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7.1. GENEL OLARAK LEKTINLERLE IrGILY BILGI :

Alyuvarlari ve difer birgok hlicreleri aglutine etme dzellifine sa-
hip proteinler ilk kez Stillmark (1) tarafindan bulunmug ve Sumner (2)
tarafindan saflagtirilmigtir. Bu aglutininler dodada bulunaﬁ bitkilerin
szellikle de baklagillerin tohumlarinda bulummaktadirlar. Ancak diger bir
cok bitkinin kok, yaprak ve dallarinda da aglutinasyon yapma Gzelligine
sahip proteinlere rastlanmigtir (3,4). Bunlara ilaveten salyangoz gibi
omurgasizlarda ve balik gibi agagi simf omurgalilarda da bu dzellide sa-
hip proteinler bulunmugtur (5). Bitkisel aglutininler genelliklé phytohe~
moglutinler veya phytoaglutininler olarak adlandirilmaktadir. Ancak hic~
releri aglutine etme ézellifine sahip bu proteinlerin bitkilerden bagka
organizmalarda da bulundujunun anlagilmasi iizerine bu proteinlere Byod (4)

tarafindan lektin adi verilmigtir.

' Lektinlerin ¢egitli kan gruplarina &zgillikleri, kan‘gruplarznzn
giniflandirilmasinda, yeni kan gruplarinin tanimlanmasinda ve kan grupla=
rainin yapisal olarak irdelenmesinde kullanilmaktadir. Lektinlerin bu dzel-
liginin yani sira mitojenik etkinliginin olmasi ve bu dezelligdi ile lenfo-
gitleri transforme etmesi transformasyon mekanizmasa galigmalarinda lek~
tinleri dnemli bir arag haline getirmigtir. Ayrica lektinlerin hiicre yi-

zeyine badlanmalarinin bazi basit gekerlerle 8zgiil olarak inhibe edilmesi,



lektinlerin hiicre ytizeyindeki sakkaritlere 6zgil olarak baglandigani or-
taya ¢akarmig; bu bulgu, hicre yiizeylerinin yapisim aydinlatmak igin ya-

palan galigmalarda lektinleri Snemll bir arag hal ine getirmigtir.

Bugiine kadar ¢egitli kaynaklardan bir gok lektin izole edilmig ve
saflagtirrlmigtir. Ancak bunlar iginde Concanavalin 3, iizerinde en fazla

aragtirma yapilan ve Szellikleri en fazla bilinenidir.

I.2. CONCANAVALIN A
r.2.1, Saflagtirilmasi ve Uzellikleri :

11k kez 1916 da Canavalia Ensiformis'ten Concanavalin A'min izo-
lasyonu Jones ve Johns (6) tarafindan gergeklegtirilmigtir. Canavalia
Ens iformis tanecikle;inin §tuz ekstraksiyonundan elde edilen globulin frak-
siyonuﬁun amonyum silfatta farkli ¢dziinlirliife sahip iki fraksiyondan olug-—
tudu gizlenmigtir. Canavalin ada verilen ana fraksiyon ancak doymug amon=
yum silfatta gbkerken daha az olan ikinci fraksiyonun % 60 amonyum stlfat-
ta ¢éktidii saptanmigtrr. Bu fraksiyona da Concanavalin adi verilmigtir.
Sumner (2) ise Concanavalin fraksiyonunu kristalize clabilen iki kisma
ayirmay: bagarmigtir. Bu fraksiyonlardan biri % 10'1uk NaCl ¢ézeltisinde
kismen gdziiliirken, ikincisinin ancak derigik NaCl gozel tisinde ¢éziinehil~
di§i gézlenmigtir. Bu fraksigonlardan birincisine Concanavalin B, ikinci-

sine ise Concanavalin A adi verilmigtir.

paha sonra geligtirilen afinite kromatografisi teknikleri ile
Concanavalin A saf olarak 100 g, tanecikten 2-3 g. olarak elde edilebi~

linmigtir (7,8,2).
I.2.2. . Biyolojik Aktivite

gaflagtir:lan Con A'nin biyolojik aktivitesinin olup olmadagi ge~



gitli ydntemlerle aragtirilabilinir. Ancak en gok kullanilan yéntem 2x
seri seyreltmelerle, lektinin eritrositlere kargi hemaglutinagyen akti-

vitesini takip etmektir (10).
7.2.3. Con A'nin yapisini ve etkinligini etkileyen faktérler
I.2.3.1, pH'nin etkisi

Con & ile yapilan aglutinasyon ve pkasip.itasgon tepkimeier.inde
maksimum aktivite pH'nin 6-7 arasinda olduju zaman gézlemmigtir (2,2),
ki bu aralikta Con 2 tetramer yapadadir (16). Bu da bu tip tepkimelerde
Con A'nin tetramer yapida olmasinin gerekliligini gdstermektedir. Ayrica
a-D-glukoz, o~D-mannoz gibi gekerlerin p-nitrophenylglikozit tirevlerinin
pH = 2.4'te Con A ile bajlanmasi, bu pH'da dimer yapida olan Con A'nin da

gekerlere bajlanabilme &zellifini kismen korudugunu géstermektedir (17).

Con A'nin maksimum etkinlik gsterdidi pH aralidinda molekiul ge-
nellikle B-konformasyonda bulunmakta, O~heliks kisimlar bulunmamaktadir
(14). Daha yitksek pH'larda Con A inaktif bir durumdadir ve konformasyonu

tersinmez bir gekilde diiz zincir halindedir (14),
T.2.3.2. Sicakladin etkisi

Con A'nin biyolojik etkinli§i sicaklik ile dnemli bir gekilde et~
kilenmektedir. Sicaklidin 20°C veya 37°C den 0°C veya 4°C'ye indirilmesi
Con A'nmain insan alyuvarlarini (18) veya transforme hiicreleri aglutine et~
mesini (19) etkiledi§i gézlemmigtir. Digik sicakliklarda az miktarda trans-
forme hiicrenin aglutine olmasina ragmen elektron mikroskobik ;:ailgmalar,
bag‘rlanman_m gergeklestigini gistermigtir (19). Bu galagmalar sonucunda
diiglik s1cakliklarda Con A'nin dimer yapada, yiksek sicakliklarda ise tet-
ramer yapida oldufu ve aglutine olmug hicrelerin ¢okebilmesi igin Con A

nin tetramer yapida olmasi gerektigi anlagilmigtir. Ayrica aglutinasyon



olayanin iki agamada gergeklegtidi; Con A'nin hem dimer hem de tetramer
yaprlarinan ‘aynx derecede etkili oldudu, monovalan baglanma olayinan bi-
rinei agama, aglutine olmus hiicrelerin ¢dkmesinin de ikinci agama oldugu
anlasximsur. Ikinci agamada Con A'nin tetramer yapisimn polivalan dzel-
1i§i sayesinde hiicreleri reseptdrleri aracilig: ile birbirine baglandag: ve

béylece gékmelerini sadladigi sanilmaktadir.

40°C"n.u_: izerindeki sicakliklarda glikojen-Con A kompleksinin dis-
sosiyasyonu, Con A molekiiltlndeki bajlanma bélgelerinin sicaklifa duyarl:
oldudunu ve badlanma olayimin hidrojen baglarin: igerdigini gdstermigtir

{(20).
I.2.3.3. lyonik giicin ve tuzlarin etkisi

con A molekiiliinin stabilitesinde ¢evrenin igon gliciintin etkisinin
olduiu gorilmigtir. Con A'yr stabilize etmek ig¢in en az 0.3 iyonik giice
gereksinim vard.:z‘. Bu iyonik giicte Con A esas olarak dimer yapadadir. Da=
ha yt‘z’i:sek iyonik gtic (I =1.0) Con A molekiiliinii hem stabilize etmekte, hem

de Con A'nin tetramer yapida olmasini sadlamaktadir.
I.2.3.,4. Denatiire edici ajanlarin etkisi

vikksek derigimde iire, guanidin hidroklerid, formamid ve 1,1,3,3-
tetrametil lire gibi denatiire edici ajanlarla muamele sonucunda Con A sak~
karit bajlama &zelliklerini yitirmektedir. Ancak etkinl ikteki bu kagbol~
ma dissosiyasyondan ziygade konfomasyonda meydana gelen tersinmez defigik-
liklerden ileri gelmektedir. iinkii Con A'yy alt birimlerine dissosiye et=
mek igin gerekli ire veya guanidin derigimlgarinin gok altandaki derigim-

lerde bile Con A sakkarit baglama etkinligini kaybetmektedir (21).



I.2.3.5. Metal iyonlarinin roli.

11k kez Sumner ve Howell (11) Con A'nin etkinligi igin metal iyon-
larina gereksinim oldugunu géstermiglerdir. Bu aragtirmacilar yaptiklara
deneyde seyreltik asit ¢Szeltisinde Con A'y: diyaliz ettiklerinde etkin-

2

1igin kayboldudunu; ortama Ca+2, M’ ‘ 2™ veya Mgﬂ tuzlarin kondugun-

da etkinlidin tekrar normale dondlgini gdzlemiglerdir,
¥.2.3.6. Con A modifikasyonlara
T.2.3.6.2. Proteolitik pargalanma

Con A, pepsin, kemotripsin, papain ve pronaz gibi proteolitik en-
zimlerle muamele edildidi zaman etkinligini g¢ok kisa siirede kaybetmekte-

dir. ancak tripsinin etkisinin ¢ok yavag oldugu-saptanmigtir: (2).
I.2.3.6.2, Amino gruplarimin kimyasal modifikasyonu

Con A'nin lizinlerinin €~aminc gruplari tamamen asetillenebilmekte-
dir ve bu aset.i_llenme sonucunda Con A'nin biyolojik aktivitesinde herhan-
gi bir degigiklik olmamaktadir (22). Ayrica Con A'nin asetik anhidridle
asef':ilasyonu esnasinda tirozinin fenolik gruplarinin yeiklas:.k % 30" da
asetillenmektedir. Ancak bu asetilenmenin de Con A'nin biyolajik etkinli-

§i tizerinde bir etkisi olmadir§:r anlagilmigtrr (22).
I.2.4. Con A'nin molekiiler yapaisi

Fizyolojik pH'da tetramer yapida olan Con A, her biri 237 amino
asit igeren 4 alt birimden meydana gelmektedir (23). Ayrica her alt bi-
rim bir kalsiyum iyonu, bir mangan iyonu, bir de mannoz-, glukoz~ veya
fruktoz- gibi sakkarit molekiilil baglama bolgesi igerdigi anlagalmgtar

(13).



SEKIL 1

N

¢ Con A tetramerinin gematik ¢izimi, DSrt alt birim kalin

. ¢izgilerle gdsterilmigtir. ca**, m**, -(0-iyodofenil)-
D-glukopiranozit ve 6zgiil sakkarit badlama bélgeleri si-
rasiyla Ca, Mn, B-IPGlc ve S olarak gisterilmistir., Romen
rakkamlari her bir alt birimi ifade etmektedir.
(Becker, J.W., Reeke, G.N., Jr., Wang, J.L., Cunningham,
B.A., ve Edelman, G.M., J. Biol. Chem., 250, 1513 (1975).



Polipeptit zinciri ¢ok sik: katlanmrg bir elipsoit geklinde olup

40 x 39 x 42 &° boyutlarindadir.

Diger bir ¢ok lektinin aksine Con A hig karbonhidrat Igermemekte-
dir. Ayrica proteinin yapisinda lipid, nikleik asit veya bagka prostetik
gruplar da yoktur. Bundan Stiirt 237 amino asit ve 2 metal iyonu Con A

brotemerini meydana getirmektedir (24,25).

Amino asit dizisi analizleri sonucunda, en fazla bulunan amino asi-
din serin (% 13.1) olduju gérillmiigtir. Ortaya ¢ikan amino asit kompozisyo-
- nu, fizyolojik pH'da eksi yikli amino agitlerin sayisaimn arty yikliler-

den daha fazla oldudunu gdstermigtir.

Tablo 1. Copcanavalin A'nin Amino asit kompo-

zisyonu
Amino Asit Sayar (Toplam 237 a.a.)

Lys 12
His 6
Arg é
Trp 4
Asn 12
G¢in 5
Asp 20
thr ‘ 19
Ser 31
Glu 7
Pro 11
Gly 16
Ala 19
val 16
Met 2
Ile . 15
Ley 18
yr 7
Phe 11

Becker, J.W., Reke, G.N., Jr,, Cunningham, B.A.
ve Edelman, G.M., Nature 259, 406 (1976).



1.2.4.1, Metal iyonlarin: badlama b&lgeleri

agrawal ve Goldstein (12), Kalb ve Levitzki (13) adli arastirici~
lar Con A'man iki degerlikli iyonlari iki ayri bélgeye bagladidanz; bun-
2

Ly X ; .+ , v
lardan S, hélgesine Mn®* s N1 2 ve Cb+2, 32 bdlgesine ise Ca+2 baglandidgr—

m gasterdiler.

+ +
Her Con A protomeri birbirinden 5 Ao uvzakliginda Mn 2 ve Ca 2 iyon~

larin: igerir.

Zlektron spin rezonans (14), cirxcular dichroism, elektron paramag—
netik rezonans (15) yéntemleriyle yapilan g;al,zgmalar sakkarit badlama
bdilgesinin dodrudan ca™t iyonuna badimli olmadiffini ancak kalsigumun 52
b&lgesine.baqlanmasmxn 3.1 bélgesinin gevresinde meydana getirdifi dedi-
gikliklerin sakkarit baglama bélgesinin olusmasina neden oldufunu o.x;t:aya

Glkarmistir.

2 *
Ayrica yaprlan difer galigmalar Mn+ iyonunun Ca 2 dan daha dnce

baglanmas: gerektiyini ve Ca+2 iyonunun da Mn+2 iyopunun badlanma hizy
iizerinde béyik etkisi oldudunu gstermigtir (26). Mn > iyonumumn badlamma-

83 zincirin NH, = terminalini éyle bir gekle getirmektedir ki Ca+2 iyonu~

2
nun baglanmasa ig¢in gerekli bélgeler olugmaktadir., Buna kargin Ca+2 iyo=
nu hidrojen baglar: ve koordinasyon iligkileri iginde yeralmakta, bdyle-
ee zincirin CQOH-terminal bélgelerini NH ,-termingl yakinindaki metal bag=

layigr gruplarin yanina getirmektedir (27).
Z.2.4.2. Con A'man karbonhidrat badlama &Szgiilligil

Yapalan X 1g1n1 kristalografik analizleri (28} ve nwr spektoskopi-~
si galigmalar: sonucunda (29) Cop A badlama bdlgesinin en gok o-D~manno-=
pirapozit ile wygunluk gésterdi§i anlagalmigtar (30), $ekil 2 de Ur~D-man-

nopiranozitin yapisi: goriilmektedir.



Sekil 2. a=D-Mannopiranozil biriminin yapisi. Alta
¢izili hidroksil gruplari bag¢lanmadan so-
rumlu olan hidroksil gruplaridir. .

Yapilan galismalar aMM'in C-3, C-4 ve (-6 pozisyonlarindaki hid-
roksil gruplaranin badlanmadan sorumlu oldudunu ve bunlarda yapilan degi~
gikliklerin (deoksi veya O-metil eter gibi), Con 2 molekiili ile baglanma-
y1 tamamen engelledigini gdstermigtir (30). Ayrica, yapirlan galigmalar

furanoid gekerlerin de Con A'ya badlandiklarini ortaya koymugtur. Con A

mn bazr inhibitérleri ve inhibisyon potansiyelleri Tablo 2 de gdsteril-

migtir.
Tablo 2.

Inhibitdr Seker. Inhzb:.syozl Potansiyeli
Metil g-D-mannopiranozit 100
Metil o-D-glukopiranozit 24
D~Mannoz 13.6
D-Glukoz . 2.9
Sukroz ' 2.6
D~Ribocz, D~Ksiloz, N-Asetil=-D- 0
galaktozamin

Poretz, D.R. ve Goldstein, Y.J., Biochem, 9, 2890 (1370},
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I.2.5. Con A Tirevieri

Daha dnce de belirtildiyi gibi Con A, geker igeren reseptirler ara-
calidz ile bir q:ok hiicde ile Gzgiil baglanma &Szellidine sahip bir protein
molekiilidiir, Con A'mn bu Szelligini gézéninde tutan arastirzcilar flore-
sein, ferritin, hemosiyanin ve perocksidaz ile konjuge Con A tirevleri ve

4 63yi- ile elde edi-

3H—aset.ilasyon, G-sﬁks.ﬁ:.i.lasyoh, lzsr-iyodinasyon ve
Ien i'adyoaktif Con A'lar sayesinde hlicresel reseptdirlerin tanimlanmasi,
saflagtirrlmasi, reseptor bélgesinin mobilitesi, reseptérlerin sayilara

ve dadalimr konusunda aragtirmalara biyiik énem vermiglerdir .( 31,32,33,34).

1.3, HICRESEL RESEPTORLERIN SAYI ve AFINITELERININ BULUNMASINDA
DIKKAT EpITLMES 1 GEREKEN NOKTALAR :

Lektinler, hormonlar gibi gegitli ligandlarla hijcre yiizeyinde bu~
lunan reseptirler arasinda iligki giderek daha fazla sayida aragtiricinin

dikkatini cekmektedir,

Hicre yiizeyindeki reseptirlerle ligandlar arasindaki baglanma de-
neylerinin sadlikl: sonuglar vermesi i¢in bazi noktalarin gdzéninde tutul-

masi1 gerekmektedir, Bunlar :

a) Baglanma deneyleri izole plazma zarlar: yerine saglam canli

hilcrelerde yapilmalidir, 614 hiicreler hesaplamalardan ¢ikarilmalidir,

b) Ligand-reseptér iligkisini etkileyecek santrifiigasyon, Yikama,

fiksasyon gibi uygulamalardan kaginilmalidiz,

¢) Deney esnasinda hilcreler fizyolojik ortamda bulunmalidiz. Bag-
lanmayy olumlu veya olumsuz gekilde etkileyebilecek katkilardan kaginil-

malidir,

d) Baglanacek ligandin, baglanma bélgelerini doyuracak derigimden

gok daha agadi derigimlerde de dlgiilebilinir olmasi gerekmektedir,
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e) Olgimlerin duyarligi ve tekrarlanabilinir yéntemlerle yapilmasi
ve buradan alinacak sonuglarin istatistiksel olarak anlamli olmasi gerek-

mektedir,

£f) Ligand molekillexrinin hilcre igine girigi (endositoz) engellen—

mel idir,

g) Baglanma Szgiil olmalidir Dider bir deyigle, badlanma izotermi
doygunluk kineti§i gdstermelidir. Ayrica igaretsiz ligant molekfilleri kom-
petetif bir gekilde igaretlilerle yer defigtirmeli veya lektin galrgmala~
rinda inhibitér hapten, lektinle hiicre yizeyindeki reseptérler igin yarig-

malidir,
h) isaretleamig ligandlar biyolojik etkinliklerini korumalidirlar.

Badlanma deneylerinde tekzarlanabilinir, sadlikli sonuglarin alin—-

masi, ancak yukarida sayilan durumlarin saglanmas: ile elde edilebilinir.

IT.4. HUCRE ZARI HAKKINDA GENEL BILGILER

I.4.1. Hiicre Zarimn dnemi

Sayilamiyacak kadar g¢ok bulgu hilcre ylizeyining hicre bilyimes inin
kontrolu, hicre bélimmesi, geligmesi, hicreler arasi iletigim, hicre
farklalagmasi ve hiicrenin &limi gibi olaylardan birinci derecede sorumlu

oldujunu ortaya koymustur.

Hijcrenin cevresi ile olan iligkilerinin, herhangi bir uyariya kar-
g2 a‘evabm sadglanmasinda plazma sarinin gbrevi biiyiktilr, Bu ylizden bu
organel bilhassa son 75 yiida bir ¢ok aragtirmanin ana konusu olmugsa da
ancak bu konuda kayda deger geligmeler son 10 yrlda gergeklegmigtir, Ay~

rica kanser bigolojisinde ttmér hiicrelerinin ylizeyinin ve plazma zarinin

konak immun cevabindan kacmada, metastazda gdrev yapti§s saptanmgtir (35).
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Bu nedenlerden hiicre zarinin kompozisyonu, bilegenlerinin sentez—
lerini, yakamlarini, etkinliklerini incelemek, virus enfeksiyonu veya
onkojenik transformasyon gibi olaylarda zarda olan dedigiklikleri sapta-

mak konusunda son derecede dnemli bir rol oynamaktadir.
I.4.2, Hiicre Zarinin Yapisi

1972'de Singer ve Nicholson (36} tarafindan bigolojik zarlarin ya-
p1s1 konusunda bir model Snerilmigtir. Sivi mozaik model ada verilen bu
mddéle gbre, biyolojik zarlar asimetrik fosfolipid ¢ift tabakalarindan o-
lugmakta ve fizyolojik gartlarda bu g¢ift tabaka sivi halde bulunmaktadair.
Yine bu modele gére lipidlerin polar uglar: digtaki sulu ortama ydnelirken,
hidrofobik kisimlari zarin omurgasinda apolar bir gevre olugturmaktadir.
Bir gok protein ve glikoprotein asimetrik alarak ¢ift tabakada yer ala-
rak, anun devamlllzg‘fzm bozmakta ve bé'ylece zara bir mozaik gérinimi ver-
mektedir. Zarsal proteinlerin ve glikoproteinlerin yapilari oldukca hete-
rojen bir gériiniindedir. {ift tabakanin yizeyinde bulunan gevresel prote-
inler ‘ve glikoproteinler biyolojik zarin yiizeyine hidrofobik olmayan iyo-
nik etkilesimler veya iyonik olmayan Van der Waals ve London dispersiyon
kuvvetleri gibi zayif badlarla baglidirlar. Bundan &tiiri sonikasyon veya
iyonik giddetin degigtirilmesi gibi yumugak yontemlerle ¢ift tébakadan ko-
layca uzaklagtarilabilinirler. Integral proteinler ise ¢ift tabakaya kis-
men veya tamamen gémillmis proteinlerdir. Tamamen gomilmig olanlarin, za-
ran hem dig hem de ig yiiziinde uzantilar: vardir. Integral proteinler
globiiler,anfipatik molekiiller olup zarin hem hidrofilik hem de hidrofobik
kisimlar: ile iligkidedirler, Bu proteinler duragan bir lipid tabakasi
ile gevrili durumdadairlar. Bu lipid tabakasi organik g¢éziciler ve deter-
janlarla muamele sonucunda bile protein kismina bagli olarak kalmaktadir-

lar. Yine bu modele gbre zarin bilegenleri olan fosfolipidler ve protein-
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ler zar diizleminde lateral bir mobiliteye sahiptirler. Lipid kisim sicak-
12§a badly olarak bir faz ayrigmasina ugramakta bu ayrigmada proteinlerin
dagzliminy onemli bir gekilde etkilemektedir. ¥apilan calagmalar faz ge-

gig s;éak1;§1n1n #izerindeki sicakliklarda zarsal proteinlerin daganik o~

larak bulunduklarini, gegis sicaklidinan altindaki sicakliklarda ise top-
lanmzig (cluétered) durumda olduklarini géstermigtir (37). Béylece lipidin
fiziksel durumunun zarsal proteinlerin etkinligini Snemli bir gekilde et-

kiledidi ortaya gikmigtir.

Zardaki asimetriyi gok biyiik termodinamik engel saglamakta béyle~
ce glikolipidlerin ve glikoproteinlerin polar kisimlarinmin ve diger hidro-
filik ﬁolekﬁllerin zarin hidrofobik matriksine gecigleri dnlenmektedir.

Bu gekilde zarin yiizeyinde hormonlar, viruslar ve lektinler igin gerekli

reseptérlerin olugmasi saglanmaktadir.
I.4.3. Z2ar Proteinleri

Bugiine kadar yapilan galigmalar sonucunda gegitli zarlardan saflag-

tirilan proteinler agagida gOsterilmigtir.

Eritrosit Zar: Proteinleri : Glikoforin, 3.band glikoproteini,
Asialoglikoforin.

Lenfosit plazma zari proteinleri : Kbmpaﬂent 5,1, Thy-l1 Antijeni,
HLA, H-2K, H-2D, IgD, IgM.
Con 2 reseptdérii

Néral glikoproteinler : Sinaptik zar glikoproteinleri,
Asetilkolin reseptdrii, Alkalen fosfataz.

Normal ve Transforme hiicre

zar proteinleri : Galaktoprotein a (LETS proteini),
galaktoprotein b, miyozin,kollajen,
Mp-1, SF-145, TSSA, Aktin, fi , A
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I.4.4. Zar Proteinlerinin lgaretlenmesinde Kullanilan Ydntemler

Pransformasyon sonucu hilcre zarinda meydapa gelen dedigikliklerin
incelenmesi bir ¢ok aragtirmanin konusu olmaktadir (38,39,40,41). Bu de- ‘
Jigiklikleri incelemek igin gegitli yéntemler kullanilmaktadir. Bunlardan
biri hiicre yiizeyi protein ve glikoproteinlerini radyoaktif igaretleme y&n-
temidir, Bunun igin gegitli teknikler kullanilmakla beraber en bilineni
laktopercksidaz kalalizli iyodinasyon teknigi ile hicre yiizeyindeki pro=-
teinlerin histidin ve tirozinlerinin - I=- veya *'I- ile igaretlenmesi-
dir (42). Hiicre yiizeyindeki proteinleri 3H- ile igaretlemek ig¢in kullani-
lan bir yéntemde ise dnce proteinlerin piridoksal fosfat ile Schiff bazi
clugturmalari saglanmakta daha sonra sodyum {3H) borohidrit ile indirge-
yerek igaretleme gergeklegtirilmektedir (43). Hiicre yiizeyi galigmalaran-
da kullanilan bir bagka ydntem ise yizeyde bulunan karbonhidrat gruplari=-
n.zﬁ igaretlenmesidir. Bu igaretleme ya sialik asitlerin IO 4— ile oksidas-
" yonu sonucu olugan aldehit gruplarinin 3H-borohidrit ile indirgenmesi (44)
veya galaktozil wveya N-asetil galaktozaminil gruplamm.n dnce galaktoz
oksidaz ile yiiksel tgenmesi ve sonra 3H-bomhidrit veya BSS-metionin sul fo-

ne hidrazit ile indirgenmesiyle gergeklegtirilmektedir (45,46).

Bir bagka zar igaretleme ydntemi de doku kil tiirlerinin metabolik

3 3 :
olarak ~H-fukoz veya H-glukozamin ile igaretlenmesidir (47)..
1.4.5. Zar Proteinlerinin ¢ézimiirlegtirilmesi.

Zarsal grl’ikopmte.inler natif hallerinde sulu tampon .g:éizeltileri ile
ekstre edilemezler. Bundan dolaya integral proteinleri izole edebilmek
igin énce protein-lipid ve protein-protein iligkilerini bozmak gerekmek-
tedir. Bu tip iligkilerden hem hidrofobik hem de igonik kuvvetler sorum-

1u olduju igin her iki tip kuvvetide etkileyebilecek ajanlara gereksinim
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vardir. Bu iglem igin en bagarili ajanlar ‘deterjanlardzr. Triton X-100

ve Nanicfet p-40 gibi iyonik deterjanlar, dimetildodesilglisin gibi
Zwitter iyonik deterjanlar, sodyum deoksikolat, lityundiiodosalisilat,

| sodgm.dodesilsulfat gibi aniyonik veya dodesiltrimetilamonyum bromid gibi

katyonik deterjanlar kullanilabilinir (48).

Bu gekilde gdzinirlegtirilen zarsal proteinler ve glikoproteinler
jal filtrasyonu, iyon-dedigtirici kromatografisi veya afinite kromatogra-

fisi gibi yéntemlerle saflagtirilabilinirler (49).

I.5. 1IN viTRO VIRUS ENFEKSIYONU ve ONKOJENIK TRANSFORMASYONUN ZAR
YAPISINA ETxiLERl

I.5.1. Zar Yapisini Etkileyen In Vitro Virus Enfeksiyonlari.

viruslar enfekte edip liredikleri hiicrelerden otolizis veya tomur-
cuklanma ile olgunlagirlar. Otolizis ile olgunlagan viruslar "giplak" ola-
rak adlandirilirlar ve basit olarak nikleik asit ve onu gevreleyen protein
kilaf: (kapsit) igerirler. "Caplak" virus enfeksiyonunda konak hiicre par—
galanmig ve mutlaka bu enfeksiyon hicre igin &limle sonuglanmigtir. Ancak
baza viruslar enfekte ettikleri hiicrelerin zar yapisina replikasyonlara
sirasinda bazy viral proteinleri yerlegtirirler, Bu tiir virus-konak hiic-
re iligkisi daha uzun émirlidir. inkd nikleik asit ve kapsit yapisina
" ilaveten viriis hilcreden ¢ikarken kendi proteinleri ile degigtirdidi hic-
r‘e‘zarmdan bir zarf alir. Olgunlagmasi tomurcuklanma ile olan bu virusla-

ra "zarfli" viruslar adi verilmigtir,

insanlarda enfeksiyon yapan pek gok viruslar zarfli viruslardir
ve in vitro olarak enfekte ettikleri hiicrelerden tomurcuklanma ile olgun-
_lag.trlar. Buna en gﬁéel drnek miksovirus grubunda yer alan viruslardir.
Bu grupta bulunan kizamk virusu, izerinde in vitro galigmalar yapilmak-

ta olan model bir sistem olugturur (50).
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Kizamk akut seyreden, dékintili bir cocukluk gada enfeksiyonudur.
Ancak son yillarda kizamrk virusunun bazi né;olojik hastaliklara da ne-
den oldudu anlagilmigtir. Bunlardan subakut siklerozan pan ensefalit (SSFE)
primer kizamik enfeksiyonundan 2-4 yi1l sonra ortaya ¢ikan ve merkezi sinir
sistemini etkileyen bir hastaliktar. Primer kizamik enfeksiyonundan uzun
bir stire sonra kigide SSPE olugmasi bunun kronik bir enfeksiyon olarak de-
Jerlendirilmesine yol agmigtar (51,52,53). Ancak virusun primér enfeksi~
yondan sonra gegen slirede konakta ne gekilde latent olarak kaldig§ir ve has-
talid1 hangi mekandizma ile olugturdudu tim agiklidr ile bil inmemek tedir,
“Hastalik sirasinda en ¢nemli bulgu demiyelinizasyon olayinin saptanmasidir.
Deminiyelizasyonda virusla enfekte néronlarin konak immin cevabina bagli

olarak geligti§i sanalmaktadir (53).

Bu tiir kronik enfeksiyonu en iyi galigma in vitro sistemdir. Giink i
kizamik virusu belirli sartlarda akut olarak enfekte ettigi hicrelerde
kronik enfeksiyona da neden olabilmelktedir. Akut enfeksiyonda tim virus
partikﬁllerinin hiicrede sentez edi_lmesihe kargin kronik enfeksiyonda vi-
rusa Gzgii bir ¢ok proteinin sentezl yapirlmakta ancak tim virus partikilt
olugarﬁamaktad‘_tr (54). Kizamik virusu gibi hicreden tomurcuklanma ile ol~
gunlagan bir virusun kronik enfeksiyonda hiicre zarina viral proteinleri
yerlegtirmesine radmen olgunlagamamasi ilgingtif. Ancak akut ve kronik
‘enfeksiyonlarda meydana geleén zar degigikliklerinin ayni olup olmadidi
heniiz bil inmemektedir. Kronik enfeksiyonda virusun hiicre zarinda yapta-
§1 dedigikliklerin saptanmasi, kronik enfeksiyon olug mekanizmasina aydin-
latabilir,

1.5.2. Zar Yapisim. Etkileyen In Vitro Onkojenik Virus Transfor~
masyonlari. ‘

Bir virusun onkojenik potansiyeli o virusun in vitro olarak hicre-

leri trasforme edebilme yetenedine baglidir. Transforme hiicre etken virusun
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replikasyonunu destekler veya desteklemeyebilir, Urnefin RNA timdr virus-
lari transforme ettikleri hiicrelerde fireme yetenedine sahipken DNA tumCr

viruslar: ancak iireyemedikleri hiicreleri tramsforme ederler (55);

Transforme hicre ncrmal hiicredeh ziyade timsr hiicresine 6zgi bir
¢ok biyolojik Szellikler kazanit. Bunlardan en dnemlisi hiicre zarinda
meydana gelen antijenik de§igikliktir. Bu de§igiklik viral gem tarafindan
sentezlenen tiimére Szgil transplantasyon antijeni (TSTA) tarafindan olug-~
turulur (56,57). Viruslarla olugturulan transformasyonda viral genetik
materyal hicre genetik materyaline stabil bir gekilde integre olmugtur.
Hilcrede meydana gelen tiim onkojenik transformasyondan en fazla 3~5 viral
gen sorumludur. Bu viral genlerin ve sentez ettikleri transformasyon pro-
teinlerinin tanimlanmasi galigmalary sirmektedir. Ancak timor hilcresinin
zar éap.ts.xm etkileyen proteinin transformasyondaki dénemi oldukga fazla-
dir. Zards meydana gelen dedigiklikler; kontakt inhibisyonun kaybolmasi,
hiicre mo,rfolojisinin dedigmesi, yumugak agarda lireyebilme yetenidinin
kazanilmasi ve hiicre geperi &zelliklerinin dedigmesi olarak tamamlanir-—
lar. Normal ve transfc;rme hiicre arasindaki zar farkliliklari gegitli yon~
temlerle saptanabllinir, Onkojenik DNA viruslarindan polyoma virusu bu tir
degigikliklerin aragtirilmasi igin model bir sistem olugturmaktadir. Pol-
yoma virusunun dogal konakgisi faredir we farede gegitli organlarda dedgi-
gik tip timdrlerin olugmasina pneden olur, Ancak polyoma virusu in vitro
ireyemedigi hamster ve sigan hicrelerini transforme edebilme yete_neﬁine
sahiptir. Bebek hamster bibrek devamli hiicre fciil tiiri olan BHK/Cl3 hiicre—
leri polyoma virusu ile ylksek siklikta transforme edilebilmekte ve in
vitro transformasyon mekanizmasinin irdelenmesi igin uygun bir sistem

olarak kabul edilmektedir (58).
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I.5.3. Transformasyon Sonucu Hilcre Yizeyinde Gdzlenen Degigiklikler

Timér hilcrelerinin veya in vitro transforme hiicrelerin yizeyinde
normal hiicreden farkli bir takim dedigiklikler oldugu gegitli aragtirma=

lar sonucunda saptanmigtir (38,39,40,41).

Biitiin hiicrelerde énemli yiizey bilegenleri proteinler, gl ikoprotein~
ler, lipidler, glikolipidler ve glukozaminoglikanlardir (§ekil 3}. Bunla-
rin bir kasm hiicre ytizeyinde antijen veya tanima bélgeleri olarak gbrev

yapmaktadirlar.

Yapalan aragtirmalar sonucunda bazi timérlerin ézellikle de insan
kolon, mide, gddiis timdérlerinin normal dokulara gére daha fazla sialik
asit igerdidi saptanmigtir ( 59).. Buna kargin transforme hiicre kiltirle~-
yinde bunun tersi gdzlenmigtir. Dijer bir deyigle killtir hicrelerinde trans-
formasyon sonucu zar sialik asit miktarinda bir digiiy bulunmugtur (60).
Bundan Stiril hiicre giizeyi sialik asit miktarindaki dedigim neoplastik du-

rum igin genel bir &zellik olamamaktadir.

Hiicre ylizeyindeki en dnemli karmagik karbonhidratlar heksozaminler
ve heksuronik asit i¢eren glukozaminoglikanlardir. Bir g¢ok aragtirma
transformasyon sonucu bu yapirlarda dedigiklik oldugunu bildirmektedir
(61,62). Cegitli viruslarla transforme edilmig hiicrelerin normallerine
gére hya_.lr‘.ironik asit sentez hizlarinin ve hiicre yizeyi hyaliironik asit
miktarlarinin daha fazla olduju gézlenmigtir (63). Ayrica transforme hiic-
relerde silfatlanmg glukozaminoglikan sentezinin normallere gére daha

diigiik oldugu da saptanmigtar (61).

Cegitli timbrlerde ve transforme hiicrelerde zar lipid ve glikoli-
pid kompozisyonlarinda genel dedigiklikler oldudu bulunmugtur., Bir gok

malign insan timorinde kolesterol ve fosfol ipid miktarlarinin normal



- 20 -

dokuya veya benign lezyonlari gére daha yiksek oldugu anlagilmgtir. Inbar
ve Shinitzky' {64) adla aragtiracilar ise murine ascites lenfoma plazma
sarlarinin kolesterol miktarinin zarin akigkanii§ini ayarlamas: ile biyir

meyi kontrol edici bir iglevi oldugunu gézlemiglerdir.

Transformasyona badli olarak glikolipidlerde gdriilen defigiklikler
konusunda genis galigmalar yapilmigtir (63). Hamsbei NIL fibroblast hilcre=
lerinin gegitli viruslarla transforme edilmesi sonucunda glikolipidlerde
gézlenen deﬁigiklikler su gekilde genellegtirilebilinir : a) Karmagik gl d= ‘
kolipidlerde azalma ile beraber torminal sakkarit iinitelerinde kopma,

b) glikelipid sentezinin terminal sakkaritlerin katilmasi sonucu yiizeyel
dokunma uzantilarina cevabindaki eksiklik, c¢) Enzim, antikor ve lektinle~

rin badlanma Szedlidindeki artag (66,67),

Transformasyondan sonra hiicre yiizeyinde gSzlenen en dnemli dedigik~
likler cegitli igaretleme yéintemlerine' duyarli protein ve glikoproteinle-
rin hicre yﬁ_zeyindeki durunlar: ile ilgilidir (40)., Daha dnce de belirtil-
diyi gibi laktoperoksidaz katalizli lzsr-iyoﬂinasyoz: veya galaktoz oksidaz
katalizli 3H—borohidrit igaretleme yontemleri ile igaretlenen sadlam hiic=
re yilzeyleri daha sonra deterjenlarla ¢Sziniirlegtirilerek sodyum dodesil -
siil Fat-pol igkrilamid jel elektroforezine uygulandiklar: zaman transforme
hiicre yiizeyi protein ve glikoproteinlerinde normallere gére bazy farkli~

liklar saptanmigtir.

Bu dedigikliklerin en dnemlisi transforme hiicre ylizeyinde molekii~
ler adrrlaigs yaklagik 220.000-250.000 olan bif gl ikoproteinin bulunmamasi-
dir. Normal hiicrede bulunan bu glikoproteine 230 K yiizey proteini, LEIS
proteini, I komponenti, Z komponenti, galaktoprotein a veya CsP adla:.i
verilmektegi‘ir (40,68,69,70). Bu glikoproteihin t;an#fome hiicrelerde bu-
lunmayiginin nedeninin sentezinin bloke oclmasi véya gldiricy olmayan sd-

rekli protecliz oldudu digtinilmektedir (40).
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Benzer tekniklerle yapilan g¢aligmalar sonucunda normal Fibroblast-
larda bulunan 210,000 molekiil adirlidinda bir ylizey antijeninin (SF an-
tijeni) Rous Sarcoma virusu ile enfekte hiicrelerde olmadig:r gézlenmigtir
{71). émteolitik enzimlere quyarl:i olan bu antijenin 210.000,145.000 ve
45.000 molekiil agirliganda 3 polipeptitten olugtudu ve ilging olarakta
45,000 molekiil adrrliédindaki kismin (SF 45) elektroforetik olarak saflag-
trrilmrg fibroblast aktini ile beraber hareket ettidi gdzlenmis ve SF an-
tijeninin zar aktini ile iligkili olabilecedind digindirmigtir (71).
Ayrica normal ve timdr hiicrelerinin ytizeylerinden proteolitik enzimler
aracilidas ile uzaklagtirilan glikoproteinlerin sefadeks jel kromatografi-

leri sonucunda transformasyona badli dedigiklikler saptanmigtar (72).

Transformasyon sonucu ylizey enzimierinde de bazi degigikliklerin
oldudu bildirilmigtir. Bu degigiklik en belirgin olafak yikim enzimlerin-
de girilmektedir, Transformasyon sonucuy ‘oligosakkarit hidrolitik enzim-
lerin veya glikozidazlarin dedigtigi sdylenmektedir., Bosmann ve Hall adli
aragt.xr.zc.;.llar insan normal ve malign dokularinda yaptiklara g¢aligmalarda,
malign dokularda normallere gére daha yiiksek B~galaktozidaz, O-mannozidaz,
ndrominidaz ve asit proteaz seviyeleri bulmuglardir (73).

I.5.4. Normal ve Transforme Hiicrelerde Lektin Reseptdrlerinin

Dinamigi.

Timér hiicrelerinin veya transforme hiicrelerin en bilinen &zelligi,
bu hilcrelerin normallerine gére daha diigik lektin derigimlerinde agi uti=-
ne olabilmeliridir (31,32,74,75,76). Ancak transforme hiicrelerinin lektin-
lerle daha kolay aglutine olmalarina kargin bu hiicrelerin igerdigi lektin
reseptc'irlerin.inl say1s1 hakkinda birbiri ile g¢eligkili goriigler ileri si-
riilmektedir. Bazi aragtiricilar lektin reseptdrlerinin sayisinda bir de-

Figiklik olmadagin: ileri siivrerken (77,78), Nocnan ve Burger adly aragti-
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ricalar ﬁraHSfazme veya proteaz ile muamele edilmig hiicrelerin normallere
gére bir ka¢ kat daha fazla lektin reseptdrine sahip olduklarini bildirmig-
lerdir (79). Bu aragtiraicilar digerlerinin lektin reseptirlerinin sayila=-
rinda bir fark. bulamamalaran: onlaran kullandiklari ydntemlerin yukse.k
diizeyde endositoz igermesine baglamektadirlar. Nicolson ve arkadaglari

ise normal, wvahgi tip py BHK ve sicaklifa hassas polyoma ile transforme
BHK {ts3-PyBHK) hiicreleri ile gapt.z.klar.i ¢aligmalar sonucunda pyBHK ve
ts3~-pyBHK hiicrelerinin normallere gére daha digik lektin derigimlerinde
aglutine olmalarina kargin, daha az miktarda 1251 igaretli Ricinus commu-

, .. 125 - ‘
nis aglutini ( I-RCAI) badladigini gbrmiiglerdir (80).

Floresan mikroskobisi ve elektron mikroskopik yéntemlerle yapilan
.galzg;mlar sonucunda lektin reseptirlerinin dagilami, transforme ve normal
hiicrelerdeki mobiliteleri konularinda detayly bilgi elde edilmigtir. Bu
galigmalar sonucwnida transforme .hijc:'re yizeyinde bulunan reseptdrlerin
normallere gére daha toplanmig (Clustered) bir dadilim gdsterdidi saptan-
migtzr (81). Ancak daha sonra yapilan galigmalar transforme hicrelerde
gbzlenen lektin baélama bélgelerinin devamli olmayan lokalizasyonunun
dadainik reseptorlerin lektin ile inditklenebilen t.c:p.lanmas.mdan.kagnaklan—
- diga anlagalmgtrr (19,79). Yine bu konuda yapilan gﬁal:.gmalar lektin re-
septérlerinin yizeyde toplanmig olarak dadiliminin, zar diizleminde lektin-
reseptér difiizyonunun polivalan lektin molekiillerinin ilave lektin bagla-
ma bdlgeleri ile ¢apraz baglanma yapmasindan dolayi meydana geldifini
géstermigtir (19). Hiicreler dnceden gluteraldehit veya formaldehit ile fik-
se edildiyi zaman lektin reseptdrlerinin dadinik olarak bulunduju gdzlen—
migtir (82). Bitin bu bulgular transforme hiicrenin lektin reseptdr mobili-

tesinin normallere gére daha fazla oldugu gdriiginid kuvvetlendirmektedir.

Normal hiicrelerin proteolitik enzimlerle muamelesi sonucunda aglu-

tinasyon ézelliklerinin transforme hiicrelere benzer bir gekilde arttigi



-23 -

goriilmigtiir, Bunun nedeninin kapal:r bulunan (criptic) lektin reseptirle-
rinin proteclitik enzimler tarafindan agida girkarilmasindan kaynaklandi§a

ileri slirilmektedir (32,83).

Baz: hiicrelerin onkojenik olmayan viruslarla enfeksiyonu sonucunda
lektin aglutinasyonunda transforme hiicrelerde oldudu gibi bir artig oldu-

Ju saptanmigtir (84).

Vaccinia virusu ile enfekte hiicrelerde enfeksiyondan 2 saat sonra
viral vaeya konak DNA sentezine gerek olmadan Con A aglutinasyonunda énem-
1i bir artma goriilmigtiir. Benzer gekilde yapilan ;:él.:;malarda tavuf: ve
hamster embryo hiicrelerinin Néwcastlé hastalidr, influenza, vesicular
stomatitis, simliki sindbis ve SV 5 viruslari ile enfeksiyonu sonucu bu
hicrelerin lektinlerle aglutinasyon dzelliklerinin artti§r gézlenmigtir

{84).

1.6, AMAC

Bu galigmada 3H—oon A kullanilarak heteroploid insan akciger hic-
relerinin. (LU~106) kizamik virusu ile akut ve kronik enfekte edilmesinin
bu hicrelerin zar Con A reseptdrlerinin sayi ve afinitelirini ne gekilde
etkiledigi aragtarrildi. Ayraca bebek hamster bébrek devamli hilicrelerinin
(BHE/C1l3) ve bunlarin onkojenik DNA virus grubundan polyoma virusu ile
in vitro transformasyonu sonucunda Con A reseptdr kinetiklerindeki degi-

giklikler itdelendi,



. II. ARAQ, GEREG ve YUNTEMLER

IT.1. ARAQ ve GERECLER

Concanavalin A (Grade IV}, oM, gluteraldehit Sigma firmasindan
{2BD}, 3H-Aseti_k Anhidrit, Amersham firmasindan  (Ingiltere), Ferritin
Nutritional Biochemicals Corp. firmasindan (ABD), Sefadeks tiirleri.
rPharmacaia firmasindan (1sveg), PPO, POPOP, Naftalen, Metanol, BDH firma-
sindan (Ingiltere}, Dioksan, Etilen GZikoﬁ':’. Merck firmasindan (F.Almanya),
Hyamin Hidroksit, Packard Instrument firmas.mdan {ABD}, Bagle's Minimal
Esgential Medium, Fetal dana serumu, D.zfco f.:masmdan {aBp), LU-106 ve
tagiyicy LU~106 hiicreleri E.Norrby, Karolinska Enstitisi (Isveg), BHK ve
DPYBHK hiicreleri J.Subak~sharpe, Glascow Universitesi, Viroloji Enstitisi

(1skogya), Vero hiicreleri Flow Lab., Irvine (Iskogya)'dan temin edildi.
Kullanilan dijer kimyasal maddeler analitik saflikta idi.

Siva sintillasyon sayaci, Packard Tri-Carb Model 3004 (ABD), Spek-
trofotometre Beckman (R) (Model=25), (ABD). Santrifiijler International
Equipment Co. Model k-2 (ABD), Hettich AHT 5200 (F.Almanya), Etiiv Memmert
(ABD)., Isak mikroskobu Seitz Wetzler (F.Almanyal. |

Fraksiyon toplayicis: LKB 700 ultralog, I.Icé (Isveg), Hiicre kilti-
ril sigeléri {10 ounce) Kimax (ABDJ, Hemaglutinasyon plaklar: Oooke Micro~

titer System (ingiltere).
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I1r.2. YONTEMLER
Ir.2.1, Hicreler :

Bu galigmada kullanilan fare embryosu fibroblast (MEF) hicreleri
2, pasajda, hetercploid insan akcider hiicreleri olan LU-106 ve tagiyici
LU=106 hiicreleri laboratuvarimiza geldikten sonraki 5-10, pasaj arasinda,
Bebek hamster bébrek hiicreleri olan BHK/Cl3 ve polyoma virusu ile trans-
forme edilmis pyBHK/Cl3 hiicreleri laboratuvarimrza geldikten sonraki 3-3.
pasaj araé.mda, yegil Afrika maymunu bobrek hticreleri olan Vero hiicrele-

ri ise 20. pasajda kullanildi.
IT.2.2. Hiicre Riltirleri :

Biitin hicre kil tirleri Eagle's minimal essential n:ed.ium (MEM) de
iiretildiler. Hiicre kiiltiirlerinin tiretimi igin vasata % 10 oraninda normal
veya fetal dana serumu, 100 inite penisilin ve 100 ug/ml Streptomisin
ilave edildi. Deneylerde kullanilan primer fare embriyosu fibroblast kil-
tiirii standard yontemlere gére Isvigre albino faresi kullanilarak hazirlan-
di. Hiicreler % 10 normal dana serumu igeren MEM vasatinda iretildiler.
Devamla, heteroploid akciger hﬁcrelefi olan LU~106 ve bu hiicrelerin kiza-
mik virusu ile persistant olarak enfekte edilmig hiicre kil tiri (MC =
MeaSles Carrier) % 2 fetal dana serumu igeren MEM vasatinda dretildiler.
BHK ve pyBHK hiicreleri % 10 fetal dana serumu, % 1 triptoz fosfat ile

zenginlegtirilmig besiyerlerinde iretildiler. Vero hicreleri de % 10 fe-

tal dana serumu igeren MEM vasatinda liretildiler.
II.2.3. Hilcrelerin Kiil tir Sige'.lerinden Sdkiilmesi,

Tek tabaka olugturan hiicrelerin dnce vasatlari dékilir, daha sonra
: ]
3 kez PBS ile yakanan ve 5 ml % 0.02 EDTA ile 10 dakika 37 C de inkibe edi-

lir. Sékiilen hiicreler santrifiij tiplerine alinarak 8 dakika 1200 xg'de
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santrifiij edilir, 3 kez PBS ile yikandiktan sonra sayim ve tripan mavisi
diglama ydntemiyle canlilik testi yapilan hicreler deneye alinir. Yapilan
canlilik testlerinde kullanilan hicrelerin ortalama % 95'inin canli oldu-

Ju saptanmigtir.
I7.2.4, Hiicrelerin Tripsinle Muamele edilmesi.

kil tiir sigelerinde tek tabaka olugturan hicreler vasatlari ddkil-
diikten sonra 3 kez PBS ile yikamir ve S ml % 0.25 tripsin ile 10 dakika
(2}
37 ¢ da inhibe edilirler. Sékiilen hilcreler EDIA yénteminde oldugu gibi de-

neye hazirlamirilar,
Ir.2.5. LU=106 Hiicrelerinin Kizamik Virusu Ile Akut Enfeksiyonu.

Normal LU~106 hiicreleri kiil tir ortaminda 1 TCID 50 sikliginda kiza-
mik virusu (Bdmonston strain) ile enfekte edildi. Hiicreler enfeksiyondan

20 saat sonra kullanalda.
II.2.6. Protein Tayinleri.

Protein tayinleri 280 mm de absorbans Slgimi ile yapild:, Con A

i¢in molar ekstinksiyon katsayisi olarak 1.14 kullanildi (83).
II.2.7. Radyoaktivite Sayimlari.

Radycaktivite sayimlari 5 ml Bray ¢dzeltisinde Packard Tri-Carb
sivi sintillasyon sayacinda yapildi. Aletin okuma verimi trityum igin % 49

clarak bulundu.

II.2.7.1. Dioksan'in Peroksitlerden Arindirilmasi (86) :

Bray ¢dézeltisinde kullamilan dioksan'in sayim sonuglarini yiiksel ten
peroksitlerden arindirilmas: igin Dioksan 2 saat sodyum lizerinden geri so-

Jutucuda kaynatildiktan sonra yine sodyum dzerinden distillendi.
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Ir,2.7.2. Percksit Olgimil (86) :

10 ml dioksan, 10 ml su, 0.5 ml glacial asetik asit, 5 ml kloroform
ve 1 ﬁzl.% 10'1uk potasyum iodir giddetlice galkalanarak karigtirildi ve
2 dakika beklenildi. A¢ida ¢ikan iyod 0.1 N tiosﬁlfat ile ¢ézeltl renksiz
olana dek titre edildi. Sodyum {izerinden geri sodutucuda kaynatildikian .

sonra distillenen dioksanda percksite rastlanmadi.
11.2.7.3. Bray Sayim (8zeltisinin Hazirlanmasi (87) :

4 gm PPO, 200 mg POPOP, 60 gm naftalen, 100 ml metancl, 20 ml eti-

len glikol karigtirildi ve dioksan ile 1 lt'ye tamamlandi.
3
Ir.2.8. "H-Con A'nin Hazirlanmasi (80).

Con A 10 mg/ml derigimde 10 mM fosfat tamponu Igerer SErum fizyolo=
jikte (PBS) ¢bzildi. Ortama son derigim 60 mM olacak gekilde a~-metil manno~

piranozid katildi ve 60 dakika sire ile 0°c da bekletildi. Karigimin pH'si

kat: Na 3H-ase.—

€O, ile 8.85%e getirildi. Ozgiil etkinligi 500 uCi/mol olan

3
tik anhidrit sodyum fizerinden distillenmis dioksanda gbziildi. 5 wCi “H/mg

2

Con A olacak sekilde karigima katildr ve 90 dakika siire ile o°c da inkiibe
edildi, Bu karigim 920 x 1.57cm boyutlarinda PBS ile dengelenmig Sefadeks
G-25 veya G-50 kolonuna uygulandi. Kolon 4 ml/saat ak..r.g hizinda PBS ile
‘eliie edildi, 1.5 ml  olarak toplanan fraksiyonlarda protein ve radyoakti~
vite tayinleri yapildi. Birlegtirilen aktif fraksiyonlar 1/1000 x 3 ora-
ninda PBS'ye karsi 48 saat sire ile 4°C da diyaliz edildi ve hemaglutinas-

yon aktivitesine bakildi.
Ir.2.9, Mikrohemaglutinasyon (88).

pefibrine kandan ayrilmig ve serum fizyolojik ile 3 kez 1/10 ora-

ninda yirkanmig insan, koyun ve tavgan eritrositlerinden % 1.5 Iuk gispan-
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siyon hazirlandi. Con A Dulbecco PBS (89}ile seyreltildi ve eritrositlerle
U tipi hemaglutinasyon plaklarinda 1 saat sire ile oda sicaklidanda inkiibe
edildi. 2X seri dilfisyonlarla hemaglutinasyon aktivitesi gdsteren en diigitk

Con A derigimi saptandi.
IT.2.10. Mikrofiij Teknidi Ile Badlanma Deneyi (78).

kiil tiir ortamindan sékilen ve 3 kez PBS iie yirkanan hiicreler (0.5-
1.5 x los/ml) 1.5 ml'lik plastik tiiplerde Ca'H, MnH, PBS ve 3H-Con A
(0.8~250 Ug/ml) ile 1 saat 0°C da inkiibe edildi. Kontrol tiiplerine 60 mM
oMM konuldu. Inkiibasyon sonunda hilcreler 9 dakika 850 xg'de santrifij edil-
di. Slipernatandan gerbest lektin derigirﬁini saptamak igin Ornek alindi,
Siipematan. dokiildiikten gsonra dipte bulu_nén hiicreler 50)\ PBS ile kal.dlrlllp,
iginde 350 A % 2.5'luk BSA bulunan 1 mi'lik plastik tiiplerin lzerine yayil-
di. Inkitibasyon tipleri 2 kez 50 A PBS ile yikanarak bunlarda albuminli tip~
lere ilave edilerek 9 dakika 850 xg'de santrifij edildi. Siipernatandan
alinan Srnekler hem hilcrelerin serbest lektinden ne élgide temizlendigini
hem de hiicrelerin saglam olup olmad:.kiar:.m.n anlagilmasinda kullanildi.
Cokelek ise hyamin hidroksid ile goézinlrlegtirilerek sayim gigeleriné

aktaralda.

Ir.2.11. oMM fle Yapilan Sékme Deneyleri.
7I.2.11.1. Perigime Bafamly Sékme Deneyi :

+e +
MEF hiicreleri 200 ug/ml Con A, Ca , Mn  ve FPBS ile 1 saat o°c da
inkiibe edildikten sonra, gegitli oMM derigimleri (0.25-60 MM)
ile muamele edilerek badla Con A'nin sdkiilmesi mikrofij yéntemiyle sap-

tandi.



71.2.11.2. Zamana Bagamli Sokme Deneyi :

++ ¥
MEF hilcreleri 200 ug/ml Con A, Ca ; Mn  ve PBS 1 saat ooc da in-
hibe edildi. Inkibasyondan sonra karigima 60 mM oMM ilave edildi ve degi-

§ik zamaplarda (10-120 dakika) karigimdan Srnekler alinarak badli Con A'nin
zamana badamli sékiilmesi mikrofiij ydntemiyle saptandi.

II.2.12. Asosiyasyon Sabiti {Xa) ve Reseptér Sayis: (N)'nin Hesap-

lanmasa.
Reseptér~ligand iligkisi
R“IJ-"RL -tgondnpaooonnco(l)
e

olarak ifade edilecek olursa

{RL)

3 = ;;;;;;-- R N k2
burada;
K; : Asosiyasyon sabiti
(R) : Serbest reseptdr derigimi

(L) : Serbest ligand derigimi

(RL): Reseptdr-ligant kompleksi

Scatchard'an (90) ifadesine gdre,

(L, |
-—-""-':"K(L) +K(R) o.o--obquao-pr-g)
a b a
(L)f
burada;
{L)b ; badlr ligand derigimi
(L)f : gserbest ligand derigimi
(R) : toplam reseptdr derigimi

k ¢ Asosiyasyon sabiti
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Eder B = bagli Con A

H

serbest Con A

|
]

=
H

Con A reseptdrlerinin sayisi denilecek clursa
(3} numarali denklem

B
';-=-KaB+KaNgono.-.----_-to-oto(4}

hal ine gelecektir.

{4) numaralr ifadeden faydalanarak B/F'e kargi B gizilecek olursa,

elde edilecek dogrunun egimi —Ka, x~eksenini kestidi noktada N olacaktir,
Radyoaktivite sayamlar: ile ¢izilmig érnekler bir frafikte;

Sbd
SN —————E S TV o S W LT EY)

Ozgiil etkinlik (SbdAlg Con A} x Mol. Agarlik (Con A)

UM con A (bag‘;’rlz) x 6,02 x 1023 {Avagadro sayisi)
— e ~~ = N (Reseptdr / Hiicre)
beneyde Kullanilan Hiicre Sayisi sayis:

Ayni gekilde radyoaktivite sayamlari ile ¢izilmig Ornek bir frafikte;

y, = U, y
Eg-im = --'-1'---.-.-—- e - - —Ka
‘ - T

Jfl XO X

Szgiil etkinlik (Shd/ug Con 4)

g ~3
-Ka = - e x 10
' x' x 10°®

Mol, Adirlik (Con A}

- y 3
Ka (M l) = =—= x 10 x Mol. Agarlak (Con 2) olarak hesaplanar.

xl‘
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Baglanma deneylerinde kullanilan ~H~-Con A'nin Sefadeks G-25 kolonun-—
dan elisyonu Sekil 4'te gorilmektedir. o~MM iceren ortamda yapilan kromatogra-
fide aktif bSlgeleri mannozid ile kapali olan Con A Sefadekse tutunmadan crk-

makta ve igaretli asetatin fazlasandan kolayca ayrilmaktadir. 1.5 x 104 cpm/ug

O2giil etkinlikte Con A bu yéntemle $ 95 verimle elde edilmigtir.

OPTIK DANSITE . RADYOAKTIVITE
(280nm) ' {sbdx 10~
107°)
so . & —° | ——d |
. : 50
4.0 Bﬂl
3.0 ” a0
|
1 |
2.0 ‘ zo
! |
b | . |
1.0 | 10
| /]
/
| s |
| -
e T _ .
o 5 : d e !
L I 20 30 40 50 50 70
TUP_NUMARASI '
3 .
S$EKIL 4 : H-Con A'nin Sefadeks G-25 kolonunda saflagtiriimasi. 90 x 1.5 cm

boyutlarindaki kolondan toplanan 1.5 ml 1lik fraksiyonlarda 280 nm
de protein tayini ve Bray g¢dzeltisi kullanilarak radyoaktivite
tayini yapilmigtir. Radyoaktivite dakikada sayim olarak bildiril-
migtir., Kolon akig hizi 4 ml/saat olarak ayarlanmigtir. Tip 41-47
Fraksiyon A, Tip 48-52 Fraksiyon B olarak toplanmigtir.
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3 ‘ N o
Elde edilen H~-Con A'nin biyolojik aktivitesi Resim 1 'de gisteril-

migtir, Tavgan eritrositleri ile (% 1.5) 1.5 Ug/ml derigime kadar hemagluti-

nasyon saglanmigtir, Natif Con A ile igaretli Con A'nin ayni derigimde aglu-

tinasyon yapmalari igaretlemenin Con A'nin biyolojik aktivitesinde herhangi

bir defigikl ije neden olmadidini gdstermektedir. Hemaglutinasyonun Szgiill -

gii o—MM kontrolleri ile saptanm:.;.";:.r.

;¢¢¢¢f ¢¢¢¢

‘RESIM 1

4 »%44»4@

’0

Q:

H=Con A'nin biyolojik aktivitesinin Slgiilmesi.

2X seri diliisyonlar yatay eksende gdriilmektedir.
Birinci kyyularda I: pnatif Con A; 85 Ug/ml, II

ve ITT : H-Con A (Frak. A); 80 Ug/ml, IV_: 3H-

Con & (Frak. A) - O~MM (5 mM}), V ve VI : “H-Con A
(Frak, B); 87.5 ug/ml, VII : Dulbeccoe PBS kontrolu.
Hemaglutinasyon % 1.5'luk tavgan eritrosit siispan=~
siyonunun lektinle oda sicaklifinda 1 saat inkiibas-—
yonu ile gergeklegtirilmigtir,
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Model sistem olarak segilen MEF igin‘zamana baglmll‘baélanma.eérisi

Sekil 5'te gdriilmektedir. Baglama 60 dakika inkiibasyon sonucunda doygunluga:

ulagmaktadir.

B(sbdx107?)

Zaman ( dakika)

SEKIL, 5 : Zamana ba§1m1i baélanma.eérisi.
Zaman.(dakika)

Apsis 2
Ordinat : Baglanan “H—Con A (Sbd x 10~3)
Hiicre : MEF, (9 x 105/m1), Normal

34-con a: 250 Hg/ml
o~MM (Kontrol) : 60 mM
Sicaklik : 0°c
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Sekil 6'da MEF i¢in derigime badimli baé’rlanma efrisi gdriilmektedir.

Baglanma 200 ug/ml '-_"H-Con A derigizhihde 'doygunlug'ia ulagmaktadir.,

B (sbdx10 )

Con A( ug/mt)

SEK1IL 6 : Derigime badiml:i badlanma edrisi.

Apsis : 3H-Con A derigimi (ug/ml)
Ordinat : Baglanan 34-con a {shd x 10-3)
Hiicre ¢ MEF (6.5 x 10°/ml), Normal
Y4-con a : 1.7 - 250 pg/ml

a~MM (Kontrol) : 60 mM

Sicaklik : 0%

Inkiibasyon zamani : 60 dakika




3 | . .

Baglanan H-Con A'nin O~-MM tarafindan zamana badimli sékiilmes i

§‘ekil‘ 7'de gériilmektedir. Badlanan 3H-Con A'nin 10. dakikada % 29.2'si,
30. dakikada % 71'i, 60. dakikada % 91'i, 120. dakikada ise % 91,2'si O=MM

- tarafindan sc‘ikijlmekted.ir._

B(sbdx107?)

Zaman { dakika)

§EKIL 7 : Zamana bagimli o-MM inhibisyon edrisi.

Apsis 2 ‘Zéman (dakika)

Ordinat : Sdkiilen 3H-Con A (sbd x 10-3)
Hiicre : MEF (7.5 x 106/m1}, Normal =
JH-con & : 200 ug/ml

o~MM : 60 mM

Sicaklik .-' OOC
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3 . .
Sekil 8'de ise badlanan “H-Con A'nin o-MM tarafindan derigime bagim-

11 sokiilmesi gorilmektedir. 0.5 mM o-MM derigiminde % 76'si, 15 mM o~MM de-

rigiminde % 87'si, 60 mM 0~MM derigiminde ise % 89'u sdkiilmektedir. .

B(sbdx107?)

SEKIL 8 : Derigime bagimli o-MM inhibisyon edrisi.

Apsis : a-MM (mM)

Ordinat : Scékiilen 3H—Con A (shd x .10-3) '
Hiicre s MEP (9 x 105/}n1); Normal
3H-con a : 200 Yg/ml

o=-MM 2 0.2-60 mM

Sicakizk = 0°¢

Inkiibasyon zamani : 60 dakika
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MEF hiicrelerinin baglanma eg‘if.is.i gekil 9'da Scatchard dodrusu ise
Sekil 10'da gériilmektedir, ‘Baélanma edrisinde toplam baéla._;zm ile o~-MM
igeren kontrollarin verdigi b‘éélanma ayri ayri gdsterilmigtir. Bunlarain far-
k1 dzgiil baglanmayi Verrﬁektedir. Scatchard analizi sonucunda K, z 1.52 x
-1

10 M=, N = 15,54 x 10 reseptdr/hiicre bulunmugtur. Bu badlanma edrisi ayra

ayri yapilan 5 deneyin ortalamalari kullanilarak g¢izilmigtir (Sekil '9,10).‘

B {sbdx10-3)

5.0
® -
Toplam Baglanma
| I [ ' :
l..n ® *— Ozgit Bajlanma
E _
\
\
|
s.n
5
20]
1.07 r
/ 8— of MM
o _" T 100 o %0 200

Con A{ug/ml )

$EKIL 9 : MEF hiicrelerinin baglanma edrisi.

Absis : 3H—Con A (ug/ml) 3
Ordinat : Badlanan 3H-C.‘on A (sbd x 10 )
Hicre = : MEF (5 x 10°/ml), Normal

3

H=Con A : 1-225 ug/ml

a~-MM (kontrol) : 60 mM
Sicaklik o°c
Inkiibasyon zamani : 60 dakika

"
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B/F x10%

250

200

150

100

10 2.0 30 40 5.0 $0 10

B (sbdx10?)

SEK1L 10 : MEF hiicrelerinin Scatchard dodrusu.

oy I | ' -3
Absis : Bagli H-Con A (sbhd x 10 )
Ordinat : Badli/Serbest 3y-con a

Sekil 11'de tripsin (% 0.25) ile muamele edilmig MEF hiz’creler.i;nin .
Szgil barjlam.nasz gﬁsterﬂmigtir.. Sekil 12'de ise Scatchard dogrular:i gdriil-
mektedir. Tripsin ile muamele sonuc;:mda MEF hiicrel erinde ytliksek afiniteli
(K, = 6 x 107M~1), 1.06 x 106 adet yeni reseptdr agida gikmgtir. Scatchard’
anal izinden gorilecedi gibi baglanma 2 fazlidir. Ikinci fazda daha duguk

6 - ' 6 5
afiniteli (0.76 x 10 M 1) hiicre bagina 8.69 x 10 adet reseptdr vardir.
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B(sbdx107?)

Con A{ ug/ mlL)

SEKIL 11 : Tripsin ile muamele edilmig MEF hiicrelerinin
‘ baglanma edrisi, -

3
Absis : H=Con A (ug/ml)
Ordinat : Baglanan Jy-con a (sbd x 107>)
Hiicre : MEF (1.1 x 106/ml), Tripsinize (% 0.25)}
3 .

H-Con A : 8=266 Ug/ml
a~MM (Kontrol) : 60 mM
S1caklik : 0%
Inkiibasyon zamani : 60 dakika
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8/F x10°

120

0

30

B(sbdx10"2%)

SEKIL 12 : Tripsin ile muamele edilmig MEF hiicrelerinin
©  Scatchard dogrusu.

Absis : Baglanan 3H—Con A (shd x 10 J
Ordinat : Ba§li/Serbest 34-con a

Sekil 13"te Vero hiicrelerinin ba§lanma egrisi, 14 'te ise Scatchard
. ' 3 .
dodrusu goriilmektedir. Vero hiicreleri doygunluga 170 yg/ml H-Con A derigi-
minde ulasmglardir. Scatchard analizi sonucunda bu hiicrenin yiizeyinde

6 - 6 . .
2,09 x I0 M 1 afiniteli 11.05 x 10 reseptor oldugu anlagsilmstir,
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B{sbdx10"?)
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Con A (ug/mlL}

SEKIL 13 : Vero hiicrelerinin bajlanma edrisi.

Apsis :
Ordinat :
Hicre :
3H-Con y:| H
a=-MM kontrol
Sicaklik

3H'C°n, A (ug/ml)

Badflanan 3H—Con A (sbd x 10"3)
Vero (4 x lOS/ml), Normal
5200 ng/ml |

L]

60 mM
“c

Inkitbasyon zamani : 60 dakika
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B/F x 10°

B (sbd x1073)

$EKIL 14 : Vero hiicrelerinin Scatchard dodrusu.

.3 -
Apsis : Badlanan H-Con A (shd x 10 3)

Ordinat : Bagli / Serbest 3H-Con A

Heteroploid insan akciger hiicreleri olan LU-106 hiicrelerinin baglan-
ma eg;risi Sekil 15'te _Scatcha:d doé.;:'u.lar.r ise Sekil 16'da gdriilmektedir,
LU-106 hicreleri doygunluda 190 uQ/ml 3H—Oon A derigiminde ulagmglardir.
Scétchard analizi 2 .aer. tip reseptériin varlidini gdstermigtir. Bunlardan
giiksak- afiniteli (4.01 x IOEH_I) olanlar 8.9 x IOS/hiicre, digik afiniteli

6 - 6
(2.72 x 10 M 1) olanlar ise hiicre bagina 6.59 x 10 adettir.
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B (sbdx10)

Con A ( pg/mt )

SEKIL 15 : LU-106. hiicrelerinin baglanma edrisi.

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

Ordinat : Baglanan 3H—Con A (shd x 10-3)
6

Hiicre : LU-106 (1.25 x 10 /ml)}, Normal

3H-Con A ;1.7 - 245 ug/ml
o-MM (kontrol) : 60 mM |
Sicaklik : 0%
Inkiibasyon zamani : 60 dakika
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B/Fx10"
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B{sbdx10"?)

SEKIL 16 : LU~106 hiicrelerinin Scatchard dodrusu.

, 3 -
Apsis : Baglanan H-Con A (sbd x 10 3)
Ordinat : Bagli / Serbest 3H-Con A

Sekil 17 de tripsinle (% 0.25) muamele edilmig LU-106 I;iicrelerinin
baé'rlanma‘ eg‘frisini, Sekil is'de ise bu baglanmanin Scatchard analizi gdriil-
mektedir. Baglanma 200 wg/ml 3H—Oon Aa déri:;.iminde doygunluga ulagmgtir,
Scatchard anal.izi“sonucmda baglanmanin iki fa_zli oldugu anlagilmgtar,
Normal LU-106 hiicrelerine gbre yiiksek afiniteli reseptc'iz"lerin sagu..lar.t

yaklagik 4 kat artarken afiniteleri yaklagik 8 kez digmiigtir. Digik afiniteli
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reseptdrlerin ise sayilari yaklagik 3 kat artarken afinitelerinin yari yariya

dig tiigd goril migtir.

B(sbdx10"7)

50 00 150 200 : 50 300

Con A( ug/mlL )

SEKIL 17 : Tripsinle muamele edilmig LU-106 hiicrelerinin
baglanma egrisi.

3
Apsis : "H-Con A (Ug/ml)
-3
Ordinat : Baglanan 4-con a (sbd x 10 )
Hiicre : LU-106 (7 x 10°/ml), Tripsinize (% 0.25)
3

H-~Con A2 : 1-206 ug/ml
o~MM (kontrol) : 60 mM

Sacaklik °c
inkiibasyon zamani : 60 dakika

L]
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SEK1L, 18 : Tripsinle muamele edilmig LU=106 hticrelerinin
Scatchard dogrusu.

. 3 : -
Apsis : Baglanan H—-Con A (sbd x 10 3)
Ordinat : Badli / Serbest JH—Cbn A

Sekil 19'da kizamk virusu ile kronik olarak enfekte LU-106 hiicrele=
rinin baglanma edrisi gérilmektedir. Hicreler doygunluga 230 \g/ml “H~Con A
derigiminde ulagmaktadirlar. Sekil 20°'de goriilen Scatchard analizi iki ayri
tip reseptdrin varlidini gﬁétermektedir. Normal LU~106 hiicreleri ile kargi—

lagtirildid:r zaman kronik enfekte Li-106 hiicrelerinin yiiksek afiniteli
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6 - I
(24.4 x 10 M 1) reseptdérlerinin normallere gdre sayica 3 kat artarken afini-
te bakimindan 1/20 oraninda bir diigtis gdriilmektedir., Toplam reseptéir sayisi

6
hiicre bagina 8.68 x 10 olurken afinitesinde digiyg olmugtur.

B(sbdx10?)

Con A{ ug/ml}

SEK1L 19 : Kronik enfekte LU~106 hiicrelerinin baglanma edrisi.

3
H=Con A (Jg/ml)
ordinat : Badlanan 3u—con a (sbd x 107>)

Apsis

. 5 '
Hiicre : LU-106 (5 x 10 /ml)}, Kronik enfekte -
J4-con 2 : 0.89 - 230 ug/mi

o~MM (komtrol) : 60 mM
Sicaklzk’ °c

Inkibasyon zamani : 60 dakika
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B (sbdx10")

SEKIL 20 : Kronik enfekte LU=-106 hiicrelerinin Scatchard
dodrusu. ‘ :

3 -
Apsis . : Baglanan H-Con A (sbhd x 10 3)
Ordinat : Bagli / Serbest 3H---t:,‘on A

Kzzanuk virusu ile akut olarak 17TCTD 50 siklidinda enfekte edilen‘ ve
enfeksiyondan 20 saat sonra baglanma deneyine alinan LU~106 hiicrelerinin
baglanma egrisi gekil 21'de, Scatchard analizi ise Sekil 22'de gdriilmekte—
dir. Scatchard analizi 3 ayri tip reéeptc'irﬁn varligini géistermekte&ir. Akut

enfeksiyon sonucu ﬁoplam reseptdr sayisinda bir misli artig olurken afinite

8 -1 ,
4 kez diigmiigtiir. Yiksek afiniteli (2.43 x 10 M~ ) reseptdérlerinin sayisindaki
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'artlg 6nemli degildir., Ancak normal, kronik enfekte ve tripsinle muamele edil-
m.i.f; LU-106 hiicrelerinde 2 tip reseptdr varken akut enfeksiyon sonucu yeni tip

reseptdrler ortaya ¢ikmigtir.

B (sbdx10")

Con A (ug/mt)

SEK1L 21 : Akut enfekte LU-106 hiicrelerinin badlanma e§risi.

. 3
Apsis : H-Con A ( ug/ml)
Ordinat : Baglanan 3-con & (sbd x 10°°)
.. 5
Hiicre : LU-106 (6 x 10 /ml), Akut enfekte
3

*

H-Con 2 : 0.85 = 300 pg/ml
a-MM (kontrol) : 60 mM
Sicaklik 0°c
Inkiibasyon zamani : 60 dakika
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SEKIL 22 ; Akut enfekte LU-106 hiicrelerinin Scatchard dodrusu.

Apsis : Baglanan 3H—Con A (shd x 10_3)
Ordinat : Badli / Serbest 3H-Cbn .|
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Tablo III'te normal, kronik enfekte ve akut enfekte LU-106 hiicrele=-.

rinin Con A reseptdr say:r ve afiniteleri topluca gérilmektedir.

Tablo -1 NORMAL KRONIK ENFEKTE | AKUT ENFEKTE
| LU ~106 LU-106 LU 106
10™% Ka Ka, : 401 Kay: 24.4 Ka,: 243
(M) : Ka, : 2.72 Ka, : 1.62 Ka,: 8.11
o Kay: 0.66
0% N N, : 0.89 Ny :2.41 Ny : 1.18
( Reseptidr /7 Hiicre) N2 : 6.58 N, : 8.68 N2 : 5.72.
\ Ny : 13.62

.Sekil 23'te bebek hamster bébrek hiicrelerinin badlanma edrisi, Sekil
24" te ise baglanmanin Scatchard yéntemiyle analizi gérilmektedir. Scatchard
analizi 2 fazli ¢ikmig, dijer bir deyigle BHK hiicrelerinde toplam .
1.03 x 10°0°L afiniteli, 6.24 x 10° reseptér ve bu toplamn % 28'i olan

1

7 - - - ‘
1.6 x 10 M~ afiniteli 1.75 x 10 reseptdr bulunmugtur.

$eki1 25'te tripsinle muamele edilmig BHK hiicrelerinin badlanma edri-
si, Sekil 26'da ise bu bag?lanman.ﬁ: Scatchard.yc')'ntemi ile analizi gérilmekte—
dir. Scatchard analizi hiicrede Con A'ya Szgil iki tip reseptdr oldufunu gés— -
termekte&ir. Normal BHK hiicreleri ilg kargzlagt.tr:..ld;&mda bu reseptérlerin

afinitelerinin diigmesine kargin sagzlannin arttidr anlagilmaktadir.,
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50 100 150 T 200 250 00

Con A ( pg/ml)

SERIL 23 : BHK hiicrelerinin badlanma edrisi.

3
Apsis : H=Con A gug/ml)
Ordinat : Baglanan H-Con A (sbd x 1073
: 6
Hiicre ¢ BHK (7.5 x 10 /ml}, Normal
3

H-Con A : 0,85-188 ug/ml

o~MM (kontrol) : 60 mM
Sicaklik : 0%
Inkiibasyon zamani : 60 dakika
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B/Fx 10"

1 2 3 & 5 ] 7

B(sbdx107?)

SEK11. 24 : BHK hiicrelerinin Scatchard dogrusu,

' 3 -3
Apsis : Baglanan H~Con A (sbd x 10 )
ordinat : Badlir / Serbest JH—Con A
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B (sbdx107Y)

ConA{ g/ ml)

SEKIL 25 : Tripsinle muamele edilmig BHK hiicrelerinin badlanma
edrisi. :
Apsis : 3H—Con A (ug/ml)
Ordinat : Badlanan “H-Con A (sbd x 10 )
Hiicre : BHK (5 x 105/ml), Tripsinize (% 0.25)
Jh-con 2 : 0.94 - 185 ug/mi '
a~MM (kontrol) : 60 mM
Sicaklik 0°c
Inkiibasyon zamani : 60 dakika
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B/F x10*

8 (shdx107?)

SEKIL 26 : Tripsinle muamele edilmig. BHK hiicrelerinin
Scatchard dofrusu.

. . ‘ -3
Apsis ¢ Baglanan 3H—Con A (sbd x 10 )

3
Ordinat : Bagli / Serbest H~Con A

Sekil 27 ve 28'de polyoma ile transforme BHK hiicrelerinin baglanma
egrisi ve Scatchard dodrusu gdriilmektedir. Transforme hiicreler normallere
gére daha az Con A reseptdriine 'sahip olmalarina kargin, her iki tip reseptd-

riin de afinitelirinin normallere gére énemli bir artig gbsterdigi anlagilmak=-

tadir.
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B{sbdx10"¥)

Con A(pg/mi )

SEK1L 27 : Polyoma ile transforme BHK hiicrelerinin baglanma

egrisi,
Apsis
Ordinat

Hiicre

3mcon, a

Ju~con a (ug/ml)

Baglanan 3H—Con A (sbhd x 10_3)

BHK (5 x 105/m1), Polyoma ile transforme
0.8 - 200 ug/ml

o~MM (kontrol) : 60 mM

Sicaklik

: OOC

Inkitbasyon zamani : 60 dakika
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SEKIL 28 : Polyoma ile transforme BHK hiicrelerinin Scatchard

dogrusue.

‘ . . 3 ‘ ' ~3
Apsis : Baglanan "H-Con A (sbd x'10 )}
Ordinat  : Badli / Serbest 3H-Oon A

Tablo IV'de normal ve polyoma ile transforme BHK hiicrelerinin Con A

reseptdrlerinin sayyr ve afiniteleri gériillmektedir,
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-1 .

Ible -*v [™"gHK | PyBHK
_{(Normal) ___ }{Polyomq trgnsforme)

107 Ka  Kay: 16.0 Kay: 92.6

(M) _ _

Kﬂz . 1.03 - Kuz - 3.30

10 N N, : 175 N, :0.50

( Reseptér/Hicre) N, : 624 N, : 3.50

ES

Tablo V'de MEF, LU-106, BHK ve Vero hiicrelerinin Con A reseptdr sayi

ve afiniteleri topluca gérilmektedir.

)
Tablo - v .
MEF LU -106 BHK VERO
-5 | Ka, : 401 Ka,: 16.0
10 x Ka 1.52% 0.65 ‘ ! 2.09
(M-1) | Kay: 2.72 Ka, : 1.03
10"x N 15.5058.40 Ny : 089 N, : 175 .05
(Reseptor/Hicre } N :659 N :624 '
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Tablo VI'da tripsinle muamele edilmig MEF, LU-106 ve Vero hﬁcrelerihin

con A reseptdr sayi ve afiniteleri gdriilmektedir,

Tablo -w MEF | LU-106 BHK
107*x Ka * Ka,: 60.00 Ka,: 51.72 Ka,: 6.00
(M) Ka,: 0.76 Kag: 1.43 Ka,: 1.10

10 Ox N N, 1 1.06 N, : 3.50 N, : 3.58
{ Reseptor / Hiicre) N, : 869 N, 12010 N, : 10.65




Concanavalin A hiicre ylizeyinin yapisi, iglevi, normal ve transfor-
me hiicrelerin kargirlagtirilmas: ¢aligmalarinda dzgill bir ligand olarak
pek gok aragtirmaca tarafindan kullanilan bitkisel kaynskl: bir lektindir.
Sakkarit ic¢eren h:‘.ici-esel-reseptérlerin Gzgiil l;igand.-t olarak bilinen Con A
gok dedigik tiir hiicre ile yapilan galigmalarda gerek reseptdr sayisini ge-
rekse kisaitli sainirlar igerisinde afinitelerini saptamada kullanilabili~
nir, Bu tir kullamim: icin Con A'ya dedigik radyoaktif igaretleme ydntem-
leri uygulanmigtir (92,93,94,95). Bunlardan 63Ni—-09n A tekrarlanabil irli-—
gi, 1 e-siksinil con a 6zgiil etkinliginin disikligi, L2 I-Con A yarz ém-
riinin Ic.téal:.g?l agirsindan wygun tirevler olarak gdriilmemektedirler. 3H-
Asetil Con A hem dayanikli hem de tekrarlanabilir sonuglar veren bir Con A
tirevi olarak se¢ilmig, yikksek afinitell az sayida reseptériin taninmasin-
da ortaya.zorluklar ¢crkaran diigiik dzgiil etkinliginin giderilmesine ¢ali~-
girlmrgtir. Bu galigmada eide edilen 3H—Aseti1 con A kﬁllamlan yéntemle
ilgili pek ¢ok yayinda bildirilen verim ve &zgil etkinliklerden daha yiik-
sek verim ve Ozgiil etkinlikle elde edilmigtir (79). Bu sonucun elde edil-
mesinde a-metil mannopirazozit derigimlerinin yiksek tutulmas), taze _3&'-—
asetik anhidrit kullanilmasi, ¢éziicd olarak kullanzlan dioksanin biyik
bir dikkatle susuzlagtirilmasi ve Con A, asetik anhidrit oraninin yakla-

g1k 50 kez yiksek tutulmas:i rol oynamigtir, Ayrica pif sanarz dikkatle
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ayarlanarak tetramerik Con A oldugunca yiksek oranda tutulmugtur. Mikro-
hemaglutinasyon ydntemi ile Glgiilen biyolojik aktivitenin natif Con A ile
ayni derigimde gergeklegtirilebilmesi de aktif (tetramerik) ve yiiksek et~
kinlikte Con A elde edildiginin bir kanitidir. lgavetlenmig Con A'nin saf-
lagtirrlmasinda kullanilan degligik Sefadeks tirlerinden Sefadeks G-25
(medium) en uygun sonucu wermig, ayna iglem ig¢in Sefadeks G-50 (fine)
kullanildirdinda hem verimin diigtidd hem de 3H—asatik anhidritin etkin ola-
rak, uzaklagtirilmadigd: goriilmiigtir, Ayrica bu tip Sefadeks tiirevleri,
kromatografi siiresinin uzunludu ve bog hacimlerinin (Vo) biny ikl G§i agisin-
dan kullanilan g~metil mannopiranozit’'in difiizlenmesi ile bir miktar da
afinite kolonu olarak g¢aligmiglar ve aktif Con A veriminin digmesine ne-

den olmuglardir.

Bu galigmada kullanilan baglanma ydntemi &zgill olmayan badglanma~
y2 (Cam, plastik v.b. ylizeylere yapigma) ortadan kaldirmasi ve endasito—
Zun dugarl.l bir gekilde dlgillmesine olanak vermesi acisindan dider bad-
lanma yéﬁtemlerine gére Ustinlik tagimaktadir, Con A'nin hiicre yiizeyine
baglanmasinin inhibisyonu dider arast:riczlarzn da (78,96) belirttifdi gibi
yaklagik 10 mM o-metil mannopiranozit derigiminde gergeklegirken, inhi-
bisyon igin gerekli inkitbasyon zamani difer aragtiricilarin bildirdigi
120 dakika (96) ve 180 dakikaya (78} kargin 60 dakika olarak buliunmug-
t_:ur. Gene yapilan deneyler sonucunda endositozun % 18’in iizer.iné ¢cik~
madig: saptanmygtar. Serbest lektinin ortamdan 'uzaklagtzleabilmesi igin
baglanmadan sonra hicrelerin yikanmasi ve bu iglem igin gantrifiigasyon,
gerek sicaklik deﬁi%ikliklerme badgl: olarak gerekse fiziksel gﬁgle;r
rin etkisi ile bagly lektinin hiicreden kopmasina neden olmaktadair.
Kullanilan albtiminli mikrofij yéntemi, kisalidz (hicrelerin canliligz-
nin korunmas: agisindanl}, yikama ve santrifiigasyon iglémlerinin en azda
tutulmas: (ligand-reseptér iligkisini etkilememek agisindan) ve albimin

tabakasinda yaprlan sayimlarin deneyin kontroluna olanak vermesi agasindan



pek gok istinlikler tagimaktadir. Sadlikli bir baflanma deneyinde albimin .
tabakasi sayima toplam serbest Con A gayiminain % 1’inden az olmaktadir.
Albiimin fraksiyonunda uiikksek sayim olmasi hicre canlilidinin veya resep-
tc':‘r-l.ig;and iligkisinin bozulmasaini gdstermektedir. Albiiminli mikrofii yén-
teminden daha sadlakla bir yéntem olarak diiginiilen gabuk sdzme ydntemi,
kullanilacak stizme materyalinin &zelliklerine badl: olarak son derecede
safliksiz sonuglar verebilir. Urnedin bu galigmada 0.22 ve 0,45 mikron ga-
pinda millipore filtreler demenmig ancak biyik Slgiide Con A bagladidindan
sadliksrz sonuglar elde edilmesine neden olmugtur (Bildirilmemig sonuglar).
Badlanma deneylerinde sacaklidan o-4°c aralifinda tutulmasi bu deneyle-
rin yormlanmaémz glglagtiren endositozy biyiik &lgide ortadan kaldirma-
s1 bakimindan yararll ise de zar yapisinda reseptdr gevresini etkilemesi
olasalgar en biiyiik sakincasidir. Bu yilizden bu sicaklikta yaprlan baglanma
deneyleri tek baglarina dederlendirilmeyip ﬁmtlaka ayni gartlarda gergek-

legtirilmig kontrolleri ile kargilagtirmali olarak deferlendirilmelidir.

Reseptdr galigmalarinda reseptérlerin sayi, afinite ve heterojen-
ligini dlgmek igin en gok kullamilan ydntem Seatchard ydntemidir (90).
Orjinal olarak Scatchard analizi kigik ligandlar igin diigik afiniteli
baglanma bélgelerine sahip ¢dziiniir makromolekiiller igin kullanilmigtir.
Oldukea sik goriilen yiiksek afiniteli sistemlerin galigilmasi sirasinda,
dzellikle de yitksek sayidaki baglanma bélgelerinin toplama gdre kigik
bir oranimn dolduruldudu durumlarda, ligandin yaklagik % 10’nun baglan-
masinda artan ligand derigimi ile bag‘flanmqn;n artagi dogrusal bir gekilde
gbriilebilinir, Béyle bir sonug Scatchard analizinde yatay bir egri verir
ki bu yanlig olarak sonsuz sayida resept&ﬁh varlidini gdésterir (97).

Bu galigmada elde edilen baglanmalar hig bir gart ve hig¢ bir derigimde
ortama konan toplam serbest lektinin % 2'sini gegmemigtir. Bu yilzden

Scatchard analizi sonucu elde edilen afinite ve reseptér sayilari saglik=



11 bir sonucu yansitacak niteliktedir.

Scatchard analizinde gdzéniinde tutulmasi gereken bir bagka dnemli
nokta da igaretlenmig ligandin afinitesini igaretlenmemig olandan far:'i
oldudu durumlardir. Bu durum, dodrusal olmayan (non-linear) Scatchard
egrilerinin elde edilmesine neden olur. Bunun sebebi igaretli ligand ile
kontrol olarak kullanilan Jgaretlenmemiy ligandin baglanma sirasinda re-
septire ‘I:az's; yarzgmalarinin farkly olugundandir (98). Ancak bu galigma-
da kullanailan 3H-Oon A ile natif Con A arasinda degigik tlr hicrelerin
lektin reseptirlerine baglanma agisindan bir fark bulunmadiginin hem lite-
ratiirde belirtilmesi (99), hem de mikrohemaglutinasyon ydntemiyle saptan=-
mg olmas: elde edilecek heterojenitenin kesin olarak reseptdr heteroje-

nitesi dlduému ortaya koymaktadir.

‘Scatchard edrileri badlanma edrisinin her iki ucunu da gdsterdigi
igin baglanma esnasinda olabilecek eser miktardaki 8zgiil olmayan baglan—
ma bile edrinin &oérusall.télm bozar ve sanki diigiik afiniteli yiiksek sa-
yida reseptorler varmig gibi bir gdérinim verir, Bu agidan en saglikly so-
nuglari en digik doygunluk noktalar.zndanlelde etmek daha dodrudur, Bu tip
dogiusal olmayan Scatchard edrilerinin bir bagka nedeni ige pozitif veya
negatif kooparativite veya reseptdr heterojenitesidir. Bu galigmada elde
edilen dnemli afinite dedigiklikleri genellikle en digiik doygunluk nokta-

larindan elde edildidinden ydntemin en givenilir bdlgesine diigmektedir.

Hiicre yilzeyinde bulunan glikoprotein yapisindaki reseptérlerin ta-
nimlanmasinda ve irdelenmesinde kullanilabilecek igaretlenebilir, dzgil,
standard kabul edilebilinecek bir ligandin bulunmasina kargin tepkimenin
ikinci bilegeni olan hﬁc;*re {reseptdrleri) ayni derecede dzgil ve standard
kabul edilemez.Gerek hiicre tirlerinin gerekse bir hiicrenin de§igik gart-

lardaki yiizey ézelliklerinin heterojenligi baglanma deneyleri ile reseptdr
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say:r ve afinitelirinin saptanmasinl zo:last.zrmaktadir.‘ Hernekadar doku
kil tiirti tekniklerinin ilerlemesi tek tip hiicre ile galigma olanagina bii-
yik Slgide sadglamigsa da hijcre zarinin dinamigi kil tir hiicrelerinde bile
istenen standartlida ulagmay: engellemektedir. Bu parametreyi olabilece-
gince degigmez tutabilmek igin pek gok aragtirica galigmalarinda sirekli
hilicre kiiltirleri Eullanmglardlr (78,100,101,102). Oysa gerek viral en~
feksiyon gerekse viral trénsfomasyandan ileri gelen dedigiklikleri in~
celemede, normal kabul edilen bu hilcreler sirekli kiltir olabilmek igin
baza ylzey c‘)'zelliklerini de&igtirm.iglerdir. drnedin fare 373 hiicreleri
bugiin bitin dingada “normal" hiicre modeli olarak kabul edilmesine kargin
timéirojenik Gzellikler tagadids saptanmigtir (103), Diger taraftan tama-
men normal kabul edilebilinecek birkag pasajdan fazla iretilmemig kiltdr
hiicreleri gpontan transformasyon, biliyiime gartlarina ve tek tabakalagma
{monolayer) yizdesine agiri bagamlilik gibl sakincalar: ile baglanma de=
neylerinde "kullanilamaz" olarak sm:.f\lan&nlmak;ad;rlar. Bu galaigmada
yukarda anlatilan biitiin sak;ncalarz igermes.ipe kargin ikinci pasaj MEF
hiicreleri ‘baé‘flanma deneylerinin zaman, derigim, sicaklik, 6zgiil_mhibit6-
re duyarlilak gibi parametrelerm st_andardizasgonunda kullaz_ulnugtz.x-
Sekil 9 ve 10 incelendi§i zaman bu hiicreler diizgin bir hiperbolik baglan-
ﬁaa efrisi ve buna badli olarak tek fazli bir Scatchard dogrusu gis termeic=
tadirler. Baglanma d‘eneglerinin gartlarinin saptabmasmda da gerek zaman
badimlrlidr gerek derigim bagimlilig:r ve gerekse &zgill inhibitdr etkileri-
nin incelenmesinde beklenen kinetik kurallara uygun sonuglar elde edil~
migtir. Reseptdr say: ve afiniteleri agasindan incelandiginde oldukga ge-
nig samrlar arés;nda dejigen deferlerle kargalagilmistar (Ka=_1._52 + 0.65
x 1051!1"1, N = 15,54 + 8,40 x 106 reseptér/Hicre)., Bu sonucun agaé.zda saygi~
lan parametrelerden birinin degigmesine ba§lr oldufu kanisindayaz; a) Kul-
lanilan sigan embryasunun yagi, b) tek tabakalagma yizdesi, ¢) tek tabaka=-

lagma igin gegen zaman streci (ortamin besinsel giicine bagimlidir),
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d) ortamin pH_'s.r,ﬁdaki ufak dedigiklikler. Hernekadar MEF hiicreleri maplo.id
karakterde hiicreler oldudundan daha iniversal bir model olarak kargimiza
grkmaktaysa da yukarda sayirlan nedenlerden &tiiri enfeksiyomun ve transfor=
masyonun incelenmesinde sirekli kil tirler Gzellikleri agisindan agirlak |

kazanmaktadar,

Doku kiil tiirii iglemlerinin belki de en dnemlisi ve dzellikle de bad-
lanma deneylerinde en etkili o.lahz hiicrelerin ktil tir ortamindan sékilmesi-
dir., Bunun igin kullanilan iki ana ydntem; tripsinizasyon ve EDTA ile mua-
meledir, Bu galigmada tek tabakalagma yiizdesi yaklagik % 95'in dzerinde
olan hiicreler her iki ydntemle de ayri ayri sdkiilmis ve bu ydntemlerin afi-
nite ve reseptor sayilarina etkisi aragtzrilmgtir. Bu etkiler ilerde

transformasyon tartigmasinda tekrar ele alinacaktrr.

Bu g:al:.;maﬁm ikineci kismainda akut, kronik ve onkojenik viral en-
feksiyonlarin hiicre ylizeyinde yaptig: deg‘rigikl ikleri glikoprotein yapi-
sindaki Con A reseptérlerinin say: ve afiniteleri agisindan irdelemek,
model sistemle saptanan gartlardan yararlanilarak incelendi. Akut ve kro-
nik enfeksiyon igin heteroploid insan akciger hiicreleri (LU-106), onkoje~
nik transformasyon icin ise bebek hamster blbrek hﬁcreler.f (BHK/C13) kul-
lanildy. Insan akcider hiicreleri kr&zéik enfekte hiicre kolonilerinin saf
ve yiksek verimle elde edilebildi§i hiicreler ol dufundan, bebek hamster
bobrek hiicreleri ise transforme hiicre kolonilerinin tek tip olarak ayri-

labildigi hiicreler oldujundan segilmiglerdir,

peha dnce de belirtildi§i gibi kizamik akut olarak enfekte ettigi
hiicrelerden tomurcuklanarak olgunlagir. Tomurcuklanma igleminden dnce vi-
ruse Szgil glikoproteinler hiicre zarina monte edilirler. Bu dzgil glika~
proteinler virusun zarf yapisinda yer alan g.likc:aproteinlerdir. Ancak kro-

nik enfekte tagiyici (kizamik virusu genomunu ve bazi antijenlerini tagiyan



-66-

hiicre) hiicrélerde bazi wviral antijenlerin sentezine ragmen virus olgunla-
gamaz, Ozellikle hiicre ylizeyinde virus tarafindan meydana getir.iieb.ilinen
dedigikliklere ragmen virus olgunlagamaz. Virusun olgunlagamamasinin ne-
deni af:ut olarak enfekte hiicrelerden farkli proteinlerin ekspresyonuna
bajli olabilir. In vitro olarak diiginilen bu farklailik bizim g¢aligmamiz-
daki Con A bajlama Szellikleri ile de acikga gdriilmektedir, Ancak bu fark-
1zliklari olugturan nedenlerin viral proteinlerden mi yoksa viral enfek-
siyon sonucunda tagiyicr hiicrelerde ortaya gikan "criptic" bdlgelerden mi
oldudunu saptamak igin yliksek titrede kizamik virusu antiserumu kullani-
larak yapilacak deneylere gereksinim vardir. Béylece akut ve kronik en-
fekte hiicrelerin benzer ve farkli antijenik dzellikleri anlagilabilecek-
tir. Ayrica kizamk virusunun olugturdudu subakut siklerozén' pan ensefalitli
hagta serumu kullanilarak akut ve kronik enfekte hiicrelerdeki ortak vi-
ral antijenler, kronik enfeksiyonm olus mekanizmasinda gegerli olabile-
cek gekilde kargrlagtirilabilinecek, bSylece SSPE ile kizamik virusu ara-
sindaki iligkinin molekiller diizeyde aydinlatilmasina katkida bulunabile-

cektir,

fablo 3'te gdrilduyl gibi "normal” LU~106 hiicreleri gok yiksek afi=-
niteli (4.0l xloaﬂ-l) 8.9 x 105 adet reseptdr igerirken, kronik enfekte
hiicrelerde bu tip reseptérlerin afipniteleri yaklagik yirmi kez digmekte
sayilar: ise ii¢ kez artmaktadir. Akut enfekte hicrelere 3H-Can A baglan-
mas1 Scatchard ydntemiyle irdelendifinde iig fazli bir Scatchard dogrusu
¢:;‘1de edilmigtir. Bu iig faz g ayri tip reseptdri géstermektedir. Toplam
reseptdr sayisi “normal"” hiicrelerde yaklagik 6.5 milyon iken akut enfek-
te hiicrelerde bu sayi 13.5 milyona ulagmaktadar ki bu yeni glikoprotein-
lerin zara yerlegtirilmesi yani viral antijen ekspresyonu olarak deger-
lendirilmigtir. Kronik enfekte hiicrelerde 8.5 milyon civarinda olan top-
lam reseptdr sayisi bu tip enfeksiyonda bazi viral antijenlerin eksikligi-

ni vurgulamaktadir.
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Hiicre zaramin pek ¢ok Gzellikleri transformasyon yéni in vitro tii®
mérlegme sonucu de§igirse de bunlardan pek azi neoplastik durumn gegerli
belirtileri olarak bildirilmigtir (38,104). Transforme hiicrelerin ve Gzel-
likle virus transforme hicrelerin “transforme" olduklarinin delillerinden
biri de 1:970—1975 arasinda geligtirﬂmig yéntemlerle saptanan lektinler
araciligzr ile aglutine olma 6zelli§idir (31,32,74,75,76), Bu tip hicreler ge-
nellikle "normal” tiirlerine gére gok daha digik lektin derigimlerinde ag-
lutinasyon gésterirler. éu genel kuralin diginda kalan pek gok hilcre tiri
de daha sonraki yrllarda tarif edilmig (105,106) ve aglutinasyon yéntemi~
nin transforme hilcre zari 6zelliklerini saptamada genel bir bilgi sagla-
masina kargin mekanizma aydinlatica dzgill bilgiler sa&lxymyacaéz anlagil-
mrgtir, c;ok’ sayida arastirici tarafindan incelenmig olmasina kargi agluti-
hasyanun lektin reseptérlerinin dagilimlarinin de§igmesinden mi, mobili-~
telerinin dedigmesinden mi yoksa yeni "criptic” bilgelerin ortaya gikmasin-
dan m1 kaynaklandi: heniiz kesinlik kazanmamigtir (31,32,74,75,76). dizel -
likle bir ¢ok hilcre tiiriiniin proteolitik enzimlerle kisa silirel i muamelesin-
den sonra aglutinasyon &zelliklerinin artmas: transformasyonla‘proteoliz
arasindaki benzerliklerin aragtirilmasina neden olmugsa da yine kesin bir

spnuca ulagilamamigtir,

Bu galigmada daha 6lzgii1 bir yanagim amaglanmig normal, transforme
ve proteolize udratilmrg hiicrelerin reseptdr sayi ve afiniteleri saptan-
mistir. Tablo 5 ve Tablo 6 kargilagtirmal: olarak incelenecek olursa pro-
teolizden sonra kullanizlan €im hicre ti_plerinde {MEF, LU—lc;G ve BHK} re—
septdr say:i ve afiniteleri bakimindan énemli farkliliklar gériilecektir.
Protecliz sonucu MEF hiicrelerinde yiksek afiniteli 1.06 x 106 adet yeni
reseptdr ortaya ¢ikmigtir. Toplam reseptlr sayirsi bakimindan hemekadar
bir digme gbriliyor gibiyse de bu daha once belirtilen ve MEF hiicreleri-

nin ézelliginden ortaya gikan yiksek standard sapmadan kaynaklanmaktadir.
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Ancak toplam reseptérlerin afinitesinde diger hicrelerde de gSril diigi
gzb:. bir azalma gérilmektedir. LU-106 ve BHK hiicrelerinde ise proteolize bag-
1i deglglklzkler gok daha belirgindir. Bu hv.icre.ler.m reseptsr sayxla.r:.

protedliz sonucu 2-3 kat artarken afiniteleri bir kag kez digmektedir,

Polyoma ile transformg hiicrelerde ise dedigiklik p‘réteol.izle orta=
ya ¢ikan durumdan farkladir. i‘i‘ansfomasyon soriucu BHK hiicrelerinin Con A
reseptdrleri sayisinda bir digme gbzlenirken, bu reseptirlerin Con A'ya
karg: afinitelerinde 3-5 kat artig gOriilmektedir (Tablo 4). By bulgular
proteoliz ile transformasyonun en azindan kullanilan hiicre tiird igin fark-

11 mekanizmalar igerdigini vurgulamaktadir.

Pek gok aragtirici dedigen aglutinasyon 6zellifi ile lektin resep—
térlerinin sayisyr arasinda iligki ku.rméga galigmigsa da bu konuda birbi-
rinden farkli gdriigler ortaya gikmigtir. Aragtiricilarin bir kismi trans-
formasyondan sonra aglutinasyonun artmasina kargin lektin reseptSrlerinin
sayisinda herhangi bir dedigiklik olmadidaini sdylemektedirler (77,78},
Noonan ve Burger adli aragtiricilar ise transformasyon sonucu Con A resep=
térlerinin sayisinin biyik Slglide arttidini séylemektedirler ( 792).
Nicolson vd. ise normal BHE, polyoma ile transforme BHK ve sacakliga has-
sas polyoma ile transforme BHK hiicreleri ile yaptiklara gal 1gmalar sonu-
cunda trangforme hiicrelerin normallere gére daha digik lektin derigimle-
rinde aglutine olmalarina kargin, daha az ségz.da Ricunus communis aglutini
(RCAJ_) reseptdrii igerdifini saptamiglardir (80), Bu sonug bizim bulgumiz-

la paralellik gdstermektedir.

Bu galigmada reseptdr sayilarindan ¢ok glikoprotein yapisindaki
bu reseptérlerin belki 1ipid gevresindeki belki de tersiyer ve kuarterner
yapilarindaki degigiklikleri yansitan afiniteleri izerinde durulmugtur.

Transformasyon sirecinde bir hicre ylizeyini hemen degigtirmemektedir.
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Kaixcr; dedigikliklerin gbzlenebilmesli igin onkojenik bir virus tarafm-‘
dan gergekleptirilen transformasyondan sonra en az bir mitoz aralifz ile
belirlenen hilcre déngiisiinin gegmesi gerekmektedir. Bu yiizden gerek abor-
tif transformasyonlar sonucu gerekse proteaz sonucu gdzlenen aglutinasyon
dedigiklikleri difer bir deyigle ani de§igiklikler transformasyon sonucu
olan kalici dedigikliklerle eg tutulmamalidir. Reseptér afinitelerindeki
degigiklikler kamimizca biiyik dlgtide hiicre zarinin lipid ¢ift tabakasin-
daki Gzgil fosfolipid de§igikliklerine badlidir, g¢inki bir proteinin gu
veya bu baglama bblgesindeki bir dedisiklik daima o proteinin tersiyer ve
bununla iligkili olarak kuarterner yapisindaki dedigikliklere bagladar.
Zarsal proteinlerde hidrofobik bélgelerle zara tutunma son derecede &z-
gil bir bafdlanma oldufundan zarsal bir proteinin yapisindaki bir dedigik-
1ik genelde zar gevresinde bir degigiklidge nedeﬁ olur veya bu degigikligin
bir nedenidir, O halde yaklasik 6 kat dedigik afiniteye neden olan trans-
formasyonda reseptdr proteininin hala zarda kalabilmesi ancak gbmili ol-
dugu lipid ¢ift tabakasindaki dedigikliklerle el ele gitmesi halinde an~
la;tm kazanir. Bu dnerinin kesin kaniti izole transforme hiicre zarlarinin
fosfolipid kompozisgonu, asimetrisi ve mobilitesinin &lgimii ve transfor-
me zarlardan saflastirilan yiksek afiniteli reseptérlerin tersiyer ve ku-
aterner yaptlarinin aydinlatilmasi ile ortaya ¢ikacaktir. Ginimiizde biyo-

kimyada kullanilan yontemler her iki tilr ¢aligmaya da olanak vermektedir.



Bu galigmada fare embryo fibroblastlari (MEF), heteroploid insan
akcijer hiicreleri (LU-106), bebek hamster bbbrek hiicreleri (BHK) we Afrika
yesil maymunu bébrek hiicreleri (Vero) ku.llémlarak, hiicre yiizeyinde bulu-
nan glikoprotein yapisindaki Con A reseptdrlerinin sayi ve afinitelerinin
saptanmasina ¢aligaldi. 3H—C'on A kullanilarak mikrofiij teknigi ile yapilan
badglanma deneyléri sonucunda elde edilen dederler Scatchard yéntemiyle de-

gerlendirildi,

MEF ve Vero hiicrelerinin tek tip reseptér igerdidi elde edilen

Scatchard dodrularinin tek fazli olmasindan anlagild:,

ki fazl;r. badlanma edrisine sahip LU-106 hiicrelerinin kizamk vi-
rusu ile akut ve kronik enfeksiyonunun Con & reseptdrlerinin sayi ve afi-
nitelerini etkiledidi saptandi. Normal LU-106 hiicrelerinde yikksek ve di-
giik afiniteli 2 tip reseptdr varken, akut enfeksiyondan sonra Uglnci tip
olarak yeni reseptSrlerin ortaya ¢iktrga anlagildi. Kronik enfeksiyonda
ise yeni tip reseptérler ortaya gikmamasina kargin normal hicrede bulunan
reseptdrlerin say: ve afinitelerinde biiyik degigiklikler gézlendi. Resep=
tér sayr ve afinitelerindeki biitin bu dedigiklikler enfeksiyonun tipi ve
krzamik virusu antijenlerinin hiicre yiizeyinde belirhesi gdzéniinde tutula-

rak tartigalda.
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BHK hiicrelerinin onkojenik DNA virus grubuna dahil polyoma virusu
ile transfermasyonu sonucunda, normal BHK hicrelerinin gfiﬁeyinde bulunan
Con A reseptérlerinin sayilarindaki azalmaya kargin afinitelerindeki biiyik
artz#m reéeptc'ir proteininin tersiyer ve kuarterner yapisindaki degigik=~
liklere badli olarak hilcre zarimin lipid gift tabakasindaki Szgiil fosfoli=-

pid degigikliklerinden kaynaklandig: diginildi,

Cegitll hicrelerin (MEF, LU-106, BHK) protecl itik bir enzim olan
tripsin ile muamelesi sonucunda hiicre Con A reseptdrlerinin sayisinda dnem-
1i bir artiga karsin afinitelerinde diiglig gbzlendi. Bu sonug transformasyon
ile proteolizin en azindan kullanilen hiicre tipine bagli olarak farkli meka-

nizmalar sonucunda meydana geldigi gérigind kuvvetlendirdi.
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