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1. GiRIS

Hiicre membraninin i¢ yilizeyinde bulunan, ylizey
reseptdrleri ile efektdr enzim sistemleri arasindaki
badlantiyi sad§layan, hiicre igi sinyal iletimine aracilik
eden ve guanin niikleotitleri baglayan protein tilirlerine

G proteinleri denir.

1.1 G Proteinlerinin gesitleri :

G proteinlerinin birgok gegiti bulunmakta wve
tanimlanan G protein sayisi giderek artmaktadir. Bunlar
iginde ilk bulunan ve &zellikle en ayraintilia incelenmis
olan G proteini, adenilat siklaz enzimini uyarici igleve
sahip Gg'tir (1). B-adrenerjik reseptérlerle baglantali
olarak gorev yapan Gg'in yanisira o-adrenerjik resep-
t6rler ve muskarinik reseptdrlerle baglantila olarak
galigan, adenilatsiklaz'in inhibisyonuna (2) ve Kt kanal-
larinin agilmasina yol agan G4(3) retinal hilicrelerine
diigen fotonun g&rmeyle sonuglanan uyari potansiyeline
déniigmesini sadlayan transdiisin (Gg) (4) ve G4 1ile
birlikte beyinde Catt ve K' kanallarinin diizenlenmesinde
rol oynayan Gg (5) baslica G proteinleri arasinda yer

alirlar (Tablo 1).



Tablo 1 : Bazi G proteinleri ve efektdre getirdigi
sinyalin hiicre Gzerindeki fizyolojik etkileri.

Uyaran Hedef Hiucre G Efektor Etki
Reseptdr Tipi | Protein
Epinefrin Yag Gg Adenilat Yadlarain
Glukagon (B~adrenerjik) siklaz yikima
Epinefrin Karacider Gg Adenilat Glikogen
Glukagon (B-adrenerjik) siklaz yikimi
Epinefrin Kalp Gg Adenilat | Kasilma hiz
(B-adrenerjik) siklaz ve giliclinde
artis
Asetilkolin Kalp Gji K* kanali | Kasilma hiz
(muskarinik) ve gliciinde
azalma
Enkefalin Beyin Gi/Ggp |Cat*ve K' | Elektriksel
néronlaria kanallara etkinlikte
dedisme
Isak Retina Gt cGMP Isagan
{rodopsin) fosfo- algilanmasa
diesteraz

1.2 G Proteinlerinin Yapasa

G proteinleri, ras

ve

.
*

protein sentezinde rol alan elongasyon ve

ras'a benzer proteinlerle,

inisiyasyon

faktdrlerini de kapsayan GTP badglayici genig bir protein

grubunun bir idyesidir (6,

7).

G proteinlerinin g¢ok gegidi

olmakla beraber, bu

dedJisik G proteinleri yapisal ve fonksiyonel benzerlikler

gosterirler

(8).




G proteinleri a, B8 ve y altbirimlerinden olugurlar.
G proteinleri arasinda farkliligi o altbirimi belirle-
mekle beraber, G proteinlerinin B ve ¥ altbirimleri

arasinda da yapisal farkliliklara rastlanmigtir.

1.2.1 o altbiriminin yapaisi :

g—-altbirimi guanin nilikleotitlerini yliksek affinite
ile baglar. Ayrica a-altbirim; kendi yapisindan
kaynaklanan GTPaz aktivitesine adenilat siklaz ve
fosfolipaz C'yi etkileme kapasitesine de sahiptir (9).

o-altbiriminin Ustiindeki bdlgeler guanin niikleotit,
By kompleksi, reseptdr, efektdr, hlicre membrani ve heniiz
anlagilmamig vyapilarla da etkilegir. Etkilesimlerin
gegitlili§i gdzdniine alindidinda, belli bir G protein a
alt tipine ait amino asit dizisinin tiimliyle korunmug
olmasi gagairtici degildir. o-altbirimlerinin belirli
bslgeleri yiiksek diizeyde korunmugken ( > % 90), digerleri
o alt tipe Ozgidiir (korunum < % 60). Az korunumlu olan
btlge reseptdr ile efektdr baglanmasi gibi protein-
protein etkilegmesinde yer alirken, ¢ok korunumlu olan
bélge, GTP baglama ve hidrolizleme gibi ortak

fonksiyonlari sadlayan bélgedir (10). a-altbirimlerinin



yapisi ile fonksiyonu arasindaki baglanti g¢ok arasg-
tirilmis olmasina kargin tam olarak anlagilmamistir. SDS-
poliakrilamit gel elektroforezi sonucu a-altbiriminin
39-52 kDa. arasinda de§isen bir agirliga sahip oldugdu

saptanmigtar.

1.2.2 8y Kompleksinin Yapisi :

B ve y altbirimleri birbirine bagli olmakla beraber
bu badlanma By kompleksinin iglevini gergeklegtirebilmesi
igin yeterli de§ildir. Cesitli G proteinleri arasinda yer
degistiren By kompleksinin reseptdrlerle direkt etkilegime
girip girmedidgi heniiz agikliga kavugmamistar.

By kompleksi su olaylarda yer alir :

1. G proteinlerinin GDP'den ayrilmasini baskilar.

Bbylece o-altbirimini inaktif durumda birakir.

2. G proteininin reseptdre yliksek ilgiyle baglanma-

sini sadlar.

3. Bazi efektdrlerin diizenlenmesinde rolii oldugu

tahmin edilmektedir.

4. Hicre membranina baglanmaktadir.

1.2.2.1 8 Altbiriminin Yapasa :

Memelilerin 8 altbirimi 340 amino asit dizisinden
olugsur. Bunlar da tekrarlanan sekiz b&lgeden herbiri 40
amino asit igerir. SDS-PAGE'in sonucu molekiil agirliginin

35-36 kDa. arasinda dedistigi gézlenmigtir (11).



1.2.2,2 v Altbiriminin Yapaisi :

v altbirimi 70 amino asitten olugur ve 5-10 kDa.
molekiil afirlifina sahiptir. y altbiriminin karboksil
ucunun tetrapeptit bélgesinde translasyon sonrasi
iglemler gergeklegir, bu da By kompleksinin membrana
baglanmasinda Onem tasir (12).Bu bolge ayni zamanda
a-altbirimi ve reseptdrle etkilesgir (13-15).

o, B ve vy altbirimleri elde edildikleri tiir ve dokuya
gbre, translasyon sonrasi yapisal dedisimlere bagla

olarak farklilik gésterirler.

1.3. G proteinlerinin Galigma Mekanizmasi :

Uyarilmamig G proteini altbirimlerine ayrilmamis bir
yapi diizenindedir. Bu yapi diizeninin kararlilidina GDP'de
yardimci olmaktadir. Reseptdre 6zgiin ligand baglandiginda
G proteininin GDP'ye olan ilgisi azalirken GTP'ye olan
ilgisi yiikselir. Bu durumda G proteini GDP'yi serbest
birakirken GTP'yi badlayarak By altbirimlerinin
G proteininden uzaklagmasina neden olur. Bu durumdaki
G proteinine aktif G proteini denir. Aktif G proteini
(Gg—GTP) etkiliyecedi enzime giderek baglanir.Fakat Ggy

altbiriminin dodal GTPaz etkinligi G proteini {izerindeki



GTP molekiiliini hidrolize ederek GDP'ye doniigtiirdr.
Gy-GDP kompleksinin enzime olan ilgisinin azalmasi bu
kompleksin enzimden ayrilmasina yol agar. Enzimden
ayrilan Gg.GDP kompleksi By altbirimleri ile birlegerek

Gg-GDP-By inaktif formuna doner (Sekil 1) (16-18).

N

G aGDP. E
H. R. G. GDP
Pi H.R GTP

E
GBy
H0 G o.GTP. E* H+ R\
G a.GTP /

Sekil 1: Sinyal dénigimil ve G protein Déngusi.
H, hormon ; R, reseptdr ; H.R., hormon-reseptdr
kompleksi ;G, G aBy (G proteininin a,8 ve ¥
altbirimlerinden olugsan oligomerik sekli):; E,
efektdr ya da enzim; E*, efektdriin aktiflasmig
sekli.

G. GDbP

GDP



Tek bir reseptdr birgok G proteinini etkileyebildigi
gibi bir g¢ok reseptér de tek bir G proteinini etki-
leyebilir. Ayni zamanda tek bir G proteini de farkla

enzimleri etkileyebilir.

1.4. G Proteinlerinin Adenilat Siklaz Aktivitesinin
Kontrolundeki Rolua :

Reseptdrler, stimulatory (uyarici) Gg proteini ve
inhibitory (baskilayici) Gi{ proteini araciligiyla
adenilat siklaz aktivitesini kontrol ederler (19, 20).
B-adrenerjik agonistler (21), Dopamin (22), izoproterenol
(23), glukagon (24), ACTH, LH  (25) gibi uyarica
reseptdrlere baglanan ligantlar Gg'i etkiliyerek adenilat
siklaz'as aktive eder wve  hiicre igi cAMP derisimini
arttirirlar. Opioid peptitler (26), asetilkolin (27) ve
f-adrenerjik reseptdre baglanan epinefrin gibi inhibe
edici reseptérlere badlanan ligantlar Gj'yi etkiliyerek
adenilat siklazi inhibe eder ve hiicre igi cAMP derigimini

azaltirlar.



1.5. G Proteinleri Aracilidiyla iyon Kanallarinin
Kontrolia :

Atriyal hiicrelerinde, muskarinik asetil kolin
reseptoriiyle Kt kanallarinin kontroliinde pertussis
toksinine duyarli Gi{ veya Gg proteinleri éra01 olmak-
tadir. Muskarinik reseptér agonistleri Gj'nin GTPaz
aktivitesini arttararlar. G{'nin pertussis toksini ile
ADP ribozillenmesi bu etkiyi ortadan kaldairir (28-30).
Ote yandan IP3 ve GTP'nin hiicre ig¢i depolardan kalsiyum
salinimi kontroliinde Sneml i rollere sahip oldudu
anlagilmigtar (31, 32). Inositol lipid metabolizmasina
aracilik eden farkli bir G protein oldugu diiglinlilmliig ve
Gp olarak adlandarilmigtir. Ozellikle cAMP ve Catt iyon-
larinin sinerjistik etki yapti§i karacider, kalp gibi
dokularda fosfolipaz C aktivasyonu ve adenilat siklaz
inhibisyonuna farkli G proteinlerinin araci olabilecedi

diigiinlilmektedir (33, 34).

1.6. G Proteinlerinin Cesgitli Bakteri Toksinleri Ile ADP-
Ribozillenmesi.

Gesitli bakteri toksinleri G proteinlerini etki-
leyerek ADP-ribozillenme reaksiyonunun olugumuna neden

olurlar. Ornedin kolera toksini Ggqo, bogmaca toksini ise



Giq'ya NAD molekiilliniin ADP-riboz grubunu kovalent bigimde
baglanmasini katalizler. Ggg'nin ADP-ribozillenmesi ile

Gg, GTPaz etkinligini yitirir ve bdylece GTP hidrolizlen-

’
mediginden efektdr enzim silirekli uyarilmig gekilde kalar
(35-37). Gjg'nin ADP-ribozillenmesine neden olan bogmaca
toksini ise G; {izerinde gergeklegsen GDP/GTP de§isimini
engeller, Gi'yi inaktif konformasyonda kilitler

btylelikle adenilat siklaz dolayli olarak aktif durumda

kalsr.

1.7. G Protein Ailesinin Dedigik Bir Temsilcisi : Ras
Proteni p21 :

G proteinlerinin &nemli temsilcilerinden olan ras
proteini, p21 dider G proteinleri gibi hilicre membraninin
ig ylizeyinde bulunur. Ancak p2l, o, B ve y altbirimlerine
sahip olan difer G proteinlerinden farkli olarak 21.000
Da. adirlidinda tek bir polipeptit zincirinden olugur; Bu
nedenle de p21 ©olarak adlandirailmigtir. Mitojenik
sinyallerin hiicre ig¢ine iletisinde rol oynayan ras

proteininin GTPaz etkinlidini ortadan kaldiran baza
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mutasyonlar kanser olugumuna yol agar (38). GTPaz
etkinligini yitirmis ras proteininin, tipki bundan &nceki
bahsedilen ADP-ribozillenmig Ggy gibi 6zgln efektdr
sistemi kalici olarak uyardidi ve bdylece hiicreyi siirekli
mitojenik uyara altinda tuttugu  digiinilmektedir.Bu
gekilde bir onkogene déniismiis ras geninin insanda
kargilasilan pek ¢ok kanser tiirinde rol oynadid:
saptanmigtir (39). Bbylece gerek kolera toksininin
etkisi, gerekse mutant ras proteini Ornedi efektdr
sisteminin etkinlidinin transdiikleyici G proteinleri
tarafindan ince ayarainin hiicre ve organizma igin tasgidiga

6nemi ortaya sermektedir.

1.8. G Proteinlerinin Farkla Dokulardaki Dagilimi :

Hiicre ig¢i tasgainim, salgilama gibi birgok fizyolojik
olayin diizenlenmesinde yer alan G proteinleri a, B ve Y
altbirimlerinden olugsurlar. Guanin niikleotit baglama
btlgesini igeren a-altbiriminin farkli G proteinlerinin
8zgiinlliglinli belirledidi, reseptér ve efektér proteinleri
ile etkilesiminden sorumlu oldugu, birbirlerine sikica
baglanmis olan 8 ve ¥ altbirimlerinin ise farkli G
proteinleri arasinda dedig tokug edildidi diistinilmektedir
(40)
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Gg—altbirim genlerinin belli bir doku ya da hiicre
tipindeki ekspresyonunu kargilagtirmali olarak inceleyen
az sayida arastirma vardir.Gg, Gails Ggi2 Vve Ggi3
genelrinin kodlayan cDNA'lari kullanildidar bir galismada
(41), bu genlerin mRNA'larainin olfaktér néroepitel,
beyin, bdbrek, karaciger, akcider, kalp ve bagirsak
dokularinin hepsinde saptandi§i, ancak miktarlarainin
dokuya &zgiin bir bigimde de§igtigi belirtilmigtir. Ggg en
¢ok kalp ve bobrek dokusunda, Ggg beyin, bdbrek ve
badirsakta Ggij beyin ve Dbobrekte yiiksek miktarda,
olfaktdér, karaciger ve kalp dokularinda az miktarda
saptanmigtir. Buna karsgin, Ggjio2'in en ¢ok akcigerde Ggi3
mRNA'sinin ise beyin digsinda biitiin dokularda
sentezlendidi belirlenmigtir.

Garibay ve ark. (42)'da Ggi2, Ggi3z Ve Ggq
mRNA'larinin sigan dokularinda, insan ve sigan hiicre
hatlaranda farkla miktarlarda bulundu§unu gézlemiglerdir.

Gog'va kargia gelistirilmis antikorlarin kullanildiga
immiilnolojik bir galigmada da Gpg'nin evrim boyunca ve en
cok néral dokulara lokalize oldugu gOsterilmistir (43).
Ancak, ayni c¢aligmada Gg'ain karacider, kalp ve b&brek
gibi periferal dokularda da az miktarda bulundugu

belirtilmektedir.
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1.9. G Proteinlerinin Klinik Agidan Onemi :

Bir g¢ok fizyopatolojik olayda G protein altbirim-
lerinin anormal ekpresyonu vya da iglev bozukludunu
tanimlayan c¢alismalar yayinlanmigtir. Bu galigmalaran
birgojunda G protein anomalilerinin hastalik olusum
mekanizma31nda dénemi aciklikla belirtilmemis oldudundan,
bu de§isikliklerin hastalida bagli ikincil degigiklikler
oldugu diigliniilmiistiir. Ancak, asgadida kisaca dedinilen
drneklerde G proteinlerinin ekspresyonunda ve iglevinde
olan bozukluklarin hastalik mekanizmasinda potansiyel
6nemi oldudu diisiintilmektedir.

G proteinlerinde dzglin bir bozuklugun yol agtigi
hastaliklar arasinda kolera ve bodgmaca sayilabilir.
Oliimciil ishalle seyreden kolerada vibrio cholera toksini
etkisi ile Ggg proteininin ADP ribozillenmesi sonucu,
GTPaz etkinligi azalmakta, Gg geriye donilislimsliz bir
gekilde wuyarilmakta, adenilat siklazin slirekli aktif
kalmasi sonucu hiicre igi cAMP derigimi artmaktadir.
Bogmacaya yol agan bordatella pertusis de bir toksin
salgilar. Bu toksinin ADP ribozilledidi G proteini Gj
dir. G;'nin ADP ribozillenmesi cAMP artigsina yol
agmaktadir. Bodmacanin bazi klinik belirtileri toksinin

Gi'yi baskilamasina badlanabilir.
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G proteinlerinin endokrin sistem bozukluklarindaki
rolleri birgok aragtirmaci tarafindan incelenmistir.
Hipertiroid siganlarda Ggj ekspresyonunda bir artas
gbzlenmigtir. Ostrojenik steroid hormonlarinin G protein
islevini de§istirdigini ileri siliren bir g¢ok ¢galisma
mevecuttur. Diabetes mellitus'ta G protein iglevinde
bozukluklar saptanmigtir. Ornedin, insiiline badli olmayan
diabetik hastalarin platelet membranlarinda oa-adrenerjik
ajanlarin yol agtidi inhibisyonda artigla birlikte Ggi2
ve Ggi3 miktarlarinda azalma gﬁzienmigtir. Son yillarda
yliriitiilen bazi arastirmalar G proteinlerinin insiilin
salgilanmasinin diizenlenmesinde rol oynadigini
diisiindiirmektedir.

o-altbirimlerinin mutasyonlar sonucu etkinlegmeleri
ve normal o-altbirimlerinin asgiri ekspresyonlari ile
biiylime ve neoplazi arasinda bag§lanti kurulmaktadir. G
proteinlerinin ayrican timér invasyonu ve metastazlarda
tnemli rol oynadiklari diiglinilmektedir.

G proteinlerinin noéropsikiyatrik bozukluklarin bir
kisminda rolleri oldugunu diigindiiren 'birqok calisma
vardir. Etanol, opiatlar ve kokain gibi birgok ilacin
kronik kullaniminin G proteinleri iglevinde bozukluda yol
agmasi, G proteinlerinin ilaglara tolerans mekanizmasi
agisindan &nemi oldudunu diiglindiirmektedir. Ilaglara

badimlilik olayinda G protein iglevinde ikincil degisik-
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liklerin rol oynamasi olasidir. Psikiyatrik bozukluklaran
bazilarinin d&rnedin, gizofreni G protein anomalilerine
bagli oldugu ileri slirtilmiisse de, giniimiizde bunu

destekleyecek bulgular yetersizdir (44).
1.10 Tezin Amaca :

Guanin niikleotitlerinin badlayan G proteinleri hiicre
zary tarafindan alainan sinyallerin hiicre igi sinyallere
déntigtiirtilmesinde g&rev alan heterotrimerik proteinler-
dir. Hiicre igi taginim ve salgilama gibi birgok
fizyolojik olayin diizenlenmesinde etkin olan G protein-
lerinin, hilicre bliylime ve farklilagmasinda diizenlenmesinde
de katkida bulundugu go&sterilmigtir. G protein ekspres-
yonundaki' bozukluklarin bazi hastaliklarin olugumunda
potansiyel 6nemi oldudu diigiinilmektedir.

G proteinlerinin farkli dokularda farkli miktarlarda
dagildidini gdsteren birkag galigma mevcuttur. G protein-
lerinin farkli dokulardaki dagiliminin Dbelirlenmesi
islevsel rollerinin acikliga kavusmasi agisindan
6nemiidir.

Bu tez <c¢aligmasinda, G proteinlerinin guanin
nilkleotit badlama etkinliklerinin ve miktarlarinin beyin,

mide ve kalp dokularinda kargilastirilmasi amaglanmigtair.
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1 Kinmyasal Maddeler

Akrilamit

Amonyumpersiilfat

Asetikasit (Glasiyal)
Bisakrilamit

Sifir Serum Alblimini

Bromofenol Blue
Bromochloroindolyl Fosfat (BCIP)
Kalsiyum Klorir

"Coomassie™ Parlak Mavisi
Ditiyotiretiol (DTT)
Etilenediamintetraasetikasit (EDTA)
Folin

Gliserol

Glisin

Guanozin 5'-trifosfat (GTP)
Guanozin 5'-difosfat) (GDP)
Guanozin 5'—0—(2—tiyodifésfat)(GTPyS)
Hepes

Potasyum klorir

Lubrol

Metanol

Magnezyum kloriir

Sodyun klorir

Sodyumazid

Nonidet-P40

(Merck)
(Sigma)
(Merck)
(Sigma)
(Promega)
(Sigma)
(Promega)
(Sigma)
{(Merck)
(Anachemia)
(Sigma)
(Harleco)
(Merck)
(Merck)
(Sigma)
(Sigma)

(Sigma)
(Malinckredt)

(Sigma)
(Sigma)
(Merck)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)
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Nitrobluetetrazolium (NBT) (Promega)
Fenilmetilsiilfonilfloril (PMSF) (Sigma)
Ponso-S (Sigma)
2,5-difeniloksazol (PPO) {Sigma)
Sukroz (Sigma)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma)
Toluol (Merck)
Tris (Merck)
Tween—-20 (Promega)
B-Merkaptoetanol (Merck)
Sodyum deoksikolat (Sigma)
Antitavsan IgG (Fc). Alkalen {Promega)

Fosfataz Konjuge
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2.2 Radyoaktif Maddeler :

[358]GTPYS, Ozgiin etkinligi 1344 Ci/mmol, Dupont-New-
England Nuclear (Boston). '

2.3 Elektroforetik Analizde Kullanilan Standartlar:

Standartlar (Sigma) Molekiil Agairlada
B-Galaktosidaz 116.000 D.
Si1§ir Alblimini 66.000 D.
Yumurta Albiimini 45.000 D.
Karbonik Anhidraz 29.000 D.

2.4 Immunolojik Problar :

Prof.Alfred Gilman'an laboratuvarindan temin edilen
bzglin antikorlar kullanilda.

Antikor Antijen Amino asit Etkilegtigi
' dizisi Protein
P960 Sentetik | GTSNSGKSTIVKOMK Gg,
Peptid

2.5 Elektroforetik Geregler :

Bio—-Rad Minigel Aleti ve Elektroforetik Transfer aleti
kullanildz.
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2.6 Calismada Kullanilan Aletler :

pH metre (Hanna)

Manyetik Karigtirica (Hanna)

Su Banyosu (Kotterman)

Giig Kaynagi (Dan-Kar Corp.Reading)
Mikro Santrifiij Bioflij—B (Heraeus)

Vorteks {(Termolyne)

Sivi Sintilasyon Sayaci (Packard Tri-Carb 1500)
Ultrasantrifiij (Dupont—~Sorvall Combi)
Spektrofotometre (LKB)

Terazi {Oertling NA114)

Millipore Filtre Yikama Sistemi

2,7 Tampon ve (bézeltilerin Bilegimi :
Beyin Yikama Tamponu (A Cozeltisi)

10 mM Tris-HC1 pH 7.5
5 mM EDTA

Beyin Homojenizasyon Tamponu I (B Cdzeltisi)

10 mM Tris-HC1 pH 7.5
5 mM EDTA

300 mM Sukroz

0.1 mM PMSF

Beyin Homojenizasyon Tamponu II (C Coézeltisi)
10 mM Tris-lICl pH 7.5

2 mM EDTA
300 mM Sukroz
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TED Cézeltisi

mM Tris-HC1 pH

Kalp ve Mide Yikama Tamponu

30 mM Na-Hepes pH
10 mM EDTA

Kalp ve Mide Homojenizasyon

30 mM Na-Hepes pH
10 nM EDTA

250 mM Sukroz

0.1 mM PMSF

Kalp ve Mide Homojenizasyon
30 mM Na-Hepes pH

4 mM EDTA
250 mM Sukroz

[358S)CTPYS Seyreltme Tamponu

10 mM Tris-HC1 pH 7.5
10 mM DTT

Filtre Yikama Tamponu

20 mM Tris-HC1l pH 8.0
100 mM NaCl
25 mM MgCly

8.0

(D Cozeltisi)

7.5

Tamponu I (E Cézeltisi)

7.5

Tamponu II (F Cozeltisi)

7.5
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Ornek Seyreltme Tamponu

20 mM Hepes pH 8.0
1 mM EDTA
1 mM DTT

% 0.1 Lubrol

Elektroforez Tamponu (2 x)

Tris 12 gr.
Glisin 60 gr.
SDs 4 gr.

Distile su ile 2 lt'ye tamamlandi.

PAGE Ayragim Geli (% 10)

1.5 M Tris-HC1l pH 8.8 2.5 ml
% 10 SDS 100 pl
Akrilamit/Bisakrilamit (30:0.8) 3.35 ml
% 10 Amonyumpersiilfat 80 nl
TEMED 6 pl
Distile su 4 ml

PAGE Derigim Geli (% 4)

1 M Tris-HC1l pH 6.8 1.25 ml
% 10 SDS 100 ul
Akrilamit/Bisakrilamit (30:0.8) 1.3 ml
% 10 Amonyumpersiilfat 80 nl
TEMED 12 ul
Distile su 7.35 ml

Elektroforez Ornek Tamponu (4 x)

1 M Tris-HC1l pH 6.8
% 10 SDS

Gliserol

% 0.1 Bromfenolmavisi

EEEE

O W
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Gel Boyama (dzeltisi

$ 0.2 “"Comassie®™ mavisi
% 50 Metanol
% 10 Asetik asit

Gelden Boya Cikartma Cozeltisi

% 50 Metanol
% 10 Asetik asit

Transfer Tamponu (TB) pH 8.3

25 M Tris
192 oM Glisin
% 20 Metanol

Ponso-8 Boyama (Cdzeltisi

Glasiyal Asetik asit 2.5 ml
Ponso-S 0.05 gr
Distile su ile 50 ml'ye tamamlandia

Blok Tamponu

% 1 BSA
% 0.05 Tween-20
TBS Tamponu iginde hazirland:.

Tris-Tuz Tamponu (TBS)
37 mM NaCl

3 mM KC1l
25 mM Tris
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Lowry Karigimi :

Gozelti I : Na,CO3 20 gr.

0.1 N NaOH icinde 500 ml'de c¢éziildii.
Gozelti IT : EDTA 250 mg

0.1 N NaOH 200 ml

iginde c¢éziindlirtildil. ¢8zelti 1 ve ¢bzelti II
karigstiralip 0.1 N NaOH ile 1 lt'ye tamamlanda.

Birinocil Antikor Cozeltisi

% 3 BSA
% 0.2 Nonidet P-40
% 0.2 Sodyumazid
2 mM CaClg
00 mM NaCl
10 pl Anti-tavgan Gg
14 ml TBS igerisinde hazirlanda.

ikxincil Antikor Gdzeltisi
Anti-tavgan IgG-Fc alkalen fosfataz konjugat

TBS icgerisinde 7500 kez seyreltilerek hazirlandi.

Geligtirieci Tampon

100 mM Tris-HC1 pH 9.5
100 mM NaCl

5 mM MgCls
20 ml olarak hazirlandi ve
132 pl NBT

66 pul BCIP eklendi.
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2.8 Sigan Beyin Dokusundan Homojenat Eldesi :

Tim iglemler proteaz inhibitérii PMSF varlidinda O-
4°C'ta yliriitildii. Kafalari kesilerek sldiiriilen siganlarin
beyin dokusu hemen gikarilarak 0°C'taki A ¢&zeltisi igine
alindi, kan'dan araindirildi ve tartildi. Bir adirlik
birimine iki hacim B g¢dzeltisi eklenerek, doku kiigiik

pargalara kiyildi ve el poteri ile homojenize edildi.

2.9 Saigan Beyin Dokusundan Membran Kesimi Eldesi :
Homojenlesgmis doku DuPont-Sorvall Combi ultra-
santrifiijiinde T-875 tipi rotorla 30.000 x g'de 30 dak.
santrifiijlendi. Goékelek P-30 (1) C g¢&zeltisine alindi,
Teflon uglu homejenizatdrle 100 dev/dak'da homojenize edildi
ve 30.000 x g'de 45 dak. santrifiijlendi. Cdkelek P-30 (2) C
¢bzeltisi ile tekrar yikanarak ve 30.000 x g'de 60 dak.
santrifiijlendi, ¢okelek P-30 (3) ¢ok wufak hacimde C
cbzeltisi igine alainarak -70°C'ta saklandi. Membran
ekstrakti elde etmek igin P-30 (3) kesimi TED tamponu ig¢ine
alindi ve 30.000 x g'de 60 dak. santrifiijlendi. Pellet TED
¢cbzeltisi iginde el poteri ile 3 kez homojenize edildi, % 1
Na-deoksikolat eklendi ve manyetik karigstirici ile 0°C'ta 30
dak. yavagga karigstirildiktan sonra 142.000 x g'de 75 dak.
santrifiijlendi. Pelet atildi, {ist siva -70°C'ta saklanda

(Tablo 2).
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Tablo 2: Sigan beyin dokusundan membran kesimlerinin eldesi.

axat
$t.16¢ x g'da S6 dak,
santri.

E-30 1)
Relat

$-36 (1)
st ;w1 ataléa

C ghreltisine alindy

I 36.600 x g'de 45 dak.
pantri £6j

I I |
5-38 (2) 2-36 (2)
st sxwn atildi Pelet

C ghzeltisine alindh
30.666 x ¢7'de 68 dak.

sartrifiy

$-38 (3
Yt 1Mz &

B-30 (3)

C gbzeltisine alindi
~18°C'ta sakland1

igine aliméty
9¢.6066 z g'de 66 dak.
santrifijlendi

|

s-38 (8)
st sLvL

!

E2-38 (£)
TED gbzeltisine alinda

El Poteri ila exize edildi

% 1 Na-decksikolat eldendi

¥anyetik karigtaric: ile karaigtaraldx
| 142,060 x g'de 75 dak.
mtr.ltgjlemu

1 .
P-342 atildn

<
§~-142 st ;uw1L
ckstrakt)

~78°C'ta saklaner
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2.10 Kalp ve Mide Dokusundan Homojenat Eldesi ve Membran
Kesinlerinin Hazairlanmasi :

Tiim igslemler beyin ig¢in anlatildigdi sekilde yiiriitiildi.
Ancak, dokular c¢ikarildiktan sonra D g¢g6zeltisine allndi,
homojenizasyon E qéieltisi iginde gergeklestirildi. Membran

kesimi eldesi esnasinda ise F ¢6zeltisi kullanilda.

2.11 Membran Kesimlerinde Protein Miktar Tayini :

Protein miktarlari standart olarak sidir serum
albimin'in (BSA) kullanildigi Lowry yéntemiyle belirlendi
(45). BSA (0-100) mng arasinda degigsen miktarlarda ve
bilinmeyen o6rnekler reaksiyon hacmi 100 pl olacak sgekilde
tliplere aktarildi. Bu tiplerin {izerine Lowry karigimindan
1 ml ilave ederek vorteks yapildi ve oda sicakliinda 30
dak. bekletildi. Her tipe 100 pl % 50 folin ilave edilerek
50 dak. oda sicaklidinda bekletildikten sonra 700 nm'de
absorbans dederleri okundu. Bilinen protein miktarlarina
karsa gizilen standart dogrudan bilinmeyen protein

miktarlara belirlendi.
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2.12 [353)GTPyS Baglama Testi :

Beyin, kalp ve mide dokularinin membran kesimlerinde
[358]GTPVS baglama tepkimesi, 60 ul reaksiyon hacminde
25 mM Hepes, 30 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1 mM DTT,
1 uM GTPYS ve [35S]GTPyS (300.000 cpm) varlidinda 40 dak.
sliireyle 32°C'ta gergeklegtirildi. Ornekler nitroselliiloz
filtrelere (Millipore Type HA 0.45 pm) emdirildi ve
filtreler yikama tamponu ile yikandi. Kurutulan filtreler
sivi sintilasyon sayacinda sayilarak baglanan [355]1GTPYS

nmiktarlar: belirlendi.

2.13 Radyocaktivitenin Olgtlmesi :

[35S]GTPWS igceren ve kurutulan filtreler % 0.4 PPO
igeren toluol iginde ©6zel cam gigelere yerlestirildi.
Radyocaktivite miktari Packard sivi sintilasyon sayacinda
saptandi. Sayacin verimi % 95 olarak belirlendi. 1 dakikalzik
sayam (cpm) asagidaki formiil kullanilarak pmol boyutlarina

gevrildi.

cpm x 100

Pmol =
2.22 x sayim verimi (%) x spesifik aktivite (Ci/mol)
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2.14. SDS-Poliakrilamit Gel Elektroforezi (SDS-PAGE) :
Beyin, kalp ve mide dokularindan elde edilen membran
kesimleri (S-142), (P-30) % 5 B-merkaptoetanol igeren Ornek
elektroforez &rnek tamponu iginde 90°C'ta 3 dak. denatiire
edildi. Elektroforez Laemmli'ye g8re (46) uygulandi. 20 pul
hacim i¢inde olan ©6rnekler Hamilton siringasi kullanilarak
derigim mini geline uygulandi ve elektroforez 100 V'ta 1-1.5

saat siire ile ylriitildi.

2.15. Elektroforetik Transfer :

Elektroforez iglemi bittikten sonra geller transfer
tamponuna aktarilarak 30 dak. bekletildi. 9.5 x 5.5 cm
boyutlarinda nitroselliiloz membran 11 x 8 cm boyutlarinda
iki adet filtre kagidi ayni tampon iginde dengelendi. Gel
kasetindeki gri panelin tizerine sirasiyla silnger, filtre
kagidi, gel, nitroselliiloz membran, filtre kagidi ve siinger
yerlegstirilerek  kaset  kapatilda, tanka yerlestirildi,
isinmayl Onlemek {izere buz kutusu yerlegtirildi ve tank
transfer tamponuyla dolduruldu. Transfer iglemi 100 V'ta
1 saat karigtairalarak ylirlitlildi. Transferin gergeklesgip

gerceklesmedigini gbzlemek igin membranlar Ponso-S boyama
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tamponuna alindi, 3 dak. bekletildi, protein bantlari
gbzlendikten sonra protein standartlari igsaretlendi. Membran
distile su ile yikandi, filtre kadidinda kurutuldu ve 4°C'ta

-

saklandai.

2.16. Immiinolojik Belirleme - Western Blot :
{Alkalen Fosfataz Sistemi)

Nitroselliiloz membranlar transfer igleminden sonra
blok tamponuna alinarak oda sicaklidinda 60 dak. galkalandi.
TBS tamponuyla kisaca yikandiktan sonra birincil antikor
gbzeltisi eklendi ve 3.5 saat oda sicakliginda galkalandi.
TBS ile beser dak. {i¢ kez vyikandli ve alkalen fosfataz-
konjuge ikincil antikor eklenerek oda sicaklidinda 1.5 saat
karigtirilarak bekletildi. TBS ile vyikama iglemlerinden
sonra membranlar filtre kadidina emdirilerek kurutuldu ve
geligtirici tampon igine alindi. Istenen gdriintii elde
edilinceye kadar 5-10 dak. galkalandiktan sonra tepkime
distile suyla durduruldu, membranlar kurutuldu, stre¢ film

ve aliminyum folyo iginde 4°C'ta saklands.
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3. BULGULAR

3.1 Farkli Dokulardan Membran Kesimlerinin Hazairlanmasi :

Mide, kalp ve beyin dokusundan membran kesimi (P-30)
ve membran 6ziitleri  (S-142)  hazirlandir ve protein

miktarlari belirlendi (Tablo 3).

Tablo 3 : Mide, kalp ve beyin membranlarinda protein
niktarlari.

Mide (5 gr), kalp (2.8 gr) ve beyin (1.4 gr)
dokusundan membran kesimleri (P-30) ve membran
Sziitleri Gereg ve Ydntemlerde belirtildigi
gekilde hazirlandi. Protein miktarlari Iowry

yéntemine gdre (40) belirlendi.

Ornek Hacim Protein Toplam
{(ml1) Derigimi Protein (mg)
(ng/m1)

Mide P-30 4.2 7.45 31.29
S-142 3.5 5.l5> 18.03

Kalp P-30 4.2 8.55 35.91
S-142 3.7 6.85 22.35
Beyin P-30 3.6 12.3 44.28

S~-142 2.0 17.7 35.4
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3.2 Mide, Kalp ve Beyin Membranlarinin Guanin Nikleotit
Baglama Etkinliklerini Incelemmesi

Mide, kalp ve beyin dokusundan hazirlanan membran
dziitlerinde guanin niikleotit baglama etkinligi GTP'nin

hidrolizlenmeyen analogu olan GTPyS varliginda incelendi.

3.2.1 Beyin Membran Oziitlerinin Derigim Egrisi :

Beyin membran oziitlerinde artan protein
miktarlarinin [35S]GTP’yS baglama etkinligine etkisi
incelendi. Guanin niikleotit baglama etkinliginin toplam
protein miktarina bagimli oldu§u gbzlendi (Sekil 2).
Baglama ectkinligi 100 pg protein igin 40 dak.da 23.3 x

10~3 pmol olarak belirlendi.



Bagdlanan [2°S]-GT7DyS

31

-3
cpm x 10
0..

60 ~

O 1] 5 T e T T 1
0 20 40 60 80 100 120
protein miktar! (ug)

§ekil 2 : Beyin membran &ziitlerinde GTPyS baglama
etkinkigi derigim egrisi.

0-100 pg protein igeren membran Sziitleri 60 pl
tepkime karigimi iginde 300.000 cpm [35S]GTPyS
varli§inda, Gere¢ ve Yéntemlerde belirtilen
kogullarda 32°C'ta 40 dak. inkiibe edildi.
Ornekler nitroselliiloz filtrelere emdirildi,
filtreler yikandi, kurutuldu. Ba§lanan
[3981GTPYS miktari cpm (dakikada sayim) olarak
belirlendi.
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3.2.2. Mide ve Kalp Membran Oziitlerinde Derigim Egrisi :
Mide ve kalp membran o&z{itlerinde artan protein
miktarlarinin guanin niikleotit etkinliklerinin etkisi
incelendi. Her iki dokuda GTPYS baglama etkinliginin artan
protein miktarina badgimli oldugu gbzlenirken, mide
membran dzittlerindeki guanin niikleotit baglama
etkinliginin kalp ©&zlitlerindekine kiyasla yaklagik iki
kat vyliksek oldudu goézlendi (Sekil 3). 100 pg protein
iceren membran &ziitlerinde ba§lanan [398]GTPyS miktarinin
mide &rnedinde 3.4 x 10-3 pmol, kalp Srneginde ise 1.8 x

10~3 pmol oldudu belirlendi.

-3
cpm x 10
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Sekil 3 : Kalp ve mide éziitlerinde GTPyS badlama

etkinligi derigim egrisi.

0-100 ug protein igeren kalp (+ - +) ve mide
(0-0) membran &ziitleri 300.000 cpm [39S]GTPYS igeren 60
Hl'lik tepkime karisimi iginde Gere¢ ve Yoéntemler
b&liimiinde belirtilen kogullarda 32°C'ta 40dak.inkiibe
edidi‘drnekler nitroselliloz filtre~lere emdirildi,
filtreler yikandi, kurutuldu, baglanan [35S]GTP78 niktarz

cpm olarak belirlendi.
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3.2.3. Beyin Membran Ozitlerinde Ozgiin Baglamma

Etkinliginin Saptanmasi :

GTPyS badlanma tepkimesinde &6zgiln badlanma miktarini
saptamak amaciyla, beyin membran &ziitlerindeki [39S]GTPyS
bajlanma tepkimesi lmm GTP varliginda ve yoklugunda
incelendi. Beyin Ozlitlerinde 06zglin olmayan ba§lanma
miktarinin toplam badlanma miktarinin gok kiiglik bir

bélimind olugsturdudu belirlendi (Sekil 4).

-3
opm x 10
01

16

s PR +-~——~’—”"+
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0 20 40 80 80 100 120
protein miktarl (ug)

Sekil 4 : Beyin Membran ézutlerinde 6zgin baglanma
miktarinin belirlenmesi :

Beyin membran ozltleri (S-142) Gereg¢ ve Yéntemler
bsliimiinde ag¢iklandiga sekilde hazirlandai. 0 ile 100 ug
protein iceren ®drneklerde GTPyS badlama tepkimesi 1mM GTP
varliginda (+~+) ve  yoklugunda {o-0}, Sekil 2'de

belirtilen kogullarda yliriitiildii ve &zgin badlanma (*-%)

miktari belirlendi.
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3.2.4. Sicakladin GTPyS Baglama Etkinlidine Etkisi :
Beyin,mide ve kalp membran &ziitlerine GTPyS badlama
et¥kinlikleri 25°C, 30°C ve 36°C'ta incelendi. Beyin ve
kalp &Sziitlerinde en yiiksek badlama etkinliginin 36°C'ta,
en diigitk ba§lama etkinliginin ise 25°C'ta gercgeklestigi
"befirlendi (Sekil 5-6). Mide &ziitlerinde 25°C'ta ve
30%C'ta elde edilen baglama etkinlidi ayni iken en yliksek
baflanma 36°C'ta gbzlendi (Sekil 7). Her {i¢ sicaklik
igin artan tepkime sliresinin baglanma miktarina
aritirdi§ar ancak 90 dak.dan sonra artigin lineer olmadiga
géezlendi. Tepkime igin 60 dak.lik siirenin uygun oldudu

belirlendi.
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Sekil 5 : Beyin membran oéziitlerinde sicakligin GTPyS
badlama etkinligine etkisi.
50 pg protein igeren beyin membran O&ziitlerinde
GTPyS badlama tepkimesi Gereg¢ ve Ydntemler ve Sekil 2'de
belirtildigi gibi 25°C (o0-0), 30°C (+-+) ve 36°C (*-*)'ta
gergeklegtirildi.
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Baglanan [39S]-GTPYyS
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Sekil 6 : Kalp membran oézutlerinde sicaklidin GTPyS
badlama etkinligine etkisi.

60 ug igeren kalp membran d&zitlerinde GTPyS
baglama tepkimesi Gereg¢ ve Yo6ntemler ve Sekil 2'de
belirtildigi gibi 25°C (o-0), 30°C (+-+) ve 36°C (*-*)'ta
gergeklegtirildi.
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Sekil 7 : Mide membran éz@tlerinde sicaklaigan GTPYS
baglama etkinligine etkisi.

50 pg igeren mide membran Ozlitlerinde GTPYS
baglama tepkimesi Gereg ve Yontemler ve Sekil 2'de
belirtildigi gibi 25°C (o-o), 30°C (+-+) ve 36°C (*-*)'ta
gergeklegtirildi.
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3.2.5. Nikleotitlerin [358)GTPyS Baglama Tepkimesine

Etkisi : .
GTP ve GDP'nin [39S]GTPYS badlama tepkimesine

etkisi incelendi. GTPYS badlama etkinlidinin guanin

nilkkleotitleriyle ©&zglin olarak inhibe oldudu belirlendi
(Sekil 8-9).

i ]

16 1

10 A

Baglanan [35S]-GTpyS

T2 T3 —

0 ‘1_8 —T_7 1 "6 ¥ -5
0 10 10 10 10 10 10

GTP Derlsim (M)

Sekil 8 : GTP'nin GTPyS baélama tepkimesine etkisi.
40 pg protein igeren beyin membran &ziitlerinde
2'de ve Gereg ve Ydntem-—

GTPYS ba§lama tepkimesi Sekil
Orneklere

ler'de belirtildidi sgekilde gergeklestirildi.

artan derigimlerde GTP eklendikten sonra inkilbasyon

36°C'ta 1 saat siireyle yiiriitiildi.
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Sekil 9 : GDP'nin GTPyS Baglama Tepkimesine Etkisi :

40 pg protein igeren beyin membran &ziitlerinde
GTPYS ba§lama tepkimesi Sekil 2'de ve Gereg ve Y6ntemler
bsliiminde belirtildigi gibi yliriittildii. Orneklere artan
derigimlerde GDP eklendikten sonra inkitbasyon 36°C'ta 1

saat silireyle gergeklegtirildi.



3.3. Farkli Dokularin Membranlarinda G Protein
Miktarlaranin fmmiinolojik Belirleme Ydntemiyle
Saptanmasi: i

Beyin, kalp ve mide membran &ziitlerindeki G protein
miktarlary G proteinlerinin o altbirimleriyle etkilegen
antikor (P%60) kullanilarak belirlendi. G proteinleri
agisindan en zengin dokunun beyin oldudu. gdzlendi. Kalp
dokusunda ise G protein miktarainin difer dokulare kiyasla

¢ok disiik oldudu belirlendi.

RO

(Gg) 41 kDa.

.1.2 3

Sekil 10 : Beyin, kalp ve mide membranlaranda G protein
miktarlarainin immiinblot yéntemivle incelenmesi

50 pg (1, 3, 5y wve 75 ug (2, 4, 6) protein
igeren mide (i, 2), Kalp (3, 4) ve beyin (5, 6) membran
Szitleri (85-142) 20 nl hacim icinde % 10 SDs-
poliakrilamit gellerine uygulanda. Elektrofeorez
igleminden sonra proteinler nitroselliiloz filtreye
aktaraildz. Immﬁﬁolojik belirleme Gereg ve Yontemler

béliimiinde anlatildigdi gekilde gergeklestirildi.
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4. TARTIGMA

G proteinleri  hiicre digindan uyarilmis membran
reseptérlerini hiicre igi ikincil ulak sistemlerini denet-
leyen heterotrimerik yapida proteinlerdir (1). Gorsel,
hormonal ve ve ndrotransmitter sinyal ileti sistemlerinde
araci olan bu proteinlerin hiicre igi tasinim ve salgilama
gibi birgok fizyolojik olayin diizenlenmesinde rol
oynadidi bilinmektedir. Ayni zamanda, G proteinleri kod-
layan genlerdeki mutasyonlarin, G protein altbirimlerine
ait mRNA'ya da proteinlerin ekspresyonundaki degismelerin
bazi hastaliklara yol agtigi diistiniilmektedir (44).
Ornedin tiroid ve endokrin timdérlerinde Ggg altbirim
geninde tek bir baz dedigikligine rastlanmisgtir.

Kolera ve bogmaca sirasiyla Gg vé Gi/Gp protein-
lerinin a-altbirimlerinin ADP ribozillenmesi ile ortaya
cikar (47). G proteinlerinin iglevlerinde meydana gelen
degigikliklerin rol oynadidgi hastalaklar arasinda,
pseudo-paratiroidizm, geker hastaligi, kardiovaskiiler
hastaliklar, timdr metastazi, bafisiklik yetersizlidi ve
‘nﬁropsikiyatrik diizensizlikler sayilabilir (1-44 ) .

G proteinlerinin hiicre geligme ve farklilagmasinda
da rol oynadigi ileri siiriilmektedir. Jordan ve ark. sigan
kortikal dokusunda G;j/Gp protein dilizeylerinin fetal
dénemden neonatal ve erigkin déneme dogru arttigina

gdzlemiglerdir (48). Bu arastiricilar G proteinlerinin



42

sinir sisteminin g¢gelismesinde ve nd&ronal etkinlitjin
diizenlenmesinde islevi oldu§unu ileri slirmektedir. G
protein diizeylerinin ndroblastama X glioma hibrit hiicre-
lerinde (49), HL60 ve 4392 monositlerinde (50) wve 3T3-Ll
fibroblast hiicrelerinde (51) farklilagmaya kogut olarak
de§igtidi gdzlenmigtir.

Son yillarda yiiriitilen caligmalarda Gg gen ekspres-
yonunun farkli dokularda ve geligme agamalarinda diizen-
lenmeye tabi oldudu ileri siiriilmektedir. G proteinlerinin
farkli dokularldaki dadiliminin belirlenmesi iglevsel
rollerinin aciklida kavusmasi agisindan Onem tagimak-
tadir. Bu calismada sigcan beyin, mide ve kalp doku
membranlarinda toplam G protein miktarlari G protein-
lerinin o-altbirimlerine &zgiin antikorun kullanildiga
immiinblot yéntemiyle kargilagtirilmigtir. G proteinleri
acisindan en zengin dokunun béyin oldudu, kalp dokusunda
ise toplam G protein miktarinin difer dokulara kiyasla
gok diisiik oldugu belirlenmigtir. Gg genlerinin ekspres-
yonu bircok arastirmaya konu olmugtur. Ancak, bu genlerin
farkl; dokularda ekspresyonunu karsgilagtirmalil olarak
inceleyen az sayida galigma vardir. Bu galigmalarda Ggq,
Goor Goils Goi2s Goi3 Ve Gxg MRNA ve protein miktarlar:
ayr1 ayri belirlenmisg, toplam G protein miktarlara
saptamnamlstlr. Bu cgalismalara gdre (40-43) beyin doku-
sunda GQog, Gqils Gxa Ve Ggg bulunmakta, Ggj3'ya rastlan-—
mamaktadir. Kalp dokusunda en g¢ok Ggg, az miktarda da
Gyij MRNA'si saptanmigtir. Bafirsak dokusunda Ggj, Gpg Ve

Ggq belirlenmisgtir.



43

G proteinlerinin guanin nilkleotitlerini ba§ladiklara
bilinmektedir. Caligmanin ikinci b&liminde beyin, kalp ve
mide membran &Szltlerinde guanin niikleotit bagiama
etkinlikleri GTP'lerin hidrolizlenmeyen analogu olan GTPyS
kullanilarak saptanmigtir. Her {i¢ doku membraninda guanin
nilkkleotit baglama etkinliginin toplam protein miktarina
bafimli oldu§u gdzlenmistir. 100 ug protein varlidinda
beyin, mide ve kalp membran ¢zlitlerine badlanan
[358]—GTP)'S miktarinin sirasiyla 23.3 x 10-3 pmol,
3.4 x 103 pmol ve 1.8 x 10-3 prnol oldudu belirlenmistir.
GTP baglama etkinliklerinde gézlenen farklarin immiinblot
ybnteminde miktar agisindan gdzlenen farklarla uyum
gosterdidi dikkati gekmisgtir.

Beyin, mide ve kalp membran &ziitlerinde sicakligin
GTPYS badlama etkinlidine etkisi incelenmig, her Ug¢ dokuda
en yliksek bagdlanma 36°C'ta ve 60 dak.da elde edilmigtir.
En yiliksek ba§lama etkinlidinin g®zlendidi beyin membran
dziitlerinde 1 mM'lik GTP wvarlidinda &zgiin baglanma
miktarina bakilmis, ©zglin olmayan baglanmanin toplam
baflanma miktarinin g¢ok kiigik bir b&limind olugturdugu
belirlenmigtir. GTP ve GDP gibi dider guanin
niikleotitlerin [358]—GTPVS ba§lar;1a tepkimesine etkisi
incelenmis, GTP ve GDP'nin bu tepkimeyi 0&zglin olarak
inhibe ettigi, 1076, M [39S]-GTPyS ile gbzlenen badlanma
miktarinin 103 M GTP ve GDP ile tamamen engellendidi

gbzlenmigtir.
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. OZET

Sican beyin, kalp ve mide dokularindan membran
dzilitleri hazirlandi. G proteinlerinin oa-altbirimlerine
ortak sentetik peptitlere kargi geligtirlmis antikorlaran
kullanildigas immiinolojik ¢galigmalar G proteinlerinin
farkli dokularda farkli miktarlarda bulundugunu gdsterdi.

Western Blot analizi ile G protein miktarlarainin
kargilagtirilmasi: G proteinlerinin beyinde en yiiksek,
midede beyine kiyasla daha az, kalpte ise g¢ok diiglik
miktarda bulundudunu ortaya koydu.

GTPyS ile vyiirlitlilen guanin niikleotit baglama
deneylerinde en yiksek ve en diisiik baglama
etkinliklerinin sirasiyla beyin ve kalp membran
oziitlerinde gergeklesgstigi gériildd.

Guanin niikleotit baglama tepkimesi ig¢in en uygun
sicakli§in 36°C oldu§u, GTP ve GDP'nin GTPyS baglanmasini

inhibe ettidi belirlendi.
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Membrane extracts were prepared from three rat
tissues : brain, heart and stomach. Immunological studies
carried out ‘with an antibody raised against synthetic
peptide common to o subunits indicated that G proteins
were present in diffrent tissues in different amounts.
Comparison of the amounts by Western Blot analysis showed
that G proteins were found at highest level in brain,
abundantly expregsed in stomach and at low levels in
heart.

Guanine nucleotide binding assays carried out with
GTPYS revelaed that the highest and lowest binding
activities were obtained in brain and heart membrane
extracts respectively. The optimum temperature for the
guanin nucleotide bkinding assay was determined as 36°C.

GTP and GDP inhibited GTPyS binding.
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7. KISALTMALAR
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dakikadaki sayim
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Guanozin 5'~trifosfat
Guanozin 5'-0-(2-tiyodifosfat)
Baskilayici G proteini

Uyarici G proteini
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K' ve Ca*t kanallarini diizenleyici G
proteini

G proteininin o altbirimi

G proteininin B ve yaltbirimi
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