975), cekirge (Berdinkov and
Gorel, 1975), doku kiiltiri hiicreleri (Hohmann, 1980), Myxo-
Mycetes'lerden Physarum polycephalum (Mende et al., 1983),
tek hiicreli Afrika uyku hastaligi etmeni Trypanosoma sp.
(Hecker and Gander, 1985), deniz siingeri Geodia cydonium
(Dawes et al., 1983), nematod (Vanfleteren,1987) vb. biribirin-
den oldukca farkla bifﬁgok eukaryot organizmadan histon

proteinlerin izolasyonu yapilmistir.



1.2.3. Kromatin ve Nukleozomal Yapinin Olusumunda "Histonlar"

Histon proteinlerin bugiin bilinen en &nemili fonksiyonlarin-
dan birisi DNA'yi paketleme tzellikleridir. Bunu da kroma-
tinde meydana getirdikleri, "nukleozom" adi verilen olusum~
larla basarirlar. Kromatinin bu bazik alt birimleri, yiik-
sek orgnizmalarin hiicre nukleuslarinda kromatin fibrilleri-
ni diizenli bir sekilde paketlemis durumdadir. Her alt dni-
te (nukleozom) DNA'nin 200 baz ¢iftlik bir parcasi ile,
"kor histonlari" olarak bilinen H24, H2B, H3 ve H4 histon-
laran her birinin ikiser monomerini (oktamer yapi1) ve bir
adet Hl monomerini ihtiva eder (Kornberg, 1974; Thomas and
Butler, 1977; Bonner, 1980). Bununla beraber, bu bazik alt
birimlerdeki 200 baz ¢ifti sabit degildir. Ornepin, Physa-~
rum polycephalum'da 170-190 arasainda baz ¢ifti bulunurken,
bu sayi deniz kestanesi sperminde 260 baz ciftlik DNA'ya
kadar ¢ikabilmektedir. Ancak, genelde komple nukleozom ya-
pisina katilan DNA, 180-200 baz ¢ifti arasindadir (Mende,
1983; Lewin, 1983).

D'Anna ve Isenberg (1974), dort biliyik histon tiirii-
ntin (kor histonlari ), hidrofobik C-terminal peptidleri sa-
yvesinde biribirleriyle siki bir iliskide olduklaraini gos-
termislerdir. Burada, histonlarin interaksiyonunda belli
bir hiyerarsi stz konusudur. Kor histonlari olan, H2A ile
H2B arasinda bir dimer (H2A-H2B) form, H3 ve H4 arasaindz da
daha kuvvetli bir tetramer (H3—H4)4 form olusur. Ayrica,
nukleozom yapisi oclusturulurken bu formlar zrasinda da kuv-

vetli veya zayaif interaksiyonlar ortaya ¢ikar (Sekil 1.1.).
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Sekil 1.1. H3-H4 tetrameri ile 2 adet H2A-H2B dimerinin o-
olusturdugu muhtemel nukleozomal kor modeli (Bonner, 1980).

H]l histonu bir kor histonu olmayip, daha cok iki
nukleozom arasinda "baglayici” (linker) veya "ara" (spacer)
DNA adi verilen, yaklasik 50-55 baz ¢iftlik DNA ile assos-
ye durumda bulunur. Nukleozomun temel yapisini olusturan
kor histonlarai (H2A, H2B, H3 ve H4) ise, vaklasik olarak
145 baz ¢iftine karsailak gelirler. Boylece, kromatinin alt
birimleri olan nukleozomlarin yapisina kor histonlarindan
ikigser monomer ve bir adet H1l molekiilii katilir. Yani, kro-
matindeki histonlar arasinda 1:2:2:2:2 seklinde bir oran
vardir (Camerini et al., 1976; Bonner, 1980; King, 1985).

Kornberg ve Noll (1977), nukleazlarla kromatinin
200 baz ¢iftine sahip diizenli pargalara boliindiigiinii goster-
diler. Kromatin yapisinin temelini olusturan bu parcgalarin
biribirine, Hl molekiiliiniin assosye oldufu baglayici DNA'lar
vasitasi ile "inci dizisi"” gibi bagli olduklari, Griffith
(1975)'in basarili elektron mikroskobu ¢alismalari ile or-

taya konmugtur (Camerini et al., 1976; Bonner, 1980; Kumar,
1984),



Iki nukleozom arasindaki bajlayici DNA iizerinde
bulunan histon Hl'in asil roliiniin, diizenli kromatin yapisi-—
ni korumak oldugu gosterilmigtir. Yiiksek derecede diizenli
bir yapi, ayni zamanda kromatinin transkripsiyonal aktivi-
tesinde de tnemli rol oynar. $dyle ki, histon Hl molekiil-
lerinin kromatinden uzaklastarildiklari zaman, aktif kro-
matinin kivraimlarinin agilmasi sonucu transkripsiyonal ak-
tivitenin dlistigli gorilmistiir (Hannon et al., 1984),

Yapilmis olan X-1sini karilim ve elektron mikros-
kopi calismalari, uzun kromatin fibrilleri boyunca disarya
dofru gikainta yapmig (inci dizisi gibi) tekrarlanan yapila-
rin bulundugunu ortaya koymustur. Bu boncvksu vapilar, bir
adet "H4-H3 tetrameri ve biribirinden baZimsiz iki adet
H2a -H2b dimeri icerirler. Yaklasik olarak 146baz ¢ifti igeren
DNA, bu histonlar (kor histonlari) etrafinda iki tam doniim-
le sarili durumdadir (Sekil 1.2.). H1 histon molekiilii ise,
iki nukleozom arasindaki "baglayici DNA" b&lgesinde bulunur.

(Kornberg and Thomas, 1974; Caron and Thomas 1981},

Artik simdi ¢ok iyi bilinmektedir ki, ilk defa
Kornberg (1974) tarafindan ileri siiriilmis olan model, kro-
matindeki iinit organizasyonun temelini teskil etmektedir.
Bu iinit organizasyon, yaklagik 200 baz ¢iftinden olusan
bir DNA parcasi tarafindan gevrilen, oktamerik kor histo-
nu ile beraber bir adet Hl molekiilii igceren bir nukleopro-
tein partikiiliidiir. Nukleozom olarak adlandirilan bu par-
tikiiller, biribirine bitisik dizilerle kromatin fibriller-

ini kompakt bir yapida tutarlar (Thomas and Butler, 1977).
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sekiz meonomerden
meydana gelmisg

‘oktamer nukleozom

(A) (B)

Sekil 1.2. Histon proteinlerin nukleozomal yapilarla DNA'vi
paketlemeleri (Goziikara, 1988'in iznivyle).
(A) HZA, H2B, H3 ve H4 histonlarinin ikiser mo-
nomerinden meydana gelmis olan oktamerin etra-
finda 1iki sefer sarilarak nukleoczomu meydana
getirmektedir. Hl histonu ise iki nukleozom
arasindaki DNA ile beraber bulunmaktadir. (B).
Nukleozomlar heliks yaparak DNA'nin daha iyi bir

sekilde paketlenmesini saglamaktadir.

Nukleozomlarin gorevi sadece uzun kromatin fibrillerini bir
arada tutmak degildir. Gen aktivitesinde de bu yapilarin

onemli roller oynadiklari bilinmektedir (King, 1985).
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1.2.4, Histon Proteinlerin Amino Asit Kompozisyonlari ve

Molekiiler Ozellikleri

Histonlarain amino asit kompozisyonlarainin yaklasak % 25'i
bazik karakterli amino asitleér olan lizin, arginin ve his-
tidinden (Tablo 1.3.) olusur (Phillips, 1971; Hnilica, 1972;
Orten, 1982).

H1 histonu harig¢, difer histon tiirlerinde bazik
amino asitlerin gogu, polipeptid zincirinin amino termina-
linde (ilk 30-40 amino asit) yofunlasmislardir. Hidrofo-
bik amino asitler daha g¢ok diger ucgta (C~terminal) bulunur-
lar, H1 histonunda ise tam tersi bir durum sz konusudur.
Kor histonlari biribirleriyle C-terminal uglari ileetkilesim-
ler tkurarken, Hl histonunda bu iligki N-terminal uc-
lardad;r (Bonner, 1980; Orten;1982).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda histonlarda
triptofan amino asidi bulunamamistair. Avrica bu proteinler,
F3 (H3) histonu hari¢ sistin veva sistein amino asidini de
icermezler (Hnilica, 1972; Bonner, 1980).

Histon proteinlerin amino asit dizileri evrim bo-
yunca gok iyi korunmustur. Biribirinden oldukga farkla
bifonk canli sistemden elde edilip amino asit dizileri
ortaya gikarilan histonlarin ya biribirinin ayni veya ¢ok
benzer olduklari saptanmmistir. Ornegin, milyonlarca yillik
evrim siiresince bagta F2al (H4) ve F3 (H3) olmak iizere, an-
cak bir kag amino asidin yeri defisiklife uframistir. Bir-
gok aragtirmaci | tarafindan, her biri 102 amino asit-
ten olusan dana ve bezelye F2al (H4) histonunun ayni olduk-

lari, sadece birinde bir lizin yerine bir arginin amino a-



sidinin, digerinde bir izol®sin yerine bir valin amino a-
sidinin girdigi saptanmistir. Bboylece, bir bazik i¢in bir
bazik, bir hidrofobik yerine baska bir hidrofobik amino a-

sit yapiya girmistir (Bonner, 1980).

Tablo 1.3. Dana timusu histon fraksiyonlarinin amino asit

kompozisyonu (Phillips¥*, 1971; Hnilica, 1972),

Amino asit HI(F1J  H2B(F2b)*  2A(F2a2)*  HA4(F2al)’  13(F3§)
Lizin 428.7(27.9) 16.7(16.6) 12.5(12.9) 9.8(9.8) 10.1(10.1)
Histidin 0.0(-) 2.3(2.2) 2.8(2.7) 1.9(2.0) 2.4(2.5)

Arginin B o1.7(2.7)
N-metillizin 0.0(-)

4(6.2) 9.3(9.4) 13.9(14.1) 13.6(13.8)
0(-) 0.7(-) 1.1(-) G.6(-)

6.

0.
Aspartik asit A 2.0(2.0) 4.9(4.9)

6.

5.5(5.6)  5.0(5.0)  4.4(4.3)
Treonin 5.4(5.5) 2(6.1) 4.9(5.0) 6.6(6.6) 6.5(6.4)
Serin 6.7(6.9) 10.9(10.7) 5.0(5.0) 2.5(2.5) 3.8(3.8)
Glutamik asit A 3.4(3.4) 7.6(7.6) 8.7(9.0) 6.2(6.2) 10.2(10.3)
Prolin 10.1(10.2) 4.8(4.8) 4.1(4.0) 1.301.3)  4.4(4.3)
Glisin 6.9(6.9) 5.6(5.5) 9.0(9.1) 15.9(16.0) 5.8(5.9)
Alanin 25.1(25.3) 10.2(10.1) 13.2(13.2) 7.5(7.4) 13.5(13.8)
Sistin/2 0.0(-) 0.0(-) 0.0(-) 0.0(-) 0.3(0.4)
Valin 4.1(4.3)  7.1(7.0) 6.0(6.0) 7.8(8.0) 4.6(4.6)
Metionin 0.0(-) 1.6(1.5)  0.3(0.2) 1.0(1.1) 1.5(1.5)
Iz0lssin 0.8(0.8) 4.9(4.9) 4.2(4.3) 5.6(5.5) 4.8(4.8)
Lsin 4.1(4.3)  4.9(4.9) 10.1(10.2) B.0(8.0) ©2.0(2.1)
Tirozin 0.5(0.5) 3.8(3.8) 2.3(2.3)  3.5(3.5) 2.1(2.0)
Fenilalanin 0.5(0.5) 1.6(1.6) 1.0(1.0)  2.2(2.2) 2.1(2.0)
Lys/Arg orani 16.9(16.4) 2.6(2.7) 1.4(1.4) 0.8(0.7) 0.8(0.7)
Asidikler A 5.4(5.4) 12.5(12.5) 14.2(14.6) 11.2(11.2) 14.6(14.8)
Bazikler B 30.4(29.6) 25.4(25.4) 25.3(25.3) 26.7(25.9) 26.7(26.4)
B/A orani 5.6(5.5) 2.0(2.0)  1.8(1.7) 2.4(2.3) 1.8(1.8)
N-terminal grup asetil prolin asetil asetil alanin
C-terminal grup lizin lizin lizin glisin alanin

* Parantez igindeki veriler Phillips (1971)'den alinmistir.

4Tﬁm veriler, amino asitlerin yiizde mol olarak ifadesidir.



Diger histon proteinlere gtre molekiil afirlifi en biiyiik o-
lan (19.500-21.000 dalton) F1{(H1) molekilii, tzellikle yiik-
sek derecede lizin, alanin ve prolin igerigi ve histidin
amino asidi bulundurmamasi ile diger fraksiyonlardan ayri-
lir. Keza, evrimsel sirec boyunca en gok degisiklige ug-
rayan histonfifraksivonudur. Hatta, bazi arastirmacilar,

bu fraksiyonun diger fraksiyonlarin bir karisimi goriiniimiin=-
de oldugu ve c¢ok daha kiiciik olan F3(H3) fraksiyonunun,
belkide bu proteinin degisime ugramis bir bolimii olabile-~
cegi gorisiindedirler (Phillips, 1971; Walker,1982).

Amino asit kompozisyonu (yapiya giren amino asit-
lerin % 50 kadari lizin ve alanindir) ve hidrofilik &zelli-
ginden dolayi ilk defa iyi bir sekilde tanimlanmis olan
histon proteini de yine F1(H1) dir. Bu histon fraksivonu
oldukga heterojen olup farkli tiirlerde, hatta bir tiirin
farkla dokularinda gesitli sub-fraksiyonlara sahiptir. Or-
negin, tavsan timusunda 4-5, karaciferinde 3, dana timusun-
da 3-4, tavuk karaciferinde bu proteinin 2 sub-fraksiyonu
saptanmigtir (Hnilica, 1972).

212-216 amino asitlik bir zincir uzunlupu ile F1
(H1) histonu daha baska bir cok zelligi ile digerlerinden
ayrilmaktadair. Yapilan galismalar, bu proteinlerin
~nisbeten dazha fazla doku ve tiir spesifitesi gosterdikleri-
ni ortaya koymustur. Ornegin, sican F1(Hl) histonu bir
tane metionin amino asidi igerirken, digé?ﬁéistemlerde bu
amino asit bulunamamistair (Philli?s. 1971; Hnilica, 1972).

Histon proteinlerin lizin amino asidi bakimindan

zengin bagka bir grubu F2b(H2R) histonudur. Hernekadar Fl



(H1) fraksiyonu tim histonlar icinde ayrim:1 ve tanimi va-
pilmis ilk histon proteini ise de, uygun bir sekilde saf-
lastirilip amino asit dizisi {izerinde doku ve tiir spesifi-
tesi calismalarinin yapildigi ilk histon proteini F2b(H2B)
olmustur. 13.774 daltonluk molekiiler agirligi ve 125 ami-
no asit ig¢eren yapisi ile F2b{(H2B) belli bir yik asimetri-
si gosterir. Bunun nedeni, molekiilde bazik karakterli a-
mino asitlerin COOH-terminal btlgesinden ¢ok, NH,-terminal
bolgesinde toplanmis olmalaradir (Phillips, 1971; Hnilica,
1972). ©Esasen bu durum, diger kor histonlarinda da gorii-
liir (Bonner, 1980).

F2b(H2B) fraksiyonu‘digerlerinden yviksek serin i-
cerigi ve bir N-terminal prolin igeren yegane grup olmakla
da ayrilir. Yapilan galismalar, bu fraksiyonun cesitli
canli tiirlerinde kiigiik farkliliklarla ayni oldugunu ortava
¢ikarmistar (Phillips, 1971; Hnilica,1972).

Lizin igerigi bakaimindan az zengin veya difer bir
deyimle, arginin-lizin amino asitleri bakimindan zengin
F2a2(H2A) fraksiyonu, 136-140 amino asit ve 15.000 dalton-
luk molekiiler aglrllél ile karakteristik bir histon prote-
inidir. 11k defa Phillips (1968) tarafindan dana timusun-
dan izole edilerek tanimlanmistir. Ayni zamanda yiiksek
16sin icerigi ile de digerlerinden ayrilan bu proteinin
doku ve tiir spesifitesi Uzerine gok az bilgi mevcuttur.
Amino asit kompozisyonlarina ilaveten, bif’Eok degisik tiir
ve dokudan elde edilen bu proteinin elektroforetik YﬁrﬁmESi
de hemen hemen ayni bulunmustur. Bif—éok ekstraksiyon ve

saflastirma iglemlerinde F222(H2A) histonu, F2al(H4) his-
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tonu ile beraber F2a olarak bildirilmistir (Phillips, 1971;
Hnilica, 1972).

Lizince zengin bu histon proteinlerden baska, di-
-ger iki biylik grubu arginince zengin histonlar olan F2al
(H4) ve F3 (H3) fraksiyonlaridir (Hnilica, 1972).

Daha gok glisin ve arginince zengin F2al (H4) his-
tonu, 102 amino asitten olusan kisa polipeptid zinciri ve
11.300 daltonluk molekiiler afirligi ile nisbeten en kiigiik
histon fraksiyonudur. Bu fraksiyonun, bezelye fidelerin-
den dana timusuna kadar bir cok sistemde ayni oldugu, do-
layisi ile evrim boyunca amino asit dizisinin yiksek dere-
cede korunmus oldufu saptanmistir (Phillips, 1971; Hnilica,
1872),

F3 (H3) fraksiyonu, evrimsel siiregte amino asit
dizisi en gok korunmus olan ikinci histondur. Esasen, ar-
ginin ve alanince zengin bu fraksiyonun digerlerinden en
nemli farki, % 1 dolayainda sistin veya sistein amino asidi
igcermesidir. Diger bir fark ise, hem C- ve hem de ﬁ— ter-
minal amino asitlerinin alanin olmasidir (Phillips, 1971).
135 adet amino asit wuzunlugunda polipeptid zinciri ve
16.000 dalton molekiiler agirligi ile bu molekiil, ilging o-
larak 84. ve 112. amino asitleri arasinda biyik bir "non-
bazik" b&lgeye sahiptir ki, sistin amino asidi de bu bol-
gede bulunur (Hnilica, 1972).

1.2.5. Histon Biyosentezi

Bugiin genel histon fraksiyonlarinin hemen hepsinin hiicre
siklusunun S fazinda (DNA sentez fazi) maksimum sentezlen-

dikleri bilinmektedir. 1Izole edilmis nukleuslar iizerinde

140 ve 3H ile igaretli amino asitlerle yvapilan sitokimyasal



ve otoradyografik calismalar, histonlaran asil biyosentez
yerinin nukleuslar oldufunu goéstermistir. Nukleuslarin, pro-
tein biyosentezi igin gerekli tiim elementlere sahip olduzu
ortaya c¢ikaralmastir. Son yapilan cgalismalar, histonlarain
hiicrelerde sitoplazmik proteinlere benzer gekilde sentezlen-
dikleri yolundadir. Nuklear proteinlerin % 77-95'iprofaz es-
nasinda mitoz bitinceye kadar sitoplazmaya verilir. Daha son-
ra bu proteinler nukleusa geri dtnerler. Ayraica, nukleus-
tan baska nukleoluslarda da histon proteinlerin ve ribozom
benzeri partikiillerin oldugu saptanmistir {(Hnilica, 1972).

1.2.6. Histonlarain Fonksiyonlar:

Bugiine kadar yapilan calismalar sonucu histonlarin genetik k
kontrolden, kromatindeki wzun DNA zencirlerinin paketlenmesi-
ne kadar, hiicre organelleri iizerine olan etkilerinden bigﬁgbk
enzim sistemine kadar cok genis bir fonksiyon sahasina sahip
olduklarini ortaya koymustur (Allfrey, 1970; Phillips, 1971).
Histon proteinlerin gen faalivetinin diizenlenmesinde
tdev yaptiklari kabul edilmektedir. Histonlarin gen aktivas-
yonuna etki ettikleri ilk defa Stedman ve Stedman (1943) ta-
rafindan Ynerilmistir. Kromozomal proteinler lizerine vapllan
en son caligmalardan elde edilen bir baska kaniya gtre, his-
tonlarin DNA-bagimli RNA sentezini inhibe eden non-spesifik
repressdrler oldugu, non-histon kromozomal proteinlerin ise
spesifik gen btlgelerini kontrol ettigidir (Goziikara, 1978).
Kromozomal proteinlerin bilinen en “nemli gorevlie-
rinden biri, kromozom zincirlerine saglamlik ve bicim kazan-
dirmak, ikincisi ise kalitsal bilginin aktarilmasinda seci-

cilik saglamaktir. Histon bagla btlgelerde DNA'dan RNA



sentez edilmemesi, hiicre farklilasmasz olgusuna da bir a-
¢1klik getirir. Farklilasan hiicrelerde histonlar siirekli
(ya da uzun siireli) repressdrler olarak gorev yapabilir-
ler (Menevse ve Menevse, (1982).

Hicre nukleuslarinda, histon proteinlerin biyosen-
tetik reaksiyonlara etki ettifi uzun zamandan beri bilin-
mektedir. Ornegin, izole edilmis dana timusu nukleuslarina
histonlaran ilavesi halinde RNA sentezinin baskilanabilecegi
daha 1961'de Allfrey tarafindan gosterilmigtir. Histonlar,
transkripsiyonla direkt ilgili olmayan enzim sistemleri icin
genis bir toksisiteye sahiptirler, Ornegin, sitokrom c ok-
sidaz aktivitesini inhibe ederler. Benzer gekilde, yiksek
konsantrasyonlarda etkili bir sekitde mitckondrival solunumu
ve fosforilasyonu bloke ederler. Diisiik konsantrasyonlarda
ise etkileri daha karmasiktir: solunumu ve mitokondriyal
ATPaz aktivitesini stimilile ettikleri halde, ADP-ATP J6niisiim:
reaksiyonunu inhibe ederler (Phillips, 1971).

1.2.6.1. RNA Sentezi Uzerine Histonlarin Ftkisi

Birgok aragtirmaci tarafindan bugiine kadar vapilmig olanaragta:

malarla bitki, hayvan ve bakteriyel orijinli polimerazlar
tarafindan katalizlenen RNA sentezinin, histonlarla inhibe
edildigi gosterilmistir (Johns and Forrester, 1969; Phillips,
1971). Arastairmacilar farkli histon fraksiyonlari ile yap-
tiklari caligmalarda biribirine zit sonuglar elde etmisler-
dir. Ornegin, bazi sistemlerde lizince ¢ok zengin F1(H1)
histon proteinleri yiiksek derecede inhibitdr etkisine sahip
iken, difger bazi sistemlerde bu histonlar yva inaktif veya

arginince zengin histonlara gore daha az inhibitsr etkiye



sahip olduklari bulunmustur. Bu durum hernekadar tam ay-
dinlatilamamigsa da, bunun farkli sistemlerde farkli test
durumlarindan kaynaklandi3i sanilmaktadir. Ancak, yapilan
calismalar lizince zengin histonlarin nisbeten daha fazla
bir inhibitdr etkive sahip olduklara yolundadir. in vit-
ro RNA sentezi lizerine ¥yapilan galismalar, tiim histon pro-
teinlerin nukleozid trifosfataz'in inkorporasyonunu bas-
kilayabilecegini ortaya cakarmistir (Phillips,‘1971; Hni-
lica, 1972).

Allfrey ve ark. (1963) RNA-polimerazi parcalama-
dan, tripsinle dana timusundan izole edilen nukleuslardan
% 70 oraninda histon proteinleri, % 5 oraninda ise‘nonf
histon proteinleri =~ saf halde ayirmayi baéarmlslardlr.
Bu islemden sonra RNA onciil molekiillerinin RNA yapisina
girisinin % 300-400 oraninda arttigini, ortama histon i-
lavesi ile bu artisin tekrar inhibe oldugunu saptamislar-
dir (Phillips, 1973 :Hnilica, 1972; Goziikara, 1978).

I1k olarak 1960'larda biyokimyasal tekniklerle
hiicresiz (in vitro) bir sistem icinde RNA sentezi yapay
olarak basarilmistir. Bu sentez, bir test tipl icgerisine
DNA soliisyonu, RNA-polimeraz ve mRNA ig¢in gerekli nukleo-
titler konarak gerceklestirilmistir. Huang ve Bonner(1962)
bu sistemde histon proteinlerin yoklugunda, RNA sentezi-
nin dnemli derecede artis gosterdigini, ancak histon ila-
vesi halinde RNA sentezinin oldukga azaldifini gbzlemig-
lerdir. Aragtirmacilar ayni zamanda, maksimum inhibisyo-
nun DNA/histon orani 1 oldugu zaman ortaya ¢aktigini sap-

tamiglardir (Hnilica, 1972).
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1.2.6,2. DNA Sentezi Uzerine Histonlarin Etkisi

DNA replikasyonunda histonlarin fonksiyonu konusunda bir
gok gbzlemler vardir. Yapilan calismalar, histonlarla DNA
sentezi arasinda yakin bir iliskinin oldugunu ortayva ¢i-
karmigtir. Bir gok enzimatik reaksiyonu kapsayan DNA sen-
tezi lzerine, histonlarin direkt etkide bulunduklari konu-
sundagtriigler vardir. Rejenere olan sican karaciferine
histonlar digardan verildikleri zaman, DNA sentezinin inhi-
be oldugu goriilmiistiir. Ayni sekilde, dana timus DN¥A-poli-
merazinin histonlarla inhibisyonu bir c¢ok arastirmaci tara-
findan gosterilmistir. E. coli DNA—polimerazlnln da_his—
tonlar tarafindan inhibe edildiZi saptanmistir (Phillips,
1971).

Son yillarda yvapilan arastirmalar, histonlarin gen
aktivitesini (gen faaliyetini) ayarladiklari, DNA‘nin sta-
bil kalmasini etkiledigi, yani gen aktivitesini (RNA sente-
zini) durdurduklari, histon olmayan proteinlerin ise genle-
rin fonksiyon gostermelerini sagladiklari bilinmektedir.
Non-histonlar, fosforilasyonla histonlari DNA'dan avirarak
serbest plraklr, RNA sentezi baslar ve cAMP belli enzimle-

rin sentezini stimiile eder (Deniz, 1985).

1.2.6.3. Hiicre Fonksiyonu Uzerine Diger Etkileri

Histonlar, hiicre fonksiyonunu ¢ok defisik sekillerde etki-
lerler. Bir takim etkileri de, hiicre yiizeyinde veya sitop-
lazmik reaksiyonlarla ilgilidir. Hiicre membrani fonksiyonu
ile histonlarin iligkisini giésteren bir cok gozlemler var-

dir. Histonlarin, protaminlerin veya bazik poliaminoasit-



lerin varliginda, membran permeabilitesi degismektedir.
Ornegin, hiicre kiiltiird ortamina protamin ilavesi ile Ngﬂg
orani tersine donmektedir. Timdr hiicrelerine disik kon-
santrasyonlarda histon verilmesi protein molekiillerinin
inkorporasyonunu stimiile eder. Bunu, pinositoz olayini
arttirarak yaptaklari zannedilmektedir. Kobavlara histon-
larin enjeksiyonu, serum proteinlere karsi vaskiiler perme-
abiliteyi arttirir. Histonlar, aglutinasyon ve hemolizi de
inhibe ederler (Phillips, 1971).

Histonlarin degisik bir etkileri de, antijenden
Once verildiklerinde antikor sentezini baskilamalaridir.
Bu olayin, gerekli mRNA'larin sentezinin inhibisyonu volu
ile basari1ldigi sanilmaktadir. Aynma sekilde, histon prote-
inlerin RNA iceren viriislerin ¢ofalmalarini da inhibe ettik-
leri saptanmistir. Diger ilging bir etkileri de, bitki ve-
ya hayvan histonu olsun disardan verildiklerinde, bitki
koklerinin biliyimesini inhibe ederken, tiimdr glisimini de
baskilamalaridir. Ancak, histonlarin bu etkilerinin bitki
hormonlarina karsa defistigi gorilmiistiir. Ornegin, hist-
onlar giberellik aside baplanarak kok olusumunu inhibe e-
derlerken, kok biiyiimesini etkilemedikleri goridlmustiir. Bu-
nunla beraber, kinetine baglandiklarinda her iki olayi da
inhibe ederler. Histonlarin bu olaylardaki aktif inhibis-
yonlari, asetilasyon veya oksidasyonla azaltilabilir vevya
ortadan kaldirilabilir (Phillips, 1971).

Nuklear fonksiyonlarin c¢ofu histonlar tarafindan

inhibe edildikleri halde, asidik nuklear proteinlerin fos-



forilasyoﬁu, test sistemlerine histonlarin ilavesi halinde
10 kat stimiile olmaktadir. Enzimoloji ve biyokimyadaki ye-
ni bir takim gelismeler sayesinde histonlarin, hiicre ve
hiicre disi sistemler izerindeki etkileri genis bir sekilde

calisailmaktadar (Phillips, 1971).

1.2.7. Histonlarin Fnzimatik Modifikasyonlari

Son yillarda in vivo sistemlerde de tiim histon proteinlerin
sentez sonrasi (postsynthetic) enzimatik modifikasvonlara
maruz kaldiklari tesbit edilmistir (Hnilica, 1972).

Fonksiyonlari h&la tam olarak bilinmeyen bu modi-
fikasyonlar, amino asitlerin (genellikle lizin, serin, ar-
ginin ve histidin) epsilon (&) amino gruplari tzerinde olu-
surlar (Hnilica, 1972; Lewin, 19683).

DXA ile assosye proteinlerin yapisal modifikasvon-
larz, degisen gen ifadesi mekanizmasina da bir agiklik ge-
tirir. Son yillarda, polipeptid zincirleri olustuktan son-
ra, histonlarin yapilarinda metilasyon, asetilasvon ve fops-
forilasyon gibi modifikasyonlar belirlenmistir. Bu modifi-
kasyonlar ©zellikle vapidaki bazi belirli amino asitlerin
yik ve yapilarindaki deZismelerle ortaya ¢ikarlar (Phillips,
1971).

1.2.7.1. Eistonlarin Metilasyonu

Histonlarda ¢-N-metillizinin bulundugu ilk kez1960 yi1linda Murray
tarafindan dana va tavsan timusunda belirlenmistir. Aras-
tirmahrla daha sonra bu amino asidin dana, tavsan ve siganla-
rin diger dokularinda da bulundugu,.kaydedilmigtir: Ilging
olarak, lizince zengin histonlarda bu amino asit bulunmadsi-

gindan F1 ve F2b fraksiyonlarinda metilasyon saptanamamis-
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tir. Oysa arginince zengin histonlarda ¢N-metillizine ila-
veten, ¢-N-di ve &-N-trimetillizinin de varliga saptanmigstir
(Allfrey, 1970; Phillips, 1971; Hnilica, 1972).

Metilasyon olayinda, metil grubu vericisinin meti-
onin oldugu gosterilmistir. Sentez sonrasi lizinin epsi-
lon amino grubuna dogrudan metil grgbu vericisi, S—gdenozil~
metionin olup, reaksiyon enzimatik olarak katalizlenir.
Histon metilasyonunun, mitoz &ncesi nukleusta olusup, vapi=~
sal ve fonksiyonal degismeler ozellikle de kromatin kon-

densasyonunda etkili cldugu belirlenmistir (Phillips, 1971).

1.2.7.2. Histonlarin Asetilasyonu

Histonlarda asetil gruplarinin varligi ilk kez Phillips
(1963) tarafindan belirlenmistir. Hem lizince zengin F2a2
(H2A) ve hem de arginince zengin F2al (H4) fraksivenlarainain
N-terminal amino asidinin N-asetilserin oldugu gtsterilmis-
tir. Toplam histonlarin yaklasik % 40'ini olusturan bu
histonlardan baska, lizince ¢ok zengin F1 (K1) fraksiyonu-
nun da asetillenmis oldugu kaydedilmistir - Degisik arag-
tirmacilar tarafindan ¥yapilan caligmalar, asetilasyonun
sadece N-terminal amino asitlerinde 51n1r11 olmadigini, ba-
zan ayni histon molekiill tizerinde bir cok yerde ortaya ¢i-
kabilecegini gistermistir. Grnegin, arginince zengin his-
ton fraksiyonlara F3 (H3) ve F2al (H4)'in polipeptid zinci-
rindeki lizin amino asitlerinin N-asetillizine degismeleri
ile asetillenebilirler. Histonlarin hem asetilasyonu ve
hem de deasetilasyonu enzimatik olarak katalizlenir (Phiil-

lips, 1971).



Asetilasyonda asetil grubu vericisinin asetil Co_A
oldugu belirlenmistir. Dokularda, hiicre siispansyonlarinda,
"izole edilmis nukleuslarda ve de Szellikle saflastirilmis
enzim preparasyonlarinda histonlar lizerine vapilan in vivo
¢aligmalar, asetil gruplarinin daha cok arginince zengin
histonlarla il1gili olduklarini ortaya Koymustur. Lizin a-
mino asitlerinin asetilasyonu ile, kromatin vapil ve fonk-
siyonunda bir takim defismeler oldugu yoniinde gorisler var-
dir. Gergekten de lizin amino asitlerinin asetilasvyonu
sonucu, bazik proteinlerin net pozitif yiikiinde bir azalma
gdrilir. Bu durum, histonlarla negatif yiikli DNA arasinda
bir etkilesim zayiflig1 ile kendini belli ederken, kro-
matinin ince yapisinda da bazi defismelere neden olur. Bu
nedenle degisen kormatin yapi ve fonksiyonu ile histon ase-
tilasyonu arasinda bir takim korelasyonlar vardir. Ornegin,
histonlarin diigiik derecede kimyasal asetilasyonlara, RNA-
polimeraz reaksiyonunu inhibe ederken, artan asetilasvons
paralel olarak inhibisyon etkisi azalmaktadir (Phillips,
1971; Hnilica, 1972).

Histonlarda lizin amino asitlerinin enzimatik ase-
tilasyonu, kromatinin ince yapisi: ile beraber RNA serntez
fonksiyonunu da etkilemektedir. Nuklear DNA'nin bulundugu
"kondanse kromatin" btlgesinde (DNA'nin % 80'i bu bolgeler-
de bulunur), histon asetilasyonu ve RNA sentezi nisbeten
yavagtir. "Diffliz kromatin"” bolgesinde ise, hem arginince
zengin histonlarain asetilasyonu ve hem de RNA sentezi ¢cok

daha aktif durumdadair (Phillips, 1971).
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RNA sentezinin hormonal stimiilasyonu ile histon a-
setilasyonu arasinda da bir iliski mevcuttur. Bugiin, hedef
dokularda histon metabolizmasi iizerine hormonal bir etkinin
oldugu ¢ok iyi bilinmektedir. Bazi durumlarda hormonlar,
farkli gekillerde histon sentezini etkilerler. Hem argi-
nince zengin histonlarin asetilasyonu ve hem de lizince
zengin histonlarain fosforilasyonu uygun uyaricilarla modi-
fiye edilebilir. Ornegin, siganlara kortizoRun verilmesi
halinde, karacigerde RNA sentezi stimiile edilirken histon
asetilasyon oraninan afttlgl gbzlenmigtir. Yani, histon-
larin inhibitdr aktivitesindeki azzlma, onlarin asetilasvon
derecesiyle ters orantilidir. Asettillenmis gruplarin sa-
yls1 arttikg¢a, bu proteinlerin inhibisyon etkisi azalmakta-
dir. Boyle modifikasyonlarin, kromatinin transkripsivonal
aktivitesinin kontrolunde onemli rollerinin oldugu bilin-

mektedir (Allfrey, 1970; Phillips, 1971).

1.2.7.3. Histonlarin Fosforilasyonu

Fosforilasyon, histon proteinlerin diger bir enzimatik mo-
difikasyon sekli olup, daha ¢ok serin ve histidin aminoc a-
sitlerinin hidroksil gruplarinin fosforilasyonu ile ortavya
gikar {(Lewin, 1983),

Bu olayda fosforil gruplari vericisinin ATP oldu-
gu belirlenmisgtir. Bu reaksiyon reversibl olup, fosfat
gruplari gecici olarak histonlaran yapisina girmiglerdir.
Histon fosforilasyonunun biyolojik fonksiyonu kesin oclarak
bilinmemekte ise de,gen aktivitesi ile ilgileri oldugu ko-

nusunda bir takim deliller vardir. Ornegin, sicanlarda



karaciger rejenerasyonu esnasinda histonlarin fosforilas-
yonu deZismektedir. Burada, F1 (H1) fraksiyonunun hem
fosforilasyon orani ve hem de fosfor icerijinde artis go-
riltir. F3 (H3) histonu fosforilasyon oraninda da benzer
durum goriliirken, fosfor igeriginin degismedigi goriilmiis-
tir (Allfrey, 1970; Phillips, 1971).

Hedef dokularda histon fosforilasyonu, hormonal
sistem tarafindan etkilenir. Ornegin, karacigerde RNA
sentezini stimiile eden hidrokortizon, lizince zengin ve
ve arginince zengin histonlarin fosforilasyonunu arttirir.
KaraciBerde ve difer dokularda histonlarin fosforilasvonu,
spesifik protein kinazlarla katalizlenir. Bu enzimin ak-
tivitesi hem in vivo hem de in vitro olarak cAMP tarafin-
dan stimiile edilir. cAMP ile histon kinaz (protein kinaz)
aktivitesinin benzer stimiilasyonu ¢egitli canli sistem-
lerde °  farkli dokularda belirlenmistir. Ayraica, belir-
1i dozajlarda siganlara glukagon verilmesi, RNA ve enzim
sentezini tesvik edici bir etki yaratirken, kisa siire i-
¢inde F1 (H1) histonuﬁun fosforilasyonunu da 15-25 Xkat
arttirir. Insiilin de glukagona benzer bir etki gosterir.
Normal ve rejenere olan sigan karacigerinde, si1gan dalak
ve pankreasinda, insan lenfositlerinde, deniz kestanesi
yumurtalarinda ve daha bir c¢ok sistemde bu modifikasyonun

in vivo olarak meydana geldigi saptanmistir (Phillips,1971).

1.2.7.4. F3 (H3) Histonunda tiol/disiilfit Degisimleri

Tiol gruplarinin Yaklasik % 70'i hiicre nukleuslarinda F3
(H3) histonu ile beraber bulunmustur. Fambroug ve Bonner

(1968), F3 (H3) histonunun bezelye fidelerinde bir monome-
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rik ve dimerik, dana timusunda ise oligomerik formlarlnln
olustugunu belirlemislerdir. Arastirmacilar, ayni zamanda
bezelye fidesi F3(H3) monomerlerinde 1, dana timusunda 2
sistein amino asidi saptamislardar. Bazai bitkiler, daha
agagl hayvanlar ve kemiricileri de iceren baz: omurgalilar-
da F3 (H3), molekiil basina bir adet sistein amino asidi i-
gerirken, yiiksek omurgali tilirlerinde, molekiil basina iki
sistein bulunmustur (Hnilica, 1972).

F3 (H3) histonunda tiol gruplarinin oksidasyonu ve
rediiksiyonu, bu proteinin fiziksel durumunu ve diger prote-
in molekiilleri ile olan iliskisini etkiler. Ord ve Stocken
(1966; 1968), kromatinin farkli yerlerinde cesitli oksidas-
yon alanlari olduunu belirlemislerdir. Aragtirmacilar,
tiol formun daha ¢ok diffliz kromatinde, disiilfit formun ise
daha g¢ok kondanse kromatinin yapisinda buludugunu saptamig-
lardair (Allfrey, 1970; Hnilica, 1972).

Hicre siklusu esnasinda degfisen tiol/disiilfit o-
raninin ne gibi biyoclojik sonuglar dogurdugu konusunda bu-
glnki bilgiler pek yeterli degildir. Genellikle, mitoz es-
nasinda kromozom kondensasyonuna bagli olarak F3 (H3) his-
tonunun oksidasyonunun (distilfit icerigi) arttiga goriiliir
(Hnilica, 1972).

Esasen, buraya kadar bahsedilen tim enzimatik mo-
difikasyonlar geg¢ici olup, modifiye olan histon proteini
belli bir siire sonra tekrar (reversibl) eski vapisini ka-

zanmaktadir (Phillips, 1971; Hnilica, 1972; Lewin, 1980).



2. MATERYAL va METOD

2.1.. Materyval

Bu calismada biston proteinlerin izolasyonu icin materyal
olarak sofan tohumu Dblyiimekte olan gen¢ kiok wuglari ve
s1gan (rat) karaciferi kullaniimigtir. Mitoz bslinmenin
oldukga aktif oldugu bu ve benzeri doku ve sistemlerde DNA,
RNA ve dolayisi ile histon sentezinin de aktif olacaga

diisiinitlerek, bu materyaller ©dzellikle secilmiglerdir.

5

2.2. HMatad

Sogan tohumundan kik eldesi igin, tohumlar bir gece suda
suda tutulduktan sonra, dikdortgen seklindeki (40x60 cm)
naylon elekler lizerine tek sira halinde yayalip lizerleri
hidrofil pamukla kapatilip stirekli oiarak 25-30°C'de §-10
gin sulanmiglardar. Bu siire sonunda elek deliklerinden
¢ikip 2,5-3 cm uzayan Kokler alttan jiletle kesilerek
toplanmigtir.

Sican karaciferi, boyun kemifi kirilarak hemen

61dirillmiis olan ergin siganlardan alinmistir. Hz

g
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kullaniimayan karacigerler -80 °C'de deep-freeze'de sa
lanmistirx.

Sogan tohumu Kktkleri icgin toplam dokudan total
histon ekstraksiyonu, sigan karaciferi dicin kimvasal frak-
siyonlama metedu ile histon proteinler iki farkla: gekilde

saflagtirzimiglardair.

2.2.1. Sofan Tohumn Koklerinden Tetal Tiston Izolasvonu

Sofgan tohumu koklerinden histon irolasvovou icin, Goziikar

(1978) tarafindan kullesnilan ytntem bazi defisikliklerle
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lastirrImastar. Siiziintiye 6 voliim aseton ilave edilerek

20-22 °C de 1 saat kadar tutulduktan sonra presipite olan
histon proteinler pastdr pipetiyle toplanarak santrifiigas-
yenla peletlestirilmis ve asetonla 3 defa vikasnarak havada
kurumasi beklenmistir. Bu sekilde elde edilmis histon
proteinler numaralanarak -80 °c de derin dondurucuda
(deep freeze) muhafaza edilmiglerdir.

2.2.2. Sican (rat) KaraciBerinden Histonlarin Izolasvonu

Sigan karacigerinden histon izolasyonu igin Johns (1964,
1967) tarafindan gelistirilen metod (Phillips, et al..
1983),bazi degigikliklerle uygulanmistir. BRiitin islemler
(Sekil 2.2.) +4 °C de virtitulmiistir.

50 g karaciger dokugu Cnce makasla iyice kiyvilip bag
doku ayrildiktan sonra, 700 ml 0.14 M NaCl (pH 5.0) icinde
par¢alayicida(Waring blender)lmax. hizda 2 dak. homojenize edilmis-
tir. Homojenatin iizerinde toplanmis olan kopik pastor pi-
petiyle toplanip uzaklastirilarak homojenatin pH'i tekrar
5.0'e ayarlanmis ve 5.250 rpm (1.500 g)'de 30 dak. santri-
fij edilerek supernatan atilmistir. Pelet, benzer sekilde
yine 700 ml 0.14 M NaCl (pH 5.0) icinde siispanse edilerek
orta hizda 1 dak. homojenize edilmis ve 5.250 rpm'de 20
dak. santrifiij edilerek supernatan atilmigtar. Pelet, vyu-
kardaki soliisyonun 700 ml'sinde 4 defadaha (4 x 700m1) or-
ta hizda 30'ar saniye homojenize ve 5.250 rpm'de 15'er dak,
santrifiij edilerek supernatanlar atilmistir. Pelet, % 90
etanoliin 700 ml'sinde siispanse edilerek orta hizda 30 san.
homojenize ve 5.250 rpm'de 15 dak. santrifiij edilerek su-

pernatan atilmigtair. Pelet, etanol:1.25 N HC1 (4/1 v/v)'in
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400 ml'si ile karistirilarak, 15-20 adet 4 mm capainda cam

boncukla beraber litrelik genis afizli polietilen hir sise-

ve aktarilmag ve sallamali calkalavicida —ee—— geca bo-
yunca (17 saat) +4 °C de ekstrakte edilmistir. Ekstrakt,
5.250 rpm'de 15 dak. santrifij edilerek H3, H2A ve HZ his-
tonlarini igeren supernatan teplanarak muhafaza edilmistir.
Pelet, yine yukarda oldugu gibi etanol:1.25 N HCl'in 200
ml'sinde (4:1 v/v) iki defa (2 x 200 ml) ikiser saat cal-
kalayicida ekstrakte edilmigstir. Ekstrakt, her defasinda
5.250 rpm'de iki defa santrifiij edilerek supernatanlar
toplanmis ve yukarda muhafaza edilen supernatanla birles-
tirilmistir (yaklasik 800 ml supernatan). Hl ve H2B his-
tonlarini igeren pelet de bu basamakta muhafaza edilmistir.
Toplanmis olan supernatan Whatman no:1 filtre kagidandan
siiziilerek berraklastirilmistair. Siiziintliye once 2 voliim ,
sonra 3 voliim aseton ilave edilerek 22 °C de 1 saat kadar
tutulmustur. Dibe ¢tken H3, H2A ve H4 histon presipitata
santrifiigasyonla peletlestirilerek, 3 defa asetonla yviken-
mig ve vakum altinda kurutularakdeep freeze'desaklanmistir.
Bu sekilde elde edilen histon proteini yaklasik 550 mg ka-
dardir. Yukarda muhafaza edilmis olan pelet, etanol:1.25
N HC1'in (4/1 v/v) 200 ml'sinde +4 °C de gece boyunca (17
saat) galkalayicida ekstrakte edilmistir. Ekstrakt 5.250
rpm'de 15 dak. santrifiij edilerek supernatan toplanmistair.
Pelet, benzer sekilde bu defa 0.25 N HCl'in 100 ml'sinde
iki defa (2 x 100 ml) ikiser saat ekstrakte edilerek 15
dak. 5.250 rpm'de santrifiij edilip supernatanlar toplan-

migtir. Toplanan supernatanlar (yaklasik 400 ml) birles-



tirilerek Whatman no:1 filtre kagidindan siliziilip berrak-
lagtirailmistir. Sizintiiye once 3 voliim, sonra iki volium
aseton ilave edilerek toplanan H1 ve H2B histon presipita-
L1 santrifligasyonla peletlestirilip asetonla 3 defa vikan-
mig ve vakum altinda kurutularak etiketlenip dip frizde
saklamistir. Bu sekilde 170 mg kadar H1+H2B histon prote-
ini saflastirilmistir.

2.3 Elektroforetik Metod

Histon proteinlerin elektroforetik tzelikleri nisasta jel
(Johns et al., 1961) ve daha cok olarak da cesitli kompo-
zisyonlarda hazirlanabilen poliakrilamid jeller iizerinde
fPhillips 2t al., 1%83; Gurley and Shepherd, 1966:; Panvim
and Chalkley, 1969; Kerese, 1984) arastirilmistar.

Bu calismada da saflastirilmis olan histon pDrote-
inlerin elektroforetik ©zellikleri, degisik poliakrilamid
jel elektroforezi metodlarz kullanilarak arastirilmistar.

2.3.1. Histeon Proteinlerin Disk Jel Flektroforezi

Disk jel elektroforezi metcdu olarak Goziikara (1978) tara-

findan modifiye edilerek kullanilmis olan histonlar igin
spesifik asit-lire-poliakrilamid jel sistemi uygulanmis-

tir. Bunun icin, asa@daki soliisyonlar hazirlanarak kulla-

nilmistair.

TEMED Soliisyonu: 48 ml 1 N KOH, 17.2 ml glasiyel asetik

asit, 4 ml temed (tetrametiletilendiamin) karisimi distile

su ile 100 ml've tamamlanir.

Akrilamid Soliisyonu: 7,5 g akrilamid, 0.2 g N'",N"-metilen-

bisakrilamid, bir miktar distile suda eritilerek 25 ml'ye

tamamlanmistar (% 30 akrilamid).



Ammonyum Persulfat Soliisyonu: 10 M iire iginde % 0.2'1ik
ammonyum persulfat (w/v) her deneyden hemen dnce hazirla-
nip kullanilmistar.

Elektroforez Tamponu: 62.4 g P-alanin , 8 ml glasivel ase-
tik asit 'e 1 1t distile su ilave edilip pH 4.0'e avarlan-
migtir.

Elektroforez tiiplerinin (0.5 x 12 cm) alt kisma
parafilmle kapatilarak dik duracak sekilde tiplige verles-
tirilmis ve isttten 1 cm bosluk kalacak sekilde jel kari-
simi ile doldurulmuslardir. Jel karisimi, temed:akrila-
mid:ammonyum persulfat (1:2:5 v/v) soliisyonlarini icerir
(% 7.5 jel konsantrasyonlu). Tiplerin ist kKismina 3
Ureden pastdr pipetivle tabaka olusacak kadar vavasca ila-
ve edilerek gece boyunca anaerobik polimerizasvona bira-
kilmislerdir. Burada, esasen 1 saate kalmadan polimerize
clan jelin dazha ivi polimerlesmesi amaglanmistar. Tiplerin
ist kismindaki lire dokiilerek, elektroforez tankindaki crzel
yerlerine yerlestirilmislerdir. Bu defa, tiplerin Uzerine
1 giin &nceden 10 M {irenin 1 ml'sinde ¢ozindUriimiis histon
proteini (1 mg/ml), degisik miktarlarda numarala tiplere
ilave edilmistir. Elektroforez cihazinin alt ve iist kismi
elektroforez tamponu ile doldurularak, glic kaynaginin ne-
gatif ucu alttaki tanka, pozitif ucu Uistteki tanka bagla-
narak, sabit akimda tiip bagsina 4-5 mA akim uygalanmistir.

Tum elektroforetik calismalarda izleme boyasi
olarak metil yesili kKullanilmistir. Bu boya elektroforetik
alanda tiim histon tiirlerinden daha hizl1i bir mobiliteve

sahip oldugundan, ne kadar siire ile elektroforeze devam



edilecedi, bovanin jeldeki Yirimesi ile saptanilmistir. PRo-
ya komponenti tiiplerin alt ucuna yaklasinca, elektroforeze
son verilerek, uzun bir hipodermik ijgne ile tiplerin alt
ve st kenarlarindan yavasg¢a girilip jeller gevsetilerek
cikarilmigtar. Cikarilan jeller deney tiiplerinde bulunan
tnceden hazirlanmis, boya soliisyonlari icine(elektrofore-
tik gocim yonlerine gore) konup belli bir siire bovanmava

birakilmislardir. Boyama islemi icin iki temel bova kul-

(&N

lanilmistar. Bunlardan biri % 7'1lik asetik asit icinde
% 0.4'1iuk ¢ozeltisi hazirlanman Amido Black(Naphtol Blue
Black); diferi ise vine % 7'lik asetik asit icinde hazir-
lanmis olan % 0.1'1ik Commassie Blue boyalaridir. BRovanz
igsleminden sonra, jellerin fazla bovalar: alinmis (destai-
ning) olup, jeller stok soliisyonlarinda avlarca bozuvlmadan
muhafaza edilmislerdir. Bantlarin daha kesin ve net bicim~
de goriinmeleri igin, Amido Black boya scliisyonu ile bova-
nan jellerin fazla bovalari, metancl:asetik asit:distile
su (40:10:50 v/v) sollisyonu ile alinarak, jeller yine avna
soliisyonda muhafaza edilmislerdir. DMetanol, ayni zamanda
jellerin su alip gismesini de engellemektedir. Commassie
Blue ile boyanan jellerin fazla boyasi ise, % 7'lik asetil
asit igcinde alinarak ayni soliisyonda muhafaza edilmislier-
dir.

Biittin bu islemlerden sonra net pozitif yiikleriyle
dogru orantili, molekiil btiyiikliikleriyle ters orantili ola-
rak yer degistiren  histon fraksiyoniarinin elektroforeto-

gramlari yapilarak incelenmislerdir.



2.3.2. Histon Proteinlerinin Slab Gel Elektroforezi

Bu metodla histon proteinlerin elektroforezi i¢in haslica
iki jel sistemi kullanilmistir. Bunlardan birincisi,disk
elektroforezinde de kullanilmis olan asit-lre-poliakrila-
mid jel sisteminin bu metoda uygulanmis olanidar. Ikin-

cisi ise, Kerese (1984) tarafindan histon proteinler icin
bildirilmis olan poliakrilamid slab 8el elektroforezidir.
Bu metod igin, asagidaki soliisyonlar hazirlanarak kulla-

nilmistair.

Akrilamid Sollisyonu (pH 4.3): 60 g akrilamid, 1.4 g N,N'-
metilenbisakrilamid bir miktar distile suda eritilerek

100 ml've tamamlanar.

Jel Tamponu (pH 4.3): 48 ml 1 X KOH, 17.3 ml glasivel a-

setik asit, 4 ml Temed ile beraber 100 ml've tamamlenir.

Ammonyum Persulfat: 0.28 g ammonvum persulfat 100 ml dis-
tile suda eritilir (% 0.28 persulfat).

Alt ve kenar kisimlara vazelinlenmis pleksiglas
gubuklarla (20 x 1 x 0.3 cm) kapatilarak sikistirailmis
iki cam tabaka (20 x 18 c¢cm) arasaina jel karisimindan do-
kilmistlir. Jel karasimi (pH 4.3), zkrilamid solisycnu: jel
tamponu:distile su:ammonyum persulfat (2:1:1:4 v/v) so-
lisyonlarini igerir (% 15 jel konsantrasyonlu). Jel dokiil-
diikten sonra, listteki agik kisim igin ©zel olarak yapilmis
tarak zaman gegirilmeden jelin icine oturtularak tarakila
jel arasinda kalmis olan bosluklar pastdr pipetiyle vavas-
¢a distile su ile tabaka olusacak sekilde kapatilmistzir.
Jel yaklagik 2 saat icinde iyi bir sekilde polimerize o-

lur. Cam tabakalarin alt kismindaki pleksiglas cubugu



vavagga gekilerek alinir ve alt tabakadaki gukur birakil-
mis kisim Ustteki tamponla jelin temasini saglayacak gsekil-
de cihaza sikica kelepgelenir. Jel taraZi yavasca cekile-
rek alinir. Elektroforez cihazinin alt ve ist kismi tam-
ponla doldurulur. Burada da bir giin dnceden 10 M iirede c&-
ziindiiriilmiis (1 mg/ml) olan histon proteininden belli mik-
taclarda taraZin jelde bairakmig oldufu araliklara uygulanz-
rak elektroforezleri yapilmistir. Bu sistemde kullanilzan
elektroforez tamponu daha ©Once disk jel elektroforezinde

de kullanilmis olan beta-alanin tamponudur. Ancak, burada
bu tampon pH 5.0'e ayarlanarak kullanilmistair. Genelde,
jelin cmz'sine 0.2-0.3 mA akim uygulanarak 6-7 saat elek-

troforeze devam edilmigtir.

2.4. XKullanilan Kimyasal Maddeler

Akrilamid, N,N'-metilenbisakrilamid, beta-alanin ve coomassi
blue BDH Chemical Ltd.'den; metil yegili (methyl gréeﬂ),me—
tanol, siiftirik asit, aseton ve glasiyel asetik asit MERCK?
den; dana timusu (calf thymus) histonu SIGMA Chemical Co.'
dan; temed (tetrametilendiamin), EDTA (etilehdiamintetra—
asetik asit= titriplex III),Amido.Black 10B (Naphtol Blue
Black}, etanol, HC1l, NaCl ve KOH laboratuvarimizdan saZ-

lanmigtair.



3. BULGULAR

Sogan tohumu kdkleri ve sigan karaciBerinden saflastirlan
histon proteinlerle hazir olarak saf halde saglanmis olan
dana timusu histon proteinlerinin elektroforetik Bzellik-
lerinin oldukga benzer oldufu gdzlenmigtir (Sekil 3.1.).
Tim elektroforetik caligmalarda H2B ve H2ZA histon fraksi-
yonlari nisbeten bir arada yogun bir bant olustururlarken,
diger fraksiyonlarin biribirinden bariz bir sekilde ayrail-
diklari saptanmigtir.

Sogan tohumu ktklerinden saflastirilan histon pro-
teini fraksiyonlarinin biribirinden iyi bir sekilde ayril-
malari i¢in, jel konsantrasyonunun biraz yiiksek (% 15)
ve elektroforez siresinin daha uzun (7 saat kadar) tutul-
masi gerektigi kanisans vérllmlstlz.

Benzer gekilde degigik jel konsantrasyonlarinda
elektroforezleri yapilmis olan sigan karacigeri histon
proteinlerinin ise &dzellikle 7% 7,5'luk asit-lire-poliak-
rilamid jel sisteminde 6-7 saatlik silire iginds iyi bir
gekilde ayrildiklari gozlenmistir (Sekil 3.2: 3.3 ve 3.4).

Birka¢ deneyde, iiretici bir firmadan hazir olarak
saglanmis olan dana timusu (calf thymus) histon proteinle-
ri kullanilmig ve bu proteinlerin de benzer sekilde frak-

siyonlar verdikleri gozlemmigtir (Sekil 3.1c).
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akil 3.2,

Sigan karacigeri histon proteinlerinin poli-
akrilamid disk jel elektroforezleri. “7.5
jel konsantrasyonlu asit-lire-poliakrilamid
sisteminde 7 saat tiip basina 4 mA sabit akim
uygulanarak biribirinden ayrilimis olan histon
fraksiyonlari. Her tipte histon drreginden

{1 mg/ml) 60 mikrolitre bulunmaktadir.



ekil 3.3,

Hi

H3

H2B+HZA

Sican karaciferi histon proteinlerinin % 7.5

poliakrilamid disk jeldeki ayrilimlar:. Her

tiipe 50 mikrolitre

histon ¢tzeltisi uygulana-

rak elektroforez siirese 6 saat tutulmustur.
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2kil 3.4. Sican karaciferi histon proteinlerinin % 7.5

jel konsantrasyonlu poliakrilamid jel sistemin-

deki elek;roforetik gorinlimleri. Hagr tipe 100

mikrolitre (p.3 ml) histon ¢tzeltisi uygulana-

rak elektroforez siiresi 7 saat tutulmustur,



4, TARTISMA ve SONUC

Sogan tohumu kokleri icin biitiin dokudan total histon ekst-
raksiyonu, hem basitlifi ve hem de izolasvon isleminin
kisa siirede yapilabilirligi nedeniyle oldukga pratik bu-
lunmustur. Ximyasal fraksiyonlama metodu ile sigan kara-
cigerinden histon proteinlerinin saflastirilmasi ise hem
de nisbeten daha karmasik islemlere gerek duymaktadar. An-
cak, bu metodla yas dokunun grami basina yaklasik 15 mg
" histon proteininin saflastirilmis olmasi, bu metodun ve-
rimliligini gdsterir.

Sogan tohumu koklerinde ise bu oran yag dokunun
grami basina yaklasik 0,45 mg kadar bulunmustur. Bu deger
sican karacigerinden elde edilmis olan degere gdre c¢ok
kiigik olmakla beraber, bitkisel dokular icin yiiksek kabul
edilebilir.

Sogan tohumu kidkleri ve si¢can karacigeri gibi bi-
ribirinden oldukga farkl: iki kaynaktan saflastarilmis o-
lan histonlarin, degisik jel sistemlerinde yapilmis olan
elektroforezlerinde dikkati ¢eken en ©nemli nokta, bu pro-
teinlerin oldukca benzer elektroforetik tzellikler gtster-
meleri olmustur.

Tim elektroforetik c¢aligmalarda, histon protein-
lerinin molekiiler &zelliklerine bagli olarak HAPH2AVHZ2BPH3>H1 sek-
linde bir elektroforetik mobiliteye szhip olduklari goz-
lenmigtir.

Elektroforetik ¢zellikleri biribirene yakin buln-

mus olan degigik orijinli histon proteinlerinin, dzellikle



asit-lire-poliakrilamid jel sistemlerinde iyi bir sekilde
fraksiyonlarine ayrildiklar:i goriilmiistiir. Bu sistemde,%7,5
akrilamid konsantrasyonlu jellerin histon fraksivonlarinin
biribirinden belirgin bir gekilde ayrilmalar: igin yeterli
oldugu kanisina varilmistir. Ancak, poliakrilamid jeller-
de de akrilamid konsantrasyonunun % 15' e ¢ikarilip elek-
troforez slresinin 6 saatin biraz iizerine cikarilmas: du-
rumundz fraksiyonlarin benzer gekilde biribirinden iyice
ayrildiklari saptammistir.

0za2l molekiiler yapisindan dolayi tiim elektrofore-
tik caligmalarda H4 histon proteini en yiiksek mobiliteye
sahip histon fraksiyonu olarak belirlenmistir. En diistik
elektroforetik mobiliteye sahip protein olarak da H1 sap-
tanmistir.

Panyim ve Chalkley (1969), Bolund ve Johns (1973),
Branson ve ark. (1975), Weintraub ve ark. (1973), Bonner
(1980) ve Moreno va ark. (19853} tarafindan yapilan elekiro-
foretik caligmalarin sonuglar: bulgularimizi destekleyici
niteliktedir.

Sonug¢ olarak, biribirinden oldukga farkli doku ve
canli sistemler olmakla beraber sdgan tohumu kdkleri, sigan
karcigeri ve dana timusu histon proteinlerinin benzer
elektroforetik &zellikler gostermel@ri, bu proteinlerin
ayni veya benzer molekiiler dzelliklere sahip olmalar:i ile

agiklanabilir.



0ZET

Histon proteinlerin saflastirilmasa igin bu c¢alismada ma-
teryal olarak, sogan tohumu genc kik uclari ve sican (rat)
karaciferi kullanilmistir. Biylimekte olan genc¢ kok ucgla-
rinda ve yiiksek derecede rejenere clabilen si¢an karacige-
rinde mitotik faaliyet ¢ok hizli devam etmekte, dolavisa
ile nuklear materyal de oldukca fazla bulunmaktadir.

Bdyle dokularda DNA, RNA ve dolayisi ile histon
proteini sentezinin de ¢ok hizli olacag: disiincesivle bu
matervaller sec¢ilmislerdir.

Her iki dokudan, histon proteinlerin gsaflastaral-
masi iki farkli metodla gercgeklestirilmistir. Segan tohu-
mu kokleri icin biitiin dokudan total histon ekstraksivonu
si¢can karaciferi icinse kimyasal fraksivonlama metodu ile
histon proteinler saflastirilmistair.

Saflastarilmis histon proteinlerin degisik jel
sistemlerinde elektroforetik 6zellikleri arastirilmistar.
Ozellikle % 7.5 Jel konsantrasyonlu asit-iire~poliakrilamid
sistemlerde nisbeten H2B ve HZA histon Ifraksivonlari haric
diger histon fraksivonlarinin iyi bir sekilde biribirle-
rinden ayrildiklari gbzlenmistir.

Her iki dokudan elde edilen histonlarin elektro-
foretik Bzelliklerinin ocldukga benzer oldugu kaydedilmisg-

tir.



SUMMARY
Growing young root tips of onion seeds and rat liver were
used in this study for isolation of histones. The amount
of nuclear material and mitotic activity are very high in
the growing root tips and rat liver which have higher

regenerating capacity.

The synthesis of DNA, RNA and histone proteins
are very rapid in this tiscues. Therefore, it was thought
that these tissues were good sources for the extraction

of histcnes.

Histone extraction in these tissues were accomp-
lished in two different methods. The whole tissue was
used for total histone extraction for growing root tips

of onion and chemical frectination method for rat liver,

Extraction of histone were obtained by utilizing
twe different methods and used in electrophoresis for
analysis of electrophoretic properties of the histone
proteins. It was noticed that, histenes in the 7.5% gel
cencentration cof the acid-urea-polyacrilamide system were

relatively separated from each other and gave good reso-

lution, except H2B and H2A protein fractions.

The electrophoretic preoperties of histones in both
o
growing Yot tips of onion and rat liver are found to be

quite similar.
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