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ÖZET 
 
 

  Üridin, kan ve dokularda bulunan bir pirimidin nükleozididir. Aynı 

zamanda nükleotidlerin (mono-, di- ve tri-fosfatlı halleri), nükleotid şekerlerin 

(üridin difosfat-glukoz [UDP-glukoz] ve UDP-galaktoz) ve nükleik asitlerin 

(RNA) yapısına girerek bazı fizyolojik fonksiyonlarda yer alır. Üridin 

nükleotidleri tarafından aktive edilen P2Y reseptörlerinin tanımlanmasıyla, 

pirimidin bileşiklerinin sinirsel iletide de rol oynayabilme ihtimali ortaya 

çıkmıştır.  

  Çalışmamızın öncelikli amacı sıçan beyninde üridin ve 

nükleotidlerinin ekstrasellüler düzeylerini araştırmak ve dışarıdan verilen 

üridin’in  bu düzeyler üzerine olan etkisini incelemektir. Bulgularımız in vivo 

beyin ekstrasellüler sıvısında üridin, UDP ve üridin trifosfat (UTP)’nin varlığını 

ve bu bileşiklerin konsantrasyonlarının intraperitoneal (i.p.) üridin 

uygulamasıyla arttırılabildiğini göstermiştir. Buna ilaveten perfüzyon sıvısına 

eklenen yüksek konsantrasyonda potasyum ile uyarılmış koşullarda bazal 

ekstrasellüler üridin, UDP ve UTP düzeylerinin arttığı gözlenmiştir. 

  Çalışmamızda takiben pirimidinerjik aktivasyonun beyinde asetilkolin 

salıverilmesi üzerine etkileri araştırılmıştır. Bulgularımız i.p. üridin tedavisi 

sonrası striatal ekstrasellüler asetilkolin düzeylerinin arttığını ve bu artışa P2Y 

reseptörlerinin aracılık ettiğini göstermektedir.   

  Sonuç olarak, çalışmamızdan elde edilen bulgular literatürde ilk kez 

in vivo sıçan beyninde UDP ve UTP’nin bazal şartlarda ekstrasellüler alandaki 

varlığını, bu bileşiklerin ekstrasellüler konsantrasyonlarının dışarıdan verilen 

üridin tedavisiyle veya potasyum depolarizasyonu ile arttırılabileceğini, üridin 

tedavisi ile artan ekstrasellüler UDP ve UTP konsantrasyonlarına paralel 

olarak asetilkolin salıverilmesinin arttığını ve bu artışa P2Y reseptörlerinin 

aracılık ettiğini göstermiştir. 

  Elde edilen sonuçların pirimidinerjik (nöro)transmisyonun varlığının 

kanıtlanması anlamında bilimsel literatüre katkıda bulunacağı ve 

etiyopatogenezinde kolinerjik nörotransmisyon azalması bulunan Alzheimer 
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hastalığı gibi bazı beyin hastalıklarının tedavisinde yeni yaklaşımlara yol 

göstereceği düşünülmektedir.  

 

Anahtar kelimeler: Üridin, primidinerjik transmisyon, in vivo, sıçan, asetilkolin   
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SUMMARY 
 
 

Investigation of the effect of exogenous uridine administration on brain 

pyrimidinergic transmission in rats 
 
 

Uridine is a pyrimidine nucleoside which is present in blood and 

tissues. It also plays various physiological roles by incorporating into 

nucleotides (mono-, di- and tri-phosphates), nucleotide sugars (uridine 

diphosphate [UDP]-glucose and UDP-galactose), and nucleic acids (RNA). 

Identification of P2Y receptors that are activated by uridine nucleotides 

suggest that pyrimidines could be involved in neuronal transmission. 

The principal goal of our study was to investigate extracellular levels 

of uridine and its nucleotides in rat brain and to research the effect of 

exogenous uridine administration on brain extracellular pyrimidine 

concentrations. Our findings showed that uridine, UDP and uridine 

triphosphate (UTP) exist basally in brain extracellular space and their 

concentrations can be increased by intraperitoneal uridine administration. In 

addition, inclusion of potassium at high concentrations in the perfusion 

medium enhanced basal extracellular uridine, UDP and UTP concentrations. 

We next investigated the effects of pyrimidinergic activation on the 

release of acetylcholine in the brain. Our findings showed that extracellular 

acetylcholine concentrations were enhanced by uridine administration and the 

effect was mediated by P2Y receptors.   

In conclusion, our findings indicate for the first time in the literature, 

that UDP and UTP exist extracellularly in the rat brain in vivo, their 

concentrations can be enhanced by potassium depolarization or exogenous 

uridine administration which in turn increases acetylcholine release and this 

effect is mediated by P2Y receptor stimulation. 

We conclude that our results will make a significant contribution to 

scientific literature by providing the first in vivo evidence for pyrimidinergic 
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(neuro)transmission and pave the way for new approaches in the treatment of 

several brain diseases like Alzheimer’s, a disease in which defective 

cholinergic neurotransmission is involved in etiopathogenesis.              

 

Key words: Uridine, pyrimidinergic transmission, in vivo, rat, acetylcholine 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 1 

GİRİŞ 
 
 

Pirimidinler, kimyasal olarak benzen ve piridin’e benzeyen 

heterosiklik organik aromatik bileşiklerdir. Pirimidin nükleozidleri olan üridin, 

sitidin ve timidin ve bu nükleozidlerin fosfat ekli nükleotid formları normal 

olarak vücutta bulunurlar ve çeşitli fizyolojik fonksiyonlarda görev alırlar. Bu 

fonksiyonlar arasında özellikle iyi incelenmiş olanlar glikojen 

metabolizmasında ve nükleik asit sentezinde aldıkları roller ile ilgili olanlardır. 

Yakın zamanlı çalışmalarda özellikle üridin nükleotidleri tarafından 

uyarılan reseptörler (P2Y reseptörleri) klonlanmış ve çeşitli in vitro 

preparasyonlarda eksprese edilmiştir. Bu reseptörlerin hücre yüzeylerindeki 

mevcudiyeti pirimidin bileşiklerinin sadece hücrelerin içinde bulunduğu fikrini 

çürütmüştür. Yeni anlayışa göre pirimidin bileşikleri P2Y reseptörlerini 

uyarmak için hücreler arası sıvıda bazal şartlarda bulunuyor ve hatta bazı 

hücrelerden salıveriliyor olabilir.  

Bu hipotezin geçerliliği in vitro deney düzeneklerinde test edilmiş ve 

kanıtlanmıştır. Yapılan bazı çalışmalar pirimidin bileşiklerinin trombosit, 

lökosit, solunum epiteli ve glial hücre kültürlerinde ekstrasellüler sıvıdaki 

varlığını ve insan astrositoma hücrelerinin mekanik indüksiyonuyla salıverilen 

pirimidin nükleotidlerinin P2Y4 reseptör aktivasyonuna neden olduğu 

bildirmiştir.  

Bu bulgular pirimidin nükleotidlerinin, in vivo koşullarda da hücreler 

arası sıvıda bulunuyor olabileceğine işaret etmektedir. Ancak literatürde 

sadece pirimidin nükleozidleri olan üridin ve sitidin’in beyin ekstrasellüler 

sıvısındaki varlığı in vivo beyin mikrodiyalizi yöntemiyle saptanmış olup 

henüz pirimidin nükleotidlerinin varlığı gösterilememiştir. Klonlanan P2Y 

reseptörlerinin nükleotidlerce uyarıldığı ancak nükleozidlerin bu reseptörleri 

uyarabildiğine dair herhangi bir bulgu olmadığı göz önüne alındığında, 

pirimidin nükleotidlerinin in vivo beyin ekstrasellüler sıvısındaki muhtemel 

varlığının tespit edilmesi, bu bileşiklerin ekstrasellüler konsantrasyonlarının 

regüle edilip edilemeyeceğinin belirlenmesi, ekstrasellüler alanda ulaşılan 
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konsantrasyonların P2Y reseptörlerini aktive edip edemediğinin ve bunun bir 

fizyolojik anlamının bulunup bulunmadığının incelenmesi önemlidir. 

Çalışmamız bu anlamda literatürdeki ilk kanıtları sunmaktadır.  

Bulgularımızın bilimsel literatüre anlamlı katkı yapacağı ve 

etiyopatogenezinde suçlanan faktörlerden biri azalmış kolinerjik 

nörotransmisyon olan Alzheimer hastalığı gibi bazı beyin hastalıklarının 

tedavisinde yeni yaklaşımlara yol göstereceği düşünülmektedir.  
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GENEL BİLGİLER 
 
 

I. Pirimidin Bileşikleri 
 
I.A. Pirimidin Bileşiklerinin Kimyasal Yapıları 
Pirimidin bileşikleri kimyasal olarak benzen ve piridin’e benzeyen 

heterosiklik organik aromatik bileşiklerdir ve altı üyeli kimyasal halkanın 1 ve 

3 numaralı pozisyonlarında birer adet nitrojen atomu taşırlar. Pirimidinler baz, 

nükleozid ve nükleotid formlarında bulunurlar.  

Pirimidin bazları esas olarak DNA ve RNA’nın yapısına katılırlar. 

Sitozin hem DNA hem de RNA’nın yapısında bulunurken, timin sadece 

DNA’nın urasil ise sadece RNA’nın yapısında bulunur. Pirimidin bazlarının 

kimyasal yapısı Şekil 1’de verilmiştir. 

 

   

Sitozin Timin Urasil 

Şekil-1: Pirimidin bazlarının kimyasal yapıları. 

 

Pirimidin bazlarına riboz veya 2-deoksiriboz formunda bir şeker 

molekülünün β-N-glikozit bağı ile eklenmesiyle pirimidin nükleozidleri oluşur. 

Bu reaksiyonda şeker molekülünün 1 numaralı karbonu pirimidin bazının 1 

numaralı azotu ile birleşir. Oluşan pirimidin nükleozidi baz isminin sonuna “–

idin” takısının getirilmesi ile (örneğin üridin) ifade edilir. Bazlara riboz 

eklendiğinde oluşan nükleozidler herhangi bir takı almazken, 2-deoksiriboz 

eklendiğinde ismin önüne “d-“ takısı getirilir. Pirimidin nükleozidlerinin 

kimyasal yapıları Şekil 2’de verilmiştir. 
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Sitidin Timidin Üridin 

Şekil-2: Pirimidin nükleozidlerinin kimyasal yapıları. 

 

Pirimidin nükleotidleri ise, bir azotlu baz+bir şeker (nükleozid) ve 

şekerin 5′-hidroksil grubuna kovalent bağ ile bağlanmış bir veya daha çok 

sayıda fosfat grubunun eklenmesiyle oluşurlar. Eklenen fosfat gruplarının 

sayısı o nükleotidin ismini belirler; bir, iki yada üç fosfat grubu eklendiğinde 

nükleozid ismine sırasıyla mono-, di- ya da tri- fosfat ekleri getirilir. Pirimidin 

nükleozidlerine üç fosfat grubu eklendiğinde oluşan nükleotidler Şekil 3’te 

gösterilmiştir.  

 

   

Sitidin-5’-trifosfat (CTP) Üridin-5’-trifosfat (UTP) Timidin-5’-trifosfat (TTP) 

Şekil-3: Üç fosfat grubu içeren pirimidin nükleotidlerinin kimyasal yapıları. 
 

I.B. Pirimidin Bileşiklerinin Sentezi  
Pirimidin bileşikleri vücutta de novo yolak ve kurtarma yolağı adlı 

mekanizmalar aracılığıyla sentezlenirler (1).  
Pirimidin nükleotid sentezinin de novo yolağı’, büyüme ve gelişme 

boyunca oldukça aktiftir. Böbrek ve birçok dokuda kurtarma yolağına göre 
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daha önemli bir sentez şeklidir (2). Beyinde ise kurtarma yolağı pirimidinlerin 

başlıca sentez şeklidir. 

I.B.a. De novo Pirimidin Biyosentezi 
Pirimidin biyosentezinin de novo yolağında önce karbomoil fosfat’tan 

üridin-5’-monofosfat (UMP) oluşur (Şekil-4). Daha sonra nükleotid kinaz 

enzimince katalizlenen ardışık reaksiyonlarla ATP’den elde edilen fosfat 

grupları UMP’ye aktarılarak sırasıyla UDP ve UTP sentezi gerçekleşir 

(Şekil4).  

 

  
Şekil-4: Pirimidin bileşiklerinin de novo sentez yolağı (1). 
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Sitidin-5’-trifosfat (CTP) sentezi CTP sentaz enziminin katalizlediği 

bir reaksiyonla UTP’den meydana gelir. Sentez için gereken amin grubu 

glutamin’den elde edilir (Şekil-5). 

 

 
Şekil-5: UTP’den CTP sentezi.  

 

Timin nükleotidleri DNA’nın yapısına katıldıklarından deoksi 

formunda sentezlenirler. Bu da ilk olarak UDP ya da sitidin difosfat’tan (CDP) 

dUMP’nin sentezlenmesini gerektirir (Şekil-6).  

 

 
Şekil-6: dUMP sentezi. 

 

Daha sonra dUMP timidilat sentaz enziminin katalizlediği bir 

reaksiyona dTMP’ye dönüştürülür. Sentez için gereken metil grubu N5, N10-

metilen tetrahidrofolat’tan alınır (Şekil-7). 
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Şekil-7: dUMP’den dTMP sentezi. 

 

I.B.b. Kurtarma Yolağı 
Pirimidin biyosentezinin kurtarma yolağı ise, hücre içi nükleotid 

havuzlarını yerine koymanın daha az enerji harcanarak yapılan yoludur 

(Şekil-8). kurtarma yolağı pirimidin nükleozidlerinin (üridin, sitidin, timidin) 

kandan dokulara alınması ve nükleotidlerin bu nükleozidlerden dokuda 

sentezlenmesini içerir. Özellikle merkezi sinir sistemi gibi de novo sentezin 

çok kısıtlı olduğu, ancak nükleotid ihtiyacının ise çok fazla olduğu (3) 

dokularda kandan alınan pirimidin nükleozidleri dokunun ana pirimidin 

kaynağını oluşturur. Üridin, insanlarda dolaşımdaki major pirimidindir ve 

plazma konsantrasyonları yaklaşık 3-5 µM’dir (4). Sıçanlarda sitidin’in 

kandaki seviyeleri üridinden yaklaşık 3 kat daha yüksektir (5), fakat üridin kan 

beyin bariyerinden daha etkin bir şekilde geçer (5). 
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Şekil-8: Pirimidin nükleotidlerin kurtarma yolağı (3). 

 

I.C. Pirimidin Nükleotidlerin Parçalanması 
Pirimidin nükleotidleri 5’-nükleotidaz enzimlerinin kataliziyle fosfat 

gruplarını kaybederek nükleozidlerine parçalanırlar. Nükleozidler ise pirimidin 

nükleozid fosforilaz enzimi aracılığıyla riboz-1-fosfat ve serbest bazlara 

parçalanırlar. Pirimidinlerin parçalanması sonucunda son ürün olarak β-

alanin (CMP ve UMP’nin parçalanmasından), β-aminoizobutirat (dTMP’nin 

parçalanmasından), NH3 ve CO2 oluşur. dTMP’nin parçalanmasıyla oluşan β-

aminoizobütirat vücuttan atılır. CMP ve UMP’nin parçalanmasından ortaya 

çıkan β-alanin ise vücuttan atılabildiği gibi beyin ve kaslarda bulunan 

dipeptidler olan karnozin ve anserin’in yapılarına katılabilir (Şekil-9). 
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Şekil-9: Pirimidin bileşiklerinin parçalanması. 

 

I.D. Pirimidin Nükleotidlerin Biyokimyasal Aktiviteleri 
DNA ve RNA’nın yapı taşları olmalarının yanı sıra üridin nükleotidler 

hücre büyümesi, proliferasyonu, farklılaşması gibi fizyolojik olayları kontrol 

eden biyokimyasal yolaklarda merkezi role sahiptir. 

I.D.a. Protein Glikozilasyon Reaksiyonları 
Basit veya kompleks şekerlerin proteine eklenmesidir. 

Glikoproteinlerde bulunan başlıca şekerler galaktoz, mannoz, fukoz, N-asetil-

glukozamin, N-asetil galaktozamin ve N-asetil-nöroaminik asittir. Glikoprotein 

sentezinde kullanılan şekerler başlıca UDP’ye bağlanarak aktive edilir. 

Şekerler serin, treonin ve hidroksilizin kalıntılarına kovalent bağlanırlarsa O-

glikoproteinler, asparjin kalıntılarına kovalent bağlanırlarsa N-glikoproteinler 

oluşur (6). O-Glikozilasyon, özgün glikozil transferaz enzimlerinin katalizi 

sayesinde nükleotide bağlı şekerin protein zincirine direkt olarak 

eklenmesiyle oluşurken (Şekil-10A), N-glikozilasyonun şeker kalıntısını 

nükleotid-şeker komplekslerinden alıp hedef proteine transfer eden dolikol 

fosfatlara ihtiyacı bulunmaktadır (6) (Şekil-10B). Bir diğer önemli glikozile 
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bileşik sınıfı ise glikozaminoglikanlardır (GAG). GAG’lar endoplazmik 

retikulumda sentezlenen bir protein kora urasil-şeker konjugatları tarafından 

taşınan karbonhidrat kalıntılarının eklenmesi ile oluşurlar ve hemen hemen 

tüm dokularda ekstrasellüler matriksin biyosentezinde rol alırlar (7). 

Glikozilasyon ve galaktozilasyon yolaklarındaki defektler kognitif bozukluklara 

ve hafıza kusurlarına neden olurlar (7). 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 

Şekil-10A: Proteinlerin O-Glikozilasyonunda pirimidin nükleotidlerinin rolü. 

 

 

Şekil-10B: Proteinlerin N-Glikozilasyonunda pirimidin nükleotidlerinin rolü. 
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I.D.b. Fosfolipid ve Glikosfingolipidlerin Sentezi 
Hücre membranlarının temel bileşenleri fosfolipidlerdir ve fosfolipid 

miktarlarının korunması membran bütünlüğünün sağlanması ve optimal 

akışkanlığının belirlenmesinde hayati rol oynar.  

Beyinde en bol bulunan fosfolipid olan fosfatidilkolin’in ve bir diğer 

temel fosfolipid olan fosfatidiletanolamin’in sentezi ‘‘Kennedy yolağı’’ adlı 

mekanizma üzerinden gerçekleşir (8) (Şekil-11). Molekülün amin kısmı (kolin 

veya etanolamin) diaçilgliserol’e (DAG) katılmadan önce CDP ile birleşerek 

aktive edilmelidir. Bu reaksiyon CDP-kolin veya CDP-etanolamin oluşumuna 

yol açar. Hücre içindeki CTP havuzu sitidin’in re-fosforilasyonundan ya da 

üridin’in metabolizmasından oluşabilir. Sitidin’e nazaran daha etkin bir şekilde 

kan beyin bariyerini geçebilen dolaşımdaki üridin, beyin dokusunda CTP 

sentezinin ana kaynağını oluşturur (5). Bunun bir sonucu olarak hücre içi 

UTP düzeyleri yeni sentezlenen fosfolipid miktarının temel belirleyicisidir (9). 

 

 
Şekil-11: Kennedy yolağı üzerinden fosfolipid biyosentezi. (8) KK: kolin 
kinaz, CT: fosfokolin sitidil transferaz, CFT: kolinfosfotransferaz, ÇYDA: 
çoklu doymamış yağ asitleri, DHA: dokozahekzaenoik asit, EPA: 
eikozapentaenoik asit, AA: araşidonik asit. 
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Sadece proteinler değil lipidler de (örn., seramidler) endoplazmik 

retikulum lümeninde glikozile ve galaktozile edilebilirler (10). Seramidlerin 

galaktozilasyonunu myelinize hücreler ve spermatogonya gibi yüksek 

derecede özelleşmiş hücrelerde bulunan UDP-galaktoz:seramid 

galaktoziltransferaz (GalT-1) enzimi katalizler. Çeşitli şeker ve sialik asit 

kalıntılarının veya fosfatidilkolin’den serbestleşen kolin’in seramid’e 

bağlanmasıyla sırasıyla gangliozidler ve sfingomyelin (Şekil-12) sentezlenir 

(7). Bu kompleks moleküller plazma membranının dış tabakasının ve 

aksonları çevreleyen myelin kılıfın önemli bileşenleridir. 

 

 
Şekil-12: Seramid’den sfingomyelin sentezi. 

 

I.D.c. Glikojen Sentezi 
Glikojen vücudun ana glikoz depo formunu oluşturan bir 

polisakkariddir. Başlıca karaciğer ve kaslarda sentezlenir, ayrıca beyin, 

uterus ve diğer dokularda da sentezi mevcuttur. Glikojen molekülünün zincir 

uzaması her basamakta UDP-glukoz’dan gelen bir glukoz molekülünün 

eklenmesiyle gerçekleşir ve her reaksiyonda bir UDP molekülü salıverilir (11) 

(Şekil-13). Glikojen üretimini kontrol eden glikojen sentaz enziminin aktivitesi 

ve protein düzeyleri UTP ve glukoz bulunabilirliğine bağlı hücre içi UDP-

glukoz düzeyleri tarafından düzenlenir. Hücre içi UTP konsantrasyonlarındaki 

bir azalma glikojen sentezini de azaltır ve bu durum kültür sıvısına üridin 

ilavesiyle düzeltilebilir (11). Ayrıca glukoz yoksunluğu hücre içi UDP-glukoz 

depolarının hızlıca boşalmasına yol açar: bu durum da glikojen sentaz 
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aktivitesini inhibe ederek glikojen sentaz mRNA’sını ve protein düzeylerini 

azaltır (12). 

 

 
Şekil-13: Glikojen biyosentezi (11). 

 

I.E. Beyinde Pirimidin Bileşikleri  
Beyinde de novo pirimidin sentezinin varlığı – karaciğere kıyasla 

daha düşük oranda olsa da – kanıtlanmıştır (13). Beyin pirimidin düzeylerinin 

ne kadarının de novo senteze bağımlı olduğu bilinmese de, dolaşımdaki 

sitidin ve üridin’in elektrofizyolojik aktivite, karbonhidrat ve fosfolipid içeriğinin 

sürekliliği için hayati olduğu bilinmektedir (3,14). Bu yüzden beynin 

dolaşımdaki pirimidinlere ihtiyacı bulunmaktadır ki bu da pirimidinlerin plazma 

konsantrasyonlarının ve taşıyıcı proteinlerinin beyin pirimidin düzeyini 

belirlemede önemli olduğunu düşündürmektedir. İnsanda dolaşımdaki baskın 

pirimidin üridin iken (15) sıçanlarda sitidin’dir (4). Deney hayvanlarında üridin 

ve sitidin’in plazma konsantrasyonlarını arttıran oral (9) veya parenteral (16) 

tedaviler bu pirimidinlerin beyin düzeylerini de arttırmaktadır.  

Pirimidin nükleozidleri iki farklı taşıyıcı protein ailesi olan ‘‘Konsantre 

Edici Nükleozid Taşıyıcısı (Concentrative Nucleoside Transporter; CNT)’’ 

(17) ve ‘‘Dengeleyici Nükleozid Taşıyıcısı (Equilibrative Nucleoside 

Transporter; ENT)’’ (18) vasıtasıyla hücrelere alınırlar. CNT ailesi sodyum-

bağımlı yüksek afiniteli taşımadan, ENT ailesi ise sodyumdan bağımsız 
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düşük afiniteli taşımadan sorumludurlar. Dışarıdan verilen pirimidin 

nükleotidleri fosfat gruplarını kaybederek kana üridin ve sitidin olarak geçerler 

(15). Üridin ve sitidin’in beyin hücrelerine alınması için önce kan-beyin 

bariyeri (KBB) üzerindeki taşıyıcılar aracılığıyla beyin ekstrasellüler sıvısına 

sonra da hücre zarındaki taşıyıcı proteinler tarafından hücre içine alınması 

gerekir. CNT ve ENT ailesinin üyeleri hem KBB hem de hücre zarları 

üzerinde bulunmaktadır (5). Bu sayede kanda bulunan serbest nükleozidlerin 

beyin hücrelerine alınması mümkün olmaktadır. Dışarıdan verilen sitidin ve 

üridin’in beyne geçmesi bu taşıyıcılar aracılığıyla olsa da, literatür bilgisi 

insanda fizyolojik koşullarda üridin’in sitidin’e göre daha kolay beyne geçiyor 

olabileceğine işaret etmektedir (5). 

 

II. P2Y Reseptörleri 
 
Nükleotidlerin iki farklı (P2X ve P2Y) reseptör ailesini aktive ettikleri 

bilinmektedir. P2X reseptör ailesi iyonotropik reseptörlerdir ve sadece adenin 

nükleotidleri tarafindan uyarılabilirler. P2Y ailesi ise G proteine bağlı reseptör 

ailesinin üyesidir ve merkezi sinir sistemi de dahil olmak üzere hemen hemen 

tüm dokularda bulunurlar. P2Y reseptörleri ligand olarak hem adenozin hem 

de üridin nükleotidlerini tanırlar (19). P2Y reseptörleri 7 hidrofobik 

transmemran bölge (TMs), 3 ekstrasellüler halka (ELs) ve 3 intrasellüler 

halka içerirler (Şekil-14). Reseptör proteinleri 328 (P2Y6) ila 377 (P2Y4) 

amino asit’ten oluşur, molekül ağırlıkları 41-53 kDA’dur. 
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 Şekil-14: P2Y reseptörlerine bir örnek olarak P2Y12 reseptörünün yapısı. 

 

İnsanlarda bugüne kadar 8 adet P2Y reseptörü (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 

12, 13, 14) tanımlanmıştır (20). P2Y1, P2Y11, P2Y12 ve P2Y13 reseptörleri 

adenin nükleotidlerine duyarlıdır, fakat üridin nükleotidlerini tanımazlar. P2Y2 

ve P2Y4 reseptörleri ise hem ATP hem de UTP tarafından aktive edilebilir. 

Üridin nükleotidleri UTP, UDP ve UDP-glukoz hem periferik hem merkezi 

sinir sisteminde yaygın olarak ekprese edilen P2Y2, P2Y4, P2Y6 ve P2Y14 

reseptör alt tiplerini aktive edebilirler (20). P2Y2, P2Y4, ve P2Y6 reseptörleri 

UDP ve UTP tarafından aktive edilirler. Uyarıldıklarında Gq proteinler 

üzerinden fosfolipaz C aktive olur, hücre içi DAG, inositol trisfosfat (IP3) ve 

takiben kalsiyum artışı meydana gelir (21,22). P2Y14 reseptörleri selektif 

olarak UDP-glukoz ve diğer UDP-şekerler tarafından uyarılırlar (23). 

Uyarıldıklarında Gi proteinler üzerinden adenilat siklaz aktivitesini inhibe 

ederek hücre içi siklik AMP (sAMP) düzeylerini azaltırlar (23). Üridin 

nükleotidleri için yeni bir reseptör olan GPR17 beyin, kalp ve böbrekte yaygın 

olarak bulunur ve UDP, UDP-glukoz ve UDP-galaktoz tarafından aktive edilir 

(24). Gi proteinler üzerinden etki eden bu reseptör ayrıca araşidonik asit 

metabolizmasından elde edilen pro-inflamatuar moleküller olan sisteinil-

lökotrienler tarafından aktive edilebilir (24,25).  

Merkezi sinir sisteminin çeşitli fonksiyonlarında P2Y reseptörlerinin 

katılımı olduğu bugüne kadar yapılan in vitro ve in vivo çalışmalarda 
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kanıtlanmıştır. P2Y reseptör uyarımı sinir hücrelerinin proliferasyon, 

farklılaşma ve büyümesinde görevlidir. P2Y reseptörlerinin nöronal büyüme 

ile ilişkisi PC12 hücrelerinde (26,27),  insan SH-SY5Y nöroblastoma 

hücrelerinde (28), dorsal kök ganglion hücrelerinde (26,29) ve fare siyatik 

sinirinde (26) gösterilmiştir. P2Y reseptör uyarımı ayrıca hücreler arası sinyal 

iletimi, nörotransmisyon ve uzun-süreli potensializasyonda (long-term 

potentiation [LTP]) rol alır. Üridin nükleotidleriyle uyarılan P2Y reseptörlerinin, 

nöradrenalin, glutamat gibi nörotransmitterlerin salınımına (30,31) ve uzun 

süreli potensializasyona (LTP) (32) aracılık ettiğine dair kanıtlar 

bulunmaktadır. Buna ilaveten P2Y reseptörlerinin uyarılmasının 

nöroproteksiyon ve hücre yaşam süresinin uzatılmasında (survival) rol 

oynadığı gösterilmiştir. UDP verilmesiyle sıçan mikroglial hücrelerinin 

morfolojisinde aktin reorganizasyonuyla hızlı bir değişim olduğu ve güçlü bir 

fagositoz başladığı gösterilmiştir (33). Ayrıca, üridin  nükleotidlerinin beyin 

hasarına cevap olarak, reaktif astrogliozis sürecini başlatarak sağlıklı ve 

hasarlı doku arasında bir bariyer formu oluşturduğu bulunmuştur (34). Üridin 

nükleotidleri P2Y reseptörlerini aktive ederek bcl-2 ve bcl-xl gibi anti-

apoptotik genleri uyarmak ve bax gibi pro-apoptotik genleri baskılamak 

suretiyle apoptozu baskılarlar (35). Üridin nükleotidleri tarafından uyarılan 

P2Y2, P2Y4, P2Y6 ve P2Y14 reseptörlerinin beyinde görev aldığı 

fizyopatolojik olaylar ve moleküler mekanizmalar bu şekilde özetlenebilirken 

(36) (Şekil-15)  bugün için beyin fonksiyonlarında GPR17 reseptörlerinin 

görevleri henüz bilinmemektedir. 
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Şekil-15: P2Y reseptör uyarımının etkileri. NGF: sinir büyüme faktörü, PIP2: 
fosfatidilinositol bisfosfat, PLCγ: fosfolipaz C gama, PKCδ: protein kinaz C 
delta. 
 

II.A. Pirimidinlerin Ekstrasellüler Ortamdaki Varlığı 
Nükleotidlerin sadece hücre içinde değil hücre dışında da 

bulunabileceği görüşü yaklaşık 40 yıl önce ortaya atılmıştır. 1970’li yıllarda 

ATP’nin klasik nörotransmitterlerle birlikte depolanıp salıverilebileceğine dair 

bulgular (37) “pürinerjik transmisyon” kavramının ortaya atılmasına yol 

açmıştır (38). Aynı kavram daha sonra pirimidinler için de gündeme gelmiştir. 

Beyinde pirimidin nükleotidlerine duyarlı P2Y reseptörlerinin tanımlanması 

(20) ve bu nükleotidlerin kültürdeki glial hücrelerden salıverildiklerinin 

gösterilmesi (39) pirimidin nükleotidlerinin ekstrasellüler sinyal molekülleri 

olduğuna ve merkezi sinir sisteminde “pirimidinerjik transmisyona” 

katıldıklarına işaret eder.  

Ekstrasellüler sıvıdaki pirimidin nükleotid miktarları trombosit, lökosit, 

solunum epiteli ve glial hücre kültürlerinde (40) ölçülmüştür. İlaveten, beyin 

ekstrasellüler sıvısındaki üridin ve sitidin düzeyleri de in vivo mikrodiyaliz 

yöntemiyle belirlenmiştir (41-43). 

Bütün bu bilinenlere rağmen in vivo şartlarda beyin ekstrasellüler 

sıvısındaki üridin nükleotid düzeyleri hakkında literatürde herhangi bir bilgi 

bulunmamaktadır. Ayrıca in vitro ya da in vivo şartlarda dışarıdan üridin 
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verilmesinin beyin ekstrasellüler sıvısında üridin ve üridin nükleotidlerinin 

düzeylerine etkileri henüz araştırılmamıştır. Çalışmamızda, literatürdeki bu 

eksiklikleri gidererek hem in vivo bazal koşullardaki üridin nükleotid 

düzeylerini belirledik, hem de dışarıdan verilen üridin’in beyin ekstrasellüler 

sıvısına üridin nükleotidlerinin salıverilmesine ve dolayısıyla pirimidinerjik 

transmisyona katkısını araştırdık. 

 
III. Üridin’in Kolinerjik Nörotransmisyon Üzerine Etkileri 

 
Üridin nükleotidleri P2Y reseptörleri aracılığıyla beyindeki birtakım 

fonksiyonlara aracılık ederken aynı zamanda çeşitli nörotransmitter sistemleri 

ile etkileşimler gösteriyor olabilir.  

Asetilkolin, merkezi ve periferik sinir sisteminde nikotinik ve 

muskarinik reseptörleri aracılığıyla etki gösteren bir nörotransmitterdir (44). 

Periferde çizgili kas kasılmasını stimüle eder. Aynı zamanda otonom sinir 

sisteminin parasempatik kısmının nörotransmitteridir. Merkezi sinir 

sisteminde plastisite ve uyarılabilirlik gibi nöromodulatör fonksiyonları 

bulunur. Özellikle öğrenme ve kısa süreli hafızanın oluşmasında görevlidir 

(45). Asetilkolin, kolin asetiltransferaz enzimi katalizörlüğünde ön maddesi 

olan kolin’den sentezlenir ve sinaptik aralıkta asetilkolin esteraz enzimi ile 

derhal yıkıma uğratılarak görevine son verilir. Sinaptik aralıkta bulunan 

asetilkolin miktarının artırılması Alzheimer hastalığının tedavisinde kullanılan 

stratejilerden bir tanesi ve en önemlisidir. Çünkü Alzheimer hastalığında 

kolinerjik nörotransmisyon azalmış bulunmaktadır (46). Bu amaçla 

günümüzde en yaygın olarak kullanılan Alzheimer ilaçları donepezil, 

rivastigmin ve galantamin gibi asetilkolin esteraz enzim inhibitörleridir. Sinir 

uçlarından asetilkolin salıverilmesinin artırılması da sinaptik aralıkta bulunan 

asetilkolin miktarını artırabilecek mekanizmalardan bir tanesidir (47). Bu 

mekanizmayı harekete geçirecek bileşikler ileride Alzheimer hastalığının 

tedavisi için bir seçenek olabilirler. Dışarıdan verilen kolin’in beyinde 

asetilkolin sentez ve salıverilmesini artırdığı Prof. Dr. Richard Wurtman’ın 

laboratuvarındaki çalışmalarda gösterilmiştir (47,48). Ancak kolin’in 
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Alzheimer hastalığında bir tedavi ajanı olarak kullanımı kabul görmemiştir. 

Pürin bileşiklerinin fare nöromuskuler kavşağında muhtemelen P2Y12 ve 

P2Y13 reseptörleri aracılığıyla asetilkolin salıverilmesini azalttığı 

gösterilmiştir (49). Henüz reseptör sınıflamasının tam olmadığı eski yıllarda 

yapılan bazı çalışmalarda da ATP’nin çeşitli in vitro preparasyonlarda 

asetilkolin salıverilmesini değiştirdiği bildirilmiştir (50). Bir pirimidin nükleotidi 

ve üridin kaynağı olan UMP’nin kronik olarak oral yolla verilmesinin yaşlı 

sıçanların striatum’unda asetilkolin sentez ve salıverilmesini artırdığı yakın 

zamanda gösterilmiştir (51). Bu çalışmada kolinerjik nörotransmisyon 

artışının muhtemel mekanizması olarak üridin’in ‘‘Kennedy yolağı’’ 

aracılığıyla beyin membran sentezini artırması gösterilmiş ancak akut olarak 

verilen çeşitli pirimidin bileşiklerinin kolinerjik transmisyona etkileri ve etkide 

reseptör aracılığı incelenmemiştir (51). Yakın zamanlı diğer araştırmalarda 

Alzheimer hastalarının beyin-omurilik sıvısında üridin konsantrasyonlarının 

yaş-uyumlu normal bireylere göre daha düşük olduğunun (52) ve beyin 

korteksinde P2Y2 reseptör düzeylerinin azalmasının Alzheimer hastalığının 

nöropatolojisi ile ilişkili olduğunun (53) gösterilmesiyle, Alzheimer hastalığının 

tedavisinde yeni anlayışları ortaya çıkarabilme potansiyeli olan pirimidinerjik 

(nöro)transmisyonun in vivo şartlarda detaylı olarak karakterize edilme 

gereksinimini daha da arttırmıştır.  

Bu sonuçlar ışığında çalışmamızın, pirimidinerjik 

(nöro)transmisyonun varlığının kanıtlanması anlamında bilimsel literatüre 

katkıda bulunacağını ve etiyopatogenezinde kolinerjik nörotransmisyon 

azalması bulunan Alzheimer hastalığı gibi bazı beyin hastalıklarının 

tedavisinde yeni yaklaşımlara yol göstereceğini düşünüyoruz.  
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GEREÇ ve YÖNTEM 
 
 

Bu çalışmada Uludağ Üniversitesi Deney Hayvanları Yetiştirme ve 

Araştırma Merkezi’nden temin edilen yaklaşık 300-350 g ağırlığında 

Sprague-Dawley türü erişkin erkek sıçanlar kullanıldı. Sıçanlar, deney 

öncesinde 4’lü gruplar halinde tutuldu ve su ve yem alımları serbest bırakıldı. 

Sıçanların bulunduğu ortamın ısısı 20-24oC olacak şekilde sabitlendi ve oda 

12 saat aydınlık-12 saat karanlık (07.00-19.00 arası aydınlık) döngüsüyle 

aydınlatıldı. Tüm deneyler Amerikan National Institutes of Health (NIH) 

tarafından yayımlanmış “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” 

adlı kılavuzun önerileri doğrultusunda yapıldı. 

Bu çalışma Uludağ Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 

tarafından onaylandı (Karar no: 2011-11/07). 

 

I. Cerrahi İşlemler 
 

I.A. Periton Kanülü Yerleştirilmesi 
İn vivo mikrodiyaliz deneyleri için, ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (10 

mg/kg) ile anestezi altına alınan sıçanlara önce periton kanülü yerleştirildi. Bu 

işlem için karın boşluğunun sol orta kısmına (karaciğere hasar vermemek 

için) çapı kalın bir enjektör iğnesi (18G) batırıldı, polietilen bir kanül (PE50) 

bu iğnenin içinden geçirilerek periton boşluğuna doğru ilerletildi ve karın 

duvarına dikilerek sabitlendi.  

I.B. Mikrodiyaliz Probu Yerleştirilmesi 
İn vivo mikrodiyaliz deneyleri için, ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (10 

mg/kg) ile anestezi altına alınan sıçanın kafa derisi traşlandı ve sıçan 

stereotaksik alete yerleştirildi (Şekil-16). Cerrahi işlem yapılacak bölgede 

sıçanların kafasına orta hattan cilt ve cilt altı dokular geçilerek 2 cm’lik 

insizyon açıldı. Bu bölgede kanama kontrol altına alındı ve fasyalar 

uzaklaştırılarak bregma görünür hale getirildi. Takiben bregma noktası 

referans alınarak  sol striatum’un koordinatları (Paxinos ve Watson sıçan 
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beyin atlasına göre ön-Arka: +1 mm; yan: +2.8 mm; vertikal: -6 mm) 

hesaplandı ve bu koordinatlara uyan noktada kafatası üzeri işaretlendi. Bu 

noktalardan küçük el matkabı yardımı ile beyne hasar vermeksizin delik 

açıldı. El yapımı mikrodiyaliz probu stereotaksik alet üzerine yerleştirilerek 

çok yavaş bir hızla bu açılan delikten geçirilerek, diyaliz edilecek striatum’a 

kadar ilerletildi. Bu yerleştirme sonrası probun kafatasının üstünde kalan 

kısmı dişçi akriliği (Zinc polycarboxylate cement, Adhesor Carbofine, Spofa 

Dental a.s., Praha) ile kafatasına sabitlendi. Akriliğin kuruması beklenip 

diyaliz probunun stereotaksik alet ile olan bağlantısı kesildi ve sıçan 

stereotaksik alet üzerinden kaldırılarak tek başına bir kafese yerleştirildi ve 

cerrahinin etkilerinin geçmesi için bir gün dinlendirildi.  

 

 
Şekil-16: Sıçanın stereotaksik alete yerleştirilmiş hali. Bregma noktasının 
bulunup striatum koordinatlarının hesaplanması, mikrodiyaliz probunun 
yerleştirilmesi. 
 

I.C. İntraserebroventriküler (i.s.v) Kanül Yerleştirilmesi 
Pirimidinerjik aktivasyon ile kolinerjik nörotransmisyonun arttığını 

tespit ettiğimiz deneylerin devamında bu etkinin mekanizmasını araştırmak 

için P2Y reseptör blokajı yapmak amacı ile anestezi altında striatal 

mikrodiyaliz probu yerleştirilen sıçanlara ilaveten sağ lateral ventriküle 
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(Paxinos ve Watson sıçan beyin atlasına göre ön-Arka: -1 mm; yan: -1,5 mm; 

vertikal: -4 mm)  el yapımı enjeksiyon kanülü yerleştirildi.  

I.D. Kan ve Doku Örneği Eldesi 
Ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) ile anestezi altına alınan 

sıçanlardan serum pirimidin konsantrasyonlarının analizi için bazal durumda 

(0. saat) ve i.p. üridin (0,1-1 mmol/kg) enjeksiyonundan 1, 2, 4 ve 8 saat 

sonra 22G enjektör iğnesi yardımıyla kardiyak ponksiyon yapılarak 200 µL 

kan örneği alındı. Kan örnekleri vakit kaybetmeden 4oC’de 10,000 G hızında 

santrüfüj edilerek serumları ayrıldı; bu serumlar donduruldu ve analiz edilene 

kadar -20oC’de saklandı. Sonrasında sıçanların kafaları sıvı azota daldırıldı 

ve kafatasları açıldı. 

Nükleotidler dekapitasyonu takiben beyin örneği elde edilene kadar 

geçen süre içinde parçalandığından (54), daha önce tarif edilen ve “in vivo 

dondurma” (9,55) adlı bir yöntem kullanılarak nükleotidlerin bozunmasını 

önlemek suretiyle beyin dokuları elde edildi. Buna göre, kardiyak ponksiyonla 

kan örneği eldesinin hemen ardından anestezi altındaki sıçanların kafa 

derilerinde bir insizyon açılarak kafatası görünür hale getirildi ve sıçanların 

kafaları 45 saniye boyunca sıvı azota daldırıldı. Beyin dokusundan örnek 

almak amacıyla donmuş kafatasından 1 cm çapında bir kemik parçası bir 

doku homojenizatörü (Polytron PT 10–35, Kinematica AG, Lucerne, 

Switzerland) yardımıyla kaldırıldı. Bu homojenizatörün özelliği 

homojenizatörün şaftından 4 mm dışarı uzanan ve birbirinden 1.1 cm 

mesafede bulunan iki keskin bıçağa sahip olmasıdır. Yüksek hızda 

çalıştırıldığında homojenizatörün bıçakları kafatasından 1 cm çapında 

dairesel bir parça kesilmesini sağlamaktadır. Dairesel kemik parçası 

kaldırıldığında korteks tabakasından bir parça donmuş beyin dokusu örneği 

bistüri ucu yardımıyla elde edildi. 

İn vivo dondurma yöntemiyle elde edilen beyin dokusu örnekleri yine 

aynı doku homojenizatörü (Polytron PT 10–35, Kinematica AG, Lucerne, 

Switzerland) kullanılarak PSB069 (10 µM) içeren soğuk deiyonize suda 

homojenize edildi.  
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Serum örnekleri ve beyin dokusu homojenatları %80’lik metanol 

çözeltisi ile ekstrakte edildi, liyofilizatörde kurutuldu ve küçük hacimlerde 

deiyonize su ile sulandırıldı ve HPLC’ye enjekte edilerek analiz edildi. Üridin 

ve üridin nükleotidlerin dokudaki seviyeleri mg doku başına pikomol olarak 

ifade edildi. 

 

II. Mikrodiyaliz 

 
Mikrodiyaliz yöntemi kullanılarak beynin ve diğer bazı organların 

çeşitli bölgelerinde ektrasellüler ortamdaki endojen madde miktarları 

ölçülebilir. Mikrodiyaliz prensip olarak basit difüzyon kuralına dayanan bir 

yöntemdir. Basit difüzyonda sıvı içindeki çözünmüş maddelerin yarı geçirgen 

bir zardan çok yoğun oldukları ortamdan, az yoğun oldukları ortama 

geçmeleri söz konusudur. İn vivo beyin mikrodiyalizinde, beyinde bulunan 

ancak kullanılan diyaliz sıvısında olmayan maddeler yarı geçirgen membranı 

difüzyon ile geçerek toplanan örneklere (diyalizat) geçerler. Elde edilen 

örneklerde ölçülmek istenen endojen moleküller HPLC ve kapiller 

elektroforez gibi hassas ölçüm sistemleri kullanılarak değerlendirilir. Sistemik 

ilaç verilmesi veya diyaliz sıvısına ilaç eklenmesi sonrası, incelenen beyin 

bölgesindeki nörotransmitter ve metabolitleri üzerindeki etkileri gözlenebilir 

(56). 

Çalışmalarımızda kullandığımız in vivo beyin mikrodiyalizi yöntemi 

ile ekstrasellüler sıvı örneği eldesi ve analizi şematik olarak Şekil 17’de 

gösterilmiştir. 

İn vivo beyin mikrodiyalizi için bölümümüzde geliştirilen ve kendi 

yaptığımız problar (Şekil-18) kullanıldı. Mikrodiyaliz probları PPD iğne uçları 

(26 G), kapiller boru (OD 165, ID 99, Polymicro), epoksi yapıştırıcı ve plastik 

çubuklardan imal edildi.  

 



 24 

 
Şekil-17: İn vivo beyin mikrodiyalizi ile ekstrasellüler sıvı örneği eldesi ve 
analizinin şematik gösterimi. 
 

 

 

Şekil-18: (A) Diyaliz probunun şematik gösterimi. (B-C) Kapiller ve membran 
arasından sıvının geçişi ve diyalizatın toplanması. 
 

İn vivo mikrodiyaliz deneyleri anestezi etkilerini önlemek amacıyla 

cerrahiden 24 saat sonra gerçekleştirildi. Deney günü kafesinden alınan 

sıçanlar deney yapılacak laboratuvara getirilip ortama adaptasyon için 

herhangi bir işlem yapılmadan 1 saat beklendi. Bu saatin sonunda sıçanın sol 

striatum bölgesine implante edilen diyaliz probuna giriş kanülü takılıp 

hazırlanan Krebs solüsyonu (148 mM NaCl, 3.0 mM KCl, 1.4 mM CaCl2, 0.8 

mM MgCl2, 1.3 mM NaH2PO4, 0.2 mM Na2HPO4, pH 7,4) ile 2 µl/dk hızında 

diyaliz yapıldı.  
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Krebs solusyonuna ayrıca seçici olmayan bir nükleozid trifosfat 

difosfohidrolaz (NTPDaz) inhibitörü olan PSB069 (Tocris Bioscience, Bristol, 

UK) maddesi eklendi. Bu madde NTPDaz 1, 2, ve 3’ü benzer potenste inhibe 

ederek nükleotidlerde bulunan fosfat gruplarının parçalanmasını 

önlemektedir (57). 

 

III. Deney Planı 
 

III.A. Beyin Üridin ve Üridin Nükleotid Düzeylerinin İncelenmesi 

Örnek toplama 30 dakikalık periyodlarda yapıldı ve her örnek 60 µL 

hacim içinde toplandı (2 µL /dk x 30 dk = 60 µL). İlk 90 dakika boyunca 

sıçana herhangi bir ilaç enjeksiyonu yapılmadan bazal koşullardaki örnekler 

toplandı. Böylece ilk 3 örnek bazal koşullarda elde edilmiş oldu. Üçüncü 

örneğin toplanmasının ardından periton kanülü yoluyla i.p. üridin (0.1, 0.5 ve 

1 mmol/kg) enjeksiyonu yapıldı. Takiben beyin ekstrasellüler sıvısı örnekleri 

toplanmaya devam edildi ve deney başlangıcından itibaren 6.5 saatin 

sonunda örnek toplamaya son verildi.  

III.B. Beyin Üridin ve Üridin Nükleotid Düzeylerine Potasyum 
Depolarizasyonunun Etkilerinin İncelenmesi 

İn vivo mikrodiyaliz ile ekstrasellüler alandaki pirimidin nükleotidlerinin 

salınımı üzerine yüksek potasyum seviyelerinin etkisini incelemek için 

perfüzyon sıvısına yüksek konsantrasyonda potasyum klorür (KCl) eklendi. 

Potasyum depolarizasyonu yapılan deneylerde ilk üç bazal örneğin 

toplanmasını takiben perfüzyon sıvısı değiştirildi ve 52 mM konsantrasyonda 

KCl içeren yeni perfüzatla 2 saat boyunca mikrodiyaliz örneği toplandı. 

Krebsin osmolaritesini ayarlamak için eklenen KCl’ye ekimolar NaCl azaltıldı. 

Takiben perfüzyon sıvısı yine değiştirildi ve normal (3 mM) KCl içeren 

perfüzat ile deney sonuna kadar diyaliz örneği toplandı. 

III.C. Pirimidinerjik Transmisyon Artışının Kolinerjik 
Nörotransmisyon Üzerine Etkisinin Araştırılması 

Pirimidinerjik transmisyon artışının diğer nörotransmitter sistemleri 

ile etkileşimini araştırmak amacıyla yapılan in vivo deneylerde perfüzyon 
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sıvısına 10µM eserin (fizostigmin, kolinesteraz inhibitörü) eklendi. İlk üç bazal 

örneğin toplanmasını takiben pirimidinerjik transmisyonu arttırdığını 

belirlediğimiz en yüksek üridin dozu (1 mmol/kg) i.p. yoldan enjekte edildi ve 

yine 2 µl/dk perfüzyon hızı altında her 30 dakikada bir mikrodiyaliz örneği 

toplanarak ekstrasellüler asetilkolin konsantrasyonları analiz edildi.   

III.D. Kolinerjik Nörotransmisyon Artışının Mekanizmalarının 
Araştırılması 

Pirimidinerjik aktivasyon ile kolinerjik nörotransmisyonun arttığını 

tespit ettiğimiz deneylerin devamında bu etkinin mekanizmasını araştırmak 

için P2Y reseptör blokajı yapıldı. Bu amaçla anestezi altında striatal 

mikrodiyaliz probu yerleştirilen sıçanlara ilaveten intraserebroventriküler 

(i.s.v.) enjeksiyon kanülü yerleştirildi. Antagonist deneylerinde üçüncü bazal 

mikrodiyaliz örneğinin toplanmasından (ve i.p. üridin enjeksiyonundan) 15 

dakika önce seçici olmayan bir P2 reseptör antagonisti olan Suramin (1 µM) 

i.s.v. yoldan 10 µl Krebs içinde yavaşça enjekte edildi. 

 
IV. HPLC (High Performance Liquid Chromatography, Yüksek 

Performanslı Sıvı Kromatografisi) Analizleri 
 

IV.A. Üridin ve Üridin Nükleotidlerin Analizi 
Serum ve beyin doku örneklerinde üridin ve üridin nükleotidleri 

HPLC (Hitachi, Tokyo, Japonya) kullanılarak analiz edildi. Analizlerde diode 

array dedektör ve koruyucu kolon (Supelco Discovery HS C18 Supelguard, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). bağlı ters faz kolon (Thermo Scientific 

Hypersil ODS, 5µm, 150mmx4,6mm I.D) kullanıldı. Serum ve beyinde üridin 

%0.1 metanol içeren 4 mM’ lik K2HPO4 mobil fazı ile pH: 5.8 de 1ml/dk akış 

hızında ayrıştırıldı. 260 nm dalga boyunda diode array dedektör ile ölçüldü ve 

standartların yerine göre tanımlandı.  

Primidin nükleotidleri UDP ve UTP ise koruyucu kolon bağlı (Partisil 

SAX 7.5x 4.6 mm, Alltech, Deerfield, IL, USA) kuvvetli anyon değiştirici kolon 

(Macherey-Nagel Nucleosil SB 5um, 150mmx4,6mm  I.D) kullanılarak 200 

mM NaH2PO4 içeren mobil fazı ile pH 2.8 de, 1ml/dk akış hızında ayrıştırıldı. 
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Pikler 260 nm dalga boyunda diode array dedektör ile ölçüldü ve 

standartların yerine göre tanımlandı. Pirimidin nükleotidlerinin in vivo 

mikrodiyaliz örneğinde tespitine dair temsili kromatogram ve diode array 

dedektör görüntüsü Şekil 19’da, laboratuarımızda kullandığımız HPLC cihazı 

ise Şekil 20’de sunulmuştur. 

 

 
Şekil-19: İn vivo mikrodiyaliz örneğine pirimidin nükleotidlerin analizi.  
Pirimidin nükleotidlerinin in vivo mikrodiyaliz örneklerinde tespitine dair temsili 
bir kromatogram (A) ve diode array dedektör görüntüsü (B). Yukarıdaki 
kramatogramda bazal örnekler mavi ile, standart eklenmiş örnekler yeşil ile 
ve sadece standartlar turkuaz ile boyanmıştır.  
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Beyin ekstrasellüler üridin konsantrasyonlarının düşük mikromolar 

seviyelerde olduğu rapor edilmiştir (41) ve muhtemelen ekstrasellüler üridin 

nükleotid konsantrasyonları daha da düşüktür. Bu yüzden çalışmada üridin 

ve üridin nükleotid piklerini mikrodiyalizatlara bilinen miktarlarda standart 

ekleyerek tanımladık. Her bir mikrodiyaliz örneğinin 20 mikrolitresi üridin ve 

üridin nükleotidlerin analizi için enjekte edildi. Ayrıca 20 µl örnek içine 10 

pmol üridin ve üridin nükleotidlerin standartları eklenerek HPLC’ye enjekte 

edildi. Bu metod ile üridin ve üridin nükleotidlerin pikleri güvenilir bir şekilde 

belirlenmiştir.  

 

 
Şekil-20: Laboratuvarımızdaki HPLC sistemi. 

        

IV.B. Asetilkolin ve Kolin Analizi 
Asetilkolin ve kolin HPLC (Hitachi, Tokyo, Japonya) kullanılarak 

analiz edildi. Analizlerde birbiri ardına bağlanmış bir enzimatik kolon ve bir 

katyon değiştirici kolonu içeren kolon sistemi kullanıldı. 0.5 M Na2HPO4 

içeren mobil faz (pH 8.5) kullanıldı. Pikler Elektrokimyasal (EC) dedektör ile 

ölçüldü. İn vivo mikrodiyaliz örneğinde asetilkolin ve kolin analizlerine ait 

temsili kromatogram Şekil 21’de sunulmuştur. 
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Şekil-21: Asetilkolin ve kolin temsili HPLC kromatogramı.      

 
V. Kit Analizleri 

 
V.A. Diaçilgliserol (DAG) 
Beyin dokusunda DAG düzeylerinin analizi ticari bir ELISA kiti 

(Cusabio, Hubei Province, China) kullanılarak yapıldı. Kitin analiz prensibi 

beyin dokusu örneklerinde bulunan DAG moleküllerinin önceden DAG’a 

özgün antikorlarla kaplanan 96 kuyucuklu plate’de bulunan kuyucuklara 

tutunmasıdır. Daha sonra kuyucuklara eklenen biyotin-konjuge DAG antikoru 

doku örneklerindeki DAG’a tutunur. Bu kompleksin üzerine eklenen avidin-

konjuge Horseradish Peroxidase (HRP) de substrat solüsyonu ile renk 

reaksiyonu verir. Oluşan rengin tonu örnekte bulunan DAG miktarı ile 

orantılıdır. Reaksiyon durdurulduktan sonra plate 450 nm dalga boyundaki 

spektrofotometrede okutulmuş, optik okuma değerleri standart eğrisine 

konarak örneklerdeki DAG miktarı ng/ml cinsinden hesaplanmıştır. 
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V.B. İnositol-trisfosfat (IP3)  
Beyin dokusunda IP3 düzeylerinin analizi de ELISA kiti (Cusabio, 

Hubei Province, China) kullanılarak yapıldı. Kitin analiz prensibi beyin dokusu 

örneklerinde bulunan IP3 moleküllerinin önceden bu moleküle özgün keçi-

anti-tavşan antikorlarla kaplanan 96 kuyucuklu plate’de bulunan kuyucuklara 

tutunmasıdır. Geri kalan işlemler DAG analizi ile aynıdır. Optik okuma 

değerleri standart eğrisine konarak örneklerdeki IP3 miktarı pg/ml cinsinden 

hesaplanmıştır.  

V.C. Kolin asetiltransferaz (ChAT) 
Beyin dokusundaki ChAT düzeyleri aynı firmadan (Cusabio, Hubei 

Province, China) alınan ELISA kiti ile yapıldı. ChAT’nin analiz prensibi DAG 

ve IP3 analizlerinin prensibi ile aynıdır. Oluşan renk 450 nm dalga boyundaki 

spektrofotometrede okutulmuş ve optik okuma değerleri standart eğrisine 

konarak örneklerdeki ChAT miktarı ng/ml cinsinden hesaplanmıştır. 

 

VI. İstatistiksel Değerlendirmeler 
 

İstatistiksel analizler Sigma Plot versiyon 12 programı kullanılarak 

yapıldı. Veriler ortalama ± standart hata olarak sunuldu. Birden fazla dozun 

ve zaman aralığının bulunduğu çalışmalarda grup içi ve gruplar arası 

farklılıklar İki Yönlü ANOVA’yı takiben post-hoc Tukey testi ile analiz edildi. 

Tek doz kullanılan ve tek değişkeni zaman olan deneylerde ise Tek Yönlü 

ANOVA’yı takiben post-hoc Tukey testi kullanıldı. Mikrodiyaliz deneylerinde 

üridin enjeksiyonu sonrası elde edilen sayısal değerler ilk üç bazal örnekten 

elde edilen ortalama değerle kıyaslanarak analiz edildi. İstatistiksel anlamlılık 

p’nin 0.05’ten küçük olmasına atfedildi. 
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BULGULAR 
 
 

I. Serum Üridin Konsantrasyonları 
 

Ortalama bazal (0. dakika) serum üridin konsantrasyonları 2.4 ± 0.3 

µM olarak analiz edildi. İntraperitoneal yolla enjekte edilen 0.5 ve 1 mmol/kg 

üridin, serum üridin konsantrasyonlarını 1. saatte sırasıyla 8.2 kat (19.7 ± 1.7 

µM; p<0.001) ve 15.2 kat (36.5 ± 0.9 µM; p<0.001) arttırdı (Şekil-22). Düşük 

doz (0.1 mmol/kg) üridinin i.p yolla enjekte edilmesi ise serum üridin 

düzeylerini herhangi bir analiz anında anlamlı olarak değiştirmedi (Şekil-22). 

Her iki dozda da (0.5 ve 1 mmol/kg) serum üridin düzeyleri 2. saatten itibaren 

kontrol noktasına göre anlamlı bir değişiklik göstermedi (Şekil-22).  
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Şekil-22: Bazal (0. saat) ve i.p. üridin (0,1-1 mmol/kg) enjeksiyonunu takiben 
1, 2, 4 ve 8 saat sonra serum üridin konsantrasyonları.  
İn vivo freezing deneylerinde, ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) ile anestezi altına 
alınan sıçanlardan serum pirimidin konsantrasyonlarının analizi için bazal durumda (0. saat) 
ve i.p. üridin (0,1-1 mmol/kg) enjeksiyonundan 1, 2, 4 ve 8 saat sonra 22G enjektör iğnesi 
yardımıyla kardiyak ponksiyon yapılarak 200 µL kan örneği alındı. veriler µM olarak ifade 
edildi. *p<0.001, aynı grup içinde bazal noktaya kıyasla; #p<0.001, aynı zaman noktasında 
0.5 mmol/kg dozuyla elde edilen değere kıyasla. her grupta n=6. iki Yönlü ANOVA 
kullanılmıştır. 
 

 

II. Beyin Üridin Düzeyleri 
 
 

Ortalama bazal (0. dakika) beyin üridin düzeyleri 25.1 ± 1.6 pmol/mg 

olarak ölçüldü. İntraperitoneal yolla enjekte edilen 0.5 ve 1 mmol/kg üridin 

beyin üridin düzeylerini 1. saatte sırasıyla 3.5 kat (88.6 ± 5 pmol/mg doku; 

p<0.001) ve 7 kat (174.5 ± 8 pmol/mg doku; p<0.001) arttırdı (Şekil-23). En 

yüksek doz (1 mmol/kg) üridin enjeksiyonu sonrası beyin üridin düzeyleri 2. 

saatte de anlamlı olarak (p<0.001) artmış bulunurken, ortanca doz (0.5 
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mmol/kg) üridin enjeksiyonu ile 1. saatten sonra beyin üridin düzeyleri 

değişmedi (Şekil-23). En düşük doz (0.1 mmol/kg) üridin’in i.p. enjeksiyonu 

ise beyin üridin düzeylerini herhangi bir analiz anında anlamlı olarak 

değiştirmedi (Şekil-23).  
 

 
Şekil-23: Bazal (0. saat)  ve i.p. üridin (0,1-1 mmol/kg) enjeksiyonunu takiben 
1, 2, 4 ve 8 saat sonra beyin üridin düzeyleri.  
Beyin dokusu parçaları 4 mm dışarı uzanan ve birbirinden 1.1 cm mesafede bulunan iki 
keskin bıçağa sahip doku homojenizatörü (Polytron PT 10–35, Kinematica AG, Lucerne, 
Switzerland) yardımıyla elde edildi. veriler pmol/mg doku olarak ifade edildi. *p<0.001, aynı 
grup içinde bazal noktaya kıyasla; #p<0.001, aynı zaman noktasında 0.5 mmol/kg dozuyla 
elde edilen değere kıyasla. her grupta n=6. iki Yönlü ANOVA kullanılmıştır. 
 
 

III. Beyin UDP ve UTP Düzeyleri  
 

Ortalama bazal beyin UDP düzeyleri 421 ± 29 pmol/mg doku olarak 

ölçüldü. İntraperitoneal yolla enjekte edilen 0.5 ve 1 mmol/kg üridin beyin 

UDP düzeylerini 1. saatte sırasıyla 2.9 kat (1239 ± 75 pmol/mg doku; 
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p<0.001) ve 4.3 kat (1803 ± 66 pmol/mg doku; p<0.001) arttırdı (Şekil-24A). 

En düşük doz (0.1 mmol/kg) üridin’in i.p. enjeksiyonu ise beyin UDP 

düzeylerini herhangi bir analiz anında anlamlı olarak değiştirmedi (Şekil-24A). 

Beyin UDP düzeylerinde 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. üridin enjeksiyonu sonrası 

görülen artışların 2. saatten sonra bazal düzeylerine döndüğü gözlendi 

(Şekil- 24A).  

Ortalama bazal beyin UTP düzeyleri 225 ± 14.6 pmol/mg doku 

olarak ölçüldü. İntraperitoneal yolla enjekte edilen 0.5 ve 1 mmol/kg üridin 

beyin UTP düzeylerini 1. saatte sırasıyla 1.9 kat (429 ± 28 pmol/mg doku; 

p<0.001) ve 2.8 kat (627 ± 41 pmol/mg doku; p<0.001) arttırdı (Şekil-24B). 

En düşük doz (0.1 mmol/kg) üridin’in i.p. enjeksiyonu ise beyin UTP 

düzeylerini herhangi bir analiz anında anlamlı olarak değiştirmedi (Şekil-24B). 

Bazal ölçümleriyle karşılaştırıldığında beyin UTP düzeyleri 1 mmol/kg i.p. 

üridin enjeksiyonunu takiben 2. saatte halen anlamlı olarak (p<0.001) yüksek 

bulundu, ancak daha sonra bazal düzeylerine geri döndü (Şekil-24B). 

Ortanca doz (0.5 mmol/kg) üridin enjeksiyonu ile 1. saatten sonra beyin UTP 

düzeyleri değişmedi (Şekil-24B).  
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Şekil 24: Bazal (0. saat) ve i.p. üridin (0,1-1 mmol/kg) enjeksiyonunu takiben 1, 2, 4 ve 8 
saat sonra beyin UDP (A) ve UTP (B) düzeyleri.  
Beyin dokusu şekil 23’ te tanımlandığı gibi elde edildi. veriler pmol/mg doku olarak ifade 
edildi.*p<0.001, aynı grup içinde bazal noktaya kıyasla; #p<0.001, aynı zaman noktasında 0.5 mmol/kg 
dozuyla elde edilen değere kıyasla. her grupta n=6. iki Yönlü ANOVA kullanılmıştır. 
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IV. Striatal Ekstrasellüler Üridin Düzeyleri 

 
Striatal mikrodiyaliz örneklerindeki bazal üridin düzeyleri değer 

olarak birbirinden %10’dan daha az farklılık gösteren üç ardışık bazal 

mikrodiyaliz örneğinin ortalaması alınarak hesaplandı. Striatal ekstrasellüler 

bazal üridin düzeyleri 7.79 (aralık: 7.76-7.83) pmol/30 dk olarak hesaplandı. 

Bu düzeyler 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. üridin enjeksiyonunu takiben 1. saatte 

sırasıyla 2.4 kat (18.9 ± 1.1 pmol/30 dk; p<0.001) ve 3.5 kat (27.5 ± 1.4 

pmol/30 dk; p<0.001) artarken 0.1 mmol/kg üridin enjeksiyonu sonrası 

anlamlı olarak değişmedi (Şekil-25). Striatal ekstrasellüler üridin düzeylerinde 

0.5 ve 1 mmol/kg i.p. üridin enjeksiyonu sonrası görülen artışlar 1.5. saatte 

de anlamlı olarak (p<0.001) devam etti ve daha sonra bazal düzeylerine geri 

döndü (Şekil-25).  
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Şekil-25: Bazal koşullar altında ve üridin (0,1-1 mmol/kg; i.p.) verilmesini 
takiben striatal ekstrasellüler üridin düzeyleri. 
X’’eksenindeki numaralar her 30 dakikada toplanan mikrodiyaliz örneklerini göstermektedir. 1 
saat stabilizasyon periyodunu takiben bazal ekstrasellüler üridin miktarını belirlemek için peş 
peşe 3 örnek toplandı ve 3. örnek alındıktan hemen sonra üridin (0,1-1 mmol/kg; i.p.) enjekte 
edildi. üridin verildikten sonra 5,5 saat boyunca örnekler toplandı. veriler pmol/30 dk. olarak 
ifade edildi. *p<0.001, aynı grup içinde bazal noktaya kıyasla; #p<0.001, aynı zaman 
noktasında 0.5 mmol/kg dozuyla elde edilen değere kıyasla. her grupta n=6. iki Yönlü 
ANOVA kullanılmıştır. 
 

 

V. Striatal Ekstrasellüler UDP ve UTP Düzeyleri 
 
Birbirinden değer olarak %10’dan farklı olmayan üç ardışık bazal 

mikrodiyaliz örneğinin ortalaması alınarak hesaplanan ortalama striatal bazal 

ekstrasellüler UDP düzeyleri 312 (aralık: 310-315) fmol/30 dk olarak 

hesaplandı. Bu düzeyler 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. üridin enjeksiyonunu takiben 

1.5. saatte sırasıyla 2.1 kat (642 ± 41 fmol/30 dk; p<0.001) ve 2.8 kat (884 ± 

57 fmol/30 dk; p<0.001) artış gösterirken 0.1 mmol/kg üridin enjeksiyonu 

sonrası anlamlı olarak değişmedi (Şekil-26A). Striatal ekstrasellüler UDP 
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düzeyleri 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. üridin enjeksiyonlarından sonra sırasıyla 2. ve 

3. saatlerde hala anlamlı olarak (p<0.001) artmış bulundu (Şekil-26A).  

Ortalama striatal bazal ekstrasellüler UTP düzeyleri ise 181 (aralık: 

178-183) fmol/30 dk olarak hesaplandı. Bu düzeyler 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. 

üridin enjeksiyonunu takiben 1.5. saatte sırasıyla 1.5 kat (270 ± 6 fmol/30 dk; 

p<0.001) ve 2.1 kat (375 ± 20 fmol/30 dk; p<0.001) artarken 0.1 mmol/kg 

üridin enjeksiyonu sonrası anlamlı olarak değişmedi (Şekil-26B). Striatal 

ekstrasellüler UTP düzeyleri 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. üridin enjeksiyonlarından 

sonra 2. saatte hala anlamlı olarak (p<0.001) yüksek bulundu (Şekil-26B).  
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Şekil-26: Bazal koşullar altında ve üridin (0,1-1 mmol/kg; i.p.) verilmesini 
takiben striatal ekstrasellüler UDP (A) ve UTP (B) düzeyleri 
Örnek toplanma şekli şekil 25’ te açıklandığı gibidir. veriler fmol/30 dk. olarak ifade edilmiştir.*p<0.001, 
aynı grup içinde bazal noktaya kıyasla; #p<0.001, aynı zaman noktasında 0.5 mmol/kg dozuyla elde 
edilen değere kıyasla. her grupta n=6. iki Yönlü ANOVA kullanılmıştır. 
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VI. Potasyum Depolarizasyonunun Etkileri 
 

Yüksek konsantrasyonda (52 mM) KCl içeren Krebs kullanılarak 

yapılan uyarım sonucunda striatal ekstrasellüler üridin, UDP ve UTP 

düzeylerinde sırasıyla 1.8 kat (Şekil-27A), 1.8 kat (Şekil-27B) ve 1.7 kat 

(Şekil-27C) artış gözlendi. Bu artışlar potasyum depolarizasyonunu takiben 1. 

saatte başladı ve 2.5 saate kadar sürdü (Şekil-27). Potasyum 

depolarizasyonu ile artan ekstrasellüler üridin, UDP ve UTP düzeyleri 3 mM 

KCl içeren normal Krebs ile yeniden perfüzyonu takiben 1. saatte bazal 

düzeylerine geri döndü (Şekil-27).  



 41 

 
Şekil-27: Potasyum stimülasyonu sonucu striatal ekstrasellüler üridin (A), 
UDP (B) ve UTP (C) düzeyleri.  
Örnek toplanma şekli şekil 25’te açıklandığı gibidir. veriler fmol/30 dk. olarak ifade edilmiştir 
*p<0.05 ve **p<0.001 bazal düzeylere kıyasla her grupta n=6. tek yönlü ANOVA 
kullanılmıştır. 
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VII. Üridin Uygulamasının Kolinerjik Nörotransmisyon Üzerine 
Etkisi 
 

Buraya kadar olan bulgularımız bize üridin, UDP ve UTP’nin beyin 

ekstrasellüler sıvısında bazal şartlardaki varlığını ve bu bileşiklerin bazal 

seviyelerinin dışarıdan üridin enjeksiyonu veya potasyum stimülasyonu ile 

arttırılabileceğini göstermiştir. Bu bulgular pirimidinerjik transmisyonun 

beyinde in vivo varlığını ve ilave üridin takviyesiyle arttırılabileceğini 

kanıtlamaktadır. Ek olarak, potasyum depolarizasyonu sonrası bu bileşiklerin 

beyin ekstrasellüler sıvısında artması pirimidinerjik transmisyonun aslında bir 

nörotransmisyon olabileceğini düşündürmektedir. 

Pirimidinerjik (nöro)transmisyondaki bir artışın beyindeki diğer 

sinirsel ileti mekanizmaları ile etkileşip etkileşmediğini araştırmak amacıyla 

i.p. üridin enjeksiyonu sonrası striatal ekstrasellüler sıvıdaki asetilkolin ve 

kolin seviyeleri analiz edildi. 

VII.A. Striatal Asetilkolin ve Kolin Düzeyleri 
Üç ardışık bazal mikrodiyaliz örneğinin ortalaması alınarak 

hesaplanan ortalama striatal bazal ekstrasellüler asetilkolin düzeyleri 11.4 

(aralık: 9.8-15.1) pmol/30 dk olarak hesaplandı. Ekstrasellüler asetilkolin 

düzeyleri üridin  (1 mmol/kg; i.p.) enjeksiyonunu takiben 2 saat sonra anlamlı 

olarak (p<0.05) arttı, 2.5. saatte pik yaptı (2.7 kat artış; p<0.01) ve 4. saatin 

sonunda bazal düzeylerine geri döndü (Şekil-28A). Buna karşılık striatal 

bazal ekstrasellüler kolin düzeyleri (37.5 pmol/30 dk), üridin (1 mmol/kg; i.p.) 

enjeksiyonunu takiben 1.5 saat sonra anlamlı olarak azaldı (Şekil-28B). Bu 

azalma üridin enjeksiyonunu takiben deneyin sonuna kadar sürse de 

istatistiksel olarak anlamlı düşüş 3. saatin sonunda tespit edildi (Şekil-28B). 

Bu bulgular i.p. üridin enjeksiyonu sonrası kolinerjik 

nörotransmisyonun arttığını düşündürmektedir.  
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Şekil-28: Bazal ve üridin (1 mmol/kg;i.p.) enjeksiyonunu takiben striatal 
ekstrasellüler asetilkolin (A) ve kolin (B) düzeyleri. 
Örnek toplanma şekli şekil 25’te açıklandığı gibidir. veriler pmol/30 dk. olarak ifade edilmiştir. 
*p<0.05 ve **p<0.01 bazal düzeylere kıyasla. her grupta n=6. tek yönlü ANOVA 
kullanılmıştır. 
 

VII.B. Kolinerjik Nörotransmisyon Artışının Mekanizmasına 
Yönelik Araştırmalar  

İntraperitoneal üridin enjeksiyonu sonrası beyin ekstrasellüler 

sıvısında artan üridin nükleotidlerine paralel olarak ekstrasellüler asetilkolin 

düzeylerinin artması ve kolin düzeylerinin azalmasının mekanizmasını 
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araştırmak amacı ile P2 reseptör blokajı yapılarak in vivo mikrodiyaliz 

yöntemiyle asetilkolin ve kolin salıverilmeleri incelendi. Ayrıca, P2Y 

reseptörlerinin ikincil habercilerinin ve kolin asetiltransferaz (ChAT) enziminin 

beyin düzeyleri ELISA yöntemiyle analiz edildi. 
VII.B.a. P2 Reseptör Blokajı  
P2 reseptör blokajı deneylerinde üçüncü bazal mikrodiyaliz örneğinin 

toplanmasından (ve i.p. üridin enjeksiyonundan) 15 dakika önce non-selektif 

bir P2 reseptör antagonisti olan suramin (1 µmol) i.s.v. yoldan 10 µl Krebs 

içinde çözülerek yavaşça enjekte edildi. Suramin tedavisi üridin tedavisi 

sonrası gözlemlediğimiz ekstrasellüler asetilkolin artışını (Şekil-29A) ve kolin 

azalmasını (Şekil-29B) baskıladı. 
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Şekil-29: Suramin ön tedavisinin striatal ekstrasellüler asetilkolin (A) ve kolin 
(B) düzeylerine etkisi. n=6. 
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VII.B.b İkincil Habercilerin Analizi 
Üridin enjeksiyonunu takiben pirimidinerjik transmisyon artışı ile 

ilişkili kolinerjik nörotransmisyon artışında P2Y reseptörlerinin ikincil 

habercilerinin beyin düzeylerinde nasıl değişiklikler olduğu incelendi.  
Bu amaçla, in vivo dondurma yöntemi ile elde edilen beyin dokusu 

homojenatlarında P2Y reseptör etkilerine aracılık eden diaçilgliserol (DAG) 

ve inositol trisfosfat (IP3) düzeyleri ELISA yöntemiyle analiz edildi (Tablo-1).  

Sıçan beyninde bazal DAG düzeyleri 0.41 ± 0.02 nmol/ml olarak 

ölçüldü. Bazal DAG düzeyleri üridin enjeksiyonunu takiben 2. saatte 1.9 kat 

(0.79 ± 0.08 nmol/ml; p<0.001) arttı ve daha sonra bazal seviyelerine geri 

döndü (Tablo-1). Sıçan beyninde bazal IP3 düzeyleri ise 24 ± 1.8 pg/ml 

olarak ölçüldü. Bazal IP3 düzeyleri üridin enjeksiyonunu takiben 2. saatte 2.1 

kat (50.4 ± 4.7 pg/ml; p<0.001) arttı ve daha sonra bazal seviyelerine geri 

döndü (Tablo-1).  

 
Tablo-1: P2Y reseptör ikincil habercilerinin beyin düzeyleri.  

  Üridin (1 mmol/kg; i.p.) 

İkinci haberci Bazal  1. saat 2. saat 4. saat 8. saat 

DAG 

(nmol/ml) 
0.41 ± 0.02 0.45 ± 0.03 0.79 ± 0.08* 0.49 ± 0.04 0.40 ±0.02 

IP3 (pg/ml) 24 ± 1.8 23 ± 1.3 50.4 ± 4.7* 28 ± 2.2 25 ± 1.9 

*p<0.001, bazal değerler ile kıyaslandığında (tek yönlü ANOVA). n=4. 
 

 

VII.B.c Kolin Asetiltransferaz (ChAT) Enzim Düzeyleri 
Pirimidinerjik transmisyon artışı ile paralel olarak artan ekstrasellüler 

asetilkolin düzeylerinin yanısıra ekstrasellüler kolin düzeylerindeki azalma 

P2Y reseptör aktivasyonunun kolin’in hücre içine alınmasını sağlayarak daha 

fazla asetilkolin sentez ve salıverilmesini teşvik etmek üzere kolin 

asetiltransferaz enziminin düzeylerini arttırıyor olabileceğini 

düşündürmektedir.  
ChAT düzeyleri in vivo dondurma yöntemi ile elde edilen beyin 

dokusu homojenatlarında ELISA kiti kullanılarak analiz edildi. Bulgularımız 
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üridin (1 mmol/kg; i.p.) enjeksiyonunun bazal ChAT düzeylerini (0.12 ng/ml) 

incelenen herhangi bir zaman aralığında anlamlı olarak değiştirmediğini 

gösterdi.  
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TARTIŞMA ve SONUÇ 
 

 

Pürin veya pirimidin nükleotidlerinin beyin hücreleri arasındaki 

ekstrasellüler sıvıya salıveriliyor olabileceği ilk olarak 1970’li yıllarda ATP’nin 

klasik nörotransmitterlerle birlikte depolanıp salıverilebileceğine dair bulgular 

(37) ile bildirilmiş ve bu bulgulardan yola çıkılarak “pürinerjik transmisyon” 

kavramı ortaya atılmıştır (38). Pürin nükleotidlerinin ekstrasellüler alandaki 

varlığı hücre dışında pirimidin bileşiklerinin de bulunuyor olabileceği 

düşüncelerini doğurmuş ve “pirimidinerjik transmisyon” kavramının ortaya 

atılması uzun sürmemiştir (25,36). Beyinde pirimidin nükleotidleri tarafından 

uyarılan P2Y reseptörlerinin tanımlanması (20) ve pirimidin nükleotidlerinin 

kültürdeki glial hücrelerden salıverildiklerinin gösterilmesi (39) pirimidin 

nükleotidlerinin ekstrasellüler sinyal molekülleri olduğuna ve merkezi sinir 

sisteminde pirimidinerjik transmisyona katıldıklarına işaret eder. Şu ana 

kadar tanımlanan P2Y reseptörlerinin (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14) temel 

uyaranları UDP, UTP ve UDP-şekerler gibi üridin nükleotidleridir (20). Buna 

göre üridin beyin hücrelerine alınarak pirimidin nükleotid sentezinde 

kullanılmakta (5), üretilen pirimidin nükleotidleri de hem bazal hem de stres 

koşulları altında (39,58) glial hücrelerden salıverilmektedirler. 

Ekstrasellüler sıvıdaki pirimidin nükleotid miktarları in vitro kültürdeki 

trombosit, lökosit, hava yolu epiteli, glial hücre kültürleri (39,40) ve insan 

akciğer A549 hücrelerinde (59) ölçülmüştür. İnsan 1321N1 astrositoma 

hücrelerinde UTP’nin ekstrasellüler ortamdaki bazal varlığı kanıtlanmış ve 

bazal ekstrasellüler UTP konsantrasyonları 2.6 pmol/106 hücre olarak 

hesaplanmıştır (39). Aynı çalışmada kültürdeki astrositoma hücrelerine 

yapılan mekanik stimülasyonun ekstrasellüler UTP konsantrasyonunu 

2.6’dan 36.4 pmol/106 hücre’ye çıkardığı ve ekstrasellüler ortamdaki 

konsantrasyonu artan UTP’nin P2Y4 reseptörlerini uyardığı bildirilmiştir (39). 

UDP’nin ekstrasellüler varlığı beyin hücrelerinde değil, insan akciğer A549 

hücrelerinde gösterilmiş ve kültür sıvısındaki bazal UDP konsantrasyonları 

0.4 nM olarak bildirilmiştir (59). Bu çalışmada kültür sıvısının hipotonik tuz 
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solüsyonu ile muamele edilmesinin bazal UDP konsantrasyonlarını 27 kat 

arttırdığı gösterilmiştir (59). Yine aynı çalışmada insan akciğer A549 

hücrelerinin kültür sıvısındaki bazal UTP konsantrasyonları metodun 

hassasiyetinin yetmemesi nedeniyle belirlenememiş ancak kültür sıvısının 

hipotonik tuz solüsyonu ile muamele edilmesi sonrası ekstrasellüler UTP’nin 

belirlenebilir düzeylere (22 nM) ulaştığı bildirilmiştir (59).  

Literatürde sadece pirimidin nükleozidleri olan üridin ve sitidin’in 

beyin ekstrasellüler sıvısındaki varlığı in vivo beyin mikrodiyalizi yöntemiyle 

saptanmış olup, henüz pirimidin nükleotidlerinin varlığı gösterilememiştir. 

Klonlanan P2Y reseptörlerinin nükleotidlerce uyarıldığı, ancak nükleozidlerin 

bu reseptörleri uyarabildiğine dair herhangi bir bulgu olmadığı göz önüne 

alındığında, pirimidin nükleotidlerinin in vivo beyin ekstrasellüler sıvısındaki 

muhtemel varlığının tespit edilmesi, bu bileşiklerin ekstrasellüler 

konsantrasyonlarının regüle edilip edilemeyeceğinin belirlenmesi, 

ekstrasellüler alanda ulaşılan konsantrasyonların P2Y reseptörlerini aktive 

edip edemediğinin ve bunun bir fizyolojik anlamının bulunup bulunmadığının 

incelenmesi önemlidir. Çalışmamız bu anlamda literatürdeki ilk kanıtları 

sunmaktadır.  

İn vivo deneylerde ilk olarak kan ve beyindeki bazal üridin düzeyleri 

ve bu düzeylerin i.p. farklı dozlarda enjekte edilen üridin sonrası zamanla 

nasıl değiştiği incelenmiştir. Üridin endojen bir nükleozid (4-5) ve insanlarda 

kan dolaşımındaki ana pirimidin bileşiğidir (15). Üridin hem dolaşımda, hem 

dokularda, hem de beyin ekstrasellüler sıvısında aynı anda bulunur (4,5,41) 

ve üridin veya kaynaklarının eksojen verilmesiyle seviyeleri değişiklik 

gösterebilir. Erişkinlerin gıdalarında temel olarak RNA’nın yapısında bulunan 

üridin kandaki üridin düzeylerini yükseltmez. Bunun sebebi karaciğerin portal 

dolaşımda bulunan üridin’in hemen tamamını parçalamasıdır (60). Ancak 

anne sütünde bulunan UMP (61) gibi bir üridin kaynağı, oral yoldan deney 

hayvanlarına veya insanlara verildiğinde, insan kanında (15) ve sıçan (62) 

veya gerbillerin kanında ve beyninde (9) üridin düzeylerini yükselttiği 

gösterilmiştir.  
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Çalışmamızda elde ettiğimiz bulgulara göre, ortalama bazal serum 

üridin konsantrasyonları 2.4 ± 0.3 µM idi. Parenteral (i.p.) 0.5 ve 1 mmol/kg 

üridin enjeksiyonunu takiben serum üridin seviyeleri doz bağımlı olarak 

artmıştır (Şekil-22). Parenteral üridin uygulaması sonrası kandakine paralel 

artışlar beyin üridin düzeylerinde de gerçekleşmiştir; ortalama bazal beyin 

üridin düzeyleri (25.1 ± 1.6 pmol/mg) i.p. yolla enjekte edilen 0.5 ve 1 

mmol/kg üridin sonrası yine doz bağımlı olarak artmıştır (Şekil-23). En düşük 

doz (0.1 mmol/kg) üridin’in i.p. enjeksiyonu serum üridin konsantrasyonlarını 

veya beyin üridin düzeylerini bazal değerlere göre herhangi bir analiz anında 

anlamlı olarak değiştirmemiştir (Şekil-23). İntraperitoneal yolla verilen üridin 

tedavisi sonrası kan ve beyin üridin düzeylerinin yükseldiğini gösteren 

bulgularımız fare ve sıçanlarda yapılan önceki çalışmalarda (16) parenteral 

(intravenöz) yolla üridin uygulaması sonrası kanda ve beyin dokusunda 

bildirilen artışlarla uyumludur. Eksojen üridin verildikten sonra dolaşıma 

geçer, takiben beyin hücrelerine alınır ve muhtemelen konsentratif nükleozid 

taşıyıcıları aracılığı ile kan beyin bariyerinden geçer (5,9) 

Çalışmamızda i.p. üridin enjeksiyonu sonrası artan kan ve beyin 

üridin düzeylerine paralel olarak beyin dokusunda UDP ve UTP düzeylerinin 

de üridin dozuna bağımlı olarak arttığı bulunmuştur. Ortalama bazal beyin 

UDP düzeyleri (421 ± 29 pmol/mg doku) 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. üridin 

enjeksiyonunu takiben 1. saatte doz bağımlı olarak artmıştır. Buna ilaveten, 

ortalama bazal beyin UTP düzeyleri (225 ± 14.6 pmol/mg doku) 0.5 ve 1 

mmol/kg i.p. üridin enjeksiyonunu takiben 1. saatte doz bağımlı olarak 

artmıştır. En düşük doz (0.1 mmol/kg) üridin’in i.p. enjeksiyonu beyin 

dokusundaki UDP ve UTP düzeylerini herhangi bir analiz anında anlamlı 

olarak değiştirmemiştir (Şekil-24). Üridin tedavisiyle beyin üridin 

nükleotidlerinin düzeylerinin arttığını gösteren bulgularımız daha önce 

yapılmış çalışmalarla uyumludur (9). 

Üridinin dokularda fosforilasyonu sonucu UMP, UDP ve UTP gibi 

üridin nükleotidler oluşur. Üridin nükleotidler nükleik asit (RNA) yapısına 

katılır, glikojen biyosentezi, protein ve lipid glikozilasyonu gibi fizyolojik 

fonksiyonlarla ilişkilidir (4,25). UMP gibi üridin kaynaklarının sürekli tüketimi 
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beyin fosfolipid sentezini arttırır (63-65). Bu etki muhtemelen Kennedy yolağı 

ile meydana gelir; çünkü tek doz oral UMP verilmesi ile kan ve beyin 

seviyelerinde artışla birlikte, beyin UTP seviyelerinde de artış meydana gelir 

(9). Artan UTP, CTP’ye dönüşür; bu reaksiyon fosfolipid sentezinin muhtemel 

hız sınırlayıcı basamağıdır (66).  

Üridin enjeksiyonu sonrası kan-beyin bariyerinden üridin geçişinin 

arttığı in vivo mikrodiyaliz deneylerimizde de test edilerek kanıtlanmıştır. 

Striatal mikrodiyaliz örneklerindeki bazal üridin düzeyleri (7.79 pmol/30 dk) 

0.5 ve 1 mmol/kg i.p. üridin enjeksiyonunu takiben 1. saatte sırasıyla doz 

bağımlı artmış ve bu artışlar 1.5. saatte de anlamlı olarak devam etmiştir 

(Şekil-25). Beyin ekstrasellüler sıvısında in vivo üridin varlığı daha önceki 

çalışmalarda sıçan talamus’unda gösterilmiş ve bazal üridin konsantrasyonu 

0.76 µM olarak rapor edilmiştir (41). Bizim çalışmamızda bu bulgu striatum 

dokusunda tekrarlanmış ve striatal ekstrasellüler üridin düzeyleri 7.79 

pmol/30 dk olarak bulunmuştur. Bu değer striatum’dan 60 µL mikrodiyaliz 

örneği toplanmış olması ve mikrodiyaliz probunun ortalama gerikazanımının 

%15 olması dikkate alındığında 0.87 µM konsantrasyona karşılık 

gelmektedir. Dolayısıyla sonuçlarımız hem üridin’in beyin ekstrasellüler 

sıvısındaki varlığı hem de bazal ekstrasellüler konsantrasyonları anlamında 

önceki çalışmalarla (41) uyumludur.  

Dışarıdan verilen üridin’in beyin ekstrasellüler sıvısındaki üridin 

konsantrasyonlarını arttırması, hem daha fazla üridin’in kan-beyin 

bariyerinden geçtiğini, hem de muhtemelen beyin hücrelerinden tekrar 

ekstrasellüler sıvıya salıverildiğini düşündürmektedir. Beyin hücrelerine 

alınan üridin’in bir kısmının UDP ve UTP sentezinde kullanıldığı Şekil 24’te 

sunulan bulgularımızla kanıtlanmıştır. Bu nükleotidlerin bir kısmı hücre 

içindeki nükleotid havuzlarına giderken, bir kısmı da beyin hücrelerinden 

ekstrasellüler sıvıya salıverilmektedir (Şekil-26). Bu çalışma ile UDP ve 

UTP’nin bazal şartlarda striatal ekstrasellüler sıvıdaki varlığı literatürde ilk kez 

in vivo şartlarda gösterilmiştir.  

Beyin ekstrasellüler sıvısında pirimidin nükleotidlerinin bazal 

şartlardaki varlığını kanıtlamak için ekstrasellüler alana geçen pirimidin 



 52 

nükleotidlerinin parçalanmasına yol açan enzimleri bloke etme prensibiyle 

yeni bir yöntem geliştirilmiştir. Bu yöntemde in vivo mikrodiyaliz perfüzyon 

sıvısına PSB069 adlı seçici olmayan bir NTPDaz inhibitörü eklenmiştir. 

PSB069 sıçan NTPDaz’ları 1, 2 ve 3’ü benzer potens ile inhibe etmektedir 

(56). Geliştirilen bu yöntem sinaptik aralıkta kolinesteraz enzimlerince hızla 

parçalanan asetilkolin’in in vivo mikrodiyaliz yöntemi ile tespit edilmesi için 

perfüzyon sıvısına fizostigmin gibi kolinesteraz inhibitörlerinin eklenmesi 

prensibi ile benzerlik göstermektedir (67). Üridin nükleotidler ekstrasellüler 

alana salıverildiğinde membrana bağlı ektonükleotidazlarca hızla 

parçalanırlar (68). Perfüzyon sıvısına PSB069 eklenmesiye pirimidin 

nükleotidleri ektonükleotidazların parçalayıcı etkisinden kurtulmuş ve güvenli 

bir şekilde mikrodiyaliz örneklerinde toplanması sağlanmıştır.  

Geliştirdiğimiz bu yöntemde PSB069’un mikrodiyaliz perfüzyon 

sıvısına eklenecek en uygun konsantrasyonunu bulmak için PSB069’un üç 

farklı (1, 10 ve 100 µM) konsantrasyonunun kullanıldığı ek deneyler 

yapılmıştır. En düşük PSB069 konsantrasyonu (1 µM) ile pirimidin 

nükleotidleri tespit edilemezken, en yüksek (100 µM) konsantrasyonda 

kullanılan PSB069 sonrası HPLC kromatogramında çok fazla arka plan 

gürültüsü oluşmuş ve pirimidin pikleri bu gürültülerin arasında tespit 

edilememiştir. Ortanca (10 µM) PSB069 konsantrasyonu kullanıldığında ise 

pirimidin nükleotidleri güvenilir bir şekilde tespit edilebilmiştir. Diğer taraftan, 

seçici bir ekto-ATPaz inhibitörü olan ARL 67156 (69) 10 µM konsantrasyonda 

perfüzyon sıvısına eklenmesi suretiyle yapılan ek deneylerde, daha önceki in 

vitro gözlemlerle (70) uyumlu olarak, ARL 67156’nın pirimidin nükleotidlerinin 

tespitinde yarar sağlamadığı belirlenmiştir.  

Ortalama striatal bazal ekstrasellüler UDP ve UTP düzeyleri sırasıyla 

312 fmol/30 dk ve 181 fmol/30 dk olarak saptanmıştır. Bu değerler 

striatum’dan 60 µL mikrodiyaliz örneği toplanmış olması ve mikrodiyaliz 

probunun ortalama recovery’sinin %15 olması dikkate alındığında sırasıyla 

34.7 nM ve 20.1 nM konsantrasyona karşılık gelmektedir.  0.5 ve 1 mmol/kg 

i.p. üridin enjeksiyonunu takiben 1.5. saatte hem UDP hem de UTP 

seviyelerinde artış gözlenmiştir. Ancak striatal ekstrasellüler UDP veya UTP 
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düzeyleri 0.1 mmol/kg i.p. üridin enjeksiyonu sonrası ölçüm yapılan herhangi 

bir zaman noktasında anlamlı olarak değişmemiştir (Şekil-26). Bulgularımız, 

deney hayvanlarına i.p. yoldan verilen üridin’in kanda ve beyinde üridin 

düzeylerini arttırdığını, artan beyin üridin düzeylerinin de beyin dokusunda 

UDP ve UTP miktarını yükselttiği gibi hücre içinde artmış olarak bulunan 

UDP ve UTP’nin ekstrasellüler sıvıya salıverilmesini arttırdığını 

göstermektedir. Pirimidin nükleotid düzeylerinin dışarıdan üridin 

uygulamasıyla hem in vitro (27) hem de in vivo (9) deney protokollerinde sinir 

hücrelerinde pirimidin nükleotidlerinin düzeylerini arttırdığı ve buna ilaveten 

glial hücre kültürlerinde pirimidin nükleotidlerinin bazal ve uyarılmış 

koşullarda ekstrasellüler alana salıverildiği (39,40) bilindiği halde, 

çalışmamızda elde edilen bulgular literatürde ilk kez in vivo beyin 

ekstrasellüler sıvısında UDP ve UTP’nin bazal şartlardaki varlığını yeni bir 

metod kullanmak suretiyle kanıtlamış ve ekstrasellüler UDP ve UTP 

düzeylerinin deney hayvanına parenteral yolla uygulanan üridin sonrası doza 

bağımlı olarak arttığını göstermiştir.  

Beyinde elektriksel olarak uyarılabilme özelliğine sahip nöronların 

yanısıra elektriksel uyarıma cevap vermeyen glial hücreler de mevcuttur. 

Ekstrasellüler alanda varlığını tespit ettiğimiz pirimidin nükleotidlerinin 

düzeylerinin beyin hücrelerinin yüksek potasyum ile uyarılmış koşullarda artıp 

artmadığını test etmek amacıyla bazal şartlar için kullandığımız ve 3 mM KCl 

içeren mikrodiyaliz perfüzyon sıvısı nöronal depolarizasyona neden olduğu 

bilinen (42,43) yüksek konsantrasyonda (52 mM) KCl içeren başka bir Krebs 

solüsyonu ile değiştirilmiş ve bu yöntemle sağlanan depolarizasyon 2 saat 

boyunca sürdürülmüştür. Potasyum depolarizasyonunu takiben 1. saatte 

striatal ekstrasellüler üridin, UDP ve UTP düzeyleri sırasıyla 1.8, 1.8 ve 1.7 

kat artış göstermiştir (Şekil-27). Bulgularımız pirimidin bileşiklerinin 

nöronlardan salıveriliyor olabileceğini düşündürmektedir ve potasyum 

depolarizasyonu sonrası bazal ekstrasellüler üridin konsantrasyonlarının 

%142 oranında arttığını bildiren önceki çalışmalar (42-43) ile uyumludur. 

Bazal ekstrasellüler UDP ve UTP düzeylerinin potasyum depolarizasyonu ile 

arttığı ise ilk kez çalışmamızda gösterilmiştir. Bahsi edilen bulgular 
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pirimidinerjik transmisyonun aslında bir nörotransmisyon olabileceğinin in 

vivo kanıtlarıdır. Ancak pirimidin bileşiklerinin presinaptik veziküllere alınıp 

alınmadığı veya ayrıntılı salıverilme mekanizmaları bilinmemektedir. 

Çalışmamıza ayrıca pirimidinerjik (nöro)transmisyondaki bir artışın 

beyindeki diğer sinirsel ileti mekanizmaları ile etkileşip etkileşmediği 

araştırılmıştır. Bu amaçla pirimidinerjik (nöro)transmisyonu arttırdığını 

gösterdiğimiz en yüksek dozda (1 mmol/kg) i.p. üridin enjeksiyonu sonrası 

striatal ekstrasellüler sıvıdaki asetilkolin düzeyleri analiz edilmiştir. 

Ortalama striatal bazal ekstrasellüler asetilkolin düzeyi (11.4 pmol/30 

dk), üridin (1 mmol/kg; i.p.) enjeksiyonunu takiben 2 saat sonra anlamlı 

olarak artmış ve bu artış 2.5. saatte en yüksek seviyeye (2.7 kat) ulaşmıştır 

(Şekil-28A). Buna karşılık striatal bazal ekstrasellüler kolin düzeyleri (37.5 

pmol/30 dk), üridin (1 mmol/kg; i.p.) enjeksiyonunu takiben 1.5 saat sonra 

anlamlı olarak azalmıştır (Şekil-28B). Bulgularımız akut üridin uygulaması 

sonrası pirimidinerjik (nöro)transmisyondaki bir artışın kolinerjik 

nörotransmisyonu arttırdığına dair ilk bulgulardır ve iki sistem arasındaki 

etkileşime dair önemli bir kanıttır. 

Bir pirimidin nükleotidi olan UMP’nin kronik olarak oral yolla 

verilmesinin yaşlı sıçanların striatum’unda asetilkolin sentez ve 

salıverilmesini artırdığı yakın zamanda gösterilmiştir (51). Bu çalışmada 

kolinerjik nörotransmisyon artışının muhtemel mekanizması olarak üridin’in 

Kennedy yolağı aracılığıyla beyin membran sentezini artırması gösterilmiş, 

ancak akut olarak verilen üridin’in kolinerjik nörotransmisyona etkileri ve 

etkide reseptör aracılığı incelenmemiştir. Deneylerimiz göstermiştir ki 

kullandığımız i.p. üridin dozları beyinde hem pirimidin nükleotid sentezini hem 

de salıverilmesini arttırmaktadır. Salıverilen pirimidin nükleotidleri de 

muhtemelen P2Y reseptörlerini uyarmak suretiyle kolinerjik nörotransmisyonu 

arttırıyor olabilir.  

Deneylerimizde kullandığımız 1 mmol/kg i.p. üridin dozu ile ulaşılan 

en yüksek ekstrasellüler UDP (884 ± 57 fmol/30 dk) ve UTP (375 ± 20 

fmol/30 dk) düzeyleri ise aynı hesaplamayla sırasıyla 97.2 nM ve 42.2 nM 

konsantrasyona karşılık gelmektedir. İnsan 1321N1 astrositoma hücrelerinde 
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klonlama ve ekspresyon çalışmalarında üridin nükleotidlerince uyarılan P2Y 

reseptörlerinin pirimidin nükleotidlerine afinitesi incelenmiş ve P2Y4 

reseptörlerinin UTP için Michaelis-Menten sabiti (Km’si) 0.8 ± 0.2 µM ve 

P2Y6 reseptörlerinin UDP için Km’si 0.19 ± 0.04 µM olarak bulunmuştur (71). 

Buna ilaveten, fare nöroblastoma hücrelerindeki klonlama ve ekspresyon 

çalışmaları UTP’nin P2Y2 reseptörlerini uyarması sonucu 45Ca+2 salıverilme 

etkisi için yüksek potens (EC50=1.1 µM) gösterdiği bildirilmiştir (72). 

Çalışmamızda 1 mmol/kg i.p. üridin enjeksiyonu sonrası ulaşılan en yüksek 

striatal ekstrasellüler UDP ve UTP düzeyleri bu bileşiklerin P2Y reseptörlerini 

uyarmaları için in vitro sistemlerde bildirilen Km değerlerinin altında olsa da, 

bulgularımız in vivo pirimidinerjik (nöro)transmisyon arttırıldığı taktirde 

kolinerjik nörotransmisyonun arttığını ve bu etkiye, altta tartışılan antagonist 

deneyi ile kanıtlandığı üzere, P2Y reseptör aktivasyonunun aracılık ettiğini 

göstermektedir. 

Bu bulgular parenteral üridin enjeksiyonu sonrası kolinerjik 

nörotransmisyonun arttığını düşündürmektedir. Üridin tedavisi sonrası 

kolinerjik nörotransmisyondaki bu artış, etyopatogenezinde suçlanan 

faktörlerden biri azalmış kolinerjik nörotransmisyon olan Alzheimer hastalığı 

için yeni bir tedavi yaklaşımına ışık tutabilir. Zira pirimidinerjik sistem ile 

Alzheimer hastalığı patogenezi arasındaki muhtemel ilişkinin kanıtları yakın 

zamanlı insan çalışmalarında bildirilmiştir. Alzheimer hastalarının beyin-

omurilik sıvısında üridin konsantrasyonları yaş-uyumlu normal bireylere göre 

daha düşük olarak bulunmuştur (52). Buna ilaveten, ölüm sonrası yapılan 

beyin otopsilerinde Alzheimer hastalarının kortekslerindeki P2Y2 reseptör 

düzeylerinin yaş-uyumlu normal bireylerdekilere göre azalmış olarak 

bulunmuştur (53). Bu bulgular, projemizde karakterize etmeye çalıştığımız 

pirimidinerjik nörotransmisyonun modüle edilmesi suretiyle Alzheimer 

hastalığının tedavisinde yeni bir yaklaşım ortaya çıkabileceği düşüncesini 

akla getirmektedir. 

Parenteral üridin enjeksiyonu sonrası beyin ekstrasellüler sıvısında 

artan pirimidin bileşiklerine paralel olarak kolinerjik nörotransmisyondaki 

artışın mekanizmasını araştırmak amacı ile P2 reseptör blokajı yapılarak in 
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vivo mikrodiyaliz yöntemiyle asetilkolin ve kolin salıverilmeleri incelenmiş ve 

ayrıca, P2Y reseptörlerinin ikincil habercilerinin ve kolin asetiltransferaz 

enziminin beyin düzeyleri ELISA yöntemiyle analiz edilmiştir.  

Üçüncü bazal mikrodiyaliz örneğinin toplanmasından (ve i.p. üridin 

enjeksiyonundan) 15 dakika önce i.s.v. yoldan 10 µl Krebs içinde çözülerek 

yavaşça enjekte edilen non-selektif P2 reseptör antagonisti suramin (1 µmol) 

tedavisi ekstrasellüler asetilkolin artışını (Şekil-29A)  ve kolin azalmasını 

(Şekil-29B) baskılamıştır. Bu bulgu artmış pirimidinerjik (nöro)transmisyonun 

kolinerjik nörotransmisyonu arttırıcı etkisine P2Y reseptörlerinin aracılık ettiği 

hipotezimizi desteklemektedir.  

P2Y reseptör blokajına ilaveten P2Y reseptör sonrası olaylar da 

incelenmiş ve UDP ve UTP tarafından aktive edilen P2Y2, P2Y4 ve P2Y6 

reseptör uyarımının hücre içi etkilerine aracılık eden DAG ve IP3 (21,22) 

düzeylerinin in vivo dondurma yöntemi ile elde edilen beyin dokusu 

örneklerinde i.p. üridin tedavisi sonrası 2. saatte sırasıyla 1.9 kat ve 2.1 kat 

arttığı bulunmuştur (Tablo-1). Bu bulgular da etkide P2Y reseptör aracılığını 

desteklemektedir.  

Pirimidinerjik (nöro)transmisyon artışı ile paralel olarak artan 

ekstrasellüler asetilkolin düzeylerinin yanısıra ekstrasellüler kolin 

düzeylerindeki azalma P2Y reseptör aktivasyonunun kolin’in hücre içine 

alınmasını sağlayarak daha fazla asetilkolin sentez ve salıverilmesini teşvik 

etmek üzere kolin asetiltransferaz (ChAT) enziminin düzeylerini arttırıyor 

olabileceğini düşündürmektedir. Ancak bulgularımız üridin (1 mmol/kg; i.p.) 

enjeksiyonunun bazal ChAT düzeylerini (0.12 ng/ml) incelenen herhangi bir 

zaman aralığında değiştirmediğini göstermektedir. Bu bulgumuz P2Y 

reseptör aktivasyonunun ChAT düzeylerini değil, aktivitesini arttırmış 

olabileceğini düşündürmektedir.   

Pirimidinerjik transmisyonun hastalık ve sağlık durumlarında çeşitli 

beyin fonksiyonlarına katkıda bulunduğu rapor edilmiştir. UTP, ADP, ATP 

nükleotidlerinin, kemirgen beyninden elde edilmiş multipotent nöral kök 

hücrelerinin proliferasyonunu arttırdığı bulunmuştur (73). Üridin nükleotidlerin 

P2Y reseptörleri üzerinden nöronal büyüme ile ilişkisi PC12 hücrelerinde 
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(26,27) ve insan SH-SY5Y nöroblastoma hücrelerinde (28), dorsal kök 

ganglion hücrelerinde (26,29), fare siyatik sinirinde (26)  gösterilmiştir. Üridin 

nükleotidle uyarılan P2Y reseptörlerinin, nöradrenalin, glutamat gibi 

nörotransmitterlerin salınımına (30,31) ve uzun süreli potensializasyona 

(LTP) (32) aracılık ettiğine dair kanıtlar bulunmaktadır. Diyete kronik üridin 

eklenmesi sıçanlarda hipokampal öğrenme ve hafıza ile ilgili defisitleri 

iyileştirmiştir (74-75). UTP veya UDP’ye duyarlı P2Y reseptörlerinin 

uyarılması hasarlı beyin bölgesine mikroglial konverjans ile nöron koruyucu 

etki gösterir (76). Sıçan astrositlerinin UTP ile stimulasyonu sonrası astrosit 

migrasyonunun arttığı gösterilmiştir (34) ve reaktif astrogliozis sağlıklı ve 

hasarlı doku arasında bir bariyer formu oluşturur (77). Üridin nükleotidleri ile 

indüklenen P2Y, özellikle de P2Y2 reseptörleri, nöronlar ve glial hücrelerde 

apoptotik hücre ölümünü engeller (29). UTP aracılı P2Y2 reseptör 

aktivasyonu APP’nin alfa-sekretaz bağımlı proteolitik parçalanmasını 

hızlandırarak nöritik plakların major bileşeni olan Amiloid β (Aβ)’nın 

oluşumunu engellemektedir (78). Bu durum Alzheimer hastalığında UTP’nin 

muhtemel terapötik kullanımını akla getirir. Bu öneri Alzheimer hastalığında 

paryetal kortekste selektif olarak P2Y2 immünoreaktivitesinin azalmasının 

tespitiyle (53) desteklenmiştir. Buna ilaveten Alzheimer hastalığının 

TgCRND8 fare modelinde de beyinde P2Y2 nükleotid reseptör kaybının 

hastalığın erken patolojisini arttırdığı gösterilmiştir (79).  

ATP sinyal iletisinde ve post-sinaptik gen regülasyonunda kritik rol 

oynayan ekstrasellüler sinyal molekülüdür. ATP-duyarlı P2Y1 reseptörlerinin 

uyarılmasının AChE ve ChAT gen ekspresyonunu stimüle ettiği gösterilmiştir 

(80). Yine aynı araştırmacıların başka bir çalışmalarında P2Y2 reseptörlerinin 

UTP aracılı aktivasyonunun MAP kinaz sinyal yolağını aktive ettiği ve AChE 

ve ChAT gibi kolinerjik genlerin ekspresyonunu arttırdığı gözlenmiştir (81). 

Bizim çalışmamızda da üridin tedavisi sonrası asetilkolin salıverilmesinin 

artmasına P2Y reseptörleri aracılık etmektedir; ancak muhtemelen 

çalışmamız birkaç saat içinde gerçekleşen akut incelemeleri içerdiğinden 

ChAT miktarında artışa rastlanamamıştır. 
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Sonuç olarak çalışmamızda elde edilen bulgular ilk kez: 

i) UDP ve UTP’nin in vivo bazal şartlarda beyin ekstrasellüler alanındaki 

varlığını,  

ii) bu bileşiklerin ekstrasellüler düzeylerinin dışarıdan verilen üridin tedavisiyle 

veya potasyum depolarizasyonu ile arttırılabileceğini,  

iii) üridin tedavisi ile artan ekstrasellüler UDP ve UTP düzeylerine paralel 

olarak kolinerjik nörotransmisyonun arttığını, ve  

iv) artan kolinerjik nörotransmisyona P2Y reseptörlerinin aracılık ettiğini 

göstermiştir.  

Bulgularımız beyinde pirimidinerjik transmisyonun varlığını, bu 

transmisyonun bir nörotransmisyon olabileceğini, dışarıdan pirimidin 

uygulamasıyla regüle edilebileceğini ve bu regülasyonun kolinerjik 

nörotransmisyonla etkileşim anlamında farmakolojik etkilere sahip olduğunu 

göstermektedir. Bulgularımızın bilimsel literatüre anlamlı katkı yapacağı ve 

Alzheimer hastalığı gibi bazı beyin hastalıklarının tedavisinde yeni 

yaklaşımlara yol göstereceği düşünülmektedir.  
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