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" KISALTMALAR

ACTH : Adrenokortikotropik hormon

ADPV | : Adenozin-5'-difosfat

AIB : Alfa~Aminoizoblitirat

ANP ‘¢ Adenozin-5'-monofosfat

ATP : Adenozin-5'-trifosfat

BSA : Sigir serum albumini

Con A : Konkanavalin A

DEF : Diblitilftalat

dbs  : Dakika bagina sayim

DNAaz  : Deoksiriboniikleaz

EGF : Epidermal biiylime faktorii

FCS :+ Fétal dana serumu

GIT : Glutatyon insiilin transhidrogenaz
LDL + Diligiik yogunluklu lipoprotein
NADPH : Rediikte nikotinamid .adenin diniikleotid
NSB : Jzglil olmeyan baglanma

PBS : Fosfat tampomlu tuz g¢bzeltisi
FISF : Fenilmetilsiilfonil florir

POPOP : 1,4-Bis-(5-feniloksazol-2-il)benzen
FPO : 2,5-difeniloksazol

RAP : Reseptor aracili pinositoz

SDS ¢+ Sodyum dodesil siilfat

TCA : Triklorasetikasit

TSH : Tiroid uyaraica hormon
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1.1.  INSULIN

1.1.1. Tarihge

Insiilin ilk olarak bulunan, saflagtirilan ve yaplsi
anlasilan protechormondur. Instilinle ilgili ilk galigmalar
vdn Moring ve Minkowski'nin (1889), pankreas:i ¢ikarilmig k6-
peklerde insanlardaki diabetes mellitus'a benzer karbonhidrat
metabolizmas: bozukluklari goriildiigiinii saptamalari (1) ile
baglamigsa da instilini bulma gerefi, pankreastan etkin bir §--
ziit elde ederek bunun diabetik kSpeklerde ve daha sonra da in-
sanlarda iyilestirici etkisini gésterén Banting wve Best'e

(1921-1922) aittir (2).

1926'da Abel, kristal halindeki ilk insiilin preparati-

ni hazairlamig (3), amino asit dizisinin anlasilmasini ise 1960'

ta Sanger (4) gerceklestirmistir.



1966'da Katsoyannis ilk olarak tiimiiyle sentetik insii-

lin preparatini elde etmigtir (5).

1.1.2. Insiilinin yapl ve Szellikleri

Insiilin, molekﬁl'aglrllgi 6 000 olan ve iki disiilfid
bagl ile birlegtirilmis iki polipeptid zincirinden olugan bir
hormondur. A ve B ad1 verilen bu zincirler sirasiyle 21 ve 30

aminoasit icerirler (6)..

Rombohedral kristaller yapan insiilin bu halinde % 0,4
oraninda ¢inko icerir. Elde edilen preparatlarda hemen daima
eser miktarlarda olmak iizere nikel, kobalt ve kadmiyuma da
rastlanar. Seyreltik asit ve alkalilerdé keolaylikla c¢dziiniir.
fzoelektrik noktasi 5,30-5,35 olup, pH 4,5-7,0 arasinda pratik

olarak ¢dzilinmemektedir (7).

Insiilin pénkreasta, Langerhans adaclklarindaki beta
hilcrelerinde yapilir. Katsoyannis'in yonteminde A ve B zincir-
lerinin once ayrl'ayrl sentezi yapiliyor, sonra bu iki zincir
birlestirilijordu. Bﬁ nedenle pankreasta da'ayn1 yéntemin kul-
lanlldlgl‘sanllmaktaydl (6). Ancak Steiner v.d. (8) ile Chance
vé,yardlmcllarlnin (9). pankreasin dnce tek bir polipeptidi
sentezledi®ini ve daha sonra bunu bir enzimle par¢aliyarak in-
siilini oluaturdugunu_gﬁsteren qallgmalarl'durumu aydinlifa ka-
vusturdu. Bu ®nciil polipeptide "proinsiilin" ada verildi.

84 amino asitten olusan proinsiilin pankreasta proteo-
litik bir enzim tarafindan par¢alanarak insiilin ve 33 amino

asitlik bir "baglayici peptid"e ayrilir. Disiilfid baglarinin
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dogru yerlesimi_ve iig boyutlu (3B) yapinin gerektigi gibi‘koﬁr
rﬁnm351 yoniinden dnce proinsiilin sentezlenmesinin biiyikk yarar
oldugu savunulmaktadir (10). Proinsiilinin ve insiilinin yapisa |
Sekil 1'de gdsterilmigtir. |

7 Insﬁlinin birincil yaplslg hayvan cins ve tiirlerine gj-
re defigmektedir. Bazi balik ve kﬁéﬁk kemirgen tﬁflérinde, ayni
ﬁankregsta iki éyrl yapida insiiline rastlanmaktadir (10). Onem-
1i olan bazi insiilin molekiil degigiklikleri'aéaglda (Tablo 1)

gisterilmistir (11).

Tablo 1. Insiilinin birincil yapisinda G¥riilen Degigik-

likler (11).

Kaynak 8% A9 A10 __B30
Ingan Thr Ser Tle Thr
Sigir - Als Ser Val Ala
Domuz - Thr Ser 1le Ala
Koyun Ala Gly Val Ala
At Thr Gly tle Ala
Balina Thr ) Ser Tle ' Ala
Kdpek Thr Ser Tie Ala
Tavsan Thr - Ser Ile Ser

XA ve B zincirlerinde belirtilen numaralarda saptanan
amino asitler gdsterilmigtir.

Insiilinin yapisal degiskenligini evrimsel yaklagimlarla
aciklama ¢aligmalari bir varsayim olmaktan &teye gidememigtir.
Ornegin; domuz, kdpek ve balinada ayni yapida olan insiilin in~

sandakinden yalniz bir amino asit farklidir. Kobay ile diger
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memeliler arasindaki dizi farkliligi, memelilerle tavuk ara-
sindakinden g¢ok daha biiyiiktiir. Kobayla diZer memeliler arasin-
daki amino asit dizilis farki memelilerle balik arasinda sap-

tanan farklilik diizeyinde bulunmusgtur.

Insiilin molekiiliiniin 3B yéplsl,'tek kristal x-isinmi a-
naliii ile aydanlatailmistar (12). Insiilindeki iki zincir (4 ve-
¥a B) siki bir bigimde bir demest olusturméktadlr. A zineiri, B
zincirinin kivrilen orta'klsml izerinde yatarak uzanmakta, B
zinecirinin ug klslmiarl ise kol gibi uzanarak A zincirini ara-
sina élmaktadlr. Bﬁyléce A zinciri molekiiliin bir yiliziine hapse-
dilmektedir. B zineciri iki nonpolar yiizey olusturmaktadlr. Di-
mer ﬁe hekzamer yapan insiilin molekiillerinin bu nonpolar ylizey-
leri ters bicimde birbirleri iizerine kapanmaktadir. 12 000 mo-
lekiil afarlikli ii¢ dimer, ¢inko iyonu varlifinda bir arayé ge~-
lerek 36 000 molekiil afirlikli hekzameri olusturmaktadir{l3).

- Bu bilgilerden yararlanilarak, insiilin molekiiliiniin 3B bir res-
mi basitlegtirilmis bir big¢imde $ekilr2'deki gibi ¢izilmigtir.

A zincirinin u¢ gruplari olan Al glisin, A5 glutamin,
Al1S9 tirozin ve A2l asparajin, molekiiliin yiizeyinde yeralmakta-
dlrlér. Inslilinin kiimelegmesinde gdrev almayan bu amino asitle-
rin molekiilden ¢ikarilmalari hem yapiyi hem de'biyolojik etkin-
liging etkilemektedir.rAl glisin yerine dzellikle biiyiik grupla-
rin konmasi, biyolojik etkinlifi son derece azaltmakta fakat
molekiiliin yapisini daha az bozmaktadir. Proinsiilinde baglayici
reptid bu gruplara drtmektedir. Proinsiilinin insiiline oranla

cok mz etkin oldugu bilinmektedir. Bu nedenle A zincirinin ug
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gruplarinin olugturdugu ylizeyin biyolojik etkinlikte Snemli ol-

dugu sanllmaktadzr (1%3).

Insiilinin birineil yapisi ile biyolojik etkinliZi ara-
sinda siki bir iligki vardir ve 2B yapanin {i¢ distilfid baZa |
ile biiyiik 8l¢iide saglandiZi kabul edilmektedir (14). Bundan ya-
rarlanilarak hangi gruplarin insiilin etkinliginde gerékli ve

dnemli olduu anlagilmigtar.

B zincirinin C-ucundan 8 amino asidin enzimatik olarak
¢irkarilmasi ile elde edilen dezoktapeptid insiilin (DOP) dogal
insiilinin etkinliginin %15'i kadarina sahiptir. Bu parg¢a Snemli
olmakla birlikte biyolojik etkinlik ic¢in mutlaka gerekli degil-
“dir (6). |

Dezalaninr-dezasparajin insiilinin (DaA) 1,1 U/mg(Unité/
me proteiﬁ) etkinlige sahip oldufu saptanmigtir (15). Oysa dégal
insiilinde bu deger 22 U/mg'dir (6).

Fluoressein baflanarak hazirlanan insilin tiirevlerinin
biyolojik etkinlikléri de olduk¢a ilginetir. Mono-, di- ve tri- |
fluoressin insiilin tiirevlerinde fluorofor sirasiyle; Bl, Bl Al,
Bl Al B29.amino asitlerine baflanmaktadir. Bunlarain biyolojik
etkinlikleri ise sairasiyle 9,6 U/mg, 0,9 U/mg, ve O U/mg ola-
rak bulunmustur. Bu amino asitlerin komguluklari gﬁzSnﬁne'all—
nirsa (bkz. Sekil 2) bu bSlgenin biyolqjik etkinlik aélsindan
onemi kolayca anlagilar. ' '

B30'daki alaninin kaybir ya da A21'deki asparajinin &-

mid grubunun karboksipeptidazla hidrolizi biyelojik etkinlikte

bir azalmaya yol a¢mamaktadir (6).



1.1.3. Insiilin Sentez ve Salgilanmasini Etkileyen Etmenler

Insanda gilinliik insiilin gereksinmesi 30-50 iinite arasin-

da degismektedir. Bu, total pankreatektomi yapilan bir kisgide

kan gekerini normal diizeyde tutabilmek i¢in gerekli insiilin mik

taridir. Normal insan pankreasinin her grami 40 kadar insiilin i
cermektedir. Bdylece birkac¢ giinliik gereksinim (150-200 U) pank-~
reasta depolanmis durumdadir. Inbiilin pankreasta etkin big¢imiy~
le depo edilmektedir. Bu depolama altili (hekzamer) ya da bunun
katlari halinde insiilin molekiillerinin bir.araya gelmesi ile o-

‘1ur (10).

Elektron mikroskobik ve otoradyografik ¢aligmalar, pro-
ingiilinin grénﬁlér.endoplazmik retikulumda (RER) Vap1ld1g1ni,
insiiline ddniistiiriilmesinin ise hem RER' de hem de Golgi aygltln-

da gergekleatlrlldlglnl gdstermektedir (10).

Insulln sentez hizinin diizenlenmesine iligkin bilgileri-
miz olduk¢a kisitlidir. Pankreasin azimsanmayacak Slg¢iide insiilin
depolamasi ve insiilin igerifinde ufak nicel oynamalari saptama-
nin glicliigli nedeniyle buna gagmamak gerekir. Bununla biriikte
fétal sigan pénkreas hijere kiiltiirlerinde hizli insiilin sentézine
karsain insiilin ig¢erifi oldukca azdir ve bunun konuyu aydinlat-

makta yararli olacagi sanilmaktadir (18).

Halen yalniz glukozun, ¢ok az miktarda da_bﬁjﬁme hormo~
nunun ingiilinin yapisina radyoakfif amino asitlerin katilmalari-
n1 hizlandirdiga bilinmektedir. Insiilin salgilanmasini srttirdik-
 lér1 bilinen tolbutamid, ACTH ve glukagon, pentozlaf gibi etkisiz

* bulunmustur (10).



Insiilin salgilanmasi oldukga karmagik bir olay gibi
gdriinmektedir. Ana uyarlﬁln kanda glukoz dﬁzeyinin értma81 ol-
duFu diigliniilmektedir. Sigan pankreas1nda. glukeoz uyarimindan
sonraki ilk 30 saniye iginde insiilin salgilanmasinin arttiga,
uyarinin keéiimesinden 50 saniye sonre ise salgilanmanin sona
erdigi ssptanmigtir(l7). Glukoz metabolizuasi inhibit8rleri
~olan 2-deoksiglukoz ve glukozaminin bu uyariyy engellemesi,
iﬁsﬁlin'salg1latmada asil sqrumlunun glukoédan ¢ok onun Dbir
‘metabolik Grinii oldugunu diisiindirmektedir(18).

Aglzdan alinan ya da damar ig¢ine verilen amino asit-
1eirinsﬁlinin plazma diizeyini arttirmaksadir. Arjinin, lizin,
19sin, fenilalanin, valin, metiypnih, treonin, izoldsin ve
triptofan insiilin salgilanmasina uyarmaktadlrlar; Higtidinin
ise etkisiz olduZu bulunmugtur. Amino asit verilmesiyle orta=-
va ¢ikan salgilama fazlalifi, kan glukoz diizeyindeki artma ile
uyafllah salgilanmadan bagimsizdir. 1ki ayri mekanizmanan
oldugu sanilmaktadir. Ornefin, glukozun neden oldugu piazma
instilin dlizeyindeki artlgzlepinefrin_ve noreﬁinefrin engelle~
yebilirken, amino asitlerin uyariea etkisiné bu iki madde et-
kisiz kalmaktadir. Amino asit araciligiyla instilin sentezinin
artﬁa31, amino asitleri doku proteinlerinde depolamaya yaraya-
bilir(6). | |

Epinefrin ve norepinefrinin in vivo (éanda) ve in vit-
ro (camda) deneylerde, farmakolojik etkilerine karsin insiilin
salgilanmasinl engelledikleri gdsterilmistir(6).

Potasyum iyonu,.ACTH, TSH, glukagon, sekretin, pankreo-

zimin, gastrin, oksitosin ve vazopressinin de insiilin salgilan-
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masini arttirdifl gdsterilmistir. Ancak bu etkiler fizyolojik -
olmaktan ¢ok farmakolojik niteliktedir(6).,

~Insiilin sentez ve salglianma31n1'6n1eyen'etmenler. da-
ha gok toksin ve ilac¢lardan olugmaktaktadar. | |

Beta hﬁcrelerini se¢ici bir bigimde zarara ugratan etmen-
ler diabetes mellitus'a yol agmaktadir. Bunlar arasinda, al-
loksan, {irik asit, dialiirik asit, dehidroaskorbik asit, dehid-
roizoaskorbik aéit. bazi kinolonlar, streptozotosin ve magnez-
yum sayilabilir. Bunlardan alloksan, deneysel olarak diabeteg |
__mellitus olugturmakta kﬁllanlldlglndan i&i bilinmektedir, Glu-~
taﬁyon. sistein ve dimerkaprol (B.A.L.) gibi sﬁlfi@fil'iqeren
maddeler 6nceden verildiginde, élloksanla olusan karakteristik
patolojiyi Onleyebilmektedir. Bu sonug ailbksanln slilfidrilli
bir enzimi inhibe ettifini dliglindlirebilir. Ancak nikotinik asit,
piridin, dikarboksiiik asit, sodyum bigiilfit ve metilen mavisi
gibi silfidril grubu igermeyen bilegikler de alloksanln etkisi-
ni engellemekted1r(6). |
Insﬁlinin salgilanmasina apttlran maddeler araélhda siil-

foniliire grubﬁ ilaglar: anmak gerekir. En iyi bilinen Srmepi
tolbutamid olan bu maddeler beta hiicrelerinde degraniilasyona
yol agmakta, insfilinin sﬁlgllanma hizini arttirmaktadarlar,
Fankreasi gikarilmig ya da pankreasi insiilin yapma yetenegini
tiimiiyle kaybetmig k‘isilerde bu tiir maddeler etkisiz kalmakta—
dir(6).

1.1.4, Insiilinin pargalanmasi

Insulln hemen tiim hiicre digi sivilarda gorulmektedlr.

By nedenle olduk¢a hizli olarak ve defisik yollarla parcalan-
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maktadair(6).
~ Ken diginda; lenf, safra ve sidikte de insiiline rast-
lanmlstlr._Babfeklerden siiziilen insiilin tiiplerde geri emilmek-
te, ancak 1/10 kadara disari atilmaktadir. Radyoaktif iyotla
igsaretlenmis insiilinin dogél insiilinden farkii bir bigimde par-
caland1#1 sanilmaktadir. Glinkli dofal ins{ilinin plazma yafl omrit
9 dakika iken 12lI-insiilin i¢in bu‘deger 40 dakike dolayinda-
dlr(lé). |
Ihsanda inéﬁlini'parqalayan en onemli organ karacifer-
dir. In vitro déneyler insiilinin pargalanmagsinds ii¢ sistemin var-
1aZaini gﬁstermiétir._Bunlar; a) disﬁlfid baglarini koparan ve
glutatyon gibi indirgeyici maddelere gereksinme g6steren. 1siya
dayanikla, nonenzimatik bir sistem, b) yine dis{ilfid baglarini
kairan ve kofaktdr olarak glutatyon ve NADPH'ye geréksinme gos-
teren enzimatik bir sistem ve ¢) kompleks bir proteolitik sis-
temdir(6). | | |
Bunlardan ikinci sirada sdzi edilen giutatyon—insﬁlin
transhidrogenaz (GIT)'in kinetikleri ilk kez Katzen ve Stetten
" tarafindan ¢alisilmistir(20). GIT'le indirgeyici pargéianma. ih—
siilin metabolizmasinda dnemli bir yikim yoludur(2l).
| Chandler ve Varandani, GIT'in sigan dokularinda dagili-
min1 inceleyerek en etkin dokunun pankreas oldufunu saptamlslar-
dir. Bunu sirasiyla karacifer-bagirsak-dalsk-bobrek, testis, ti-
mus ve yaZ hﬁcfe1eri-akciger—beyin~kalp‘ve gizgili kas izlemek-
tedir. Bu enzim sistemi hayvanda en snemli insiilin pargalayicl
sistem olarak kabul edilmektedir(22). |

Insiilin, karacifer hiicregi plazma zarinda hizla parga-



lanmaktadir. 30°C'de 0,3 nM insiilinin plazma zari taraflndaﬁ
(1-2 mg protein/ml) 5 dakikada % 50'sinin, 90 dakikada ise
% 90'dan fazlasinin par¢alandifl saptanmigtir(23).

_ 125I—Dezalanin-d92asparajin insiiling insiilin reseptdrii-
ne olan afinitesi, dogal insiilininkinin % 2'si kadar oldugu hal-
de onun kadar hizli pargalanabilmektedir. Proinsiilin jise kara-
ciger plazma zarlara tarafindan oldukga yavaé parcalanmaktadir.
Insiilinin karaciger hiicreleri tarafindan parqalanmas1, reseptire
baglanmasindan tiimiiyle bagimsiz bir olayd1r(25).

Gavin v.d. monosit, lenfosit ﬁe alyuvarlarin insiilin
parcalanmasindan sorumlu olmadiklarini, bu igi graniilositlerin
yaptigina gdéstermiglerdir(24). Chandler ve Varandini ise alyu-
varlarin ¢ok az da olsa ihsﬁlin parcalama yetenegine sahip oldu-
gunu ve buhu zarsal enzimleriyie yaptigina ileri siirmiiglerdir(2l).

Graniilositler, in vitro galismalarda olduk¢a fazla pro-
teolitik etkinlik gbdstermeleri nedeniyle baza problemlef yarat-
maktadirlar. Endositoz araciligiyla igeri alinma, zara baglana-
rak ya da ekzositozla dlgaflratllan enzimlerle parqalanma, ingii-
linin ﬁe diger bir g¢ok proteinin sonunu hazirlayan ka¢inilmaz
yollardlf(ES).

~ Axyuvarlarda, proteaz ve bu arada GIT etkinligi bakimin-
dan belirgin bireysel farkliliklar saptammigtair(2l).

Fussganger v.d. graniilogitlerde yaptiklari ¢aligsmalarda
5 saatlik bir siirede ortamdaki insﬁliniﬁ % 60'1inin pargalandigi-
n1 gézlemiglerdir. Onlara gore inhibitﬁrsﬁz olarak baglanma ¢a-
lismalari yapmak olanaksizdir. Bu arastiricilar denedikleri bir

cok proteaz inhibitdrii ile insi{ilin yikimini kismen Snleyebilmig~
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lerdir. Granﬁioéitlerin insﬁlinirparqalayan proteazlarinin kara-
cigger ﬁe bobrefin proteazlariyla ilgisi olmadify sanilmaktadar.,
Giinkil bu enzimlerin 6ptimum-pH'1eri,;Km degerleri ve inhibitﬁrlea
e olan duyarllliklarl olduk¢a farklidir(26). |
Inaiilin yikimini engelleyen en etkin prdfeaz inhibito-

riinfin fenilmetilsulfoniil floriir (PMSF)_pldugu saptanmigtir. Bu~
nu sirayla N-formil-L-fenilalaninklorometilketon (FECK) ve N-al-
fa-p-tosil-L~lizinklorometilketon (TLCK) izlemektedir(26).

| Tngiilin, hem zara baglansrak hem de ekzositozla digari-
Yya gtllan proteolitik enzimlerle parcalanmaktadir. Sorumlu en-
zimler en azindan iki gruba ayrilmaktadir. Bunlardan biri hizla
etki eden bif sistem olup substratla doyurulabilmekte ve PMSF _
ile inhibe edilebilmektedir. DiZer grup ise yavag etkili olup
dogrusal kinetik gbstermekte ve PMSF ile inhibe edilememekbtedir

(26).
1.1.5. Inslilinin biyolojik etkileri

Insiilin bir ¢ok dokuda yaygin olarak metabolik olaylary
etkileyen bir hormondur. Bﬁ,etkiler. zarsal tasinim gibi hiazla
etkiler ve RNA ve DNA sentezi gibi yavag etkilerdir. Ancak 50
y11l1 agkan bir zamandir aragtirmacilar hénﬁz bu hormonun bu denli
dégisik etkileri nasil gergeklegtirdiZini kesin olarak ortaya
koyamamiglardir. inaﬁlinin etkilerini asagidaki gibi Szetlemek
niimkindiir:

1- Zarsal taginimin stimiile edilmesi(27-30).

2- Zarsal ve ¢sziinlik enzimlerin etkinlegmesi ya da in-
hibisyonu(%1),
3- Protein sentezinin stimiile edilmesi(27,28,32,33).

4~ Protein pargalanmasinin inhibisyonu(34).
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5~ Haberci RNA sentezinin stimiile edilmesi(27~29,3%5,
36). _
6- DNA sentezinin stimiile edilmesi(27,28,36-38) ve -

7~ Hiicre morfolojisindeki degigiklikler(39;40).

 Halen insiilinin etkisinin, hedef hiicre yizeyindeki 8z—
giil reaseptdre baglanmasi sonucu olustuguné dair yaygin bir kana
vardir. Insiilinin etkisine ait bu teori, 1949'da Levine, Gold-
stein ﬁe digerlerinin insiilinin hedef hiierelerine sekerAtasln1-
minl hizlandirdigini ortaya koyan,Qallsmalarlndan_kaynakianmls—
tir(29). Ayrica insiilinin iyonlar, amino.asitler ve niikleotid
onclilleri gibi diger dnemli metabolik maddelerin‘zarSal tagini-
minl arttirdigi biiinmektedir(E?,EB,30,36.41). Zarsal taginimi
hizlandirmasi insiilinin ana etkilerinden biri olmakla birlikte
. iarsal-etkilesim. insililinin bilinen biitiin etkilerini aglkla;:
maktan uzaktir. Bibrekiistii bezleri ¢1karilmig siganda insiilin,
cAMP diizeyinin épinefrin tarafindan yﬁkseltilﬁesini engellemek-
tedir. Bu nedenle Butéher. insﬁlinin cAMP diizeyini ayarlayarak
Vetkisini gosterdigini savunmugtur(42). insiilinin cAMP aracilipa
ile etki eden hormonlar: antagonize ettifi, bunu cAMP'nin mik-
tarini azaltarak yaptii bir'gok aragtirici tarafindan agiklan-
mlstlr(27.28;36,43). Daha sonra, cAMP'deki bu azalmanin cAMP
fcsfodiestgr321n etkinlegtirilmesi sonucu ortaya gikti¥i bulun-
mustur(44-47), Ancak bu bulgular da yine insiilinin tiim etkileri-
ni yeterince a91k1ayamamaktad1r; Kaldl ki belirli cevre ve ko-
sullarda insiilin cAMP'nin hiicresel diizeyini arttirabilmektedir
(48), Illiano v.d. belirli doku ve kosullarda insiilinin eGMP!

nin hiicresel diizeyini artflrdlglnl bildirmigtir{49),
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Inslilinin hedef hiierenin iyon (potaéyum) igerifini de-
pistirdipgi bilindiginden, iyonlaran insiilin ig¢in bir ikinecil
haberci olabilecegi ileri siiriilmiigtiir(50,51). Insiilinin ayri-
ca ya# hiicrelerinde kalsiyum daZilimani degigtir&iéi(52,55),
plazma zari fraksiyonlarinda ATPaz etkinlifini dogrudan érttlré
A1%1(54,55) gésterilmigtir, o . |

Baélanglqta insiilinin, steroidlere ve tiroid hormonuna -
gore ¢ok daha biiyilk molekiil afirlifina sahip olmasl‘nedeniyle |
hiicreye giremeyecefi diigiintiliiyordu(56). Insiilinin yalniz plaz~
ma zarina etki ettifini savunan bu goriig, insiilinin qazﬁnmez-
agaroz tiirevlerini ilk olarak sentezleyen Cuatrecassas tarafin~
dan destek gBrdﬁ(E?). Gok biiyiik olmasi nedeniyle hiicreye gire-
meyen agaroz~insiilin tiirevierinin, ilk g¢aligmalarda dbgal insii~
line yakain biyolojik etkiye‘sahip oldugu bildirildi(57). Ancak
bu galigmalarin teknik ydnleri yeniden gdzden gegirilerek bu
- insiilin tiirevinin, dogfal insiilinin biyolojik etkinliZinin an-
cak % 1l'ine sahip oldugu gBrﬁlmﬁs(58.59). 56z konusu etkinlige
de, zarlarla'kargllasan agaroz-ingiilin tirevinden koparilip ser~
best hale geceh-insﬁlinin neden oldufu ileri siirtilmistir(60,61).

Yirmiryill‘askln bir siire once Lee ve Williams, sig¢an-
larin portal venine infiizyonla verdikleri radycaktif, karaciger
hﬁcrelefinden elde ettikleri g¢ekirdek, mitokoﬁdri ve mikrozdm
preparatlarinda rastlad11ar(62); Bu bulgular insiilinin hiicre i-
¢ine girdigini késin olarak gosterdifi halde nedense_uzun giire
gozardl edildi. | |

Stein ve Gross, baglanma ve otoradyografi ydntemleriyle,
parcalanmamig insiilini kas, karacifer ve akciger hﬁcrelerinin-

sitoplazmalarinda buldular(63). Terris ve Steiner, bu bulgudan
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yola gikersk insiilinin pargalanabilmesi igin hiicre igine girmesi
gerektigini savunmuslar(é4), ancak Arguilla v.d. imiirioreaktif :
-insﬁlinin'51qan karaciger hiicre qekirdeklérinde biriktigini gis-
termeleriyle(65) bﬁ sav gegerliligini yitirmigtir;'Ayrlca lenfo-
sitlerde yapilan benzer bir.qallgmada, hem yikanip homojenize.e_
dilmig hiicreden elde edilen preparatlarda, hem de bu hiicrelerin
otoradyOgrafilerinde_insﬁlinin,qekiraekte toplandigi gbsterilmig-
tir(66), Biitiin bu bulguiardan anlagildigina gire; insiilin, plaz-
ma zarinda baglandiga reseptérle etkileserek zarsal taginimda ve
bazi enzim etkinliklerinde degigikliklere yol agmakta, ote yan-
dan hucre igine girip ¢ekirdek, Golgi aygiti, endoplazmik reti-
klilum ve dlger organellere baglanarak DNA, RKA ve protein sen-

tezine yol acan gesitli olaylara bizzat araclllk etmektedlr(S?).

1.2.' INsULIN RESEPTGRLERI

l.2¢.1s Ilk calismalar ve insiilin reseptorlerinin dagilima

Instilinin, ¢izgili kas dokusuna baglanmasl ve seker ta-
sinmasl ile olan ilgisi Wohltman #e Narahara(68) tarafindan da-
ha &nce gosterilmisse de, insiilin reseptérlériyle ilgili ilk
¢alismalar, Cuatrecasas'in 1971 'de yag hiicrelerine hormonun &z-
gll olarak baglanmasaini gostermesiyle(69) baslar. Ayni ¥11 Kono
ve Barham yine yag hicrelerinde benzer bulgular elde etmisler-
dir(70), Karaciger dokusunda da dnce House vede(71), daha soﬁra
Freychet v.d.(72) ile Cuatrecasas v.d.(73) tarafindan insiilinin
plazma zarlerina Szgil bir bigimde baglandigy gbsterilmistir.

Gavin v.d. kan hiicrelerinde ve fibroblastlardg insilin
reseptirlerinin varligina gostermisler(74), bu aragtiricilarin

lenfositlerde de insiilin reseptdrleri bulundugunu ileri siiren
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savina kargi,Schwartz v.d.(75) lenfositlerde iﬁsﬁlin Teseptiri-
niin olmadiglnl, buna karglllk-makrofajlarda yiksek afinitede bu -
reseptirlerden bulundugunu baglanma deneyleri ve otoradyografik
¢alisgmalarla kanitlamislardar, Hollenberg ve.Cuatfecasas'ln ¢a-
lismalari da, istirahat halindeki lenfositlerde insiilin resepté-
rﬁnﬁh bulunmédlglnl, fakat mitojenlerle uyarilan lenfositlerde
insilin reseptSrlerinin gorilmeye bééladlgln; ve 72 saat sonunda
en list dﬁzeye'glktlginl‘ortaya ¢ikarmistir(76),

Gavin ve.d., uyarilmamis lenfositlerin,_uyarllmla oclanlara
goére 300 kez daha az insiilin baglayabildiklerini sapfamiglardair
(??). Bu gok az miktardaki baglanmenin, kacak olarak oftamda bu-
lunan makroféjlardan veya kendiliginden uyarilmig lenfositlerden
ileri geldigi savunﬁlmaktadlr(?G).

Plasenta lizerinde caligan Haour ve Bertrand(78), kisa bir
slire sonra da Marshall vede(79), bu dokuda da insiilin reseptdrini
bulmuslardar,

Gambhir v.d.(80,81), insan eritrositlerinde &zgiil insiilin

reseptorlerinin bulundupunu géstermislerdir,
l.2.2. Reseptorin yerlesim yerleri

Jarett ve Smith; ferritin‘e baglanmig insilinle, elekﬁron-
mikroskopik fotograflarda insiilinin yag hiicresi plazma zarindaki
yerlesimini gistermeyi bagarmiglardir(82), Seri kesitlerden elde
edilen resimlerde mikronkare bagina ortalama olarak 90 baglanma
yeri oldugu hesaplanmlg, baglanma yerlerinip bazi bdlgelerde
yaygin olarak dagildaim, diger lelmlafda ise 3-12 ferritin mo-
lekilinden olusan kiimeciklerin varligy saptanmistar,

Reseptarler,'dondurmg_klrma (freeze-fracture) yodntemi ile



-] 8

yag hiicrelerinin g¥ikekaliksinde, fosfolipid tabakasi iginde gi-
| mﬁlﬁ“01a;akmsaptanm1$t1r(83)‘ Yag ve karaciger plazma zarlarinin
ig yﬁzeyierin&eireseptﬁbibre;11i§kin bir'baglanma saptanamamls#'
tir, Ters gevrilerek hazirlanan keseciklere de ﬂeffitin—insﬁlin
kompleksinin baglanmasry gisterilememistir, Reseptﬁrlef plazma
zarlarinin i§ yiizlerindedir(83).

Enzimlerle sindirim.deneyleii, insilin reseptdrleri hak-
kindaki bilgilerimizi artiirmigtir(84), Triisinle_(SO mg/ml)
inkiibe edilenrhﬁcrelerin insiilin baglama kapasitesi hizla diig-
mekte, tripsin, inslilin reseptoérlerini pargalamaktadir. FoSfdli-
| paz C ya da A ile yapilan denejlerde iserbunun tam tersi bir so-
nucgla kar§1la§11maktad1r(84—86). Fosfolipaz uygulanmig hiicrelerin -
insiilin bapglama kapasiteleri 3~4 katina g¢ikmaktadir. Bu sonug,
fosfolipazmn fosfolipitleri parcalayarak, zarda gomili olan fakat
insiilin baglayamayan reseptorleri agiga glkardlglni gﬁétérmekte-.
dir. Tripsin uygulanarak.insﬁlin baglama kapasitesi azaltalmg
olan hﬁcreler'yikanarak fosfolipazla inkiibe edilecek olursa, in-
siilin baplama kapasitesi yine tripsinle inkiibe edilmeden dnceki
diizeyin 3-4 katina glkmaktadlr(84); |

Fosfolipaz deneyleri; lenfositlerde insiilin reseptdrle-
rinin varligl sorununu ¢dzmekte dé kullanilmistir, ¥itojenlerle
uyarilimgs lenfositlerde, foéfolipaz C yag hiicrelerinde cldugu
gibi yine baglanmada artisa neden olmaktadir, Oysa instlin bag-
lama yeteneginden yoksun olan uyarllmamig lenfositlerde her han-
gl bir degisiklife neden olmamaktadir. Buradan, istirahat halin-
deki lenfositlerde reseptOr olmadifin anlasilmaktadar. Mitojenle

uyarma yeniden reseptér sentezine yol agmaktadir. Transformas-
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yonla insiilin reseptirlerinin ortaya ¢ikmasi, Con A'dan bagka
fitohemaglutinin (PHA) ve periyodat'la da yapilan deneylerde de
goriilmektedir(75), '

l.2+3%+ Insiilin reseptoriinin saflastirilmasina iliskin galisma-
 lar ve Szellikleri

insﬁlin reseptiri, saflagtirilmig, hormon baZlama yete- 7
negine sahip ilk proteindir. Cuatrecasas, l9?2'de si1gan karaci ger
ve yag hiicreleri plazma zarlarindan noniyonik bi: deterjan olan
Triton ¥-100 ile insiiliia reseptoérini ¢dzmeyi bagarmis, afinite
kromatografisi yﬁntemi ile saflastirmayi gergeklestirmigtir(88,
89). | | |

Inslilin reseptdr proteininin plazma zarinda gok diigik
diizeylerde bulunmasi (toplam zar proteininin 1/1 000 000'i ka~
dar) nedeniyle 250 000 kez gibi ¢ok yiiksek bir oranda saflagti-
rilmasi gerekmektedir(89). r

Gavin v, d. 1se, 1972 yilinda insan lenfositlerinden in-
siilin reseptorunu ¢ozZmeyi bagarmislardir(90, 91).

Insiilin reseptériinin, insiilini baglama kapasitesi trip-
sinle kolayca ortadan kald1r11abiien(92,95) bir glikoproteinden
clugtugu bilinmektedir(94), | |

Cuatrecasas'in ¢aligmalarina gire; reseptﬁrﬁn molekiil
agirligr 300 000 dolsyindadir(92), Stirtiinme orani (f/fo, fric-
tional ratio) 1,5, eksenler orani (axial ratio) ise 9 olarak bu-
lunmugtur, Bu bilgiler bize reseptériin yassi, disk gibi bir bi-
¢imde oldugunu dﬁgﬁndﬁrmektedir(il). Bu aegérler asetilkolin re~

septirinde de benzerdir, .
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Cesitli dokulara ait hiicrelerin insiilin baglama kapasite-
leri o1dukga_geni5 aralikta daglilm gﬁstefmektedir. Scatchard
analizi ile bulunan insiilin reseptodr sayilara hem doku farkli-
11Z1 hem de aragtiricilarin yéntém farkl;llklarl‘nédeniyle'qok
degigiktir,
| Sigan karaciger hiicresinde, pﬁcre basina 100 000 ile
250 000 arasinda degisen sayida reseptdr saptanmigtir(95-98),

Yag hﬁcrelefinde saptanan say: 50 000(70,99,100), monositte

7 0C0 ve 16 000(95,101), graniilositte 1 000(26) ve eritrositte
2 000'dir(81), Karaciger plazma zarinin, mg protein basina lOb:
femtomol insiilin baglayabildigi saptanmigtir(?73).

Siklohekzimid kullanilarak protein sentezi inhibe edil-
diginde, sigan karacifer reseptoriiniin 4 saatlik birp yari dmre
sahip oldugu goriilmektedir(97). Insan 1enfosmtler1nde ise bu sii-
re 30-40 saatt1r(95). |

Insiilin reseptdriiniin insiiline fizyolojik derigsimlerde yiik=-
sek bir afinitesi vardir (ortalama lO_IOMj(QB). Bu deger 24°¢
igin 1x1071%5x10711 y, 379 icin 3x10~2 M olarak bul unmugtur
(102), Genel olarak hormonun reseptire baglanmasi dligiik sicak-
liklarda daha sikica olmaktadir.

Kinetik qallamalarda' baglanma degismezi (k s kon)’
5x107-1 5x105 b sn -1 gibi genis b1r aralikta deglsmektedlr. Ay-
risma degismezi (k _12 X, pp) icin ise lxlO “3 an~L i1e 3%10™*sn~1
arasinda degigen deferler bulunmustur(69,73,92,99). Bu degerler-
den hormon—reseptor kompleksinin yari omrd 15,6-42,8 dakika (24°¢)

olarsk hesaplanmaktadir.
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Bu arada inslilin reseptdrinii saflagtirmeksizin, baglan-
madan sorumlu olan proteinleri saptamak icin gapraz baglayzicilar
(ecross-linker) kullanarak ya da "photoaffinity labellng“ yontem~

leriyle galismalar yapllmlgtlr.

lMono~ ve disiiksinimidilsiiberat (MSS ve DSS) gibi kimya-
sal qaprazrbaélaylcllar, 1l mM derisiminde kullanildifinda, in-
siilinin 3-0-metil glukoz tasinimi lizerine olan arttirici etkisi
tiimliyle Snlenebilmektedir(¢l03), Insiilin, K5 vitamini ve Con A
eklenerek 3-0O-metilglukoz taginimi en yﬁksek'dﬁzeye ¢ikarilmis
yvag hiicrelerinde ortama sonradan eklenen DSS, tasinim ﬁzefinde
etkili olamamaktadlr; Ancak, ayni hiicreler yikenarak hormon ve
tepkimeye girmemis DSSiten temizlendikten sonra insiilinle tagi-
nim hizi daha fazla arttirilamamaktadir. SDS-akrilamid jel elekt-
roforezinde insiilinin Déslara0111g1 ile baglandigir protein sap-:
tanmis, molekil aZirlaginin 140 000 dolaylndé'oldugu saptanmig-
tir. Bu protein, instulin resepfﬁrﬁ gibi insiiline yiksek affini-

teli olup, doyma kinetigini taklit etmektedir(103),

Yip v.d., #-azidobenzoik asidin N-hidroksistksimid este-
rini kullanarak 125I;insﬁlinin(51g1r) 1$Lga_duyaril bir tirevini
sentezleniglerdir, Sigan yag hilcrelerine 151k altinra baglandlkf
lari bu insiilin tirevini daha sonra SDS ile gozlip 2-merkaptoeta.-
nol ile indirgedikleri zar preparatlarindan yapilan akrilamid
jel elektroforezinde 130 000 molekiil aglfllglna sahip bir pro-
teinde bulmuglardair(104).

1,2.4, Insiilinin Reseptdre Baglanmasinl Etkileyen Etmenler

pH: Inkiibasyon ortaminin pH'sinin dﬁsﬁrﬁlmesi hormon-
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' reseptdr kompleksinin ayrisma hizini diigiirmektedir(96). Insan
lenfositlerinde insiilinin reseptére baglanmas: i¢in en uygun

pH; 7,8 olarak saptanmlgtir(24).-3u arada pH 7,5-8,0 arasainda
olan tamponlar, insiilinin parcalammasi i¢in de en uygun ortam-

dlr(26) .

Sicaklik: Insan lenfosit kﬁltﬁrlerinde'yap;lan deney~
lerde en yiiksek baflanmanin 15 %C'de oldugu gériilmiistiir(24).
Kinetik enerjinin artmasi nedeniyle genellikle yiiksek sicaklik-

ta kompleksin yari Bmrii klsalmaktaderIQE),

iyonik Kuv#et: Yiiksek iyonik kuvvet, insiilinin yag hiie-
relerine baglanmaszna beklenilenden ¢ok daha fazla etkili ol-
maktaalr. Ornegin 2 M derigimindeki NaCl, insﬁlin baglanm331n1
6 kata kadar gikarmaktadlr. Bunun zarda gomiilii bulunen baflanma
yerlerinin yiizeye glkma31ndan ileri gelmesi olasidir. Burada

NaCl, fosfolipaz C ya da Fosfolipaz A gibi etki etmektedir(ss).

Iyonlarin Etkisi: Insan lenfositlerinde insiilinin resep~
tGre baflanmasi kalsiyum, magnezyum ve EDTA'dan etkilenmemekte-
dir(24). Kullanilan tamponlarda Bnémli etkilere sahiptir. PIPES
insiilin par¢alanmasi agisindan en kullanisli tamponu olugturur-
ken, baflanma yﬁﬁﬁnﬂen en k6ti tamponlardan biri olmaktadar. |
TRIS icin ise bunﬁtham tersi geqerlidir(ae);_Metal iyonlari ara-
sinda kromun insiilin etkisinde &zel bir yeri vardir. 20 yildan
beri kromun, normal bir glukoz tolerans testi igin mutlaka gerek-
1i oldugu diigiinlilmektedir. Deneysel krom yetersizlifginin; anor-
mal glukoz tolerans testi sonuglara, bﬁyﬁmeﬁin Yavasgleamasi, ya-

sama siiresinin kisalmasi, serum kolestercl diizeyinde artma, ve
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gevresél dokularin endojen ve ekzojen insiiline olan yénltlnda
azalma gibi patolejik etkileri vardlf(IOS). Sen olérak degini-
len bulgu, kromun insiilinin hedef hiicre zarindaki etkisine bir
kofaktdr olarak garevralabilecegi varsay1m1n1ryafa%m1$t1r. Kro-
'mun, insiilin ve doku insiilin reseptdrleriyle ii¢lii bir kompleks
yarattigir ve biylece iﬂéﬁiinin doku ile etkile$mgsini arttir-
dafa diisiinilmektedir(106). Insiilin reseptdr etkilegmelerinde
krom hakklnda heniiz ayrintil:i bir kinetik calisma olmamakla bir-
likte; glukoz tolerans faktorii adi verilen ve anormal glukoz
tolerans testi sonucglarini normale déndiirebilen blr maddeden
(maya ekstre31nden), nikotinik asit, slsteln ve glutamik a51t1e
pirlikte kromun elde edilmesi ve yine bu maddelerle krom asetatin
czel vg'karmaslk bir.yantemle kaynatilarak, glukoz toleraﬁs tes~
+i fizerinde maya ekstresi kadar biyolojik etkinlige sahip bir

kompleksin elde edilmesi ilging goriinmektedir(105).

1.2.5. Negatif Kooperatif Etkilegme

Enzim-substrat iliskilerinde de goriilebildigi gibi; hor-
monlar, reseptdrlerine olan afinitelerini,.derisimleri defigtifi
- zaman yitirebilmektedir. OrneZin biylime hdrmonunun.lenfosit plaz;
ma zarlarindski reseptdrlerine olan afinitesi derigimden bafim--
s1z oldugu ve dofrusal bir Scatchard grafifi verdi¥i halde insii-
linin kendi reseptériine olan afinitesi, insiilin derigimi arttikca
kaybolmakta ve Scatchard grafifinde dogrusal olmayan bir dzellik
g&stermektedir(iO?)-

Negatif kooperativite (olumsuz kooperatif etkilegme) ada
verilen bu etkilegme big¢imi bir g¢ok doku ve hormon igin ayrinti-

11 olarak incelenmistir(26,81,95-101). Agiri hormon derigimlerine
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kargl.bir tampcn gibiforgahizmayl korudugu diginiilen insiilin-re- -
septor iligkilerinin OSnemli bir Ggesi olmaktadlr.

De Meyts ve.d. hem sigan karacigeri plazma zarlarlndan
elde edilen insililin reseptérlerinde, hem de insa@'monosit ve uya~
rilmig lenfositlerinden saflagtirdiklari insﬁliﬁ reséptﬁrlerinde
negatif kooperatif etkilegmeye rastlamislardir(96).

lzsI-Insﬁlinin reseptirden ayrlsma‘hlzl, hormon reseptdri-
nin hormonla kapatilma orahl ile yakindan ve dogrudan ilgilidir,

-11 ‘lom) insiilin reseptorlerinin

In vivo derigimlerde (3x107"=2x10
ancak % 1—5 inin iggal edildigi, fakat bunun hormon—reseptor
ayrisma hizini arttirmaya yeterli oldugu saptanmlgtlr(96).

Cuatrecasas; insllinin yiiksek derigimlerde kolayca dimer
haline geldigini, insiilin dimerlerinin reseptére olan afinitesi-
nin ¢ok diligiik oldugunu, serbest haldeki insﬁlinin, reseptare bag-
lanmls olan insilini reseptor lizerinden, dimerleserek hizli bir
blglmde aylrdlglnl ileri sirmiis, bu arada bléden fazla tiir resep-
torin ya da kooperatif etkilegmenin de gz Oniinde tutulmasi ge-
rektigini bildirmistir(108).
| ' De,Meyts'v.d. ise fizyolojik derisimlerde insiilinin hemen
tininin monomer durumda oldﬁgunu, dimerlesme ile kodperatif etki-
lesme arasinda bir ilgi bulunmadifini, hatta dimerlesmenin baskin
cldupgu 10‘7 l'dan daha yliksek derigimlerde kooperatif etkilegme-
nin giderek kayboldugunu ileri siirmektedirler(96).

Yiksek derigimde dimer olusturamayan insiilin tiirev ve ¢e-
sitlerinin ,tetra(nitrotirozin) insilinin ve kobay insiilini’ de-
rigimleri arttikca ayrigma hizlari da artmaktadir(9e),

Dezalanin-dezasparajin inslilinin dogal insiilinden 100
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kez daha biiyiik bir dimerlesme degismezi (K, ) vardir. Bu tiirev,
ortama fizyolojik insiilin derigiminden 10 00C kez daha derigik
olarék konsa bile 1251—insﬁlinin ayr1$ﬁa hizina degigtiremémek-

tedir(96). | L
| Bu bulgular, negaﬁif kooperatif etkilesmenin, insiilinin
dimerlesmesinden bagimsiz oldufunu gdstermektedir,

| Insiilin reseptérleri ¢oziiniirlegtirildikleri zaman koope=
ratif etkilesmelerini yitirmemektedirler. Reseptor preparatiarl
tam olarak zarsal lipitlerden temizlenememekle birlikte, plazma

zari blitlinligi, reseptﬁrlerara51 etkilegme icin gerekli olmak-

tadir(109), -
1.2,6, Insililin Reseptdrlerini Denetleyen_Etmenler

Hayvan ve insan hastalik modelleri esas allnérak yapilan
¢caligmalarda; bir hormonun plazmadaki derigsimi ile plazma zarla-
‘rinda bulunan reseptérlerinin derigimi arasinda ters bir iliski—
nin oldugu gﬁrﬁlmﬁstﬁr(98,llo-115). | |

Insliline direncli 5i$man~hipergiisemik farelerde asira
hiperinsililinemiye rastlanmaktadir. Bu farelerin karaciger, yag
ve kalp kasi hiicrelerinde insﬁlin.reseptﬁrlerinin normal dilizeye
gére % 50-70 oraninda azaldifl bulunmustur(98,110-112). Bu hiicre-
lerdeki reseptérler; afinite, biyolojik Gzgiilliik, baglanma ve ay~
rlsma degismezleri ve négatif-k00perativite,y5nﬁnden normaldir
(98). Yine bu tir farelerin T lenfositlerinde de ayni bulgular
elde edilmigtir. Ayrica bu lenfositlerde alfa-aminoizobiitirat
taginiml azalmistar{ll4).

Hiperinslilinemili kisilerden elde edilen lenfosit ve mo-
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nositlerde de insiilin reseptdrlerinin normale gore azalmigs oldugu
ve bu sayl azligi ile hiperinsiilineminin derecesi arasinda bir
korelasyon oldugu gﬁsterilmi@tir(115,116). Bu tiir hastalarin
dzellikle gigman oianlarinda, reseptor sayls;ndak%_azlmgl, digiik
kalorili diyetle normale ddndirmek miimkiin olmakﬁédlr(llB);

Insiilin reseptdr sayisinin, yﬁkéek dizeydeki insiilinle
denetlenebilmesi ve azaltilmasi olayina '"down regulation" ada
verilmektedir. Ancak bunun bir ¢ok hormon igin gegerli evrensel
bir olay oldugunu soylemek gerekir(1ll?). | |

Huang ve Cuatrecasas; insiilinin, reseptori lizerindeki
dﬁzenleyici etkisini onun kendi proteolitik etkisine bapglamak
istemiglerdir(118). Ancak bu sav, olayin Szgiilligi ile bapdag-
mamaktadir, Dizenleyicilik potansiyeli hofmonun biyoiojik.etkin-
ligi ile péralel gitmektedir. Olay siklohekzimid ile inhibe edil-
mekte ve asil onemlisi bir ¢ok hormon ayni bigimde kendi resep-'
térleri.ﬁzerinde etkili olmaktadir. Kalda ki, hormonlar her
zaman Treseptdr dilizeyini azaltici etki de yapmamaktadir, Ornegin
Postner v.d.; prolaktinin, kendi reseptdrlerini arttiricl Bir
etkiye sahip oldugunu gﬁstermiglerdir(ll9).

Inslilinin kendi reseptorleri lizerindeki dogrudan etkileri
Gavin v.d. tarafindan gésterilmi$tir(l20). Insiilin igeren ortamda
inkiibe edilen insan lenfositlerinde, insllin reseptdrleri zamana
bagaimly olarak azalmakta ve bu olayin hizi ile ortamdaki insiili-
nin derisimi arasinds yakin bir iligki bulunmaktadir., Yine insii-
lin derigimine bagli olarak reseptdrlerin saylslhlh_ancak belirli
bir dizeye kadaf azalmasi s02z konusudur.

Farkli afinite ve biyolojik etkinlige sahip insiilin ben-
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zerleri (analéglérl) ile yapllan‘denéylerde de ayni bigimde ve
biyolojik etkinlikle yakin iliski gbsteren bir reseptor azalmasi
bulunmustur(120).

Baglandig:r reseptorlerle kooperaﬁif etkiieémeye gireme-
yen inéﬁlin benzerleriyle yapilan deneylerde yine ayni $zellikte
bir kontrol mekanizmasi bulunmustur. Reseptor say1lsini ayarlayan
mekanizmanain kooperatif etkilesmeden bagimsiz oldugu anla§11m;k-
tadar(120). | - |

Gavin v.d, yaptiklara Qallgmada;_10_7 M derisimdeki insli-
.linin reseptdrlerde ilk 4 saatte % 40, 24. saate ise % 50 oraninda
bir azalmaya neden oldufunu géstermislerdir(120). 1079 M'lik
derisimie reseptdr kaybir ancak % 10 dolayinda bulunmakta, ilk
12 saatte ise her hangi bir azalma gézlenmemektedir..Insﬁlinsiz
ortama alinan hiicrelerde ise reseptdrlerin sayisi 16 Saatte eski
dlizeyine ulasmaktadir, 1077 W'lik derigim normal dlizeye dodniigi
tam olarak engellemektedir, Oysa bu derigim "down regulation”
olayi ic¢in yetersizdir. Bu sonug¢lar, fizyolojik derisimlerde
ancak kronik hi@erinsﬁlineminin reseptor dlizeyini etkileyebildi-
gini gistermektedir(120). |

Gorden v.d. ise INM~-Q lenfositleriyle yaptiklari bir ga-
lismada, 6 saat slireyle 1070 y derisimde inkﬁﬁe edilen hiicrelerin
insiilin baglama kapasitelerinin % 78 oraninda azaldigaini, pino-
sitik keseéiklerinin ise % 95 oraninda artmig oldugunu gdstermig-
lerdir(121). Benzer bir ¢alismada, insan lenfosit kiiltirlerinde
bliylime hormonunun da, kendi reseptori lizerinde 'sayi azaltici'
bir kontrola sahip oldugu gosterilmistir(95). Ancak biiyiime hor-

monunun reseptor sayisini azaltici etkisi igin 10-10 M gibi ¢ok



-28=

diigiik bir derisim yeterli olmaktadir. Ortamdan hormonun uzaklag-
tlrllma51 ile reseptor derigimi normal diizeyine ula$maktad1r. Bu
olaylar hem insiilin, hem de biiyime hormonu ile yapllan deneylerde
siklohekzimid ile inhibe edllebllmlstlr(95)

ReseptOr saylsinin ayarlanmasi. genellikle dzglildiir. Or-
nepin. insililin, kendi reseptﬁrlerini_kontrol edebilirken bliylime -
hormonu reseptorlerinin derigimini etkilememektedir. Bunun tam
tersi de gegerlidir(9s). |

Reseptorlerin endositozla hiicre igine'girerek pargalan-
malari ya da kendi proteinlerinin sentézini dnlemeleri sonucu

sayilarinin azaldigi kabul edilmektedir(bkz.Endositoz),

l.2.7s Insﬁlin,Reseptﬁrlerinin Deggisiklige Uradiga

Patolojik Durumlar

Inslilin metabolizmasi ve insiilin-doku etkilesmeleri ile
ilgili en i1yi ve genis bilgilere sahip olduéumuz hastalik diabe-
tes mellitus'tur. Insﬁlin&yaplmlnln ya da salgllanm351hdaki bir
bozukluk nedeniylé ortaya c¢ikan ve-juvenil diyabet adi verilen
cesidinde, gercek patoloJi kaynaginan bilinmesi,_insﬁlin ya da
insilin salgilatbaraca ilacglaran verilmesi ile patolojik bulgu-
1ar1n ronmale dondiriilebilmesi reseptor galismalarini daha gok
erigkin (adult) tlp diabet ilizerinde yogunlagtirmistar.

Juvenil diabette reseptorlerin normal diizeyde bulunmus
olmasina kargln, erigkin tip diabette ve benzer metabolik bozuk-
luklarda -instilin reseptorlerinin gerek sayisinda, gerekse hor-
mona olan afinitelerinde bliylik degigikliklere rastlanmistar(122),

Erigkin tip diabette, reseptdrlerin azligi nedeniyle

instline verilen yanitta bir diligme s6z konusudur. Hastalarin



insiilin dlizeyleri ise gogunlukla normal olup bazen hiperinsiili-
nemiye rastlanmaktadlr(IEB).

Insiilin reseptorlerlnde nlcel ve nltel deglglkllklerln
saptandigi patologlk durumlardan ba21lar1 agaglda Tablo II'de

verilmistir:

Tablo 2, Insiiline duyarllllgln degistigi durumlarda
1nsu11n reseptorlerinin ozellikleri(122).

Patolojik Durum Reseptor | Reseptoriin Hormona
Derisimi olan Affinitesi
Insliline Direnglilik:

- Sismanlik _ A D N
Hiperinsiilinemik diabet D N
Glukokortikoid fazlaligy N D
Biyime Hormonu fazlaligi D Y
Lipoatrofit diabet™ N,D N,D
Tip A sendromu* S N
Tip B sendromuy’ N,Y,D D
Uremi D N
Leprechaunism™ N N

Insiiline Duyarlilik:
Glukokortikoid yetmezligi N Y
Bliylime hormonu yetmezllgl Y Y
Bgzersiz N : Y

N; Normal, D; Disiik, Y; Yiiksek.
+ Bu durumlar genellikle Acanthosis nlgrlcans ile birlikte go=-
rilmektedir.
Bu patolojik durumlardan en ilgi gekici olanlari; bili-
nen tedavi dozlarinin 200 katina kadar varan insiiline yanit ver-

niyen ve insililin reseptér derisimi siklikla normal bulunan Tip
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A ve Tip B sendromlar;d1r(122).'Xogun ¢calismalarla bu hastala-
rin plazmalérlnda yiiksek titrede, insililin resepttrlerine karga
olusmus otoantikor pulunmugtur(122). Bu antikorlar, insilinin
reseptire baglanmasinl ve biyolojik etkinligini'gihdetle cnle-

mektedir(l24).

143 PiNostTOZ .
l.%.1., Pinositozun tanimi ve genel ﬁzellikleri

Endositoz, plazma zarindan kaynaklanan kesecik ve va-
kuollerle hiicrenin, c¢evresinden yabanci molekiulleri alabilme-
sini sapgliyan bir olaydir. Endositik aktivite iki kisma ayril-
migtar: Fagositoz ya da yeme, Ve pinositoz ya da igme. Hem ¢&-
ziniik hem de parc¢ali maddeler, sirasiyle "pinositoz" ve "fago-
sitoz" yoluyla igeri alindiktan sonra, sitoplazmada taginim,
hilerei¢i sindirim ve sonunda "ekzasitozlé" disari atilaim olay-

lari birbirini izler(125).

Fagositoz igin sOzkonusu olan bakteri, parazitler, hic-
re kalintilara ile bazi viruslar disinda kalan hemen biitiin mad—
deler pinositozla igeri alinirlar ki bunlar; ufak parqa01klar-
_dan (lipoprotein, ferritin, kolloidler, 1mmun kompleksler veb,)
gozinebilir makromolekiillere (enzimler, hormonlar, antikorlar,
yumurta sarisi proteinleri, toksinler v.b.), sivilara ve disik

molekiil agirlikli ¢dzlinenlere kadar uzanir(1l25).

Pinositoz ayrica; organizmanin savunmasi, makromoleki-
ler tasinim, hormonal transformasycn, metabolik yollarin diizen-

lenmesi ve hiicrenin beslenmesinde de Snemli rol oynar(125).
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Timinde degilse bile Skaryotik hiicrelerin gogunda bu il-
kel iglevler vardir. Lokosit, makrofaj, kapiller endotel hiicresi
tiroid epitel hiicresi, yumurta sarisx(yoik)_kesesi,ve yunurta
hiicrelerinde bunlar gok daha geli$mi$tir(125). Slélf serununda
fare alyuvarlaraini aglutine edici ve fare makrofaj-kﬁltﬁrlerinde

pinositozu arttirici etmenler bulunmugtur(lEG).

Hem aglutine edici hem de pinositozu arttirici etkinlik
vasla artmakta olup fotal dana serumunda bu etkinlife rastlanma-
migtir. Cohn ve Parks bu etkinligin bliyiik bir kismini, Na2804-
(NH4)2804 ile kesitlenmnig globulinde bulmuslardir. Cesitli Szel-
1ik ve davraniglari, bir makroglobulin cldugunu diisiindiirmekiedir.
Makfdfaj kiltirinde ufak miktarlarda sigar ﬁakroglobulininin ek~

lenmesi pinositik etkinligi siddetle arttirmigtar(126).

Slglr serum alblimininin bagli yag asitlerinden arlndlill-
rasl ile pinositozu kamgilayici etkinligi kaybolmakta, oleik ve
linoleik asidin eklénmesi ile baglangigtaki etkinligine kavusa-
bilmektedir(127). Poliglutamik asidin D- ve I~ izomerlerinin pi-
nozom (pinositik kesecik) olusumuna belirgin bir katkilarinin ol-
masina kargin poli-Dl-lizin'de bu etkiye rastlanamamigtir(127).
NOtral ve bazik amino asitler pinositoz lizerine etkisizken, glu-
tamik ve aspartik asidin etkili olduklari da Cohn ve Parks tara-
findan gozlenmigtir. Fakat aspartik ve glutamik asitlerin amid-
leri de etkisizdir. Glutamik ve aspartik asitlerin, 15sin ve fe-
nil alaninin D-izomerleri pinositozu inhibe etmektedir. D-gluta-
mik asidin inhibisyonu L—izomeri ile kaldlrllabilmektedir. Eir

¢ok mukopolisakkaridler (heparin, hyaluronik asit, kondroitin
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sﬁlfat).olaganﬁstﬁ-indﬁkleyicidirler. Dekstran siilfat da oldukga
etkin buluhmugtur. Genel olérak aﬁyonik molekiiller, hem ndtral
hem de katyonik moleklillerden daha iyi uyarmaya neden olmaktadxr
(127). L

Fare makrofaj kiiltlirlerinde ortama AMP, ADP ve ATP'nin ek-
lenmesi g¢ok yiliksek dlizeylerde sitoplazmik keseciklerin olusmasina
Yol agmistir, Adenosin 2'-~ ve 3'-£osfét ve 3',5'-adenosin fosfatin
ise sinirli etkiye sahip olduklari, diger baZlarln niikleotidlerinin
ise gokrdaha az etkili olduklari goriilmiistlir(128).

tzoelektrik noktalari 5 ya da daha diisik olan albumin ve
fetuin gibi bazi proteinler etkin bir big¢imde endositik kesecik
olusmasina stimﬁle-etmektedirler(127). Aralarinda lizozim, histon
Ve protamin'in de bulundugu bazik proteinler ise subletai dozlarda

gok az etkilidirler,

l.3.,2. Pinositoz'un Cesitleri ve Reseptdr Aracili

Pinositoz (RAP)

Bir gox hiicre,farkli fakat degismez hizlarda pinositik
‘kesecikler olusturarak ¢Szlinmiis maddeleri, ortamdaki derigimlerinde
olmak iizere i¢lerine alarlar. Plazma zarina baglanan maddelerin ise
gokga bir kag¢ bin kez daha hizli olarak hiicreye alindigyl gozlen-
mistir, Bazen Konkanavalin A (Con 4) gibi birden fazla baglanma
bdlgesi bulunan (multivalan) bir ligandla birlesmesi, hiicrede Kesen
cik akiminin uyarilmasina yol acmaktadair(125).

Sivi faz pinositdzu ve adsorptif pinositoz, baslangicta
bazi aragtiricilar tarafindan, biyolojik Gneme sahip bir ¢ok mad-
denin hiicre igine alimis bigimini tanimlamak igin kullanilmigstar

(129-133), Gozinen madde; pinositik kesecik i¢inde kalan 51V1 ile
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birlikte ¢dzelti halinde hiicre igine alinmakta ve/ya da kesecik
zarinin ig kismindaki Szel bﬁlgelere_bagianarak igeri girmekte~
dir, Bunlara sirasiyla; "sivi faz pinositozu" ve "reseptdr aracala
pinositoz (RAP, adsorptif pinositoé)“ ad1 veriimékéedir. Her iki
tipte dé igealam (uptake) hizi; keseciklerin sayi ve bliylikliigiine
vé olugma hizina baglidar. Siva faz endositozunda hiz, dogrudan
maddenin derisimi ile orantlll'oldugu halde, RAP'ta ayrica hiicre
 ylzeyindeki baglanma yerlerinin sayisi, afiniteleri ﬁé islevleri
de etkili olmaktadir. RAP, segici ve deristirici bir olay olup,
hiicrenin biiyik hacimlerde sivi almaksizin Snemli miktarlerda

0zglil maddeyi iceri alabilmesini saglamaktadlr(IQS).
l.2.3, Kaplanmig CQukurcuk ve Kesecikler

Birgok endositik kesecigin sitoplazmik yiizij elekﬁron mike~
roskopta dlizglin olarak gériinmektedir. Fakat bir gok hiicre tipinde
gyrica sitoplazmaya kisa ve diizgiin araliklarla gikintilar yapan
zara sahip keseciklerin de bulundugﬁ bir grup arastirici tarafin-
dan gosterilmistir(134,135).Bu arastxrlcllarln'ilk tanlmlamalarln-
dan hareketle, bir orti ile kaplanmis {coated) yapllar olduklari -
anlagilan bu keseciklerin RAP yolu ile bazi maddelerin segici ola-
rak igeri alinmalarinda kullanildiklar: diisinilmiistic(125),

Insan fibroblast kﬁltﬁrierinde, lipoprotein igea11m1(156)
Ve yumurta hiicrelerinde annenin prdteinlerihin igealimi(157) ca-
ligmalara bu savi dogrulamis ve daha ileri boyutlara ulagtirmigtar,
Ferritinle baglanmis proteinler ¢ogunlukla plazma zarinin "kap;
lanmis ¢ukurcuklarina (coated pits)" baglanmis ve "kaplanmig

kesecikler™ olusturmak lizere igeri dogru girintiler olugturmustur.
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Kaplanmamlg alanlarda gok azrferritinrprotein kqmpleksine rast-
lanmigtar. Fibﬁoblastlarda; kaplanmg bdlgelerin tim plazma zari
alaninin yalnizca % 2'sini olugturdugu; geligen hiicre yumurtasinda
ise ﬁlazma.zarlnln biyik bir kisminin "kaplanmis" oldugu gdzlenmig-
tir(lB?). 7 o
Kapli kesecikler, degisik biiyliklikte olmakla birlikte

genellikle 50-250 nmrgaptadlrlar(1383. Bu keseciklerin gesitli
_iglevlerinden biri, gelisme evresindeki sivrisinek yumurta hiic-
resine hiicre fisindan yumurta sarisi proteininin alinmasi, ilk kez
Roth ve Porter tarafindan izlenmistir(154). Civeiv yumurﬁa hﬁcrelea'
rinde yapilan baska bir galigmada da, bir hiicredeki kapla kesecik-
lerin bir ginde bir grama kadar yumurta sarisi proteini tag1yabi¥
lecekleri hesaplanmigtar(l36).

| | Bagké-bir.ﬁrnek te kurbaga sinir-kas kavgaginda, araci bir -
bilegigin saliverilmesinden sonra zarin yéniﬁen kullanilimasidar.
Sinir sonlanmalari, keseciklerin baslangigta iqerdikleri araci
maddenin (asetilkolin) birkag yiz katini sallvérdikleri halde yi-~
ne de dolu olarak gtzlenmektedir. Burada presinaptik keseciklerin
icerdikleri maddeyil bogaltmak uzere presinaptik zarla birlesmele-~
rinden sonra, bir tir RAP ile kapli keseciklerin hizla olugtugu

ve etkin "araci bilesifi" igeren bu keseciklerin sinir sonlanma-

sinda biriktigi diisiniilmektedir(139).

Fibroblastlarda bir ¢ok makromolekiliin, bu arada diigiik-
vopunluklu lipoproteinlerin(140), epidermal biliylime etmeninin(EGF)
(141), alfa 2-mzkroglobiilinin(1l42) ve insilinin(143) hiicreye bu

volla girdigi gosterilmistir.
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 Ashwell grubunun galigmalara, glikoproteinler {izerinde-
ki §ekef gruplarlnin ( in vivo ve in vitro olarak) bu protein-
lerin taninmalarainda (&r. igealim) tanimlatici olarak gorev gl-
diklarini diigiindiirmektedir. Simdiye kadar karbonhidratlara-az- _
gll olarak caligan ve birbirlerinden on farkli bes ayri RAP yo-
1lu tanlmlanmlgtlr(l44-14?)

-

Reseptér aracili pinositoz hakkinda, LDL 1le yapilan ca-
1lsma1arda bazi ayrlntlll bllgller kazanilmigtir. Goldstein v.d.
flbroblastlarda LDL 1le yaptiklar: galismalarda(140); LDL'nin &n-
ce llzozoma kapli kesecikler tarafindan taslndlglnl, orada prote-~
in klsmlnln parqalandlglni, kolesterolﬁn ise zar yapimi ve hiicre
i¢inde sterollerin diizeyini denetliyen.énzimlerin diizenlenmesi
igin kullanildigina gozlemiglerdir, Bu igealim olayinda can alici
nokta LDL'nin hiicre yiizeyinde reseptorlere baglanmaSLdlf. Ailesel
hiperkolesterolemili (homozigot, ieseptar negatif) kisilerin hiic-
Telerinde ig gdren LDI reseptirii bulunmamaktadar. Bu gibi kKigile~
rin hiicreleri normal yolla LDL'yi alamamakta, kolesterol metabo-

lizmasi bozulmakta ve erken ateroskleroz 6liim nedeni olmaktadar.

Nadir bir allel ise LDL'yl normal olarak baglayabilen,
Takat kapli qukurcuklara hareket edemeyen reseptdér olarak tanlm—
lanmistir,ve burada da sonugta LDL'nin hatalia igealimil s&z konusu
clmaktadir (148). Bu,normal reseptorin LDL baglauza bﬁlgesindén
baska ikinei bir aktif bélgeye-ige alinma bolgesine- sahip olma-

Sinin gerektigini dﬁsﬁndﬁrmektedir.
le3.4. RAP'la Ilgili Kinetik Calismalar

Anderson ve diferleri, fibroblastlarda rlazma zarainin
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9% 2'sinin kapli cukurcuklarda bulundugunu ve %27°C 'ta kaplli kese-
 ciklerin zardan koparak ige alihmalarinin bir kag dakika igindé
gergeklegeblldlglnl gostermislerdir. Ayni hucrelerde, proteln sen-
tezinin inhibe edlldigi deneylerde ise LDL 1qea11m hlzl deglgme-
mektedir. Bu sonug reseptorlerin getirdikleri IDL'nin pargalanma-
sina karsin kendilerinin pargalanmadan, en azindan daha uzun bir
sire kaldigini ve lizozomla plazma zary arasinda donlip dolastifa
blglmlnde yorumlanmaktadlr.

Yapilan hesaplamalar, 50 dakikalik bir siirede hiicre ylize~
yine egit miktarda toplam'yﬁzeye sahip olan kapli keseciklerin
olugtugunu gosterdigine ve LDL alim saatlérce sﬁrebildigine gore
reseptdrlerin bir gok kez kullanilmalari kaginilmaz gorinmektedir
(137).

Fare peritoneal makrofajlarlnin her dakika en azandan
125 pinositik kesecik olugturdugu, bunlarin, hiicre yiizeyinin
%5 3,1'1 kadar toplam ylizeye, hiicre hacminin ise % 0,43'i kadar
tdplam hacme sahip olduklari hesaplanmigtir. Bu hesapla her 33
dakikada bir makrofa]j ylizeyi kadar plazma zari hiicre i¢ine akmek-
tadir, Fare fibroblastlarinda (I hiicresi) ise bu siire 125 dakika
olarak bulunmustur. Ancak uzun siire inkiibasyon sonunda hicre hacmi
ve ylizeyi defismemektedir. Bu da kesecik zarlarinin yeniden hiicre
ylizeyine donmesini kagxﬁzlmaz kilmaktadir(149).

RAP, sivi faz pinositozu ile karsgilagtirildiginda ¢ok
daha verimli calisabilen bir olaydir, Bir ornek verilecek olursa;
10° makrofajln bir saatte ortamdaki ¢Ozinlik maddenin 1/10 000'ini
igeri alabildigini varsayalim. Efer hiicre yiizeyinde Gzglil resep-

térleri varsa ve reseptdrler doydugu zaman ortamda bulunan bu
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maddenin % 1'ini baglayabiliyorsa hlicre bir saatte ortamdaki: mad-
denin % 2'sini igeri alabilecektir, qﬁhkﬁ bu siire iginde'plazma
zari iki kez hiicre igine akarak degigecektir. Bu Srnekte RAP,.
sivi faz pinositozundan béylece 200 kez dahé ve:iﬁli galigmak-
tadir(149), | |

Kaplli keseciklere, endositoz qlayl disinda da siklikla
rastlanmaktadir. Bir ¢ok hiicrede kapii keseciklerin Golgi aygitindan
tomurcuklanair gﬁrﬁnmesi,-bunlarln_salgllama yolunu olusturduklari-
ni1 diglindirmektedir, Ornek olarak; pankreas ve tﬁkrﬁkrbezi (paro~
tis) parankim hiicreleri(150,151) ile etkin durumdski meme doku-
suniun siit salgilayan hiicreleri(152) verilebilir. Franke v.d.,
kaplanmis keseciklerin bitki ve hayvan hiicrelerinde sitokinezis
s.lrasmda,yeni plazmé zarl olusmasinda da _énemli rol oynadifana

bildirmiglerdir(153,154)
1.5.5. Klatrin (Clathrin) | t

Son yillarda hiicre kesitlemesi ile, kaplanmig keseciklerce
zenginlestirilmis zar preparatlari elde edilmistif(155,156).
Elektron mikroskobunda, ince kesitlerde kesecik yizeyinde bir
kafesi ya da futbol topunu andlflr agsi bir yapi olusturan bir
.protein ortisliyle karsilasilmigtir, Pearse, molekil aglrllgi |
180 000 olan temel bir protein ayirmayz: bagarmig ve buna "Clath~
rin" adini vermigtir(lSS,lB?). Onun diglincesine gdre; bu protein
kilifi, zarla Qevriii hiicre organelleri-ve plazma zari arasinda
keseciklerin mekik gibi gidip geimélérine'yardlm etmektedir,

 Elektron mikroskopik resimlerinden de yararlanilarak,
iki klatrin molekiiliiniin birleserek polihedral yapilarda kenarlara,

ic klatrin molekiiliiniin ise birlikte kdgeleri olusturdupgu diigiiniil-
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mektedir(Sekil 3). En kiigiik kapli kesecigin 84 klatrin.molékﬁlﬁn-
den olusan bir ortiiye sahip olabilecegi, 200 nm ¢apindaki biiylik
bir kesecikte ise klatrin molekﬁlﬁ-saylslnln biﬁlere vardiga
hesaplanmigtir(138). 7

Pearse, ayrica molekﬁl_aglrllklarl 100 Q00 ve 35 Q00
olan iki protein daha iéole etmisg ve‘bunlarln her ii¢ klatrin
molekiiline birer tane olacak sekilde dagildagini bildirmigtir,.
-Ancak bunlaran islevleri hakkinda heniiz yeterli bilgimiz yoktur
(138). | | |

Eldeki bilgilerden yararlanllarak, RAP olayinin gematik

olarak ¢izilmig bif Gzeti Sekil 4'te gisterilmigtir(138).,
l.3.6. Reseptbrlerin Kiimelegme Ozellikleri

Iki yeni ydntem, plazma zarinim yapisl ve.ézellikleri,
reseptorlerin etkilegmeleri ve hareketleri konusunda &nemli a$a;
malar sagiamlgtlr. Bunlar_FTR {flucorescence ihotobleaching reco-
very) ve VINM ( video intensification)'dir ve bunlar canli hiicre
izerindeki fluoresan hormon tirevlerinin yerlegimi, yizeyel ﬁe
hﬁcre.igine hareketliligini inceleme olanafini vermektedir,

FPR yonteminde hﬁcré ylizeyinde bir mikronkare kadar kigik
bir bolgede bulunan fluoresan hormon derigimindeki, degisiklik
Olciilmektedir(86). Once kuvvetli bir Lazer isini demeti ile bir
bolgedeki fluoresan hormon tiirevi par@alanarak fluoresans veremez
hale getirilmektedir. Daha sonra ayﬁl bolgeye plazma zarindan
yiizerek gelen fluoresan hormon-reseptdr komplekslerinin zap viize-
vindeki diffizyon katsayisi hesaplanabilmektedir(158-160),

VIL yonteminde ise, hiicre yilizeyindeki fluoresan hornon
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Sekil 3, Klatrin Nolekiillerinin Varsayilan Yerlesim Bigime
leri. a, b) Klatrin'lerin geometrik diziligi, ¢) OQlugmakta
olan bir Kapli Kesecigin Uzerindeki Klatrin Koleklillerinin
Yerlegimi (K. 138'den yararlanilarak ¢izilmistir).



kiimelesme

4 ‘kapla
' ¢ukurcuk
L X .
\
\ ,
\
\ klatrin
il \\ dongiisii
_ N _ o R kapla
. \\\\ - - ' g Xkesecik
* S ' . '
N
) \ _ - ‘/ﬁizozomla
AN : birlegme
\\ 4
regeptér ~
ve lipit N o
donglisii > ‘ g
1 daha sonraki ©
metabolik olasylar &
o : o
B P
& klatrin R
® ligand
& reseptbr

Sekil 4, Reseptdr Aracili Pinositoz (RAP)

NMekanizmasi (138),




s

tﬁrevlériﬁin verdigi'fluoresans binlerce kez giddeﬁlendirilerek
$lglilebilmekte ve bu hormon tirevlerinin yerlesimleri uzun bir
sire gozlenebilmektedir. Bilindigi gibi, gbzlenebilecek giddette
fluoresans verebilmesi igin gok siddetli olarakAgégulanan ult-
- raviyole eksitasyonu, fluoresan molekilin yapisinin bozulmasina
ve fluoresansin sonmesine yol-agmaktadlr. Hlicre lizerindeki resep-
tor sayisi 5 000-10 000 arasinda degigtiginden ¢iplak gozle olduk-
¢a zor izlenebilen dlizeyde flﬁoresans s0z konusudur(léb).

Bu iki yontemin tek bir aygitta birlikte kullanllma51 ile
tek bir hilere Gzerinde gbzlem yapmak miimkiin olmaktadir(160).

FFR yontemi ve bir lipit.faz isaretleyicisi olarak kul-
lanilan 3,3'-dioktadesilindokarbosiyanin (diI) yar51m1yla lipit

1

zarin 37°C'de D= 8x10™7 cmPsn™t gibi yiksek bir hareketlilige

sahip oldugu garﬁlmﬁstﬁr(161). Insililin ve EGF reseptdér kompleks-
leri iqin,leo"lo cmgsn'lr(23°c) (160) ve Cop A reseptdril icin
ortamdaki Con A derisimiyie ters orantili olarak degisen ex10™1e.
3%10™ 1 en®sn™ -1 degerleri'bulunmustur(lBE).

FPR ve VIM yontemleriyle yapillan ¢aligmalarda yaygln.
olarak dagilim gosteren reseptir-ligand komplekslerinin hiicre
yﬁzeyindé mikroskopik yama bigiminde kiumecikler yapti¥i izlenmig-
tir. Aﬁcak kimecikler olusmadan once bir Eag reseptorlik mikro-
kimeciklerin oclusmasinin gerekli oldufu savunulmustur. Schlessin-
ger, reseptorlerin hormon varliginda olugsan kimelerini ‘lokal' ve
'elobal' olmak lzere ikiye aylrmlétlr. Bir kag reseptorden olugan
lokal kiimelesmenin 50 milisaniye ile 1 sn arasinda olugabilece@i

bpeklenmektedir, Global kimelesmede ise, reseptdr kimecikleri mik-

ronlarca yol agarak bir kag¢ yuz reseptorliik kiimeler olusturmakta-
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- dir ve bu, bir,kag'saniye ile 10 dakika arasinda bir zaman al-

maktadlr(l60).-

Insiilin-reseptér ve EGF-reseptor kompieks}eri de kime-
lesme ve oligomerler olusturma egilimi gﬁstermékteéirler. Bag-
- lanan hormon taraflﬁdan tetiklenen bu mekanizma iyl bilinmemekte-
dir. Inslilinin hiicre yilizeyinde kendiliginden kiimeler yapmasi basit
bir mekenizma olarak Snerilebilir(162). Insiilinin, 10~° M dola-
yindaki derisimlerde kendiliginden dimerler ve oligomerler yap-
t1g1 bilinmektedir(161). Mikronkarerba§1na 50 reseptdr diisen bir
hilcrede resepidrlerin insﬁlinle doyuruldugu varsayilirsa yerel
olarak insilin derigimi 107° M dolayina ulagmaktadir(162).

Ba§ka bir olasilik ta baglanan hormonun reseptorde, resep-
térlerara51 etkilegmeyi wve birlesmeyi arttiracak bigimde bir
vapi degisikligine yol agma31d1f(l6§)o

Plazma zarinin kapli bilgelerinde hormon-reseptir komp-
lekslerinin yama bi¢iminde kimelegmesi, H-2 ve difer ylzey anti-
Jenlerinin antikof varllglnda'kﬁmelesmelerinden farklldir(164).

Iokal kiimelenme endositozda oldukga Snemli bir asamayi
olugturmaktadir. Reseptorlere karsi olugsmus antikorlarla yapilan
deneyler bunu kanitlamaktadir(165), Insiiline direngli olan baz1
diabetli hastalarin serumlarinda insililin reseptoriine karsi oto-
antikorlar bulunmaktadir. Bu antikorlar reseptdrlere baglanmakta,
insilin baglanmasini inhibe etmekte ve inslilinin bir-¢ok metabolik
etkisini taklit etmektedir(l24)., EFem monovalan PFab) hem de divalan
(Fab’)2 antireseptdr antikor pargalari insillinin baglanmasina
.inhibisyonda aktiftirler ve insiilin kadar yliksek afinite gister-

meittedirler, incak divalan (Fab')2 s glukoz oksidasyonunu stimiile
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edebilme yetenefine sahip oldugu halde monovalan Fab' bdyle bir
etkiye sahip degildir. Monovalan Fab' insiilin tarafindan stimiile
edilen glukoz oksidasyonunda da kompétetif bir inhibitdr olarak
etki yapmaktadir, Bu farklilik divalan antikor;pér;a51n1n resep-
tor kimelegmesine yol agarken monovalan'in bunu yapsmamasindan
kaynakianmaktadlr. Gergekten de iki monovalan Fab' arasinda bir
képrii olugturarak reseptdér kimelesmesine yol agan'anti;Fab' an-
tikor ortama eklendiginde biyolojik aktivite éaglanmgkta ve di-
valan (Fab')2 ile elde-edilen sonuglar tekrarlanabilmekbedir,
Anti—insﬁiin antikorlarinin varliginda da submaksimal dozlarda
insiilin kontroldan daha fazla biyolojik aktivite gdsterebilmekte-
air(las).

Epidermal biiylinme faktdrii ile de benzer sonuglar elde edil-
migtir(l66).'ﬁofﬁalde aktivite gosterenden gok daha diisiik dozlar-
deki EGF ile birlikte ortama anti-EGF kondufunda biyolojik etkide
oldukca biylk bir értma 86z konusu olmaktadir. Monovalan Fab' ise
bu etkiyi gosterememektedir. EGF'ye baglama hatasi olmemakla birp-
likte duyarsiz kalan bazi hﬁcpe tiirleri (line) anti-EGF ile duyarla
hale getirilebilmektedir. Bunlar hormon-reseptér baglanmasinin
tek bagina genellikle kisir bir islem oldugunu, biyolojik etki ve
endositoz 1¢in lokal kiimelesmenin gerektigini géstermektedir,

Schlessinger, biyolojik aktiviteye giden blaylar zinciri
iginde lokal kiimelegmenin sinirlayici bir kademe olmadigini sOy-
lemektedir, Afagtlrlcl, 50 000 reseptor igeren bir hiicrede diffiiz-
yon sonucu reseptirlerarasi ¢arpigmanin saniyede otuzu buldugunu
ve mikronkare bagina 50 reseptdr diistiigiinli hesaplamigtir, Yalnizea

2 500 reseptir igeren bir hiicrede bile her 0,8 saniyede bir cgar-
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pigma olmaktad1r(l60); Reseptdr kiimelegmesinde sitoplazmik bir
bilegenin gerekli.oldugunu Ve hormonun reseptire baglanmasi ile
olusgan lokal'kﬁmelesmeierin bunu aktive ettigini dﬁ@ﬁndﬁrecek"
bulgulai vardir(160). 7 7
Yarden, hiicre iginde etkili siilfidrilli maddelerin alkile
leyici gruplarinin kiimelesmeyi inhibe ettigini gdstermigtir(160).,
Hiicre disina etkili olan alkilleyici maddeler inhibisyon yapna-
méktadlr. Fakat ortama sdz konusu maddenin igeri sizmasiny gap-
layan dimetilsiilfoksit kondugunda inhibisyon gézlenmektedir, Bu
sonugtan, reseptdr kiimelesmesinin olmasi igin higreigi bir alkil-

lenmenin gerektifi anlasilmaktadir(167).
le3a%e Aﬁinlerin RAP'a Etkileri

Gesitli aminler ve transg;utaminaz enziminin (R-gluﬁaminil-
peptitamin -glutamil transferaz, E.C. 2.2.3.2.13) Szgil inhibi
torleri rodamiﬁ-alfa—E-makroglobﬁlin kompleksinin ~VINM yontemi
ile-goriilebilir yamalar yapmasini énlemektedir(160). Bu enzimin;
réSeptﬁrle kapli bolgelerdeki (coated pits) bir proteini birbirine
- E-(gama~glutaninil)lizin képrileri yaparak kovalan olarak bagladigs
varsayilmaktadir(1l60). Varsayima gire, aminler ve inhibitdrler,
reseptirle protein arasindaki ve kovalan olmayadabilen bir birleg-
neyi inhibe etmektedir,

Kalsiyumsuz ortam (168), diislik sicaklik (4°C) (169,170)
£ibi etmenler de inhibitor etkiye sahiptir.

Sando v.d.; fibroblast kiiltlirlerinde, bir lizozomal enzim
olan alfa-L—Iduronidaz'ln igealimini, TEMED, procain, siklohekzil-
amin, amonyum klorir ve glukozaminin inhibe ettigini gbzlemisler-

dir(171).
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Davies grubu, fibfoblastlarda EGF, insiilin ve alfa-2-
makroglobulin ile yaptiklari deneylerde; RAP'ln aminler tarafin-
dan inhibisyonunu, transglutaminaz enziminin inhibisyonu olarak
yorumlém1§lafd1r(l€?)- |

Aminierin, mannoz u¢ grubuna sahip glukopeptitlerin RAP
yoluyla alinmalarini inhibe ettikleri Tietze v.d. tarafindan gbs- .
terilmigtir._Ambnyum_iyonu ve chloroquine varllglnda 4%0'de man-
nozlu bilegiklerin (6rneéinﬁmannoz—albumin) hﬁcre ile inkiibasyonu
ve daha sonra 57°C'ye getirilmeleri sonucu bagli ligandin hizla
igeri allndlgi gozlenmigstir, Fakat 379C'de uzun siire inkﬁbasyon
i¢ealimi inhibe etmektedir, Bu sonuqlar'ligahdln baglanmasi sira-
sinda aminlierin etkisiz oldufunu, awminlerin hicre igindekl resep-
tér havuzundan ligandin ayrilmasini inhibe'edebilecegini disiindir-
mektedir(159).

Stahl ved,; makrofajda, mannoza ﬁzgﬁerAP'a aminlerin etki-
siz oldugunu gdstermislerdir. Onlarlndﬁgﬁnceleriné gére endositik
yol boyuneca bir zarasiriy (transmembran) proton gradyentinin resep-
torlerin yeniden kullanilmasini saglamasi, bir segenek olarak
kabul edilmelidir. BSyle bir gradientin aminler tarafindan orta-
dan kaldirilmasi reseptdriin hiicre igi hareketini inhibe edebile-
cektir(172). |

"Lizozomotropik" olarak adlandirilan ve genellikle bir a-
min grubuna sahip olan hafif bazik karakterdeki bir grup maddenin
en iyi bilinen &rnegini Chloroquine olugturmakbadir. Yeterince
lipofilik olduklari igin inkﬁbasyon ortaminda hiicre zarlarini
gegerek ¢esitli organellere ulagabilmektedir, Asit bir ortama

sahip lizozoma ulastiklarinda proton alarazk tutulmakta ve orada
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birikime ugramasktadirlar. Yikksek derigimde (drn. 100 ui) kulla-
hilan aminlerin birikim sonucu ozmotik etkileri o kadar fazla

olmaktadir ki fazrkontrast mikrdskobunda'aglkga gérﬁlebilen va-
kuolier olugabilmektedir. Lipofilik 0zelligi daha fazla olanlar
ise protone olduklar: halde lizozom zarindan digary kaqaﬁilmek—

te, sitoplazmada protonunu geri verefrek yeniden yuksiiz hale geg

mektedirler. Boylece lizozom-sitoplazma arasinda bir mekik olug
turarak proton 51Zma51na-ve lizozom i¢i pH'nin yﬁkselmesiﬁe yol
agmaktadirlar. Beklendigi gibi birikime yol agarak pH'yi dﬁ@ﬁ—

ren aminler, mekik gibi protoﬁ kagiran aminlerden daha az Gzgil
etkinlige sahiptirler(173). Ligandan, liéozomda reseptdrden ay-

rilmasinin pH'ya duyarli bir olay oldupu diisiniilmektedir(172),

3T3 fibroblast hiicreleri ile yapilan deneylerde EGF ta-
rafindan indiiklenen alfa-aminocizobiitirat (AIB) ige alima, résép—
tor kUmelesmesini engelleyecek diizeydeki metilamin tarafindan
‘inhibg-edilmemektedir(IGO). AIB igealim: dogrudan hormon derigi-
mi ve zaman ile ilgilidir,

Ayni sekilde 373 hiicreleri ve hepatositlerde, inslilin
aracili AIB igealim hizi yine aminlerin varliginda defismemek~.
tedir(174).

Maxfield ve ark. 3T3 hiicrelerinde EGF ile- yaptiklari de-
neylerde ortama konan metilamin ya da bacitfacin'in EGF'ye bagla
DA sentezi hizini 2-7 kat arttirdigini, hormonun etkisinin hiic-
re yluzeyine olduiunu ve'reseptﬁrlerin ige allnﬁaSLnln, hormonun
etkisini diizenleyici bir mekanizma gibi ¢aligabilecegini bildir-

niglerdir(175).
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Amonyak ve gegitli aminler, 1251—EGF'nin reseptdre bag-
lanmasina engellememekté, fakat pargalanmasini engelleyerck hor-
monun hiicre iginde uzun siire depolénma51na neden olmaktadir(1?6).
Hicrelerin aminlerle kisa siire(10 dak.) karsilastirilmalara
ferritin~EGF'nin igealimini inhibiisyona yeferli olmamakta, fakat
hormonun parc¢alanmasini inhibe etmektedir. Uzun siireli inkiibas-

yon ise igealimi da inhibe etmektedir(1?7).

RAP olayi ile ilgili bilgilerimizi sdyle Szetlemek miim-
kiindiir(138, 144-147): "

a) Pinositik kesecikleri olustufmak lizere plazma zarainin
belirlenmig (kaplanmig) bolgeleri bulunmaktadir.

b) Hormonﬁn’yaygln bir bigimde dafilmis olan ve yiizey
zarsal reseptdre baplanmaktadir. '

c¢) Hormon-reseptdr komplekéleri 131ya-duyar11 pir olayil
plazma zarinin kapli bOlgeleri lizerinde goriilebilir hareketsiz
kiimecikler yapmaktadir., Kapla bélgeler (bagll liganta mutlaka
gereksinme gﬁstermeksiiin) reseptorleri derigtirme yeténegine
-sahiptir. -

d) Gﬁrﬁlﬁiebilir bu bolgeler,, enerji gerektiren bir
olayla igeri dogru ¢ekilmekte ve kapla kesecikleri olugturmak= -
tadir,

'e) Kapla kesecikler hiicre igine dogru hareket etmekte—
dirler,

f) Kapli keseciklerin yeni bir zarla birlesebilmeleri
igin uzerindeki clathrin ortiisinin kismen ya da tamamen ayrig-
masi gerekmektedir.

g) Belirli bir kesecigin hangi organele gideceZinil be-
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lirleyen, muhtemelen heniiz bilinmeyen proteinlerle bagarilan bir
takaim i@a?etlerin olmasi gerekmektedir. Beiirli bir zarla birleg-
meyi sagliyan kesecik iizerindeki artﬁnﬁn ya da zarin kendi dzel-
likleri olabilir,
‘h) Ortll elemanlara (clathrin ve diger baza proteinlér)
Ve reseptir molekiilleri yinelenerek kulianllmaktadlr.
| i) Endositik kesecik ya da lizotomda hormon, reseptir-

den pH'ya bagimli olarak ayrilmakta, bu basamakta etkili gesit-

1i aminler ayrigmaya engellemektedir,

1.4, INSULIN RESEPTORLERIVLE ILGIL! GALISMALARI KISITLAYAN
ETMENLER

Insiilin reseptdrleriyle on yili agkin bir zamandan beri
goX yofun bir bigimde galisilmaktadir. Gegitli patolojik durum-
larda, bu arada diabetes mellitus'ta reseptdr sayi ve Hzellik-
lerinde olan degigiklikler arastlrﬁacllarlgtanl koymada bu degi-~
giklikleri saptayarak kullanmaya itmistir. Aneak insiilin reseptdr-
'lerinih sayl ve Szelliklerinin tanimlanmasinda bircok sorunlarls
karsllasllmlstlr. |

Galisilacak dokunun kolayca sallansmamasi (6rnegin ka-
racifer ve vag dokusu icin biyopsi alinmasi gereklidir), .sagla~
nabilen doku hiicrelerinde( Srnegin kan hiicreleri) reseptérlerin
istenilen diizeyde olmayisi ya da beklenilen 6zgﬁn5degisikligi
o dokunun gtstermeyebiligi karsilagilan sbrﬁnlardan Yalnizca
birkagadar. }

Kan hiicreleri kolayca elde edilebilmeleri nedeniyle
kullanllmaya baslanmig,ancak yihe de bazi sorunlarla karsilasil-

migtir,
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Lenfositler dinlenme durumunda reseptdr icermemektedir-
ler (75,76). Bu hiicreler mitojenlerle uyarildiklarinda insiilin
reseptorleri ortaya crkmékta,'ancak bunun icin lenfosit kﬁltﬁrﬁé
nii yapabilecek bir laboratuarin olmasi gerekmektedir. Genellikle -
25-50 milyon hiicre/ml'lik derigimler kullanilmaktadar. Bir
Scatehard grafigi iginlen az 6 defigik derisim ve biri de kont-
rol olmak lizere 7 tiipiin gerekti¥i, her bir tﬁﬁten ikiger tane |
kosut 200 mikrolitrelik drnefin al;ndlgi g6z Ontinde tutﬁlursa
1004150 milyon lenfosit gerekir. Bu ise calismalari,biiyiik ve
olanaklari fazla olan 1aboratuarlarla sinirlamaktadir,

Monositler; kan hdcrelerl icinde en fazla reseptdre sa-
hip hucreler olmakla birllkte toplam akyuvarlara olan 7uzde1er1
cok dusuktur (%_4-8). )

Granﬁlositlefin ise olduk¢a fazla sayida bulunmalarina
karsin hiicre basina i¢erdikleri reseptdr sayisi monosit ve uya-
rilmis lenfositlere oranla daha dﬁsﬁktﬁr. Sonuc olarak her iki
‘tip hilcre ile de calismak ig¢in biiyiik hacimlerde (150-500 ce)
kan almak gerekmektedir(&l). Lﬁkoforez bir ¢Oziim olarak disii-
niilebilirse de, hiicreleri kandan ayirip., kalan kani hiicreleri
yine hastaya vermek, éldukqa deneyimli kigiler, steril arag. gé—
re¢ ve yer gibi bazi kogullari gerektirmektedir. Bitiin bu olum- -
suzluklar tarama-tanikoyma bi¢imindeki bir qallsméyl kisitlamak-
tadar, |

Alyuvarliarin, akyuvarlardan yaklasik 1 000 kez daha
¢ok sayida olmalari, bazi umut verici g¢alismalarin yapalabile-
ceZini diigiindiirmiigtiir. Ancak burada da alyuvar reseptérlerinin

ins{iline olan afinitelerinin mononiikleer hiicrelerinkine (10'9-
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10719 M)(26,95,101,102) gére cok daha digik (1078-107 M) ol-
masi bazl soruniar yaratmaktadir. Ayrica alyuvarlaran kan hiic-
rélexi i¢inde dzel bir yeri vardir. Protein ve reseptdr sente-
zinin olmadia¥i .bu hiiereler retikiilosit déneminden kalma resep-
torleri kullanmakta, yaglanan hiicrelerde yikilan reseptorlerin
yerini yenileri alamamaktadlr.(178)ﬁ Hiper- ya da hiﬁoinsﬁlineﬁi
gibi bir dﬁrum, ancek eritrosit havuzundaki ortalama_resep—'
tér derisim; 51§ﬁlébilir7dﬁzeyde defigtigi zaman saptanabilecek-
tir. Bu hiicrelerde reseptdr diizenlenmesi(down regulatien) sdz
kOnuéu_olmadlglndén_reseptﬁr_deri§iminde bir degigiklifin g6~
riilmesi uzun zaman almaktédlr. Bir Brnek.verécek oluréak;resep-
térlerde % 50 oraninda szalmaya yol acébilecek bir patolojik
durum (ki bu oran oldukca abartmalidir) bir ay gibi uzun bir
giire sonunda ortalama reseptdr sayisini yalmizca % 12 dolayinda
azaltabilecektir. Gilinkii bu sﬁre'sonunda, alyuvarlarin ortélama
120 giin kadar yasémélarl nedeniyle, bu hiicrelerin ancak dértte
birinde reseptdr azalmasi olacaktlr, Bu bize, alyuvarlarin in-

stilin diizeyindeki hizli defigmelere duyarsiz kaldiZini gdster-

mektedir.
1.5, AMAG

Endositozun, 5zellikle RAP'1in oldukca verimli caliga-
bilen bir hiicre olayir oldupu bilinmektedir. RAE, reseptdrlerle
basarildifina gore, reseptorlerdeki artme ya da aéalmanln'RAP
tizerinde bir etkiye sahip olmas;_beklenebilir. Ayraica,efer hor-

mon sivi faz pinositozunu da uyarabilecek nitelikte ise, bu

olayin hizinda da bir depigiklik yapmasi beklenmelidir.
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RAP yoluyle igeal1m; eger az sayida hiicre ile izlene~
biliyorsa, bunun bize az sayida hiicre ilé'callgarak reseptdr
hakkinda bazi bilgiler verebilecefi diigtiniilebilir. Ancak bunun
icin reseptdr sayisi ile endositoz arasinda nasil bir iligkinin
bulundufunun ortaya qlkérllmasl gerekmektedir. |

Bu caligmada; dzgiil baglanmé ile sivi faz pinositozu
ve RAP hizlari arasindaki iligkiler incelenmeye-qallgllmls,
ozellikle RAP hizinin dlciilerek reseptﬁrlerih say: ve nitelik-
leri hakkinda bir bilgi edinme olanaZinan olup olmadlgl arag-
tirilmistair. Bu ama¢ igin; granﬁlositler; diger akyuvarlara
oranla daha ¢ok bulunmalari, hizli bir endositik etkinlik gés-
termeleri ve daha kolay elde edilmeleri nedeniyle denek hiicre
clarak se¢ilmigtir. |

Grantilositlerin, difter ken hiicrelerine gére olumsuz
olan'zarsal proteaz etkinlikleri sorunu, deneyler proteﬁz in-

hibitoérleri bulunan ortamlarda vapilarak asilmaya calls;lmlstlr.



"GEREGC VE YUNTEMLER

Deneylerde.kullanllan kan ¢rnekleri; Hacettepe Univer-
sitesi Hastamesi Psikiyatri Poliklinigine ve A.t.T.T.4., T1p
Fakiltesi Kan Bankasi'na bagvuran goniillii ve herhangi bir en-
dokrin bozuklupu olmayan hastalardan ve XKizilay Ken Bankaé;‘n—
dan saglanda, |

Domuz ve sigir insiilini,PMSF,BSA,iyodoasetamid Sigma
Chem.Co0e.A+BsD, 'den; DNAaz,Boehringer Mannheim,Bati Almanya'danj
3H-sulroz,Radiochemical Centre,lngiltere’den;t2)I-insilin (do-
nuz ) ,Radiochenical Centre,Iﬁgiltere ve Ire-Sorin,ltalya‘dan;
Ficoll #00,Pharmacia Fine Chemical AB,Isveg'ten§ Isopaque ,Win-
throp,A«B.D. 'den,hiicre kiiltird ortamlari(P-10) ve fétal dana
serumu,GIBCO,A.B.D. 'den,PPC, POPOP, Triton X-100 ve toluen,BDH,
Ingiltere 'den,Hyamin hidroksit,Packard Instrument Co.,A.B.D.8en,
dibiitilftalat ise Plastifay A.S.,lstanbul'dan saglandi. Kulla-
nilan diger kimyasal maddeler analiﬁik saflikta idi,

Deneylerde; Beckman g¢ok amagli santrfij(TJ-6) ve MSE

klinik santrfiij,sivi sintillasyon sayaci(Packard Tricarb,Model
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3004 ve 5380),.géma sayaci(Packard Model 5105 ve Nuclear Chi-
€ago), mikrofﬁj(Fisher),metabolik—Qalkalaylcl(Dubnoff,Precision
Scientific) ve mikroskop(Olympus) kullanild:i. Doku kiiltiird 7
plaklar: ise Falcon,A.B.D.'den saglandi.

2.1. Hiicre suspensiyonlarinin haz1ilanma31

2.1.1. Kanin alinmasi: Deneyde kullanilan kan Srnekleri; &nkol
veninden hipodermik igne ile, icinde alinacak kanin 1/10'u
kadar % 2'1lik EDTA igeren ve silikonize edilmis 250 ml'lik cam
santrfiij tﬁpleriné alindi. Kanin EDTA ile karlém351 saflanarak

ayirma iglemine xadar 4%C'de saklanda.
2.1.2. Akyﬁvarlarln alyuvarlardan ayrilmasi

EDTA'l: Kan igeren santrfiij tiiplerine, alinan kanin 8

katl sofuk hemoliz ¢8zeltisi(155 mM NH,C1,10 mM NaHCO,,1 mM

39
EDTA,pH:7,4) eklendi(179). Kérlstlrllarak 10 dakika 4°C'de’
 bekletildikten sonra sofuk odada 400x g'de 10 dakika santrfiij~
de gevrildi. Ustte kalan hemolitik kisim atildi. Ikinci kez
yinelenenrhemolizden sonra efer alyuvar kalmigsa, ayni iglem
bir kez daha yinelendi. U¢ kez sofuk PBS ile yikanan hiicreler

ayni ¢dzelti ile, alinan kanin 1/4'i kadar hacimde suspansiyon
haline getirildi.
2.1.3. Graniilositlerin mononiikleer hiicrelerden ayf11m351

Bu iglem icin Snce Bdyum'un buldupu yontem (180) kulla-
nildi. Ancak; Ficoll'un yerli piyasada ¢ok pahali Olmasi ve

genellikle kigisel olanaklarla yetinilmesi nedeniyle yontem

defigtirildi ve asafida tanimlandi@: bigimde kullanildais
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a) Bgyum'un yontemiyle graniilositlerin elde edilmesi

S kisim, % 5,7 gr Ficoll 400 ve % O gr Isopaque (3,5-
Diasetamido-2,4,6-triiyodobenzoik asit,disodyum tuzu) iceren

ayirma ¢dzeltisi( a°o

: 1,077)7ﬁzérine, PBS ile 1:2 oraninda
sulandirailmig 8 kisim kan, kérlgmayl engelleyecek ve ﬁstfe bir
tabaka olugsturacak bigimdé yavag yavag pipétlendi. Oda sicak-
lafgainda 40 dskika ve 400x g'de klinik santrfiijde qevriidi.
Ficoll tabakasi ve ﬁzérinde kalan mononiikleer hiicre tabakasi
bir Pastdér pipeti yardimiyle gekilerek atildi. Kalan hiiereler
iki keZz PBS ile yikandi. Hemoliz c&zeltisi iki kez ve yukarida
anlatildiga gibi uygulandi. Daha sonra ii¢ kez PBS ile yikanan

hiicreler uygun tamponda suspansiyon haline getirildi.
b) Urografin ¢bzeltisiyle granﬁlositlerin ayrilmasi

Urografin (3,S—Diagetamido-2,4,6—triiyodobenzoik asif.
disodyum ve metilglukaminqtuzu), hacminin 4,4 kati 10 mM sodyum
 fosfat tamponu(pH: ?,4)Vile sulandirlldl.-Bir yogunlukdlger
yardimiyle yogunlugu 1,077 gr/ml'ye, ayn1 taﬁpon gdzelti kulla-
nilarak éyarlandl. Genellikle 1 ml Urografin igin 4.47 ml tam~
pon gerekti. |

Bgyum'un yontemi, Ficoll-Isopaque yerine hazirlanan
Urografin ¢6zeltisi kullanilarak uygulandi. Iki yﬁntemi kargi~
lastirma icin PBS ile sulandirilan kan kullanildi ve daha sonra
hemolize edildi. Inkiibasyonlar i¢in isé Snceden hemolize edilen

ve yikanan akyuvar suspansiyonu kullanilda.
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2.1.4. Hiiecrelerin canliliklarinin saptanmasi(Boya diglama

testi) (181)

Bu test iqiﬁ Eozin Y'nin PBS i¢indeki % 0,05'lik ¢8-
zeltisi kullanildi. 50 mikrolitre hiicre suspansiyonu 450 mik-
rolitre Eozin Y gazelfisi ile karigtirildi. Iki dakikelik bek-
lemeden sonra mikroskep altinda boyanmamig hiicrelerin toplam |

hiicrelere sayica orani en az 200 hiicre sayilarak saptandi.

2.1.5, Akyuvar formiiliiniin yapilmasi (182).

. Kandan ve elde edilen hiicre suspansiyonlarindan yapi—
lan yaymalar kﬁrutularak Wrighﬁ béy331 ile boyanda. Mikroskop-
ta immersiyon objektifi ile, en az 200 hiicre sayilarak oranlar

hesaplanda.

2.1.6., Hicrelerin kiimelegmelerinin Snlenmesi

Bu amagla Norrby #.d. tarafindan 6nerilen DNAsz yﬁnté-
mine bagvuruldu(183). Ficoll-Isopaque ya da Urografin ile ayir-
ma igleminden sonra baglayarak her ortamda,DNAaz I son derigimi

200 Ui/ml olacak gekilde kullanilda.

2.2, Insiilinin pargalanmasinin 8lgiilmesi

10710 m ,tasiyici insiilin kullanilarak hazirlanmis 10-?
1078,1077,107® ve 1077 M derisimdexi radyoaktif insilin;

PMSF (son derigimi 5x10"4 M) igeren ve icermeyen F-10 doku kiil-
tiiri ortamainda, graniilosit varllglnda(6x106h/ml) ve yoklugfunda

37%C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon tiiplerinden; 0, 30, &0, 120,

180 ve 240, dakikalarda 250 mikrolitrelik Srnekler alinarak,

3 ml % 15'1lik trikloroésétik asit (TCA) igeren polistiren tiip-

lere pipetlendi. 250 mikrolitre % 5'1ik sigair serum albiimini



-56~

(BSA) eklenerek karlstlrllan tﬁpler 10 dakika oda sicaklaginda
bekletildi, Daha sonra klinik santrfiijde 1200x g'de 10 dakika
gevrildi ve ilistte kalan sivi kisim bir aspiratdr yardimiyle
gekilerek atildir ve tiiplerin agza kapatllarak gama séyaclnda
sayildi. Kor degeri cikarilan sayim ?onuglarl dakika bagina

sayim (dbs) 61arak,hesaplandi.

2.5. Sivi faz endositozunun ﬁlgﬁlmesi

Sivi faz endositozu Wagner v.d. tarafindan tanimlanan
yontem (184) kullanilarak oSlgiildii. , _

Bir kullanimlik (disposable) 24 kuyulu doku kiiltiirii |
plaklarlnda(Falcon,EOOS)_dﬁrder kuyuya; kontrol degerini(bag-
lanma v.b.) bulmak tizere K, endositozu Glgmek lizere E ve insii-
linin neden oldugu endositozu dlgmek lizere I isaretleri kondu,
Doku kiltirli ortaminda hazirlanan hijcre suspansiyonunun pipet-
lenmesinden sonra, dokundugu yiizeyle etkin hﬁle geqebilecek
hiicrelerin yine istirahat haline gegmesi Ve sonuglarin etkiien-
memesi ig¢in 30. dakikalik 6n—inkﬁbasyon_uygulandi. K isaretli
kuyulara son derigim 2 mM olacak gekilde iyodoasetaﬁid eklene-
rek ikinei bir 30 dakikalik On-inkiibasyon uygulandi. Daha sonra
sirasiyle; DNAaz(son derisimi 200 U/ml),PMSF(son derisimi 5x10~+
M), 3H—-_sukroz (son Szglil etkinligi 0.5 pCi/ml) ve insiilin (son
derigimi 10~6 ¥) eklendi. Plaklarin kapaklari kapatilarak 37°
C'de inkiibasyona kondu. Inkiibasyon baglangiclnda (0. dakika) ve
120, dakikada E ve Ihkuyularlnln ikiger tanesine iyodoasetamid
eklenerek endositoz durduruldu, Plaklar,kapaklari kapali olarak

6zel sepetlere sahip bir santrfiijde(Beckman TJ-6) 20 dakika sii-
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reyle 1200x g'de gevrildi; stte kalan ki51m bir aspirator
yardimiyle cgekilerek atildi. Plaklar ii¢ kez 80 mi isaretsiz
sukroz igeren PBS ¢dzeltisi ile ve santrfiij yardimiyle yikandi.
Inkiibasyon 6ftam1ndan kurtarilan hiicreler; once 100 mikrolitre,
ikinei kez 50 mikrolitre Hyamin hidroksitle 50°C'de homojen
goriniimli bir siva olu$uncaya kadar inkiibe edilerek (genellik-
le 1 saat) ¢Ozlildii. ¢ozlntli bir otomatik pipetle sayim gigele-
rine aktarildi, Sivi faz endositozunun deney semasi asafida

verilmistir;

Tablo 3: Sivi Faz Endositozunun Olgiilmesi

K E I
Hiicre suspansi- | 4007 400 400
yonu,106h/ml
Iyodoasetamid, 10 - -
100 mM
DNAaz,40000/m1 | 25 25 25
PKSF, 25 ml. 10 10 10
>H-Sukroz, 12,5| 40 40 | a0
pCi/ml o
fnsiilin, 4x10~°| - - 25
M
F-10 doku kiil- 15 25 -
tirli ortam:

- Sayilar, 500 mikrolitre inkiibasyon karisimi ic¢in
pipetlenen miktarlari mikrolitre olarak gostermek-
tedir.
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2.4, Sayim ¢dzeltisinin se¢imi ve radyoaktivitenin saptan-

nasi

Yaygin olarak kullanilan Bray sayim ¢ézeltisinin Hyé—_
min hidroksitin rengi nedeniyle sayim verimini diiglirmesi(quench-
ing) ve sayimlarain genellikle diigiik olmasi nedeniyle Turner ta -
rafindan tanlﬁlanan sayim c¢ozeltisi kullanlldl(lﬁs)..Saylm GO~
zeltisi;'toluen—PPO—POPOP—Triton'X—lOO_(51ra31y1e 1000 ml, 5 gr,
0,1 gr ve 500 ml) igermekteydi. |

Hyamin hidroksitli hiicre gﬁzﬁntﬁsﬁ.igeren sayim sigele~
rine 10'ar ml sayim ¢Ozeltisi eklendi,karigstirilarak bir gece
. karanlikta,soguk odada bekletildi, Bes dakika siireyle sayilarak

sonuglar dbs olarak hesaplandi.
245 Insiilinin graniilositlere baglanmasinin Slc¢lilmesi

Bu deneylerde inkiibasyon karigimi; 6x106h/ml derisimde
graniilosit, degisik derigimlerde {bkz. Tablo 7) radyocaktif in-
silin, 5x10% M PMSF ve 200 U/ml DNAzz I igeriyordu, 1072° y ve
daha dusik derigimlerdeki inkiibasyon tiiplerine tagiyici insiilin
katilmadi, Daha yliksek derigimler ise iO'lO M radyoaktif insii-
line tasiyici insilin eklenerek elde edildi, 120 dakikalik in-
kiibasyon (37°C) sonunda 1 ml'lik drnekler alinarak, hiicreler
serbest hormondan ayrildi (bkz.2.6.). Gama sayacinda sayilarak _
baglanan ve serbest hormon miktari ve birbirine oranlara ( B,

F ve B/F) saptandi., B/F degerlerinin B degerlerine karsi grafi-
gi (Scatchard) gizilerek hiicre basana diisen reseptoér saylél ve

deffisik derisimlerdeki afiniteler hesaplanda {186).
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2.6.  Hiicrelere baglanan hormonun gserbest hormondan ayrilmasga

- Inkiibasyon tiiplinden alinan l.ml'lik drnekler, 250 mikro-
litre dibiitilftalat(DBF) igeren Eppendorf tipi plastik tiiplere
kondu.DBF, 1,055gr/m1 yogunluga sahip hidrofobik bir bilesik -
tir ve bu amacla yaygin olarak kullan11maktad1f(80,81). Mikro-
fﬁjde.7000x g'de 2 dakikalik santrfiijlemeden sonra bir aspira-
t6r yardimiyle Ustte kalan sivi ve fazla DBF g¢ekilerek atilda.
Plagtik tiiplerin u¢ kismi isitilmig bir bistiiri é321 ile kesi-

lerek plastik sayim tiiplerine kondu. -

2e7 Insiilinin hiicrelere baglanma ve iceri alinmasinin &1~
clilmesi

2.7.1, Zamana gére baglanma ve RAP'1in Slg¢lilmesi

Nonspesifik baflanmayl Glg¢mek igin soffuk insiilin ve
iyodoasetamid igeren NSB tiipii, baglanmayl Blgmek iqin yalnaz
iyodoasetamid igeren B tiipii ve RAP'1 6l¢mek ic¢in bu iki madde-
yi de igermeyen E tiipli olmak {izere her denek igin ii¢ inkiibas-
yon tiipli hazirlandi. Tablo 4'teki gibi pipetlemeler yapilda.
Graniilositlerin fagositoz yeteneklerinin olmas: nedeniyle, in-
kiilbasyon tiplerinin yﬁzeyinih hilereleri etkinlestirerek yanlig
sonuglara yol agmamasi ig¢in radyoaktif insiilin konmadan &nce
hiiecreler 30 dakikalik bir dn-inkiibasyona tabi tutuldu. Insiili-
nin eklenmesinden hemen sonra (0. dakika) ve 240, dakikada her
iig tiipten birer Srnek (250 mikrolitre) alind:i ve dogrudan sayi-
larak ortalamalari, 6rtaléma toplam sayim(T) olarak kabul edil-
di. Inkiibasyonun 0., 30., 60., 120., 180. ve 240. dakikalarinda

her jic tiipten 1 ml'lik Srnekler alindi, 2.6.'daki gibi baXlan-
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mayan insﬁlinden ayrildi ve bir gama sayacinda sayildi.

Tablo 4: Insiilinin Zamana Gdre Graniilositlere

Baglanmasi ve RAP yoluyle Igeri Alinmasinin Olglilmesi

NSB B E

tyodoasetamid, 0% 40 -
{50 mM |

PMSF, 25 mM 20 20 20
DNAaz ,4000 (/m1 , S0 50 50
Hiicre iiltiirii or- 190 290 330
tam1,F-10 %7,5 FCS

Insiilin,10” M 100 - -
Hiicre sﬁspanaiyo—' 500 500 500
nu,12x10° n/m1

1251 1nsiilin 100 100 100

x Sayilar,-her rl inkiibasyon karigimi i¢in pipetlenen

¢ozelti miktarlarini mikrolitre clarak gostermektedir.

2.7.2. Hiicre derisimine gdre insﬁlinin‘granﬁlositlere baglanma

ve iceri alinmasinin dlciilmesi

Her denek i¢in degigik hiiere derisimlerinde (2, 4, 6
ve 8 x 10° h/ml) olmak fizere NSB, B ve E tiipleri ha51riand1.
Inkiibagyon tiiplerinin bilegimi hiicre derigimleri disinda 2.7.
1.'dekinin ayni idi. On~inkiibasyon sonunda radyoaktif insiilin
eklendi. Sifirinci ve 120, dakikalarda her fic inkiibasyon tiipiin-
den 1 ml'lik Grnekler alindi,bagflanmayan insﬁlinden‘ayrllarak
gama gayacinda sayilda. Ayraca 0. ve 120. d;kikalarda alinsan
birer ornek dogrudan sayilarak ortalamalérl, ortalama toplam

sayim olarak kabul edildi.



2.7.5. Sicaklifan insiilinin graniilositlere baglanmasina ve

igeri alinmasina etkisinin Sl¢lilmesi

Bu deneylerde inkiibasyon karisimi 2.7.1.'de oldufu gi-

bi hezirlanda ve hiiereler, 4°C, 15%, 22%, 30°%C ve 37°C'de
120 dakika inkiibe edildi. Saifirinca ve 120. dakikalarda 1 ml'lik

8rnekler alinarak hiicreleri serbest hormondan ayrildir ve gama
sayacinda sayildi. Ayrica O. ve 120, dakikalarda birer &rnek
alinasrak dogrudan sayildi ve ortalamalari, ortalama toplam sa-

vim olarsk kabul edildi.

2.8, ° Bonuglarain degerlendirilmesi

2.8.1. Sivi faz pinositozu de@erlerinin saptanm381

Doku kiiltiirii plaklarinda K.E ve I kuyﬁlarlnln yani sira
toplam saylﬁ icin pipetleme Yaprlan ve bu kuyulerla ayni bilésim—
de olan T kuyularindaki inkﬁbasyon karlsiml 120, dakika sonunda
pipetle dogrudan sayim sigelerine aktarilarak gama sayacinda
sayi1ldi ve sayim ortalamalar: (T) saptandai.

K,E ve I kuyularindan elde edilen sayimlarda, 120. da~
kika ile O. dakika sonuglar: arasindaki farklar (sirasiyle X,

E ve 1 ) hesaplandi. I ile E arasindaki fark,insiiline bagli o-
larak igeri alinan net sukroz, E ile K deferleri arasindaki
fark ise hiicrelerin insiilinsiz ortamda yaptiklari net saivi faz
pinositozu sonucu aldiklari sukroz olarak kabul edildi. Bu
degerlerin or talama toplam sayima(T) boliinmeleri ile ¥ oran-

lari bulundu.

2.8.2. 1Insiilin reseptOr sayisinin ve hormona olan afinitesi-
~ nin hesaplanmasi

Bu amac¢la Once baflanan hormon miktari ( -g-k inkiibas-
T o '
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basyon ortamindaki hormon mlktarl) ve serbest hormon mlktarl(gr)
(toplam hormon miktari - baglanan hormon mlktarl) hesaplanda.
Buradan ¢ikarilan B/F oranlari, baglanan hormon miktarlna(B)
kargi bir grafik kd¥idina ¢izildi. Elde edilen ve dogru'sal ol-
mayan efrinin absisi kestifi yer ﬁaksimum baflama kapasitesi
- olarak saptandil . Bulunan degef hiicre sayisaina bdliinerek bir
hiicrenin baglayabilecefi insiilin miktari, bu deffer de insiili-
nin mdlekﬁl agirligina boliiniip Avogadro say;51(6.02x1025) ile
garpilarak bir hiierenin baglayabilecefi instilin molekiilii sayisa
hesaplandi. _

Aflnlte ise;Scatchard graflglndekl egimden,ve agaglda—
ki formiilden hesaplandl

Denge durumunda; I [Hi‘]' [Ri]' k)= [Hb]' k_, olacaktar.
Burada; H,, serbest hormon derigimi, Rp serbest reseptr derisi-
mi, Hb b baflanan hormon derigimi ve K -E_- olduguna gore

egitlik, —E—x[Rf]= Kd olarak yazilabilir. Bu_na gore

_ B _
her hormon derigsiminde elde edilen sonuclar kullanilarak de-

Bisik Kd'ler'saptandl.

2.,8.%. 1Insiilinin zamana. hiicre derigimine ve sicaklifa gbre
hiicrelere baflanma ve iceri slinma sonu¢laranin defer-

lendirilmesi

Burada da 2.8.1.'de oldugu'gibi Snce her serinin 120.
ya da degisik dakikalarda alinan Srneklerinin sayim sonugla -

rindan O. dakika sonug¢lari gikarilarak net sayimlar elde edil-

di. B deferinden NSB degerlerinin ortalamasi gikarilarak dzgiil

baflanma miktari, E‘degerinden B degerlerinin ortalamasa gika-

rilarak endositoz miktari hesaplandi. Bu degerlerin ortalama
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toplam sayima (T) bdliinmeleri ile % B ve % E degerleri bulundu.

2.8.4, Kullanilan istatistiksel yontemler

Fiéoll-Isopaque ve Urografin ile hiierelerin ayrilmasi
sirasinda elde edilen verim,canlilik ve akyuvar formiilleri ile
sivl faz endositozu sonuqlarli:daglllm testi kullanilarak
karsilagtarilda ((187). Degigik siireli inkiibasyonlarda elde
edilen:bﬁglénma ve endositozrsonuglarl arasindaki iligki sap-
tanarken korrelasyon katsayisi ayni kaynaktan yararlanilarak
hesaplandi. Yine baflanma ve endositoz arasindaki iligki 1li-
neer regresyon aﬁalizi ile bulﬁnarak grafik ¢izildi. Bu hesap-
ismalarda programlanabilir bir hesap makinesi (HP-25) kulla-

nilda.



BULGULAR

3.1, Hiicrelerin ayrilmasiyle ilgili bulgular
3.1.1. Akyuvarlarin alyuvarlardan ayrilmasi, _

Amonyum kloriirlii hemoliz ¢fzeltisinin alyuvarlarin yani
sira mononiikleer hiicreleri de pargaladi¥i, graniilositlerin top -
lam akyﬁvarlara olan oraninln heméliz sonunda arttifa gsaptandi.
Hemoliz dncesi, graniilositlerin toplam akyuvarlara orani ¥ 63
iken, hemoliz sonrasi bu oran % 82'ye yiikseldi. Aminlerin endo-
sitoz iizerine olan olumsuz etkileri nedeniyle hiicrelerin daha
sonra timiiyle amonyum kloriirden temizlenmesi gerekmektedir. Bu
nedenle. ozmotik soka gore daha uzun siiren bu yontem, grantilo-

sitlerin oranca zenginlegmesine neden oldufu i¢in tercih edildi.

3.1.2, Granﬁlésitlerin mononiikleer hiicrelerden ayrilmasi
Bdyum'un ydntemi ile,‘degistirilerek kullanilan ve Ficoll
'igermeyen yintemden elde edilen sonuglar Tablo 5'te verilmistir.
Bu iki yontemin istatistiksel olarak karsilagtirilmalari sonucu
aralarinda Bngmli bir fark olmadiggi ve birdbirinin yeriné kullani-

labileceffi anlasilda.
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Tablo 5: Graniilosit Ayirmakta Kullanilan
Yontemlerin Kargilagtirilmasa

Ficoll- | Urografin
Isopagque
Akyuvar Graniilosit o ¢+ 3 95 ¢ 2
formiilii Lenfosit: 4 4 2 2 42
(%) Monosit 3 ¢ 2 2 +1
Canlilak orani (%) 98 & 2 97 + 3
Graniilosit verimi (%) 51 ¢ &4 57 ¢+ 6

Hazirlanan Urografin c¢ozeltisinin ozmolalitesi 540 mOsm

1 ,larak bulundu. Bu deferin izotonik gbzeltilerinkinden

kg™
(310 mOsm kg—l ) daha yiiksek olmasina kargin, Urografin ¢dzel-

tisinde oda sicaklifinda 2 saat sﬁreyle[tutulan'granﬁlositlerin
ve mononiikleer hiicrelerin canlilik oranlarinda herhangi bir de-

#igiklik gdzlenmedi,

3.1.3. Graniilositlerin Canlilik Orani
Deneylerde kullanilan graniilositlerin canlilik oraninin
daimar% 95'in {istiinde olmasina &zen gosterildi. Inkﬁbasyonlarln
basinda ortalama %'97 olan bu canlilik orany ilk 120 dakika
boyunca (37°C'de) % 95'in altina inmedi. Ancak; 3. saatin sonun-
- da canlilaik orami % 92, 4, saatin sonunda ise % 87'ye indi.
Eozin Y yontemi, ayni ama¢la kullanilan tripan mavisi
yﬁntemine oranla daha az zaman almaél nedeniyle uygun bulunarak
kullanilda.
3,1.4, Hiierelerin kiimelesmesine DNAaz'in etkisi

Norrby v.d. tarafindan Snerilen ydntemin oldukga etkin
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oldupu saptandi. DNAaz derigimi,dzglil etkiﬁligi 200 U/ml ola-
cak gekilde ayarlahdl. Bu, 6x106 hﬁcre/mlrderisim igin en uygun
olaniydi. Mililitresinde 100 U DNAaz iqéren inkiibasyon karisi -
mainda hiierelerin kiimelesmesinin 5nlenemedigi gozlendi. \Hﬁcre
derigimini arttardikg¢a DNAaz derigimini de arttirmak gerekti,
Inkiibasyonun 2. saétlndan sonra DNAaz's karsln ufak kﬁﬁelesme—

lerin oldugu'sapténdla
3.2, Insiilinin Pargalanmasi .

Graniilositlerin dnemli miktarda proteaza sahip oldukla-

r1, 10_-10 M derisimdeki insiilinin; 30 dakikada % 12'sinin, 2
saatte % 38'inin ve 4 saatte ise % 51'inin pargalandifi saptan-
di. Insﬁlin'pargalanmas;nl tnlemek i¢in kullsnmilan PMSF'nin
(5){10-4 M) insiilin jlklﬁlni % 80 oraninda engellediZi bulundu,
Sonuglar Sekil S'te verilmigtir. PMSF'nin 1 mM'lik derisimi
hilcrelerin canlilif:r lizerinde herhangi bir deZigiklik yamada,
fakat insiilinin vikimini Snleme ydniinden etkisi de olmadai.
Par¢alanmanin % 20 kadar bir kismi PMSF ile inhibe edilemedi.,

~ Insiilin derigiminin, insiilinin graniilositler tarafindan
pargalanmasina olan etkisi incelendi. Par¢alanmanin en yﬁksek
oldugﬁ derigim, 1077 - 107% u araszndaydl.rBu derigimlerdeki |
insiilinin par¢alanma oraninin , 10'10 M derigimdeki insiilinin
yikimindan ¥ 15 daha fazla oldugu saptandi(Sekil 6).

TCA yontemiyle ¢ktiirmede, hiicresiz tiplerde (kontrol)
hormonun TCA i{izerine pipetlenmesinden sonra,_qﬁkmenin tam ola-
bilmesi icin ayrica BSA da eklemmesinin gerektifi(son derigimi
% 0,3) gézlendi. Kontrollerde, insfilin derigimi e@er 108

M'dan daha diigiik ise , BSA eklenmemesi halinde insiilinin ¢dkme-~



Ortamda kalan ingiilin(%)
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Sekil 5, Insfilinin Granﬁlositle: Tarafindan Parcalanmasi

ve PMSF'nin Etkisi. Hormon derisimi, 10'10 M.



Parcalanma orani(%)
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Insiilin derisimi,-log M

Sekil 6, Insiilin Derigiminin ,Inéﬁiinin Graniilositler

Tarafindan Yakilmasina Etkisi.
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sinin tam olmadify ve bunun yanlis sonuglara gdtiirdiigi anlagildai.

3.3, Sivi Faz Pinositozunun Olcgiilmesi.

Sivi faz pinositozu sonﬁqlarl Tablo 6'da verilmektedir,

Tablo 6: Siva Faz Pinositozu Olgiim Sonuglari

Instilin (-) Insgiilin (+)
448% 465
325 | 332

415 398
396 , - 410
501 - 570
L9 548

4252162 | T3 8 443 4 83

T = 195 800 K = 870

x Sayimlar, dbs/ O,S'ml olarak verilmigtir.

Tablo 6'dan gorildiigi gibi; graniilositler radyoaktif
sukroz ile 37°C'de 2 saat inkiibe edildifinde, ortama konan tiim
sukrozun % 0,22'sinin s1vl faz pinositozu ile iceri alindafa
bulundu, Ortame konan 10~° M insiilin ise siva faz'pinositozunu_
etkilemedi ( inslilinli pinositoz orani % 0.25). Bir siva faz
pinositozu inhibitsrii olan iyodoasetamid inkiibasyon ortamina
konuldugunda endositozla iéeri alinan sukroz miktarinin iki

kati kadar sukrozun da hiicre zarina baglandigy saptanda.

3.4, Radyoaktivitenin Sayilmasa
Turner tarafindan tanimlanan Toluen-Triton X¥-100 sayim
¢ozeltisinin, hray'in dioksan igeren sayim ¢8zeltisine gore %

35 oraninda daha fazla sayim sagladip: saptandi(185,188).
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Bununla birlikte 0,25 mikrokiiri radyoaktif sukroz kul-
lanilarak yaspilsn deneylerde;_hﬁcreleri'qﬁzmek i¢in kullanilan

hyamin hidroksitin sayim1i % 25 oraninda diisiirdii®ii bulundu.

5e5¢ Insiilinin Graniilositlere Baglanma31

Mililitresinde 6x106 graniilosit igefen inkﬁbaéyon or -
tamlari, depisik derisimlerde radyoaktif insiilinle inkiibe edil-
di. Elde edilen sayimlarin gﬁvegilirligini arttirmak igin ortam- /
dan ¢ekilen'6rnegin hacmi 1 ml'ye q1kar1ldi._Inkﬁbasyon ortamindm
gekilen Ornekteki hﬁcrelér santrfii] yardimiyle serbest hormon -
dan ayrildi. Elde edilen sayimlardan, baglanan (B) ve gerbest(B)
insiilin miktarlara bulunarak baZli/serbest orani (B/F)'hésap-
landi(Tablo 7). Bu degerlerden yararlanilarak Scatchard efrisi
¢izildiginde 6x106 hiicre icin maksimum insﬁlin baZlama kapasi -~
tesinin 17.4-femtomol oldufu ve hiicre b&slna ortalama 1750 insii-
lin reseptdri bulundufu saptandi(Sekil 7). |

 Deneylerde endositoz inhibitdrd olarak kullanilan iyo-
doasetamidin, calisilan insﬁlin-defisimi araliginda, insiilinin
granﬁlositlere‘baglanma31n1 deffigtirmedii gdzlendi,

Degigik insiilin derigimleri ic¢in ayrisma degismeZi(Kd);
hem Scatchard efrisindeki efimlerden (185) hem de kisim 2.8.2.'de
verilen egitlikten yararlanilarak hesaplandifinda her iki ydn-
temle de ayna sonuqlar bulundu ve Tablo 8'de wverildi.

Insiilin derigimi degistikge ayrisma degismezinin de
ayn1 ybnde degismesi reseptor-insiilin etkilegmesinin negatif

kooperativite mekanizmasi ile oldugunu-gasterdi(96,lo7).



Tablo 7: Insﬁlinin'Granﬁlositlere_Baglanma31

Hormon | Sayam | Ozgiil Toplam %B . B B/F
Derigimi | (dbs) |Baflanma | Sayim (x103) (xlolzm) (xloa)
(M) (dbs/ml) | (dbs/ml) '

2x1071t | 615 305 26200 11,6 0,25 | 11,6
5x10711 | gao 530 663802 8,0 0,40 8,1
110710 | 1034 926 128040° 5,7 0,54 5,4
5x10710 | 785 | . 475 (ort.) 3,7 1,77 3.6
1x1072 | 710 | 400 3,1 | 3,00 | 3,0
1x10-8 | 432 122 1,0 9,1 0,9
1x10°2 310 0 Kor : 185

a ve b; sirasiyle 0,5 ve 0,25 mililitrelik OSrneklerin sayim
sonuclarindan hesaplanmigtar

Tablo 8: Degisik Insiilin Derisimleri 1¢in

Hesaplanan Ayrigma Degismezleri (Kd)'
Insiilin, M Kyy M
2 x 10711 1,7 x 1072
5 x 10711 2,4 x 1079
1 x 10730 3.6 x 1077
5 x 10710 5,1 x 1072
1x 1079 5,7 x 1077
1 x 1078 1.2 x 1078
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3.6, Insiilinin Hiicrelere Baplanmasi ve Iceri Allhma51 |

Graniilositlerde reseptdr sayisinan ai olmasi nedeniyle
beklenildigi gibi baZlanma ve pinositozun diisiik diizeyde oldupgu
bulundu. |

Insiilinin baglanmasi zamana gore izlendiginde; birineci
saatta baflanmanin gegen siire ile dofrusal bir bigimde arttiga,
birinei éaattan sonra baflanma hizinan diismekle birlikte ikinci
saatta en yiksek diizeyine ulagsan baZlanmanin, bundan sonra hizli
bir diisiis gosterdigi ve liclinell saattaki baglanma diizeyinin o-
tuzuncu dakikadaki baglanma diizeyine kadar diigtiiglii saptanda
(Sekil 8). Dorduncu saatta baglanma dusmege devam etmekle birlik-
te hiz1 azaldi. . S

Ayna hiicrelerde baflanmaya paralel olarak RAP 8lciildii-
giinde; ilk iki saatta zamana gére dofrusal olarak artan icealam
hizinin dsha sonraki saatlarda diigerek bir plafoya ulastifi goz-
lendi. Inkiibasyonun 30,'60, 120, 180 ve 240'anca dakikalarinda
RAP ortalama degerleri yiizde olaﬁak ve sirasiyle; 0,28 , 0,51 ,
0,78 , 0,90 ve 0,74 bulundu (Sekil 9).

Hicre derigimine bagla baglanma ve RAP'1 Glgme deneyle-
rinde ise; 2, 4, 6 ve 8 milyon/ml deriSimlerdeki graniilogitlere
ortama konan radyosktif insﬁlinin, sirasiyle ve yizde olarakl
o,44, 0,94 , 1,04 ve 1,30 oranlarinda baglandigi ve ayni Srnek-
lerin ortamdaki insﬁlinin, yine ayni sirayla ve yilizde olarak
0,49 , 0,70 , O 85 ve 1,04'iinii RAP yoluyle iceri aldiklara sap~
tanda (Sekil 10 ve 11).

2.7 Saicaklifin Pinoéitoz ve Baglanmaya Etkisi

Insiilinin baplanmasi ilizerine sicakliZin etkisi aragti-
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Sekil 8. Insiilinin Graniilositlere Baglanmasinan
Inkiibasyon Siiresine Gore Deéisimi. B/T; baglanan

insgiilinin ortama konan toplam insiiline oranai.
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Sekil 9, Insiilinin RAP Yoluyle Igealiminin Inkiibasyon
Siiresine Gore-Degisgimi. E/T; iceallhan insiilinin ortsa-

‘'ma konan toplam insiiline orani.
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Sekil 10, Graniilositlere Insiilinin Baflanmasi ile
Hiiere Derisimi Arasindaki 1liski. B/T; baglanan

insiilinin ortama konan insiiline oranai.
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Sekil 11. Graniilositlerde Insiilinin RAP Yolu
ile lcealinmasainin Hiicre Derisimi ile Iligkisi.
E/T; RAP yolu ile igealainan insiilinin ortama ko-

nan toplam insiiline oranai.
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rildiginda artan sicaklik'ile baglanma arasinda #°C'den bagla-
yarak doggrusal bir artlg gdzlendi (Sekil 12). Depisik sicaklik-
larda; 4#°C, 15°%, 22°C ve 309G de saptanan baflanma diizeylerinin
379C'deki baglanma diizeyinin yiizdesi olarak 51r331yle; 0,10,
0,37 4 0,59 ve 0,78 oldugu bulundu. |

Pinositoz &lgiimiinde ise, 15°C'ye kadar 8lcililebilir bir
prinositoz olayi g&zlenmedi.rBulunan degferlerin 57°Cfdéki degerin
% 5'indén daha kiigiik olduZu saptandi. On bes derecenin iizerinde-
ki sacakliklarda ise RAP diizeyinin ilissel (exp@nential) olarak

arttigyl bulundu(Sekil 12).

3.8.  Insilinin Bapglanmasinin RAP'la iligkisi
Insiilinin graniilositlere baglanmasa vé RAP'la igeri alin~
mas1 arasindaki iligki incelendi. Ilk 1201 dakika icin zamana gd-
re baflanma ve igeri alinma sonuglarl. ve hiicre sayisina gdre
baglanma ve iceri alinma sonug¢lara arasindaki iliski, kbrrelas-
yon katsayisi (r) hesaplanarak incelendi, Korrelasyon katsayisi
0,85 olarak bulundu.. Lineer'regregyon-analizi ile elde edilen
v(Endositoz) « 0,63+x(Baglanma) + 0,02 dogru denkleminin sonuglara
uygunluk derecesi (re) igin 0,97 degeri bulundu. Buna-gﬁre bag-
lanma ile endositoz arasinda gok yliksek olmamakla birlikte bir
iliskinin bulundugu saptandi ( Sekil 13). |
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Sekil 13,Insiilinin Graniilositlere BaZlanmasi ile
fcealima Arasindaki Iliski. E/T; RAP yoluyle iceri

alinanin ortama konan toplam insfiline oranini, B/T ise

baZlanen insiilinin ortama konan toplam insiiline

oranini goéstermektedir.



TARTISMA

Hiicreleri ayirmada kullanilan asmonyum kloriiflii hemoliz
¢ozeltisinin tam kandan akyuvarlari dogrudan ayirabilme 5zelli-
‘gine sahip_olusu, difer yontemlere (ozmdtik sok., saponin v.b.)
gBre bir iistiinlii}linti olusturmaktadir(181). Afrlca, ayni hemoliz
gézeltiginin mononitkleer hﬁcreierin bir kismini da pargalamasi
graniilositlerin tiim akyuvarlars olan oranini arttirmaktadir.
Bu nedenle amonyum kloriiriin ideal bir hemoliz araca oldufu gd-
riildii. Ancak, aminlerin, bu arada amonyum kloriiriin endositoz
iizerine olan etkisi nedeniyle amonyum kloriir igeren hemoliz
¢Ozeltisi artiklarinin iyice temizlenmesi gerekmektedir. Deney-
lerde bu konu iizerinde dikkatle durulmasa nedeniyle amonyum klo-
riiriin Slciilen endositoz fizerinde bsyle olumsuz bir etkisinin ol-
madag:r diigiiniildii. |

Amohyum kloriiriin yan: sira dekstran ve benzeri madde-

lerle alyuvarlari gdktiirme iglemleri denendi, ancak bu maddelerin
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alyuvarlarin yani sira szellikle graniilogsitleri de gﬁktﬁferek
graniilosit verimini azalttaif: gﬁzlendi. S6z konusu dekétranrve
benzeri maddelerin hicre kiimelenmesine neden oldugu defisik arag-
tiricilar tarafindan da gdsterilmigtir(18l). _

Ficoll'un pahali olmasi ve kolay saflanamamasi nedeniyle.
bu maddeyi kullanmadan_hﬁcre ayirma yanfemi geligtirildi. Bu amag-
la Urografin kullénzldl ve hemen hemen ayni sonuglar elde edil-
~di. Bu yeni yéntem, heniiz diZer kan hiicreleri agzélndan (8rnegin
lenfositlerin ayrilma51) yeterince incelenememis olimasina kar—_
slﬁ graniilosit ayrilmasi iéin ¢ok uygun oldufu bulundu. Urog-
rafin'li graniilosit ayirma yonteminin difer bir istinliigi de
Urografin'in ¢ok kolay saflanabilmesidir. -

Ficoll'un alyuvarlarin agliitine olmasina yol acarak,
_Isapaque;zn ise ayirma icin uygun yoZunlugu saflayarak hiicrelerin
birbirinden ayrilmasinia sagladlklarl gisterilmistir(180). Ficoll~-
Isopaque cdzeltisi,sulandirilarak tabaka halinde fizerine konan
tam kandaki lenfosit ve monositlerin digfer hiicrelerden ayrilma-
siml saélamakta, ancak alyuvarlardan baska graniilositleri de
yiksek yogunluga (d= 1,085 gr/ml) sahip olmalara nedeniyle cok-
tiirmektedir. Ficoll-Isopagque yantemindé;_Ficoll ayrica graniilo-
gsitlerin kﬁmelgsme efilimini de kamcilamaktadar. Oysa Urogra-~
fin'li yontem , hiicrelerin ayrilmasinda yainlzca yoZunlufu
temél aldigi i¢in graniilositlerin ayirimi bakimindan Ficoll-
Isopaque yﬁntemihden daha iyi olduu gdriildii.

Hiicrelerin canliliklarini &lecmek icin kullanilan eozin Y
yont emi., kisa siirdii#ii ve pratik oldugu iéin tercih edildi.

Tripan mavisi ile yapilan testlerde en az 30 dékika siireyle hiic-
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relerin bbya ¢dzeltisi igerisinde inkiibe edilmesinin gerekmesi,
koyu renkteki zemin iginde &1digu icih boyanmig hiicrelerin zor
aecilebilmesi nedeniyle graniilositlerin &lciimiinde daha uysun
olan eozin Y ydntemi tercih edildi.

Hiicrelerin inkiibasyon baginda daima % 95'ten daha yiiksek
bir canlilik oranina sahip olmasina Szen gasterildi. Ancak 4.
saatte graniilositlerin % 13'iiniin 51diigili ve 8len hiicrelerin kiime-
legmeye yol acgti¥i gdzlendi,

Graniilositlerin elde edilmesinde ve inkﬁbasyonunda kiime-
1eéme1erini onlemek ama01jla Norrby v.d. tarafindan dnerilen
DNAaz kullanaldi(183). Kesin olarak bilinmemekle'birlikte Glen
hiicrelerden agifa cikan DNA molekiillerinin saplam hﬁcrelerin
plazma zarlarlné yapigarak hiicre kiimelesmesine neden-oldugﬁ sa-
nilmaktadir,. Var sayima gdre DNAaz bu - hilcre kallntllarlndaki,
DNA'y1 parcalamakta ve kiimelesmeyi Snlemektedir(183). DNAaz'ln.
deneylerde kiimelegmeyi bir dereceye kadar dnleyebildigi ve cal-
kalanarak inkiibe edilen hiicrelerin ise bu enzime karsin kﬁmeiesf
meye daha cok egilim gésterdigi saptandz._Inkﬁbasyonun"ikinci
saatindan sonra kiimelesmelerin g&riilmesi, bu enzimin proteazlar
tarafandan parcalanarak etkisiz hale getirilmesi ya da hiicre

tarafindan endositozla iceri alinarak crtamdan temizlenmesihden
| ileri geliyor olabilir. Ancak deneylerde kﬁmelesme,baklmlndan
protegz inhibitdri iceren ve icermeyen tiipler arasinda belirgin
bir fark gdzlenmedi. Bazl nukleotitlerin endositoz igin olagan-
Ustii bir uyarici olduklari bilinmektedir(128). DNA'nin, bu neﬂ.

denle hiicre topaklasmasina yol agmig olabilecegi diigliniildii.
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Ingﬁlinin pargalanmasi konﬁsunda oidukca youn srastir-
malarin Sulunﬁas;na kersan heniiz inkﬁbasydn karisimlarindaki
insiilinin ylklmi'tam_olarak Bnleﬁemémektedir. Yapilan deneyler-
de de bu sorunla kargilagildi. Proteaz inhibitdrii (PMSF) kulla-
nilarak yikimin ancak % 80'i 6nlehebildi.(§éki1 5). Serin proteaz
inhibitorii olan'bu méddenin klsmen inhibiéyon'jﬁpabilmesi, in—.
sﬁlinin daha bagka yollarla da yikildiga gQrﬁslerini'destekle-
_mektedir. PMSF'in‘izopropilralkoldeki cbzeltisi ason dérigim
iki kata olarak yﬁkseltildiginde insiilin yikimini Odnleme ora- .
ninda bir fark gozlenmedi. Fussganger v.d. de iﬁsﬁ1iﬁ yikimana
% 85 oraninda engelleyebilmislerdir.

fnsﬁlin parcalanmasinda en gok 83zii edilen enzimlerden
biri de glutatyon-insiilin transhidrojenaz (GIT)dlf. Ozellikle
Chandler v.d.(21,22) ile FuségangervuL(EG)51ras1yle GIT'in et-
kilerini.ve sﬁifhidrilli maddelerin etkilerini indelemislerdir.
N—efilmaleimid ve iyodoasetamid gibi GIT'in inhibitdri olan
slilfhidril reaktifleri instilinin granﬁlositlér tarafindan |
'ylkllma51n1 kismen onleyebilmekte ve insiilinin hiicreye baéian—'
ma miktarana artt1rabilﬁektedir1er(26). Bu sonuglarain, GiT ya da
benzeri bir_enzimin insiilin yikaiminda rol oynadifini gdstermesi
mﬁmkﬁndﬁr. Yapilan deneylerde iyodoasetamidin baflanma ve yikim
iizerinde belirgin bir etkisine rastlanamad1.Buhun‘nedeni, insgii-
linin yakiminda graniilositlerde bulunan bu enzimin serin proteaz-
lari kadar etkili olmamas: olabilir.

Insiilinin derigimi arttirildipi zaman yikilms hizinan

bliyik bir aralifa kargin fazla defigmemesi insiilini yikan sis-

temin Km'sinin kullanilan insiilin derigimine gdre oldukca biiyik
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olmasandan ileri gelebilir. Gok dﬁsﬁk derisimlerdeki insiilin,
proteaz sisteminl doyuramamakta,ancak yavasg bir hizla yikildaiga
sanilmaktadar, Bununla birlikte, enzimin yeterince hiz kazanma-
mis olm§51na karsln,insﬁlinrgok diigiik derigimde bulundufu idin
Yine de biiylik oranlarda yikilmaktadir. Insiilin derigimi artti-
rildifinda ise, proteazin instilini yikim haizi artmakta, ancak
~insiilinin derigimi de artmls_oldugu igin ayna yikim orani koru-
‘nabilmektedir. Sekil 6'da gdriildiigi gibi insiilin derigimi 100
bin kez drttirilmasina kargin pargalanma oraninin % 15'in al-
tinda bir artmaya neden oidugu bulundu.._ |

| TCA ile ¢dktiirerek insiilin parcalanmasinin dlciilmesi
deneylerinde, diisiik insiilin derisimierinde ¢Okmenin tam olmama-
sinin nedeni insiilin molekiiliiniin kiiciik bir ﬁolipeptid olmasina
baflandi. Son derigimi % 0,3 gr olacak bicimde BSA'min insiilini
takiben eklenmesi ile bu yetersiz ¢fkme sorunu ¢dziimlendi. (Sken
BSA, instilini de birlikte siiriiklemekte ve saglam insiilinin tii-
miiyle ¢tkmemesi durumunu ortadan kaldirmaktadir. Yapilan bir on
deneyde 10—10 M insiilinnin TCA ile (% 15). BSA'siz ortamda ancak
~ % 85'inin qﬁktﬁrﬁlebiidigi, BSA'nin eklenmesi ile buroranln %98'e
yilkseldigi gdzlendi.

Siva faz pinositozunu dlciim calzsﬁalarlnda elde edilen

sonuglar Tablo 6'da sergilendi. Kaynaklardan elde edilen bilgilere
paraiel olarak, bu sistemin RAP kadar etkin calisamadigini ve

hizinin da koleylikla degismedifini gdstermektedir(125,131,149).
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Insiilinin graniilositlere baglanmasinin Slciilmesinde
(Tablo 7),alinan drnekierin hacminin 1 ml'ye q;karllmas;na
karsin,dakikada en ¢ok 725 Séylm elde edilebildi(leO"lo M
derisimde);lofa M daki sayim ise 122 dbs idi.Bu sayimlarin -
giivenilir olabilmesi i¢in tiipler 5 dakika siireyle sayilarak
dbs ortalamasi alindi ve paralel degerlerin de ortalamasi
,hesaplandl.Degi$ik ara§t1rma gruplari,yvyeterli diizeyde sayaim
alabilmek icin Begiil etkinlifi cok yiiksek(200 }C./ pig dola-
yinda)olan radyoaktif insiilinin yani sira 50-70 milyar
hiicre/ml gibi yiiksek depiéimlerde hiiere kullanmaktadlriar
(26,96,120) ,Bu ise biiyiikk hacimlerde(150-500 ce) kan gerek-
tirmektedir.Bu caligmada,gok yliksek derigimlerdeki hiicrele-
rin; ortamda metabolitlerin fazlaca_értm351,oksijen ve besin
yetersizliZi gibi olumsuz nedehlerle endositoz yeteneklerini
vitirmeleri olasilif:(184) gdz &niinde tutularak 6 milyon
hiicre/ml gibi diislik bir derisim segildi.Ancak sayimi arttir-
mak i¢in haemi de artflrmak gerekti.Kullanilan insiilinin
baeiil etkinligi ise 100 pCi/pg idi.En yiiksek baZlanma orani.
2x107!1 M insiilin derigiminde % 1.16 olarak gbzlendi.B/F
oranlar: hesaplanarak B/F nin B deferine kargi Scatchard
grafifi ¢izildiinde(Sekil 7) egrinin efiminin,insiilin deri-
gsiminin artmasi ile ayni ydnde arttif:,reseptorin hormona
olan afinitesinin azaldiZi gézlendi.Bu bulgular granﬁloéit-
lerde yiiksek afiniteli fakat az sayida reseptérlerin varli-
gin1 gdsterdi.Gerek grafikten gerekse sayfa 62 de Bnerilen
formﬁlden yararlanilarak Kd'ler hesaplandiginda(Tablo 8)

Kq'nin insiilin derisimiyle iliskili olarak ayni yonde arttig:
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~ acik bir sekilde negatif kooperatif etkilegmenin bulundugu
-saﬁtandl.Negatif_kooperatif etki icin.reseptdrlerin #%1-2
sinin iggal edilmis olmasi yeterli gdriilmekte ve bu bulgu
kaynaklardaki bilgilerle(96) uyvusmaktadair.
Graniilositler,yiiksek bir endositik etkinlik géster-
melerine kargin,diigiik sayida reseptére sahip olmalari néde—
niyle,uzurn siiren inkiibasyon sonunda bile diigiik dilzeyde endo-
sitoz sonuglari verdiler, Baglanmanln da yine ayni $ek11de
diigiik oldugu saptandl(Sekll 8,9).Bu grafiklerdeki dogrusal-~
llktan sapma agagidaki bicimde agiklanmava ¢alisildi:Granii-
lositlerin zarlarinda,difer hiicrelere gﬁre(100000—250000
reseprr/karaciger hiicresi(95-98) Jolduk¢a az sayrda insiilin
reseptdri bulunmaktadir(1000 reseptdr/graniilosit(26) ve 1750
reseptar/gfanﬁloéit(bulgumuz)).Bunun sonudu olarak hiicre igi
pinositik kesecik havuzu da ¢ok Xkiigiliktiir.RAP olayr sirasinda
insiilin molékﬁlleriyle birlikte reseptérler de hﬁcre igine
girmekte.bdylece gecici de olsa hiicre dis ylizeyinde bir re-
septdr azlifi sdz konusu olmaktadir.Bu durum ise inmsiilinin
hiicreye haglanma31n1_aza1tt1g1 gibi{Sekil 8; 3. ve 4, saatlar)
pinositik etkinligin de diigmesine yol ag¢maktadar(Sekil 9).
Bir kisminin pinositozla jceri girmesi nedeni ile artik sayi-
lari iyice azalmis olan resept&rierin kiimelegerek kapli gu-
kurcuklarda(coated pits) toplanmalari giderek zorlasmakta,
hilcre i¢ine giren her pinositik kesecik bir sonrakinin olus-

masini giiglegtirmektedir

Radyoaktif insiilinin graniilositlere baglanmasinda

ve iceri alinmasindaki dogrusal artigin zamanla ve hiicre
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derigimindeki yilkselmeyle orantila olarak bozulmasi(§ekil
8,9,10,11) ve baklanmada,bir tepe nokbtasindan sonra diigme
gériilmesi yukarida Bngrilen mekanizma dlslnda;saz konusu
deneylerde siklikla rastlanan insiilinin PMSF ile tam'olarak'
engellenemeyen yikimindan hiicrelerin bir kisminin Slmesi ve
bdylece ufak kiimelesmelerin olusmasindan ileri gelebilir,

Bu bulgular graniilogsitlerin insiilin reseptdrleri ile
.113111 ve RAP 8lgiimiine yénelik bir galigmada ideal denek hiic-
re olmadlglnl ve sorunlar yarattifini ortaya koymaktadlr.

Sicakllgln,lnsullnln granuIOSLtlere-baglanma31 ize-
rindeki etkisiincelendiginde(sekil 12) ,artan sicaklifin
hormonun baglanmasini dofrusal bir iliski igerisiﬁde'arttlr-_
7d1g1(4-57° C)gbzlendi.Oysa RAP olayinin sicaklik defigimine
olan vanit: ﬁésel olarak bulundu.Rap'ain 15°C'ye kadar izlene-
bilir bir diizevde olmamasina karsin,daha viiksek sicakliklar-
da lissel olarak hizini arttirmasinin,plazma 2ar1ar1n1n sS1-
cakllga'bagll olarak akiskanligaina deQistirmesi(lS-?ﬁoc,
bircok hiicre igin bu acidan kritik sicaklifa olusturzaktadar),
reseptorlerin diffiizyon katsavilarinin artmasi ve hiicre icine
alinmalarinin kolaylagmasindan ileri geldii diigintildi.Ger-
cekten de 16°C'in altinda baza hiicrelerde RAP'in yavas ta
olsa oiustugu ancak pinositik keseciklerin lizozom ile bif-
lesemedifi gdsterilmistir(1i25),

Insiilin reseptorlerlne baglanmanin 15°C'ta en ?uksek
diizeyde oldugu Gavin v.d tarafindan aglklanmlstlr.Bu 31cak-
likta yukarida belirtilen nedenlerle RAP hizinin dusme91

insiilinin reseptdre baglanmasinin yliksek diizevde olmasini
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saglamaktadir.Daha rﬁksek sicakliklar RAP hizini arttirarak
hem insiilinin iceri alinimini hem de proteolitik pargalanma-
s1ni fazlélast;rmaktadlr.Daha diistik sacakliklar ise kinetik
enerjilerinin diismesi nedeniyle molekiiller arasi qarplémalarl
azaltmaktadir, | |

Insiilinin graniilositlere baZlanmas: ve RAP ile i§eri
alinmas1l sonu¢lari kullanilarak kOrelésyon katsayisi saptan-
mrs(r=0.85) lineer regresyon snalizi ile ise y=0.63x+0.02.
| do&ru denklehi bulunmustur.Buna gore,baglanma ile RAP ﬁr351n-
da éok yiiksek olmamakla birlikte bir korelasyvonun bulundugu
saptandil.Ancak bu de@er,reseptdrlierin sayi31 y¥a da nitelik-
leri hakkinda bilgi edinmek iizere RAP hizindan yararlanma-

. miza olanak saflayacak derécede yliksek gSrﬁnmemekfedir.Kore—
lasyon katsaylslnln karesi alindiginda elde edilen‘0.72 degferi
deney sonuclarinin,RAP-Baflanma araszhdaki'iliskinin ancak
%72 sini agiklayabildiffini gbstermektedir(187).

Sonué olarak yﬁksgk'pinositik etkinlik gostermeleri-
ne karéin graniilositlerin az sayida insiilin reseptdrii icer-
meleri(1750 reseptdr/hiicre),olaganiistii proteaz etkinligine sa-
hip olmslari ve kﬁmélesme efilimleri nedeniyle bu tip caligma-
larda ideal denek hiicre olmadifl anlasgilmaktadir. Tertisilan
bulgu ve sonuglarin; reéeptar sayisi ¢ok daha fazla olsan, prb—
teaz etkinligi ve kiimelesme egilimlefi ¢ok daha diisliik olan ka-
raciger,uyarilmis lenfosit ve fibroblast gibi hiicrelerde yapi-
lacak caligmalarla karsllast1r1larak_irdelenmesi yararli ola-

caktair.



OZET

Sa#likli ve herhangi bir endokrin bozuklufu olmayan
kigilerden alinan kan Srneklerinden,graniilositler yalniz
Urografin kullanilarak veni bir ydntemle ayrildi.Bu yontem
Flcoll—Isopaque yontemi ile karsllast1r11d1. ,

Insiilin varliginda ve yoklugunda grantilositlerin
savi faz pinositozu yetenekleri dlg¢iildii.Insiilinin etkisiz
oldugu gbsterildi. |
_ Insiilinin graniilositlere;zaman, hiicre derisimi ve
sicaklik defisikliklerinde baglanma ve RAP ile ig¢eriye alin-
ma nitelik ve nicelikleri saptandl.Sonuqlar_birbiriyle ve
kaynakgadaki bulgUlérla karsilastiriida.

Bajlanma ve RAP arasindeki iligki incelendi.RAP
hizinin reseptdr sayis:i ve nitélikleri hakkinda giivenilir
.bir bilgi veremeyecegi tartisildi. _

_ Graniilositlerin insiilin reseptérleriyle ilgili calig-
malarda ideal denek hiicre olamasyacagina kKarar verildi. _

RAP hizinin, hormonlarin baglanma diizeyleri ve resep-
térlerin nitelikleri hakkinda bilgi edinmek iizere kullanila-
bilmesi icin;c¢alismanin reseptdr sayasi fazla,proteaz etkinli-
gi ve kiimelegme egfilimi az olan hiicrelerde de yinelenip sonug-
larin karsilastirilmasi gerektifi savunuldu,
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