CONCANAVALIN A'min TRITON X-114 iKi FAZLI SISTEMIYLE AYRILMIS
DOMUZ KARACIGER MEMBRANLARINDAN ELDE EDILEN IKi
FARKLI INSULIN RESEPTOR POPULASYONU
UZERINDEKI TESIRLERI x

Dr. H.T. SESSiZxx

OZET

Domuz karaciger membran ekstraklart Triton X-114 deterjaminda solubilize edi-
lerek kullamilan insiilin reseptér proteinlerinin, A 14-J125-Insiilin (MC) izleyici-
liginde natif insiilini normal baglamalar: ve bu baglanmalara mubhtelif konsantrasyon-
larda Concanavalin A (Con A) lektininin etkileri aragtirilds.

Con A 1 mg/ml. konsantrasyonda %, 93’e varan bir inhibisyona sebep oldu.
Normal insiilin baglanmasinda Kp 1010 nMhik seviyeden (3,6x10~10) 10-9 nM lik
seviyeye (1,1 X 10-9) Con A’min 10 ug/ml. lik konsantrasyonunda reseptoriin insiiline
karg ilgisinin azaldigin belgeledi.

TX-114 deterjan vasitasiyle iki fazl sistemde (Supernatan--pellet) ayrilabilen
insiilin reseptorlerine Con A’min inhibisyon etkileri farkl gsekilde goriildii: Soyleki
siipernatan fazda kalan reseptirler hemen tamamen insiilinin normal baglanmasim
saghyabilirken, Triton fazi yani pellet = sedimentte nisbeten pek baglama olmadi.

Dolaysiyle insiilin reseptorlerinin iki ayrt popiilasyon tegkil edebilecegi kanaatina
varid.

Gerek -total membran ekstrakt, gerek supernatan fazda ve gerekse: sedimente
Con A’min inhibitor etkileri olmakla beraber en fazla bu inhibisyon sedimentte
(Tx-114 fazinda) gorildii. Bu da reseptorlerin iki ayri popilasyon da toplandig
izlenimini vermektedir. Zira Con A’ inhibisyonuyla reseptorlerin baglanma egrile-
rindeki yiiksek affiniteli ve diisiik kapasiteli ilk inen kismu, digik affiniteli ve
yiiksek kapasiteli hale gelmektedir. Bu fark da Tx-114 fazinda en fazla olmas: dolay:-
siyle diigiik affiniteli reseptor popiilasyonu sedimenttte toplanabilmis olmahdir. '

(x) Bu ¢aliyma, Biyokimya Departmani, Diabet Arastirma Enstitisi Auf’'m Hennekamp 65
4-Diisseldorf-FRG’de yapilmugtir. . )

(xx) Atatirk Univ. Tip Fak. Biyokimya Ogr. Uyesi (Dog. Dr.)
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Stipernatanda yiiksek baglanabilme affinitesi gésteren insiilin reseptor popiilas-
yonu nisbeten daha piirifive edilmis olarak radio-reseptér insiilin tayin metodlarina
da kaynak tegkil edebilir.

Experimental teferruatlar bulgular kisminda mevcuttur.

Wy, e

.GIRIS;

Concanavaliii- Acv(Con ' A) -insiiling - beiizer - aktiviteye: ‘sahiptir ve insiilin
reseptorleri vasitasiyle bu etkiler gosterilmistir(1,2:3); Intakt hiicfe ve de solubilize
insiilin reseptérleri Con A -ile mudmele edilince insiilin baglanma aktivitesinde
de bir azalmayla, insan eritrositlerinde ise yiiksek afTiniteli insiilin reseptor
populasyonunun eksilmésiyle sonuglanir (4). Farelerin solubilize yag hiicre-
leri insiilin reseptorlerine, insiilin ve Con A’nin miigtereken baglandig: goriiliir (5).

Insiilinin intakt hiicrelere baglanmasinin inhibe edilmesi, lektinlerle-ifisiilin
reseptorleri  arasindaki direkt reaksiyona bagh oldugu kabul edilmektedir.
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Deterjanda solubilize: edilmis insiilin- reseptérlerinin Con A ile muamelesi, .
insitlin :baglama kapasitesinde.:bir azalmayla sonuglanir: Karbohidrat ihtiva eden,
bilesiklerde olmasi gereken ‘hususiyetlerin- farkli bir'sekilde bu lektinlerde oldugu
fakat fonksiyonel olarak insiilin reseptorlerine baglandiginda ortaya ¢iktig: far-
zedilmektedir. Con A insiilin ve insiilin reseptdrlerine biri digerini fnhibe etmeden
migterek baglame. 0 R L

Insiilinin reseptorlerine kompetitif olarak ‘iaagla;nma_su) Scatchard’a gore gra- .
fiklendiginde (4,7) tipik olarak kurvelineardir, Mamafih domuz karaciger memb-
ranlart” {izerindeki insiilin” reseptorlétinin iki populasyonlu “oldugunu 'farketmek

de miimkiindiir. - \ ‘ , _ ‘
- Laboratuvanimizda yakinda yapilmss deneylerde, Triton x-114 iki fazly siste-
miyle ayrilmis insiilin reseptérlerinin insiilin igin farkli affinite ve baglama kapasiteli

iki~agtr ‘popiilasyona sakipoldugiini “gdsterebildik (6 Hazirlanmakta).

aktivitelerinde ‘bazi' gosterilere sahip’ iia“_lgéﬁkfif; §0yleki’ bu insiilin réseptr popii- _
lasyonlarindan birini inhibe edefken diger populasyona tesirsiz * olabilir @.

Concanavalin A’nmn bir lektin olarak sepesifik konsantrasyonlariyle, insiilin |

. Scatchard egrilerinin ince kismindaki reseptor popiilasyonu yiiksek afifinite

ilg bir_likte,glgél&:ﬂkapa‘.si‘tqy,c sahip iken, dige.g,lg;s_ml dusuk affinite ve yiiksek. kapa- B

site_yg _sahipt,ir (f}).f f,Lvek'_tin:l_:_erih vi‘nsji_line" ,be@zef tesirleri igin u_'s‘o;:‘uml,u, .mekanizma
hald tam bilinmemektedir. -Con A ve «insiilinin, baglanma bélgelerinin yapisal

benzerliginde bir pay1 olmas gerektigi diisiiniilmektedir “4,3).

¢+ Lektinlerin bu aktjviteleri; instilinin -aksiyonlarindan ayh oiarak resep»tc'il.'m
kalintilariyle de ortaya ¢ikar. Lektinle ve insiilinlerin- tesirleri arasindaki’ herhan-
gi bir genis ve mukayeseli calismaya pek az rastlanir: Ayrica ‘reséptoriin: dahia. jleri

240



piirifikasyonu igin baslangic materyeli olarak triton ekstraktlar1 kullanilir. In-
siilin konsantrasyonlarini tayin igin radioreseptér testinde de bir triton ekstrakt-
lar1 bir kaynak olarak kullanilabilir (7).

Dolayisiyle, simdiki ¢alismanin amaci bu iki insiilin reseptOr popiilasyonunun
Con A ile nasil interaksiyon gosterdigi idi. Insiilin reseptdr molekiiliiniin karbon-
hidrat kalintilartyla Con A interaksiyon gdstermesi faraziyesinden giderek bu dene-
nemeyle iki populasyon arasinda bu fonksiyonel farkliliklarin molekiiliin karbo-
hidrat m1.yoksa protein kalinlartyla mu ilgili oldugu gosterilebilir.

MATERYALLER

Domuz monokomponent (MC)- insiilin ve Mono- 125J- (Tyr-A14)- insiilin
De-novo, Danimarka firmasindan segildi. Sigir serum albumini (Cohn Fraksiyonu
V), Triton x-114 ve-Con A Serva Feinbiochemica, Heildelberg firmasindandi.
Enzymobead’ler BioRad, Miinih, ve Na 125 I. New England Nuclear, Boston.
Mass’den idi. Biitiin diger kemikaller analitik safliktaydi.

YONTEMLER

Domuz karaciger membranlar1 6nceden bildirildigi gibi % 1 Triton x-114 ile
ekstral{gte edilerek hizlandi (7). MC- insiilinin iyodinasyonu 150-200 ucijug spesifik
aktivitede tarif edildigi gibi yapildi (7). -

Protein tayini standart olarak ﬁAB- trol ile Lowry ve arkadaglarinin (8)
metoduna gore uygulandi.

Insﬁlin baglama aktivitesi Cuatrecasas’a gore tayin edildi (9). Baglama veri-
verilerinin analizleri Scatchard metoduyla yiiriitiildii (10). Biitiin baglama deneyleri
iiclii veya altih yapildi. Bagli/serbest (B:/S) insiilin oranmi, 10-6 M isaretsiz MC-
insiilin mevcudiyetinde tayin edilerek non spesifik baglama igin diizeltildi.

Triton x-114 iki fazli sistemdeki faz ayrimi igin baz1 modifikesyonlarla Bor-
dier’in (11) semasi takip edildi (6). Biitiin baglama denemeleri igin, Con A baglama
aktivitesinde liizumlu olan ve iliveten 1 mM+2 ihtiva eden Gambhirin G tam-
ponu kullanildi (13). Diger biitiin deneysel teferruatlar tablo ve sekiller altinda
agiklanmustir.

BULGULAR

Oncelikle % 1 Tx-114 de solubilize domuz karaciger membranlar kullani-
larak 10-10 jle 10-6 M arasindaki konsantrasyonlardaki natif insiilinin reseptor
proteinlerine normal baglanmas takip edildi. J125-Insiilin aktivitelerinden %/ olarak
ordinata gegirildiginde insiilin molaritelerine karsi kurvelinear bir egri elde edildi
(Sekil-1).
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Inkiibasyonlar, 15°C ta 16 saat siire ile . uygulanmustir. Her 300 ul reaksiyon
karisimindaki membran ekstrakt proteininin konsantrasyonw: (% 1 Tx-114 ekst-
rakt) 25 ug. idi. Baglama tamponu G:10 mM Mg Cl,, 10 mM CaCl », 50 mM Hepes
50 mM Tris, 2mM EDTA, 10 mM Dekstroz, | mM mMnSOy, 50 mM NaCl
5 mM KCl1 ve %5 1 sigir, albumini (BSA) ile pH=7.8’e ayarli kullanildi; BSA taze
olarak ilave edildi. Reseptor proteinin diliisyonu igin (1 mg/1 ml. ye) A tamponu
kullanildi. A tamponunda (BSP) harig yerine deterjan konsantrasyonunun -idamesi
igin 95 0,5 Tx-114 kullanild1. Nihai Tx-114 koncantrasyonu inkiibasyon karisimin-
da % 0,08 ve reseptdr konsantrasyonu 50 ug/0,3 ml. idi. Vakum flltrasyonu 1g1n.
Millipore filtreleri (EHWP, 1 um delikli) kullanildi.

Spesifik baglama, 1x10-6 M konsantrasyonda kullanilan sigir mqnoko_nipo-
ponent insiiline ait spesifik olmuyan baglama gikartilarak hesaplandi,

Bagli' J125-  [nsiiliinin - presipitasyonu “"PEG  (Polietilen “glikoz) metoduna
gore uygulandi. A-14 mono 1125-Insiilin konsantrasyonu 1x10-9 M idi. Con
A reseptér eksikliginde insiilini baglamaz. Con A, reseptérle. beraber Inkiibe edil-
diginde neticede gézle goriilebilir, bir karisim olusur. 1 mg/ml. Cpn A konsantras-
yonunda 7 93’e kadar bir inhibisyon gériilebilir, Con A’nin. artan konsantrasyonu
ile tipki kuvvelinear efriye benzer tarzda yiizde - spesifik ; baglama, aktivitesi.
azalir. Bu insiilin baOIanmasmdakl kayip soliisyondan Con A’nin hasil ettigi
insiilin reseptdr proteininin uzaklastiriimasini imha eder. Cozunur fraksxyondan
insiilin baglama kapasitesindeki kayiplar qozunmxyen rad10akt1V1tedek1 artlslarla
ilgili olarak hesaba’ katilabilir.

Con A’nin 50 ug/ml konsantrasyonunda %; 8 bir mhlbnsyon tesm gorulurken
500 ug/ml. Con A konsantrasyonunda % 89 a varan bir inhibisyon vardir (Tablo-1)
Con A konsantrasyonu arttiginda bagh ~ 125I-Insiilin, 10 dakika sonra hizli bir
tarzda ¢oziiniir (Yaymlanmamis neticeler).

Tablo -1:. Coziiniir hale getirilmis domuz 1nsu1m reseptorleri. .ile . 125J—Insuhmnv..
baglanmasina Con A’'nin tesirlerinin titrasyonu. ‘

ilaveler " Spesifik ' % Revcovery - -
Con A (ug/ml) = Aktivite =~ . (Bagh J125-Insiilin)-
Mol/mg. Protein x1014; - b y3eapa S

0 1340,4% — 100k 3

10 49401 384 8

50 2,610,305 e e 204710
00, . ... .2405 - . 15+.4

250 ‘ 17,408 , 134+ 6.

500 . oo laxnl 114+ 8

1000 09-+1,3 _ L 7+10
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Sonuglar 300 ul. reaksiyon karistmindaki 3 tekrar edilebilen denemelerm
ortalamasidir. Herbir ferdi deneme de iiglii tarzda yapilmustir. i

x: Standart hata, en yiiksek degerlerden en diisiiklerini gikartip ikiye b'o;lm’ek‘:

n
bolmek suretiyle bulunmustur. Standart deviasyonlar SD= J > 02 formiiliin-

denhesaplanmuistir.

Cok yiiksek Con A konsantrasyonlarl yavas flltrasyonlara sebep olur. Bu se-
beple standart delvasyonlar 1 mg/ml, gibi yiksek Con A konsantrasyonlarmda
¢ok genis araliktadir.

Domuz karaciger membranlarindan sblubilize edilen in;ﬁlin reseptc’iﬂeri (R),
1X10-9M A-14, 125)-Insiilin ile inkiibe edildi. Bu reseptor Proteinin konsant-
rasyonu 25 ug/0,3 ml idi ve mkubasyon 15°C’ta 16 saat sureyle uygulandi. (Bak
Sekil 1)

Baglama Tamponu: 0,1 Na PO4, pH= 7,8idi. 'Ayrica igine % 1 BSA taze
olarak ilave edildi. Mono komponent domuz insiilini 1.5x10-14 M ile 3x10-10
M arasinda 12 kademede uygulandi. En son tiipler en kiigiik, esik (ground) aktivi-
tede bulunduklarindan, spesifik baglama (cmp) degerlerini bulmak igin diger cpm
degerlerinden gikanldi. '

Bagl 125)-insiilin, PEG metodu ile tayin edildi. Tx-114 konsantrasyonu inkii-
basyon karisiminda % 0,1 idi. Olusan presipitat 20 p.s.i. lik basing altinda Milli-
pore filtrelerinden siiziildii. '

Scatchard egrisinin yiiksek afiniteli kismi 5 ug/ml. ve 10 ml. konsantrasyonda
Concanavalin A kullanarak azaltilabilmistir. ’

Tablo 2- Con A varliinda ve yoklugunda Scatchérd egrisinden qlkartllan
baglama parametrelerin karsilastiriimasi.

ilaveler % R

, (nM) (rM)
1- Reseptor ~ 0,36 0,64
2- Reseptor 4+ 5ug/.ml. Con A 0,87 1,17 o
3- Reseptor + 10 ug/lml. Con A 1,10 1,10

Kp: Dissosiyasyon sabiti (Reseptériin)
R : Maksimum baglanma sabiti (Reseptériin)

Kp ve R degerleri Scathard egrilerinin inen kismindan elde edilebilir. Egrile-
rin egimleri intrinsek affinite sabitleri (Ka’ya esittir. Abisis iizerindeki kesim nok-
talar1 herbir tipe ait n; ve n, gibi kenar sayilarim1 verir; burada insiilin reseptor
proteininin en._yiiksek affinite kismi ile ilgilenilir.
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Her bir deger 3 lit denemelerden ve herbir iiglii deneme de iiglii ¢aligilan inkii-
basyon tiiplerinin birbirini destekleyen neticelerinden elde edilmistir.

Spesifik cpm sayimlart Mol insiilin/mg. protein olarak normalize edilmistir.

Con A konsantrasyonu arttikga 125I-Insiilin baglanmasi gerek membran
ekstraktinda (total), gerek supernatanda, ve gerekse pellet-formundaki sedimentte
azaldigt goriildii.

Ekstraktin ve siipernatanin spesifik baglanmalar paralel azaldigi halde,
aksine pelletin baglanmasi artt1 (Tablo 3). Binaenaleyh goriilmsktedir ki Biitiin
bakiye baglanma tek bir fazda toplanmaktadir. Membran ekstraktinin, superna-
tan ve Con 'A-li  pellet differensiasyonuna basarilh bir sekilde ulasgilmaktadir
(Tablo 3). Oyleyse iki reseptor populasyonundan bahsedilmelidir.

Tablo 3- Domuz membran ekstraktlarindan 9 1 Tx-114 ile solubilize edil-
mig reseptor proteininin differansiyasyonuna Con A’nin tesirleri.

TOTAL SUPERNATAN PELLET RECOVERY

ilaveler - " Sp.Baglama Spe. Bagla. SpeBag. Baghins.
Ve Ve Ve Yo

1) Reseptor (R) 100418 — — —

2) R+Con A (I0ug/ml). 3748 3645 145 37

3) R+ ConA (0ug/ml). 2048 1847 247 20

4) R-+Con A (500 ug/ml). 1349 546 748 12

.. Tekrar edilebilir neticeler elde olunana kadar herbir ferdi deneme 3x3 lii nii-
muneler halinde uygulanmustir. Istatistik hesaplamalar &nceden verildigi tarzda -
yapilnustir. Reaksiyon karisima Con A ilave edilir edilmez supernatanin, tabii
olarak santrifiigasyondan sonra pellet’in (sediment) baglanmalar1 (cpm) hesaplan-
mig ve O ug/ml. Con A konsantrasyonundaki baglanmalara goére normalize
edilmistir; haliyle Recoveryler de buna gére yazilmustir. ”Total” in anlam1 memb-
ran ekstraktinin, ”Supernatanin” manasi da Con A presipitasyonundan sonra iist
sividaki baZlanma dolayisiyle sayimlara tekabiil eden diizeltilmis spesifik baglan-
malart kastetmektedir.

Bu denemelerde de baglama tamponu olarak “Tampon G’ kullanilmistir.
Con A soliisyonlari, mono komponent insiilin ve 125J- Insiilin G tamponu pH:
7,8 ile birlikte sekil 1’ altinda yazilan konsantrasyonlarda kullanildi. Tx-114%iin
herbir basamakta konsantrasyonlarmm 9 0,03-0,1 arasinda bulunmasina &zel
onem atfedilmistir.
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Tx-114 sediment (pellet) fazinda insiilin baglanmasi daha diisitk reseptor
proteini konsantrasyonlarinda (4 ug/0,3 ml) yapilmistir. Bu reseptér konsantras-
yonu bazan daha az Con A ile bagh 125J- insiilin presipitasyonuna sebep olabildi.
Reseptdr proteininin geri eldesi (recovery) 9% 95 olarak miikemmeldi.

Faz seperasyonundan sonra bagh aktivitenin %, 15’i su fazinda 9 51’i ise
ise Tx-114 fazinda bulunmustur. Bununla beraber 125J- insiilinin reseptore bag-
lanmasi her iki fazda 9] 66 olarak geri elde edilmistir.

Baglama tamponu olarak 50 mM Hepes, 10 mM MgSO4, % 1 BSA pH:
7,8 eayarlandi.

MC-natif insiilin 1X10-6 M konsantrasyonda ve de mono 125J-Insiilin 3 x10-SM
konsantrasyondaydi. Domuz karacifer membranlari reseptdr proteini 1 mg/ml
konsanstrasyonda, iginde 10 mM Hepes, 150 mM NaCl olan % 1 lik Tx-114 tam-
ponunda pH: 7,4) hazirlandi. Concanavalin A, Millipore suyunda, 10 mM Hepes,
10 mM CaCl,, 10 mM MnSOy, % 0,1 Tx-114 ve 2 mM merkapto etanol ihtiva
edecek sekilde ve pH: 7,4 de hazirlandi.

Insiilin baglama islemleri direkt olarak H,0 faz’ (supernatan)’dan gergekles-
ceklestirildi ve Tx-114 konsantrasyonu 9/ 2’lik soliisyonundan ildve edilerek
ilave edilerek 9; 1’e diizeltildi. Triton faz1 (sediment) yag damlas1 gibi elde edildi
(Bu fazda, Tx-114 konsantrasyonu % 17 idi). Insiilin baglanmasi islemleri, bu faz-
dan ancak 4 ug/0,3 ml. reseptor proteini alinarak uygulanabildi.

Tablo 4- : Membran ekstraktlartna Con A’nin tesirleri

ilaveler Spes. Total Recovery
Aktivite Baglama %
X114 X114

1) Reseptér (R) 9,2 8,9 100

2) R+ Con A (10 ug/ml.) 7,1 6,9 77

3) R+ Con A (50 ug/ml) 59 5,7 64

4) R+ Con A (100 ug/ml) 55 53 60

5) R+ Con A (250 ug/ml) 4,7 4,5 51

6) R+ Con A (500 ug/ml) 4,8 4,6 52

7) R+ Con A (1000 g/ml) 3,4 3,3 37

Membran ekstraktlarina insiilin baglama denemelerinde karigimda 25 ug/ml.
reseptor proteini kullanildi.

Reseptdr proteini konsantrasyonu 0,968 mg/ml. dir.
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Tablo- 5: H,0- fazindaki baglanmaya Con A nin tesirleri

Spes Total Recovery
ilaveler Aktivite x 1914 Baglama x 114 - %
1) Reseptdr 9,2 8,9 100
2) R+ Con A (10 ug/ml) 9,3 90 101
3) R+ Con A (50 ug/ml) 838 8,5 06 .

4) R+ Con A (100 ug/ml) 8,0 1,7 87
5) R+ Con A (250 ug/ml) 7,7 7,5 84
6) R+ Con A (500 ug/ml) 8,2 7,9 89
7) R+ Con A (1000 ug/ml() 6,9 6,7 75

“R. Prqteini konsantrasyonu 0, 473 mg/ml.

Tablo -6 Triton fazmdaki baglanmaya Con A’nin tesirleri.

llaveler Spes Total Recovery

* & Aktivite - - Baglama - %
x1014 x1014

1) ‘Reseptor (R) 23.0 45 100

2) R+ Con A (10 ug/ml) 17.0 13,33 74

3R+ Con A (50 ug/ml) 12.0 2,34 52

4) R+ con A (100 ug/ml) 9.0 1,76 39

5).R+ Con A (250) ug/ml) 9.9 1,94 43

6) R+ Con A (500 ug/ml) 8.1 1,56 35

7)'R+ Con A (1000 ug/ml) 11.3 2,21 49

R. Proteini konsantrasyonu 0,186 mg/ml dir.

* TARTISMA

Deliller. gstermektedir ki Con A, reseptdr proteininin . reaksiyon karisimin-
da insiilin baglanma kapasitesini serbest reseptorlere baglanmak suretiyle azaltir,
dolayssiyle reseptorleri presipite ederek onlari reaksiyon karigimmdan uzaklasti-
rir. Concanavalin A reseptérlerle hem  125]- Insiilin 1Iavesmden 6nce hem de
de sonra inkiibe ‘edildi. Fakat baglanmada ‘hicbir deglslkhk yoktu Con A’nin
125]- Insiilinle birlesmis insiilin reseptorlerine baglanarak onlari premplte ede-
bilme kaabiliyeti goriilebilmektedir. '

Reseptdr proteinlerinin hemen tam olarak geriye alinmasinin (Soluble ve
insoluble fazlarda) ima ettigi husus sudur; insoluble radioaktivite, 125J Insiilinin
yaptigi tersiyer bir kompleksten olusmaktadir ve herbir insiilin resept&riine miisterek
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baglanmaktadir. Con A ile birlesmis rrseptorlerin ¢oziinebilmemesine ragmen hala
reseptérierin insulini bagliyabilen kisimlari bulunabilmektedir (14,16).

* 7 Goziiniir bagh A-14 125J- Insiilin, Tx-114 de solubilize reseptérler ve en so-
nunda PEG metodu kullamlarak tayin edildi. (5,15) ‘

En yiiksek Con A konsantrasyonundaki (Img/ml) tam geri elde edis yiizdesi
maksimal azalmig bir baglanma kapasitesini gsterdi. Mamafih Con A, konsant-
rasyonu arttik¢a insulinin reseptorlerine baglanmasina karst Con 'A’nin artan
bir inhibisyon effektinden bahsedilebilir.’ Coziinmiyen aktivite, serbest 125]J-
Insulin veya Con A’dan ‘ari reseptore bagh 125J- Insiilindén - herbirinin
birlikte presipitasyonuna bagh degildir. Coziinmiyen aktivite, 125J- Insulin ve
Con A’nin ayn kisimlarinda reseptére miisterek baglandigi aktiviteyi temsil eder.
"Bununla beraber reseptérlerin' bu &6zel inhibisyonunu da akildan ‘uzak tutma-
makta yarar vardir. :

Myoblast hiicreleri iizerinde, insulinin baglanmasini1 Con A’nin girisim yapa-
rak karigtirdig1 da gosterilmistir, bu tarzda domuz karaciger membran ekstraktla-
rmm Con A ile uyarilmis sekliuin inhibe edilmis olacag: diisiiniilebilir-(4).

Scatchard egrilerinden gériilebilecegi iizere 5 ugm/ml ve 10 ug/ml Con A kon-
santrasyonlariyla, tipki insan eritrositlerindeki gercekte oldugu gibi yiiksek affi-
niteli kismu kiigiiltiilmiistiir. Con A konsantrasyonlarinin 20 ug/ml. den fazlas:
bazi agliitinasyon ‘problemleriortaya g¢ikardigindan - eritrositlerde ancak 0,1-15
ug/ml lik Con A konsantrasyonlar1 -kullanilabilmisti (4).

SONUCLAR

Solubilize insiilin reseptorleri 125I-Insiilin ile inkiibe edildigi zaman, inkii-
‘basyondan sonra Con A ile goézle goriiliir bulanik bir karisim ‘tesekkiil etti ve '1
mg/ml Con A konsantrasyonunda 125I- Insiilinin hemen tamamen inhibe oldugu
goriildii (Sekil 2).

Bu inhibisyonun insiilin: reseptoriine’kompetitif  bir baglanmadan dolay1
olup olmadigini kontrol etmek igin, Con A varhgmda olusan presipitat1 superna-
tandan santrifugasyonla ayirdik ve spesifik baglama aktivitesini pellet ve super-
natanda ayr1 ayr1 tayin ettik.

Extraktin kontrol ve supernatanin spesifik insiilin baglama aktivitesi, Con
A konsantrasyonunun artmasiyla paralel olarak azaldi, pellet . teskil eden
Con A’dan spesifik insiilin baglama aktivitesi ¢ok az bulundu (Sekil 4)

; Domﬁz katacigeri insiilin reseptoriine baglanan  125]-insiilin ve Con A
arasinda herhangi bir miisterek baglanma gériilmedi. .

*.:Scatchard’a gére insiilin baglama verilerinin analizleriyle egrilerin bigimlerinin

©5 ve 10 ug Con:A/ml mevcudiyetinde degistigi goriildii. Con A" olmaksizin, insiilin
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reseptoriiniin yitksek affiniteli kismi; 0, 36 nM’lik: bir Kd deger e sahipti, bu af-
finite 0,9 ve 1,0 nM’lik degerlerle sirasiyle 5 ve 10 ug/ml Con A konsantrasyonu
_mevcudiyetinde azaldi, Diger taraftan yiiksek affiniteli insiilin reseptérlerinin
baglama Kapasitesi, her iki konsantrasyonda hemen hemen iki misli idi.

Triton x-114 iki fazli sisteminin domuz karaciger membranlarindan solubilize
edilmis; insiilin reseptdr proteinlerine tatbik edilmesi iki fakl insiilin reseptdr
.popiilasyonu  ile sonuglandi.. Con  A’nin tesirleri her iki populasyonda da tesbit
edildi e hidrofilik - fazla (gevrili : res6ptér populasyonuyla insiilin: baglan-
-masit hi¢ etkilemedigi bulundu. Aksine, hidrofobik fazin (Tx-114 faz1) reseptor
proteinine .insiilin baglama aktivitesi, 10 ug/ml’lik. Con A konsantrasyonunda
%420, ve 500 ug/ml de takriben %/ 70 inhibe edildi. Oyleyse, insiilin reseptorlerinin
_iki populasyonu arasindaki bu farkin molekiildeki karbonhidrat kalintilarinu ilgi-
lendirdigini kabulleniyoruz.

“EFFECT OF CONCANA VALIN A. ON TWO DISTINET INSULIN RECEP-
TER POPULATIONS FROM PORCINE LIVER MEMBRANES SEPERATED
IN THE TRITON-X- 114 TWO PHASE SYSTEM.

SUMMARY

. Insiilin receptor proteins which are prepared from pig liver membrane,
solubilized in 19 Triton X-114 detergent, have been used for native insiilin bindings
and also the efrects of the lectin concanavalin A on these bindings investigated in
various concentrations. Con A has caused an inhibition of about 93 %in the
concentrations of 1 mg. per ml. In normal insulin binding Kp values were increa-
sed from the level 10-10 nM (3,6X10-10) to 10-9(1,1X 10-9),. By this way Con A,
:with: its concentration of 10 ug/ml, has proved that the affinity of reseptor for
insulin was decreased.

The inhibition effects of Con A on insulin reseptors, which could be separa-
ted in to two different phases by Tx-114 detergent was seen in two - difierent
ways, That is, while the receptors remained in the supernatant phase could main-
tain ‘the normal binding of insuline almost compeletely, no binding was seen in
the triton phase. :

Therefore, it was supposed that the insulin receptors could form two distirnt
populations. ‘

Although, Con A had the inhibitive effects on total membrane extract,
‘supernatant phase or sediment the inhibition was mostly seen in Tx-114
phase, also showed that the receptor had two different populations. Because,
by the way of Con A inhibition, two descending parts of  the receptors ‘binding
plots with high affinity and low capacity turns into low affinity and high' capacity
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form. Since that difference was highest in the Tx-114 phase, receptor populati-
on with low afTinity could be collected in the sediment.

Insulin receptor population which showed high binding affitiniy in super-
natant may be a source of radioreceptor insulin determination methods in its more
purified state.

The experimental details are given in the results section.
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