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1. GIRIS

G proteini aracili sinyal ileti sistemi, hiicre digindan hiicre igine sinyal
iletmekte kullanilan yapilar icinde en yaygin olanidir. Bir ¢ok hormon,
norotransmitter, kemokin, lokal mediyatér ve duyu uyarani gibi hiicre igine
giremeyen uyaran, hicre Gzerindeki etkilerini hiicre membraninda yerlesmis
olan G proteinlerine kenetli reseptériere baglanarak ortaya gikarir.

Bu sinyal ileti sistemi en az ¢ farkl iglevsel birimden olusmaktadir:

1) Reseptér: Amino terminalleri hiicre disinda, karboksi terminalleri hiicre
icinde kalacak gekilde membrani yedi kez alfa helikslerle gegen 400-600
amino asitlik glikoproteinlerdir. G proteinine kenetli reseptérier hiicre digina
bakan kisimlan ile ligandlan baglarlar ve hicre igine bakan kisimlan ile bu
sinyali kendileri ile iliskili G proteinlerine iletirler. Ylizden fazla bu tirden
reseptér bilinmektedir. Bu reseptorler, fonksiyonel olarak ve ligandlar
acisindan bir ¢ok farkhliklar gdsteren, fakat yapilart ve aktivasyon
mekanizmalari birbirine benzeyen, bayik bir reseptor ailesi olustururlar. Bu
reseptdriere 6mek olarak, retinada bulunan ve 1si§in algilanmasindan
sorumlu rodopsin reseptéril, koku reseptérieri, adrenerjik , histaminerjik ve
serotonerjik reseptorler gibi kiglk biyojenik amin ligandlarla aktive olan
reseptorler, bradikinin ve substans P gibi peptidlerie aktive olan reseptdrier
ve luteinize edici hormon veya paratiroid hormonu gibi biyik glikoprotein
hormonlarla aktive olan reseptérier verilebilir (Dohiman ve ark., 1991; Fraser,
1991: Bourne, 1998).

2) G proteini: Efektorlerin aktivasyonunda reseptériere aracillk eden
heterotrimerik proteinlerdir. Bir alfa (Ga) ve birbirlerine siki bir gekilde
tutunmug olan bir beta ve bir gama alt Unitelerinden (Gpy) olusur. G
proteininin Ga alt Unitesi (izerinde guanin nikieotidlerinin baglanabildigi bir
baglanma bdélgesi vardir. Buraya bagh nikleotidin turi G proteininin
aktivasyon durumunu belirler. GDP ve benzeri inhibitér nikleotidler bagh iken
Ga. alt Gnitesinin GBy'ya afinitesi ylksektir ve G proteini inaktif heterotrimer
halinde bulunur. Bu bodigeye GTP ve benzeri aktive edici guanin
nikleotidlerin baglanmasi halinde Ga alt Gnitesinin GBy'ya afinitesi azalir ve
heterotrimer aktif Ga -GTP ve GBy olmak lizere iki kisma ayrilir. Bu aynlan



alt birimler efektérlerin iglevlerini diizenlemekten sorumiudurlar. [nhibitér
nikleotid GDP'nin aktivatér nikleotid GTP ile yer degistirmesi reseptor
tarafindan kontrol edilir. G proteininin aktivasyonunda hiz kisitlayici
basamagin GDP’'nin alfa alt Gnitesinden disosiyasyon hizi oldugu
dustniimektedir. Aktif durumdaki reseptérin G proteini ile etkilegmesi,
GDP'nin disosiyasyonunu hizlandirarak GTP'nin GDP ile yer degigtirmesini
saglar ve 56ylece G proteinini aktif hale getirir. G proteininin inaktivasyonu, G
o'nin GTPaz aktivitesi ile GTP'nin GDP'ye déniasmesi ve Ga ile GBy'nin
yeniden biraraya gelmesi ile gerceklesir. Simdiye kadar 20 o, 6 p ve 12 y ait
Unitesi saptanmisgtir (Gilman, 1987: Bimbaumer, 1990a).

3) Efektér: Aktiviteleri kendilerine baglanan Go -GTP veya Gy aracilidi ile
dizenlenen enzim veya iyon kanallaridir. Aktiviteleri G proteinlerine kenetli
reseptérler tarafindan dizenlenen bu efektdrlere sunlar émek olarak
verilebili. Adenilat siklaz, fosfolipaz C, A, ve D, cGMP spesifik
fosfodiesteraz, gesitli kalsiyum ve potasyum kanallan (Birnbaumer ve ark.,
1990b).

Agonist ligandin reseptdre baglanmasi ile efektér molekdlin aktif hale
gelmesi arasindaki iligkiyi agiklamak icin cesitli aktivasyon modelleri ileri
sUrtimastlr. Gindmizde “ternary complex” modeli (TCM) (Deléan ve ark.,
1980) ile “Collision coupling” modeli (CCM) (Tolkovsky ve Levitzki, 1978) ve
bunlarin ¢esitli varyantlan, deneysel sonuglar agiklamak icin yaygin olarak
kullaniimaktadir.

TCM benzeri denge modellerinde sistemi olusturan bilesenler (ligand,
reseptdr, Ga, GPy, guanin nikleotidler ve efektdr gibi) arasinda allosterik bir
denge durumu vardir. Agonist ligandlar, reseptérin G proteinine olan
afinitesini arttirarak sistemi sonugta aktif duruma getirirler. Yalin TCM olarak
bilinen bu model, baglanma calismalarinda guanin nikleotidsiz ortamda,
agonist ligandlarla ayni reseptdr igin ylksek ve dastk afiniteli iki farkh
baglanma bélgesinin gézlenmesini agiklayabilmektedir. Bu durumda disik
afiniteli baglanma bolgesi ciplak reseptéri, yiksek afiniteli baglanma bolgesi
reseptor-G proteini kompleksini temsil etmektedir. Bu model reseptér-G
proteini dUzeyinde herhangi bir stokiyometrik sinyal amplifikasyonu
éngérmemektedir.



CCM'de Reseptéor ve G protein arasindaki iligki katalitk olarak
dustniilmektedir. Agonist bagh yani aktif durumdaki reseptér birden fazla G
proteini ile ardigik olarak etkileserek GDP ile GTP'nin yer degistirmesine yol
acar. G proteininin bir kere aktive olduktan sonraki kaderi reseptdrin aktivite
durumundan bagimsizdir ve sadece G proteininin GTPaz hizina bagimlidir.
Bu model Reseptdr-G proteini diizeyinde stokiyometrik sinyal amplifikasyonu
6ngérmektedir.

Her iki model de orjinal formlarinda, Reseptér, G proteini ve efekt6ru
membranda serbest olarak hareket edebilen ve etkilegimlerinin spesifikligi
sadece protein-protein etkilesmesinden kaynaklanan bilesenler olarak gorur
(Jacobs ve Cuatrecasas, 1976: Tolkovsky ve Levitzki, 1978). Fakat bir gok
farklh yontemle gerceklestirilen deneyler, G proteinine kenetli sinyal ileti
sisteminin hiicre membraninda organize bir yapi halinde bulundugunu ve
etkilesimlerin  spesifikliginden kismen sistemi olusturan elemanlarin
membrandaki  hareketlerinin  kisith  olmasinin  sorumiu  oldugunu
dustndurmektedir (Neubig, 1994). Bu deneyler iki ana baghk altinda
toplanabilir. Birinci grup, sistemi olusturan elemanlarin dolaysiz gézlemine
dayanirken, ikinci grup deneyler dolayli fonksiyonel gdziemlere
dayanmaktadir.

A) Dolaysiz gézleme dayanan yéntemler

1. Hedef bayGkiGga analizi (Target size analysis): Radyasyon
inaktivasyonuna duyarlihigin iglevsel sistemin bayGkliglnin artmasiyla
artmasi ilkesine dayanir. Eger sistemi olusturan pargaciklar birbirleriyle veya
dijer membran elemanlan ile birlesip blylk molekdl yiginlan olusturursa
radyoaktif pargacigin bu molekullerden herhangi birine g¢arpmasi, enerji
molekiller arasinda transfer edilecedi igin, buttn bir yiginin inaktivasyonu ile
sonuglanir. Eger sistemi olusturan pargaciklar béyle yiginlar olugturmuyorsa
herbirinin inaktivasyonu digerlerinden bagimsiz olacag! igin inaktivasyon
daha yavas olacaktir. Glukagon reseptér-Gs-adenilat siklaz sisteminde
Schlege! ve arkadaslari (1979) bu yontem ile sistemi olusturan pargaciklarin
monomerler halinde olmayip molekiler agifiklan 1 milyonu asan
kompleksler halinde bulundugunu géstermiglerdir.



2. Immunositokimyasal yéntemlerle reseptérler ve G proteinleri gérilebilir
hale getirildijinde bunlarin membranda rastgele dagiimayip kiimeler halinde
bulundugu gézlenmigtir (von Zastrow ve ark., 1993: Wang ve ark., 1989).

3. FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) 6lgtimleri:
Membrandaki hareketi gézlenmek istenen floresansla isaretlenmis sistem
elemaninin, membranin kiglk bir bélgesindeki floresansin yogun bir lazer
Isini ile séndurilmesinden sonra, bu bdélgeye difizyonla geri dénmesinin
élctiimesine dayanir. Eger gozlenen yapi, membranda tamamen serbest
olarak hareket edebiliyorsa, séndirilen bélgedeki floresans yogunlugunun
eski duzeyine dénmesi gereklidir. Bu yéntemle ayni zamanda proteinlerin
membrandaki difizyon hizlanda élgllebilir. G proteinlerine kenetli
reseptérlerde ve G proteinlerinin Go. ve Gfy alt Gnitelerinde yapilan
gbzlemlerde ise floresansin tam olarak geri dénmedidi ve diflizyon hizinin
yapay membranlardakine gére daha yavas oldugu gozlenmistir (Neubig,
1994: Henis ve ark., 1982).

4. G proteinlerine kenetli reseptérlerin ve G proteinlerinin hticre iskeleti ve
membranda bulunan kaveola yapilan ile yakin bir iliskide bulundugu
biyokimyasal yontemlerle gosterilmistir (Rasenick ve ark., 1990: Huang ve
ark., 1997).

B) Dolayl fonksiyonel gézleme dayanan deneyler.

1. Yanit dizeyinde farkli reseptérlerin ortak bir G proteini ve efektér
havuzunu kullanip kullanmadidini inceleyen c¢aligmalar: Bu calismalarda
farkli reseptérler araciligi ile ortaya ¢ikan yanitlarin aditif olup olmadigina
bakilarak sistemin membrandaki organizasyonu hakkinda bilgi ediniimeye
calisiimigtir. Bu tir deneylerin varsayimi sudur, eder her reseptoriin diger
reseptérlerin ulasamayacagt farkh bir G proteini ve efektér havuzu var ise iki
farkli reseptériin ayni anda uyariimasi ile elde edilecek yanitlar, her bir sinyal
ileti sistemi birbirinden tamamen bagimsiz oldugu igin, her bir reseptoriin tek
basina uyariimasiyla elde edilecek yanitlarin toplamina esit olacaktir. Buna
karsin, eger farkli reseptorler ortak bir G proteini ve efektér havuzunu
kullaniyor ve paylasilan bu ortak havuz sistemin maksimum yanitinda
sinirlayici ise, farkli reseptérlerin ayni anda uyariimasi ile elde edilen yanit
reseptorlerin tek baslarina uyariimasi ile elde edilen yanitiarin toplamindan
daha az olacaktir. Literatirde farkli hiicre ve dokularda yapilmig her iki



durumuda destekleyebilecek galigsmalar vardir. Ortak bir havuzu distnduren
caligmalar i¢in Bimbaumer ve ark., (1970) ve Houslay ve ark., (1986), farkl
havuzlan digundiren bir ¢calisma igin Simmons ve Mather, (1991) 6rek
olarak verilebilir.

2. Baglanma calismalari ile farkli reseptérlerin ortak bir G proteini havuzu
kullanip kullanmadigini inceleyen c¢aligmalar: TCM'e gére G proteini ve
agonist ligandlar reseptére pozitif kooperatif olarak baglanir. Yani bunlardan
birinin reseptére bagl oimasi digerinin baglanma afinitesini arttirir. Bu durum
G proteinlerine kenetli reseptérlerde gézlenen yiksek ve disik afiniteli
baglanma bélgelerini agiklamak igin kullaniimaktadir. Bu durumda olugsacak
yiksek afiniteli baglanma bélgelerinin miktari G proteininin reseptor
cevresindeki lokal konsantrasyonuna bagli olacaktir. G proteini
konsantrasyonunun kisitlayici oldugu durumlarda, eger iki farkli reseptér aym
G proteini havuzunu kullaniyorsa, bir reseptdriin agonistie baglanmasi
serbest G proteinlerinin bir kisminin bu reseptére baglanmasina yol acar ve
ikinci reseptérin baglayabilecegi serbest G proteini konsantrasyonu azalir.
Bu durum agonist baglanmasinda yiksek afiniteli baglanma bdlgesinin
azalmas! seklinde gézlenecektir. Ortak bir havuzu disindiren bir galisma
icin Dasso ve Taylor, (1992), farkh havuzlarn disGndaren bir galisma igin
Graeser ve Neubig, (1993) 6érnek olarak verilebilir.

3. Reseptor-G proteini etkilegiminin spesifiklidi saglam hiicrelerde (Kleuss ve
ark., 1991), yapay vezikillere (Rubenstein ve ark., 1991) gére daha fazladir.

Bu calismalar géstermektedir ki, sinyal ileti birimlerinin membranin
butiniindeki konsantrasyonlarindan yola c¢ikarak aktivasyon modelinin
parametreleri hakkinda tahminde bulunmak vyaniltici olabilir. Yani
aktivasyonun ortaya ¢iktigi, lokal membran bélgesindeki reseptér-G proteini-
efektor stokiyometrisi total membran sitokiyometrisinden farkh olabilir. Bu
durum incelenen sinyal ileti sisteminde gegerli olan aktivasyon modelinin test
edilmesinde énem tagiyabilir.

Reseptor, G proteini ve efektérden olusan bir sinyal iletim sistemi Gzerinde
calisilirken gbéz 6niine alinmasi gereken diger bir durum sistemi olugturan alt
birimlerin bireysel aktivasyon durumlarn ve cesitli faktérlerin bu durumlara
etkisidir. Herhangi bir sistem elemaninin aktivasyon durumu kendi icsel
6zellikleri ve diger sistem birimleri ile etkilegsmesi ile belirlenir. Bu diger sistem



birimleri reseptér, G proteini ve efektdr gibi blydk proteinler olabilecedi gibi
reseptére baglanan ligandlar ve G proteinine baglanan guanin nikleotidler
gibi kligk molekdller de olabilir. Ayrica birimlerin her hangi bir uyaran
olmaksizin bir bazal aktiviteye sahip olup olmamasida géz 6nine alinmasi
gereken 6nemli bir faktordur.

Bir proteinin aktivasyon durumu hakkinda iki ug¢ durum dagtnulebilir.
Birincisinde, protein aktif ve inaktif olmak Uzere iki durumdan sadece birinde
bulunabilir. Bu durumda, proteinin aktif hale gelmesi, proteinle etkilesen diger
birimlerin proteinin aktif durumunu inaktif durumu aleyhine segmesi sonucu
ortaya cikar. Bu gorist destekleyen en dnemli gézlemler iyon kanallarinin
aclk (aktif) ve kapall (inaktif) durumlarinin dogrudan elektrofizyolojik
yontemlerle gézlenebilmesine dayanmaktadir. Bu gézlemlerde iyon kanalinin
sadece agik ve kapali oimak Gzere iki durumu izlenebilmekte ve g¢odunlukla
ara durumlar izlenememektedir. Kanalin aktivasyonu kanalin agik olarak
bulunma olasiiginin artmasi ile gergeklesmektedir (Colquhoun ve Hawkes,
1983). G proteini aracili sinyal ileti sistemlerinde deneysel ydéntemlerin
zaman ¢dzunlrligt kanallarla kiyaslandiinda ¢ok kot oldugu igin bu
gézlemleri bu sistemlerde yapmak mimkin olmamaktadir. Bu gérisin tercih
edilmesinin énemli bir nedeni de matamatiksel olarak modellenmesinin
goreceli olarak daha kolay olmasidir. lkinci durum, protein gibi karmagik
mikroskopik yapilarn termal ajitasyon nedeniyle pratik olarak sonsuza yakin
mikroskopik durumda bulunabilmesine dayanmaktadir. Bu durumda proteinin
aktivasyon durumu bu mikroskopik durumlarin bir dagilimi ile temsil edilebilir
(Onaran ve Costa, 1997). Aktive edici ligandlar bu dagilimi degigtirerek etki
gosterirler. Her iki durum vyeterince makroskopik olarak bakildiginda
birbirlerinden ayirt edilemezler fakat ikinci durumda deney yapan kiginin
gdzlemsel ¢6zunurlGga arttikga birbirlerinden ayri olarak tanimlanabilecek
durum sayisi artar.

Proteinin aktif ve inaktif durumu birgok fiziksel ve kimyasal o&zellikleri
agisindan farkliliklar gosterebilir ve bu farklihklar farkli aktivasyon durumiarini
desteklemek igin delil olarak kullanilabilirler. Bunlara érnek olarak sunlar
verilebilir: proteinin kristalografik olarak izlenen mikroskopik yapisinda
degisiklikler olabilir, termal veya kimyasal maddelerle olan inaktivasyon
hizinda degisiklikler olabilir, kendi icsel veya yapay olarak eklenmis floresans
ozelliklerinde degisiklikler olabilir, cesitli proteazlara duyarlihg degisebilir.



Bunlar ve benzeri yodntemlerin uygulanmas: sistemin farkh aktivite
durumlarinin birbirlerinden ayrilmasina yardimci olabilir.

G proteinine kenetli sinyal ileti siteminin alt birimlerinde de aktivasyon
durumu ile proteinin konformasyonu/konformasyonlarn arasindaki iligkiyi
belirlemek igin gesitli caligmalar yapilmistir. Bu sistemde molekiiler yapisi en
iyi bilinen birim G proteinidir. Bu durumun en énemli nedeni G proteinlerinin
reseptérlerden ve ¢odu efektdrden farkli olarak integral membran proteinleri
olmamasi ve kristal olaral elde edilebilmesidir. Bu proteinlerin kristal olarak
elde edilebilmesi sayesinde X igini kristalografi bilgileri elde edilebilmis ve bu
bilgiler aracilid1 ile molekiler yapisi biyik éiclide ortaya cikariimigtir (Noel ve
ark., 1993: Tesmer ve ark., 1997). Ayrica G proteinleri hakkinda NMR
(Higashijima ve ark.,1991) ve floresans spektroskopik bilgiler de mevcuttur.
Gilman grubu tarafindan Go ve Gi proteinlerinde yapilan fluoroskopik
calismalarda, GDP bagl, aktive edici nikleotid (GTP ve hidrolize olmayan
analoglarn) bagli ve aktive edici ni]kleotid+Mg+2 bagh olmak Ulzere ¢ farkli
floresans dizeyi gézlenmistir. Bu farkli floresanslar molekidlin Gg¢ farkl
fonksiyonel konformasyonunu yansitmaktadir (Higashijima ve ark., 1987).

G proteinlerine kenetli reseptorierde kristalizasyon problemleri nedeni ile G
proteinlerinkine benzer kristalografi bilgileri elde edilememistir. Buna karsin,
yapisal olaral G proteinlerine kenetli reseptérlere benzeyen fakat fonksiyonel
olarak tamamen farkli, kristal haline getirilebilen, bir integral membran
proteini olan bakteriyorodopsinin {¢ boyutlu yapisina dair bilgilerden
(Stoeckenius ve Bogomolni, 1982) ve G proteinlerine kenetli reseptérierin
amino asit dizilimlerinden yola ¢ikarak, bu proteinlerin molekiler yapisi
hakkinda molekiler mekanik ve molekiler dinamik similasyonlar yapabilmek
mumkin olmustur (Strader ve ark., 1994). Ayrica reseptdrier hakkinda
biyokimyasal yéntemlerle elde edilen bilgileri agtklamak igin reseptdrun farklh
aktif ve inaktif konformasyonlarini varsayan termodinamik ve kinetik modeller
6ne surtimastur. Proteinler Gzerinde mutasyon yapmak ve bu mutasyonla
fonksiyonlar arasindaki iligkileri beliremek gibi molekiler biyolojik
yéntemlerde aktivasyon durumlarini ayirt etmek igin yaygin olarak
kullaniimaktadir. Bu ydntemlerle, bazi mutasyonlarn aktif konformasyonu
inaktif konformasyon aleyhine sectigine dair gézlemler yapiimigtir (Samama
ve ark.,1993).



Efektér molekiller, 6megin bu tez kapsaminda sunulan galigmalarda géz
ondne alinan adenilat siklaz hakkinda bilinenler reseptér ve G proteinleri ile
karsilagtiriidiginda goreceli olarak daha azdir ve daha dolayhdir. Adenilat
siklaz icin bunun en 6nemli nedeni integral membran proteini olmasi ve
modelleme igin temel alinabilecek benzer bir proteine dair kristalografik
bilgilerin mevcut olmamasidir. Adenilat siklazin sadece hiicre igindeki
katalitik kismini iceren kristalografi bilgileri mevcuttur (Zhang ve ark, 1997).
Farkli aktivasyon durumlarindaki adenilat siklazin termal inaktivasyona
duyarlihdindaki farklar gézleyen galigmalar mevcuttur (Colvin ve Allen, 1991:
Awad ve ark., 1983).

Sunulan galismalarda, G proteinlerine kenetli sinyal ileti sistemleri ile ilgili 3
grup soruya yénelik yanitlar arandi.

1. G proteinine kenetli sinyal ileti sisteminde ayni G proteini ve efektéri
kullanan reseptérier arasinda fonksiyonel ve baglanma diizeyinde g¢apraz
etkilesim olup olmadidi: Bu alanda yapilan galismalarda, hiicreden hicreye
ve reseptérden reseptore farkh sonuglar elde edilmistir. Bu birbirine ters
goriinen sonuglarin nedeni bu organizasyonun hiicrenin fonksiyonlarina
uygun olarak dizenleniyor olmasi olabilir. Ginimiizde bitiin bu gézlemleri
bir cati altinda toplayabilecek genel bir kural ortaya konmamigtir. Bu alanda
yapilan goézlemlerin birikmesi ile bu tir etkilesimleri dizenleyen genel
kurallara ulasmak mdmkin olabilir. Bu nedenle bizde sigan kalbinden elde
edilen hicre membranlarinda Gi aracili yanitlarda fonksiyonel dizeyde;
sican kalbi ve kobay akciger membranlarinda Gs aracili yanitlarda baglanma
diizeyinde capraz etkilesim olup olmadigini inceledik. Yine bu konuda diger
bir yaklagim olarak, farkli miktarlarda B-adrenerjik reseptdr tagiyan CHO
hicreleri  kullanilarak, i¢csel olarak farkli miktarda reseptér tasiyan
membranlardaki ve reseptér miktari baglangigta ayni olup bir gruba
tersinmez bir antagonistin uygulanmasiyla reseptér miktan degistirilen
membranlardaki agonistle uyarilan siklik AMP yanitlan karsilagtinidi. Bu
sekilde reseptér miktarinin igsel olarak farkli oldugu durumda, hiicrenin bunu
kompanse etmek icin dhzenleyici bazi mekanizmalar kullanip kullanmadigi
test edilmis oldu.

2. CHO  hicrelerindeki p-adrenerjik  reseptér-Gs-Adenilat  siklaz
sisteminindeki aktivasyon mekanizmasinin incelenmesi:  Aktivasyon
modelleri, mevcut deneysel gbézlemi aciklarken ayni zamanda, tamamen



kendi dogalan geregi, gozlemi agiklamak igin kullandiklan parametrelerdeki
degisimlerin nasil sonuglanacagini da tahmin ederler. Bu nedenle bu
parametrelerin deneysel olarak degistiriimesini takiben elde edilen sonuglarin
modelin tahminleriyle karsilagtiriimas: modelin dogrulugunu test etmek igin
kullanilabilir. Bu gercege dayanilarak, B-adrenerjik reseptdr tasiyan CHO
hiicrelerinde, bir aktivasyon parametresi olan reseptér sayisi, tersinmez bir
antagonistle azaltilarak sistemin yanitlarindaki degisiklikler gézlendi. Daha
sonra bu gdézlemler, bir katalittk model olan “encounter coupling model”
(Stickle ve Barber, 1993) ve bir termodinamik denge modeli olan “quinternary
complex model” (Onaran ve ark. 1992) ¢ercevesinde degerlendirildi.

3. Adenilat siklazin aktivasyon durumu ile termal inaktivasyonu arasindaki
iliskinin ve inaktivasyon sonucu degisen sistemdeki, bazal ve farkh sekillerde
uyariimig aktivitelerinin incelenmesi: Adenilat siklaz enzimi termal olarak
inaktive oldugu iyi bilinen bir enzimdir. Enzimin bu 6zelligine dayanarak,
enzimin c¢esitli aktivasyon durumlarinin inaktivasyon hizina etkileri
incelenebilir ve farkh aktivasyon durumlar varsa bu yéntemle birbirlerinden
ayirt edilebilir. Bu amagla bazal aktivitesi yliksek fakat reseptérle aktivasyonu
cok az olan kobay akciger membranlar ve bazal aktivitesi digiik fakat
reseptorler araciligi ile iyi uyarilabilen, insan B-adrenerjik reseptdri tasiyan
CHO hicreleri kullanildi. Bunun yani sira, elde edilen bilgilerden adenilat
siklazin sinyal ileti sistemi icindeki fonksiyonel stokiyometrisi hakkinda bilgi
ediniimeye c¢alisildi.
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2. ARAG VE YONTEMLER

2.1 KIMYASAL MADDELER

Deneylerde kullanilan Tris-baz, fosfoenolpiriivat (PEP), pirtivat kinaz (PK),
|zobutilmetilksantin (IBMX), (-)-isoproterenol (ISO), sidir serum albimini
(BSA), kloramin-T, sefadex G25 superfine, siklik adenozin monofosfat
(cAMP), 2'-O-Monostksinil adenozin 3'-5'-siklik monofosfat tirozin metil ester
(ScTMECAMP), Fenil metil stifonil florid (PMSF), Forskolin, Dimetil stlfoksid
(DMSQ), amonyum perstlfat, merkaptoetanol, bromofenol mavisi, genetisin,
penisilin, streptomisin, DMEM:F12 ve Na,-Etilen dinitro tetraasetikasit (Nax-
EDTA) Sigma Chemical Co.'den, Etilenglikol-N,N,N',N' tetraasetikasit
(EGTA), metanol Merc Chemical Co.’dan, guanozintrifosfat (GTP),
guanozindifosfat (GDP), guanililimidodifosfat (Gpp(NH)p), Na- ve Tris-
Adenozin trifosfat (ATP), Uridin difosfat (UDP) Ditiyotreitol (DTT), akrilamid
ve bisakrilamid Boehringer Mannheim'dan, fetal serum Biochrom KG
(seromed)'den, lyot-125 (Nal, 2000mCi/mmol) Amersham’dan satin alindi. (-
)-pindolol, Tocris, (-)-siyanopindolol Sandoz, Propranolol-HCI Dogu llag,
Bromoasetil alprenolol (BAAM) RBI Sirketlerinden saglandi. IBMX ve PMSF
%90 etanol, forskolin ve BAAM DMSO, pindolol ve siyanopindolol metanol,
diger tim kimyasal maddeler distile su i¢inde ¢ézalda.

2.2 YONTEMLER
2.2.1 Hiicre Kiiltiirii

Degisik dlzeylerde insan p2-adrenoseptéri ifade eden CHO (chinese
hamster ovary) hiicre dizisi alt klonlari Dr. Tommaso Costa (Istituto
Superiore di Sanita, Roma, ltalya) tarafindan, pC-DNA3.1 vektor iginde
transfekte edilerek elde edilmis ve canli olarak laboratuarimiza
gonderilmiglerdir. Hacreler standart kosullarda, DMEM:F12 (1:1), %5 fetal
buza§! serumu, penisilin (100 U/ml), streptomisin (100 pg/ml) ve transfekte
hicre klonlarini segmek igin genetisin (200 pg/ml) den olusan besi yerinde
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uretildi. Bir bélim hacre, besi yeri:dimetilsulfoksit (9:1 h/h) igcinde donduruldu
ve sivi azot iginde saklandi. Pasaji devam eden hicreler deneylerde
kullanildi (1-18 pasaj). lkiye katlanma zamani 24-30 saat olan bu hucreler,
75 cm? kltir sigelerinde (Greiner) (13 ml besi yeri) ortalama 2.5 ginde bir
besi yerleri degistirilerek ve 5 glinde bir 1:10 bélme oraniyla pasaj yapilarak
aretildi. Yeterli sayida konflient kiltir olustukga hicre peletleri asagida
anlatildigi sekilde membran hazirlanmak tzere -70 °C'de dondurularak
saklandt.

2.2.2 Membranlarin hazirlanmasi

Kobay Akciger (parankima) ve sigan kalp (ventrikil) membranlari asagida
belirtilen kGg¢uk ayrintilar disinda benzer yéntemlerle hazirlandi. Kobay ve
sicanlar servikal dislokasyonla 6ldirilip karotisleri kesilerek kanatildiktan
sonra akcigerleri ve kalbi kesilerek soguk Krebs-Hanseleit tamponuna alind.
Makasla kiglk pargalar ayrilan dokular hipotonik TRIS tamponuna (A)
aktarildi (5 mM TRIS, 0.2 mM PMSF, 1 mM EDTA, 5 ug/ml Aprotinin) ve ayni
tampon iginde (1:10 g doku:ml tampon) uitraturax ile homojenize edildi (en
yiksek hizda 3x20 saniye). Homojenat 4° C'de, 5 dakika, 400 x g'de (Sorvall,
RC2-B) santrifllj edilerek slipernatan alindi. Kalan pelet bir kez daha ayni
yéntemle homojenize edilip ayridiktan sonra elde edilen iki slpernatan
birlestirilip 30000 x g de 30 dakika cevrildi. Pelet farkli bir tamponda (B)
yeniden siispanse edildikten sonra (10 mM Tris-HCI, 5§ mM MgCl,, 0.2 mM
PMSF, 1mM EGTA, 5 pg/ml Aprotinin, 2mM DTT, pH 7.4) 30000 x g de 30
dakika ¢evrilerek coktirtlda ve pelet bu kez (C) tamponu (30 mM Tris-HCI,
10 mM MgCl,, 0.2 mM PMSF, 1mM EGTA, 5 ug/ml Aprotinin, pH 7.4) i¢inde
tekrar stispanse edildi ve ayni kosullarda tekrar ¢oktiraldd. Bu pellet, D
tamponu (30 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 0.2 mM PMSF, 1 mM EGTA, 5 p
g/ml Aprotinin, %25 Sikroz (W), pH 7.4) iginde, protein derisimi yaklasik 2
mg/ml olacak sekilde sUspanse edildi. Sispansiyon, ependorf tlplere
dagitilip hemen dondurulduktan sonra -70° C’de sakland..

CHO hicre membranlan konfllent kiltirlerden hazirlandi. EDTA (1mM)
iceren PBS tamponu ile kaldinlan hiicreler (5 ml / 75 cm?2), 200 x g de 3
dakika cevrilerek ¢oktirtldi ve -70 derecede yeterince pelet birikinceye
kadar saklandi. Biriken hiicre peletleri ¢ézuldikten sonra yukarida belirtilen
hipotonik TRIS (A) tamponu iginde (4 pl/cm?) ultraturax (3x20 saniye) ve
inslin enjektéra ile 22 gauge igneden 30 kez gegirilerek homojenize edildi.
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Hicre gekirdekleri ve pargalanmamis hiicreler 400 x g de 5 dakika gevrilerek
cokturildukten sonra sUpernatan 30000 x g de 30 dakika gevrilerek
coktlraldh. Pellet B tamponunda yeniden stspanse edilip aym kosullarda
coktirtildikten sonra D tamponu iginde siUspanse edilip yukandaki gibi
sakland..

Membran preparatlarindaki protein miktari Bradford (Bradford, 1976)
y6éntemiyle saptandt.

2.2.3 ScTMECcAMP iyotlanmasi

ScTMECAMP, sonug derigsim 1 uM olacak sekilde Na fosfat tamponuna (0.5
M, pH 7.4) eklendi. Tamponlanmig ScTMECAMP (25 ul), icinde 6zgin
aktivitesi 2000 Ci/mmol, toplam 2 mCi '%|-Nal (20 /4) ¢ézeltisi bulunan tipe
eklendi. Bu tupe birer dakika araliklarla 3 kez 5 4 kloramin-T (1 ug/u)
eklendi. Yikseltigenme reaksiyonu 30 x4 Na-metabisulfit (2 ug/u) eklenerek
durduruldu. Olugan mono- ve diiyodo-ScTMEcCAMP’yi serbest iyottan ve
birbirinden ayirmak amaciyla tip igerigi Na asetat tamponuyla (1 M, pH 5)
dengelenmis 1x50 cm Sefadex G25 (sismis partikil bUyGklagla 20-50 L)
kolonuna uygulandi. Elisyon, 6-8 mi/saat akim hiziyla kolondan gegirilen Na
asetat tamponuyla (1 M, pH 5) saglandi ve eltat bir fraksiyon toplayicisi
yardimiyla 1.6 ml'lik fraksiyonlar halinde toplandi. Serbest iyot, monoiyodo-
ScTMECAMP ve diiyodo-ScTMECAMP “peak® leri, fraksiyonlardan alinan
ornekler gama sayacinda (LKB Wallac 4261 Multigamma) sayilarak
saptandi. Jel filtrasyon kromatografisinden elde edilen kromatogram 1.
sekilde gosterilmistir. Mono- ve dilyodo-ScTMECAMP “peak” leri (sirasiyla 3
ve 2 fraksiyon) birlestirildi. Bu materialler ayni hacimde izopropil alkol ile
karistirildi ve 4° C'de saklandi. Aktiviteleri saptanan bu preparatlar daha
sonraki RIA 6lglimlerinde “tracer” olarak kullanildi.
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Sekil 1. Yiikseltgenme tepkimesi durdurulduktan sonra jel fitrasyon kolonuna uygalanan toplam 90

A reaksiyon ortamimin, asetat tamponuyla ellisyonundan sonra elde edilen kromatogram. Her
fraksiyon 1.6 ml dir. Elde edilen “peak” ler I; serbest iyof, H: Tanimlanmadi, HI: Monoiyodo-
ScTMECAMP, IV: Diiyodo-ScTMECAMP.

2.2.4 Pindololiin iyotlanmasi ve saflastiriimasi

Asagida verilen iyotlama protokoliinde pindololiin indol halkasinda tek iyotiu
turtn olusumu maksimize edilmistir. Bu protokol literatiirde daha 6nce verilen
ama verimi optimize edilmemis protokollerden degistirilerek belirlenmistir
(Barovsky ve Brooker, 1980: Wolf ve ark., 1981: Hoyer ve ark., 1984).

Tepkime igin protokol

|Deri§im Vol () topiam miktar

Na Fosfat (pH 7.5) mM| 500 25 | 12500 nmol

Nal (0.01 N NaOH iginde) mM|  0.05 20 1 nmol

PINmM| 5 5 25 Nmol

CA-T mg/mII 0.2 15 3 g

NaMBS mg/mi] 2 30 60 ug
Total vol = 95

1) Fosfat tamponu iyot ¢ézeltisi iizerine eklenir

2) Pindolol tamponlanmig iyodun {izerine eklenir

3) Kloramin T, karigimin Gzerine eklenerek tepkime baglatilir

4) Uglincli dakikada Na metabisdilfit tepkime ortamina eklenerek tepkime
durdurulur.
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5) Durdurulmus tepkime en kisa zamanda HPLC ile saflagtirilir.

lyodopindololidn saflagtinimast igin HPLC protokolu

Literatlrde iyodopindololun saflastiriimasi icin verimi ¢ok dusik bir yontem
olan ince tabaka kromatografisi dnerilmistir (Kupfer ve ark., 1982). Bu
nedenle ligandin saflastiriimasi igin hem verimi ylksek hem de radyoaktif
madde ile calismak agisindan givenli olan bir yuksek basingli sivi
kromatografisi ydontemi bu ¢alismada gelistiriimistir. Bu nedenle yéntem ve
elde edilen sonuglar ayrintili olarak sunulmustur.

[zokratik Protokol:

Kolon: C18 125x4.2 (ID) mm

Mobil Faz:. %60 K fosfat tamponu 10 mM pH 6.5
%40 Metanol

Deteksiyon: 216 nm absorbsiyon

Akim Hizi. 1 ml/dak

lyotlama tepkimesinin 50 ul olarak injekte edildigi protokolde sézkonusu
maddelerin ellsyon paternleri agagidaki gibi bulunmustur:

Retansiyonlar (elisyon ml) Fraksiyon volima (ul)
CA-T 2.1 300
CYP 3.8 600
ICYP 7.1 800

Fraksiyonlar 200 pl olarak toplanmusgtir

Bu ornekte pindolol yerine siyanopindolol kullaniimistir fakat pindololin
paterni farkli bulunmamigtir. Bu ayrigtirma protokolune ait kromatogram
ornegi sekil 2 'de gériilmektedir.
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Injeksiyon
Seklil 2. siyanopindolol ve iyodasiyanopindololiin ayriimasini gdsteren kromatogram 8megi. Birinci
kromatogram, Na metabisilfitin tepkime ortamina dnceden konularak iyotlamanin engellendigi, ikinci
kromatogram ise iyotlama tekimesinin 3 dakika slrdGrildGgl ortamlardan alinmigtir. Olusan

iyodosiyanopindolol az oldugundan HPCL dedektériniin duyarlihg bu madde gelmeden énce 16 kat
arthinimigtir.

Bu 6mekde, tepkime baslamadan énce ve tepkime basladiktan 3 dakika
sonra tepkime ortamindan alinan &érnekler HPLC ye uygulanmigtir.
Kromatogramdan da gérulebilecegi gibi bu kosullarda olusan (mono)
iyodosiyanopindolol, olustugu olgllebilen tek UrGndir ve isaretlenmemis
siyanopindololden ¢ok iyi aynimaktadir. Soguk potasyum iyodurtn
kullanildigi bu 6mekte serbest iyot gérilmemekle birlikte, radyoaktif iyot
kullanilan preparasyonlarda serbest iyodun beklendigi gibi kolonda hig
tutulmadigi saptanmistir. Dolayisiyla, iyodosiyanopindololiin serbest iyot ile
kontaminasyon riski neredeyse sifirdir. Isaretlenmemis siyanopindololin
iyodosiyanopindololden cok iyi ayrimasi, bize tepkime ortaminda
siyanopindololiin (iyoda gére) asin miktarda kullanilabilmesi olanagini
saglamis (en az on kat daha fazla siyanopindolol ya da pindolol) ve b&ylece
hem tepkimenin verimi arttirnlmis hem de yan drdnlerin (birden fazla iyot
iceren inaktif thrler) olusumu en aza indirilmistir. Burada tepkime verimi iyot
referans alinarak ddstndlmektedir, ¢inkid bir mol siyanopindolol bir mol
radyoaktif iyotdan gok daha ucuzdur.

Sekil 3 1 mCi ile elde edilen iki ayri iyodopindolol preparatinin verilerini
gbstermektedir. Bu seklin birinci sirasinda mor &tesi absorbsiyon
detektérinin verdigi traseler gérilmektedir (iki trase de birinci preparata
aitdir), ikinci sirada, toplanan fraksiyonlardaki (200 pl) radyoaktivite ve
Gglncd sirada her fraksiyonla



16

8 s
2 UV 216 nm 2 Uv 216
(3] o nm

X-] -]

[+] [+]

2 2

[ a

ﬁplndolo

ﬁoplndolo

7ooooT Radiycakthite 7°°°°{ Radiycaktivite
40000 A\ 40000 + | 1
£ €
g ¢ i
30000 + "0 30000 T \
20000 + 20000 ﬁ \ I'\
10000 - 5 10000 T i i \
\ [\ \ } \
'\ i .°0,... \ 3 - .“‘oo.
o > o ooy 0 . oL ° )
0 2 4 8 8 10 o 2 4 6 8 10
3000 7 Spesifik Baglanma 8000 T gpesifik Baglanma
; 7600 +
2500 - ’
s 8000 +
2000 -
5000 +
§ 1500 + E. 4000 +
(1] . © i
! A
3000 T
1000 + ’
4 2000 1 )|
500 ’ \
1000 T *
0 + — 0
0 2 4 6 8 10 (] 2 4 6 8 10
Frac. Vol. (mi) Frac Vol (mi)

Sekil 3 Pindololtin iyotlama tepkimesinden sonra elde edilen Kromatogramlar: Birinci satir
kolon gikigindaki UV absorbsiyonunu, ikinci satir ilgili fraksiyonlardaki radyoaktiviteyi, Gglinch
satir ise yine aym fraksiyonlardaki beta adrenoseptdre baglanabilme aktivitesini
gbstermektedir. Buradan serbest iyodun (ikinci satirdaki ilk pikier) ve isaretlenmemig
pindololiin iyodopindololden gok iyi ayrilabildidi ve ikinci satirdaki ikinci pikin gergekten
iyodopindolo! olarak yorumianabilecedi agikdir. |ki kolon ard arda yapilmig iki bagimsiz
iyotlama tepkimesinden elde edilmistir (yalniz birinin UV absorbsiyon trasesi gdsterilmigtir).
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kobay akciger membranlarinda (yogun olarak p2-AR icermekdir) elde edilen
spesifik baglanma  gorGlmektedir. Fraksiyonlarin olusturdugu spesifik
aktivite, her fraksiyondan ayni hacim alinarak él¢llmastir, ve her fraksiyonun
radyoaktivite iceriine gére dlzeltiimemigtir. Dolayisiyla, baglanmadaki
azalma (pik etrafindaki fraksiyonlarda) spesifik aktivitenin distik olmasina
(yani safsizliklara) degil, ligand miktarinin azalmasina baghidir. Bu azalma
radyoaktivite igerigine gﬁré dizeltildigi zaman pik etrafindaki bGtin
fraksiyonlarin ayni spesifik aktiviteye sahip oldugu (yani ayni derecede saf
olduklar) gérllmektedir (data gdsteriimemistir). Dolayisiyla, preparat bu
fraksiyonlar bir araya toplanarak elde edilmektedir. Eide edilen preparata
sonug¢ derisim %0.01 (a/h) olacak bi¢cimde fenol eklenmesi ve preparatin 0°
C'nin altinda saklanmasi, preparatin dmrini 6nemili 6igide uzatmaktadir.

2.2.5 Immiinoblot

Membran preparatlant 6nce %10 poliakrilamid sodyum dodesilsilfat jel
elektroforezine uygulandi (Biorad, Power PAC300 giic kaynagi ile mini jel
sistemi). Elekiroforez icin Laemmli protokolll biraz degistirilerek kullaniidi
(1970). Ornekler gliserol, bromofenol mavisi ve merkapto etanol ve SDS
iceren tris tamponunda (pH 6.8) 100 santigrat derece 3 dakika denatiire
edildi. Cézumleyici jel %10, yigma (stacking) jel %5 akrilamid+bis-akrilamid
olarak hazirlandi. Elekiroforez tamamlandiktan sonra (25 mA 15 dak 1.
agsama, 60 mA 60 dak 2. asama) jel lzerindeki proteinler yine elektroforetik
olarak nitrosellloz membranlara aktarildi (Biorad transfer system ile 200 mA
1 saat). Transfer tamponu bilesimi: 6 g/L Tris, 29 g/L dlisin, 1 g/L SDS, 200
ml/L metanol. Iminoblot igin RM/1 (anti G, antikor) kullanildi (New England
Nuclear Co.). Nitroseliloz membranlar %3 albimin ve % 8 yagsiz sit tozu
iceren tuzlu fosfat tamponunda (PBS) bir gece boyunca 4 °C'de bekletildi.
Membranlar birka¢ kez PBS ile yikandiktan sonra yine PBS iginde RM/1
antikoru ile (1/1000) 1-2 saat oda sicaklijinda bekletildi. Membranlar birkag
kez PBS ile yikandiktan sonra bu kez "horseradish” peroksidaz ile
isaretlenmis, esek kaynakli anti-tavsan IgG antikoru (Amersham) ile 1 saat
oda sicakliginda bekletidi. Tekrar PBS ile ykanan membranlar,
Amersham'in yiksek verimli kemoliminesans reaktifi ile 1 dakika bekletildi
ve 15 saniye ile 10 dakika arasinda degisen maruziyet sireleriyle Réntgen
filmi (Kodak) ile karsilastinild:.
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2.2.6 cAMP Olgiimii

cAMP derisimi radiyoimmanoesey (RIA) yéntemiyle (Brooker, 1988) él¢iildi.
Kullanilan Anti-cAMP antikorlar daha dénce bu laboratuarda elde edildi.

RIA toplam 300 4 hacimde, 4° C'de yapildi. Adenilatsiklaz eseylerinin
yapildigi taplerin igerigi (toplam 200 ul) ve standart olarak kullanilacak
cozeltiler (her biri 50 ) Na asetat tamponu (0.1 M, pH 6.2) ile 500 d'ye
tamamlandi. TUplere 20 /4 asetik anhidrit - trietilamin karistmi (1:2 oraninda
hazirlanmig) eklenip hemen vorteks edilerek cAMP’nin asetilasyonu
saglandi. Bu c¢odzeltilerin herbirinden 50 'lik 6mekler alinarak eseyin
yapilacagi tiplere dagitildi. Taplere 100 44 Na asetat tamponu (Na asetat 0.1
M, CaCl; 2 mM, pH 5.8) ve 50 /4 anti-cAMP antikor ¢ozeltisi eklendi. Antikor
cozeltisi, antiserumiarin, kullanilan 25]-ScTMECAMP’nin %50'sini baglayacak
sekilde sigir serum albimini ¢ozeltisi (BSA, % 0.2) ile seyreltimesiyle elde
edildi. Son olarak 100 / “tracer” (toplam 15000 cpm aktivite icerecek sekilde
seyreltiimis) eklendikten sonra tiipler 24 - 48 saat siireyle 4° C'de bekletildi.
Bu slrenin sonunda 100 g4 BSA ¢ézeltisi (% 0.2) ve ardindan 1.5 mi etanol
(% 90) eklenen tipler 1500 x g'de 10 dakika sireyle santrifilj edilerek
presipite olan antijen-antikor kompleksinin tlp dibine ¢okmesi saglandi.
Supernatan dékuldiikten sonra tiipte kalan aktivite gama sayaciyla okundu.
Standart asetil-cAMP baglanma egdrisi 4 parametreli logistik modelin
regresyonuyla saptandi. cAMP derisimleri, tahmin edilen modelin ters
regresyonuyla belirlendi.

2. 2.7 Adenilatsiklaz deneyleri

Tam adenilatsiklaz deneylerinde degerlendirilen parametre ortalama enzim
aktivitesi oldugundan, &ncelikle deneylerin yapilacagl kosullarda cAMP
olusum hizinin sabit oldugu stre belirlendi. Bu amagla yapilan deneylerde
bazal ve reseptér uyarimi sonucu olusmus cAMP miktarlarinin zamania
degisimi ol¢tldi. GTP (1 xM) varhiginda olgllen degerler bazal, ayni
derisimde GTP ile birlikte 100 M (-)Isoproterenol (ISO) variginda élgiilen
degerler reseptdér uyarimi ile olugsan cAMP birikimi olarak degerlendirildi.
Esey bir inkiibatér (Heraeus) iginde 37° C'de, iclerinde adenilatsiklaz esey
tamponu (sonug derigimler (mM): Tris-HCI 50, KCI 100, PEP 5, MgCl, 10,
IBMX 1, ATP 1, PK 0.01 mg/ml, pH 7.4), s6z( edilen guanin niikleotidler ve
uyaraniarin bulundugu tiplere membran siispansiyonunun (sonug derigim 1-
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10 ug/tiip) eklenmesiyle bagiatildi. Baglangigtan itbaren 2 dakikada bir her iki
tipten alinan. 100 'lik dmekler, iglerinde 100 4 HCI (0.2 N) bulunan tiplere
aktarilarak reaksiyon durduruldu ve olusan cAMP miktari RIA ile saptandi.
Bu kosullarda cAMP olusumunun 10 dakika sireyle dogrusal oldugu
bulundu. Yapilan bazi deneylerde, kullanilan ATP rejenerasyon sisteminin
cAMP birikimi Ozerinde baskilayici bir etki olusturdugu goérildikten sonra,
rejenerasyon sistemi eseyden gikarildi. Bu kogullarda cAMP birikiminin en az
bes dakika dogrusal oldugunun gézilenmesi Uzerine, deneylerin timiinde 5
dakikalk tepkime suresince biriken cAMP miktart duragan adenilat siklaz
aktivitesini degerlendirmek icin kullanildi. Duragan adenilat siklaz aktivitesi,
birim zamanda (1 dakika) belirli bir membran miktari bagina (mg membran
proteini) cAMP birikimi (pmol) olarak verildi.

Adenilat siklaz aktivitesinin ¢esitli uyaranlarla degisiminin SlguldGgu
deneylerde, uyaran ile hlicre membranlari bes dakika birlikte inkibe
edildikten sonra adenilat siklaz esey tamponunun bu karigim (zerine
eklenmesiyle esey baglatildi.

2.2.8 Adenilat siklaz aktivitesinin termal inaktivasyonu deneyleri

Bu deneylerde kullanilan kobay akciger membranlari ve CHO WT4 hiicre
membranlari, 1 pg/50 pl olacak sekilde 5 mM Tris tampon icinde siispanse
edildikten sonra, iki gruba bélindi. Bir gruba inaktivasyon hizina etkisi
incelenen madde eklenirken, difer gruba sadece ¢6ziici eklendi. Daha
sonra her iki grup 37 °C'ye ayarli bir inkilbatére yerlestirildi. Inkibatérde
bekleyen membran slispansiyonlarindan cesitli zamanlarda
(0,5,15,30,60,90,120,180,240,300,360. Dakikalar) alinan 50ullik 6rnekler,
yine inkiibatérde 37°C'de bekleyen adenilat siklaz esey tamponuna (50p!)
eklenerek esey baglatildi. Reaksiyon 5 dakika sonunda tuplere 100 pl, 0.2 N
HCl eklenerek durduruldu. Bu grup deneylerde isopretorenol gibi
oksidasyona ugrayabilecek ligandlarin yikimini énlemek icin adenilat siklaz
esey tamponuna finalde 1.4 mM olacak sekilde askorbik asit eklendi. Ayrica,
kontrol membranlarinin igcine konacagt esey tamponuna, inkiibasyona
eklenen ligandlar, finalde ayni konsantrasyonu verecek sekil de eklendi. Bu
sekilde, gbézlenecek etkinin, ligandin adenilat siklazi termal inaktivasyondan
korudugu icin mi, yoksa sistemin aktivasyon durumunun degistiriimesi
sonucu mu ortaya ¢iktigi paralel bir deneyle ortaya konmus oldu. Her zaman
noktasinda esey cift veya Ggll olarak yapildi. Bu deney sonuglarindan,
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adenilat siklaz aktivasyonunun yari édmri, Ussel bir fonksiyonun data'ya fit
edilmesi ile belirlendi.

2.2.9 Baglanma deneyleri

Membranlar (tip basina 5-10 xg), tampon ¢bdzeltisi (100 mM KCI, 50 mM
Tris, pH 7.4), isaretli ligand ('*I-IP, tip basina 15-20000 cpm), degisen
derisimlerde kompetitér ligand, ve baglanma izerine etkisi incelenen
maddelerle, toplam 100 g4 hacimde, 37°C'de, 1 saat sireyle inkiibe edildi.
Forskolin etkisinin incelendigi deneylerde kontrol tiiplerine forskolinin
¢oziclst olan DMSO ayni hacimde eklendi. Inkilbasyon siiresinin sonunda,
tup icerikleri soduk tampon c¢ozeltisiyle 3 ml'ye seyreltiip cam elyaf
filtrelerden (Whatman GF/B) vakum altinda Millipore 1225 filtrasyon
manifoldu ile filtre edilerek bagl ve serbest ligand ayrildi. Iki kez 8 ml soguk
tampon ¢ozeltisiyle ylkandiktan sonra filtrelerde kalan aktivite gama
sayaclyla okundu. Baglanma egrileri dort parametreli logistik modelin
regresyonuyla saptandi. Reseptdr sayisinin 6lglimek istendidi deneylerde
isaretli ligand 100000-200000 cpm arasinda derisimlerde kullanildi.

2.2.10 Tersinmez antagonist uygulamasi

Tersinmez antagonist ile reseptér miktan azaltilacak olan CHO WT4 hiicre
membranlan eritilip, 2 ug/20 pl olacak sekilde baglanma tamponunda (50
mM Tris, 100 mM KC) sispanse edildikten sonra 10™° M final konsantrasyon
olacak sekilde BAAM eklenip inkiibasyona konuldu (37 °C). Otuz dakikanin
sonununda membraniar 4 °C'de, 16000 g'de 30 dakika santrifijj edilerek
¢oktlrilda (Heraeus biofuge). Bu membranlar iki kez daha 400 pL baglanma
tamponu ile sispanse edildikten sonra santriflj edildi. Bu yikama iglemleri
sonucunda tersinmez olarak baglanmamis olan BAAM ortamdan
uzaklastinimis oldu. Elde edilen membranlarda reseptérlerin ne kadarinin
tersinmez olarak baglandi§ini saptamak i¢in iodopindolol 200 000 cpm ile
total reseptér baglanmasi yapildi. Kontrol membranlarina da, BAAM harig,
ayn! islemler es zamanli olarak uygulandi.

2.3 Analiz yéntemleri

Derisim yanit egrileri dért parametreli logistik esitligin dogrusal olmayan
regresyonu ile degerlendirildi. Tim dogrusal olmayan regresyon
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parametrelerinin standart hatalan asimptotik standart hatalar olarak verildi ve
Gauss-Markoff-Rao yaklagimi ile hesaplandi. Ortalamalar arasindaki fark
eslenmis ya da eslenmemis Student-t istatistigi ya da F istatistigi kullanilarak
dederlendirildi. Tam istatistikler igin %5 den kiiglk olasilik anlamh kabul
edildi. “Quinternary complex” ve “collision coupling” modelleri kullanilarak
yapilan similasyonlar MS Excel programi ortaminda Visual Basic kodlama
kolayligi kullanilarak gergeklestirildi. “Quinternary Complex” modelinin sayisal
¢6zumu i¢in daha énce yayinlanan yordam kullanildi (Onaran ve ark., 1992).
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3. BULGULAR

3.1 Aynu tiir G proteini kullanan reseptorlerde G proteinlerinin paylagimi

G proteinlerine kenetli sinyal ileti sisteminin fonksiyonel  birimlerinin
membranda serbestce ve sinirlanmaksizin hareket edebilecegini kabul eden
aktivasyon modelleri, en azindan bazi kosullarda, ayni tir G proteinini
kullanan reseptér sistemlerinin  birbirlerinin  aktivasyon durumlarini
etkileyebilecedini 6ngérmektedir. Bu etkilesimin nedeni séyle 6zetlenebilir: iki
farkh tlr reseptdr ortak bir G proteini havuzunu kullaniyorlar ise birinin
aktivasyonu, aktive olabilecek serbest inaktif G proteini konsantrasyonunu
dUstrerek diger reseptériin sinyal ileti verimini degistirebilecektir, G proteini
havuzunun farkli oldugu durumlarda béyle bir etkilesim gézlenmeyecektir. Bu
boélimde sunulan fonksiyonel ve baglanma calismalan bu olasiliklar
incelemek igin tasarlanmistir.

a) Fonksiyonel dizeyde karsilikli etkilesimi inceleyen deneyler: Bu
calismalarda sigan kalbinden hazirlanan hiicre membranlari kullaniimigtir. Bu
tez kapsaminda sunulan ¢aligmalarin genelinde Gs proteinlerine kenetli -
adrenerjik reseptérler incelenmekle beraber, bu ¢alismalarda kalpte
bulunduklar bilinen Gi proteinlerine kenetli muskarinik ve alfa2 reseptér
sistemleri incelenmistir. Bunun nedeni tartigma bo6liminde ele alinacaktir.
Muskarinik resept6r agonisti olarak asetilkolin ve alfa2 adrenoseptér agonisti
olarak klonidinin kullaniididi ilk grup ¢alismada, bu reseptor sistemleri
Uzerinden olusmasi beklenen adenilat siklaz inhibisyonu incelenmistir. Her iki
agonist de hem bazal hemde forskolinle uyarimig adenilat siklaz
aktivasyonunu baskilamigtir (gekil 4). Her iki durumda adenilat siklaz
inhibisyonunda belirgin bir farkliik olmadigindan agonistlerin birlikte
uygulandigi deneyler bazal durumda gergeklestirilmigtir. Her iki agonist
birlikte uygulandiginda, ayrt ayri uygulandiklarinda olusturduklari yanitiarin
toplamindan daha az yanit olusturmuslardir. Bu durum sinyal ileti sisteminin
reseptérlerin altindaki bir duzeYde tam olarak veya blyilk oélglide ortak
oldugunu ve her iki reseptor tarafindan olusturulabilecek toplam stimulus
(stimulus kavrami igin Stephenson, 1956 &nerilebilir) maksimum. degerine
ulagsmadan o6nce doyurulabildigini dusindirtmektedir. Ancak bu deney
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Sekil 4. Asetilkolin (Ach) ve kionidin (KLO) ile degisik kosullarda olusan adenilat siklaz
inhibisyonu. Sol panelde inhibisyon hem bazal gartlarda hem forskolin variinda degerlendirilmigtir.
Sag panelde ise bazal sartlarda ortak yanitlar gériilmektedir (ORT+SH, n=3)

dizeneginde doyan diizeyin Gi proteini mi yoksa adenilat siklaz mi oldugu
ayirt edilememistir.

b) Baglanma diizeyinde karsilikh etkilesimi inceleyen deneyler: Reseptér-G
proteini-efektér kaskadinda ortak kullanilan ve doyan agamanin reseptér-G
proteini diizeyi oldugunu gdstermek igin uygulanabilecek diger bir teknik de
efektérl aradan cikararak dogrudan reseptér-G proteini kenetini incelemek
olabilir. Termodinamik denge modellerine gére, guanin nikleotidlerinin
yoklugunda 6l¢lilen agonist afinitesinin guanin nikleotidlerinin eklenmesi ile
azalmasinin blytkliga, reseptér-G proteini kenetinin élgttlerinden biri olarak
kabul edilmektedir. Bu durumda eger iki farkli reseptor ortak bir G proteini
havuzunu kullaniyorsa ve G proteini konsantrasyonu reseptorierle
kargilastirilabilir diizeyde ise reseptérlerden birinin agonistie aktivasyonu
serbest G proteini konsantrasyonunu azaltarak diger reseptdriin agonist
afinitesini azaltacaktir. Reseptorler farkli G proteini havuziarn kullaniyorlar
veya G proteini konsantrasyonu reseptdrlerden birine baglanmayla
azalmayacak kadar fazla ise bdyle bir etki gézlenmeyecektir. Bu amagla
sican kalp mebranlan ve kobay akciger membranlarinda, Gs proteinine
kenetli olan p-adrenerjik, histaminerjik ve PGE, reseptor sistemleri
incelenmistir. Referans reseptér olarak agonist baglanma afinitesini
dlgebildigimiz B-adrenerjik reseptor kullaniimig ve birlikte uygulanan diger
agonistlerin bu afiniteye etkisi incelenmigtir. Her iki membranda da, -
adrenerjik reseptor sisteminde ytksek afiniteli agonist baglanmasi ve guanin
nikleotidlerine bagl agonist afinitesinde azalma izlenebilmektedir (sekil 5).
Bu membranlarda, agonist afinitesine G proteininin katkisi gézlenebilir
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Sekil 5. Kobay akciger ve sigan kalp membranlarinda isoproterenol baglanmasina
Gpp(NH)p nin etkisi. Isoproterenol baglanmasi pindolol baglanmasi ile olan yarigmasi
cinsinden Olglimisdar. Akcifer membranlarindaki baglanma pindolol baglanmastna
rdlatif olarak verilmigdir. Veriler, ti¢ 6lcimin ortalamas: olan reprezantatif bir rnekdir.
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oldugundan, s6z konusu deneyler i¢in uygun oldugu disinilmastar. Sigan
kalp membranlarinda yapilan deneylerde histamin (ya da PGE,) varliginda
isoproterenol afinitesi farkli bulunmamistir (sekil 6).
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Sekil 6 Isoproterenol baglanmasina histamin (1 mM) varh@inin etkisi. Isoproterenol
baglanmasi iyodopindolol baglanmasi ile yangmasi olarak 6&l¢iimis ve iyodopindolol
baglanmasina relative olarak verilmigtir. (ort + sh, n=6)

Oysa, kobay akciger membranlarinda yapilan deneylerde PGE; varliginda
isoproterenol afinitesinde bir fark bulunmazken, histamin varliginda ytksek
afiniteli isopreteronol baglanmasi azalmistir (sekil 7). Fakat bu durum ¢
nedenle histamin ve pB-adrenerjik reseptérlerin ortak bir Gs havuzu
kullandiklar lehine kullanilamaz: 1) Histaminin olusturdugu afinite kaymasi
guanin nikleotidin olusturdugu afinite kaymasindan biytk gériinmektedir
(sekil 8). Bu durum séz konusu modellerle agiklanamamaktadir. 2)
Histaminin varligi bir antagonist olan iyodopindololiin hem spesifik hemde
nonspesifik baglanmasini etkilemektedir (gekil 9). 3) Histamin H1
(mepiramin) ve H2 (famotidin) antagonistleri histaminin bu etkisini geri
cevirememistir (data sunulmadi). Gozlenen etki histaminin fizikokimyasal
etkilerine bagll nonspesifik bir etki gibi gérinmektedir.
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Sekil 7 Kobay akciger membranlarinda PGE2 (0.1 mM Gst panel) ve histaminin (1 mM,
alt panel) isoproterenol baglanmasina etkisi. Isoproterenol baglanmasi, iyodopindolol
yarigmasi olarak &l¢lilmis ve iyodopindolol badlanmasina rélatf olarak verilmigdir. Veriler
roprezantatif ic deneyin ortalamasidr.

3.2 R-G etkilegmesinin ayrintilan

B-adrenerjik reseptérleri icsel olarak farkli olan ve baglangigta ayni olup
tersinmez bir antagonistle farklilagtirilan CHO hiicre membranlarinda agonist
potenslerinin kargilagtinimas;: Bu c¢ahsmalar farkli miktarlarda insan p2-
adrenerjik reseptorleri tasiyan CHO hicrelerinde yapildi. Bu hiicrelerdeki
reseptdr konsantrasyonlari tablo | 'de gdsterilmigtir.
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Sekil 8 Kobay akciger membraniarinda histamin (ve GppNHp nin) isoproterenol baglanmasi
Gzerine etkisi. Sekil 5 ve 7 deki veriler, histaminin ve GppNHnin olusturdugu afinite
kaymalarini géstermek amaciyla bir arada gésterilmigdir.
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Sekil 9 Isoproterenol baglanmasi tzerine histaminin etkisi mutiak baglanma skalasinda
gosterilmistir. TGm deney kogullari gekil 7 deki gibidir.
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TABLOI

Degisik CHO klonlarinda &igllen B-adrenoseptdr yogunluklan

CHO klonu R total
pmol/mg
WT3 0.09
WT18 0.2
WT5 04
WT6 1.3
WT10 3.78
WT8 7.3
WT4 8.15

Hicre ylzeyindeki reseptdrierdeki artisin  sinyal iletimine katildigini
gbstermek icin yapilan aktivasyon élglimlerinde, reseptér konsantrasyonu ve
isoproterenol ile uyarilan bazal aktiviteye gére artis orani korele idi (sekil 10).

Izoproterenol ile uyarilan adenilat
siklaz aktivitesi
(bazal aktlviteye g&re artig orani)

0 2 4 6 8 10
Reseptor derigimi (pmol/mg protein)

Sekil 10 CHO hicre membranlannda B-AR ifade dizeyi (yatay eksen) ile
isoproterenoliin uyarabildigi adenilat siklaz akfivitesi (dikey eksen) arsindaki iligki.
Kullanilan 6 klonun reseptdr yoguniuklari Tablo | de veriimektedir. lki degisken
arasindaki korelasyon 0 dan farklidir (p<0.05)
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Endojen olarak farkl miktarda reseptdr tagiyan klonlar olarak WT4 (8.15
pmol/mg) ve WT18 (0.2 pmol/mg) segcildi. Tersinmez antagonist uygulamasi
icin WT4 klonu kullanildi. Endojen olarak farkl miktarlarda reseptér tagiyan
WT4 ve WT18 klonlarinda isoproterenolle elde edilen konsantrasyon yanit
egdrilerinin ECsoleri ve bazal degerleri birbiriyle ayni idi, buna karsin
isoproterenolle elde edilen maksimum yanit WT18'de belirgin olarak
azalmisti (sekil 11).
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Sekil 11 CHO WT18 ve WT4 klonlart membranlarinda isoproterenol ile uyarilabilir
adenilat siklaz aktivitesi. Iki derigim yanit egrisinin maksimum degerleri agikga farkh iken
isopoterenol ECs, leri (70 nM) her iki egri icin istatistikse! olarak ayri bulunmustur. Veriler
6 adet Uicli deneyin ortalamasidir (ort + sh).

Ayni deney normal WT4 hucreleri ve reseptdr sayisi bir tersinmez antagonist
olan BAAM ile ~%10'a kadar dustrilmis WT4 hicrelerinde yapildiginda,
aktivasyon modellerinde 6ngorilebildigi sekilde ECso degeri saga kayds,
isoproterenolle elde edilen maksimum yanit azaldi ve bazal aktivite distl
(sekil 12). Bu sonuglar CHO hiicrelerinde B-adrenerjik reseptér-Gs-adenilat
siklaz sinyal ileti sisteminin reseptér sayisi degigse bile ECso ve bazal
aktiviteyi koruyacak sekilde organize olabilecegini diisindartmektedir. Bu
sonuglar tartigma bdlimiinde, bir katalitk model olan “encounter coupling
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model” ve bir termodinamik denge modeli olan “quinternary complex model”
cercevesinde daha ayrintili olarak ele alinacaktir.
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Sekil 12 CHO WT4 hiicre membranlannda bromoasetilalprenolol (BAAM 10° M, 30
dakika, 37 °C) ile muamelenin isoproterenol yanitlan (adenilat siklaz aktivasyonu) tizerine
etkisi. Yine sekil 11 deki gibi derigsim yanit edrilerinin maksimumlan agikca farklidir fakat
bu kez isoproterenoliin ECs; si BAAM ile muamele edilmig membranlarda digerlerine gére
anlamii olarak farklidir (70 nM a karsi 425 nM) (ort + sh, n=6)
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3.3. Adenilat siklazin aktivasyon durumu ile termal inaktivasyonu
arasindaki iligkinin incelenmesi:

Calismanin bu béliminde bazal aktivitesi ylksek fakat reseptérle
aktivasyonu ¢ok az olan kobay akciger membranlari ve bazal aktivitesi disik
fakat reseptdrler aracihd ile iyi uyanlabilen, ylkksek konsantrasyonda insan B
-adrenerjik reseptdri tagtyan CHO WT4 hiicre membranlari kullanildi. Hiicre
membranlari bazal sartlarda ve gesitli aktivatér ligandlarla 37 °C'de inkiibe
edilerek bu sartlarin termal inaktivasyon hizlarina etkisi incelendi.
Inaktivasyon hizlar bir Ussel iglevden tahmin edilen yari émir seklinde
verildi.

a) Kobay akciger membraniarinda elde edilen sonuclar: kobay akciger
membranlan bazal sartlarda inkiibe edildiginde yari émrii 48 dakika olacak
sekilde adenilat siklaz aktivitesi azaldi. Sistemi Gs dlzeyinde etkilemesi
beklenen guanin nlkleotidlerinin (GTP 100 puM ve GppNHp 10 um)
inkibasyon ortamina eklenmesi inaktivasyon hizinda herhangi bir degisiklige
yol agmadi. Sistemi reseptér diizeyinde etkileyebilecek olan B-adrenerjik
reseptor agonisti isoproterenol ve negatif antagonist olan ICI'in inkiibasyon
ortamina eklenmesi de inaktivasyon hizinda bir degisiklige yol acmadi.
Membran hazirlama isleminin proteazlarn blylk 6lglide uzaklastirdigs
bilinmekle beraber, bu olasiligi diglamak icin proteaz inhibitérierinden olusan
bir kokteyl ile inklibasyon yapildiginda yine inaktivasyon hizinda herhangi bir
degisiklik saptanmadi. Bdylece gézlenen inaktivasyonun enzimatik degil
termal oldugu sonucuna varildi. Bu deneylerde son olarak adenilat siklazla
dolaysiz olarak etkilesen ve adenilat siklazi aktive eden forskolin 10 pM
konsantrasyonda kullanildi. Forskolinin inklibasyona eklenmeyip sadece
esey ortamina eklendigi deneylerde yanitlarin genel olarak daha ylksek
olmasina ragmen inaktivasyon hizinda herhangi bir degisiklik gézlenmedi.
Buna karsin forskolinin inkiilbasyon ortamina eklendigi deneylerde
inaktivasyon hizinda azalma gézlendi (yart émri ~190 dak). Bu caligmalar
inkibasyon ortamina eklenen forskolinin adenilat siklazi termal
inaktivasyondan korudugunu géstermektedir. Tim bu deneylerin verileri sekil
13 de ve elde edilen yari émirlerin bir 6zeti gekil 14'de sunulmustur.
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Sekil 13 Kobay akciger membranlarinin sekil {izerinde belirtilen kosullarda 37 °C de
inklibasyonunun adenilat siklaz aktivitesi Gzerine etkisi. Adenilat siklaz aktiviteleri yine
belirtilen kosul ve zamanlarda ink{ibasyon ortamlarindan alinan démeklerde 6Sl¢iimugddr.
Inkiibasyon ve adenilat siklaz eseyi ortaminda yaratilan kosullar sekil (izerinde ayn ayn
belirtiimiglerdir.Gésterilen veriler 4-6 badimsiz ¢ift ya da G¢la deneyin ortalamalandir (ort +
sh olarak gdsterilmiglerdir). Strekli edriler verileri en iyi agiklayan tek bilegenli Gssel
iligkilerin regresyonu sonucudur. Bu egrilerin zaman sabitleri 14. $ekilde verilmigdir.
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Sekil 14 Kobay akciger membranlannin
sekil Gzerinde belittilen kosullarda 37 C de
inkbasyonunun adenilat siklaz aktivitesi
Gzerine etkisi. Digey eksen ilgili kosullarda
gbzlenen siklaz aktivitesi azalmasinin yan
zamanim gOstermektedir. Bu degerler 13.
Sekilde sunulan verilerin {issel regresyonun-
dan saptanmigdir. Hata gubuklarn, regresyon-
da saptanan degerlerin asimptotik standart
hatalandir  (serbestlik  dereceleri 18-52
arasindadir). Yapilan ¢apraz karsilastirma
inkibasyon ortaminda forskolinin bulundugu
deneylerdeki yart zamanin diger tim
llgtimlerden farklli oldugunu, digerlerinin ise
kendi aralarinda farkh olmadigini géstermek-
tedir.
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Kobay akciger membranlarinda agonistle uyarilabilen aktivite cok az oldugu
icin reseptdr aracili adenilat siklaz aktivasyonun termal inaktivasyona ve
inaktivasyonun fonksiyonel yanitlara etkisini incelemek igin ¢alismanin geri
kalaninda bazal aktivitesi dlgtk fakat reseptorler araciligi ile iyi uyarilabilen,
yiksek konsantrasyonda insan B-adrenerjik reseptéri tasiyan CHO WT4
hiicre membranlart kullanildi.

b) WT4 hilicre _membranlarinda elde edilen sonuclar; WT4 hiicre
membranlarinda da bazal adenilat siklaz aktivitesi yan émri ~80 dakika
olacak sekilde azaldi (37 derecede). Reseptdér dizeyinde aktivasyonun
adenilat siklazin termal inaktivasyon hizina etkisini incelemek icin inkiibasyon
ortamina isoproterenol eklendiginde ise siklaz inaktivasyon hizinda
gériniste bir azalma oldu, ancak bu gériinis isoproterenoliin inkiibasyon
ortamina konmayip sadece esey ortamina kondugu paralel deneylerde de
gbzlendi (sekil 15).
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Sekil 15 CHO hiicre membranlarinin belirtilen kosullarda inkiibasyonunun adenilat
siklaz aktivitesi Uzerine etkisi. Sol panelde adenilat siklaz aktivitesinin zamanla degigimi
saj panelde ise bu verilerin Ussel regresyonundan elde edilen yan zamanlar
gorinmektedir (burada B, l(e) ve (i) sirasiyla basal, eseyde ve inkiibasyonda
isoproterenol anlamina gelmektedir). Deneyin genel tasarim ve degerlendirmesi 15.
sekildeki gibidir. Ancak bu deneyde veri sayisi daha azdir (n=3).

Her iki durumda elde edilen yari émarler tamamen ayni oldugu icin, gdzlenen
bu etki reseptdr aktivasyonunun termal inaktivasyon hizini azalttig: seklinde
yorumlanamaz ve tamamen farkli bir agiklama gerektirmektedir. Aktivator
olarak dogrudan G proteinlerini uyaran GTPyS ve isoproterenol
kombinasyonu kullanildiginda ise benzer sekilde, hem bu maddelerin
inkGibasyon ortamina konmus olmasi durumunda hem de yalnizca esey
ortaminda bulundugu durumda inaktivasyon yari émri artti (sekil 16). Bu
sartlarda yan émir ¢ok fazla arttig) icin bizim gézledigimiz zaman noktalari
inaktivasyon zaman egrisinin ¢ok kiglk bir kismini kaplayabildi. Bu nedenle,
yari omurlerle ilgili yaptlan tahminlerin gavenilifligi azdi. Bu tahminlerin
yetersizligi nedeniyle GTPyS'in inklibasyon ortaminda bulunmasinin gergek
bir koruma saglaylp saglamadi§i ayird edilemedi. Kobay akciger
membranlarinda bir etkisi oldugu gosterilebilmis tek madde olan forskolin
denendiginde, inkiibasyon ortaminda bulunmasi halinde doza bagimli olarak
inaktivasyon hizini azalth. Buna karsin, forskolin sadece esey ortamina
katildiginda (10 ve 100 uM konsantrasyonlarinda), aktivasyonu arttirmakia
beraber ispropterenol ve GTPyS’den farkl olarak yari émirde her hangi bir
degisiklik yapmadi (sekil 17).
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Sekil 16 CHO hiicre membranianinin belirtilen kosullarda inkiibasyonunun adenilat
siklaz aktivitesi Gzerine etkisi. Deney tasanmi ve degerlendirmesi 15. Sekildeki gibidir.
Ancak bu kosgullarda siklaz aktivitesindeki azalmanin deney siiresine gére gok yavas
olmasi nedeniyle yan zaman tahminleri yeterli gtvenilirlikle yapilamamustir.

o Bazal
» Forskolin 1e-5 M (eseyde)
a Forskolin 1e-5 M (inkiibasyonda)

o Bazal
¢ Forskolin 1e-4 M (eseyde)
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Sekil 17 CHO hicre membranlarinda forskolinin iki farkli derigiminin (ilk iki panel)
inkiibasyon ya da esey ortaminda bulunmasinin adenilat siklaz inaktivasyon zamanina
etkisi. Deneyler 15. sekildeki gibi tasarlanmig ve sunulmustur. Saddaki bar grafikte
inkiibasyon ortamindaki forskolin . derigimi ile inaktivasyon t1/2 si arasindaki iligki
gorinebilmektedir. Forskolinin esey ortaminda bulunmasi [F5(e) ya da F4(e)] inaktivasyon
hizini etkilememektedir. |ki ayn grup deneyden &iglilen bazal inaktivasyon yan &marleri
ayn ayri gosterilmigtir (bu dederler arasinda istatistiksel fark yoktur).
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Bu sonuglar, forskolinin bu sistemde de adenilat siklazi termal
inaktivasyondan korudugunu, ama diger maddelerin adenilat siklazi forskolin
ile ayni dizeyde aktive ettikleri halde enzimin aktivitesini "gortiniirde"
korumadigini géstermektedir. Adenilat siklazin termal inaktivasyonunun, doz-
yanit iligkisine etkisini degerlendirmek icin yapilan bir galismada, bazal
aktiviteyi yar! yariya azaltacak bir inkiibasyon sonucunda, agonistle uyarilan

maksimum yanitta ¢ok az bir azalma oldu ve agonistin potensi degismedi
(Sekil 18)
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Sekil 18 CHO WT4 hticre membraniarinin 37 ya da 4 °C de inkiibasyonundan sonra elde
isoproterenol derigim yanit (adenilat siklaz aktivitesi) egrileri. Diger deneylerin sonuglar ile
tutarli olarak bazal aktivite beklendigi gibi bu strede yaklasik yariya inmig ancak maksimum
yanit degismemistir. lki egrinin tahmin edilen EC5, degerleri (~80 nM) arasinda fark yoktur.
Veriler, tigll bir reprezantatif deneyin ortalamasidir.
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4. TARTISMA

Bu caligmada, G proteini aracili sinyal ileti sisteminde sinyal ileti verimini
etkileyecek cesitli faktdrler degisik agilardan incelendi. Bunlar ¢ ana baglik
altinda incelenebilir:

1. G proteinine kenetli sinyal ileti sisteminde ayni G proteini ve efektéri
kullanan reseptérier arasinda fonksiyonel ve baglanma dlizeyinde capraz
etkilesim olup olmadigi:

2. CHO  huacrelerindeki  p-adrenerjik  reseptér-Gs-Adenilat  siklaz
sisteminindeki aktivasyon mekanizmasinin incelenmesi:

3. Adenilat siklazin aktivasyon durumu ile termal inaktivasyonu arasindaki
iligkinin ve inaktivasyon sonucu degisen sistemdeki, bazal ve farkh sekillerde
uyariimig aktivitelerinin incelenmesi:

4.1 Fonksiyonel diizeyde kargilikh etkilegim:

Caligmanin ilk kisminda, cesitli hiicre membranlarinda ayni sinyal ileti
sistemini kullanan farkh reseptorlerin ortak bir G proteini ve efektér havuzu
kullanip kullanmadigi incelendi.

G proteinlerine kenetli sinyal ileti sistemi birimlerinin hiicre membranindaki
konsantrasyonu diger membran proteinlerine gére ¢ok azdir. Bu sinyal ileti
sisteminin c¢aligabilmesi kendini olusturan birimlerin bir araya gelmesini
gerektirdiginden, bu sinyal ileti siteminde verimi arttirmak icin, alt birimlerinin
membrandaki hareketlerinin kisitlanip lokalize edilmesi ereksel bir bakis
acisindan akla uygun gelmektedir. Sinyal ileti sistemi birimlerini c¢esitli
uygulamalarla gérinlr hale getirmeye dayanan yéntemlerde bu gorusi
desteklemekte ve bu sistemlerin membranda organize yapilar olusturdugunu
dustndirmektedir. Bu organizasyon igerisinde ayni sinyal ileti
mekanizmasini kullanan farkli reseptérlerin ortak bir G proteini ve efektor
havuzunu kullanip kullanmadigina yénelik sorularin cevaplan ise daha
celigkilidir. Cesitli hiicreler ve reseptérlerde gerceklestirilen galigmalarda, her
iki gorist de destekleyebilecek gbézlemler yapilmig ama problem igin genel
bir ¢6ztime ulagilamamigtir. Bazi gézlemler ortak bir havuzla agiklanabilirken,
digerleri farkli havuzlar gerektirmektedir. Bu gdzlemler, hicrelerin iglevsel
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gereksinmeleri dogrultusunda, her iki stratejiyide kullanabildiklerini
distndirmektedir.

Cok hacreli organizmalarda, hucrelerin bitin iglevleri ¢evreden gelen
sinyallerle duzenlendigi i¢in, hiicre Gzerine etkili sinyallerin hiicre tarafindan
algilanmasi ve yanita dénustlrtiimesi yasamsal 6neme sahiptir. EGer hiicre
ayni sinyal iletimi ve efektér sistemini kullanan birden fazla reseptére sahip
ise iki farkh strateji ve bunlarin gesitli oranlardaki karigimlarini kullanabilir.
Birinci olasilik, farkh reseptérlerin G proteini ve efektér havuzlarinin
birbirinden tamamen ayri olma durumudur. Bu durumda farkli reseptérlerin
uyariimasiyla ikincil haberci diizeyinde elde edilecek yanitlar tamamen aditif
olacaktir. Yani, her iki reseptérin ayni anda uyarilmasiyla elde edilecek ikinci
haberci diizeyindeki yanit, reseptérlerin tek baslarina uyariimasi ile elde
edilecek yanitlarin aritmetik toplamina esit olacaktir. Ikinci olasilikta ise, farkli
reseptorler ortak bir G proteini ve reseptér havuzuna sahiptir ve bu havuz
sistemin yanitlarinda doyurulabilir basamag olusturmaktadir. G proteini ve
efektériin doyurulabilir olmasi nedeni ile béyle bir sistem reseptoérlerin uyarisi
ile satiire olacak ve iki farkli reseptorin birlikte uyariimasi ile elde edilecek
yanit basitce toplanabilir olmayacaktir. G proteini ve efektériin sistemin
yanitlarinda doyurulabilir basamagi olusturmasi, béyle bir gdézlemin
yapilabilmesi igin, zorunlu kosuldur. Bu sartin yerine gelmedigi, yani sisteme
katilan batin reseptorierin maksimum uyarildiginda bile G proteini ve
efektérli doyurmaktan uzak oldugu durumda, reseptérler ortak bir havuz
kullanmasina ragmen, ikinci haberci diizeyinde elde edilen yanit aditif olabilir.
Bu nedenle, yanitlarin aditif olarak gézlendigi bir yerde, bu iki olasilig
birbirinden ayirmak i¢in reseptériin altindaki yanit veren mekanizmanin,
sonucta doyurulabilir hale gelecek sekilde, konsantrasyonunun azaltiimasi
gerekli olabilir.

Bu calismada bilyik élcide p-adrenerjik reseptér-Gs-adenilat siklaz sistemi
incelenmigtir. Bununla birlikte, fonksiyonel dizeyde karsilikli etkilesim
calismalarinda, Gi proteinine kenetli reseptérier kullaniimistir. Bunun nedeni,
Gi proteininin pertussis toksin araciligi ile reseptérle olan kenetinin ortadan
kaldinlabiliyor olmasi ve bu sayede gerektiginde reseptér araciligi ile aktive
olabilecek Gi miktarinin azaltilabiliyor oimasidir (Fernando ve ark., 1985).

Sigan kalbi membranlarinda, muskarinik reseptér agonisti olarak asetilkolin
ve a2 adrenoseptér agonisti olarak klonidinin kullanildigi ilk grup ¢alismada,
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bu reseptér sistemleri Gzerinden Gi aracili olarak olugmas! beklenen adenilat
siklaz inhibisyonu incelenmistir. Her iki agonist de hem bazal hem forskolin
ile uyariimis adenilat siklaz aktivasyonunu baskilamistir. lki agonist ayn
anda uygulandiklarinda ise ayn ayri olusturduklari yanitlardan ayirt
edilemeyecek buylklikte bir yanit olusturmuslardir. Bu gézlem her iki
reseptériin bu sistemde ortak bir sinyal ileti havuzu kullandigini
dustndurtmekie beraber, sistemin yanitlarini kisittayan basamak hakkinda
bir sey séylememektedir. Ayni sonuglar, reseptérierin ortak bir doyurulabilir
Gi havuzunu kullandigi durumda da, adenilat sikiaz-Gi kenetinin her iki
reseptér tarafindan ayn ayri doyuruldugu durumda da elde edilebilir. Bu
durumda iki reseptdrin birlikte veya ayn ayri uyarilmasi ile olusan yanitlarin
blyuUkliklerindense, yaniti olusturan agonistlerin potenslerinin degismesi
beklenir. Ancak gézledigimiz yanitin ve potensde beklenen degisikligin ¢ok
kiigik olmasi nedeniyle bu iki olasiigi ayit edebilecek deneyler
gerceklestirilememistir.

4.2 Baglanma dlizeyinde ¢apraz etkilegim:

Fonksiyonel deneylerde karsilasilan, G proteini-efektér kenetinin doymasi
sonucu ortaya ¢ikabilecek bu tir ayirt edilemiyecek durumlan asmak igin
uygulanabilecek diger bir yéntem, efektérli aradan c¢ikararak dogrudan
reseptdr-G protein kenetini incelemek olabilir. Bu tir deneyler buyidk olgiide
yalin TCM ¢ergevesinde degerlendirildigi icin bu model hakkinda bilgi vermek
uygun olacaktir. TCM, baglanma c¢aligmalarinda aymi reseptér igin, guanin
nikleotidlerine ve agonist efikasisine duyarl, iki farkli afinite durumunun
gbzlenmesini agiklamak igin geligtirilmigti. TCM, termodinamik denge
modelleri icerisinde en basit olamidir. Bu model birbirleri ile allosterik olarak
etkilesebilen ¢ birim igerir; reseptdr , G proteini ve agonist. Modele gére, G
proteini ve agonist reseptérin farkli yerlerine baglanarak birbirlerinin
baglanma afinitelerini arttirilar. Bu modelle ilgili bir sema sekil 19'da
gosterilmigtir. Burada K ¢iplak reseptér ile agonist arasindaki afiniteyi, M
ciplak reseptér ile G proteini arasindaki afiniteyi, a ise bu iki ligand
arasindaki kenetlenme faktérinii gostermektedir. Agonist ligandlar igin o
birden blylUktdr. Yani agonistin reseptére bagh olmasi reseptérin G
proteinine olan afinitesini arttinr. Standart serbest enerjinin korunmasi
nedeniyle bunun tersi de dogrudur, Yani G proteininin reseptdre
baglanmasida agonist afinitesini ayni élglide arttirir. Bu model gergevesinde



40

K
H+R+G HR
M oM
RG HRG
aK

Sekil 19 “Temary Complex” tepkime semas..

ciplak reseptér dastk afiniteli baglanma bélgesi, reseptdor-G proteini
kompleksi yiksek afiniteli baglanma béigesi olarak distnalebilir. Béyle bir
sistemde agonistle yapilan baglanmada élgllen gérinar afinite ciplak
reseptére olan afiniteden blylk olacaktir. Ortama guanin nikleotidlerin
eklenmesi, G proteininin reseptére olan kenetini ortadan kaldirarak agonist-
reseptér kompleksinin disik afiniteli forma dénlismesine yol agar. Baglanma
dizeyinde bu durum konsantrasyon-baglanma egrisinin saga kaymasi
seklinde goézlenir. Yuksek afinite, reseptér-G proteini kenetinin bir sonucu
oldugundan, bu afinitede guanin nikleotid eklendikten sonraki azalma
miktari, bu kenetin élcltlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Reseptorier
tarafindan paylasilan ve paylasiimayan G proteinleri havuzlan modellerinin
bdyle bir deney igin farkh éngériileri olabilmektedir. ki ayn reseptérin ortak
bir G proteini havuzunu kullandigi durumda, reseptérlerin birinin agonistle
uyariimas! agonist, reseptér ve G proteininden olusan gli kompleksin
miktarini  arttirarak  ikinci  reseptérin  etkilesebilecedi G  proteini
konsantrasyonunu azaltabilecektir. Buna bagh olarak ikinci reseptérde
yiksek agonist afinitesi bir miktar digecek ve guanin niikleotidlere bagi
afinite kaymasi azalacaktir. Ancak bu durumun gézlenebiliyor olabilmesi igin
reseptére baglanmanin G proteini konsantrasyonunda belirgin bir azalma
yapmasi gereklidir. G proteini miktan reseptérlere gore ¢ok ylksek ise
reseptériere baglanma serbest G proteini konsantrasyonunda belirgin bir
azalma yapmayacak sonugta diger reseptdrde gdzlenen yiksek afiniteli
baglanma etkilenmeyebilecektir. Farkit reseptorlerin farkll havuzlar kullandigi
durumda ise G proteinleri paylagiimadigi i¢in baglanma dizeyinde etkilesim
gérulmeyecek ve iki farkl reseptorin kendi ligandlarini baglamasi
birbirlerinden tamamen bagimsiz olacaktir.
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Bu olasiliklar test etmek amaciyla, sigan kalp mebranlar ve kobay akciger
membranlarinda, Gs proteinine kenetli olan B-adrenerjik, histaminerjik ve
PGE, reseptér sistemleri incelenmigtir. Bu segimin nedeni B-adrenerjik
reseptor afinitesinin laboratuar olanaklarimizia &lgilebiliyor olmasidir. Her iki
membranda, guanin niikleotide bagdl afinite kaymasi gézlenebildidinden, bu
tar bir deney i¢in uygun gorinmektedir. Bu deneylerde, diger Gs proteinlerine
kenetli reseptérlerin agonistlerinin birlikte uygulanmasinin, referans reseptér
olarak kullandigimiz B-adrenerjik reseptdriin isoproterenole olan afinitesine
etkisi incelenmigtir.

Sican kalp membranlarinda yapilan deneylerde histamin ve PGE; varliinda
isoproterenol afinitesi farkli bulunmamigtir. Kobay akciger membranlarinda
yapilan deneylerde ise PGE, varliginda isoproterenol afinitesinde bir fark
bulunmazken, histamin varliginda yiksek afiniteli isopreteronol baglanmasi
azalmigtir. Fakat bu durum G¢ nedenle histamin ve p-adrenerjik reseptérierin
ortak bir Gs havuzu kullandiklan lehine kullanilamaz: 1) Histaminin
olusturdugu afinite kaymasi guanin nikleotidin  olusturdugu afinite
kaymasindan blylk gérinmektedir. Bu durum s6z konusu modelle
agiklanamamaktadir. TCM'nin 6ngérdigi maksimum afinite kaymasi guanin
niikleotidlerininki kadardir. 2) Histaminin varligi baglanma deneylerinde
izleyici (tracer) olarak kullanilan iyodopindololiin hem spesifik hem de daha
dnemlisi nonspesifik baglanmasini  etkilemektedir. lyodopindolol  bir
antagonist oldugu igin béyle bir etki model tarafindan 6ngérilmemektedir. 3)
Histamin H1 (mepiramin) ve H2 (famotidin) antagonistleri histaminin bu
etkisini geri ¢evirememistir. Bu sonucgta histaminin bu etkileri reseptér
araciigi olmadan gergeklestirdigini gdstermektedir. Goézlenen bu etki
histaminin  fizikokimyasal etkilerine bagli nonspesifik bir etki gibi
gérinmektedir. Bu deneylerden elde edilen sonuglar, G proteini
konsantrasyonunun reseptdrlere gbére ¢ok fazla olma olasiig
diglanamamakla birlikte, bu sinyal ileti sistemlerinde G proteinlerinin farkli
havuzlarda olabilecegini diistndirmektedir.

4.3 R-G etkilegsmesinin ayrintilari

Sinyal iletimi sisteminlerini incelemenin diger bir yolu da sinyal ileti sisteminin
bir alt biriminin konsantrasyonunu degistirerek, bunun sistemin yanitiari
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Uzerine etkisini incelemektir. Buna iyi bir 6rnek olarak Furchgott'in yéntemi
verilebilir (1966). Bu ydntem, bir tersinmez antagonist uygulanmasindan
once ve tersinmez bir antagonistle reseptorlerin bilinmeyen bir miktan
agonist baglayamaz hale getirildikten sonra elde edilen konsantrasyon-yanit
egrilerinin kargilagtinimasina dayanmaktadir. Bu yéntemde, sistem kapali bir
kutu olarak gérilir ve aktivasyon mekanizmasi hakkinda bir varsayim
kullanilmaz. Hesaplarn yapilabilmesi igin kullanilan tek varsayim ayni yanitin
gbzlendigi agonist konsantrasyonlarinda iggal edilen reseptér miktarinin ayni
oldugudur. Furchgott bu yontemi kullanarak in vitro deneyler ile agonistlerin
reseptérlere olan afinitesini dogru bir sekilde hesaplayabiimigtir. Bu yéntem
sistemin gbzlemlendigi andaki durumu hakkinda bilgi vermekle beraber, eger
reseptér miktarlar1 baglangictan beri farkll olsaydi, hicrenin dizenleyici
mekanizmalarn sonucu ortaya c¢ikabilecek degisiklikler hakkinda bilgi
vermemektedir.

Bu olasilig! test etmek amaciyla, igsel olarak farkh miktarda reseptér tasiyan
membranlardaki ve reseptér miktari baslangicta ayni olup bir gruba
tersinmez bir antagonistin uygulanmasiyla reseptdr miktan azaltilan
membranlardaki agonistle uyarilan siklik AMP yanitiari karsilastinidi. Bu
deneyler, endojen olarak farki miktarlarda insan B-adrenerjik reseptor
tasiyan CHO klonlarinda gerceklestirildi. Bu ¢alismalarda, reseptér miktarinin
tersinmez bir antagonistle azaltildigi grupta, aktivasyon modellerinin on
gorebildigi sekilde ECs, degeri saga kaydi. Buna karsin i¢sel olarak farkh
reseptér iceren hicrelerde ECsp degerinde farkliik gézlenmedi. Huicrenin
reseptér, G proteini ve efektdrden olusan sinyal ileti sisteminin verimi
Gzerinde duzenleyici bir mekanizmasi olmayip, yaniti belirleyen tek seyin
bunlarin stokiyometrisi olmas! durumunda, gézlenecek sonug her iki grupta
da ayni olmasi gerektiginden, bu gézlemi aciklayabilmek icin diizenleyici bir
mekanizma hakkinda varsayimlarda bulunmak gerekmektedir. lki farkli
varsayimla bu gézlemi agiklayabilmek mimkandar.

a) Az reseptér tasiyan hicrelerde, sinyal ileti sisteminin stokiyometrisi farkh
olmakla birlikte, sistemin ileti verimi arttirilarak bu durum kompanse edilmis
olabilir. Forskolinin, digik konsantrasyonlarda uygulandigi durumlarda,
agonistlerin potenslerini arttirdid1 gosterilmigtir (Darfler ve ark., 1982).
Forskolinin bu etkisinin aktif Gsa-GTP’nin adenilat siklaza olan afinitesini
arttirmasina bagh oldugu disuntimektedir. Bu durumda ayni miktarda aktif
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Gso-GTP ile daha ¢ok adenilat siklaz iggal edilecek, bu da sistemde
doyabilen bir basamagin varliginda, agonist potensinde bir artma ile
sonuglanacaktir. Foskolin benzeri etkilere sahip endojen bir maddenin
varligi, sistemi olusturan bilesenlerin konsantrasyonlarinin diizenlenmesi
disinda, ikinci bir dlzenleyici mekanizma olarak hizmet gérebilir (Simonds,
1999).

b) Membranlarda baglanma deneyleri ile élgtilen reseptér miktari degismekle
beraber mikroskopik dizeyde reseptér-G proteini-adenilat siklaz
stokiyometrisi korunmus olabilirr Bu durum sistemin membranda
birbirlerinden tamamen badimsiz sabit stokiyometrili kompartmaniar halinde
bulunmasini gerektirir. Bdyle bir durumda reseptor sayisinin artmasi bu sabit
stokiyometreli kompartmanlarin sayisinin artmasi ile sonuglanacaktir. Béyle
bir durum, reseptére bagimh bazal aktivitenin, reseptér aracihig ile
olusturulabilen maksimum yanitia orantili olarak degigsmesini 6ngérmektedir.
Ancak yaptigimiz deneylerde daha az reseptér tasiyan WT 18 hicre
membranlarindaki bazal aktivite daha c¢ok reseptér tasiyan WT 4
membraniar ile ayni bulunmustur. Bu durumu iki sekilde aciklamak
mumkindar;

1) Calistigimiz sistemde bazal adenilat siklaz aktivitesine reseptérierin katkisi
azdir. Bu nedenle reseptdr sayisindaki degisme o6lgllen bazal aktiviteye
gbzlenebilecek diizeyde yansimamaktadir.

2) Hicrelerde adenilat siklaz  aktivasyonu, farkli  reseptér
konsantrasyonlarinda bazal aktiviteyi benzer tutacak sekilde kontrol
edilmektedir. Adenilat siklazin aktif Gsa-GTP diginda da bir ¢ok dizenleyici
mekanizmasi oldugundan bu durum kuramsal olarak mimki{indir. Adenilat
siklazin Gsa-GTP den bagimsiz bir kontroline émek olarak fosforilasyonu
verilebilir (Simonds, 1999).

4.4 CHO hicrelerindeki f-adrenerjik reseptor-Gs-Adenilat siklaz
sisteminindeki aktivasyon mekanizmasinin incelenmesi:

Bu bélimde, bir dnceki bélimde tartigilan deneyler G proteinlerine kenetli
reseptbrlerde goézlenen deneysel sonuglar agiklamak igin yaygin olarak
kullanilan aktivasyon modelleri bakimindan ele alindi. Reseptér sayisinin
tersinmez bir antagonistle azaltimasinin adenilat siklazin reseptér aracih



aktivasyonuna etkisini incelemek igin yaptigimiz deneylerin sonuglan, bir
katalitk model olan "encounter coupling” modelinin ve bir termodinamik
denge modeli olan "quinternary complex" modelinin reseptér sayisindaki
azalmayla ilgili 6n gérileri ¢ercevesinde degerlendirildi. Her iki modele ait
simulasyonlar sekil 20 ve 21'de gésterilmistir.

1E-10 4
9E-11 -
8E-11 4
7E-11 4
6E-11 -
5E-11
4E-11 4
3511 -
2E-11 A
1E-11 -

aktivasyon (aktif birimlerin derigimi M)

log[ligant]

Sekil 20 Reseptdr sayisinin ligantla uyanlabilir G proteini aktivitesine etkisini gésteren
“Qiinternary Complex® (besli kompleks) modeli kullanilarak yapilmig bilgisayar
simiilasyonu. Bu simillasyonda kullanilan parametre degerleri $éyledir: Reaksiyona giren
tirlerin toplam derisimleri (M): GTP:0.001, GDP:10°, Ga;10™, 697:2.10'9, Tarerin
etkilesimi ile ilgili kogulsuz afinite degerteri (M™"): K:10°, M:10", Jrp:10”, Jepp:107, L:10",
birinci derece termodinamik kenet sabitleri: a::100, Bgrp:0.2, Bepr.0.01, da1p:0.9, depp:10,
5:0.1, ikinci derece termodinamik kenet sabitleri: y gre:1, v cop:1, ©1. Toplam reseptér
derigimi 9.10™ ile 10° molar arasinda logaritmik olarak degismektedir. Burada
aktivasyon aktif trlerin toplam derigimi olarak ifade edilmektedir (GTP baglamig ve Gy
dan disosiye olmus tim Ga tiirlerinin toplam derigimi). Kaltn egri reseptdr derigiminin en
yiksek oldugu durumu gdstermektedir. En diigik ve en yliksek reseptdr derigimi ile elde
edilen ligant ECs, dederleri arasinda yaklagik 10 kat fark bulunmaktadir. Parametrelerin
anlamlari, parametre deger araliklarinin segimi ve modelle ilgili ayrnintilar igin Onaran ve
ark., 1992 ye bakiniz.

Her iki model de deneylerde gézlenen ECsy kaymasini éngoérebildiginden,
sadece bu sonuca dayanarak sistemimizde gecgerli olan modeli saptamak
mumkin olmamaktadir. Ancak, "encounter coupling” modeli B-AR-Gs-
adenilat siklaz sistemini acikladigi iddia edilen parametre degerlerinde
(Stickle ve Barber, 1993) gézlemlerimize ters dUsen, monotonik olmayan bir
konsantrasyon-yanit egrisi 6ngérmektedir. Bu durum encounter coupling
modelinin, en azindan burada konu edilen sistem igin, gecerliligine gdlge
dustrmektedir.
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Sekil 21 Reseptdr sayisinin ligantla uyarilabilir G proteini aktivitesine etkisini gésteren
“Collision Coupling® modeli kullamlarak yapilmig bilgisayar simllasyonu. Bu similasyonda
kullarilan parametre degerleri sdyledir: ligandin baglanma ve ayrilma hiz sabitleri

Kon:7x10° M7's™, k3.3 s, reseptor-G kargilagmasi sirasinda G nin aktivasyon hiz sabiti
ke:6.9 1/s, G nin inaktivasyon hizi k;:0.4 1/s, R-G kargilagmasinin ortalama sdresi ©:1 s.
Burada reseptér derigimi modelin agik bir parametresi degildir. Dolayisiyla, bu simdlasyonda
modelin bir parametresi olan R-G kargilagma frekansi (o) reseptdr sayisinin dogrudan bir
fonksiyonu olarak diiginimilg ve bu parametre degistirilerek farkh reseptdr derigimleri simiile
edilmigtir. Bu deger 30 ve 0.02 1/s arasinda logaritmik olarak degistirilmigtir. Kalin egri en
yuksek reseptor derisimine karsilik gelmektedir (@ =30 1/s). Model ve parametre segimlerinin
aynintifari igin Stickle ve Barber, 1992'ye bakiniz.

4.5 Adenilat siklazin aktivasyon durumu ile termal inaktivasyonu
arasindaki iligkinin incelenmesi:

Termal inaktivasyon hizi, proteinin konformasyonuna bagmli bir
parametredir ve bu nedenle proteindeki konformasyon degisikliklerini ve
aktivasyon durumunu izlemek igin bir ara¢ olarak kullanilabilir. Adenilat
siklazin katalitik aktivitesinin de termal inaktivasyona ugradig iyi bilinmektedir
(Colvin ve Allen, 1991). Enzimin bu &zellijine dayanarak, enzimin cesitli
aktivasyon durumlarinin inaktivasyon hizina etkileri incelenebilir ve farkh
aktivasyon durumlan varsa bu yéntemle birbirlerinden ayirt edilebilir.
Fonksiyonel galismalardan iyi bilindigi gibi adenilat siklazi aktive eden bir gok
uyari olmasina ragmen, farkli adenilat siklazlar arasinda en az ayrim yapan
iki ana aktivator, aktivatér guanin nikleotid bagli Gsa ve forskolindir. Aktive



olmus serbest Gsa normal fizyolojik sartlarda reseptér araciligi ile guanin
nikleotid badlanma bélgesindeki GDP'nin GTP ile yer degistirmesi ve
heterotrimerin alt birimlerine ayriimasi ile olugur. Hidrolize olmayan GTP
analoglarinin ortama katiimasida, benzer sekilde aktivasyona yol agabilir.
Aktive olmus Gsa adenilat siklaz ile bir kompleks olugturarak onu aktif hale
getirir. Bitkisel bir diterpen olan forskolin de dogrudan adenilat siklaza
baglanarak enzimi aktif hale getirebilir.

Bu calismada termal inaktivasyon hizi ile aktivasyon durumu arasindaki
iliskiyi incelemek amaciyla, bazal aktivitesi ylksek fakat reseptorle
aktivasyonu ¢ok az olan kobay akciger membranlari ve bazal aktivitesi diigtk
fakat reseptdrler araciligi ile iyi uyarilabilen, ylksek konsantrasyonda insan B
-adrenerjik reseptéri tagstyan CHO WT4 hicreleri kullanildi. Bu deneyler
kobay akcigerlerinde yapildiinda, adenilat siklaz aktivitesinin reseptér
aktivasyonuna baglliginin ¢ok az olmasindan bekienebilecegi gibi, reseptér
ve G proteini Gzerinden etki eden maddelerin adenilat siklaz inaktivasyon yari
omrine etkisi gézlenmedi. Aktivatér ligand olarak forskolinin kullaniididi
deneylerde ise, forskolin 10 pM konsantrasyonda inkiibasyon ortamina
eklendiginde adenilat siklazin yari &mrin belirgin olarak arttirdi. Forskolinin
sadece esey ortamina katiimasi ise siklik AMP olusumunu genel olarak
arttirmasina ragmen inaktivasyon hizinda bir degisiklik yapmadi. Bu durum
forskolin ile bagh durumdaki adenilat siklazin termal inaktivasyona daha
direncli oldugunu géstermektedir. Bu deney sisteminde reseptér ve G
proteini aracili aktivasyon iyi izlenemediginden, bu birimler Gzerinden etki
goésteren ligandlarin etkisini gézlemek amaciyla CHO WT4 membranlarinda
da benzer deneyler gerceklestirildi. Bu deneylerde de forskolin 10 ve 100 uM
konsantrasyonlarinda inkilbasyon ortamina eklendiginde, kobay akciger
membranlarindakine benzer sekilde, adenilat siklaz inaktivasyonunu doza
bagh bir sekilde yavaslatti. Forskolin sadece esey ortamina katildiginda ise
inaktivasyon hizinda herhangi bir degisiklik gozlenmedi. Reseptér diizeyinde
aktivasyonun adenilat siklazin termal inaktivasyon hizina etkisini incelemek
icin inkiilbasyon ortamina isoproterenol eklendiginde ise siklaz inaktivasyon
hizinda gériniste bir azalma oldu, ancak bu gériinis isoproterenoliin
inklibasyon ortamina konmayip sadece esey ortamina kondugu paralel
deneylerde de gbzlendi. Yani adenilat siklazin bazal aktivitesi ve
isoproterenolle uyarilabilen aktivitesi farkl hizlarla inaktive oluyormus gibi
gbzikmekteydi. Aktivator olarak dogrudan G proteinlerini uyaran GTPyS ve
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isoproterenol kombinasyonu kullanildiinda ise benzer sekilde, hem bu
maddelerin inkilbasyon ortamina konmus olmasi durumunda hem de
yalnizca esey ortaminda bulundugu durumda inaktivasyon yari émrt artti. Bu
sartlarda yari émarlerle ilgili gavenilir tahminler yapilamadi. Bu tahminlerin
yetersizligi nedeniyle GTPyS'in inklibasyon ortaminda bulunmasinin gergek
bir koruma saglayip saglamadigi ayird edilemedi. Bu durum, aktivatér
ligandlarin sadece inkiibasyon ortamina katilip elde edilen sonuglarnn bazal
ile karsilastiriimasinin yaniltict olabilecegini géstermektedir.

Elde ettigimiz sonuglan agiklayabilecek ¢ olasilik ileri strtlebilir.

1) Adenilat siklazin termal inaktivasyonu ¢ok iyi bir gekilde gdsterilmis
olmakla birlikte, sistemde inaktive olan birimin adenilat siklaz olmayip daha
énceki bir basamak oldugu ileri strilebilir. Ornedin, Gs diizeyinde olan bir
inaktivasyon bdyle bir gézleme yol agabilir. Gs proteininin ayni genden kéken
alan, agir ve hafif olmak Gzere iki tirli mevcuttur. Agir formun reseptér-Gs-
adenilat siklaz sisteminin spontan aktivasyonuna yol acabildigi buna karsin
hafif formun reseptore agonist baglanmadik¢a sessiz oldugu ileri sGralmustar
(Seifert ve ark., 1998). Bu durumda adenilat siklazi bazal sartlarda aktif hale
getiren agir form hafif forma gére daha hizli inaktive oluyor ise bizim
sonuglarimiza benzer bir sonug elde edilebilecektir. Ancak bu gérigin
gegersizligi su sekilde ortaya konabilr:

a) 6 saat 37 °C ve 4 °C'de inkiibe edilmis membranlarda yapilan baglanma
deneylerinde guanin nikleotidiere bagl agonist afinitesindeki kayma belirgin
olarak degdismemistir (veriler gosteriimedi). Bu durum reseptdr-G proteini
kenetinin saglam oldugunu dastindlrtmektedir.

b) Poliakrilamid-Sodyumdodesilsilfat jel elektroforezi ve immanobloting
yapildiginda kullandigimiz CHO membraniarinda biytk oranda (reseptér
sayisindan bagimsiz olarak) agir form gézlenmektedir.(sekil 22).
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Agirform ——
Hafif form ——

Sekil 22 CHO WT4 ve WT18 hiicre membranlarindan SDS-PAGE den sonra elde
edilen Gs proteini imminoblotlar. Her iki hiicre klonunda da Gs proteininin agir formu
gbzlenen imminoreaktivitenin biylk bir b&limind olusturmaktadir. Ayrica Gs proteini
ifadesinde klonlar arasinda gdzlenebilir bir fark yoktur.

c) Forskolin adenilat siklazi reseptdr-Gs proteini araciligi oimadan dogrudan
uyarabildiginden, forskolinin esey ortamina katildi§indaki inaktivasyon hizinin
bazal hiz ile ayni olmasi bu gérisle agiklanamaz. Eger bu géris dogru
olsaydi, forskolinle uyarilan aktivitede inkiibasyon siiresi boyunca énemli bir
degisiklik beklenmeyecekti. Oysa esey ortaminda forskolinin bulundugu
deneylerde gézlenen siklaz aktivitesi azalig hizi ile basal sartlarda goézlenen
hiz ayni bulundu.

2) Calistigimiz CHO hiicrelerinde birden fazia tir adenilat siklaz var olabilir
ve bazal adenilat siklaz aktivasyonuna katkisi daha ¢ok olan adenilat siklaz
daha hizli inaktive oluyor olabilir. Memeli hiicrelerinde 9 farkli adenilat siklaz
oldugu ve bunlarin bireysel inaktivasyon hizlar hakkinda her hangi bir bilgi
olmadidi icin bu olasiligi diglamak zor gériinmektedir. Ancak forskolinle
yapilan deneylere dayanarak dolayli da olsa bu olasiigin distklGguna
gbstermek mumkindar. Adenilat siklaz 9 digindaki bitin memeli adenilat
siklazlari forskolinle aktive olabilmektedir. Forkolinin esey ortamina
eklenmesi durumunda inaktivasyon hizinin bazal ile ayni olmasi termal
inaktivasyon hizi farkli iki adenilat siklaz olma olasihgini dasGrmektedir.
Clnk( eger adenilat siklaz 9 hari¢ her hangi bir enzim inaktive olmuyor olsa
idi bu durumda, isoproterenol ve guanin nikleotid deneylerine benzer
sekilde, forskolinin sadece esey ortamina eklenmesi yan 6mirde Dbir
artmayla sonuglanmaliydi.

3) Calistigimiz CHO WT4 sisteminde adenilat siklaz diizeyinde bir rezerv
bulunmasi durumunun gézlemlerimizi agiklayabilmesi mimk{ndur. Reseptér,
Gs ve adenilat siklazdan olugan sistemde, adenilat siklaz sistemin geri
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kalanini doyurabiliyor ise, reseptér-Gs aracili yanitlarin adenilat siklaz
konsantrasyonundaki azalmaya duyarliifi az olacaktir. Adenilat siklaz
enziminin kendisi birinci derece bir kinetife uyarak inaktive oluyorsa bile
bunun reseptdr-Gs aracili yanitlara yansimasi daha geg olacaktir. Bu durum
reseptér-Gs aracili yanitlarin yari émriniin daha uzun gérinmesine yol
agabilir. Bu durumla ilgili bir simulasyon sekil 23'de sunulmustur. Buna karsin
uyarimamis adenilat siklazin bazal aktiviteye etkisi belirgin ise, burda
gbzlenen hiz adenilat siklazin inaktivasyonunu daha iyi yansitacaktir.
Forskolin de benzer sekilde dogrudan adenilat siklazi uyarabildiginden,
sadece esey ortamina katildiginda bazala benzer bir patern izlenecektir. Bu
durum gézlemlerimizle uyusmaktadir. Béyle bir durumun diger bir 6ngérisu,
adenilat siklaz konsantrasyonundaki kiigiik oynamalarin reseptér aracilidi ile
olusan agonist yanitlarinin potenslerinde biyik bir etki yapmamasidir. Bu
durumu degerlendirmek icin yapilan bir calismada, bazal aktiviteyi yar yariya
azaltacak bir inklibasyon sonucunda, bu gérist destekler sekilde, agonistle
uyarilan maksimum yanitta ¢ok az bir azalma oldu ve agonistin potensi
degismedi (Sekil 18).
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Sekil 23 Gs ile uyanlabilir adenilat siklaz aktivitesinde adeliat siklaz rezervi hipotezinin
verileri agiklayabildigini gésteren bilgisayar simulasyonu. Birinci panel: Siklaz derigimiyle
uyartlabilir aktivite arasindaki hipotetik iligki goriimektedir (3 parametreli lojistik). Siklaz
derigimi afinitenin fraksiyonu olarak verilmigdir. Ikinci panel: Yan 6mri 90 dakika olan bir
tissel azalma gérinmektedir. Siklazin baslangi¢ derisimi, rezervi simile edebilmek igin
yaniti doyuracak diizeyde segilmigdir (100 birim). Ugiincli panel: Yukaridaki iki koguldan
hesaplanmig gorGnir siklaz aktivitesinin zamanla azahgi gorilmektedir. Siklaz
derisimindeki azalma da (ikinci panel deki edri) aktivitenin azalma hizindaki gérinar farki
gbsterebilmek igin grafie ekienmistir. ki dedigkeni ayni grafikte g6sterebilmek igin her iki
degiskenin degerleri baglangig dederierine gére diizeltilmigtir.
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5. SONUGLAR

1) Sican kalp membranlarinda, asetilkolin ve klonidinin Gi aracihig ile
adenilat siklazi baskilayici etkileri birbirlerinden bagimsiz degildir. Bu durum,
aktivasyon mekanizmasinda reseptorler tarafindan ortak kullanilan
doyurulabilir bir basamagin oldugunu dustindtrtmektedir (Gi ve/veya adenilat
siklaz).

2) Sigan kalp mebranlan ve kobay akciger membranlarinda, Gs proteinine
kenetli olan pB-adrenerjik, histaminerjik ve PGE, reseptér sistemlerinde
yapilan baglanma caligmalarinda ortak bir havuz distindurecek sonuglar
gézlenmemistir. Ancak buna benzer sonuglarin, Gs proteininin reseptériere
gbére ¢ok miktarda oldugu durumlarda, ortak bir havuzun kullaniimasina
ragmen, elde edilebilecedi géz éntinde tutulmalidir.

3) CHO Hucrelerinde, p-adrenerjik reseptdér miktari igsel olarak farkii olan
membranlarda ve basglangigta ayni olan reseptér miktarinin tersinmez bir
antagonistle azaltildi§i membranlarda, reseptér aracili aktivasyon
degerlendirildiginde birbirinden farkli sonuglar elde edilmektedir. Bu durum,
aktivasyon mekanizmasinin, htcre tarafindan, reseptér miktarina gére
yeniden dlizenlenebilecegini digtndlrtmektedir.

4) Tersinmez antagonistle yapilan deneylerin sonuglari hem “encounter
coupling” model hem de “quinternary complex” model tarafindan
ongorilebilmektedir. Ancak, "encounter coupling” modeli B-AR-Gs-adenilat
siklaz sistemini acikladigi iddia edilen parametre degerlerinde,
gbzlemlerimize ters dlgen, monotonik olmayan bir konsantrasyon-yanit egrisi
ongdérmektedir.

5) Adenilat siklaza baglanarak dogrudan aktive edebilen bir ligand olan
forskolin, kobay akcigerlerinde ve CHO WT4 hiicrelerinde adenilat siklazin
termal inaktivasyon hizini azaltmaktadir. Bu durum ilk bakigda forskolinin
adenilat siklazi Gs proteininden farkli bir aktivasyon durumuna getirdigini
distndurebilir. Ancak, kobay akciger membranlarinda reseptér aracili
uyarinin digiik olmasi sonuglan bdyle yorumlamay giglestimektedir. Ote
yandan, CHO WT4 hiicre membraniarinda, isoproterenol ve GTPyS sadece
esey ortamina eklendiginde, inkiibasyon ortamina eklendigi duruma benzer
sonuglar elde ediimektedir (her iki durumda da inaktivasyon hizlarn benzer
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sekilde azalmaktadir). Dolayisiyla, Gs-aracili aktivasyonun adenilat siklaz
Gizerindeki etkisi gercekten forskolin aracili aktivasyonunkinden farkh
gorinmektedir. Bu durumun bilinmesi, literatlirdeki benzer deneylerin
sonuglarinin yorumlanmasinda yardimci olabilir.
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OZET

Burada sunulan galigma, G-proteini aracili sinyal iletiminde, ézellikle de -
adrenerjik reseptér-Gs-adenilat siklaz sistemininde sinyal ileti veriminin
dizenlenmesine katkida bulunabilecek G¢ noktayr arastirmak Gzere
tasarlanmistir: :

1. G proteinine kenetli sinyal ileti sisteminde ayni G proteini ve efektdrii
kullanan reseptérier arasinda fonksiyonel ve baglanma diizeyinde gapraz
etkilesim olup olmadig:. Sinyal ileti sisteminin alt birimlerinin membranda
sinifanmaksizin hareket edebilecegini varsayan aktivasyon modelleri, en
azindan bazi kosullarda, ayni G proteini ve efekt6ri kullanan reseptérierden
birinin  aktivasyonunun digerinin  aktivasyon verimini etkileyecegini
ongoérmektedir. Bu olasiligi test etmek igin yapilan deneylerin verileri su
sekilde yorumlandi: Kalp membranlarinda, Gi aracii adenilat siklaz
inhibisyonunda, muskarinik ve alfa2 reseptdrlerinin etkinligi birbirierinden
bagimsiz degildir. Yani bu reseptorler, ortak bir doyurulabilir G proteini
ve/veya adenilat siklaz havuzu kullanmaktadir. Buna kargin, baglanma
dizeyinde ortak bir G proteini havuzu kullanilip kullamiimadigini test etmek
amaclyla Gs proteinine kenetli reseptér sistemlerinde (B-AR, PGE; ve
histamin) yapilan deneylerde ortak bir havuz duslindirecek bir sonug
gbézlenmedi.

2. CHO  hicrelerindeki  p-adrenerjik  reseptor-Gs-Adenilat  siklaz
sisteminindeki aktivasyon mekanizmasinin incelenmesi: Reseptdr sayisinin
tersinmez bir antagonistle azaltiimasinin adenilat siklazin reseptor aracili
aktivasyonuna etkisini incelemek igin yapilan deneylerin sonuglari, bir
katalitik model olan “encounter coupling” model ve bir termodinamik denge
modeli olan “quinternary complex” model gercevesinde dederlendirildi. Her iki
model de gézlenen ECsy kaymasini éngérebildiginden, sadece bu sonuca
dayanarak sistemde gegerli olan modeli saptamak mimkin olmadi. Ancak,
"encounter coupling" modeli B-AR-Gs-adenilat siklaz sistemini agikladig
iddia edilen parametre degerlerinde, gézlemierimize ters diisen, monotonik
olmayan bir konsantrasyon-yanit egrisi 6ngérmektedir. Bu durum “encounter
coupling” modelinin, en azindan burada konu edilen sistem igin, gegerliligine
goblge disirdigld sonucuna varildi.

Yine bu konuda diger bir yaklagim olarak farkli miktarlarda B-adrenerjik
reseptér tasiyan CHO hucreleri kullanildi ve agonistle uyanlabilir adenilat
siklaz aktivasyonu yukarida belirtilen deneylerden elde edilen sonuglarla
karsilagtinldl. Igsel olarak farkli miktarda reseptér igeren hiicrelerde,
yukandaki durumdan farkli olarak, ECso dederinde farkiik gézlenmedi. Bu
gbzlem, sistemi olusturan birimlerin membranda serbest olarak hareket
edebildigine dayanan aktivasyon modelleri ile agiklanamadigi i¢in, CHO
hucrelerindeki p-adrenerjik reseptér-Gs-Adenilat siklaz sisteminin fonksiyonel
yanitin bir parametresini (ECso) koruyabilecek sekilde hicre membraninda
organize olabilecegdini digtndlirmektedir.
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3. Adenilat siklazin aktivasyon durumu ile termal inaktivasyonu arasindaki
iligkinin incelenmesi: Galigmanin bu béliminde bazal aktivitesi ylksek fakat
reseptérle aktivasyonu ¢ok az olan kobay akciger membranlari ve bazal
aktivitesi disik fakat reseptorler araciligi ile iyi uyanlabilen, ylksek
konsantrasyonda insan B-adrenerjik reseptérii tasiyan CHO WT4 hiicre
membranlar kullanildi. Bu deneyler kobay akcigerlerinde yapildiginda
reseptér ve G proteini Gzerinden etki eden maddeler adenilat siklazin
inaktivasyon yan émrini etkilemezken, bir siklaz aktivatér(i olan forskolin
inaktivasyon yart émrinl belirgin olarak arttirdi. Bu deneyler, CHO WT4
membranlarinda yapildiginda, forskolin, kobay akcigerinde oldugu gibi,
adenilat siklaz inaktivasyonunu yavaglatti. Fakat bu sistemde reseptér ve G
proteini aracili aktivasyon yapan isoproterenol ve GTPyS de siklaz
inaktivasyon hizini (gériniste) yavaslatti. Ancak bu gorinds isoproterenol ve
GTPyS'in inkiibasyon ortamina konmayip sadece esey ortamina kondugu
paralel deneylerde de gdzlendi. Bu sonug CHO WT4 sisteminde adenilat
siklaz dlizeyinde bir rezerv bulundugu seklinde yorumlandi.

Boyle bir rezervin varliginda agonist potensinin adenilat siklaz
konsantrasyonundaki kigik oynamalara duyarli olmayacag distnaldid. Bu
durumu degerlendirmek igin yapilan calismada bazal aktiviteyi yarn yariya
azaltacak bir inkGbasyondan sonra gergcekten de agonistle uyanlan
maksimum yanitta ¢ok az bir azalma oldu ve agonistin potensi degismedi.
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SUMMARY

The present study was undertaken to investigate three points that may
contribute to the regulation of signaling efficiency of G protein-mediated
signal transduction, with particular reference to B-adrenoceptor-Gs-adenylate
cyclase system:

1) The existence of ‘cross-talks” between receptor systems that use a
common G protein and/or a common effector. The activation models, which
are based on the assumption that the components of the signal transduction
system can freely diffuse in the plasma membrane, conditionally predict that
the stimulation of one receptor system may affect the signaling properties of
another receptor system that uses the same G protein and effector. This
prediction was tested for muscarinic and ay-adrenergic receptors in rat
ventricular membranes, and for B-adrenergic, histamine and PGE; receptors
in guinea-pig lung parenchymal membranes. The results showed that
inhibition of adenylate cyclase by the stimulation of muscarinic and o-
adrenergic receptors was not independent from each other, suggesting that
these receptor systems use apparently the same physical pool of Gi and/or
adenylate cyclase. On the other hand, no results, that may suggest such a
dependence between receptor systems, were obtained in lung parenchymal
membranes when the interaction of B-adrenergic, PGE; and histamine
receptors were evaluated at the ligand binding level.

2 Mode of coupling between B-AR, Gs and adenylate cyclase in S-AR-
transfected CHO cell membranes. The effect of variation of receptor number
on the receptor-mediated adenylate cyclase stimulation was evaluated in the
framework of encounter coupling or quinternary complex model. In the first
place, variation of receptor number was achieved by using an irreversible
antagonist (bromoacetylalprenolol) in high-receptor expressing CHO clones.
ECso value of isoproterenol in stimulating adenylate cyclase was found to be
a function of receptor number. However, this observation alone was not
discriminative between the models, for they both predict such a dependence.
Nevertheless, the encounter coupling model, with the parameter values that
have been claimed to explain the B-AR system, predicted nonmonotone
concentration-response curves, which was not the case experimentally and
* thus threaten the validity of the model in this experimental system.

In the second place, concentration-cyclase activity curves were evaluated in
cell clones that express different amount of B-AR. Unlike in the case of
irreversible antagonist, no difference was observed in the ECsy values for
isoproterenol in these cells. Considering that such observations all together
can not be explained by the theoretical models that assumes free diffusion of
signaling components in the cell membrane, we postulated that there must
be a mechanism in the cell that adjust the signaling system to keep the
agonist potency constant when the expression of the relevant receptor
varies.
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3) Activity states of adenylate cyclase: Possible activity states of adenylate
cyclase were evaluated by means of analyzing thermal inactivation rate of
the enzyme at different activating conditions. Two preparations were used as
a source of adenylate cyclase: guinea-pig lung parenchymal membranes
where the basal cyclase activity was high compared to B-AR-stimulated
activity, and high-receptor-CHO cell membranes where B-AR-stimulated
cyclase activity was high compared to the basal activity. In lung membranes,
stimuli via B-AR-Gs (isoproterenol and/or GTPyS) did not change the
inactivation rate of adenylate cyclase, whereas the presence of forskolin (a
cyclase ligand) in the incubation medium slowed the inactivation rate. In
CHO membranes, on the other hand, both isoproterenol and GTPyS, along
with forskolin, (apparently) slowed the rate of cyclase inactivation. However,
addition of isoproterenol or GTPyS to the assay medium (instead of the
incubation medium) gave the same apparent results, which suggest the
presence of an adenylate cyclase reserve, rather than a protection against
thermal inactivation of the enzyme, in the CHO cell system.

In the presence of such a cyclase reserve, one can postulate that the
potency of agonist should be insensitive to the small variations in the
adenylate cyclase concentration in the membrane. This was indeed the case
when the potency of isoproterenol was experimentally evaluated in
membranes where the basal activity of adenylate cyclase was halved due to
incubation at 37 °C.
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