4.2.4. Sigan Hipokampusunda PI Hidrolizi .

Sigan hipokampusunda Pl hidrolizine Cch'un etkisi incelendi. 10° M

Cch ile maksimum uyari elde edildi (Sekil 23) .
10 M Cch’un IP+ birikimine kontrole gére uyarici etkisi yaklasik 1.75

misli bulundu (Sekil 24 ,Tablo 10).
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Sekil 23: Sigan hipokampusunda karbakol ile uyariimis Pl hidrolizi. Doku
dilimleri 3.3uCi [ °H Jmyo-inositol ve 10° - 10° M Cch varhiginda Yéntem 1'de
oldugu gibi 60 dak. inkiibe edildi. Grafikie duplike galisiimis 6rnek deney
gosterilmigtir.
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Sekil 24 : Sigan hipokampusunda 10" M Cch ile uyariimig Pl hidrolizi. Doku
dilimleri 3.3uCi [ ®H ] myo-inositol ve 10° M Cch ile Yéntem 1'de anlatildigi
sekilde 60 dak. inklbe edildi. Reaksiyon soguk kloroform:metanol(1:2 v/v)
ilavesi ile durduruldu ve IP4, IP, ve IP; duzeyleri Gereg ve Yontemlerde
belirtildigi gibi saptand:. Duplike galisilmis 3 deneyin ortalamast alinmistir.

Tablo 10: Sican hipokampusunda 10° M Cch ile uyariimis PI hidrolizi

IP4 P2 IP3

(pmol/mg protein) | (pmol/mg protein) | (pmol/mg protein)
Bazal 22.8 7.12 3.27
Cch(10™ M) | 39.94 39.05 8.23

10"*M karbakol ile uyarimis inositol fosfatlarin %59.72 + 9.035¢ni 1Py,
%27.33 + 7.266 ‘sint P2, % 12.92 + 1.822 ‘sini IP; olusturmaktadir (Tablo

11).
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Tablo 11: Sigan hipokampusunda Pl hidrolizi sonucu olusan inositol

fosfatlerin. oranlari. Tablo 11, Sekil 24'de gdsterilen 3 deney

degerlendirilerek hazirlanmigtir.

Deney 1P, IP3 Toplam [P4+IPz+IP3
P4
dpm/mg % |dpm/mg % {dpm/mg % {dpm/mg %
1 21036.6 75.7 | 3986.5 14.35 | 2745 9.88| 27767.5 100
2 |20722.0 58.95| 99624 28.34 | 4465 12.7 | 351494 100
3 |8371.38 44.48| 6414 8.65|406.9 5.5 | 18816.99 100
ortalama | 16709.9 59.72 | 4863.4 27.33 | 2538.9 12.92] 27244.6 100

4.2.5 Sigan Beyin Boélgelerinde Pl Hidrolizi -

Sican beyninin farkl bodlgelerinde 10 M Cch'un P4 birikimine uyarict
etkisi incelendi. Agonistin [P4 birikimine uyarici etkisi striatumda 1.44 misli,
korteksde 1.98 misli ve hipokampusta 1.73 misli bulundu (Tablo 12, Sekil

25).
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Sekil 25 : Sigan striatum, korteks ve hig)
dilimleri 3.3uCi [ *H Imyo-inositol ve 10"
kosullarda 60 dak. inkiibe edildi.Duplike g¢aligilmis 3 deneyin ortalamasi

alinmigtir,
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Tablo 12 : Sigcan striatum, korteks ve hipokampusun da Hidrolizi.

Striatum Korteks Hipokampus
(pmol/mg protein ) (pmol/mg protein) (pmol/mg protein)
Bazal 21.34 15.39 14.39
Cch(10°M) | 30.9 30.62 25.02

Muskarinik agonist Cch’'un ,hipokampusta Py ve [P, birikimine
kontrole gére uyarici etkisi istatiksel olarak anlamli (P< 0.05) bulundu. Cch,
korteks ve striatumda da PI hidrolizinde artisa sebep oldu ve IP4 birikimine
uyarici etkisi kontrole gére istatiksel olarak anlamli bulundu (P< 0.05).

4.2.6. Kobay ve Sigan Kalp Dokularinda PI Hidrolizi

Kobay kalbinde yuritilen tek bir deneyde, 10° M Cch ile IP;
birikiminde bazal de§erlerin iki kati uyari saptandi (Sekil 26). 1Py dlzeyi Cch
yoklugunda 7.99 pmol/mg protein iken Cch varliinda bu deger 15.04 pmol /

mg protein’e ylkseldi.
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Sekil 26: Kobay kalbinde Cch ile uyariimis Pl hidrolizi. Doku dilimleri 3.3uCi
[ ®H Jmyo-inositol ve (0-10° M) arasinda degdisen derisimlerde Cch ile
Yontem 1'de oldugu gibi 60 dak. inkiibe edildi. Duplike caligiimis &rnek
deney. Grafikte yalnizca IP; degerleri gosterilmistir.
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Sigan kalbinde yuruttlen deneylerde ise 10° M Cch ile IP4 duzeyinin

kontrole gére 1.39 misli arttig belirlendi (Sekil 27 ,Tablo13 ).
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Sekil 27: Sican kalbinde 10°M Cch ile uyariimis PI hidrolizi. Duplike
calisiimis 3 deneyin ortalamasi alinmistir. (A,B),IP1 ;(C,D),IP2 ; (EF),IPs.
Capraz tarall sttunlar Cch iceren 6rnekleri belirtmektedir.

10 M Cch ile 60 dak. etkilesim sonucu (Yoéntem 1), Cch'un IP4 ve IP;
birikimine uyarici etkisi istatiksel olarak anlamli ( P <0.05) bulundu. IP1 dlizeyi
Cch yoklugunda 2604.7 dpm/mg protein iken Cch varliginda 3642.06
dpm/mg'a yikseldi (P<0.05). IP; diizeyi ise 774 dpm/mg proteinden 1130.5
dpm/mg proteine yikseldi(P<0.05). Sekil 27'deki degerler Tablo13‘de pmol/

mg protein olarak g&sterilmistir.
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Tablo 13 : Sigan kalbinde Cch ile uyariimis P! hidrolizi (pmol/mg protein).

IPy (pmol/mg IP2 (pmol/mg [Pz (pmol/ mg

protein) protein) protein)
Bazal 6.19 3.81 1.48
Cch(10° M) | 8.66 3.58 2.52

4.3 GEN EKSPRESYONU
4.3.1 Dokulardan Toplam RNA ve mRNA Eldesi

Kobay safra kesesi, kalp ve mide dokularindan ve sigan beyin
dokusundan toplam RNA, guanidyumizotiyosiyanat yéntemi kullanilarak elde
edildi. Toplam RNA &rnekleri formaldehit gel elektroforezi yapilarak incelendi
(Sekil 28).

Sekil 28: Mide, beyin, kalp ve safra kesesi toplam RNA ¢rneklerinin
elektroforetik analizini gésteren érnek gel. Gereg ve Yontemler béluminde
anlatildigi sekilde elde edilen toplam RNA, formaldehit-agoroz geline her
kuyuya 10 pg 6rnek gelecek sekilde ytiklendi. Gel fotograft U.V. 15131 altinda
cekildi.
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Stratagene  mRNA izolasyon kiti kullanilarak elde edilen mRNA
ornekleri formaldehit gel elektroforezi yapilarak incelendi (Sekil 29 ).

Sekil 29 : Mide, beyin, kalp ve safra kesesi mRNA larinin elektroforetik
analizini gosteren 6rnek gel. Gereg ve Yontemler bélumiinde anlatildigi
sekilde elde edilen mRNA formaldehit-agoroz geline her kuyuya 5-10ug
ornek gelecek sekilde ytklendi. Gel fotografi U.V. 1511 altinda gekildi.

4.3.2. Plazmid ve Oligoniikleotit Problarin Radyoaktif

isaretlenmesi

Plazmid problar Prime a -Gene isaretleme Kiti kullanilarak isaretlendi.
Yaklasik 1-3pg prob,30uCi [a - P] CTP (3000Ci/mmol) varhiginda gece
boyunca oda sicaklijinda inkiibe edildi.Isaretleme verimini saptamak igin,
karigimdan alinan 0.05ul érnek %10 TCA ile goktirlilmeden 6nce ve sonra
GF/C filtrelere emdirildi ve sivi sintilasyon sayacinda sayildi.Elde edilen
isaretleme verimleri Tablo 14'de gosterilmektedir.
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Tablo 14 : cDNA (plazmid) problarin isaretleme verimleri.

TCA dncesi TCA sonrast
Deney sayim/dak sayim/dak %verim

mo 1 28381 13959 49

2 41801 17417 41

3 31713 18916 59.6

4 18390 13091 71.2

5 32399 22313 68.8

6 45568 44644 97.2
Ms 1 1194 374 31.32
My 1 24514 16586 67.65

Oligonukleotit problar, T4 polintikleotit kinaz enzimi ve 50uCi [y -*2 P]
ATP varlidinda 37°C'ta 45 dak. inkiibe edildi. Yukarida plazmid problari icin

anlatilan  yontemle  saptanan - isaretleme  verimleri Tablo  15'de
gosterilmektedir.

Tablo 15 : Oligonukleotid problarin isaretleme verimleri.

Deney  TCA dncesi TCA sonrasi %
(sayim/dak) (sayim/dak) verim
28 S rRNA probu 1 30677200 10648400 35
2 76693 26696 35
ms probu 1 18665200 7720000 41
2 46663 19300 41.3
my probu 1 3292 1534 46,5
2 1833 1522 83
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4.3.3. Hibritleme

Kobay safra kesesi, kalp, mide dokularindan, tavsan safra kesesi,
pankreas ve sigan beyin dokularindan elde edilen ve naylon membranlara
aktarilan toplam RNA ve mRNA 6rnekleri [ a->*P]CTP ile isaretlenmis problar
ile farkh kosullarda hibritteme islemine tabi tutuldu.On-hibritleme ve
hibritteme 42°C’ta, son yikama ise oda sicakliginda yapildi. Kontrol dokumuz
olan kalp'te tim mAchR problariyla pozitif sinyal alindigindan, hibritleme ve
yikama sicakliklarinin distk olmasi sonucu, 6zgiin olmayan sinyaller elde
edildigi dastuntldu (Sekil 30).

Sekil 30: Cesitli dokularda mAChR ekspresyonu. Kobay safra kesesi, mide
ve kalp, tavsan safra kesesi ve pankreas ve sigan beyin dokularindan toplam
RNA elde edilerek [o-?P] dCTP ile isaretlemis my , (A), mz2, (B), m4 , (C) ve
ms , (D) cDNA problariyla hibritlestirildi. Hibridizasyon, 42°C’ta, son yikama
ise oda sicakhginda yapildi. A ve C :( 1), k.mide; (2), k. safra kesesi; (3),
k.kalbi; ( 4), sigan beyni .B : (1), k.safra kesesi; (2), t.pankreas ; (3), t. safra
kesesi; ( 4), k.kalbi. D : (1), k.mide; (2), k.safra kesesi; (3), k.kalbi; (4), sigan
beyni.

Membranlar 95°C'ta arindirma ¢ozeltisi ile ylkanarak,32P isaretli cDNA
problardan arindirldi ve 50-60°C arasinda degisen hibritleme, 45-60°C
arasinda degisen yikama sicakliklari denenerek my - ms cDNA problariyla

tekrar etkilestirildi. Bunun sonucunda, m4 cDNA probuyla yalnizca beyin

78



dokusunda , mz cDNA probuyla da yalnizca tavsan safra kesesi ve kobay
kalbinde zayif sinyal alindi (Sekil 31).

Sekil 31: m, ve my ekspresyonu. Toplam RNA igeren ornekler [ o-%P ]
dCTP ile isaretlenmis my (A) ve m4 (B) cDNA problariyla hibritlestirildi.
Hibridizasyon 50°C'ta (A) ve 62°C'ta (B), son yikama ise 45°C’ta (A) ve
58°C'ta (B) yapildi. A:(1),tavsan safra kesesi ; (2),k.kalbi.B: (1), sigan beyni.
Membranlara aktariimis ancak sinyal alinmayan diger dokular sekilde
goOsteriimemisgtir.

cDNA problart kullanilarak yapilan deneylerde kullanilan mj-ms
genlerine uygun cDNA problari takili olduklari psP 64/65/72/73 riboprob
vektorleri icinde isaretlenmisti. Bu problarin isaretlenme verimlerini arttirmak
ve 0zgin hibridizasyonu saglamak amaciyla, problarin takili bulunduklari
plazmitten EcoRI, Hind Ill ve Sal | restriksiyon enzimleriyle kesilip ¢ikarilarak
isaretlenmesi hedeflendi. Ancak, elimizde mevcut EcoRI enzimi ile yapilan
kesim islemlerinde enzimin aktivitesini yitirdigini ayrica Sal | enziminin temin
edilememesi ytziinden bu islem gergeklestirilemedi.

cDNA problarinin isaretlenmesiyle istenen verim elde edilemediginden
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M3 ve my genlerine uygun sentetik oligonikleotit problar sentezlettirildi.
Ayrica, toplam RNA miktarlarin saptamak lzere 28S rRNA probu da

sentezlettirildi. Sentetik oligoniikleotit problar Gereg ve Yontemler béliimiinde
anlatildigi gibi [y-SZP] ATP ile isaretlendi ve isaretleme verimleri %10 TCA ile
¢Okeltme yoluyla saptandi. (Tablo 15)

m3 oligontikleotit probuyla beyin, kalp, safra kesesi ve mide
dokularinda pozitif sinyal alindi (Sekil 32).Kalp dokusunda gbézlenen ms

ekspresyonunun kan damarlarindan kaynaklanabilecegi distniildii (40).

Membranlardaki toplam RNA miktarlari 28S rRNA probuyla kontrol
edildi (Sekil 32). Membranlar 90°C'ta arindirma islemi vyapilarak farkh
problarla ardarda etkilestirildi. Bu islem sirasinda bazen RNA’larin da
membrandan kopabildigi gézlendi. Ornegdin, beyin RNA’sinin arindirma iglemi

sirasinda ayriimasindan dolayi, 28S rRNA probuyla yapilan hibridizasyonda

beyin RNA'sI gbzlenmemistir (Sekil 32 ).

12 4

Sekil 32 : Cesitli dokularda m; ekspresyonu. kobay mide (1,2), kobay safra
kesesi (3), kobay kalbi (4) ve S|<;an beyni (5) dokularindan elde edilen
toplam RNA'lari igeren membran [y->?P] ATP ile isaretlenmis m3 (A) ve 28S
rRNA (B) oligoniikleotit problariyla etkilestirildi. Hibridizasyon, %50 formamid
varhginda 42°C'ta, son yikama islemi 42°C'ta gergeklestirildi. 285 ve 18S
ribozomal alt birimlerin yirtime uzakliklan otoradyogramin  solunda
gosterilmistir.
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Bir baska deneyde kobay ve tavsan safra kesesi ve kobay kalbinde ms
ekspresyonu gézlenirken, tavsan pankreas dokusunda ms sinyali alinamadi.
Ancak, agaroz geline uygulanan pankreas RNA miktarinin yetersiz oldugu
gézlendi. Daha 6nce, ayni membranin kullanildigi  ¢cDNA problariyla
etkilestirilime sonucunda non-spesifik olduklari distndlen  sinyallerin

pankreasta bulunmadigr gézlenmisti (Sekil 30).

12 3 4

Sekil 33 : Kobay ve tavsan safra kesesinde m; ekspresyonu. Kobay safra
kesesi (1), tavsan pankreas (2), tavsan safra kesesi (3) ve kobay kalbi (4)
dokularindan elde edilen toplam RNA igeren membran [ y -32P] ATP ile
isaretlenmis ms3 oligontkleotit probuyla etkilestirildi. Hibridizasyon, %50
formamid varliginda 42°C'ta, son yikama ise 44 °C'ta gergeklestirildi. 28S ve
18S ribozomal alt birimlerin migrasyon uzakliklari otoradyogramin saginda
gosterilmistir.
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my4 oligontkleotit probuyla kobay safra kesesi ve mide dokularinda
zay|f sinyal gézlendi (sekil 34) .
A B

1 2

Sekil 34: Kobay safra kesesinde ve mide dokularinda m4 ekspresyonu.
Kobay mide (1) ve safra kesesi (2) dokularindan elde edilen toplam RNA [ y -
32P] ATP ile isaretlenmis m4 (A) ve 28SrRNA (B) oligontikleotit problariyla
hibritlestirildi. Hibridizasyon, %50 formamid varhginda 35 °C’ ta, son yikama
40 °C' ta yapild..

Muskarinik ~ reseptér ekspresyonu son yillarda  gelistirilen
kemiluminesan yéntemi kullanilarak incelendi. mz ve ms cDNA problari
digoxigenin-11UTP ile isaretlendi.Membranlarla hibriteme ve belirleme
islemleri Gere¢ ve Ydntemler boélimiinde anlatildigi sekilde uygulandi.DIG
isaretli m3 probuyla sigan beyni, kobay safra kesesi , kalp ve mide

dokularinda , ayrica tavsan pankreas dokusunda sinyal elde edildi (Sekil 35).

12345678 1234

Sekil 35 : m3 ekspresyonunun kemiluminesan ydntemle belirlenmesi. m3
cDNA probu ile hibridizasyon ve yikama iglemleri 44°C’ta yapildi. Membran,
belirleme isleminden sonra Kodak X-OMAT filmi Uzerine yerlestirildi. Oda
sicakhiginda 15 dak. bekletilen film banyo edildi . A: (1,7), sigan beyni; (2,6)
k. kalp, (4), tavsan safra kesesi; (5) t. pankreas (8), insan lenfosit toplam
RNA'lari B: (1), sigan beyin; (2), k.kalp; (3), k. safra kesesi (4), k. mide
toplam RNA’lar!.

82



m4 probunun ise beyin mRNA’sI, kobay safra kesesinden elde edilen
deneyden toplam RNA ile hibritlestigi belirlendi (Sekil 36). Kemiluminesan
yontemle elde edilen sinyallerin ¢ok keskin olmamasi ve film tzerinde lekeler

bulunmasi dikkati ¢ekti.

| 285
" 18S 285

18S

123456 o

Sekil 36: Cesitli dokularda m4 ekspresyonunun kemiluminesan yoéntemle
belirlenmesi. Dig-isaretli ms; cDNA probu ile hibridizasyon ve yikama
islemleri 40°C’ta yapildi. Membran belirleme isleminden sonra Kodak X-
OMAT filmi tzerine yerlestirildi. Oda sicakhginda 15 dak. bekletilen film
banyo edildi A: (1,3), k. safra kesesi; (5) k. kalbi (6), sigan beyin'den elde
edilen toplam RNA, B: Beyin mRNA.
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4.3.4. Hiicre Zar Kesimlerinde immiinolojik Belirleme Yéntemiyle

Muskarinik Reseptor Alttiplerinin Saptanmasi

Muskarinik reseptér alttiplerinin - dokulardaki dagihmini farmakolojik,
fonksiyonel,molekiiler genetik teknikleri ile degderlendiren birgok c¢alisma
vardir (5) Ancak, farmakolojik yaklagimlar alt tiplere 6zgt ligandlarin
bulunmamasi nedeniyle, molekiler genetik yontemler ise Northern blot
analizlerinde karsilasilan zorluklardan dolayi sinirhdir. Ayrica belirli bir
dokuda sentezlenen mMRNA dizeyleri mevcut reseptor miktarini
yansitmavabilir ( 94, 95 ). RNA duzeyi yetersiz olsa bile, 6zgin antikorlar

kullanilarak yapilan immiin presipitasyon ve Western blot analizleri ile
reseptor proteinlerini saptamak mumkiin olmustur (42).

Bu nedenlerden dolayi, safra kesesindeki muskarinik reseptér alt-
tiplerini belirlemek amaciyla, kobay safra kesesi ve kalp dokularindan, sigan
beyin dokusundan hiicre membran kesimleri elde edildi (sekil 37).

Sekil 37: Elektroblot yoéntemiyle aktarilan proteinlerin Ponsu S ile
boyanmasi. K. safra kesesi(GB),k.kalbi(H) ve sican beyninden(B). hazirlanmis

- hiicre  zar kesimlerinin elektroforetik analizi.
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Proteinler SDS-PAGE ile ayrildiktan sonra nitroseliiloz membrana aktarildi.
Membrana aktarma islemi Ponso-S ile boyanarak kontrol edildi ve hazirlanan
membranlar Dr. Allan Levey'e goénderildi. ms-m4 proteinlerine 06zgi
antikorlarla yapilan Western blot analizi sonucunda, kobay safra kesesinde
m3 proteinlerinin varligi saptandi. my antikoruyla ¢ok zayif bir sinyal
(otoradyogramdan ¢ekilen fotografta goértlmemektedir), m, antikoruyla ise
6zglin olmadigi distnillen bir sinyal alindi. m4 antikoru safra kesesinde
sinyal olusturmadi, ancak beyin'den alinan sinyalin ¢ok zayif olmasi, my

antikorunun etkilesiminin yetersiz kalmis oldugunu disindirdi (Sekil 38).

. 97400
66200
45000
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21500
14400
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14400

Sekil 38: Western blot analizi. K. safra kesesi (GB)., k.ka[bi (H) ve sigan
beyninden (B) hazirlanmig hicre zar kesimleri nitroseliiloz membrapa
aktarildi. Membranlar my (), mz (1), msz () ve my (IV) antikorlar ile
etkilestirildi.
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4. TARTISMA

Muskarinik reseptérier G-proteinleriyle kenetli reseptérier ailesinin bir
Oyesidir.Muskarinik reseptérlere ait gesitli mekanizmalarin incelenmesinin
hedeflendigi bu c¢alismada ilk olarak sigan beyninde G protein etkinligi
incelendi.Sigcan beyninden hazirlanan ham membran, P3; ve membran 6zt
,S142 kesimlerinde GTP baglama etkinliginin yliksek derisimde GTP
varliginda baskilandigi belirlendi.Mg?* iyonunun GTP baglama tepkimesinde
6nemli bir rolii oldugu bildirilmistir.Bu nedenle GTP baglama tepkimesine 0-
500 mM Mg®" ‘un rolii incelendi ve 60mM Mg** varliginda maksimum
baglanma saglandi.Sigan beyin membranlarinda mevcut G protein dizeyleri
G proteinlerinin o ve By altbirimlerine 6zgiin antikorlar kullantlarak saptandi.

Muskarinik reseptérlerin farkh alttiplerinin  gesitli efektérler Gzerinden
farkli biyolojik yanitlar olusturdugu gdsterilmigtir. Bu reseptor alttiplerinin
dokularda farkhi dagihm gésterdikleri ve farkli G- proteinleriyle kenetlenerek
farkli ikincil ulak sistemleriyle etkilestikleri bilinmektedir (7). Ornegdin, m4, mj
ve ms reseptorlerinin uyariimasi IP3 veDAG olusumuna, my; ve my
reseptorlerinin uyariimasi ise adenilat siklaz inhibisyonuna neden olmaktadir
(3). Ancak , caligmalar bir muskarinik reseptér alttipinin birden fazla efektér
sistemini; ayrica, farkh muskarinik reseptor alttiplerinin de ayni efektor
sistemini uyarabilecegi gosterilmistir ( 5,8 ).

Muskarinik reseptorlerin kenetlendigi ikincil ulak sistemleri arasinda
IP53 birgok fizyolojik yanita yol agmaktadir. Bu nedenle, fosfoinositid hidrolizi
ile ilgili 6n gahgmalar sigan beyin , sigan kalp ve kobay kalp dokularinda
yapildl. Beyin dokusunun farkh bélgelerinde belli bir muskarinik reseptér
alttipinin  farkl  efektér sistemlere kenetlendigi  go6sterilmistir  (96).
Deneylerimiz, muskarinik agonist Cch'un hipokampusta IP4 birikiminde artisa
neden oldugunu gésterdi ve beynin bu béigesinde Cch’un IP4 ve IP; birikimi
tzerindeki uyarici etkisinin istatiksel olarak anlamli oldugu saptandi. Cch'un
hipokampusun yanistra korteks ve striatumda da IP¢ birikimine uyarici etkisi
oldugu belirlendi. 10" M Cch ile uyariimis IP4 birikiminin kortekste en yiksek,
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hipokampusta orta diizeyde, striatumda ise en az diizeyde oldugu ve bu
bulgularin Tonnaer ve ark.’nin bulgulariyla uyumlu oldugu géziendi (96)
Tonnaer ve arkadaslan bu bdlgesel farkliliklarin farkli muskarinik reseptor
alttiplerinin  farkh ikincil ulak sistemleriyle kenetlenmesiyle ya da ayni
reseptdre farklh efektér sistemlerinin kenetlenmesiyle ortaya gikabilecegini
varsaymislardir (96). Ayrica beynin bu bélgelerinde farmakolojik, molekiiler
ve fonksiyonel c¢aligmalar yapan bagka arastirmalar, hipokampus ve
kortekste My ve Ms reseptdrlerinin Pl dénglsi ile kenetli oldugunu, m;
alttipinin hipokampus, korteks ve striatumda, m4 gen Griinindin ise striatumda
bulundugunu géstermiglerdir (69,94). Radyoligand baglama ve imml‘Jnolbjik
calismalarla kortekste az miktarda m; alttipinin oldugu bulunmustur. Ayni
arastiricilar korteks ve hipokampusta mj; reseptdriinin Pl hidrolizinin

yaklasik %15 ‘inden sorumlu oldugunu ileri sirmislerdir (59).

Molekdler hibridizasyon ¢alismalariyla muskarinik reseptor alttiplerinin
besinin de beyinde ekspresyonu oldugu gdsteriimigtir (39). mAChR
mRNA'lart beyin dokusunun g¢esitli bolgelerinde farkli dagihmlar gosterirler.
Ornegin, m2 mRNA'si korteks ve serebellumda postsinaptik ya da
nonkolinerjik sinir uglarindan diger ndérotransmitterlerin salinimini dizenler
(97). my, mz ve my4 genleri ise korteks ve hipokampusta bulunur. ms gen
arint bakimindan en zengin bdlgenin striatum oldugu saptanmistir (59).
Ancak, daha &6nce de belirtildigi gibi mRNA duzeyleri dokularda mevcut
fonksiyonel»protein miktarlarini her zaman yansitmamaktadir (10).Ornegin,
NG108-15 hiicrelerinde hibridizasyon ile yalnizca m4 RNA's1 saptanmigken,
imminpresipitasyon bulgulari m; ve m4'in varligina igaret etmektedir (94).
Hiicrede  gergeklesen  transkripsiyon ve translasyon sonrasi
modifikasyonlarin bundan sorumlu oldugu énerilmigtir (94).

Beyin dokusunda immiuinohistokimya ve insitu hibritteme galigmalari
ile belirlenen muskarinik reseptdr proteinleri de farkliik g&stermektedir

(97).0Ornegin, striatumda m, proteini saptanmisken, _insitu hibritleme

calismalarinda bu reseptér alttipi belirlenememistir. Ote yandan, korteks ve

striatumda Western blot analizi ile my ve m3’in varligi saptanmigtir. Ayrica,
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korteksde m; ve m; , hipokampusta M3 ve M, karigimi olabilecegi
Onerilmigtir (94).

Bu galismada tim sigan beyin dokusundan toplam RNA elde edimis,
mz, m3 ve my alttiplerine 6zgiin plazmid ve oligonikleotit problarla Northern
blot analizi yapilarak bu genlerin ekspresyonu gosterilmistir. Ayrica,
imminblot teknigi kullanilarak, ms-ms reseptér proteinlerinin varligi

belirlenmigtir .

Asetilkolinin biyolojik islevlerinin arasinda yer alan kalp hizinda
azalma, atrial kasilma ve adrenerjik transmitter salinimi , farkli muskarinik
reseptdr alttipleri araciliyiyla gergceklesmektedir (98). Kobay kalp dokusunda
Cch ile P! hidrolizinin arttigi, 10 M Cch ile bu artigin bazal degerin iki katina
ulastidr gbzlendi. Sigan kalbinde ise gézlenen uyari bazal dederin 1.39 misli
kadar oldu. Bir grup arastirmaci tavsan kalbinde asetilkolin ile indtklenen
prostasiklin sentezine M; ve Mz mMAChR alttiplerinin aracilik ettigini
belirlemislerdir (98). Bu arastirmacilar, kalpte m; reseptorlerinin kalp hizinda
azalmaya neden oldugunu ilevri stirmektedirler (98) .Gurwitz ve arkadaslari da
sican atriumunda Pl hidrolizinin Cch etkisiyle %25 oraninda uyarildigini
saptamiglardir (45). Memeli kalp dokusunda my; RNA'larinin varlig
bilinmektedir (23,94). Ventrikliler miyositlerde ise mz RNA’sinin varligina
ragmen, radyoligand baglama calismalariyla M3 mAChR’niin bulundugu ileri
sUrliimGstar (99,100). Ventriktl miyositierindeki M3 mAChR’lerinin adenilat
siklaz sistemine kenetlendigi, farkli bir G-proteini aracihgiyla prostasiklin
sentezini sagladigi varsayilmistir (98). Mak ve arkadaglann da kan
damarlarinda mz mRNA'sinin ekspresyonu oldugunu belirtmistir (40).

Calismamizda Northern blot analiziyle kalp dokusunda May'nin yani
sira m; ile de pozitif sinyal alinmasi , bu bilgilerin 1s1ginda degerlendiriimis
ve tim kalpten elde edilen toplam RNA ile m3 mAChR ekspresyonunun
gbzlenmesinin olasi olduguna karar verilmigtir. Kalpte m; mAChR proteininin
varligi Western blot analiziyle de tespit edilmis ancak m; antikoruyla
gdzlenen sinyalin 6zglin olmayacag disinulmustir.

Calismanin ikinci béliminde kobay safra kesesindeki muskarinik

reseptor alttiplerinin belilenmesi ve reseptér sonrast olaylarin karakterize
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edilmesi hedeflenmigtir. Daha o6nce kobay safra kesesinde artan Cch
derigiminin ¢ AMP yapimini baskiladi§i ICso deferine gore adenilat siklaz
inhibisyonuna mz ve my reseptérlerinin aracilik ettigi distntimasta (101). Bu
calismada Cch ile uyarilmis PI hidrolizi icin saptanan ECso dederi  (1.05x
10°M) Literatirde my ve ms (m;=1.0x10°M, m3=1.6x10°M) igin bildirilen
degerlerle uyum icindedir (102). Kobay safra kesesinde kasiima yanitina her
iki sistemin de yol agmasi olasidir. Bu olguya baska dokularda da
rastlanmaktadir. Ornegin, sigan beyninde karbakol ile uyarilmis PI hidrolizinin
M, adenilat siklaz inhibisyonunun M3 araciliiyla gergeklestidi, kpek kolon
diz kasinda PI hidrolizinin M3, cAMP inhibisyonunun M;'ye, hamster over
hiicrelerinde ise her iki sistemin M3'e kenetli oldugu ileri strtimistr (82).

Cch ile cAMP olugumunu inhibisyonu ve Pl hidrolizinin uyariimasi igin
elde edilen ICso ve ECso dederleri bagka arastiricilarin bulgulariyla
karsilagtinlmigtir. Adenilat siklaz sistemi icin daha &nce belirlenen ECsg
degeri (6.0X 10 M) Stein ve arkadaslarinin m; ve m4 reseptérleri icin
belirledikleri degerlere yakindir (103). (m;=3.7X10® m4=1.3X10°M). Cch ile
uyariimis P! hidrolizi icin ECso degerimiz 1.05X10° M Peralta’nin m; ve ms
icin saptadigi degerlerle (My=1.0X10° M, ms=1.6X10® M) uyum igindedir.
Kobay safra kesesinde Ms reseptérierinin bulundugunu ileri stiren Takahashi
ve ark. ise, IP; hidrolizi icin 1Cso degerini 1.1X107 M olarak belirlemislerdir
(82). Ayni sekilde von Schrenk ve arkadaglar da Kobay safra kesesinde Pl
hidrolizinin M3 reseptoril aracihgiyla oldugunu belirtmislerdir (104). Belirlenen
ECso ve ICso degerlerine gore karbakole bagiml Pl hidrolizi adenilat siklaz
inhibisyonuna gére daha az duyarlidir (101).

Muskarinik antagonistlerle yapilan Pl hidrolizi deneyleri bu sisteme
kenetli muskarinik reseptor alt tiplerinin belirlenmesinde tamamlayici nitelik
tasimaktadir. Antagonistlerin tek bir reseptdr igin tamamen segcici olmamast
nedeniyle reseptdrlerin nispi afiniteleri 5nem tagimaktadir. Calismamizda m;
secici olup M4'e de afinitesi olan metokramin ve M, segici gallamin kullanildi.
Kobay safra kesesinde Metokramin igin hesaplanan ICsy degerine gére M;
reseptérinin, gallamin ile saptanan ICso dederine gére de M, reseptbrinin

fosfoinositid sistemine kenetli olabilecedi diiginilda (36). Bulgularimiz ile
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uyumlu olduunu dustnddgumiz bir calisma kedi safra kesesinde
yapiimigtir. Bu aragtirmada metokraminin doza bagh olarak (ICso 10° M)
kastimayi inhibe ettigi belirlenmistir. Br?u»hs‘onuglara gére M,,M; reseptorlerinin
farkli Ca kaynaklarini kullanarak farkli hicre igi sinyal ileti yollarint ( M,
PLDyi, Ms'in ise PLCyi) uyardigi ve bu reseptor alttiplerinin kas
kastimasinda fonksiyonel oldugu o6nerilmigtir (105) Ayni sekilde, kobay
miyometriyumunda M; adenilat siklazi inhibe etmekte , M3 ise PI hidrolizini
artirmaktadir (106 ).

Safra kesesinde yurattigimiz molekuler hibritteme deneyleri ise m,,
ms; ve my resptdr alttiplerinin  varligini  distndtrdd. Western blot
analizlerinden elde edilen sonuglar kobay safra kesesinde ms proteini ve
ms'e goére daha az miktarda m4 proteininin bulundugunu sezindirdi. m;
antikoruyla elde edilen sinyalin son derece zayif olmasi my4 antikoruyla da
referans doku olan beyinde zayif sinyal alinmasi nedeniyle my; ve m,
proteinlerinin varlidt ile ilgili kesin bir yorum yapmak miimkiin olmadi. Ayrica,
literatirde bu dokuda Northern ve Western blot teknikleriyle yapilmig
galismaya rastlanmamisg olmasi, bulgularimizi bu agidan degerlendirmemizi

gliclestirdi.

Sonug¢ olarak, kobay safra kesesinde mq,-msy mMAChR'lerinin
ekspresyonu olasidir. lkincil ulak c¢alismalarimiz m, ve mj reseptorlerinin
varligini desteklemektedir. Cok sayida segici antagonistlerin kullanimi ile bu

dokuda mevcut alttiplerin karakterizasyonu saglanacaktir.
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OZET

Muskarinik reseptérler G-proteinleri aracilifiyla ikincil ulak sistemlerini
uyararak birgok hiicresel yanita yol acarlar. Cesitli doku ve organlarda
muskarinik reseptdr alttiplerinin belirlenmesi, segici ilaglar geligtiriimesi
acgisindan dnem tasir.

Bu ¢alismada sigan beyni, sican ve kobay kalpleri ve 6zellikle kobay
safra kesesinde karbakol ile uyariimig fosfoinositid hidrolizi incelendi. Ayrica,
Northern ve Western blot teknikleri kullanilarak, bu dokudaki muskarinik
reseptor ekspresyonu arastinildi. Kobay safra kesesinde bulunan muskarinik
reseptorlerin adenilat siklaz inhibisyonuna oldugu gibi fosfoinositid hidrolizine
de kenetli oldugu, ancak fosfoinositid hidrolizinin karbakole daha az duyarh
oldugu goézlendi. Northern ve Western blot analizleri kobay safra kesesinde

my-m4 genlerinin hepsinin ekspresyonunun olabilecegini distindiirdii.
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SUMMARY

Muscarinic receptors mediate many cellular responses by activating
second messenger systems through the action of G proteins. Identification of
muscarinic receptor subtypes expressed in various tissues and organs is
important in the development of selective drugs.

In this study, carbachol-induced phosphpinositide hydrolysis was
determined in rat brain, rat and guinea-pig heart and guinea-pig gallbladder.
Northern and Western blot techniques were utilezed to study muscarinic
" receptor expression in these tissues. Muscarinic receptor proteins in guinea-
pig gallbladder were found to be coupled to Pl hydrolysis in addition to
adenylate cyclase inhibition. However, carbachol-induced phosphoinositide
breakdown was less efficient than inhibition of CAMP accumulation. Northern
and Western blot analyses suggested that m-ms; genes may be expressed

in guinea-pig gallbladder.
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Kisaltmalar:

aa
A.C.
ACh
AA
B.T.

CDP-Star ™

cAMP
cGMP
CTP
CaM
Ca
Cch
cpm
Dak.
Dig
DAG
4-DAMP
DTT
EDTA
ER
EtBr
GAL
GTP
GDP
Gi

Gs
GITC
H.C.
H.0,
HHSID
p-f- HHSID
P4

P,

IP3

P4
MOPS
MTO
mAChR
nAChR
PAGE
Pao

Pl

PIP
PP,

:Amino asit

:Adenilat siklaz

:Asetil kolin

:Aragidonik asit

:Bogmaca toksini (Pertusis toksin
Disodium 2-chloro-5-14-methoxyspiro { 1,2-dioxetane,3,2'-

(5'-chlaroricvelo 13.3.1.1%7 1 decan } -4-yl )-1-phenyl
phosphate

:Siklik adenozin mono fosfat
:Siklik guanozin mono fosfat
:Cytidine Triphosphate
:Kalmodulin

:Kalsiyum

:Karbakol

:Dakikadaki sayim

:Dakika

:Digoxigenin-11-UTP

:Diacil gliserol

:4 Diaphnyl-acetoxy-N-metil piperedine methiodide
:Dithiothreitol .

:Etilen diamin tetra asetik asit
:Endoplazmik retikulum
:Etidyum bromir

:Gallamin

:Guanozin trifosfat

:Guanozin difosfat

:Baskilayict G proteini

:Uyarici G proteini

:Guanidium izotiyosiyanat
:Hibridizasyon ¢ozeltisi
:Hidrojen peroksit

:Hexa hydro siladi fenidol
:p-f-Hexa hydro siladi fenidol
:Inositol monofosfat(1-P)
:Inositol difosfat (1,4-1Py)
:Inositol trifosfat (1,4,5-1P5)
:Inositol tetrakifosfat (1,3,4,5-P4)
:(3-[ N-Morpholino]propanesulfonic acid)
:Metoktramin

:Muskarinik asetilkolin reseptorleri
:Nikotinik asetilkolin reseptorleri
:Poli akrilamit gel elektroferezi
:Ham membran kesimi
:Fosfoinositid

:Fosfotidilinositol 4,5-bifosfat
:Fosfotidilinositol 4-fosfat
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PK
PPO
POPOP

PMSF
PKC
PMSF
PLA;
PLC
PKA
S-142
SDS
TCA
TEMED

:Protein Kinaz
: 2,5-Diphenyloxazole
:(1,4-bis[5-Phenyl-2-oxazolyl]-benzene;2,2'-p-Phenylene bis[5-

Phenyl-oxazole])

:Phenyimethylsulfonylfluoride

:Protein kinaz C

:Fenil metil sulfonil florid

:Fosfolipaz A;

:Fosfolipaz C

:Protein Kinaz A

:Membran 6zt

:Sodyum dodesil siilfat

:Triklora asetik asit
:‘N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine
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