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TiP Il IgGNIN OSTRADIOL RESEPTORU BAGLIYABILEN ALT
SINIFININ ARASTIRILMASI

INVESTIGETION ABOUT SUBCLAS OF TYP 1I IgG WHICH IS ABLE
TO BIND ESTRADIOL RECEPTOR

Ismail PEKER* ~ Holger SIEDE **

SUMMARY

Estradiol receptor forms a comlex with typ IgG from some animlas sera. We se-
perated the subclasses of these 1gG typ 11 by used anion exchange chromotography and in-
cubated each fraction with dstradiol receptor. We showed that the responsibie subclasses
for complex formation is IgG1 of IgG typ IL
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OZET
Ostradiol reseptériin baz hayvanlarn serum IgG leri ile komples olusturdugu bi-
linmektedir. Biz. tip II diye adlandirilan bu IgG nin alt simflamni anyon degisim kro-
motografisi kullanarak ayirdik ve bunlam ayr ayr dstradiol reseptort ile inkube et-

tiginizde kompleks olusturmadan sorumlu olan tarafin tip II IgG  nin IgG1 alt simf
oldugunu gordik.

GIRIS

Hormon reseptorler kanser ve ozellikle gogus ve prostat kan-
serlerinin teshis, tedavi ve takibinde nemli yer tutar (1,3). Ostradio! Te-
septdriintin biolojik aktivitesini ve metabolizma i¢inde katildigi re-
aksiyonlar1 tam anlayabilmek ig¢in, onun diger proteinlerie olan
etkilesmelerini incelemek gerekir. Ostradiol reseptériin saflastinlmas:
sirasinda immunglobulinlerin #stradiol reseptére baglandiklar: ve elde
edilen tirtinde safsizhik olarak bulunduklar: gézlenmistir. (4, 5).
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Hekim, N ; domuz uterusundan elde ettigi dstradiol reseptdrin
bazi ke¢i serumlarinin IgGleri ile nonspesifik olarak baglandigim gis-
termigtir (6). Bizim arastirmak istedigimiz konu 8stradiol reseptori
nonspesifik baglayan IgG nin hangi alt gruba ait oldugunu aras-
tirmaktir. Bunun icin DEAE - Servacel 23 SS anyon degisim  kro-
motografisi kullanarak IgG yi IgG1 ve 1gG2 olarak ayirdik. Aynilan frak-
siyonlant dializ edip, liyofize ettik ve kompleks olusum olusmadigim
sakkaroz yogunluk gradiyenti yaparak arastirdik.

MATERIAL VE METOT

Rayoaktif isaretli 17 B-( 6,7 - trityum ) éstradiol, spesifik aktivitesi
55 Curie / mmol, Amersham Buchler, aktif kémiir ve diyaliz zarlan Sig-
madan, radyoaktif slciimler igin kallanilan sizintilatsr " Xylofluor" Ba-
keradan diger kimyasallar Merckten satin alindi. Fotometrik sleamler
Gliford 2600 ( Gillford Instrument LA , USA) va da DU - & ( Beckman
dnstruments , Inc., Fullerton , USA ile yapildi.)

Yogunluk Gradiyenti

IgG tip II nin &stradiol reseptérd ile kompleks olusturup olus-
turmadig lineer seker ( sakkoroz) gradiyenti ile arastinldi. Bitiin gra-
diyentler igin SW-60 rotoru kullamidi.

3.7ml % 10 - % 45 gradiyent ¢ozeltisi, 0.2 ml érnek , 50 000 devir/
dak, 1°C | 20 saat, Beckmann L2 - 65B ultrasantrifiijii ile gergeklestirildi.
Santrifiij iglemi sona erdikten sonra, gradiyent % 55 ( g/ g) seker ( sak-
karoz) Na Ny, % 10 { g /v ) sitrik asit, 3 ml metilen mavisi ¢ozeltisi ile
esit hacimlarda ( 150 ul) fraksiyenlandirildi ve radyoaktiviteleri ¢lctildi.
Sakkaroz gradiyentinini Lineeritesi her fraksiyonunun kirlma indeksi
slgiilerek kontrol edildi.

PROTEIN OLCULMESI

Protein konsantrasyonu biuret metodunun modifiye edilmis sekli
olan GOA ( 7) metoduna gore sleiildi.

Radyoaktivite sl¢iilmesi

Iginde 10 ml xylofluor bulunan polietilen siselere ne fazla 150 pl
olacak sekilde radyoaktif ¢stradiolle isaretli nimuneler ilave edildi. Si-
zintilasyon spektrofotometresinde Tri, carb 3310, 3320 , 3330 ile % 39.
46 verimle sayildi. Biitiin sayimlar en az 5 dakika stireyle yapild:.
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Mikrozomlarn elde edilmesi

Mezbahadan alnan domuz uteruslarimin bag dokulart ve yu-
murtaliklar kesilerek ayrldi, kiyma makinesinden ¢ekilerek ufatildy, bu
doku, hacminin iki kat: tamponla ( 0.25 mol / 1 sakkaroz 0.01 mol /1 sod-
yumfosfat ( Na,PO,) , pH = 7.5 stispanse hale getirildi. Ultraturaxla 10 x
10 saniye ve 20 saniye aralaklarla homojen hale getirildi. Homojenat1® C
de ultrasantrifijde ( Tip 335 , 15000 devir 6 dak, 17500 g, 30 dak) sant-
rifiij edildi, tistte kalan kisim 1° C , SW 40, 40 000 devir / dakika, yak-
lasik 200 000 g , 180 dak, ikinci bir santrifiije tabii tutuldu. Ust kisim
atildr. Sedimert iki defa yukarida bilesimi verilen tomponla yikandi. Tip-
ler ters cevirilerek arta kalan sivi akitild: ve tiipiin i¢ cidar kagit mendil
ile kurutuldu, daha sonra kullamlaca@ zamana kadar - 20°C de sak-
land1.

Mikrozomal dstradiol reseptériiniin ekstraksiyonu, radyoaktif dst-
radiolle isaretlenmesi ve IgG nin mikrozomal éstradiol reseptoriyle
kompleks olusturup olusturmadigi daha énceki ¢ahgmalarinnza gére in-
celendi . (8).

IgG alt ssmiflarinin global olarak aymlmas:

Bu iglem ya Kekwick (9) metoduna gére yada sefadeks G 150 SF
kromotografisi ile yapidi ( 10 , 11). Liyofize edilen serumlar 10 mM
Na.PO,, 5 mM NaNy, pH 7.5 tamponu ile ¢oziildi ( 3 g lyoffizat / 100 ml
tampon ve ¢oziinmeyen kisim santrifiyj edilerek ayrildi ( Tip 35, 20 000
devir / dak, 20 dak, 20 C). Ornegin sefadeks G 150 SF ile ayrilmas: hi-
teratiirde anlatilanlara gore yapildi ( 5, 11, 12). 5 em x 49 ¢m lik bir ko-
lona 17.8 ml/ saat hizla, 6.8 ml/ fraksiyon olacak sekilde verildive 0.1 M
sodyumasetat, 5 mM NaNg, pH 5.5, oda temperatiriinde eltie edildi. 280
nm de fraksiyonlarm absorbsiyonlar: slgildi.

IgG nin alt ssmiflarina ayrilmasy

IgG alt simflar (kecide) anyon degisim kromotografisi ile aynlds
(13, 14). Iyon degistirici, seliloz esash olup kullanmadan énce 0.5 M
NaOH ile sirayla yikand: ( her biri 5 ml /g kuru agirhik, 5 dak cam ba-
getle karistinldi, 30 dakika bekletildi, st kisim emilerek atildi. 10mM
NasPO, , 5 mM NaNy, pH 7.5 tamponu ile 3 defa yrkandi ve su trompu
ile gazi alindi ve bir cam kolona uygulandiktan sonra literatire gore
(13,14) diskkontuniirli olarak elue edildi. 600 ml 10 mM Na,PO, ,5 mM
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NaNj, pH 7.5 ( baslangi¢c tamponu), sonra 300 ml baslangi¢c tamponu +
0.2 M KCI ve en sonunda 300 ml baslangi¢c tamponu + 0.75 M KOI ile
elue edildi. Akis hzi 18.3 ml / saat |, fraksiyon hacimlan 7.3 ml. Frak-
siyonlarin 280 nm de Quarz kiivetie absorbsiyonlan élciildi. IgG ihtiva
eden fraksiyonlar Na,SO, ile % 18 ( g/ v) ile ¢oktiirildii, ¢okelti miimkun
mertebe kiigiik bir hacrmda 10 mM Na,PO,, 5 mM NaNg, pH 7.5 ile ¢o-
zildd ve aym tampona kars: diyaliz edildi.

Immunelektroforez igin érnekler Minicon concenatér B 15 (Amicon
Corp., dan vers, USA) ile yaklagik 100 defa konsantre hale getirildi.

TARTISMA VE SONUCLAR

Ke¢i serumunun sefadeks GG 150 SF kolonundan elue edilisi
(Sekil — 1) de gordlmektedir. Buradaki grafikten a, b, ¢ pikleri im-
munelektroforezle kontrol edildiginde a ve b fraksiyonlarinda albumin

bulunmadig goriilmektedir. Buna karsilik ¢ fraksiyonunda albumin mik-
tar artnustir (Sekil — 2).
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Sekil -1 : Kegl serumunun sefadeks G 150 SF tzerinde ayrilmas:,
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a, b, ¢ Sekil 1 deki fraksiyonlar antiserum : antikeci tavsan serumu Keci
IgG alt simiflar anyondegisim kromotografisi ile aynldr Sekil 3 (a, b, ¢).

Sekil ~ 2 : Sefadex G 150 SF {raksiyoniarimn immunelektroforezi .
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Sekil - 3a : Sefadex G 150 SF ile ayrilan IgG nin ( fraksiyon b) DEAE - Ser-

vacel 23 S8 tizerinden elue edilmesi ( 1 nolu kegi).
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Sekil - 3¢ : Kekwick prepratimin DEAE - Servacel 23 SS e uygulanmas: ( kegi 2),
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-1

Literatiirdeki bilgilere gore pik A IgG2 , pik B ise IgGl i gosterir
(13). Bunlar immunelektroforeziyle birbirinden ayirmak pek mimkiin
degildir. 1gG2/ IgGl oranmi denenen iki kegide biyik olgiide de-
gismektedir. 1 nolu kegide bu oran 1 : 6.8 iken 2 nolu kegide 1: 1.2 (g /g)
dir. Ayrica énce sefadexle IgG nin ayrilip sonra anyon degisim kro-
motografisi uygulanmasi, Kekwick prepratimin direkt olarak anyon de-
Fisim kromotografisine uygulanmasina gére bir tstinligi olmadigr Sekil
3a ve Sekil — 3b nin mukayesesinde anlagimaktadir. DEAE tzerinden ay-

rilan ilk pik IgG2 mikrozomal éstradiol reseptorle herhangi bir kompleks
olusturmamaktadir (Sekil — 4).
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Sekil - 4 :

: IgG2 nin ostradio]l resepétorle inkube edildikiten sonra yo-

guniuk gradiyent testi ile kontroli.
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Buna kargilik IgG1 ise tamamen farkli sonu¢ vermektedir (Sekil
5). Burada kompleks olusumu IgG1 in konsantrasyonuna bagh olarak de-
gigsmektedir.
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Sekil - 5:1gG1 in sstradiol reseptorie kompleks cligturmasi.

Ostradiol reseptériin heparin sefaroza baglandigi bilindiginden
(15), heparinin IgG Tip II ye ostradiol reseptorle kompleks olusturmada
bir etkisi olup olmadigh arastirilds ( Sekil — 6).
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Fraksiyon

Sekil - 6 : Heparinin kompleks olugumuna etkisi.
Sekilde goriildiigii gibi heparinin kompleks olugumuna herhangi
belirgin bir etkisi yoktur. Sonug olarak ostradiol reseptorle kompleks
yapan IgG tip II nin baglanmadan sorumlu fraksiyonunun T1gG1 ol-

dugunu gérmis olduk.
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