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ÖZET 

GT1-7 Hücre Hattında Muskarinik Reseptörlerin Uyarımı ve Blokajının  

GnRH ile Nöronal Faktörlerin Ekspresyonuna Etkisi 

Hilal DOLAS ÜREN 

Moleküler Tıp Anabilim Dalı 

Alanya Alaaddin Keykubat Üniversitesi, Lisansüstü Eğitim Enstitüsü 

Haziran,2022 

Gonadotropin salgılatıcı hormon, hipotalamusta GnRH nöronlarından sentezlenen ve 

salınan tropik bir peptit olup ön hipofizden folikül uyarıcı hormon ve lüteinizan hormonun 

salınmasından sorumlu olan bir hormondur. GnRH salınımından sorumlu hücrelerin kolinerjik 

reseptörleri ifade ettiğini gösteren çok az sayıda çalıĢma vardır. Reseptörlerin uyarılması veya 

bloke edilmesi sonucu nöranal faktörlerin mRNA ekspresyonlarının seviyeleri ile GnRH 

salınımın nasıl etkilendiği üzerine çalıĢmalar yetersizdir. Ayrıca literatürde kolinerjik reseptör 

aktivatörü asetilkolin ve kolinerjik reseptör blokörü atropin etkisindeki hücrelere MTT testi ile 

ilgili bir çalıĢma bulunmamaktadır. 

Bu çalıĢmada GT1-7 hücre hattından elde edilen hücrelerde, kolinerjik reseptör 

aktivatörü asetilkolin ve kolinerjik reseptör blokörü atropin etkisindeki farklılaĢmada oluĢan 

ekspresyon değiĢikliklerini saptamak için gruplar oluĢturularak çalıĢmalar yapıldı.  

ÇalıĢmanın baĢında öncelikle aktivatör ve blokör dozlarının belirlenmesi ve proliferasyon 

etkisinin ölçülmesi amacıyla 2.pasaj sonunda elde edilen hücrelerle MTT testi analizi yapıldı. 

Daha sonra hücrelerden RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi yapıldı. Atropin ve asetilkolin 

etkisindeki hücrelere, NGF, Nestin, B-3 tübilin, GDNF B-Actin nöronal faktör primerleri 

eklenerek mRNA ekspresyonları RT-qPCR ile gösterildi. 

ACh’nin artan konsantrasyonlarda nöranal faktörlerin mRNA ekspresyonlarının artıĢına 

ve bununla beraber GnRH artıĢına neden olduğu göstermektedir. Elde ettiğimiz sonuçlar GnRH 

salınımının özellikle kolinerjik reseptörlerin uyarımıyla artıĢ yaptığını fakat bununla beraber bu 

artıĢın nöronal faktörlerin artıĢına da bağlı olduğu göstermektedir. Nöronal faktörlerin 

ekspresyonlarında da kolinerjik reseptörlerin uyarılmasının etkisi mevcuttur. Aksine blokaj 

etkisi ne nöronal faktörler ne de GnRH salınımı üzerine belirgin bir etkiye sahip değildi. Bu 

durum kolinerjik reseptör uyarımı dıĢında baĢka faktörlerin de birlikte hareket ettiğini iĢaret 

etmektedir.   

Anahtar Sözcükler: GnRH, GT1-7 hücre hattı, Kolinerjik sistem, Nöronal faktörler.
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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 ÜREN 

Department of Molecular Medicine 

Graduate Education Ġnstitute 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 µM concentrations of 

ACh and ATR to determine the effects on neuronal factors and GnRH expressions. The 

changes in NGF, Nestin, β-tubulin III, 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 

10-1 M. In ATR exposure, the proliferation of cells decreased after a concentration of 

10-3 M. In general, increasing concentrations of ACh resulted in increased expression of 

neuronal factors and accompanying GnRH 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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GĠRĠġ 

Eski tanımlamalarda GnRH  'Luteinize edici Hormon Salıcı Hormon (LHRH)' 

olarak bilinmekteydi fakat günümüzde her iki gonadotropinin (LH, FSH) salgılanması 

üzerindeki uyarıcı rolü olması nedeniyle “Gonadotropin Salıverici Hormon (GnRH) 

Ģeklinde yaygın olarak kullanılmaktadır [1]. GnRH, 1971’de tanımlanmıĢtır. 

Hipotalamusta GnRH nöronlarından sentezlenen ve salınan tropik bir peptit olup ön 

hipofizden folikül uyarıcı hormon ve lüteinizan hormonun salınmasından sorumlu olan 

bir hormondur [2, 3]. 

GnRH salgılayan ölümsüz nöronal hücre hattıdır GT1-7 hücre hattıdır ve olgun 

bir fareden elde edilmiĢtir. SV40 T antijen onkojeninin kodlama bölgesine GnRH 

geninin promotor bölgesini içeren bir transgenin bağlanması ve bu bağlanan transgenin 

farelere aktarılmasıyla üretilmiĢtir [4-6]. 

Kolinerjik sistemin nörotransmiteri olan asetilkolinin (ACh) dir [7], atropin ise 

merkezi sinir sistemindeki mAChR'lerin tüm alt tipleri için rekabetçi inhibitördür [8].  

Nöronal faktörler, periferik ve merkezi sinir sistemindeki nöronların yenilenmesi 

geliĢimi ve hayatta kalması için gerekli olan çok çeĢitli polipeptitleri içeren büyüme 

faktörleridir [9]. 

ÇalıĢmanın ana hedefini kolinerjik sistemin GnRH ekspresyonundaki rolünü 

tespit etmek oluĢturdu. Ayrıca GT1-7 hücre hattından elde edilen hücreler, nöronal 

aktivite gösteren hücreler olması nedeniyle kolinerjik uyarımın ve blokajın NGF, BIII 

tubulin, nestin ve GDNF mRNA ekspresyonlarında nasıl değiĢiklikler oluĢturduğunun 

tespit edilmesi amaçlandı. Ek olarak GnRH ile birlikte etkiler değerlendirildi.  
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1. LĠTERATÜR 

1.1. Gonadotropin Salgılayan Hormon (GnRH)  

Hipotalamik gonadotropin salgılayan hormon (GnRH), 1971’de tanımlanmıĢtır. 

GnRH, domuz hipotalamusundan izole edilmiĢtir ve Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-

Arg-Pro-Gly-NH(2) olarak bir yapıya sahip olduğu gösterilmiĢtir. Gonadal 

fonksiyonları ve seks steroidlerinin üretimini düzenleyen hipofiz gonadotropinlerinin 

üretim ve salımının düzenlenmesinde anahtar unsurdur [10, 11]. GnRH’ın, hipotalamik 

nöronlardan salınımı pulsatil Ģekildedir ve etki mekanizması ön hipofiz 

gonadotroplarının hücre yüzeyindeki reseptörlerine (GnRHR) yüksek afiniteyle 

bağlanmasıyla ortaya çıkar [12, 13]. Hipotalamusun arkuat nükleusundan 56 

aminoasitlik GAP (GnRH iliĢkili peptit) denilen bir hormon ile birlikte salgılanır ve 

kromozom 8p21’deki bir gen tarafından kodlanarak 92 aminoasitli öncüsünün 

proteolitik yıkımı sonrası üretilir ve salınımı sırasında ön hipofizden kan dolaĢımına 

verilir. Bu iki hormon da LH ve FSH üzerine farklı derecelerde uyarıcı etki 

yapmaktadırlar. GnRH foliküler evrenin sonlarında fazla olarak, lüteal evrenin 

sonlarında ise daha az olarak salınır. Salınım sıklığının nasıl düzenlendiği tam olarak 

açıklanamamıĢtır fakat stres, mevsimsel değiĢiklikler ve beslenme Ģeklinden etkilendiği 

bilinmektedir [14]. Ek olarak GnRH salgılanması üzerinde insülin ve leptin uyarıcı, 

grelin hormonunun ise inhibe edici etkisi vardır [15].  

GnRHR’ler, G proteinine bağlı reseptörler ailesi üyesidir. Reseptörlerin 

aktivasyonları ile diaçilgliserol ve inositol 1,4,5-trisfosfat oluĢur, fosfoinositid 

parçalanır. Diaçilgliserol ve inositol 1,4,5-trisfosfat ikinci haberciler olarak adlandırlır 

ve bu ikinci haberciler hücre içi depolardan kalsiyum salımını ve protein kinaz C 

aktivasyonunu baĢlatır. Bu ikinci habercilerin her ikisi de gonadotropinlerin 

salgılanması ve sentezinde önemli rol oynar. GnRH veya agonistleri tarafından GnRH 

reseptörlerinin uyarımı gonadotropin salgılanmasını sağlarken, uzun süreli aktivasyon 

duyarsızlaĢmaya sebep olur ve bunun sonucunda salınım baskılanır.  GnRHR 

antagonistleri de gonadotrof hücrelerin membranlarındaki reseptörlere bağlanmak için 

GnRH ile yarıĢırlar fakat reseptörlerin aktivasyonunu bloke ederek gonadotropin 

salınmasını inhibe ederler [12]. GnRH'nin gonadotropların hücre membranındaki 

reseptörlere bağlanması ile hücre içi kalsiyum konsantrasyonlarında artıĢ olur. Bu 

kalsiyum artıĢı , gonadotropin alt birim gen ifadesi ve gonadotropin salınımı için 

gereklidir [16].  
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GnRH, üreme düzenlemesinde önemli bir faktördür [17]. GnRH bir dipeptidtir, 

yaklaĢık 90 amino asit içerir [18, 19]. GnRH genini etkileyen mutasyonlar, bozulmuĢ 

gonadal fonksiyonlara sebep olur [18, 20]. Amino asit dizileri çıkarılıp incelendiğinde, 

GnRH’ın aminoasitin N-terminal ucunda bulunduğu görülmüĢtür. GnRH üreten 

nöronların karakteristik geliĢimi, epizodik aktivitesi ve dağılımı çeĢitli üreme 

hastalıklarının etiyopatogenezine bir ilgi uyandırmıĢtır [10]. GnRH, GnRHR 

aktivasyonu ile hipofiz hücreleriyle etkileĢir. GnRH-GnRHR kompleksininde oluĢan 

herhangi bir bozukluk farklı kanser türlerinin geliĢmesine yol açar [11]. 

Ġnsan üremesi, sağlıklı hipotalamik-hipofiz-gonadal (HPG) eksenine bağlıdır 

[10]. Normal üreme fonksiyonları, doğurganlık ve hormonal düzenlemenin HPG 

ekseninin tüm seviyelerinde hassas bir Ģekilde düzenlenmesi için GnRH 

gerekir [13].  GnRH, ön hipofizden lüteinizan hormon (LH) ve folikül uyarıcı hormon 

(FSH) salınımını uyarır ve bu uyarım sonucunda seks steroidlerinin sentezi uyarılır [21]. 

GnRH, FSH ve LH düzenlenmesi, normal memelilerin cinsel olgunlaĢması ve üreme 

iĢlevleri için gereklidir [13]. LH ve FSH ovulasyon, folikülojenez, steroidogenez ve 

spermatogenezi düzenlemek için yumurtalıklara ve testislere etki eder ve periferik 

dolaĢıma katılır. GnRH, salınımı pulsatil Ģekildedir ve GnRH puls frekansları ve 

genliklerindeki varyasyonlar, FSH ve LH sentez ve salınım üzerindeki etkileri farklıdır. 

LH, tercihen yüksek GnRH darbe frekanslarında uyarılırken, FSH ise tercihen düĢük 

GnRH darbe frekanslarında uyarılır [13]. Östrojen, progesteron ve testosteron dahil 

olmak üzere gonadal seks hormonları, GnRH, LH ve FSH'nin daha fazla salınımını 

engellemek için hipotalamusa ve ayrıca hipofiz bezine negatif geribildirim verir. Ayrıca 

gonadotropinler, LH ve FSH ayrıca hipofiz bezi üzerinde daha fazla üretimlerini 

engellemek için negatif geri bildirim sağlar [4].  

1.2. GnRH Üreten Hücre Modeli GT1-7 

GT1-7, olgun bir fareden elde edilmiĢ hipotalamik GnRH salgılayan ölümsüz 

nöronal hücre hattıdır. GnRH nöron modeli (GT1-7), SV40 T antijen onkojeninin 

kodlama bölgesine GnRH geninin promotor bölgesini içeren bir transgenin bağlanması 

ve bu bağlanan transgenin farelere aktarılmasıyla üretilmiĢtir [4-6]. GT-1 hücrelerinin 

bir alt klonu olan GTl-7 nöronal hücre hattı, GnRH salgılar, Ca21, CF, K+ ve Na+ 

kanallarını ve sinaps içerir [22]. GT1-7 hücre hattı ayrıca L ve T tipi voltaja duyarlı 

kalsiyum kanalları içerir [23]. Ġn vitro kültürlenen sinir hücreleri, ilaçlar veya 

nörotoksinler gibi çeĢitli uyaranlara verilen hücresel tepkileri incelemek için faydalı 
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modeller olarak hizmet eder [24]. GT1-7 nöronal hücre hattı ayrıca nöronal morfoloji 

için mükemmel bir model olarak hizmet eder ve GnRH nöronlarını in situ olarak güçlü 

bir Ģekilde sembolize eder [22]. GT1-7 hücre hattının, GnRH nöronlarının bilinen 

özelliklerinin çoğunu aslı gibi sergilediği gösterilmiĢtir [4]. Bugüne kadar, GT1 

hücreleri, GnRH nöronlarının biyolojisini incelemek için en iyi hücre modeli olduğu 

ispatlanmıĢtır [4]. Son yıllarda GT1 hücrelerinde GnRH salınımını modifiye ettiği 

bilinen birkaç nörotransmiter ailesinin reseptörleri tanımlanmıĢtır ve karĢılık gelen 

ligandların GnRH salınımı üzerindeki aktive edici veya inhibe edici olduğu 

belgelenmiĢir [22, 25].  

GT1-7 hücre hattı kullanılarak p53'ün hipotalamusta GnRH sekresyonunun 

merkezi bir aracısı olduğunu ve bu etkinin en azından kısmen Lin28/let-7 yolu 

aracılığıyla olduğu gösterilmiĢtir [26]. miR-375'in, nöroendokrin bozuklukla iliĢkili 

iĢlev bozukluklarına yeni bir potansiyel terapötik yaklaĢım sağlayabilecek GnRH 

üretimini düzenlemedeki kritik rolünü vurgulamak için GT1-7 hücre hattı kullanılmıĢtır 

[27]. Ġnsanlarda OTX2 mutasyonları ile iliĢkili fenotipik spektrumu göstermek için 

OTX2 varyantlarının transaktivasyon yeteneği, murin hipotalamik GT1-7 nöronlarında 

analiz edilmiĢtir [28]. 

1.3. Nöronal Faktörler  

Nöronal faktörler, periferik ve merkezi sinir sistemindeki nöronların yenilenmesi 

geliĢimi ve hayatta kalması için gerekli olan çok çeĢitli polipeptitleri içeren büyüme 

faktörleridir. Nöronal faktörler, sinyal yollarına, yapılarına ve reseptörlerine göre üç 

ailede sınıflandırılabilir: nöropoetik sitokinler, nörotrofin ailesi ve glial hücre kaynaklı 

(GDNF) ailesi. Nöronal faktörlerin en iyi tanımlanmıĢ grupları, sinir büyüme faktörü 

(NGF), nörotrofin-4/5 (NT-4/5), nörotrofin-3 (NT-3) ve beyin kaynaklı nörotrofik 

faktör (BDNF) dür [9, 29]. Huntington hastalığı [30], Parkinson [31] ve Alzheimer [32] 

gibi nörodejeneratif hastalıklarda nöral yenilenmenin iyileĢtirdiği gösterilmiĢtir. Son 

çalıĢmalar, nörolojik faktörler sinir sisteminin dıĢında dokuya spesifik yetiĢkin kök 

hücre niĢinde de bulunabileceğini ve doku yenilenmesini desteklediğini göstermiĢtir. Bu 

çalıĢmalar, nörotrofik faktörlerin yetiĢkin doku yenilenmesinde potansiyel terapötik 

adaylar olarak hizmet edebileceğini göstermektedir. 

1.3.1. NGF 

NGF, 1950 yılında Rita Levi Montalcini tarafından keĢfedilmiĢtir. NGF, duyusal 

ve sempatik nöronların geliĢimi boyunca bilinen hayatta kalma faktörüdür [9]. Duyusal 
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nöronlar doğum sonrası dönemde hayatta kalma faktörü olarak NGF'ye bağımlı değil 

iken sempatik nöronların çoğu yetiĢkinlikte buna bağımlıdır [33]. NGF, nöron 

tarafından salgılanır ve akson terminallerinde bulunan reseptörlerine bağlanır. Daha 

sonra retrograd tașıma ile geriye taĢınır. Nöronlar nöroplastisite, farklılaĢmak ve 

yașamak için kendi salgıladığı nörolojik faktörlere ihtiyaç duyarlar [34]. NGF ailesi: 

Nörotropik faktör-3 (Nörotropin faktör-3, NT-3), Nörotropik faktör-4 (Nörotropin 

faktör-4), ardından Nörotropik faktör-6 (Nörotropin faktör-6, NT-6) ve Nörotropik 

faktör-7 (Nörotropin faktör-7, NT-7) den oluĢur. NGF 2.5 S saflaĢtırılmıĢ formunun 

moleküler ağırlığı 26 kDa'dır. Bu form için iki peptit zinciri tanımlanmıĢtır. Zincir A, 

118 amino asit kalıntısından oluĢur. Zincir B, zincir A'ya çok benzer, ancak N 

terminalinde ilk sekiz amino asit kalıntısından yoksundur. Beta alt birimi, bilinen tüm 

biyolojik aktivitelerden sorumludur [35].  

Nazal uygulama ile NGF, mayotik spermatogonia (Stra8) ve spermatositleri 

(SYCP3) eksprese eden belirteçleri önemli ölçüde up regüle edebilir, spermatogenezi 

düzeltebilir ve cinsel hormonların salgılanmasını arttırır [36]. Retinitis Pigmentosa 

hastalığında NGF’nin rolü araĢtırılmıĢtır. NGF'nin reseptörüne bağlanmasının, 

fotoreseptörün hayatta kalması ve iĢlevselliği için spesifik bir biyolojik belirteç olan 

rodopsin ekspresyonunu modüle ettiği gözlemlenmiĢtir [37]. 

1.3.2. β-Tubulin III 

β-Tubulin III veya βIII-tubulin (β3-tubulin) olarak da bilinen Sınıf III β-tubulin, 

testis hücrelerinde ve neredeyse sadece nöronlarda bulunan tubulin ailesinin bir 

mikrotübül elemanıdır [38-40]. Ġnsanlarda TUBB3 geni tarafından kodlanır [38, 41, 42]. 

Sınıf III β-tubulinin nöral geliĢimdeki, multipotent progenitörlerden nöral hücre 

farklılaĢmasının erken bir biyobelirteç olarak kullanılır [43]. TUBB3 geni 

inaktivasyonu, nöral progenitör proliferasyonunu bozar. Sınıf III β-tubulin ekspresyonu 

hem translasyonel hemde transkripsiyonel seviyelerde düzenlenir. Nöral dokuda, kurucu 

ifade Sox4 ve Sox11 tarafından yönlendirilir [44]. Nöral olmayan dokularda ise, 

düzenleme +168 nükleotidde 3' yan bölgedeki bir E-kutusu bölgesine bağlıdır [45]. 

β III -tubulin ekspresyonu ile 5-FU'ya direnç arasında, özellikle invazivlik 

açısından önemli bir korelasyon var gibi göründüğünü gösterilmiĢtir. Yapılan çalıĢma, β 

III -tubulinin in vivo 5-FU direncine olası bir katkısını göstermektedir [46]. β-III 

tubulin, Nf-L ve GFAP proteinleri, Ģizofrenide nörodejenerasyon ve ilerlemenin 

potansiyel biyobelirteçleri olabileceği düĢünülmektedir [47]. Tiroid karsinomunda 
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yüksek TUBB3 ekspresyonunun invaziv potansiyel ve kötü prognoz ile iliĢkili olduğunu 

ve muhtemelen epitelyal-mezenkimal geçiĢ ile bağlantılı olabileceğini düĢünülmüĢtür 

[48]. 

1.3.3. Nestin 

Nestin (nöroepitelyal kök hücre proteini), tip VI ara filament (IF) proteinidir 

[49]. Bu ara filament proteinleri, genellikle aksonun radyal büyümesinde rol oynayan 

sinir hücrelerinde ifade edilir. Yedi gen, hafif (NF-L), orta (NF-M) ve ağır (NF-H) 

nörofilament proteinlerini, sinir hücrelerinde α-interneksini, nestin ve β'de synemin α ve 

desmuslin/syne'yi (iki alternatif transkript) kodlar [50]. Yapısal olarak, nestin, tüm ara 

filament proteinlerinin en kısa baĢ alanına (N-ucu) ve en uzun kuyruk alanına (C-ucu) 

sahiptir [51]. Nestinin ekspresyonu genellikle geçici olmasına ve yetiĢkinlikte kalıcı 

olmamasına rağmen, geliĢim sırasında birçok hücre tipi tarafından eksprese edilirler. 

Nestin, periferik sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ve miyojenik ve diğer dokulardaki 

geliĢiminde erken aĢamalarında bölünen hücrelerde eksprese edilen bir ara proteinidir. 

FarklılaĢma üzerine, nestin down regüle olur ve dokuya özgü ara filament proteinleri ile 

değiĢtirilir [51]. Nestin'in siklin bağımlı kinaz 5 ile etkileĢime girdiği bilinmektedir [52]. 

Nestin çeĢitli kanser türleri çalıĢmalarında kullanılmıĢtır. Nestin ekspresyonunun 

tek baĢına veya diğer biyobelirteçlerle birlikte değerlendirilmesi, birçok kanserde tanı 

sürecini iyileĢtirebilir ve klinik olarak sorunlu vakalarda belirli kanser türlerinin 

tanımlanmasına yardımcı olabileceği belirtilmiĢtir [53]. Kolorektal kanserde Nestin ve 

CD34 ekspresyonun genel sağkalımı iyileĢtirdiği tahmin edilmiĢtir [54]. Keap1-Nrf2 

ekseni aracılığıyla hücresel redoks homeostazı ve mide kanseri metastazı için gerekli 

olduğu bildirilmiĢtir [55]. Nestin (+) karaciğer yıldızsı hücrelerinin TGFβ yolunun 

aktivasyonunu azaltarak hem in vitro hem de in vivo olarak karaciğer fibrozunu 

önleyebileceği gösterilmiĢtir [56]. 

1.3.4. GDNF 

GDNF (Glial hücre kaynaklı nörotrofik faktör) ilk olarak Engele, Schubert ve 

Bohn [57] tarafından glial hücrelerden salınan bir nörotrofik faktör olarak 

tanımlanmıĢtır. GDNF, hedef periferik dokularını yeni innerve eden veya sonlandıran 

geliĢen nöronların hayatta kalmasını destekler. Bu molekül ailesi, periferik ve merkezi 

sinir sisteminin bakımı, geliĢimi ve yenilenmesi için önemli olan bir polipeptit büyüme 

faktörü sınıfını oluĢturur [58]. GDNF alt ailesi, sırasıyla 1-4 glikozilfosfatidilinositol 
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bağlantılı GFRa reseptörlerine bağlanan GDNF, persefin, nörturin ve arteminden oluĢur 

[59].  

Parkinson hastalığında motor semptomların ve dopaminerjik nöronların kaybının 

hafifletilmesinde GDNF’nin önemli rolü olduğu düĢünülmektedir. Bu yüzden GDNF ve 

diğer GDNF ailesi nörotrofik faktörleri Parkinson hastalığı çalıĢmalarında kullanılmıĢtır 

[60-63]. GDNF ve Alzheimer hastalığının iliĢkisi araĢtırılmıĢtır. GDNF'nin serum 

düzeylerinin alzheimer hastalarında aynı yaĢtaki kontrollere kıyasla önemli ölçüde 

azaldığını ve bu nedenle GDNF'nin bir hastalık biyobelirteçi olarak potansiyel bir rolü 

olduğunu ortaya koymuĢlardır [64]. 

1.4. Kolinerjik Sistem 

Kolinerjik sistem otonom sinir sisteminin parasempatik bölümünün temel 

bileĢenlerini oluĢturur. Periferdeki salgı sisteminin kontrolü de parasempatik sinir 

sistemi tarafından sağlanır.  Bununla beraber beyindeki en önemli modülatör 

nörotransmitter sistemlerdendir. Öğrenme, dikkat ve hafıza gibi çeĢitli iĢlevleri kontrol 

eder [65-68]. Kolinerjik sistem projeksiyonları iki gruba ayrılır. Bazal ön beyin (BF) 

kolinerjik sistem ve beyin sapı kolinerjik sistem. Ayrıca birincil ve ikincil duyusal 

bölgeler arasındaki kolinerjik sinir iletimi, sinyal-gürültü oranını, bilgi akıĢını ve yanıt 

seçiciliğini etkileyerek uyaran iĢlemeyi düzenleyebilir [65, 69]. Yukarıdan aĢağıya 

süreçler, ilgili duyusal girdilerin nöronal iĢlenmesini geliĢtiren bilgi odaklı 

mekanizmalardır. Öte yandan, aĢağıdan yukarıya süreçler, uyaranın özellikleri 

tarafından çalıĢtırılır. Birçok durumda, aĢağıdan yukarıya ve yukarıdan aĢağıya, optimal 

dikkat performansına ulaĢmak için etkileĢime girer [67, 68, 70, 71]. Kortikal kolinerjik 

aktivite, aĢağıdan yukarıya ve yukarıdan aĢağıya mekanizmalar arasındaki karmaĢık 

etkileĢimleri içerir ve hücresel düzeyde girdi iĢlemenin iyileĢtirilmesine aracılık eder 

[67]. Nöronal faktörler ve hormon salınımı, kontrolü üzerine kolinerjik sistemin etkileri 

yeterince araĢtırılmamıĢtır. 

1.4.1. Kolinerjik Sistem Agonistleri 

1.4.1.1.Asetilkolin 

Kolinerjik sistemin nörotransmiteri olan asetilkolinin (ACh) öğrenme, dikkat ve 

hafıza gibi birçok biliĢsel iĢlevde önemi büyüktür [7]. Az sayıda hücre, ACh’i üretir 

ama etkileri beyinde yaygın olarak dağılmıĢtır. ACh’in nörotransmitter olarak iĢlevi 

1926'da Otto Loewi tarafından onaylanmıĢtır [72]. Vücutta ilk tanımlanan ve en yaygın 

bulunan nörotransmitterdir. ACh biyosentezi kolin asetiltransferaz enzimi (ChAT) 
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tarafından yapılır. Bu enzim, glikoz türevi olan Asetil koenzim A (asetil CoA) ve kolini 

birleĢtirir. ACh, vesiküllerinin hücre zarına geçiĢ yapmasıyla sinaptik aralığa salınır ve 

asetilkolin muskarinik ve nikotinik reseptörlere bağlanır. ACh'nin etkisi, 

Asetilkolinesterazın (AChE) yüksek hidroliz kapasitesi ile kolin, asetat ve su formuna 

hidrolize edilerek sonlandırılır [73]. Otonomik sinyal iletimi, kas kasılması ve öğrenme 

ve hafıza gibi çeĢitli fizyolojik basamaklarda önemli rolleri vardır [74]. Beyinde 

nöronları inhibe eden veya uyaran bir nöromodülatör ajan olarak iĢlev görür. ACh'nin 

kısa süreli bellek ve öğrenme gibi biliĢsel iĢlevlerde önemli rolü olduğu uzun süredir 

iddia edilmektedir [67, 75, 76]. Ek olarak ACh’in GnRH salınımında rol oynadığı 

bilinmektedir fakat doğrudan etkileri ve reseptörlerinin salınım yapan hücrelerdeki 

(AChR'ler) ekspresyon detayları aydınlatılmamıĢtır [74]. Nöronal asetil kolin üretimi, 

salınımı ve yıkım mekanizması Ģekil 1’de görülmektedir. 

 

 

ġekil 1. Nöronal asetil kolin üretimi, salınımı ve yıkım mekanizması [73] 

 

1.4.1.2.Diğerleri 

2.4.1.2.1.Betanekol 

Nikotinik reseptörler üzerinde herhangi bir etki yapmadan, muskarinik 

reseptörleri uyaran parasempatomimetik bir ACh analoğudur. Betanekol, muskarinik 

https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Nikotinik_asetilkolin_resept%C3%B6r%C3%BC&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Muskarinik_asetilkolin_resept%C3%B6r%C3%BC
https://tr.wikipedia.org/wiki/Muskarinik_asetilkolin_resept%C3%B6r%C3%BC
https://tr.wikipedia.org/wiki/Parasempatomimetik
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aktiviteye sahiptir ve ACh’den farklı olarak, kolinesterazlar tarafından yıkıma karĢı 

dirençlidir ve böylece aktivitesi uzun sürelidir [77]. 

2.4.1.2.2.Pilokarpin 

Güney Amerika Pilocarpus cinsinin bitkilerinin yapraklarından elde edilen bir 

alkaloiddir. Parasempatomimetik, miyotik, ve merkezi sinir sistemi etkileri olan bir 

kolinerjik agonisttir [78, 79]. Pilokarpin, baskın muskarinik etki ile geniĢ bir 

farmakolojik etki spektrumu uygular. Pankreas, gözyaĢı, ter, tükürük, mide, bağırsak 

bezleri, solunum yolları ve mukoza hücreleri dahil olmak üzere ekzokrin bezlerinin 

salgısını artırabilir [79, 80]. Ayrıca, safra yolları, safra kesesi, idrar yolları, bağırsak ve 

bronĢlardaki düz kas tonusunu ve hareketliliğini de artırır. Kolinerjik muskarinik 

reseptörlerin aracılık ettiği pilokarpinin parasempatomimetik etkisi, vazodilatasyon ve 

tükürük salgısı ile sonuçlanır [79, 81]. Sıçan dilaltı bezlerinde yapılan son çalıĢmalar, 

pilokarpin ile uyarılan tükürük salgılanmasında yer alan muskarinik reseptörlerin M3 alt 

tipinde olduğunu göstermektedir [79]. 

2.4.1.2.3.Karbokol 

Pozitif yüklü bir kuaterner amonyum kolin karbamat bileĢiğidir. Karbakol hem 

nikotinik hem de muskarinik reseptörleri uyaran bir parasempatomimetiktir. BaĢlıca 

etkileri artmıĢ hümör aköz çıkıĢı ve miyozisdir. Mide-bağırsak yolunda iyi emilmez ve 

kan-beyin bariyerini geçmez. Karbakol, kolinesteraz tarafından kolayca metabolize 

edilmez, 2 - 5 dakikalık bir etki baĢlangıcına sahiptir. Etki süresi topikal uygulamada 4 

ila 8 saat ve intraoküler uygulamada 24 saattir [82]. Yakın zamanda yapılan bir 

inceleme, karbakolün, kalsiyum ile aktive olan klorür kanalı anoktamin 1 aracılığıyla 

Cajal interstisyel hücre (ICC) aktivitesinin güçlü bir promotörü olduğunu 

göstermektedir [83]. 

2.4.1.2.4.Muskarin 

ACh’nin rekabetçi ve spesifik agonisti olarak alkaloid yapıdaki muskarin, ilk 

olarak parlak turuncu Ģapkalı mantar Amanita muscaria'dan izole edildi. Ayrıca Inocybe 

ve Clitocybe cinslerinin çeĢitli türlerinde de bulunur. Kimyasal olarak 3-hidroksi -2 

metil – 5- (trimetil-amonyummetil)-oksolan yapısındadır. Muskarin, kendi adıyla anılan 

muskarinik ACh reseptörlerindeki ACh’in etkisini taklit eder. Genetik ve farmakolojik 

karakterizasyonlar temelinde reseptörler ayrıca M1-M5 olarak adlandırılan beĢ alt tipte 

sınıflandırılmıĢtır [84]. 
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2.4.1.2.5.Nikotin 

Nikotin olasılıkla en eski psikoaktif maddelerden biridir. Tütün bitkisinde bol 

miktarda bulunmaktadır. Terapötik değeri olmamakla beraber sigarayı bırakmaya 

yardımcı olarak kullanılmaktadır.  Kimyasal olarak 1-methyl-2-(3-pyridyl)pyrrolidine 

yapısındadır. Sigara içilmesi ile vücuda dağılan nikotin kan beyin bariyerini kolayca 

geçerek stimülan etki oluĢturur. Periferdeki etkileri otonomik ganglionlar, adrenal 

medulla ve nöromüsküler kavĢak üzerindedir.  Hedef hücrelerdeki özgül etkilerini 

nikotinik tipteki (katyon kanalları) nAChR’leri aktive ederek yapar. DüĢük dozlarda 

uyarıcı olmakla beraber yüksek dozlarda depolarizan etki gösterir ve iletimi bloke eder 

[85]. 

2.4.1.3.Asetilkolin Esterazlar 

2.4.1.3.1.Fizostigmin 

ACh metabolizmasına müdahale ederek etki eder. Sinir-kas kavĢağının sinaptik 

aralığında ACh’nin parçalanmasından sorumlu enzim olan asetilkolinesterazın tersinir 

bir inhibitörüdür. Hem nikotinik hem de muskarinik ACh reseptörlerini dolaylı olarak 

uyarır. Mekanizması, asetilkolinesteraz tarafından ACh’nin hidrolizini önlemektir. Bu 

inhibisyon, ACh’nin etkisini artırarak kolinerjik bozuklukların ve miyastenia gravisin 

tedavisinde faydalı olmasını sağlar. Daha yakın zamanlarda fizostigmin güçlü 

antikolinesteraz aktivitesi nedeniyle Alzheimer hastalarının hafızasını geliĢtirmek için 

kullanılmıĢtır [86]. 

2.4.1.3.2.Neostigmin  

Ġlk olarak 1931'de sentezlendi ve 1950'lerin ortalarından beri nöromüsküler 

blokajı (NMB) tersine çevirmek için bir ajan olarak kullanıldı. Neostigmin, ACh 

konsantrasyonlarını önemli ölçüde artırmaya hizmet eden, nöromüsküler kavĢaktaki 

sinaptik aralıkta etkisini inhibe eden asetilkolinesteraz ile kovalent bir bağ oluĢturur 

[87]. ArtmıĢ ACh, postsinaptik reseptörde nöronların normal sinyal vermesine izin 

veren NMBA'larla rekabet eder [88]. Neostigmin, uygun Ģekilde kullanıldığında 

postoperatif solunum komplikasyonları riskini azaltmaya yardımcı olan etkili bir ajandır 

[89]. Neostigmin ayrıca myastenia gravis tedavisinde ve postoperatif mesane ĢiĢkinliği 

ve retansiyonu için kas gücünü artırmak amacıyla kullanılmıĢtır [90]. 
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2.4.1.3.3.Edrofonyum Klorür  

Edrofonyum klorür de Myastenia’da kullanılmaktadır. Myastenia gravis, 

nöromüsküler kavĢakta iletimin bozulmasına neden olan nadir bir otoimmün durumdur. 

Otoantikorlar öncelikli olarak post-sinaptik kavĢaktaki nikotinik ACh reseptörünü hedef 

alır ve bu reseptör sayısındaki yıkıma ve azalmaya neden olur [91]. Edrofonyum klorür 

oküler myastenia gravis tanısında yaygın olarak kullanılan kısa etkili bir 

antikolinesterazdır. Edrofonyum, terleme, lakrimasyon, tükürük salgısı, fasikülasyonlar 

ve abdominal kramplar gibi minör kolinerjik yan etkilerin yanı sıra bronĢiolar 

konstriksiyon, hipotansiyon, apne, bradikardi ve ventriküler asistol gibi majör kolinerjik 

yan etkileri vardır [92]. 

2.4.1.3.4.Rivastigmin 

Bir kolinesteraz inhibitörü olan rivastigmin, seçici olarak asetilkolinesterazı 

inhibe eden donepezilden farklı olarak hem butirilkolinesterazı hem de 

asetilkolinesterazı inhibe eder [93]. Rivastigmin, hafif ila orta dereceli Alzheimer 

hastalığının tedavisinde kullanılır [94]. Ġlaç, oral yoldan veya bir transdermal yama 

yoluyla uygulanabilir. Ġkinci form, tipik olarak mide bulantısı ve kusmayı içeren yan 

etkilerin yaygınlığını azaltır [95, 96]. Ġlaç idrar yoluyla atılır. Nispeten az ilaç-ilaç 

etkileĢimi var gibi görünmektedir [96]. 

1.4.2. Kolinerjik Sistem Antagonistleri (Antikolinerjikler) 

2.4.2.1.Atropin 

Atropin, Atropa belladonna (Güzelavrat Otu) adlı bitkiden elde edilir ve 

parasempatolitik etki gösteren alkaloid bir bileĢiktir. Kimyasal formülü 

C17H23NO3’tür. ATR tersiyer amin grubu grubu içerir ve lipofilik olması nedeniyle 

kan-bariyerini, plasentayı geçer. Merkezi sinir sistemindeki mAChR'lerin tüm alt tipleri 

için rekabetçi inhibitördür [8]. Amnestik, halüsinojenik, antiemetik ve yatıĢtırıcı etkilere 

sebep olan antikolinerjiktir. Ek olarak özellikle ekzokrin bezlerdeki parasempatik post-

ganglionik lifler, intramural nöronlar, düz ve kalp kası, gözler, tükürük bezleri, 

gastrointestinal sistem, kalp ve bronĢ bezleri üzerinde azalmıĢ sempatik etkilere neden 

olur. Antikolinerjik bileĢikler, akciğerlerdeki bronĢiyollerin daralması, kalp hızı, 

beslenme kanalındaki hareketler ve bez salgısı dahil farklı istemsiz vücut hareketlerini 

düzenlemek için parasempatik sinir sistemi ile iliĢkili sinir uyarılarını bloke eder [97]. 

Ayrıca gözyaĢı, kusma, terleme, tükürük salgısı, rinore, bulantı ve ishal gibi 

organofosfat zehirlenmesiyle ilgili bazı semptomları hafifletmek, bradikardi ve dolaĢım 
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depresyonlarını düzenlemeye yardımcı olmak için kullanılabilir. AĢırı dozu yönelim 

bozukluğuna, hafıza disfonksiyonuna, halüsinasyona, kardiyovasküler ve solunum 

yetmezliğine sebep olur. ÇeĢitli organlardaki post-ganglionik mAChR'ler, 

antimuskarinik alkaloidlere farklı duyarlılık gösterir [97, 98]. Postganglionik bir 

parasempatik sinirden salınan ACh, bronkokonstrüksiyonu indükler ve hava yolu düz 

kasında M3 mAChR'leri uyarır ve M2 mAChR'ler negatif bir geri besleme 

mekanizmasına katılan ACh salınımını sınırlar. Atropa belladonna alkaloidleri gibi 

muskarinik antagonistlerle M2 ve M3 reseptörlerinin bloke edilmesi, M3 uyarılmasının 

neden olduğu bronkokonstriyonu azaltabilir, fakat M2 mAChR'lerin negatif geri 

besleme mekanizmasındaki bir eksiklik ACh salınımını ve bronkokonstrasyonu 

güçlendirebilir [97]. 

2.4.2.2.Diğerleri 

2.4.2.2.1.Skopolamin 

Muskarinik reseptörleri ACh ile rekabet ederek inhibe eder ve hem periferik 

antimuskarinik özellikler hem de merkezi sedatif, antiemetik, amnestik etkiler üreten 

seçici olmayan bir muskarinik antagonist olarak hareket eder. Yapısal olarak atropine 

çok benzeyen parasempatolitik skopolamin, özellikle göz, gastrointestinal sistem, kalp, 

tükürük ve bronĢiyal salgı bezleri üzerindeki etkisi nedeniyle ve özel durumlarda, 

parasempatik aktivitenin azalmasını gerektiren durumlarda kullanılır. Özellikle taĢıt 

tutması durumlarında kullanılır [98, 99].  

2.4.2.2.2.Hyosin - N – Butil Bromür  

Düz kas kasılmasının uyarılmasını ve solunum salgılarının üretimini azaltır. 

Bunlar normalde ACh yoluyla parasempatik sinir sistemi tarafından uyarılır. Bir 

antimuskarinik olarak, hyosin-N-butilbromid, mAChR'lere bağlanarak etkilerini bloke 

eder [21]. Atropin, bu ilaç grubu için prototip olarak kabul edilir ve hyosin-N-

butilbromid de dahil farmakolojik çalıĢmaların çoğunda bir karĢılaĢtırıcı olarak 

kullanılır [100]. Hyosin - N – Butil Bromür, kramplı karın ağrısının tedavisinde etkilidir 

[101]. 

2.4.2.2.3.Pirenzepin 

Yapısal olarak imipramine benzeyen bir pirido-benzodiazepin antikolinerjik 

bileĢiğidir. Merkezi sinir sistemine zayıf penetrasyonu nedeniyle büyük ölçüde merkezi 

aktiviteden yoksundur. Klasik antikolinerjik ajanlardan farklı olarak pirenzepin, 
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muskarinik reseptörlere bağlanmasında seçici görünmektedir. Pirenzepin, muskarinik 

reseptörlere olan ACh yüksek afinitesini bloke ederek gastrik sekresyonu inhibe eder. 

Kardiyovasküler, oküler, üriner fonksiyonu, tükürük salgısını ve gastrointestinal 

motiliteyi etkiler. Bu durumlar için gerekenden daha düĢük dozlarda bazal ve uyarılmıĢ 

gastrik asit sekresyonunu inhibe eder [102]. 

1.4.3. Kolinerjik Sistem Reseptörleri 

Kolinerjik reseptörler 1914'te Sir Henry Dale tarafından nikotinik ve muskarinik 

ACh reseptörleri olarak ikiye ayırmıĢtır [65-68]. ACh bağlayan ve ACh’in sinyalini 

ileten iki reseptör çesiti vardır: muskarinik asetilkolin reseptörleri (mAChR'ler) ve 

nikotinik asetilkolin reseptörleri (nAChR'ler) [103].  Bu reseptörlerin etkili agonistleri, 

nikotin ve muskarindir, isimlerini de bu agonistlerden almıĢlardır [104, 105].  

AChR’ler, nikotinik duyarlı iyonotropik veya muskarinik duyarlı metabotropik 

reseptörler olarak ortaya çıkan integral zar proteinleridir. Nikotinik reseptörler beĢ 

protein alt biriminin bir araya gelmesiyle oluĢan iyon kanallarıdır. Muskarinik 

reseptörler yedi transmembranal reseptör tipinde tek bir peptit olarak karakterize edilen 

G protein kenetli reseptörlerin üst ailesine aittir [106]. 

2.4.3.1.Muskarinik reseptörler 

Muskarinik AChR’ler G-protein kenetli reseptörlerdir ve metabotropik 

reseptörler sınıfındadır. M1, M2, M3, M4 ve M5 olmak üzere beĢ mAChR alt tipi 

mevcuttur. Ayrıca, farklı G proteinlerine bağlanmasına göre daha geniĢ iki aileye 

ayrılırlar. M1, M3 ve M5 reseptörleri G q / 11 proteinlerine bağlanırlar ve fosfolipaz 

C'yi aktive ederler. M2 ve M4 reseptörleri Gı / o proteinlerine bağlanırlar ve adenilil 

siklazları inhibe ederler [107]. 

1980’li yıllarda yapılan çalıĢmalar sonucunda, muskarinik reseptörlerin 

farmakolojik özellikleri farklı olduğu çünkü farklı genler tarafından kodlandığı 

bulunmuĢtur [108]. G proteinleriyle kenetli reseptör ailesinindeki mAChR 

aktivasyonunun sinir sisteminde hücrelerin giriĢ direncini ve uyarılabilirliğini artırarak 

K+, Ca2+ katyon kanalları üzerinde birincil etkileri vardır. Ancak Na+ ve Cl− kanalları 

da etkilenebilir [109]. Muskarinik reseptörlerin hücre yüzeylerinde ligand bağlama 

bölgesi, hücre zarının sitoplazmik yüzeyinde ise G protein bağlama bölgesi mevcuttur 

ve karboksil ucu hücre içinde, amino ucu hücre dıĢında bulunur [110, 111]. Muskarinik 

reseptörler hücre membranını geçerken üçü hücre içinde, üçü hücre dıĢında 6 tane ilmek 

oluĢtururlar yani birbirine bağlanan yedi transmembran sarmal bölgeden oluĢur (ġekil 



14 
 

5) [112]. Muskarinik reseptörlerin aktive olmasıyla koroner, sistemik ve serebral 

vaskülatürde vazodilatasyon oluĢur [113, 114]. Deneysel olarak, reseptörlerin iĢlevsel 

rolü, antagonist/agonistler kullanılarak, hücresel ortamdaki reseptör - ligand 

konsantrasyonunu modüle ederek ya da reseptörlerin değiĢen ifadelerinin saptanmasıyla 

gösterilebilir [72]. Muskarinik reseptörlerin seçici olmayan agonisti muskarin, atropin 

ise seçici olmayan antagonistidir [72]. Muskarinik reseptörlerin uyarılmasıyla, 

fosfatidilinositol fosfatların hidroliz olur, guanilat siklaz ve adenilat siklaz baskılanır, 

kalsiyum bağımlı klor ve potasyum kanallarının, voltaja bağımlı kalsiyum kanalları 

düzenlenir. Ġlk basamakta; efektör fosfolipaz C G proteinin alfa alt ünitesi tarafından 

aktive edilir, fosfatidilinotisol 4,5-bisfosfatttan, diasilgliserol (DAG) 14 ve inositol 

1,4,5-trisfosfat (IP3) oluĢur. IP3, sitoplazmik kalsiyum konsantrasyonunu kalsiyum 

depolarından kalsiyum salgılanmasını arttırarak yükseltir. DAG fosfolipit bağımlı 

protein kinaz ve kalsiyum aktivitesini arttırır. Muskarinik reseptörlerin aktive olmasıyla, 

fosfaditilkolini hidrolize uğratan fosfolipaz D de aktive olur. Ayrıca hücre içi kalsiyum 

deriĢimlerinin artmasıyla 

I. Kalmoduline bağımlı protein kinazların,  

II. Kalmoduline bağımlı adenilat siklazın,  

III. Kalmoduline bağımlı fosfodiestereazların,  

IV. Nitrik oksit sentazın aktivasyonu gerçekleĢir [107, 115]. 
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ġekil 2. Muskarinik (M1) asetilkolin reseptörünün moleküler yapısı. Muskarinik reseptörler yedi 

transmembran (TM) hidrofobik segmentlere sahiptir. Dolgulu daireler olarak gösterilen asetilkoline 

bağlanma için çok önemli olan kalıntılar, TM bölgelerinde bulunur. G proteininin aktivasyonundan 

sorumlu kalıntılar, ikinci (i2) ve üçüncü (i3) hücre içi halkalarda bulunur. G protein reseptör kinazlar 

(GRK'lar) tarafından fosforile edilen kalıntılar, i3 döngüsünde bulunur [116].  

 

Muskarinik reseptörlerin yapısal olarak farklı alt tipleri vardır. Bu alt tiplerin 

fizyolojik fonksiyonları, karakteristik doku dağılımları ve farmakolojik bağlanma 

profilleri belirlenmiĢtir. Birçok hücrede veya dokuda birden fazla muskarinik reseptör 

tipi birlikte bulunur [117]. Bonner ve ark. [117] 1987’de moleküler biyoloji tekniklerini 

kullanarak insanlarda ve diğer memelilerde muskarinik reseptör alt tiplerini kodlayan 5 

farklı intronsuz gen bulmuĢtur [107, 108, 118, 119]. Bu açıklanan genler, türler arasında 

yapı ve dizi benzerliği göstermektedir [107, 120]. Bu homoloji hücre membranını 

kateden bölgelerde, hücre içi iĢlevsel bölgeler ve sitoplazmik bölgelerden daha 

yüksektir. Adlandırma sisteminde moleküler ve farmakolojik alt tipler M1-M5 olarak 

gösterilir [121]. M1, M2, M3 ve M4 primer dokularda fonksiyonel ve farmakolojik 

olarak karakterize edilirken, M5 reseptörünün doku dağılımı belirlenmiĢ fakat 

reseptörün fonksiyonu tam olarak belirlenememiĢtir [122, 123]. M1 alt tipinin, 

striatumda ve beyin korteksinde; M2 alt tipinin, beyincik ve kalpte; M3 alt tipinin, düz 
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kaslarda ve ekzokrin salgı bezlerinde; M4 alt tipinin, striatumda ve son olarak M5 alt 

tipinin, substantia  nigrada  gen ifadeleri  yüksektir. Muskarinik reseptörlerdeki i3 

bölgesi M1, M3, M5 alt tipleri arasında, M2 ve M4 alt tiplerine göre daha fazla 

benzerlik gösterir [115]. Bu bölge reseptörün etkileĢiminde önemlidir ve bu 

etkileĢimlerin düzenlenmesinden sorumlu fosforillenme bölgelerini içerir. Muskarinik 

reseptörlerin amino ucunda asparajin bulunur ve asparajin dizilerinde glikolizlenme 

modifikasyonu vardır [124]. 

2.4.3.2.Nikotinik reseptörler 

Nikotinik reseptörler (nAChR'ler), pentamerik yapıda, katyonik, ve uyarıcı 

ligand kapılı kanallardır. Cys-loop reseptör ailesine aittirler [125]. Bu kanallar 290 kDa 

ağırlığına sahip proteinlerdir ve merkez etrafında simetrik olarak konumlanmıĢ 5 alt 

birime (α, β, γ, δ ve ε) sahiptirler [7]. Nikotinik reseptörlerin ekspresyonundan sorumlu 

on altı gen vardır. BeĢ gen, nöromüsküler tipteki nAChR'lerin ekspresyonundan düğer 

on bir gen ise nöronal alt tiplerin ekspresyonundan sorumludur [126, 127]. Nöronal alt 

tipleri, dokuz farklı nikotinik reseptör alt biriminin kombinasyonundan oluĢur. Bunlar 

α1,2,3,4,5,6 ve β2,3,4 Ģeklinde adlandırılır [128]. Nikotinik reseptörler, merkezi sinir 

sisteminde, endotel ve glial hücreler de bol bulunur [129]. Ayrıca nikotinik reseptörlerin 

internöronlarda postsinaptik olarak yerleĢtiği bilinmektedir [130]. ACh’in postsinaptik 

eyleminde aracı olarak iĢlev yaparlar [131]. Nikotinik reseptörler muskarinik 

reseptörlerle iĢ birliği yaparsa, intrinsik kavĢaklarda baskılanma meydana gelir. Böylece 

yeni bilgiler güçlendirilirken eski bilgiler bastırılır. Bu nedenle, nikotinik reseptörler, 

bellek fazlarının belirli bir bölümünü güçlendirmede önemli bir role sahiptir. Nikotinik 

reseptörler nikotin ile aktive edilir, kürar ile ise bloke edilirler [132]. Nikotinik 

reseptörler ACh bağlanma bölgesine sahip olan ve ayrıca cys-loop olarak da 

adlandırılan hücre dıĢı amino terminal alanı, dört hidrofobik transmembran alanı ve 

uzun bir sitoplazmik döngü ayrıca alanları birbirine bağlayan diğer daha kısa 

döngülerden oluĢur (ġekil 3) [133]. 
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ġekil 3. nAChR alt birimlerinin varsayılan transmembran topolojisini gösteren Sol Diyagram. 

Heteropentamerik ve homopentamerik nöronal alt tiplerin yapısı. 

 

a) Hücre dıĢı amino terminal bölümünü, üç hidrofobik transmembran alanı (M1-M3), büyük bir 

hücre içi döngü ve ardından dördüncü bir hidrofobik transmembran alanı (M4) takip eder. 

BirleĢtirilmiĢ bir reseptörde nAChR alt birimlerinin Orta Pentamerik düzenlemesi. Heteromerik 

bir reseptörde ACh bağlanma bölgelerinin Doğru Lokalizasyonu ve Ģematik organizasyonu. 

b) Bir a7 homopentamerik alt tipinde (sağda), heteromerik reseptör alt tiplerinde (orta) ve 

(a4)3(β2)2 alt tipinde (sağda) nAChR alt birimlerinin pentamerik düzenlemesi. Ortosterik 

bağlanma bölgelerinin alt birim ara yüzlerinin lokalizasyonu, a alt birimleri tarafından taĢınan 

birincil bileĢen (P) ve a veya α olmayan alt birimler tarafından taĢınan tamamlayıcı bileĢen (C) 

ile belirtilir. Ġki ortosterik bölgeye ek olarak, (α4)3(β2)2 alt tipinin α4/α4 ara yüzünde (yıldız) bir 

bağlanma yeri vardır [134]. 
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2. YÖNTEM 

ÇalıĢmalarımızın tamamı Alanya Alaaddin Keykubat Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Laboratuvarında gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca çalıĢmamız Alanya Alaaddin Keykubat 

Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri Kordinatörlüğünce 2021-04-02-LTP02 

numaralı proje olarak desteklenmiĢtir. 

2.1. Hücre Kültürü 

Dondurucuda saklı olan hücreler çıkarılarak çözdürüldükten sonra %10 FBS ve 

antibiyotik içeren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma Aldrich, 

Almanya) ile kültüre edildi. Kültüre edilen GT1-7 hücrelerinin çoğalma iĢlemi 37 ºC 

sıcaklık, %5 CO2 ve %95 nemli ortam sağlayan inkübatörde (Thermo Scientific, ABD) 

yapıldı. Hücrelerin besiyeri ortamı 48 saatte bir değiĢtirildi. Kültür kabının %90’ı hücre 

ile kaplanana kadar bu periyotlarda besleme yapıldı. GT1-7 hücreleri flask tabanının 

%90'nını kapladığında pasajlama yapıldı. Pasajlama iĢlemi için önce flask içindeki 

besiyeri boĢaltıldı, hücreler 3 mL PBS ile yıkandı ve flask tekrar boĢaltıldı. Her flaska 3 

ml tripsin-EDTA (Biological Industries, ABD) eklendi ve enzim aktivitesi için 5 dakika 

37 ºC sıcaklıkta inkübasyona bırakıldı. 5 dk sonunda tripsin etkisini bloke etmek için 

her flaska serum içeren besiyeri koyuldu. Hücre solüsyonu 15 mL falkon tüp içerisine 

alındı ve taze besiyeri ile flask bir kere yıkanarak flaskta kalan hücrelerde tüpe alındı. 

Falkon tüpler 400 g (yaklaĢık 1200 rpm) hızda 5 dk. santrifüj (Thermo Scientific, ABD) 

edildi. Tüpte üstte kalan besiyeri dikkatlice çekilip atıldı tüpün altında kalan hücrelerin 

üzerine 5 mL besiyeri eklenerek hücre süspansiyonu hazırlandı. Bu süspansiyon tekrar 

aynı Ģekilde kültüre edilerek çalıĢmalara yetecek miktarda hücre elde edildi. Bu kültür 

iĢlemi sonunda yine tripsinizasyon ile elde edilen hücrelerin sayımı yapılarak bunlardan 

MTT ve PCR analizleri için deney grupları oluĢturuldu. 

2.1.1. Asetilkolin ve atropin stok çözeltilerinin hazırlanması 

Asetilkolin ve atropin (Sigmaaldrich, Almanya) maruziyetinin hücrelerin 

proliferasyonuna etkisi için yapılan MTT testi ve ekspresyonlara etkisi için yapılan RT-

qPCR için tasarlanan kültür çalıĢmalarında öncelikler stok çözeltiler hazırlandı. Her iki 

etken maddenin suda iyi çözünür nitelikte olup doğrudan serum içermeyen besiyeri ile 

500 mM konsantrasyonlarda stokları hazırlandı.  
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Etken maddelerin molekül ağırlıkları; 

Asetilkolin: 181,66 mg/mL 

Atropin: 694,8 mg/mL’dir 

2.1.2. MTT testi  

Hücre proliferasyon analizi dimetil tiazol difenil tetrazolyum (3-(4,5–

dimethyltiazol–2–yl)-2,5diphentyltetrazolium bromide - MTT) ile yapıldı. MTT 

kolorimertrik bir yöntem olup normalde sarı renkli tetrazolyum bromidin metabolik 

olarak aktif çekirdekli hücre mitokondrilerinde dehidrojenaz enzim aktivitesi sonucu 

mor renkte olan formazon kriztallerine dönüĢtürülmesi temeline dayanır.  Formazanın 

DMSO veya asit alkol ile çözülmesi sonrasında görülen renk değiĢiminin yoğunluğu 

570 nm absorbansta ölçülür ve hücre proliferasyonu ve canlılığı analiz edilir. 

Çoğaltma için yapılan kültür iĢlemi sonrasında elde edilen GT1-7 hücreleri her 

bir etken madde için ayrı ayrı 96 kuyulu plaklara, her kuyuda 104 hücre / 100 µL 

besiyeri olacak Ģekilde ekildi. Her plakta 1 sıra (8’li sıra kuyular) kontrol ve her 

konsantrasyon için 1’er sıra hazırlandı. Plakta 1 sıraya sadece besiyeri eklenerek kör 

(blank) olarak değerlendirildi. Hücreler adaptasyon ve adezyon için 24 saat inkübasyona 

bırakıldı.  Ġnkübasyondan sonra hücrelerin besiyeri dikkatle alınarak, ilaçların 

hazırlanan konsantrasyonlarını içeren besiyeri ile değiĢtirildi. Plak tekrar 24 saat 

inkübasyona bırakıldı ve süre sonunda 5 mg/ml konsantrasyonda hazırlanan MTT 

solüsyonundan her kuyuya 10 µL eklendi ve 4 saat daha inkübe edildi. Ġnkübasyon 

sonrasında plaklar santrifüj edilerek besi yeri alındı ve kuyulara 100 µL DMSO eklendi. 

Formazan çözülene kadar plaklar çalkalayıcıya bırakıldı. Çözünen formazan 

yoğunluğuna göre oluĢan renk farklarının değerlendirilmesi için ELISA multimod 

okuyucuda (BioTek, Synergy H1, ABD) 630 nm ıĢık dalga boyu referans alınarak 570 

nm dalga boyunda absorbans değerleri elde edildi. Elde edilen değerler üzerinden 

kontrol grubu absorbans değerleri %100’e eĢitlenerek diğer gruplardaki proliferasyon 

kapasiteleri hesaplandı. 

2.1.3. RT-qPCR için hücre kültürü 

Çoğaltma amacıyla yapılan kültür iĢlemleri sonrasında ekspresyon analizleri 

yapılacak 9 grup için T25 flasklara ekim yapıldı, adaptasyon ve adezyon için 24 saat 

inkübasyona bırakıldı. Sonraki gün besiyeri alınarak aĢağıda konsantrasyonları verilen 

gruplara uygun Ģekilde etken madde içeren taze besiyeri eklendi (Tablo 1). Yapılan 
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çalıĢmalarda önce uyarılan ve daha sonra bloke edilen hücrelerdeki farklılıklar da analiz 

edilmek istendiğinden kombine ilaç içeren 8 ve 9. grupta flasklara önce ACh eklendi ve 

24 saat inkübasyon sonunda atropin eklenip tekrar bir günlük inkübasyona bırakıldı. 

Flasklar bunan hücreler tripsin EDTA ile hücreler kaldırıldı ve RNA ekstraksiyonu için 

kullanıldı. ÇalıĢma üç defa tekrar edildi. 

Tablo 1. RT-qPCR analizleri için oluĢturulan gruplar 

1- Kontrol 

2- Asetilkolin 1mM 

3- Asetilkolin 10 mM 

4- Asetilkolin 100mM 

5- Atropin 1mM 

6- Atropin 10mM 

7- Atropin 100mM 

8- Asetilkolin+Atropin 1mM 

9- Asetilkolin+Atropin 10mM  

 

2.2. RNA Ekstraksiyonu 

Ekstraksiyon kiti (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Germany) kullanılarak 

hücrelerden RNA elde edildi. Öncelikle kit içeriği kullanım klavuzuna göre hazır hale 

getirildi. Ekstraksiyon için kültür ortamından alınan hücrelerin sayımı yapılarak 106 

hücre/mL konsantrasyonda hücre solüsyonu hazırlanarak 5 dk 400 g’de santrifüj edildi. 

Süpernatant döküldü ve hücrelerin üstüne 200 µL PBS ve 400 µL lizis/bağlama 

tamponu (Lysis/Binding buffer) eklendi ve 15 saniye vorteks ile karıĢtırıldı. Falkon tüp 

içerisinde bulunan bu karıĢım içinde filtre bulunan toplama tüpüne aktarıldı. Daha sonra 

8000 g’ de 15 sn santrifüj edildi ve santrifüj sonrası filtre kaldırılarak tüpte biriken 

süpernatant atıldı ve filtre tekrar tüpe yerleĢtirildi. DNA’nın uzaklaĢtırılması amacıyla 

her bir örmek için 90 µL DNAaz inkübasyon tamponu, 10 µL DNAaz ile karıĢtırılıp 

DNAaz karıĢımı oluĢturuldu ve tüplere pipetaj ile eklendi. 15 dakika oda sıcaklığında 

bekletilen örneklerin üzerine üzerine 500 µL yıkama tamponu I eklendi ve (Wash 

Buffer I) ve 8000 g’ de 15 sn santrifüj edildi. Filtre kaldırılarak yine tüpteki süpernatant 

döküldü ve tekrar filtre yerleĢtirildikten sonra üzerine 500 µL yıkama tamponu II (Wash 

Buffer II) eklendi. Tekrar 8000 g hıza 15 sn santrifüj edildi ve filtrenin altında kalan 

süpernatant döküldü. Daha sonra üzerine 200 µL yıkama tamponu II tekrar eklendi ve 

13000 g hızda 2 dk santrifüj edildi. Her basamakta olduğu gibi, filtrenin alt kısmında 
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kalan süpernatant dokuldü. Fitreler, bu aĢamalarda kullanılan tüplerden alınarak 

etiketlendirilmiĢ steril yeni 1,5 mL eppendorflara yerleĢtirildi ve üzerlerine 50 µL 

ayrıĢtırma tamponu (Elution Buffer) eklendi ve son olarak 8000 g hızda 1 dk santrifüj 

edildi. Elde edilen örneklerdeki toplam RNA konsantrasyonlarının saptanması için 2 µL 

örnek kullanılarak multimod okuyucu ile ölçümler yapıldı. Elde edilen RNA örnekleri, 

cDNA eldesi için -80 °C dondurucuda saklandı. 

2.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi  

Elde edilen RNA örneklerinden cDNA sentezlemek için hazır kit (ABM, ABD) 

kullanıldı. Her bir örnek için hazırlanan sentez tüplerine, RNA ekstraksiyonlarından 

toplam 1 µg RNA içerecek hacimde örnek miktarı aktarıldı. Tüplere daha sonra kit 

içeriğinde bulunan RT buffer 4 µL ve Reverse Transcriptase, dNTP, oligo primer ve 

random primerlerden 1µL eklendi. Her bir tüpte toplam hacim 20 µL olacak Ģekilde 

kalan miktar nukleaz free su ile tamamlandı. Tüpler termal döngü cihazına (Applied 

Biosystems, SimpliAmp) yerleĢtirilerek aĢağıda verilen döngü ile cDNA sentezi 

gerçekleĢtirildi. 

- Reverse transcription1   25˚C ,  10 dk 

- Reverse transcription2  50˚C  , 60 dk  

- Ġnaktivasyon   85˚C  , 5 dk 

- Soğutma   4˚C  ,  

2.4. RT-qPCR Analizleri 

RT-qPCR ile gruplar arasında GnRH, NGF, Nestin, B-III tübilin ve GDNF 

mRNA ekspresyonlarında oluĢabilecek değiĢikliklerin saptanması hedeflenmiĢtir. Bu 

iĢlem için özgül primerler (Qiagen, Almanya) kullanılmıĢ olup uluslararası gen 

tanımlama (Gene ID) ve üretici kodları tablo 2’te verilmiĢtir. Bu özgül primerlerin her 

biri ile, elde edilen cDNA örnekleri kullanılarak analiz gerçekleĢtirildi. Bu analizin 

geçekleĢtirilmesinde her bir örnekte kullanılan solüsyonların ve reaktiflerin miktarları 

tablo 3’te verilmiĢtir. Buna göre tüplerde hazırlanan örnekler Light cycler 96 cihazında 

40 döngüde amplifiye edildi. Amplifikasyon döngüsü tablo 4’te verilmiĢtir. 
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Tablo 2. Kullanılan mix primerler ve gen tanımlama kodları 

Primer  

(Qiagen,Germany) 
Gene ID Qiagen -GeneGlobe ID 

GnRH Gonadotrophin releasing hormone 14714 PPM57676A 

NGF Nerve Growth Factor 18049 PPM03596B 

β-Tubulin III Class III β-tubulin 22152 PPM04754A 

Nestin  Type VI intermediate filament protein 18008 PPM04735A 

GDNF Glial Derived Neurotrophic Factor 14573 PPM04315F 

β-Actin (Housekeeping) Actin, beta 11461 PPM02945B 

 

Tablo 3. Primer Mikslerinin Hazırlamak için Gereken Solüsyon ve Reaktif Miktarları 

Solüsyon / Materyal Miktar 

Syber Green master mix 12,5 µl 

Özgül Primer 1 µl 

cDNA 1 µl 

Su 10,5 µl 

Toplam 25 µl 

 

Tablo 4. RT-qPCR Amplifikasyon Döngüsü 

Döngü sayısı Süre Sıcaklık  Döngü Nedeni 

1 10 dakika 95 °C Taq polimerazın sıcaklıkla aktivasyonu 

40 

10 saniye 95 °C Saptanan florokrom prob Sybr Green 

verilerinin toplanması 
10 saniye 55 °C 

20 saniye 72 °C 

Melting 10 saniye 95 °C  

60 saniye 60 °C 

süresiz 97 °C 

 

2.5. Ġstatistik Analiz 

MTT analizleri sonucunda gruplarda tüm örneklerden elde edilen absorbans 

değerleri kontrol grubu 100 olacak Ģekilde % değerlere çevrildi. RT-qPCR ile elde 
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edilen Threshold cycle (CT) değerlerinin ise referans gen (housekeeping gen, HKG) β-

Actine göre normalizasyonu ve fold change (katlı değiĢim) için 2(–∆∆CT) hesaplamaları 

(iĢlem formülü aĢağıda verilmiĢtir) yapıldı.  Verilerin normal dağılım gösterip 

göstermediği Shapiro Wilk testi ile analiz edildi. MTT analizleri ile elde edilen 

sonuçların karĢılaĢtırılması için One Way Anova ve post hoc bonferroni korelasyonu 

uygulandı.  RT-qPCR ile elde edilen rölatif mRNA ekspresyonlarının kat değiĢim 

değerleri Kruskal-Wallis ile istatistiksel olarak analiz edildi.  Analizler için GraphPad 

Prism versiyon 9.0.0 programı kullanıldı. 

Katlı değiĢim (Fold Change) iĢlemi: 

∆CT (kontrol) = CT (kontrol) – CT (HKG-kontrol)  

∆CT (deney grubu) = CT (deney grubu) – CT (HKG-deney grubu) 

∆∆CT = ∆CT(deney grubu) – ∆CT(kontrol)  

Fold Change = 2(–∆∆CT)  
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3. BULGULAR 

3.1. MTT Bulguları 

ACh ve atropinin GT1-7 hücrelerinin proliferasyonu üzerine etkisini 

değerlendirmek için MTT analizi yapıldı.  ÇalıĢma için etken madde eklenmeyen 

kontrol ile birlikte ACh’nin 10-5 – 10-1 M ve atropinin 10-5 – 10-2 M arasında 

konsantrasyonları analiz edildi. ACh için oldukça yüksek konsantrasyonlarda bile 

proliferatif ya da sitotoksik bir etki tespit edilmedi (ġekil 4). Mikroskobik analizlerde de 

hücrelerin proliferasyonuna bir etki görülmedi (ġekil 5). Ayrıca MTT testinin yapıldığı 

plaklarda kör dıĢında tüm kuyucuklarda çözünen formazan kristalleri oluĢmuĢtu (ġekil 

6). Atropinin ise yine yüksek bir konsantrayonu olan 10-3 M seviyesine kadar artan 

dozlarda herhangi bir etkisi saptanmadı. Bundan sonra gelen konsantrasyonlarda ise 

etkinin Ģiddetlendiği ve aniden proliferasyonun durduğu tespit edildi (ġekil 7). Ek 

olarak 96 kuyulu plakta proliferasyonun aniden azaldığı, ilgili konsantrasyonların 

bulunduğu kuyucuklarda çözünen formazan kristalleri sonucu oluĢan mor rengin 

kaybıyla gözlenmiĢtir (ġekil 8) Bu sonuçlar atropinin olumsuz etkisini gösterse de 

çalıĢmamızda veya literatürde kullanılan konsantrasyonlara göre oldukça yüksektir. 

Bununla beraber yüksek atropin konsantrasyonlarının GT1-7 hücrelerinin 

proliferasyonu için anlamlı derecelerde olumsuz etkisi olduğu bulundu (Tablo 6). Bu 

etki mikroskobik analizlerde de saptandı (ġekil 9). ACh ve atropinin MTT sonucu elde 

edilen % proliferasyon ve ortalama standart hata (SEM) sonuçları tablo 5 ve 7’de 

verilmiĢtir. 
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ġekil 4. ACh’nin artan konsantrasyonlarında GT1-7 hücreleri üzerine proliferatif/sitotoksik etkileri. 

Oldukça yüksek konsantrasyonlarda dahil olmak üzere istatistiksel anlamlı bir fark saptanmamıĢtır. 

 

Tablo 5. ACh’nin artan konsantrasyon gruplarında GT1-7 hücreleri üzerine % proliferasyon ortalama ve 

SEM değerleri. 

 

                                                                                                                                                                               

 

ġekil 5. ACh’nin artan konsantrasyonlarda GT1-7 hücrelerine etkisinin mikroskobik görünümleri. A: 

Kontrol. B: 10-3 M. C: 5x10-2 M 

Konsantrasyon 

(M) Kontrol 10
-5

 5x10
-5

 10
-4

 5x10
-4

 10
-3

 5x10
-3

 10
-2 

 2,5x10
-2 

 5x10
-2 

 10
-1

 

Ortalama % 

Proliferasyon 100,0 99,54 99,20 98,80 99,99 102,2 102,1 101,9 102,0 99,86 96,83 

SEM 0,7589 0,7071 0,7087 0,9312 1,277 1,550 1,947 1,430 1,762 1,763 0,8231 

A B C 



26 
 

 

ġekil 6. ACh’nin etkisini saptamak amacıyla yapılan MTT analizinde kullanılan 96 kuyulu plakta tüm 

gruplara ait kuyucuklarda çözünmüĢ formazan kristalleri. Görsel olarak kör olarak kullanılan 1. sıra 

(dikey soldan) dıĢında diğer tüm kuyularda formazan kristallerinin çözündüğü görülmektedir.  
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ġekil 7. Atropinin artan konsantrasyonlarında GT1-7 hücreleri üzerine proliferatif/sitotoksik etkileri. 

Atropinin 10-3 M konsantrasyonundan itibaren proliferasyonun Ģiddetli bir Ģekilde azaldığı saptandı. 
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Tablo 6. MTT sonuçlarına göre kontrol ve atropinin artan konsantrasyon grupları arasında GT1-7 

hücrelerine etkilerin karĢılaĢtırılması. One Way ANOVA post hoc bonferroni. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001, ****p<0,0001 

Gruplar arası 

karĢılaĢtırma p Değeri 

10
-3

 M vs. Kontrol * 0,0203 

1,25x10
-3

 M vs. Kontrol **** <0,0001 

2,5x10
-3

 M vs. Kontrol **** <0,0001 

5x10
-3

 M vs. Kontrol **** <0,0001 

10
-2

 M vs. Kontrol **** <0,0001 

1,25x10
-3

 M vs. 10
-5

 M **** <0,0001 

2,5x10
-3

 M vs. 10
-5

 M **** <0,0001 

5x10
-3

 M vs. 10
-5

 M **** <0,0001 

10
-2

 M vs. 10
-5

 M **** <0,0001 

10
-3

 M vs. 5x10
-5

 M ** 0,0075 

1,25x10
-3

 M vs. 5x10
-5

 M **** <0,0001 

2,5x10
-3

 M vs. 5x10
-5

 M **** <0,0001 

5x10
-3

 M vs. 5x10
-5

 M **** <0,0001 

10
-2

 M vs. 5x10
-5

 M **** <0,0001 

1,25x10
-3

 M vs. 10
-4

 M **** <0,0001 

2,5x10
-3

 M vs. 10
-4

 M **** <0,0001 

5x10
-3

 M vs. 10
-4

 M **** <0,0001 

10
-2

 M vs. 10
-4

 M **** <0,0001 

10
-3

 M vs. 5x10
-4

 M ** 0,0073 

1,25x10
-3

 M vs. 5x10
-4

 M **** <0,0001 

2,5x10
-3

 M vs. 5x10
-4

 M **** <0,0001 

5x10
-3

 M vs. 5x10
-4

 M **** <0,0001 

10
-2

 M vs. 5x10
-4

 M **** <0,0001 

1,25x10
-3

 M vs. 10
-3

 M ** 0,0025 

2,5x10
-3

 M vs. 10
-3

 M **** <0,0001 

5x10
-3

 M vs. 10
-3

 M **** <0,0001 

10
-2

 M vs. 10
-3

 M **** <0,0001 

2,5x10
-3

 M vs. 1,25x10
-3

 M **** <0,0001 

5x10
-3

 M vs. 1,25x10
-3

 M **** <0,0001 

10
-2

 M vs. 1,25x10
-3

 M **** <0,0001 

5x10
-3

 M vs. 2,5x10
-3

 M **** <0,0001 

10
-2

 M vs. 2,5x10
-3

 M **** <0,0001 

 

Tablo 7. Atropinin artan konsantrasyon gruplarında GT1-7 hücreleri üzerine % proliferasyon ortalama ve 

SEM değerleri. 

Konsantrasyon 

(M) 

Kontro

l 10
-5

 5x10
-5

 10
-4

  5x10
-4

 10
-3

 1,25x10
-3

 2,5x10
-3

 5x10
-3

 10
-2

 

Ortalama % 

Proliferasyon 100,0 99,33 100,4 98,65 100,5 94,09 86,55 23,77 3,982 4,222 

SEM 1,251 1,535 1,246 1,637 1,520 1,247 1,386 0,6341 0,06586 0,1023 
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ġekil 8. Atropinin etkisini saptamak amacıyla yapılan MTT analizinde kullanılan 96 kuyulu plakta tüm 

gruplara ait kuyucuklarda çözünmüĢ formazan kristalleri. Plakta 2,5x10-3 M konsantrasyon grubunun 

bulunduğu 8. sıradan (dikey soldan) itibaren proliferasyonun aniden kesildiği sitotoksik etkinin oluĢtuğu 

görülmektedir. 

 

 

ġekil 9. 

Atropinin 

artan konsantrasyonlarda GT1-7 hücrelerine etkisinin mikroskobik görünümleri. A:Kontrol. B: 10-4 M. 

C: 1,25x10-3 M. D: 2,5x10-3 M. E:5x10-3 M 

A B C 

D E 
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3.2. ACh ve Atropin Etkisinde GT1-7 Hücrelerinde GnRH ve Nöronal 

Belirteçlerin Rölatif mRNA Ekspresyonları 

3.2.1. Rölatif GnRH mRNA ekspresyonları 

ACh’nin 100 µM konsantrasyon grubunda GnRH mRNA ekspresyonunda 

kontrol grubuna göre anlamlı artıĢ tespit edildi. Bununla beraber istatistiksel olarak 

anlamlı olmasa da 1 ve 10 µM konsantrasyon gruplarında ekspresyonda 2 katın 

üzerinde bir artıĢ saptandı. Bu artıĢlar fizyolojik yönden değerlendirildiğinde anlamlı 

kabul edilebilir. Bu sonuçlar kolinerjik uyarımın GnRH salınımında rolü olduğunu 

iĢaret etmektedir. Diğer gruplarda kontrole göre bir değiĢiklik görülmedi fakat atropinin 

artan doz gruplarında ortalama ekspresyonda giderek azalan değerler elde edildi. Önce 

ACh ve 24 saat sonra atropinin 1 ve 10’ar µM konsantrasyonlarda eklendiği gruplarda 

ise kontrole göre anlamlı bir fark görülmedi. Yalnız ACh+ATR’nin 10 µM 

konsantrasyon grubunda anlamlı olmasa da ekspresyondaki yükselme, ACh’nin artan 

konsantrasyon etkisinin GnRH ekspresyonuna katkı sağladığını, atropinin bir miktar 

baskılamaya neden olsa da etkisinin sınırlı kaldığını iĢaret etmektedir. 
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ġekil 10. Rölatif GnRH mRNA ekspresyon grafiği. ACh gruplarında iki kattan fazla ekspresyon artıĢı. 
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Tablo 8. GnRH mRNA ekspresyonunda gruplar arası istatistiksel anlamlılık farkları. Kruskal Wallis; 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. #ACh 1 ve 10 µM gruplarında iki kat üzerinde meydana gelen artıĢlar 

da fizyolojik yönden anlamlı kabul edilmiĢtir. 

Gruplar arası farklar p değeri 

ACh 100 µM vs. Kontrol # >x2 fold 

ACh 100 µM vs. Kontrol # >x2 fold 

ACh 100 µM vs. Kontrol * 0,0252 

ATR 10 µM vs. ACh 1 µM * 0,0180 

ATR 100 µM vs. ACh 1 µM ** 0,0064 

ATR 1 µM vs. ACh 10 µM * 0,0422 

ATR 10 µM vs. ACh 10 µM ** 0,0047 

ATR 100 µM vs. ACh 10 µM ** 0,0014 

ATR 1 µM vs. ACh 100 µM * 0,0193 

ATR 10 µM vs. ACh 100 µM ** 0,0017 

ATR 100 µM vs. ACh 100 µM *** 0,0005 

ACh+ATR (1 µM) vs. ACh 100 µM * 0,0307 

ACh+ATR (10 µM) vs. ATR 100 µM * 0,0270 

 

Tablo 9. GnRH mRNA ekspresyonunda gruplar arasında ortalama katsayı değiĢimi (fold change) ve 

SEM değerleri. ACh 1 ve 10 µM gruplarında da fizyolojik yönden anlamlı artıĢlar mevcuttur. 
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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. Rölatif NGF mRNA ekspresyonları 

ÇalıĢmamızda ede ettiğimiz sonuçlara göre ACh’nin 10 ve 100 µM 

konsantrasyonlarında NGF ekspresyonlarının artığı saptandı. Ayrıca ACh’nin 100 µM 

konsantrasyon grubunda 1 µM’a göre de anlamlı artıĢ tespit edildi. ACh gruplarında 

görülen bu artıĢlar atropinin özellikle 1 µM konsantrasyonu ile baskılanmıĢtır.  

Atropinin ve atropin ile birlikte ACh’nin bulunduğu hiçbir konsantrasyon grubunda ise 

kontrol grubuna göre anlamlı bir değiĢiklik görülmedi. Bununla beraber atropinin 10 ve 

100 µM gruplarında 1 µM grubuna göre anlamlı artıĢlar, baskılanan NGF 

ekspresyonuna hücrelerin fonksiyonlarını devam ettirmek için artan konsantrasyonda 

ekspresyon artıĢıyla cevap verdiğini düĢündürmektedir. Önce ACh ve 24 saat sonra 

atropinin 1 ve 10’ar µM konsantrasyonlarda eklendiği gruplarda ise GnRH’ye benzer 

bir durum görüldü. Bu sonuçlar NGF ekspresyonunun artan ACh uyarımı sonucunda 

arttığını fakat kolinerjik reseptör blokajının etkisinin sınırlı olduğunu iĢaret etmektedir.  
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ġekil 11. Rölatif NGF mRNA ekspresyon grafiği. ACh 10 ve 100 µM konsantrasyonlarında ekspresyon 

artıĢı. 

 

Tablo 10. NGF mRNA ekspresyon gruplar arası istatistiksel anlamlılık farkları. Kruskal Wallis; *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001 

Gruplar arası farklar p değeri 

ACh 10 µM vs. Kontrol * 0,0156 

ACh 100 µM vs. Kontrol ** 0,0020 

ACh 100 µM vs. ACh 1 µM ** 0,0087 

ATR 1 µM vs. ACh 10 µM ** 0,0024 

ATR 1 µM vs. ACh 100 µM *** 0,0002 

ACh+ATR (1 µM) vs. ACh 100 µM * 0,0101 

ATR 10 µM vs. ATR 1 µM * 0,0349 

ATR 100 µM vs. ATR 1 µM * 0,0156 

ACh+ATR (10µM) vs. ATR 1 µM * 0,0101 

 

Tablo 11. NGF mRNA ekspresyonunda gruplar arasında ortalama katsayı değiĢimi (fold change) ve SEM 

değerleri. 
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Ortalama  

Fold Change  1,000 1,120 1,913 4,180 0,7946 1,453 1,621 1,095 1,712 

SEM  0,005793 0,1141 0,1199 0,5335 0,06538 0,1321 0,1279 0,02636 0,2297 
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3.2.3. Rölatif β-Tubulin III mRNA ekspresyonları 

Nöronal belirteçlerin ekspresyon analizlerinde β-Tubulin III için elde ettiğimiz 

sonuçlarda kontrol ve atropin gruplarına göre özellikle 1 ve 10 µM ACh konsantrasyon 

gruplarında anlamlı artıĢlar saptandı. Ġlginç olarak 100 µM konsantrasyonda bir miktar 

artıĢ görülse de anlamlı olmayıp sınırlı kalmıĢtır. Bu durum yüksek ACh 

konsantrasyonunun olasılıkla desensitizasyon ya da down regülasyona neden olduğunu 

düĢündürebilir. Bu sonuç β-Tubulin III için yeni bazı sorular oluĢturmaktadır.  Atropin 

gruplarında kontrole göre anlamlı farklar tespit edilmedi. ACh ve Atropinin 24 saat 

arayla 1 ve 10 µM konsantrayonlarda birlikte uygulandığı gruplarda da ACh’nin 1 ve 10 

µM konsantrayon gruplarına benzer sonuçlar elde edildi.    
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ġekil 12. Rölatif β-Tubulin III ekspresyon grafiği. ACh 1 ve 10 µM , ACh+ATR (1 µM), ACh+ATR (1 

µM) gruplarında ekspresyon artıĢı. 
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Tablo 12. β-Tubulin III mRNA ekspresyon gruplar arası istatistiksel anlamlılık farkları. Kruskal Wallis; 

*p<0.05, **p<0.01 

Gruplar arası farklar p değeri 

ACh 1 µM vs. Kontrol ** 0,0094 

ACh 10 µM vs. Kontrol * 0,0117 

ACh+ATR (1 µM) vs. Kontrol * 0,0448 

ACh+ATR (10µM) vs. Kontrol * 0,0421 

ATR 1 µM vs. ACh 1 µM * 0,0179 

ATR 10 µM vs. ACh 1 µM ** 0,0075 

ATR 100 µM vs. ACh 1 µM ** 0,0069 

ATR 1 µM vs. ACh 10 µM * 0,0220 

ATR 10 µM vs. ACh 10 µM ** 0,0094 

ATR 100 µM vs. ACh 10 µM ** 0,0087 

ACh+ATR (1 µM) vs. ATR 10 µM * 0,0372 

ACh+ATR (10µM) vs. ATR 10 µM * 0,0349 

ACh+ATR (1 µM) vs. ATR 100 µM * 0,0349 

ACh+ATR (10µM) vs. ATR 100 µM * 0,0327 

 

Tablo 13. β-Tubulin III mRNA ekspresyonunda gruplar arasında ortalama katsayı değiĢimi (fold change) 

ve SEM değerleri. 
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Ortalama  

Fold Change  1,000 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. Rölatif Nestin mRNA ekspresyonları 

ÇalıĢmamızda nestin mRNA ekspresyonlarında herhangi bir etken maddeye 

maruz bırakılmayan kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında etken maddelerin artan 

konsantrasyonlarına maruz bırakılan hiçbir grupta anlamlı bir fark tespit edilmedi. 

Bunun aksine ACh gruplarında atropin gruplarına göre anlamlı artıĢlar mevcuttu. Bu 

sonuçlar ACh’nin nispeten bir artıĢa atropinin ise azalıĢa neden olduğunu 

göstermektedir. 
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ġekil 13. Rölatif nestin ekspresyon grafiği. Kontrole göre anlamlı fark saptanmadı. 

 

Tablo 14. Nestin mRNA ekspresyon gruplar arası istatistiksel anlamlılık farkları. Kruskal Wallis; 

*p<0.05, **p<0.01 

Gruplar arası farklar p değeri 

ATR 1 µM vs. ACh 1 µM * 0,0179 

ATR 10 µM vs. ACh 1 µM * 0,0269 

ATR 100 µM vs. ACh 1 µM ** 0,0064 

ATR 1 µM vs. ACh 10 µM ** 0,0055 

ATR 10 µM vs. ACh 10 µM ** 0,0087 

ATR 100 µM vs. ACh 10 µM ** 0,0017 

ATR 1 µM vs. ACh 100 µM ** 0,0050 

ATR 10 µM vs. ACh 100 µM ** 0,0080 

ATR 100 µM vs. ACh 100 µM ** 0,0016 

ACh+ATR (10µM) vs. ACh 100 µM * 0,0476 

 

Tablo 15. Nestin mRNA ekspresyonunda gruplar arasında ortalama katsayı değiĢimi (fold change) ve 

SEM değerleri 
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Ortalama  

Fold Change 1,000 1,190 1,327 1,362 0,8145 0,8375 0,7623 1,039 0,9436 

SEM  0,05048 0,04872 0,1138 0,05435 0,05122 0,06769 0,03786 0,01367 0,04198 
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3.2.5. Rölatif GDNF mRNA ekspresyonları 

GDNF mRNA ekspresyonlarında da diğer nöronal belirteçlerde olduğu gibi 

özellikle 10 ve 100 µM ACh konsantrasyon gruplarında kontrole göre artıĢ saptandı. 

ACh’nin bu konsantrasyona ait gruplarında ekspresyon artıĢları, atropin gruplarına 

karĢıda anlamlıydı.  Atropinin ekspresyon üzerine kontrole göre gruplarda herhangi bir 

etkisi görülmedi. ACh ve atropinin birlikte uygulandığı gruplarda da ekspresyon 

katsayılarında bir miktar artıĢ görülse de anlamlı bir fark tespit edilmedi. 
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ġekil 14. Rölatif GDNF ekspresyon grafiği. ACh 10 ve 100 µM konsantrasyonlarında ekspresyon artıĢı. 

 

Tablo 16. GDNF mRNA ekspresyon gruplar arası istatistiksel anlamlılık farkları. Kruskal Wallis; 

*p<0.05, **p<0.01 

Gruplar arası farklar p değeri 

ACh 10 µM vs. Kontrol * 0,0476 

ACh 100 µM vs. Kontrol ** 0,0043 

ATR 100 µM vs. ACh 10 µM * 0,0269 

ATR 1 µM vs. ACh 100 µM * 0,0126 

ATR 10 µM vs. ACh 100 µM ** 0,0075 

ATR 100 µM vs. ACh 100 µM ** 0,0020 
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Tablo 17. GDNF mRNA ekspresyonunda gruplar arasında ortalama katsayı değiĢimi (fold change) ve 

SEM değerleri 
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Ortalama  

Fold  Change  1,000 1,154 1,349 1,842 1,089 1,040 1,009 1,255 1,326 

SEM  0,07619 0,05411 0,06510 0,08649 0,03472 0,05830 0,06846 0,1647 0,09961 

 

ÇalıĢmamız ACh’nin artan konsantrasyonlarda nöranal faktörlerin mRNA 

ekspresyonlarının artıĢına ve bununla beraber GnRH artıĢına neden olduğu 

göstermektedir. Elde ettiğimiz sonuçlar GnRH salınımının özellikle kolinerjik 

reseptörlerin uyarımıyla artıĢ yaptığını fakat bununla beraber bu artıĢın nöronal 

faktörlerin artıĢına da bağlı olduğunu göstermektedir. Nöronal faktörlerin 

ekspresyonlarında da kolinerjik reseptörlerin uyarılmasının etkisi mevcuttur. Aksine 

blokaj etkisi ne nöronal faktörler ne de GnRH salınımı üzerine belirgin bir etkiye sahip 

değildi. Bu durum kolinerjik reseptör uyarımının GnRH iliĢkili olduğunu ve nöronal 

faktörlerin ekspresyona katkı sağladığını ortaya koymaktadır. Bununla beraber atropin 

ile ekspresyonun baskılanmamıĢ olması baĢka faktörlerin de birlikte hareket ettiğini 

iĢaret etmektedir.   
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4. TARTIġMA SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Eski tanımlamalarda literatürde GnRH  'Luteinize edici Hormon Salıcı Hormon 

(LHRH)' olarak bildirilmekteydi, ancak günümüzde her iki gonadotropinin (LH, FSH) 

salgılanması üzerindeki uyarıcı rolü nedeniyle “Gonadotropin Salıverici Hormon 

(GnRH) Ģeklinde yaygın olarak kullanılmaktadır [1].  

GnRH salınımı ile ilgili çalıĢmalarda GT1-7 hücre kültürü model olarak 

kullanılmaktadır. Kolinerjik sistemin uyarımı ve blokajının GnRH ekspresyonunu ne 

Ģekilde etkilediğini değerlendirmek için tasarlanan bu çalıĢmada ACh ve atropinin 

öncelikle proliferasyon üzerine etkileri değerlendirildi. Kolinerjik sistemin GnRH 

ekspresyonundaki rolünü tespit etmek çalıĢmanın ana hedefini oluĢturdu. Ayrıca bu 

hücrelerin nöronal aktivite gösteren hücreler olması nedeniyle kolinerjik uyarım ve 

blokajın NGF, BIII tubulin, nestin ve GDNF mRNA ekspresyonlarında nasıl 

değiĢiklikler oluĢturduğunun tespit edilmesi amaçlandı. Ayrıca GnRH ile birlikte etkiler 

değerlendirildi. 

ÇalıĢmanın baĢında öncelikle kolinerjik reseptör aktivatörü ACh ve blokörü 

atropinin konsantrasyonlarının belirlenmesi, proliferasyona etkilerinin analiz edilmesi 

amacıyla GT1-7 hücreleri ile MTT testi yapıldı. Literatürde ACh ve atropin bu 

hücrelerin proliferasyonuna etkilerini gösteren MTT testi ile ilgili bir çalıĢmaya 

rastlanmadı. Atropin ve ACh’in GT1-7 hücrelerinin proliferasyonu üzerine etkileri 

çalıĢmamız ile ilk defa gösterildi. Sonuçlarımıza göre ACh yüksek konsantrasyonlarda 

olsa da proliferatif, sitotoksik ya da apoptotik bir etkiye neden olmamıĢtır. Bunun 

aksine atropin 2,5x10-3 M konsantrasyon ile çok ciddi sitotoksik etki gösterdi. GeniĢ 

açıdan değerlendirildiğinde bu değer oldukça yüksektir ve baĢka hücre hatları ile 

yapılan çalıĢmalarda bu derece yüksek konsantrasyonlar kullanılmamıĢtır. Genellikle 

çalıĢmalarda 10-4 M konsantrasyonlar yüksek konsantrasyon olarak tercih edilmiĢtir. Bu 

nedenle ekspresyon analizleri için oluĢturulan gruplarımızda da en yüksek 

konsantrasyon olarak 10-4 M konsatrasyon çalıĢılmıĢ olup diğer konsantrasyonlarda bu 

çalıĢmalarla eĢdeğerdir [74, 135-137].  

Arai Y ve ark. [74] kolinerjik reseptörlerin GT1-7 hücrelerinde muskarinik ve 

nikotinik ACh reseptörleri ve alt ünitelerini analiz etmiĢlerdir. Ek olarak GnRH 

salınımını izobütilmetilksantin ile uyararak bu reseptörlerlerin salınım üzerindeki 

etkisini de test etmiĢlerdir.  Yüksek konsantrasyonda nikotinin GnRH salınımını 

indüklediğini tespit etmiĢ, muskarinin ise izobütilmetinksantin ile indüklenen salınımı 
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azalttığını saptamıĢlardır. Bu bulgular ile GT1-7 hücrelerinde nikotinik reseptör alt 

birimlerinin ve muskarinik M2, M4 reseptörlerinin varlığını göstermiĢlerdir. Reseptör 

tespiti ilgili kapsamlı tek çalıĢma niteliğindeki bu çalıĢmada nikotinin GnRH salınımına 

etkisi analiz edilmiĢ fakat ACh ve atropinin tek baĢlarına salınıma etkisi çalıĢılmamıĢtır. 

Bu etkenlerin sadece cAMP miktarına etkisi analiz edilmiĢtir. ÇalıĢmamızda ACh ve 

atropin ayrı ayrı artan konsantrasyonlarda analiz edilmiĢtir. Özellikle ACh tek baĢına 

artan konsantrasyonlarda GnRH mRNA ekspresyonunda artıĢa neden olmuĢtur. Atropin 

ise yüksek konsantrasyonda anlamlı olmasa da azalma yapmıĢtır. 

Richardson SB. Ve ark. [138] Sıçan medial bazal hipotalamusundan 

hazırladıkları kültür örneklerinde radyoimmünoassay yöntemi ile ACh, melatonin ve 

potasyumun varlığında GnRH salınımını incelemiĢlerdir. Kültür ortamına potasyum 

eklenmesiyle gerçekleĢtirilen depolarizasyonunun sadece kalsiyum varlığında GnRH 

salınımında belirgin bir uyarıma neden olduğu belirlenmiĢtir. Bununla beraber ACh ve 

parasempatomimetik antikolinesteraz ajanı neostigmin, GnRH salınımını belirgin 

Ģekilde uyarmıĢtır. Üstelik ACh uyarımı 10 nM gibi düĢük bir konsantrasyonda 

gerçekleĢmiĢtir. Nikotinik antagonist olan hekzametonyum (non-depolarizan 

gangliyonik blokör), GnRH salınımında ACh kaynaklı artıĢı ortadan kaldırmıĢtır. 

ACh’in sıçan medial bazal hipotalamusundan GnRH salınımını indükleyebildiği 

sonucuna varmıĢlardır. ÇalıĢmamızda bu çalıĢmalara benzer sonuçlar elde edilmiĢtir. 

ACh artan konsantrasyonlarda GnRH salınımını arttırmıĢtır, atropin ise yüksek 

konsantrasyonlarda GnRH salınımında azalmaya sebep olmuĢ fakat istatistiksel bir fark 

elde edilmemiĢtir. Sıçan hipotalamus örneklerinden elde edilen sonuçlar nikotinik 

reseptör blokajının etkisini gösterirken çalıĢmamız ise atropin ile daha çok muskarinik 

reseptör blokajının etkisini saptamıĢtır. 

GnRH, salınımı kalsiyuma bağımlıdır. Morales A ve ark. [139] 17β-estradiol 

(E2) ve estradiol-peroksidazın (E HRP) ACh tarafından indüklenen hücre içi kalsiyum 

Ca2+ yükselmeleri üzerindeki akut etkilerini GT1-7 hücrelerinde incelemiĢlerdir. ACh'e 

maruz kalma Ca2+’nin geçici artıĢlarına neden olurken, E2 veya E-HRP ile ön tedavi bu 

yanıtı azalttığını bildirmiĢlerdir. Ne 17a-estradiol ne de sentetik antiöstrojenler veya 

tamoksifen ACh ile indüklenen Ca2+ sinyalinde herhangi bir değiĢiklik meydana 

getirmediği için etki E2 için spesifik olduğu sonucuna varmıĢlardır. GT1-7 hücrelerinde 

ACh ile indüklenen Ca2+ artıĢının, fizyolojik E2 konsantrasyonları tarafından östrojene 

özgü bir membran bağlanma bölgesinin varlığı ile uyumlu bir Ģekilde akut olarak 

modüle edildiği sonucuna varmıĢlardır. ÇalıĢmamızda da ACh artan konsantrasyonlarda 
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GT1-7 hücreleri GnRH mRNA ekspresyonunda anlamlı artıĢlar gözlemlenmiĢtir fakat 

atropin etkisi sınırlı kalmıĢtır. Farklı olarak nöronal faktörlerin etkisi olabileceğini 

gösterdik. Bununla beraber sonuçlarımız birçok faktörün GnRH salınımı ile iliĢkili 

olabileceğini iĢaret etmektedir.   

Morales A ve ark. [140] baĢka bir çalıĢmada ACh ile indüklenen Ca2+ sinyalleri 

üzerindeki östrojen eylemlerinin altında yatan yolu belirlemeyi amaçlamıĢlardır. 8-

Bromoguanozin 3′,5′-siklik monofosfat ve C-tipi natriüretik peptit estradiolün etkisini 

taklit ettiğini bulmuĢlardır. Aksine ne dibutiril cAMP, forskolin ne de sodyum 

nitroprussid, ACh'ye yanıt olarak Ca2+'nin herhangi bir modifikasyonunu 

indüklemediğini bildirmiĢlerdir. Estradiolün kalsiyum geçiĢleri üzerindeki etkisi, iki 

farklı cGMP'ye bağımlı protein kinaz (PKG) inhibitörü tarafından tamamen bloke 

edilmiĢ ve ek olarak, inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) reseptörünün fosforilasyonu, östradiol 

tarafından hızla indüklendiğini görmüĢlerdir. Hücreleri bir PKG inhibitörü ile ön iĢleme 

tabi tutukları zaman tamamen bloke edildiğini bildirmiĢlerdir. Fizyolojik estradiol 

konsantrasyonlarının, sonunda endoplazmik retikulumdan kalsiyum salınımını 

değiĢtiren bir PKG'ye bağlı IP3 reseptör fosforilasyonunu indükleyen, zarla iliĢkili 

guanilat siklaz içeren bir mekanizma yoluyla ACh'nin neden olduğu Ca2+ geçiĢlerini 

azalttığı sonucuna varmıĢlardır. Estradiolün plazma zarına bağlanması mGC'yi aktive 

edebilir, cGMP üretimini hızlandırabilir, PKG'yi aktive edebilir ve ardından 

endoplazmik retikulumda IP3 reseptörlerinin PKG'ye bağlı fosforilasyonunu aktive 

edebilir. Sonuç olarak, IP3 reseptör fosforilasyonu, ACh ile uyarılmıĢ IP3'ün 

endoplazmik retikulumdan kalsiyum salma potansiyelinin azalmasına neden olur. Bu 

adımların çoğu teyit edilmese de, böyle bir iĢlevsel organizasyon, hücresel düzeyde, 

estradiolün plazma zarında hareket ederek GnRH nöronlarının aktivitesini nasıl modüle 

ettiğini kısmen açıklamaya hizmet edecektir. ÇalıĢmamızda da ACh artan 

konsantrasyonlarda GT1-7 hücreleri GnRH mRNA ekspresyonunda anlamlı artıĢlar 

gözlemlenmiĢtir fakat atropin etkisi sınırlı kalmıĢtır. Farklı olarak nöronal faktörlerin 

etkisi olabileceğini gösterdik. Bununla beraber sonuçlarımız birçok faktörün GnRH 

salınımı ile iliĢkili olabileceğini iĢaret etmektedir konuyla ilgili yapılan geniĢ bir gözden 

geçirme bu durumu doğrulamaktadır. GABA, glutamat, dopamin, serotonin, 

norepinefrin, epinefrin, histamin, ATP, adenosin, nitrik oksit, karbon monoksit ve 

prostaglandin E2, glutamatın GnRH salınımı üzerine modülatör etkileri analiz 

edilmiĢtir. Nörotransmiterler, gazotransmiterler ve gliotransmitterlerin in vivo veya ex 
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vivo GnRH nöronlarındaki aktiviteyi ve/veya GnRH salgısını doğrudan modüle ettiği 

gösterilmiĢtir [135]. 

GnRH salabilen olfaktör nöronlardan izole edilen FNC-B4 hücre hattı ile yapılan 

bir çalıĢmada GnRH’ye maruz kalmanın nestin ekspresyonunda azalmaya neden olduğu 

bildirilmiĢti [141].  FNC-B4 hücrelerinde GnRH için iĢlevsel bir otokrin feedback 

döngüsünün varlığını doğrulamak için hücreleri doğal GnRH ve GnRH agonisti 

buserelin ile uyarmıĢ ve GnRH ekspresyonunun RT-qPCR yöntemi ile zamana bağlı 

artıĢını gösterilmiĢtir. EĢ zamanlı inkübasyon ile Buserelinin GnRH salgısında bu 

uyarıcı etkisini, GnRH antagonisti olan cetrorelix tamamen ortadan kaldırmıĢtır [141]. 

ÇalıĢmanın sonuçları GnRH ve/veya analoglarının cinsiyet faktörleri dıĢında nöronal 

faktörlerin modülasyonda da rol oynadığını göstermektedir. Ancak çalıĢmamızda 

muskarinik reseptör aktivasyonu ile elde edilen GnRH artıĢı sonucu nestin 

ekspresyonunda azalma görülmedi. Olasılıkla diğer çalıĢmada elde edilen azalma 

GnRH’nin dıĢardan uygulanması sonucunda farklı mekanizmaları harekete geçirmiĢ 

olmasına bağlıdır.  RT-qPCR sonuçlarımızda hiçbir grupta istatistiksel olarak anlamlı 

fark tespit edilemedi fakat ACh için artıĢ yönünde sonuçlar elde ettik.   

Kramer PR. ve ark. [142] fare embriyonunun periferik ve merkezi sinir 

sisteminin GnRH salınımı yapan hücrelerinin alındığı bölgeye göre nestin 

ekspresyonunun değiĢtiği göstermiĢlerdir.  ÇalıĢmada prenatal farelerin nazal 

plakodunda nestin ekspresyonunun olduğu saptanmıĢtır. Hücrelerin bazıları GnRH ile 

birlikte nestin ekspresyonunu sağlamıĢtır. ÇalıĢmamızda ACh artıĢının GnRH mRNA 

ekspresyon artıĢını istatistiksel olarak desteklememiĢ olsa da nestinin GnRH nöronları 

için de fonksiyonel olduğu görülmektedir.   

Luo J ve ark. [143] NGF'nin hipogonadizmdeki rolünü farelerde incelemiĢlerdir. 

NGF uygulanması, serum LH, FSH, testosteron ve intratestiküler testosteron 

konsantrasyonlarında önemli bir artıĢa neden olmuĢtur. Gonadal hormonlardaki 

yükselmeyle birlikte, boĢalma gecikmesi ve boĢalma süreleri dahil olmak üzere bozuk 

cinsel davranıĢların tümünün kontrol hayvanının seviyelerine geri yükseldiğini 

göstermiĢlerdir. Bu sonuçlar NGF'nin intranazal uygulamasının seks hormonlarını ve 

cinsel davranıĢları normalleĢtirebileceğini göstermiĢtir. Ayrıca NGF'nin hipotalamustaki 

GnRH nöronları üzerinde etki edip etmediğini doğrulamak için, farelerin preoptik alan 

(POA) ve medial bazal hipotalamus (MBH) hipotalamus eksplantlarını kullanmıĢlardır 

ve NGF'nin GnRH salınımını önemli ölçüde arttırdığını göstermiĢlerdir. Ek olarak, 

hipotalamusta GnRH ekspresyonunu analiz etmiĢlerdir. Sonuçlar, GnRH 
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ekspresyonunun NGF uygulamasından sonra önemli ölçüde up regüle olduğunu 

gösterilmiĢtir. Bu veriler ile NGF'nin GnRH nöronlarını aktive ederek ve GnRH 

salınımını artırarak LH ve testosteron salgılanmasını desteklediğini ileri sürmüĢlerdir. 

ÇalıĢmamızda özellikle artan ACh konsantrasyonunda NGF ekspresyonu ciddi oranda 

artmıĢtır. Bununla beraber GnRH ekspresyonu da artmıĢtır. Burada bu sorunun yanıtı 

aranmalıdır. ACh’in aktivasyonu ile artan NGF’mi GnRH ekspresyonunu artırmaktadır? 

Sánchez C ve ark. [144] GnRH analoglarının insan prostat adenokarsinomundan 

alınan primer hücre kültürlerinde TrkA ve p75 nörotrofin reseptörlerinin ekspresyonu 

üzerindeki etkisini araĢtırmıĢlardır. GnRH analoglarının proliferatif ve apoptotik 

aktiviteler üzerindeki etkisini doğrulamak için, prostat kanserinden aldıkları primer 

hücre kültürleri, leuprolid ve NGF varlığında veya yokluğunda cetrorelix ile tedavi 

etmiĢlerdir. Beklendiği gibi, GnRH'nin hem agonisti hem de antagonisti, hücre 

sayısında bir azalmayı ve apoptotik hücrelerde bir artıĢı etkili bir Ģekilde indüklediğini 

görmüĢlerdir. Cetrorelix, leuprolide göre biraz daha yüksek bir etki gösterdiğini ve 

GnRH etkilerinin NGF varlığında daha belirgin olduğunu göstermiĢlerdir. Bu çalıĢma 

NGF ve GnRH’nin birlikte hareket ettiğine dair baĢka bir kanıt sunmaktadır. 

ÇalıĢmamızda özellikle artan ACh konsantrasyonunda NGF ekspresyonu ciddi oranda 

artmıĢtır. Bununla beraber GnRH ekspresyonu da artmıĢtır. Yukarıdaki iki kanıta göre 

burada bu sorunun yanıtı aranmalıdır. ACh’in aktivasyonu ile artan NGF’mi GnRH 

ekspresyonunu artırmaktadır? 

Yumurtalığın iĢleyiĢi, steroid sekresyonunu, foliküler geliĢim ve yumurtlamanın 

düzenlenmesi otonomik sistemden etkilenir. NGF, yumurtalık noradrenerjik nöronları 

ve merkezi sinir sistemindeki kolinerjik nöronları düzenlediği bulunan ilk nörotrofik 

faktördü. Benitez A ve ark. [145] bunla ilgili yaptıkları çalıĢmada amacı, NGF'nin in 

vivo olarak overin sempatik ve kolinerjik sisteminin aktivasyonuna katılan nörotrofik 

faktörlerden biri olup olmadığını ve normal veya patolojik durumlar sırasında foliküler 

geliĢimdeki rolünü belirlemeyi amaçlamıĢlardır. Estrojen analoğu estradiol valeratın 

sıçanlarda polikistik over modelinde uygulamasının, NGF'ye bağlı bir mekanizma 

yoluyla ACh seviyelerini arttırdığını bulmuĢlardır. Sıçanlarında NGF'nin yumurtalık 

içine uygulanması, enzim aktivitesini etkilemeden tirozin hidroksilaz ve 

asetilkolinesteraz ekspresyonunu arttırdığı, yumurtalık ACh seviyelerini düĢürdüğü 

gösterilmiĢtir. Bunun aksine yumurtalık hücrelerinin NGF'ye in vitro maruz kalması 

hem kolin asetil transferazı hem de veziküler ACh taĢıyıcı ekspresyonunu arttırmıĢ, Bu 

çalıĢmanın sonuçlarımızla ilgili en önemli bulgusu NGF'nin ACh üretimini uyarmasıdır. 
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Genel olarak, NGF'nin, yumurtalık fonksiyonunu düzenlemek için sempatik ve 

kolinerjik sistemlerin çıktısını dengeleyerek, ikili otonomik kontrol sisteminde 

homeostazı sürdürmede kilit bir faktör olduğu görülmektedir. Bu sonuçlara ek olarak 

sonuçlarımız da NGF’nin üreme ve geliĢme ile ilgili önemli rollerini iĢaret etmektedir. 

GDNF, periferik sinir sistemindeki iskelet kası dahil nöronal hedef dokular 

tarafından sentezlenir ve salgılanır; Vianney JM ve ark. [146] ACh uygulamasını 

takiben elektrik stimülasyonunda iskelet kası miyotüpleri tarafından GDNF üretimi 

incelenmiĢtir. Sonuçlar, ACh ve kısa süreli elektrik stimülasyonunun GDNF 

salgılanmasını azalttığını, karbakol veya uzun süreli elektrik stimülasyonu ile tedavinin 

ise iskelet kası tarafından GDNF üretimini arttırdığını göstermektedir. Ek bir sinir 

büyüme faktörü uygulamasının ACh doku seviyeleri üzerinde hiçbir etkisi olmamıĢtır, 

bu da sinir büyüme faktörünün ACh sentezini doğrudan artırmadığını 

düĢündürmektedir. ÇalıĢmamızda iskelet kası hücrelerinden farklı olarak nöron 

özelliklerine sahip hücreler kullanılmıĢtır. Hücreler 24 saat süre için ACh uyarımına 

maruz bırakılmıĢtır ayrıca elektrik stimülasyonu gibi ikinci bir uyarıcı kullanılmamıĢtır. 

Buna göre karbakol ile miyotüplerde elde edilen artıĢ çalıĢmamızda ACh ile özellikle 

artan konsantrasyonlarda GT1-7 hücrelerinde görülmüĢtür. 

Trofik faktörler, in vivo ve in vitro olarak striatumdaki kolinerjik internöronların 

hayatta kalmasında ve sinir lifi büyümesinde önemli rol oynar. Fischer HP ve ark. [147] 

sinir büyüme faktörü ve yeni faktörlerin glial hücre dizisinden türetilen nörotrofik faktör 

GDNF ve nörturinin yanı sıra diğer trofik faktörlerin striatal ACh doku seviyeleri 

üzerindeki etkilerini araĢtırmak için organotipik bir dilim modeli kullanmıĢlardır. 

ÇalıĢmalarında tek baĢına bir nörotrofik faktörün ACh seviyelerinde değiĢikliğe neden 

olmadığını bildirmiĢlerdir.  BaĢka bir sonuçta bu durumu desteklemektedir. Yapılan 

çalıĢmada Glial hücre dizisinden türetilen nörotrofik faktör GDNF’nin, geliĢmekte olan 

ve eriĢkin nöromüsküler kavĢakta asetilkolin salınımını akut olarak değiĢtirmediğini 

göstermektedir [148]. Bu sonuçlar GDNF’nin ACh ekspresyonuna etkisini 

bildirmektedir fakat çalıĢmamızda ilk defa bu trofik faktörün ACh stimülasyonu sonucu 

ekspresyonu değerlendirilmiĢtir. Her ne kadar GDNF uygulaması ACh ekspresyonuna 

etki etmese de sonuçlarımıza göre ACh uygulaması GDNF ekspresyonunda 10 ve 100 

µM konsantrasyonda artıĢa neden olmaktadır.  

Kolinerjik reseptör uyarım ve blokajında β-Tubulin III ekspresyonunun nasıl 

etkilendiğine yönelik bilgi mevcut değildir. ÇalıĢmamızda bununla ilgili ilk veriler 

sunulmuĢtur. Çok yüksek katsayılarda olmasa da ekspresyonunda artıĢ gerçekleĢmiĢtir. 
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ÇalıĢmamızın sonuçlarına göre kolinerjik reseptörlerin GnRH ekspresyonu 

üzerine etkisi bulunmaktadır. Bu etki ACh stimülasyon ile artıĢ meydana getirmekte 

fakat atropin blokajı ile belirgin bir değiĢiklik oluĢturmamaktadır. Ayrıca nöronal 

faktörlerin de kolinerjik sistemin uyarımı ile arttığı görülmektedir. Ek olarak bu artıĢ 

GnRH artıĢı ile paraleldir. Bu nedenle sonuçlarımız ve diğer çalıĢmalara ait sonuçlar 

nöronal faktörler ile GnRH ekspresyonu arasında bir iliĢkinin varlığını ve bu iliĢkilerin 

kolinerjik sistem aktivasyonu ile arttığını iĢaret etmektedir. Bununla beraber 

sonuçlarımız kolinerjik sistemin uyarımı ile artan nöronal faktörlerin mi GnRH 

ekspresyon artıĢını sağladığı veya farklı mekanizmaların mı aktif rol oynadığı 

sorularının ortaya çıkmasına neden olmuĢtur. Bu soruların yanıtları için özellikle in 

vitro çalıĢmalar tasarlanmalı ve mekanizmalar araĢtırılmalıdır. 
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