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insan Kronik Miyeloid Eritrolosemi Hiicre Soyunda Muskarinik Reseptér
Aracih Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz Aktivasyonunda Epidermal

Biiyiime Faktor Reseptoriiniin Rolii

Ogrencinin Adi: Selda Giiler
Damismani: Dog. Dr. Hiilya Cabadak

Anabilim Dali: Biyofizik

1.0ZET

Amagc: Muskarinik reseptorler (M31-Ms) G protein kenetli reseptor siiper ailesinin
tiyesidir ve farkli fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde rol oynar. Son ¢aligmalarda
muskarinik reseptorlerin hematopoietik hiicrelerde hiicresel faaliyetlere aracilik ettigi
onerilmektedir. Bu calismada insan eritrolosemi hiicrelerinde Epidermal Growth
Faktor reseptorlerinin (EGFR), muskarinik reseptor aracili mitojenle aktive olan
protein kinaz aktivasyonunda, roliinii belirleyebilmek i¢in karbakol ve/veya EGF
varliginda ERK, pERK, EGFR, ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaglanmistir.
Gere¢ ve Yontem: Calismamizda ATTC’den alinmis insan eritrolosemi K562
hiicreleri kullanilmigtir. K562 hiicreleri 24 saat serumsuz ortamda g¢ogaltildiktan
sonra kolinerjik agonist karbakol (100uM, 1mM) veya 16 nM epidermal biiyiime
faktorti (EGF) 30 dakika uyarilmistir. Ayrica EGFR kinaz inhibitorii PD 153035 ile 5
dakika sonra CCh veya EGF ile 30 dakika muamele edilmistir. Karbakol veya
EGF’nin transkripsiyonel cevabini belirlemek {izre c-fos ekspresyonu belirlenmistir.
Ayrica kolinerjik reseptorler aracili ERK aktivasyonunda PI3K’1n roliinii belirlemek
tizre 20uM PI3K inhibitorii wortmanin ile 10 dakika inkiibe edilmistir.

Bulgular ve Sonug: Muskarinik reseptor aracilt mitojenle aktive olan protein kinaz
aktivasyonunda epidermal biiyliime faktor reseptoriiniin roliinii belirlemek {izre,
protein ekspresyon deneyleri yapilmistir. insan eritrolosemi hiicrelerinde EGFR,
PERK, ERK, c-fos ekspresyonu gosterilmistir. Ancak Kkolinerjik agonist karbakol
ve/veya 4DAMP, EGF’nin ve inhibitorlerin ERK, pERK, c-fos, EGFR protein

ekspresyon diizeylerinde degisime neden olmamastir.

Anahtar kelimeler: Kolinerjik reseptor, karbakol, ERK, c-fos, K562 hiicre.



The Role Of Epidermal Growth Factor Receptors On Muscarinic Receptor
Mediated Activation Of Mitogen-Activated Protein Kinase in Human Chronic

Myelogenous Erythroleukemia Cell Line

Student’s name: Selda Giiler
Supervisor: Dog. Dr. Hiillya CABADAK

Department: Biophysics

2. SUMMARY

Objective: Muscarinic receptors (Mi-Ms) 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 (100uM,1uM) 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



3. GIRIS VE AMAC

G protein kenetli siiper ailesinden olan muskarinik reseptorler (M1, M3, M3,
M; ve Ms olmak iizere bircok fizyolojik islemin diizenlenmesinde rol oynarlar
(Alberts ve ark., 1994). Muskarinik asetilkolin reseptorleri ¢esitli doku ve hiicrelerde
eksprese olmaktadirlar. Son c¢alismalar muskarinik reseptorlerin hematopoietik
hiicrelerde fonksiyonel olarak hiicresel faaliyetlere aracilik ettigi ve farkli kanser
hiicrelerinde muskarinik reseptorler ve epidermal biiyiime faktor reseptorleri arasinda
etkilesimler oldugu belirtilmektedir (Felder , 1995). Molekiiler klonlama ¢aligmalari

ile muskarinik reseptorlerin (M1-Ms), bes alt tipinin oldugu gosterilmistir.

Daha onceki ¢aligmalar K562 hiicrelerinin My, M3, My muskarinik reseptor
alt tiplerini eksprese ettigi semi-kantitatif TT-PZR yontemi ile ve muskarinik
reseptorlerin protein diizeyinde ekspresyonunu ise M,, M3 ve My alt tiplerine 6zgiin
antikor kullanarak Western emdirimi yontemi ile gosterilmistir (Cabadak ve ark.,
2009). K562 hiicrelerinde muskarinik reseptorler aracili NO, CAMP, Ca® Olgiim
deneyleri ile fonksiyonel oldugu gosterilmistir. Reseptorlerin farmakolojisi ve yapisi
arastirtlmistir. Bu reseptorlerin uyarilmasi ile P hidrolizi, cCAMP, cGMP, Ca*? ikincil
k sistemlerinin etkinligi farkli aragtirmalarla gosterilmistir (Hulme ve ark., 1990;
Buckly, 1989; Birdsall, 1990).

Bu calismada insan eritrolosemi hiicrelerinde Epidermal Growth Faktor
reseptorlerinin (EGFR) muskarinik reseptor aracili mitojenle aktive olan protein
kinaz aktivasyonunda roliinii belirleyebilmek i¢in kolinerjik agonist karbakol ve/veya
EGF, inhibitorler varhiginda ERK, pERK, EGFR, c-fos ekspresyon diizeyleri

belirlenmesi amaglanmustir.



4. GENEL BILGILER

4.1. G Protein Bagh Reseptorler

G protein kenetli reseptorler (GPCR'ler), plazma zar reseptorlerinin en biiyiik
ailelerindendir. GPCR’ler ¢esitli hiicre i¢i sinyal yollarinda rol oynar ve farkh
fonksiyonlar1 diizenlemektedirler. Bu fonksiyonlar arasinda damar gevsemesi, kalp
atim hizi, gorme, koku duyusunun diizenlenmesi sayilabilir (Kamato ve ark., 2015).
Insan genomu dizi homolojisine dayali olarak {i¢ ana smif halinde (A-C)
gruplandirilmis yaklasik 800 GPCR vardir. GPCR’lar ila¢ hedefleridir (Pierce ve
ark., 2002). GPCR'ler, alt1 sinifa ayrilmistir rodopsin benzeri serpertin reseptor ailesi,
metabotropik glutamat/feromon reseptorleri, cAMP reseptorleri ve sinif A / rodopsin
ailesi olmak iizere farkli reseptor alt tipleri vardir (Wessler ve Kirkpatrick, 2008;

Klapproth ve Reinheimer, 1997).

Muskarinik reseptor ailesinin M;, M,, M;, M, ve M; reseptor alttipleri vardir.
Etkilestikleri G protein tipine gore farkli sinyal yolaklarimi aktive etmektedirler. M,
M; ve M; reseptor alttipleri ise dncelikli olarak G proteinlerinin ag/11 altbirimlerine
baglanirken, M, ve My reseptor alttipleri ise G proteinlerinin ai/o altbirimlerine
baglanmaktadirlar (Nathanson., 2000; Eglen ve ark., 1996). G proteinleri, reseptorle
efektorler arasinda aracilik yapmaktadirlar. G proteinlerinin 6zellikleri Tablo 1’ de

gosterilmistir.

Trimerik, GTP-GDP baglayan proteinler
e 3 altinite; a, B, y alt tiniteleri (heterotrimerik)
e « alt birimine GTP ve GDP baglar.
e Dinlenme halinde; B ve y ile birliktedir ve GDP baglar
e Aktif halde; GTP baglar, a alt birimi § y’dan ayrilir.

Tablo 1: G proteinlerinin 6zellikleri.(Guerra ve ark., 2014).(Alis Tarihi: 28.05.2016)



G protein aktivasyon mekanizmasi Sekil 1°de gosterilmistir.

GTP

Sekil 1: G protein aktivasyon mekanizmasi

http://www.nature.com/scitable/content/ne0000/ne0000/ne0000/ne0000/14673543/U
4.cp2.1_nature01307-f1.2.jpg (Alis Tarihi: 11.06. 2016).

G proteinleri aracili adenilat siklazin aktivasyonu ve inhibisyon yolagi Sekil 2’ de

gosterilmistir.

AChHE aktivitesi
inhibisyonu ve cANMP

seviyesinde azalma

CANMP aracih
sinyalizasyonunda
AC aktivite
birikimi.

Sekil 2: G proteinleri aracilifi ile adenilat siklaz sinyal ileti yolagi.
https://openi.nlm.nih.gov/imgs/512/65/3202852/PMC3202852_toxins-03-00884-
g003.png (Alis Tarihi: 12.06.2016).
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Ek olarak, G protein bagh sinyal iletisi ¢ok sayida G protein alt biriminin varlig
nedeniyle karmasiklasir. Farkli G proteinleri ile farkli sinyal kaskadlar1 uyarilabilir.
Gliniimiize kadar, 27 Go, 5GP ve 14 Gy alt birimi belirlenmistir.(Albert ve ark.,
2002; Guerra ve ark., 2014). GPCR faaliyetlerini diizenleyen iki protein ailelesi:
GPCR kinazlar (GRKs) ve B-arrestinlerdir (Heitzler ve ark., 2009; Cattaneo, 2014).
GPCR sinyal yolaginda p-arrestinsler, GRK’lar araciligiyla fosforilasyona neden olur
Fosforillenen GPCR’lar desensitize olur. Ayrica GPCR G proteinleri bagimsiz sinyal
kaskadlarin1 etkinlestirmektedir (Pierce ve ark., 2002). GPCR'ler, zar1 yedi kez
kateden heliksler ile tek alt birimli zar proteinleridir. Reseptoriin hiicre dis1 ilmekleri
iki korunmusg sistein kalintisina sahiptir, bu iki sistein kalintist reseptdriin yapisini
stabilize eden distilfiir baglar1 ile baglanirlar. GPCR'ler heterotrimerik G proteinleri
aracilifiyla etkilerini gosterirler. Heterotrimerik G-proteinleri Ga, G ve Gy alt-
birimlerini icermektedir (Crespo ve ark., 1994; Costo ve ark., 1996; Hawes ve ark..,
1996; Clapham ve Neer., 1997). Ligandin GPCR’e baglanmasi ile G proteinlerinin
Ga ve Gy alt birimlerinin ayrilmasini uyarir. GTP’nin Ga’ a alt birimine baglanmasi
ile G proteini aktive olur. GTP-bagl Ga, fosfolipaz C ve adenilat siklaz gibi bir¢ok
enzim aktivitesini uyarmaktadir. Bu hiicre i¢i ikinci haberciler g¢esitli hiicre
fonksiyonlarimi diizenlemektedir. Muskarinik reseptorler farkli G proteinleri
kenetlenerek fosfolipaz C, A2 ve D’nin uyarilmasi, cAMP yikimi, cAMP sentezinde
artisa ve bir¢ok iyon kanalin1 diizenlemektedir (Felder., 1995; Hosey 1992). Tek bir
muskarinik reseptoriin hiicre i¢indeki farkli G protein tiplerini aktive ederek hiicrenin
birden ¢ok efektorle kenetlenmesine neden olmaktadir. Birden fazla efekt6riin
etkinlesmesi sinyal iletimindeki g¢esitliligi ve karmasayi aciklar (Felder., 1995;
Hosey., 1992; Eglen ve Nahorski., 2000).



4.2. Asetilkolin Reseptorleri

Asetilkolin (ACh), klasik bir norotransmitterdir, ndronal ve noronal olmayan ¢esitli
hiicrelerde gosterilmistir. Asetilkolin néronal olmayan hiicrelerde hiicre iletisimine
araci olarak rol oynamaktadir. Asetilkolin ilk defa 1913 yilinda Sir Henry Dale ve
Arthur Erwins tarafindan kesfedildi, ardindan 1920 yilinda Otto Loewi
norotransmitter olarak karakterize etmistir (Tansey ve Henry., 2006). Son yillarda
yapilan ¢alismalar néronal olmayan kolinerjik sistemin 6nemini ortaya koymustur
(Kawashima ve Fujii 2004, 2008; Wessler ve Kirkpatrick., 2012). Ornegin goz
hiicreleri de dahil olmak tizere; korneal epitelyumda (epitel mukozanin dis tabakasi)
ve endotel hiicrelerde bulunur. Asetilkolinin hiicre iskeletinin yenilenmesi, hiicre
cogalmasi, farklilasma ve programli hiicre 6limii (apoptoz) gibi yaygin fizyolojik
etkileri vardir. Asetilkolin merkezi ve periferal sinir sistemine etki eden klasik bir
norotransmitterdir (Grando ve ark., 1997, 2000; Kawashima ve Fujii., 2000).
Asetilkolinin muskarinik reseptorlerle etkilesimi asagidaki Sekil 3’ de gdsterilmistir.
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Sekil 3 : Asetilkolinin muskarinik reseptorlerle etkilesimi.

http://www.hindawi.com/journals/mi/2012/409580/fig3/
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Muskarinik reseptorler, prokaryotik ve dkaryotik hiicrelerde de bulunur. ACh
ve kolinasetiltransferaz (ChAT): keratinositler, epitel ve endotelyal hiicreler,
tendonlar ve g¢esitli bagisiklik sistemi hiicreleri gibi néronal olmayan insan
hiicrelerinde bulunmustur (Grando 1997; Grando ve ark., 1993; Grando ve ark.,
2003).

Omurgalilarda, asetilkoline 6zgiin iki tip reseptér bulunmaktadir. Bunlar
nikotinik ve muskarinik reseptorlerdir. Nikotinik reseptorler katyon kanallar |,
muskarinik reseptorler ise G protein kenetli reseptorlerdir (Caulfield ve Birdsall,
1998; Lindstrom, 2003). Nikotinik reseptorler, kas sinir kavsaklarinda
bulunmaktadir. Muskarinik reseptorlere aracilik eden asetilkolin parasempatik
gangliay1 harekete gecirmektedir. iki tip asetil kolin reseptdriide hem ndronal hemde
noronal olmayan hiicrelerde etkilidirler (Wickman ve Krapivinsky., 1999). Nikotinik
reseptorler ve muskarinik reseptorler ndronal olmayan hiicre tiplerinde de eksprese
olmaktadir (Wessler ve Kirkpatrick., 1998). Asetilkolin reseptorlerinin aktive olmasi
ile mitojenle etkinlesen protein kinazlarinin (MAPK) aktive oldugu belirlenmistir.
Farkli hiicrelerde asetilkolin sinyal ileti yolag: araciligyla MAP kinazlarun (Erk 1/2)
aktiflesmesi Erk 1/2‘nin fosforilasyonuna, DNA sentezine ve hiicre ¢ogalmasina

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

Muskarinik reseptorler 50-70 kDa molekiil agirliginda glikoproteinlerdir. Bu
reseptorler farkli sinyal ileti yollaklarini uyarabilir (Alberts ve ark., 2008; Bonner ve
ark., 1987; Bonner., 1989; Felder.,1995). Ornegin, muskarinik reseptdrlerin
aktivasyonu Gi ailesi proteinlerinin By altbirimleri araciligi ile igeriye dogrultucu N
ve P/Q tip potasyum kanallariin inhibe olmasina yol acar (Lopez-llasacsa ve ark.,
1997). Kolin asetiltransferaz (ChAT), kolin ve asetil-CoA dan ACh sentezini katalize
eder. ACh, hiicre zar1 ile vesikiillerin flizyonunun ardindan sinir hiicreleri arasindaki
bosluga tasmir. Asetilkolin, muskarinik veya nikotinik kolinerjik reseptorlere
baglanir. Salinan ACh kolinesterazlar ile hizla kolin, asetat ve su’ya hidrolize olur.
Noronal asetil kolin sentezi, salinimi, yikimi1 ve muskarinik reseptorlerle ve nikotinik

reseptorlerle etkilesimi Sekil 4’de gosterilmistir (Kawashima ve Fujii., 2000).
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Sekil 4: Asetil kolin sentezi ve kolinerjik reseptorlerle etkilegimi.

ChT1, vezikiiler tasiyici olarak islev goriir; VAChT, biiyiik vezikiiler tastyici; AChE,
asetilkolinesteraz; BChE, biitirilkolinesteraz; GPCR, G-protein kenetli reseptor
http://ajpcell.physiology.org/content/296/2/C221.short#F2.AlisTarihi; (03.06.2016).

Muskarinik reseptdr agonisti muskarin amanita muscaria’dan, nikotin ise tiitiin
bitkisi olan nicotina tabacum’dan elde edilmisdir (Féye ve ark., 1998). Muskarinin

elde edildigi amanita muscaria Resmi 1’de gosterilmistir.

Resim 1: Muskarinin elde edildigi Amanita muscaria mantari.

(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)(AlisTarihi:
02/06/2016).
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4.3. Muskarinik Reseptorlerin Molekiiler Biyolojisi

Muskarinik reseptorler G protein kenetli reseptor ailesinden rodopsin benzeri
iist ailesine ait olup zar1 yedi kez kateden, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ilmekleri olan
glikoproteinlerdir. Muskarinik reseptorler G proteinleri ile etkileserek hiicre igi
cevaplar1 baslatmaktadirlar. (Caulfield ve ark., 1988; Hirota 2001; Hulme ve ark.,
1990).

ABD Ulusal Saglik Enstitiisti ve Ulusal Tip Kiitiiphanesi Molekiiler klonlama
calismalariyla bes insan muskarinik reseptor alt tiplerinin 6zgiin 5 farkli intronsuz
gen tarafindan kodlandigini aciklamistir. Muskarinik reseptor gen dizileri bu biiytik
stiper ailenin diger liyeleriyle anlamli homolojilere sahiptir (Felder.,1995; Hosey.,
1992). My ve M, genlerini klonlamislardir. (Kubo ve ark., 1986). M3, My, and Ms
genleri daha sonra kesfedilmistir (Bonner ve ark., 1986; Bonner ve Young., 1987).
Omurgalilarda klonlanan muskarinik reseptdr genleri intronsuz, ve memeli tiirleri
arasinda benzerdir. (Hall ve ark., 1987; Eglen ve ark., 1996; Peralta ve Ashkenazi.,
1987).

Muskarinik reseptorlerin  kromozomal lokalizasyonlari, insan M;j; geni
kromozom 11 q13 de, M, geni kromozom 7¢31-35, M3 geni kromozom 1q-43’te, My
geni kromozom 11g12-112, Ms geni ise kromozom 1526 ‘da belirlenmistir (Peralta
ve ark., 1987; Bonner ve ark., 1988).

Muskarinik agonistler araciligiyla M3 reseptorleri solunum yollarinda
enflamatuar etkiye neden olurken M; ve Ms reseptorleri ise bagisiklik sistemi
hiicrelerinde farkli yanitlara aracilik etmektedir. Muskarinik reseptorler hiicre
cogalmasi, farklilasmasinda , fibroblastlar dahil farkli hiicre tiplerinde ve kanserli
hiicrelerin hayatta kalmasinda rolii vardir (Jones ark., 1991). Noronal olmayan ACh
parasempatik sistemle innerve olan dokularda ve innerve olmayan dokularda M, M3
ve M, muskarinik reseptorleri aracili etkileri tespit edilmistir. Muskarinik
reseptOrlerin aktivasyonu, aynmi zamanda, bagisiklik sistemi ve epitel hiicrelerden
sitokin salinmasina ve inflamasyonda artisa neden olmaktadir (Kawashima ve ark,.

2012; Kistemaker ve ark., 2012).
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4.4. Muskarinik Reseptorlerin Yapisal Ozellikleri

Glinimiize kadar bes farkli gen tarafindan sifrelenen ve M;j-Ms olarak
gosterilen muskarinik reseptorlerin bes farkli alt tipi kesfedilmistir (Felder 1995 ve
ark., 1998; Lindstrom, 2003). Omurgalilarda her bir muskarinik reseptdr alt tipi tiirler
arasinda dizi ve yapi1 homolojisi goOstermektedir. Reseptorler arasi farkliliklar
hidrofilik 6zellikteki bolgelerde, amino ve karboksil uglarinda belirlenmistir (Felder,
1995). M; ve M5 resptorleri arasinda degisen 147 aminoasit vardir (Wess., 1998).
Muskarinik reseptor Mj, Ms;, Ms alttipleri arasinda i3 bolgesi, M, ve My
reseptorlerine gore birbirlerine daha fazla benzerlik gostermektedir (Chen ve ark.,
1995; De Petris ve ark., 1995).

Muskarinik resptor alt tipleri birbirine ¢ok benzer yapili olduklarindan ancak
farmokolojik 6zelliklerine gore ayirt edilebilirler. Farkli tiirlerdeki farkli aminoasit
dizisi, farmokolojik 6zelliklerde onemli ayriliklara neden olabilir. Her bir reseptor
farkli farmakolojik ve molekiiler 6zelliklere sahiptir (Chang ve ark., 2001). Herbir
muskarinik reseptor alt tipinin zar1 yedi kez kat eden ilmeklerinde g¢ok yiiksek
benzerlik gosterirken, ti¢ hiicre i¢i ve ii¢ hiicre disindaki ilmekler daha az benzerlik
gostermektedir (Hulme ve ark., 1990, 1991, 2003). Muskarinik reseptorlerin yedi
hidrofobik zar1 kateden ilmekleri yaklasik ylizde 66 benzerlikle ¢ok iyi korunmustur.
Zarn yedi kez kat eden bolgeler helikal yapida olup ¢ok sayida hidrofobik amino asit
icermektedir (Kubo ve ark., 1986; Bonner ve ark., 1987, 1988; Peralta ve ark., 1987;
Bonner, 1989).

Reseptoriin hiicre i¢i domainleri daha az korunmustur. Reseptoriin ligand
baglanma bolgeleri ve hiicre i¢i lgiincii ilmegi degiskendir. Muskarinik reseptorler
besinci ve altinci zari kateden bolgeleri arasinda, biiyiik intrasitoplazmik ilmek bu
farkli alt tipler arasinda farkliliklar gostermektedir. Bu bdlgenin G protein
kenetlenmesinde segicilcilikte onemli oldugu diisiiniilmektedir (Levey ve ark.,1991;
Hirota., 2001; Kostenis ve ark., 1998; Lodish ve ark., 2000; Nathanson ve ark.,
2001). Muskarinik reseptorlerin G proteinleri ile etkilesimine neden olan {igiincii
stoplazmik ilmekte DRY motifi vardir ve amino ucu canlilar arasinda korunmustur

(Brann ve ark., 1989, 1998).
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4.5. Muskarinik Reseptor Doku Dagilimi ve Fonksiyonlar1

Muskarinik reseptorler merkezi ve periferal sinir sisteminde eksprese
olmaktadir. Tek tek alttiplerin doku lokalizasyonu gibi hiicresel dagilimida farkh
olabilir. Muskarinik reseptorlerin doku dagilimlar1 ve fonksiyonlar1 Sekil 5, 6 ve

Tablo 2’ de gosterilmistir.

Tablo 2: M;-Ms Muskarinik reseptorlerin yaygin oldugu dokular

Muskarinik Reseptorlerden olan M; reseptOriiniin
M; RESEPTORU : beyinde, serebral korteks, hipokampus ve Kkorpus
striatumu igeren On beyin bolgesinde eksprese

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

Kalpte, beyincikde, kalp diiz kas, sican beyin sapinda
M, RESEPTORU : mAChR ’lerinin %84’ii M, reseptériidiir(Levey ve ark.,
1991).
Diiz kaslarda, dis salg1 bezleri, gastrointestinal yollar,
M; RESEPTORU diiz kas, beyin gibi dokularda mj reseptdriiniin eksprese
oldugu gosterilmistir (Nathanson, 2001).
Immiinpresipitasyon ~ ¢alismalar1  ile  striatumda,
M, RESEPTORU : neostriatumda, M, lokalizasyonu gosterilmistir
(Yasuda, Cielsa, 1993).
Substantia nigra ve ventral tegmental alan gibi orta
Ms RESEPTORU : beyin bolgelerinde ¢ok diisiik diizeyde Ms mRNA ve
proteinleri belirlenmistir, Substantia nigra, striatum,
hipokampus, ponsmedulla, serebellumda (Vilaro ve
ark., 1990; Yasuda ve Cielsa, 1993). Ms reseptoriiniin
lenfositlerde, deri fibroblastlarinda, iris sfinkter diiz
kaslarinda, Ozefagusta ve parotid bezinde diger
muskarinik reseptorler ile birlikte yerlesik oldugu

gosterilmistir (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 reseptorlerini eksprese eden hiicreler viicudun her tarafinda
bulunurlar. Ornegin bu hiicreler solunum yollari, deri, bagisiklik sistemi, mesane,
tireme organlari, damar endotel hiicreleri, bag doku, kas ve hatta tendon epitel
tabakasinda yer almaktadir (Eglen 2006, 2012; Hirota 2001; Kostenis ve ark., 1998;
Lodish ve ark., 2000; Nathanson., 2001). Muskarinik reseptorlerin yaygin oldugu
dokular Tablo 3°de gdsterilmistir.

Tablo 3: Muskarinik reseptorlerin yaygin oldugu dokular

Muscarinic
recepbars

o —

http://pharmacologycorner.com/acetylcholine-receptors-muscarinic-and-nicotinic/,
Alig Tarihi: 31 Mayis 2016).

M1, M, and Ms reseptorleri: Bu reseptorler, bellek, uyarilma, dikkat ve analjezi
gibi karmasik merkezi sinir sistemi yanitlarina katilmaktadirlar. M reseptorleri de
mide parietal hiicreleri ve otonom ganglionlarda da bulunurlar (Flavio ve Argentina,
2014).

M, reseptorleri: Oncelikle kalpte lokalizedir. M, reseptdrlerinin aktivasyonu kalp
hizinin diizenlenmesinde, sinoatriyal ve atriyoventrikiiler diigiimler de iletim hizini

azaltmaktadirlar (Flavio ve Argentina, 2014).
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M; reseptorleri: Diiz kaslarda ve bronslarda, mesane, dis salgi bezlerinde
lokalizedir. M3 reseptdrlerinin aktivasyonu diiz kaslarin bulundugu organlarda gesitli

islevleri vardir (Flavio ve Argentina, 2014).

Muskarinik reseptorlerin doku dagilimlar1 Sekil 5°de gosterilmistir.

Gozyas bezi

Tukriuk Bezleri

safra kesesi

6oz
| Gozyajibezi |
[Kalp

| Mide |
Kolon _|

<7

Andersson K-E. Eur Url. 2002; 1(Suppl ):23-28.

Sekil 5: Muskarinik reseptorlerin doku dagilimlari.
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 reseptorlerin fizyolojik fonksiyonlart Tablo 4’ de 6zetlenmistir.
Tablo 4: Muskarinik reseptorlerin fizyolojik fonksiyonlar.

e MUSKARINIK RESEPTORLERIN TEMEL FiZYOLOJIiK
FONKSiYONLARI :

Karaciger Fonksiyonlarinin diizenlenmesinde,

Kalp atis hizinin diizenlenmesinde,

Kan damarlarinin gevsemesinde,

Diiz kaslarin kasilmasinda,

Sekresyonun artmasinda,

Motor ve duyu kontrolerinin diizenlenmesinde,

Hafizanin bilgileri kayit etmesinde,

Ogrenme gibi karmasik davranislarin diizenlenmesinde gérevlidirler.

(Eglen 2006, 2012).

14



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

Muskarinik reseptorlerin dogal agonisti olan asetilkolin ¢esitli fizyolojik
uyarimlara aracilik etmektedirler (Eglen 2006, 2012). Insan mesanesinde muskarinik
reseptOr alt tiplerinin orant My:Ms (3:1) dir ancak mesane kasilmasinda M3 daha
fonksiyoneldir ,Cross ve ark., 2006 , Andersson, ve ark., 2004; Wang, ve ark., 1995).
M3 muskarinik reseptorii tiikriik salgisini ve gastrointestinal motiliteyi uyarir M >Ms
(4:1). Ogrenme hafiza gibi ileri diizey bilisssel islevlerde M1-Ms (M3 seyrek) gorev
alir. (En fazla My). Iris sfinkter kasilmasini M;-Ms (M3 baskin) olarak kontrol
etmektedir (Eglen; 2006, 2012).

4.6. Muskarinik Reseptorlerin Adlandirilmasi

Muskarinik reseptorler islevlerine, yapilarina ve amino asit dizilerine gore
adlandirilmigtir. Muskarinik reseptorler alt tiplerine gore farmakolojik terimlerde
biiyiik M ile M3-Ms seklinde isimlendirilmis olup molekiiler siniflandirmada kiigiik
“m” ile gosterilmistir. Her bir alt tipi ise M1-Ms seklinde adlandirlmistir.(Caulfield ve
ark., 1998; Scarpero ve ark., 2003; Van Zivieten. ve ark., 1995; Nathanson, 2000).
Muskarinik reseptorler M; reseptorii i¢in " M; mAChR ", " m;AChR , " veya "
MAChR; " olarak literatiirde sembolize edilmektedir. Muskarinik reseptor alt tipleri
IUPHAR’e ve MeSHBrowser ‘a gore, Mj, My, M3, My ve Ms sekilinde ifade
edilmistir (Prenzel ve ark., 1999, Gschwind.;ve Zwick, 2001). 1950-1980 yillarinda
muskarinik reseptorlerin farkli genler tarafindan kodlandigir ve farkli farmakolojik
ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir (Nathanson, 2001; Krejci ve ark., 2004).
Farmokolojik olarak muskarinik reseptorlerin 6zellikleri, agonist ve antagonistlere
olan nispi ilginliklerine gore yapilmigtir. Bir antagonist farkli muskarinik
reseptorlerin alttipine karsi ilginligi bulunmaktadir (Bonner., 1989; Caulfield ve
ark..,1988; Hulme ve ark., 1990). Muskarinik reseptor dagilimi ve parasempatik
uyariminda etkilerinin bilinmesinden dolayr muskarinik reseptdr etkilesimlerinin
sistemler {izerindeki bir ¢ok etkisi 6nceden tahmin edilebilmektedir (Prenzel ve ark.,
1999; Gschwind, 2001).
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Muskarinik reseptdr ailesi farmoklojik olarak antogonistlere gosterdikleri
afinitelere gére Mj, My, M3, Mg, Ms olarak gosterilmislerdir. M; muskarinik
reseptorii pirenzepine, AF-DX 116’ya, M, muskarinik reseptoriiniin metoktramine
M3 reseptoriinin - 4 DAMP’a, M4 muskarinik reseptorleri i¢in himbasin, segici
antogonist olarak gorev yapmaktadirlar (Hirota, 2001). Muskarinik reseptor
agonistleri asetilkolinden daha etkilidirler. Muskarinik agonistler iki guruba ayrilir;
Birinci grubda asetilkolin, sentetik kolin esterleri, ikinci grubda ise alkoloidler
(pilokarpin, muskarin ve arekolin gibi) vardir. Bazi muskarinik ajanlar
kolinomimetik aktivite de gosterebilirler (Resende ve ark., 2008; Prenzel ve ark.,
1999; Chang 2001). Kolinerjik agonist ve antagonistlerin reseptorlerle etkilesimi
Sekil 6’ da gosterilmektedir.

KOLINERJIK AGONISTLER VE ANTAGONISTLER

Muskarin

Beﬂ]aﬂechﬂl\ Muskarnik Reseptorler | Atropin

(Kalp, Sinrr, Diiz 7
(*) Kaslar Endotel) )

)

(DMPP) ACh Succinylcholine
+
A\ 2 N0 4/
Nikotinik Reseptorler Nikotinik Reseptorler
(g‘mglia) ( ) Kas Simir Kax.vgag_l

. - -

V ‘\( )I\'ikutln / '\()
Trimethaphan I _

Sekil 6: Kolinerjik agonist ve antagonistlerin reseptorlerle etkilesimi.

http://ajpcell.physiology.org/content/296/2/C221.short#F2 Alis Tarihi: (03.05.2016).
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4.7. Muskarinik Reseptorlerin G proteinleri Aracih Sinyal Tletimi

Muskarinik asetilkolin reseptorleri (mAChRs) G protein-kenetli reseptor
ailesine ait olup merkezi ve periferal sinir sisteminin birgok temel fonksiyonlarini
diizenlemektedir. Evcil hayvan dokularinda mAChR lerle ilgili az sayida ¢alismalar
yapilmistir (Abraham, 2016). Muskarinik reseptorlerin hiicre yiizeyinde ligand
baglama bdlgesi, hiicre zarimin sitoplazmik yilizeyinde G protein baglama bolgesi
vardir (Bonner, 1989). G-protein kenetli reseptorler (GPCR),ailesine ait olan
muskarinik reseptorler en fazla bulunan ve farmakolojik hedef olan plazma zar
protein reseptorleridir (Lander ve ark., 2001; Fredriksson ve ark., 2003). Muskarinik
reseptorler, G proteinlerine kenetlenmelerine gore iki gruba ayrilirlar; birinci grup,
Pertussis toksinine duyarli Gi/o tipi proteinlere kenetlenen M, ve My muskarinik
reseptorleri, ikinci grup ise, Gg/1l tipi proteinlere kenetlenen Mi, M3 ve Ms
reseptorleridir (Caulfield ve Birdsall, 1998; Felder, 1995; Hosey, 1992).

G proteinleri muskarinik reseptorlerle efektorler arasinda aracilik yapar,
muskarinik ligandlarla resptoriin uyarilmasi trimerik GTP-GDP baglayan , 3 alt
birimli; o, B, y (heterotrimerik) G proteinlerini aktive eder ve, o alt biriminnde
GDP,GTP degisimi olur ve alfa alt birimi By’dan ayrilir. Farkli alt birimler farkli
efektorlerle etkilesirler. (Hosey, 1992). Muskarinik reseptorler aracili sinyal iletisi

Sekil 7° de gosterilmistir.

A e

P’\I
ATP
Uwaran Inhlblsvon

PLC and Ca** BLOKIAR AC

Sekil 7: Muskarinik reseptorler aracil 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
mq_url=http%3A%2F%2Fi.stack.imgur.com%2FXYCcRp.jpa&pos=78&rpt=simage
(Alis Tarihi: 29.05. 2016).

17


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

Ancak muskarinik reseptorlerin sinyal iletim yolaklari, diger tip G proteinleri
araciligr ile farkli sinyal yolaklarimida uyarmaktadir (Nathanson, 2000; van
Koppenand, 2003;B. Kaiser, 2003). Muskarinik reseptorler aracili sinyal iletimi
Sekil 8’ de ve 9’da gosterilmistir.

Adenilat Siklaz

Sekil 9: Muskarinik reseptorlerden M, ve My sinyal iletimi.

(George Karakiulakis ve Michael Roth, 2012).

18


http://www.hindawi.com/78124617/
http://www.hindawi.com/19023273/

Muskarinik reseptorler G proteinleri araciligiyla hedef enzimleri aktif hale
getirir veya baskilar. Ornegin Gs adenilat siklaz1 aktive ederken G; adenilat siklaz
inhibe etmektedir. Adenilat siklaz araciligiyla cAMP diizeyi degismektedir. M1, M3
ve Ms reseptorleri araciligiya fosfotidilinositol 4, 5 bifosfasttan, inositol 1, 4, 5
trifosfat (IP3) diagilgliserol (DAG) salimimina neden olur. IP3 endoplazmik
retikulumdan Ca*? salimmina, DAG aracilig1 ile de protein kinaz C’nin uyariimasina
neden olur (Ukegawa ve ark., 2003). Hiicre i¢i kalsiyum derisimlerinin artmasi gesitli
olaylarin uyarilmasini saglar: Kalmodulin bagimli protein kinazlarin aktivasyonu,
adenilat siklazin aktivasyonu, fosfodiesterazlarin aktivasyonu nitrik oksit sentetazin
aktivasyonu gibi gorevleri vardir (Kusayanagi ve Mitamura., 2003). Muskarinik
reseptorler diger G proteini kenetli reseptorler gibi baska sinyal yolaklarini 6rnegin,
protoonkogen p21 ras, mitojenle aktive olan protein kinazlari ve stresle aktive olan

protein kinazlar1 uyarabilir (Ding ve ark., 1998).

4.8.Muskarinik Reseptorler ve Kanser Iliskisi

Muskarinik reseptor ekspresyonu beyin, meme, kolon, deri, akciger ve prostat
kanseri dahil olmak iizere bir cok kanserli hiicre tiplerinde eksprese oldugu
bildirilmistir. Bu hiicre tiplerinde M3, M,, vel/veya M3 reseptorlerinin aktivasyonu
hiicre ¢ogalmasinda artisa neden olur, ancak muskarinik reseptor aktivasyonu, hiicre
siklisunun durdurulmasina da neden olabildigi ve hiicre ¢ogalmasini azalttig
belirtilmektedir (Shah ve ark., 2009). Calismalar sonucunda asetilkolinin akciger
kanseri gibi bir¢ok kanser tiirlinde ve c¢esitli organlarda kotii huylu tiimorlerde
eksprese oldugu bulunmustur. (Song ve ark., 2003; Trombino ve ark., 2004; Feng ve
ark., 2012). G-protein kenetli reseptorlerden olan muskarinik asetilkolin reseptorleri
(mAChR) kolon kanser hiicrelerinde eksprese olmakta ve islevseldir. Bu
reseptorlerin rolii biliylik 6l¢iide bilinmemekle birlikte farkli sinyal ileti yolaklar
araciligryla hiicre biiyiimesine aracilik ettigi bilinmektedir (Ukegawa ve ark., 2003).
Kolinerjik reseptor ailesinden olan muskarinik reseptorler kolon kanserinde hiicre
cogalmast ve kanser olusumunda onemli rol oynadigi gosterilmistir. Muskarinik

reseptorlerin kanser ile iliskisi agagidaki Tablo 5’ de gosterilmistir.
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Tablo 5: Muskarinik reseptdrlerin kanser ile iligkisi.

Organ/ Kanser MR MR Aktivasyonu MR Ach  ACH
MR Aktivasyonu Agonisti yikimi

PKC-¢,

Beyin timorleri X Hiicre Cogalmast  PKC-¢, X - -
ERK,
NF-xB

Hiicre Cogalmast PKC-¢,
Meme kanseri x anjiyogenez Src, ERK, PI3K x - -

Hiicre Cogalmasi  ERK, PI3K,

Kolon Kanseri X Sagkalim Akt, NF-xB X X -

Akciger Kanseri

Kiigiik X Hiicre Cogalmast X X =

Hiicreliler ERK, Akt

Yumurtalik X Hiicre Cogalmast  Bilinmiyor - - -

Kanseri

Bagirsak X Hiicre Cogalmast  Bilinmiyor - - -
Kanseri

Prostat Kanseri X Hiicre Cogalmast  Bilinmiyor X - -
Mide Kanseri X Bilinmiyor - = = =
RahimKanseri X Bilinmiyor - - - -
MELENOMA X Bilinmiyor X - - =

http://ajpcell.physiology.org/content/296/2/C221 .short#xref-fn-2-1,
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Bati iilkelerinde kanserden oliimlerin 6nde gelen nedenlerinden biri kolorektal
kanserlerdir. Kolorektal karsinomalarin ¢ogu adenomlardan ortaya c¢ikmaktadir
(Skibber ve ark., 2001). Daha 6nce muskarinik asetilkolin reseptdrleri (mAChRs) nin
ERK1/2 yolu araciligi ile SNU-407 kolon kanseri hiicresi ¢ogalmasini arttirdig:
gosterilmistir. Bununla birlikte EGFR, PKC, ERK ' ve RSK verileri SUNU 407
kolon kansei hiicrelerinin ¢ogalmasinda mACHTr aracili aktivasyonun etkisi oldugunu
gostermektedir. Kolon Kanserinde EGFR ve muskarinik reseptorlerinin sinyal ileti

mekanizmalarmin etkilesimi Sekilde 10°da gdsterilmistir.

Bile Acids

.
' Proliferation
Survival Eine

Ang_ioger\esis Transcription
Migration

= )
Acetylcholine

Sekil 10: Kolon kanserinde EGFR ve muskarinik reseptorlerinin sinyal ileti
mekanizmalarinin etkilesimi

http://ajpcell.physiology.org/content/ajpcell/296/2/C221/F3.medium.qgif; Alis Tarihi:
(21.06.2016).
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Kolon kanseri hiicrelerinde, noronlar tarafindan iiretilen ACh ile birlikte
limen safra asitleri ile muskarinik reseptorlerin aktivasyonu, sirayla, matriks
metalloproteinaz (MMP) -7 yoluyla Pro-HB-EGF yi HB-EGF ye ¢evirir. HB-EGF
EGFR’ne baglanir fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), Akt ve niikleer faktor-kB (NF-
KB)’yi uyarir. NF-KB ¢ekirdekte gen transkripsiyonu uyarir. EGF reseptorii (EGFR)
MEK araciligiyla ERK1/2 uyarmakta ve ERK1/2 ¢ekirdekte gen transkripsiyonunu
uyarmaktadir. EGFR resptoriiniin uyarilmasi ile heriki yoldan hiicre yasami ve hiicre
¢ogalmasi igin gerekli genlerin transkripsiyonunu etkinlestirmektedir. Kolon kanser
hiicrelerinde G-protein bagl reseptdrlerden olan muskarinik asetilkolin reseptorii
(mAChR) eksprese olmakta ve islevseldir. Bu reseptorlerin rolii biiyliik Olciide
bilinmemekle birlikte farkli sinyal ileti yolaklar1 araciligiyla hiicre biiyiimesine
aracilik ettigi bilinmektedir (Ukegawa ve ark.,2003). Yapilan Arastirmalar M3R
reseptoriiniin eksikliginde M3 antagonisti skopolamin butilbromiir ile bagirsak tiimor
olusumunun azaldig1 gozlenmistir (Raufman ve ark., 2011). Insan tiimérlerinin
%30’unda Ras/Raf/MEK/ERK yolunun asir1 aktivasyonu s6z konusudur (Kolch,
2000). Muskarinik agonistler ve antagonistleri, farkli kanserleri tedavi etmek icin
yararli olabilecegi Onerilmektedir. TiimoOr hiicrelerinde, protein kinaz sentezinin
artmast da onkojenik transformasyonda etkili olmaktadir. Ornegin; Erb-B reseptor
ailesinde yer alan proteinlerin (6rnegin; EGFR, HER2) sentezinin artmasi akciger
kanseri patogenezini dogrudan etkilemektedir (Hirsch ve ark., 2003). EGF gibi
biiyiime faktorlerinin pek ¢ok kanser tiiriiniin patogenezinde rol oynadigi onceki

yillarda yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Sporn ve Roberts, 1987).
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4.9. Muskarinik Reseptorler ve Losemi

Losemi hiicrelerinde muskarinik reseptorler eksprese olmakta ve bu
reseptorler ChAT, CrAT ve Ach reseptroleriyle ¢ogaldigi gosterilmistir (Fujii ve
ark., 1996; Kawashima.,2000). Muskarinik reseptorler hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi
ve transformasyonu gibi bircok sistemi uyarabilmekte ve etkieyebilmektedirler. Bu
etkiler ise hiicre tipine, reseptoriin spesifik alt tiplerine baglh olarak degismektedir.
Farkli hiicre tiplerinde farkli muskarinik reseptor transkriptleri eksprese olmaktadir.
(Costa ve ark., 2001; Cabadak ve ark., 2013). Muskarinik reseptorlerin aktivasyonu
ile hiigre i¢i kalsiyim, c-fos upregiilasyonu artmistir ve 16semi hiicre fonksiyonlarini
modiile ettigi gosterilmistir (Matsui ve ark., 2004). K562 hiicre Soyu ile yapilan
calismalarda My, M3 ve M,, muskarinik reseptor alt tiplerinin gen ve protein
ekspresyonu gosterilmistir. Karbakol serumsuz kiiltiir ortaminda hiicre ¢ogalmasini
uyarmakta ancak serum varliginda ise hiicre ¢ogalmasini inhibe etmektedir. K562
hiicrelerinde muskarinik reseptor aracili PKC, NO, cAMP, c-fos ve Ca* yolaklari ile
reseptoriin fonksiyonel oldugu belirlenmistir (Cabadak ve ark., 2010-2013). EGFR
meme kanseri, glioblastoma gibi kanser tiirlerinin biiyliylip gelismesinde etkilidirler

(Blume ve Jensen ve ark., 2001).

Kronik miyeloid eritroldsemi, miyeloid elemanlarmin hiicre g¢ogalmasi ve
adezhif oOzelliklerinin kaybi ile karakterize edilen bir hematopoietik kok hiicre
malignitesidir. K562 hiicre soyu, Lozzio ve arkadaslar tarafindan kronik miyeloid
16semi hastasinin blastik kriz evresinde plevra sivisindan gelistirilmis hiicrelerdir.
Bircok kanser hiicre soyunda muskarinik reseptdrlerin hiicre ¢ogalmasinda rolil

oldugu gosterilmistir.

Kanda bulunan asetilkolinin immiin sistemin diizenlenmesinde rol oynadigi
belirtilmistir (Maslinski, 1989; Kawashima ve Fujii, 2000). Ozellikle; immiin
sistemde rol oynayan insan mononiikleer 16kositleri ve bazi 16semi hiicre hatlarinda
M; ve Ms transkriptlerinin oldugu gosterilmistir (Kaneda ve ark., 1993; Tayebati ve
ark., 1999; Sato ve ark., 1999).
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4.10. c-fos

Fuji ve arkadaglar1t T ve B hiicre soylarinda muskarinik asetil kolin
reseptOriiniin  uyarimmi ve c-fos gen ekspresyonunda artisa neden oldugunu
belirlemisleridir. Muskarinik reseptor aktivasyonu glial hiicre soyu 13211N’de Ca
diizeyinde, c-fos ve ¢ jun mRNA ve protein diizeylerinde degisime neden olmustur.
Muskarinik uyarim astrositotoma ve ndroblostoma hiicrelerinide igeren farkli hiicre
soylarinda c-fos ekspresyonuna etki etmektedir. Muskarinik reseptor uyarilmasi

noronal hiicre soylarinda ve beyin bolgelerinde c-fos ekspresyonunu indiiklemektedir

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

Trejo ve arkadaslar tarafindan glial hiicre soylarinda mAChR’1n aktivasyonu
ile protein kinaz C, hiicre ici Ca*? mobilizasyonu, c-fos ve c-jun’un indiiklenmesi ne
araci oldugu bildirilmistir (Shah ve ark., 2009; Trejo ve Brown, 1991; Ding ve ark.,
1998).

EGFR leri ile GPCR ‘larin sinyal kaskadlarinin etkilesimi Sekil 11’ da gosterilmistir.

Chemoattractant Ca™ Kanallary
GPCR

| i O o Eaccbm
L i B I
Sitoplazma

Hiicre Fonksivonlar

Kemotaksi
Fagositoz
Mediator salmmu

Gen Transkripsiyonu
Tiumér Hiicresin Biiyiimesi

Metastaz

Sekil 11: EGFR ile GPCR ‘larin sinyal kaskadlarinin etkilesimi
(Peralta ve ark., 1987).

Sekil 11’de ligandlarin GPCR’a baglanmasiyla G proteinlerinin o ve Py
altbirimleri aktiflesmekte ve bu uyarim sonucunda Py src’yi uyarmakta ve src
EGFR’de fosforillasyona neden olmaktadir. Fosforillenmis EGRF’de PIP3’i
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aktiflestirip PIP,’den IP3 ve DAG olusumuna neden olur. IP3 hiicre i¢i depolardan
Ca*? salmmina ve PKC’ nin aktivasyonuna neden olur. Ca*? kalsiyum kanallarini
acar ve DAG ise RAS, MAPK yolagin1 aktive eder. Hem PKC hemde DAG
kemotaksis, fagositoz, mediatér salinimi, gen transkripsiyonu, timor hiicresinin
biiyiimesi ve metastaz gibi hiicre faaliyetlerine neden olmaktadir. Fosfolipaz C’nin
aktivasyonu ise PIP2’yi hidroliz etmesi ile DAG ve IP3 olusur IP3 Protein kinaz
aktiflestirmektedir. Ayrica, IP5 hiicre i¢ci Ca*? depolarindan Ca *? salinmasini uyarir.
IP; ER’deki ligand kapili Ca kanalina baglanir ve Ca®*" salir. Muskarinik
reseptorlerde diger G proteini kenetli reseptorler gibi protoonkogen p21 ras,
mitojenle aktive olan protein kinazlar1 ve stersle aktive olan protein kinazlar1 da

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

EGF’yi 1962’de Dr. Stanley Cohen, erkek fare submandibular tiikiiriik
bezinden izole etmistir. Dr. Stanley Cohen erkek fare submandibular tiikriik
bezlerinde Sinir Biiylime Faktorii olan (NGF)’yi izole etmeye c¢alistyorken bu
bezlerden elde ettigi ekstreleri geng farelere enjekte etmis ve bu ekstrenin erken dis
¢ikmasina, erken goz kapaginin agilmasina sebep olmasindan dolayr bu etkin
maddeyi izole etmistir. Epidermisde hizlandirici etkisi nedeniyle Epidermal Growth
Factor (EGF) adin1 vermistir (Cohen, 1962).

Epidermal biiyiime faktér reseptor (EGFR) ailesi, sinyal yolaklarinda
aktivasyona sebep olmaktadir. Ligandin reseptore baglanmasiyla aktive oldugunda
hiicre ¢ogalmasi, farklilagsma ve hiicre 6liimiine neden olamaktadir. Normal hiicrenin
gelisiminde rol alan bu reseptorler bircok kanserde aktive oldugu ve eksprese oldugu
gosterilmistir. Tirozin kinaz ailesine iiye olan zar1 kateden protein ailesidir (Krause,
2005). Bu reseptor ailesinde birgok genetik degisimler olmus ve pek ¢ok kanser
tirlinde gosterilmistir. Ligandlarin tanimlanmasin1 ve baglanmasina sebep olan bir
ekstraseliiler altbirimdir. Hidrofobik 06zelligi olan zar1 kateden boliimii bir¢ok
reseptorle iligkileri saglamaktadir. EGFR geninin 18. ve 24. eksonlarda kodlanan

intraseliiler altbiriminin protein tirozin kinaz aktivitesi vardirr (Miller, 2008).

EGF, farklilasma, biliylime gibi fanksiyonlar1 etkilemekte ve organizmanin
gelisiminde de biiylik rol oynamaktadir. EGF, hiicrelerde iyon alinmasi, glikolizis,
DNA, RNA’da protein yapiminda uyarici olarak goérev yapmaktadir (Nave ve ark.,
1985; Pratt ve ark., 1987). EGFR geni ise, 7p12 kromozomunda lokalize olmus ve 28
eksondan olusmaktadir. EGFR, EGFR geniyle sentezlenmis 1186 aminoasitten
olusan 170 kDa biiyilikliiglinde 24 transmembrandan olusan glikoproteindir.
EGFR’nin ekzonlari ve spesifik bolgeleri asagida Sekil 12°da gosterilmistir.
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Tirozm kinaz bélges

Ligand Ligand
baglama bélgen baglama bélges
EGFR < 3
ekzonlan Y 1624 ' 2528
2 § 7 13
Transmembran bolges Otofosforilasyon bolges

Sekil 12: EGFR ekzonlari ve spesifik bolgeleri.
(Ferguson ve ark., 2003; Yarden 2001; Burgess ve ark., 2003; Capuzzo., 2007).

Klinik caligmalar, EGFR ekspresyonundaki artis ile birlikte timor gelisimi
arasinda ¢ok giiclii bir iligki oldugu géstermistir. Baz1 vakalarda EGFR diizeylerinin
biraz degisiminin bile kanser gelisimini tetikledigi bildirilmektedir. Deride, oral
kavitede, 6zofagusta ve akcigerin skuamoz karsinomlarinda ve bir¢ok tiimor hiicre
soylarinda EGFR diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (Salomon ve ark., 1995). Meme,
serviks, mesane, akciger gibi skuamoz hiicreli karsinomlarda EGFR ekspresyonunda
artis belirlenmistir (Normanno ve ark., 2005). EGF lizin, fenilalanin ve alanin
bulundurmayan 53 aminoasitten olusmustur. EGF tek zincirli polipeptittir. 6000 Da
molekiil agirhiginda olan ve farkli dokulardada reseptorleri olan, epitel ve mezotelyal
kokenli hiicrelerde mitojenik etki gdstermektedir (Das.,1982). EGF bir¢ok kanser
tipinde patogenezde, progresyonunda etkindir. EGF, embriyonik dénemde deri ve
bobrek gibi dokularin yenilenmesinde biiyiik rol oynamaktadir (Salomon ve ark.,
1995, Normanno ve ark., 2001). EGFR ii¢ énemli fonksiyonel domaine sahiptir.
1.Hiicre disinda ligand baglama domaini, 2.hidrofobik transmembran domaini ve
3.hiicre icinde sitoplazmik tirozin kinaz domaini i¢cermektedir. Biiylime faktorleri

aracilt MAP Kinaz sinyal ileti yolagi aktivasyonu Sekil 13’te gosterilmistir.
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'

Biyolojik cevap Proliferasyon

Sekil 13: Biiylime faktorleri aracili MAP Kinaz sinyal ileti yolag: aktivasyonu.

Biiyiime faktorleri Ras, Raf, MAP kinaz yolagini uyarmakta ve biyoljik yanit
ise hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasinin uyarilmasidir. Biiylime faktorleri — Ras
(kiiciik bir G proteini) (monomerik) — GDP bagli Ras = inaktif — GTP bagh Ras
aktif —» Mutant Ras proteinleri GTP’den ayrilamaz ve siirekli aktivite kazanir. Bu
nedenle hiicreler proliferatif halde kalirlar (Blood, 2003).

Ras gen mutasyonlar1 insan kanserlerinin %30°nda bulunur. Reseptdr Tirozin
Kinazlar (RTK’lar) araci proteinler (GEF) yoluyla Ras GTP bagl hale getirir Aktif
Ras, Raf protein kinaza baglanir Reseptér Tirozin Kinazlar Ras-Raf-MAP kinaz
yolunu aktiflestirir ve ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) ,mitojenle
aktiflenen protein kinaz (MAP kinaz) active olur. Hiicrelerdeki bu sinyal yolagi
hiicre zarindan cekirdege bilgi aktarilmasinda Onem tasir. Bu sinyal yolagi,
embriyogenez, yasamin idamesi, ¢cogalma, farklilasma ve programli hiicre 6liimiiniin

diizenlenmesinde rol alir. MAP kinazlar ii¢ ana gruba ayrilir (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, reseptor aracili
uyarimda hiicre i¢ine iletiminden sorumlu bir kinaz kaskadi olarak calisir. Kaskad
sistemi hem sinyalin amplifikasyonu hem de diizenleyici etkilesimleri dnemlidir.
Sinyalin iletimi Ras aktivasyonu ile baslar ve MAPKKK’nin (MAP kinaz kinaz
kinaz) aktivasyonundan sonra sirasiyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK
(MAP kinaz) aktive olur. MAPK ise sitoplazmik substratlarint (hiicre iskeleti
elemanlari, diger protein kinazlar) ve/veya c¢ekirdekde transkripsiyon faktorlerini
fosforilasyonla aktive eder ve hiicrede biyolojik yanit gelisir (Kolch, 2000; Liem ve
Chamberlain, 2002).

Kanserde, hormonlar, biiyiime faktorleri, farklilasma faktorleri ve tiimor
ilerletici maddeler Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolunu kullanirlar. Bu iletim
yolu Ras aktivasyonu ile baglar ve sirasiyla Raf (= MAPKKK), MEK (= MAPKK)
ve Erk (= MAPK) aktive olur.

Hayvan ve insan hiicre hatlarindaki c¢alismalarla, muskarinik reseptorlerin
mitojen ile aktive edilmis protein (MAP) kinazlar1 uyardig1 gosterilmistir. Hiicre dig1
sinyal ile diizenlenen kinazlar 1 ve 2 (ERKI1 / 2) aktivasyonu ile hareket ettiklerini
gostermistir (Rosenblum 1998, Futter ve ark., 2000). Okaryotik hiicrelerin tiimiinde
mevcut olan bu proteinler hiicre zarindan c¢ekirdege bilgi aktarilmasinda rol

almaktadir.
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4.12. K562 Hiicre Soyu

1975‘te Lozzio ve arkadaslar1 K562 hiicrelerini kronik miyeloid eritrolésemi
hastasinin blastik kriz evresinde plevra sivisindan gelistirmistir (Lozzio & Lozzio,
1975). K562 Hiicre soyu 20pum ¢apinda farklilasmamis blast hiicreleridir. Bazofilik
sitoplazmalar1 hi¢ graniil igermez, iki ya da daha fazla prominent niikleolisi vardir.
Monosit ve graniilositin pozitif reaksiyon verdigi sitokimyasal ajanlara K562
hiicreleri pozitif cevap vermez. Graniilositik serisinin son derece farklilasmamis
hiicreleridir (Audrey ve ark., 2002). Bu hiicreler hematopoietik hiicre biiyiimesi ve
farklilasma modeli olarak yaygin olarak kullanilmaktadir K562 hiicreleri. insan
l6semi hiicre soyu, megakaryositik ya da eritroid hatti boyunca farklilagma

potansiyelinde olan bir pluripotent kok hiicredir (Lozzio ve ark., 1977).
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5.GEREC VE YONTEM

5.1. Gerecler
5.1.1.Kimyasal maddeler

Akrilamid BioRad
Amonyum persiilfat 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
Fenilmetilstilfonil floriir (PMSF) Sigma
Glisin Sigma
Gliserol Sigma
HCI Merck
Hepes Sigma
Kalsiyum kloriir Sigma
B-Merkaptoetanol (50mM) Sigma
Magnezyum kloriir Sigma
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Metanol Merck

N, N, N’, N’,-tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma
Nitroblutetrazolyum (NBT) Invitrogen
Nonidet P40 Amresco
Potasyum kloriir Merck
Potasyum bifosfat Merck
S1gir serum albiimini (BSA) Sigma
Sodyum asetat Sigma
Sodyum bikarbonat Sigma
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma
Sodyum karbonat Merck
Sodyum hidroksit Merck
Sodyum hidrojen fosfat Merck
Sodyum klortir Merck
Sodyum N-loril sarkozin Sigma
Tris Sigma
Triton-X Sigma
Tween-20 Sigma

Hiicre kiiltiir 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? kiiltiir kabi TPP
75 cm? kiiltiir kabi TPP
Mikro-plate TPP

Agonist ve antagonistler

EGF Sigma
Karbakol Sigma
PD153035 Sigma
Wortmanin Sigma
ADAMP Sigma

Proteaz inhibitorleri

Leupeptin Sigma
Fenil metil sulfonil florid (PMSF) Sigma
Aprotinin Sigma
Dithiothreitol (DTT) Sigma
Pepsitatin A Sigma

Elektroforetik analizde kullanilan standartlar

Protein molekiil agirlig1 standartlar Santa Cruz
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Western emdiriminde kullanilan antikorlar

Alkalen fosfotaz eslenik tavsan monoklonal anti kec¢i IgG Sigma
ERK Santa Cruz
pPERK Santa Cruz
cfos Santa Cruz
EGFR Santa Cruz
pPEGFR Santa Cruz
Beta aktin antikoru Santa Cruz

Kullanilan Kitler

Lowry Kit

SMART™ BCA Protein Assay Kiti INTRON Biotechnolog

Western emdirimi gerecleri
Nitroseliilloz membran(0.45 uM) Schleicher&Schuell
BioRad mini jel elektroforez diizenegi (dikey)

ve elektroforetik aktarma diizenegi BioRad
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5.1.2. Cihazlar
1-Etiiv
2-Gii¢ Kaynagi
3-Gii¢ Kaynagi
4-Manyetik Karigtirici
5-pH Metre
6-Santrifiij
7-Santrifiyj
8-Spektrofotometre
9-Su Banyosu
10-Karstiricr (Vorteks)
11-Terazi
12-Etiiv
13- Karbondioksit Etiivii
14-Derin Dondurucu (-20 °C)
15-Derin Dondurucu (-20 °C)
16-Derin Dondurucu (-70 °C)
17-Derin Dondurucu (-70 °C)
18-Buzdolab1
19-Kirik Buz Makinesi
20-Calkalama Cihazi

21-Otomatik Mikro Pipetler

Memmert
Dan-Kar
Pharmacia, LKB
Hanna

WTW

Hettich 30 RF
Bd

Biotek
Kotterman
Janke & Kunkel
Oertling NA-114
Memmert

Sanyo

Argelik

Siemens
So-Low

Thermo

Argelik
Scotsman AF-10
IKAVibraz-VXR

Gilson
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22-Otomatik Mikro Pipetler Eppendorf

23-Otoklav Niive
24-Distile Su Cihazi GFL

25-Fotograf Makinesi Sony
26-Laminar akim kabini (Steril kabin) Kutay
27-Invert (ters 1s1k) Mikroskopu Olympus
28-Transblot system BioRad
29-Santrifii Eppendorf

5.1.3. Tampon ve ¢ozeltilerin bilesimi
Hiicre kiiltiiriinde kullanilan cozeltiler

Hiicre kiiltiira

RPMI-1640 100 ml

NaHCO; %2

Fetal Dana Serumu %10

Penisilin/Streptomisin 10000 TU/ml + 10000 pg/pl
L-Glutamin 200 mM

Hepes 20 mM.

Is1 ile komplemani inaktive edilmis %10 FDS (fetal dana serumu), 2 mM L-
glutamin, 1000 U/ml penisilin-streptomisin, 200 mM hepes ve sodyum bikarbonat

eklenmis RPMI-1640 hiicre kiiltiir medyumu.

36



Hiicre sayiminda kullanilan ¢ozeltiler
Tripan mavisi ile hiicre sayim
Tripan Mavisi %0.5 (W/v)
Sodyum klortir %0.9 (W/v)

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)

Sodyum klortir 140 mM
Potasyum kloriir 3mM
Sodyum bikarbonat 8 mM
Potasyum bikarbonat 2 mM
pH=7.4

1 litre distile su igerisinde ¢oziildii.
Protein homojenizasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Homojenlestirme tamponu (Taze hazirlanir)

Son Konsantrasyon

Hepes 20 mM, pH: 8.0
PMSF 0.1 mM
EDTA 1 mM

Leupeptin 10 pg/mi

Aprotinin 2 ug/ml
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Lowry metodunda kullanilan ¢ozeltiler

Protein miktar tayini Lowry yontemi (Lowry ve ark., 1951) SMART™ BCA
Protein Assay Kiti ile belirlendi.

5.1.4. Elektoforez ve Western emdirimi analizlerinde kullanilan cozeltiler
5.1.4.1.Akrilamid-Bisakrilamid ¢ozeltisi
30 g Akrilamid
0.8 g N, N-metilen bis akrilamit
Tepkime hacmi: 100 ml
Ornek tamponu (4X)
125 mM Tris-HCI pH 6.8
%30 v/v Gliserol
6 M Ure
%10 w/v B merkaptoetanol
%2 w/v Sodyum dodesilsiilfat (SDS)
%0.01 w/v bromfenol mavisi
5.1.4.2. 2x Ayirma jeli tamponu
0.75 M Tris-HCI, pH 8.8
%0.2 w/v SDS
5.1.4.3. 2x Yiikleme jeli tamponu
0.25 M Tris-HCI, pH 6.8

%0.2 w/v SDS
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5.1.4.4. 2x Yiiriitme tamponu
6 g Tris
30 g Glisin
SDS1g
5.1.4.5. 5x Elektroforez tamponu
7.59 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 NacCl

2.68 mM KCI

21.26 mM Tris-HCI
5.1.4.9.Blok tamponu

%1 BSA

%0.05 Tween-20
5.1.4.10. TBS-T tamponu (%0.1)

TBS

900.1 Tween 20
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5.1.4.11. Birincil antikor tamponu

Anti ERK antikoru: Bloklama ¢ozeltisi ile 1:100 seyreltilmis
Anti pERK antikoru Bloklama ¢ozeltisi ile 1:100 seyreltilmis
Anti cfos antikoru Bloklama ¢ozeltisi ile 1:100 seyreltilmis
Anti EGFR antikoru Bloklama ¢ozeltisi ile 1:100 seyreltilmis
Anti pEGFR antikoru Bloklama ¢ozeltisi ile 1:100 seyreltilmis
Beta aktin antikoru Bloklama ¢ozeltisi ile 1:100 seyreltilmi

5.3.6.12. 2x Yiiriitme tamponu
6 g Tris
30 g Glisin
SDS1g
5.1.4.13. 5x Elektroforez tamponu
7.59 Tris
36 g Glisin
Tepkime hacmi: 500 ml
5.1.4.14. ikincil antikor tamponu

Alkalen fosfataz eslenik tavsan poliklonal 1gG: TBS ile 1:1000
seyreltilmis

900.05 Tween 20.
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5.1.4.15.Jel boyama c¢ozeltisi
%0.2 (w/v) Coomassie mavisi
%50 (v/v) Metanol
%10 Asetik asit.

5.1.4.16. Jel boya ¢ikarma ¢ozeltisi
%10 (v/v) Metanol
%10 (v/v) Asetik asit

5.4.Yontem

5.4.1. Calismada kullanilan hiicrelerin hazirlanmasi ve cogaltilmasi

K562 hiicreleri ATCC (CCL-243) susu olup ticari olarak elde edildi. K562
hiicreleri %10 fetal dana serumu, 10000 U/ul penisilin, 10000 pg/pl streptomisin,
200 mM L-Glutamin i¢ceren RPMI-1640 kiiltiir ortaminda, 37°C’ ta, %5 CO; igeren
karbondioksit etiiviinde inkiibe edildi. Hiicreler haftada ii¢ kere kiltiir ortami
degistirilerek 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ¢ogaltildi (Rooney ve Czepulkowski

1978).

5.4.1.1. Hiicrelerin sayilmasi:
a) Tripan mavisi ile hiicre sayimi

Hiicreler %10 oraninda Tripan mavisi ile boyanip toma laminda sayildi.
Canlilik orani1 asagidaki formiile gore hesaplanip %95 canlilik oranindaki hiicreler

hiicre sayim1, Western emdirimi yapmak {izere donduruldu.

10 pl 6rnek +90 Wl TBE — Olii hiicreler maviye boyanur.

Canli
X 100 = Canlilik Orani

Toplam
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5.4.2. Hiicrelerin toplanmasi

Kiiltiir ortaminda yetistirilen hiicre soyu 1x10° hiicre/ml yogunluguna ulasinca
protein ornekleri i¢in 30X10°, toplam hiicre olacak sekilde topland:. Hiicreler 700g’
de 10 dakika santrifiij edildi. Ust faz atilip iizerine 5 ml PBS ¢ozeltisi eklenip 700g’
de 10 dakika santrifiij edildi ve bu islem 3 kez tekrarlandi. Hiicreler western

emdirimi yapmak i¢in 80 ‘C’de derin dondurucuda saklandu.
5.4.3. ilac etkilesim deneyleri

5.4.3.1. K562 hiicrelerinin epidermal biiyiime faktorii (EGF), muskarinik
reseptor agonisti (CCh), ERK (wortmanin) ve EGFR (PD153035) inhibitorleri

ile muamelesi

Kiiltiir ortamindaki K562 hiicreleri ilaglar uygulanmadan 1 giin Once
serumsuz ortama alindi. K562 hiicreleri agonist (CCh), epidermal biiylime faktorii
reseptorli agonisti (EGF), EGFR inhibitorii PD153035, ERK inhibitorii (wortmanin)
ile muamele edildi. K562 hiicrelerinde muskarinik ve EGFR’lerinin roliiniin
belirlenmesi i¢in muskarinik reseptorlere 6zgii agonist karbakol veya EGFR’ye
ozgliin EGF, ve sinyal ileti yolagi inhibitorleri kiiltiir ortamina eklendi. Agonist,
antagonist ve inhibitdrler ile muamele edilen hiicreler Western emdirimi i¢in uygun
kosullarda toplandi. Western emdirimi yontemi igin toplanan hiicreler PBS ile

yikanip -80°C’ta donduruldu.

5.4.4. Hiicre oziitlerinin hazirlanmasi

Gerekli kosulda hazirlamp -80°C’ da saklanan hiicrelere bdlim 5.1.3.° te
anlatildig1 gibi hazirlanan homojenizasyon tamponundan 100 pl eklendi. Dounce ile
hiicreler patlatildi. Homojenlestirme tamponunu Iml’ye tamamlanarak hiicre
patlatma isi tekrarlandi. Hazirlanan homojenatlarda Lowry yontemi ile protein miktar

tayini yapilmak tizere -80°C” de sakland.
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5.4.5. Protein Miktar Tayini

Protein miktarlari Lowry yontemi ile SMART™ BCA Protein Assay Kiti
kullanilarak belirlendi (Lowry ve ark., 1951).

5.4.6. SDS-PAGE (Elektroforez)

Omek tamponu (4X) ile karistrilan protein drnekleri (150 pg) 100°C’ta 3-5
dakika denatiire edildi. Ornekler, %12’ lik SDS-PAGE jeline yiiklenerek 150 Volt’
da 1.5 saat yiiriitiildii.

5.4.7. Islak Elektroforetik Transfer Diizenegi ile Elektroforetik Transfer

Jelin biiyiikliigline uygun olarak iki tane filtre ve bir tane nitroseliiloz
membran kesildi. Elektroforez sonrasi iist jeli kesilen jel, nitroseliilloz membran, filtre
kagitlart ve siingerler 10 dakika aktarma tamponu i¢inde bekletildi. Jel kasetindeki
pozitif elektrodun (anot) iizerine sirasiyla siinger, 3MM filtre kagidi, nitroseliiloz
membran, jel, 3MM filtre kagidi ve siinger konularak kaset kapatildi. Kaset transfer
diizenegine yerlestirildikten sonra kasedin iist kismmi kaplayacak sekilde aktarma
tamponu ile dolduruldu. Diizenek giic kaynagina baglanip 70 V’da 1 saat siiresince

aktarma yapildi.
5.4.8. Western Emdirimi Analizi

Membranlar BSA igeren TBS-T blok tamponunda oda sicakhiginda 4°C’ta
gece boyu inkiibe edildi. Epidermal biiyiime faktorii reseptorii, c-fos, ERK proteini
antikoru ile gece boyu etkilestirildi. Ardindan TBS-T tamponuyla 3 kez 10’ar dakika
yikandi. Membranlar alkalen fosfataz eslenik tavsan- IgG ile 1 saat etkilestirildikten
sonra tekrar TBS-T tamponuyla 3 kez 10’ar dakika yikandi ve birincil antikor ve
ikincil antikor IgG etkilesmini iceren membran BCIP/NBT renk gelistirici tampon ile

renklendirildi.
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6. BULGULAR

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

Hiicreler bolim 5.4.1. de anlatildigi gibi cogaltildi. K562 hiicreleri, serum
yoklugunda, EGF (16 nM) veya karbakol (1uM, 100 uM) ile 30 dakika muamele
edildi. Hiicreler toplanip 1500g’ de 15 dakika dondiiriilerek PBS ile yikandi ve pelet
-80°C’ da donduruldu. Agonistler ile muamele edildikten sonra dondurulan
hiicrelerden hiicre 6ziitleri hazirlandi. Proteinler SDS-PAGE ile molekiil agirliklarina
gore ayrildiktan sonra nitroselilloz membranlara aktarildi. Daha sonra 1:100
konsantrasyonda pERK ve ERK antikoru Kkullanilarak analiz edildi. K562
hiicrelerinde, muskarinik ve EGFR agonistlerinin ERK fosforilasyonuna etkisi Sekil
14°de gosterilmistir. Sonuglar 4 deneyin ortalamasi alinarak + standart hata (SD)
seklinde gosterildi (Sekil 14).
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Sekil 14: K562 hiicrelerinde ERK fosforilasyonuna, karbakol ve EGF’nin etkisi
(P>0.005).

Farkli konsantrasyonlarda karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen

hiicrelerde pERK/ERK ekspresyonunda herhangi bir degisim belirlenmedi.
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6.2. K562 hiicrelerinde cfos ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin etkisi

Karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilip toplanan ve -80°C” da dondurulan
hiicrelerden hiicre 6ziitleri hazirlandi. Proteinler western emdirimi ile membranlara
aktarildi. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda cfos antikoru kullanilarak analiz edildi.
Beta aktin antikoru internal kontrol olarak kullanilmistir. K562 hiicrelerinde,
muskarinik ve EGFR agonistlerinin c-fos protein ekspresyonuna etkisi Sekil 15°de
gosterilmistir. Sonuglar 4 deneyin ortalamasi alinarak + standart hata (SD) seklinde
gosterildi (Sekil 15).

c-fos 62 kDa

B-aktin 47 kDa

-
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Kontrol CCh (1uM) CCh (100 M) EGF

Sekil 15: K562 hiicrelerinde cfos protein ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin etkisi
(P>0.005).

Farkli konsantrasyonlarda karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen
hiicrelerde c fos ekspresyonu 1 uM karbakol varliginda kontrole gore artarken, 100
uM karbakol ile muamele edilen hiicrelerde c-fos ekspresyonunda kontrole gore
azalma egilimi goriilmiistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda EGF ile muamele
edilen hiicrelerde c-fos ekspresyonu artma egilimindedir ancak aradaki fark anlaml

bulunamamistir (P>0.005).
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6.3. K562 hiicrelerinde EGFR ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin etkisi
Karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilip toplanan ve -80°C’ da dondurulan
hiicrelerden hiicre 6ziitleri hazirlandi. Proteinler western emdirimi ile membranlara
aktarildi. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda pEGFR ve EGFR antikorlari
kullanilarak analiz edildi. K562 hiicrelerinde, muskarinik ve EGFR agonistlerinin
PEGFR ve EGFR protein ekspresyonuna etkisi Sekil 16°da gosterilmistir. Sonuglar 4
deneyin ortalamasi alinarak + standart hata (SD) seklinde gdsterildi (Sekil 16).
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Sekil 16: K562 hiicrelerinde EGFR protein ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin
etkisi (P>0.005).

Farkli konsantrasyonlarda karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen
hiicrelerde EGFR ekspresyonu 1 uM karbakol varliginda kontrole gore artarken, 100
uM karbakol ile muamele edilen hiicrelerde EGFR ekspresyonunda kontrole gore
daha da fazla artig belirlenmisir. Ancak aralarindaki fark anlamli degildir. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda EGF ile muamele edilen hiicrelerde EGFR

ekspresyonunda kontrole gore degisim gozlenmemistir (P>0.005).
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6.4. K562 hiicrelerinin epidermal biiyiime faktorii (EGF), muskarinik reseptor
agonisti (CCh), EGFR inhibitorii (PD153035) ile muamelesi

Karbakol, EGF ve/veya wortmanin, PD153035 ile muamele edilip toplanan
ve -80°C’ da dondurulan hiicrelerden hiicre oziitleri hazirlandi. Inhibitorler
agonistlerden 30 dakika once kiiltiir ortamina eklendi. Proteinler western emdirimi
ile membranlara aktarildi. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda ERK ve pERK
antikorlar1 kullanilarak analiz edildi. K562 hiicrelerinde, muskarinik ve EGFR
agonistlerinin, inhibitérlerin pEGFR ve EGFR protein ekspresyonuna etkisi Sekil
17°de gosterilmistir. Sonuglar 4 deneyin ortalamasi alimarak + standart hata (SD)
seklinde gosterildi. (Sekil 17).
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Sekil 17: K562 hiicrelerinde pERK/ERK protein ekspresyonuna, karbakol ve /veya
EGF’nin ve/veya PD153035’in etkisi (P>0.005).

PD153035 inhibitorii ve/veya karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen
hiicrelerde pERK/ERK ekspresyonu karbakol ve PD153035 varliginda kontrole gore
artma egiliminde iken diger gruplarda degisim gézlenmemistir ve gruplar arasinda

anlamli fark bulunmamustir.
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6.5. K562 hiicrelerinde EGFR ekspresyonuna, CCh, 4ADAMP, EGF ve/veya
EGFR inhibitoriiniin etkisi

Karbakol, ADAMP, EGF veya EGFR inhibitérii ile 30 dakika muamele edilip
toplanan ve -80°C’ da dondurulan hiicrelerden hiicre oziitleri hazirlandi. Proteinler
western emdirimi ile membranlara aktarildi. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda
EGFR ve B-aktin antikoru kullanilarak analiz edildi. Beta aktin antikoru internal
kontrol olarak kullanilmistir. K562 hiicrelerinde, muskarinik ve EGFR agonistlerinin
B-aktin protein ekspresyonuna etkisi Sekil 18’de gosterilmistir. Sonuglar 4 deneyin

ortalamast alinarak + standart hata (SD) seklinde gosterildi. (Sekil 18).

EGFR, 170kDa

B aktin, 47kDa

EGFR/ B-ACTIN

PD15303 + - + + + -
EGF : . + + i i
CCH + + - . _ _

4DANP - B N -

Serum - - - - - -

Sekil 18: K562 hiicrelerinde EGFR ekspresyonuna, CCh, ,4ADAMP, EGF ve/veya
EGFR inhibit6riiniin etkisi.

Karbakol, ADAMP, EGF ve/veya EGFR inhibitoriiniin ile 30 dakika muamele edilen
hiicrelerde, EGFR ekspresyonunda sadece EGF ve PD15303 ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gére azalma belirlenmistir. Ancak bu azalma anlamli degildir.

Diger gruplarda degisim gozlenmemistir.
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6.6. K562 hiicrelerinde pERK/ERK ekspresyonuna, karbakol, EGF ve
wortmaninin etkisi

Hiicreler bolim 5.4.1. de anlatildig1 gibi ¢ogaltildi. K562 hiicreleri, serum
yoklugunda, EGF (16 nM) veya karbakol (1uM, 100 uM) ile 30 dakika muamele
edildi. Hiicreler toplanip 1500g” de 15 dakika dondiirtilerek PBS ile yikand1 ve pelet
-80°C’ da donduruldu. Agonistler ile muamele edildikten sonra dondurulan
hiicrelerden hiicre 6ziitleri hazirlandi. Proteinler SDS-PAGE ile molekiil agirliklarina
gore ayrildiktan sonra nitroseliiloz membranlara aktarildi. Daha sonra 1:100
konsantrasyonda pERK ve ERK antikoru kullanilarak analiz edildi. K562
hiicrelerinde, muskarinik ve EGR agonistlerinin pERK/ERK ekspresyonuna etkisi
Sekil 19°de gosterilmistir. Sonuglar 4 deneyin ortalamasi alinarak + standart hata
(SD) seklinde gosterildi. (Sekil 19).

44-42
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CCH + + g : g _
EGF - - + + i i

Worttmanin + - + - + .

Sekil 19: K562 hiicrelerinde pERK/ERK ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin

ve wortmaninin etkisi.
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0.D.(pERK/ERK)

Karbakol, wortmanin ve EGF ile 30 dakika muamele edilen hiicrelerde pERK,
ERK ekspresyonu karbakol varliginda ve EGF varliginda kontrole gore artmis,

wortmanin varliginda ise azalmistir. Ancak bu azalma anlamli degildir.

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

zamana bagh etkisi

Karbakol ve EGF ile 30, 120, 240 dakika muamele edilip toplanan ve -80°C’ da
dondurulan hiicrelerden hiicre 6ziitleri hazirlanlandi. Proteinler western emdirimi ile
membranlara aktarildi. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda ERK ve pERK antikorlar1
kullanilarak analiz edildi. K562 hiicrelerinde, karbakol ve EGF’nin pERK ve ERK
protein ekspresyonuna etkisi Sekil 20°de gosterilmistir. Sonuglar 4 deneyin

ortalamasi alinarak + standart hata (SD) seklinde gosterildi. (Sekil 20).

ERK/ERK 44-42 v 2
P Nt e e St ] e

1.54 T . *
1.04 | *
T T
T T &
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0.0- : /4 i & é —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

. 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

Sekil 20: K562 hiicrelerinde pERK/ERK ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin

zamana bagl etkisi.
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pERK/ERK ekspresyonun kontroLEGF ve CCh gruplart zarmana gore
karsilastirildiklarinda ,kontrol grububunun 240.dakikasina gére CCh 240. dakikada
inhisyon belirlenmistir (P< 0.05). EGF’nin etkisinde ise 0.dakika 120.dakikada EGF
grubu ile karsilagtirlldiginda pERK/ERK ekspresyonunda anlamli artig saptanmistir
(P<0.05). EGF’nin 120. dakikadaki grubuna goére 120.dakika CCh grubunda
pERK/ERK ekspresyonunda inhibisyon belirlenmistir (P< 0.05).

6.8. K562 hiicrelerinde c-fos ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin zamana bagh
etkisi

Karbakol ve EGF ile 30, 120, 240 dakika muamele edilip toplanan ve -80°C’ da
dondurulan hiicrelerden hiicre 6ziitleri hazirlanlandi. Proteinler western emdirimi ile
membranlara aktarildi. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda c-fos antikoru kullanilarak
analiz edildi. K562 hiicrelerinde, karbakol ve EGF’nin c-fos protein ekspresyonuna
zamana bagl etkisi Sekil 21°de gosterilmistir. Sonuglar 4 deneyin ortalamasi alinarak

+ standart hata (SD) seklinde gosterildi. (Sekil 21).

c-fos: 62 kDa

[B-aktin: 47kDa B ey e — e
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Sekil 21: K562 hiicrelerinde, muskarinik ve EGR agonistlerinin c-fos protein
ekspresyonuna zamana bagl 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
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Karbakol ve EGF ile 30, 120, 240 dakika muamele edilen hiicrelerin zamana
bagli uyarilmasinda farkli cevaplar alinmistir. Hiicrelerin EGF ile 30 ve 120 dakika
muamelesinin 0. dakikaya gore azaldig1 belirlenmistir. Tiim gruplarda karbakoliin ve

EGF’nin zamana bagli anlamli bir etkisi olmadig: belirlenmistir.

6.9. K562 hiicrelerinde pERK/ERK ekspresyonuna, karbakol, EGF ve/veya
4DAMP’1n etkisi
Karbakol (1,100uM), EGF velveya 4DAMP ile 30 dakika muamele edilip

toplanan ve -80°C’ da dondurulan hiicrelerden hiicre 6ziitleri hazirlandi. Antagonist
agonistlerden 30 dakika Once kiiltlir ortamina eklenmistir. Proteinler western
emdirimi ile membranlara aktarildi. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda ERK ve
pERK antikorlari kullanilarak analiz edildi. K562 hiicrelerinde, muskarinik ve EGFR
agonist ve muskarinik antagonistin pERK ve ERK protein ekspresyonuna etkisi
Sekil 22’de gosterilmistir. Sonuglar 4 deneyin ortalamasi alinarak + standart hata
(SD) seklinde gosterildi. (Sekil 22).

PERK/ERK,

p44-42

Serumsuz Cchlpng Cch 100pA1 4DAMPY ADAMP EGF16pm Cch 100pm+ Cch 1um+

Ceh100,0 EGF16nM EGF16nM

Sekil 22: K562 hiicrelerinde pERK/ERK ekspresyonuna, karbakol (1uM, 100uM)
EGF ve/veya 4DAMP’1n etkisi.

Farkli konsantrasyonlarda karbakol (1uM, 100uM) ve EGF ve/veya 4ADAMP
ile 30 dakika muamele edilen hiicrelerde 1 uM karbakol varliginda pERK/ERK
ekspresyonu kontrole gore azalirken, 100 uM karbakol ile muamele edilen

hiicrelerde artmistir. Karbakol ve 4DAMP birlikte muamele edildiginde kontrole ve
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sadece 4DAMP ile muamele edilen hiicrelere gore azalmistir. Ancak bu azalma

istatiksel olarak anlaml1 degildir.

6.10. K562 hiicrelerinde pPEGFR/EGFR ekspresyonuna, karbakol ve EGF’nin
etkisi

Karbakol (1, 100 uM) ve EGF vel/veya 4ADAMP ile 30 dakika muamele edilip
toplanan ve -80°C’ da dondurulan hiicrelerden hiicre 6ziitleri hazirlandi. Proteinler
western emdirimi ile membranlara aktarildi. Daha sonra 1:100 konsantrasyonda
pEGFR ve EGFR antikorlar1 kullanilarak analiz edildi. K562 hiicrelerinde,
muskarinik ve EGFR agonistlerinin pEGFR ve EGFR protein ekspresyonuna etkisi
Sekil 23’de gosterilmistir. Sonuglar 4 deneyin ortalamasi alinarak + standart hata
(SD) seklinde gosterildi. (Sekil 23).

DEGFR/
EGFR;170Da
X 20- J—
™ 20
w ——
W 1.54 ——
4 L T ]
(:9 1.0- I.I.I.l'.
o 0.54 wpeiee
0.0- :.:.:.:'. e [ S | OO

Serumsuz CCh oy spawpsc 4DAMP  EGF  cChioopds CCh 1M+
M 100 uM Ch1oo 16uM EGF16pM  EGF 16pM

Sekil 23: K562 hiicrelerinde pPEGFR/EGFR ekspresyonuna, karbakol (1uM, 100uM)
EGF ve/veya 4DAMP’1n etkisi (P>0.005).

Farkl1 konsantrasyonlarda karbakol (1uM, 100uM), EGF ve/veya ADAMP ile
30 dakika muamele edilen hiicrelerde pEGFR/ EGFR ekspresyonu higbir grupta

degismemistir.
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6.11. istatistiksel Analiz

Deneyler 4 kere tekrarlanmig olup GraphPad Prism 5.0 programinda One-way
ANNOVA ve Bonfferoni post test istatiksel analizleri kullanilmistir. Densitometrik

analizlerde LI-COR Image Studio 5 {icretsiz yazilimi kullanilmustir.
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7. TARTISMA

Noronal olmayan hiicrelerde de asetilkolin ve reseptdrlerinin hiicreler arasi
sinyal iletiminde onemli oldugu belirtilmektedir. Son yillarda kolinerjik sistemin
noronal olmayan hiicrelerdeki varligir ve onemi yliksek ilgi ve kabul gérmektedir
(Kawashima ve Fujii 2008, Wessler ve, Kirkpatrick., 2008). Muskarinik reseptorler
G protein kenetli reseptor ailesindendir (Miyazawa ve ark., 2003). Asetilkolin
reseptorleri sindirim sisteminde epitel hiicreleri , lireme sisteminde epidermisdeki
hiicreler , akciger zarinda mezotelyuma ait hiicrelerde ve endotel hiicrelerinde,
bagisiklik ve kas sisteminde ise monositler, graniilositler, alveolar makrofajlarda ve
mast hiicrelerinde bulunmaktadir (Sastry ve Sadavongvivad, 1978; Klapproth ve ark.,
1997; Wessler ve ark., 1998).

G protein bagl reseptorler, EGFR’lerin gecici olarak aktivasyonunu
indiikleyerek biyolojik yanitlara neden olacak sinyal yollaklarini aktive etmektedirler
(Prenzel ve ark., 2001). Cesitli ¢alismalarla farkli GPCR’lar aracili sinyal ileti
yolaklar1 ile MAPK sinyal yolagmin aktive oldugu onerilmektedir (Naor ve ark.,
2000). Cok sayida ¢alismada, EGFR’lerin ¢esitli GPCR’larin uyarilmasindan sonra
aktive oldugu gosterilmistir. Ancak farkli sinyal yollarinin farkli hiicre tiplerinde
kolinerjik ERK aktivasyonunda rolii oldugu o6nerilmektedir (Daub ve ark., 1996;
Daub ve ark., 1997).

Bircok GPCR'nin ve mAChR’lerin sinyal iletiminin 6nemli oldugu
EGFR’lerinin gegici aktivasyonu ile gesitli sinyal yollar1 {izerinden MAP kinazlari
devreye sokabilir (Daub ve ark., 1999; Daub ve ark., 1997; Amos ve ark., 2005,
Cheng ve ark., 2007, Cheng ve ark., 2003; lwasaki ve ark., 1998). M3 mAChR
farkli tipte kanser hiicrelerinin hiicre ¢ogalmasi, yasamin idamesi, enflamasyon,
anjiyogenez, invazyon, ve migrasyonu ile iligkili bircok sinyal ileti yolagim
indiikledigi gosterilmistir. Bu kanser hiicrelerinde M3 reseptorleri ile aktive olan
anahtar onkojenik hiicresel mekanizmalarin bazilar;; EGFR/MAPK yolag: (biliylime
ve hiicre ¢ogalmasi), PI3K/Akt yolagi (yasamin idamesi ve apoptoz karsit), beta
katenin/Wnt yolag1 (ivazyon ve go¢) ve NFkB yolagidir (pro inflamasyon ve
kemotaktik).
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M3 reseptorleri ile EGFR’nin gecici aktivasyonu kolon kanser hiicre
¢ogalmasinda MAPK yolagini uyarmaktadir (Cheng ve ark., 2003). Kii¢iik hiicreli
akciger kanserin (SCLC) de darifenasin ile M3 reseptorlerinin inhibisyonu MAPK
yolaginin aktivitesini azalttigr ve invitro ve in vivo timor biiyiimesini baskiladigi
gosterilmistir (Song ve ark., 2007). ADAMP ile M3 reseptoriiniin spesifik inhibisyonu
ve Mj reseptorii knock down olan MCF-7 meme kanser hiicrelerinde MAPK
fosforilasyonunun baskilandig1r gosterilmistir (Schmitt ve ark.,, 2010). Insan
kanserlerinde, MAPK sinyal yolunun PI3K bagimli feedback mekanizmasi ile aktive
oldugu da onerilmektedir (Carracedo ve ark., 2008). Onceki c¢alismalarda M3
muskarinik reseptoriiniin  EGFR’leri aracilifiyla MAPK yolagi ile etkilestigi
belirtilmektedir (Slack, 2000). MAPK sinyal ileti yolaginin prostat kanserinde M3
muskarinik reseptorler aracili sinyal iletisinde kilit mekanizma olabilecegi
belirtilmektedir (Liqiang ve ark., 2016). Biiylime faktorleri ve onlarin reseptorlerinin
kanser hiicre ¢ogalmasinda ve tiimor biiyiimesinde onemli roller oynamaktadir. Bu
bulgular in-vivo da kolinerjik agonist ile uyarilan tiiméor gelisiminde EGFR ve EGFR
sonrasi sinyal yollarmin roliinii teyit etmistir. Insan kolon kanser hiicrelerinde,
kolinerjik agonist muskarinik reseptor etilesimi sonucu dolayli olarak EGFR ile
etkilesime neden olarak MAPK sinyal yolagimi aktive ettigi gosterilmistir. Bu
hiicrelerde MAPK sinyal yolaginin hiicre ¢ogalmasi ve timdor invazyonuna neden
oldugu belirlenmistir (Cheng ve ark., 2003). EGF, meme, akciger ve karaciger
kanseri gibi bir¢ok kanser tipinde EGFR’lerinin ekspresyonlarinda artisa neden

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

Son yillarda yapilan c¢alismalarla, kolinerjik uyarimla MAP kinaz sinyal
iletisinde epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin  anahtar oyuncu oldugu
belirtilmektedir. Biiylime faktorii ile EGFR’niin uyariminin reseptdr tirozin kinaz
ailesine ait kinazlar da dahil olmak iizere c¢esitli sinyal yollarii aktive ettigi
belirtilmektedir.

Kolinerjik uyart ile EGFR nin geg¢ici aktivasyonu ve MAP kinaz yolaginin
uyariminin kanserle ilgili olan hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesinde 6nemli rolii
oldugu belirtilmektedir (Metzger ve ark., 1989). Metzger ve arkadaslari, hiicre
gociinii diizenleyen yapiyida gostermislerdir (Metzger ve ark., 1989). Kolinerjik
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uyarimla EGFR’nin gecici aktivasyonu giiniimiize kadar ¢esitli hiicre tiplerinde
incelenmistir. Ornegin, insan embriyonik bobrek (HEK) hiicreleri ya da COS7
hiicreleri reseptor ¢alismalari i¢in kullanilmistir (Daub; Wallasch ve ark., 1997,
Lopez-llasaca; Crespo ve ark., 1997; Stirnweiss; Valkova ve ark., 2006). Kolinerjik
sinyaller cilt katmanlar1 i¢inde hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi icin keratinositler ve
diger hiicre tipleri arasinda gecisde onem 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) hiicre gociini
engelledigide gosterilmistir (Chernyavsky ve ark., 2004).

Muskarinik reseptorler mitojenle aktive olan protein (MAP) kinaz yolaginda
ERK fosforilasyonunu uyarmakta ve etkinlestirmektedir (Ashkenazi ve
Ramachandran, 1989; Belcheva ve ark., 2002; Gutkind, ve ark., 1991; Qian ve ark.,
1995).

K562 hiicrelerinde yaptigimiz deneylerde farkli konsantrasyonlarda karbakol ve
EGF ile 30 dakika muamele edilen hiicrelerde pERK ekspresyonunda herhangi bir
degisim belirlenmedi. Karbakol ve EGF ile 30, 120, 240 dakika muamele edilen
hiicrelerin zamana bagli uyarilmasinda farkli cevaplar alinmistir. Kontrol
grububunun 240. dakikasina gére CCh 240. dakikada inhisyon belirlenmistir.
EGF’nin etkisinde ise 0.dakika 120.dakikada EGF grubu ile karsilastirildiginda
PERK/ERK ekspresyonunda anlamli artis saptanmistir. EGF’nin 120. dakikadaki
grubuna goére 120.dakika CCh grubunda pERK/ERK ekspresyonunda inhibisyon

belirlenmistir.

Cabadak ve ark. Onceki c¢alismalarinda, %1 veya %10 serumlu ortamda
karbokole maruz kalan K562 hiicrelerinde DNA sentezinin inhibe oldugu
gosterilmigtir (Cabadak ve ark., 2011). Karbakoliin 24.saatteki inhibe edici etkisinin
atropin ve 4DAMP ile geri ¢evirildigi gosterilmistir (Cabadak ve ark., 2011). Ancak
Serumsuz ortamda karbakol’un K562 hiicre ¢ogalmasini uyardigi (DNA sentezinin
arttig1) gosterilmistir (Cabadak ve ark., 2011).

Farkli konsantrasyonlarda karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen
hiicrelerde c fos ekspresyonu 1 uM karbakol varliginda kontrole gore artarken, 100

uM karbakol ile muamele edilen hiicrelerde c-fos ekspresyonunda kontrole gore

57



azalma egilimi goriilmiistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda EGF ile muamele
edilen hiicrelerde ¢ fos ekspresyonu artma egilimindedir ancak aradaki fark anlamli

bulunamamustir (P>0.005).

EGF ailesinin ligandlar1 HaCaT (human epidermal keratinocytes) hiicre
cogalmasinin ve farklilagsmasinin onemli regiilatorleri oldugu gosterilmistir (Maas-
Szabowski ve ark 2003). HaCaT hiicre lerinde CCh ve EGF ile ERK’in aktivasyonu,
EGFR kinaz inhibitérii PD 153035 ile ERK fosforilasyon seviyesinin azaldigi
gozlenmigtir. K562 hiicrelerindeki bu ¢alismada ise CCh, EGF ve inhibitérler ERK
ekspresyon diizeyinde herhangi bir degisime sebep olmamistir. Ayrica, EGFR’nin
ekspresyonunda ve fosforilasyonunda degisimin istatiksel olarak anlamli olmadig:

belirlenmistir.

McCole ark, bagirsak epitel hiicrelerinin CCh, EGF ve TGF-alfa ile
uyarilmasmin  diisik derecede EGFR fosforilasyonuna neden oldugunu
gostermiglerdir (McCole ve ark., 1996). Bu g¢alismada ise K562 hiicrelerindeki

bulgularimizda herhangi anlamli degisim belirlenmemistir.

Farkli konsantrasyonlarda karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen
hiicrelerde EGFR ekspresyonu 1 uM karbakol varliginda kontrole gore artarken, 100
uM karbakol ile muamele edilen hiicrelerde EGFR ekspresyonunda kontrole gore
daha da fazla artis belirlenmisir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda EGF ile
muamele edilen hiicrelerde EGFR ekspresyonunda kontrole gore inhibisyon egilimi
goriilmiis ancak bu degisim anlamli bulunamistir. PD153035 inhibitorii ve/veya
karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen hiicrelerde pERK/ERK ekspresyonu
karbakol ve PD153035 varliginda kontrole gore artma egiliminde iken diger
gruplarda degisim gozlenmemistir ve gruplar arasinda anlamli fark bulunamamistir.
Wortmanin ve/veya karbakol ve EGF ile 30 dakika muamele edilen hiicrelerde
pERK/ERK ekspresyonu serumsuz grupla karsilastirildiginda artis egilimi olmasina

ragmen anlaml degildir.

Sonug olarak, bu ¢alismada K562 hiicrelerinde EGFR, ERK, c-fos ekspresyonlari
belirlenmistir ancak EGF, CCH, 4-DAMP, PD153035 inhib6torii ve wortmanin’in

EGFR, ERK, c-fos protein ekspresyonunda anlamli degisime neden olmamustir.
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ps-4 insan kronik myeloid eritroldsemi hiicrelerinde epidermal growth faktdriin ve
kolinerjik reseptOr agonist ve antagonistlerinin mapk sinyal iletimindeki rolii 1selda
giiler, 2banu aydin, 3hiilya cabadak Imarmara iiniversitesi ,tip fakiiltesi,biyofizik,
34854, maltepe,istanbul seelda@live.com kolinerjik sistem aracili aktive olan map
kinaz sinyal kaskadinda anahtar oyunculardan biri epidermal biiylime faktor
reseptoriidiir. epidermal biiylime faktor reseptdrii tirozin kinaz ailesi {iyesi olup bu
reseptorler cesitli sinyal yollar1 ile aktive olmaktadir. farkli arastirmacilar ¢esitli g
protein kenetli reseptorlerin uyarimindan sonra epidermal biliyiime faktor
reseptorii’nun aktive oldugunu Dbelirtmislerdir (1,2). insan kronik miyeloid
eritrolosemi hiicre soyu ile yapilan ¢alismalarda m2, m3 ve m4, muskarinik reseptor
alt tipleri gosterilmistir. muskarinik agonist karbakol serumsuz kiiltiir ortaminda
hiicre c¢ogalmasini uyarmaktadir. serum varlifinda ise hiicre ¢ogalmasi inhibe
olmaktadir. ayrica eritrolosemi hiicre soyu olan k562 hiicrelerinde muskarinik
reseptor aracili pkc, no, camp, c-fos ve ca2+ ¢alismalari ile reseptoriin fonksiyonel
oldugu belirlenmistir (3,4). bu ¢alismanin amaci insan eritroldsemi hiicrelerinde
epidermal biiylime faktorii ve muskarinik reseptor agonisti karbakol’un mitojenle
aktive olan kinaz (mapk) aktivasyonunda roliinii belirlemektir. attc’den alinmis k562
hiicreleri 24 h serumsuz ortamda kiiltur edildikten sonra kolinerjik agonist karbakol,
epidermal biliylime faktorii, karbakol ve epidermal biiyiime faktorii ile farkl siireler
uyart yapilmistir. inkiibasyondan sonra hiicreler toplanarak homojenatlar
hazirlanmistir. mapk aktivasyonunu saptamak iizre erk/perk ekspresyon diizeyleri
belirlenmistir. farkli hiicre gruplart %12’lik sds-page jelinde yiiriitiildiikten sonra
western blot yOntemi ile memranlara aktarilmistir. erk, perk antikorlar1 ile
etkilestirilerek veriler elde edilmistir. kolinerjik sistem aracili erk aktivasyonunda
epidermal biiyiime faktoriiniin rolii erk/perk protein ekspresyon diizeyinde
belirlenmistir. insan kronik miyeloid eritrolésemi hiicre soyunda karbakol zamana
bagl olarak perk/erk ekspresyonunda artis belirlenirken epidermal biliyiime faktorii
ile 30 dakikada ekspresyonun inhibe oldugu belirlenmistir. muskarinik reseptor
aracilt mitojenle aktive olan protein kinaz aktivasyonunda epidermal biiylime faktor
(egf)’ roliiniin belirlenmek iizere agonist, antagonist ve/veya epidermal 17 biiylime
faktorii ile kombine yapilan deneylerde kontrol grubuna gére muskarinik m3 reseptor

antagonisti  4damp perk/erk ekspresyonunu = azaltmistir. muskarinik m3
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reseptorlerinin antagonist ile kapatilmasi erk ekspresyonunu etkilemistir. ayrica tek
basima egf de perk/erk ekspresyonunu azaltmistir. karbakol ile karbakol ve egf
karsilastirildiginda ise daha fazla inhibisyon belirlenmistir. bu ¢alisma hem kolinerjik
hem de epidermal biiylime faktor reseptorlerinin insan kronik miyeloid eritrolosemi
hiicre soyunda da mapk yolaginda etkileri oldugunu gostermistir anahtar kelimeler:
k562 hiicreleri, mapk, bliylime faktor tesekkiir: bu ¢alisma marmara tiniversitesi tip
fakiiltesi biyofizik anabilim dali 6grencisi selda giiler’in yiiksek lisans tezi olarak
kabul edilmistir 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, aydin 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 aydin, 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.

77



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Selda Soyadi Giiler
Dogum Yeri Emindni Dogum Tarihi 31/05/1989
Uyrugu T.C Tel 05344842578
E-mail seelda@live.com Ev Tel 02125948153
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet yili
Y.Lisans Marmara Universitesi 2013-2016
Lisans Istanbul Universitesi 2013
On Lisans Aydm Universitesi 2016
Lise Plevne Anadolu Lisesi 2004
Yabanci Dilleri Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Ingilizce Iyi Orta Iyi
Sayisal Sozel Esit Agirhk
Ales Puam 70,564 62 62,627

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Temel ve ileri ofis programlari

Iyi

78







