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BSTRADIOL RESEPTORE NONSPESIFIK BAGLANAN TIP 11 IgG -
igG1 ALT SINIFINDAKI IgG MOLEKULUNUN BAGLANMADAN
SORUMLU BOLGESININ ARASTIRILMASI

THE INVESTIGATION ABOUT THE BINDING RESPONSIBLE
SITE OF THE SUBCLASSES TYP II IgG - [gG1 WHICH BIND
NONSPESIFIC ESTRODIOL RECEPTOR

Ismail PEKER* | Holger SIEDE**

OZET

Tip IT IgG nin alt simfi olan IgGl fragmentlerine aynldi. IgG molekiilanin ost-
radiol reseptériniin baglandifn yor arastinldi. IgG1 pepsin ve papinle inkube edildi, 1gG
fragmentleri Sephadex, iyon degistiricl ve anfinite kromatografileri ile aymidi. Ayrilan frag-
mentler isaretli éstradiol reseptériiyle inkube edildi. Ostradiol reseptsr -IgG kompleks olu-
sumu sakkaroz yogunluk gradiyent santrifugasyonu ile kontrol edildi. IgG nin Fe tarafinin
sstradiol reseptérind bagladig gosterildi.

Key words : Immunoglobulin, estradiol receptor, IgG subclasses

SUMMARY

1gG1 subclass of type IT IgG which binded estradiol receptor was seperated ils (rag-
ments. The binding site of Ig 6 molecul to estradiol receptor has been investigeted. First
Ig(G1 was incubated with pepsin or with papain. The fragments of IgG were seperated by
Scphadex and ion exchange affinity chromotogragphies. The separeted fragments were in-
cubated with radiolabeled estradiol receptor. The formation of Ig 6 - estradiol receptor
complex had been shojn by sucrote gradient centrifugation. This shows that Fe site of IgG
binds to estradiol receptor.

GIRiS

Steroid reseptirler kanser teshisi ve tedavisinde énemlidir (1,2,3).
Steroid reseptérleri iginde, iizerinde en ¢ok ¢ahsilanlardan biri de ost-
radiol reseptéridiir. Ostradiol reseptériiniin metabolik olaylarda nasil
bir yol izledigi arastinlirken diger proteinlerle olan etkilesmelerinin de
gnemli oldugu gordlmistiir.

* Dr. Pakize I. Tarzi Biokimya ve Hormon Laboratuan Valikonag: Cad. No. 86, 80200 Ni-
santagt / Istanbul
** Max ve Planck Institul Experimentelle Endokrinologic Hanover, Almanya
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Daha onceki calismalardan edindigimiz bilgilere gére bhaz hay-
vanlarin serum IgG leri ostruliol reseptorieriyle nonspesifik  bag-
lanmaktadir (4,5). Bu baglanmay: gosteren [gG vye tip I, baglanma gés-
termeyen IgG ye ise tip I adi verilmistir. bundan sonraki asamada
ostradiol reseptériine nonspesifik baglanan tip 1 IgG nin fkeet se-
rumunda) alt simiflarindan IgG1l ve 1gG2 nin éstradicl reseptiriyle
kompleks olusturmalan arastmilmis ve bu baglanmadan IsG1l alt si-
nifinm sorumlu oldugu bulunmustur ().

Nonspesifik baglanmada hayvan: immunize etme gayesiyle her-
hangi bir antijen verilmediginden, baglanmadan immunoglobulinin Fab
tarafi sorumlu tutulamaz. Biyle bir baglanma olsa bile, bu baglanma
Fab tarafindaki degisken bélgedeki amino asit diziliginden degil protein -
protein etkilesmesindendir. Biz bu maksatla énce hangi hayvanlarda oG
tip IT bulundugunu arastirdik (7). Tip 11 1gG bulunan serumlardan Kek-
wick metodu veya Sephadex kolon kromatografisiyle IgG vi avirdik ve tip
H IgG yi DEAE Servacell SS 23 anyon degistirici kromatografisi ile 1gG1
ve IgG2 alt simiflarina ayirdik. Baglanmadan IgG1 in sorumiu oldugunu
bulduk (€). IgG molekuliinin yapisi (Sekil — 1) ve degisik enzimlerle in-
kubasyonu sonucu clugan fragmentler (Tablo —~ 1) de gorilmektedir.
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Sekil - 1 : Bir IgG molekiliiniin yapis), proteazlarm ctki noktalari ve {ragmentler.

Table - 1 : IgG nin pepsin ve papainle inkubasyonundan olusan frag-

mentler ve ozellikleri.

Enzim Fragment Molekil agirhgt Balge Biyolojik fonksiyonu.
MW (kda)
Papain Fab 50 (3.5 8) Vi, CH1, VL, E}L a;;ijen bagl‘ar;xnz;
Fe 50 (3.5 3) CH2, CH3 )2 komplemen ak-
tivasyonu.
Fc' 21 (CH3)2 kompleman
aktivasyonu.
Pepsin Flab)2 100 (CH1, VH, CL, VI)2 antijen baglama
Fab' 50 CH1, VH, CL, VL antijen baglama
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Ayirdigimiz IgG1 den papain ve pepsin kullanarak Fab ve Fe gibi
fragmentier elde ettik. Bu fragmentleri degisik kromatografik yon-
temlerle ayirdik. Fragmentleri 6stradiol reseptérie inkube ederek hangi
fragmentin kompleks olusturdugunu arastirdik.

MATERYAL VE METOD

Radyoaktif isaretii 17 B (6,7-3 H) éstradiol {(spesifik aktivite : 55
Ci/ mmol), Amersham Buchler den, aktif kémiir ve diyaliz zarlarn Sig-
madan, radyoaktif slgiimler igin kullamillan sintilator "xylofluor” Ba-
kerdan, diger kimyasal maddeler Merck'den satin ahndi. Fotometrik 61-
gumler Gilford 2600, (USA) veya DU-8 (Beckman, USA)
spektrofotometreleriyle yapildi. Yogunluk Gradiyenti, protein tayini, rad-
yoaktivite slgiilmesi, mikrozomlardan 6stradiol reseptorin ekstraksiyvonu
ve igaretlenmesi, IgG nin alt simiflarina ayrimasi islemleri daha énce de-
taylariyla anlattifimiz islemlere gore yapildi (6,7).

Immunoglobulinlerin fraksiyonlarima ayrilmas:
Papain ile fragmentlerine ayirma ( Fab, F¢)

Papain ile IgG1 in fragmentlerine aynimas: Porter (8) e gore ya-
pildi. 0.1 M sodyum fosfat (NaP) 0.01 M sistin, 2 mM EDTA, pH 7 tam-
ponu iginde ¢bzilmiis olan 15 - 20 mg / ml konsantrasyonundaki 1gG,
0.05 M sodyumasetat ( NaAc), 0.01 % timol, pH 4.5, 28 mg / mi, (22 unit
/ mg ) protein olacak sekilde hazirlanmis papain sispansiyonu ile ka-
ristinldi. IgG / papain orami 100/ 1 olacak sekilde ayarlandi. Bu karnsim
37°C de 16 saat inkube edildi. Inkubasyon sonunda tyot asetikasit { 1 M
iyotasetikasit, 0.1 M NaP, pH 7) ile son konsantrosyonu 50 mM olacak
sekilde ilave edildi (9,10,11). 30 dakika oda sicakliginda inkube edil-
dikten sonra 0.1 M NaAc, 5 mM NaNg, pH 5.5 ¢ozeltisine kars: diyaliz
edildi. Diyaliz sirasinda ¢oken protein SW 60 rotoru ile 20 °C de 20 000
devir / dak ile 20 dakika santrifij edilerek ayrild. Papain ile ayrilan
fragmentler Sephadex G 150 SF ile Tan ve Van Eyk'e gore aynld:
(12,13). 5 ¢m x 49 em boyutlarinda kolon kullanilarak 17.8 ml / saat, 6.8
ml / fraksiyon olacak sekilde 0.1 M NaAe, 5 mM NaNg, pH 5.5 ¢ozeltisi
ile oda temparatiiriidne elue edildi. 280 nm dalga boyunda 1 em lik kii-
vette fraksiyonlarin absorbsiyonlam slgildi ( Sekil 2,3). Fab ve Fe ihtiva
eden karisim distile suya kars diyaliz edildi. Geriye kalan kisim hacm
en az olacak sekilde 0.1 M NaP, 5 mM NaNg pH 8 tamponu ile sis-
pansiyon haline getirildi,

ey
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Immunoglobulinlerin Protein - A Sepharose (SPA) ile frag-
mentlerine ayrilmasi

Bu ayirma Escribanol'e (14) gore 1.45 g protein - A Sepharose bir
gece 100 ml 0.1 M NaP, 5 mM NaN3, pH 8 ( tampon I iginde sigirildi,
Ust kisim emildi ve jel 20 ml tampon igine siispansiyon yapild: ve 1 cm x
5 ¢m boyutlarinda bir cam kolona dolduruldu. Kolon kullamiimadan ¢nce
50 ml tampon I, 50 ml 0.1 M sodyumsitrat, 5 mM NaNg, pH 6 ( tampon
D) ve 10 ml 0.5 M glisin, 5 mM NaNg, pH 2.8 ( tampen 3) kolondan 1.8
ml / saat olacak sekilde gegirildi. Sonra tampon I kolondan gegilerek
kolon dengelendi. Ornek kolona tatbik edildikten sonra 20 ml tampon I,
20 m! tampon II, 10 ml tampon III ile elue edildi (1.8 ml/ saat, 1.8 ml/
fraksiyon, oda temperatiiriinde toplanan fraksiyonlar 280 nm de, 1 ¢cm
lik akiskan sistemli quarts kiivet kullanilarak), (Sekil 4) ¢izildi.

f¢inde protein bulunan fraksiyonlar distile suya kars: diyaliz edil-
di, livofilize edildi, en az bir hacimda 10 mM NaP, 5 mM NaNg, pH 7.5
¢ozeltisi igine alindi ve diyaliz edildi.

Immunoglobulinlerin iyon degistirici kolon kromatografisi
ile Ig(G fragmentlerine ayrilmasi

Fab ve Fc yi birbirinden ayirmak ig¢in iyon degistirici kro-
matografisi de kullamid: (15, 16, 17). 100 ml ticari ion degistirici sis-
pansiyonu ahndi. Sulu kisim emildi, geri kalan kisim 1 litre distile su
icinde siispansiyon yapildi. Taneciklerin ¢okmesinden sonra Ustteki
kistm aspire edildi, 2 defa distile suyla yikandi. Istenilen tamponla den-
geye getirildi, gaz: ahndi ve bir kolona doldurularak kolon hacrmmin 3
kat: tamponla dengelendi. Fraktogel TSK DEAE 650 (M) iyon degistirici
yukarida anlatildig: sekilde kolona yiklendikten sonra 360 ml baslangig
tamponu ile (0.075 M NaP, 5 mM NaNg, pH 8) ve 360 mi 0.2 M NaP, 5
mM NaNg, pH 8 ile elue edildi (16), (Sekil 5). Kromatografi ile ilgili diger
parametreler : Kolon boyutu 2.5 cm x 12 cm, akis hizi 19.4 ml /saat, frak-
siyon hacmi 4.9 ml/ fraksiyon ve inkubasyon sicakhigimi ise oda tem-
peratiirii olarak verebiliriz.

Immunoglobulinlerin pepsin ile IgG fragmentlerine

ayrilmas:

Pepsinle IgG nin béliinmesi ve ayrilmast Nisonoff (18) metoduna
gore yapildi. 0.07 M NaAc, 0.05 M NaCl, pH 4.5 icindeki konsantrasyonu
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20-30 mg/mi olan IgG ¢ozeltisi, 10 mg / ml konsantrasyondaki pepsin ile
IgG / pepsin orani 100 / 3 olacak sekilde inkube edildi. 37°C de 186 saatlik
inkubasyondan sonra ¢ézelti 1 M NaOH ile pH 8 e ayarlandi ve 0.1 M
NaP, 5mM NaN3g, pH 8 tamponuna kars: diyaliz edildi. Snora Sephadex
G 200 SF kolonuna oda temperatiiriinde uygulandi, daha sonra tampon
degistirilerek parcalanmammsg IgG1 ve her iki alt simifin Fe leri ayrilds,

Marker Proteinleri

Sephadex gel kromatografisinde bos hacmi belirlemek icin Blue
dekstran (1), IgG nin akis yerini belirlemek igin domuz IgG si (2), al-
buminin yeri i¢in Bovin Serum Albumin (3), papain veya pepsinle olusan
fragmentlerin yerini belirlemek icin ovalbumin (4) kullanilds. Bunlar sep-
hadex kullanilarak yapilan elusyon grafiklerinin izerinde rakamlarla
gosterilmigtir. Kullamlan marker proteinlerin molekiil agirhklart asa-
gudaki gibidir : Domuz IgG SI 150 000 g/ mol, Bovin Serum Albumin 68
000 g/mol, ovalbumin 44 000 g/ mol dir.

TARTISMA VE SONUCLAR

Papainle IgG lerin par¢alanmasi sonucu olusan fragmentlerin Sep-
hadex G 150 SF kolon kromatografisi ile ayrilmas: ( Sekil 2,3) de Protein
A Sepharose affinite kromatografisi ile ayrilmas: ( Sekil 4) de, iyon de-
gistirici kromatografisi ile ayrlmas ( sekil 5) de gorilmektedir. Sekil 6
ve Jekil 7 de pepsinle yapilan IgG fragmentlerinin ayrilmas: g6-
ritlmektedir. Onceden Sephadexten gecirilirek ayrilan IgG1 in pepsinle
inkubasyonu sonucu ayrilacak pargalardan biri F (ab’) diir ve bunun bek-
lenen mol agirhign 50 000 g/mol civarindadir. (Sekil 6) ve (Sekil 7) deki
piklerin molekiil agirhk bélgeleri buna uymaktadir. Fragmentlerin 6st-
radiol reseptérle inkubasyonlar incelendiginde, 8stradiol reseptérin Fab
ile inkubasyonu (Sekil 8), Fe ile inkubasyonu (Sekil 9), F(ab) 2 ile in-
kubasyonu { Sekil 10) da gérdimektedir. Bu sekillerden anlasilacag gibi
ostradiol reseptorii baglayan IgG molekiliinin Fe tarafidir diyebiliriz.
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Sekil - 2 : Kekwick metodu ile ayrlan keci IgG lerinin papainle parcalanmasi so-

nucu olusan fragmentlerinin Sephadex G - 150 kolon kromalogralisi ile

ayrilmast.
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Sekil - 3 : Kegi IgG1 inin Papainle inkubasyonunudan sonra olusan {ragmentlerin
Qnfadnke (41RO 1A avmlmaa
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Sekil 2 de gorildiigii gibi 360 ml den bashyarak 520 ml ye kadar
olan pik papainin etki etmedigi 1gG dir. Ikinei pik 520 mi ile 680 mi aras:
olan kisim ayar proteinlere gire molekiil agirlign 44 000 - 68 000 g / mol
olan fraksiyonlar igermektedir. Bu da Fab ve Fc¢ den beklenen bir du-
rumdur. IgG1 alt sinifinin papainle pargalanmasi § - merkapto etanol
lave edildiginde tam gerceklesmektedir. Sekil 2, Sekil 3 ile
karsilastinldiginda reaksiyon sartlarinda IgG2 nin papainle ya cok az
veya hi¢ parcalanmadigh goriilmektedir.

OQEBG, Xagi -1g K EXWIK)
tem F
1.0k \ Baslangic Baslangic
\ 01M Curat, pH 6 0 0.5 M Glyain,
L 00N NP pH 8.0 j |
3
1
\
\
i \\ ‘\‘
.5+
/ \ 1 \
| \ A
{ 4
[ [le)
) ,\ N
/ { i
/ N \ . | REAN . -
14 20 30 40 50 mi

~—= Elusyon hacrmi

Sekil -
matografisi ile ayrimasi. A : Fab fragmenti, B: Fe fragmenti

IgG2 nin 1gG1 in aksine papaine karsi direnci Micusan (16) ta-
rafindan bildirilmistir. Sephadexle ayirma molekil agirhklarina gore ol-
dugundan ve Fe ile Fab nin mol agirliklar birbirlerine yakim oldugundan
biz bu sekilde ancak papainle parcalanan kismi etkilenmeden kalan 1gG
den ayirabiliriz. Fab ve F,, ihtiva eden Sephadex G 150 SF eluat: protein

- A Sepharose ye uygulandiginda iki pik vermektedir Sekil 4.

4 : Papainle ¢lugan fragmentlerin Protein A Sepharose ile kolon kro-
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Pik A (Fab) baslangic tamponu ile elue edilebilmekte, pik B (Fe)
ise daha sonra pH ve tampon degisikligiyie elue edilebilmektedir. Bunlar
literatiirde verilen degerlerle ve immunelektroforeziyle kontrol edilerek
piklerin Fab ve Fc olduklar gorildi. Papainle inkube edilen IgG1 ayrica
Micusana gire (16) kesikli olarak anyon degistirici kromatografisiyle
fraksiyonlandirildi. Baslangi¢ tamponu ile parcalanamayan IgG2 ve her
iki alt sitmifin Fab fragmentleri ayrildy, sonra tampon degistirilerek par-
calanmamis IgG1 ve her iki alt sinifin Fe leri aynldr (Sekil 5).

0.4
IgGIKERW] Papamn ile aywmadan sonra
/\; Fraktogel TSK DEAE §50(M)
% 2800m
fem
Baslangig
0,2 M NaP
0,7+ ‘ e
;
A
;’&\\\V’\
| s \\N\/\»
J \\*‘——-~—~ !}J% LT
80 160 2601350 440 20 m
~—== Elusyon nacmi
Sekil - 5 : Kegl IgG sinin papainle inkubasyonu sonucu clusan {ragmentlerin

anyon degistirel kromatografisi (Fraktogel TSK DEAE 650) ile ay-

rilmasi.

Pepsinle olusan IgG hidrolizinin kromatografiyle
ayrilmasi

Kekwickle ayrilan IgG nin (Sekil 6) ve Sephadexle ayrilan IgG nin
(Skil 7) de pepsinle fragmentlerinin ayrilmas: gorillmektedir. Onceden
Sohadexten gegirilerek ayrilan IgG1 in tripsinle IgG den ayrilacak par-
caardan biri F (ab) 2 dir ve bunun beklenen mol agirhi 120 000 - 70
00 g/mol arahgindadir. Sekil 6 ve Sekil 7 deki pikierin molekiil agirlik
bdgeleri buna uymaktadir.
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Sekil ~ 6 : Pepsinle inkubasyon sonucu olusan IgG (Kekwick) fragmentlerinin Sey-
hadex G 200 SF ile ayrilmas:.
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Sekil - 7 :

Daba énce serumdan Sephadexic ayrilan IgG nin pepsinle a-

kubasyonundan olusan Iragmentierin Sephadex G 200 SF koln
kromatografisiyle ayrimas:.
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Sekil - 8

Fraksiyon

: Fab fragmentlerinin ostradiol reseptérle inkubasyon sonucu [frag-
mentlerin dstradiol reseptori ile komplex olugturmadiginin sakkaroz
gradiyent sanirifugasyonu ile gosterilmesi (pikin tepe noktasinda

saga veya sola kayma yok).
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9 : IgG fragmentlerinin (Fc, Fab) éstradiol reseptorle kompleks olug-

turdugunun sakkaroz gradiyent sentrifugasyonu ile gosterilmesi.

i
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Ostradiol reseptériin Fab ile inkubasyonu Sekil 8, Fc ile in-
kubasyonu Sekil 9, F(ab)2 ile inkubasyonu Sekil 10 da gorilmektedir.

cpm
Keci-IgG1
=~-— RE
1100 —ee RESF 31mg/mi)
(@b, MM
e RESF {21mg/mb

(ab),

550

275

-
o oS
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Sekil - 10 : Ostradiol reseptérun (Fab') 2 ile inkubasyonundan herhangi bir komp-
ieks olugmadifinin sakkaroz gradiyent santrifiiji ile gosterilmesi.

Sekil 9 dan da anlagilacag gibi dstradiol reseptor yalmiz Fe ile bir
kompleks olusturmakta ve bu olusan kompleks seker gradiyent sant-
rifiijindeki onceki 8stradiol reseptér pikinin yerinde degil, olusan komp-
leksin sedimentasyon katsayisina bagh olarak farkli yerde go-
rillmektedir. Diger fragmentelerde bu ozellik gorilmemektedir. Tip II
IgG nin ostradiol resptériiyle hirlesen IgG1 alt simfi, proteaz enzimlerle
pargalanip, olusan fragmentler degisik kromatografik metodlarla ayrilip
sstradiol reseptorie inkube edildiginde goriliyor ki IgG1l molekilinin
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baglanmadan sorumlu tarafi ¢ dir. Bunun metabolik olaylarda bir an-
laminin olup olmadigi ve nicin Fe tarafimin sstradiol reseptdri bag-
layipta Fab tarafinim baglamadig bu arastirmamn her ne kadar amac:
ve konusu degilsede Fe tarafindaki oligo sakkaridlerin bu baglanmada
rol oynadifini zannediyoruz.
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