
4.2.4. �S�1�ç�a�n� Hipokampusunda PI Hidrolizi. 

�S�1�ç�a�n� hipokampusunda PI hidrolizine Cch'un etkisi incelendi. 10-3 M 

Cch ile maksimum �u�y�a�r�1� elde edildi �(�^�e�k�i�l� 23) . 

10-3 M Cch'un IP1 birikimine kontrole göre �u�y�a�r�1�c�1� etkisi �y�a�k�l�a�_�1�k� 1.75 

misli bulundu �(�^�e�k�i�l� 24 ,Tablo 10). 
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�^�e�k�i�l� 23: �S�1�ç�a�n� hipokampusunda karbakol ile �u�y�a�r�1�i�m�1�_� PI hidrolizi. Doku 
dilimleri 3.3)lCi [ 3H ]myo-inositol ve 10-6 

- 10-3 M Cch �v�a�r�l�1���1�n�d�a� Yöntem 1 'de 
�o�l�d�u���u� gibi 60 dak. inkübe edildi. Grafikte duplike �ç�a�l�1�_�1�l�m�1�_� örnek deney 
�g�ö�s�t�e�r�i�l�m�i�_�t�i�r�.� 
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Şekil 24 : Sıçan hipokampusunda 10-3 M Cch ile uyarıimış PI hidrolizi. Doku 
dilimleri 3.3ııCi [ 3H ] myo-inositol ve 10-3 M Cch ile Yöntem 1 'de anlatıldığı 
şekilde 60 dak. inkübe edildi. Reaksiyon soğuk kloroform:metanol(1:2 v/v) 
ilavesi ile durduruldu ve IP1, IP2 ve IP3 düzeyleri Gereç ve Yöntemlerde 
belirtildiği gibi saptandı. Duplike çalışılmış 3 deneyin ortalaması alınmıştır. 

Tablo 10: Sıçan hipokampusunda 10-3 M Cch ile uyarıimış PI hidrolizi 

IP1 IP2 IP3 
(pmol/mg protein) (pmol/mg protein) (pm ol/mg protein) 

Bazal 22.8 7.12 3.27 
Cch(10=3 M) 39.94 39.05 8.23 

10-3M karbakar ile uyarıimış inositol fosfatların %59.72 ± 9.03S'ini IP1 , 

%27.33 ± 7.266 'sını IP2 , % 12.92 ± 1.822 'sini IP3 oluşturmaktadır (Tablo 

11 ). 
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Tablo 11: Sıçan hipokampusunda PI hidrolizi sonucu oluşan inositol 

fosfatlerın. oranları. Tablo 11 , Şekil 24'de gösterilen 3 deney 

değerlendirilerek hazırlanmıştır. 

Deney IP2 IP3 Toplam IP1+IP2+IP3 
IP1 
dpmlmg % dpmlmg % dpmlmQ % dpmlmQ % 

1 21036.6 75.7 3986.5 14.35 2745 9.88 27767.5 
2 20722.0 58.95 9962.4 28.34 4465 12.7 35149.4 
3 8371.38 44.48 641.4 8.65 406.9 5.5 18816.99 

ortalama 16709.9 59.72 4863.4 27.33 2538.9 12.92 27244.6 

4.2.5 Sıçan Beyin Bölgelerinde PI Hidrolizi . 

Sıçan beyninin farklı bölgelerinde 10-3 M Cch'un IP1 birikimine uyarıcı 

etkisi incelendi. Agonistin IP1 birikimine uyarıcı etkisi striatumda 1.44 misli, 

korteksde 1.98 misli ve hipokampusta 1.73 misli bulundu (Tablo 12, Şekil 

25). 
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Şekil 25 : Sıçan striatum, korteks ve hipokampusun da PI hidrolizi. Doku 
dilimleri 3.3)lCi [ 3H ]myo-inositol ve 10- M Cch ile Yöntem 1 'de belirtilen 
koşullarda 60 dak. inkübe edildLDuplike çalışılmış 3 deneyin ortalaması 
alınmıştır. 
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Tablo 12 : Sıçan striatum, korteks ve hipokampusun da Hidrolizi. 

Striatum Korteks Hipokampus 
(pm ol/mg protein) (pmollmg protein) (pmol/mg protein) 

Bazal 21.34 16.39 14.39 
Cch(10-~M) 30.9 30.62 26.02 

Muskarinik agonist Cch'un ,hipokampusta IP1 ve IP2 birikimine 

kontrole göre uyarıcı etkisi istatikselolarak anlamlı (P< 0.06) bulundu. Cch, 

korteks ve striatumda da PI hidrolizinde artışa sebep oldu ve IP1 birikimine 

uyarıcı etkisi kontrole göre istatikselolarak anlamlı bulundu (P< 0.06). 

4.2.6. Kobay ve Sıçan Kalp Dokularında PI Hidrolizi 

Kobay kalbinde yürütülen tek bir deneyde, 10-3 M Cch ile IP1 

birikiminde bazal değerlerin iki katı uyarı saptandı (Şekil 26). IP1 düzeyi Cch 

yokluğunda 7.99 pmol/mg protein iken Cch varlığında bu değer 16.04 pmol / 

mg protein'e yükseldi. 
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Şekil 26: Kobay kalbinde Cch ile uyarıimış PI hidrolizi. Doku dilimleri 3.3J.LCi 
[ 3H ]myo-inositol ve (0-10-3 M) arasında değişen derişimierde Cch ile 
Yöntem 1 'de olduğu gibi 60 dak. inkübe edildi. Duplike çalışılmış örnek 
deney. Grafikte yalnızca IP1 değerleri gösterilmiştir. 
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Sıçan kalbinde yürütülen deneylerde ise- 10-3 M Cch ile IPi düzeyinin 

kontrole göre 1.39 misli arttığı belirlendi (Şekil 27 ,Tablo13 ). 
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Şekil 27: Sıçan kalbinde 10-3M Cch ile uyarıimış PI hidrolizi. Duplike 
çalışılmış 3 deneyin ortalaması alınmıştır. (A,B),IPi ;(C,D),IP2 ; (E,F),IP3• 

Çapraz taralı sütunlar Cch içeren örnekleri belirtmektedir. 

10-3 M Cch ile 60 dak. etkileşim sonucu (Yöntem 1), Cch'un IPi ve IP3 

birikimine uyarıcı etkisi istatikselolarak anlamlı ( P <0.05) bulundu. IPi düzeyi 

Cch yokluğunda 2604.7 dpm/mg protein iken Cch varlığında 3642.06 

dpm/mg'a yükseldi (P<0.05). IP3 düzeyi ise 774 dpm/mg proteinden 1130.5 

dpm/mg proteine yükseldi(P<0.05). Şekil 27'deki değerler Tablo13'de pmol/ 

mg protein olarak gösterilmiştir. 
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Tablo 13 : Sıçan kalbinde Cch ile uyarıimış PI hidrolizi (pmollmg protein). 

IP1 (pmol/mg IP2 (pmol/mg i P3 (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 dokularından ve sıçan beyin 

dokusundan toplam RNA, guanidyumizotiyosiyanat yöntemi kullanılarak elde 

edildi. Toplam RNA örnekleri formaldehit gel elektroforezi yapılarak incelendi 

(Şekil 28 ). 

Şekil 28: Mide, beyin, kalp ve safra kesesi toplam RNA örneklerinin 
elektroforetik analizini gösteren örnek gel. Gereç ve Yöntemler bölümünde 
anlatıldığı şekilde elde edilen toplam RNA, formaldehit-agoroz geline her 
kuyuya 1 O ~g örnek gelecek şekilde yüklendi . Gel fotoğrafı U.V. ıŞığı altında 
çekildi. 
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Stratagene mRNA izolasyon kiti kullanılarak elde edilen mRNA 

örnekleri formaldehit gel elektroforezi yapılarak incelendi (Şekil 29 ) . 

28S 

18S 

Şekil 29 : Mide, beyin, kalp ve safra kesesi mRNA larının elektroforetik 
analizini gösteren örnek gel. Gereç ve Yöntemler bölümünde anlatıldığı 

şekilde elde edilen mRNA formaldehit-agoroz geline her kuyuya 5-10).!g 
örnek gelecek şekilde yüklendi. Gel fotoğrafı U.v. ıŞığı altında çekildi. 

4.3.2. Plazmid ve Oligonükleotit Probların Radyoaktif 

işaretlenmesi 

Plazmid problar Prime a -Gene işaretleme kiti kullanılarak işaretlendi. 

Yaklaşık 1-3).!g prob J 30).!Ci [a _32 P] CTP (3000Cilmmol) varlığında gece 

boyunca oda sıcaklığında inkübe edildi.lşaretleme verimini saptamak için, 

karışımdan alınan 0.05).!1 örnek %10 TCA ile çöktürülmeden önce ve sonra 

GF/C filtrelere emdirildi ve s ıvı sintilasyon sayacında saylldı.Elde edilen 

işaretleme verimleri Tablo 14'de gösterilmektedir. 
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Tablo 14 : cDNA (plazmid) probların işaretleme verimleri. 

TeAöncesi TeA sonrası 

Deney sayım/dak sayım/dak %verim 

m2 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 

m3 1 1194 374 31.32 

m4 1 24514 16586 67.65 

Oligonükleotit problar, T4 polinükleotit kinaz enzimi ve 50ı-ıCi [y _32 P] 

ATP varlığında 37°C'ta 45 dak. inkübe edildi. Yukarıda plazmid prob/arı için 

anlatı/an yöntemle saptanan işaretleme verimleri Tab/o 15'de 

gösterilmektedir. 

Tablo 15 : Oligonükleotid prob/arın işaret/eme verimleri. 

Deney 

28 S rRNA probu 1 

probu 

probu 

2 

1 

2 

1 

2 

TCA öncesi 
(sayım/dak) 

30677200 

76693 

18665200 

46663 

3292 

1833 

77 

TeA sonrası 
(sayı m/dak) 

10648400 

26696 

7720000 

19300 

1534 

1522 

% 
verim 

35 

35 

41 

41.3 

46.5 
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4.3.3. Hibritleme 

Kobay safra kesesi, kalp, mide dokularından, tavşan safra kesesi, 

pankreas ve sıçan beyin dokularından elde edilen ve naylon membranıara 

aktarılan toplam RNA ve mRNA örnekleri [ a_32P]CTP ile işaretlenmiş problar 

ile farklı koşullarda hibritleme işlemine tabi tutuldu.Ön-hibritleme ve 

hibritleme 42°C'ta, son yıkama ise oda sıcaklığında yapıldı. Kontrol dokumuz 

olan kalp'te tüm mAchR problarıyla pozitif sinyal alındığından, hibritleme ve 

yıkam a sıcaklıklarının düşük olması sonucu, özgün olmayan sinyaller elde 

ed ildi ği düşünüldü (Şekil 30). 

A 

1 234 1 234 

c 
2 3 4 

Şek il 30: Çeşitli dokularda mAChR ekspresyonu. Kobay safra kesesi, mide 
ve kalp , tavşan safra kesesi ve pankreas ve sıçan beyin dokularından toplam 
RNA elde edilerek [a_32p] dCTP ile işaretlemiş mj , (A), m2 , (B), m4 , (C) ve 
m5 , (O) cONA problarıyla hibritleştirildi . Hibridizasyon, 42°C'ta, son yıkama 
ise oda sıcaklığında yapıldı. A ve C :( 1), k.mide; (2), k. safra kesesi; (3), 
k.kalbi; ( 4), sıçan beyni .B : (1), k.safra kesesi; (2), t.pankreas ; (3), t. safra 
kesesi; ( 4), k.kalbi. O : (1), k.mide; (2), k.safra kesesi; (3), k.kalbi; (4), sıçan 
beyni . 

Membranlar 95°C'ta arındırma çözeltisi ile yıkanarak,32p işaret li cONA 

problardan arındırıldı ve 50-60°C arasında değişen hibritleme, 45-60°C 

arasında değişen yıkama sıcaklıkları denenerek mj - m5 cONA problarıyla 

tekrar etkileştiriidi. Bunun sonucunda, m4 cONA probuyla yalnızca beyin 
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dokusunda , m2 cDNA probuyla da yalnızca tavşan safra kesesi ve kobay 

kalbinde zayıf sinyal alındı (Şekil 31). 

1 2 

- 28S 

_ 18S 

1 

.-
- 28S 

- 18S 

Şekil 31: m2 ve m4 ekspresyonu. Toplam RNA içeren örnekler [ (X.-32p ] 
dCTP ile işaretlenmiş m2 (A) ve m4 (B) cDNA problarıyla hibritleştirildi. 
Hibridizasyon 50°C'ta (A) ve 62°C'ta (B), son yıkama ise 45°C'ta (A) ve 
58°C'ta (B) yapıldı. A:(1 ),tavşan safra kesesi; (2),k.kalbi.B: (1), sıçan beyni. 
Membranıara aktarıimış ancak sinyal alınmayan diğer dokular şekilde 

gösterilmemiştir. 

cDNA probları kullanılarak yapılan deneylerde kullanılan m1-m5 

genlerine uygun cDNA probları takılı oldukları psP 64/65/72/73 riboprob 

vektörleri içinde işaretlenmişti. Bu probların işaretlenme verimlerini arttırmak 

ve özgün hibridizasyonu sağlamak amacıyla, probların takılı bulundukları 

plazmitten EcoRI, Hind III ve Sal i restriksiyon enzimleriyle kesilip çıkarılarak 

işaretlenmesi hedeflendi. Ancak, elimizde mevcut EcoRI enzimi ile yapılan 

kesim işlemlerinde enzimin aktivitesini yitirdiğini ayrıca Sal i enziminin temin 

edilememes i. yüzünden bu işlem gerçekleştirilemedi. 

cDNA problarının işaretlenmesiyle istenen verim elde edilemediğinden 
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ın3 ve mlj genlerine uygun sentetik oligonükleotit problar sentezlettirildi. 

Ayrıca, toplam RNA miktarlarını saptamak üzere 28S rRNA probu da 

sentezlettirildi. Sentetik oligonükleotit problar Gereç ve Yöntemler bölümünde 

anlatıldığı gibi [y-32p] ATP ile işaretlendi ve işaretleme verimleri % 10 TeA ile 

çökeitme yoluyla saptandı. (Tablo 15) 

m3 oligonükleotit probuyla beyin, kalp, safra kesesi ve mide 

dokularında pozitif sinyal alındı (Şekil 32).Kalp dokusunda gözlenen m3 

ekspresyonunun kan damarlarından kaynaklanabileceği düşünüldü (40). 

Membranlardaki toplam RNA miktarları 28S rRNA probuyla kontrol 

edildi (Şekil 32). Membranlar 90°C'ta arındırma işlemi yapılarak farklı 

problarla ardarda etkileştirildi. Bu işlem sırasında bazen RNA'ların da 

membrandan kopabildiği gözlendi. Örneğin, beyin RNA'slnın arındırma işlemi 

sırasında ayrılmasından dolayı, 288 rRNA probuyla yapılan hibridizasyonda 

beyin RNA'sl gözlenmemiştir (Şekil 32 ). 

Şekil 32: Çeşitli dokularda m3 ekspresyonu. kobay mide (1,2), kobay safra 
kesesi (3), kobay kalbi (4) ve 81çan beyni (5) dokularından elde edilen 
toplam RNA'larl içeren membran [y-32 p ] ATP ile işaretlenmiş m3 (A) ve 288 
rRNA (B) oligonükleotit problarıyla etkileştirildi. Hibridizasyon, %50 formamid 
varlığında 42°C'ta, son yıkama işlemi 42°C'ta gerçekleştirildi. 288 ve 18S 
ribozomal alt birimlerin yürüme uzaklıkları otoradyogramın solunda 
gösterilmiştir. 
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Bir başka deneyde kobay ve tavşan safra kesesi ve kobay kalbinde m3 

ekspresyonu gözlenirken, tavşan pankreas dokusunda m3 sinyali alınamadı. 

Ancak, agaroz geline uygulanan pankreas RNA miktarının yetersiz olduğu 

gözlendi. Daha önce, aynı membranın kullanıldığı cDNA problarıyla 

etkileştirilme sonucunda non-spesifik oldukları düşünülen sinyallerin 

pankreasta bulunmadığı gözlenmişti (Şekil 30). 

4--- L'.SS 

- 18S 

1 2 3 4 

Şekil 33 : Kobay ve tavşan safra kesesinde m3 ekspresyonu. Kobay safra 
kesesi (1) , tavşan pankreas (2), tavşan safra kesesi (3) ve kobay kalbi (4) 
dokularından elde edilen toplam RNA içeren membran [ y _32p ] ATP ile 
işaretlenmiş m3 oligonükleotit probuyla etkileştirildi. Hibridizasyon, %50 
formamid varlığında 42°C'ta, son yıkama ise 44 °C'ta gerçekleştirildi. 288 ve 
188 ribozomal alt birimlerin migrasyon uzaklıkları otoradyogramın sağında 

gösterilmiştir. 

81 



m4 oligonükleotit probuyla kobay safra kesesi ve mide dokularında 

zayıf sinyal gözlendi (şekil 34) . 

A 8 

1 2 

Şekil 34: Kobay safra kesesinde ve mide dokularında m4 ekspresyonu. 
Kobay mide (1) ve safra kesesi (2) dokularından elde edilen toplam RNA [ Y -
32p] ATP ile işaretlenmiş m4 (A) ve 288rRNA (8) oligonükleotit problarıyla 
hibritleştirildi. Hibridizasyon, %50 formamid varlığında 35 oC' ta, son yıkama 
40 oC' ta yapıldı. 

Muskarinik reseptör ekspresyonu son yıllarda geliştirilen 

kemiluminesan yöntemi kullanılarak incelendi. m3 ve m4 cDNA probları 

digoxigenin-11 UTP ile işaretlendi.Membranlarla hibritleme ve belirleme 

işlemleri Gereç ve Yöntemler bölümünde anlatıldığı şekilde uygulandı.OIG 

işaretli m3 probuyla sıçan beyni, kobay safra kesesi , kalp ve mide 

dokularında, ayrıca tavşan pankreas dokusunda sinyal elde edildi (Şekil 35). 

12345678 

288 

188 

1234 

288 

188 

Şekil 35 : m3 ekspresyonunun kemiluminesan yöntemle belirlenmesi. m3 
cONA probu ile hibridizasyon ve yıkama işlemleri 44°C'ta yapıldı. Membran, 
belirleme işleminden sonra Kodak X-OMAT filmi üzerine yerleştirildi. Oda 
sıcaklığında 15 dak. bekletilen film banyo edildi. A: (1,7), sıçan beyni; (2,6) 
k. kalp, (4), tavşan safra kesesi; (5) t. pankreas (8), insan lenfosit toplam 
RNA'ları B: (1), sıçan beyin; (2), k.kalp; (3), k. safra kesesi (4), k. mide 
toplam RNA'ları. 
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m4 probunun ise beyin mRNA'sı, kobay safra kesesinden elde edilen 

deneyden toplam RNA ile hibritleştiği belirlendi (Şekil 36) . Kemiluminesan 

yöntemle elde edilen sinyallerin çok keskin olmaması ve film üzerinde lekeler 

bulunması dikkati çekti. 

123456 

28S 
.. 18S 28S 
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Şekil 36: Çeşitli dokularda m4 ekspresyonunun kemiluminesan yöntemle 
belirlenmesi. Dig-işaretli m4 cDNA probu ile hibridizasyon ve yıkama 

işlemleri 40°C'ta yapıldı. Membran belirleme işleminden sonra Kodak X­
OMAT filmi üzerine yerleştirildi. Oda sıcaklığında 15 dak. bekletilen film 
banyo edildi A: (1,3), k. safra kesesi; (5) k. kalbi (6), sıçan beyin'den elde 
edilen toplam RNA, B: Beyin mRNA. 
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4.3.4. Hücre Zar Kesimlerinde immünolojik Belirleme Yöntemiyle 

Muskarinik Reseptör Alttiplerinin Saptanması 

Muskarinik reseptör alttiplerinin dokulardaki dağılımını farmakolojik, 

fonksiyonel,moleküler genetik teknikleri ile değerlendiren birçok çalışma 

vardır (5) Ancak, farmakolojik yaklaşımlar alt tiplere özgü ligandıarın 

bulunmaması nedeniyle, moleküler genetik yöntemler ise Northern blot 

analizlerinde karşılaşılan zorluklardan dolayı sınırlıdır. Ayrıca belirli bir 

dokuda sentezlenen mRNA düzeyleri mevcut reseptor miktarını 

yansıtmavabilir ( 94, 95 ). RNA düzeyi yetersiz olsa bile, özgün antikorlar 

kullanılarak yapılan immün presipitasyon ve Western blot analizleri ile 

reseptor proteinlerini saptamak mümkün olmuştur (42). 

Bu nedenlerden dolayı, safra kesesindeki muskarinik reseptör alt­

tiplerini belirlemek amacıyla, kobay safra kesesi ve kalp dokularından, sıçan 

beyin dokusundan hücre membran kesimleri elde edildi (şekil 37). 
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Şekil 37: Elektroblot yöntemiyle aktarı lan proteinlerin Ponsu S ile 
boyanması. K. safra kesesi(GB),k.kalbi(H) ve sıçan beyninden(B). hazırlanmış 
hücre ~ar kesimlerinin elektroforetil< anal izi.' 
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Proteinler SDS-PAGE ile ayrıldıktan sonra nitroselüloz membrana aktarıldı. 

Membrana aktarma işlemi Ponso-S ile boyanarak kontrol edildi ve hazırlanan 

membranlar Dr. Allan Levey'e gönderildi. m1 -m4 proteinlerine özgü 

antikorlarla yapılan Western blot analizi sonucunda, kobay safra kesesinde 

m3 proteinlerinin varlığı saptandı. m1 antikoruyla çok zayıf bir sinyal 

(otoradyogramdan çekilen fotoğrafta görülmemektedir), m2 antikoruyla ise 

özgün olmadığı düşünülen bir sinyal alındı. m4 antikoru safra kesesinde 

sinyal oluşturmadı, ancak beyin'den alınan sinyalin çok zayıf olması, m4 

antikorunun etkileşiminin yetersiz kalmış olduğunu düşündürdü (Şekil 38) . 
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ii 

97400 
66200 
45000 
31000 
21500 
14400 

III 
"e or 

LV 
97400 
66200 -- 45000 
31000 
21500 
14400 

'oL - la 

Şekil 38: Western blot analizi. K. safra kes~si (?B)., k.ka~.bi (H) ve sıçan 
beyninden (B) hazırlanmış hücre zar kesımlerı nıtroseluloz membrana 
aktarıldı. Membranlar m1 (I), m2 (II), m3 (III) ve m4 (IV) antikorları ile 
etkileştiriidi. 
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4. TARTIŞMA 

Muskarinik reseptörler G-proteinleriyle kenetli reseptörler ailesinin bir 

üyesidir.Muskarinik reseptörlere ait çeşitli mekanizmaların incelenmesinin 

hedeflendiği bu çalışmada ilk olarak sıçan beyninde G protein etkinliği 

incelendi.Sıçan beyninden hazırlanan ham membran, P30 ve membran özüt 

,S142 kesimlerinde GTP bağlama etkinliğinin yüksek derişimde GTP 

varlığında baskılandığı belirlendLMg2
+ iyonunun GTP bağlama tepkimesinde 

önemli bir rolü olduğu bildirilmiştir. Bu nedenle GTP bağlama tepkimesine 0-

500 mM Mg2
+ 'un rolü incelendi ve 60mM Mg2

+ varlığında maksimum 

bağlanma sağlandı.Sıçan beyin membranıarında mevcut G protein düzeyleri 

G proteinlerinin a ve /3y altbirimlerine özgün antikorlar kullanılarak saptandı. 

Muskarinik reseptörlerin farklı alttiplerinin çeşitli efektörler üzerinden 

farklı biyolojik yanıtlar olu~turduğu gösterilmiştir. Bu reseptör alttiplerinin 

dokularda farklı dağılım gösterdikleri ve farklı G- proteinleriyle kenetlenerek 

farklı ikincil ulak sistemleriyle etki leşti kle ri bilinmektedir (7). Örneğin, m1, m3 

ve m5 reseptörlerinin uyarılması IP3 veDAG oluşumuna, m2 ve m4 

reseptörlerinin uyarılması ise adenilat siklaz inhibisyonuna neden olmaktadır 

(3). Ancak , çal,ışmalar bir muskarinik reseptör alttipinin birden fazla efektör 

sistemini; ayrıca, farklı muskarinik reseptör alttiplerinin de aynı efektör 

sistemini uyarabileceği gösterilmiştir ( 5,8 ). 

Muskarinik reseptörlerin kenetlendiği ikincil ulak sistemleri arasında 

IP3 birçok fizyolojik yanıta yol açmaktadır. Bu nedenle, fösfoinositid hidrolizi 

ile ilgili ön çalışmalar sıçan beyin , sıçan kalp ve kobay kalp dokularında 

yapıldı. Beyin dokusunun farklı bölgelerinde belli bir muskarinik reseptör 

alttipinin farklı efektör sistemlere kenetlendiği gösterilmiştir (96). 

Deneylerimiz, muskarinik agonist Cch'un hipokampusta IP1 birikiminde artışa 

neden olduğunu gösterdi ve beynin bu bölgesinde Cch'un IP1 ve IP2 birikimi 

üzerindeki uyarıcı etkisinin istatikselolarak anlamlı olduğu saptandı. Cch'un 

hipokampusun yanısıra korteks ve striatumda da IP1 birikimine uyarıcı etkisi 

olduğu belirlendi. 10-3 M Cch ile uyarıimış IP1 birikiminin kortekste en yüksek, 
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hipokampusta orta düzeyde, striatumda ise en az düzeyde olduğu ve bu 

bulguların Tonnaer ve ark.'nın bulgularıyla uyumlu olduğu gözlendi (96) 

Tonnaer ve arkadaşları bu bölgesel farklılıkların farklı muskarinik reseptör 

alttiplerinin farklı ikincil ulak sistemleriyle kenetlenmesiyle ya da aynı 

reseptöre farklı efektör sistemlerinin kenetlenmesiyle ortaya çıkabileceğini 

varsaymışlardır (96). Ayrıca beynin bu bölgelerinde farmakolojik, moleküler 

ve fonksiyonel çalışmalar yapan başka araştırmalar, hipokampus ve 

kortekste M1 ve M3 reseptörlerinin PI döngüsü ile kenetli olduğunu, m1 

alttipinin hipokampus, korteks ve striatumda, m4 gen ürününün ise striatumda 

bulunduğunu göstermişlerdir (59,94). Radyoligand bağlama ve immünolojik 

çalışmalarla kortekste az miktarda m1 alttipinin olduğu bulunmuştur. Aynı 

araştırıcılar korteks ve hipokampusta m3 reseptörünün PI hidrolizinin 

yaklaşık %15 'inden sorumlu olduğunu ileri sürmüşlerdir (59). 

Moleküler hibridizasyon çalışmalarıyla muskarinik reseptör alttiplerinin 

beşinin de beyinde ekspresyonu olduğu gösterilmiştir (39). mAChR 

mRNA'Iarı beyin dokusunun çeşitli bölgelerinde farklı dağılımlar gösterirler. 

Örneğin, m2 mRNA'sl korteks ve serebellumda postsinaptik ya da 

nonkolinerjik sinir uçlarından diğer nörotransmitterlerin salınımını düzenler 

(97). m1, m3 ve m4 genleri ise korteks ve hipokampusta bulunur. m4 gen 

ürünü bakımından en zengin bölgenin striatum olduğu saptanmıştır (59). 

Ancak, daha önce de belirtildiği gibi mRNA düzeyleri dokularda mevcu~ 

fonksiyonel protein miktarlarını her zaman yansıtmamaktadır (10).Örneğin, 

NG108-15 hücrelerinde hibridizasyon ile yalnızca m4 RNA'sl saptanmışken, 

immünpresipitasyon bulguları m2 ve m4'ün varlığına işaret etmektedir (94). 

Hücrede gerçekleşen transkripsiyon ve translasyon sonrası 

modifikasyonların bundan sorumlu olduğu önerilmiştir (94). 

Beyin dokusÜnda immünohistokimya ve insitu hibritleme çalışmaları 

ile belirlenen muskarinik reseptör proteinleri de farklılık göstermektedir 

(97).Örneğin, striatumda m4 proteini saptanmışken, insitu hibritleme 

çalışmalarında bu reseptör alttipi belirlenememiştir. Öte yandan, korteks ve 

striatumda Western blot analizi ile m1 ve m3'ün varlığı saptanmıştır. Ayrıca, 
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korteksde m1 ve m2 , hipokampusta M3 ve M4 karışımı olabileceği 

önerilmiştir (94). 

Bu çalışmada tüm sıçan beyin dokusundan toplam RNA elde edimiş, 

m2, m3 ve m4 alttiplerine özgün plazmid ve oligonükleotit problarla Northern 

blot analizi yapılarak bu genlerin ekspresyonu gösterilmiştir. Ayrıca, 

immünblot tekniği kullanılarak, m1-m4 reseptör proteinlerinin varlığı 

belirlenmiştir. 

Asetilkolinin biyolojik işlevlerinin arasında yer alan kalp hızında 

azalma, atrial kasılma ve adrenerjik transmitter salınımı , farklı muskarinik 

reseptör alttipleri aracılığıyla gerçekleşmektedir (98). Kobay kalp dokusunda 

Cch ile PI hidrolizinin arttığı, 10-3 M Cch ile bu artışın bazal değerin iki katına 

ulaştığı gözlendi. Sıçan kalbinde ise gözlenen uyarı bazal değerin 1.39 misli 

kadar oldu. Bir grup araştırmacı tavşan kalbinde asetilkolin ile indüklenen 

prostasiklin sentezine M2 ve M3 mAChR alttiplerinin aracılık ettiğini 

belirlemişlerdir (98). Bu araştırmacılar, kalpte m2 reseptörlerinin kalp hızında 

azalmaya neden olduğunu ileri sürmektedirler (98) .Gurwitz ve arkadaşları da 

sıçan atriumunda PI hidrolizinin Cch etkisiyle %25 oranında uyarıldığını 

saptamışlardır (45). Memeli kalp dokusunda m2 RNA'larının varlığı 

bilinmektedir (23,94). Ventriküler miyositlerde ise m2 RNA'sının varlığına 

rağmen, radyoligand bağlama çalışmalarıyla M3 mAChR'nün bulunduğu ileri 

sürülmüştür (99,100). Ventrikül miyositlerindeki M3 mAChR'lerinin adenilat 

siklaz sistemine kenetlendiği, farklı bir G-proteini aracılığıyla prostasiklin 

sentezini sağladığı varsayılmıştır (98). Mak ve arkadaşları da kan 

damarlarında m3 mRNA'slnın ekspresyonu olduğunu belirtmiştir (40). 

Çalışmamızda Northern blot analiziyle kalp dokusunda M2'nin yanı 

sıra m3 ile de pozitif sinyal alınması, bu bilgilerin ışığında değerlendirilmiş 

ve tüm kalpten elde edilen toplam RNA ile m3 mAChR ekspresyonunun 

gözlenmesinin olası olduğuna karar verilmiştir. Kalpte m2 mAChR proteininin 

varlığı Western blot analiziyle de tespit edilmiş ancak m1 antikoruyla 

gözlenen sinyalin özgün olmayacağı düşünülmüştür. 

Çalışmanın ikinci bölümünde kobay safra kesesindeki muskarinik 

reseptör alttiplerinin belirlenmesi ve reseptör sonrası olayların karakterize 
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edilmesi hedeflenmiştir. Daha önce kobay safra kesesinde artan Cch 

derişiminin c AMP yapımını baskıladığı IC50 değerine göre adenilat siklaz 

inhibisyonuna m2 ve m4 reseptörlerinin aracılık ettiği düşünülmüştü (101). Bu 

çalışmada Cch ile uyarıimış PI hidrolizi için saptanan EC50 değeri (1.06x 

10-6M) Literatürde m1 ve m3 (m1=1.0x10-6M, m3=1.6x10-6M) için bildirilen 

değerlerle uyum içindedir (102). Kobay safra kesesinde kasılma yanıtına her 

iki sistemin de yol açması olasıdır. Bu olguya başka dokularda da 

rastlanmaktadır. Örneğin, sıçan beyninde karbakol ile uyarıimış PI hidrolizinin 

M1, adenilat siklaz inhibisyonunun M3 aracılığıyla gerçekleştiği, köpek kolon 

düz kasında PI hidrolizinin M3, cAMP inhibisyonunun M2'ye, hamster over 

hücrelerinde ise her iki sistemin M3'e kenetli olduğu ileri sürülmüştür (82). 

Cch ile cAMP oluşumunu inhibisyonu ve PI hidrolizinin uyarılması için 

elde edilen IC50 ve EC50 değerleri başka araştırıcıların bulgularıyla 

karşılaştırılmıştır. Adenilat siklaz sistemi için daha önce belirlenen EC50 

değeri (6.0X 10-8 M) Stein ve arkadaşlarının m2 ve m4 reseptörleri için 

belirledikleri değerlere yakındır (103). (m2=3.7X10-8 m4=1.3X10-8M). Cch ile 

uyarıimış PI hidrolizi için EC50 değerimiz 1.06X10-6 M Peraıta'nın m1 ve m3 

için saptadığı değerlerle (m1=1.0X10-6 M, m3=1.6X10-6 M) uyum içindedir. 

Kobay safra kesesinde M3 reseptörlerinin bulunduğunu ileri süren Takahashi 

ve ark. ise, IP3 hidrolizi için IC50 değerini 1.1X10-7 M olarak belirlemişlerdir 

(82). Aynı şekilde von Schrenk ve arkadaşları da Kobay safra kesesinde PI 

hidrolizinin M3 reseptörü aracılığıyla olduğunu belirtmişlerdir (104). Belirlenen 

EC50 ve IC50 değerlerine göre karbakole bağımlı PI hidrolizi adenilat siklaz 

inhibisyonuna göre daha az duyarlıdır (101). 

Muskarinik antagonistlerle yapılan PI hidrolizi deneyleri bu sisteme 

kenetli muskarinik reseptör alt tiplerinin belirlenmesinde tamamlayıcı nitelik 

taşımaktadır. Antagonistlerin tek bir reseptör için tamamen seçici olmaması, 

nedeniyle reseptörlerin nispi afiniteleri önem taşımaktadır. Çalışmamızda m2 

seçici olup M4'e de afinitesi olan metokramin ve M2 seçici gallamin kullanıldı. 

Kobay safra kesesinde Metokramin için hesaplanan IC50 değerine göre M3 

reseptörünün, gallamin ile saptanan IC50 değerine göre de M2 reseptörünün 

fosfoinositid sistemine kenetli olabileceği düşünüldü (36). Bulgularımız ile 
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uyumlu olduğunu düşündüğümüz bir çalışma kedi safra kesesinde 

yapılmıştır. Bu araştırmada metokraminin doza bağlı olarak (ICsD 10-6 M) 

kasılmayı inhibe ettiği belirlenmiştir. Bu sonuçlara göre M2,M3 reseptörlerinin 

farklı Ca kaynaklarını kullanarak farklı hücre içi sinyal ileti yollarını ( M2 

PLD'yi, M3'ün ise PLC'yi) uyardığı ve bu reseptör alttiplerinin kas 

kasılmasında fonksiyonelolduğu önerilmiştir (105) Aynı şekilde, kobay 

miyometriyumunda M2 adenilat siklazı inhibe etmekte , M3 ise PI hidrolizini 

artırmaktadır (106 ). 

Safra kesesinde yürüttüğümüz moleküler hibritleme deneyleri ise m2, 

m3 ve m4 resptör alttiplerinin varlığını düşündürdü. Western blot 

analizlerinden elde edilen sonuçlar kobay safra kesesinde m3 proteini ve 

m3'e göre daha az miktarda m1 proteininin bulunduğunu sezindirdi. m2 

antikoruyla elde edilen sinyalin son derece zayıf olması m4 antikoruyla da 

referans doku olan beyinde zayıf sinyal alınması nedeniyle m2 ve m4 

proteinlerinin varlığı ile ilgili kesin bir yorum yapmak mümkün olmadı. Ayrıca, 

literatürde bu dokuda Northern ve Western blot teknikleriyle yapılmış 

çalışmaya rastl~nmamış olması, bulgularımızı bu açıdan değerlendirmemizi 

güçleştirdi. 

Sonuç olarak, kobay safra kesesinde m1,-m4 mAChR'lerinin 

ekspresyonu olasıdır. Ikincil ulak çalışmalarımız m2 ve m3 reseptörlerinin 

varlığını desteklemektedir. Çok sayıda seçici antagonistlerin kullanımı ile bu 

dokuda mevcut alttiplerin karakterizasyonu sağlanacaktır. 
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ÖZET 

Muskarinik reseptörler G-proteinleri aracılığıyla ikincil ulak sistemlerini 

uyararak birçok hücresel yanıta yol açarlar. Çeşitli doku ve organlarda 

muskarinik reseptör alttiplerinin belirlenmesi, seçici ilaçlar geliştirilmesi 

açısından önem taşır. 

Bu çalışmada sıçan beyni, sıçan ve kobay kalpleri ve özellikle kobay 

safra kesesinde karbakol ile uyarıimış fosfoinositid hidrolizi incelendi. Ayrıca, 

Northern ve Western blot teknikleri kullanılarak, bu dokudaki muskarinik 

reseptor ekspresyonu araştırıldı. Kobay safra kesesinde bulunan muskarinik 

reseptörlerin adenilat siklaz inhibisyonuna olduğu gibi fosfoinositid hidrolizine 

de kenetli olduğu, ancak fosfoinositid hidrolizinin karbakole daha az duyarlı 

olduğu gözlendi. Northern ve Western blot analizleri kobay safra kesesinde 

m1-m4 genlerinin hepsinin ekspresyonunun olabileceğini düşündürdü. 
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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 PI 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 m1-m4 genes may be expressed 

in guinea-pig gallbladder. 
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Kısaltmalar: 
aa :Amino asit 

A.C. :Adenilat siklaz 
ACh :Asetil kolin 
AA :Araşidonik asit 
B.T. :Boğmaca toksini (Pertusis toksin 
CDP-Star TM. :Disodium 2-chloro-5-14-methoxyspiro {1,2-dioxetane,3,2'­

(5'-chlorn)tricvCıo r 3.3.1.1 3
,7] decan} -4-yl )-1-phenyl 

cAMP 
cGMP 
CTP 
CaM 
Ca 
Cch 
cpm 
Dak. 
Dig 
DAG 
4-DAMP 
DTT 
EDTA 
ER 
EtBr 
GAL 
GTP 
GDP 
Gi 
Gs 
GITC 
H.Ç. 
H20 2 
HHSID 
p-f- HHSID 
IP1 

IP2 
IP3 
IP4 

MOPS 
MTO 
mAChR 
nAChR 
PAGE 
P30 

PI 
PIP 
PIP2 

phosphate 
:Siklik adenozin mono fosfat 
:Siklik guanozin mono fosfat 
:Cytidine Triphosphate 
:Kalmodulin 
:Kalsiyum 
: Karbakol 
:Dakikadaki sayım 
:Dakika 
:Digoxigenin-11-UTP 
:Diaçil gliserol 
:4 Diaphnyl-acetoxy-N-metil piperedine methiodide 
: Dithiothreitol 
:Etilen diamin tetra asetik asit 
:Endoplazmik retikulum 
:Etidyum bromür 
:Gallamin 
:Guanozin trifosfat 
:Guanozin difosfat 
:Baskılayıcı G proteini 
:Uyarıcı G proteini 
:Guanidium izotiyosiyanat 
:Hibridizasyon çözeltisi 
:Hidrojen peroksit 
:Hexa hydro siladi fenidol 
:p-f-Hexa hydro siladi feniddI 
: i nositol monofosfat( 1-P) 
:Inositol difosfat (1 ,4-IP2) 

:Inositol trifosfat (1 ,4,5-IP3) 

:Inositol tetrakifosfat (1,3,4,5-P 4) 
:(3-[ N-Morpholino]propanesulfonic acid) 
:Metoktramin 
:Muskarinik asetilkolin reseptörleri 
:Nikotinik asetilkolin reseptörleri 
:Poli akrilamit gel elektroferezi 
:Ham membran kesimi 
: Fosfoinositid 
:FosfotidilinositoI4,5-bifosfat 
:FosfotidilinositoI4-fosfat 
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PK 
PPO 
POPOP 

PMSF 
PKC 
PMSF 
PLA2 

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 ]) 

:Phenylmethylsulfonylfluoride 
:Protein kinaz C 
:Fenil metil sulfonil florid 
:Fosfolipaz A2 

:Fosfolipaz C 
:Protein Kinaz A 
:Membran özüt 
:Sodyum dodesil sülfat 
:Triklora asetik asit 
:N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 
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