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I-GIR1IS

Dictyosteiium discoideun, eukéryotik sistem olarak ilging bir model
yap1 olabilme niteligi ve kendine Szgi karaktéfistikleriyle her gegen giin sa-
yilarl gittikge artan aragtirmacilarin ilgisini §ekmektedir;AOrgénizmanln en
belirgin Szelligi, temel filogenetik kategorilerin ara gegig s1n1rlar1nda yer
almasidir. Botanikgiler tarafindan ilksel bir bitki olérakkkabul edilirken
zoologlar da ilksel 5if hayvan tiirii oldugunu ileri siirmektedirler (71). Hizli
yagam siklusu nedeniyle 31t01031k lncelemeler agisindan gok uygun olmasinln
yanl sira uyumlu fark111a§ma siireci de biokimyasal incelemelere biiyiik olanaklar
saglamaktadlr. Mikroo:ganizmalarln birgok 8zelliklerine ve deneysel agidan ko-
lay11kiar;pa sahip ol@a51y1a birlikte cok hiicreli organizmalarin genel karakte-
ristiklerini de gﬁstermési Dictyéstelium dQSCOideum'uh evrimsel agidan dnemini
bir kat daha arttirmaktadir (45). Bir anlamda tek hiicreli yagamdan ¢ok hiicreli

"diizeye gegigin anahtar organizmalarindan birisidir_diyebiliriz.

Tek hiicreli organizmalarda milyarlarca yil 6nce olugan biokimyasal pro-
seslerin giiniimiiz yiiksek organizmélarlnda da belirli 8lgiilerde korunmug plmas1
ilgin¢ bir olgudur. ¢ok hiicreli organizmalarin-morfolojik 6zellegmeleri digin-
da enerji itiretim siiregleri ve biosentez yollari hemen hemen degigmemigtir,
.Genetik kod'un‘evrenselligi ve pfotein sentezlerinin 6zgﬁ1:ﬁekanizmasi bize su

gergepi kanitlamaktadir ki, genetik bilginin temel olugturacak duyarllllgé



ulagmas1 gerceklegtikten sonra bu agamadan dte olugan degigimler gok sinirli

sayida olmugtur (71).

Yiiksek yapili organizmalarlniyaklaglk olarakkbif milyar yi1l &nce var ol-
maya bagladiklari gbz Oniine alinirsa bu olugum sﬁreci'igerisinde kendi bagina
ygpyeni bir yapinin olugmasindan ¢ok, daha alt diizeydeki canli organizmalarin
sahip olduklari fizyolo}ik fonksiyonlaylﬁ daha iist diizeydeki yeni kombinasyon—
larinin séz konusu qldugunu gdriiriiz, Bu nedenle evrimin alt basamaklarinda yer
alan organizmalar ﬁzerindq yapilan ve bir siireci agiklamaya ydnelik temel galig-—
malarin ortaya glkafdlgl gergekler, zincirin {ist basamaklarinda yer alan orga-
nizmalarin anlagilmasina da 1§ik tutmaktadir (71). Dictyostelium discoideum'un
bu giine kadar geregince ﬁzerinde‘durulmamlg bir y8nii olan steroid hormonlarin
etki mekanizmalarlnin incelenmesinin organizmanin yasam siirecinin daha detayli

anlagilmasina yardimci olacagina inanmaktayim.

1- Dictyostelium Discoideum'un Yagam Siireci

Akrasia orderinin miksomikofita filumuna ait olan Dictyéstelium discoideum
dogal ortamda.ormanlarin nemli_toﬁraklarlnda, yapraklar arasinda yagamini siirdii-
rir (100). 11k olarak 1935 yilinda Raper, Kuzey Carolina ormanlarinda bu tiri
‘saptamig ve &aha ;onralarl da diinyanin gegitli yerlerinde, benzer ekolojik ko-
;ullarda rastlanilmigtir (18,21), Hiicreler orman zemininde bakterilérié besle-
nirler vé‘diger ameboid canlilar gibi ikiye bdliinerek gogalirlar. Bulunduklari
zemin {izerindeki besin kaynaglytﬁkenince D.discoideum'u benzeri organizmalardan
ayiran kendine &6zgii, karakteristik bir farklilasma siireci baglar (71). Hiicreler
agag dallari goriiniiminde ve 105 hiicre say151né ulagan #ﬁﬁelef olugtururlar

(Sekil,1), Bu kiimeler tim kiitleyi kaplayacak bir zar olugturarak bir araya



toplanirlar. Tek tek hiicreler halinde baglayan siireg gok'hﬁcreli bir agamaya
gegmeye baglamigtir. Tek bir organizma gibi davranarak bulunduklari zemine dik
bir diizlemde yiikselmeye baglarlar (Sekil,2). Kabuksuz bir siimiiklii bScek gdrii-

niimiindedirler, yalanci plazﬁodyum diye adlandirilirlar (45).

Yiikselmeye bagladiktan bir siire sonra yalanci plazmodyumun hareketi dufur
ve 6n ucundé meyvali gdvdeyi olugturacak bir seri farklilagmalar Ba§iar. Bu
agamada ana kiitlenin uca yakin hiicreleri, artan miktarlafda seliiloz sentez et-
‘meye baglarlar (71). Olugan bu seliiloz kabuk igerisinde, hiicreler genigleyerek
vakuolize olurlar ve spor’keseéini tagiyacak olan sapi meydana‘getirirler. Yﬁk-.
selen sapin agik ucunda gittikge artan sayida ﬁﬁcreler‘birikmeye baglar (9).
Sapin igerisindeki ﬂﬁcreler geniglemeye baglayarak tiim kiitleyi yukariya dogru
kaldirirken ugtaki hiicrelerde kapsiiler bir yapi olugturmaya baglarlar. Bu siireg,
hﬁcrelerin bir kisminin sab iginde yer almasi ve geri kalanlarin da sporlari

olugturmasiyla sonlanir (71). Meyvali gdvde olusmusgtur (Sekil,3),

Sap1 olugturan hiicreler genigleyerek Qakuolize olduktan sonra canlilik-
larini daha fazla devam ettireﬁezler. Fakat sporlar ag11k,‘su kaybi, 1s1inin
yikselmesi ko§ullaf1 altinda da uzun siire canliliklarini devam ettirirler, Dig
etkenlerle patlayan spor kesesinden4etrafa yayilan sporlar besli ortami bulduk-

larinda filizlenerek yagam siire¢lerini devam ettirirler (9).

2~ Ameboid Agama

a) Vejetatif Cogalma Kosullari:

Dictyostelium discoideum'un dogadan yabani olarak elde edilen tiirii
laboratuvar kogullarinda degigik bakterilerle beslenerek yeti§tiriiebilmekte—.

dir (9). Bu amagla Escherichia coli B/r veya Aerogen bakteriler kullanilmak-
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Sekil,l,- Kiimelenme agamasindaki birgok hiicrenin kemotaktik
merkezlere dofru hareketleri afag dallari geklinde bir gdriiniim
vermektedir, Tek amipler gok kiigiik noktalar halinde aralarda

goriilmektedir (71),



Sekil,2,- Hareket halindeki bir yalanci
plazmodyumun yukaridan gdriiniigii, Ince-
lerek yilikselmeye baglayan {ist ug ve
zemin iizerinde kalan ylizey kilif ta-

bakasi agikga gdriilmektedir (71),

Sekil,3.- Meyvali Govde olugumu, En yiiksek tepe noktaya ulagma
agamasinin sonucunda olugan spor kesesi ve lizerinde yer aldifi

sap olugumu (71),



tadir (100). Bakteri‘sﬁspansiyonlarl, gerek canli gerekse de otoklavlandiktan
sonra amiplerin gogalmasi i¢in en uygun besin kaynagini teskil ederler (56),
Dogadan alinan tiiriin bakterilerin bulunmadigi, yapay bir ortamda yetigtirilmesi
i1k zamanlar miimkiin olmamigsa da, degigik tﬁretmelefle uygun bir 1likid ortamda
gogalébilen NC-4 tipi elde édilebilmigtir (9). R. Sussman 1967 yilinda ilk kez
proteoz pepton, dekstroz, ﬁaya ekstrakti, karacifer ekstrakti ve fetal s1f1ir
serumu igeren bir ortamda cogalabilen Ax-1 tipini izole etmigtir (105). Daha
sonralari HL-5 adi verilen daha basit besi‘ortamlnda gogalabilen Ax-2 tipi de

izole edilmigtir (107).

Laboratuvarda geligtirilen bu tiirler 2x106 hiicre/ml yogunluguna kadar,
iki misli olma zamani 8-10 saat olmak iizere eksponansiyel olarak gogalirlar.
2xlO6 - 2x107 hiicre/ml arasinda gofalma kararlidir (98). 2x107 hiicre/ml dege-

rinin {izerine ¢ikildiginda ortamda konsantrasyonu artan bir transkripsiyon

inhibitorid nedeniyle gofalma yok denilecek kadar azalir (35,112).

Tiiretilmig tiplerle yapilan galismalarda, HL-5 besi ortaminda gogalmal

esnasinda hiicre siklusu da incelemmigtir (58)(Sekil.4).

b) Dictyostelium discoideum'un Ameboid Hareketleri:

Solid bir zemin {izerine tergedilen b. discoideum hiicreleri diger
eukaryotik hiicrelerinkine benzer gekilde lokomotor hareketler yaparlar (96),
Birgok orgahizmalarln ameboid davraniglari ig¢in kabul edilen degigik teoriler
olmakla‘birlikte kassi1z sistemler igin en gegerli olasilik, ¢izgili kaslarin

kullandig1 aktomiyosin kontvaktil sistemine benzer bir sistemin gegerli



Sekil,4,- Hiicre siklusu, A3 tipi hiicreler ile HL-5 besi ortaminda
22°C'da incelenmigtir, Mitoz 1.5 saatlik bir peryotta olugur (M).
Biiyiime Fazini (G ) DNA sentezinin oldugu faz takip eder (S).

tkinci biiylime fazi ise 4 saat _siirelidir (G2) (58).‘

olmasidir (54, 71). D.discoideum'un ameboid hareketleri esnasinda benzer bir
kontraktil siséemin gegefli oldugunun kaniti hareket halindeki hiicrelerde aktin
ve miyosinin bulunmusg olmasidir (24), Elektron mikroskopisiyle yapilan calig-
malarda da D, discoideum’un» hiicre membranina yakin mesafede ince filamentlerin
dizilmig oldugu gdriilmigtiir (37). Bu gézlemleriﬁ 1511 altinda ameboid hare-
ketin, hiicre iginde bulunan bagli ve serbest aktin'moiekﬁllerinin relatif hare-

ketiyle saglandigi kabul edilmektedir (99).

c) Beslenme:

Dictyostelium discoideum hiicrelerinin besinlerini almasi fagositdz yo-



luyla olmaktadir. Bakteriler, besin vakuollerine lisosomlarin fiizyonu ile ortaya
gikan enzimler aracilipi ile vakuollerde sindirilmektedir. Bakteriyel besinlerin
¢ogu sindirim sirasinda pargalanarak kullanilmakta, pek az1 sindirilmeden kal~

maktadir (17).

3- Kiimelenme Agamasi

On binlerce hiicrenin belirli bir merkeze dogru akiglari ile baglayan
ilging siire¢, akrasia orderi digsinda pek az sayida organizmada gdriilmektedir,
D. discoideum hiicreleri nemli bir ylizey iizerinde agliga terkedildikleri zaman
baglangigta hareketleri rastgeledir, A¢lik baglangicindan 6—10‘saat sonra
cevredeki hﬂcfeleri kendilerine g¢eken merkezler olu§ﬁaya baglar, Hiicre yogun-—
lugu 1ile bagintili olarak 10 saate kadar gikabilen bir silirede tek tek hiicreler
halkali bir goriiniim igerisinde merkezlere dogru dnlgali bir akisla hareket

ederler. Merkeze dogru akigs tamamlandifinda yaklagik 0.5 mm ¢apinda hiicre kiime=~

leri olugur (71).

a) Kemotaksisz

Otuz yila yakin bir siire dnce John Bonner tarafindan yapilan ilging bir
gdzlem, D.discoideum hiicrelerinin kiimelenmesinin bazi hiicreler tarafindan ya-
yinlanan bir bilegigebbagll kemotaksis ile ilgili oldugunu ortaya g¢ikarmigtair,
Bonner‘bu’bilegige "Akrasin" adini vermigtir (6,7). Aradan gecen uzun yillar
boyunca akrasin bilegiginin yapisi aragtirilmig ve 1969 yilinda aranilan ceva-

bin Siklik Adenozin Monofosfat, cAMP oldufu saptanmigtair (13),.



A¢ kalan D, discoideum hiicrelerinin ¢ok hiicreli yapiya gegiginde gérekii
temel bilgi, hiicreler arasinda cAMP pulslarlyla iletiimekfedir (9, 92, 97). Kim~
yasal mesaja cevap olarak hiicreler kiimelenmeye yatkin konuma gec¢mek {izere fark-
li1lasmaya baglarlar ve kendi baglarina, ritmik olarak cAMP yaylnladlklérl varsa-
yilan merkez hﬁcrelere dogru hareket ederler (9, 91), cAMP arac111g1y1a iletilen
mesaj,hﬁcrele; tarafindan plazma membranindaki reseptdrler araciligi ile tanim-
lanmaktadir (37,40,41,49,52,60). D.discoideum da hiicresel adenil siklaz enzimi-
nin bir kismi plazma membranina bagli oldugundan dig ortamdaki cAMP konsentras—

yon degigiklikleri siiratli bir bigimde hiicre ig¢ine yansimaktadir(27,74,93,94).

Bir cAMP pulsu ile uyarllaﬁ hiicre, ilk bir iki dakika igerisinde hiicresel
cAMP diizeylerini arttirarak bir kismini hiicre disina yayimlarlar (62,75,92,97),
Pulslar halinde cAMP yayinlanmasi, gok sayida hiicrenin igbirligi ig¢inde kiime-

lenmesine neden olur (9,91).

~ b) Peryodik Hareketler:

D, discoideum'un yogun olarak kiimelenen hiicre gruplari mikrosinematografi
ile incelendiginde, keﬁotaksis sﬁresinpe hiicrelerin ne gekilde davrandiklarinin
anlagilabilmesi miimkiin olmugtﬁr. Kemotaksise ﬁérayaﬁ hiicreler, digaridan igeriye
dogru merkezi dairesel Aalgalar geklinde ve~5—7'dakika11k peryotlarda yayilmak—-
tadirlar (38,91). Hiicresel yer degigtirme hareketinin yﬁﬁ degigtirmeksizin mer-
keze dogru devam etmesi, hiicrelerin 5-7 dakika sﬁfen ve cAMP yayinlamadiklari
cevap31z'bif siirece girmeler%yle agiklanmaktadir (99). Adenil siklaz enzim
aktivitesinde ve cAMP'nin hiicresel reseptdrlere baglanmasinda meydana gelen
uyumlu dalgalanmalar, s¢z konusq cevapsiz silirecin molekiiler diizeyde ah1a§11-

masina yardimci olmaktadir (60),



10

D. discoideum hiicreleri igin cAMP cevapsiz bir siirecin var olmamasi
kogulunda hiicreler siirekli olarak cAMP iiretecek ve yayinlayacak, bdylece de
hiicreler arasi uyumlu birlik bozulacak, peryodik hareketler gergeklegemeye-

cekti (71).

Peryodik hareketlerle belirli merkezlere dogru ilerleyen hiicreler kiime-
lenerek hiicre gruplarini olugtururlar, Peryodik hareketler, tek tek D,discoideum
niicrelerinin birlikte hareket ederek gok hiicreli agamaya geg¢iy silireglerinin

ilk basamagidir,

c) Hiicre-Hiicre Cekimi:

Farklilasma bagladiktan kisa bir siire sonra eger hiicreler tuz g¢dzelti-
lerine konulup karigtirilirsa kiimecikler olugarak ¢dkelme baglar (14).-Bu ko=
gullar altinda ortama eklenecek olan 1 mM EDTA kimelegmeyi onler (43). Hiicre-
lerin agliga terkedilmelerinden 8-10 saat sonra fosfat tamponuna konulup
karigtirildiklarinda ortamda 1 mM EDTA bulunsa biie kiimecikler olugtururlar

4(3,71,101).

Hicre hiicre ¢ekimi biiylik bir olasilikla hiicreler arasi kdpriiler olug-

+ . ‘ . .
turan Ca+ iyonu tarafindan uyarilmaktadir (14). Bu nedenledir ki ortama ek-
lenen EDTA, hiicre ylizeylerine béglanm1§ olan Ca++ iyonlarini kelatlagtirmakta

ve hiicre hiicre gekimi engellenmektedif‘(7i).

Hiicre yiizeyindeki iyonik denge degigmesinin yani1 sira daha bagka faktdr-
lerin de hiicre hiicre ¢ekimi iizerine olan etkileri incelemmigtir. D, discoideum'un
kiimelenmig hiicrelerinin yiizeylerindeki komponentlere kargi spesifik bir anti-

sera'nin hazirlapmasi miimkiin olmugtur (4). Hazirlanan seradaki antikorlar farkli-
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3§§maya’ugrayankhﬁcrelgri kiimelendirip ¢Oktiirebilmelerine kargilik vejetatif
hiicreler iizerinde etkisiz kalmiglardir. Bu antikorlarla étkilegime giren hiicre
yﬁzeyindeki 6zglil komponentler, farklilagmanin baglamasindan ancak 9 saat sonfé
ortaya glkméktad1r1ar (3). Bu siireden sonra EDTA etkisiz kalmaktadlf.,Yﬁzey an-
tijenlerinin ortaya gikmasiyla artan kohe%yon gicli arasinda yakin bir iligki

vardir (71).

Farlilagmanin ilk 6-12'35at1eri arasinda hiicre ylizeyinde meydana gelen
farliliklarin yani sira membranin ultrastrﬁktﬁrel yapisinda da birtakim degigik-

liklerin oldugu gdzlemlenmigtir (1). cAMP'nin Eulundugu_inkubasyon ortaminda
membran striiktiiriinde meydana gelen degigikliklerin gok daha &nce bagladifi go-—
rilmiigtiir (49). Kimelenme agamaélnda CAMP sadece kemotaktik bir ajan olarak
kalmiyor, ayni éamanda hiicre-hiicre ¢ekimini arttirici bir takim degigikliklere
de sebep oluyor (49,59).

Kiimelenme agamasinda s6z konusu olan ;rosesleri gok sinirli ve &zet olaral
agiklamaya galigtik. Ortaya'glkan goriintiiyld topérllyacak olursak: A¢liga terke-
dilen hﬁcreler, hiicre disgi éAMP konsantrasyonunu sinirly tutacak fosfo diesteraz
enzimini yaflnlamaya bagiarlar (89). Birkag saat sonra yine hiicrelerin yayinla-
d1g1 6zgil bir inhibitdr fosfo diesterazi etkisiz’hale‘getirir ve bir cAMP gra-
diyenti olugur (39,90). Ortamdaki birkag hiicre siirekli olarak cAMP yayinlarken
gevredeki hiicrelerde bu uyarana dogru harekete gegerler; Harekete gegen bu hiic-
relerde ayni zamanda diigiik konsantrasyonlarda cAMP yay1nlér1ar. Bir cAMP pulsu
yayinladiktan soﬁra ikinci pulsa kadar hiicreler, 5;7‘dakika11k cevapsiz péryoda
girerler, Hiicreler giderek merkezxerde birikmeye bagladiklarinda, plazma membra-
ni igine de girebilen/spesifik bir pro;ein sgnpezlemefe bé§1ar1ar. Bdylece gider
artaﬁ hiicre gekimi saglanir. Sonugta hiicreler gok siki kiimecikler olugtururlar v

iderek jalan01 plazmoidal a§amaya dontigiim gergeklegir (71),
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4= Yalanci Plazmoidal Asgama

D. diséoideum'unfmoffogenezi esﬁasinda yalanci plazmoidal agama zorunlu
bir basamaktir, Bu agamada, kiimelenmig olan hiicrelerin seliiloz bir tabakayla
kapli, parmak gﬁrﬁnﬁmﬁnde bir yapliolugturmalarl soz konuéudﬁr (71)‘(§eki1.5.).

"Yalanca plazmoidalhyaplyl 01u§tﬁran hiicrelerin sayisi 100 ile 100 000 arasinda

degigir. Bu saptama{kﬁmelenﬁe alanindaki hiicreler sayilarak yapilmigtir (11).
'Yalanc1 plazmoidin zaman zaman kayda deger uzakliklara gﬁé étmesi sbz

konusu ise de, bu agaﬁada goc etme fonksiyonu temel bir Szellik taglmamaktadlf.

Hiicrelerin yalanci plazmoidal agamaya gegigleri, ylizey koruyucu kilifin
zemine kadar uzanmasi ve en son hﬁcreleri de kapsa;331na kadar devam eder, Ya-

" lanca plaémoidal yapinin d1§ goriinilig olarakk51n1r1ar1n1 belirleyen etkenler,
hiicre hareketléri nedeniyle ortayé ¢ikan hiicre-hiicre gekimi ve ilistteki koruyucu
kilifin Bzellikleridif (71); Cok geﬁié kﬁmeler.olugtugunda bu yapi pargalara
b&liinlir ve ayri ayri yalanci plazmodyumlar olugarak kendi sireysel farklilagma~
larini siirdirtirler. Genig bir kiimeden olugmug biiylik hacimli bir yalanci plaz= "~
modyumun gog etme anlndé daha kiigiik parcalara balﬁnmeéi de s6z konusu olabi-
lir (71).

farmak benzeri bir yapinin olugmasindan sonra yalanci Plazmodyum biikii-
lerek yatay konuma geger (71)»($ekil.6)f Yalanci plazmodyumJbufkonumﬁnu birkag
gﬁn devam ettirerek 2emin {izerinde yer degigtirebilir, santiﬁetrelerce yol ala-

bilir., Bu gekilde yer degigtirip gdg edebilmeyi kolay1a§tlran kogullar, yiiksek
nem orani ve diigiik ionik konsantrasyondur (83), Herhangi,bir tek veya ¢ift
- degerlikli ionun ortamda bulunma51 gogetmeye engel olur ve kiimelenmenin oldugu -

yerde en yuksek tepe noktaya u1a§ma asamasinin ba§1ama51na neden olur (76).



Sekil,5.~ Yalanci Plazmodyum, Kiimelenmig hiicreler bir ylizey kilifla

gevrelenmis ve zemin ilizerinde yiikselmeye baglamistir (71).

(

., 0.5 mm

i ——

Sekil,6,~ Yalanci Plazmodyumun hareket etmeye ba§iamas1. Yalanci
plazmodyum zemin {izerine uzanir ve yatay olarak hareket etmeye.

baglar (71).

13
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Yalanci plézmoidal agamada, tiim kiitle gSgetmeye baglayip yer degigti-
rirken sadece ug¢ kisimda uzamaya baglayankyeni bir krlif tabakasinin olugumu
s6z konusudur, Hiicreler devaml:i iieriye dagru hareket ettiklerinden yeni kilifin
i¢ine yerlegirler ve eski kilif yapisi zemin ﬁzerindé kalir (33). Yeni olusan
kilif, ug noit331 diginda hareketsizdir, hiicreler ileriye dogru hareket ederek
igine yerlesirler, Yalanci plazmodyumun go¢ etme siirecinde saga, sola ve arkaya
dogru hareketi sz konusu degildir, on ucu dogrultusunda ilerler (34), Farkla
yénlerdeki hareketleri 51n1rlayan‘yﬁzey k1l1f tabakasinin var olmasi, tek ydnli
hafeketin nedeni olarak kabul edilmektedir, Mikro cerrahi ile u¢ kisimdan kilaf

tabakasi g¢ikarildifinda yalanci plazmoidal agamadaki hiicrelerin her ydnde hare-

ket edebildikleri gézlemlenmigﬁir (70) .

Yalanci plazmodyumun ggedebilme hizi kiitlesel biiyiikliikle dofru orantili
olarak degigir. Daha biiylik kiitleler daha hizli hareket edebilmektedir. Kiigiik
hacimli yalanci plazmodyumlarda gdg¢ etme hizini sinirlayan neden bilinmemekle

birlikte, yilizey kilif olugumun etkin bir roli oldugu diigliniilmektedir (31,71).

Dictyostelium'un yalanci plazmoidal agamada 1giktan etkilendigi ve
bunun kaniti olarak ta 1gik kaynagina dofru go¢ ettigi bilinmektedir (8,78).
Isiga karsi duyar1111k gosteren biitiin sistemlerde dig kaynakil 151k, duyar—
1111k cevabini olugturacak biokimyasal bir siireci hareketeﬁgegirir. Bu siireci
agiklamaya yonelik calismalarda, etkin fotopigment'in (fototaksin) % 90 saflag-
tirilarak izoie edilmési bé§ar;1m1§tlr (79). Isik etkisiyie fototaksin‘rever—
sibl bir fotooksidasyona ugramaktadir, Okside olan fototaksinin yalanci plaz-
modyumun hareketine neden olacak feaksiyonu baglatmasi gerekir., Molekiiliin
mitokondiriyel yapida lokalizasyonu, 1gik uyariminda bu organeldeki bazi bio—»

kimyasal siireglerin etkilendigini diiglindiirmektedir (71). Fakat tlim proses
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detaylariyla birlikte heniiz aydinlatilamamigtir,

Is1 gradiyentinin s6z konusu oldugu bir ortamda yalanci plazm@dyumun
daha illk bolgelere gdg ettigi dé g621em1enmi§fir (12). Tek tek hiicrelerin
1s¥ gradiyentinde herhangi bir y6n1énme ve gdg étﬁe egiliminde olmadiklari gdz
anéne alinirsa yalanci plaémoidal agamédaki bu’hassasiyétin yiizey kilifin bi;-
‘1e§tirici ve‘y6n1endirici 6ze11ikierinden kaynaklandlgi varsayimi oftaya

gikar (12,71). .

5- En Yﬁksek‘Tepe Noktaya Ulagma Agamasi

Yalanci’plazmoigal agamahin sonunda kiitlenin ﬁst;ucundaki hiicreler
yﬁkselmeye baglaflar ve bir dizi farklilasma sonucufmeyVall gévdenin olugumu
tamamlanlr (71). En yiiksek tepe noktaya ulagma agamaélna gegig koguliarl
heniiz tam anlamlyla an1a§11amam1§ olmakla birlikte, gdg etme ola511121n1 or-
tadan kaldlran b1r takim sureglerln bu agamada yer aldiklari aglktlr. Duguk

nem orani, yiiksek 1s1 ve 1gik bu agamaya gegigi hlzland1ran-etken1erln en belli

‘baglilaridirlar (76).

g)vSap‘01u§umu:

 En yiiksek tepe noktajé ulagma agamasi baglarken aﬁa kﬁtle ile ucun -
yiikselmeye baélad1g1 boyun bblgesinde seliiloz igeren Bir halka olugur (84).
'Gerék kiiglik gerekse bﬁyﬁkkhac1m11 yalanci plazmodyumlarda)olhgan bu halka,
,boyuh bglgesindeki.pefiferik hﬁcreier tarafindan”ﬁretilir} Varséy11diglné
gore hiicrelerin yuzey k1lifla temasta olmalara seluloz yaylnlanma31 igin

o

gerekll én k0§u1dur (36 46) Boyun bolge51nde olugan seliiloz yapili halka
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giderek uzar Qe tiim kﬁtleyi_kapsayacak tubuler bir tabaka olugturur, Olugan

sap kilifinin igine yerlegen hiicreler vakuolize oluflqr ve ﬁac1mlar1 3-4 kat
artar, Hﬁcre-ﬁﬁcreladeZyonu hiicrelerin bir kismini yiikselen saptan a§ag;ya dogru
iterken bir kisim hiicreler de sapin orta kismi etfaflnda igbiikey bir yiizey

olugtururlar (71).

Uzayan sap,,hﬁcfelerin lizerinde yﬁkseldikieri zemine ulagtiginda bu ydn-
deki geligme s1n1rlanmi§ olur. Sap ile zeminléras1nda bir destek olﬁ§turmak izere
az sayida hiicre temas yﬁzeyindé birikir. Sapin yukariya dogru uzaﬁas1 devam
ederken yukari ugtaki hiicreler sap kanali igine yerlegip vakuolize olurlar've
y;n duvarlari §1u§turmak tizere seliiloz yayinlarlar (Sekil.7) (109). Bu égamada
olusan sapin temel yapi maddesi sélﬁlozdur. Dayanikliligi saglayan ig matriksteki

seliiloz duvarlari da sap igine dahil olan hiicreler olugtururlar.

b) Sporlarin Olugumu:

Spor hiicrelerinin keseciklenmesi, yiikselen hiicre kiitlesinin ucunda baglar
(84). Kalin hiicre duvarli sporlarin olugmasi bir seri sitolojik degigiklikler so-
nucudur. Sapin yapisina girmemig olan biitiin hiicrelerin keseciklenmesi tamamlandi-~

ginda en yﬁksek tepe noktasina ulagma agamasi da sonlanmig olur,

Sporlari §evre1eyen duvarlar protein &e seliiloz igeren gok tabakali bir
yapiya sahiptirler. Spor duvarlarlnlnb"Spor énCe;i vesikiiller" deniien orgénel—
lerden olugtugu ileri siirlilmektedir (73)., Yapilan incelemelérde bu vesikiillerin
' yalanci plazmodyumun ug¢ kismindaki hiicrelerinde bulundugu saptanm1§t1r. Varsayil-
digina gdre bu kalin duvarli vesikiiller, sﬁor’hﬁcreleriﬁin glazma zary1 ile fiiz-
yona uframakta ve kéndi‘igeriklerini spor keseciklerinin dig duvarlérlna aktarmak—

tadirlar (47,73).



s
o
.

$ekil.7.- Ust karede hiicrelerin sap igine girisleri gdriilmektedir.
Ugtaki hiicreler (T) gok sikigik olarak bir arada Bulunmaktadlrlér. Spor-
lari olugturacak hﬁcrelerinv(S) aralarinda daha fazla bogluk vardir.
Olugmakta olan sapin borucuk kanalina giren hiicreler (E) ise geniglemeye
baglar ve vakuolize olarak seliiloz duvarlar lizerine yerlegirler (W).

Alt resimde ise olgunlagmig bir sapin kesiti gBrulmektedir. Hiicreler

daha kati bir konum almiglardir (71),.

17
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‘Farklilagmanin sonuna dogru, spor Oncesi vésikﬁllerin 01u§maslndan
birkag saat sonra, yuvarlak zarlarla gevrili, ﬁeterogen vesikiil gruplérl mey-
dané gelir, Spor oncesi vesikiillerle plazma zarinin fiizyonunu baglatan meka-
nizma heniiz aydinlatilamamig olmakla birlikte belirli bir miktar spor Sncesi

hiicrenin keseciklenme i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (47).

c) Filizlenme :

Keseciklenme tamamiandiktan sonra sporlar aylarca agilga, susuzluga
ve canli amiplerin dayanamayacag: sicakliklara (45°C'ye kadar) dayaniklilik
gdsterirler, Bunlarin yani sira sporlar, ultrasonik titregimlere dayan1k11d1riar
668). Sporlar, kesecikler dagilip igerikleri gevreye yayilincaya kadar uzun
slire bir tiir uyku haline benzer kbnumlar1n1 devam ettirirler. Kesecikler iginde~

ki bu uzun siireli kararli halin korummasini Filizlenme . Inhibitdrii denilen

faktdr saglamaktadir (22). Gérek vejetatif agamada, gereks; de farklilagmanin
filizlenme agamasina gelinceye kadar hiicreler bu inhibitdrii yayinlamazlar.
{izerinde spor kesesi bulunan meyvali gdvde riizgarin, yagmurun,veyabfi—
ziksel bir dokunugun etkisiyle devrildiginde spbrlar etrafa sagilirlar ve
bSylece Filizlenme inhibitdrii de etkinligini yitirmig olur. Bundan sonra bir
dizi basamaklardan gegilerek sporlarin filizlenmesi tamamlaﬁlr (26). Filizlenme
inhibit&riiniin etkisinden kurtularak aktive olan sporlar, yaklagik bir saat
‘sonra gigmeye baglarlar., Kisa bir sﬁfe sonra~éitobla£mik graniiller ortaya g¢ikar
ve kontraktil vakuoller ﬁonksiyon gbrmeye baglarlar. Aktivasyondan yaklagik
dort saat éonra ana kesenin iginden ¢ikan kiigiik keseciklerde patlayarak etrafa
yayilirlar, Bﬁylece amebc id ya§adti tekrar baglar ve yagam slirecinin vejetatif

agamasina geg¢ilmig olur.
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Dictyostelium discoideum'un yagam siirecinde vejetatif amiplerden bag-
1ayarak farklilagma agamalari ve tekrar vejetatif agamaya gegig Ozetlemmeye
caligildi. Kimelenme agamasinl takibeden farklilasma agamalari Sekil 8 ve

9'da birbirlerini takibeder gekilde gdriilmektedir.

bomrmemed
0.25mm

§ekii.8.— Solid bir zemin iizerinde agliga terkedilen hiicreler kiimelenme
agamasinl tamamladiktan sonra soliﬁst karede goriildigi gibi yalanc1‘
plazmbidal‘égamaya*gegerler. Aglik baélang1c1ndan bu agamaya gelinceye(‘
kadar gegecek olan siire yaklagik sekiz saattir, 12.saatte'"ilk parmak
olu§umu"‘éefgeklegmektedir. Resimde 9-16. saatlef araslndaki agamalar

gdriilmektedir (71).
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Sekil.9.- Farklilagmanin, aglia terkediligten 17-24 saat sonraki

J

agamalari, 17,saatte "ikinci parmak olugumu" gérgek1e§ir. 20-22,
saatlerde baglayan sap olugumu 24, saatte tamamlandiginda spor kese—
sinin oluéumu da tamamlanir ve morfolojik degismeler yeni bir filiz-

. lenme gergekleginceye kadar sona ermigs olur (71).
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6— Genetik Acidan Degerlendirme

Bakteri ve viruslarda metabolizma olaylarinin kontrol mekanizmalarinin
agikliga kavugturulmasinda genetik analizlerin temel bir rol oynadiy. bilinen
bir gergektir (55). Benzer yak1a§1ﬁ1ar1n farklilagmaya uéra&an sistemlerde de
, uygulanma31, bu sistemlerde programlanmig sentezlerin ve morfogenezin temel
basamaklarinin ag¢ikliga kavugturulmasi caligmalarina isik tutmaktadlr.'Bﬁyie
bir yaklaglmda‘bulunmak i¢in model segilecek organizmalarin baginda da
Dictyostelium discoideum gelmektedir., Haploid olugu, tek hiicreli g¢ogalma fa-
zin1 takiben cok hﬁc;eli bir farklilagma a§amaé;n1n yer_aidlgl 8zgiil bir

yagam siireci olmasi meseleyi daha ilging kilmaktadir.

Dictyostelium discoideum'un genetik analizlerinin gergeklestirilmesinden
sonra ortaya konulan gegitli yaklagimlar, farkllia§ma slirecini éydlnlatma ga-
ligmalarina 1sgik tutmugtur; Bu yaklaélmlarln birisinde g¢ok sayida farkli morfo-
“lojik degigmeler gdsteren mutantlarin izolaéyonu améglanm1§t1r (111). ﬁﬁylece |
fark1i1a§ma sﬁrecinde’etkin rol dyna&an degigkenlerin saptanmasi ve siireg ige-
risiﬁdeki degigik basamaklar arasi iligkilerin ortaya konmasi miimkiin olmugtur,
Yapilan gﬁzlémlerde, devamli olarak yinelendigi gbriilen bir nokta, kiimelenme
Yetisini kaybetmig mutantlarda spor kesesi ve saﬁ olugturabilme olanaginin
ortadan kalkmig olmasidir, Daha aglk bir deyigle ok hiicreli kiimelerin olugma-
sinda yer alan bazi siiregler, hiicrelerin daha ilerideki farklilagma a§ama1ar1n1

gerceklegtirebilmelerinde etkin bir rol oynamaktadirlar.

a) Paraseksiialite:

D. discoideumun normal yagam siirecinde zorunlu bir seksiiel faz yoktur,

Hemen hemen biitiin haploid hiicreler kiime haline gegebilir ve morfogenez esna-
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sinda haploid sporlar iiretebilirler. Ara sira bazi hiicrelerin bir digerini yut-
tugu goriilmiistiir (53). Uygulanan sitolojik yontemlerle asimile ediimig nukleusqn
akibetinin ne oldugu anlagilamamigtir, 01a5111k1arAya parcalanacagini, ya da
karyogamiye ugrayarak diploid Bir hiicre ortaya glkacaginl gastermektedir./

Sussman ve Sussman'in galigmalarinda karigik iki poéulasyondan hareket edile~

rek diploid bi: serinin elde edilmesi miimkiin olmugtur (104).

b) Sekstialite :

NC-4 serisinin Séksﬁel ¢iftlegme yapabilen bir tipine bugiine kadar rast—
‘lanmamlg olmasina ragmen, degigik ydrelerden izole‘edilmi§ serilerle bir araya
getirilip karigtirildiginda, giftlegmé behzeri bir reaksiyonla Makrosist deni~
len olugumlarin meydana geldigi goriilmigtiir (23, 30). Bu olusum gekil 10, da

goriilmektedir..

NC-4 ve V-12 serilerinin hiicreleri, besi maddelerinin bulunmadagi bir
ortamda karigtirilarak bir arada bekletilirse kiire bi¢iminde kiimecikler olug-
tururlar ve bu kimeciklerin iginde de makrosistler olugur. Bu olugum yaklagik
~ olarak 100 hiicreyi igerir've ¢ift katla bir zarla g¢evrilidir. 01u§umun ortasinda
dev bir hiicrenin geligtigi ve bu dev hiicrenin geriye kalanlari yuttuktan sonra
kararli bir uyku devresine girdigi gézlenmigtir (29,30)., Bir hafta veya biraz
daha fazla bir siire sonra dev hiicrenin bﬁiﬁnmeye ba§1ayarak bir endosit popu~
lasyon olugturdugu gdriikir. Bu giine kadar elde edilen kanlﬁlara gore, ciftleg—

menin makrosistler ig¢inde oldugu ve endositlerin de meiotik b&liinmenin ardindan

olugan mitotik bolinmelerin iiriinii oldugu bilinmektedir (29,30).



$ekil.10.- D.discoideum'un makrosist yapisi. Farkli serilerin
hiicreleri karigtirilarak bir araya getirildiklerinde kiiresel

kiimecikler olustururlar. Bunlarin gapi 100 um kadardir (71),

23
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7- . Hicrelerin Korunmasi

Ozgiil mutant serilerle fizyolojik slireglerin analizi ve detayli genetik4
haritalarin ¢ikarilabilmesi, ylizlerce seri iyi karakterize edilebilmig hiicrele~
rin saglikli korunmasina baglidir. Farklilagma yetenegini yitirmemis serilerin

sporlari dondurulup kurutularak veya vakum altinda uzun siire saklanilabilir

(71). Daha kisa siireli saklamalar ic¢in sporlar silikajel {izerinde korunulabi-

lir. Sporlarin bozulmadan saklanmalari igin bir bagka ydntemde % 10 luk dimetil
sulfoksit igerisinde -70°C de bekletmektir. Bu yontemde kiimelenme yetenegini yitir-

mig serilerin hﬁcreleri bir yila yakin silire rahatlikla korunabilir (56).

8- ‘Fgrk111a§man1n _Makromolekiiler Incelenmesi

Dictyostelium discoideum'un farklilagma agamasina gegebilmesi igin
dig kaynakll besinlerden uzak kalmasi gerektigini biliyoruz.‘Fark111a§ma agama-
sindaki tiim aktivifeyi saglayan ve makromolekﬁler sentezler i¢in gerekli temel
maddeler ve enerji, endojen kaynaklardan kargilanmaktadir. O nedenle Dictyoste-
lium'un farklilagma agamasinda kuru agirlifr % 50 oraninda azalir (50). Bakteri

iizerinde gogalan amiplerin kuru agirligi 108 hiicre/8 mg'a kargi gelmekte iken,

farklilagma agamasinda 108 hiicre/4 mg degerine dﬁger (108),

Farklilagma a§am331nda oksijen tiketiminde de bir azalma goriilir (67).
Oksijen tiiketimi durgun agamaya girmig sporlarda Snemsenmeyecek kadar azdir, filiz-

lenmeye bagli olarak artar.

Besi ortaminda cogalmaya terkedilen hiicrelerin igerdikleri protein miktari- .
nin kayda deger nitelikte farkliliklar gdsterdigi bilinmektedir, 108 hiicreye

<arg1 gelmek iizere 2 ile 5 mg protein arasinda degigen degerier bulunmugtur (108).
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Bu degérlér'farklilagma siirecinde diizgiin azalan degerler geklinde é mg'a dﬁ§er,
ki bu da yaklagik olarak kuru agirligin Z 50 sini olﬁgturur (50). Farklilagma
sonQCUnda ortaya ¢ikan kuru agirlik azalmasi protein miktarindaki azalma ile
paralellik-géstermektedir (35). Farklilagma agamasinda toplam protein'iéerigi—
nin azalmasinin yani sira yenl protein sentezlerinin de devém éttigi unutulmama-

lidir (71,106),

Besi ortaminda g¢ogalan hiicreler 108 hiicreye karsi gelmek iizere 500 ug
karbénhidrat igerirler (108). Toplam karbonhidrat miktari farklilagma agama-
sinda hemen hemen degismeden kalir, Meyvali gdvdenin olugum siirecinde glikojeh
miktari yariya diiger (71), Bunun nedeni biyiik bir olasilikla glikojenin diger
yap1 elemani polisakkaritlere d6nﬁ§mesidir; Seliiloz, vejetatif hiicrelerde eser
miktardg bulunmasina kar§111k Meyva11 Gévde olugumunun kuru agirlik lizerinden

% 4'inii olugturmaktadir (71,102).

Dictyostelium discoideum; eukaryotik organizmalar iginde en diigiik DNA
igerigine sahiptir. Bakteri igeren besi ortamlndavgogalan hiicreler 0.36 pg
DNA/hiicre igerirler (2)., Bu miktarin bir kismi bakteriyel kaynakli olabilir,
Bir kargilagtirma yapabilmek igin inéanda hiicre bagina 6~pngNA bulundugunu
hat1r1amam1z’yeter1i (107). Farklllagmaﬁln ilk birkag saati igerisindg DNA
miktarinda 7 16'lik bir azalma oldugﬁ éaptanmlgtlr.‘Leach ve Ashworth bu azal-
manin besin vakuollerinde birikmig olan bakteriyel kaynakli DNA'nin degredasyo-
nundan ileri geldigini kanitlamiglardir (63). Fark111a§manin diger agamalarinda

DNA miktarinda bir degisim gdzlenememigtir (71).

-

Gogalmakta olan amiplerin 108 hiicresinde yaklagik olarak 1 mg RNA

bulunur. Farklilagma siirecinde bu deger yaklagik 0.4 mg'a diiger (108).
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Farklilagmanin herhangi bir agamasindaki protein sentezlerinin niteligi,
kismen o agamada mevcut olan mRNA molekﬁllerinin niteligine Baglldlr.-Farklllagma
sﬁrecinde, degigik agamalarda farkli protein molekiilleri sentezlendiginden her
agamada kendine 8zgii mRNA molekﬁllerinin liretildigi varsayilmakfaélr. Bu varsayi~
mlﬁ tek alternatifi, Onceden sentezlenmig mRNA karisimindan belirli miktarlarin
belirli agamalarda translasyona ugramasi 01a5111g1d1r ki, bugiine kadar ﬁ. discoi~
deum da transkripsiyon sonrasi béyle bir kontrol mekanizmasinin var.oldugu

heniiz kan1tlanamam1§t1r (71).

9- Farklilagmanin Enzimatik Acgidan Degerlendirilmesi

Farklilagmanin degigik agamalarlnda>sentezlenen proteinlerin bir ¢ogu,
spgsifik reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir. Vejetatif hiicrelerde varligi
‘saptanan enzimlerin bir kismi, farklilagmanin ba§lama51ndan/klsa bir siire sonra
kaybolurlar (48,71). D,discoideum'un yagam siirecinde amino asid metabolizmasi dra-
matik degigikliklere ugrar (80,81)., Gogalma siirecinde biosentezler igin amino
asit gereksinimi fazla oldugu halde farklilagma agsamasinda sadece temel enérji
kaynagi gereksinimi_kar§;lanm1§ olur, Bu dramatik dégi§ik1ik1eré 6rnek olarak
farklilagma siirecinde Tironin deaminaz-I enziminin gok siiratli bir bigimde kay-

bolmas1 gdsterilebilir (81),

B-glukosidaz-I enzimi, bakteriyel bozuhmaya yardimci olan lisozomal bir
enzimdir (25). Bu enzim farklllagma agamasinda Onemli bir rol oynamaz. Goalma
slirecinde sentezlenir, farklilagma agamasinda sentezi durur, Spesifik aktivitef
si de farklilagmanin dordiincii saatindan sonra siiratli bir diislig gosterir, Fark~
lilagma siirecinde ortéya ¢ikan B-glukosidéz-II enzimi ise kiimelenme agamasinin

sonuna dofru artmaya baglar ve sporlarda en yiiksek diizeyine ulagir (25). Galig-~



27

mamizda inceledigimiz B~glukosidaz enZimi, farklilagma slirecinde ortaya gikan
ikinci enzimdir, .
Enzimlerin bir kismi hem ¢ofalma hem de farklllagma'a§amalar1nda sentez-
lenirler. cAMP'nin sentezinden sorumlu Adenilat Siklaz enziminin her iki agamada
da, az veya ¢ok fonksiyonbgardﬁgﬁ saptanmigtir .(95), Vejetatif hiicrelerde, fosfo
lipid yikimina sebep olan Fosfolipaz A ve Lizofosfolipaz enzimlerinin gok yﬁksek
diizeyde bulunduklari saptanmigtir, Ayni enzimler farklilagma siirecinde de yiiksek

aktivite gdstermektedirler (32).

Fark1113§maﬁln degerlendirilmesi ag1s1ndan’6neﬁ1i 6lgilitlerden birisi de
agamalara 6zgii enzimlerin degerlendiriimesidir. Bu enzimler biokimyasal siireg-
lerin agikliga kavugturulma gabalarinda'anahtar molekiiller olarak izlenilebilir,
D. discoideum yagam siirecinde ¢ok &nemli bir rol oynayén cAMP molekiiliiniin inakti
vasyonunu saglayan fosfodiesteraz enzimi vejetatif ¢opalma siirecinde gok yiiksek
degérlere ulagirken farklilagmanin baglamasiyla birlikte dramatik bir dﬁgﬁg kay-
deder. Bu diiglisiin nedeni, spesifik bin enzim inhibitdriiniin sentezlemmesidir (71,
74), 0 nedenle farklilagma asamasindaki enzimatik degigikliklerin karma§ik yapis
basit slireglerle agiklamak oidukga giictlir, Sabirli ve gok yonlii galigmalari gere

tirmektedir.

Dig etkenlerin enzimatik degigiklikler ﬁzerihe olan etkilerinin degerleﬁ-
dirilmesinde temel &lgiit, s3z konusu etkinin enzim sentezini arttirici ydnde mi
yoksa yikimini azaltici yonde mi olduBunun saptanmasidir, Enzim sentezini artta-
rici yonde bir etkinin gergeklegmesi igiﬁ de novo protein sentezlenmesi gerek-

‘mektedir. De novo protein sentezi bazi inhibitarlerie durdurulunca elde edilen

sonug¢lar, dig etkenin enzim diizeyleri ilizerine ne ydnde etki yaptifini saptamaya
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>lanak saglayacaktir, Siklohekzimid translasyon diizeyinde protein sentezleriniv
intibe eden bir antibiyotiktir (65). Ortama eklendiginde de novo> protein sen-
:ezlerini kisa bir siire igerisinde inhibe edebilmektedir. Dis etkenin transkrip-
siyon diizeyinde bir etki yaratip yafatmadlglnln sapfanm381 i¢in de Aktinomisin-D

:ullanilabilir, Aktinomisin-D mRNA sentezini engelleyen bir transkripsiyon inhi-

vitdriidiir (64).

Soziini ettifimiz protein sentezi inhibitdrleri yardimciligi ile farkli-
agma slirecindeki enzimatik degigmelerin mekanizmasln;n agiklanmasina ybnelik

aligmalar yapmak miimkiindiir.,
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10- Amag:

Dictyostelium discoideum {izerinde giiniimize kadar yapilan galigmalarda
steroid yapili bilegiklerin yapisal eleman olarak bulunup bulunmadifi incelen-
mis ve bir kisminin varligi kanitlanmigtir (44,57). Fakat yiiksek yaplil organiz
malarda hormonal gbrev yapan steroidler agisindan yeterii bir degerlendirme ve
inceleme yapilmamig ve g¢ok az sayldaki galigmada ise bazi steroid bilegiklerini
belirli dozlari kullanilarak hem gogalmakhem de fark111a§ma siireglerinde inhi-

bitor étkilerinin sz konusu oldugu belirtilmigtir (15,59,110),

Genel olarak prokaryoélarln sterol sentezlemedikleri varsayimi uzun yill
kabul edilmig, (66) fakat ileriki yillarda mavi-yegil aiglerle ve baz1 bakterile
-le yapilan galigmalarda kolesterol ve g¢egitli tiirevlerinin var oldugu saptanmig
tir (5,28,85). Prokaryotlardan\&aha {ist evrim basamaginda bulunan D.discoideum'
ise ana sterol Bilegiginin stigmast—éZ—en~3S—ol oldugu bilinmektedir (51). Faka
organizmada diger steroid bilegiklerinin sentezinin yapllip yapilmadigi veya st
. hormonlarin organizmanin gegitli metabolik siliregleri iizerinde ne ydnde etkide t
duklari molekiiler diizeyde heniiz aglkllga‘kavugturulmam1é ve iizerinde diiglinlilmes

‘gereken Snemli noktalardir,

D.discoideum’da yapisal komponent olma diginda hormonal etkinlik tagiyar
steroidlerin bulunup bulunmadifi ySniinde yaptifim Onciil deney sonuglarinin tatp
't?kﬁr olmayisi ve olanaklarin sinirli olugu nedeniyle prékﬁrsﬁrler vererek direk
steroid biosenteéleri incelenememigtir. Bu nedenle galigmalarin agirliginin di:
kaynakli steroidal etkinin incelenmesi ve bu etkiler tizerine gegitli ildglarin

yaratacagil degigimlerin degerlendirilmesi y®niinde olmasi amaglanmigtir,



30

Steréid bilegiklerinin D.discoideum'un farklliagma siireci {izerinde kesin
bir inhibisy;n etkisi yarattigi cesitli galigmacilar tarafindan gosterilmigtir
(15,59,110), Fakat stz konusu bulgular dikkatlice inceiendiginde kullanilmig
olan dozlarin ;ﬁksek konsantrasyonltarda olugu dikkati gekmekte ve meydana gelmesi
olas1 toksik etki nedgniyle de farklilagmanin inhibe olacag: akla gelmektedir,
Bnciil galigmalardan élde ettigiﬁ bulgular uygun konsantraéyonlardaki baz1i steroid
bilegiklerinin farklilagma siirecini uyardigini gégtermi§tir. Bugiine kadar bili~
nenlerin Stesinde elde ettigim bu uyarimin agiklifa kavusturulabilmesi amacina
yonelik gal1§malar’§u sekilde pld@nlanmigtir. 11k grup galigmalarda gegitli kon-
santrasyonlardaki steroid bilegiklerinin Dictyostelium disCoidéum'un yagam sire-
ci lizerine etkileri morfolojik degigmeler ag¢isindan incelenecektir, Ikinci grupta

ise steroid bilegiklerinin etkisi biokimyasal agidan incelenecek ve meydana gel-

mesi olasi degigmeler ilizerine bazi il3¢larin etkileri aragtirilacaktir.
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II-GEREG ve YONTEMLER

A—‘Geregler:

1) Galigma Materyali:

Deneylerde Dictyostelium discoideum'un AX—B(X) nesli kullanilmigtair.

2) Kimyasal Maddeler:

Proteoz pepton, Bacto pepton, Bacto agar, Maya ekstresi (Difco),
Non-iyonik deterjan Cemusol NPT-12 (Rhone-Poulenc), MES [2—(N-morfolino) etaﬁ
sulfonik asid, monohidrat] , p~nitrofenil fosfat substrati, p-nitrofenil-g
d-glukopiranozid, &striol, &stradiel , 8striol-3-sulfat, Sstron-3-sulfat,
A4-Androsten-3,17—dion, Aldosteron, Kortizoh, Testqsteron, Progesteron,
56—Pregnan43a,'17u, 200 triol, 5B-Pregnan-3a , 20 a-diol, siklohekzimid, akQ
~ tinomisin-D, streptomisin (Sigma Chem. Comp.). Kullanilan diger kimyasal mad-

deler laboratuar safliginda olup Merck firmasindan temin edilmigtir.,

3) Aygitlar:

Galkalayici inkiibatdr (Scientific Products), Sogutmali santrifiij
(Sorvall), Fraksiyon toplayicisi (LKB 7000 Ultra rac), Peristaltik pompa

(Pharmacia), UV-Visible Spektrofotometre (Pye Unicam) ve diger laboratuvar

aygitlar: kullanilmigtar,

(x) Dictyostelium discoideum AX-3 tiiri Dr.D. Soll'un hediyesidir.,

University of Iowa,
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B~ Yontemler:

1) Dictyostelium discoideum'un Vejetatif Cogalmasi

Galigmanin tiimiinde AX-3 nesli Dictyostelium discoideum kullanildi.

Vejeﬁatif4AX—3~nesli amipletin gogalmasi igin kiiltiir ortami olarak HL-5

ha21rianm1§t1r (105).

HL-5

5,0 g Difco maya ekstrakti,
10,0 g Difco proteoz-pepton,
10,0 g Glukoz (6nceden sterilize edilmig)
2,05 g  MgSO,.7HO 0
"
1,9 §  KH.PO,

0,6 g  K,HPO, "

Yukaridaki ¢bzelti distile su ile hazirlanarak 1 1lt.ye tamamlandi. pH 6.4'e
5M NaOH ile ayarlandi. Erlenlere konularak 15 dakika otoklavda sterilize edil-
di. Karamelizasyonu 8nlemek ig¢in siire sonunda hemen otoklavdan g¢ikarildi. (-
zeltiler hazirlanirken daima ayni1 seri difco iiriinleri kullanildai.

Kiiltliir ortaminda en uygun havalandirmayi saglamak amaciyla HL-5 ¢Gzel-

tileri erlenlere agagidaki miktarlarda konuldu (56).



ﬁrlen kapasitesi: HL-5 Hacmi:
125 ml 35 ml
250 ml B E 80 ml
500 ml . 140 ml
1 litre 340 ml
2 litre 7 800 ml

6 litre -~ 1040 ml

HL-5 otoklavda sﬁerilize edilip oda 1sisina sogutulduktan sonré,
yukarida belirtilen hacimlarda erlenlere konulmasi, steril odada yapildai.
Vejetatif cogalma ortaminda bakteriyel kontaminasyonun 8nlenilmesine dikkat

edildi,

Steril kogullarda bir Pastdr pipetinin uchyla toplanilan 3-4 spor
kesecigi HL-5 iceren erlene konuldu, Gogalmaya terkedilecek kﬁltﬁr 130-150
rpm'e ayarlanmig bir galkalaylclll inkiibatdre yerlegtirildi. Ortam tempera-
tiiriiniin 2200 olmas1 saglandr, Devir sayisi erlen biiyiikliigiine gdre ayarlandi
Hiicre gogalmasi, rutin olarak hemasitometfé'de sayim yapilarak kontrol edil-

di.

Vejetatif gogalmanin karakteri‘z-l&xlo6 hiicre/ml ile 2x107 ﬂﬁcre/ml
.arasinda logaritrik olmasidir. 2x107 hﬁcré/mlfden sonra stasyoner faza gi-
rer ki bu sinirdan sonra bSliinme zamanina gdre gofalma orani gok gok éza—
lir (98). Bu sinira ulagildiktan sonra gerekli seyreltmeler yapilarak tekrar
2x106 hiicre/ml diizeyine inilir ve b6y1ecé logaritmik fazda ¢ogalma tekrar

saglanmig olur.
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2) Hiicre Farklilasmasi:

Dictyostelium discoideum hiicreleri besi ortamindan ayrilip kati bir
zemin iizerinde aglifa terkedildigi zaman, meydana gelen morfolojik deZigmeler,
bize hiicrelerin normal yagam sﬁregierini dévam ettirip ettirmediklerini gds-
teren en saglikla Slgiittiir, |

HL-5 ortaminda vejetatif gogalmaya devam eden hiicrelerin deney igin
gereken miktari inkiibatdrden alinip + 4°C de gevrilerek ¢oktirildi, Qeﬁirme
iglemi Sorvall santrifiijiinlin GSA veya GS-3 baglig: kullanilarak 2000 rpm'de
5 dakikada tamamlandi, Ust faz atilarak hiicreler 2 defa soguk M—-tamponu ile

yikand1.

M- tamponu

10 mM KC1
5 mM 'Mg012
10 mM NaH,PO, igeren ¢bzelti NaOH ¢&zeltisi ile pH 6.0'ya
ayarlandi, Yikama iglemi tamamlandiktan sonra hiicreler taze M~tamponuna alin-
di, Islem tamamlanincaya kadar hiicreler buz iizerinde korundu. 15 dakikadan
fazla buz tizerinde tutulmasi ve tiim iglemin tamamlanmasi ig¢in 45 dakikadan
fazla zaman harcammasi, hiicrelerin zarar gdrmesine neden oldugu igin bu si-
nirlamalara dikkatle uyuldu. Ayrica zaman kazanilmasi agisindan, Petri kutu-

lar1 o6nceden hazirlandi ve igaretiendi. Kutu bagina 3 ml M-tamponunda g¢&ziil-

miig, 1x107 hiicre konuldu,

Yukaridaki iglemler tamamlandiktan sonra Falcon petri kutulari galka-
lama ve sert darbelerden sakinilarak karanlik ve 22°C'1lik bir ortamda bekleme-

ye birakildi(16). lleriki saatlerde de farklilagma mikroskop altinda incelendi.



35

M-Tamponu kutulari, kutulara hiicrelerin yayilmasindan itibaren kiimelen-
menin bitim zamani olan 12, saate kadar, saat baglarina rastlamak i{izere 8 kez

mikroskop altinda incelenmigtir.

Bir grup Ornek hi¢bir ekleme yapilmadan farklilagmaya terkedildi, Bunlar
deneyimizin kontrol grubunu olugturdu, Diger gruplarda da etkileri incelenecek
steroid hormonlar, hiicre siispansiyonu Falcon petri kutularina yayilmadan &nce

siispansiyona ildve edildi.

Steroid hormonlarin sudaki ¢dziiniirliiklerinin ¢ok zayif olmasi nedeniyle

standard ¢dzeltilerin hepsi alkolde ha21r1anm1§ ve sonu¢ alkol konsantrasyon-

lari % 1 olacak gekilde uygun tamponlarla kademeli olarak seyreltilmigtir,

Z 1'1ik alkol konsantrasyonunun, kontrol &rnekleriyle yaptlglmlz kargilagtir-
mada ve diger ¢aligmalarda (15,59), deney sonuglarini etkilemedigi goriilmiig-
tir, Hormonlar 10_4M ile 10—9ﬁ konsantrasyon aralifinda olmak {izere 1/10
oran1n&a seyreltilerek 6 ayrl‘konsantrasyonda ha21r1an11d1:/Her hormon kon-

santrasyonu ikili drneklerle galigildi ve bu gekilde hazirlanmig deney seri-

leri {i¢ kez tekrarlandi.

3) Hﬁcrelerin Saklanmasi :

" Dictyostelium discoideum besi ortaminda vejetatif gopalma ile siirekli
olarak taginabilmesine kargilik bu islem hem pratik agidan hem de eldeki neslin
saglikliligi agisindan fazla uzun siire devam ettirilmemelidir, Kiiltiirler en
fazla 3-4 hafta ya§land1ktaﬁ éonra, tekrar spor’keseciklerinden baglamak en sih-

hatli yoldur.



SM Agar (1 litre igin)

10 g Glukoz
10 g Difco Bacto pepton

1 8 MgS0, . 7H,0

2.2¢  KH,PO,

1 g KZHPO4

1 g Difco maya ekstrakta
20 g lDiféo Bacto agar

Yukaridaki formiile gdre agar hazirlanir. 15 dakika otoklavda bekletil-~
"dikten sonra biiyiik petri kutularina uygun miktarlarda dokiiliir. Soguduktan
sonra olusan homojen tabaka kisa silireli hiicre saklanmasinda kullanilan zemin-

dir.

Hiicrelerin uzun siireli korunmasi ig¢in, spor kesecikleri liyofilize
edilerek, silikéjel iizerinde veya dondurularak saklanilabilir (86)., Hiicrele-
rin daha kisa siireli (2-5 ay) korunmasi ise SM Agar iizerinde Aerobakter
aerojenler veya E,coli B/R mevcudiyetinde saglanildi. Qogalmaya‘terkedilen
bakterilerden bir gecelik inkiibasyondan sonra 0,2 ml alindi, egit oranda
Dictyostelium discoideum hiicreleri veya sporlariyla karigtirilarak dnceden
hazirlanmig SM Agar igeren petri kutularina yayildi. Bakteriyel tabaka iize-
rinde amiplerin bulundufu yerlerde zamanla bogluklar agilir, Ortamdakivbakte—
rileri yemeye devam eden amiplerin zamanla etraflari bogalacak, agar iizerinde
aglléa terkedilmi§'oiacaklardlr, bdylece farklilagma da baglamig olacaktir,
Agar iizerinde herbiri yéklaglk 5x104 spor igeren spor kesecikleri olugur,

Spor keseciklerinin olugumu saglanincaya kadar hiicrelerin yaylldlgl agarla

36
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petri kutulari 22°C'de saklanildi, Kutulardaki nemin kaybolarak sporlarin kuru-
masina neden olmasi olasiligi, kutu afizlarinin yap1§t1r151 bantlarla gok sikz:
kapatllma31y1a bertaraf edildi (10). Spor kesecikleriroiugtuktan sonra petri
kutulari buz dolabinda saklandi. Yeni vejetatif inkiibasyonlara baglanilacagi
vakit petri kutulari buzdolabindan alindi. Kutu igindeki nemin spor keselerine
zarar vermemesine dikkat edilerek kutu agzindaki izolasyon steril kogullar
"altinda agildi ve‘stéril Past6r pipeti ile birkag spor kesesi toplanilarak

HL-5 besi ortamina eklendi. Spor kesecikleri toplanirken bakteriyel kontaminas-

yondan kesinlikle kaginildi.

4) Qalkalanan Kiiltiir Sistemi :

Agliga gerkedilecek hiicreler vejetatif gogalma ortaminda 4x106 hiicre/ml
yogunlugunda iken gevrilerek ¢oktiiriildii, Soguk inkiibasyon tamponu ile iki defa
yikandi. Her yikamadan sonra ilist faz atilir, Yikamalardan sonra hiicreler 107
hiicre/ml yogunlugunda inkﬁbasyon ortami olan MES [2—(N-morfolino) etan sulfo-

nik asid, monohidrat ] tamponunda silispande edildi. Kullanilan tampon MES;

1.5 g/1t MES
5 mM MgClZ . pH:6 bilegimindedir.

20 mM KC1

Incelenecek her kogul igin 300 ml hﬁcrevsﬁspansiyonu erlen bagina hazir-
landiktan sonra biitiin 6rnek1ef 22°C deki calkalayicili inkiibatdre yerlegtirxildi,
Hicrelerin HL-5 ortamindan a11nafak inkijbatére yerlegtirilmesine kadar gegen
hazirlik siiresinin minimuma indirilmesi gereklidir. Bu siire kesinlikle %5 daki-
kayi agmamalidir, inkﬁbatﬁrlere‘yerlegtirilen hiicre siispansiyonlarinin Fraksiyoﬁ
Toplay1c1§1 ile olan baglantilari saglandiktan sonra hiicrelerin fazla 1s1ga

maruz kalmamalari igin gereken Snlem alindi, Baglantilar saglanirken sterili-’
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teye dikkat edildi. Bakteriyel kontaminasyonu Onlemek i¢in ortalama 100 pg/ml
Streptomisin ildve edildi (87). Deney siiresi igerisinde 3-~4 kez hiicre siispansi-

yonlarindan 8rnekler alinarak bakteriyel kontaminasyonun kontrolu yapildai.

Fraksiyon’toplay1c151 igin hazirlanan tiiplerin hepsine’toplanllacak
6rnek hacminin 1/10 u kadar Z 4'lﬁk Cemusol dnceden konuldu, Cemusol ionik
olmayan bir deterjandir. Deney kogullarimiz dltinda hiicrelerin eritilmesi bu
deterjan ile tam olarak saplandi ve saptanan enzim aktivitelerinin dondurma-
isitma teknigiyle eritilen hiicrelerdekilerle ayni oldugu gdriildii., Fraksiyon
toplayicisinin baglanti tiliplerindeki "61i hacmi" bertaraf etmek igin her
zaman noktasinda birbirini takip eden ii¢ 8rnek toplandi ve ligiincii tiipler analiz-

lendi. Deneylerde kullanilan diizenek sekil 11'de gdriilmektedir,

Peristaltik
pom pat

°
Zzaman ks
aga&agm ‘tfggtusg%g\%l

.sekil.ll.-‘galkalanan kiiltiirlerden fraksiyon toplayicisi ile &rnek

toplanilan diizenek.
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Inkiibasyon ortamina eklenen steroidler sifir baglangic¢ aninda konuldu,

Aktinomisin-D (125 ug/ml) ve Siklohekzimid (350 pg/ml) gibi ildglarda etkilerini
saptamak {izere 0 ve 15, saatlerde ilgili 8rneklere eklendi, Fraksiyon toplayi-=

cisinda toplanan Srnekler enzim analizleri igin buz dolabinda +4°C'de saklandi.
Inkiibasyon siiresince, belirli zaman araliklarinda &rnekler alinarak

.M-Tamponlu petri kutularinda hiicrelerin kﬁmelenebilmg kapasiteleri 8lgiildd.

Alinan sonuglar kontrollerle uyguﬁluk gbsterdi.

5= Enzim Analiz Yéntemleri:

Fraksiyon topla§1c151 ile toplanan drnekler deney siiresi sonuna kadar
+4°C'de buzdolabinda saklandl.'Deney sliresi sona erdikten sonra tiim Srnekler
vofteks‘kar1§t1r1c1da iyice karigtirildi, Enzim analizleri igin tiiplere 100'er
ul drnek alindi. Ornekleri iceren tiipler 0°C 5uzlu su igeren kﬁvetlére yerleg-
tirildi, Reaksiyon karigiminin da buzlu su soguklugunda olmasi saglandi, Her
tiipe analizlenecek enzimin reaksiyon karigimindan 400 ul eklendi, Bu iglem

~ inkubasyon siiresi kisa olan Alkali Fosfataz igin 25 saniyelik aralarl; yapil-
d1, Reaksiyon karigimi ildve edile; her tiip galkalanarak 25°C'lik su bahyo-
sunda inkubasyona terkedildi. Inkubasyon sliresi Alkali Fosfataé igin 25 daki-
kadir. Analiz Loomis'e gﬁre yapilmigtir (69).:B-G1ukosidaz i¢in ise inkubasyon
sliresi 2 saattir. Yine tiiplere reaksiyon karigimi eklendikten sonra galkalana-

rak 25 °C'lik su banyosunda inkubasyona terkedilir. Analiz Coston ve Loomis'e

gore yapilmigtir (25). Bizim modifikasyonumuz ise inkubasyon temperatiiriiniin



35°%¢C yerine 25°C olmasidir. Onciil deneylerimizde modifiye temperatiirde daha

saglikli sonuglar alindigi goriilmiigtir.

Inkiibasyon siireleri sonunda tiipler tekrar buzlu su {izerine alin-
diktan sonra.500 bl I M NaZCO3 ¢bzeltisi ildvesiyle reaksiyon durduruldu
ve vortekslenerek spektrofotometrede okununcaya kadar buzlu su iizerinde sak-
landi, Olugan sari renkler 420 nm'de okundu. Her iki enzim igin de hesaplama

gu gekilde yapilir:

Bﬁlﬁm Faktdri = 1.4 x inkubasyon siiresi (dakika)

- n moles p—nitrofenil/dakika/lo7 hiicre

p-nitrofenil Fosfat substrati ig¢in hazirlanan OD/konsantrasyon

grafigi sekil,12'de verilmistir.

Standart hazirlanirken enzim analizlenmesinde s8z konusu olacak
sonu¢ I ml hacim esas alinmigtir. Ortamda enzimatik reaksiyonlari durdur-

mak ig¢in kullanilan Na,CO, da mevcuttur,

2773

Alkali Fosfataz igin Reaksiyon karigimi:

(54 Ornek igin)

270 1V I M Tris. Tamponu

270 1T N | IM MgCl2 -

100 ME  caeninses p-nitrofenil fosfat substrati
21 000 T H, O

2
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A420

.GoOH

. 5004

400

300

» 2004

]
30 4o Mprf

Sekil,12: pfnitrofenil fosfat bilegiginin standart olarak

hazirlanmig OD/konsantrasyon grafigi.
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B~glukosidaz igin'feaksiyon karigimy:

(170 8rnek igin)

8.3 ml ...;;...... 0.5 M Asetat Tamponu pH = 5.0
58‘1 ’ ml e s e e e H20
250 117 S p-nitrofenil-g-D-glukopiranozid

Bu gﬁzeltiler enzim analizlerine baglamadan 8nce hazirlanarak buzdola-

binda saklandi. Taze hazirlanmalari gerekir,

Aktinomisin-D igeren Orneklerde ildcin sari renginin yaratacagi kompli-
kasyonu Onlemek igin deney standartlarina da 8rneklerin igerdigi konsantrasyon-

da il3ag ildve edildi.
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IITI - BUL GULAR_

Dictyostelium discoideum'un yasam siireci iizerine steroid hormonla-
rin etkilerinin incelendigi bu gallémada bulgular iki temel grupta degerlendi-
rilmigtir. Birinci grupta steroid hormonlarin vejetatif gogaima siireci ilizerine
olan etkileri, ikinci grupta ise farklilasma sﬁréci {izerine olan etkileri

ele alinmigtair,

1- Vejetatif Qogalma_Sﬁreci_ﬁzerine Steroid Hormcnlarain Etkileri.

Sporlardan itibaren vejetatif cogalmaya terkedilmig olan hiicreler
logaritmik oiarak gogalirken, yaklagik 2 x 105 hiicre/ml yogunluguna ulagtikla-
rinda ikililﬁrneklef halinde deneye alindi. Qﬁzelgide son konsantrasyonlari
10~5M vev10-7MVolmak iizere steroid hormonlar Srneklere ilave edildi, Deneyin
1,10,26 ve 50, saatlerinde hiicre sayimlari yapildiginda kontrole oranla testos-
teronun ve progesteronun hiicre gééalmas1 {izerine inhibitdr etkileri g¥zlendi

(Tablo.l.).

5MvTestosteron ve Progesteron gekil 13 ve 14'de goriildiigi gibi

10
deneyin 50, saatinde hiicre ¢ogalmasini kontrole oranla % 80 ve % 63 inhibe
,etti, 10—7M gibi daha diigiik testésteron ve progesteron konsantrasyonlarinin

doza bagimli olarak hiicre gogalmasini daha az oranda inhibe ettikleri gdriil-

dii (Sekil,13 ve 14.).
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TABLO 1.

GESITLI ZAMAN ARALIKLARINDA VEJETATIF GCOGALMA FAZINDAKI HUCRE SAYIMLARI,

1* iq ' 26 50
KONTROL g 20,4 + 0.5| 40,22 |65.2+3 | 2451 10
PROGESTERON?IO_JM 17.5 + 1 31 +2 |4b.5+3 143 + 6
PROGESTERON 10 M ‘17;8 + 0.8 25,1 + 0.2 | 34,6 + 2 88 + 8
7 .i 0.8] 32.7:3 |45.7+

TESTOSTERON 10 'M | 20 1.5 124 + 14

1+

48

+
N
I+
N

TESTOSTERON 1077 | 20.4

1.8 24,6 + 2,2 130.4 £

Hicre sayimlari higbir steroid hormonun kommadifi ortamlardan (kont-
rol), progesteron ve testosteron igeren ortamiardan alinan Srneklerde ger-
'geklegtirildi. 1kili 8rneklerden her biri igiﬁ iki seyreltmede (1/10, 1/20)
beger élanda sayim yapildi. Ortalamalari degerlendirildi ( n = 20 ), Sap-—
ténan bu degerier 104 faktdri ile éarp11arak hiicre/ml dﬁzeyleri elde

edildi;,,

* Yaklagik 2 X 105 hiicre/ml yogunlugu ile baglayan den