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OZET

. Insan testis dokusuna ail sitozol in wvitre H - R1881 (3H - methlytrienolone) ile igaret-
lenmig ve sukroz gradient santrifiignsyon yéntemi ile analizlenmigtir. fonik kuvveti digik
olan tamponlarla hamrlannng gradientlerde sedimentasyon katsayilar 3S ve 45 olan iki bag-
lanma- yiizeyine rastlannmstiz. Her iki baglanma yiizeyine *H - R1881’in baglanmasimin rad-
yoaktif steroidin yiiz kati soguk R1881 ve téstosteron ile engellendigi saptanmistir. Proges-
teron'un ise sadece 38’deki baglanmay: engelledizi izlenmistir. Bunun yam sira ionik kuvveti
yiikksek olan tamponlaria (0.4 M KCI) hamrlannug gradientlerde 48°in 38 baglanma yiizeyine
ransforme oldufu gorilmiigtiir,

Bu gahgmamn ;g1 altinda 35%in androjen ve progesteron i¢in ortak bir reseptor 48%in
ise sadece androjenlere spesifik hir reseptor olduguna ve 45’in 35 reseptériiniin dimerizasyon
iivfinii olduguna kanaat getirilmistir.

GIRIS

Testiste iki tiir androjen baglayicr protein bulunmustur. Birineisi ABP
(Androgen Binding Protein) diye adlandinimakta olup sigan!, tavsan 19,
ve insan testisinde varhiji gosterilmistir 4. ABP adrojeni genis kapasite ve
diigiik affinite ile baglayan hiicre - disi sivaida bulunan bir tasiyicr proteindir.
Ikinei tiir androjen baglayici protein hiicre igi reseptor zellikleri gostermekte
olup ilk kez sigan testisinde gosterilmistir 2. Son zamanlarda insan testisinde
varhgi ve diizeyi tarafimizdan saptanmugtsr 3.9,

Bu c¢abgmamzda insan testisinde androjen. reseptorlerinin heterojeni-
sitesi- saptanmg ve molekiiler transformasyonlan incelenmistir: ‘Bu' in-
celemeler, androjenlerin insan testisindeki etki mekanizmasimn agiklanmasina
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katkida bulunmay1 amaglamaktadur. °H - methyltrienolone (°H - R1881) giicli
bir androjen olarzk baglanma ¢ahsmalarnda kullamlmigtir. Reseptore olan
bajlonmalan ve spesifisitelerini saptamada sukroz gradient santrifiigasyon
tekniginden yararlanilmgtir.

GERECLER VE YONTEM

Bu gahsmada prostat kanserlerinin tedavisi amaci ile gikanlan testisler
ve testis kanserlerinde gikarilan testislerin makro diseksion ile ayrims nor-
mal kisimlar: kallanilmigtir. Dokular elde edildigi sirada likid azot igerisinde
dondurulmus ve laboratuarda —70°C de saklanmugtir. Dokular en ge¢ bir
hafta igersinde demeye alinmgtir.

*H - RI881, 55.5 Ci/mmol ve radioinert R1881 (178 - hydroxy - 17a - met-
hyl - estra - 4,9,11 - triene - 3 - one) Paris - Roussel - Uclaf’dan Dr. J. P. Ray-
‘naud tarafindan hediye edilmigtir. Testosteron (androst-4-en - 17B - ol -
3 - one), dstradiol (estra - 1,3,5 - (10) - triene - 3,173 - diol) Merck - Darmstad,
Progesteron (pregn - 4.- ene - 3, 20 - dione) Fluka - Buchs'dan satn ahnmig-
ur. Siar serum albumini (BSA) sigma, Dextran - T70 Upsala - Pharmacia,
Norit A (charcoal) Fisher - USA’dan satin almmstir. Sintilasyon svisi icin
4g PPO (Sigma - USA) ve 100 myg dimetil POPOP (Sigma - USA) 11t toluene
(Merck - Darmstad) igerisinde ¢oziilmiigtiir.

B - Sintilasyon sayaci olarak Searle - Mark III, Ultrasantrifiij olarak
MSE - Superspeed - 70 aygitlari kullamldi.

Doku pargalar: soguk odada (+4°C) gevsemeye lirakalms ve 1/3 deku/

tampon oranma bagh kalnarak TEGM tampenunda (50 mM Tris- HCl pH 7.4,
1mM EDTA, %10 Glycerol, 10 mM o - monothioglycerol) mzkasla kiyrlmig
ve potter homojenizérinde homojenize edilmistir. Homojenizat 105,000, xg
de cevrilmigtir. Ust faz 1 saathk santrifigasyondan sonra elde edilmistir
(sitozol). Sitozoller, DCC (%;0.625 Dextran, %1.25 Charcozl) ile 2v sitozol/

1v DCC oramma bagh kalmarak 20 dakika inkiibe edilmis ve iist faz 2,000

xg de alinmagtir.

Ust faz’dan ahnan 0.2 ser ml lik 6rnekler 10 nM 3H - R1881 ve 10 nM
3 - R1881 - 1pM radio - inert steroidler ile 0°C de 3 saat inkiibe edilmis-
lerdir. Gerek radioaktif gereksede radio - inert steroidler etil alkolde cogillerek
ilave edilmis olup son alkol konsentrasyonu %,0.2 olacak sekilde ayarlanmus-
tir. Inkithasyon sonunda 0.1 ml DCC eklenmis ve st faz 2,000 xg de
cevrilerek elde edilmigtir. Her bir inkiibasyon ortammdan elde edilen DCC
uygulanmis sitozoller, %10 gliserol igeren 945 - 9420 linear sukroz gradient
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igeren tiiplerin iizerine yayilmustir, Yayilan DCC uygulanmug sitozol hacm
0.1 ml olup gradientler 18 ila 24 saat -+2°C de 55,000 rpm de gevrilmig-
tir. Franksionlar santrifiigasyon sonunda tiibiin dibinden itibaren peris.tai-i
tik pompa yardim ile toplanmigtir. Deney sirasinda ig - standart olarak 4.65
(BSA) kullamlmis olup sedimentasyon. katsaydari Martin - Ames® hesapla- -
ma yontemi ile saptanmgtir.

BULGULAR

_insan normal testisine ait sitozolde, giigli bir yapay androjen olan
3H - R1881’in sedimentasyon katsayilar: farkh iki proteine baglandig: goriil-
miistiir. Bunlardan birinin sedimentdsyon katsayisimn 38 (3 Svedberg),
digerinin ise 45 olduklan saptanmustir (Sekil = 1).
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Sekil : 1. Insan testis dokusuna ait sitozolik androjen baglamnax yiizeyleri:
Sitozoller 10nM 3H - R1881 ve 10nM *H - R1881 + 1uM RI18381 ile ayrica 10nM
3 . R188! & 1M testosteron ile 0°C de 3 saat inkiibe edilinigtir. I¢ standact
olarak BSA (4.6 §) kullanilmis olup gradientler 2°C de 24 saat 55,000 rpm de ¢ev-
rilmigtir, Total baglanma (@—@) iki baglanma yiizeyini gostermektedir. Bu
!Jaglapma yiizeylerinin her ikisi de sofuk ‘R1881 ile () ve testosteron
T {0—1Y ile engellenmektedir. AR
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Bu iki androjeni baglayie: proteinin reseptor karakterinde olup Ql_l_x}qd.lgm,l.
saptamak igin sitozoller 10nM 3H - R188Vin yiiz kanu lp,l_\fi. Tat.lm,‘-mert
R.1-851. ve bir, dogal androjen olan 1pM testosteron ile inkiibe edilmistir. Sonug-
ta her iki baglanmanmda gerek radio - inert R1881 ile gereksede testosteron
ile inhibe edildigi gorilmistir (Sekil : 1).

Daha sonra bu iki baglayier proteinin sadece androjenler i¢in mi yoksa
diger steroidler iginde spesifik olup olmadiklarin anlamak ig.:in ' IO?M
3H - R1881 eklenmis sitozoller 1luM ostradiol ve 1uM progesteron ile inkiibe
edilmistir. Ostradioliin, °H - R1881’in her iki baglayie: proteinede bag.lanmam-
m inhibe edemedigi, progesteronun ise sadece 4S. baglayic1 proteine. olan
h;u‘“;lgqma}u iphibe edemedigi gorillmiigtir (Sekil;.: 2). P-rogps-teronunv_ 35
baéléylcl_proteige 5H - R1881’in bajlanmasim. inhibe edebilmesi 38 baglan-
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Sekil : 2. Insan testis dokusuna ait sitozollerde dstradiol ve progesteron igin.
androjen baglanma yiizeylerinin spesifisiteleri: _

Sitozoller 10nM 3H - R1881 ve 10cM *H - R1881 + 1uM bstradiol ile aynca 10nM
3H - RIBBI + 1uM progesteron ile 6°C de 3 saat inkiibe edilmigtir. ¢ standart
ola;u'ak. BSA (4.6 5) kullamlms Ollip; gradientler 2°C de 24 saat 55,000 rpm de
ceyrilmistir. Total baglanmay: (@—@) dstradioliin engellemedigi (A—A) pro-
gestem.nu'n'ise. sadece 38 deki h:_;j;lgr_unay'l eng@]ledig'i (O=)) saptanmmgtir.
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ma yiizeyinin androjenler ve progesteron igin ortak bir non - spesifik reseptor
oldugunu gistermektedir,

10nM °H - R1881 ile inkiibe edilen sitozollerde iki baglayier protein
saptanmigtir. 10nM *H - B1881 4 0.4 M KCl (son konsentrasyon)} ile inkiibe

“edilen sitozollerde sadece sedimentasyon katsayisi 3S olan bir baglanma

yiizeyine rastlanmistir. Sonug olarak baglayicr proteinlerin birbirine transfor-
me olabildikleri gorilmustir (Sekil : 3).
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Sekil : 3. Insan testis dokusuna ait sitozolik androjen baplanma yiizeylerinin
transformasyonu:

Sitozoller 10nM 3H - R1881 ile ve 0.4 M K(l igerén ortamda 10nM R1881 ile
3 zaat 0°C de inkiibe edilmigtir. 0.4 M KCI'li ortanida inkiibe edilen sitozol gene
0.4 M KCl iceren sukroz gradientte digeri ise geregler ve yb'ntem..bb'liimiinde anla-
tildigy gibi hazrlanan gradiente yayimugtir. ¢ standart olarak BSA (4.6 S) kul-
lamtms olup gradientler 2°C de 24 saat 55,000 rpm de gevrilmigtir. Diigiik
ionik kuvvetli ortamda 35 ve 45 baflanma yiizeyleri goriiliirken yiiksek ionik

kuvvetli ortamda (0.4 M KCl) sadece 35 baglama ylizeyi goriilmiigtir.

TARTISMA
Bu cahgmada insan testisine ait sitozollérde androjen reseptdrleri-
nin sedimentasyon katsayilar, spesifisiteleri ve transformasyohlar saptan-
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mastir. Tiim ¢aligma boyunca androjen baglama yiizeylerinin fizikokimyasal
dzellikleri 3H - R1881%in dogal androjenler yerine baglanmas ile ytrutilmiis-
tiir. R1881%in secilmesindeki amaclar, bu yapay androjenin dokularda bulu-
nabilecek serumdaki androjeni baglayici proteinlerle baglanmamas, inkii-
basyon sirasinda metabolize olmayis1 ve androjen reseptirlere yitksek affi-
nite ile baglanmasdir.

Insan testis dokusuna ait sitozolik androjen reseptorlerine SH - R1881
in baglanmasi sukroz gradient santrifiigasyon yontemi ile saptanmugtir.
Gerek spesifisite ¢ahsmalan gereksede molekiiler transformasyonun incelen-
mesinde ayni teknikten yararlamlmigtir. Bu yontemle sitozolik androjen
reseptorlerinin heterojen olduklan gériilmiigtir. Farkli androjen baglanma
yiizeylerinden birinin sedimentasyon katsayist 38 digerininki ise 48 olarak
saptanmistir. Bunlarin reseptér karakterinde olup olmadiklarmi gistermek
i¢in *H - R1881°1 baglama kapasiteleri ince]enmig;tir. Bu amacgla yapilan ¢alis-
mada *H - R1881%in yiiz kat:1 radio -inert R1881 veya testosteronun aym
sekilde baglanmay1 inhibe ettikleri gorillmigtir (Sekil : 1).

Bu, baglanma yiizeylerinin androjenler igin diigiik kapasite ve yiiksek affi-
nite gosterdiklerine isaret etmektedir. Reseptor digindaki baglayier protein-
ler ise genis baglama kapasitesi ve diigiik baglanma af\finitesi ile karakterize
edilir. Bu tip baglanma yiizeyleri igaretli hormonun yiiz kat1 radio - inert hor-
monla inhibe edilemezler inhibisyon i¢in genellikle 10° yada 104 kat1 radio -
inert hormenu gerektirirler 8,

Spesifisite cahismalar: 38 androjen reseptériiniin non - spesifik yani hem
progesterona hem de androjenlere baglanabildigini, 45 androjen reseptiriiniin
ise sadece androjenlere spesifik oldufunu géstermektedir., Bu bulgu bize 35
reseptiriiniin 45 reseptiriiniin bir on asamasi olabilecegini (prekiirsérii)
ammsattl. Yiiksek tuz konsentrasyonunda (0.4 M KCI) yapilan ¢cahgmalarda
sadece 3S reseptoriine rastlayabildik. Reseptior dimerlerinin 0.4 M KCl de
monomerlerine ayrildifr iyi bilinen bir fenomendir 7. Buna dayanarak 45
reseptoriiniin iki 3S reseptériiniin dimerlesmesinden olustugu ileri siiriilmiig-
tiir. Bu bulgu sitozolik androjen reseptorlerinin molekiiler transformasyonu-
nun_olabilecegini gistermektedir.

Yapilan literatiir ¢aligmalarina gire insan testisinde androjen reseptdr-
lerinin fizikokimyasal ozellikleri ile ilgili hir ¢ahsmaya rastlanmadigindan
bulgulanimz baska arastincilarin bulgular: ile kargilagtirma olanafimiz ol-
mamgtir. Ne varki benzer model Jensen ve ¢ahsma arkadaglan tarafindan
sigan uterusunda ostrojen reseptorleri igin teklif edilmistir 57. Bu modele
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gbre 4S Gstrojen reseptérii 55 fstrdjen reseptoriine transforme olmakta ve
5S reseptirii hiicre gekirdeZine transloke olmaktadir 2. Insan testisi iginde

- 35 androjen reseptiriiniin molekiiler transformasyonu ile olusan 45 andro-

jen reseptiriiniin gekirdege translokasyonn konusundaki gahsmalarimiz devam
etmektedir.. - . e e e e

SUMMARY

MECHANISM OF ANDROGEN ACTION IN HUMAN TESTIS

I. Heterogenicity and molecular transformation of androgen receptors in homan testis
cytosol.

Human testis cytosol labeled in wvitro with 3H - R1881 (°H - methyltrienolone) and
analyzed by sucrose gradient density eentrifegation formed two peak of bound radicacti-
vity with a sedimentation constant of about 35S and 4S5 in buffer of low ionic strength, The
labeled 35 and 48 complexes were displaced with 100 fold excess cold R1881 and testos-
terone whereas only 35 was displaced by excess progesterone. On the other hand in buffer
of high ionic strenght (0.4 M KCl) 45 transformed to 3S complex.

Under the light of these observations we come to the conclusion that 35 is common re-
ceptor for both androgen and progesterone however 45 is highly specific for only androgens
whereas 45 is the dimerisation product of 35 androgen receptors.
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