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SIÇAN BEYİN G PROTEİNLERİNİN KARAKTERİZASYONU * 
 

Hülya CABADAK, Beki KAN 
 

Background and Design.- Heterotrimeric guanine nucleotide binding protein (G proteins) play a central role in 
regulation of signal transmission in the cell. G proteins which are localized in the inner surface of the cell 
membrane consist of α-, β- and γ- subunits. The α-subunit which binds guanine nucleotides (GTP and GDP) 
contains intrinsic GTPase activity. G proteins are divided into four families based on their α-subunits which confer 
their specifity: Gαs, Gαi, Gαq and Gα12. 
 

This study was designed to measure GTP binding activity and G protein expression in rat brain. Membrane 
extracts were prepared from whole brain and brain cortex. GTP binding activity in crude membrane fractions (P30) 
and membrane extracts (S142) was measured using [35S] GTPγS, the non-hydrolyzable analogue of GTP. 
 

Conclusion.- We observed that  [35S] GTPγS  binding increased with time and with increasing amounts of 
membrane proteins. We also demonstrated that GTPγS binding was strongly magnesium dependent and was 
maximum at 60mM MgCl2 concentration. The presence of G protein α and βγ subunits in whole brain and of Gαo 
and Gαi’ in brain cortex was shown by Western blot analysis. 

 

Cabadak H, Kan B. Characterization of G proteins in rat brain. Cerrahpaşa J Med 2005; 36: 200-205.  
  
 

ücreler birbirleriyle nörotransmit-
terler, hormonlar ve büyüme fak-
törleri gibi  çeşitli sinyal  molekül-
leri aracılığıyla iletişim kurarlar. 

Bu moleküllere yanıt veren hücrelerin plazma 
zarlarında o moleküle özgü reseptörler  bulun-
maktadır. Hücre zarının sitoplazmaya bakan 
yüzeyinde yerleşik G proteinleri, G protein ke-
netli reseptörler (GPCR) ile kenetlenerek pek 
çok hücre içi efektörler üzerinden sinyal ileti-
mine aracılık etmektedir.1,2 G proteinlerinin 
yapısı, düşük yapılı canlılardan yüksek yapılı 
canlılara kadar iyi korunmuştur.3 G proteinleri 
ile kenetlenen reseptörler toplam hücre prote-
inlerinin %1-5’ini, memeli genomunun %1’ini 
oluşturmaktadır.3,4 G proteinleri adenilat sikla-
zın uyarılması, fosfotidil inositol fosfatların 
hidrolizi ve iyon kanallarının  fonksiyonlarının 
düzenlenmesinde rol oynamaktadır.1  β adre-
nerjik ve çeşitli nöropeptid reseptörleri Gs pro-
teini ile etkileşerek adenilat siklazı uyarmakta, 
muskarinik, somotastatin, α2 adrenerjik ve opi-
ate reseptörleri ise Gi proteini ile kenetlenerek 
adenilat siklazı inhibe etmektedir.2 G proteinle-
ri serotonin  ile fosfolipaz C’nin uyarılmasına, 
γ aminobütirik asit ve serotonin reseptörleri ile 
potasyum kanallarının açılmasına ayrıca norad-
renilin, γ aminobütirik asit  ve somatostatin ile 

voltaja bağımlı kalsiyum kanallarının inhibis-
yonuna  aracılık etmektedir.2-5 

 

G proteinleri α, β, γ alt birimlerinden oluş-
maktadır. Bu üç alt birimin her birini ayrı bir 
gen kodlamaktadır. α ve βγ'nin farklı alt tipleri 
belirlenmiştir. G protein süper ailesi, küçük 
monomerik ras benzeri ve heterotrimerik G 
proteinleri  olmak üzere 2 büyük gruba ayrılır. 
Heterotrimerik G proteinlerin yapısal ve fonk-
siyonel sınıflandırılması α alt birimlerine göre 
yapılmıştır. Gα'nin 20’den fazla farklı alt tipi 
(39-52 kD), Gβ’nin 6 farklı alt tipi (~36 kD) ve 
Gγ’nin 12 farklı alt tipi (6-9 kD) tanımlanmış-
tır.3,4 β ve γ alt birimleri sıkı kovalent bağlı 
olup monomer gibi hareket ederler.3,4 Memeli-
lerde Gα; Gs, Gi, Gq ve G12 olmak üzere 4 bü-
yük alt gruba ayrılmıştır. Gs ailesi Gs ve Golf’yi, 
Gi ailesi Go ve Gz alt tiplerini Gq ailesi Gq, G11, 
G14, G15 ve G16 alt tiplerini, G12 ailesi G12 ve 
G13 alt tiplerini içermektedir. Gαi ve Gα0 aile-
sinin üyeleri fosfolipaz Cβ’nin ve iyon kanal 
aktivitesinin düzenlenmesinde rol almaktadır. 
Gαs ve Gαolf  adenilat siklazı aktive eder. Gαq 
fosfolipaz Cβ’nin düzenleyicisidir. Gα12 fosfo-
lipaz D’yi aktive etmektedir.3-5 Ayrıca βγ di-
merleri ile PI3Kγ'nin aktive olduğu bilinmekte-
dir.6,7 
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Heterotrimerik G proteinleri GTP bağlayan 
ve hidrolizleyen α, β ve γ alt birimlerinden 
oluşurlar. Ligandın reseptöre bağlanmasıyla re-
septör G proteini  ile etkileşir ve G proteinin α 
alt birimindeki GDP, GTP ile yer değiştirir. 
GTP'nin bağlanmasıyla α alt biriminin βγ 
kompleksine olan ilgisi azalır. α alt birimi βγ'-
den ayrılarak aktif hale geçer. GTP bağlı α alt 
birimi ve βγ dimer kompleksi farklı efektör 
proteinlerle etkileşmektedir.6-8 GTP, α alt biri-
minin GTPaz etkinliği ile GDP’ye hidrolizle-
nir. α alt birimi, βγ alt birimleri ile tekrar birle-
şip aktif olmayan durumuna geri döner.4-6,8,9 

 

Bu çalışmada sıçan beyin ham zar (P30) ve 
zar özüt (S142) kesimlerinde GTP bağlama et-
kinliği  incelendi; ayrıca Western emdirim ana-
liz yöntemi ile sıçan beyin ham zar (P30), zar 
özüt (S142) kesimlerinde ve korteks bölgesinde 
G protein ekspresyonu belirlendi. 

 
YÖNTEM ve GEREÇLER 

 
Deneyler 8 adet sıçanın beyin dokusu kulla-

nılarak yapılmıştır. 
 
1. Sıçan Beyin Homojenatlarının Hazır-

lanması: Sıçan beyin dokusu çıkarıldıktan 
sonra 0°C'de uygun homojenleştirme tamponu 
içine alındı. 1 gr beyin dokusu A çözeltisi 
(10mM Tris-HCl  pH 7.5, 5 mM EDTA, pH 
8.0) ile kan ve miyelin tabakasından arındırıl-
dıktan sonra B çözeltisi (10mM Tris-HCl pH 
7.5, 5mM EDTA pH 8.0, 300mM Sukroz, 
0,1mM PMSF) içine alınarak Ultraturrax (1000 
devir/dak) da 4°C'de homojenize edildi. Ör-
nekler, 300 g'de 5 dak. santrüfüj edildikten 
sonra çökelek atıldı. Üst sıvı 30000 X g'de 30 
dak. santrüfüj edildi. Çökelek (P30) 0.2 mM 
PMSF içeren C çözeltisi (10mM Tris HCl, pH 
7.5, 2 mM EDTA pH 8.0, 300 mM sukroz ) ile 
çözüldükten sonra 30000 X g'de 45 dak. sant-
rüfüj edildi. Çökelek kesimi (P30) TED tampo-
nu (20 mM Tris-HCL pH 8.0, 1mM EDTA, pH 
8.0,  0.1mM PMSF, 1mM DTT ) içine alınıp el 
poteri ile 3 kez homojenize edildi. %1 Na-de-
zoksikolat eklendi ve manyetik karıştırıcı  ile 
4°C'de 30 dak. yavaşça karıştırıldıktan sonra 
142000Xg'de 120 dak. santrüfüj edildi. Üst sıvı 

(S142) -70°C'de saklandı.10 Zar kesimlerinde 
protein miktarı Lowry yöntemiyle belirlendi.11 

 
2. [35S] GTPγS Bağlama Testi: Sıçan be-

yin P30 ve S142 kesimlerinde guanin nükleotid  
bağlama etkinliği, GTP'nin hidrolizlenmeyen 
analogu [35S] GTPγS  varlığında  belirlendi. 60 
μl reaksiyon hacminde 25mM NaHepes pH 
8.0, 30mM MgCl2, 1mM EDTA, 100mM 
NaCl, 1mM DTT, 1μM soğuk GTPγS, GTPγS 
(300000 sayım/dak) varlığında 30°C'de 40 dak. 
inkübe edildi. Tepkime karışımına 2 ml 0°C 
yıkama tamponu eklendikten sonra, örnekler 
nitroselüloz filtrelere (Millipore Tip HA,  0.45 
μm) emdirildi; ve filtreler yıkama tamponu ile 
yıkandı. Filtre üzerinde tutulan radyoaktivite  
miktarı sıvı sintilasyon sayacında sayıldı.12 
Sintilasyon sayaç verimi %95 olarak belirlendi. 
Elde edilen sayım/dak değerleri fmol'e çevril-
di. Özgün olmayan bağlanma 1mM GTP ile 
belirlendi. 

 
3. Western Emdirim Yöntemi İle G Pro-

teinlerin Saptanması: Sıçan beyin P30 ve S142 
kesimlerinde bulunan proteinler SDS-gel elekt-
roforezinde molekül ağırlıklarına göre ayrıldık-
tan sonra elektroblot yöntemi ile nitroselüloz 
filtrelere aktarıldı. Nitroselüloz filtre Gα ve 
Gβγ antikorları ile ayrı ayrı etkileştirilip BCIP 
ve NBT substratları kullanılarak görüntülen-
di.13,14 Sıçan korteks zar kesimi Go ve Gi1,2 anti-
korları ile etkileştirildi.15,16 Çalışmada kullanı-
lan antikorlar Tablo I’de gösterilmektedir. 
 

Tablo I. G protein antikorları 
 

Antikor Antijen Etkileşim 
P960 Sentetik peptit Gα 
S217 Sığır proteini Gβγ 
GC/2 N-ucu peptidi Go 
AS17 C-ucu peptidi Gi1,2 

 
BULGULAR 

 
1. Sıçan Beyin Zar Kesimlerinde Guanin 

Nükleotid Bağlama Etkinliğinin İncelenme-
si: Sıçan beyin dokusundan hazırlanan zar 
özütlerinde (P30-S142) guanin nükleotid bağla-
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ma etkinliği GTP'nin hidrolizlenmeyen analo-
gu olan GTPγS varlığında incelendi. 4μg beyin 
zar kesiminde, 40 dakikada bağlanan özgün 
GTPγS miktarının 300.000 sayım/dak [35S] 
GTPγS varlığında yaklaşık 22.000 fmol, 
600.000 sayım/dak [35S] GTPγS varlığında 
yaklaşık 45.000 fmol olduğu belirlendi. Sonra-
ki deneylerde tepkime karışımına 300.000 sa-
yım/dak [35S] GTPγS kullanıldı (Grafik 1). 
 
 
Grafik 1. Sıçan beyin zar kesimlerinde GTP bağlama 
etkinliğinin [35S] GTPγS miktarına bağlılığı. 4μg protein 
içeren örnekler 2μM GTPγS ve artan miktarlarda [35S] 
GTPγS ile 32°C’de 40 dak. inkübe edildi. Nitroselüloz 
filtrelere bağlanan [35S] GTPγS miktarı fmol olarak 
belirlendi (g: Toplam; n: GTP varlığında 5: Spesifik).  
 

 
 
 
 

GTPγS bağlama etkinliğinin soğuk GTP 
varlığında doza bağımlı olarak inhibe olduğu 
saptandı (Grafik 2).   

 

Sıçan beyin P30 ve S142 kesimlerinde GTPγS 
bağlama etkinliğinin protein miktarı ile  orantı-
lı olarak artmakta olduğu saptandı (Grafik 3). 

 

[35S] GTPγS bağlanma etkinliğinin zar özüt  
kesiminde (S142) 40 dak.’dan sonra doygunluğa 
eriştiği, ham zar kesiminde (P30) ise 3 saat sü-
reyle artmaya devam ettiği gözlendi. Aynı ke-
simlerinde GTPγS bağlama kinetiği belirlendi 
(Grafik  4 ). 

 
2. Western Emdirim Yöntemi ile G Pro-

teinlerin Saptanması: Sıçan beyin homojenat-
larından elde edilen beyin  ham zar (P30) ve zar 

özüt (S142) kesimlerindeki G proteinleri, G pro-
teinlerine özgü antikorlar kullanılarak belirlen-
di. Resim 1’de P960 antikorlarıyla etkileşen tüm 
Gα alt birimleri ve S217 antikoru ile etkileşen    
Gβγ alt  birimleri görülmektedir . 
 
 
Grafik 2. GTP’ nin beyin zar kesimlerinde [35S] GTPγS  
bağlanma etkinliği üzerine etkisi. Sıçan beyninden 
hazırlanan ham zar (P30)  ve zar özüt (S142) kesimlerinde 
GTPγS bağlama tepkimesi 300.000 sayım/dak [35S] 
GTPγS içeren örneklere 0.1-1mM GTP eklendikten sonra 
inkübasyon 32°C’de 40 dak. inkübe edildi (g: P30; n: 
S142). 
 

 
 
 
 
Grafik 3. Sıçan beyin ham zar (P30) ve zar özüt (S142)   
kesimlerinde [35S] GTPγS  bağlama etkinliği derişim 
eğrisi. (0-8 μg) protein içeren (P30) ve (0-12μg) protein 
içeren (S142) kesimleri, 300000 sayım/dak [35S] GTPγS   
içeren tepkime ortamında 32°C’de  40 dak. inkübe edildi 
(g: P30; n: S142). 
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Grafik 4. Sıçan beyin ham zar (P30) ve zar özüt (S142)  
kesimlerinde [35S] GTPγS  bağlanma kinetiği. (P30) ve 
(S142) kesimleri, 300000 sayım/dak [35S] GTPγS  içeren 
ortamda 32°C’de  İnkübe edildi (g: P30; n: S142). 
 

 
 

 
 

 
Grafik 5. Sıçan beyin ham zar (P30) kesimine [35S] 
GTPγS‘in bağlanmasında Mg+2’ un etkisi. 4μg protein 
içeren örnekler (0-500 mM ) MgCl2 varlığında 32°C’ de 
40 dak. inkübe edildi. 
 

 
 
 
 
Magnezyumun GTPγS bağlama etkinliğine 

etkisi incelendiğinde maksimum bağlamanın 
60mM MgCl2 varlığında olduğu belirlenmiştir 
(Grafik 5). 

 
Beyin dokusundan korteks bölgesi ayrılarak 

zar özüt kesimleri hazırlandı ve bu kesimler 
Gα i ve  Gαo  alt birimlerine özgü antikorlarla 
etkileştirilerek bu proteinlerin varlığı gösteril-
miştir (Resim 2). 
 

Resim 1. Sıçan beyin ham zar (P30) ve zar özüt (S142) 
kesimlerinin Western emdirme yöntemiyle belirlenmesi. 
a) P960 antikoru ile etkileştirilmesi. b) Gβγ alt birimlerine 
özgü S217 antikoru ile etkileştirilmesi (1- P30, 2- S142, 3- 
Molekül ağırlığı standartları). 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
Resim 2. Sıçan beyin  korteks bölgesinin Gαo antikoru ile 
etkileştirilmesi.a) 1- Molekül ağırlığı standartları, 2- 25 
μg, 3- 5μg, 4- 1μg zar kesimleri. b) Gαi antikoru ile 
etkileştirilmesi. 1- 5μg, 2-10μg, 3 -10μg, 4- boş, 5- 2.5 
μg, 6- 1.5 μg, 7- Molekül ağırlığı standartları. 
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TARTIŞMA 
 
Bu çalışmada, sıçan beyin ham zar (P30) ve 

zar özüt (S142) kesimlerinde G proteinlerin 
GTP bağlama etkinliğini ölçmek üzere opti-
mum deney koşulları bulundu. GTP bağlama 
etkinliğinin, ortamda  yüksek konsantrasyonda 
radyoaktif olmayan GTP ile inhibe olduğu be-
lirlendi. Otto ve ark. sığır beyin zar özütlerinde 
radyoaktif olmayan GTP’nin GTP bağlama et-
kinliğini inhibe ettiğini göstermişlerdir.17 GTP 
bağlama etkinliğinin ham zar kesiminde (P30)  
zar özütüne (S142) göre daha yüksek olduğu 
saptandı. Zar G proteinleri dışında kalan prote-
in sentezi elengasyon (uzama) faktörlerinin bu 
yükselmenin nedeni olabileceği düşünüldü. 
Farklı araştırmacılar Mg+2 iyonunun GTP bağ-
lama tepkimesinde önemli rolü olduğunu bil-
dirmiştir. Angela ve arkadaşlarının sıçan bey-
ninde yaptığı bir çalışmada GTP bağlama et-
kinliğinin Mg+2'a bağımlı olduğunu belirtmek-
tedir.18 Bu nedenle  GTP bağlama tepkimesine 
0-500mM Mg+2 'un rolü incelendi ve 60 mM 
Mg+2 varlığında maksimum bağlanma saptan-
mıştır.  

 

Sıçan beyin ham (P30) ve saflaştırılmış zar 
özütlerinde (S142) G proteinlere özgü antikor-
larla α ve βγ alt birimleri belirlenmiştir. Ayrıca 
sıçan beyin korteks  bölgesinde Gαo antikoru 
ile Gαo'nin varlığı ve Gαi’ye özgü antikorla 
Gαi'nin varlığı da belirlendi. Bulgularımız Gi 
ve Go mRNA’larının varlığını korteks ve hipo-
kampusta Northern emdirim yöntemi ile göste-
ren Brann ve arkadaşlarının çalışmaları ile 
uyum göstermektedir.19  

 

Sonuç olarak, bu çalışmada sıçan beyninde 
GTP bağlama etkinliğinin protein miktarına, 
zamana ve ortamdaki soğuk GTP miktarına 
bağlı olarak değiştiği ayrıca 60mM Mg+2 varlı-
ğında bağlanmanın maksimuma ulaştığı belir-
lendi. Western emdirim  analizi ile sıçan beyin 
P30, S142 kesimlerinde Gα ve βγ alt birimleri-
nin, sıçan korteks bölgesinde Gαo  ve Gαi bi-
rimlerinin ekspresyonları saptanmıştır. 

 
 
 

ÖZET 
 
Heterotrimerik guanin nükleotit bağlayan 

proteinler (G proteinler) hücre sinyal iletimin-
de önemli rol oynamaktadır. Hücre zarının si-
toplazmaya bakan yüzeyinde yerleşik G prote-
inleri α, β, γ alt birimlerinden oluşmaktadır. α 
alt birimi guanin nükleotit (GTP ve GDP) bağ-
lama ve GTP’yi hidrolizleme (GTPaz) etkinli-
ğine sahiptir. G proteinleri özgünlüklerini be-
lirleyen α alt birimine göre Gs,Gi,Gq ve G12  ol-
mak üzere 4 büyük alt gruba ayrılmıştır. 

 

Bu çalışmada sıçan beyninde  GTP bağlama 
etkinliğini ölçmek için uygun koşullar belirlen-
di. Sıçan beyninden hazırlanan ham zar (P30) 
ve zar özüt (S142) kesimlerinde GTP bağlama 
etkinliği GTP’nin hidrolizlenmeyen analogu  
[35S] GTPγS ile ölçüldü. GTPγS bağlama et-
kinliğinin zamana ve protein derişimine bağlı 
olarak arttığı ve 60mM MgCl2 varlığında mak-
simum olduğu saptanmıştır. Western emdirim 
yöntemi kullanılarak beyinde Gα ve β γ altbi-
rimleri, beyin korteksinde Gαo ve Gαi protein-
lerinin ekspresyonları gösterilmiştir.  
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Teşekkür:  P960 ve S217 antikorları Prof. Alfred Gilman ta-
rafından hediye edilmiştir. AS17 antikoru TÜBİTAK SBAG-
1710 No’lu projeden sağlanmıştır. 

 


