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Ġnsan Kronik Miyeloid Eritrolösemi Hücre Soyunda Muskarinik Reseptör 

Aracılı Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz Aktivasyonunda Epidermal 

Büyüme Faktör Reseptörünün Rolü            

Öğrencinin Adı: Selda Güler 

DanıĢmanı: Doç. Dr. Hülya Cabadak 

Anabilim Dalı: Biyofizik  

1.ÖZET  
 

Amaç: Muskarinik reseptörler (M1-M5) G protein kenetli reseptör süper ailesinin 

üyesidir ve farklı fizyolojik olayların düzenlenmesinde rol oynar. Son çalıĢmalarda 

muskarinik reseptörlerin hematopoietik hücrelerde hücresel faaliyetlere aracılık ettiği 

önerilmektedir. Bu çalıĢmada insan eritrolösemi hücrelerinde Epidermal Growth 

Faktör reseptörlerinin (EGFR), muskarinik reseptör aracılı mitojenle aktive olan 

protein kinaz aktivasyonunda, rolünü belirleyebilmek için karbakol ve/veya EGF 

varlığında ERK, pERK, EGFR, ekspresyon düzeylerinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 

Gereç ve Yöntem: ÇalıĢmamızda ATTC‟den alınmıĢ insan eritrolösemi K562 

hücreleri kullanılmıĢtır. K562 hücreleri 24 saat serumsuz ortamda çoğaltıldıktan 

sonra kolinerjik agonist karbakol (100M, 1mM) veya 16 nM epidermal büyüme 

faktörü (EGF) 30 dakika uyarılmıĢtır. Ayrıca EGFR kinaz inhibitörü PD 153035 ile 5 

dakika sonra CCh veya EGF ile 30 dakika muamele edilmiĢtir. Karbakol veya 

EGF‟nin transkripsiyonel cevabını belirlemek üzre c-fos ekspresyonu belirlenmiĢtir. 

Ayrıca kolinerjik reseptörler aracılı ERK aktivasyonunda PI3K‟ın rolünü belirlemek 

üzre 20M PI3K inhibitörü wortmanin ile 10 dakika inkübe edilmiĢtir. 

Bulgular ve Sonuç: Muskarinik reseptör aracılı mitojenle aktive olan protein kinaz 

aktivasyonunda epidermal büyüme faktör reseptörünün rolünü belirlemek üzre, 

protein ekspresyon deneyleri yapılmıĢtır. Ġnsan eritrolösemi hücrelerinde EGFR, 

pERK, ERK, c-fos ekspresyonu gösterilmiĢtir. Ancak kolinerjik agonist karbakol 

ve/veya 4DAMP, EGF‟nin ve inhibitörlerin ERK, pERK, c-fos, EGFR protein 

ekspresyon düzeylerinde değiĢime neden olmamıĢtır.  

Anahtar kelimeler: Kolinerjik reseptör, karbakol, ERK, c-fos, K562 hücre. 
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The Role Of Epidermal Growth Factor Receptors On Muscarinic Receptor 

Mediated Activation Of Mitogen-Activated Protein Kinase Ġn Human Chronic 

Myelogenous Erythroleukemia Cell Line  

 

Student’s name: Selda Güler 

Supervisor: Doç. Dr. Hülya CABADAK 

Department: Biophysics 

2. SUMMARY 

Objective: Muscarinic receptors (M1-M5) are a member of the G protein coupled 

receptor superfamily. These are involved in the regulation of many different 

physiological processes. In Recent studies suggested that muscarinic receptors in 

hematopoietic cells have been  mediated cellular activities. In this study, to evaluate 

the role of human epidermal growth factor receptor (EGFR) on muscarinic receptor 

mediated mitogen activated  kinase in erythroleukemia cells , effects of CCh and /or 

EGF are used , have been detected protein expression of  ERK,pERK, c-fos and 

EGFR. 

Material and method: In our study, human erythroleukemia  K562 cells were 

obtained from ATCC. K562 cells were incubated with carbachol (100µM,1μM) or 

EGF (16nM) for different times. In some experiments, the cells were pretreated with 

pharmacological inhibitors for different times. Cells were lysed with TE buffer. 

Protein concentration was measured Lowry method. Expression of EGFR, pERK, 

ERK and c-fos were determined with western blotting. 

Results and conclusion: To evaluate the role of human epidermal growth factor 

receptor (EGFR) on muscarinic receptor mediated mitogen activated  kinase in 

erythroleukemia cells ,protein expression experiment have been made. In this study 

shown that expression of EGFR, ERK and c-fos were detected on K562 cells. But 

cholinergic activation of the mAChR‟s in human erythroleukemia cell have not 

changed expression of EGFR, ERK and c-fos protein levels. 

 

Keywords: Cholinergic receptor, carbachol, ERK, c-fos, K562 cell 
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3. GĠRĠġ VE AMAÇ 

G protein kenetli süper ailesinden olan muskarinik reseptörler (M1, M2, M3, 

M4 ve M5 olmak üzere birçok fizyolojik iĢlemin düzenlenmesinde rol oynarlar 

(Alberts ve ark., 1994). Muskarinik asetilkolin reseptörleri çeĢitli doku ve hücrelerde 

eksprese olmaktadırlar. Son çalıĢmalar muskarinik reseptörlerin hematopoietik 

hücrelerde fonksiyonel olarak hücresel faaliyetlere aracılık ettiği ve farklı kanser 

hücrelerinde muskarinik reseptörler ve epidermal büyüme faktör reseptörleri arasında 

etkileĢimler olduğu belirtilmektedir (Felder , 1995). Moleküler  klonlama çalıĢmaları 

ile muskarinik reseptörlerin (M1-M5), beĢ alt tipinin olduğu gösterilmiĢtir. 

Daha önceki çalıĢmalar K562 hücrelerinin M2, M3, M4 muskarinik reseptör 

alt tiplerini eksprese ettiği semi-kantitatif TT-PZR yöntemi ile ve muskarinik 

reseptörlerin protein düzeyinde ekspresyonunu ise M2, M3 ve M4 alt tiplerine özgün 

antikor kullanarak Western emdirimi yöntemi ile gösterilmiĢtir (Cabadak ve ark., 

2009). K562 hücrelerinde muskarinik reseptörler aracılı NO, cAMP, Ca
+2

 ölçüm 

deneyleri ile fonksiyonel olduğu gösterilmiĢtir. Reseptörlerin farmakolojisi ve yapısı 

araĢtırılmıĢtır. Bu reseptörlerin uyarılması ile PI hidrolizi, cAMP, cGMP, Ca
+2

 ikincil 

k sistemlerinin etkinliği  farklı araĢtırmalarla gösterilmiĢtir (Hulme ve ark., 1990; 

Buckly, 1989; Birdsall, 1990). 

Bu çalıĢmada insan eritrolösemi hücrelerinde Epidermal Growth Faktör 

reseptörlerinin (EGFR) muskarinik reseptor aracılı mitojenle aktive olan protein 

kinaz aktivasyonunda rolünü belirleyebilmek için kolinerjik agonist karbakol ve/veya 

EGF, inhibitörler varlığında ERK, pERK, EGFR, c-fos ekspresyon düzeyleri 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 

 

 

 

 



4 

 

4. GENEL BĠLGĠLER 

4.1. G Protein Bağlı Reseptörler    

 

  G protein kenetli reseptörler (GPCR'ler), plazma zar reseptörlerinin en büyük 

ailelerindendir. GPCR‟ler çeĢitli hücre içi sinyal yollarında rol oynar ve farklı 

fonksiyonları düzenlemektedirler. Bu fonksiyonlar arasında damar gevĢemesi, kalp 

atım hızı, görme, koku duyusunun düzenlenmesi sayılabilir (Kamato ve ark., 2015). 

Ġnsan genomu dizi homolojisine dayalı olarak üç ana sınıf halinde (A-C) 

gruplandırılmıĢ yaklaĢık 800 GPCR vardır. GPCR‟lar ilaç hedefleridir (Pierce ve 

ark., 2002). GPCR'ler, altı sınıfa ayrılmıĢtır rodopsin benzeri serpertin reseptör ailesi, 

metabotropik glutamat/feromon reseptörleri, cAMP reseptörleri ve sınıf A / rodopsin 

ailesi olmak üzere farklı reseptör alt tipleri vardır (Wessler ve Kirkpatrick, 2008; 

Klapproth ve Reinheimer, 1997). 

     Muskarinik reseptör ailesinin M1, M2, M3, M4 ve M5 reseptör alttipleri vardır. 

EtkileĢtikleri G protein tipine göre farklı sinyal yolaklarını aktive etmektedirler. M1, 

M3 ve M5 reseptör alttipleri ise öncelikli olarak G proteinlerinin αq/11 altbirimlerine 

bağlanırken, M2 ve M4 reseptör alttipleri ise G proteinlerinin αi/o altbirimlerine 

bağlanmaktadırlar (Nathanson.,  2000; Eglen ve ark., 1996). G proteinleri, reseptörle 

efektörler arasında aracılık yapmaktadırlar. G proteinlerinin özellikleri Tablo 1‟ de 

gösterilmiĢtir.  

 

  

 

 

 

Tablo 1: G proteinlerinin özellikleri.(Guerra ve ark., 2014).(AlıĢ Tarihi: 28.05.2016) 

 

Trimerik, GTP-GDP bağlayan proteinler 

 3 alt ünite; , ,  alt üniteleri (heterotrimerik)  

  alt birimine GTP ve GDP bağlar.  

 Dinlenme halinde;  ve  ile birliktedir ve GDP bağlar 

 Aktif halde; GTP bağlar,  alt birimi  ‟dan ayrılır.  
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G protein aktivasyon mekanizması ġekil 1‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 1: G protein aktivasyon mekanizması 

http://www.nature.com/scitable/content/ne0000/ne0000/ne0000/ne0000/14673543/U

4.cp2.1_nature01307-f1.2.jpg (AlıĢ Tarihi: 11.06. 2016). 

G proteinleri aracılı adenilat siklazın aktivasyonu ve inhibisyon yolağı ġekil 2‟ de 

gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2: G proteinleri aracılığı ile adenilat siklaz sinyal ileti yolağı. 

https://openi.nlm.nih.gov/imgs/512/65/3202852/PMC3202852_toxins-03-00884-

g003.png (AlıĢ Tarihi: 12.06.2016). 

http://www.nature.com/scitable/content/ne0000/ne0000/ne0000/ne0000/14673543/U4.cp2.1_nature01307-f1.2.jpg
http://www.nature.com/scitable/content/ne0000/ne0000/ne0000/ne0000/14673543/U4.cp2.1_nature01307-f1.2.jpg
https://openi.nlm.nih.gov/imgs/512/65/3202852/PMC3202852_toxins-03-00884-g003.png
https://openi.nlm.nih.gov/imgs/512/65/3202852/PMC3202852_toxins-03-00884-g003.png
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Ek olarak, G protein bağlı sinyal iletisi çok sayıda G protein alt biriminin varlığı 

nedeniyle karmaĢıklaĢır. Farklı G proteinleri ile farklı sinyal kaskadları uyarılabilir. 

Günümüze kadar, 27 Gα, 5Gβ ve 14 Gγ alt birimi belirlenmiĢtir.(Albert ve ark., 

2002; Guerra ve ark., 2014). GPCR faaliyetlerini düzenleyen iki protein ailelesi: 

GPCR kinazlar (GRKs) ve β-arrestinlerdir (Heitzler  ve ark., 2009; Cattaneo, 2014). 

GPCR sinyal yolağında β-arrestinsler, GRK‟lar aracılığıyla fosforilasyona neden olur 

Fosforillenen GPCR‟lar desensitize olur. Ayrıca GPCR G proteinleri bağımsız sinyal 

kaskadlarını etkinleĢtirmektedir (Pierce ve ark., 2002). GPCR'ler, zarı yedi kez 

kateden heliksler ile tek alt birimli zar proteinleridir. Reseptörün hücre dıĢı ilmekleri 

iki korunmuĢ sistein kalıntısına sahiptir, bu iki sistein kalıntısı reseptörün yapısını 

stabilize eden disülfür bağları ile bağlanırlar. GPCR'ler heterotrimerik G proteinleri 

aracılığıyla etkilerini gösterirler. Heterotrimerik G-proteinleri Gα, Gβ ve Gγ alt-

birimlerini içermektedir (Crespo ve ark., 1994; Costo ve ark., 1996; Hawes ve ark.., 

1996; Clapham ve Neer., 1997). Ligandın GPCR‟e bağlanması ile G proteinlerinin 

Gα ve Gβγ alt birimlerinin ayrılmasını uyarır. GTP‟nin Gα‟ a alt birimine bağlanması 

ile G proteini aktive olur. GTP-bağlı Gα, fosfolipaz C ve adenilat siklaz gibi birçok 

enzim aktivitesini uyarmaktadır. Bu hücre içi ikinci haberciler çeĢitli hücre 

fonksiyonlarını düzenlemektedir. Muskarinik reseptörler farklı G proteinleri 

kenetlenerek fosfolipaz C, A2 ve D‟nin uyarılması, cAMP yıkımı, cAMP sentezinde 

artıĢa ve birçok iyon kanalını düzenlemektedir (Felder., 1995; Hosey 1992). Tek bir 

muskarinik reseptörün hücre içindeki farklı G protein tiplerini aktive ederek hücrenin 

birden çok efektörle kenetlenmesine neden olmaktadır. Birden fazla efektörün 

etkinleĢmesi sinyal iletimindeki çeĢitliliği ve karmaĢayı açıklar (Felder., 1995; 

Hosey., 1992; Eglen ve Nahorski., 2000). 
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4.2. Asetilkolin Reseptörleri  

Asetilkolin (ACh), klasik bir nörotransmitterdir, nöronal ve nöronal olmayan çeĢitli 

hücrelerde gösterilmiĢtir. Asetilkolin nöronal olmayan hücrelerde hücre iletiĢimine 

aracı olarak rol oynamaktadır. Asetilkolin ilk defa 1913 yılında Sir Henry Dale ve 

Arthur Erwins tarafından keĢfedildi, ardından 1920 yılında Otto Loewi 

nörotransmitter olarak karakterize etmiĢtir (Tansey ve Henry., 2006). Son yıllarda 

yapılan çalıĢmalar nöronal olmayan kolinerjik sistemin önemini ortaya koymuĢtur 

(Kawashima ve Fujii 2004, 2008; Wessler ve Kirkpatrick., 2012). Örneğin göz 

hücreleri de dâhil olmak üzere; korneal epitelyumda (epitel mukozanın dıĢ tabakası) 

ve endotel hücrelerde bulunur. Asetilkolinin hücre iskeletinin yenilenmesi, hücre 

çoğalması, farklılaĢma ve programlı hücre ölümü (apoptoz) gibi yaygın fizyolojik 

etkileri vardır. Asetilkolin merkezi ve periferal sinir sistemine etki eden klasik bir 

nörotransmitterdir (Grando ve ark., 1997, 2000; Kawashima  ve Fujii., 2000). 

Asetilkolinin muskarinik reseptörlerle etkileĢimi aĢağıdaki ġekil 3‟ de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 3 : Asetilkolinin muskarinik reseptörlerle etkileĢimi. 

 

http://www.hindawi.com/journals/mi/2012/409580/fig3/ 

 

http://www.hindawi.com/journals/mi/2012/409580/fig3/
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Muskarinik reseptörler, prokaryotik ve ökaryotik hücrelerde de bulunur. ACh 

ve kolinasetiltransferaz (ChAT): keratinositler, epitel ve endotelyal hücreler, 

tendonlar ve çeĢitli bağıĢıklık sistemi hücreleri gibi nöronal olmayan insan 

hücrelerinde bulunmuĢtur (Grando 1997; Grando ve ark., 1993; Grando ve ark., 

2003). 

Omurgalılarda, asetilkoline özgün  iki tip reseptör bulunmaktadır. Bunlar 

nikotinik ve muskarinik reseptörlerdir. Nikotinik reseptörler katyon kanalları , 

muskarinik reseptörler ise G protein kenetli reseptörlerdir (Caulfield ve Birdsall, 

1998; Lindstrom, 2003). Nikotinik reseptörler, kas sinir kavĢaklarında 

bulunmaktadır. Muskarinik reseptörlere aracılık eden asetilkolin parasempatik 

gangliayı harekete geçirmektedir. Ġki tip asetil kolin reseptörüde hem nöronal hemde 

nöronal olmayan hücrelerde etkilidirler (Wickman ve Krapivinsky., 1999). Nikotinik 

reseptörler ve muskarinik reseptörler nöronal olmayan hücre tiplerinde de eksprese 

olmaktadır (Wessler ve Kirkpatrick., 1998). Asetilkolin reseptörlerinin aktive olması 

ile mitojenle etkinleĢen protein kinazlarının (MAPK) aktive olduğu belirlenmiĢtir. 

Farklı hücrelerde asetilkolin sinyal ileti yolağı aracılığyla MAP kinazlarıın (Erk 1/2) 

aktifleĢmesi Erk 1/2„nin fosforilasyonuna, DNA sentezine ve hücre çoğalmasına 

neden olmaktadır (Caulfield ve Birdsall., 1998; Lindstrom., 2003). 

Muskarinik reseptörler 50–70 kDa molekül ağırlığında glikoproteinlerdir. Bu 

reseptörler farklı sinyal ileti yollaklarını uyarabilir (Alberts ve ark., 2008; Bonner ve 

ark., 1987; Bonner., 1989; Felder.,1995). Örneğin, muskarinik reseptörlerin 

aktivasyonu Gi ailesi proteinlerinin βγ altbirimleri aracılığı ile içeriye doğrultucu N 

ve P/Q tip potasyum kanallarının inhibe olmasına yol açar (Lopez-Ilasacsa ve ark., 

1997). Kolin asetiltransferaz (ChAT), kolin ve asetil-CoA dan ACh sentezini katalize 

eder. ACh, hücre zarı ile vesiküllerin füzyonunun ardından sinir hücreleri arasındaki 

boĢluğa taĢınır. Asetilkolin, muskarinik veya nikotinik kolinerjik reseptörlere 

bağlanır. Salınan ACh kolinesterazlar ile hızla kolin, asetat ve su‟ya hidrolize olur. 

Nöronal asetil kolin sentezi, salınımı, yıkımı ve muskarinik reseptörlerle ve nikotinik 

reseptörlerle etkileĢimi ġekil 4‟de gösterilmiĢtir (Kawashima ve Fujii., 2000). 
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ġekil 4: Asetil kolin sentezi ve kolinerjik reseptörlerle etkileĢimi.  

ChT1, veziküler taĢıyıcı olarak iĢlev görür; VAChT, büyük veziküler taĢıyıcı; AChE, 

asetilkolinesteraz; BChE, bütirilkolinesteraz; GPCR, G-protein kenetli reseptör 

http://ajpcell.physiology.org/content/296/2/C221.short#F2.AlıĢTarihi; (03.06.2016). 

 Muskarinik reseptör agonisti muskarin amanita muscaria‟dan, nikotin ise tütün 

bitkisi olan nicotina tabacum‟dan elde edilmiĢdir (Föye ve ark., 1998). Muskarinin 

elde edildiği amanita muscaria Resmi 1‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resim 1: Muskarinin elde edildiği Amanita muscaria mantarı. 

(https://yandex.com.tr/gorsel/search?p=3&text=Muskarinik%20resept%C3%B6r%20

agonisti%20Muscarin%20amanita%20muscaridan%20elde%20edilmi%C5%9Ftir&i

mg_url=http%3A%2F%2Ftechandall.com%2Fstockphotos%2Fphotos%2Famanita-

muscaria-dangerous-fly-agaric-2443.jpg&pos=113&rpt=simage)(AlıĢTarihi: 

02/06/2016). 

http://ajpcell.physiology.org/content/296/2/C221.short#F2
https://yandex.com.tr/gorsel/search?p=3&text=Muskarinik%20resept%C3%B6r%20agonisti%20Muscarin%20amanita%20muscaridan%20elde%20edilmi%C5%9Ftir&img_url=http%3A%2F%2Ftechandall.com%2Fstockphotos%2Fphotos%2Famanita-muscaria-dangerous-fly-agaric-2443.jpg&pos=113&rpt=simage
https://yandex.com.tr/gorsel/search?p=3&text=Muskarinik%20resept%C3%B6r%20agonisti%20Muscarin%20amanita%20muscaridan%20elde%20edilmi%C5%9Ftir&img_url=http%3A%2F%2Ftechandall.com%2Fstockphotos%2Fphotos%2Famanita-muscaria-dangerous-fly-agaric-2443.jpg&pos=113&rpt=simage
https://yandex.com.tr/gorsel/search?p=3&text=Muskarinik%20resept%C3%B6r%20agonisti%20Muscarin%20amanita%20muscaridan%20elde%20edilmi%C5%9Ftir&img_url=http%3A%2F%2Ftechandall.com%2Fstockphotos%2Fphotos%2Famanita-muscaria-dangerous-fly-agaric-2443.jpg&pos=113&rpt=simage
https://yandex.com.tr/gorsel/search?p=3&text=Muskarinik%20resept%C3%B6r%20agonisti%20Muscarin%20amanita%20muscaridan%20elde%20edilmi%C5%9Ftir&img_url=http%3A%2F%2Ftechandall.com%2Fstockphotos%2Fphotos%2Famanita-muscaria-dangerous-fly-agaric-2443.jpg&pos=113&rpt=simage
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4.3. Muskarinik Reseptörlerin Moleküler Biyolojisi 

Muskarinik reseptörler G protein kenetli reseptör ailesinden rodopsin benzeri 

üst ailesine ait olup zarı yedi kez kateden, hücre içi ve hücre dıĢı ilmekleri olan 

glikoproteinlerdir. Muskarinik reseptörler G proteinleri ile etkileĢerek hücre içi 

cevapları baĢlatmaktadırlar. (Caulfield ve ark., 1988; Hirota 2001; Hulme ve ark., 

1990). 

ABD Ulusal Sağlık Enstitüsü ve Ulusal Tıp Kütüphanesi Moleküler klonlama 

çalıĢmalarıyla beĢ insan muskarinik reseptör alt tiplerinin özgün 5 farklı intronsuz 

gen tarafından kodlandığını açıklamıĢtır. Muskarinik reseptör gen dizileri bu büyük 

süper ailenin diğer üyeleriyle anlamlı homolojilere sahiptir (Felder.,1995; Hosey., 

1992). M1 ve M2 genlerini klonlamıĢlardır. (Kubo ve ark., 1986). M3, M4, and M5 

genleri daha sonra keĢfedilmiĢtir (Bonner ve ark., 1986; Bonner ve Young., 1987). 

Omurgalılarda klonlanan muskarinik reseptör genleri intronsuz, ve memeli türleri 

arasında benzerdir. (Hall ve ark., 1987; Eglen ve ark., 1996; Peralta  ve Ashkenazi., 

1987). 

Muskarinik reseptörlerin kromozomal lokalizasyonları, insan M1 geni 

kromozom 11 q13 de, M2 geni kromozom 7q31-35, M3 geni kromozom 1q-43‟te, M4 

geni kromozom 11q12-112, M5 geni ise kromozom 15q26 „da belirlenmiĢtir (Peralta  

ve ark., 1987; Bonner  ve ark., 1988).  

Muskarinik agonistler aracılığıyla M3 reseptörleri solunum yollarında 

enflamatuar etkiye neden olurken M1 ve M5 reseptörleri ise bağıĢıklık sistemi 

hücrelerinde farklı yanıtlara aracılık etmektedir. Muskarinik reseptörler hücre 

çoğalması, farklılaĢmasında , fibroblastlar dahil  farklı hücre tiplerinde ve kanserli 

hücrelerin  hayatta kalmasında rolü vardır (Jones ark., 1991). Nöronal olmayan ACh 

parasempatik sistemle innerve olan dokularda ve innerve olmayan dokularda M1, M3 

ve M4 muskarinik reseptörleri aracılı etkileri tespit edilmiĢtir. Muskarinik 

reseptörlerin aktivasyonu, aynı zamanda, bağıĢıklık sistemi ve epitel hücrelerden 

sitokin salınmasına ve inflamasyonda artıĢa neden olmaktadır (Kawashima ve ark,. 

2012; Kistemaker ve ark., 2012). 
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4.4. Muskarinik Reseptörlerin Yapısal Özellikleri 

Günümüze kadar beĢ farklı gen tarafından Ģifrelenen ve M1-M5 olarak 

gösterilen muskarinik reseptörlerin beĢ farklı alt tipi keĢfedilmiĢtir (Felder 1995 ve 

ark., 1998; Lindstrom, 2003). Omurgalılarda her bir muskarinik reseptör alt tipi türler 

arasında dizi ve yapı homolojisi göstermektedir. Reseptörler arası farklılıklar 

hidrofilik özellikteki bölgelerde, amino ve karboksil uçlarında belirlenmiĢtir (Felder, 

1995). M1 ve M5 resptörleri arasında değiĢen 147 aminoasit vardır (Wess., 1998). 

Muskarinik reseptör M1, M3, M5 alttipleri arasında i3 bölgesi, M2 ve M4 

reseptörlerine göre birbirlerine daha fazla benzerlik göstermektedir (Chen ve ark., 

1995; De Petris ve ark., 1995). 

Muskarinik resptör alt tipleri birbirine çok benzer yapılı olduklarından ancak 

farmokolojik özelliklerine göre ayırt edilebilirler. Farklı türlerdeki farklı aminoasit 

dizisi, farmokolojik özelliklerde önemli ayrılıklara neden olabilir. Her bir reseptör 

farklı farmakolojik ve moleküler özelliklere sahiptir (Chang ve ark., 2001). Herbir 

muskarinik reseptör alt tipinin zarı yedi kez kat eden ilmeklerinde çok yüksek 

benzerlik gösterirken, üç hücre içi ve üç hücre dıĢındaki ilmekler daha az benzerlik 

göstermektedir (Hulme ve ark., 1990, 1991, 2003). Muskarinik reseptörlerin yedi 

hidrofobik zarı kateden ilmekleri yaklaĢık yüzde 66 benzerlikle çok iyi korunmuĢtur. 

Zarı yedi kez kat eden bölgeler helikal yapıda olup çok sayıda hidrofobik amino asit 

içermektedir  (Kubo ve ark., 1986; Bonner ve ark., 1987, 1988; Peralta ve ark., 1987; 

Bonner, 1989). 

Reseptörün hücre içi domainleri daha az korunmuĢtur. Reseptörün ligand 

bağlanma bölgeleri ve hücre içi üçüncü ilmeği değiĢkendir. Muskarinik reseptörler 

beĢinci ve altıncı zarı kateden bölgeleri arasında, büyük intrasitoplazmik ilmek bu 

farklı alt tipler arasında farklılıklar göstermektedir. Bu bölgenin G protein 

kenetlenmesinde seçicilcilikte önemli olduğu düĢünülmektedir (Levey ve ark.,1991; 

Hirota., 2001; Kostenis ve ark., 1998;  Lodish ve ark., 2000; Nathanson ve ark., 

2001). Muskarinik reseptörlerin G proteinleri ile etkileĢimine neden olan üçüncü 

stoplazmik ilmekte DRY motifi vardır ve amino ucu canlılar arasında korunmuĢtur 

(Brann ve ark., 1989, 1998). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11242034
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4.5. Muskarinik Reseptör Doku Dağılımı ve Fonksiyonları 

Muskarinik reseptörler merkezi ve periferal sinir sisteminde eksprese 

olmaktadır. Tek tek alttiplerin doku lokalizasyonu gibi hücresel dağılımıda farklı 

olabilir. Muskarinik reseptörlerin doku dağılımları ve fonksiyonları ġekil 5, 6 ve 

Tablo 2‟ de gösterilmiĢtir. 

Tablo 2: M1-M5 Muskarinik reseptörlerin yaygın olduğu dokular 

 

M1 RESEPTÖRÜ  : 

Muskarinik Reseptörlerden olan M1 reseptörünün 

beyinde, serebral korteks, hipokampus ve korpus 

striatumu içeren ön beyin bölgesinde eksprese 

olmaktadır(Sorkin ve ark., 1995, 1997). 

 

M2 RESEPTÖRÜ  : 

Kalpte, beyincikde, kalp düz kas, sıçan beyin sapında 

mAChR‟lerinin %84‟ü M2 reseptörüdür(Levey ve ark., 

1991). 

 

M3 RESEPTÖRÜ   : 

Düz kaslarda, dıĢ salgı bezleri, gastrointestinal yollar, 

düz kas, beyin gibi dokularda m3 reseptörünün eksprese 

olduğu gösterilmiĢtir (Nathanson, 2001). 

 

M4 RESEPTÖRÜ   : 

Ġmmünpresipitasyon çalıĢmaları ile striatumda, 

neostriatumda, M4 lokalizasyonu  gösterilmiĢtir 

(Yasuda, Cielsa, 1993). 

 

M5 RESEPTÖRÜ  : 

Substantia nigra ve ventral tegmental alan gibi orta 

beyin bölgelerinde çok düĢük düzeyde M5 mRNA ve 

proteinleri belirlenmiĢtir, Substantia nigra, striatum, 

hipokampus, ponsmedulla, serebellumda (Vilaro ve 

ark., 1990; Yasuda ve Cielsa, 1993). M5 reseptörünün 

lenfositlerde, deri fibroblastlarında, iris sfinkter düz 

kaslarında, özefagusta ve parotid bezinde diğer 

muskarinik reseptörler ile birlikte yerleĢik olduğu 

gösterilmiĢtir (Matsui ve ark., 2004). 
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(Sorkin.; Goh,  2009 Pawson., 1995, 1997; Levey ve ark., 1991; Nathanson., 2001; 

Yasuda,ve Cielsa., 1993; Vilaro ve Palacios, Mengod., 1990;Yasuda,ve Cielsa W 

1993; Matsui,ve ark., 2004). 

Muskarinik reseptörlerini eksprese eden hücreler vücudun her tarafında 

bulunurlar.  Örneğin bu hücreler solunum yolları, deri, bağıĢıklık sistemi, mesane, 

üreme organları, damar endotel hücreleri, bağ doku, kas ve hatta tendon epitel 

tabakasında yer almaktadır  (Eglen 2006, 2012; Hirota 2001; Kostenis  ve ark., 1998; 

Lodish ve ark., 2000; Nathanson., 2001). Muskarinik reseptörlerin yaygın olduğu 

dokular Tablo 3‟de gösterilmiĢtir.  

Tablo 3: Muskarinik reseptörlerin yaygın olduğu dokular 

 

 

 

 

 

 

http://pharmacologycorner.com/acetylcholine-receptors-muscarinic-and-nicotinic/,  

AlıĢ Tarihi: 31 Mayıs 2016). 

M1, M4 and M5 reseptörleri: Bu reseptörler, bellek, uyarılma, dikkat ve analjezi 

gibi karmaĢık merkezi sinir sistemi yanıtlarına katılmaktadırlar. M1 reseptörleri de 

mide parietal hücreleri ve otonom ganglionlarda da bulunurlar (Flavio ve Argentina, 

2014). 

M2 reseptörleri: Öncelikle kalpte lokalizedir. M2 reseptörlerinin aktivasyonu kalp 

hızının düzenlenmesinde, sinoatriyal ve atriyoventriküler düğümler de iletim hızını 

azaltmaktadırlar (Flavio ve Argentina, 2014). 

http://pharmacologycorner.com/acetylcholine-receptors-muscarinic-and-nicotinic/
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M3 reseptorleri: Düz kaslarda ve bronĢlarda, mesane, dıĢ salgı bezlerinde 

lokalizedir. M3 reseptörlerinin aktivasyonu düz kasların bulunduğu organlarda çeĢitli 

iĢlevleri vardır (Flavio ve Argentina, 2014). 

Muskarinik reseptörlerin doku dağılımları ġekil 5‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 5: Muskarinik reseptörlerin doku dağılımları. 

https://yandex.com.tr/gorsel/search?text=muscarinic%20receptors%20family&img_u

rl=http%3A%2F%2Fimg.medscape.com%2Fslide%2Fmigrated%2Feditorial%2Fcm

ecircle%2F2005%2F4240%2Fimages%2Fmaki%2Fslide002.gif&pos=7&rpt=simage  

 

Muskarinik reseptörlerin fizyolojik fonksiyonları Tablo 4‟ de özetlenmiĢtir.  

Tablo 4: Muskarinik reseptörlerin fizyolojik fonksiyonları.  

 MUSKARĠNĠK RESEPTÖRLERĠN TEMEL FĠZYOLOJĠK 

FONKSĠYONLARI : 

Karaciğer Fonksiyonlarının düzenlenmesinde, 

Kalp atıĢ hızının düzenlenmesinde, 

Kan damarlarının gevĢemesinde, 

Düz kasların kasılmasında, 

Sekresyonun artmasında, 

Motor ve duyu kontrolerinin düzenlenmesinde, 

Hafızanın bilgileri kayıt etmesinde, 

Öğrenme gibi karmaĢık davranıĢların düzenlenmesinde görevlidirler. 

(Eglen 2006, 2012).  

https://yandex.com.tr/gorsel/search?text=muscarinic%20receptors%20family&img_url=http%3A%2F%2Fimg.medscape.com%2Fslide%2Fmigrated%2Feditorial%2Fcmecircle%2F2005%2F4240%2Fimages%2Fmaki%2Fslide002.gif&pos=7&rpt=simage
https://yandex.com.tr/gorsel/search?text=muscarinic%20receptors%20family&img_url=http%3A%2F%2Fimg.medscape.com%2Fslide%2Fmigrated%2Feditorial%2Fcmecircle%2F2005%2F4240%2Fimages%2Fmaki%2Fslide002.gif&pos=7&rpt=simage
https://yandex.com.tr/gorsel/search?text=muscarinic%20receptors%20family&img_url=http%3A%2F%2Fimg.medscape.com%2Fslide%2Fmigrated%2Feditorial%2Fcmecircle%2F2005%2F4240%2Fimages%2Fmaki%2Fslide002.gif&pos=7&rpt=simage
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 Muskarinik reseptörlerin doğal agonisti olan  asetilkolin çeĢitli fizyolojik 

uyarımlara aracılık etmektedirler (Eglen 2006, 2012). Ġnsan mesanesinde muskarinik 

reseptör alt tiplerinin oranı M2:M3 (3:1) dir ancak mesane kasılmasında M3 daha 

fonksiyoneldir ,Cross ve ark., 2006 , Andersson, ve ark., 2004; Wang, ve ark., 1995).   

M3 muskarinik reseptörü tükrük salgısını ve gastrointestinal motiliteyi uyarır M2 >M3 

(4:1). Öğrenme hafıza gibi ileri düzey biliĢssel iĢlevlerde M1-M5 (M3 seyrek) görev 

alır. (En fazla M1). Ġris sfinkter kasılmasını M1-M5 (M3 baskın) olarak kontrol 

etmektedir (Eglen; 2006, 2012). 

4.6. Muskarinik Reseptörlerin Adlandırılması 

Muskarinik reseptörler iĢlevlerine, yapılarına ve amino asit dizilerine göre 

adlandırılmıĢtır. Muskarinik reseptörler alt tiplerine göre farmakolojik terimlerde 

büyük M ile M1-M5 Ģeklinde isimlendirilmiĢ olup moleküler sınıflandırmada küçük 

“m” ile gösterilmiĢtir. Her bir alt tipi ise M1-M5 Ģeklinde adlandırlmıĢtır.(Caulfield ve 

ark., 1998; Scarpero ve ark., 2003; Van Zivieten. ve ark., 1995; Nathanson, 2000). 

Muskarinik reseptörler M1 reseptörü için " M1 mAChR ", " m1AChR , " veya " 

mAChR1 " olarak literatürde sembolize edilmektedir. Muskarinik reseptör alt tipleri 

IUPHAR‟e ve MeSHBrowser „a göre, M1, M2, M3, M4 ve M5 Ģekilinde ifade 

edilmiĢtir (Prenzel ve ark., 1999, Gschwind.;ve Zwick, 2001). 1950-1980 yıllarında 

muskarinik reseptörlerin farklı genler tarafından kodlandığı ve farklı farmakolojik 

özelliklere sahip olduğu belirlenmiĢtir (Nathanson, 2001; Krejci ve ark., 2004). 

Farmokolojik olarak muskarinik reseptörlerin özellikleri, agonist ve antagonistlere 

olan nispi ilginliklerine göre yapılmıĢtır. Bir antagonist farklı muskarinik 

reseptörlerin alttipine karĢı ilginliği bulunmaktadır (Bonner., 1989; Caulfield ve 

ark..,1988; Hulme ve ark., 1990). Muskarinik reseptör dağılımı ve parasempatik 

uyarımında etkilerinin bilinmesinden dolayı muskarinik reseptör etkileĢimlerinin 

sistemler üzerindeki bir çok etkisi önceden tahmin edilebilmektedir  (Prenzel ve ark., 

1999; Gschwind, 2001). 
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Muskarinik reseptör ailesi farmoklojik olarak antogonistlere gösterdikleri 

afinitelere göre M1, M2, M3, M4, M5 olarak gösterilmiĢlerdir. M1 muskarinik 

reseptörü pirenzepine, AF-DX 116‟ya, M2 muskarinik reseptörünün metoktramine 

M3 reseptörünün  4 DAMP‟a, M4 muskarinik reseptörleri için himbasın, seçici 

antogonist olarak görev yapmaktadırlar (Hirota, 2001). Muskarinik reseptör 

agonistleri asetilkolinden daha etkilidirler. Muskarinik agonistler iki guruba ayrılır; 

Birinci grubda asetilkolin, sentetik kolin esterleri, ikinci grubda ise alkoloidler 

(pilokarpin, muskarin ve arekolin gibi) vardır. Bazı muskarinik ajanlar 

kolinomimetik aktivite de gösterebilirler (Resende ve ark., 2008;  Prenzel ve ark., 

1999; Chang 2001). Kolinerjik agonist ve antagonistlerin reseptörlerle etkileĢimi 

ġekil 6‟ da gösterilmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 6: Kolinerjik agonist ve antagonistlerin reseptörlerle etkileĢimi. 

http://ajpcell.physiology.org/content/296/2/C221.short#F2 AlıĢ Tarihi: (03.05.2016). 

 

 

http://ajpcell.physiology.org/content/296/2/C221.short#F2
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4.7. Muskarinik Reseptörlerin G proteinleri Aracılı Sinyal Ġletimi 

Muskarinik asetilkolin reseptörleri (mAChRs) G protein-kenetli reseptör 

ailesine ait olup merkezi ve periferal sinir sisteminin birçok temel fonksiyonlarını 

düzenlemektedir. Evcil hayvan dokularında mAChR lerle ilgili az sayıda çalıĢmalar 

yapılmıĢtır (Abraham, 2016). Muskarinik reseptörlerin hücre yüzeyinde ligand 

bağlama bölgesi, hücre zarının sitoplazmik yüzeyinde G protein bağlama bölgesi 

vardır (Bonner, 1989). G-protein kenetli reseptörler (GPCR),ailesine ait olan 

muskarinik reseptörler en fazla bulunan ve farmakolojik hedef olan plazma zar 

protein reseptörleridir (Lander ve ark., 2001; Fredriksson ve ark., 2003). Muskarinik 

reseptörler, G proteinlerine kenetlenmelerine gore iki gruba ayrılırlar; birinci grup, 

Pertussis toksinine duyarlı Gi/o tipi proteinlere kenetlenen M2 ve M4 muskarinik 

reseptörleri, ikinci grup ise, Gq/11 tipi proteinlere kenetlenen M1, M3 ve M5 

reseptörleridir (Caulfield ve Birdsall, 1998; Felder, 1995; Hosey, 1992).  

G proteinleri muskarinik reseptörlerle efektörler arasında aracılık yapar, 

muskarinik ligandlarla resptörün uyarılması trimerik GTP-GDP bağlayan , 3 alt 

birimli; , ,  (heterotrimerik) G proteinlerini aktive eder ve,  alt biriminnde 

GDP,GTP değiĢimi olur ve alfa alt birimi ‟dan ayrılır. Farklı alt birimler farklı 

efektörlerle etkileĢirler. (Hosey, 1992). Muskarinik reseptörler aracılı sinyal iletisi 

ġekil 7‟ de gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

ġekil 7: Muskarinik reseptörler aracılı sinyal iletisi.  

https://yandex.com.tr/gorsel/search?p=2&text=Muskarinik%20resept%C3%B6r%20

agonisti%20Muscarin%20amanita%20muscaridan%20elde%20edilmi%C5%9Ftir&i

mg_url=http%3A%2F%2Fi.stack.imgur.com%2FXYcRp.jpg&pos=78&rpt=simage 

(AlıĢ Tarihi: 29.05. 2016). 

https://yandex.com.tr/gorsel/search?p=2&text=Muskarinik%20resept%C3%B6r%20agonisti%20Muscarin%20amanita%20muscaridan%20elde%20edilmi%C5%9Ftir&img_url=http%3A%2F%2Fi.stack.imgur.com%2FXYcRp.jpg&pos=78&rpt=simage
https://yandex.com.tr/gorsel/search?p=2&text=Muskarinik%20resept%C3%B6r%20agonisti%20Muscarin%20amanita%20muscaridan%20elde%20edilmi%C5%9Ftir&img_url=http%3A%2F%2Fi.stack.imgur.com%2FXYcRp.jpg&pos=78&rpt=simage
https://yandex.com.tr/gorsel/search?p=2&text=Muskarinik%20resept%C3%B6r%20agonisti%20Muscarin%20amanita%20muscaridan%20elde%20edilmi%C5%9Ftir&img_url=http%3A%2F%2Fi.stack.imgur.com%2FXYcRp.jpg&pos=78&rpt=simage
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Ancak muskarinik reseptörlerin sinyal iletim yolakları, diğer tip G proteinleri 

aracılığı ile farklı sinyal yolaklarınıda uyarmaktadır (Nathanson, 2000; van 

Koppenand, 2003;B. Kaiser,  2003). Muskarinik reseptörler aracılı sinyal iletimi 

ġekil 8‟ de  ve 9‟da gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 8: Muskarinik reseptörlerden M1, M3 ve M3 sinyal iletimi. 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 9: Muskarinik reseptörlerden M2 ve M4 sinyal iletimi.  

(George Karakiulakis
 
 ve  Michael Roth, 2012 ). 

http://www.hindawi.com/78124617/
http://www.hindawi.com/19023273/
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Muskarinik reseptörler G proteinleri aracılığıyla hedef enzimleri aktif hale 

getirir veya baskılar. Örneğin Gs adenilat siklazı aktive ederken Gi adenilat siklaz 

inhibe etmektedir. Adenilat siklaz aracılığıyla cAMP düzeyi değiĢmektedir. M1, M3 

ve M5 reseptörleri aracılığıya fosfotidilinositol 4, 5 bifosfasttan, inositol 1, 4, 5 

trifosfat (IP3) diaçilgliserol (DAG) salınımına neden olur. IP3 endoplazmik 

retikulumdan Ca
+2

 salınımına, DAG aracılığı ile de protein kinaz C‟nin uyarılmasına 

neden olur (Ukegawa ve ark., 2003). Hücre içi kalsiyum deriĢimlerinin artması çeĢitli 

olayların uyarılmasını sağlar: Kalmodulin bağımlı protein kinazların aktivasyonu, 

adenilat siklazın aktivasyonu, fosfodiesterazların aktivasyonu nitrik oksit sentetazın 

aktivasyonu gibi görevleri vardır (Kusayanagi ve Mitamura., 2003). Muskarinik 

reseptörler diğer G proteini kenetli reseptörler gibi baĢka sinyal yolaklarını örneğin, 

protoonkogen p21 ras, mitojenle aktive olan protein kinazları ve stresle aktive olan 

protein kinazları uyarabilir (Ding ve ark., 1998). 

4.8.Muskarinik Reseptörler ve Kanser ĠliĢkisi 

Muskarinik reseptör ekspresyonu beyin, meme, kolon, deri, akciğer ve prostat 

kanseri dahil olmak üzere bir çok kanserli hücre tiplerinde eksprese olduğu 

bildirilmiĢtir. Bu hücre tiplerinde M1, M2, ve/veya M3 reseptörlerinin aktivasyonu 

hücre çoğalmasında artıĢa neden olur, ancak muskarinik reseptör aktivasyonu, hücre 

siklüsunun durdurulmasına da neden olabildiği ve hücre çoğalmasını azalttığı 

belirtilmektedir (Shah ve ark., 2009). ÇalıĢmalar sonucunda asetilkolinin akciğer 

kanseri gibi birçok kanser türünde ve çeĢitli organlarda kötü huylu tümörlerde 

eksprese olduğu bulunmuĢtur. (Song ve ark., 2003; Trombino ve ark., 2004; Feng ve 

ark., 2012). G-protein kenetli reseptörlerden olan muskarinik asetilkolin reseptörleri 

(mAChR) kolon kanser hücrelerinde eksprese olmakta ve iĢlevseldir. Bu 

reseptörlerin rolü büyük ölçüde bilinmemekle birlikte farklı sinyal ileti yolakları 

aracılığıyla hücre büyümesine aracılık ettiği bilinmektedir (Ukegawa ve ark., 2003). 

Kolinerjik reseptör ailesinden olan muskarinik reseptörler kolon kanserinde hücre 

çoğalması ve kanser oluĢumunda önemli rol oynadığı gösterilmiĢtir. Muskarinik 

reseptörlerin kanser ile iliĢkisi aĢağıdaki Tablo 5‟ de gösterilmiĢtir.  
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Tablo 5: Muskarinik reseptörlerin kanser ile iliĢkisi. 

 

Organ/ Kanser 

  

      

MR 

 

       MR 

Aktivasyonu  

 

MR Aktivasyonu 

 

 

MR 

Agonisti 

 

Ach 

 

  ACH  

 yıkımı 

 

Beyin tümörleri

      

 

   × 

 

Hücre Çoğalması 

 

PKC-ε, 

PKC-ζ, 

ERK,  

NF-κΒ 

 

   × 

 

 

 -

 

       

 

 

- 

 

Meme kanseri 

 

 × 

Hücre Çoğalması 

anjiyogenez 

 

              PKC-ζ, 

Src, ERK, PI3K 

 

    × 

 

 

- 

 

- 

 

Kolon Kanseri 

 

 × 

Hücre Çoğalması 

Sağkalım 

 

ERK, PI3K, 

Akt, NF-κB 

 

  × 

 

× 

 

- 

Akciğer Kanseri       

 

Küçük 

Hücreliler 

  

 × 

 

Hücre Çoğalması 

 

 

 

ERK, Akt 

 

 × 

 

 

×

 

  

 

- 

 

Yumurtalık 

Kanseri 

 

 × 

 

Hücre Çoğalması 

 

 

Bilinmiyor 

 

  - 

 

-   

  

 

- 

 

Bağırsak 

Kanseri 

 

 × 

 

 

Hücre Çoğalması 

 

 

Bilinmiyor 

 

   - 

 

 - 

 

 - 

 

Prostat Kanseri 

 

 × 

 

 

Hücre Çoğalması 

 

Bilinmiyor 

 

   × 

 

 

  - 

 

 - 

 

Mide Kanseri 

 

× 

 

Bilinmiyor 

 

  - 

 

  - 

 

 -                    

 

 - 

RahimKanseri       ×           Bilinmiyor                        -                             -                    -                - 

 

MELENOMA         ×         Bilinmiyor                       ×                             -                     -                - 

http://ajpcell.physiology.org/content/296/2/C221.short#xref-fn-2-1, 

http://ajpcell.physiology.org/content/296/2/C221.short#xref-fn-2-1
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Batı ülkelerinde kanserden ölümlerin önde gelen nedenlerinden biri kolorektal 

kanserlerdir. Kolorektal karsinomaların çoğu adenomlardan ortaya çıkmaktadır 

(Skibber ve ark., 2001). Daha önce muskarinik asetilkolin reseptörleri (mAChRs) nin 

ERK1/2 yolu aracılığı ile SNU-407 kolon kanseri hücresi çoğalmasını arttırdığı 

gösterilmiĢtir. Bununla birlikte EGFR, PKC, ERK ½ ve RSK verileri SUNU 407 

kolon kansei hücrelerinin çoğalmasında mACHr aracılı aktivasyonun etkisi olduğunu 

göstermektedir. Kolon Kanserinde EGFR ve muskarinik reseptörlerinin sinyal ileti 

mekanizmalarının etkileĢimi ġekilde 10‟da gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ġekil 10: Kolon kanserinde EGFR ve muskarinik reseptörlerinin sinyal ileti 

mekanizmalarının etkileĢimi 

 http://ajpcell.physiology.org/content/ajpcell/296/2/C221/F3.medium.gif; AlıĢ Tarihi: 

(21.06.2016). 

 

 

http://ajpcell.physiology.org/content/ajpcell/296/2/C221/F3.medium.gif
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Kolon kanseri hücrelerinde, nöronlar tarafından üretilen ACh ile birlikte 

lümen safra asitleri ile muskarinik reseptörlerin aktivasyonu, sırayla, matriks 

metalloproteinaz (MMP) -7 yoluyla Pro-HB-EGF yi HB-EGF ye çevirir. HB-EGF 

EGFR‟ne bağlanır fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), Akt ve nükleer faktör-kB (NF-

KB)‟yi uyarır. NF-KB çekirdekte gen transkripsiyonu uyarır. EGF reseptörü (EGFR) 

MEK aracılığıyla ERK1/2 uyarmakta ve ERK1/2 çekirdekte gen transkripsiyonunu 

uyarmaktadır. EGFR resptörünün uyarılması ile heriki yoldan hücre yaĢamı ve hücre 

çoğalması için gerekli genlerin transkripsiyonunu etkinleĢtirmektedir. Kolon kanser 

hücrelerinde G-protein bağlı reseptörlerden olan muskarinik asetilkolin reseptörü 

(mAChR) eksprese olmakta ve iĢlevseldir. Bu reseptörlerin rolü büyük ölçüde 

bilinmemekle birlikte farklı sinyal ileti yolakları aracılığıyla hücre büyümesine 

aracılık ettiği bilinmektedir (Ukegawa ve ark.,2003). Yapılan AraĢtırmalar M3R 

reseptörünün eksikliğinde M3 antagonisti skopolamin butilbromür ile bağırsak tümör 

olusumunun azaldığı gözlenmiĢtir (Raufman ve ark., 2011). Ġnsan tümörlerinin 

%30‟unda Ras/Raf/MEK/ERK yolunun aĢırı aktivasyonu söz konusudur (Kolch, 

2000). Muskarinik agonistler ve antagonistleri, farklı kanserleri tedavi etmek için 

yararlı olabileceği önerilmektedir. Tümör hücrelerinde, protein kinaz sentezinin 

artması da onkojenik transformasyonda etkili olmaktadır. Örneğin; Erb-B reseptör 

ailesinde yer alan proteinlerin (örneğin; EGFR, HER2) sentezinin artması akciğer 

kanseri patogenezini doğrudan etkilemektedir (Hirsch ve ark., 2003). EGF gibi 

büyüme faktörlerinin pek çok kanser türünün patogenezinde rol oynadığı önceki 

yıllarda yapılan çalıĢmalar ile gösterilmiĢtir (Sporn ve Roberts, 1987). 
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4.9. Muskarinik Reseptörler ve Lösemi  

Lösemi hücrelerinde muskarinik reseptörler eksprese olmakta ve bu 

reseptörler ChAT, CrAT ve Ach reseptröleriyle çoğaldığı gösterilmiĢtir (Fujii ve 

ark., 1996; Kawashima.,2000). Muskarinik reseptörler hücre çoğalması, farklılaĢması 

ve transformasyonu gibi birçok sistemi uyarabilmekte ve etkieyebilmektedirler. Bu 

etkiler ise hücre tipine, reseptörün spesifik alt tiplerine bağlı olarak değiĢmektedir. 

Farklı hücre tiplerinde farklı muskarinik reseptör transkriptleri eksprese olmaktadır. 

(Costa ve ark., 2001; Cabadak ve ark., 2013). Muskarinik reseptörlerin aktivasyonu 

ile hüçre içi kalsiyım, c-fos upregülasyonu artmıĢtır ve lösemi hücre fonksiyonlarını 

modüle ettiği gösterilmiĢtir (Matsui ve ark., 2004). K562 hücre Soyu ile yapılan 

çalıĢmalarda M2, M3 ve M4, muskarinik reseptör alt tiplerinin gen ve protein 

ekspresyonu gösterilmiĢtir. Karbakol serumsuz kültür ortamında hücre çoğalmasını 

uyarmakta ancak serum varlığında ise hücre çoğalmasını inhibe etmektedir. K562 

hücrelerinde muskarinik reseptör aracılı PKC, NO, cAMP, c-fos ve Ca
+2

 yolakları ile 

reseptörün fonksiyonel olduğu belirlenmiĢtir  (Cabadak ve ark., 2010-2013). EGFR 

meme kanseri, glioblastoma gibi kanser türlerinin büyüyüp geliĢmesinde etkilidirler 

(Blume ve Jensen ve ark., 2001). 

Kronik miyeloid eritrolösemi, miyeloid elemanlarının hücre çoğalması ve 

adezhif özelliklerinin kaybı ile karakterize edilen bir hematopoietik kök hücre 

malignitesidir. K562 hücre soyu, Lozzio ve arkadaĢları tarafından kronik miyeloid 

lösemi hastasının blastik kriz evresinde plevra sıvısından geliĢtirilmiĢ hücrelerdir. 

Birçok kanser hücre soyunda muskarinik reseptörlerin hücre çoğalmasında rolü 

olduğu gösterilmiĢtir. 

Kanda bulunan asetilkolinin immün sistemin düzenlenmesinde rol oynadığı 

belirtilmiĢtir (Maslinski, 1989; Kawashima ve Fujii, 2000). Özellikle; immün 

sistemde rol oynayan insan mononükleer lökositleri ve bazı lösemi hücre hatlarında 

M1 ve M5 transkriptlerinin olduğu gösterilmiĢtir (Kaneda ve ark., 1993; Tayebati ve 

ark., 1999; Sato ve ark., 1999). 

 

 



24 

 

4.10. c-fos 

Fuji ve arkadaĢları T ve B hücre soylarında muskarinik asetil kolin 

reseptörünün uyarımını ve c-fos gen ekspresyonunda artıĢa neden olduğunu 

belirlemiĢleridir. Muskarinik reseptör aktivasyonu glial hücre soyu 13211N‟de Ca 

düzeyinde, c-fos ve c jun mRNA ve protein düzeylerinde değiĢime neden olmuĢtur. 

Muskarinik uyarım astrositotoma ve nöroblostoma hücrelerinide içeren farklı hücre 

soylarında c-fos ekspresyonuna etki etmektedir. Muskarinik reseptör uyarılması 

nöronal hücre soylarında ve beyin bölgelerinde c-fos ekspresyonunu indüklemektedir 

(Fujii, Kawashima, 2000; Costa ve ark., 2008; Ibanez  ve ark., 2002). 

Trejo ve arkadaĢları tarafından glial hücre soylarında mAChR‟ın aktivasyonu 

ile protein kinaz C, hücre içi Ca
+2 

mobilizasyonu, c-fos ve c-jun‟un indüklenmesi ne 

aracı olduğu bildirilmiĢtir (Shah ve ark., 2009; Trejo ve Brown, 1991; Ding ve ark., 

1998). 

EGFR leri ile GPCR „ların sinyal kaskadlarının etkileĢimi ġekil 11‟ da gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ġekil 11: EGFR ile GPCR „ların sinyal kaskadlarının etkileĢimi  

(Peralta ve ark., 1987).  

ġekil 11‟de ligandların GPCR‟a bağlanmasıyla G proteinlerinin α ve βγ 

altbirimleri aktifleĢmekte ve bu uyarım sonucunda βγ  src‟yi uyarmakta ve src 

EGFR‟de fosforillasyona neden olmaktadır. FosforillenmiĢ EGRF‟de PIP3‟ü 
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aktifleĢtirip PIP2‟den IP3 ve DAG oluĢumuna neden olur. IP3 hücre içi depolardan 

Ca
+2

 salınımına ve PKC‟ nin aktivasyonuna neden olur. Ca
+2

 kalsiyum kanallarını 

açar ve DAG ise RAS, MAPK yolağını aktive eder. Hem PKC hemde DAG 

kemotaksis, fagositoz, mediatör salınımı, gen transkripsiyonu, tümör hücresinin 

büyümesi ve metastaz gibi hücre faaliyetlerine neden olmaktadır. Fosfolipaz C‟nin 

aktivasyonu ise PIP2‟yi hidroliz etmesi ile DAG ve IP3 oluĢur IP3 Protein kinaz 

aktifleĢtirmektedir. Ayrıca, IP3 hücre içi Ca
+2

 depolarından Ca 
+2

 salınmasını uyarır. 

IP3 ER‟deki ligand kapılı Ca kanalına bağlanır ve Ca
2+ 

salınır. Muskarinik 

reseptörlerde diğer G proteini kenetli reseptörler gibi protoonkogen p21 ras, 

mitojenle aktive olan protein kinazları ve stersle aktive olan protein kinazları da 

uyarmaktadır (Billington ve ark., 2002). 
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4.11. EGFR 

 

EGF‟yi 1962‟de Dr. Stanley Cohen, erkek fare submandibular tükürük 

bezinden izole etmiĢtir. Dr. Stanley Cohen erkek fare submandibular tükrük 

bezlerinde Sinir Büyüme Faktörü olan (NGF)‟yi izole etmeye çalıĢıyorken bu 

bezlerden elde ettiği ekstreleri genç farelere enjekte etmiĢ ve bu ekstrenin erken diĢ 

çıkmasına, erken göz kapağının açılmasına sebep olmasından dolayı bu etkin 

maddeyi izole etmiĢtir. Epidermisde hızlandırıcı etkisi nedeniyle Epidermal Growth 

Factor (EGF) adını vermiĢtir (Cohen, 1962). 

Epidermal büyüme faktör reseptör (EGFR) ailesi, sinyal yolaklarında 

aktivasyona sebep olmaktadır. Ligandın reseptöre bağlanmasıyla aktive olduğunda 

hücre çoğalması, farklılaĢma ve hücre ölümüne neden olamaktadır. Normal hücrenin 

geliĢiminde rol alan bu reseptörler birçok kanserde aktive olduğu ve eksprese olduğu 

gösterilmiĢtir. Tirozin kinaz ailesine üye olan zarı kateden protein ailesidir (Krause, 

2005). Bu reseptör ailesinde birçok genetik değiĢimler olmuĢ ve pek çok kanser 

türünde gösterilmiĢtir. Ligandların tanımlanmasını ve bağlanmasına sebep olan bir 

ekstraselüler altbirimdir. Hidrofobik özelliği olan zarı kateden bölümü birçok 

reseptörle iliĢkileri sağlamaktadır. EGFR geninin 18. ve 24. eksonlarda kodlanan 

intraselüler altbiriminin protein tirozin kinaz aktivitesi vardırr (Miller, 2008). 

EGF, farklılaĢma, büyüme gibi fanksiyonları etkilemekte ve organizmanın 

geliĢiminde de büyük rol oynamaktadır. EGF, hücrelerde iyon alınması, glikolizis, 

DNA, RNA‟da protein yapımında uyarıcı olarak görev yapmaktadır (Nave ve ark., 

1985; Pratt ve ark., 1987). EGFR geni ise, 7p12 kromozomunda lokalize olmuĢ ve 28 

eksondan oluĢmaktadır. EGFR, EGFR geniyle sentezlenmiĢ 1186 aminoasitten 

oluĢan 170 kDa büyüklüğünde 24 transmembrandan oluĢan glikoproteindir. 

EGFR‟nin ekzonlari ve spesifik bölgeleri aĢağıda ġekil 12‟da gösterilmiĢtir. 
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ġekil 12: EGFR ekzonlari ve spesifik bölgeleri. 

(Ferguson ve ark., 2003; Yarden 2001; Burgess ve ark., 2003; Capuzzo., 2007). 

Klinik çalıĢmalar, EGFR ekspresyonundaki artıĢ ile birlikte tümör geliĢimi 

arasında çok güçlü bir iliĢki olduğu göstermiĢtir. Bazı vakalarda EGFR düzeylerinin 

biraz değiĢiminin bile kanser geliĢimini tetiklediği bildirilmektedir. Deride, oral 

kavitede, özofagusta ve akciğerin skuamoz karsinomlarında ve birçok tümör hücre 

soylarında EGFR düzeylerinin arttığı gösterilmiĢtir (Salomon ve ark., 1995). Meme, 

serviks, mesane, akciğer gibi skuamoz hücreli karsinomlarda EGFR ekspresyonunda 

artıĢ belirlenmiĢtir (Normanno ve ark., 2005). EGF lizin, fenilalanin ve alanin 

bulundurmayan 53 aminoasitten oluĢmuĢtur. EGF tek zincirli polipeptittir. 6000 Da 

molekül ağırlığında olan ve farklı dokulardada reseptörleri olan, epitel ve mezotelyal 

kökenli hücrelerde mitojenik etki göstermektedir (Das.,1982). EGF birçok kanser 

tipinde patogenezde, progresyonunda etkindir. EGF, embriyonik dönemde deri ve 

böbrek gibi dokuların yenilenmesinde büyük rol oynamaktadır (Salomon ve ark., 

1995, Normanno ve ark., 2001). EGFR üç önemli fonksiyonel domaine sahiptir. 

1.Hücre dıĢında ligand bağlama domaini, 2.hidrofobik transmembran domaini ve 

3.hücre içinde sitoplazmik tirozin kinaz domaini içermektedir. Büyüme faktörleri 

aracılı MAP Kinaz sinyal ileti yolağı aktivasyonu ġekil 13‟te gösterilmiĢtir. 
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ġekil 13: Büyüme faktörleri aracılı MAP Kinaz sinyal ileti yolağı aktivasyonu. 

Büyüme faktörleri Ras, Raf, MAP kinaz yolağını uyarmakta ve biyoljik yanıt 

ise hücre çoğalması ve farklılaĢmasının uyarılmasıdır. Büyüme faktörleri  Ras 

(küçük bir G proteini) (monomerik)  GDP bağlı Ras = inaktif  GTP bağlı Ras 

aktif  Mutant Ras proteinleri GTP‟den ayrılamaz ve sürekli aktivite kazanır. Bu 

nedenle hücreler proliferatif halde kalırlar (Blood, 2003). 

Ras gen mutasyonları insan kanserlerinin %30‟nda bulunur. Reseptör Tirozin 

Kinazlar (RTK‟lar) aracı proteinler (GEF) yoluyla Ras GTP bağlı hale getirir Aktif 

Ras, Raf protein kinaza bağlanır Reseptör Tirozin Kinazlar Ras-Raf-MAP kinaz 

yolunu aktifleĢtirir ve ekstraselüler sinyalle düzenlenen kinaz (ERK) ,mitojenle 

aktiflenen protein kinaz (MAP kinaz) active olur. Hücrelerdeki bu sinyal yolağı 

hücre zarından çekirdeğe bilgi aktarılmasında önem taĢır. Bu sinyal yolağı, 

embriyogenez, yaĢamın idamesi, çoğalma, farklılaĢma ve programlı hücre ölümünün 

düzenlenmesinde rol alır. MAP kinazlar üç ana gruba ayrılır (Blood, 2003). 
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1. p38 MAP kinaz ailesi,  

2. Extracellular signal regulated kinase (ERK) ailesi,  

3. c-Jun NH2- terminal kinase (JNK) ailesi. MAP kinaz yolu, reseptör aracılı 

uyarımda hücre içine iletiminden sorumlu bir kinaz kaskadı olarak çalıĢır. Kaskad 

sistemi hem sinyalin amplifikasyonu hem de düzenleyici etkileĢimleri önemlidir. 

Sinyalin iletimi Ras aktivasyonu ile baĢlar ve MAPKKK‟nın (MAP kinaz kinaz 

kinaz) aktivasyonundan sonra sırasıyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK 

(MAP kinaz) aktive olur. MAPK ise sitoplazmik substratlarını (hücre iskeleti 

elemanları, diğer protein kinazlar) ve/veya çekirdekde transkripsiyon faktörlerini 

fosforilasyonla aktive eder ve hücrede biyolojik yanıt geliĢir (Kolch, 2000; Liem ve 

Chamberlain, 2002). 

Kanserde, hormonlar, büyüme faktörleri, farklılaĢma faktörleri ve tümör 

ilerletici maddeler Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolunu kullanırlar. Bu iletim 

yolu Ras aktivasyonu ile baĢlar ve sırasıyla Raf (= MAPKKK), MEK (= MAPKK) 

ve Erk (= MAPK) aktive olur. 

Hayvan ve insan hücre hatlarındaki çalıĢmalarla, muskarinik reseptörlerin 

mitojen ile aktive edilmiĢ protein (MAP) kinazları uyardığı gösterilmiĢtir. Hücre dıĢı 

sinyal ile düzenlenen kinazlar 1 ve 2 (ERK1 / 2) aktivasyonu ile hareket ettiklerini 

göstermiĢtir (Rosenblum 1998, Futter ve ark., 2000). Ökaryotik hücrelerin tümünde 

mevcut olan bu proteinler hücre zarından çekirdeğe bilgi aktarılmasında rol 

almaktadır.  
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4.12. K562 Hücre Soyu 

1975„te Lozzio ve arkadaĢları K562 hücrelerini kronik miyeloid eritrolösemi 

hastasının blastik kriz evresinde plevra sıvısından geliĢtirmiĢtir (Lozzio & Lozzio, 

1975). K562 Hücre soyu 20µm çapında farklılaĢmamıĢ blast hücreleridir. Bazofilik 

sitoplazmaları hiç granül içermez, iki ya da daha fazla prominent nükleolisi vardır. 

Monosit ve granülositin pozitif reaksiyon verdiği sitokimyasal ajanlara K562 

hücreleri pozitif cevap vermez. Granülositik serisinin son derece farklılaĢmamıĢ 

hücreleridir (Audrey ve ark., 2002). Bu hücreler hematopoietik hücre büyümesi ve 

farklılaĢma modeli olarak yaygın olarak kullanılmaktadır K562 hücreleri. insan 

lösemi hücre soyu, megakaryositik ya da eritroid hattı boyunca farklılaĢma 

potansiyelinde olan bir pluripotent kök hücredir (Lozzio ve ark., 1977).  
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5.GEREÇ VE YÖNTEM 

5.1. Gereçler 

5.1.1.Kimyasal maddeler 

Akrilamid         BioRad 

Amonyum persülfat       Sigma 

Asetik asit         Merck 

Bisakrilamit        Sigma 

Borik asit         Merck 

Bromo kloroindol fosfat (BCIP)      Promega 

Coomassie parlak mavisi R250      Sigma 

Ditiyotiretiol (DTT)       Sigma 

EDTA, Na         Sigma 

Etanol          Merck 

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)     Sigma 

Fenilmetilsülfonil florür (PMSF)     Sigma 

Glisin         Sigma 

Gliserol         Sigma 

HCl         Merck 

Hepes         Sigma 

Kalsiyum klorür        Sigma 

β-Merkaptoetanol (50mM)      Sigma 

Magnezyum klorür       Sigma 
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Metanol         Merck 

N, N, N‟, N‟,-tetrametiletilendiamin (TEMED)              Sigma 

Nitroblutetrazolyum (NBT)                Invitrogen 

Nonidet P40        Amresco 

Potasyum klorür        Merck 

Potasyum bifosfat       Merck 

Sığır serum albümini (BSA)      Sigma 

Sodyum asetat        Sigma 

Sodyum bikarbonat       Sigma 

Sodyum dodesil sülfat (SDS)      Sigma 

Sodyum karbonat       Merck 

Sodyum hidroksit       Merck 

Sodyum hidrojen fosfat       Merck 

Sodyum klorür        Merck 

Sodyum N-loril sarkozin       Sigma 

Tris         Sigma 

Triton-X         Sigma 

Tween-20         Sigma 

Hücre kültür malzemeleri  

HEPES         Sigma 

Penisilin/Streptomisin        Sigma 

RPMI-1640                    Sigma 
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Sodyum bikarbonat          Sigma 

Tripan mavisi           Sigma 

L-Glutamin                                           Sigma 

Fetal dana serumu            Biochrom, Biological Industries 

25 cm
2
 kültür kabı            TPP 

75 cm
2
 kültür kabı            TPP 

Mikro-plate             TPP 

Agonist ve antagonistler 

EGF                      Sigma 

Karbakol                      Sigma 

PD153035           Sigma 

Wortmanin           Sigma 

4DAMP                                                                                                   Sigma 

Proteaz inhibitörleri 

Leupeptin            Sigma 

Fenil metil sulfonil florid (PMSF)        Sigma 

Aprotinin            Sigma 

Dithiothreitol (DTT)          Sigma 

Pepsitatin A           Sigma 

Elektroforetik analizde kullanılan standartlar 

Protein molekül ağırlığı standartları           Santa Cruz 
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Western emdiriminde kullanılan antikorlar  

Alkalen fosfotaz eĢlenik tavĢan monoklonal anti keçi IgG        Sigma 

ERK                               Santa Cruz 

pERK                               Santa Cruz 

cfos                               Santa Cruz 

EGFR                               Santa Cruz 

pEGFR                               Santa Cruz 

Beta aktin antikoru         Santa Cruz 

Kullanılan Kitler 

Lowry Kit 

SMART
TM

 BCA Protein Assay Kiti        ĠNTRON Biotechnolog 

Western emdirimi gereçleri 

Nitroselüloz membran(0.45 μM)                                Schleicher&Schuell 

BioRad mini jel elektroforez düzeneği (dikey) 

ve elektroforetik aktarma düzeneği       BioRad 
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5.1.2. Cihazlar  

1-Etüv            Memmert 

2-Güç Kaynağı             Dan-Kar 

3-Güç Kaynağı          Pharmacia, LKB 

4-Manyetik KarıĢtırıcı                          Hanna 

5-pH Metre                WTW 

6-Santrifüj                Hettich 30 RF 

7-Santrifüj                                  Bd 

8-Spektrofotometre                           Biotek 

9-Su Banyosu                     Kotterman 

10-KarıĢtırıcı (Vorteks)           Janke & Kunkel 

11-Terazi           Oertling NA-114 

12-Etüv            Memmert 

13- Karbondioksit Etüvü                Sanyo 

14-Derin Dondurucu (-20 ºC)              Arçelik 

15-Derin Dondurucu (-20 ºC)           Siemens 

16-Derin Dondurucu (-70 ºC)            So-Low 

17-Derin Dondurucu (-70 ºC)            Thermo 

18-Buzdolabı                          Arçelik 

19-Kırık Buz Makinesi         Scotsman AF-10 

20-Çalkalama Cihazı                    IKAVibraz-VXR 

21-Otomatik Mikro Pipetler                        Gilson 
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22-Otomatik Mikro Pipetler              Eppendorf 

23-Otoklav                      Nüve 

24-Distile Su Cihazı                     GFL 

25-Fotograf Makinesi                     Sony 

26-Laminar akım kabini (Steril kabin)                           Kutay 

27-Invert (ters ıĢık) Mikroskopu                        Olympus 

28-Transblot system                 BioRad 

29-Santrifüj              Eppendorf 

5.1.3. Tampon ve çözeltilerin bileĢimi 

Hücre kültüründe kullanılan çözeltiler 

Hücre kültürü 

RPMI-1640   100 ml 

NaHCO3    %2 

Fetal Dana Serumu  %10 

Penisilin/Streptomisin  10000 IU/ml + 10000 µg/µl 

L-Glutamin   200 mM 

Hepes    20 mM. 

Isı ile komplemanı inaktive edilmiĢ %10 FDS (fetal dana serumu), 2 mM L-

glutamin, 1000 U/ml penisilin-streptomisin, 200 mM hepes ve sodyum bikarbonat 

eklenmiĢ RPMI-1640 hücre kültür medyumu. 
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Hücre sayımında kullanılan çözeltiler 

Tripan mavisi ile hücre sayımı 

Tripan Mavisi   %0.5 (w/v) 

Sodyum klorür   %0.9 (w/v) 

Fosfat tamponlu tuz çözeltisi (PBS) 

Sodyum klorür   140 mM 

Potasyum klorür   3 mM 

Sodyum bikarbonat  8 mM 

Potasyum bikarbonat  2 mM 

pH=7.4 

1 litre distile su içerisinde çözüldü. 

Protein homojenizasyonunda kullanılan çözeltiler 

HomojenleĢtirme tamponu (Taze hazırlanır)  

 Son Konsantrasyon 

  

Hepes 20 mM, pH: 8.0 

PMSF 0.1 mM 

EDTA 1 mM 

Leupeptin 10 g/ml 

Aprotinin 2 g/ml 
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Lowry metodunda kullanılan çözeltiler 

Protein miktar tayini Lowry yöntemi (Lowry ve ark., 1951) SMART
TM

 BCA 

Protein Assay Kiti ile belirlendi. 

5.1.4. Elektoforez ve Western emdirimi analizlerinde kullanılan çözeltiler 

   5.1.4.1.Akrilamid-Bisakrilamid çözeltisi 

30 g Akrilamid 

0.8 g N, N-metilen bis akrilamit 

Tepkime hacmi: 100 ml 

Örnek tamponu (4X) 

125 mM Tris-HCl pH 6.8 

%30 v/v Gliserol 

6 M Üre 

%10 w/v β merkaptoetanol 

%2 w/v Sodyum dodesilsülfat (SDS) 

%0.01 w/v bromfenol mavisi 

5.1.4.2.  2x Ayırma jeli tamponu 

0.75 M Tris-HCl, pH 8.8 

%0.2 w/v SDS 

5.1.4.3. 2x Yükleme jeli tamponu 

0.25 M Tris-HCl, pH 6.8 

%0.2 w/v SDS 
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5.1.4.4. 2x Yürütme tamponu 

6 g Tris 

30 g  Glisin 

SDS 1 g  

 5.1.4.5. 5x Elektroforez tamponu 

7.5 g Tris 

36 g Glisin 

Tepkime hacmi: 500 ml 

5.1.4.6 Aktarma tamponu, pH 8.5 

25 mM Tris, pH:8.3 

192 mM Glisin 

%20 Metanol 

5.1.4.7. Tris tuz tamponu (TBS), pH 8.0 

136.75 mM NaCl 

2.68 mM KCl 

21.26 mM Tris-HCl 

5.1.4.9.Blok tamponu  

%1 BSA 

%0.05 Tween-20 

5.1.4.10. TBS-T tamponu (%0.1) 

TBS 

%0.1 Tween 20 
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5.1.4.11. Birincil antikor tamponu 

Anti ERK antikoru:   Bloklama çözeltisi ile 1:100 seyreltilmiĢ 

Anti pERK antikoru   Bloklama çözeltisi ile 1:100 seyreltilmiĢ 

Anti cfos antikoru   Bloklama çözeltisi ile 1:100 seyreltilmiĢ 

Anti EGFR antikoru   Bloklama çözeltisi ile 1:100 seyreltilmiĢ 

Anti pEGFR antikoru   Bloklama çözeltisi ile 1:100 seyreltilmiĢ 

Beta aktin antikoru    Bloklama çözeltisi ile 1:100 seyreltilmi 

5.3.6.12. 2x Yürütme tamponu 

6 g Tris 

30 g  Glisin 

SDS 1 g  

5.1.4.13. 5x Elektroforez tamponu 

7.5 g Tris 

36 g Glisin 

Tepkime hacmi: 500 ml 

5.1.4.14. Ġkincil antikor tamponu 

Alkalen fosfataz eĢlenik tavĢan  poliklonal IgG:  TBS ile 1:1000 

seyreltilmiĢ 

%0.05 Tween 20. 
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5.1.4.15.Jel boyama çözeltisi 

%0.2 (w/v) Coomassie mavisi 

%50 (v/v) Metanol 

%10 Asetik asit. 

5.1.4.16. Jel boya çıkarma çözeltisi 

%10 (v/v) Metanol 

%10 (v/v) Asetik asit 

5.4.Yöntem 

5.4.1. ÇalıĢmada kullanılan hücrelerin hazırlanması ve çoğaltılması 

K562 hücreleri ATCC (CCL-243) suĢu olup ticari olarak elde edildi. K562 

hücreleri %10 fetal dana serumu, 10000 U/µl penisilin, 10000 µg/µl streptomisin, 

200 mM L-Glutamin içeren RPMI-1640 kültür ortamında, 37ºC‟ ta, %5 CO2 içeren 

karbondioksit etüvünde inkübe edildi. Hücreler haftada üç kere kültür ortamı 

değiĢtirilerek 1x10
6
 hücre/ml olacak Ģekilde çoğaltıldı (Rooney ve Czepulkowski 

1978). 

5.4.1.1. Hücrelerin sayılması: 

a) Tripan mavisi ile hücre sayımı 

Hücreler %10 oranında Tripan mavisi ile boyanıp toma lamında sayıldı. 

Canlılık oranı aĢağıdaki formüle göre hesaplanıp %95 canlılık oranındaki hücreler 

hücre sayımı, Western emdirimi yapmak üzere donduruldu. 

10 l örnek + 90 l TB  Ölü hücreler maviye boyanır. 

 

 

 

Canlı 

Toplam 

Toplam 

 X 100 = Canlılık Oranı 
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5.4.2. Hücrelerin toplanması 

Kültür ortamında yetiĢtirilen hücre soyu 1x10
6
 hücre/ml yoğunluğuna ulaĢınca 

protein örnekleri için 30X10
6
, toplam hücre olacak Ģekilde toplandı. Hücreler 700g‟ 

de 10 dakika santrifüj edildi. Üst faz atılıp üzerine 5 ml PBS çözeltisi eklenip 700g‟ 

de 10 dakika santrifüj edildi ve bu iĢlem 3 kez tekrarlandı. Hücreler western 

emdirimi yapmak için –80 
°
C‟de derin dondurucuda saklandı. 

5.4.3. Ġlaç etkileĢim deneyleri 

5.4.3.1. K562 hücrelerinin epidermal büyüme faktörü (EGF), muskarinik 

reseptör agonisti (CCh), ERK (wortmanin) ve EGFR (PD153035) inhibitörleri 

ile muamelesi 

Kültür ortamındaki K562 hücreleri ilaçlar uygulanmadan 1 gün önce 

serumsuz  ortama alındı. K562 hücreleri agonist (CCh), epidermal büyüme faktörü 

reseptörü agonisti (EGF), EGFR inhibitörü PD153035, ERK inhibitörü (wortmanin) 

ile muamele edildi. K562 hücrelerinde muskarinik ve EGFR‟lerinin rolünün 

belirlenmesi için muskarinik reseptörlere özgü agonist karbakol veya EGFR‟ye 

özgün EGF, ve sinyal ileti yolağı inhibitörleri kültür ortamına eklendi. Agonist, 

antagonist ve inhibitörler ile muamele edilen hücreler Western emdirimi için uygun 

koĢullarda toplandı. Western emdirimi yöntemi için toplanan hücreler PBS ile 

yıkanıp -80ºC‟ta donduruldu. 

5.4.4. Hücre özütlerinin hazırlanması 

Gerekli koĢulda hazırlanıp -80
0
C‟ da saklanan hücrelere bölüm 5.1.3.‟ te 

anlatıldığı gibi hazırlanan homojenizasyon tamponundan 100 l eklendi. Dounce ile 

hücreler patlatıldı. HomojenleĢtirme tamponunu 1ml‟ye tamamlanarak hücre 

patlatma iĢi tekrarlandı. Hazırlanan homojenatlarda Lowry yöntemi ile protein miktar 

tayini yapılmak üzere –80C‟ de saklandı. 
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5.4.5. Protein Miktar Tayini 

Protein miktarları Lowry yöntemi ile SMART
TM

 BCA Protein Assay Kiti 

kullanılarak belirlendi (Lowry ve ark., 1951). 

5.4.6. SDS-PAGE (Elektroforez) 

Örnek tamponu (4X) ile karıĢtrılan protein örnekleri (150 μg) 100°C‟ta 3-5 

dakika denatüre edildi. Örnekler, %12‟ lik SDS-PAGE jeline yüklenerek 150 Volt‟ 

da 1.5 saat yürütüldü. 

5.4.7. Islak Elektroforetik Transfer Düzeneği ile Elektroforetik Transfer 

Jelin büyüklüğüne uygun olarak iki tane filtre ve bir tane nitroselüloz 

membran kesildi. Elektroforez sonrası üst jeli kesilen jel, nitroselüloz membran, filtre 

kağıtları ve süngerler 10 dakika aktarma tamponu içinde bekletildi. Jel kasetindeki 

pozitif elektrodun (anot) üzerine sırasıyla sünger, 3MM filtre kağıdı, nitroselüloz 

membran, jel, 3MM filtre kağıdı ve sünger konularak kaset kapatıldı. Kaset transfer 

düzeneğine yerleĢtirildikten sonra kasedin üst kısmını kaplayacak Ģekilde aktarma 

tamponu ile dolduruldu. Düzenek güç kaynağına bağlanıp 70 V‟da 1 saat süresince 

aktarma yapıldı. 

5.4.8. Western Emdirimi Analizi 

Membranlar BSA içeren TBS-T blok tamponunda oda sıcaklığında 4
o
C‟ta 

gece boyu inkübe edildi. Epidermal büyüme faktörü reseptörü, c-fos, ERK proteini 

antikoru ile gece boyu etkileĢtirildi.  Ardından TBS-T tamponuyla 3 kez 10‟ar dakika 

yıkandı. Membranlar alkalen fosfataz eĢlenik tavĢan- IgG ile 1 saat etkileĢtirildikten 

sonra tekrar TBS-T tamponuyla 3 kez 10‟ar dakika yıkandı ve birincil antikor ve 

ikincil antikor IgG etkileĢmini içeren membran BCIP/NBT renk geliĢtirici tampon ile 

renklendirildi. 
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6. BULGULAR 

6.1. K562 hücrelerinde ERK fosforilasyonuna, karbakol ve EGF’nin etkisi  

Hücreler bölüm 5.4.1. de anlatıldığı gibi çoğaltıldı. K562 hücreleri, serum 

yokluğunda, EGF (16 nM) veya karbakol (1μM, 100 μM) ile 30 dakika muamele 

edildi. Hücreler toplanıp 1500g‟ de 15 dakika döndürülerek PBS ile yıkandı ve pelet 

-80
0
C‟ da donduruldu. Agonistler ile muamele edildikten sonra dondurulan 

hücrelerden hücre özütleri hazırlandı. Proteinler SDS-PAGE ile molekül ağırlıklarına 

göre ayrıldıktan sonra nitroselüloz membranlara aktarıldı. Daha sonra 1:100 

konsantrasyonda pERK ve ERK antikoru kullanılarak analiz edildi. K562 

hücrelerinde, muskarinik ve EGFR agonistlerinin ERK fosforilasyonuna etkisi ġekil 

14‟de gösterilmiĢtir. Sonuçlar 4 deneyin ortalaması alınarak  standart hata (SD) 

Ģeklinde gösterildi (ġekil 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 14: K562 hücrelerinde ERK fosforilasyonuna, karbakol ve EGF‟nin etkisi 

(P>0.005). 

Farklı konsantrasyonlarda karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen 

hücrelerde pERK/ERK ekspresyonunda herhangi bir değiĢim belirlenmedi. 

pERK/ ERK, 

44-42kDa 
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6.2. K562 hücrelerinde cfos ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin etkisi 

Karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilip toplanan ve -80
0
C‟ da dondurulan 

hücrelerden hücre özütleri hazırlandı. Proteinler western emdirimi ile membranlara 

aktarıldı. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda cfos antikoru kullanılarak analiz edildi. 

Beta aktin antikoru internal kontrol olarak kullanılmıĢtır. K562 hücrelerinde, 

muskarinik  ve EGFR agonistlerinin c-fos protein ekspresyonuna etkisi ġekil 15‟de 

gösterilmiĢtir. Sonuçlar 4 deneyin ortalaması alınarak  standart hata (SD) Ģeklinde 

gösterildi (ġekil 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 15: K562 hücrelerinde cfos protein ekspresyonuna, karbakol ve EGF‟nin etkisi 

(P>0.005). 

Farklı konsantrasyonlarda karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen 

hücrelerde c fos ekspresyonu 1 μM karbakol varlığında kontrole göre artarken, 100 

μM karbakol ile muamele edilen hücrelerde c-fos ekspresyonunda kontrole göre 

azalma eğilimi görülmüĢtür. Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında EGF ile muamele 

edilen hücrelerde c-fos ekspresyonu artma eğilimindedir ancak aradaki fark anlamlı 

bulunamamıĢtır (P>0.005). 

 

c-fos 62 kDa  

-aktin 47 kDa 

 

 β-Actin: 

47kDa 
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6.3. K562 hücrelerinde EGFR ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin etkisi 

Karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilip toplanan ve -80
0
C‟ da dondurulan 

hücrelerden hücre özütleri hazırlandı. Proteinler western emdirimi ile membranlara 

aktarıldı. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda pEGFR ve EGFR antikorları 

kullanılarak analiz edildi. K562 hücrelerinde, muskarinik ve EGFR agonistlerinin 

pEGFR ve EGFR protein ekspresyonuna etkisi ġekil 16‟da gösterilmiĢtir. Sonuçlar 4 

deneyin ortalaması alınarak  standart hata (SD) Ģeklinde gösterildi (ġekil 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 16: K562 hücrelerinde EGFR protein ekspresyonuna, karbakol ve EGF‟nin 

etkisi (P>0.005). 

Farklı konsantrasyonlarda karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen 

hücrelerde EGFR ekspresyonu 1 μM karbakol varlığında kontrole göre artarken, 100 

μM karbakol ile muamele edilen hücrelerde EGFR ekspresyonunda kontrole göre 

daha da fazla artıĢ belirlenmiĢir. Ancak aralarındaki fark anlamlı değildir. Kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında EGF ile muamele edilen hücrelerde EGFR 

ekspresyonunda kontrole göre değiĢim gözlenmemiĢtir (P>0.005). 

EGFR 170kDa 

 aktin 47kDa  

 

β-Actin: 

47kDa 
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6.4. K562 hücrelerinin epidermal büyüme faktörü (EGF), muskarinik reseptör 

agonisti (CCh), EGFR inhibitörü (PD153035) ile muamelesi 

Karbakol, EGF ve/veya wortmanin, PD153035 ile muamele edilip toplanan 

ve -80
0
C‟ da dondurulan hücrelerden hücre özütleri hazırlandı. Ġnhibitörler 

agonistlerden 30 dakika önce kültür ortamına eklendi. Proteinler western emdirimi 

ile membranlara aktarıldı. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda ERK ve pERK 

antikorları kullanılarak analiz edildi. K562 hücrelerinde, muskarinik ve EGFR 

agonistlerinin, inhibitörlerin pEGFR ve EGFR protein ekspresyonuna etkisi ġekil 

17‟de gösterilmiĢtir. Sonuçlar 4 deneyin ortalaması alınarak  standart hata (SD) 

Ģeklinde gösterildi. (ġekil 17). 

 

 

 

 

 

                     

 

 

ġekil 17: K562 hücrelerinde pERK/ERK protein ekspresyonuna, karbakol ve /veya 

EGF‟nin ve/veya PD153035‟in etkisi (P>0.005). 

PD153035 inhibitörü ve/veya karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen 

hücrelerde pERK/ERK ekspresyonu karbakol ve PD153035 varlığında kontrole göre 

artma eğiliminde iken diğer gruplarda değiĢim gözlenmemiĢtir ve gruplar arasında 

anlamlı fark bulunmamıĢtır. 

 

 

pERK/ERK, 

44-42 
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6.5. K562 hücrelerinde EGFR ekspresyonuna, CCh, ,4DAMP, EGF ve/veya 

EGFR inhibitörünün etkisi 

Karbakol, 4DAMP, EGF veya EGFR inhibitörü ile 30 dakika muamele edilip 

toplanan ve -80
0
C‟ da dondurulan hücrelerden hücre özütleri hazırlandı. Proteinler 

western emdirimi ile membranlara aktarıldı. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda 

EGFR ve β-aktin antikoru kullanılarak analiz edildi. Beta aktin antikoru internal 

kontrol olarak kullanılmıĢtır. K562 hücrelerinde, muskarinik ve EGFR agonistlerinin 

β-aktin protein ekspresyonuna etkisi ġekil 18‟de gösterilmiĢtir. Sonuçlar 4 deneyin 

ortalaması alınarak  standart hata (SD) Ģeklinde gösterildi. (ġekil 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 18: K562 hücrelerinde EGFR ekspresyonuna, CCh, ,4DAMP, EGF ve/veya 

EGFR inhibitörünün etkisi.   

Karbakol, 4DAMP, EGF ve/veya EGFR inhibitörünün ile 30 dakika muamele edilen 

hücrelerde, EGFR ekspresyonunda sadece EGF ve PD15303 ile muamele edilen 

hücrelerde kontrole göre azalma belirlenmiĢtir. Ancak bu azalma anlamlı değildir. 

Diğer gruplarda değiĢim gözlenmemiĢtir. 

EGFR, 170kDa 

β aktin, 47kDa 
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6.6. K562 hücrelerinde pERK/ERK ekspresyonuna, karbakol, EGF ve 

wortmaninin etkisi 

Hücreler bölüm 5.4.1. de anlatıldığı gibi çoğaltıldı. K562 hücreleri, serum 

yokluğunda, EGF (16 nM) veya karbakol (1μM, 100 μM) ile 30 dakika muamele 

edildi. Hücreler toplanıp 1500g‟ de 15 dakika döndürülerek PBS ile yıkandı ve pelet 

-80
0
C‟ da donduruldu. Agonistler ile muamele edildikten sonra dondurulan 

hücrelerden hücre özütleri hazırlandı. Proteinler SDS-PAGE ile molekül ağırlıklarına 

göre ayrıldıktan sonra nitroselüloz membranlara aktarıldı. Daha sonra 1:100 

konsantrasyonda pERK ve ERK antikoru kullanılarak analiz edildi. K562 

hücrelerinde, muskarinik ve EGR agonistlerinin pERK/ERK ekspresyonuna etkisi 

ġekil 19‟de gösterilmiĢtir. Sonuçlar 4 deneyin ortalaması alınarak  standart hata 

(SD) Ģeklinde gösterildi. (ġekil 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 19: K562 hücrelerinde pERK/ERK ekspresyonuna, karbakol ve EGF‟nin 

ve wortmaninin etkisi.  

pERK/ERK, 

44-42 
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Karbakol, wortmanin ve EGF ile 30 dakika muamele edilen hücrelerde pERK, 

ERK ekspresyonu karbakol varlığında ve EGF varlığında kontrole göre artmıĢ, 

wortmanin varlığında ise azalmıĢtır. Ancak bu azalma anlamlı değildir. 

6.7. K562 hücrelerinde pERK/ERK ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin 

zamana bağlı etkisi 

Karbakol ve EGF ile 30, 120, 240 dakika muamele edilip toplanan ve -80
0
C‟ da 

dondurulan hücrelerden hücre özütleri hazırlanlandı. Proteinler western emdirimi ile 

membranlara aktarıldı. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda ERK ve pERK antikorları 

kullanılarak analiz edildi. K562 hücrelerinde, karbakol ve EGF‟nin pERK ve ERK 

protein ekspresyonuna etkisi ġekil 20‟de gösterilmiĢtir. Sonuçlar 4 deneyin 

ortalaması alınarak  standart hata (SD) Ģeklinde gösterildi. (ġekil 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. 1)K 0 dk, 2) K 30 dk. 3) K 120 dk 4) K 240 dk  5) EGF 0 dk 6)EGF 30 dk 7) EGF 

120 dk 8) EGF 240 dk  9)CCh 0dk 10) CCh 30 dk 11) CCh 120 dk 12) CCh 240 dk 

ġekil 20: K562 hücrelerinde pERK/ERK ekspresyonuna, karbakol ve EGF‟nin 

zamana bağlı etkisi. 

pERK/ERK 44-42 

  1        2      3       4       5        6        7        8       9       10       11     12 
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pERK/ERK ekspresyonun kontrol,EGF ve CCh grupları zarmana göre 

karĢılaĢtırıldıklarında ,kontrol grububunun 240.dakikasına göre CCh 240. dakikada  

inhisyon belirlenmiĢtir (P˂ 0.05). EGF‟nin etkisinde ise 0.dakika 120.dakikada EGF 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında  pERK/ERK ekspresyonunda anlamlı artıĢ saptanmıĢtır 

(P˂ 0.05). EGF‟nin 120. dakikadaki grubuna göre 120.dakika CCh grubunda 

pERK/ERK ekspresyonunda inhibisyon belirlenmiĢtir (P˂ 0.05). 

6.8. K562 hücrelerinde c-fos ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin zamana bağlı 

etkisi 

Karbakol ve EGF ile 30, 120, 240 dakika muamele edilip toplanan ve -80
0
C‟ da 

dondurulan hücrelerden hücre özütleri hazırlanlandı. Proteinler western emdirimi ile 

membranlara aktarıldı. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda c-fos antikoru kullanılarak 

analiz edildi. K562 hücrelerinde, karbakol ve EGF‟nin c-fos protein ekspresyonuna 

zamana bağlı etkisi ġekil 21‟de gösterilmiĢtir. Sonuçlar 4 deneyin ortalaması alınarak 

 standart hata (SD) Ģeklinde gösterildi. (ġekil 21). 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 21: K562 hücrelerinde, muskarinik ve EGR agonistlerinin c-fos protein 

ekspresyonuna zamana bağlı etkisi. 1)K 0 dak, 2) K 30 dak. 3) K 120 dak 4) K 240 

dak  5) EGF 0 dak 6)EGF 30 dak 7) EGF 120 dak 8) EGF 240 dak  9)CCh 0 dak 

10) CCh 30 dak 11) CCh 120 dak 12) CCh 240 dak 

 

c-fos: 62 kDa  

β-aktin: 47kDa 

    1        2      3      4       5       6       7      8       9      10     11     12 
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Karbakol ve EGF ile 30, 120,  240 dakika muamele edilen hücrelerin zamana 

bağlı uyarılmasında farklı cevaplar alınmıĢtır. Hücrelerin EGF ile 30 ve 120 dakika 

muamelesinin 0. dakikaya göre azaldığı belirlenmiĢtir. Tüm gruplarda karbakolün ve 

EGF‟nin zamana bağlı anlamlı bir etkisi olmadığı belirlenmiĢtir. 
 

6.9. K562 hücrelerinde pERK/ERK ekspresyonuna, karbakol, EGF ve/veya 

4DAMP’ın etkisi 

Karbakol (1,100µM), EGF ve/veya 4DAMP ile 30 dakika muamele edilip 

toplanan ve -80
0
C‟ da dondurulan hücrelerden hücre özütleri hazırlandı. Antagonist 

agonistlerden 30 dakika önce kültür ortamına eklenmiĢtir. Proteinler western 

emdirimi ile membranlara aktarıldı. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda ERK ve 

pERK antikorları kullanılarak analiz edildi. K562 hücrelerinde, muskarinik ve EGFR 

agonist ve muskarinik antagonistin  pERK ve ERK protein ekspresyonuna etkisi 

ġekil 22‟de gösterilmiĢtir. Sonuçlar 4 deneyin ortalaması alınarak  standart hata 

(SD) Ģeklinde gösterildi. (ġekil 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 22: K562 hücrelerinde pERK/ERK ekspresyonuna, karbakol (1µM, 100µM) 

EGF ve/veya 4DAMP‟ın etkisi. 

Farklı konsantrasyonlarda karbakol (1µM, 100µM) ve EGF ve/veya 4DAMP 

ile 30 dakika muamele edilen hücrelerde 1 μM karbakol varlığında pERK/ERK 

ekspresyonu kontrole göre azalırken, 100 μM karbakol ile muamele edilen 

hücrelerde artmıĢtır. Karbakol ve 4DAMP birlikte muamele edildiğinde kontrole ve 

pERK/ERK,  

p44-42 
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sadece 4DAMP ile muamele edilen hücrelere göre azalmıĢtır. Ancak bu azalma 

istatiksel olarak anlamlı değildir. 

6.10. K562 hücrelerinde pEGFR/EGFR ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin 

etkisi 

Karbakol (1, 100 µM) ve EGF ve/veya 4DAMP ile 30 dakika muamele edilip 

toplanan ve -80
0
C‟ da dondurulan hücrelerden hücre özütleri hazırlandı. Proteinler 

western emdirimi ile membranlara aktarıldı. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda 

pEGFR ve EGFR antikorları kullanılarak analiz edildi. K562 hücrelerinde, 

muskarinik ve EGFR agonistlerinin pEGFR ve EGFR protein ekspresyonuna etkisi 

ġekil 23‟de gösterilmiĢtir. Sonuçlar 4 deneyin ortalaması alınarak  standart hata 

(SD) Ģeklinde gösterildi. (ġekil 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 23: K562 hücrelerinde pEGFR/EGFR ekspresyonuna, karbakol (1µM, 100µM) 

EGF ve/veya 4DAMP‟ın etkisi (P>0.005).  

Farklı konsantrasyonlarda karbakol (1µM, 100µM), EGF ve/veya 4DAMP ile 

30 dakika muamele edilen hücrelerde pEGFR/ EGFR ekspresyonu hiçbir grupta 

değiĢmemiĢtir.  

pEGFR/ 

EGFR;170Da 

 



54 

 

6.11. Ġstatistiksel Analiz 

Deneyler 4 kere tekrarlanmıĢ olup GraphPad Prism 5.0 programında One-way 

ANNOVA ve Bonfferoni post test istatiksel analizleri kullanılmıĢtır. Densitometrik 

analizlerde LI-COR Image Studio 5 ücretsiz yazılımı kullanılmıĢtır. 
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7. TARTIġMA 

Nöronal olmayan hücrelerde de asetilkolin ve reseptörlerinin hücreler arası 

sinyal iletiminde önemli olduğu belirtilmektedir. Son yıllarda kolinerjik sistemin 

nöronal olmayan hücrelerdeki varlığı ve önemi yüksek ilgi ve kabul görmektedir 

(Kawashima ve Fujii 2008, Wessler ve, Kirkpatrick., 2008). Muskarinik reseptörler  

G protein kenetli reseptör ailesindendir (Miyazawa ve ark., 2003). Asetilkolin 

reseptörleri sindirim sisteminde  epitel hücreleri , üreme sisteminde epidermisdeki 

hücreler , akciğer zarında mezotelyuma ait hücrelerde ve endotel hücrelerinde, 

bağıĢıklık ve kas sisteminde ise monositler, granülositler, alveolar makrofajlarda ve 

mast hücrelerinde bulunmaktadır (Sastry ve Sadavongvivad, 1978; Klapproth ve ark., 

1997; Wessler ve ark., 1998).  

G protein bağlı reseptörler, EGFR‟lerin geçici olarak aktivasyonunu 

indükleyerek biyolojik yanıtlara neden olacak sinyal yollaklarını aktive etmektedirler 

(Prenzel  ve ark., 2001). ÇeĢitli çalıĢmalarla farklı GPCR‟lar aracılı sinyal ileti 

yolakları ile MAPK sinyal yolağının aktive olduğu önerilmektedir (Naor ve ark., 

2000). Çok sayıda çalıĢmada, EGFR‟lerin çeĢitli GPCR‟ların uyarılmasından sonra 

aktive olduğu gösterilmiĢtir. Ancak farklı sinyal yollarının farklı hücre tiplerinde 

kolinerjik ERK aktivasyonunda rolü olduğu önerilmektedir (Daub ve ark., 1996; 

Daub ve ark., 1997). 

Birçok GPCR'nin ve mAChR‟lerin sinyal iletiminin önemli olduğu 

EGFR‟lerinin geçici aktivasyonu ile çeĢitli sinyal yolları üzerinden MAP kinazları 

devreye sokabilir (Daub ve ark., 1999; Daub ve ark., 1997; Amos ve ark., 2005, 

Cheng ve ark.,  2007, Cheng  ve ark., 2003; Iwasaki  ve ark., 1998). M3 mAChR 

farklı tipte kanser hücrelerinin hücre çoğalması, yaĢamın idamesi, enflamasyon, 

anjiyogenez, invazyon, ve migrasyonu ile iliĢkili birçok sinyal ileti yolağını 

indüklediği gösterilmiĢtir. Bu kanser hücrelerinde M3 reseptörleri ile aktive olan 

anahtar onkojenik hücresel mekanizmaların bazıları; EGFR/MAPK yolağı (büyüme 

ve hücre çoğalması), PI3K/Akt yolağı (yaĢamın idamesi ve apoptoz karĢıtı), beta 

katenin/Wnt yolağı (ivazyon ve göç) ve NFκB yolağıdır (pro inflamasyon ve 

kemotaktik). 
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M3 reseptörleri ile EGFR‟nin geçici aktivasyonu kolon kanser hücre 

çoğalmasında MAPK yolağını uyarmaktadır (Cheng  ve ark., 2003). Küçük hücreli 

akciğer kanserin (SCLC) de darifenasin ile M3 reseptörlerinin inhibisyonu MAPK 

yolağının aktivitesini azalttığı ve invitro ve in vivo tümör büyümesini baskıladığı 

gösterilmiĢtir (Song ve ark., 2007). 4DAMP ile M3 reseptörünün spesifik inhibisyonu 

ve M3 reseptörü knock down olan MCF-7 meme kanser hücrelerinde MAPK 

fosforilasyonunun baskılandığı gösterilmiĢtir (Schmitt ve ark., 2010). Ġnsan 

kanserlerinde, MAPK sinyal yolunun PI3K bağımlı feedback mekanizması ile aktive 

olduğu da önerilmektedir (Carracedo ve ark., 2008). Önceki çalıĢmalarda M3 

muskarinik reseptörünün EGFR‟leri aracılığıyla MAPK yolağı ile etkileĢtiği 

belirtilmektedir (Slack, 2000). MAPK sinyal ileti yolağının prostat kanserinde M3 

muskarinik reseptörler aracılı sinyal iletisinde kilit mekanizma olabileceği 

belirtilmektedir (Lıqıang ve ark., 2016). Büyüme faktörleri ve onların reseptörlerinin 

kanser hücre çoğalmasında ve tümör büyümesinde önemli roller oynamaktadır. Bu 

bulgular in-vivo da kolinerjik agonist ile uyarılan tümör geliĢiminde EGFR ve EGFR 

sonrası sinyal yollarının rolünü teyit etmiĢtir. Ġnsan kolon kanser hücrelerinde, 

kolinerjik agonist muskarinik reseptör etileĢimi sonucu dolaylı olarak EGFR ile 

etkileĢime neden olarak MAPK sinyal yolağını aktive ettiği gösterilmiĢtir. Bu 

hücrelerde MAPK sinyal yolağının hücre çoğalması ve tümör invazyonuna neden 

olduğu belirlenmiĢtir (Cheng ve ark., 2003). EGF, meme, akciğer ve karaciğer 

kanseri gibi birçok kanser tipinde EGFR‟lerinin ekspresyonlarında artıĢa neden 

olmuĢtur (Finot ve ark., 2012, Breindel ve ark., 2013, Masuda ve ark., 2012).  

Son yıllarda yapılan çalıĢmalarla, kolinerjik uyarımla MAP kinaz sinyal 

iletisinde epidermal büyüme faktörü reseptörünün anahtar oyuncu olduğu 

belirtilmektedir. Büyüme faktörü ile EGFR‟nün uyarımının reseptör tirozin kinaz 

ailesine ait kinazlar da dahil olmak üzere çeĢitli sinyal yollarını aktive ettiği 

belirtilmektedir. 

Kolinerjik uyarı ile EGFR nin geçici aktivasyonu ve MAP kinaz yolağının 

uyarımının kanserle ilgili olan hücre çoğalmasının düzenlenmesinde önemli rolü 

olduğu belirtilmektedir (Metzger ve ark., 1989). Metzger ve arkadaĢları, hücre 

göçünü düzenleyen yapıyıda göstermiĢlerdir (Metzger ve ark., 1989). Kolinerjik 
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uyarımla EGFR‟nin geçici aktivasyonu günümüze kadar çeĢitli hücre tiplerinde 

incelenmiĢtir. Örneğin, insan embriyonik böbrek (HEK) hücreleri ya da COS7 

hücreleri reseptör çalıĢmaları için kullanılmıĢtır (Daub; Wallasch ve ark., 1997; 

Lopez-Ilasaca; Crespo ve ark., 1997; Stirnweiss; Valkova ve ark., 2006). Kolinerjik 

sinyaller cilt katmanları içinde hücre çoğalması, farklılaĢması için keratinositler ve 

diğer hücre tipleri arasında geçiĢde önem arz etmektedir (Arredondo Hall ve ark., 

2003; Grando ve Zelickson, 1995; Grando ve ark., 1993; Grando; Horton ve ark., 

1996). CCh ve EGF'nin HaCaT (human epidermal keratinocytes) hücre göçünü 

engellediğide gösterilmiĢtir (Chernyavsky ve ark., 2004). 

Muskarinik reseptörler mitojenle aktive olan protein (MAP) kinaz yolağında 

ERK fosforilasyonunu uyarmakta ve etkinleĢtirmektedir (Ashkenazi ve 

Ramachandran, 1989; Belcheva ve ark., 2002; Gutkind, ve ark., 1991;  Qian ve ark., 

1995).   

K562 hücrelerinde yaptığımız deneylerde farklı konsantrasyonlarda karbakol ve 

EGF ile 30 dakika muamele edilen hücrelerde pERK ekspresyonunda herhangi bir 

değiĢim belirlenmedi. Karbakol ve EGF ile 30, 120, 240 dakika muamele edilen 

hücrelerin zamana bağlı uyarılmasında farklı cevaplar alınmıĢtır. Kontrol 

grububunun 240. dakikasına göre CCh 240. dakikada  inhisyon belirlenmiĢtir. 

EGF‟nin etkisinde ise 0.dakika 120.dakikada EGF grubu ile karĢılaĢtırıldığında  

pERK/ERK ekspresyonunda anlamlı artıĢ saptanmıĢtır. EGF‟nin 120. dakikadaki 

grubuna göre 120.dakika CCh grubunda pERK/ERK ekspresyonunda inhibisyon 

belirlenmiĢtir.  

Cabadak ve ark. önceki çalıĢmalarında, %1 veya %10 serumlu ortamda 

karbokole maruz kalan K562 hücrelerinde DNA sentezinin inhibe olduğu 

gösterilmiĢtir (Cabadak ve ark., 2011). Karbakolün 24.saatteki inhibe edici etkisinin 

atropin ve 4DAMP ile geri çevirildiği gösterilmiĢtir (Cabadak ve ark., 2011). Ancak 

Serumsuz ortamda karbakol‟un K562 hücre çoğalmasını uyardığı (DNA sentezinin 

arttığı) gösterilmiĢtir (Cabadak ve ark., 2011). 

Farklı konsantrasyonlarda karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen 

hücrelerde c fos ekspresyonu 1 μM karbakol varlığında kontrole göre artarken, 100 

μM karbakol ile muamele edilen hücrelerde c-fos ekspresyonunda kontrole göre 
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azalma eğilimi görülmüĢtür. Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında EGF ile muamele 

edilen hücrelerde c fos ekspresyonu artma eğilimindedir ancak aradaki fark anlamlı 

bulunamamıĢtır (P>0.005). 

EGF ailesinin ligandları HaCaT (human epidermal keratinocytes) hücre 

çoğalmasının ve farklılaĢmasının önemli regülatörleri olduğu gösterilmiĢtir (Maas-

Szabowski ve ark 2003). HaCaT hücre lerinde CCh ve EGF ile ERK‟in aktivasyonu, 

EGFR kinaz inhibitörü PD 153035 ile ERK fosforilasyon seviyesinin azaldığı 

gözlenmiĢtir. K562 hücrelerindeki bu çalıĢmada ise CCh, EGF ve inhibitörler ERK 

ekspresyon düzeyinde herhangi bir değiĢime sebep olmamıĢtır. Ayrıca, EGFR‟nin 

ekspresyonunda ve fosforilasyonunda değiĢimin istatiksel olarak anlamlı olmadığı 

belirlenmiĢtir. 

McCole ark, bağırsak epitel hücrelerinin CCh, EGF ve TGF-alfa ile 

uyarılmasının düĢük derecede EGFR fosforilasyonuna neden olduğunu 

göstermiĢlerdir (McCole ve ark., 1996). Bu çalıĢmada ise K562 hücrelerindeki 

bulgularımızda herhangi anlamlı değiĢim belirlenmemiĢtir. 

Farklı konsantrasyonlarda karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen 

hücrelerde EGFR ekspresyonu 1 μM karbakol varlığında kontrole göre artarken, 100 

μM karbakol ile muamele edilen hücrelerde EGFR ekspresyonunda kontrole göre 

daha da fazla artıĢ belirlenmiĢir. Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında EGF ile 

muamele edilen hücrelerde EGFR ekspresyonunda kontrole göre inhibisyon eğilimi 

görülmüĢ ancak bu değiĢim anlamlı bulunamıĢtır. PD153035 inhibitörü ve/veya 

karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen hücrelerde pERK/ERK ekspresyonu 

karbakol ve PD153035 varlığında kontrole göre artma eğiliminde iken diğer 

gruplarda değiĢim gözlenmemiĢtir ve gruplar arasında anlamlı fark bulunamamıĢtır. 

Wortmanin ve/veya karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen hücrelerde 

pERK/ERK ekspresyonu serumsuz grupla karĢılaĢtırıldığında artıĢ eğilimi olmasına 

rağmen anlamlı değildir. 

Sonuç olarak, bu çalıĢmada K562 hücrelerinde EGFR, ERK, c-fos ekspresyonları 

belirlenmiĢtir ancak EGF, CCH, 4-DAMP, PD153035 inhibötörü ve wortmanin‟in 

EGFR, ERK, c-fos protein ekspresyonunda anlamlı değiĢime neden olmamıĢtır. 
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ps-4 insan kronik myeloid eritrolösemi hücrelerinde epidermal growth faktörün ve 

kolinerjik reseptör agonist ve antagonistlerinin mapk sinyal iletimindeki rolü 1selda 

güler, 2banu aydın, 3hülya cabadak 1marmara üniversitesi ,tıp fakültesi,biyofizik, 

34854, maltepe,istanbul seelda@live.com kolinerjik sistem aracılı aktive olan map 

kinaz sinyal kaskadında anahtar oyunculardan biri epidermal büyüme faktör 

reseptörüdür. epidermal büyüme faktör reseptörü tirozin kinaz ailesi üyesi olup bu 

reseptörler çeĢitli sinyal yolları ile aktive olmaktadır. farklı araĢtırmacılar çeĢitli g 

protein kenetli reseptörlerin uyarımından sonra epidermal büyüme faktör 

reseptörü‟nun aktive olduğunu belirtmiĢlerdir (1,2). insan kronik miyeloid 

eritrolösemi hücre soyu ile yapılan çalıĢmalarda m2, m3 ve m4, muskarinik reseptör 

alt tipleri gösterilmiĢtir. muskarinik agonist karbakol serumsuz kültür ortamında 

hücre çoğalmasını uyarmaktadır. serum varlığında ise hücre çoğalması inhibe 

olmaktadır. ayrıca eritrolösemi hücre soyu olan k562 hücrelerinde muskarinik 

reseptör aracılı pkc, no, camp, c-fos ve ca2+ çalıĢmaları ile reseptörün fonksiyonel 

olduğu belirlenmiĢtir (3,4). bu çalıĢmanın amacı insan eritrolösemi hücrelerinde 

epidermal büyüme faktörü ve muskarinik reseptör agonisti karbakol‟un mitojenle 

aktive olan kinaz (mapk) aktivasyonunda rolünü belirlemektir. attc‟den alınmıĢ k562 

hücreleri 24 h serumsuz ortamda kültur edildikten sonra kolinerjik agonist karbakol, 

epidermal büyüme faktörü, karbakol ve epidermal büyüme faktörü ile farklı süreler 

uyarı yapılmıĢtır. inkübasyondan sonra hücreler toplanarak homojenatlar 

hazırlanmıĢtır. mapk aktivasyonunu saptamak üzre erk/perk ekspresyon düzeyleri 

belirlenmiĢtir. farklı hücre grupları %12‟lik sds-page jelinde yürütüldükten sonra 

western blot yöntemi ile memranlara aktarılmıĢtır. erk, perk antikorları ile 

etkileĢtirilerek veriler elde edilmiĢtir. kolinerjik sistem aracılı erk aktivasyonunda 

epidermal büyüme faktörünün rolü erk/perk protein ekspresyon düzeyinde 

belirlenmiĢtir. insan kronik miyeloid eritrolösemi hücre soyunda karbakol zamana 

bağlı olarak perk/erk ekspresyonunda artıĢ belirlenirken epidermal büyüme faktörü 

ile 30 dakikada ekspresyonun inhibe olduğu belirlenmiĢtir. muskarinik reseptor 

aracılı mitojenle aktive olan protein kinaz aktivasyonunda epidermal büyüme faktör 

(egf)‟ rolünün belirlenmek üzere agonist, antagonist ve/veya epidermal 17 büyüme 

faktörü ile kombine yapılan deneylerde kontrol grubuna göre muskarinik m3 reseptör 

antagonisti 4damp perk/erk ekspresyonunu azaltmıĢtır. muskarinik m3 
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reseptörlerinin antagonist ile kapatılması erk ekspresyonunu etkilemiĢtir. ayrıca tek 

baĢına egf de perk/erk ekspresyonunu azaltmıĢtır. karbakol ile karbakol ve egf 

karĢılaĢtırıldığında ise daha fazla inhibisyon belirlenmiĢtir. bu çalıĢma hem kolinerjik 

hem de epidermal büyüme faktör reseptörlerinin insan kronik miyeloid eritrolösemi 

hücre soyunda da mapk yolağında etkileri olduğunu göstermiĢtir anahtar kelimeler: 

k562 hücreleri, mapk, büyüme faktör teĢekkür: bu çalıĢma marmara üniversitesi tıp 

fakültesi biyofizik anabilim dalı öğrencisi selda güler‟in yüksek lisans tezi olarak 

kabul edilmiĢtir kaynaklar 1-daub 1997, prenzel n 1999 daub, h.; wallasch, c.; 

lankenau, a.; herrlich, a.; ullrich, a. signal characteristics of g protein-transactivated 

egf receptor. embo j. 1997, 16, 7032 7044. 2-cheng, k.; zimniak, p.; raufman, j.p. 

transactivation of the epidermal growth factor receptor mediates cholinergic agonist-

induced proliferation of h508 human colon cancer cells. cancer res. 2003, 63, 6744–

6750. 3-cabadak h, aydın b, kan b. regulation of m2, m3 and m4 muscarinic receptor 

expression in k562 chronic myelogenous leukemic cells by carbachol. journal of 

receptors and signal transduction, 31(1):26-32, 2010. 4- banu aydın, beki kan, hulya 

cabadak. the role of intracellular pathways in the proliferation of human k562 cells 

mediated by muscarinic receptors. leukemia research, 2013;37:1144. 
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