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1.1. HUcRrE yUzEY} VE HUCRE ZARI HAKKINDA GENEL BILGILER :

Hicreler, dis ortamlariyla ilk ve direkt etkilegmelerini hiicre yi-
zeyleri yani hiicre zarlar: ile yapmaktadirlar. Bir organizmanin pargasi
olan herhangi bir normal hiicre, yakin veya uzak gevresi ile haberlegmesi-
ni, veya ¢evre ile kargilzikli kontrollerini hiicre ylizeyi aracirlida ille ger-

geklestirmektedir.

Bir timdr hicresinde ise, yiizey Szelliklerinde meydana gelen degig-—
meler sonucu hiicre-hiicre kontaktinin dizenleyici rolil ortadan kalkmakta
ve hiicre, ylizeyine bajlanarak etki gdsteren serum faktdrlerine, hormonla-
ra ve diger ajanlara kargz: duyars;z kalmaktadir. Timér hiicreleri biylece
normal biylime kisitlamalarindan degigik derecelerde otarlomi_ kaza_nmakté ve
hiicrelerin kontrolsiiz godalmasi sanucu, primer timdrin biyiimesi gbzlenmek-
tedir, Bu arada hiicrelerin birbirini tanima wve belirli hiicrelerin belirli
pozisyonlarda bulunmasini sadlayan kontrol mekanizmalari da ortadan kalkar
ve metastazlar ortaya ¢ikar. Son olarak, timdr hiicrelerinin, konajin bafi-
siklik #‘istemi tarafindan taninmasl timSr hiicre populasyonunun yiizeyinde

meydana gelen dedjigikliklerden biyik olgiide etkilenmektedir.

Hiicre zarlari, lipitler, proteinler, oligosakkaritler ve polisakkarit-
lerden olusur (1}. Bu bilegenler igin en uygun dizenlenig tarzi, her yapa

tagx igin, en diigik serbest enerjili durumu saglayandir.



Yapilarinda hidrofilik ve hidrofobik kisimlar tagiyan ve yapisal o-

larak asimetrik olan lipitler (Sinedin fosfolipitler) ¢bzelti iginde, hid
rokarbon kuyruklarini biraraya getirerek suyu digar: atarlar, bu arada i-
gonik kafalari ise sulu ortama yerlegmeye ¢aligir. Bu etkilegmeler, sulu

kisamdan lipit hidrokarbon kuyruklarinin uzak tutuldugu, devamla bir gift

tabakal: yapr dizeni olugturur (1,2).

I.1.1. Hiicre zari lipitleri :

Cift tabakanin her iki tarafindaki lipit molekiélleri en azindan ba-
z1 hlicrelerde o gekilde yerlegme gdsterirler ki, ¢ift tabaka iginde hizla
lateral olarak yer degigtirebilir we birgok biyolojik zarlara yumugak bir
yad akigkanli§: kazandirarlar (1,2,3). Lipitler ayrica zarlar iginde Szel
blgeler tegkil edecek gekiide toplanabilir veya zarsal proteinlerle birf
leserek "ba§li 1lipit"™ wveya lipoprotein komplekslerini olugtururiar (3).
Buna ek olarak baz: zarsal lipitler donmus jel geklinde, sivi lipitlerden
ayr: olarak bulunabilirler. Bu dedigik haldeki lipit bSlgelerinin hicre
zarlarini 6zel bélgelere organize etmekte yararli oldugu diginilmektedir.
Bununla birlikte lipit molekiillerinin ¢odu sivi halde olup, zar dizlemi

iginde kolayca difiizlenehilirler (1,2,3,4).

r.1.2. 2arsal Proteinler :

Zarsal proteinler temel olarak iki tiptirler. Zar iginde hidrofobik
etkilegmeler ile stabiiize edilenler ve zar iigtinde hidrofilikletkilesmew
ler ile stabilize edilenler., Birinci gruptaki proteinler, integre zarsél
proteinler (1) olarak tanimlanir ve ¢ogunlukla metabolit ve iyon transpor-
tunda grev yaparlar. Integre zarsal proteinler (vé glikoproteinler} glo-

buler, bimodal proteinler olup, zarin hem hidrofobik hem de hidrofilik



kisimlar: ile etkilesmeye girerler (1,3). Kisaca, amino asit diziligleri-
ne ve li¢ boyutlu kavralmalarina badli olarak siva: haldeki, lipit ¢ift taba~
kasina dedisik derinliklerde, gémilmiglerdir. Bazi integre proteinler ve
glikoproteinlerin hem zar diginda hem de zarin sitoplazmik gﬁzﬁnde uzanti-

lari vardir.

Periferik zar proteinleri (1) olarak tanimlanan ikinci grup protein-
ler, biyolojik zarlarin temel yapis: i¢in mutlaka gerekli olmayan, birgok
dedigik gérevler yiklenirler. Periferik zar proteinleri, siklikla integre
zar proteinleri ve glikolipitler ile, yiksek tuz derigimlerinde ve gelator

ajanlarin varlifinda bozulan iyonik etkilegimlerde bulunurlar (1).

Hiicre zari en basit geklinde, integre zar proteinlerinin sivi bir
lipit gift tabakasi iginde mozaik taglar:i gibi yerlegtigi iki boyutlu bir
cgbzelti olarak diigiiniilebilir. Zar mimarisinin bu gekilde kavranmasl Zarin
fonksiyonu agisindan .zk:. 6nemli agiklamay:r mimkin kilmaktadir. Birincisi bu
sekilde bir diizenleme zar bilegkelerinin asimetrik bir gekilde organize ol-
masiny ve bir k.zsnmim 6zellikle zarin i¢ tarafinda bir kisminin da zarin
di1g tarafinda yerlegmesini mimkin kilmaktadir (1). Urnedin zar glikoprote-
inleri ve glikolipitler, karbonhidrat kuyruklari hiicre zarinin digina ge-~
lecek gsekilde yerlegirler ve antikorlar, hormonlar, lektinler, virisler ve
dider ajanlar igin Szgiil reseptdr rolii oynarlar (1,3). Zar asimetrisinin
devamlilidgr, bileskelerin stirekli olarak zarin bir tarafindan diger bir
tarafina ‘mtasyonunu énler. Bu tip zar organizasyonun ikinci dnemli Gzel-
1igi, zar igindeki molekiillerin zar diizlemi iginde lateral olarak kolayca
yer dedigtirmelerine olanak vermesidir.

Hicre yiizeyine Szgiil, diizenlemelerin olmasi hiicre kontakti ve tanin-
masi yéninden ve hicrenin yerinin doku igindeki dider hiicreler tarafindan

bilinmesi agasindan Snem tagir. Ayrica, hicre yizeyi birlegenlerinin to-~

pografik olarak yeniden diizenlenmesi, mitojenler, serum faktérleri, hor-



monlar, lektinler wve antikorlar gibi dedigik ¢evresel uyarilara bir cevap

olarak da gergeklegir.

Integre zar proteinlerinin, lateral hareketliliginin mikrotiibijller
ve mikrofilamentler gibi integre proteinlere bagl: gibi gdrinen, sitoplaz-
mik iskelet elemanlari tarafindan kontrol edildigi gittikge destek kazanan

bir gbrigtir (1,5,6,7).

Mikrotiibiiller, d1g ¢apr 25, ig¢ gapi ise 15 nm olan tibiler yapilar—
dir. Ozellikle tubulin denilen bir protein subiinitinden olugan bu yaprla-
ra, hiicrelerin gogunda hem ¢ekirdek hem de sitoplazmada rastianxr (1}). Si-
toplazmik mikrotubiiller hizli tersinir bir birlegme - ayrigma (assembly -
disagsembly) halindedirler. Bu olayin kontrolunda, agik olmamakla birlik-
te, kalsiyum iyonlari ve gembersel nitkleotidlerin rolii oldugu saptanmigtar
(8). Mikrotiibiiller, basingta we digik sicaklikta ayrigirlar ve tekrar bir-
legmeleri Colchicine ve Vinblastine gibi bazi bitki alkoloidleri tarafin-

dan inhibe edilir (8).

Mikrotiibiiller siklikla diger bir sitoplazmik iskelet eleman: olan
mikrofilament'lerle beraber bulunurlar. Mikrofilamentler 6-8 nm gapinda
¢Cift sarmal olarak bulunan ince iplikimsi yapilar olup, kimeler veya ta-
bakalar halinde siklikla zarin ig¢ yiizine bitigik olarak buhunurlar (6).
Mikrotiibiiller ve mikrofilamentler gergek hiicre zari bilegenleri dedildir-
ler fakat hiicre harcketini ve bazi hiicre ylizeyi reseptérlerinin dagalimi-
ni kontrol etmeleri onlarin bir gekilde zara badl:i clduklarin: wve dolayisiy-

la bir anlamda hiicre zari elemani olarak ele alinmalarini gerektirir.

I.1l.3, Hicre ylizeyi dedigikliklerinin kontroli :

Gok degerlikli ligand'larin hiicre ylizeyindeki reseptdrlere baglanma-



lar:s sonucunda reseptdr-ligand kompleksleri ya daginik ya da kimeler ha-
linde bulunurlar. Bazi durumlarda bu kimecikler birlegip bir araya gelerek
daha biiytik bélgeleri olustururlar. Bazi dzel bSlgelerde kiimelerin bir ara-
ya gelmesi neticesi reseptér-ligand kompleksleri endositozla hiicre igine
alinirlar. Bu 6zellikleri g@steren ¢ok dederli ligandlar, antikorlar wve
lenktinlerdir (3,5,10,11). antikorlarin lenfoid hiicrelerin yilizeyindeki im-
mmoglobulin (Ig} reseptdrlerine bajlanmalar:i, kimelesmeye ve antikor-Ig
komplekslerinin ya endoslitozuna ya da hiicre yiizeyinden dokiilmelerine yol
agcar (3,10,11). Yizey Ig reseptdrlerinin kimelegmesi, zara ba§gli sitoplaz~
mik iskelet sictemine etki eden Cytochalasin B (bir mantar metaboliti) gi-
bi ajanlar tarafindan inhibe edilir hatta geriye gevrilir. Benzer gekilde
hiicresel metabolik mekanizmanin blokaji da bu bblgelerin ("cap") olugumu-
nu inhibe eder. Bu sonuglar ligandlarin uyardigi kimelegme ve dzgiir bilge-
lerin olugmasinda ("cap” olugmasi) mikrofilamentlerin aktif bir rol oynadi-
Jinz gbsterir. Concanavalin A gibi bir lektinin lenfosit yiizeyine baglan-
masi, yizey Ig’lerinin anti-Ig tarafindan kimelegmeye ve "cap" olugununa
gitmesini inhibe eder (6,7). Anti-Ig'nin uyardigr ve Con A ‘ta.rafmdan inhi~
be edilen cap olugumu olayi, mikiotu.biil fonksiyonunu bozan Colchicine ve
vinblastine gibi ajanlar tarafindan ortadan kaldirilir. Bununia birlikte
Con A lenfositlere digik derecelerde ( 0-5°¢C) bajlanmigsa dahi kendi resep-
térleri ile “cap" olusumunu uyarabilir (6,7). GSrinigte geligkili gibi gb-
rinen bu sonuglar hem Con A reseptirlerinin hem de yiizey Ig reseptérleri-
nin onlar: bir anlamda hiicreye demirleyen mikrotiibiil sistemi ile iligkide

olmalar: jile agiklangbilir.,

Mikrotiibiil bozucu ajanlarin wveya mikrotiibill depolimerizasyonuna yol
agan gartlarin varliginda (Srnedin diigiik sicaklik gibi)} bu demirleme bo-
zulmakta ve hem anti-Ig hem de Con A "vap"” olugumuna yol agmaktadir (6,7).
Biitiin lenfoid hicrelerde "cap® olugumu olay: gbzlenir, fakat Colchicine 'nin

eklenmesi bu durumu dramatik olarak arttz.mr.



I.2. LENFOSI? HARKINDA GENEL BILGI :

Periferik kandaki lenfositler genellikle kiigik lenfositler olup, 10
mikron wveya daha kigik ¢aptadirlar bununla birlikte daha biyyiiklerine de

rastlanair.

Boganmig hiicrede (Wright boyasi ile) ¢ekirdek menekge renginde olup
yojqun krematin aggregatlar:i igerir. Qekirdek, genellikle yuvarlak olup ke-
nar: keskin bir gekilde, g6k mavisi boyanan sitoplazmada kolayca seg:.il‘ir.,
Nikleoluslar rutin tekniklerle gérilmezler. Sitoplazma ya ¢ekirdegin etra-

finda genig bir hale tegkil eder ya da secilmeyecek kadar azdir.

Kiigiik lenfositler, in vitro olarak, phytohomagglutinin (PHA) gibi
dzgiil olmayan bir mitojen tarafindan veya antijen glbi Szgil bir uyarica
tarafindan uyarildiklarinda, transforme lenfosit adini verdigimiz biiylik
blast hiicresi benzeri hiicrelere déniigiirler (11). Benzer hiicreler in vivo
olarak da antijenik uyarilmayi takiben‘ goriliirler (13,14). Morfolojik ola-
rak bu hiicreler biiyiikk lenfositlere benzer, ¢aplari 10-20 mikron arasinda
dedigir ve bigimsiz gekiller ¢rimtilleyebilirler. fekirdek genellikle biyiik-
tiir ve bir veya daha fazla sayida niikleolus igerir. Sitoplazma boldur ve
giddetle bozafiliktir. Endoplazmik retikiiliimler PHA ile uyarilmig hiicrelerde
¢ok belirgin olmamakla beraber, Pokeweed mitojeni (PWM) gibi diger ajanlar-

la uyarilmig hlicrelerde belirgindirler.

Sitoplazmada dedigik sayada ribozom ve poliribozomlar, geniglemig
bir Golgi cisimcidi, artmig sayida mitokondriler ve lizozomlar, lipid dam-
lacaklari ve vakiioller bulunur.

I.2.1., T ve B hiicreleri :

Antikor yapiminy lstlenen, farklilagmig lenfositler B hilcreleri



(Bursa bagimli, veya kemik iligi bagamli) olarak, hicresel tip badisiklik-
ta gérev alan hiicreler ise T hicreleri (timusa bagimili hiicreler) olarak ta-

namlanmaktadiriar.

Laboratuvarda, T ve B hiicreleri en fazla, ayirtettirici ylizey Szel-
liklerine gére taninarlar (15,16,17,18). Béylece B hiicreleri zara baglz
immunogleobiilin (Ig) ile karakterize olup imminofluoresans wveya dider tek-

niklerle taninirlar (16,17}.

Periferik kandaki lenfositlerin % 10 ile 20 si zara bagli Ig igerir
(17). Burada IgM en biyik imminoglobiilin sinifini olugturur (zar immunoglo-~
kilinlerinin yarisi veya 2/3 ii). Gerisini ise IgG olugturur. IgA, IgD ve

IgE’ye lenfosit zarinda nadiren rastlanir (16).

B lenfositlerinde kompleman—c3 igin de reseptirler olmakla beraber
Iy "marker" (igareti) tagiyan lenfositlerin ancak yarisinds bu gisterile-
bilir (16). Bir dider yararli ayirtettirici ézellik de, B lenfositlerde Fc
kismi igin reseptir bulunmasidir. Bu reseptdr en iyi, aggregatlar tegkil

eden gamaglobiilinlerin hiicre yilzeyine alinmasi ile gisterilir (16,17).

T hiicreleri, kolayca gbsterilebilen, yizey imminglobulinleri, F. re-
septdrleri veya kompleman reseptdrleri igermezler. En kolaylikla ve en emin
bir gekilde koyun eritrositleri ile rozet yapmalari ile taninirlar. Bu Gzel-
1likleri T hilcrelerinin, antikor olmayan ve koyun eritrpsitleri gibi hiicre-
ler igin Szgidl olan bir reseptdr tagimalarina ba§lidir (15,16,17). Ortala=-
ma olarak periferik lenfositlerin % 69-82'si béyle rozetler meydana geti-
rir (16). B hiicreleri ise koyun eritrositleri ile rozet meydana getirmez-
ler (15). B ve T hiicreleri "scanning" elektron mikroskobunda da farklilik
gdsterirler. T hiicreleri olduk¢a diiz bir satih gdrintiilerlerken, B hiicrele-

rinin dig satihlar: mikrovilluslarla kaplidir (19).



Insanlarda dolagan lenfositlerin bilyiik bir kismy, % 90'i uzun Smir-
liidiir. Bu hiicrelerin ortalama hayat stireleri (intermitotik sire) 4.4 sene
olarak hesaplanmig olup (2¢), bazi hicreler igin 20 seneyi bile gegmekte-

dir (21,22).

Lenfogitlerin ana fonksiyonu, badigiklaidan gergeklegtirilmesidir.
Olduk¢a karisik bir olay olan bu durum, B lenfositleri tarafindan &zgil
Immmoglobulinlerin (antikorlarin) sentez edilmesi ve T lenfositleri tara-

findan da hiicresel tip badigiklidin saglanmasi ile olugturulur.

Lenfositlerin dodmasi ve Szgill bir gérev ig¢in programlanmasi olduk-
¢a karigik ve tamamiyle agiklanmamig bir olaylar zinciridir. Bununla bir-
likte bu mekanizmayi genel bir sekilde aciklamaya ¢aligtidimiz zaman len-
foid organlari, santral (kemik 11i§i ve timus) ve periferik (dalak ve lenf

nodu) olarak siniflamamizda yarar vardair.

Santral lenfoid organlar, periferik lenfoid dokularin hiicrelerini sag-
lariar. Timus, lenf nodlarinin “parakortikal alanlarini" ve dalagin "beyaz
pulpasini® hiicreyle doldurur ve bu sahalar, gecikmig agiri duyarlilik (hi-
persensivite) reaksiyonu, homograft atilaimi, graft versus host hastalids
ve bazi tip antikor cevaplarinin yardimec: fonksiyonlarinda rol alan hiicre-
sel tip bagigikli§: gergeklegtirir. Bursa veya insandaki ey dederi (kemik
iligi ve ¥etal kara(;'.ig“'er) ise lenf nodlarinin meduller kordenlarini hiic-

reyle doldurur ve bu hiicreler antikor iretimini gergeklegtirir.

Santral lenfoid organlar, Sncil (prekiirsér) hiicreleri sajlamalarinin
yanisira, bajisik Szgirliik kazanmig hicrelerin olgunlagmasini saglayan huy-

moral maddeleri de salgilarlar,

" Kemik ilidi, lenfosit ddniigiimiiniin ¢ok yiiksek olduju bir organdir.

Kobaylarda yaprlan galigmalar, kemik ilidindeki tim kdgik lenfositlerin



her iig giinde bir yenilendigini gistermigtir (23,24).

Kemik ilidindeki lenfositlerin birgogunun kaderi ve Ffonksiyonu bi-

linmemekle beraber, kemik iliginden gelen hiicreler,

1~ "Pluripotential stem cells® (ylksek farklilagma potansiyeline sahip

baglangi¢ hiicreler) olarak (25) fonksiyon gosterirler (Tablo 1).

2~ Digerleri, lenfoid "Stem cells” olarak rol oynar ve timusa, bursa’ya
veya memeli egdederine giderek Gzel bir tip bagigiklik fonksiyonunda

gérev alirlar.

3- Bazilar: periferik lenfoid dokulara gb¢ eder ve orada antikor olugturan

hiicrelerin (B hiicrelerinin) kaynadaini olugturur (26).

4~ Kemik iligi lenfositlerinin gok biyitk bir kismi, agik¢a anlagilan bir

fonksiyon géstermeden gene olduklar:i yerde tahrip edilirler.

Timusa badimli lenfositler, kemik iligi veya fetal karacider gibi
hematopoetik organlardan gelir ve timus epiteli ile yakin etkilegme sonu-~
cu T hiicrelerine farklilagirlar (27). Lenf nodlarinin veya torasik duktusu-~

' nun hiicreleri, normalde, pek timusu ziyaret etmezler (28).

Timus bad dokusu ile, lobullere ayrilmig, kan dokusundan ¢ok zengin
bir organdir. Lobiillerin hemen septalarla iligkide olan kismi, korteks,
daha i¢ kisimlari ise medulladir. Hem korteks hem de medullada lenfosit-
ler, bir epitel hiicreler adi lizerindedirler. Timus korteksi de tipki ke-
mik iligi gibi ytksek bir mitotik endeks gsterir. Buna kargalik medulla'-
daki lenfositlerin mitotik aktivitesi ¢ok diigikktlir. Timus lenfositlerinin
kiigiik bir kism, lenf nodlar: veya dalaktaki timusa badimli alanlara gdg
ederek, hiicresel badigiklikta rol oynarlar veya antikor uretimini dijzenle~

yen T hiicreleri olarak programlanirlar (helper, supressor, killer cells).
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I.3. ErRirrOID MATURASYON, ERITROSIT vE ERIrROSIT ZARI HAKRINDA GENEL
BIL.GH.ER :

I.3.1. Eritroid Matiirasyon ;

Eritroid hiicreler gdzénine alindidinda onlari, gerek énciil olsunlar
gerekse olgun, tek bir biitiinin bir bilegenleri olan, daginik halde bulunan
ve "erythron” adi verilen bir organ olarak digiinebiliriz (29). Eryhtron én-
ciil ilkel normoblastlardan bir seri dedigmeler sonucu gekirdeksiz JSzgiil

karmizi hidcrelerin ortaya giktigi bir organ modelidir.

"Stem cells" + g¢ekirdekli - kemik 1iligi + Dolagimdaki (30).
eritrositler retikulositleri eritrositler

7 g 9 92
5x10 /kg 5x10 (kg 3.3x10 /kg 33010 /fkg

Morfolojik olarak taninabilen, en az olgunlagmig, eritrosit Onciil
hiicre pronormoblast olup, bunu olgunlagma sirasina giire bezofilik normo{
blast, polikramotofilik normoblast, ortokromatik normeblast, retikulosit
ve olqun eritrosit izler. Olgunlagmanin bazofilikten asidofilidge dogru git-

mesi, bazofilik RNA'nin azalmasina ve asidofilik Hb'nin artmasina baglidir.

Bu arada gekirdek piknotik dejenerasyona udrar ve atilir (31). He-
moglokin sentezi ilk olarak bazofilik normoblast devresinde baslar, poli-
kromatofilik devrede maksimuma ulagir ve gekirde§in kaybindan sonra reti-

kiilosit devresinde de devam eder.

r.3.2. 0lgun eritrosit :

Olgun eritrosit organizmanin en dzgil hiicrelerinden biridir. Cekir-
dek, mitokondri ve ribozom gibl sitoplazmik organelleri yoktur. Proteinin
% 95 inden fazlasi hemoglobindir. Bikonkav disk geklindeki eritrositin

normal ¢apr 7.2-7.9 um arasindadir (32). Bununla beraber dar damarlardan
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gecerken geklini dedigtirebildigi sinematografik olarak gdsterilmigtir

{33). Eritrositler 4 um ¢apindaki damarlardan rahatga gegebilmektedir.

I.3.3. Eritrosit Zari :

Eritrosit zari hakkinda bilinenlerin gogu, hemolizden sonra, hticreler
patlatilarak elde edilen ghostlar sayesinde olmaktadir. Ghost'lar dikkatli
hazirlandids taktirde hi¢ hemoglobin bulanigi olmadan hazirlanabilir (34,
35). 100 ml eritrositten 230-300 mg ghost elde edilebilir. Biyle bir ghost
karigimi. % 40-50 protein, % 35-45 lipit, % 7-15 karbonhidrat icgerir (34,
36). Olgun eritrositteki biitin lipitler eritrosit zarainda bulunur (37).
Britrogitin nétral lipitleri hemen tamamen, serbest esterlegmemig koleste-
roldiir (38). Eritrosit zarinin fosfolipitleri d8rt sainif bilegenden olug-
maktadir : Fosfotidilkolin (lecithin}, fosfotidiletanolamin, sfingomyelin
ve fasfot;:idilser.in. Bu lipitlerin her birine iki, sadece, sfingomyeline
tek vad asit yan zinciri takilidir. Eser miktarlarda, tek yad asiti zinci-
ri taslyan fosfolipitlere (lysolecithin) veya yad asitinin bir vingl-eter-

le yer degigtirdidi (plazmalogens) 'lere rastlanir.

Glikolipitler total lipitlerin bilyiikk bir kismini olugturmamakla bir-
likte biyolojik énemleri oldukga fazladir. En belli bagli eritrosit gliko-
lipit'i globosit'tir. Ayrica eser miktarlarda fukoz igeren ceramid-gliko-
lipitler de mevcuttur. Bunlarin antijenik &zellikleri A, B, H ve Lewis Kan
gruplarina uymaktadar (39). Olgun eritrosit lipitleri sentezleyemez. Bu
yiizden eritrositteki lipit kaybi plazma'dan kargilanir. Kolesterolle le-
cithin plazma lipoproteinlerinden eritrosite transfer edilir. Burada hiz
ayarlayici kademe plazma kolesterolinid esterlegtiren bir enzim olan
lecithin-kolesterol acyltransferaz'dir (40). EBritrosit proteinlerin % 20

sini spektirin olugturur (41). Karbohidrat veya lipit gruplari igermedi-
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Jinden, elektroforez, ultrasantr.ifugasyon ve IimmunodifFfiizyonda homojen o-
larak bulunur. 140 000 molekiil adirlidinda monomerlerden olugur. Glutamik
asit ve sisteinden Zengindir. Caﬂ varliganda 1lifimsi, suda erimez polimer—
ler olugturur. Zarin ig ylizeyinde bulunur. Spektirinden sonra en igi in-
celenmis eritrosit zar: proteini bir glikoprotein olan "glycofhorin"dir.
Zar proteinlerinin % 10 unu olugturur (42). 55 000 molekiil adirligindaki
 monomerler 550 000 molekiil agirlikta aggregatlar olugturabilir. Molekiilin

% 60°1 karbohidrattir. Zarin sialikasidinin biyik kismi ve heksoz ve hek-
sozaminlerin de yarisi glikoforin izerindedir. Zarin dig yizinde bulmur.
Glikoforin zarin karakteristik negatif ylikini verir. Ayrica A, B, ¥ ve N
Szgiil kan grup antijenlerini ve influenza virusu igin, “phytohemagglutinin®

ve "Wheat germ agglutinin" icin Szgill reseptérler tagir.

Diger zarsal proteinler zara bagly enzimlerdir. Bunlar gliseraldehit
3-fosfat dehidrogenaz (43), aldolaz (43), 3 fosfogliserat kinaz (43),
adenil kinaz (43), cAMP badamli protein kinaz (39), ATPaz, kolinesteraz
(37}, ve tiroid hormonunu deiyordinize eden bir enzim olarak siralanabilir-~
ler.

EBritrosit zari hakkindaki bilgiler giderek artt:ikg:ay eritrogit zari-
nin daha énceleri diiginildigi kadar basit bir yapi olmadi§r anlagilmaktadir.
8Smedin, 1973 'te Roth (46) eritrosit ylizeyinde peptid hormon reseptdrleri-

nin varlidini: géstermigtir.

Rasmussen ve arkadaglari (47), vazoaktif hormenlar, epinefrin, pros-
taglandin E, ve Ez in yaikanmig insan eritrositlerinde hiicrenin deformasyo-~
nunu, ozmotik frajiliteyi, zar yapisinin ana gdriniginii ve hicrenin hacmi-
ni degigtirdigini gbstermiglerdir. Bu dedigiklikler, adenil-siklaz~cAMP

kontrol sistemiyle olmamakta, Fakat zar yiizeyi altindaki sitoplazmik is-

+2
keletin Ca ‘a badimli dedigmesi ile gergeklegmektedir (47). PGE,ve PGE.'2
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nin etkileri ¢ok Szgiil ve 21t olmakta PGE hiicre voliminid azaltmakta, PGE,

ise arttirmaktadir (47).

I.4. K-562 HUCRELERI HAKKINDA GENEL BILGILER :

Son yillarda, lenfoblastoid orijinli olan birgok doku-kitltird hic-
releri geligtirilmigtir. Bu hilcre tiplerinin gogu B hiicresi klonlarini
(tek hiicreden lireyen hiicre toplulugu) temsil etmekte ve EBV (Epstein Barr

virus) genomunu tagimaktadarlar.

Bu hiicrelerin aligilmg kiiltir ortamlarindaki dreme kolayliklari,
bunlaran orijinal timSr hiicre populasyonunu ne Slgide temsil ettikleri

kugkusunu dogurmaktadir (48).

K~562 hiicrelerinin orjinal timdral hicreleri ne &Slgide temsil ettik-
leri gok ilging bir konudur. Bu hicreler ilk olarak 1973 yilinda, Lozzio
ve Lozzio tarafindan, blasﬁik krizdeki kronik myeloid l&semili bir hasta-

nin plevral mayiinden tiretilmeye baglanmigtir (49).

kil tiir hiicrelerin Philadelphia kromozomu tagidigi (kronik myeloid 16—
seminin isareti) ve bunun yan:i sira imminglobulin Uretmedigi, EBV genomu
igermedigi, B ve T hiicrelerine benzemedidi Lozzio ve Lozzic ve Klein ve

arkadaglar: tarafindan rapor edilmistir (49,53).

B8ylelikle K-562, bugine kadar bilinen tek malign, myeloid orijinli
hiilcre kiltiiri olmaktadir. Bu ¢ok kolay iireyebilen malign hiicreler, ayni
zamanda normal insan lenfositlerinin sitolitik etkilerinin g¢aligmasinda

da (killer cell assay)gok uygun bir hedef tegkil ediyorlardz (50)-

Bununla birlikte, devam eden ¢aligmalar K-562 nin orijininden kugku

duyulmasina yol agmigtir. Greaves ve arkadaglari 1977'de, kronik myeloid



- 15 -

lésemideki blastik krizin, akut lenfoblastik 1ésemiye benzeyen immatir

klonlar: olugturabilecedini bildirmigtir (51).

Andersson ve arkadaglari (52), 1979 da K-562 lexin, zar gl ikoprotein
yapilaranin eritrosit glikoprotein yapilarina benzerlik gésterdifini ve
dolayisiyla bu hiicrelerin, ne lenfoid ne de myeloid olmadigini aksine erit-

roid bir hticre klonundan geldigini ileri sirmiglerdir.

Rutherford ve arkadaglari (54), 1979 da, K-562 hiicrelerini 0.1 nM
hemin ile aktive ederek embryolojik hemoglobin sentez ettirmiglerdir.
Andersson ve arkadaglary (55) yine 1979 da K-562 hiicrelerini sodyum buti-
rat ile farklilasmaya zorladiklari zaman (4 gin 1 mM Na butyrate) hiicre-
lerde benzidin pozitif lekeler gérmiiglerdir. Immunolojik wve elektroforetik
olarak wyarilmis hicrelerde, spektrih ve glikoforin A sentezlendidini gds~
terilmig ve ortamda eritrosit benzeri eczinofilik partikiillerin ortaya gik-

t1g§1 gozlenmigtir.

Son olarak, Haziran 1981 de Schulman ve arkadaglari (56), yayinladik-
lar: ilging bir galigmada lenfoblastoid hicre kiltdrini : Raji (B hicresi-
lenfoblastoid orijinli) we Molt (T- hilcresi - lenfoblastoid orijginli) ve
K~-562 hiicrelerini ve tavsan retikiilositlerini, radyoaktif igaretli trans-
ferin ve transferine badli demirin hiccreler tarafindan alinmasi ydninden
incelemisler ve hiicrelerin hepsinin retikilositlere benzer oranlarda trans-

ferin ve transferine badli demir bajladidini géstermiglerdir.

RrRaji, Molt, K-562 hiicrelerinin, transferinin reseptbr sayilari ve
affiniteleri retikiilosite benzerlik gosteriyorlardi. Buna kargilik retiki-
lositlerde alinan radyoaktif demirin % 90 ini hem igine sokulurken, Raji,
Molt ve K-562 de alinan demirin ancak % 10 u hem igine sokuluyordu. Retiki-

lositlerde, fazla hem varliginda, demirin transferinden alinmasinin inhibe
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olmasina karsilik her iki lenteblastoid hiicre ve X~362 lerde bu inhibisyon
gzlenmemektedir. Yani retikiilositler demiri transferinden, diger Hicrelere
benzemeyen bir mekanizmayla aliyorlardr (56). K-562 lerin de, dider iki
lenfoblatoid hilcre tipi gibi bu mekanizmaya sahip olmamasi ilgi gekiciydi

we eritroid orijinine glge dilgiiriyordu.

I.5. LEKTINLER HAKKINDA GENEL BILGI :

Ilk olarak Stillmark (57) tarafindan bulunan ve Swmer (58) tarafin-
dan saflagtirilan, alyuvarlari ve baz: hiicreleri aglutine etme Ozelligine
sahip proteinlere, dojada Szellikle baklagillerin tohumlari da rastlanil-
maktadzr. Bununla birlikte aglutine etme Szelligine sahip proteinlerin,
bhazi bitkilerin kék ve yapraklari da (59,60), bazi asadr sinif omurgél;la.r-
da (61} ve diger bazi organizmalarda da bulundudunun gdsterilmesi lizerine,
Byod bu proteinlere lektin adini vermigtir (60). Cegitli kan gruplarina
olan Szgiillikleri, kan gruplarinin saniflandirilmasinda ve taninmasindag
mitojenik Gzellikleri, lenfositlerin mitojenik transformasyonlarinin ince-
lenmesinde; hiicre ylzeylerinde bazi gekerlere &zgiill olarak baglanabilmele-
ri de hiicre yiizey yapisini aragtirmada, lektinleri Onemli bir ara¢ haline
getirmektedir. Qegitli lektinler izole edilmig ve saflagtirilmig olmakla

beraber, Concanavalin A bunlar icinde 6zellikleri en fazla bilinendir.

Z.5.1. Concanavalin A :

Concanavalin, Canavalia Ensiformis bitkisinden, ilk kez 1916 yilinda,
Jones ve Johns tarafindan saf olarak elde edilmig bir lektindir (62-65).
Cancanavalin A 'nan biyolojik aktivif_:esinin olup olmadig§zr en gok, 2x seri
seyreltmelerle, eritrositlere kargi hemaglutinasyon aktivitesini takip e-

derek incelenmektedir (66). Cen 2, aglutinasyon ve presipitasyon deneyle-
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rinde maksimum aktiviteyi, pH: 6-7 arasinda oldudu zaman gdstermektedir
(58,65}. Bu pH aralidinda Can A tetramer yapidadir (72,73). Gene bu pH
aralidanda Con A molekiilii B konformasyonunda bulunmakta, o~heliks kisim-

lar bulunmamaktadir (70).

Sicaklidin da Con A molekiiliiniin biyolojik etkinlidi ile ¢ok yakin
bir iligkisi vardir. Digik sicakliklarda (0-4°C gibi) Con A hiicrelere bag~
lanmakla beraber 20 veya 370(: ‘da yaptidindan daha az aglutinasyon yapar
(74,75). 40°C'in iizerindeki sicakliklarda, Con A'nin baglanma bélgeleri-
nin bu sicakliktan etkilendidi gSriilmiys ve bu gekilde baglanma olayinin
hidrojen badi igerdi§i anlagilmigtir (76). Con A molekiilil yiksek derigim-
deki iire, guanidin hidroklorid, formamid ve 1.1.3.3.-tetrametil iire gibi
denatiire edici ajanlarin etkisi altinda olugan, konformasyonundaki tersin-
mez dedigikliklere bagli olarak, sakkarit baglama 6zellifini kaybetmekte-

dir (77).

Summer ve Howell (67), Con A molekiilinin biyolojik etkinligi igin

+2 2 +2 27 . . . . . i
Ca » M , Zn wve Mg tuzlarinin gerektidini gdstermiglerdir.

Con A molekiiliindeki, lizinlerin t-amino gruplarinin tamamen asetil-
lenmesi ve asetik anhidrit asetilasyonu sirasinda tirozinlerin fenol grup-
larinin % 30‘unun asetillenmesinin biyolojik aktiviteyl etkilemedidi g&ril-

miigtir (78).

Con A molekiili, 40 x 39 x 42 g boyutlarinda, ¢ok siki katlanmig bir
elipsoit geklindedir. Bu yapi her biri 4 alt birimden olugan bir tetramer-
dir. Con & protomerinde diger birgok lektinin aksine hig karbohidrat bu-
Iunmamaktadir (79,80,81).

+2 +2
Con A molekiilii, her alt biriminde, bir Ca  iyonu, bir Mn  igonu

ve bir de mannoz-, glukoz-, veya fruktoz- sakkarit badlanma bilgesi iger-
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mektedir (68,69) (Sekil 2). Elektron rezonans (70), circular dichroism,
elektron paramagnetik rezonans (71), yéntemleriyle yapilan aragtirmalar,
sakkarit baglama bSlgesi ile iyon bdlgelerinin iligkisini; bu iyonlarla
yapilan diger ¢aligmalar (83) ve x-agini kristalografik analizleri (84)
ile NMR spektroskopisi galismalari (85) sonucunda Con A sakkarit baglama
bilgesinin en ¢ok a-D-mannopiranczit ile uygunluk gdsterdigi anlagxlmak—

tadar. CH,0H

Gekil 1 : a-P-Mannopiranozid biriminin yaprsi. Alti
cizgili hidroksil gruplari badlanmadan so~
rumlu olan hidroksil gruplaridir.

3 4
baglanmadan sorumludurlar. Buralarda yapilan degigsiklikler (deoksi veya

g-D=Mannopiranczid'in ¢_, C,6 ve C'6 pozisyonlarindaki -OH gruplari

o-metil eter gibi) Con A molekilii ile baglanmay:r tamamen engellemektedir
(86).

Ozelliikle hikcre yiizeyi calismalarinda ¢ok kullanilan, Con A nJ.n’ bir
gok tiirevieri geligtirilmigtir (fluorosein, ferritin, hemosiyanin ve perok-
sidaz ile konjuge Con A tiirevieri wve H3 asetilasyon’, 146’ suksilasyon, 1251“

63
iyodinasyon ve Ni~ ile elde edilen radyoaktif Con A tiirevleri) (87,88,

89,90).
I.6. ZAR YAPISININ INCELENMESINDE FLUORESAN LIGANDLAR :

Fluoresans, bir molekiiliin enerji sodurarak daha yiksek enerjili du-
ruma gecmesi ve bunu hemen izleyerek kademeli bir diigig ile en digik enerji-

1i duruma geg¢erken 1gik yaymasi (emisyonu) olarak tapamlanabilir. Yayrlacak
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$EXKIL 2: Con A tetramerinin sematik ¢izimi. DSrt alt birim kalin cizgi-
lerle gdsterilmigtir. ca*”, M;**, O-(0-iyodofenil )-D-glukopi-
ranozit ve &zgil sakkarit badlama bSlgeleri sirasiyla Ca, M
B~IPGlc ve S olarak gésterilmigtir. Romen rakkamlar:i her bir
alt birimi ifade etmektedir. '

r

(Becker, J.W., Reeke, G.N., Jr., Wang, J.L., Cunningham, B.A.
ve Edelman, G.M., J. Biol. Chem., 250, 1513 (1975}.
{
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151§in dalea boyu ve giddeti hem molekiiliin kimyasal Szellidine hem de igin-

de bulunduiu gevreye siddetle bagimladar.

Fluoresan ligand olarak kullanilacak molekiillerin emisyon &zellikle-
ri gevreye bafimliliklar:i ag¢isindan kolaylikla dederlendirilebilir olmali~
dir. Proteinlerin konformasyan analizlerinde kullanilan fluoresan ligand-
lar yaninda zar yapisindaki de§igiklikleri Slgmede kullanilan Fluoresan
ligandlar vardir (91}). Bumlarin en iyi tanimlanmig olanlar: pyren sulﬁl‘onat

(92), auroramin O (93), ethidium bromiir (94), atebrin ve akridin oranj (95)

ile l1-anilinonaftalen - 8 - sulfonikasit (aNS} ve analoglaridir (96}.

ANS ve analoglari igin maksimum guantum verimleri ve dedigik polari-
tell ortamlardaki maksimum emisyon dalga boylari aragtirilmigtir (96). Bu
bilegikler iginde bulunduklari gevrenin polaritesi hakkinda detayl: bilgi
edinmede en gegerli ligandlar olarak dederlendirilmekte ve dedigik zarlar

igin yapalan Slgimlerde éncelikle kullanilmaktadirlar (97-102).

Bu Iigandlar: hem emisyon spektrumu hem de quantum verimi, bajlandi-
§1 ortamin polar olusu ile giddetle dedigim gSsterir. Su gibi polar bir
ortamdan heksan gibi tamamen apolar bir ortama gegligte ANS'nin guantum ve-
rimi 0.004 den 0.98'e yikselir. Zara baglanan ANS miktari ve quantum veri-
mi zarin polaritesi hakkinda bilgi verirken bagla ANS lerin yakainlarinda
bulunan triptofanlara (akseptdr molekiillere) enerji aktarmasi aNS ile (do-

ndr) triptofanlar (akseptSr) arasi uzaklidan Slgilmesine olanak verir (103).
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I.7. NORMAL HUCRELERDE VE TUMORAL TRANSFORMASYON GUSTEREN HUCRELERDE,
LERTIN RESEPTORLERININ SAYI VE KINETIKLERT VE LEKTIN-HICRE

ETKILESMEST HAKKINDA GENEL BILGILER :

Cegitli aragtiricilar tarafindan, gerek timdr hiicrelerinin gerekse
normal hiicrelerin icerdi§i lektin reseptSrlerinin sayisi ve bunlarin bag~
lanma kinetikleri hakkinda birbiri ile geligen glriigler ileri siiriilmekte-
dir (104-111). Bir galigmada si¢an T lenfositlerindeki Con A reseptdr sayi-
s1 3.8 x 10 /hiicre (104), bir difer galzgmada ise 2.6 x 10 /hiicre (105)
olarak rapor edilmigtir. Bazi galigsmalarda periferik insan B lenfositlerin-
deki reseptdr sayisz 1.12 x loé/hﬁcze olarak gésterilmis (106,107}, bir ga-
ligmada ise periferik lenfositlerin Con A molekiili ile 12 saatlik bir inkii-
basyonu sonucu transforme olduklari ve reseptdr sayiginan 5.8 x loé/hﬁc*
reye yikseldigi gbsterilmigtir (107). Bagka bir ¢aligmada ise insan eritro-

& .
gitleri igin reseptdr sayisi 2.2 x 10 /hiicre olarak rapor edilmigtir (109).

Fluoresan mikroskobu ve elektron mikroskobu kullanilarak yapilan ¢a-
ligsmalar sonucunda lektin reseptdrlerinin dagilim: ve mobilitesi konusunda
daha detayli bilgiler elde edilmistir. Bu galismalar sonucu transforme hic~
relerde, hiicre yiizeyi reseptérlerinin normal hiicrelere gére dabha toplanmis
(clustered) halde bulundudu gdzlenmigtir (112). Daha sonra yapilan g¢alig-
malar, transforme hiicrelerde gbzlenen lektin baflama bélgelerinin toplan-

masinin lektin ile indiikklenen bir olay oldufunu gistermigtir.

Bazi aragtirmacilar, periferik insan lenfositlerinde Con A& nin in-
diikledidi, Con A reseptérlerinin "capping” olayini, "Con A horseradish
peroksidaz® ve elektron mikroskobu kullanarak incelemigler ve 4OC 'da tim
hiicre geperinde g8riilen "Con A horseradish percksidazan", sircaklik 3706' ‘a
ytikseldidinde “cap® olugturarak endositozla iceriye alindigini gdstermig-

lerdir. Aragtiricilar bu olayin yalnizca diigiik Con A derigimlerinde,
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serbest Con A varlidinda, Ca wve Mg varliganda, veya Colchicine, Vin-

blastine ile etkilegerek oldujunu rapor etmiglerdir (113).

Con A'nin T ve B lenfoblastoit hiicre kiiltiirlerini aglutine etme {zel-
liginin farkly olduju ve bu dzelligin yiizey sialyl transferaz aktivitesi
ile iligkili oldudu, sialyl transferaz aktivitesi yliksek bulunun B lenfo-
blastoid hiicrelerde aglutinasyonun T lenfoblastoid hiicrelere nazaran daha

yliksek olduju gisterilmigtir (114).

Sigan B lenfositlerinde, antiimminglobillinin indiikledigi "capping”
Colchicine ve Vinhlastine tarafindan engellenmemekte fakat dagilimi geligi-
giizel bir hal almaktadir. Burada Con A hicrelere baglandidi zaman "cap"
olugunmumun durdudu ve bdylece reseptdr mobilitesini saglayan yapilarin

Con A bagdlanmasi ile etkilendidi gdsterilmigtir (115).

Lenfositlerin, Con A gibi bazi lektinlerle 10-24 saatlik én inkiibas~
yon sonucu uyarilmasi lenfositlerde birtakim olaylara yol agmaktadir. Bun-
lar géylece siralanabilir : a) yilzey reseptdrlerinin yeniden dagilimz (116),
b) iyon transportunun uyarilmasi (117,118), c¢) aminc asit transportunda art-
ma olmasr (119}, d) ve muhtemelen zarsal lysolesithin-agiltransferazin uya-
ralmasina badli olarak (120), plazma zari lipit igeridinin dramatik olarak

artmasa {121).

Ayrica Con A’'nin tavgan timosit plazma zaryl "tumover”ini da arttir-
di#1 ve bu artigin 8zellikie 55 000 molekiiler adarlikBly bir protein igin

belirgin oldudu gosterilmigtir (122).

Bazi arastiricilar ise lektinle aktive olmug insan T lenfositlerinde
130 000 molekiil agarlidinda bir glikoproteinin ortaya giktiFini séylemig-

lerdir (123).
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Kimura ve arkadaglar: (124), sigan T lenfositlerinde, hiicreler yal-
niz uyarildid: zaman ortaya gikan B orijinli hiicrelerde bulunmayan, T145

adini verdikleri bir glikoproteinin varligini rapor etmiglerdir.

71.8. AMAC

Bu galigmada insan periferik T ve &zellikle B lenfositlerinin hazi
ylizey Gzelliklerinin aragtirilmas: amaglandi. Bu hicrelerin zarsal Ozellik-
leri, Con ‘A reseptér sayi ve afinitelerinin saptanmasi, hilicre zar:r giliko-
proteinlerinin elektroforetik griiniindi ve bunlardan hangilerinin Con A
reseptirii olarak davrandiginin ortaya konmasi geklinde aragtir:ldi. Aynma
zamanda ldsemili bir hastadan devamli hilcre kiilltiird haline getirilmig
K~562 hiicrelerinin aynai yiizey ézellikleri gerek B lenfositleri ve gerekse
eritrositler ile kargilagtirild:. Bulgular, orijini kesin olarak belli ol-
mayan K-562 hiicrelerinin ylizey Szelliklerinden yararlanilarak, normal dif-
ferensiasyon ve malign transformasyonda hiicre ylizeyinin roli gdzdnine ali~

narak tartigild:.



If. BARA¢, GERE(¢C ve YONTEMLER

IX.l. ARA¢C ve GERECLER

Concanavalin A (Grade IV), oMM, adenozin difosfak, dithiotreitol,
Sigma firmasindan (ABD), RHnasetik anhidrit, Amersham firmasandan (Ingil-
tere), Sefadeks tiirleri Pharmacaia firmasindan (1swveg¢), PPO, POPOP, nafta~
len, metanol, BDH firmasindan (Ingiltere), dioksan, etilen glikol, Merck
firmasindan (F.&lmanya), hyamin hidroksit, Packard Instrument firmasindan
{ABD}, Eagle's Minimal Esential Medium, fetal dana serumu, Difco firmasin-
dan (ABD), fluoresein-Concanavalin A, Sigma firmasindan (ABD), anti IgM,
fluoresein konjuge anti IgM, Behringwerke firmasindan (F.Almanya), dekstran,
Baxter firmasindan (ABD}, metil seliiloz, Fisher Scientific Company firmasin-
dan (ABD), hypaque (Urografin) Schering firmasindan (F.Almanya), sidir se-
rumu albumini, Armour Pharmaceutical Company firmasindan (ABD), K-562 hiic-

releri, G. Klein, Karolinska Enstitiisii (fsvec) 'den temin edildi.
Rullanilan dider kimyasal maddeler analitik saflikta idi.

Savi sintilaasyon sayaci, Packard Tri-carb Model 3004 (ABD), Spektro-
fotometre Beckman (R} (Model~25), Santrifiijler, International Eguipment Co.
Model K-2 (ABD), Hettich AHT 5200 (F.Almanya), Sorvall SS 33 (ABD), Etiv

Memmert (ABD), Igik mikroskobu Seitz Wetzler (F.Almanya).

 Fraksiyon toplayicisi LRB 700 ultralog, LKB (lsweg), hiicre kultiiri
gigeleri Kimax (ABD), hemaglutinasyon plaklari Cooke Microtiter System

(Ingiltere), Spektrofluorometre Aminco Bowman (ABD).
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II.2. YONTEMLER
Ir.2.1. Hicreler :

Bu ¢aligmada saflaklii giniilliilerden alinan periferik insan kani lenfo-
sitleri kullanildi. Periferik Vendén alinan kan, pihtilagmayi onlemek igin
ya 1/10 oraninda EDTA (disodyum etilen~diamin tetraasetik asit, % 0.9 NacCl
iginde % 2'lik olarak hazirlandi ve pH 7.4'e ayarlandi} ile karigtirildi,
ya da 2-¢4 mm capindaki cam bilyeler ile defibrine edildi. Bundan sonra 1/5
oranindaki % 6 dekstran ile veya 1/4 oranindaki metil seliiloz ile (her-
ikisi de % 0.9'1uk Nacl i¢inde)} karagtirilip 1 saat inkiibe edildi. Heriki
durumda da siipernatan eritrosit tabakasinin hemen ilzerine kadar alindi. Uy~
qun tamponda 4-5 x 106 hiicre/ml olacak gekilde ¢oziildi. Uygun tamponu bul-
mak ig¢in alti dedgigik tampon denendi. Hiicrelerin santrifijsiiz (1 xg‘de)

% 6'lak dekstran ve % 1'lik metil seliilozda ¢dktirtilmeleri Tablo III'de
kargilagtiriidi. Tampon tiplerinin kargilagtirilmasi ise Tablo II'de gGs-
terildi. Hiicre stispansiyonu Ficoll-Hypaque gradyenine Pasteur pipetiyle ve
gradyeni dalgalandirmamaya g¢ok dikkat ederek, kenardan sizdirilarak yayzl-
di. Uyggun Ficoll-Hypague yéntemini belirlemek ig¢in altir dedigik teknik de-
nendi, Tablo IV'de kiyaslandi. Biitiin yéntemlerde gradyenin yogunlugu
1.075~1.079 gm/ml olarak ayarlandi. Santrifijden sonra ara tabaka (Ficoll
listit tabaka veya "interface” bir Pasteur pipetiyle dikkatle alindi. Bu hilic-
reler koyun eritrositleri ile (koyun kani % 2'lik EDTA ile alinip Alsever
sollsyornixtda 4oc‘dez saklandi ve en geg iki hafta Jginde kullanildi) dnce
37°C'da bir siire inkibe edildi, digiik devirde 5 dakika santrifiij edildi ve
4°c'da uygun bir size inkibe edildi. Uyqun rozet yonteminin belirlenmesi
igin iki ayri yéntem, Tablo V'de gbsterildigi gekilde denendi (15,16). olu~
gan rozetler soguk PBS (fosfat tamponlu saline) ile 1/1 oraninda sulandi-
rildiktan sonra gene uygun bir Ficoll-Hypague gradyenine (Tablo IV} yayildz.

Bu santrifiijden sonra ara tabaka ve ¢Okelti ayri ayra alindi, ¢Okelti Snce
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EpTa ile 37°C'da 15 dakika inkibe edildi, sonra da hipotonik goklarla ko=
yun eritrositleri patlatilarak (hiicreler dnce 20 saniye % 2 EDTA igeren
distile su iginde ¢oziildiiler ve bu siire sonunda egit hacimde % 1.8 ¥aCl
ile karigtirildilar, saf 7 lenfosit;ler.i elde edildi. Ara tabaka ise bir ke-
re daha Ficoll-Hypaque lizerine yayild: ve santrifiij edilip yiksek saflikta

B lenfositleri elde edildi.

Ir.z2.2. Hiicre Kiltirleri :

Bu galigmada kullanilan K-562 hiicreleri RPMI 1640 ortaminda iretildi-
ler. Hiicre kiltiirlerinin lremesi igin vasita % 10 oraninda fetal dana se-
rumu, 100 finite penisillin ve 100 ug/ml streptomisin konuldu. Suspansiyon
kiiltidri halinde ireyen hicreler kendi metabolik CO, leri ile liremeye bira-
k2ldi, daha sonra santrifiij tiplerine alinarak 8 dakika 1200 x ¢g'de santri-
flij edildi we 3 kez PBS ile yikandi. Sayim ve tripan mavisi diglama yénte-
mi ile canlilik testi yapilan hiicreler deneye alindi. Yapilan canlalik

testlerinde kullanilan hilcrelerin yaklagik % 90 inin canli oldudu saptandz.

I7.2.3. Protein tayinleri :

Con A ve Hirevleri ig¢in protein tayinleri 280 nm'de absorbans Slgimi
ile yapildi. Con A igin molar ekstinksiyon katsayis: olarak 1.14 kullanil-

d1 (124). bider protein tayinleri Lowry yontemine gbre wyapild:r (125).

II.2.4. Radyoaktivite sayamlari ;

Radyoaktivite sayamlaras 5 ml Bray g¢ézeltisinde Packard Tri~Carb sivi
gsintillasyeon cihazinda yapildi. Aletin okuma verimi trityum igin % 49 ola-

rak bulundu.
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¥7.2.5. Dickgan'in peroksitlerden arindirilmasi (126} :

Bray ¢Szeltisinde kullanilan dioksan‘in sayim sonuglarini yikselten
peroksitlerden arindirmak i¢in dicksan 2 saat sodyum fizerinden geri sogutu~

cuda kaynatildiktan sonra yine sodyum lizerinden distillendi.

I1.2.6. Bray sayim gdzeltisinin hazirlanmasi (127} «

4 gm PPO, 200 mg POPOP, 60 ¢m naftalen, 100 ml metanol, 20 mi eti-

len glikol karigtirild:r ve dioksan ile bir litreye tamamlandi.

3
rr.2.7. H-Con A'nin hazirlanmasi (128) -

Con A 10 mg/ml derigimde 10 mM fosfat tamponu igeren serum fizyolo-
jikte (PBS) ¢éziildi. Ortama son derigim 60 mM olacak gekilde G-metil manno-
piranczid katild: ve 60 dakika siire ile 0 C'da bekletildi. Karagimn pH
s1 kata Na2CO3 ile 8.85% getirildi. Uzgil etkinligi 500 wCi/mol olan
EH—aSetik anhidrit sodyum tzerinden distillenmig diocksanda ¢ézildid. 5 UCi
3H/mg Caont A olacak gekilde karigima katildi wve 90 dakika stire ile OOC'da
inkiibe edildi. Bu karagim 90 x 1.5 cm boyutlarindaki PBS ile dengelenmig
Sefadeks G-25 veya G-50 kolonuna uygulandi. Kolon 4 ml/saat akig hizinda
PBS ile eliie edildi. 1.5 ml olarak toplanan fraksiyonlarda protein ve rad-
yoaktivite tayinleri yapildi. Birlegtirilen aktif fraksiyonlar 1/1000 x 3

o
oraninda PBS'ye kargi 48 saat siire ile 4 C'da diyaliz edildi ve hemaglu-

tinasyon aktivitesine bakildi,

1r.2.8, MikmhemaglutinaSyon (129)

Defibrine kandan ayzrilmis ve serum fizyolojik ile 3 kez 1/10 oranin-

da yikanmig insan, koyun ve tavgan eritrositlerinden % 1.5 luk siispansiyon
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hazirlandi. Con A pulbecco PBS ile seyreltildi we eritrositlerle U tipi
hemaglutinasyon plaklarinda 1 saat siire ile oda sicaklidainda inkiibe edil~
di. 2x diliisyonlarla hemaglutinagsyon aktivitesi gsteren en digik Con 3

derigimi saptandi.

Ir.2,9. Mikrofilj teknidi ile badlanma deneyi (109) :

Kandan hazirlanan veya kiiltiir ortamindan alinan ve tig kez PBS ile y1-
kanan hilcreler (0.5-1.5 x 106/.':11) 1.5 ml'lik plastik tiplerde Ca+2, Ml+2,
PBS ve SH-Con A (0.5-250 Ug/ml) ile 1 saat O C'da inkiibe edildi. Kontrol
tiiplerine 60 mM oMM konuldu. Inkibasyon sonunda hicreler 9 dakika 850 xg
de santrifiij edildi. Siipematandan serbest lektin derigimini saptamak igin
Smek alindi, Siipernatan dékiildiikten sonra dipte bulunan hiicreler 50 A
PBS ile kaldirilip, 350 A % 2.5'luk BSA bulunan 1 ml’lik plastik tidplerin
{izexine yayildi. Ayrica inkiibasyon tﬁpieri iki kez daha 50 A PBS ile yika-
narak bunlar da albuminli tiiplere ilave edilerek, 9 dakika 850 xg'de sant-
rifiij edildi. Stpematandan alinan Smekler hem hiicrelerin serbest lektin-
den ne &lgiide temizlendidini hem de hiicrelerin sadlam olup olmadiklarinin

anlagilmasinda kullanildi. (Skelek ise hyamin hidroksit ile ¢dzinirlegti-

rilerek sayim gsigeierine aktarildz.

II.2.10. Asosiasyon sabiti (Ka) ve reseptdr sayisi (N) 'min hesaplan-
magi =

ReseptBr - ligand iligkisi :
R - L i RL o rse v a0 0O Qe EDm PP A E R R R N NI A N PR (l)

olarak ifade edilecek oclursa

RE
K = “-"iﬁ‘i_- L I ] #useeneacceto twyasosevew o0 (2}
{R) (L)
burada ;
K  : Asosiasyon sabiti {L) : Serbest ligand derigimi

(Ril : Serbegt reseptir derigimi (RL} : Reseptér~ligand kompleksi
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Scatchard®in (130) ifadesine gdre,

“p K_(L K (R) (3)
- - a( )b a(R u-tonaoou.ﬁco: ------ C e are »rosdwo s

(L) ¢

burada ;
(L) : bagli ligand derigimi
(L) ¢ ¢+ serbest ligand derigimi
(R) : toplam reseptér derigimi
K : asosiasyon sabiti

Eder,

B bagli Con A
F : serbest Con A

N : Con A reseptirlerinin sayisi denilecek olursa
{3) numaralir denklem
B .
"""'"":_KB'“'KN ------------------ N ewo b e Ko raS urrASD e sOw 0o (4)
a a

F

haline gelecektir.

(¢) numarali ifadeden faydalanarak B/F'ye kargi B g¢izilecek olursa,
elde edilecek dodrunun edimi (—Ka)y x~-ckgenini kestig‘i‘i noktada N olacak-
tir.

Radyoaktivite sayimlari ile g¢izilmig drnek bir grafikte,

Skd
- . ———— - = UM Con A (bagli)

Uzqgiil etkinlik (Sbd/ Wg Con A} X Mol. agirlik (Con A)

UM Con A (bagli) x 6.02 x 1023 (Avogadro sayisi)

s —— —wmmm———e = N (reaseptir /
Deneyde kullanilan hiicre sayisi hiicre sayisi)




Ayna gekilde radyoaktivite sayimlari ile ¢izilmig bir grafikte ;

.. g, - Ho y
Egm m e e e = e -
a
X =X xF
1 (]

I i e s e S W

Ozgiil etkinlik (shd/ug Con A)

%, = e 1072

a -
x?' =z I0 6

Mol.agirlik {(Con A)

3
1) = “Hee x 107 x Mol. adirlik Con A olarak hesaplanir.

Ké (M :
X

IT.2.11. 5'-Nikleotidaz enzim aktivitesinin Ol¢iilmesi (131-133} :

5'-Niikleotidaz enzim aktivitesi, 0.5 ml lik ¢dzelti karigamnda, 50 mM
glycine-HCY (pH 7.5), 0.2 ug sodyum dodecyl sﬁlfat/ug'protein, 3 mM adenozin-
5'-monofosfat ve 5-20 g protein iceren hiicre suspansiyonu olacak gekilde
hazirlanip, tajin edildi. Reaksiyon 60 dakika, 37 C'da siirdiirilip, 0.5 ml
% 10'luk perklorik asit katilmasi ile durduruldu. (¢dken protein santrifii-
gasyonla uzaklagtirilarak, sipernatanda O ve 60 dakikalarda inorganik fos-

fat tayini yaprldz.

Inorganik fosfat tayini 300 ul dmek izerine, 700 ul tapin karigi-
ma konularak yapildi. Tayin karigimr % 10 luk askorbik asit (1 kisim):
% 0.42 lik amonyum molibdat (6 kisim) dan olugmakta idi. Hazirlanan tayin
ortamz 30°C da 1 saat inkiibe edildi ve 820 nm de spektrofotometrede okundu.
Standart edri, inorganik fosfat ¢bzeltisi olarak Na2HPO4 (0.015 mM -~ 0.6 mi)

kullanilarak ¢izildi.

Con A badlanmasinin enzim aktivitesi Uzerindeki etkisini saptamak

6
igin gerek B lenfositleri gerekse K-562 hiicreleri 200 ug Con A / 10 hiicre
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olacak gekilde sojuk Con A ile bir saat 0 C da inkibe edildiler ve yukari~
da belirtilen yéntemle, total hiicre suspansiyonundan 5'-Nikleotidaz aktivi-
tesi bakilarak, Con & 1z ve Con 4 si1z hiicreler arasindaki aktivite farki

irdelendi.

17.2.12. Hilcre zarlarinin fluoresein Con & ve Fluoresein anti IgM
ile etkilesmelerinin fluoresan mikroskobu ile incelenmesi :

B lenfositleri fluoresein Con A ile badlanmaya alindi (ODC da 60
dakika). Mikrofiij teknigi ile yapilan baglama sonucu hiicre gokeledi lam i-
zerine yayilarak lamel ile kapatildi ve korunmasi ig¢in kenarlar yapigtiril-
dr. Pluoresan mikroskop ile incelendi. Ayni iglem fluoresein anti IgM ile
tekrarlandi. Ayrica B hiicreleri anti-IgM (fluoreseinsiz) ile 30 dakika OOC
da inkilibasyona udratildiktan sonra fluoresein-Con A ile baflanma yapald:
ve fluoresan mikroskop igin yukarida anlatildidr gekilde hazirlandi. Anla-

tazlan iglemler K-562 hiicreleri icin ayniyla tekrar edildi.

I1.2.13. Fluorometrik Tayinler (134) :

2.4 ml PBS igeren Ffluorometre kilvetine 5 yl, 5 mM ANS {1 anilinonaf-
talene - 8 sulfonat Mg+2 tuzu) kati1ldi; emisyon dalga boyu 500 nM ye ayar-
lanarak eksitasyon spekturumu saptandi. 350 nM de bulunan maksimum eksitas-
yona ayarlanan alette bu kez maksimum emisyon dalga boyu 515 nM olarak bu-
Iundu. Ayni iglemier hiicreler varliginda da tekrarlanarak emiégon maksimu-

mnda sapma olmadidi saptandil.
ANS baglama bGlgelerinin polaritesi igin ;

0.4 X F maks.

Q Fm e s e i o o 2 2 e

F etanol
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badintisindan yararlanild:i. Burada Q, kuantum verimi, F maks (PBS deki
mgksimum flouresansl), Fetano 7 (mutlak etanoldeki flouresans)}, 0.4 ANS nin
etancldeki gquantum verimidir. Buna badli olarak 0.4 dederinde digme, ortam
polaritesinin azalma derecesi ile orantilidir. me ‘an saptanmasi igin

2.4 ml PBS igeren fluorometre kiivetine 5 mi 5 mM ANS varliginda ve yoklu-
gunda, yaklasik 5 X 105 hiicre/10 )\ lik hiicre suspansiyonlar:i katildi ve
fluoresans ‘salg:af:anci’dl.= Diizeltilmig fluoresans ANS varlidinda elde edilen de-
Jerlerden ANS yokludunda elde edilen ve i1grk sagalimna ait dederlerin gi~
karilmas: ile elde edildi (F d)" 1/F g degerleri 1/hiicre degerlerine karsi
grafiklenerek sifira ekstrapole edildi ve Fp., . saptandi. ANS baglanma bél-
gelerinin sayis ve affinitelerinin saptanmasi ig¢in yaklagik 4X106 hiicre ige-
ren 2.5 ml PBS iizerine degigik derigimlerde ANS katild: ve fluoresans de-
Jerleri saptandi (F}. Ayn:r iglem hiicre yoklugunda yalniz ANS ile tekraria-
narak elde edilen dederler (Fo} diizeltme igin kullanild:z. Badli ANS miktar:

(F-Fo} X 1
(ANS) bagll z =—-=mmmm———

F
maks
badantisi kullanilarak hesapland:i, Bu dederler ortama konulan toplam ANS

derigiminden ¢ikarilarak serbest ANS miktarlari bulundu.

v NS dederleri (ANS
g1z | BV ) pesy degeTIeTL (ANS) ) c1s

grafiklenerek elde edilen Scatchard dogrularinda X affinite sabiti ve N

(ANS) ba dederlerine kargl

reseptdr sayrlari hesaplandi. Badli ANS ile zardaki triptofanlar arasin-

daki enerji transferi aracilig:r ile zardaki triptofanlar ve ANS arasl mesa-

feler hesapland). Yaklagik 5 X 106 hiicre igeren 2.5 ml 1ik suspansiyonun

dénce 290 nm'de absorpsiyonu Glgilldi (Al), ayni Srmedin fluoresansi 290 nm

ile eksite edilerek 335 nm emisyon dalga boyunda Slgiildi (F'1 ). Bundan son-

ra ANS (10 ul, 5 mM) katilarak tekrar fluoresans F, ve absorbsiyon (Az)

6lgildii. Enerji transferinin verimi F / F, clarak alindi. F,t ve F2 vig ‘

filtre etkileri" icin diizeltildi (134)., Bu dizeltme igin;
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2,3 AAg
K(A) 5 =mmgm———=s
7

- 92
bagintis: ile elde edilen dederler kullanild:. Burada A absorbsiyon, T
transmittans, v, kiivet ile emisyon sliti arasindaki uzaklik, A y emlsyon
slit agakligidir (Ay =y, ~4) Enerji transferinin verimi;
F

1 - --2- Qir.

F.l

6 / 1
R = Ro fe== « 1 badintisi ile triptofan ve ANS arasi uzaklik (R)
T

o
hesaplanabilir. Burada RO ANS icin 23.3 4 dir

id

(134). Dedigik ANS derigimlerinde hesaplanan K dejerleri ANS derigimine

karga grafiklenerek sifira ekstrapolasyonu ile limit dederi elde edildi.

Ir.2.14. Plazma zarlarinain ayrilmasi (135)

B veya T lenfositleri veya K-562 hiicreleri bulundukiari ortam igin-
de santrifij edildiler ve siipernatan atilarak ¢ékelek halindeki hiicreler,
hacimlerinin 20 misli, 10 mM sodyum azid, 15 mM sodyum iodoasetat igeren
10 mM Tris-HC! pH 8 (Tris tamponu)’'da tekrar sispansiyon haline getirildi-
ler. Hilcreler bu ortamda 5 dakika gigmeye birakilip, daha sonra teflon homo-

genizatér ile 8-10 kez homogenize edildiler.

Hiicreler patlatilip, homogenize edildikten hemen sonra hiicre homoge-
natindaki gekirdekleri stabilize etmek igin 0.1 hacim 30 mM ﬂ'!gclz ve 100
mM NaCl eklendi. Biitimligint koruyan hiicreler ile gekirdekler 30 saniye
sﬁgen 1000 x g'lik bir santrifiigasyonla ¢Sktirildiler. (Ckelek hacminin
4 misli 3 mM MgCl, ve 10 mM NaCl igeren Tris tamponunda tekrar siispansiyon
haline getirilip 10 saniye 1000 x g'de tekrar santrifilj edildi. Slipernatan-
lar birlesgtirildi ve 2.5 ml'lik kisimlar halinde, 15 ml'lik sukrozun (% 30

luk w/w) 5 ml'lik (% 45 lik w/w) sukroz lizerine yayilmasiyla hazirlanmg
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sukroz gradyeni lizerine Pasteur pipetiyle yay:rldi. Gradyenler Sorval silper
santrifijde 40C ‘da 7000 x g'de 20 dakika santrifiij edildi. Plazma zari
ghost‘lar: hafif beyazimsi opak bir tabaka halinde % 30-45 interfazinda
gézlendi ve kalin bir lomber ponksiyon ignesi ile alandi. Bu zarsal sispan-
siyon 10 mM azid igeren Tris tamponu ile 1:4 oraminda dilie edilip 5 dak;iw
ka 7000 x g'de santrifiij edildi. (Jkelek 2 ml Tris tamponunda siispansiyon
haline getirilip 3 ml % 45 sukroz Uzerine 7 ml % 30 sukroz yayilmasiyla
hazirlanan (her ikisi de Tris tamponunda) gradyen lizerine yayilip yukari-
daki gibi santrifij edildi. % 30~45 interfaz: alindi, yukaridaki gibi sant-
rifiigasyonla toplandi ve tekrar siispansiyon haline getirildi. Eritrosit
Ghostlary ise normal insan kanindan Dodge ve arkadaglarinin {34) yontemi
ile hazarlanmigti. -20°¢ de saklanan ghostlar 3 x 50 ml PBS ile yikandi ve

yaklagsik 2 mg/ml protein derigimine sulandirilarak kullanildi.

IT.2.15. Hicre zarindaki majér polipeptidlerin elektroforetik ana-
lizi (136) :

Stok soliisyonlarin formiilleri, tamponlar ve jeller :

A~ Stok soliisyonlar: :

Konsantre AkBis 10 x tampon (pH 7.4)

Akrilamid (40 g) 1.0 M Pris (40 ml}

Bis (1.5 g) 2.0 M sodyum asetat (10 ml) .

H,0 ile 100 ml'e 0.2 ¥ EDFA (10 ml)
asetik asitle pH'yr 7.4'e Hzo ile
160 mi'e

20 % (w/w) SDS
1.5 % (w/v) amonyum persulfat
0.5 (v/v) TEMED

B~ Elektroforez tamponu (1 litre igin},

10 x tampon (100 ml)
20 % SbS (50 mi)
H20 {850 ml}
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C- Jeller (10 ml’'lik soliisyonda 5.6 % akrilamid),

Kongantre AkBis (1.4 ml)

10 x tampon (1.0 mi}

20 % SDS (0.5 ml)

Héo (5.6 ml)

1.5 % amonyum persulfat (1.0 ml)
0.5 % TEMED (0.5 ml)

SDS'1li poliakrilamide jel elektroforezi :

Stok soliisyonlar yukarida belirtilen oranlarda ve sirada karigtiril-
dilar ve 10 em uzunludunda 7 mm dig gapandaki cam tiiplere (daha 8nceden
kromik asite batirilarak veya sicak SDS’de' yikanarak temizlenmig) dékildii.
Her tiip 85 mm yikseklide kadar doldurulduktan sonra iizerlerine lst tabaka
(overlay) olarak, 0.1 % SDS, 0.15 % amonyum persulfat ve 0.05 % TEMED kari-
gLma konuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra {agagr yukari 1 saat oda
sicaklidinda) iist tabaka yikandi ve yerine 0.5 ml elektroforez tamponu ko-
nuldu, Daha sonra jeller 12 saat beklemeye birakilda. Hicre siispansiyonlari
40-50 g protein/100 yl olacak gsekilde ayarlanip, 10 pl 20 % SDS, 20 ul
400 up DTT (dithiothreitol), 20 ul 10 mM EDTA, 10 ul 0.1 % bromfenol blue
ve 40 ul 45 % sukroz olacak gekilde karigtirilip 200 ul'ye tamamlandz.
Distilfit baglarinin kopmasini temin etmek igin karigimlar 37 C'da 15 daki-
ka inkiibe edildiler. Her karigim birer jel iizerine uyguland:. Her elektrod
tankina 400 ml tampon konuldu ve elektroforeze 7-8 V/cm ve akim 8§ mi/tip
olacak sekilde ortalama 2 saatlik bir siire devam edildi. Oncii boyanin ye-

ri gini milrekkebi ile igaretlendi.

3 , ,
II.2.16. SpS 1i, poliakrilamid jellerin, H Concanavalin A ile iga-

retienmesi :

% 25 isopropil alkol ve % 10 asetik asit ile tesbit edildikten sonra

++ +
¢ kez hacimlerinin 3 kati PBS ile dengelendiler. PBS iginde Ca , Mt ve
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125 vy/ec 3H‘Con A igeren 10 ml ¢bzelti ile 1 saat inkiibe edildiler ve

daha sonra % 10 asetik asit ile yikandilar. Yikama, alinan Srneklerde radyo-—
aktivite flgtimleri 100 sbd nin altina diigiinceye dek sirdiiriildd. Daha sonra
Jjeller yaklagik 1,5 mm lik kesitlere b6lindi ve jel pargalari Bray iginde

sayzldz.
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1Ix.1. LENFOSTT 1Z0LASYONU :

insan kanandan, B ve T lenfositlerinin izolasyonunda, alti dedigik
tip tampon, hticrelerin en az agglutinasyon yapmasi, hiicre morfolojisinin
en uygun gekilde korunmasi wve rozet clugturmadaki verim agisindan denendi.
Tablo 2'de gOrildidi gibi, en az agglutinasyon yapma ve hlicre morfolojisi~
nin en uygun gekilde korunmasi yéniinden, % 0.5 BSA igeren PBS tercih edil-
di. Rozet olusmasindaki verim agisindan ise % 25 AB serumu igeren

Dulbecco 'nun PBS'si en uygun tampon olarak belirlendi (Tablo II).

Kan alindiktan sonra lékositlerin eritrosit kimesinden ayrilmasin-
da dekstran ve metil selilloz kargilagtirildifinda metil seliilozun daha

yliksek verimde IGkosit ayrilmasin: sagladigi saptandi (Tablo III).

Alt: degdigik tip Ficoll-Hypagque (F.H.) yénteminin uygulanmasi sonu-
cunda, ilk Ficoll kademesinde, en yiksek mononikleer hiicre elde edilmesi
ve graniilosit kontaminasyonun en az olmasi yéniinden F.H.3., rozetlerin
ayrilmasindaki verim ybninden ise F.H.6. en uygun Ficoll gradyeni tiple-

ri olarak belirlendiler (Table IV).

tki dedigik tip T rozet ydéntemi kargilagtirilda (Tablo V). Bach'a
gore modifiye edilmis olan T-rozet yéntemi verim yoninden daha dederli

bulunarak tercih edildi.
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TABLO II : TAMPON TIPLERININ KARSILASTIRILMASI,

EN AZ AGGLUTINASYON
YAPMA YONUNDEN

DEN

HUCRE MORFOLOJISI-
NIN EN UYGUN SEKIL-
DE KORUNMASI YONUN- |

ROZET OLUSMASINDAKY
VER1M ACISINDAN

HBSS

PBRS

Dulbecco 'nun PBS’1
% 0.5 BsSA igeren PBS
% 2 FCS igeren DPBS

% 25 AB serumu iceren
Pulbecco PBS'i

Orta
Iyi
Orta
En igi

Orta

Orta

Orta

" Orta
Orta
En iyl

Iyi

Tyi

Risaltmalar : HRBSS
PBS
BS2

FCS

oe %5 By ny

Fetal dana ssrumu

Hank in dengeli tuz ¢dzeltisi
Fosfat tamponlu sexrum fizmyolojik
Sid1r serum albumini

TABLO III : HUCRELERIN 1 x g ‘de CURMESININ XARSITASTIRILMASI.

% 0.1 metil selilloz igeren Jondall ‘in Ficoll-Hypague
karigimina yayilip, 30 dakika, 4°C'da santrifij edildikten

sonra Ficoll lstii tabakas:

5 coc kan +
0.5 ¢c EDTA % 2 +
1l cc % 6 dekstran

12.75 x 10° 18kosit :

ve yaygin trombosit

% 88'i mononiikleer,

% 12°'gi granilosit

5 oo kan +
0.5 cc EDTA % 2 +
1.25 cec %3 1 metil seliiloz

12.70 x 106 1lékosit :

v

trombogitler nisbeten

% 90'1 mononiikleer, % 10'u grandlosit,

daha seyrek.

nhsns
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Irr.1.1. Lenfosit izolasyonunda saptanan ydntem :

l) Periferik insan kani 1/10 oramnda % 2°1ik EDTA ile alinip % 1

lik metil seliloz ile karigtirilir ve 1 saat inkiibe edilir.

2) Siipematan alinip % 0.5 BSA'li PBS'de yikanarak, ayni ortam Igin-
de, 3 ml hacimde 1 ml F.H.3. tzerine yayilir, bu arada hiicre sispansiyonu-

mm igine 0.3 ml ADP goliisyonu konur,
[}
3) 4 C'da, 850 g'de, 30 dakika santrifij edilir.

4) Ara tabaka (Interface) dikkatle alinir ve % 0.5 BSA'li PBS'de
o
yikanir (1 ml kandan yaklagik 2 x 10 , % 98 saflikta mononiikleer hicre el-

de edilir.

5) Hilcreler yaklagak 30 misli (% 25 AB insan serumu i¢eren Dulbecco'-

nun PBS'si iginde bulunan) koyun eritrositleri ile karigtiralir.

6} 370(.‘ 'da, 30 dakika inkiibe edilir.

7) 20°C'da, 200 x g'de, 5 dakika santrifiij edilir.

&) 4OC'da, 2 saat inkiibe edilir.

9) Olugan rozetler ¢ok hafifce kaldarilir, 2 misli % 0.5 BSA'li PBS

ile sulandiririlir ve 1/3 oranindaki F.H.6. iizerine dikkatle yayilir.
10} 20°c'da, 800 x g'de, 15 dakika santrifiij edilir.

11) Ara tabaka alinir. Buras: yaklagik % 75 B lenfosittir. Bir kez
daha rozet yapilar we Ficoll iizerine yayilirsa ara tabakadaki B lenfosit

oranl % 90-95'e gikar.

12} (bkelti ise, koyun eritrositlerini, rozet yaptiklari T lenfosit-
lerinden ayirmak icin 37°C°da 1/10 EDTA ile 15 dakika inkiibe edilir. Somra
koyun eritrositleri hipotonik goklarla patlatilarak, saf T lenfositleri

aelde edilir.



- 42 -

13) Birinci kademede olugan ¢Skelti 3 misli % 0.5 BSA'l: PBS iginde
1/5 oraninda % 6 dekstranla karigtiralip 37°c'da 1 saat inkiibe edilir ve
slipernatan alinip F.H.3. 'e yayilir ve ¢bkelti hipotonik goklara tabi tutu-

lursa, eritrositler patlatilarak graniilositler elde edilebilir,

3
IIX.2. “H~CONCANAVALIN fLE, HUCRELERDE CON A RESEPTUR SAYILARININ
VE AFFINITELERININ INCELENMESI :

T lenfogitlerinin, Concanavalin A baglama edrisi Sekil 3'de, Scatchard
dodrusu ise Sekil 4'de gdriilmektedir, Baglanma edrisinde toplam baglanma
ile, QMM igeren kontrollerin verdidl badlanma ayri ayra gosterilmigtir.

Bunlarin arasindaki fark Szgiil badlanmayi vermektedir.

Ayr: ayr: yapirlan 6 deneyin Scatchard analizlerinin incelenmesi so~
& -l
nucunda K ve W ortalamalary sirasiyla 8.14 * 0.69 X 10 M ve 2.84 %

6
0.51 X 10 reseptdr/hicre bulunmugstur (Sekil 3,4).

Insan periferik B lenfositlerinin Concanavalin A badlama edrisi
Sekil 5°'te, Scatchard dodrusu ise Sekil &6'da obriillmektedir. Gene burada da,
baglanma edrisinde toplam badlanma ile, OMM igeren kontrollerin verdidi
baglanma ayri ayri gosterilmig ve bunlarin arasindakl fark dzgiil baflanma
clarak alinmgtir. Sekil 6'dan oSrillecedi gibi, baglanma 2 fazlidar. Ayra
ayr: yapilan 7 deneyin Scatchard analizlerinin incelenmesi sonucunda hic-
re bagina diigik afiniteli, (Ka = 1.26 £ 0.36 x 10° Mrl}y 4.55 = 1,35 x

6 6 =1
10 reseptdér we yiiksek afiniteli (Ka, = 22.33 1 4.28 x 10 M ), 0.61 %

2
6
0.16 x 10 reseptdr bulunmustur.
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Blsbd x 1073)

6.0

5.0

40

T

Toplam Baglanma

- —— — — a— i
— —
——

—— —— —

Ozgul Baglanma

oMM

I - D

- 200

106 150

- 250 300

Gon A (kg/ml)

SEKFL 3 :
Absis
Ordinat
Hiicre
3
H-Con A
oMM (kontrol)
Sicaklik

Inkiibasyon zamani

T lenfositleri i¢in badlanma edrisi.
3 .
: H-Con A (ug/ml}

: Baglanan 3H—Con A (shd x 10_3)

1 1=-275 ug/ml
260 mM

o
O C

: 60 dakika

: 6
: Normal insan T lenfositleri (1 x 10 )
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200t

150

100

503

3
(

>
B 3
shdx!0)

$EKIL 4 : Insan T lenfositlerinin Scatchard dodrusu.
: o, 3 -3
- Abzsis : Bagli H-Con & (shd x 10 }

3
Ordinat : Bagli/serbest H-Con A

b
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B (sbdx 107 3)
6.0t
5.0 b |
Toplam Baglanma
[ 1]
140 |
Ozqul _@agl_an__rpa
30 g s . — : |
' P
e
//
2.0
rd
oMM
1.0 0. OXMM
------ A
50 100 150 200 - 250 300

Con A (xg/m1)

SEKIL 5 : B lenfositlerinin baglanma edrisi. -

3 .
Absis : H-Con A (ug/ml)

o . 3 . =3
Ordinat : Baglanan H-Con A (sbd x 10 )

‘ g 6
Hicre : Periferik insan B lenfositleri (1 x 10 /ml)

3
H Con A : 1240 ng/ml
oMM kontrol : 60 mM
o

S.;cakllk r0C

Inkiibasyon zamani : 60 dakika
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|

B/fx 10

300

2501

201

150}

100 {

50

SEKIL 6 : B lenfositlerinin Scatchard dodrusu.

3 -3
Absig : Bagli H=Con A (shd x 10 7).
, . 3
Ordinat : Badli/serbest “"H-Con A

-562 hiicrelerinin Con A ba§lanma edrisi Sekil 7'de, Scatchard dodrusu

ise Jekil 8'de gdriilmektedir. Burada da, badlanma edrisinde toplam badlanma
ile, aMM igeren kontrollarin verdidi baglanma ayr: ayri gisterilmis ve bun-
larin arasindaki fark &zgiil bagdlanma olarak alinmgtir. Sekil 8'den gSriilece-
gi gibi, baglanma burada da 2 fazlidir. Ayri ayri yapilan 3 deﬁeyin Scatchard
analizlerinin incelenmesi sonucunda hﬁcfe bagina diigiik afiniteli, (Kal =
2.12 * 0.98 x 106 Mnl), 5.90 £ 1.45 x 106 reseptér; ikinci fazda ise yiiksek

6 -1 6 -
afiniteli (Kaz = 31.11 £ 4.34 x 10 M ), 0.96 * 0.12 x 10 reseptdr bulunmugtur.
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- S \ — T
| B{sbd x 10~ - |
6.0t
5.0
401
Toplam
" Baglama “
—o— — Ozgdl
Baglanma |
R W oMM
I

50 100 150 200 250 300 Con A
| Pyl

SEKIL 7 : K-562 hiicrelerinin badlanma edrisi.

-3
Abs_is : H-Con A ( ug/ml)
. . 3 -3
Ordinat - : Badlanan H~Con A (sbd x 10 7)
Hiicre : K-562 hiicreleri (1-260 pg/ml)

oMM (kontrol) : 60 mM

: o
Sicaklik :0C

Inkiibasyon zamanaz: 60 dakika
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150

100

501

1 | 2 3,
| B(sbdx10 )

SEKIL 8 : K~562 hiicrelerinin Scatchard dogrusu.

g -3

Absis : Bagli H-Con A (sbd x 10 7)
3

Ordinat : Badgli/serbest H-Con A

- Insan eritrositlezinin Con A baglanma edrisi Sekil 9'da, Scatchard
dojrusu ise gekil 10'da goriilmektedir. Baglanma edrisinde yanlizca Szgil

baglanma gbésterilmigtir., Sekil 10 da, Scatchard dogrusundan gdriilecedi iizere

. baglanma burada da 2 fazlidir. Yapilan deﬁeyde, diigiik afinitelli (Ka, = 0.74 x

6 - é 6
1o M 1) 8.10 x 10 reseptdr/hiicre ve yiiksek afiniteli (Ka2 = 29.47 x 10

-1 [ ’
M ), 1.73 x 10 reseptdr/hiicre bulunmugtur.
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— e ey
B(shd x 1073)
3.01
112.0%
o]
~]
1.0
@
50 100 150 200 250 300
- Con AlAg/ml )
SEKIL 9 : Insan eritrositlefinin Con A badlanma edrisi.
Absis : 3:H—Con A {(pg/ml)
Ordinat .‘ 2 Eag"lanan 3H—Con A (shd x 10-3}
Hiicre ‘ : Insan eritrositleri (1.8 x los/ml)
3 .

H-Con A : 1-160 ug/ml
oMM (kontrol) : 60 mM

Inkilbasyon zamani : 60 dakika
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800

00

4001

1200

2001

B/F x 107%

3

SEKIL 10 : Insan eritrositlerinin Scatchard dogrusu.

Absis

Ordinat

_ Bexiod) |

3 3
: Bagli H-Con A (sbd x 107)

. 3
: Bagli/serbest H-Con A

Tablo VI'da, periferik insan T lenfositleri, B lenfositleri, K-562

hiicreleri ve insan eritrositlerinin, Con A reseptdr sayi ve affinitelerinin

genel dokiimi goriillmektedir.
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CON A RESEPTOR AFINITE VE SAYILARININ KARSILASTIRILMASI.

=6

10 X Ké

3
10 x N

(Reéeptér/hﬁcre)

T lenfositleri
n =46

B lenfositieri
‘n =7

K~562 hiicreleri

nz-3
Eritrositler
n=1

Ky = 1.28 + 0.36
Ky ,=22.33 + 4.28
Ky = 2,12 + 0.98
1

K, =31.11 + 4.34
az™

Ky = 0.74

K, =29.47

N=2.84 + 0.51

N = 4.55 «+ 1,35

N_= 0.6l

I+
<
L]
B
=

N. = 5.90 + 1.45

N2= 0. 96_ + 0.12
NJ_"_" 8.1¢0
sz. 1- ?3

Tablo VI'min incelenmesi ile goriilecedi gibi T lenfositleri yaklagik
-tek tip ve iig milgoﬁ'adet reseptdr igermektedir. Incelenen digJer hiicre tiir-
.lerinde ige en az iki farkll.ieseptﬁr bulunmugtur. Yﬁksgk-afiniteli ve dii~
glik afiniteli olarak tanimlanan bu reseptdrler afJ_'.nite.leri ve sagzla.r_t yd-

niinden kargllagtlrlldi§1nda K-562 hiicrelerinin gerek matiir eritrositlerin-

den gerekse T ve B lenfositlerinden farkli oldudu gériilmektedir.
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IIT.3. HUCRELERDE, ANS~BAGLANMA YERLERININ SAYI VE AFINITELERININ
INCELENMEST -

Sekil 11'de K-562 hiicrelerinin ANS badlanma dodrusu gdriilmektedir. Ayri

ayri yapilan 5 deneyin ortalamasi olarak K, =10.72 £ 0. 76 x 10 M l; badg-

. 8
lanma yeri sayisi ise N = 13.95 £ 2.16 x 10 /hicre, bulunmugtur.

B/F x 102

24
22
20
18
16
14
12
10

N o

1 2 3
b (ﬂmol/ml),

S$EK1IL 11 : K-562 hiicrelerinin ANS badlamasi.

.
e ——

Absis : Baglanan ANS (umol/ml)

Ordinat : Badgli/serbest ANS
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Sekil 12'de periferik ingan B lenfogitlerinin ANS ba&lanna dodrusu gds-
terilmektedir. ANS nin baglanma yeri ayri ayri yapilan 3 deneyde hiicre bagina
‘ 8 - 4
1.97 * 0.46 x 10 M.l ve bunun afinitesi de K, 6 = 8.56 * 0.12 x 10 olarak bu-

lunmugtur,

B/EX10°
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$ExIL 12 : Periferik insan B lenfositlerinin ANS badlanmasi.
Abgsis : Badlanan ANS (umol/ml)

Ordinat - : Badli/serbest ANS
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Sekil 13'te, hemoglobin bulagid:r olmayan, PBS igindeki, eritrosit
ghostlar: ile ANS nin baglanma dogrusu gdsterilmigtir. ANS nin eritrosit ‘
4 ' y
“ghost"larina baglanma afinitesi K; = 6.25 x 10 olarak, ghost partikiili ba-

: 8
gina ANS baglanma yeri ise 4,54 x 10 olarak bulunmugtur.

mrrrrrr— e in em——————— e %]
s _— — ——

3
b(Amol/ml)

SEKIL 13 : Eritrosit "ghost"larinin ANS badlanmasi.
Absis : Baglanan ANS (umol/ml)

Ordinat : Badli/serbest ANS
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TABLO VII : ANS BAGLANMA YERLERININ AFINITE VE SAYILARININ KARSILAS-

TIRILMAST.
1074 x 108 x w
(ﬁfl) ‘ (baélénma yeri / hﬁcre)x

K-562 hiicreleri 10.72 + 0.76 13.95 £ 2.16

n =25
B lenfositleri - 8.56 ¢+ 0.12 1.97 + 0.46

n =3
Eritrosit ‘'ghost'lari - 6.25 4.54

n =1

. 4

: Eritrosit ghost'lari igin'bu deder

hesaplanmaigtar.

'ghost’ vezikiildl bagina olarak

Periferik B insan lenfositleri, K-562 hiicreleri ve insan eritrositleri-

nin ANS baglanma sayi ve afiniteleri Tablo VII'de topluca gériillmektedir.

Hiicre tirleri arasindaki en Onemli farkin badlanan ANS sayisi agisindan ol-

dugu géze garpmaktadir.
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Irr.4. HtJCRELERDE ANS BAGLANMA YERLER! 1LE TRIPTOFAN MOLERULLERT

ARASINDAK] UZAKLIGIN (r) NIN INCELENMESI

K-562 hiicreleri ile 3 farkli ANS derigiminde yapilan 5 deney sonucunda,
r - 26,82 + 0.45 2 ve eritrosit "ghost"la11 ile 3 farkla deriglmde yapllan 2
" deney sonucunda r = 29.98 + 1.45 2 olarak bulunmugtur. B lenfbsltlerl ile 3
fa?kll derigimde yapilan 3 deney sonucunda r = 30.07 + 0.40 A bulunmugtur.
Bu degerler topluca, Tablo VIII'de gdsterilmektedir. K-562 hiicrelerinde trip-
tofan. uzaklidinin yaklaglk‘3.5 2 daha az oldugu ve bu hiicrelerin bu agidan

da B lenfositleri ve eritrositlerden farkli oldudu tablodan anlagilmaktadir.

TABLQ VIIY : ANS BAGLANMA YERT vE TRIPTOFAN MOLEKULLERT ARASINDAKI
‘ UZAKLIKLARIN KARGILASTIRILMASI.

Eritrosit K-562 B
‘Ghostlari’ hiicreleri lenfositleri
n = 2 ‘ nl= 5 ‘ n=23
r
) 29.98 & 1.45 - 26.82 + 0.45 30.07 + 0.40

'n = deney sayisi



- 57 =

ITZ.5, CON A BAGLANMASININ, HUCRELERIN, ZARSAL 5' NUKLEOTIDAZ ENZIMT
AKTIVITEST UZERINDEKT ETKISININ INCELENMESIT

Con 3 nin B J.'enfositléri ve K-562 hﬁc}:elerine baglanmasinin tiimiyle
hicre zarinin bir enzimi olan 5' nikleotidazin aktivitesini ne gekilde etki-
. ledigi Tablo IX'da g8sterilmigtir. Con A baglanmasini izleyerek B lenfosit-
lerinde yaklagik 2 kat, K-562 hiicrelerinde ise yaklagik 4 kat bir inhibis-
yon gbzlenmigtir. Soduk Con A kuilan;larak yapilan bu deneylerde baglanma

0°¢ da gergeklegtirilmig oldugundan “capping” olmadigi kabul edilmigtir.

Tablo IX'da, Con A badlanmasinin 5'niklectidaz enzimi aktivitesi iize-
. ,_ p
rindeki etkisi gdsterilmektedir. Con A badlanan hiicreler, 200 ugm Con A/10

hiicre olacak gekilde 1 saat 0°C'da inkiibe edildiler.

TABLO IX : 5' NUKLEOTIDAZ AKTIVITESI.

5" niikleotidaz enzim aktivitesi '
(nmole Pi/mg protein/60 dakika}

Con A badlanmamig Con A baglanmig
hiicreler hiicreler
B lenfositleri 1053 525

K~562 hiicreleri 292 76.9
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3
II1.6. HUCRELERIN ANTI IgM ile BAGLANDIKTAN SONRA H-CON A BAGLANMA-
LARININ . INCELENMEST

‘Anti IgM nin B lenfositleri wve K-562 hiicrelerinin Con A baglamalari ijzé-
rine etkisi §ekil 14 ve 15'de gésterilmigtir. Anti IgM ile én inkiibasyona ug-
ratilmig B lenfositlerinin pratik olarak hic Con A molekiilii baglamadigzs K-562
hiicrelerinin ise Con A baglanmasinz lancak yaklagik % 15 oraninda azaltt;g‘}:.
gorilmektedir. Kullanilan hiicrelerin én inkiibasyona dayanikli ol&ug"fu ve nor-

mal morfolojide 'buldnduklarl toplam badlanma kontrolleri ile saptanmigtir.

B(sbd x 1073) | R —‘

6.0

1150

401

Toplam Baglanma

F’ 5]
50 - 100 150 200 250 300
| Con A (f1g/ml)
SEKIL 14 : B lenfositlerinin: anti IgM kontrollu baglanma edrisi.
. Absis ¢ H-Con A (yg/ml)
Ordinat  : Baglanan “H Con a (shd x 10~3)
Hiicre : Periferik insan B lenfositleri (I x 106/m1)

3H-Con A : 1-175 ug/ml

Anti IgM  : 135 Ug/ml (tavgandan hazirlanmg)
Sicaklik  : o°C
Inkiibasyon zamani : 60 dakika .
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Blsbdx 107 ) |
60+ | . Toplam Baglanma
anti Ig M
40t o
3.0 i . o-.-._..--...
20} 7.
| .
107 ¢
| /e
50 100 150 200 250 300
(. o L ConA (Mg/ml)

$EKIL 15 : K-562 hiicrelerinin anti IgM kontrollu badlanma edrisi.

absis : JH-Con A (ug/ml)

- L 3 -3
Ordinat : Badlanan H-Con A (sbd x 10 7)
Hilcre : K-562 hiicreleri (1 x 106/m1)

3H-Con A : 1-175 pyg/ml
Anti IgM : 135 ug/ml (tavgandan hazirlanmig)
S .

Sicaklik : O°C

Inkitbasyon zamanai : 60 dakika
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IIr.7. B LENPOSITLERT VE K~562 HUCRELERININ FLUORESAN MIKROSKOPTA

INCELENMEST

Sekil 16 A'da B lenfositlerinin fluoreseinli anti-IgM ile baglanmala-
rinin fluoresan mikroskopta gekilen resimleri gérilmektedir, K-562 hiicrele-
ri bu ySntemle gﬁrﬁiﬁr'bir fluoresans vermemektedir. Sekil 16 B'de ise B
lenfositlerinin fluoreseinli Con A baglandiginda verdikleri fluoresans gé-

rillmektedir.

Sekil 17 A'da K-562 hiicrelerinin fluoreseinli Con A ile verdikleri
baglanma gCrilmektedir. Sekil 17 B'de ise daha Gnce anti-IgM badlamis hiic~
relerin fluoreseinli Con A y1 baglamalari gisterilmigtir. Bu ydntemle de

B lenfositleri gdzlenebilir bir fluoresans vermemiglerdir.
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SEKIL 16 A : B lenfositlerinin, fluoreseinli Anti-IgM
ile badlanmasz.

SEK1r, 16 B ;: B lenfositlerinin fluoreseinli Con A ile
badgianmasi.
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SEKIL 17 A : K-562 hiicrelerinin fluoreseinli Con A ile
baglanmasi.

SEKIL 17 B : Daha énce anti IgM baglamig K-562 hicrele-
rinin fluoreseinli Con A ile badlanmasi.
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$IT.8. SDS Ll roriaxritamip JEL ELEKTROFOREZI YAPILAN, B LENFOSIT-
LERI ve K-562 HUCRELER! ZARLARININ INCELENMESI

Sekil 18 de B lenfositleri ile K-562 hiicrelerinin izole zarlarinin
SpDs-poliakrilamid elektroforez sonuglari gérilmektediz. Elektroforez sonu-
cunda jeller 3H-C‘on A ile bajlanmaya birakilmg ve jel kesitlerinin radyo-
aktivitesi kesit sayisina kargy grafiklenmigtir. Gegitli yikams kademele-
rinde olasi kayiplar gbzénine alinarak badlanan Con A miktari verilememek-
tedir. Sekilde gdriildidii gibi B lenfositleri igin 5 ana badlanma bélgesi
s6z konusudur. Bunun yaninda 3 tane daba diigik baglanma gdsteren glikopep-
tid gSriilmektedir. K-562 hiicrelerinde ise, 3 tanesi elektroforetik olarak

lenfosit ile ayni mobilitede 4 glikopeptid bulunmugtur.

Sekil 18°'de B lenfositleri ve X~562 hiicreleri, zarlara jzole edip,
, 3 ,
SDS 1i poliakrilamid jel elektroforezine konulduktan sonra, H-Con A ile

3
baglanma sonucu, H Con A baglayan bélgeler gosterilmektedir.
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sbhd

i
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———B. lenfbsitleri
-----+- K562 hucreler|

I
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| - KESIT SAYISI

1

SEKIL 18 : B lenfositleri ve K-562 hiicrelerinin zar proteinlerinin

3H-Con A baglanmalari yéniinden karsilastirilmasi.

Abslis : 1.5 mm 1ik kesitler halinde hazirlanan jel
pargalarinin siraszi.

3
Ordinat : Her jel pargacigina badli H-Con A (shd).




Periferik insan kanindan T ve B lenfositlerinin ve graniilositlerin izo-
lasyonunda Snerdidimiz bir dizi yéntemin, daha dnce literatiirde yer alan
yéntemlerle hirgok ortak noktalari olmakla birlikte (15,16,137-144), yin-
temlerimiz su yénlerden iistinliik saglamaktadir : I- Az miktarda insan ka-
nindan yiksek verimde,saflikta ve canlilikta hiicreler elde edilmigtir (Tri-
pan mavisi diglama yintemiyle elde edilen biitin hiicreler en az % 90 canli-
Iikta bulunmuglardir}. 2- Yéntemimizde ¢ok az ricoll-Hypaque soliisyonu
kullanilmaktadir (diJer yéntemlerin 1/12°si kadar). 3- Flde edilen hiicreler
en uygun morfolojide ve membran galigmalari yéninden en uygun durumda bu-
lunmak tadirlar. 4- Ficcll—Hyéague solisyonuna % 0.1 oraninda katilan
metil seliiloz, gradyenin lenfositleri ayirma potansigelini arttirmakta-
dir {Tablo IV). 5- Benzer sekilde kanin 1 x g'de bkekletilerek l8kositle-
rin ayrigtirilmasi sirasinda da metil selilloz dekstran’a nazaran {igtiinl ik
sa§lamaktadir (Tablo IIT). Bu durum muhtemelen metil selilloz jelinin erit-
rositlere ve graniilositlere karsi gdsterdigi bir afinite ile agiklanabi~-
lir. 6~ Rozetlerin olugturulmasinda, Tablo V'den de gériilecedi gibi, a) ko-
yun eritrositlerinin lenfositlerin 30 kati olmasi, b} rozet ortaminda % 25
AR Rb~ iInsan serumunun bulunmasi, <) 37%c*da 30 dakika Inkibasyon wve £Lc
da 2 saat inkiibasyon, rozet verimini belirgin derecede arttiric: iglemler-
dir (15). 7- llk Ficoll~Hypaque gradyeni sirasinda hiicre sispansiyonunun
igine 1/10 oraninda ADP solisyonunum (20 ¥g/100 ml) katilmasi, trombogit~

lerin kimelegmesini sagdlayarak trombosit kentaminasyonunu minumuma indir-
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mektedir. 8- Kan alinmasi sizasinda defibrinasyon gergli monosit ve trombo-
sit kontaminasyonunu g¢ok azaltmekla beraber (137,138), il.é gradyen sanu-
cunda eritrosit kontaminasyonu ¢ok artmakta ve daha dnemlisi mononikleer
hiicre verimi gok digmektedir. Bu nedenle kanin serum fizyolojik igindeki

% 2'1ik EDTA ile alinmasi tercih edilmigtir.

Concanavalin A hiicre yiizeyinin yapis: agisindan normal ve transforme
hiicrelerin kargilagtirilmasinda pek gok aragtirici tarafindan Ozgil bir
ligand olarak kullanilmistair. Hiicre yiizeyi glikoproteinlerini reseptdr ola-
rak géren Con A pek ¢ok dedigik hiicre tiirinde reseptdr sayr ve afiniteleri-
ni saptamada kullanilabilir. Bu amagla kullanilmak izere Con A, degigik
yéntemlerle igaretlenmigse de hem dayanikli tirevler elde edilmesi hem de
sonuclarin tekrarlanabilirlidi agisindan 3H——aseti.l tiirevi en uygqun tiirev
olarak secilmisgtir (145-148). Kullanilan igaretleme ydntemi yiksek Ozgiil
etkinlikte BH-asetii Con A elde edilmesini sadlamigstar (111), Ayrica bu
yintemle elde edilen 3H-aset.il Con & nin biyolojik aktivitesi nativ Con A

ile tamamen egit bulunmugtur (111).

Bu galigmada kullanilan ba§lanma yontemi Ozgil olmayan baglanmay:
minimuma indirdidi ve endositozun duyarli bir gekilde Slgiilmesine olanak
verdidi igin secilmistir. Kullanilan albiminli mikrofilj ydntemi, kisaligi-
na (hikcrelerin canlilidginin korunmas: agisindan dnemlidir), yikama ve sant-
rifigasyon iglemlerinin en az da tutulmasina (ligand?reseptér iligkisini
bozan fiziksel giclerin en az da tutulmasi agisindan) ve albimin tabaka-
sinin bulunuguma (patlamig hiicrelerin ayrilmasi agisindan) bagli s tiinl dk-
ler tagir. Albimin fraksigonunda sayamin ylksek bulunmasi hicrelerin hasar
gSrdiifinii veya reseptér-ligand iligkisinin bozuldudunu gistermektedir. Ca-
buk s@izme yéntemi bazi yénlerden albiiminli mikrofiij ybntemine dstinlik sad-
lar gibi gérinmekteyse de, yapti§imiz &n galigmalarda, Ozellikle Con & nin

0.22 ve 0.45 mikron capindaki milipore filtrelere biyiik élgide baglandidi
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gorilmiy (bildirilmemig sonuglar) ve bu yéntem benimsenmemigtir. Baglanma
deneylerinin 0—4°C araliginda yapilmasi, zar akigkanlifimin azalmasi ile
reseptdr ¢evresini etkilemekte ise de, bu tip deneylerin yorumlanmasini
giiclegtiren endositozu biyiik Slglide engelledidinden yararlidir. Ayrica len—
fosit yiizeyinde lektinlerin badlanmasa ile gézlenen reseptdrlerin bir ara-
ya toplanmas:i {(capping) de bu sicaklikta azalair, bu da daha sadlaiklzi

afinite (K,), reseptSr sayrlari (N) saptanmasina olanak verir.

Reseptérlerin sayi, afinite ve heterojenliginin dlgilmesinde en g¢ok
kullanilan yéntem Scatchard yéntemidir (130). Ortama konan ligandin % 10
veya daha fazlasinin baélanmaémda, badglanmanin artis: ligand derigimine
dogrusal olarak badimlidar. Bu durumda Scatchard analizi sonsuz sayida re-
septér varlidini gosterecek gekilde yatay bir dogru verir. Bu galigmada kul-
lanilan derigimlerde badlanma daima ortama konan toplam serbest lektinin
% 2 sinden az olmugtur. Bu yiizden de Scatchard analizi ile elde edilen afi-
nite ve reseptdr sayis: sagliklidar. Bu analizc;e énemli bir dider nokta da,
igaretli ligandin afinités:'nin, igaretlenmemig olandan farkl: olmasidir.

Bu da dofrusal olmayan Scatchard edrilerinin elde edilmesine neden olur.

Bu galigmada kullanilan igaretli Con A nin biyolojik aktivitesi nativ Con A
ile tamamen ayni oldudundan elde edilen heterojenitenin kesin olarak re-
septdr heterojenitesine badli oldudu séylenebilir. Bu ¢aligmada elde edi-
len dnemli afinite dedigiklikleri en diigik doygunluk noktalarinda gdzlendi-

ginden ydéntemin en gilivenilir bélgesine diigmektedir (149,150).

Hilcre lzarmm yapiswda genellikle hidrofilik bélgeleri olugturan
protein ve glikoproteinlerin yaninda, biiyik &lgiide hidrofobik bir matriks
olusturan fosfolipitlerin dadilimi da bazi dolayl: ydntemlerle incelenebi-
1lir. Bu galigmada hidrofilik ve hidrofobik ortamlarda farkli fluoresans
gosteren ANS bu amagla segilmigtir. Herhangl bir zarin ANS baglayan bSl-

gelerinin ¢okludu, zaran hidrofobisitesinin yiksekligi ile dogru oranti-



lidir. ANS ile yapilan badlanma deneylerinde, ANS baglanmasinin siklida
(K,) saptanirken, Scatchard yénteminin kullanilmasi. badlanma bdlgeleri
igin gu iki varsayimi kabul eder : 1) Tim bajlanma yerleri hiicrelerin bag-
lanma Szellikleri bakimindan aynidir. 2) Bélgeler birbirinden bagimsiz ola~
rak ANS,badlar (134). Zarda hidrofobik bSlgelere baglanmig ANS, zar protein-
lerinin triptofanlar: ile enerji alig werigine girdidinde, enerji aktarimi
igin uyqun uzaklik hesaplanabilir. Bu uzaklik ANS igin baglanma bolgesinin
say:rs: ve afinitesi ile kargilagtirildiginda zar ylizeyinde ortalama prote~
in dadalima hakkinda fikir verebilir. Yanliz bu tip hesaplamalarda elde e-
dilen uzakliklarin gok degigik gruplar altinda toplanabilecek dederlerin

bir ortalamasi cldugu gbdzénine alinmalidir.

Dedigik hicre tirlerinin ylizey &dzelliklerinin incelenmesinde hem
hidrofob lipit matriksin, hem de hidrofil bSlgelerden bir kismini olugtu~
ran glikoprotein reseptSrlerin birlikte incelenmesi, zarin topografisi
hakkinda daha ayrintili bilgi sadlayabilir. Bu g¢aligmada da bu tir bir yak-
lagim amaglanmig olup gerek T ve B lenfositleri gibi, farklllagmasmi ta-
mamlamis lenfoid kazl*aklt‘:erli bilcrelerin gereckse eritrogitler gibi eritroid
kaynakli olgun hiicrelerle, gene eritroid kaynakli oldudu sanilan farklilag-
masini tamamlamamis malign hiicreler olan K-562 hiicrelerinin yiizey 6zellik-

leri incelenmigtir.

rablo VI, VII ve VIII'in birlikte incelenmesi, B lenfositleri igin,
2 tiir Con A reseptdri bulundugu ve hidrofobik bdlgelerin, oldukga az sayr+
da fakat yiksek hidrofobisitede oldugunu ortaya koyar. Daha dnce dedigik
memeli lenfositleri ile yapilan g¢aligmalarda tek tiir reseptdr tanimlanmig-

t1 (104-107).

T Ienfositleri ise tek tip Con A reseptdri bulundurmaktadir. T ve B

lenfositlerinin Con A bagladiktan sonra mitoz igin uyarilmalarinin farklz
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mekanizmalar ile gerceklegtigi bilinmektedir (105,107). Bu hiicrelerde Con A
reseptdrlerinin sayi ve afinitelerinin bu derece farkli olugu, reseptire

baglanmadan sonra gergeklegecek olaylarin farklilidgini vurgular.

Yukarida adi gegen parametreler, eritrositler igin gézénine alindi-
$1nda bu hicrelerin daba yiksek sayida yiksek afiniteli ve digik afiniteli
glikoprotein regeptérler igerdigi, ayna zamanda bu hiicrelerden hazirlammig
"ghogt"larin oldukga yiiksek sayida hidrofobik bélgeler bulundurdudu anla-
galdi. Eritrositlerde bol miktarda bulunan hemoglobinin ANS fluoresansini
baskilamasi hidrofobik bdlgelerin saptanmasinda intakt hiicre yerine "ghost”
larin kullanilmasi geredini dofurmugtur. Bugine kadar yapilmis gegitli arag-
tirmalarda, gerek yizey proteinleri, gerekse Ffosfolipit goriniimleri olarak
"ghost"larin intakt eritrositin iyi bir temsilcisi oldudunu ortaya koymug-
tur. Bu yizden bu galigmada "ghost"lar igin elde edilen degerlerin intakt
eritrositler igin gecerli oldudu kabul edilmigtir. Eritrositler ile daha
énce yapirlan galigmalarda sadece toplam reseptdr sayisi bildirilmig ve afi-

niteleri saptanmamigtir {(108-~110).

Eritroid kaynakli malign hiicreler olan k~562 hiicreleri incelenen dider
tiim hiicrelerden oldukca farkli gSriillmektedir. Bu hicreler bol miktarda gli-
koprotein reseptér igermeleri yaninda yiksek hidrofobisitede gok sayida

.bc'i.lge icermektedirler (Tablo VI, VII).

Gerek reseptér afiniteleri gerekse hidrofobisite gdzdniine alindidin-
da K-562 hiicrelerinin eritrositiere benzemedigi agiktir. Fakat saptanan
farkliliklarin, farklilagmanin tamamlanmasindan mi, yoksa bu hiicrelerin
malign karakterinden mi ileri geldigini séylemek mimkin dedildir. K-562
hicrelerini farklilasmaya ve sonugta eritrosit benzeri partikiiller olustur-
maya zorlayan sodyum butirat ile uyarilmalari sonucu elde edilecek hiicreler

de (55) bu tip c¢alismalarin yaprlmasi konuya agiklik kazandiracaktir. Bu
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hiicrelerde hidrofobik bdlgelerle triptofan molekiilleri arasindaki uzakli-
§in, incelenen difer hiicre tiirlerinden yaklasik 4 2 daha kisa olmasi gok
bilyik yiizey dedigiklidine igaret eder. Bu farklilik hiicrelerin malign ka-
rakteri gozénine aimdlg‘;’fmda yiltksek oranda ‘kriptik" bSlge olugturabilme-
lerine badlanabilir. bider taraftan bu hiicrelerde hem hidrofob bélgelerin,
say1 ve hidrofobisitesi yiiksek hem de glikoprotein reseptdr sayisi fazladir.
{Tablo VI, VII), Bu nedenle bu bélgelerin birbirine yakin olmas: da bekle-

nebilir.

Con A nin dedigik hilcre tiirlerinin yilizeyine badlanmas: zarlarin bi-~
yofiziksel wve biyokimyasal ézelliklerinde dnemli dedigiklikler olugturur.
Omedin bazi timbr hlicrelerinde aggliitinasyonun artmasi (151) mitoz igin
uyarzlmaé:. (152} polimorfoniikleer lokositlerde karbohidrat metabolizmasinin
hizlanigas (153) gibi. Bu degigikliklere badli olarak bazi hiicre zar:i enzim-
lerinde de aktivite dedigiklikleri olmasi dogaldir. Tablo (IX) normal B
lenfozitlerinde 5° nikleotidaz enzim aktivitesinin Con A& badlanmasa ile
% 50, K~562 hiicrelerinde ise % 75 inhibe coldufunu gostermektedir. Diger
taraftan X-562 hiicre zarlarinin 5° nitkkleotidaz aktivitesi 3.5 kez daha di~
giiktiir. Bu aktivite azliginin farklilagmanin tamamlanmamg olmasina mi
yoksa bu hiicrelerin malign karakterine mi bagli oldudu bilinmemektedir.

57 nikleotidaz aktivitesinin Con A bajlanmasi ile Iinhibe olugunu enzimin
kinetiklerini normalden sigmoide gecigi ile agiklamaypa ¢aligilmig ve bu
gegisten Con A reseptdrlerinin bir araya toplanmasinin sorumlu oldugu ile-
ri stirtidmigtir (133). Bu galigmada Con A baglanmasinin OOC da yapilarak,
reseptérlerin bir araya toplanmasinin minimumda tutulmasma ve yiksek sibs-
tran derigiminde g¢aligilmasina kargin inhibisyon gﬁzdelerinin yliksek bu~
lunmasi, dodrudan bir inhibisyonun varligini gdsterir. Bu da Con A resep-
téri ile 5° nikleotidaz enziminin zar da birbirine sterik olarak yakin

bulunmas: anlamna gelebilir. Hiicre yiizeyinde Con A reseptdrii ile iligkisi
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aragtirilan bi;r dijer protein de IgM dir. Anti IgM ile muamele edilmig B
lenfositlerinde Con A baflanmasi % 86 inhibe olurken, K~562 hilicrelerinde

bu inhibisyon % 15 civarinda saptanmistir (Sekil 14,15).

Sekil 16 ve 17'de bu hiicrelerin fluoresan mikroskobik girinimleri
verilmistir. Fl-IgM bajlanm:s hiicrelerin Fl-Con A baglamig bhilicrelere oran-
la ¢ok parlak gbripmelerinin nedeni hem Igh molektilleri sayisainan Con A mo-
lekillerinin sayisindan fazla olmasina hem de anti IgM in fluoresan igeri-
dinin yiksek olmasina badlidir. Anti IgM ile on inhibisyona uvgratilmg
K-562 hijvrelerinde Con A badlanmasi sonucu bir miktar "capping" gdzlenmek-
tedir. Bu hiicreler yanliz Con A ile de, bolgeli baglanma (patches) gdster-~
mektedir. Bu hiicrelerde ANS badlanma bolgeleri ile triptofan molekitlleri
arasinda uzakligin diigiik olmasi da bu bélgeli baglanmayar destekleyen bir

Kanattir.

B lenfositleri wve K~562 hiicreleri izole zarlari, ¢oziniirlestirilip
SDs-poliakrilamid jel elektroforezine uygulandirginda her iki tiir hiicre
igin de 4 farkl: elektroforetik mohilitede Con A reseptdérii saptanmaigtir.
Ayni jeller protein ve karbohidrat boyasi ile boyandiginda bu peptidlerle
gakigan protein ve karbohidrat initeleri oldugu saptanmigtir (bildirilme-
mig sonuglar}. Bu glikoproteinlerden I ve III numarali olanlar elektrofore-
tik mobiliteleri agasindan tamamen farkli iken, IX, IV ve V numarali gli-
koproteinlerin elektroforetik mobjiliteleri her iki hiicre tiirtinde de ayni-
dir. Con A reseptirlerinin hiicreden hiicreye ve bir hicrenin dedigik evre-
lerindeki farklarini tam olarak saptayabilmek i¢in bu reseptdrlerin saflag-
tirzlabilir oranlarda elde edilebilmesi ¢n garttir. Molekil adarliklarinin
(SDS 'te elektroforetik mobilite} ayni olmas: reseptérlerin benzer olmasi-

ni gerektirmez.

Badlanma deneyleri jle 2 tir reseptdr saptanirken elektroforezde 4
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ayri reseptdr glikoproteinin bulunmasi bu proteinlerin farkli molekil a-
garliginda olmasina kargin, yakin afiniteli gruplar olugturabilecedini ak-
la getirmektedir. Dider bir olasilik ise SDS l1i elektroforezde gok kargi-
lagilan bir problem olan proteaz aktivasvonudur. Hernekadar plazma zarlari-
nin lzolasyonunda proteclitik bargalanmy; dnlemek ig¢in dnlem alindiysa da
zarlarin SDS ile gdzintirlegtirilmesinde proteolitik pargalanma kentrol edi-
lememig olabilir. Buna badli olarak da gdzlenen kiigik molekiil ag"r:.rl;kl.z‘ gli~

kopeptidler proteclitik parcalanma lirinleri olabilirler.



' Bu galigmada insan periferik T ve B lenfositleri eritrositleri ve
devamli kiil tilr hiicreleri olan K 562 hiicrelerinin yizey Szellikleri incelendi.

Bu amagla insan kanindan T ve B lenfositlerinin yitksek verimde, saf-
likta ve canlilikta elde edilebilmesi. igin bir ydntem geligtirildi.

T lenfogitlerinde Con A reseptdrlerinin incelenmesi glikoprotein ya-
pirsinda tek tip afiniteli g&kla;.tk 3 milyon reseptdr oldudunu ortaya koydu.
B lenfositlerinin ise digiik afiniteli (K3 = 1.28%0.36xl 06) ve yiiksek afi-
niteli (Ra = 22.33%4.28xl 06) olmak tizere Ffarkli sayilarda iki tip resep-
tér icerdi§i saptandr. K-562 hiicreleri de iki tip reseptdr igermekteydiler
. = 31.1.114,39:{106)., Matiir eritrositlerde de iki

(7]

tir reseptér olduju saptandi (Ka, = 0. 74x10° ; Ka,

(Kaz. w 2.2%0. 98x106 K Ka2
= 29. 42x106)°

Ayn: hiicrelerin zar hidrofobisitesi ANS ydntemi ile aragtirildiginda,
K-562 hiicrelerinin en hidrofobik hilcreler oldugu saptanda.

B lenfositleri ve K-562 hiicrelerinde Con A badlanmasi sonucunda bir
zar proteini olan 5' niikleotidaz enziminin farkl: oranlarda inhibe oldugu
gozlendi. Bir dider zar proteini olan IgM'in anti-IgM ile kapatilmasinin B
lenfositlerinde Con A bajlanmasini timiiyle engelledidi saptand:r. K-562 hiic-
relerinde ise anti-IgM’nin etkisi ¢ok az olmakta idi. Bu hiicre tiirlerinin
Con A badlayan glikoproteinleri elektroforez ile de gdsterildi.

Bulgular adi gegen hiicre tiirleri arasinda gerek farklilagma gerekse

malign Gzellikler gézéniine alinarak tartigildi.
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