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IMMUNOGLOBULINLERIN ESTRODIOL RESEPTORE NON SPESIFIK
BAGLANMASI VE BUNUN CINSLER ICINDEKI SIKLIGI

THE NONSPESIFIC BINDING OF IMMUNOGLOBULIN TO
ESTRODIOL RECEPTOR AND ITS POSSIBILITY IN
DIFFERENT SPEICES

Ismail PEKER* — Holger SIEDE**

SUMMARY

We separated immunoglobulin from goatsera by Kekwick method and incubated
with radioactive estradiol labeled estradiol receptor (ER). We investegeted whether im-
munoglobulin formed a complex with ER or not with sucros gradient enetrifugation. We in-
vestigated how often type I IgG (IgG wich bind estradiol receptor nonspesific) exists in dif-
{erents species.
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OZET

Keci serumundan immungicbinleri kekvick metodu ile ayirdik. Bunlarm radyoaktif
gstradiolle isaretli estradiol reseptorle inkube ettik. immunglobinlerin éstradiol reseptérle
kompleks olusturup olusturmadifini scker gradiyenti ile arastirdik. Dana, tavsan, domuz,
kegi ve koyunda hangi siklikla tip II IgG (8strodiol respetére non spesifik baglanan Igi) nin
bulundugunu arastirdik.

GIRIS

Hormon reseptérler kanser ve 6zellikle gogus ve prostat kan-
serlerinin teshis, tedavi ve takibinde énemlidir (1- 3). Ostradiol re-
septoriin  biolojik aktivitesini ve metabolizma ig¢inde katildigi re-
aksiyonlar1 tam anlayabilimlek i¢in onun diger proteinlerle olan
etkilesmelerinin  bilinmesi gereklidir. Ostradiol reseptérin  saf-
lastinlmas1 sirasinda immunglobulinlerin  estradiol reseptore bag-
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landiklar ve elde edilen iirtinde saflik bozucu olarak bulunduklar: goz-
lendi ( 4- 5). Protein ve hormon reseptorlerin ayrilip saflastinlmasmda
ve karakterize edilmesinde antikorlarin énemi gittikce artmaktadir (6 -
14). Dr. Hekim N, domuz uterusundan elde edilen estrodiol reseptére
kars: kecide poliklonal antikor elde etmek icin yaptig1 calhismalarda im-
munize edilmemis kecilerin globulinleri ilede éstradiol reseptériin nons-
pesif olarak baglandigini gérmistiir ( 15 - 16). Buradaki baglanma uya-
nlma sonucu olmadif i¢in antijen baglayan fragmentte IgG nin tavuk
progesteron reseptdrii ile kompleks olusturdugu O'Malley ve arkadaslan
tarafindan bildirlmistir (17). Yaptiklari 17 deneyde IgG progesteron re-
septér kompleksi 0.15 M KCl ¢ézeltisinde stabil kalmakta ve tuz kon-
santrasyonu 0.3 M KCI 'e gikanldiginda ancak 1/ 3 i stabi kal-
maktadir. Max Planck Enstitiisinde N. Hekimin yaptign ¢alismalara
gore 1ki tip IgG preparati tammlanmistir. IgG tip I, digik iyonik kuv-
vette dstradiol reseptorle ¢ok zayif bir kompleks olusturmakta ve bu
kompleks yiiksek iyonik kuvvette (0.3 M KCI) kaybolmaktadir. Buna kar-
sibk IgG tip 11, yiiksek iyonik kuvvette de estradiol reseptor / IgG komp-
leksini olusturmaktadir. Bizim gérmek istedifimiz, daha énce tip II diye
adlandinlan ve 6stradiol reseptorle yiiksek iyonik kuvvetli ortamda bile
non spesifik olarak baglanabilen IgG'nin hayvan tirlerinde yaklagik
hangi oraniarda bulundugunu arastirmakt..

MATERIAL VE METOT

Radyoaktif isaretlenmis 17 - - (6,79H) ostradiol, spesifik ak-
tivitesi 55 Ci/mmol, Amersham buchler, aktif kémiir ve diyaliz zarlan
Sigma'dan , radyoaktif ¢l¢timler i¢in kullanilan sizintilator "Kylofluor”
Baker'dan, diger kimyasallar Merck'ten satin alindi. Fotometrik 8-
¢timler Gilford 2600 ( Gilford Instruments LA , USA) veya DU -8 ( Beck-
man Instuments, Inc. Fullerton, USA) ile yapilda.

Yogunluk gradiyenti

IgG tip II'nin Ostradiol reseptorle kompleks olusturup olus-
turmadiga lineer seker gradiyenti ile arastinldi. Biitiin gradiyentler igin
SW - 80 rotoru kulland:. 3.7 ml gradiyent ¢ézeltisi, 0.2 ml ornek, 50 000
devir / dak, 1°C, 20 saat, Beckmann L 2-65 B ultrasantrifiyju ile ger-
geklestirildi. Santrifiij isleminden sonra, gradiyent 55% (g/g) seker ( sak-
karoz), 0.1 % (g/v) NaNs, 10% (g/v) sitrik asit, 3 ml metilen mavisi ¢6-
zeltisi ile egit hacimlerde ( 150 pul) fraksiyonlandinldi ve radyoaktiviteleri
olgildi. Sakkaroz gradiyentinin lineritesi her fraksiyonun kirlma in-
deksi sl¢tilerek kontrol edildi.
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Protein Tayini

Protein konsantrayonu Biiiret metodunun modifiye edilmig sekli
olan GOA( 18) metoduna gore slguldii.

Radiocakivite dlgiilmesi

Icinde 10 ml Xylofluor bulunan pelitelen siselere en fazla 150 pl
olacak sekilde radyoaktif stradiolle isaretli numuneler ilave edildi. 5i-
zintilasyon spektrofotometresinde Tri - carb 3310 , 3320, 3330 % 39- 46
verimle sayildi. bitin sayimlar en az 5 dakika stireyle yapildi.

Mikrozomlarin elde edilmesi

Mezbahadan alinan domuz uteruslarinin bag dokulari ve yu-
murtabiklan kesilerek ayrildi. Kiyma makinesinde ¢ekilerek ufaltildi. Bu
dokunun hacmi iki kati tamponla ( 0.25 M Sakkaroz, 0.01 M Sedyum fos-
fat, pH : 7.5) stispanse edildi.

Ultraturax'la 10 x 10 s ve 20 s aralarla homojen hale getirildi. Ho-
mojenat 1 “C'de ultrasantrifiijde ( Tip 35, 1500 rpm, 17500 g, 30 dak)
santrifij edildi. Ustte kalan kisstm 1°C, SW 40, 40000 devir / dak) sant-
rifijje tabi tutuldu. Sedimentten iki defa yukarida kalan sivi akitilds ve
igleri klinexle kurutuldu. Bu sediment mikrozom olarak -20°C'de kul-
lamlacag zamana kadar saklandi.

Mikrozomal dstradiol reseptérin ekstarksyonu

Mikrozom sedimentlerinin herbirt 1.5 ml, .01 M Sodyum fosfat
(NaP), 0.05 M DTT (Ditiotritol), 0.005M NaNj ile karigtinildi. 0°C'de bir
gece su banyosunda dondirildi. Mikrozomal partikiller santirfijle SW
60, 1°C, 50 000 rpm, 60 dak, santrifij edilerek ayrldi. Ustte kalan kisim
0.01 M NaP, 0.01 M DTT, 5 mM NaNg, pH : 7.5 tamponuna kars: diyaliz
edildi. IgG / mikrozomal &strodiol reseptor 900 ul agik kahve renkli mik-
rozom ekstakty, 100 pl, 2.10-7 M trityumla isaretli estrodiol ¢ozeltisi
{tampon I i¢inde) karistirild: ve Eppendorf reaksiyn tiplerinde 2 saat 0 -
4 °C 'de dondurilerek inkibe edildi. Sonra 100 ul 1.25 % (g/v) elenmis
odun kémiri, 0.5 % (g/v) dekstarn T 70 ( Tampon 1 i¢inde ) ilave edildi.
10 dakika dondirilerek inkiibe edildikten sonra santrifiij edilerek tstte
kalan kisim ayrildi. Tampon 1 ¢ézeltisi igindeki 3 M KCl ¢ozeltisi son
konsantrasyonu 0.3 M KCl olacak sekilde ayarland.



108 MARMARA UNIVERSITESI ECZACILIK DERGISI

Immunglobulin G'nin &stradiol reseptére karg aktivitesini soyle
denedik : 150 ul radyocaktif sstradiolle isaretli mikrozomal ekstakt { Tam-
pon I + 0.3 M KCI, protein konsantrasyonu 4.5 - 5 mg / ml) + ( 150 ul IgG)
karigimu eppendorf tiipiinde 1.5 saat cevrilerek 4 “C 'de inkiibe edildi.
Bundan 200 pl yogunluk gradiyentine katildi ve 50 ul si radyoaktif ve-
rimi  anlamak igin  direkt ¢leildi.  Immunglobulinlerin  frak-
siyonlandirilmasi, Kekwick metoduna gore yapild.

SONUGLAR VE TARTISMA

Yogunluk santrifiij gradiyentine gire radyoaktivite profili gra-
fiklerde gorilmektedir { Grafik 1,2,3,4,5). Yogunluk gradiyenti 10 - 45%
(g/g) sakkaroz, 10 mM NaP, 5 mM NaN3, 10 mM DTT, 0.3 M KCl icinde
degisik turler i¢in yapilmigtir. Numunenin kondugu yerde aktif kémirle
alinmayan bir miktar serbest dstradiol kalmaktadir. Bu 1-5 fraksiyonlan
arasindadir. 9 ve 10 cu fraksiyonlarda pik en biiyiik degerini almaktadir
ve burada sedimantasyon sabiti 4-4.5 S ( Swedberg) dir. % 10 - 45 'lik
seker gradiyentinde monomer reseptériin sekli yaklasik 3.5 S ve dimer
sekli yaklasik 4.5 S dir. Ostradiolin IgG'ye reseptor slmaksizin baglanip
baglanmadig1 kontrol edilmistir (Grafik 5).

Bir Kompleksin Olusmas: : Trityumla isaretli estradioclreseptsr /
IgG kompleksinin olugmas: reseptér pikini azaltir, sedimantasyon dog-
rultusunu degistirir (19). Bu degisim konsantrasyona bagimh olarak
(Grafik 6) da gorilmektedir. IgG konsantrasyonu 5.8 mg/ml iken ER
piki azalmakta buna karsilik ER ve IgG nin olusturdugu ve Grafik 6 da
12 ila 18 ci fraksiyonlar arasinda yeni bir pik olugturmaktadir, iste bu
pik RE - IgG kompleksinin pikidir. IgG konsantrasyonu 5.8 mg / ml den
11.8 mg/ ml ye gikanildiginda birinci pik dahada azalmakta ikinci pik ise
artmaktadir, buda bize ortamda serbest reseptsr azalirken kompleks olu-
sumunun arthgim gosterir. Grafik 2 de 19/ 20 nci fraksiyonlarda gériilen
kiigik pik muhtemelen mikrozomal ekstaksiyon sirasinda tam ay-
rilmayan mikrozomal pargalara tutunmusg 6stradioldiir. Denenen hay-
vanlarda bulunan tip I ve tip II IgG sayilan Tablo I ' de gérilmektedir.
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Table ~1 : Denenen hayvanlarda tip I ve tip I IgG bulunma sikdig

CINS SAYI IgG TIP IT IgGTIPI
Dana 1 - 1
Tavgan 2 - 2
Domuz 8 - 8
Kegi 1 5 6
Koyun 10 6 4

Tip II IgG nin degisik hayvan tiirlerinde aranmasi (Grafik 1) de go-
riillmektedir. Burada yalmz ke¢i ve koyun IgG leri éstradiol reseptorle
kompleks olusturmakta dana, tavsan ve domuz reseptérle kompleks
olugturmadigindan reseptériin pikini degistirmemektedir. Degisik ke-
¢iler denendiginde (Grafik 2) keci 1 reseptor pikini degistirmezken (tip I)
ke¢i 2 yeni bir olusturmaktadir ( tip 2). Buda bize her kecinin tip 2 IgG
ye sahip olmadigini gosteriyor. Aym islem degisik domuzlarda de-
nendiginde (Grafik 3) ve degisik koyunlarda denendiginde (Grafik 4) de
gorilmektedir. Radyoaktif dstradioliin IgG ile dstradiocl reseptériin var-
higinda ve yoklugunda etkilegmesi (Grafik 5) ve IgG konsantrasyonunun
IgG - tstradiol reseptér kompleks olusumunda etkili oldugu (Grafik 6)
da gorilmektedir.
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Grafik - 1 : Farkh cinslerde tip 1T IgG nin aranmasi, % 10- 25 lincer sakaroz gra-

diyenti, { 0.01 M NaP, 0.01 M DTT, 0.005 M NaN3, 0.3 MKCl, pH =7,
SW 60,50 000 devir / dakika, 20 saat, 1°C)
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Grafik ~ 2 : Degisik kegilerde denendiginde IgG 6stradiol reseptér etkilesmelerinin
sakkaroz gradiyent santrifigasyonu ile denenmesi. Kegi 1 in IgG si ost-
radiol reseptorle tek bir pik verirken, kegi 2 IgG si 2 ayn pik ver-
mektedir. Sag taraftaki ikinci pik RE - IgG kompleksinin pikidir.
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Grafik ~ 8 : Degigik domuzlarda denendiginde IgG sstardiol reseptor etkilesmeleri.

Domuzlarin higbirinde tip 1 IgG bulunmamaktadir. Pik tek olup,
kompleks olusmasini gésterceek ikinci bir pik gorilmemektedir.
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Grafik - 4 : Degisik koyunlarda denendiginde IgG 6stradiol reseptor etkilesmeleri.
Sakkaroz gradiyent santriftigasyonunda 3. koyunda tip II IgG bu-
lunmaktadir.
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Grafik ~ 5 : Radioaktif gstardioliin IgG ile sstradiol reseptérin varhginda ve yok-
lugunda etkilegmesi. IgG yalniz bagina sakkaroz gradiyent sent-
rifugasyonu yapildifinda farkh fraksiyonlarda slciilen protein kon-
santrasyonundan 15 - 16 a1 frakisiyonlarda protein piki vermektedir.
Radioaktif gstradiolin IgG ile sakkaroz gradiyent sentrifugasyonunda
ise ilk fraksiyonlarda yani tipin tst kismunda radioaktiivite piki go-
rilmektedir. Buda ostradiclin IgG ile reseptor olmaksizin herhangi
birkempleks clusturmadigin gostermektedir.
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Grafik ~ 6 : IgG konsantrosyonun IgG - dstardiol reseptor kompleks olugumuna et-
kisi,
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SONUC

Denedigimiz hayvanlarda tip IgG yi yalniz kegi ve koyunlarda bul-
duk. Tip II IgG yi ilk bulan Hekim N, bunu yalmz kegilerde bulmustu
(15). Ayrnica kegi ve koyunlarin ancak bir kisminda tip II IgG vard: (Tablo
D). Tip II IgG nin metabolik olaylarda bir anlammin olup olmadig ve
neden bazi hayvanlarda bulunup digerlerinde bulunmadigi bu ¢a-
hsmanin kapsaminda degildir.

Bu ¢aligma Max - Planck Enstitiisd bursuyla Almanyanin Hanover gehrinde bu-
lunan Max - Planck Enstitist experimentelle endokrinologie laboratuarlarinda yapilmgtir.
Bu gahgmanin yapilmasinda yaptifi yardimlardan dolay: Prof, Dr. Jungblut'a tesekirii bir
borg bilirim.
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