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OZET
GT1-7 Hiicre Hattmda Muskarinik Reseptorlerin Uyarmu ve Blokajmm
GnRH ile Noronal Faktorlerin Ekspresyonuna Etkisi
Hilal DOLAS UREN

Molekiiler T1p Anabilim Dah
Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Haziran,2022

Gonadotropin salgilatici hormon, hipotalamusta GnRH noéronlarmdan sentezlenen ve
salman tropik bir peptit olup 6n hipofizden folikiil uyarici hormon ve liiteinizan hormonun
salmmasmdan sorumlu olan bir hormondur. GnRH salmmindan sorumlu hiicrelerin kolinerjik
reseptorleri ifade ettigini gosteren ¢ok az sayida ¢ahgma vardr. Reseptorlerin uyariimasi veya
bloke edilmesi sonucu néranal faktorlerin mRNA ekspresyonlarmmn seviyeleri ile GhRH
salmmm nasil etkilendigi iizerine ¢algmalar yetersizdir. Ayrica literatiirde kolinerjik reseptor
aktivatorii asetilkolin ve kolinerjik reseptor blokdrii atropin etkisindeki hiicrelere MTT testi ile
ilgili bir gahgma bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada GT1-7 hiicre hattndan elde edilen hiicrelerde, kolinerjik reseptor

aktivatorii asetilkolin ve kolinerjik reseptor blokorii atropin etkisindeki farklilagsmada olusan
ekspresyon degisikliklerini saptamak i¢in gruplar olusturularak calismalar yapildi.
Cahgmanmn basnda Oncelikle aktivator ve blokoér dozlarmm belirlenmesi ve proliferasyon
etkisinin Olgiilmesi amaciyla 2.pasaj sonunda elde edilen hiicrelerle MTT testi analizi yapildi.
Daha sonra hiicrelerden RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi yapildi. Atropin ve asetilkolin
etkisindeki hiicrelere, NGF, Nestin, B-3 tiibilin, GDNF B-Actin noronal faktor primerleri
eklenerek mRNA ekspresyonlar1 RT-qPCR ile gosterildi.

ACh’nin artan konsantrasyonlarda ndranal faktorlerin mRNA ekspresyonlarmm artisma
ve bununla beraber GnRH artisma neden oldugu gostermektedir. Elde ettigimiz sonuglar GnRH
salmmmin 6zellikle kolinerjik reseptorlerin uyarmiyla artis yaptigmi fakat bununla beraber bu
artism noronal faktorlerin artigma da bagh oldugu gostermektedir. Noronal faktdrlerin
ekspresyonlarmda da kolinerjik reseptorlerin uyarilmasmmn etkisi mevcuttur. Aksine blokaj
etkisi ne noéronal faktorler ne de GnRH salinm iizerine belirgin bir etkiye sahip degildi. Bu
durum kolinerjik reseptdr uyarmm dismda baska faktdrlerin de birlikte hareket ettigini isaret
etmektedir.

Anahtar Soézciikler: GnRH, GT1-7 hiicre hatti, Kolinerjik sistem, Noronal faktorler.



ABSTRACT

The Effect of Stimulation and Blockade of Muscarinic Receptors
on the Expression of GnRH and Neuronal Factors in GT1-7 Cell Line
Hilal DOLAS UREN
Department of Molecular Medicine
Graduate Education Institute of Alanya Alaaddin Keykubat University,
June, 2022

Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) is a tropic peptide synthesized and
released from GnRH neurons in the hypothalamus and is responsible for the release of
follicle-stimulating hormone and luteinizing hormone from the anterior pituitary. Very
few studies show that cells responsible for GnRH release express cholinergic receptors.
Studies on the levels of MRNA expression of neuronal factors and how GnRH release is
affected by stimulation or blocking receptors are insufficient. In addition, there is no
study on the effects of acetylcholine (ACh) and atropine (ATR) on these cells.
Therefore, our study aimed to analyze the effects of stimulation and blockade of
cholinergic receptors on neuronal factors and GnRH expression in GT1-7 cells.

In our study, the effects of ACh and ATR at increasing concentrations were
analyzed with the MTT test. The cells were exposed to 1-10-100 uM concentrations of
ACh and ATR to determine the effects on neuronal factors and GnRH expressions. The
changes in NGF, Nestin, B-tubulin IIl, and GDNF mRNA expressions in these cells
were determined by RT-qPCR using RNA samples obtained from these cells.

GT1-7 cells continued their proliferation at high concentrations of ACh, such as
10" M. In ATR exposure, the proliferation of cells decreased after a concentration of
10 M. In general, increasing concentrations of ACh resulted in increased expression of
neuronal factors and accompanying GhRH mRNA. ATR, on the other hand, showed no
significant effects on neither neuronal factors nor GnRH mRNA expressions.

The increase with ACh indicates the activity of the cholinergic system in the
GnRH release, but the mechanism of the increase in neuronal factors seems more
complex. It seems likely that neuronal factors indirectly increase GnRH expression by

receptor stimulation.

Keywords: GnRH, GT1-7 cell line, Cholinergic system, Neuronal factors
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GIRIS

Eski tanimlamalarda GnRH  'Lutemnize edici Hormon Salict Hormon (LHRH)'
olarak bilinmekteydi fakat giinimiizde her iki gonadotropinin (LH, FSH) salglanmasi
tizerindeki uyarict rolii olmasi nedeniyle “Gonadotropin Sahverici Hormon (GnRH)
seklinde yaygm olarak kullamimaktadr [1]. GnRH, 1971’de tanmlanmustr.
Hipotalamusta GnRH noronlarmdan sentezlenen ve salman tropik bir peptit olup on
hipofizden folikiil uyarict hormon ve liteinizan hormonun salnmasmdan sorumlu olan
bir hormondur [2, 3].

GnRH salglayan oliimsliz noronal hiicre hattildr GT1-7 hiicre hattidr ve olgun
bir fareden elde edimistr. SV40 T antijen onkojennin kodlama bdlgesine GnRH
geninin promotor bolgesini igeren bir transgenin baglanmast ve bu baglanan transgenin
farelere aktarimasiyla tretilmistir [4-6].

Kolinerjik sistemin norotransmiteri olan asetilkolinin (ACh) dir [7], atropin ise
merkezi sinir sistemindeki mAChR'lerin tiim alt tipleri i¢in rekabetgi inhibitdrdiir [8].
Noronal faktorler, periferik ve merkezi sinr sistemindeki noronlarm yenilenmesi
gelisimi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli olan ¢ok cesitli polipeptitleri iceren biiylime
faktorleridir [9].

Cabsmann ana hedefini kolinerjik sistemin GnRH ekspresyonundaki roliinii
tespit etmek olusturdu. Ayrica GT1-7 hiicre hattndan elde edilen hiicreler, ndronal
aktivite gosteren hiicreler olmasi nedeniyle kolnerjikk uyarmm ve blokajm NGF, BIII
tubulin, nestin ve¢  GDNF mRNA ekspresyonlarmda nasil degisiklikler olusturdugunun
tespit edilmesi amagland1 Ek olarak GnRH ile birlikte etkiler degerlendirildi.



1. LITERATUR

1.1. Gonadotropin Salgilayan Hormon (GnRH)

Hipotalamk gonadotropin salglayan hormon (GnRH), 1971°de tanmlanmuistir.
GnRH, domuz hipotalamusundan izole edimistir ve Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-
Arg-Pro-Gly-NH(2) olarak bir yaprya sahipp oldugu gosterimisti. ~ Gonadal
fonksiyonlar1 ve seks steroidlerinin {iretimini diizenleyen hipofiz gonadotropinlerinin
tretim ve salmmm diizenlenmesinde anahtar unsurdur [10, 11]. GnRH’m, hipotalamik
noronlardan  salmmm  pulsatii  sekildedr ve etki mekanizmast  On  hipofiz
gonadotroplarmm  hiicre  yiizeyindeki  reseptorlerme (GnRHR) yiksek afiniteyle
baglanmasiyla ortaya ¢ikar [12, 13]. Hipotalamusun arkuat niikleusundan 56
aminoasitik GAP (GnRH iligkili peptit) denilen bir hormon ile birlikte salglanr ve
kromozom 8p21°deki bir gen tarafindan kodlanarak 92 aminoasitli Onciisiiniin
proteolitk yikmm sonrast iiretilir ve salmmm swrasmda O6n hipofizden kan dolagmma
verili. Bu iki hormon da LH ve FSH iizerine farkh derecelerde uyaric1 etki
yapmaktadwlar. GnRH folikiller evrenin sonlarmda fazla olarak, Kiteal evrenin
sonlarmda ise daha az olarak salmr. Salmm siklhgmmn nasil diizenlendigi tam olarak
aciklanamamustr fakat stres, mevsimsel degisiklikler ve beslenme seklinden etkilendigi
bilinmektedir [14]. Ek olarak GnRH salglanmasi iizerinde insiilin ve leptin uyarici,
grelin hormonunun ise inhibe edici etkisi vardr [15].

GnRHR’ler, G proteinine bagh reseptorler ailesi {iyesidir. Reseptorlerin
aktivasyonlar1  ile  diagilgliserol ve  inositol  1,4,5-trisfosfat  olusur,  fosfoinositid
parcalanrr. Diagilgliserol ve inositol  1,4,5-trisfosfat ikinci haberciler olarak adlandirlir
ve bu ikinci haberciler hiicre i¢i depolardan kalsiyum salmmi ve protein kinaz C
aktivasyonunu  baglatr. Bu ikinci habercilerin  her ikisi de gonadotropinlerin
salgllanmas1 ve sentezinde Onemli rol oynar. GNRH veya agonistleri tarafindan GnRH
reseptorlerinin - uyarm gonadotropin  salgllanmasmi saglarken, uzun siireli aktivasyon
duyarsizlasmaya sebep olur ve bunun sonucunda salmm baskilanir. GnRHR
antagonistleri de gonadotrof hiicrelerin membranlarmdaki reseptorlere baglanmak i¢in
GnRH ile yargrlar fakat reseptorlerin aktivasyonunu bloke ederek gonadotropin
salmmasmi inhibe ederler [12]. GnRH'nin gonadotroplarm hiicre membranndaki
reseptorlere baglanmasi ile hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlarmda artiy olur. Bu
kalsiyum artis1 , gonadotropin alt birim gen ifadesi ve gonadotropin salnmu i¢in
gereklidir [16].



GnRH, tireme diizenlemesinde Onemli bir faktordiir [17]. GnRH bir dipeptidtir,
yaklasik 90 amino asit igerir [18, 19]. GnRH genini etkileyen mutasyonlar, bozulmus
gonadal fonksiyonlara sebep olur [18, 20]. Amino asit dizileri ¢ikariip incelendiginde,
GnRH’m  aminoasitn =~ N-terminal ucunda bulundugu goriimiistir. GnRH {ireten
noronlarm  karakteristk  gelisimi, epizodik aktivitesi ve dagihmu ¢esith ilireme
hastalklarmmn  etiyopatogenezine  bir ilgi uyandrmustr [10]. GnRH, GnRHR
aktivasyonu ile hipofiz hiicreleriyle etkilesi. GhnRH-GNnRHR  kompleksininde olusan
herhangi bir bozukluk farkh kanser tiirlerinin gelismesine yol agar [11].

Insan iiremesi, saghkh hipotalamik-hipofiz-gonadal (HPG) eksenine baghdir
[10]. Normal ireme fonksiyonlari, dogurganlk ve hormonal diizenlemenin HPG
ekseninin  tim  seviyelerinde hassas bir sekide diizenlenmesi i¢in GnRH
gerekir [13]. GnRH, on hipofizden liteinizan hormon (LH) ve folikiil uyarict hormon
(FSH) salmmum uyarr ve bu uyarmm sonucunda seks steroidlerinin sentezi uyarihir [21].
GnRH, FSH ve LH diizenlenmesi, normal memelilerin cinsel olgunlagmasi ve tiireme
islevleri i¢in gereklidir [13]. LH wve FSH ovulasyon, folikiilojenez, steroidogenez ve
spermatogenezi diizenlemek i¢in yumurtalklara ve testislere etki eder ve periferik
dolagima  katiir. GnRH, salmmu pulsatil  sekildedr ve GnRH puls frekanslarn ve
genliklerindeki varyasyonlar, FSH ve LH sentez ve salmm iizerindeki etkileri farkhdir.
LH, tercihen yiksek GnRH darbe frekanslarmda uyarilrken, FSH ise tercihen diisiik
GnRH darbe frekanslarmda uyarihr [13]. Ostrojen, progesteron ve testosteron dahil
olmak tizere gonadal seks hormonlar, GnRH, LH ve FSH'nin daha fazla salnmmi
engellemek i¢in hipotalamusa ve ayrica hipofiz bezine negatif geribildirim verir. Ayrica
gonadotropmnler, LH ve FSH ayrica hipofiz bez iizerinde daha fazla {iretimlerini
engellemek i¢cin negatif geri bildirim saglar [4].

1.2. GnRH Ureten Hiicre Modeli GT1-7

GT1-7, olgun bir fareden elde edimis hipotalamk GnRH salglayan oliimsiiz
noronal hiicre hattidr. GnRH noron modeli (GT1-7), SV40 T antijen onkojeninin
kodlama bolgesine GnRH geninin promotor bdlgesini igeren bir transgenin baglanmasi
ve bu baglanan transgenin farelere aktarimasiyla tretimistic [4-6]. GT-1 hiicrelerinin
bir alt klonu olan GTI-7 no6ronal hiicre hatti, GnRH salglar, Ca21, CF, K+ ve Na+
kanallarmi ve sinaps igerir [22]. GT1-7 hiicre hatti ayrica L ve T tipi voltaja duyarh
kalsiyum kanallari igerir [23]. In vitro Kkiiltiirlenen sinir hiicreleri, ilaglar veya
norotoksinler gibi ¢esith uyaranlara verilen hiicresel tepkileri incelemek i¢in faydah



modeller olarak hizmet eder [24]. GT1-7 ndronal hiicre hattt ayrica ndronal morfoloji
icin milkkemmel bir model olarak hizmet eder ve GnRH noronlarmi in situ olarak giichi
bir sekilde sembolize eder [22]. GT1-7 hiicre hattmm, GnRH ndronlarmm bilinen
Ozellklerinin ¢ogunu ash gbi sergledigi gosterimistir [4]. Bugine kadar, GT1
hiicreleri, GnRH noronlarmm biyolojisini incelemek i¢in en iyi hiicre modeli oldugu
ispatlanmustr [4]. Son yillarda GT1 hiicrelerinde GnRH salmmmi modifiye  ettigi
bilinen birkag norotransmiter ailesinin  reseptorleri tammlanmistr ve  karsiik  gelen
ligandlarm GnRH salmmu {izerindeki aktive edici veya ihibe edici oldugu
belgelenmigir [22, 25].

GT1-7 hiicre hatti kullanlarak p53'in  hipotalamusta GnRH sekresyonunun
merkezi bir aracist oldugunu ve bu etkinin en azndan kismen Lin28/let-7 yolu
aracithigryla  oldugu gosterimistir [26]. mMIR-375"n, ndroendokrin bozuklukla iliskili
islev bozukluklarma yeni bir potansiyel terapotik yaklasim saglayabilecek GnRH
iretimini - diizenlemedeki kritikk roliinii vurgulamak i¢cin GT1-7 hiicre hattt kullantmustr
[27]. Insanlarda OTX2 mutasyonlar: ile iliskili fenotipik spektrumu gdstermek igin
OTX2 varyantlarmm transaktivasyon yetenegl, murin hipotalamk GT1-7 ndronlarnda
analiz edilmistir [28].

1.3. Noronal Faktorler

Noronal faktorler, periferik ve merkezi smir sistemindeki ndronlarm yenilenmesi
gelisimi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli olan ¢ok cesitli polipeptitleri iceren biiylime
faktorleridir. Noronal faktorler, sinyal yollarma, yapilarma ve reseptorlerine gore {i¢
allede smiflandmrilabilir: néropoetik sitokinler, norotrofin ailesi ve glial hiicre kaynakh
(GDNF) ailesi. Noronal faktorlerin en 1yl tammlanmus gruplar, smnir biiylime faktori
(NGF), norotrofin-4/5 (NT-4/5), norotrofin-3 (NT-3) ve beyin kaynakh nérotrofik
faktor (BDNF) dir [9, 29]. Huntington hastahg [30], Parkinson [31] ve Alzheimer [32]
gbi norodejeneratif hastaliklarda noral yenilenmenin iyilestirdigi  gOsterilmistir.  Son
cahgmalar, norolojik faktorler sinir sisteminin dismda dokuya spesifik yetigkin  kok
hiicre nisinde de bulunabilecegini ve doku yenilenmesini destekledigini gostermistir. Bu
cahsmalar, norotrofik faktorlerin yetiskin doku yenilenmesinde potansiyel terapdtik
adaylar olarak hizmet edebilecegini gostermektedir.

1.3.1.NGF
NGF, 1950 yiinda Rita Levi Montalcini tarafindan kesfedimisti. NGF, duyusal
ve sempatik noronlarm gelisimi boyunca bilinen hayatta kalma faktoridir [9]. Duyusal
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noronlar dogum sonrast donemde hayatta kalma faktorii olarak NGF'ye bagmh degil
iken sempatk noronlarm ¢ogu yetiskinlikte buna bagmhdir [33]. NGF, ndron
tarafindan salglanr ve akson terminallerinde bulunan reseptdrlerine baglanr. Daha
sonra retrograd tasima ile geriye tasmr. NoOronlar noroplastisite, farkllagsmak ve
yasamak i¢in kendi salgladigi norolojik faktorlere ihtiyag duyarlar [34]. NGF ailesi:
Norotropik faktor-3 (Norotropin faktor-3, NT-3), Norotropik faktor-4 (Norotropin
faktor-4), ardmdan Norotropik faktor-6 (Norotropin faktor-6, NT-6) ve Norotropik
faktor-7 (Norotropin faktor-7, NT-7) den olusur. NGF 2.5 S saflagtrilmis formunun
molekiller agrhg 26 kDa'dr. Bu form i¢in iki peptit zinciri tanmmlanmustr. Zincir A,
118 ammo asit kalntismdan olusur. Zincir B, zncir A'ya ¢ok benzer, ancak N
terminalinde ik sekiz amino asit kalmtismdan yoksundur. Beta alt birimi, bilnen tiim
biyolojik aktivitelerden sorumludur [35].

Nazal uygulama ile NGF, mayotik spermatogonia (Stra8) ve spermatositleri
(SYCP3) cksprese eden belirtecleri onemli Slgiide up regiile edebilir, spermatogenezi
diizeltebilir ve cinsel hormonlarm salglanmasm arttrr [36]. Retinitis  Pigmentosa
hastaligmda NGF’nn  roli  arastrimustr.  NGF'nin  reseptoriine  baglanmasmm,
fotoreseptoriin  hayatta kalmasi ve islevselligi i¢cin spesifik bir biyolojik belirteg olan

rodopsin ekspresyonunu modiile ettigi gézlemlenmistir [37].

1.3.2.p-Tubulin 1

B-Tubulin II veya PIII-tubulin (B3-tubulin) olarak da bilinen Smuf I B-tubulin,
testis hiicrelerinde ve neredeyse sadece noronlarda bulunan tubulin ailesinin  bir
mikrotiibiil elemanidir [38-40]. Insanlarda TUBB3 geni tarafindan kodlanrr [38, 41, 42].
Smif II p-tubulinin néral gelisimdeki, multipotent progenitdrlerden noral hiicre
farkllasmasmn ~ erken bir biyobelitegc  olarak  kullamlr  [43]. TUBB3 geni
inaktivasyonu, noral progenitdr proliferasyonunu bozar. Smuf III B-tubulin ekspresyonu
hem translasyonel hemde transkripsiyonel seviyelerde diizenlenir. No6ral dokuda, kurucu
ifade Sox4 ve Soxl1 tarafindan yonlendirilir [44]. No6ral olmayan dokularda ise,
diizenleme +168 niikleotidde 3'yan bolgedeki bir E-kutusu bolgesine baghdir [45].

B I -tubulin ekspresyonu ile 5-FU'ya diren¢ arasinda, oOzellikle invazivlik
acismdan Onemli bir korelasyon var gibi goriindiigiinii gosteriimistir. Yapilan ¢aligma, [
Il -tubulinin in vivo 5-FU direncine olasi bir katkismi gostermektedir [46]. B-111
tubulin, Nf-L ve GFAP proteinleri, sizofrenide norodejenerasyon ve ilerlemenin

potansiyel biyobelirtegleri  olabilecegi  diistiniilmektedir  [47].  Tiroid  karsinomunda



yiksek TUBB3 ekspresyonunun invaziv potansiyel ve kotli prognoz ile iligkili oldugunu
ve muhtemelen epitelyal-mezenkimal gecis ile baglantih olabilecegini  diistintimiistiir
[48].

1.3.3.Nestin

Nestin (ndroepitelyal kok hiicre proteini), tip VI ara filament (IF) protemidir
[49]. Bu ara filament proteinleri, genellkle aksonun radyal biiyiimesinde rol oynayan
sinir hiicrelerinde ifade edilir. Yedi gen, hafif (NF-L), orta (NF-M) ve agr (NF-H)
norofilament protemnlerni, sinir hiicrelerinde o-interneksini, nestin ve f'de synemin o ve
desmuslin/syne'yi (iki alternatif transkript) kodlar [50]. Yapisal olarak, nestin, tiim ara
filament proteinlerinin en kisa bas alanma (N-ucu) ve en uzun kuyruk alanma (C-ucu)
sahiptir [51]. Nestinin ekspresyonu genellikle gegici olmasma ve yetiskinlkte kalici
olmamasma ragmen, gelisim swrasmda bircok hiicre tipi tarafindan eksprese edilirler.
Nestin, periferik sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ve miyojenik ve diger dokulardaki
gelisiminde erken asamalarmda boliinen hiicrelerde eksprese edilen bir ara proteinidir.
Farklilagsma iizerine, nestn down regiile olur ve dokuya 0zgli ara filament proteinleri ile
degistirilir [51]. Nestin'in siklin bagimli kinaz 5 ile etkilesime girdigi bilinmektedir [52].

Nestin c¢esith kanser tiirleri ¢ahgmalarinda kullambmustr. Nestin  ekspresyonunun
tek basma veya diger biyobelirteglerle birlikte degerlendiriimesi, birgok kanserde tam
stirecini  iyilestirebilir ve klinik olarak sorunlu vakalarda belirli kanser tiirlerinin
tanimlanmasma yardime1 olabilecegi belirtimigtir [53]. Kolorektal kanserde Nestin ve
CD34 ekspresyonun genel sagkalimu iyilestirdigi tahmin edilmistir [54]. Keapl-Nrf2
ekseni araciifryla hiicresel redoks homeostazi ve mide kanseri metastazi i¢in gerekli
oldugu bildirimistir [55]. Nestin (+) Kkaraciger yildizs1 hiicrelerinin - TGFB  yolunun
aktivasyonunu azaltarak hem i viro hem de i vivo olarak karaciger fibrozunu

Onleyebilecegi gosterilmistir [56].

1.3.4.GDNF

GDNF (Glial hiicre kaynakh norotrofik faktor) ik olarak Engele, Schubert ve
Bohn [57] tarafindan glial hiicrelerden salman bir norotrofik faktor olarak
tanimlanmustr.  GDNF, hedef periferik dokularmi yeni mnerve eden veya sonlandiran
gelisen noronlarm hayatta kalmasm destekler. Bu molekiil ailesi, periferik ve merkez
sinir  sisteminin  bakmm, gelisimi ve yenilenmesi i¢cin oneml olan bir polipeptit biiylime
faktori smifim olusturur [58]. GDNF alt ailesi, swasiyla 1-4 glikozilfosfatidilinositol



baglantih GFRa reseptorlerine baglanan GDNF, persefin, norturin ve arteminden olusur
[59].

Parkinson hastaligmda motor semptomlarm ve dopaminerjik ndronlarm kaybmm
hafifletimesinde GDNF’nin 6nemli rolii oldugu diisiiniimektedir. Bu yiizden GDNF ve
diger GDNF ailesi norotrofik faktorleri Parkinson hastah@ calismalarmda kullandnustir
[60-63]. GDNF ve Alzheimer hastahgmmn iliskisi arastwrimistir.  GDNF'nin - serum
diizeylerinin alzheimer hastalarmda aym yastaki kontrollere kiyasla Oneml Olgiide
azaldigm: ve bu nedenle GDNF'nin bir hastalk biyobelirte¢i olarak potansiyel bir roli
oldugunu ortaya koymuslardir [64].

1.4. Kolinerjik Sistem

Kolinerjik  sistem otonom sinir sisteminin  parasempatik  bolimiiniin  temel
bilesenlerini  olugturur. Periferdeki salgi sisteminin kontroli de parasempatk sinir
sistemi tarafindan saglanim. Bununla beraber beyindeki en Onemli modiilator
ndrotransmitter sistemlerdendir. Ogrenme, dikkat ve hafiza gibi gesitli islevleri kontrol
eder [65-68]. Kolinerjik sistem projeksiyonlar1 ki gruba ayrilir. Bazal 6n beyin (BF)
kolinerjik sistem ve beyin sapi kolinerjik sistem. Ayrica birincil ve ikincil duyusal
bolgeler arasmndaki kolinerjik smir iletimi, sinyal-giiriiltii oranmi, bilgi akism ve yanit
seciciligini  etkileyerek uyaran islemeyi diizenleyebilir [65, 69]. Yukaridan asagiya
stirecler, ilgii duyusal girdilerin ndronal iglenmesini  gelistren  bilgi  odakh
mekanizmalardr.  Ote  yandan, asagdan yukariya siirecler, uyaranm &zellkleri
tarafindan cahstrilir. Birgok durumda, asagidan yukariya ve yukaridan asagiya, optimal
dikkat performansma ulasmak icin etkilesime girer [67, 68, 70, 71]. Kortikal kolinerjik
aktivite, asagidan yukartya ve yukaridan asagiya mekanizmalar arasmdaki karmagsik
etkilesimleri icerir ve hiicresel diizeyde girdi islemenin iyilestirilmesine araciik eder
[67]. Noronal faktorler ve hormon salmmu, kontrolii iizerine Kkolinerjik sistemin etkileri

yeterince arastrilmamistir.

1.4.1.Kolinerjik Sistem Agonistleri
1.4.1.1.Asetilkolin

Kolnerjik sistemin ndrotransmiteri olan asetilkolinin (ACh) 6grenme, dikkat ve
hafiza gibi birgok biligsel islevde Onemi buyiiktir [7]. Az sayida hiicre, ACh’i {iretir
ama etkileri beyinde yaygm olarak dagimistr. ACh’in nérotransmitter olarak islevi
1926'da Otto Loewi tarafindan onaylanmustr [72]. Viicutta ik tammlanan ve en yaygmn
bulunan norotransmitterdir. ACh biyosentezi kolin asetiltransferaz  enzimi  (ChAT)
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tarafindan yapilir. Bu enzim, glikoz tiirevi olan Asetil koenzim A (asetil CoA) ve kolini
birlestirir.  ACh, vesikiillerinin hiicre zarma ge¢is yapmasiyla sinaptik arahga salnr ve
asetikolin ~ muskarink  ve  nikotink  reseptorlere  baglanr.  ACh'nin  etKisi,
Asetilkolinesterazm (AChE) yiiksek hidroliz kapasitesi ile kolin, asetat ve su formuna
hidrolize edilerek sonlandmilir [73]. Otonomik sinyal iletimi, kas kasimasi ve Ogrenme
ve hafiza gbi c¢esitli fizyolojik basamaklarda Onemli rolleri vardr [74]. Beyinde
noronlar1 inhibe eden veya uyaran bir néromodiilatdr ajan olarak islev goriir. ACh'nin
kisa siireli bellekk ve O6grenme gibi bilissel islevlerde onemli rolii oldugu uzun siiredir
iddia edilmektedir [67, 75, 76]. Ek olarak ACh’in GnRH salmmmda rol oynadigt
bilinmektedir fakat dogrudan etkileri ve reseptorlerinin salnim yapan hiicrelerdeki
(AChR'ler) ekspresyon detaylar1 aydmlatimamustr [74]. Noronal asetil kolin {iretimi,
salnmi ve yikim mekanizmas1 sekil 1’°de goriilmektedir.

o 7
Kolin

(entt)

Noron

Nikotimk AChR

Sekil 1. Noronal asetil kolin iiretimi, salmum ve yikim mekanizmasi [73]

1.4.1.2.Digerleri
2.4.1.2.1.Betanekol
Nikotinik  reseptorler lizerinde  herhangi bir etki yapmadan, muskarinik

reseptorleri uyaran parasempatomimetik bir ACh analogudur. Betanekol, muskarinik
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aktiviteye sahiptr ve ACh’den farkh olarak, kolinesterazlar tarafindan ykma karsi

direnglidir ve bdylece aktivitesi uzun siirelidir [77].

2.4.1.2.2.Pilokarpin

Giiney Amerika Pilocarpus cinsinin bitkilerinin yapraklarmdan elde edilen bir
alkaloiddir. Parasempatomimetik, miyotik, ve merkezi sinir sistemi etkileri olan bir
kolinerjik agonisttir [78, 79]. Pilokarpin, baskm muskarinik etki ile genis bir
farmakolojik etki spektrumu uygular. Pankreas, gozyasi ter, tiikiirtik, mide, bagwrsak
bezleri, solunum yollari ve mukoza hiicreleri dahil olmak {izere ekzokrin bezlerinin
salgism artrabilir [79, 80]. Ayrica, safra yollari, safra kesesi, idrar yollari, bagrsak ve
bronglardaki diiz kas tonusunu ve hareketliligini de artrr. Kolinerjk muskarinik
reseptorlerin araciik ettifi pilokarpinin parasempatomimetik etkisi, vazodilatasyon ve
tikiiriik salgis1 ile sonuglanr [79, 81]. Sian dilalti bezlerinde yapilan son ¢alsmalar,
pilokarpin ile uyarilan tiikiirik salgilanmasmda yer alan muskarinik reseptorlerin M3 alt
tipinde oldugunu gostermektedir [79].

2.4.1.2.3.Karbokol

Pozitif yiikli bir kuaterner amonyum kolin karbamat bilesigidir. Karbakol hem
nikotink hem de muskarink reseptorleri uyaran bir parasempatomimetiktir. Baghca
etkileri artmus hiimdr akéz ¢ikisi ve miyozisdir. Mide-bagrsak yolunda iyi emilmez ve
kan-beyin bariyerini ge¢cmez. Karbakol, kolinesteraz tarafindan kolayca metabolize
edilmez, 2 - 5 dakikalk bir etki baslangicma sahiptir. Etki siiresi topikal uygulamada 4
la 8 saat ve intraokiiler uygulamada 24 saattir [82]. Yakmn zamanda yapilan bir
inceleme, karbakoliin, kalsiyum ile aktive olan kloriir kanah anoktamin 1 aracihgiyla
Cajal mterstisyel hiicre (ICC) aktivitesinin ~ glicli  brr  promotorii  oldugunu
gostermektedir [83].

2.4.1.2.4.Muskarin

ACh’nin rekabetgi ve spesifik agonisti olarak alkaloid yapidaki muskarin, ik
olarak parlak turuncu sapkah mantar Amanita muscaria'dan izole edildi. Ayrica Inocybe
ve Clitocybe cinslerinin ¢esitli tiirlerinde de bulunur. Kimyasal olarak 3-hidroksi -2
metil — 5- (trimetil-amonyummetil)-oksolan yapisindadir. Muskarin, kendi adiyla anilan
muskarink ACh reseptorlerindeki ACh’in etkismi taklit eder. Genetk ve farmakolojik
karakterizasyonlar temelinde reseptorler ayrica M1-MS5 olarak adlandirilan bes alt tipte
smiflandirilmustir [84].



2.4.1.2.5.Nikotin

Nikotin olasiikla en eski psikoaktif maddelerden biridir. Tiitlin bitkisinde bol
miktarda bulunmaktadw. Terapotik degeri olmamakla beraber sigarayr birakmaya
yardimcr olarak kullamimaktadr.  Kimyasal olarak 1-methyl-2-(3-pyridyl)pyrrolidine
yapisindadr.  Sigara igilmesi ile viicuda daglan nikotin kan beyin bariyerini kolayca
gecerek stimillan etki olusturur. Periferdeki etkileri otonomik ganglionlar, adrenal
medulla ve noromiiskiller kavsak iizerindedir. ~ Hedef hiicrelerdeki 0zgil -etkilerini
nikotinik tipteki (katyon kanallarty nAChR’leri aktive ederek yapar. Disiik dozlarda
uyarict olmakla beraber yiiksek dozlarda depolarizan etki gosterir ve iletimi bloke eder
[85].

2.4.1.3.Asetilkolin Esterazlar
2.4.1.3.1.Fizostigmin

ACh metabolizmasma miidahale ederek etki eder. Sinir-kas kavsagmm sinaptik
arablgmda ACh'nin pargalanmasmdan sorumlu enzim olan asetilkolinesterazin tersmir
bir hibitériidiir. Hem nikotinkk hem de muskarinik ACh reseptorlerini dolayl olarak
uyarr. Mekanizmasi, asetilkolinesteraz tarafindan ACh'nn hidrolizini 6nlemektir. Bu
mhibisyon, ACh’nin etkisini artrarak kolinerjik bozukluklarm ve miyastenia gravisin
tedavisinde faydah olmasm saglar. Daha yakmn zamanlarda fizostigmin  giicli
antikolinesteraz  aktivitesi nedeniyle Alzheimer hastalarmmn hafizasm gelistrmek igin
kullanilmustir [86].

2.4.1.3.2.Neostigmin

Ilk olarak 1931'de sentezlendi ve 1950'lerin ortalarmdan beri ndromiiskiiler
blokaji (NMB) tersine cevirmek icin bir ajan olarak kullanddi Neostigmm, ACh
konsantrasyonlarm:  6neml Olglide artrmaya hizmet eden, noromiiskiiler kavsaktaki
snaptik aralkta etkisini nhibe eden asetilkolinesteraz ile kovalent bir bag olusturur
[87]. Artmug ACh, postsinaptik reseptorde noronlarm normal sinyal vermesine izin
veren NMBA'larla rekabet eder [88]. Neostigmin, uygun sekilde kullamldignda
postoperatif solunum komplikasyonlar1 riskini azaltmaya yardimer olan etkili bir ajandir
[89]. Neostigmin ayrica myastenia gravis tedavisinde ve postoperatif mesane siskinligi
ve retansiyonu i¢in kas giiciinii artrmak amaciyla kullanilmistir [90].
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2.4.1.3.3.Edrofonyum Kloriir

Edrofonyum klortr de Myastenia’da kullanlmaktadir. Myastenia — gravis,
noromiiskiiler kavsakta iletimin bozulmasma neden olan nadir bir otoimmiin durumdur.
Otoantikorlar 6ncelikli olarak post-sinaptik kavsaktaki nikotmik ACh reseptoriinii hedef
alr ve bu reseptor sayismdaki yikima ve azalmaya neden olur [91]. Edrofonyum klorir
okiiler ~myastenia gravis tamsmda yaygm olarak kullanlan kisa etkii  bir
antikolinesterazdir. Edrofonyum, terleme, lakrimasyon, tiikiiriik salgisi, fasikiilasyonlar
ve abdominal kramplar gibi minér kolinerjik yan etkilerin yam swa bronsiolar
konstriksiyon, hipotansiyon, apne, bradikardi ve ventrikiiler asistol gibi major kolinerjik
yan etkileri vardr [92].

2.4.1.3.4.Rivastigmin

Bir kolinesteraz nhibitdrii olan rivastigmin, secici olarak asetilkolinesteraz
mhibe eden donepeziden farkh olarak hem  butirilkolinesterazz hem  de
asetilkolinesterazi inhibe eder [93]. Rivastigmin, hafif ila orta dereceli Alzheimer
hastabgmn tedavisinde kullanitr [94]. Tlag, oral yoldan veya bir transdermal yama
yoluyla uygulanabilir. ikinci form, tipik olarak mide bulantis1 ve kusmayr iceren yan
etkilerin  yaygmhgmi azaltr [95, 96]. ila¢ idrar yoluyla atir. Nispeten az ilag-ilag
etkilesimi var gibi goriinmektedir [96].

1.4.2.Kolinerjik Sistem Antagonistleri (Antikolinerjikler)
2.4.2.1.Atropin

Atropin, Atropa belladonna (Giizelavrat Otu) adh bitkiden elde edilir ve
parasempatolitkk  etki  gosteren alkaloid bir  bilesikti. =~ Kimyasal formiilii
C17H23NO3’tir. ATR tersiyer amin grubu grubu igerir ve lipofilik olmasi nedeniyle
kan-bariyerini, plasentayr gecer. Merkez sinir sistemindeki mAChR'lerin tiim alt tipleri
icin rekabet¢i inhibitérdiir [8]. Amnestik, haliisinojenik, antiemetik ve yatistirict etkilere
sebep olan antkolinerjiktir. Ek olarak oOzellikle ekzokrin bezlerdeki parasempatik post-
ganglionik lifler, intramural noronlar, diiz ve kalp kasy, gozer, tikiirik bezleri,
gastrointestinal sistem, kalp ve brons bezleri iizerinde azalmis sempatik etkilere neden
olur. Antikolinerjik bilesikler, akcigerlerdeki bronsiyollerin daralmasi, kalp iz,
beslenme kanalndaki hareketler ve bez salgist dahil farkh istemsiz viicut hareketlerini
diizenlemek i¢in parasempatik sinir sistemi ile iligkili sinir uyarilarmn bloke eder [97].
Ayrica gozyas, kusma, terleme, tikiirik salgisy, rinore, bulanti ve ishal gibi
organofosfat zehirlenmesiyle ilgili bazi semptomlart hafifletmek, bradikardi ve dolagim
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depresyonlarmi  diizenlemeye yardimci olmak icin kullanlabilir. Asmt dozu ydnelim
bozukluguna, hafiza disfonksiyonuna, haliisimasyona, kardiyovaskiiler ve solunum
yetmezligne  sebep  olur.  Cesith  organlardaki  post-ganglionik ~ mAChR'ler,
antimuskarinik  alkaloidlere farkh duyarlik gosterir [97, 98]. Postganglionik bir
parasempatik sinirden salnan ACh, bronkokonstrikksiyonu indiikkler ve hava yolu diiz
kasmda M3 mAChR'leri uyarr ve M2 mAChR'ler negatif bir geri besleme
mekanizmasma katlan ACh salmmm smrlar. Atropa belladonna alkaloidleri gibi
muskarinik antagonistlerle M2 ve M3 reseptorlerinin bloke ediimesi, M3 uyarimasmmn
neden oldugu bronkokonstriyonu azaltabilir, fakat M2 mAChR'lerin negatif geri
besleme mekanizmasmdaki bir eksiklk ACh salmmm ve bronkokonstrasyonu
giiclendirebilir [97].

2.4.2.2.Digerleri
2.4.2.2.1.Skopolamin

Muskarinik reseptorleri ACh ile rekabet ederek inhibe eder ve hem periferik
antimuskarink Ozellikler hem de merkezi sedatif antiemetk, amnestik etkiler iireten
secici olmayan bir muskarinik antagonist olarak hareket eder. Yapisal olarak atropine
cok benzeyen parasempatolitik skopolamin, Ozellkle g6z gastromtestinal sistem, kalp,
tikirik ve brongiyal salgi bezleri iizerindeki etkisi nedeniyle ve 6zel durumlarda,
parasempatik  aktivitenin azalmasmi gerektiren durumlarda kullanitr, Ozellikle tasit
tutmast durumlarinda kullanilir [98, 99].

2.4.2.2.2.Hyosin - N — Butil Bromiir

Diz kas kasiimasmmn uyartimasmi ve solunum salglarmmn iiretimini azaltir.
Bunlar normalde ACh yoluyla parasempatik sinir sistemi tarafindan uyarir. Bir
antimuskarinik olarak, hyosin-N-butilbromid, mAChR'lere baglanarak etkilerini bloke
eder [21]. Atropin, bu ila¢ grubu igin prototip olarak kabul edilr ve hyosin-N-
butibromid de dahil farmakolojk ¢aligmalarm ¢ogunda bir Kkarsilastrict olarak
kullanilir [100]. Hyosin - N — Butil Bromiir, krampl karm agrismmn tedavisinde etkilidir
[101].

2.4.2.2.3.Pirenzepin

Yapisal olarak imipramine benzeyen bir pirido-benzodiazepin antikolinerjik
bilesigidir. Merkezi sinir sistemine zayif penetrasyonu nedeniyle biiyiik Olglide merkezi
aktiviteden yoksundur. Klasik antikolinerjik ajanlardan farkh olarak pirenzepin,

12



muskarink reseptorlere baglanmasmda secgici gOriinmektedir. Pirenzepin, muskarinik
reseptorlere olan ACh yiksek afintesini bloke ederek gastrik sekresyonu inhibe eder.
Kardiyovaskiiler, okiiler, {riner fonksiyonu, tilklirik salgismi ve  gastrointestinal
motiliteyi etkiler. Bu durumlar i¢cin gerekenden daha diisik dozlarda bazal ve uyarinug

gastrik asit sekresyonunu inhibe eder [102].

1.4.3. Kolinerjik Sistem Reseptorleri

Kolinerjik reseptorler 1914'te Sir Henry Dale tarafindan nikotinkk ve muskarmnik
ACh reseptorleri olarak ikiye ayrmustr [65-68]. ACh baglayan ve ACh’in sinyalini
lleten 1ki reseptor cesiti vardr: muskarink asetilkolin reseptorleri (mAChR'ler) ve
nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR'ler) [103]. Bu reseptorlerin etkili agonistleri,
nikotin ve muskarindir, isimlerini de bu agonistlerden almiglardir [104, 105].

AChR’ler, nikotink duyarh iyonotropik veya muskarinik duyarh metabotropik
reseptorler olarak ortaya c¢ikan integral zar proteinleridir. Nikotinik reseptorler bes
protein alt biriminin bir araya gelmesiyle olusan iyon kanallardr. Muskarinik
reseptorler yedi transmembranal reseptdr tipinde tek bir peptit olarak karakterize edilen

G protein kenetli reseptorlerin st ailesine aittir [106].

2.4.3.1.Muskarinik reseptorler

Muskarink AChR’ler  G-protem  kenetli  reseptorlerdir ve metabotropik
reseptorler smifindadw. M1, M2, M3, M4 ve M5 olmak iizere bes mAChR alt tipi
meveuttur.  Ayrica, farkh G proteinlerine baglanmasma gore daha genis iki aileye
ayriirlar. M1, M3 ve M5 reseptorleri G q / 11 proteinlerine baglanlar ve fosfolipaz
C'yi aktive ederler. M2 ve M4 reseptorleri G1 / o protemlerme baglanrlar ve adenihl
siklazlar1 inhibe ederler [107].

1980’L yillarda yapilan c¢absmalar sonucunda, muskarink reseptorlerin
farmakolojik  Ozellikleri farkh oldugu ¢iinkii farkh genler tarafindan kodlandig
bulunmustur  [108]. G  proteinleriyle  kenetli  reseptor ailesinindeki mAChR
aktivasyonunun sinir sisteminde hiicrelerin giris direncini ve uyarilabilirlifini - artirarak
K+, Ca2+ katyon kanallar1 iizerinde birincil etkileri vardr. Ancak Na+ ve CI- kanallar
da etkilenebilir [109]. Muskarinik reseptorlerin hiicre yiizeylerinde ligand baglama
bolgesi, hiicre zarmm sitoplazmik yiizeyinde ise G protein baglama bdlgesi mevcuttur
ve karboksil ucu hiicre i¢inde, amino ucu hiicre disinda bulunur [110, 111]. Muskarinik
reseptorler hiicre membranm gegerken {icli hiicre i¢inde, tigii hiicre disinda 6 tane imek

olustururlar yani birbirine baglanan yedi transmembran sarmal bdlgeden olusur (Sekil
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5) [112]. Muskarinik reseptorlerin aktive olmasiyla koroner, sistemik ve serebral
vaskiilatirde vazodilatasyon olusur [113, 114]. Deneysel olarak, reseptorlerin islevsel
rolii, antagonist/agonistler ~ kullanilarak, hiicresel ~ortamdaki reseptor -  ligand
konsantrasyonunu modiile ederek ya da reseptorlerm degisen ifadelerinin saptanmasiyla
gosterilebilir [72]. Muskarink reseptdrlerin segici olmayan agonisti muskarin, atropin
ise segici olmayan antagonistidir [72]. Muskarink reseptorlerin  uyariimasiyla,
fosfatidilinositol fosfatlarm hidroliz olur, guanilat siklaz ve adenilat siklaz baskilan,
kalsiyum bagmh klor ve potasyum kanallarmm, voltaja bagmh kalsiyum kanallart
diizenlenir. Ik basamakta; efektor fosfolipaz C G proteinin alfa alt iinitesi tarafindan
aktive edilir, fosfatidilinotisol 4,5-bisfosfatttan, diasilgliserol (DAG) 14 wve inositol
1,4 5-trisfosfat (IP3) olusur. IP3, sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonunu kalsiyum
depolarmdan kalsiyum salgllanmasm arttrarak yikseltir. DAG fosfolipit bagml
protein kinaz ve kalsiyum aktivitesini arttrr. Muskarinik reseptorlerin aktive olmasiyla,
fosfaditilkolini hidrolize ugratan fosfolipaz D de aktive olur. Ayrica hiicre i¢i kalsiyum
derisimlerinin artmasiyla

I.  Kalmoduline bagmli protein kinazlarin,
Il.  Kalmoduline bagmli adenilat siklazin,
I1l.  Kalmoduline bagml fosfodiestereazlarin,
IV.  Nitrik oksit sentazin aktivasyonu gerceklesir [107, 115].
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Sekil 2. Muskarinik (M1) asetilkolin reseptériiniin molekiiler yapisi. Muskarinik reseptorler yedi
transmembran (TM) hidrofobik segmentlere sahiptir. Dolgulu daireler olarak gosterilen asetilkoline
baglanma i¢in ¢ok Onemli olan kalntilar, TM bdélgelerinde bulunur. G proteininin aktivasyonundan
sorumlu kalmtilar, ikinci (i2) ve igcilincii (i3) hiicre i¢i halkalarda bulunur. G protein reseptdr kinazlar
(GRK'lar) tarafindan fosforile edilen kalintilar, i3 déngiisiinde bulunur [116].

Muskarinik reseptorlerin yapisal olarak farkh alt tipleri vardr. Bu alt tiplerin
fizyolojik  fonksiyonlari, karakteristk doku dagihmlari ve farmakolojik baglanma
profilleri belirlenmistir. Birgok hiicrede veya dokuda birden fazla muskarinik reseptor
tipi birlikte bulunur [117]. Bonner ve ark. [117] 1987°de molekiiler biyoloji tekniklerini
kullanarak insanlarda ve diger memelilerde muskarinik reseptdr alt tiplerini kodlayan 5
farkl intronsuz gen bulmustur [107, 108, 118, 119]. Bu ag¢iklanan genler, tiirler arasmda
yapt ve dizi benzerligi gostermektedir [107, 120]. Bu homoloji hiicre membranmi
kateden bolgelerde, hiicre ici islevsel bolgeler ve sitoplazmik bdlgelerden daha
yiksektir. Adlandrma sisteminde molekiiller ve farmakolojik alt tipler M1-M5 olarak
gosterilir [121]. M1, M2, M3 ve M4 primer dokularda fonksiyonel ve farmakolojik
olarak karakterize edilirken, M5 reseptoriinin  doku dagihmu belirlenmis fakat
reseptoriin  fonksiyonu tam olarak belirlenememistir [122, 123]. M1 alt tipinin,
striatumda ve beyin korteksinde; M2 alt tipinin, beyincik ve kalpte; M3 alt tipinin, diiz
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kaslarda ve ekzokrin salgi bezlerinde; M4 alt tipinin, striatumda ve son olarak M5 alt
tipinin, substantia  nigrada  gen ifadeleri  yiksektir. Muskarinkk reseptorlerdeki i3
bolgesi M1, M3, MS5 alt tipleri arasmda, M2 ve M4 alt tiplerine gore daha fazla
benzerlik gosterir [115]. Bu bolge reseptorin  etkilesiminde Onemlidir ve bu
etkilesimlerin ~ diizenlenmesinden sorumlu fosforillenme  boélgelerini  igerir.  Muskarinik
reseptorlerin  amino ucunda asparajin  bulunur ve asparajin dizilerinde glikolizlenme
modifikasyonu vardr [124].

2.4.3.2.Nikotinik reseptorler

Nikotmik reseptorler (nAChR'ler), pentamerik yapida, katyonk, ve uyarict
ligand kapih kanallardir. Cys-loop reseptor ailesine aittirler [125]. Bu kanallar 290 kDa
agrhgma sahip proteinlerdir ve merkez etrafinda simetrik olarak konumlanmis 5 alt
birime (o, B, v, 6 ve €) sahiptirler [7]. Nikotinik reseptorlerin ekspresyonundan sorumiu
on al1 gen vardr. Bes gen, néromiiskiiler tipteki nAChR'lerin ekspresyonundan diiger
on bir gen ise ndronal alt tiplerin ekspresyonundan sorumludur [126, 127]. Noronal alt
tipleri, dokuz farkh nikotinik reseptor alt birimmin kombinasyonundan olusur. Bunlar
al,2,3,4,5,6 ve P2,3,4 seklinde adlandwir [128]. Nikotink reseptorler, merkez sinir
sisteminde, endotel ve glial hiicreler de bol bulunur [129]. Ayrica nikotinik reseptorlerin
internéronlarda postsinaptik olarak yerlestigi bilinmektedir [130]. ACh’in postsinaptik
eyleminde araci olarak islev yaparlar [131]. Nikotink reseptorler —muskarink
reseptorlerle is birligi yaparsa, itrinsik kavsaklarda baskilanma meydana gelir. Boylece
yeni bilgiler giiclendirilirken eski bilgiler bastriir. Bu nedenle, nikotinik reseptorler,
bellek fazlarmmn belirli bir bolimiinii giiglendirmede 6nemli bir role sahiptir. Nikotinik
reseptorler nikotin ile aktive edilir, kiirar ile ise bloke edilirler [132]. Nikotinik
reseptorler ACh baglanma bélgesine sahip olan ve ayrica cys-loop olarak da
adlandmrilan hiicre dis1 amino terminal alam, dort hidrofobik transmembran alam ve
uzun bir sitoplazmik dongii ayrica alanlart biwbirme baglayan diger daha kisa
dongiilerden olusur (Sekil 3) [133].
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Sekil 3. nAChR alt birimlerinin varsayilan transmembran topolojisini gosteren Sol Diyagram.
Heteropentamerik ve homopentamerik néronal alt tiplerin yapisi.

a) Hicre dig1 amino terminal bolimiind, ti¢ hidrofobik transmembran alant (M1-M3), biiyiik bir
hiicre i¢i dongii ve ardindan doérdiincii bir hidrofobik transmembran alani (M4) takip eder.
Birlestirilmis bir reseptdorde nAChR alt birimlerinin Orta Pentamerik diizenlemesi. Heteromerik
bir reseptorde ACh baglanma bélgelerinin Dogru Lokalizasyonu ve sematik organizasyonu.

b) Bir a7 homopentamerik alt tipinde (sagda), heteromerik reseptdr alt tiplerinde (orta) ve
(a4)3(B2)2 alt tipinde (sagda) nAChR alt birimlerinin pentamerik diizenlemesi. Ortosterik
baglanma bdlgelerinin alt birim ara yiizlerinin lokalizasyonu, a alt birimleri tarafindan tagman
birincil bilesen (P) ve a veya a olmayan alt birimler tarafindan tagman tamamlayici bilesen (C)
ile belirtilir. 1ki ortosterik bélgeye ek olarak, (a4)3(B2)2 alt tipinin a4/04 ara yiiziinde (yildiz) bir
baglanma yeri vardir [134].
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2. YONTEM

Cabsmalarmuizn tamanu Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi Tip Fakiiltesi
Laboratuvarmda  gergeklestirilmistir.  Ayrica c¢alhsmamiz Alanya Alaaddin - Keykubat
Universitesi ~ Bilimsel ~ Arastrma  Projeleri Kordinatorliigiince  2021-04-02-LTP02

numarali proje olarak desteklenmistir.

2.1. Hiicre Kiiltiirii

Dondurucuda sakh olan hiicreler ¢ikariarak ¢ozdiriildiikten sonra %10 FBS ve
antibiyotikk iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma Aldrich,
Almanya) ile kiiltire edildi Kiiltire edilen GT1-7 hiicrelerinin ¢ogalma iglemi 37 °C
sicaklk, %5 CO2 ve %95 nemli ortam saglayan inkiibatorde (Thermo Scientific, ABD)
yapild. Hiicrelerin besiyeri ortamu 48 saatte bir degistirildi. Kiiltir kabmm %901 hiicre
ille kaplanana kadar bu periyotlarda besleme yapidi GT1-7 hiicreleri flask tabannin
%90'mm kapladiginda pasajlama yapidi Pasajlama islemi i¢cin Once flask i¢indeki
besiyeri bosaltildy, hiicreler 3 mL PBS ile ykandi ve flask tekrar bosaltildi. Her flaska 3
ml tripsin-EDTA (Biological Industries, ABD) eklendi ve enzim aktivitesi i¢cin 5 dakika
37 °C sicaklkta inkiibasyona brrakildi. 5 dk sonunda tripsin etkisini bloke etmek icin
her flaska serum igeren besiyeri koyuldu. Hiicre solisyonu 15 mL falkon tiip icerisine
alind1 ve taze besiyeri ile flask bir kere ykanarak flaskta kalan hiicrelerde tiipe alndi
Falkon tiipler 400 g (yaklasik 1200 rpm) hizda 5 dk. santriftij (Thermo Scientific, ABD)
edildi. Tipte Ustte kalan besiyeri dikkatlice g¢ekilip atidi tiipiin altmda kalan hiicrelerin
iizerme 5 mL besiyeri eklenerek hiicre siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyon tekrar
aym sekilde kiiltire edilerek calsmalara yetecek miktarda hiicre elde edildi Bu kiiltiir
islemi sonunda yine tripsinizasyon ile elde edilen hiicrelerin saymu yapilarak bunlardan
MTT ve PCR analizleri i¢in deney gruplart olusturuldu.

2.1.1. Asetilkolin ve atropin stok c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Asetikkolin  ve  atropin  (Sigmaaldrich, Almanya) maruziyetinin hiicrelerin
proliferasyonuna etkisi icin yapilan MTT testi ve ekspresyonlara etkisi i¢in yapilan RT-
gPCR i¢in tasarlanan Kkiiltiir ¢ahsmalarmda Oncelikler stok c¢ozeltiler hazirlandi Her iki
etken maddenin suda iyi ¢Oziniir nitelikte olup dogrudan serum igermeyen besiyeri ile
500 mM konsantrasyonlarda stoklar1 hazrlandi.
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Etken maddelerin molekiil agrliklari;
Asetilkolin: 181,66 mg/mL
Atropin: 694,8 mg/mL’dir

2.1.2.MTT testi

Hiicre proliferasyon analizi  dimetil tiazol difenil tetrazolyum (3-(4,5—
dimethyltiazol-2—yl)-2,5diphentyltetrazolium  bromide - MTT) il yapild. MTT
kolorimertrik bir yontem olup normalde sar1 renkli tetrazolyum bromidin metabolik
olarak aktif ¢ekirdekli hiicre mitokondrilerinde dehidrojenaz enzim aktivitesi sonucu
mor renkte olan formazon kriztallerme doniistiiriilmesi temeline dayanr. Formazanmn
DMSO veya asit alkol ile ¢ozilmesi sonrasmda gorilen renk degisiminin yogunlugu
570 nm absorbansta Ol¢iiliir ve hiicre proliferasyonu ve canlligi analiz edilir.

Cogaltma i¢cin yapilan kiiltiir islemi sonrasmda elde edilen GT1-7 hiicreleri her
bir etken madde icin ayr ayri 96 kuyulu plaklara, her kuyuda 10* hiicre / 100 pL
besiyeri olacak sekilde ekildi Her plakta 1 swa (8’L sra kuyular) kontrol ve her
konsantrasyon icin 1’er swa hazlandi Plakta 1 swaya sadece besiyeri eklenerek kor
(blank) olarak degerlendirildi. Hiicreler adaptasyon ve adezyon i¢in 24 saat inkiibasyona
brrakilds. Inkiibasyondan ~sonra hiicrelerin  besiyeri dikkatle almarak, ilaglarm
hazirlanan konsantrasyonlarmi igeren besiyeri ile degistirildi. Plak tekrar 24 saat
inkiibasyona brakidi ve sire sonunda 5 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan MTT
soliisyonundan her kuyuya 10 pL eklendi ve 4 saat daha inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda plaklar santriflij edilerek besi yeri alndi ve kuyulara 100 uL DMSO eklendi.
Formazan ¢ozilene kadar plaklar calkalayictya brakiddi. — Cozinen formazan
yogunluguna gore olusan renk farklarmm degerlendiriimesi icin  ELISA  multimod
okuyucuda (BioTek, Synergy H1, ABD) 630 nm isik dalga boyu referans almarak 570
nm dalga boyunda absorbans degerleri elde edildi Elde edilen degerler {izerinden
kontrol grubu absorbans degerleri %100°e esitlenerek diger gruplardaki proliferasyon
kapasiteleri hesaplandi.

2.1.3.RT-qPCR i¢in hiicre Kkiiltiirii

Cogaltma amaciyla yapian kiiltiir islemleri sonrasmda ekspresyon analizleri
yapilacak 9 grup i¢cin T25 flasklara ekim yapildi, adaptasyon ve adezyon i¢cin 24 saat
inkiibasyona brwakildi. Sonraki giin besiyeri alnarak asagida konsantrasyonlari verilen
gruplara uygun sekilde etken madde iceren taze besiyeri eklendi (Tablo 1). Yapilan

19



cahsmalarda Once uyarilan ve daha sonra bloke edilen hiicrelerdeki farkhliklar da analiz
edimek istendiginden kombine ila¢ igeren 8 ve 9. grupta flasklara dnce ACh eklendi ve
24 saat inkiibasyon sonunda atropin eklenip tekrar bir giinliik inkiibasyona birakild1
Flasklar bunan hiicreler tripsin EDTA ile hiicreler kaldrildi ve RNA ekstraksiyonu i¢cin
kullanildi. Cahsma {i¢ defa tekrar edildi.

Tablo 1. RT-qPCR analizleri igin olusturulan gruplar

Kontrol

Asetilkolin ImM
Asetilkolin 10 mM
Asetilkolin 100mM
Atropin ImM

Atropin 10mM

Atropin 100mM
Asetilkolin+Atropin 1mM
Asetilkolin+Atropin 10mM

Pl X N @A RN

2.2. RNA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon Kkiti (High Pure RNA lIsolation Kit, Roche, Germany) kullanlarak
hiicrelerden RNA elde edildi. Oncelikle kit igerigi kullamm klavuzuna gdre hazr hale
getirildi. Ekstraksiyon icin kiiltir ortamndan alman hiicrelerin saymu yapilarak 10°
hiicre/mL. konsantrasyonda hiicre soliisyonu hazrlanarak 5 dk 400 g’de santriftij edildi.
Stipernatant dokdildii ve hiicrelerin istline 200 pl. PBS ve 400 pL lizis/baglama
tamponu (Lysis/Binding buffer) eklendi ve 15 saniye vorteks ile karstrildi Falkon tiip
icerisinde bulunan bu karisim iginde filtre bulunan toplama tiipiine aktariddi Daha sonra
8000 g de 15 sn santrifij edildi ve santrifij sonrasi filtre kaldmrilarak tiipte biriken
stipernatant atidi ve filtre tekrar tiipe yerlestirildi DNA’nin uzaklastriimasi amaciyla
her bir 6rmek icin 90 uL. DNAaz mnkiibasyon tamponu, 10 puL. DNAaz ile karistirihp
DNAaz karismu olusturuldu ve tliplere pipetaj ile eklendi 15 dakika oda sicaklignda
bekletilen Orneklerin iizerine tiizerme 500 pL ykama tamponu I eklendi ve (Wash
Buffer I) ve 8000 g’ de 15 sn santriflij edildi. Filtre kaldmilarak yine tiipteki siipernatant
dokiildii ve tekrar filtre yerlestirildikten sonra iizerine 500 pL ykama tamponu II (Wash
Buffer II) eklendi Tekrar 8000 g hiza 15 sn santrifij edildi ve filtrenin altmda kalan
stipernatant dokiildii. Daha sonra iizerine 200 pL yikama tamponu Il tekrar eklendi ve
13000 g hizda 2 dk santrifij edildi Her basamakta oldugu gibi, filtrenin alt kisminda
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kalan siipernatant dokuldii. Fitreler, bu asamalarda kullanilan tiiplerden alnarak
etiketlendiriimis  steril yemi 1,5 mL eppendorflara yerlestirildi ve Tlizerlerme 50 pL
ayristrma tamponu (Elution Buffer) eklendi ve son olarak 8000 g hizda 1 dk santrifij
edildi. Elde edilen orneklerdeki toplam RNA konsantrasyonlarmm saptanmasit icin 2 pL
ornek kullanlarak multimod okuyucu ile Olgiimler yapildi Elde edilen RNA &rnekleri,
cDNA eldesi i¢cin -80 °C dondurucuda saklandi.

2.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen RNA oOrneklerinden cDNA sentezlemek i¢in hazrr kit (ABM, ABD)
kullanildi. Her bir 6rnek icin hazrlanan sentez tiiplerine, RNA ekstraksiyonlarmdan
toplam 1 pg RNA igerecek hacimde oOrnek miktar1 aktarildi Tiplere daha sonra kit
iceriginde bulunan RT buffer 4 pL. ve Reverse Transcriptase, dNTP, oligo primer ve
random primerlerden 1puL eklendi. Her bir tiipte toplam hacim 20 pL olacak sekilde
kalan miktar nukleaz free su ile tamamlandi Tipler termal dongii cihazma (Applied
Biosystems, SimpliAmp) yerlestirilerek asagida verilen dongii e cDNA sentezi

gergeklestirildi.
- Reverse transcriptionl 25°C, 10dk
- Reverse transcription2 50°C , 60 dk
- Inaktivasyon 85°C ,5dk
- Sogutma 4°C ,

2.4. RT-gPCR Analizleri

RT-gPCR ile gruplar arasmda GnRH, NGF, Nestin, B-III tiibiin ve GDNF
mRNA ekspresyonlarinda olusabilecek degisikliklerin - saptanmasi  hedeflenmistir. Bu
islem icin  Ozgil primerler (Qiagen, Almanya) kullanilmis olup uluslararast gen
tammlama (Gene ID) ve iiretici kodlart tablo 2’te verimistir. Bu 06zgiil primerlerin her
biri ile, elde edilen cDNA 0&rnekleri kullamlarak analiz gergeklestirildi. Bu analizin
geceklestiriimesinde her bir Ornekte kullandlan soliisyonlarm ve reaktiflerin  miktarlart
tablo 3’te verilmistir. Buna gore tiiplerde hazirlanan Ornekler Light cycler 96 cihaznda
40 dongiide amplifiye edildi. Amplifikasyon dongiisii tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 2. Kullanilan mix primerler ve gen tanimlama kodlar

Primer i
(Qiagen,Germany) Gene ID | Qiagen -GeneGlobe ID
GnRH Gonadotrophin releasing hormone 14714 PPM57676A
NGF Nerve Growth Factor 18049 PPM03596B
B-Tubulin 1 Class 1T B-tubulin 22152 PPMO04754A
Nestin Type VI intermediate filament protein 18008 PPMO04735A
GDNF Glial Derived Neurotrophic Factor 14573 PPMO04315F
B-Actin (Housekeeping) Actin, beta 11461 PPM02945B

Tablo 3. Primer Mikslerinin Hazirlamak i¢in Gereken Soliisyon ve Reaktif Miktarlart

Soliisyon / Materyal Miktar
Syber Green master mix 12,5 pl
Ozgiil Primer 1 ul
cDNA 1 pl
Su 10,5 pl
Toplam 25 ul

Tablo 4. RT-qPCR Amplifikasyon Dongiisii

Dongii sayist Siire Sicaklik Dongii Nedeni
1 10 dakika 95 °C Taq polimerazin sicaklikla aktivasyonu
10 saniye 95 °C Saptanan florokrom prob Sybr Green

verilerinin toplanmasi

40 10 saniye 55 °C

20 saniye 72 °C

Melting 10 saniye 95 °C

60 saniye 60 °C

stiresiz 97 °C

2.5. Istatistik Analiz
MTT analizleri sonucunda gruplarda tiim Orneklerden elde edilen absorbans
degerleri kontrol grubu 100 olacak sekide % degerlere g¢evridi RT-gqPCR ile elde
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edilen Threshold cycle (CT) degerlerinin ise referans gen (housekeeping gen, HKG) B-
Actine gore normalizasyonu ve fold change (kath degisim) icin 2(AACT) hesaplamalari
(islem formiiii asagida verilmistir) yapildi Verilerin normal dagilim gosterip
gostermedigi  Shapiro Wilk testi ile analiz edildi. MTT analizleri ile elde edilen
sonuglarm karsilagtiriimas1 igin One Way Anova ve post hoc bonferroni korelasyonu
uygulandi. ~ RT-qPCR ile elde edilen rolatif mRNA ekspresyonlarmm kat degisim
degerleri Kruskal-Wallis ile istatistiksel olarak analiz edildi  Analizler icin GraphPad
Prism versiyon 9.0.0 programu kullanild:.

Kath degisim (Fold Change) islemi:

ACT (kontrol) = CT (kontrol) — CT (HKG-kontrol)

ACT (deney grubu) = CT (deney grubu) — CT (HKG-deney grubu)

AACT = ACT(deney grubu) — ACT(kontrol)

Fold Change = 224D
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3. BULGULAR

3.1. MTT Bulgulan

ACh wve atropinin GT1-7 hiicrelerinin  proliferasyonu  {izerine  etkisini
degerlendirmek icn MTT analizi yapildi. ~ Cahsma i¢cn etken madde eklenmeyen
kontrol ile birlkte ACh’nin 10° — 10" M ve atropinin 10° — 102 M arasmda
konsantrasyonlar1 analiz edildi ACh i¢cin olduk¢a yikksek konsantrasyonlarda bile
proliferatif ya da sitotoksik bir etki tespit edilmedi (Sekil 4). Mikroskobik analizlerde de
hiicrelerin  proliferasyonuna bir etki goriilmedi (Sekil 5). Ayrica MTT testnin yapildig
plaklarda kor dismda tim kuyucuklarda ¢6ziinen formazan kristalleri olusmustu (Sekil
6). Atropinin ise yine yiksek bir konsantrayonu olan 102 M seviyesine kadar artan
dozlarda herhangi bir etkisi saptanmadi Bundan sonra gelen konsantrasyonlarda ise
etkinin siddetlendigi ve aniden proliferasyonun durdugu tespit edildi (Sekil 7). Ek
olarak 96 kuyulu plakta proliferasyonun aniden azaldig, ilgili konsantrasyonlarm
bulundugu kuyucuklarda ¢oOzinen formazan kristalleri sonucu olusan mor rengin
kaybiyla gozlenmistir (Sekil 8) Bu sonuglar atropinin olumsuz etkisini gosterse de
cahbsmamizda veya literatiirde kullanilan konsantrasyonlara gore oldukca yiiksektir.
Bununla  beraber  yikksek  atropin  konsantrasyonlarmm ~ GT1-7  hiicrelerinin
proliferasyonu icin anlamh derecelerde olumsuz etkisi oldugu bulundu (Tablo 6). Bu
etki mikroskobik analizlerde de saptandi (Sekil 9). ACh ve atropinin MTT sonucu elde
edilen % proliferasyon ve ortalama standart hata (SEM) sonuglari tablo 5 ve 7’de

verilmistir.
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Sekil 4. ACh’nin artan konsantrasyonlarinda GT1-7 hiicreleri iizerine proliferatif/sitotoksik etkileri.
Oldukga yiiksek konsantrasyonlarda dahil olmak iizere istatistiksel anlamli bir fark saptanmanugtir.

Tablo 5. ACh’nin artan konsantrasyon gruplarmda GT1-7 hiicreleri lizerine % proliferasyon ortalama ve

Konsantrasyon

(M) Kontrol [10°  [5x10° |10*  |5xa0® [10°  [5x10° 102 [25x102 [px10? |10
Ortalama %

Proliferasyon [1000 [9954 [9920 (9880 99,99 [1022 (1021 [101,9 [102,0 [99,.86 [96,83
SEM 0,7589 [0,7071 |0,7087 [09312 |1,277 [1550 [1947 (1430 [1,762 [1,763 [0,8231

SEM degerleri.

Sekil 5. ACh’nin artan konsantrasyonlarda GT1-7 hiicrelerine etkisinin mikroskobik goriinimleri. A:
Kontrol. B: 10-3 M. C: 5x10-2 M
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Sekil 6. ACh’nin etkisini saptamak amacityla yapilan MTT analizinde kullanilan 96 kuyulu plakta tim
gruplara ait kuyucuklarda ¢dziinmiis formazan kristalleri. Gorsel olarak kor olarak kullanilan 1. swa
(dikey soldan) diginda diger tiim kuyularda formazan kristallerinin ¢dziindiigii goriilmektedir.
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Sekil 7. Atropinin artan konsantrasyonlarmda GT1-7 hiicreleri iizerine proliferatif/sitotoksik etkileri.
Atropinin 10-3 M konsantrasyonundan itibaren proliferasyonun siddetli bir sekilde azaldig1 saptandi
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Tablo 6. MTT sonuglarma gore kontrol ve atropinin artan konsantrasyon gruplan arasinda GT1-7
hiicrelerine etkilerin karsilastirlmasi. One Way ANOVA post hoc bonferroni. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0,0001

Gruplar arasi
karsilastirma p Degeri
10° M vs. Kontrol * 0,0203

1,25x10° M vs. Kontrol ~ [**** |<0,0001
2,5x10° M vs. Kontrol *xx* <0 0001
5x10° M vs. Kontrol *xx% | <() 0001
10 M vs. Kontrol *xkx <0 0001
1,25x10° M vs. 10° M *xxx | <(0) 0001
2,5x10° Mvs. 10° M *xxx | <0 0001

5x10° M vs. 10° M *xxx <0 0001
102 M vs. 10° M *xxx <0 0001
10° M vs.5x10° M ** 00075

1,25K10° M vs.5x10° M [**** [<0,0001
25x10° Mvs.5x10° M [**** [<0,0001
5x10° M vs. 5x10° M *xxx | <0 0001
102 M vs. 5x10° M *xx% | <() 0001
1,25x10° M vs. 10* M *xx | <() 0001
2,5x10° M vs. 10* M *kx [<() 0001

5x10° Mvs. 10% M *xk% [ <(,0001
102 M vs. 10* M *xxx <0 0001
10° M vs. 5x10* M *x 100073

1,25x10° M vs.5x10* M [**** [<0,0001
25x10° Mvs.5x0% M [**** [<0,0001
5x10° M vs. 5x10% M *xs [ <() 0001
10° M vs. 5x10* M *xxx | <) 0001
1,25x10° M vs. 10° M ** 10,0025
2,5x10° Mvs. 10° M *xxx | <0 0001
5x10° M vs. 10° M *xx | <() 0001
102 M vs. 10° M *xx% <0 0001
2,5x10° M vs. 1,25x10° M [**** |<0,0001
5x10° M vs. 1,25x10° M [**** |<0,0001
102 M vs. 1,25x10° M *xxx | <(0) 0001
5x10° M vs.2,5x10° M [**** [<0,0001
102 M vs. 2,5<10° M *xx% | <(0) 0001

Tablo 7. Atropinin artan konsantrasyon gruplarmda GT1-7 hiicreleri tizerine % proliferasyon ortalama ve
SEM degerleri.

Konsantrasyon [Kontro

(M) [ 10°  |5x10° [10* [|5x10* [10° [1,25x10° [25x10° [5xa0° 107
Ortalama %

Proliferasyon  [100,0 (99,33 [100,4 (9865 (1005 (94,09 (8655  [2377  [3,982 (4,222
SEM 1,251 |1535 [1,246 [1,637 |1,520 [1,247 |1,386  [0,6341  [0,06586 |0,1023
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Sekil 8. Atropinin etkisini saptamak amaciyla yapilan MTT analizinde kullanilan 96 kuyulu plakta tim
gruplara ait kuyucuklarda ¢6ziinmiis formazan kristalleri. Plakta 2,5x10-3 M konsantrasyon grubunun
bulundugu 8. swradan (dikey soldan) itibaren proliferasyonun aniden kesildigi sitotoksik etkinin olugtugu
gorillmektedir.

Sekil 9.
Atropinin

artan konsantrasyonlarda GT1-7 hiicrelerine etkisinin mikroskobik gériiniimleri. A:Kontrol. B: 10-4 M.
C: 1,25x10-3 M. D: 2,5x10-3 M. E5x10-3 M
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3.2. ACh ve Atropin Etkisinde GT1-7 Hiicrelerinde GnRH ve Noronal
Belirteclerin Rolatif mRNA Ekspresyonlan

3.2.1. Rolatif GnRH mRNA ekspresyonlan

ACh'nn 100 pM konsantrasyon grubunda GnRH mRNA ekspresyonunda
kontrol grubuna gore anlamh artis tespit edidi Bununla beraber istatistiksel olarak
anlamh olmasa da 1 ve 10 pM konsantrasyon gruplarmda ekspresyonda 2 katin
iizerinde bir artis saptandi. Bu artglar fizyolojik yonden degerlendirildiginde anlamh
kabul edilebilir. Bu sonuglar kolnerjikk uyarrmmn GnRH salmmmnda rolii  oldugunu
isaret etmektedir. Diger gruplarda kontrole gore bir degisiklik goriimedi fakat atropinin
artan doz gruplarmda ortalama ekspresyonda giderek azalan degerler elde edildi. Once
ACh ve 24 saat sonra atropinin 1 ve 10’ar M konsantrasyonlarda eklendigi gruplarda
ise kontrole gore anlamh birr fark goriilmedi Yalniz ACh+tATR’nn 10 pM
konsantrasyon grubunda anlamh olmasa da ekspresyondaki yikkselme, ACh’nin artan
konsantrasyon etkisinn GnRH ekspresyonuna katki sagladigmi, atropinin bir miktar

baskilamaya neden olsa da etkisinin smrrh kaldigmi isaret etmektedir.

Rolatif GnRH
MRNA ekspresyonu

Sekil 10. Rolatif GnRH mRNA ekspresyon grafigi. ACh gruplarinda iki kattan fazla ekspresyon artis1.
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Tablo 8. GnRH mRNA ekspresyonunda gruplar arasi istatistiksel anlamlilik farklari. Kruskal Wallis;
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. #ACh 1 ve 10 uM gruplarinda iki kat iizerinde meydana gelen artislar
da fizyolojik yonden anlamli kabul edilmistir.

Gruplar arasi farklar p degeri
ACh 100 uM vs.Kontrol # >x2 fold
ACh 100 uM vs. Kontrol # >x2 fold
ACh 100 uM vs. Kontrol * 0,0252
ATR 10 uM vs.ACh 1 uM * 0,0180
ATR 100 uM vs. ACh 1 uM ** 10,0064
ATR 1 uM vs.ACh 10 uM «  [0,0422
ATR 10 uM vs.ACh 10 uM **[0,0047
ATR 100 uM vs. ACh 10 uyM ** 10,0014
ATR 1 uM vs.ACh 100 uM * 0,0193
ATR 10 uM vs.ACh 100 uM ** 10,0017
ATR 100 uM vs. ACh 100 pM *** 10,0005
ACh+ATR (1 pM) vs.ACh 100 uM * 0,0307
ACh+ATR (10 uM) vs. ATR 100 uM = [0,0270

Tablo 9. GnRH mRNA ekspresyonunda gruplar arasinda ortalama katsayr degisimi (fold change) ve
SEM degerleri. ACh 1 ve 10 uM gruplarinda da fizyolojik yonden anlamh artiglar mevcuttur.

P> s =
2 2 =3 z = = g o

Gruplar S = ; § = S § % S % gi

SE|lSs| 5| & |E|E| EBE|S82 62

X < < < < < < - | <
Ortalama
Fold Change|1,000 |2,244 |2,626 |2,787 1,035 |0,8515 |0,6918 (1,042 1,552
SEM 0,01244 {0,1211 {0,1181 {0,04844 (0,1076 (0,04877 |0,08764 |0,06424 |0,09809

3.2.2. Rolatif NGF mRNA ekspresyonlan

Cabsmamizda ede ettigimiz sonuglara gére ACh'nn 10 ve 100 M
konsantrasyonlarmda NGF ekspresyonlarmm artigi saptandi.. Ayrica ACh’nin 100 yM
konsantrasyon grubunda 1 pM’a gore de anlamh artis tespit edildi ACh gruplarmda
gorilen bu artglar atropmnin  6zellikle 1 uM konsantrasyonu ile baskilannugtir.
Atropinin ve atropin ile birlikte ACh’nin bulundugu hicbir konsantrasyon grubunda ise
kontrol grubuna gore anlamh bir degisiklik goriilmedi Bununla beraber atropinin 10 ve
100 pM gruplarmda 1 pM grubuna gore anlamh artglar, baskilanan NGF
ekspresyonuna hiicrelerin  fonksiyonlarmu devam ettrmek i¢in artan konsantrasyonda
ekspresyon artistyla cevap verdigini diisiindiirmektedir. Once ACh ve 24 saat sonra
atropinin 1 ve 10’ar uM konsantrasyonlarda eklendigi gruplarda ise GnRH’ye benzer
bir durum goriildii. Bu sonuglar NGF ekspresyonunun artan ACh uyarmu sonucunda

arttigimi fakat kolinerjik reseptor blokajmin etkisinin smirl oldugunu isaret etmektedir.
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Rolatif NGF
mMRNA ekspresyonu

Sekil 11. Rolatif NGF mRNA ekspresyon grafigi. ACh 10 ve 100 uM konsantrasyonlarinda ekspresyon
artisi.

Tablo 10. NGF mRNA ekspresyon gruplar arasi istatistiksel anlamlilik farklarl. Kruskal Wallis; *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001

Gruplar arasi farklar p degeri
ACh 10 uM vs. Kontrol * 0,0156
ACh 100 uM vs. Kontrol *%x 0,0020
ACh 100 uM vs. ACh 1 uyM *x 0,0087
ATR 1 uM vs. ACh 10 uM *x 0,0024
ATR 1 uyM vs. ACh 100 uM *** 10,0002
ACh+ATR (1 uM) vs. ACh 100 uM * 0,0101
ATR 10 uM vs. ATR 1 uM * 0,0349
ATR 100 uM vs. ATR 1 uM * 0,0156
ACh+ATR (10uM) vs. ATR 1 uM * 0,0101

Tablo 11. NGF mRNA ekspresyonunda gruplar arasinda ortalama katsayi degisimi (fold change) ve SEM
degerleri.

= > | o
= =l = = Z S| E E_
Gruplar - = | o | 3 = s | 8| f2|¥s
S|zl 2|z =] =|=|6%2|62
< o
@ @ @ = = E — =
2 |l = | = < S | 2 [ <<%
Ortalama
Fold Change1,000 1,120 11,913 14,180 (0,7946 |1,453 (1,621 [1,095 [1,712
SEM 0,005793 10,114110,1199 10,5335 |0,06538 10,1321 |0,1279]0,02636 |0,2297
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3.2.3.Rolatif p-Tubulin III mRNA ekspresyonlan

Noronal belirteglerin  ekspresyon analizlerinde [B-Tubulin III i¢in elde ettigimiz
sonuclarda kontrol ve atropin gruplarma gore ozellkle 1 ve 10 pM ACh konsantrasyon
gruplarmda anlamh artislar saptandi. Ilging olarak 100 pM konsantrasyonda bir miktar
artis gorilse de anlamh olmayp smrh kalmstr. Bu durum yiksek ACh
konsantrasyonunun olasiikla desensitizasyon ya da down regilasyona neden oldugunu
diisiindiirebilir. Bu sonu¢ B-Tubulin III i¢in yeni bazi sorular olusturmaktadr. Atropin
gruplarmda  kontrole gore anlamh farklar tespit edimedi ACh ve Atropinin 24 saat
arayla 1 ve 10 uM konsantrayonlarda birlikte uygulandig1 gruplarda da ACh’nin 1 ve 10
UM konsantrayon gruplarma benzer sonuglar elde edildi.

=
o

Rolatif §-Tubulin IlI
MRNA ekspresyonu
|_\

o

Sekil 12. Rolatif B-Tubulin III ekspresyon grafigi. ACh 1 ve 10 uM , ACh+ATR (1 uM), ACh+ATR (1
uM) gruplarinda ekspresyon artigi.
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Tablo 12. B-Tubulin 11l mRNA ekspresyon gruplar arasi istatistiksel anlamhlik farklari. Kruskal Wallis;
*p<0.05, **p<0.01

Gruplar arasi farklar p degeri
ACh 1 uM vs. Kontrol *x 0,0094
ACh 10 uM vs. Kontrol * 0,0117
ACh+ATR (1 uM) vs. Kontrol * 0,0448
ACh+ATR (10uM) vs. Kontrol * 0,0421
ATR 1 uM vs. ACh 1 pM * 0,0179
ATR 10 uM vs. ACh 1 uM *x 0,0075
ATR 100 uM vs. ACh 1 uM Fx 0,0069
ATR 1 uM vs. ACh 10 uM * 0,0220
ATR 10 uM vs. ACh 10 uM *x 0,0094
ATR 100 uM vs. ACh 10 uM *x 0,0087
ACh+ATR (1 uM) vs. ATR 10 uM * 0,0372
ACh+ATR (10uM) vs. ATR 10 uM * 0,0349
ACh+ATR (1 uM) vs. ATR 100 uM * 0,0349
ACh+ATR (10uM) vs. ATR 100 uM * 0,0327

Tablo 13. B-Tubulin III mRNA ekspresyonunda gruplar arasmda ortalama katsay1 degisimi (fold change)
ve SEM degerleri.

= = o o
= =1 = = =1 | E E
Gruplar = = | o S = | o S | fo| £
Szl =] =] =2|=]| = |6%|62
S @) @) @) = = = - | <2
X < < < < < < ~ ~
Ortalama
Fold Change1,000 |1,612 |1,635 [1,228 (1,047 |0,9758|0,9770 |1,467 |1,456
SEM 0,06663 (0,1011 {0,1136 [0,05607 [0,07613 |0,1098 [0,05551 |0,06606 |0,03097

3.2.4.Rolatif Nestin mRNA ekspresyonlan

Cabsmamizda nestin  mRNA ekspresyonlarmda herhangi bir etken maddeye
maruz brakimayan kontrol grubu ile karslastrildignda etken maddelerin artan
konsantrasyonlarma maruz brrakilan hicbir grupta anlamh bir fark tespit edilmedi.
Bunun aksine ACh gruplarmda atropin gruplarma gore anlamh artislar mevcuttu. Bu
sonuglar ACh’nin nispeten bir artisa atropinin  ise azalisa neden oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 13. Rolatif nestin ekspresyon grafigi. Kontrole gére anlamh fark saptanmadi.

Tablo 14. Nestin mRNA ekspresyon gruplar arasi istatistiksel anlamlilk farklar. Kruskal Wallis;
*p<0.05, **p<0.01

Gruplar arasi farklar degeri
ATR 1 uM vs. ACh 1 uM * 10,0179
ATR 10 uyM vs. ACh 1 uM * 10,0269
ATR 100 uM vs. ACh 1 uM ** 10,0064
ATR 1 uM vs. ACh 10 uM ** 10,0055
ATR 10 uM vs. ACh 10 uM ** 10,0087
ATR 100 uM vs. ACh 10 uM ** 10,0017
ATR 1 pM vs. ACh 100 uM ** 10,0050
ATR 10 uM vs. ACh 100 uM ** 10,0080
ATR 100 uM vs. ACh 100 uM ** 10,0016
ACh+ATR (10uM) vs. ACh 100 uM * 10,0476

Tablo 15. Nestin mRNA ekspresyonunda gruplar arasinda ortalama katsayi degisimi (fold change) ve
SEM degerleri

= p=
= = = 3 o o
= = p= =] Py = E
Gruplar s | || 8| 2| <=| & |fg|$s
£ = = & o v | G2 &2
S 5 @) @) = = = | <2
X < < < < < < ~ ~
Ortalama
Fold Changgq1,000 |1,190 1,327 |1,362 [0,8145 |0,8375 |0,7623 (1,039 |[0,9436
SEM 0,05048 {0,04872 10,1138 |0,05435 |0,05122 |0,06769 [0,03786 |0,01367 |0,04198
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3.2.5.Rolatif GDNF mRNA ekspresyonlan

GDNF mRNA ekspresyonlarmda da diger noronal belirteglerde oldugu gibi
ozellikle 10 ve 100 pM ACh konsantrasyon gruplarmda kontrole gdre artiy saptandi
ACh'nn bu konsantrasyona ait gruplarmda ekspresyon artislary, atropin gruplarma
karsida anlamlydi. ~ Atropinin ekspresyon iizerine kontrole gore gruplarda herhangi bir
etkisi gorilmedi. ACh ve atropmin birlkte uygulandigi gruplarda da ekspresyon
katsayllarinda bir miktar artiy goriilse de anlamli bir fark tespit edimedi.

Rolatif GDNF
MRNA ekspresyonu

Sekil 14. Rolatif GDNF ekspresyon grafigi. ACh 10 ve 100 uM konsantrasyonlarinda ekspresyon artigi.

Tablo 16. GDNF mRNA ekspresyon gruplar arasi istatistiksel anlamhlik farklar. Kruskal Wallis;
*p<0.05, **p<0.01

Gruplar aras1 farklar p degeri
ACh 10 uM vs. Kontrol * 0,0476
ACh 100 uM vs. Kontrol ** 10,0043
ATR 100 uM vs. ACh 10 uM * 0,0269
ATR 1 pM vs. ACh 100 uM * 0,0126
ATR 10 uM vs. ACh 100 uM ** 10,0075
ATR 100 pM vs. ACh 100 pM ** 10,0020
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Tablo 17. GDNF mRNA ekspresyonunda gruplar arasmda ortalama katsayi degisimi (fold change) ve
SEM degerleri

= = | o
= Z = = 2 > |E E_
Gruplar = = o S = o S |4l s
Sl z|z|z|=|=]|=|638:
S o O @) = = E | <2 <2
X < < < < < < — —
Ortalama
Fold Change1,000 (1,154 1,349 (1,842 (1,089 |1,040 1,009 (1,255 (1,326
SEM 0,07619 0,05411 10,06510 [0,08649 |0,03472 |0,05830 [0,06846 |0,1647|0,09961

Cahsmamiz ACh’nin artan konsantrasyonlarda noranal faktorlerimn  mRNA
ekspresyonlarmm artigma ve bununla beraber GnRH artisma neden oldugu
gostermektedir.  Elde ettigimiz  sonuglar GnRH  salmmmnn  6zellkle kolinerjik
reseptorlerin - uyarmyla artis  yaptigm fakat bununla beraber bu artism ndronal
faktorlerin  artisma da  bagh  oldugunu  gostermektedir.  Noronal — faktorlerin
ekspresyonlarmda da kolinerjik reseptorlerin  uyardmasmm etkisi mevcuttur. Aksine
blokaj etkisi ne noronal faktdrler ne de GnRH salnmu iizerine belirgin bir etkiye sahip
degidi. Bu durum kolnerjik reseptor uyarmmmm GnRH iligkili oldugunu ve néronal
faktorlerin ekspresyona katki sagladigmi ortaya koymaktadr. Bununla beraber atropin
le ekspresyonun baskilanmamis olmasi bagka faktorlerm de birlikte hareket -ettigni
isaret etmektedir.
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4. TARTISMA SONUC VE ONERILER

Eski tanmlamalarda literatirde GnRH 'Lutemnize edici Hormon Salict Hormon
(LHRH)' olarak bildirilmekteydi, ancak giiniimiizde her iki gonadotropinin (LH, FSH)
salgllanmas1 iizerindeki uyarici rolii nedeniyle “Gonadotropin Sahliverici Hormon
(GnRH) seklinde yaygm olarak kullanilmaktadir [1].

GnRH salmmu ile ilgii ¢ahsmalarda GT1-7 hiicre kiiltiiri model olarak
kullamimaktadir. Kolinerjik sistemin uyarmm ve blokajmm GnRH ekspresyonunu ne
sekilde etkiledigini degerlendirmek icin tasarlanan bu ¢ahsmada ACh ve atropinin
oncelikle proliferasyon {lizerine etkileri degerlendirildi. Kolinerjik sistemin GnRH
ekspresyonundaki roliinii tespit etmek ¢alismanin ana hedefini olusturdu. Ayrica bu
hiicrelerin noronal aktivite gOsteren hiicreler olmasi nedeniyle kolinerjikk uyarrm ve
blokajn NGF, BIII tubulin, nestn ve GDNF mRNA ekspresyonlarmda nasil
degisiklikler olusturdugunun tespit edimesi amaglandi. Ayrica GnRH ile birlikte etkiler
degerlendirildi.

Cabsmann basmnda oOncelikle kolinerjik reseptdr aktivatori ACh ve blokoril
atropinin  konsantrasyonlarmm belirlenmesi, proliferasyona etkilerinin  analiz  edilmesi
amactyla GT1-7 hiicreleri ile MTT testi yapid. Literatirde ACh ve atropin bu
hiicrelerin ~ proliferasyonuna etkilerini gosteren MTT testi ile ilgli bir c¢alsmaya
rastlinmadl.  Atropin ve ACh’m GTI-7 hiicrelerinin proliferasyonu {izerine etkileri
calismamiz ile ik defa gosteridi Sonuglarmiza gore ACh yiiksek konsantrasyonlarda
olsa da proliferatif, sitotoksik ya da apoptotkk bir etkiye neden olmamustr. Bunun
aksine atropin 2,5x10° M konsantrasyon ile ¢ok ciddi sitotoksik etki gosterdi Genis
acidan degerlendirildiginde bu deger oldukca yiiksektir ve bagka hiicre hatlar1 ile
yapillan calgmalarda bu derece yikksek konsantrasyonlar kullanilmanustr. Genellikle
calismalarda 10 M konsantrasyonlar yiiksek konsantrasyon olarak tercih edilmistir. Bu
nedenle  ekspresyon analizleri i¢cin  olusturulan  gruplarmizda da  en  yiiksek
konsantrasyon olarak 10% M konsatrasyon calsimis olup diger konsantrasyonlarda bu
cahsmalarla esdegerdir [74, 135-137].

Arai Y ve ark. [74] kolinerjik reseptorlerin GT1-7 hiicrelerinde muskarinik ve
nikotnk ACh reseptorleri ve alt Unitelerini analiz etmislerdir. Ek olarak GnRH
salmmm  izobiitilmetiksantin  ile uyararak bu reseptorlerlerin - salmm iizerindeki
etkisini de test etmislerdir. Yiksek konsantrasyonda nikotinin GnRH  salnmmim
indiikledigini tespit etmis, muskarinin ise izobiitilmetinksantin ile indikklenen salmmm
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azaltifm saptamiglardr. Bu bulgular ile GT1-7 hiicrelerinde nikotinik reseptor alt
birimlerinin ve muskarinik M2, M4 reseptorlermin varhgm gostermiglerdir. Reseptor
tespiti ilgili kapsaml tek calisma niteligindeki bu g¢aligmada nikotinin GnRH salmmma
etkisi analiz edilmis fakat ACh ve atropmin tek baslarma salmma etkisi caligimamustir.
Bu etkenlerin sadece cAMP miktarma etkisi analiz edilmistir. Cahsmamizda ACh ve
atropin ayr1 ayri artan konsantrasyonlarda analiz edilmistir. Ozellkle ACh tek basma
artan konsantrasyonlarda GnRH mRNA ekspresyonunda artisga neden olmustur. Atropin
ise yiiksek konsantrasyonda anlamli olmasa da azalma yapmustr.

Richardson SB. Ve ark. [138] Sian medial bazal hipotalamusundan
hazirladiklart kiiltlir 6rneklerinde radyoimmiinoassay yontemi ile ACh, melatonin ve
potasyumun varhgnda GnRH salmmmi incelemislerdir. Kiiltiir ortamma potasyum
eklenmesiyle gerceklestirilen depolarizasyonunun  sadece kalsiyum varhgmnda GnRH
salmmmda belirgin bir uyarma neden oldugu belirlenmistir. Bununla beraber ACh ve
parasempatomimetik  antikolinesteraz ajami  neostigmin, GnRH  salnmm  belirgin
sekilde uyarmustr. Ustelk ACh uyarmu 10 nM gbi diisik bir konsantrasyonda
gerceklesmigtir.  Nikotink  antagonist  olan  hekzametonyum  (non-depolarizan
gangliyonik blokoér), GnRH salmmnda ACh kaynakl artist ortadan kaldrmustir.
ACh’in  sigan medial bazal hipotalamusundan GnRH  salmmm  indikleyebildigi
sonucuna varmuslardr. Cabsmanuzda bu calgmalara benzer sonuglar elde edilmistir.
ACh artan konsantrasyonlarda GnRH salmmm arttrmustr, atropin  ise  yiksek
konsantrasyonlarda GnRH salmminda azalmaya sebep olmus fakat istatistiksel bir fark
elde edilmemistir. Sican hipotalamus Orneklerinden elde edilen sonuglar nikotinik
reseptor blokajmmn etkisini gosterirken cahsmamiz ise atropin ile daha ¢ok muskarinik
reseptor blokajmin etkisini saptamustir.

GnRH, salmmu kalsiyuma bagmbdr. Morales A ve ark. [139] 17pB-estradiol
(E2) ve estradiol-peroksidazm (E HRP) ACh tarafindan indiikklenen hiicre i¢i kalsiyum
Ca?* yiikselmeleri iizerindeki akut etkilerini GT1-7 hiicrelerinde incelemislerdir. ACh'e
maruz kalma Ca®"’nin gegici artislarma neden olurken, E2 veya E-HRP ile 6n tedavi bu
yanitt azaltigim bildirmiglerdir. Ne 17a-estradiol ne de sentetik antidstrojenler veya
tamoksifen ACh il indiklenen Ca2+ sinyalinde herhangi bir degisiklk meydana
getirmedigi icin etki E2 i¢in spesifik oldugu sonucuna varmislardw. GT1-7 hiicrelerinde
ACh ile indiklenen Ca?* artismm, fizyolojik E2 konsantrasyonlar tarafindan ostrojene
Ozgii br membran baglanma bdlgesnin varlig ile uyumlu bir sekilde akut olarak
modiile edildigi sonucuna varmglardw. Cahsmamizda da ACh artan konsantrasyonlarda
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GT1-7 hiicreleri GnRH mRNA ekspresyonunda anlamh artiglar gozlemlenmistir fakat
atropin etkisi smrh kahlmstr. Farkh olarak noronal faktorlerin etkisi olabilecegmi
gosterdik. Bununla beraber sonuglarmmiz birgok faktorin  GnRH salmmu ile ilikili
olabilecegini isaret etmektedir.

Morales A ve ark. [140] baska bir calsmada ACh ile indiiklenen Ca®* sinyalleri
iizerindeki Ostrojen eylemlerinin altmda yatan yolu belirflemeyi amaclamglardr. 8-
Bromoguanozin 3',5'-siklik monofosfat ve C-tipi natriiiretik peptit estradiolin etkisini
taklit ettigini bulmuslardr. Aksine ne dibutili cAMP, forskolin ne de sodyum
nitroprussid, ~ACh'ye  yamt olarak  Ca®"nin  herhangi  bir  modifikasyonunu
ndiklemedigini  bildirmiglerdir. Estradioliin  kalsiyum gegisleri iizerindeki etkisi, iki
farkh cGMP'ye bagmh protein kinaz (PKG) mhibitorii tarafindan tamamen bloke
edilmis ve ek olarak, inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) reseptoriinin fosforilasyonu, Ostradiol
tarafindan hizla indikklendigini gérmiislerdir. Hiicreleri bir PKG inhibitdrii ile 6n isleme
tabi tutuklart zaman tamamen bloke edildigini bildirmislerdir. Fizyolojik estradiol
konsantrasyonlarmm,  sonunda  endoplazmik  retkulumdan  kalsiyum  salmmuni
degistren bir PKG'ye bagh IP3 reseptor fosforilasyonunu indikkleyen, zarla iliskili
guanilat siklaz iceren bir mekanizma yoluyla AChnin neden oldugu Ca?" gecislerini
azalttifi sonucuna varmuglardr. Estradiolin plazma zarma baglanmast mGC'yi aktive
edebilir, c¢GMP iretimini hizlandwrabilir, PKG'yi aktive edebilir ve ardindan
endoplazmk retikulumda IP3 reseptorlernn PKG'ye bagh fosforilasyonunu aktive
edebilir. Sonug¢ olarak, IP3 reseptor fosforilasyonu, ACh ile uyarimig IP3%in
endoplazmik retikulumdan kalsiyum salma potansiyelnin azalmasma neden olur. Bu
adimlarm c¢ogu teyit edilmese de, bdyle bir islevsel organizasyon, hiicresel diizeyde,
estradiolin plazma zarmnda hareket ederek GnRH néronlarmm aktivitesini nasil modiile
ettigini  kismen agklamaya hizmet edecektir. Cahsmamizda da ACh artan
konsantrasyonlarda GT1-7 hiicreleri GnRH mRNA ekspresyonunda anlamh artiglar
gozlemlenmistir fakat atropin etkisi smrh kalmstr. Farkh olarak noéronal faktorlerin
etkisi olabilecegini gosterdik. Bununla beraber sonuglarmiz birgok faktdrin  GnRH
salmmu ile iligkili olabilecegni isaret etmektedir konuyla ilgili yapilan genis bir gdzden
gegirme  bu  durumu  dogrulamaktadwr. GABA, glutamat, dopamin, serotonin,
norepinefrin, epinefrin, histamin, ATP, adenosin, nitrik oksit, karbon monoksit ve
prostaglandn  E2, glutamatm GnRH salmmu {izerine modiilatér etkileri analiz

edilmistir. Norotransmiterler,  gazotransmiterler ve  gliotransmitterlerin in ~ vivo veya ex
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vivo GnRH ndronlarindaki aktiviteyi ve/veya GnRH salgismi dogrudan modiile ettigi
gosterilmistir [135].

GnRH salabilen olfaktér ndronlardan izole edilen FNC-B4 hiicre hatti ile yapilan
bir cahsmada GnRH’ye maruz kalmanmn nestin ekspresyonunda azalmaya neden oldugu
bildirimisti [141]. FNC-B4 hiicrelerinde GnRH i¢in islevsel bir otokrin feedback
dongiisiiniin -~ varhgmi  dogrulamak i¢in hiicreleri dogal GnRH ve GnRH agonisti
buserelin ile uyarmis ve GnRH ekspresyonunun RT-qPCR yontemi ile zamana bagh
artisim  gOsterimistir. Es zamanh kiibasyon ile Buserelinin GnRH salgismda bu
uyarict etkisini, GnRH antagonisti olan cetrorelix tamamen ortadan kaldwnustr [141].
Cahgmann sonuglart GnRH ve/veya analoglarmmn cinsiyet faktorleri dismda noéronal
faktorlerin - modillasyonda da rol oynadigm gostermektedir. Ancak cahsmamizda
muskarink reseptor aktivasyonu ile elde edillen GnRH artisi sonucu nestin
ekspresyonunda azalma goriilmedi. Olasiikla diger c¢alsmada elde edilen azalma
GnRH’nin disardan uygulanmasi sonucunda farkh mekanizmalar1 harekete gegirmis
olmasma baghdr. RT-qPCR sonuglarnmizda higbir grupta istatistiksel olarak anlamh
fark tespit edilemedi fakat ACh icin artis yoniinde sonuclar elde ettik.

Kramer PR. ve ark. [142] fare embriyonunun periferik ve merkezi sinir
sistemnin  GnRH  salmmu  yapan hiicrelermin  alndigi  bolgeye gdre nestin
ekspresyonunun  degistigi  gdstermislerdir. Cahgmada prenatal farelerin  nazal
plakodunda nestin ekspresyonunun oldugu saptanmustr. Hiicrelerin bazlart GnRH ile
birlikte nestin ekspresyonunu saglamistr. Cahsmamizda ACh artismm GnRH mRNA
ekspresyon artisim istatistiksel olarak desteklememis olsa da nestimin GnRH ndronlar
icin de fonksiyonel oldugu goriilmektedir.

Luo J ve ark. [143] NGF'nin hipogonadizmdeki roliinii farelerde incelemislerdir.
NGF uygulanmasi, serum LH, FSH, testosteron ve mtratestikiiler testosteron
konsantrasyonlarmda 6nemli bir artiska neden olmustur. Gonadal hormonlardaki
yilkselmeyle birlikte, bosalma gecikmesi ve bosalma siireleri dahil olmak {izere bozuk
cinsel davraniglarm  timiinin ~ kontrol hayvannmn seviyelerine geri yiikseldigini
gostermiglerdir. Bu sonuglar NGF'nin intranazal uygulamasmm seks hormonlarmi ve
cinsel davranlart normallestirebilecegini  gostermistir.  Ayrica  NGF'nin  hipotalamustaki
GnRH noronlan tizerinde etki edip etmedigini dogrulamak i¢in, farelerin preoptik alan
(POA) ve medial bazal hipotalamus (MBH) hipotalamus eksplantlarmi kullanmuslardir
ve NGF'nin GnRH salmmm Onemli Olglide arttrdigmn gostermislerdir. Ek olarak,
hipotalamusta =~ GnRH  ekspresyonunu  analiz ~ etmiglerdir.  Sonuglar,  GnRH
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ekspresyonunun NGF uygulamasmdan sonra Onemli Olcide up regile oldugunu
gosterilmigtir.  Bu  veriler e NGFnin GnRH noéronlarmn aktive ederek ve GnRH
salmmmi artrarak LH ve testosteron salglanmasm destekledigini ileri stirmiislerdir.
Cahgmamizda Ozellikle artan ACh konsantrasyonunda NGF ekspresyonu ciddi oranda
artmustr.  Bununla beraber GnRH ekspresyonu da artmistr. Burada bu sorunun yanitt
aranmalidir. ACh’in aktivasyonu ile artan NGF’mi GnRH ekspresyonunu artrmaktadir?

Sanchez C ve ark. [144] GnRH analoglarmmn insan prostat adenokarsinomundan
alman primer hiicre Kkiiltiirlerinde TrkA ve p75 norotrofin reseptOrlerinin ekspresyonu
tizerindeki etkisini arastwrmuglardr. GnRH  analoglarmm  proliferatif ve apoptotik
aktiviteler {izerindeki etkisini dogrulamak i¢in, prostat kanserinden aldiklar1 primer
hiicre kiiltiirleri, leuprolid ve NGF varhginda veya yoklugunda -cetrorelix ile tedavi
etmiglerdir. Beklendigi gibi, GnRH'nin hem agonisti hem de antagonisti hiicre
sayismda bir azalmayr ve apoptotik hiicrelerde bir artis1 etkili bir sekilde indikledigini
gormiiglerdir. Cetrorelix, leuprolide gore biraz daha yiksek bir etki gosterdigni ve
GnRH etkilermin NGF varlignda daha belirgin oldugunu gostermislerdir. Bu ¢ahgma
NGF ve GnRH’nin bilkte hareket ettigne dar baska bir kant sunmaktadir.
Cahgmamizda Ozellikle artan ACh konsantrasyonunda NGF ekspresyonu ciddi oranda
artmugtr. Bununla beraber GnRH ekspresyonu da artmustr. Yukaridaki ki kanita gore
burada bu sorunun yaniti aranmaldwr. ACh’m aktivasyonu ile artan NGF’'mi GnRH
ekspresyonunu artrmaktadir?

Yumurtalign igleyisi, steroid sekresyonunu, folikiler gelisim ve yumurtlamann
diizenlenmesi otonomik sistemden etkilenir. NGF, yumurtalk noradrenerjik ndronlart
ve merkezi sinir sistemindeki kolinerjik ndronlar1 diizenledigi bulunan ik ndrotrofik
faktordii. Benitez A ve ark. [145] bunla ilgili yaptklart ¢ahsmada amaci, NGF'nin in
vivo olarak overin sempatik ve Kkolinerjik sisteminin aktivasyonuna katilan norotrofik
faktorlerden biri olup olmadigmi ve normal veya patolojik durumlar srasnda folikiiler
gelisimdeki roliinii  belirlemeyi amaglamislardr.  Estrojen analogu estradiol valeratn
sicanlarda  polikistik over modelinde uygulamasmm, NGF'ye bagh bir mekanizma
yoluyla ACh seviyelerini arttrdigmi  bulmuslardr. Siganlarmda NGF'nin - yumurtahk
icne  uygulanmasi,  enzim  aktivitesini  etkilemeden  tirozin  hidroksilaz e
asetilkolinesteraz ~ ekspresyonunu  arttrdid, yumurtahk ACh  seviyelerini  diistirdiigii
gosterimistir. Bunun aksine yumurtalk hiicrelerinin NGF'ye in vitro maruz kalmasi
hem kolin asetil transferazs hem de vezkiiler ACh tastyict ekspresyonunu arttrnus, Bu
cahsmann sonuglarmizla ilglli en 6nemli bulgusu NGF'nin ACh iretimini uyarmasidir.
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Genel olarak, NGF'nin, yumurtalk fonksiyonunu diizenlemek i¢in sempatk ve
kolinerjik  sistemlerin  ¢iktismn  dengeleyerek, ikili otonomik  kontrol  sisteminde
homeostazi siirdiirmede kilit bir faktor oldugu goriilmektedir. Bu sonuglara ek olarak
sonuclarimiz da NGF’nin iireme ve gelisme ile ilgili 6nemli rollerini isaret etmektedir.

GDNF, periferik sinir sistemindeki iskelet kasi dahil néronal hedef dokular
tarafindan sentezlenir ve salglanr; Vianney JM ve ark. [146] ACh uygulamasm
takiben elektrik stimiilasyonunda iskelet kasi miyotiipleri tarafindan GDNF iiretimi
ncelenmistir.  Sonuglar, ACh ve kisa sireli elektrik stimilasyonunun  GDNF
salgilanmasm azalttigmi, karbakol veya uzun siireli elektrik stimiilasyonu ile tedavinin
ise iskelet kasi tarafindan GDNF {iretimini arttwrdigmi gostermektedir. Ek bir sinir
bliyime faktorii uygulamasmm ACh doku seviyeleri iizerinde higbir etkisi olmanustir,
bu da sinrr biiyime faktorinin @ ACh  sentezini dogrudan  artrmadigmi
distindiirmektedir.  Cahsmamizda iskelet kasi hiicrelerinden farklh olarak  ndron
Ozelliklerine sahip hiicreler kullambmustr. Hiicreler 24 saat siire i¢in ACh uyarmma
maruz brakimistr ayrica elektrik stimiilasyonu gibi ikinci bir uyarict kullanimamustir.
Buna gore karbakol ile miyotiiplerde elde edilen artiy ¢ahsmamizda ACh ile Ozellikle
artan konsantrasyonlarda GT1-7 hiicrelerinde goriimiistiir.

Trofik faktorler, in vivo ve in vitro olarak striatumdaki kolinerjik internéronlarm
hayatta kalmasmnda ve sinir lifi bliylimesinde 6nemli rol oynar. Fischer HP ve ark. [147]
sinir biiylime faktorii ve yeni faktorlerin glial hiicre dizisinden tiiretilen ndrotrofik faktor
GDNF ve norturinin yam swa diger trofik faktorlerin striatal ACh doku seviyeleri
iizerindeki etkilerini aragtrmak icin organotipik bir dilim modeli kullanmglardir.
Cahsmalarmda tek basma bir norotrofik faktdrin ACh seviyelerinde degisiklife neden
olmadigim bildirmiglerdir.  Bagka bir sonucta bu durumu desteklemektedir. Yapilan
cahsmada Glial hiicre dizisinden tiiretilen ndrotrofik faktor GDNF’nin, gelismekte olan
ve erigkin noromiiskiiler kavsakta asetilkolin salmmm akut olarak degistirmedigini
gostermektedir  [148]. Bu sonuglar GDNF’nin  ACh ekspresyonuna etkisini
bildirmektedir fakat cahymamizda ik defa bu trofikk faktérim ACh stimiilasyonu sonucu
ekspresyonu degerlendiriimisti. Her ne kadar GDNF uygulamasi ACh ekspresyonuna
etki etmese de sonuclarmiza gbére ACh uygulamast GDNF ekspresyonunda 10 ve 100
UM konsantrasyonda artisa neden olmaktadir.

Kolinerjik reseptor uyarm ve blokajmda B-Tubulin 11l ekspresyonunun nasil
etkilendigine yonelik bilgi mevcut degidir. Cahsmamizda bununla ilgili ik veriler
sunulmustur. Cok yiiksek katsaylarda olmasa da ekspresyonunda artis gerceklesmistir.

42



Cabsmamizm sonuglarma gore kolinerjik reseptorlerin - GnRH  ekspresyonu
iizerme etkisi bulunmaktadwr. Bu etki ACh stimillasyon ile artis meydana getirmekte
fakat atropin blokaji ile belirgin bir degisiklik olugturmamaktadr. Ayrica ndronal
faktorlerm de kolinerjik sistemin uyarmm ile artt@ goriilmektedir. Ek olarak bu artis
GnRH artis1 ile paraleldir. Bu nedenle sonuglarmmiz ve diger ¢aligmalara ait sonuclar
noronal faktorler ile GnRH ekspresyonu arasmnda bir iliskinin varh@m ve bu iliskilerin
kolinerjik  sistem aktivasyonu ile arttigm igsaret etmektedir. Bununla beraber
sonuclarimiz  kolnerjik sistemin uyarmm ile artan ndronal faktorlerm mi  GnRH
ekspresyon artism  sagladigt  veya farkh mekanizmalarm mm  aktif rol oynadig
sorularmm ortaya ¢ikmasma neden olmustur. Bu sorularm yanttlart i¢in Ozellikle in

vitro gahsmalar tasarlanmali ve mekanizmalar arastmilmalidir.
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