T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi FARMAKOLOJi ANABILIM DALI

DISARIDAN VERILEN URIDIN’iN SIGANLARDA BEYIN PIiRiMIDINERJIK
TRANSMiISYONU UZERINE ETKIiSiNIN ARASTIRILMASI

Dr. Fulya ORHAN

UZMANLIK TEZi

BURSA - 2013



T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi FARMAKOLOJi ANABILIM DALI

DISARIDAN VERILEN URIDIN’iN SIGANLARDA BEYIN PIiRiMIDINERJIK
TRANSMiISYONU UZERINE ETKIiSiNIN ARASTIRILMASI

Dr. Fulya ORHAN

UZMANLIK TEZi

Danigsman: Dog¢. Dr. Mehmet CANSEV

BURSA - 2013



iICINDEKILER

O ZBt e e e

Genel BIlgIler... ..o

Pirimidin Bilesikleri

P2Y RESEPIOMEI. .. v e

Uridin’in Kolinerjik Nérotransmisyon Uzerine Etkileri

Gerec ve YOntem

Cerrahi ISIBMIET ... ... i
Mikrodiyaliz

Deney Plani..... ..o

HPLC Analizleri
Kit Analizleri

istatistiksel Degerlendirmeler.................oooviieiiiiiiie e

BUIGUIAT ... o

TartISMaA V& SONUG. ...ttt e e e e e e e e e e

KayNaKIar. .. ... e e e

Tesekkur

OZGEGMIS. ... ettt e e e e e

14
18
20
20
23
25
26
29
30
31
48
59
65
66



OZET

Uridin, kan ve dokularda bulunan bir pirimidin niikleozididir. Ayni
zamanda nukleotidlerin (mono-, di- ve tri-fosfath halleri), nikleotid sekerlerin
(Gridin difosfat-glukoz [UDP-glukoz] ve UDP-galaktoz) ve nukleik asitlerin
(RNA) vyapisina girerek bazi fizyolojik fonksiyonlarda yer alir. Uridin
nikleotidleri tarafindan aktive edilen P2Y reseptorlerinin tanimlanmasiyla,
pirimidin  bilesiklerinin sinirsel iletide de rol oynayabilme ihtimali ortaya
cikmistir.

Calismamizin  oncelikli amaci sigan beyninde dridin  ve
nakleotidlerinin ekstrasellller duzeylerini arastirmak ve disaridan verilen
aridin’in - bu dizeyler Uzerine olan etkisini incelemektir. Bulgularimiz in vivo
beyin ekstraselluler sivisinda uridin, UDP ve uridin trifosfat (UTP)'nin varhigini
ve bu bilesiklerin konsantrasyonlarinin intraperitoneal (i.p.) Uridin
uygulamasiyla arttinlabildigini goéstermistir. Buna ilaveten perflizyon sivisina
eklenen ylksek konsantrasyonda potasyum ile uyariimig kosullarda bazal
ekstraselltler tridin, UDP ve UTP duzeylerinin arttigr gozlenmigtir.

Calismamizda takiben pirimidinerjik aktivasyonun beyinde asetilkolin
saliverilmesi Uzerine etkileri arastirilmigtir. Bulgularimiz i.p. Uridin tedavisi
sonrasi striatal ekstrasellller asetilkolin dizeylerinin arttigini ve bu artisa P2Y
reseptorlerinin aracilik ettigini gostermektedir.

Sonug olarak, ¢alismamizdan elde edilen bulgular literaturde ilk kez
in vivo sigan beyninde UDP ve UTP’nin bazal sartlarda ekstrasellller alandaki
varhigini, bu bilegiklerin ekstrasellller konsantrasyonlarinin disaridan verilen
uridin tedavisiyle veya potasyum depolarizasyonu ile arttirilabilecegini, aridin
tedavisi ile artan ekstraselliler UDP ve UTP konsantrasyonlarina paralel
olarak asetilkolin saliverilmesinin arttigini ve bu artisa P2Y reseptorlerinin
aracilik ettigini gostermisgtir.

Elde edilen sonuglarin pirimidinerjik (noro)transmisyonun varliginin
kanittanmasi  anlaminda bilimsel literatire katkida bulunacagr ve

etiyopatogenezinde kolinerjik ndérotransmisyon azalmasi bulunan Alzheimer



hastaligi gibi bazi beyin hastaliklarinin tedavisinde yeni yaklasimlara yol
gOsterecegi dusunulmektedir.

Anahtar kelimeler: Uridin, primidinerjik transmisyon, in vivo, sigan, asetilkolin



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



(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



GiRiS

Pirimidinler, kimyasal olarak benzen ve piridin'e benzeyen
heterosiklik organik aromatik bilesiklerdir. Pirimidin nukleozidleri olan dridin,
sitidin ve timidin ve bu nukleozidlerin fosfat ekli nukleotid formlari normal
olarak vicutta bulunurlar ve gesitli fizyolojik fonksiyonlarda goérev alirlar. Bu
fonksiyonlar arasinda  Ozellikle iyi incelenmis olanlar  glikojen
metabolizmasinda ve nukleik asit sentezinde aldiklari roller ile ilgili olanlardir.

Yakin zamanl galismalarda Ozellikle Uridin nukleotidleri tarafindan
uyarilan reseptorler (P2Y reseptorleri) klonlanmig ve cgesitli in vitro
preparasyonlarda eksprese edilmistir. Bu reseptorlerin hiicre yuzeylerindeki
mevcudiyeti pirimidin bilegiklerinin sadece hucrelerin iginde bulundugu fikrini
curitmustir. Yeni anlayisa gore pirimidin bilesikleri P2Y reseptorlerini
uyarmak i¢in hlcreler arasi sivida bazal sartlarda bulunuyor ve hatta bazi
hicrelerden saliveriliyor olabilir.

Bu hipotezin gegerliligi in vitro deney duzeneklerinde test edilmis ve
kanitlanmigtir. Yapilan bazi c¢alismalar pirimidin bilesiklerinin trombosit,
I0kosit, solunum epiteli ve glial hicre kulturlerinde ekstraselluler sividaki
varligini ve insan astrositoma htcrelerinin mekanik induksiyonuyla saliverilen
pirimidin  nukleotidlerinin  P2Y4 reseptdr aktivasyonuna neden oldugu
bildirmistir.

Bu bulgular pirimidin nukleotidlerinin, in vivo kosullarda da hacreler
arasi sivida bulunuyor olabilecegine isaret etmektedir. Ancak literatirde
sadece pirimidin ntkleozidleri olan Uridin ve sitidin’in beyin ekstraselliler
sivisindaki varligi in vivo beyin mikrodiyalizi yontemiyle saptanmis olup
henuz pirimidin nukleotidlerinin varligr gosterilememistir. Klonlanan P2Y
reseptorlerinin nukleotidlerce uyarildidi ancak nikleozidlerin bu reseptorleri
uyarabildigine dair herhangi bir bulgu olmadidi g6z o6nune alindiginda,
pirimidin nukleotidlerinin in vivo beyin ekstrasellller sivisindaki muhtemel
varhginin tespit edilmesi, bu bilesiklerin ekstraselliler konsantrasyonlarinin

regule edilip edilemeyeceginin belirlenmesi, ekstraselliler alanda ulasilan



konsantrasyonlarin P2Y reseptorlerini aktive edip edemediginin ve bunun bir
fizyolojik anlaminin bulunup bulunmadiginin incelenmesi 6nemlidir.
Calismamiz bu anlamda literattirdeki ilk kanitlari sunmaktadir.
Bulgularimizin  bilimsel literatire anlamli katki yapacadr ve
etiyopatogenezinde  suglanan faktorlerden biri  azalmig  kolinerjik
norotransmisyon olan Alzheimer hastaligi gibi bazi beyin hastaliklarinin

tedavisinde yeni yaklasimlara yol gdsterecegdi dusuniimektedir.



GENEL BILGILER

l. Pirimidin Bilesikleri

I.A. Pirimidin Bilesiklerinin Kimyasal Yapilari

Pirimidin bilesikleri kimyasal olarak benzen ve piridin’e benzeyen
heterosiklik organik aromatik bilesiklerdir ve alti Gyeli kimyasal halkanin 1 ve
3 numarali pozisyonlarinda birer adet nitrojen atomu tasirlar. Pirimidinler baz,
nukleozid ve nukleotid formlarinda bulunurlar.

Pirimidin bazlan esas olarak DNA ve RNA’nin yapisina katilirlar.
Sitozin hem DNA hem de RNA’nin yapisinda bulunurken, timin sadece
DNA'nin urasil ise sadece RNA'nin yapisinda bulunur. Pirimidin bazlarinin
kimyasal yapisi Sekil 1°de verilmigtir.

NH, O o)
| ~N | NH | NH
N /&O N /go N /&O
H H H
Sitozin Timin Urasil

Sekil-1: Pirimidin bazlarinin kimyasal yapilari.

Pirimidin bazlarina riboz veya 2-deoksiriboz formunda bir seker
molekilintn B-N-glikozit bagi ile eklenmesiyle pirimidin nikleozidleri olusur.
Bu reaksiyonda seker molekulinun 1 numarali karbonu pirimidin bazinin 1
numarall azotu ile birlesir. Olugan pirimidin nukleozidi baz isminin sonuna “—
idin” takisinin getiriimesi ile (érnegin Uridin) ifade edilir. Bazlara riboz
eklendiginde olusan nukleozidler herhangi bir taki almazken, 2-deoksiriboz
eklendiginde ismin Onune “d-“ takisi getirilir. Pirimidin nukleozidlerinin

kimyasal yapilari Sekil 2’de verilmigtir.
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Sekil-2: Pirimidin nukleozidlerinin kimyasal yapilari.

Pirimidin nukleotidleri ise, bir azotlu baz+bir seker (nukleozid) ve
sekerin 5'-hidroksil grubuna kovalent bag ile baglanmig bir veya daha ¢ok
sayida fosfat grubunun eklenmesiyle olusurlar. Eklenen fosfat gruplarinin
sayisi o nukleotidin ismini belirler; bir, iki yada u¢ fosfat grubu eklendiginde
nikleozid ismine sirasiyla mono-, di- ya da tri- fosfat ekleri getirilir. Pirimidin
nikleozidlerine Ug¢ fosfat grubu eklendiginde olusan nukleotidler Sekil 3’te

gOsterilmisgtir.

NH, 0 0
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Sitidin-5'-trifosfat (CTP) | Uridin-5'-trifosfat (UTP) Timidin-5'-trifosfat (TTP)

Sekil-3: Ug fosfat grubu igeren pirimidin niikleotidlerinin kimyasal yapilari.

|.B. Pirimidin Bilesiklerinin Sentezi

Pirimidin bilesikleri vicutta de novo yolak ve kurtarma yolagr adli
mekanizmalar araciligiyla sentezlenirler (1).

Pirimidin ntkleotid sentezinin de novo yolagr, buyume ve gelisme
boyunca oldukc¢a aktiftir. BObrek ve bircok dokuda kurtarma yolagina gore



daha 6nemli bir sentez seklidir (2). Beyinde ise kurtarma yolagi pirimidinlerin
bagslica sentez seklidir.

I.B.a. De novo Pirimidin Biyosentezi

Pirimidin biyosentezinin de novo yolaginda 6nce karbomoil fosfat'tan
dridin-5’-monofosfat (UMP) olusur (Sekil-4). Daha sonra nukleotid kinaz
enzimince katalizlenen ardigik reaksiyonlarla ATP’'den elde edilen fosfat
gruplann UMP’ye aktarilarak sirasiyla UDP ve UTP sentezi gergeklesir
(Sekild).

2ATP
ADR P,
Hiy
karbamaoil
0% “o—@) fosfat
000 ‘
r:m\f_(, ) H‘T "\-\m M/ij\ BAD®  pare 1 ""/‘ﬁj\
L / '“-\ / )\ DA\ C00"
Wi eoo- W N
Aspartat karbamail Dihidrooratat Orotat

asparat FRPF
PR,

Fitess (B)
Orotidin-5'-
monofosfat (OMP)

Arose (B)
Uridin-5"-
monofastat (UMP)

Sekil-4: Pirimidin bilesiklerinin de novo sentez yolagi (1).



Sitidin-5'-trifosfat (CTP) sentezi CTP sentaz enziminin katalizledigi
bir reaksiyonla UTP’den meydana gelir. Sentez icin gereken amin grubu

glutamin’den elde edilir (Sekil-5).

Hy A

-

Q -~ N"/ gl anin: + TP + H.O Al cwiat *(F;- P+ P

o o o© bt A o 0
. o e = n i
O-B-0-R—0-B-0-H,C _0O_ = = O-F-0-F-0
o o o F’ . CTP sentaz o 0O
|4i oH
UTpP

Sekil-5: UTP’den CTP sentezi.

Timin nUkleotidleri DNA’nin  yapisina katildiklarindan deoksi
formunda sentezlenirler. Bu da ilk olarak UDP ya da sitidin difosfat'tan (CDP)
dUMP’nin sentezlenmesini gerektirir (Sekil-6).

CDP =) dCDP csmmnd dCTP
. N . Ukl id
n brzré?]ﬂeazt'd ngzcz%t deaminaz
UDP mmmmmp dUUDP ) TP
dUTPaz
dUMP

Sekil-6: dUMP sentezi.

Daha sonra dUMP timidilat sentaz enziminin katalizledigi bir
reaksiyona dTMP’ye doniistirilir. Sentez igin gereken metil grubu N°, N-

metilen tetrahidrofolat'tan alinir (Sekil-7).
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Sekil-7: dUMP’den dTMP sentezi.

|.B.b. Kurtarma Yolagi

Pirimidin biyosentezinin kurtarma yolagi ise, hicre ici nuikleotid
havuzlarini yerine koymanin daha az enerji harcanarak yapilan yoludur
(Sekil-8). kurtarma yolagi pirimidin nukleozidlerinin (Uridin, sitidin, timidin)
kandan dokulara alinmasi ve nukleotidlerin bu nukleozidlerden dokuda
sentezlenmesini igerir. Ozellikle merkezi sinir sistemi gibi de novo sentezin
cok kisith oldugu, ancak nukleotid ihtiyacinin ise ¢ok fazla oldugu (3)
dokularda kandan alinan pirimidin nuUkleozidleri dokunun ana pirimidin
kaynagini olusturur. Uridin, insanlarda dolasimdaki major pirimidindir ve
plazma konsantrasyonlari yaklasik 3-5 uM'dir (4). Siganlarda sitidin’in
kandaki seviyeleri tridinden yaklasik 3 kat daha yuksektir (5), fakat tridin kan
beyin bariyerinden daha etkin bir sekilde geger (5).



serbest UTP havuzu

aridin kinaz \

dridin e
sitidin deaminaz J{X\
1\ RNA
sitidin ————=  sitidin -\\\\
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!
'y,
74

Sekil-8: Pirimidin nlkleotidlerin kurtarma yolagi (3).

I.C. Pirimidin Nukleotidlerin Pargcalanmasi

Pirimidin nikleotidleri 5’-nUkleotidaz enzimlerinin kataliziyle fosfat
gruplarini kaybederek nikleozidlerine pargalanirlar. Nukleozidler ise pirimidin
nukleozid fosforilaz enzimi araciligiyla riboz-1-fosfat ve serbest bazlara
parcalanirlar. Pirimidinlerin pargalanmasi sonucunda son UrUn olarak -
alanin (CMP ve UMP’nin pargalanmasindan), pB-aminoizobutirat (dTMP’nin
parcalanmasindan), NH3z ve CO; olusur. dTMP’nin pargcalanmasiyla olugsan -
aminoizobdatirat vucuttan atihir. CMP ve UMP’nin pargalanmasindan ortaya

cikan B-alanin ise vucuttan atilabildigi gibi beyin ve kaslarda bulunan

dipeptidler olan karnozin ve anserin’in yapilarina katilabilir (Sekil-9).
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Sekil-9: Pirimidin bilesiklerinin pargalanmasi.

I.D. Pirimidin NUkleotidlerin Biyokimyasal Aktiviteleri

DNA ve RNA'nin yapi taslari olmalarinin yani sira uridin nukleotidler
hicre buylmesi, proliferasyonu, farklilagsmasi gibi fizyolojik olaylari kontrol
eden biyokimyasal yolaklarda merkezi role sahiptir.

|.D.a. Protein Glikozilasyon Reaksiyonlari

Basit veya kompleks sekerlerin  proteine  eklenmesidir.
Glikoproteinlerde bulunan baslica sekerler galaktoz, mannoz, fukoz, N-asetil-
glukozamin, N-asetil galaktozamin ve N-asetil-néroaminik asittir. Glikoprotein
sentezinde kullanilan sekerler baslica UDP’ye baglanarak aktive edilir.
Sekerler serin, treonin ve hidroksilizin kalintilarina kovalent baglanirlarsa O-
glikoproteinler, asparjin kalintilarina kovalent baglanirlarsa N-glikoproteinler
olusur (6). O-Glikozilasyon, 6zgun glikozil transferaz enzimlerinin katalizi
sayesinde nukleotide bagh sekerin protein zincirine direkt olarak
eklenmesiyle olusurken (Sekil-10A), N-glikozilasyonun gseker kalintisini
nukleotid-seker komplekslerinden alip hedef proteine transfer eden dolikol

fosfatlara ihtiyaci bulunmaktadir (6) (Sekil-10B). Bir diger énemli glikozile



bilesik sinifi (GAG). GAG'lar endoplazmik

retikulumda sentezlenen bir protein kora urasil-seker konjugatlari tarafindan

ise glikozaminoglikanlardir

tasinan karbonhidrat kalintilarinin eklenmesi ile olusurlar ve hemen hemen

tum dokularda ekstraselller (7).
Glikozilasyon ve galaktozilasyon yolaklarindaki defektler kognitif bozukluklara

matriksin biyosentezinde rol alirlar

ve hafiza kusurlarina neden olurlar (7).

Glukoz (Glu) Glukozamin (GIcN)

GIV6-P—>Fru-6-P—ora
‘l' AA-NH,

¥<_ Yag A
¥

Glikolitik yolak

SR

gliI\-CoA ‘L

FFA

GlcN-6-P

Uridin
UDP-GlIcNAc
\Locr

Proteinlerin O-hagh
glikolizasyonu

Sekil-10A: Proteinlerin O-Glikozilasyonunda pirimidin ntikleotidlerinin rolt.
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B
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Sekil-10B: Proteinlerin N-Glikozilasyonunda pirimidin nukleotidlerinin rold.
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I.D.b. Fosfolipid ve Glikosfingolipidlerin Sentezi

Hucre membranlarinin temel bilesenleri fosfolipidlerdir ve fosfolipid
miktarlarinin  korunmasi membran batinligunan saglanmasi ve optimal
akigkanhginin belirlenmesinde hayati rol oynar.

Beyinde en bol bulunan fosfolipid olan fosfatidilkolin’in ve bir diger
temel fosfolipid olan fosfatidiletanolamin’in sentezi “Kennedy yolagi” adh
mekanizma Uzerinden gergeklesir (8) (Sekil-11). Molekilin amin kismi (kolin
veya etanolamin) diagilgliserol’e (DAG) katilmadan énce CDP ile birleserek
aktive edilmelidir. Bu reaksiyon CDP-kolin veya CDP-etanolamin olugsumuna
yol acar. Hucre igindeki CTP havuzu sitidin’in re-fosforilasyonundan ya da
uridin’in metabolizmasindan olusabilir. Sitidin’e nazaran daha etkin bir sekilde
kan beyin bariyerini gecgebilen dolagsimdaki dridin, beyin dokusunda CTP
sentezinin ana kaynagini olusturur (5). Bunun bir sonucu olarak hucre igi

UTP duzeyleri yeni sentezlenen fosfolipid miktarinin temel belirleyicisidir (9).

Sitidin KOLIN
Uridin | —=™  Sitidin
\ } KK
\ |
\ CTP |

UTP =M. CTP + FOSFOKOLIN

DYA
(DHA, EPA AA) CT

!

DAG + CDP-KOLIN

CFT

FOSFATIDILKOLIN

Sekil-11: Kennedy yolag!i Uzerinden fosfolipid biyosentezi. (8) KK: kolin
kinaz, CT: fosfokolin sitidil transferaz, CFT: kolinfosfotransferaz, CYDA:
¢oklu doymamig yag asitlerii DHA: dokozahekzaenoik asit, EPA:
eikozapentaenoik asit, AA: arasidonik asit.
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Sadece proteinler degil lipidler de (6rn., seramidler) endoplazmik
retikulum limeninde glikozile ve galaktozile edilebilirler (10). Seramidlerin
galaktozilasyonunu myelinize hicreler ve spermatogonya gibi yiksek
derecede Ozellesmis hicrelerde bulunan UDP-galaktoz:seramid
galaktoziltransferaz (GalT-1) enzimi katalizler. Cesitli seker ve sialik asit
kalintilarinin  veya fosfatidilkolin’den  serbestlesen kolin'in  seramid’e
baglanmasiyla sirasiyla gangliozidler ve sfingomyelin (Sekil-12) sentezlenir
(7). Bu kompleks molekuller plazma membraninin dis tabakasinin ve

aksonlari ¢cevreleyen myelin kilifin dnemli bilegenleridir.

0
Ry —C—0O—CH ]
1—C—0 | 2 tﬁ» Ry —C—0O—CH, ﬁ
—C—0—C—R
(Ha § Hgo R H—C—0—C—R;
CHy—N—CH,—CH—O— T_O_ CH, Ho— i,
CH3 OH
Fosfatidilkolin DAG
OH OH H
! 0 H HC—C=C— (CHg);;— CH
ﬁ TH?*C‘:C—(CHZ)H—CH3 . il |‘\, ClHJ' 2h2 3
R—C—N—CH H —cC | ﬁ CH3
HyC— OH Sfingomyelin Hzc—O—lp—o—CHz—cnz—rl.!—cu3
sentetaz OH CHs
Seramid ) .
Sfingomyelin

Sekil-12: Seramid’den sfingomyelin sentezi.

I.D.c. Glikojen Sentezi

Glikojen vicudun ana glikoz depo formunu olusturan bir
polisakkariddir. Baslica karaciger ve kaslarda sentezlenir, ayrica beyin,
uterus ve diger dokularda da sentezi mevcuttur. Glikojen molekulindn zincir
uzamas! her basamakta UDP-glukoz'dan gelen bir glukoz molekilinin
eklenmesiyle gerceklesir ve her reaksiyonda bir UDP molekulu saliverilir (11)
(Sekil-13). Glikojen Uretimini kontrol eden glikojen sentaz enziminin aktivitesi
ve protein duzeyleri UTP ve glukoz bulunabilirligine bagli hicre i¢i UDP-
glukoz duzeyleri tarafindan dizenlenir. Hucre igi UTP konsantrasyonlarindaki
bir azalma glikojen sentezini de azaltir ve bu durum kultar sivisina uridin
ilavesiyle duzeltilebilir (11). Ayrica glukoz yoksunlugu hcre i¢ci UDP-glukoz

depolarinin hizlica bosalmasina yol acar. bu durum da glikojen sentaz
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aktivitesini inhibe ederek glikojen sentaz mRNA’sini ve protein duzeylerini
azaltir (12).

Glukagenin'in
5 LDP-glukoz 2R
H — tirozin kahntis |
. H o o] o=
OH H 1 I I . |
oH = o —F —0 —P —o —ridin Ho C—CH
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. A |
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glukoz 4 H O =0
kalintis <H H 1 I
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OH - o DR
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CH2OH CHaOH
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oH o | o —@—c —CH + LUDP
H Ay =0-8 H i i P~:1H
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Sekil-13: Glikojen biyosentezi (11).

|.E. Beyinde Pirimidin Bilesikleri

Beyinde de novo pirimidin sentezinin varligi — karacigere kiyasla
daha dlsuk oranda olsa da — kanitlanmistir (13). Beyin pirimidin dizeylerinin
ne kadarinin de novo senteze bagimh oldugu bilinmese de, dolagimdaki
sitidin ve Uridin’in elektrofizyolojik aktivite, karbonhidrat ve fosfolipid igeriginin
surekliligi icin hayati oldugu bilinmektedir (3,14). Bu ylzden beynin
dolasimdaki pirimidinlere ihtiyaci bulunmaktadir ki bu da pirimidinlerin plazma
konsantrasyonlarinin ve tasiyici proteinlerinin beyin pirimidin duzeyini
belirlemede énemli oldugunu diisiindiirmektedir. insanda dolagsimdaki baskin
pirimidin Uridin iken (15) siganlarda sitidin’dir (4). Deney hayvanlarinda uridin
ve sitidin’in plazma konsantrasyonlarini arttiran oral (9) veya parenteral (16)
tedaviler bu pirimidinlerin beyin dizeylerini de arttirmaktadir.

Pirimidin nukleozidleri iki farkli tagiyici protein ailesi olan “Konsantre
Edici Nukleozid Tasiyicisi (Concentrative Nucleoside Transporter; CNT)”
(17) ve “Dengeleyici Nukleozid Tasiyicisi (Equilibrative Nucleoside
Transporter; ENT)” (18) vasitasiyla hicrelere alinirlar. CNT ailesi sodyum-

bagimh yuksek afiniteli tasimadan, ENT ailesi ise sodyumdan bagimsiz
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dusuk afiniteli tasimadan sorumludurlar. Disaridan verilen pirimidin
nukleotidleri fosfat gruplarini kaybederek kana uridin ve sitidin olarak gecerler
(15). Uridin ve sitidin’in beyin hiicrelerine alinmasi icin énce kan-beyin
bariyeri (KBB) Uzerindeki tasiyicilar araciliiyla beyin ekstrasellller sivisina
sonra da hucre zarindaki tasiyici proteinler tarafindan hucre igine alinmasi
gerekir. CNT ve ENT ailesinin Uyeleri hem KBB hem de hucre zarlari
uzerinde bulunmaktadir (5). Bu sayede kanda bulunan serbest niikleozidlerin
beyin hicrelerine alinmasi mumkin olmaktadir. Disaridan verilen sitidin ve
uridin’in beyne geg¢mesi bu tasiyicilar araciliiyla olsa da, literattr bilgisi
insanda fizyolojik kosullarda Uridin’in sitidin’e gore daha kolay beyne geciyor

olabilecegine isaret etmektedir (5).

Il. P2Y Reseptorleri

Nukleotidlerin iki farkli (P2X ve P2Y) reseptor ailesini aktive ettikleri
bilinmektedir. P2X reseptdr ailesi iyonotropik reseptdrlerdir ve sadece adenin
nikleotidleri tarafindan uyarilabilirler. P2Y ailesi ise G proteine bagh reseptor
ailesinin tyesidir ve merkezi sinir sistemi de dahil olmak tizere hemen hemen
tum dokularda bulunurlar. P2Y reseptorleri ligand olarak hem adenozin hem
de duridin nikleotidlerini  tanirlar (19). P2Y reseptoérleri 7 hidrofobik
transmemran bdlge (TMs), 3 ekstraselliler halka (ELs) ve 3 intrasellller
halka igerirler (Sekil-14). Reseptor proteinleri 328 (P2Y6) ila 377 (P2Y4)
amino asit'ten olusur, molekul agirliklari 41-53 kDA'dur.
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Sekil-14: P2Y reseptorlerine bir 6rnek olarak P2Y12 reseptdrinin yapisi.

insanlarda bugiine kadar 8 adet P2Y reseptorii (P2Y1, 2, 4, 6, 11,
12, 13, 14) tanimlanmistir (20). P2Y1, P2Y11, P2Y12 ve P2Y13 reseptorleri
adenin nukleotidlerine duyarhdir, fakat Uridin ndkleotidlerini tanimazlar. P2Y2
ve P2Y4 reseptorleri ise hem ATP hem de UTP tarafindan aktive edilebilir.
Uridin niikleotidleri UTP, UDP ve UDP-glukoz hem periferik hem merkezi
sinir sisteminde yaygin olarak ekprese edilen P2Y2, P2Y4, P2Y6 ve P2Y14
reseptor alt tiplerini aktive edebilirler (20). P2Y2, P2Y4, ve P2Y6 reseptorleri
UDP ve UTP tarafindan aktive edilirler. Uyarildiklarinda Gq proteinler
tzerinden fosfolipaz C aktive olur, hicre i¢ci DAG, inositol trisfosfat (IP3) ve
takiben kalsiyum artisi meydana gelir (21,22). P2Y14 reseptorleri selektif
olarak UDP-glukoz ve diger UDP-sekerler tarafindan uyarilirlar (23).
Uyarildiklarinda Gi proteinler Uzerinden adenilat siklaz aktivitesini inhibe
ederek hiicre ici siklik AMP (SAMP) dlzeylerini azaltirlar (23). Uridin
nukleotidleri igin yeni bir reseptdr olan GPR17 beyin, kalp ve bobrekte yaygin
olarak bulunur ve UDP, UDP-glukoz ve UDP-galaktoz tarafindan aktive edilir
(24). Gi proteinler Gzerinden etki eden bu reseptor ayrica arasidonik asit
metabolizmasindan elde edilen pro-inflamatuar molekuller olan sisteinil-
|0kotrienler tarafindan aktive edilebilir (24,25).

Merkezi sinir sisteminin gesitli fonksiyonlarinda P2Y reseptorlerinin

katilimi oldugu buglne kadar yapilan in vitro ve in vivo c¢alismalarda
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kanitlanmigtir. P2Y reseptor uyarimi sinir hucrelerinin  proliferasyon,
farkhlasma ve buyumesinde gorevlidir. P2Y reseptorlerinin néronal buyime
ile iligkisi PC12 hucrelerinde (26,27), insan SH-SY5Y néroblastoma
hicrelerinde (28), dorsal kék ganglion hicrelerinde (26,29) ve fare siyatik
sinirinde (26) gosterilmistir. P2Y reseptor uyarimi ayrica hucreler arasi sinyal
iletimi, norotransmisyon ve uzun-sureli potensializasyonda (long-term
potentiation [LTP]) rol alir. Uridin niikleotidleriyle uyarilan P2Y reseptorlerinin,
ndradrenalin, glutamat gibi nérotransmitterlerin salinimina (30,31) ve uzun
sureli potensializasyona (LTP) (32) aracilik ettigine dair kanitlar
bulunmaktadir. Buna ilaveten P2Y  reseptorlerinin  uyariimasinin
ndroproteksiyon ve hlcre yasam suresinin uzatiimasinda (survival) rol
oynadigi gosterilmistir. UDP verilmesiyle sigcan mikroglial hucrelerinin
morfolojisinde aktin reorganizasyonuyla hizli bir degisim oldugu ve guglu bir
fagositoz basladigi gosterilmigtir (33). Ayrica, uridin nukleotidlerinin beyin
hasarina cevap olarak, reaktif astrogliozis slrecini baglatarak saglikli ve
hasarli doku arasinda bir bariyer formu olusturdugu bulunmustur (34). Uridin
nikleotidleri P2Y reseptdrlerini aktive ederek bcl-2 ve bcl-xI gibi anti-
apoptotik genleri uyarmak ve bax gibi pro-apoptotik genleri baskilamak
suretiyle apoptozu baskilarlar (35). Uridin nikleotidleri tarafindan uyarilan
P2Y2, P2Y4, P2Y6 ve P2Y14 reseptorlerinin beyinde goérev aldigi
fizyopatolojik olaylar ve molekiler mekanizmalar bu sekilde 6zetlenebilirken
(36) (Sekil-15) bugln icin beyin fonksiyonlarinda GPR17 reseptorlerinin

gorevleri hentiz bilinmemektedir.
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Sekil-15: P2Y reseptor uyariminin etkileri. NGF: sinir baylume faktoru, PIP,:
fosfatidilinositol bisfosfat, PLCy: fosfolipaz C gama, PKCS&: protein kinaz C
delta.

II.LA. Pirimidinlerin Ekstraselltler Ortamdaki Varhgi

NuUkleotidlerin sadece hucre iginde degil hucre diginda da
bulunabilecegi gorusu yaklasik 40 yil 6nce ortaya atilmigtir. 1970’li yillarda
ATP’nin klasik nérotransmitterlerle birlikte depolanip saliverilebilecegdine dair
bulgular (37) “pirinerjik transmisyon” kavraminin ortaya atiimasina yol
acmistir (38). Ayni kavram daha sonra pirimidinler i¢cin de gindeme gelmisgtir.
Beyinde pirimidin nukleotidlerine duyarli P2Y reseptorlerinin tanimlanmasi
(20) ve bu nukleotidlerin kulturdeki glial hucrelerden saliverildiklerinin
gosterilmesi (39) pirimidin nukleotidlerinin ekstraselliler sinyal molekdlleri
olduguna ve merkezi sinir sisteminde “pirimidinerjik transmisyona”
katildiklarina isaret eder.

EkstrasellUler sividaki pirimidin ntkleotid miktarlari trombosit, 16kosit,
solunum epiteli ve glial hiicre kiiltirlerinde (40) Slctilmistiir. ilaveten, beyin
ekstrasellller sivisindaki Uridin ve sitidin dizeyleri de in vivo mikrodiyaliz
yontemiyle belirlenmistir (41-43).

Batin bu bilinenlere ragmen in vivo sartlarda beyin ekstrasellller
sivisindaki dridin nikleotid dizeyleri hakkinda literatirde herhangi bir bilgi

bulunmamaktadir. Ayrica in vitro ya da in vivo sartlarda disaridan dridin
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verilmesinin beyin ekstraselluler sivisinda uridin ve Uridin nukleotidlerinin
dizeylerine etkileri henuz arastirlmamistir. Calismamizda, literatirdeki bu
eksiklikleri gidererek hem in vivo bazal kosullardaki dridin nukleotid
dizeylerini belirledik, hem de digsaridan verilen uridin’in beyin ekstraselltler
sivisina uridin nukleotidlerinin saliverilmesine ve dolayisiyla pirimidinerjik

transmisyona katkisini arastirdik.

ll. Uridin’in Kolinerjik Norotransmisyon Uzerine Etkileri

Uridin nUkleotidleri P2Y reseptorleri araciliiyla beyindeki birtakim
fonksiyonlara aracilik ederken ayni zamanda ¢esitli ndrotransmitter sistemleri
ile etkilesimler gosteriyor olabilir.

Asetilkolin, merkezi ve periferik sinir sisteminde nikotinik ve
muskarinik reseptorleri araciligiyla etki gosteren bir norotransmitterdir (44).
Periferde cizgili kas kasilmasini stimile eder. Ayni zamanda otonom sinir
sisteminin  parasempatik kisminin  noérotransmitteridir.  Merkezi  sinir
sisteminde plastisite ve uyarilabilirlik gibi noromodulator fonksiyonlari
bulunur. Ozellikle 6grenme ve kisa sireli hafizanin olusmasinda gérevlidir
(45). Asetilkolin, kolin asetiltransferaz enzimi katalizorlugunde 6n maddesi
olan kolin’den sentezlenir ve sinaptik aralikta asetilkolin esteraz enzimi ile
derhal yikima ugratilarak gorevine son verilir. Sinaptik aralikta bulunan
asetilkolin miktarinin artirilmasi Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan
stratejilerden bir tanesi ve en onemlisidir. ClUnku Alzheimer hastaliginda
kolinerjik noérotransmisyon azalmis bulunmaktadir (46). Bu amacla
ginimuzde en vyaygin olarak kullanilan Alzheimer ilaglari donepezil,
rivastigmin ve galantamin gibi asetilkolin esteraz enzim inhibitorleridir. Sinir
uclarindan asetilkolin saliveriimesinin artirlmasi da sinaptik aralikta bulunan
asetilkolin miktarini artirabilecek mekanizmalardan bir tanesidir (47). Bu
mekanizmay! harekete gecirecek bilesikler ileride Alzheimer hastaliginin
tedavisi icin bir segenek olabilirler. Disaridan verilen kolin'in beyinde
asetilkolin sentez ve saliveriimesini artirdigr Prof. Dr. Richard Wurtman’in

laboratuvarindaki calismalarda gosterilmigtir  (47,48). Ancak kolin’in
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Alzheimer hastaliginda bir tedavi ajani olarak kullanimi kabul gormemigtir.
Parin bilesiklerinin fare noromuskuler kavsaginda muhtemelen P2Y12 ve
P2Y13 reseptorleri araciigiyla asetilkolin  saliveriimesini  azalttigi
gosterilmistir (49). Henuz reseptor siniflamasinin tam olmadigi eski yillarda
yapilan bazi c¢alismalarda da ATP’nin c¢esitli in vitro preparasyonlarda
asetilkolin saliverilmesini degistirdigi bildirilmistir (50). Bir pirimidin nukleotidi
ve uridin kaynagi olan UMP’nin kronik olarak oral yolla verilmesinin yash
siganlarin striatum’unda asetilkolin sentez ve saliverilmesini artirdigi yakin
zamanda gOsterilmisgtir (51). Bu c¢alismada kolinerjik norotransmisyon
arisinin - muhtemel mekanizmasi olarak dridin'in “Kennedy yolag:”
araciligiyla beyin membran sentezini artirmasi gosterilmis ancak akut olarak
verilen gesitli pirimidin bilesiklerinin kolinerjik transmisyona etkileri ve etkide
reseptor araciligi incelenmemigtir (51). Yakin zamanli diger arastirmalarda
Alzheimer hastalarinin beyin-omurilik sivisinda uridin konsantrasyonlarinin
yas-uyumlu normal bireylere gére daha dusuk oldugunun (52) ve beyin
korteksinde P2Y2 reseptor duzeylerinin azalmasinin Alzheimer hastaliginin
noropatolojisi ile iligkili oldugunun (53) gdsterilmesiyle, Alzheimer hastaliginin
tedavisinde yeni anlayiglari ortaya ¢ikarabilme potansiyeli olan pirimidinerjik
(n6ro)transmisyonun in vivo sartlarda detayli olarak karakterize edilme
gereksinimini daha da arttirmistir.

Bu sonuglar Isiginda calismamizin, pirimidinerjik
(ndro)transmisyonun varliginin kanitlanmasi anlaminda bilimsel literature
katkida bulunacagini ve etiyopatogenezinde kolinerjik ndrotransmisyon
azalmasi bulunan Alzheimer hastaligi gibi bazi beyin hastaliklarinin

tedavisinde yeni yaklagsimlara yol gésterecedini disunuyoruz.
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GEREC ve YONTEM

Bu calismada Uludag Universitesi Deney Hayvanlari Yetistirme ve
Arastirma Merkezi'nden temin edilen yaklagik 300-350 g agirhginda
Sprague-Dawley turu erigskin erkek sicanlar kullanildi. Siganlar, deney
oncesinde 4’lt gruplar halinde tutuldu ve su ve yem alimlari serbest birakildi.
Siganlarin bulundugu ortamin isisi 20-24°C olacak sekilde sabitlendi ve oda
12 saat aydinlik-12 saat karanlik (07.00-19.00 arasi aydinlik) dongusuyle
aydinlatildi. Tim deneyler Amerikan National Institutes of Health (NIH)
tarafindan yayimlanmis “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
adli kilavuzun dnerileri dogrultusunda yapildi.

Bu calisma Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (Karar no: 2011-11/07).

l. Cerrahi iglemler

I.LA. Periton Kanulu Yerlestirilmesi

in vivo mikrodiyaliz deneyleri icin, ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (10
mg/kg) ile anestezi altina alinan siganlara dnce periton kanull yerlestirildi. Bu
islem icin karin boslugunun sol orta kismina (karacigere hasar vermemek
icin) cap! kalin bir enjektor ignesi (18G) batirldi, polietilen bir kanul (PE50)
bu ignenin icinden gegcirilerek periton bosluguna dogru ilerletildi ve karin
duvarina dikilerek sabitlendi.

I.B. Mikrodiyaliz Probu Yerlestirilmesi

in vivo mikrodiyaliz deneyleri igin, ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (10
mg/kg) ile anestezi altina alinan siganin kafa derisi traslandi ve sigcan
stereotaksik alete yerlestirildi (Sekil-16). Cerrahi islem yapilacak bdlgede
siganlarin kafasina orta hattan cilt ve cilt alti dokular gegilerek 2 cm’lik
insizyon acildi. Bu bolgede kanama kontrol altina alindi ve fasyalar
uzaklastirilarak bregma gorunur hale getirildi. Takiben bregma noktasi

referans alinarak sol striatum’un koordinatlari (Paxinos ve Watson sican
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beyin atlasina gore 6n-Arka: +1 mm; yan: +2.8 mm; vertikal: -6 mm)
hesaplandi ve bu koordinatlara uyan noktada kafatasi Uzeri isaretlendi. Bu
noktalardan kuglik el matkabi yardimi ile beyne hasar vermeksizin delik
acildi. ElI yapimi mikrodiyaliz probu stereotaksik alet Uzerine yerlestirilerek
¢cok yavas bir hizla bu acilan delikten gecirilerek, diyaliz edilecek striatum’a
kadar ilerletildi. Bu yerlestirme sonrasi probun kafatasinin Ustliinde kalan
kismi disgci akriligi (Zinc polycarboxylate cement, Adhesor Carbofine, Spofa
Dental a.s., Praha) ile kafatasina sabitlendi. Akriligin kurumasi beklenip
diyaliz probunun stereotaksik alet ile olan baglantisi kesildi ve sigan
stereotaksik alet Gzerinden kaldirilarak tek basina bir kafese yerlestirildi ve

cerrahinin etkilerinin gegmesi icin bir gtin dinlendirildi.

..

Sekil-16: Siganin stereotaksik alete yerlestiriimis hali. Bregma noktasinin
bulunup striatum koordinatlarinin hesaplanmasi, mikrodiyaliz probunun
yerlestirilmesi.

I.C. intraserebroventrikiiler (i.s.v) Kaniil Yerlestirilmesi

Pirimidinerjik aktivasyon ile kolinerjik norotransmisyonun arttigini
tespit ettigimiz deneylerin devaminda bu etkinin mekanizmasini arastirmak
icin P2Y reseptor blokaji yapmak amaci ile anestezi altinda striatal

mikrodiyaliz probu vyerlestirilen siganlara ilaveten sag lateral ventriklle
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(Paxinos ve Watson si¢an beyin atlasina gore on-Arka: -1 mm; yan: -1,5 mm;
vertikal: -4 mm) el yapimi enjeksiyon kanulu yerlegtirildi.

|.D. Kan ve Doku Ornegi Eldesi

Ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) ile anestezi altina alinan
siganlardan serum pirimidin konsantrasyonlarinin analizi i¢in bazal durumda
(0. saat) ve i.p. dridin (0,1-1 mmol/kg) enjeksiyonundan 1, 2, 4 ve 8 saat
sonra 22G enjektor ignesi yardimiyla kardiyak ponksiyon yapilarak 200 pL
kan 6rnegi alindi. Kan drnekleri vakit kaybetmeden 4°C’de 10,000 G hizinda
santrufuj edilerek serumlari ayrildi; bu serumlar donduruldu ve analiz edilene
kadar -20°C’de saklandi. Sonrasinda sicanlarin kafalari sivi azota daldirildi
ve kafataslari agildi.

Nukleotidler dekapitasyonu takiben beyin ornegdi elde edilene kadar
gecgen sire iginde parcalandigindan (54), daha 6nce tarif edilen ve “in vivo
dondurma” (9,55) adli bir yéntem kullanilarak nukleotidlerin bozunmasini
Onlemek suretiyle beyin dokulari elde edildi. Buna gore, kardiyak ponksiyonla
kan ornegi eldesinin hemen ardindan anestezi altindaki sigcanlarin kafa
derilerinde bir insizyon acilarak kafatasi gérunur hale getirildi ve siganlarin
kafalari 45 saniye boyunca sivi azota daldirildi. Beyin dokusundan 6rnek
almak amaciyla donmus kafatasindan 1 cm c¢apinda bir kemik pargasi bir
doku homojenizatéri (Polytron PT 10-35, Kinematica AG, Lucerne,
Switzerland)  yardimiyla  kaldirildi.  Bu  homojenizatérin  6zelligi
homojenizatérin saftindan 4 mm disari uzanan ve birbirinden 1.1 cm
mesafede bulunan iki keskin bicaga sahip olmasidir. Yiksek hizda
cahstinldiginda homojenizatorin bigaklari kafatasindan 1 cm c¢apinda
dairesel bir parga kesilmesini saglamaktadir. Dairesel kemik parcgasi
kaldirildiginda korteks tabakasindan bir parga donmus beyin dokusu 6rnegi
bisturi ucu yardimiyla elde edildi.

in vivo dondurma yéntemiyle elde edilen beyin dokusu 6rnekleri yine
ayni doku homojenizatéri (Polytron PT 10-35, Kinematica AG, Lucerne,
Switzerland) kullanilarak PSB069 (10 uM) iceren soguk deiyonize suda

homojenize edildi.
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Serum Ornekleri ve beyin dokusu homojenatlari %80’lik metanol
cOzeltisi ile ekstrakte edildi, liyofilizatorde kurutuldu ve kigik hacimlerde
deiyonize su ile sulandirildi ve HPLC'ye enjekte edilerek analiz edildi. Uridin
ve uridin nukleotidlerin dokudaki seviyeleri mg doku basina pikomol olarak
ifade edildi.

II. Mikrodiyaliz

Mikrodiyaliz yontemi kullanilarak beynin ve diger bazi organlarin
cesitli bolgelerinde ektraselluler ortamdaki endojen madde miktarlar
Olculebilir. Mikrodiyaliz prensip olarak basit difiuzyon kuralina dayanan bir
yontemdir. Basit difizyonda sivi i¢cindeki ¢6zinmuis maddelerin yari gegirgen
bir zardan ¢ok yogun olduklari ortamdan, az yogun olduklari ortama
gecmeleri s6z konusudur. in vivo beyin mikrodiyalizinde, beyinde bulunan
ancak kullanilan diyaliz sivisinda olmayan maddeler yari gegirgen membrani
diftizyon ile gecerek toplanan Orneklere (diyalizat) gecerler. Elde edilen
orneklerde Olcilmek istenen endojen molekiller HPLC ve kapiller
elektroforez gibi hassas olgum sistemleri kullanilarak degerlendirilir. Sistemik
ilag verilmesi veya diyaliz sivisina ilag eklenmesi sonrasi, incelenen beyin
bdlgesindeki ndrotransmitter ve metabolitleri Gzerindeki etkileri gozlenebilir
(56).

Cahgmalarimizda kullandigimiz in vivo beyin mikrodiyalizi yontemi
ile ekstrasellller sivi orne@i eldesi ve analizi sematik olarak Sekil 17°de
gOsterilmisgtir.

in vivo beyin mikrodiyalizi igin bdlimimizde gelistirilen ve kendi
yaptigimiz problar (Sekil-18) kullanildi. Mikrodiyaliz problari PPD igne uglari
(26 G), kapiller boru (OD 165, ID 99, Polymicro), epoksi yapistirici ve plastik

cubuklardan imal edildi.
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Sekil-17: in vivo beyin mikrodiyalizi ile ekstraselliiler sivi drnegi eldesi ve
analizinin sematik gosterimi.

.
Metal goévde

Sekil-18: (A) Diyaliz probunun sematik gdsterimi. (B-C) Kapiller ve membran
arasindan sivinin gegisi ve diyalizatin toplanmasi.

in vivo mikrodiyaliz deneyleri anestezi etkilerini énlemek amaciyla
cerrahiden 24 saat sonra gergeklestirildi. Deney glnu kafesinden alinan
sicanlar deney yapilacak laboratuvara getirilip ortama adaptasyon igin
herhangi bir islem yapilmadan 1 saat beklendi. Bu saatin sonunda siganin sol
striatum boélgesine implante edilen diyaliz probuna giris kanull takilip
hazirlanan Krebs soltisyonu (148 mM NacCl, 3.0 mM KCI, 1.4 mM CacCl2, 0.8
mM MgCI2, 1.3 mM NaH2PO4, 0.2 mM Na2HPO4, pH 7,4) ile 2 pl/dk hizinda
diyaliz yapildi.
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Krebs solusyonuna ayrica segici olmayan bir niukleozid trifosfat
difosfohidrolaz (NTPDaz) inhibitori olan PSB069 (Tocris Bioscience, Bristol,
UK) maddesi eklendi. Bu madde NTPDaz 1, 2, ve 3'U benzer potenste inhibe
ederek nukleotidlerde bulunan fosfat gruplarinin  pargcalanmasini
Oonlemektedir (57).

[ll. Deney Plani

lI.LA. Beyin Uridin ve Uridin Niikleotid Diizeylerinin incelenmesi
Ornek toplama 30 dakikalik periyodlarda yapildi ve her 6rnek 60 pL

hacim icinde toplandi (2 pL /dk x 30 dk = 60 pL). ilk 90 dakika boyunca
sicana herhangi bir ilag enjeksiyonu yapiimadan bazal kosullardaki 6rnekler
toplandi. Boylece ilk 3 6rnek bazal kosullarda elde edilmis oldu. Ugunci
ornegin toplanmasinin ardindan periton kanuli yoluyla i.p. dridin (0.1, 0.5 ve
1 mmol/kg) enjeksiyonu yapildi. Takiben beyin ekstrasellller sivisi érnekleri
toplanmaya devam edildi ve deney baslangicindan itibaren 6.5 saatin
sonunda Ornek toplamaya son verildi.

l1.B. Beyin Uridin ve Uridin Nikleotid Dlzeylerine Potasyum
Depolarizasyonunun Etkilerinin incelenmesi

in vivo mikrodiyaliz ile ekstraselliiler alandaki pirimidin niikleotidlerinin

salinimi Uzerine yuksek potasyum seviyelerinin etkisini incelemek igin
perfuzyon sivisina yuksek konsantrasyonda potasyum klortr (KCI) eklendi.
Potasyum depolarizasyonu vyapilan deneylerde ilk U¢ bazal 6rnegin
toplanmasini takiben perflizyon sivisi degistirildi ve 52 mM konsantrasyonda
KCI iceren yeni perflizatla 2 saat boyunca mikrodiyaliz ornegi toplandi.
Krebsin osmolaritesini ayarlamak igin eklenen KCI'ye ekimolar NaCl azaltildi.
Takiben perfuzyon sivisi yine degistirildi ve normal (3 mM) KCI iceren
perflizat ile deney sonuna kadar diyaliz 6rnegi toplandi.

I1.C. Pirimidinerjik  Transmisyon Artisinin Kolinerjik
Norotransmisyon Uzerine Etkisinin Aragtiriimasi

Pirimidinerjik transmisyon artisinin diger ndérotransmitter sistemleri

ile etkilesimini arastirmak amaciyla yapilan in vivo deneylerde perflizyon
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sivisina 10uM eserin (fizostigmin, kolinesteraz inhibitérii) eklendi. ilk tic bazal
ornegin toplanmasini takiben pirimidinerjik transmisyonu arttirdigini
belirledigimiz en yuksek uridin dozu (1 mmol/kg) i.p. yoldan enjekte edildi ve
yine 2 pl/dk perfizyon hizi altinda her 30 dakikada bir mikrodiyaliz 6rnegi
toplanarak ekstrasellliler asetilkolin konsantrasyonlari analiz edildi.

[lI.D. Kolinerjik Norotransmisyon Artisinin Mekanizmalarinin
Arastirilmasi

Pirimidinerjik aktivasyon ile kolinerjik norotransmisyonun arttigini
tespit ettigimiz deneylerin devaminda bu etkinin mekanizmasini arastirmak
icin P2Y reseptdr blokaji yapildi. Bu amacgla anestezi altinda striatal
mikrodiyaliz probu yerlestirilen siganlara ilaveten intraserebroventriktler
(i.s.v.) enjeksiyon kanulu yerlegtirildi. Antagonist deneylerinde tguncu bazal
mikrodiyaliz 6rneginin toplanmasindan (ve i.p. uridin enjeksiyonundan) 15
dakika 6nce secici olmayan bir P2 reseptor antagonisti olan Suramin (1 uM)

I.s.v. yoldan 10 ul Krebs iginde yavasca enjekte edildi.

IV. HPLC (High Performance Liquid Chromatography, Yuksek
Performansh Sivi Kromatografisi) Analizleri

IV.A. Uridin ve Uridin Nukleotidlerin Analizi

Serum ve beyin doku o6rneklerinde uridin ve dridin nikleotidleri
HPLC (Hitachi, Tokyo, Japonya) kullanilarak analiz edildi. Analizlerde diode
array dedektor ve koruyucu kolon (Supelco Discovery HS C18 Supelguard,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). bagli ters faz kolon (Thermo Scientific
Hypersil ODS, 5um, 150mmx4,6mm |.D) kullanildi. Serum ve beyinde uridin
%0.1 metanol iceren 4 mM’ lik K;HPO,4 mobil fazi ile pH: 5.8 de 1ml/dk akis
hizinda ayristirildi. 260 nm dalga boyunda diode array dedektor ile ol¢uldi ve
standartlarin yerine gére tanimlandi.

Primidin nidkleotidleri UDP ve UTP ise koruyucu kolon bagh (Partisil
SAX 7.5x 4.6 mm, Alltech, Deerfield, IL, USA) kuvvetli anyon dedgistirici kolon
(Macherey-Nagel Nucleosil SB 5um, 150mmx4,6mm [.D) kullanilarak 200
mM NaH,PO, iceren mobil fazi ile pH 2.8 de, 1ml/dk akis hizinda ayristirildi.
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Pikler 260 nm dalga boyunda diode array dedektor ile O&lguldu ve
standartlarin yerine gore tanimlandi. Pirimidin nikleotidlerinin in vivo
mikrodiyaliz 6rnedinde tespitine dair temsili kromatogram ve diode array
dedektor gorantisu Sekil 19'da, laboratuarimizda kullandigimiz HPLC cihazi

ise Sekil 20°’de sunulmustur.

Sekil-19: in vivo mikrodiyaliz érnegine pirimidin nikleotidlerin analizi.
Pirimidin nukleotidlerinin in vivo mikrodiyaliz 6rneklerinde tespitine dair temsili
bir kromatogram (A) ve diode array dedektér goruntist (B). Yukaridaki
kramatogramda bazal drnekler mavi ile, standart eklenmis ornekler yesil ile
ve sadece standartlar turkuaz ile boyanmistir.
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Beyin ekstraselluler uridin konsantrasyonlarinin duguk mikromolar
seviyelerde oldugu rapor edilmistir (41) ve muhtemelen ekstraselltler Gridin
nikleotid konsantrasyonlari daha da dusuktir. Bu yuzden galismada uridin
ve wridin ndkleotid piklerini mikrodiyalizatlara bilinen miktarlarda standart
ekleyerek tanimladik. Her bir mikrodiyaliz 6rneginin 20 mikrolitresi Uridin ve
aridin nikleotidlerin analizi igin enjekte edildi. Ayrica 20 pl 6rnek icine 10
pmol uridin ve Uridin ndkleotidlerin standartlari eklenerek HPLC'ye enjekte
edildi. Bu metod ile Uridin ve uridin nukleotidlerin pikleri guvenilir bir sekilde

belirlenmistir.

Sekil-20: Laboratuvarimizdaki HPLC sistemi.

IV.B. Asetilkolin ve Kolin Analizi

Asetilkolin ve kolin HPLC (Hitachi, Tokyo, Japonya) kullanilarak
analiz edildi. Analizlerde birbiri ardina baglanmis bir enzimatik kolon ve bir
katyon degistirici kolonu igeren kolon sistemi kullanildi. 0.5 M NaHPO,
iceren mobil faz (pH 8.5) kullanildi. Pikler Elektrokimyasal (EC) dedektor ile
dlclldi. In vivo mikrodiyaliz érneginde asetilkolin ve kolin analizlerine ait

temsili kromatogram Sekil 21°de sunulmustur.
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Sekil-21: Asetilkolin ve kolin temsili HPLC kromatogrami.

V. Kit Analizleri

V.A. Diagilgliserol (DAG)

Beyin dokusunda DAG duzeylerinin analizi ticari bir ELISA Kkiti
(Cusabio, Hubei Province, China) kullanilarak yapildi. Kitin analiz prensibi
beyin dokusu Orneklerinde bulunan DAG molekillerinin 6nceden DAG’a
O0zgun antikorlarla kaplanan 96 kuyucuklu plate’de bulunan kuyucuklara
tutunmasidir. Daha sonra kuyucuklara eklenen biyotin-konjuge DAG antikoru
doku 6rneklerindeki DAG’a tutunur. Bu kompleksin tzerine eklenen avidin-
konjuge Horseradish Peroxidase (HRP) de substrat solisyonu ile renk
reaksiyonu verir. Olusan rengin tonu ornekte bulunan DAG miktan ile
orantihdir. Reaksiyon durdurulduktan sonra plate 450 nm dalga boyundaki
spektrofotometrede okutulmus, optik okuma dederleri standart egrisine

konarak érneklerdeki DAG miktari ng/ml cinsinden hesaplanmistir.
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V.B. inositol-trisfosfat (IP3)

Beyin dokusunda IP3; diuzeylerinin analizi de ELISA kiti (Cusabio,
Hubei Province, China) kullanilarak yapildi. Kitin analiz prensibi beyin dokusu
orneklerinde bulunan IP3 molekillerinin 6nceden bu molekile 6zgin kegi-
anti-tavsan antikorlarla kaplanan 96 kuyucuklu plate’de bulunan kuyucuklara
tutunmasidir. Geri kalan iglemler DAG analizi ile aynidir. Optik okuma
degerleri standart egrisine konarak orneklerdeki IP; miktari pg/ml cinsinden
hesaplanmistir.

V.C. Kolin asetiltransferaz (ChAT)

Beyin dokusundaki ChAT duzeyleri ayni firmadan (Cusabio, Hubei
Province, China) alinan ELISA kiti ile yapildi. ChAT’nin analiz prensibi DAG
ve IP3 analizlerinin prensibi ile aynidir. Olusan renk 450 nm dalga boyundaki
spektrofotometrede okutulmus ve optik okuma degerleri standart egrisine
konarak orneklerdeki ChAT miktari ng/ml cinsinden hesaplanmigtir.

VI. istatistiksel Degerlendirmeler

istatistiksel analizler Sigma Plot versiyon 12 programi kullanilarak
yapildi. Veriler ortalama * standart hata olarak sunuldu. Birden fazla dozun
ve zaman araliginin bulundugu calismalarda grup i¢i ve gruplar arasi
farkliliklar iki Yénlii ANOVA'yi takiben post-hoc Tukey testi ile analiz edildi.
Tek doz kullanilan ve tek degiskeni zaman olan deneylerde ise Tek Yonlu
ANOVA'yI takiben post-hoc Tukey testi kullanildi. Mikrodiyaliz deneylerinde
uridin enjeksiyonu sonrasi elde edilen sayisal degerler ilk ¢ bazal dérnekten
elde edilen ortalama degerle kiyaslanarak analiz edildi. istatistiksel anlamlilik

p’nin 0.05’'ten kiglk olmasina atfedildi.
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BULGULAR

|. Serum Uridin Konsantrasyonlari

Ortalama bazal (0. dakika) serum uridin konsantrasyonlar 2.4 + 0.3
uM olarak analiz edildi. intraperitoneal yolla enjekte edilen 0.5 ve 1 mmol/kg
aridin, serum uridin konsantrasyonlarini 1. saatte sirasiyla 8.2 kat (19.7 + 1.7
uM; p<0.001) ve 15.2 kat (36.5 = 0.9 uM; p<0.001) arttird1 (Sekil-22). Dusuk
doz (0.1 mmol/kg) dridinin i.p yolla enjekte edilmesi ise serum Uridin
dizeylerini herhangi bir analiz aninda anlamli olarak degistirmedi (Sekil-22).
Her iki dozda da (0.5 ve 1 mmol/kg) serum uridin duzeyleri 2. saatten itibaren
kontrol noktasina gore anlamli bir degisiklik gostermedi (Sekil-22).
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Sekil-22: Bazal (0. saat) ve i.p. uridin (0,1-1 mmol/kg) enjeksiyonunu takiben
1, 2, 4 ve 8 saat sonra serum uridin konsantrasyonlari.

in vivo freezing deneylerinde, ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) ile anestezi altina
alinan siganlardan serum pirimidin konsantrasyonlarinin analizi i¢in bazal durumda (0. saat)
ve i.p. dridin (0,1-1 mmol/kg) enjeksiyonundan 1, 2, 4 ve 8 saat sonra 22G enjektor ignesi
yardimiyla kardiyak ponksiyon yapilarak 200 yL kan 6rnegi alindi. veriler uM olarak ifade
edildi. *p<0.001, ayni grup icinde bazal noktaya kiyasla; “p<0.001, ayni zaman noktasinda
0.5 mmol/kg dozuyla elde edilen degere kiyasla. her grupta n=6. iki Yonli ANOVA
kullaniimigtir.

Il. Beyin Uridin Diizeyleri

Ortalama bazal (0. dakika) beyin uridin duzeyleri 25.1 £ 1.6 pmol/mg
olarak olculdi. intraperitoneal yolla enjekte edilen 0.5 ve 1 mmol/kg uUridin
beyin Uridin duzeylerini 1. saatte sirasiyla 3.5 kat (88.6 = 5 pmol/mg doku;
p<0.001) ve 7 kat (174.5 + 8 pmol/mg doku; p<0.001) arttirdi (Sekil-23). En
yuksek doz (1 mmol/kg) uridin enjeksiyonu sonrasi beyin Uridin duzeyleri 2.
saatte de anlamli olarak (p<0.001) artmig bulunurken, ortanca doz (0.5
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mmol/kg) udridin enjeksiyonu ile 1. saatten sonra beyin dridin duzeyleri

degismedi (Sekil-23). En dusuk doz (0.1 mmol/kg) uridin’in i.p. enjeksiyonu

ise beyin Uridin duzeylerini herhangi bir analiz aninda anlamli olarak
degistirmedi (Sekil-23).
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Sekil-23: Bazal (0. saat) ve i.p. uridin (0,1-1 mmol/kg) enjeksiyonunu takiben

1, 2, 4 ve 8 saat sonra beyin uridin dizeyleri.

Beyin dokusu pargalari 4 mm disari uzanan ve birbirinden 1.1 cm mesafede bulunan iki
keskin bigcaga sahip doku homojenizatori (Polytron PT 10-35, Kinematica AG, Lucerne,
Switzerland) yardimiyla elde edildi. veriler pmol/mg doku olarak ifade edildi. *p<0.001, ayni
grup icinde bazal noktaya kiyasla; “p<0.001, ayni zaman noktasinda 0.5 mmol/kg dozuyla
elde edilen degere kiyasla. her grupta n=6. iki Yonli ANOVA kullaniimistir.

lll. Beyin UDP ve UTP Duzeyleri

Ortalama bazal beyin UDP duzeyleri 421 + 29 pmol/mg doku olarak

olclildu. intraperitoneal yolla enjekte edilen 0.5 ve 1 mmol/kg Uridin beyin

UDP duzeylerini 1. saatte sirasiyla 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) arttirdi (Sekil-24A).
En dusuk doz (0.1 mmol/kg) uridin'in i.p. enjeksiyonu ise beyin UDP
dizeylerini herhangi bir analiz aninda anlaml olarak degistirmedi (Sekil-24A).
Beyin UDP duzeylerinde 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. uridin enjeksiyonu sonrasi
gorulen artiglarin 2. saatten sonra bazal duzeylerine dondugu gozlendi
(Sekil- 24A).

Ortalama bazal beyin UTP duzeyleri 225 = 14.6 pmol/mg doku
olarak olculdi. intraperitoneal yolla enjekte edilen 0.5 ve 1 mmol/kg uUridin
beyin UTP duzeylerini 1. saatte sirasiyla 1.9 kat (429 + 28 pmol/mg doku;
p<0.001) ve 2.8 kat (627 = 41 pmol/mg doku; p<0.001) arttirdi (Sekil-24B).
En disuk doz (0.1 mmol/kg) uridin’in i.p. enjeksiyonu ise beyin UTP
dizeylerini herhangi bir analiz aninda anlamli olarak degistirmedi (Sekil-24B).
Bazal Olgumleriyle karsilastirildiginda beyin UTP duzeyleri 1 mmol/kg i.p.
uridin enjeksiyonunu takiben 2. saatte halen anlamli olarak (p<0.001) yuksek
bulundu, ancak daha sonra bazal dizeylerine geri dondu (Sekil-24B).
Ortanca doz (0.5 mmol/kg) dridin enjeksiyonu ile 1. saatten sonra beyin UTP

duzeyleri degismedi (Sekil-24B).
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Sekil 24: Bazal (0. saat) ve i.p. uridin (0,1-1 mmol/kg) enjeksiyonunu takiben 1, 2, 4 ve 8
saat sonra beyin UDP (A) ve UTP (B) duzeyleri.

Beyin dokusu sekil 23 te tanimlandigi gibi elde edildi. veriler pmol/mg doku olarak ifade
edildi.*p<0.001, ayni grup icinde bazal noktaya kiyasla; #p<0.001, ayni zaman noktasinda 0.5 mmol/kg
dozuyla elde edilen degere kiyasla. her grupta n=6. iki Yonli ANOVA kullaniimigtir.
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IV. Striatal Ekstraselliiler Uridin Diizeyleri

Striatal mikrodiyaliz 6rneklerindeki bazal Uridin dizeyleri deger
olarak birbirinden %210’dan daha az farkhlik gosteren U¢ ardisik bazal
mikrodiyaliz 6rneginin ortalamasi alinarak hesaplandi. Striatal ekstraselluler
bazal Uridin dizeyleri 7.79 (aralik: 7.76-7.83) pmol/30 dk olarak hesaplandi.
Bu dizeyler 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. Uridin enjeksiyonunu takiben 1. saatte
sirasiyla 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 Uridin enjeksiyonu sonrasi
anlamli olarak degismedi (Sekil-25). Striatal ekstraselltler Gridin dizeylerinde
0.5 ve 1 mmol/kg i.p. Uridin enjeksiyonu sonrasi gorllen artiglar 1.5. saatte
de anlaml olarak (p<0.001) devam etti ve daha sonra bazal dlizeylerine geri
dondu (Sekil-25).
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Sekil-25: Bazal kosullar altinda ve uridin (0,1-1 mmol/kg; i.p.) verilmesini
takiben striatal ekstraselltler Uridin duzeyleri.

X"eksenindeki numaralar her 30 dakikada toplanan mikrodiyaliz 6rneklerini gostermektedir. 1
saat stabilizasyon periyodunu takiben bazal ekstraselltler Gridin miktarini belirlemek igin pes
pese 3 drnek toplandi ve 3. érnek alindiktan hemen sonra Uridin (0,1-1 mmol/kg; i.p.) enjekte
edildi. Uridin verildikten sonra 5,5 saat boyunca érnekler toplandi. veriler pmol/30 dk. olarak
ifade edildi. *p<0.001, ayni grup icinde bazal noktaya kiyasla; *p<0.001, ayni zaman

noktasinda 0.5 mmol/kg dozuyla elde edilen degere kiyasla. her grupta n=6. iki Yonli
ANOVA kullaniimistir.

V. Striatal Ekstraselluler UDP ve UTP Duzeyleri

Birbirinden deger olarak %10’dan farkli olmayan U¢ ardisik bazal
mikrodiyaliz drneginin ortalamasi alinarak hesaplanan ortalama striatal bazal
ekstraselliler UDP duzeyleri 312 (arahk: 310-315) fmol/30 dk olarak
hesaplandi. Bu dizeyler 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. Uridin enjeksiyonunu takiben
1.5. saatte sirasiyla 2.1 kat (642 + 41 fmol/30 dk; p<0.001) ve 2.8 kat (884 £
57 fmol/30 dk; p<0.001) artis gosterirken 0.1 mmol/kg uridin enjeksiyonu
sonrasi anlamli olarak degismedi (Sekil-26A). Striatal ekstraselliler UDP
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diizeyleri 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. uridin enjeksiyonlarindan sonra sirasiyla 2. ve
3. saatlerde hala anlamli olarak (p<0.001) artmis bulundu (Sekil-26A).
Ortalama striatal bazal ekstraselliler UTP dizeyleri ise 181 (aralik:
178-183) fmol/30 dk olarak hesaplandi. Bu dizeyler 0.5 ve 1 mmol/kg i.p.
uridin enjeksiyonunu takiben 1.5. saatte sirasiyla 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
uridin enjeksiyonu sonrasi anlamli olarak degismedi ($ekil-26B). Striatal
ekstraselliler UTP duzeyleri 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. uridin enjeksiyonlarindan

sonra 2. saatte hala anlaml olarak (p<0.001) yuksek bulundu (Sekil-26B).
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Sekil-26: Bazal kosullar altinda ve Uridin (0,1-1 mmol/kg; i.p.) verilmesini

takiben striatal ekstraselliler UDP (A) ve UTP (B) duzeyleri

Ornek toplanma sekli sekil 25’ te aciklandidi gibidir. veriler fmol/30 dk. olarak ifade edilmistir.*p<0.001,
ayni grup icinde bazal noktaya kiyasla; #p<0.001, ayni zaman noktasinda 0.5 mmol/kg dozuyla elde
edilen degere kiyasla. her grupta n=6. iki Yonli ANOVA kullanilmistir.
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VI. Potasyum Depolarizasyonunun Etkileri

Yuksek konsantrasyonda (52 mM) KCI iceren Krebs kullanilarak
yapilan uyarim sonucunda striatal ekstraselluler dridin, UDP ve UTP
dizeylerinde sirasiyla 1.8 kat (Sekil-27A), 1.8 kat (Sekil-27B) ve 1.7 kat
(Sekil-27C) artis gézlendi. Bu artislar potasyum depolarizasyonunu takiben 1.
saatte basladi ve 2.5 saate kadar surdi (Sekil-27). Potasyum
depolarizasyonu ile artan ekstraselltler tridin, UDP ve UTP dlzeyleri 3 mM
KCI iceren normal Krebs ile yeniden perfizyonu takiben 1. saatte bazal

dizeylerine geri dondu (Sekil-27).
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Sekil-27: Potasyum stimilasyonu sonucu striatal ekstraselliler dridin (A),
UDP (B) ve UTP (C) duzeyleri.

Ornek toplanma sekli sekil 25'te agiklandigi gibidir. veriler fmol/30 dk. olarak ifade edilmistir
*p<0.05 ve **p<0.001 bazal dlzeylere kiyasla her grupta n=6. tek yodnli ANOVA
kullaniimigtir.
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VII. Uridin Uygulamasinin Kolinerjik Nérotransmisyon Uzerine
Etkisi

Buraya kadar olan bulgularimiz bize uridin, UDP ve UTP’nin beyin
ekstraselluler sivisinda bazal sartlardaki varligini ve bu bilegiklerin bazal
seviyelerinin disaridan uridin enjeksiyonu veya potasyum stimulasyonu ile
arttirilabilecegini gdstermistir. Bu bulgular pirimidinerjik transmisyonun
beyinde in vivo varligini ve ilave Uridin takviyesiyle arttirilabilecegini
kanitlamaktadir. Ek olarak, potasyum depolarizasyonu sonrasi bu bilesiklerin
beyin ekstrasellller sivisinda artmasi pirimidinerjik transmisyonun aslinda bir
ndrotransmisyon olabilecegini dustundirmektedir.

Pirimidinerjik (néro)transmisyondaki bir artisin beyindeki diger
sinirsel ileti mekanizmalari ile etkilesip etkilesmedigini arastirmak amaciyla
i.p. uridin enjeksiyonu sonrasi striatal ekstrasellller sividaki asetilkolin ve
kolin seviyeleri analiz edildi.

VII.A. Striatal Asetilkolin ve Kolin Duzeyleri

Uc ardigik bazal mikrodiyaliz 6rneginin ortalamasi alinarak
hesaplanan ortalama striatal bazal ekstraselliler asetilkolin dizeyleri 11.4
(aralik: 9.8-15.1) pmol/30 dk olarak hesaplandi. Ekstraselliler asetilkolin
dizeyleri Uridin (1 mmol/kg; i.p.) enjeksiyonunu takiben 2 saat sonra anlamli
olarak (p<0.05) artti, 2.5. saatte pik yapti (2.7 kat artis; p<0.01) ve 4. saatin
sonunda bazal duzeylerine geri dondu (Sekil-28A). Buna karsilik striatal
bazal ekstraselltler kolin duzeyleri (37.5 pmol/30 dk), dridin (1 mmol/kg; i.p.)
enjeksiyonunu takiben 1.5 saat sonra anlamli olarak azaldi (Sekil-28B). Bu
azalma uridin enjeksiyonunu takiben deneyin sonuna kadar sirse de
istatistiksel olarak anlamli dusus 3. saatin sonunda tespit edildi (Sekil-28B).

Bu bulgular i.p. dridin  enjeksiyonu  sonrasi  kolinerjik

ndrotransmisyonun arttigini distindtrmektedir.
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Sekil-28: Bazal ve Uridin (1 mmol/kg;i.p.) enjeksiyonunu takiben striatal

ekstraselltler asetilkolin (A) ve kolin (B) duzeyleri.

Ornek toplanma sekli sekil 25'te agiklandigi gibidir. veriler pmol/30 dk. olarak ifade edilmistir.
*p<0.05 ve **p<0.01 bazal dizeylere kiyasla. her grupta n=6. tek yonli ANOVA
kullaniimigtir.

VII.B. Kolinerjik Norotransmisyon Artisinin Mekanizmasina
Yonelik Arastirmalar

intraperitoneal Uridin enjeksiyonu sonrasi beyin ekstraselliiler
sivisinda artan Uridin nikleotidlerine paralel olarak ekstraselliler asetilkolin

dizeylerinin artmasi ve kolin dizeylerinin azalmasinin mekanizmasini
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arastirmak amaci ile P2 reseptor blokaji yapilarak in vivo mikrodiyaliz
yontemiyle asetilkolin ve kolin saliveriimeleri incelendi. Ayrica, P2Y
reseptorlerinin ikincil habercilerinin ve kolin asetiltransferaz (ChAT) enziminin
beyin dizeyleri ELISA yontemiyle analiz edildi.

VII.B.a. P2 Reseptor Blokaiji

P2 reseptor blokaji deneylerinde uglncu bazal mikrodiyaliz 6rneginin
toplanmasindan (ve i.p. uridin enjeksiyonundan) 15 dakika énce non-selektif
bir P2 reseptdr antagonisti olan suramin (1 pumol) i.s.v. yoldan 10 ul Krebs
icinde ¢oOzulerek yavasca enjekte edildi. Suramin tedavisi Uridin tedavisi
sonrasi gézlemledigimiz ekstrasellller asetilkolin artisini (Sekil-29A) ve kolin
azalmasini (Sekil-29B) baskiladi.
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Sekil-29: Suramin 6n tedavisinin striatal ekstraselltler asetilkolin (A) ve kolin
(B) duzeylerine etkisi. n=6.
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VII.B.b ikincil Habercilerin Analizi

Uridin enjeksiyonunu takiben pirimidinerjik transmisyon artigi ile
iligkili  kolinerjik ndrotransmisyon artisinda P2Y reseptorlerinin ikincil
habercilerinin beyin dizeylerinde nasil degisiklikler oldugu incelendi.

Bu amagla, in vivo dondurma yontemi ile elde edilen beyin dokusu
homojenatlarinda P2Y reseptor etkilerine aracilik eden diagilgliserol (DAG)
ve inositol trisfosfat (IP3) diizeyleri ELISA yontemiyle analiz edildi (Tablo-1).

Sigan beyninde bazal DAG duzeyleri 0.41 + 0.02 nmol/ml olarak
Olculdu. Bazal DAG duzeyleri uridin enjeksiyonunu takiben 2. saatte 1.9 kat
(0.79 = 0.08 nmol/ml; p<0.001) artti ve daha sonra bazal seviyelerine geri
dondu (Tablo-1). Sigan beyninde bazal IP; diuzeyleri ise 24 + 1.8 pg/ml
olarak oOl¢uldi. Bazal 1P3 duzeyleri Uridin enjeksiyonunu takiben 2. saatte 2.1
kat (50.4 + 4.7 pg/ml; p<0.001) artti ve daha sonra bazal seviyelerine geri
dondu (Tablo-1).

Tablo-1: P2Y reseptor ikincil habercilerinin beyin dizeyleri.

Uridin (1 mmol/kg; i.p.)

ikinci haberci Bazal 1. saat 2. Saat 4. saat 8. saat
DAG

0.41+0.02 | 0.45+0.03 | 0.79+0.08* | 0.49+0.04 | 0.40 +0.02
(nmol/ml)
IP3 (pg/ml) 24+1.8 23+1.3 | 50.4+4.7* 28+2.2 25+1.9

*p<0.001, bazal degerler ile kiyaslandiginda (tek yénlii ANOVA). n=4.

VII.B.c Kolin Asetiltransferaz (ChAT) Enzim Duzeyleri

Pirimidinerjik transmisyon artisi ile paralel olarak artan ekstraselluler
asetilkolin duzeylerinin yanisira ekstraselliler kolin duzeylerindeki azalma
P2Y reseptor aktivasyonunun kolin’in hicre igine alinmasini saglayarak daha
fazla asetilkolin sentez ve saliverimesini tesvik etmek uUzere Kkolin
asetiltransferaz enziminin duzeylerini arttirryor olabilecegini
dustndurmektedir.

ChAT duzeyleri in vivo dondurma yontemi ile elde edilen beyin

dokusu homojenatlarinda ELISA kiti kullanilarak analiz edildi. Bulgularimiz
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dridin (1 mmol/kg; i.p.) enjeksiyonunun bazal ChAT dizeylerini (0.12 ng/ml)
incelenen herhangi bir zaman araliginda anlamh olarak degistirmedigini

gosterdi.
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TARTISMA ve SONUC

Plrin veya pirimidin nukleotidlerinin beyin hicreleri arasindaki
ekstraselluler siviya saliveriliyor olabilecegi ilk olarak 1970’li yillarda ATP’nin
klasik ndrotransmitterlerle birlikte depolanip saliverilebilecegine dair bulgular
(37) ile bildirilmis ve bu bulgulardan yola ¢ikilarak “purinerjik transmisyon”
kavrami ortaya atilmigtir (38). Purin niukleotidlerinin ekstraselller alandaki
varligi hicre disinda pirimidin bilegiklerinin de bulunuyor olabilecegi
dusuncelerini dogurmus ve “pirimidinerjik transmisyon” kavraminin ortaya
atilmasi uzun strmemistir (25,36). Beyinde pirimidin nikleotidleri tarafindan
uyarilan P2Y reseptorlerinin tanimlanmasi (20) ve pirimidin nikleotidlerinin
kultardeki glial hucrelerden saliverildiklerinin gdsterilmesi (39) pirimidin
nukleotidlerinin ekstraselliler sinyal molekulleri olduguna ve merkezi sinir
sisteminde pirimidinerjik transmisyona katildiklarina isaret eder. Su ana
kadar tanimlanan P2Y reseptorlerinin (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14) temel
uyaranlart UDP, UTP ve UDP-sekerler gibi uridin nukleotidleridir (20). Buna
gore uridin beyin hucrelerine alinarak pirimidin nukleotid sentezinde
kullanilmakta (5), uretilen pirimidin nikleotidleri de hem bazal hem de stres
kosullari altinda (39,58) glial hiicrelerden saliveriimektedirler.

Ekstraselliler sividaki pirimidin nuakleotid miktarlari in vitro kilttrdeki
trombosit, 16kosit, hava yolu epiteli, glial hicre kadltarleri (39,40) ve insan
akciger A549 hicrelerinde (59) odlgilmistir. insan 1321N1 astrositoma
hicrelerinde UTP’nin ekstrasellller ortamdaki bazal varligi kanitlanmis ve
bazal ekstraselliler UTP konsantrasyonlari 2.6 pmol/10° hiicre olarak
hesaplanmigtir (39). Ayni c¢alismada kulturdeki astrositoma hucrelerine
yapilan mekanik stimiulasyonun ekstraselliler UTP konsantrasyonunu
2.6'dan 36.4 pmol/10° hiicre'ye cikardigi ve ekstraselliler ortamdaki
konsantrasyonu artan UTP’nin P2Y4 reseptorlerini uyardidi bildirilmistir (39).
UDP’nin ekstraselltler varligi beyin hlcrelerinde degil, insan akciger A549
hicrelerinde gosterilmis ve kultir sivisindaki bazal UDP konsantrasyonlari
0.4 nM olarak bildirilmigtir (59). Bu ¢alismada kultlr sivisinin hipotonik tuz
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solusyonu ile muamele edilmesinin bazal UDP konsantrasyonlarini 27 kat
arttirdig1  gosterilmistir (59). Yine ayni calismada insan akciger A549
hicrelerinin  kdltdr sivisindaki bazal UTP konsantrasyonlari metodun
hassasiyetinin yetmemesi nedeniyle belirlenememis ancak kultlr sivisinin
hipotonik tuz solusyonu ile muamele edilmesi sonrasi ekstraselliler UTP’nin
belirlenebilir dizeylere (22 nM) ulastigi bildirilmistir (59).

Literatirde sadece pirimidin nikleozidleri olan Uridin ve sitidin’in
beyin ekstrasellller sivisindaki varligi in vivo beyin mikrodiyalizi yéntemiyle
saptanmig olup, henlz pirimidin nukleotidlerinin varligi gosterilememistir.
Klonlanan P2Y reseptorlerinin nukleotidlerce uyarildigi, ancak nukleozidlerin
bu reseptdrleri uyarabildigine dair herhangi bir bulgu olmadigi géz 6nlne
alindiginda, pirimidin nukleotidlerinin in vivo beyin ekstrasellller sivisindaki
muhtemel varliginin  tespit edilmesi, bu bilesiklerin ekstraselluler
konsantrasyonlarinin  regule edilip  edilemeyeceginin  belirlenmesi,
ekstrasellller alanda ulasilan konsantrasyonlarin P2Y reseptorlerini aktive
edip edemediginin ve bunun bir fizyolojik anlaminin bulunup bulunmadiginin
incelenmesi 6nemlidir. Calismamiz bu anlamda literaturdeki ilk kanitlari
sunmaktadir.

in vivo deneylerde ilk olarak kan ve beyindeki bazal iridin diizeyleri
ve bu dizeylerin i.p. farkl dozlarda enjekte edilen Uridin sonrasi zamanla
nasil degistigi incelenmistir. Uridin endojen bir niikleozid (4-5) ve insanlarda
kan dolagimindaki ana pirimidin bilesigidir (15). Uridin hem dolagimda, hem
dokularda, hem de beyin ekstraselller sivisinda ayni anda bulunur (4,5,41)
ve Uuridin veya kaynaklarinin eksojen verilmesiyle seviyeleri degisiklik
gOsterebilir. Erigkinlerin gidalarinda temel olarak RNA’nin yapisinda bulunan
uridin kandaki Uridin duzeylerini yukseltmez. Bunun sebebi karacigerin portal
dolasimda bulunan dridin’in hemen tamamini parcalamasidir (60). Ancak
anne sdtinde bulunan UMP (61) gibi bir Gridin kaynagi, oral yoldan deney
hayvanlarina veya insanlara verildiginde, insan kaninda (15) ve sigan (62)
veya gerbillerin kaninda ve beyninde (9) dridin duzeylerini yukselttigi
gOsterilmisgtir.
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Calismamizda elde ettigimiz bulgulara gore, ortalama bazal serum
uridin konsantrasyonlari 2.4 £ 0.3 uM idi. Parenteral (i.p.) 0.5 ve 1 mmol/kg
uridin enjeksiyonunu takiben serum dridin seviyeleri doz bagimli olarak
artmigtir (Sekil-22). Parenteral Uridin uygulamasi sonrasi kandakine paralel
artiglar beyin Uridin duzeylerinde de gerceklesmistir; ortalama bazal beyin
aridin duzeyleri (25.1 = 1.6 pmol/mg) i.p. yolla enjekte edilen 0.5 ve 1
mmol/kg uridin sonrasi yine doz bagimli olarak artmigtir (Sekil-23). En duguk
doz (0.1 mmol/kg) uridin’in i.p. enjeksiyonu serum uridin konsantrasyonlarini
veya beyin Uridin dizeylerini bazal degerlere gére herhangi bir analiz aninda
anlamli olarak degistirmemistir (Sekil-23). intraperitoneal yolla verilen uridin
tedavisi sonrasi kan ve beyin uUridin duzeylerinin yukseldigini gosteren
bulgularimiz fare ve siganlarda yapilan 6nceki ¢alismalarda (16) parenteral
(intravendz) yolla Uridin uygulamasi sonrasi kanda ve beyin dokusunda
bildirilen artiglarla uyumludur. Eksojen uridin verildikten sonra dolasima
geger, takiben beyin hicrelerine alinir ve muhtemelen konsentratif nukleozid
tasiyicilari araciligi ile kan beyin bariyerinden geger (5,9)

Calismamizda i.p. Uridin enjeksiyonu sonrasi artan kan ve beyin
aridin duzeylerine paralel olarak beyin dokusunda UDP ve UTP dizeylerinin
de Uridin dozuna bagimlh olarak arttigi bulunmustur. Ortalama bazal beyin
UDP duzeyleri (421 £ 29 pmol/mg doku) 0.5 ve 1 mmol/kg i.p. dridin
enjeksiyonunu takiben 1. saatte doz bagiml olarak artmistir. Buna ilaveten,
ortalama bazal beyin UTP duzeyleri (225 £ 14.6 pmol/mg doku) 0.5 ve 1
mmol/kg i.p. uridin enjeksiyonunu takiben 1. saatte doz bagimli olarak
artmistir. En dusuk doz (0.1 mmol/kg) uridin’in i.p. enjeksiyonu beyin
dokusundaki UDP ve UTP duzeylerini herhangi bir analiz aninda anlamli
olarak degistirmemistir  (Sekil-24). Uridin  tedavisiyle beyin  (ridin
nukleotidlerinin duzeylerinin arttigini  gosteren bulgularimiz daha O6nce
yapilmig ¢calismalarla uyumludur (9).

Uridinin dokularda fosforilasyonu sonucu UMP, UDP ve UTP gibi
uridin nikleotidler olusur. Uridin niikleotidler niikleik asit (RNA) yapisina
katilir, glikojen biyosentezi, protein ve lipid glikozilasyonu gibi fizyolojik
fonksiyonlarla iligkilidir (4,25). UMP gibi Uridin kaynaklarinin surekli tuketimi
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beyin fosfolipid sentezini arttirir (63-65). Bu etki muhtemelen Kennedy yolagi
ile meydana gelir; cinktu tek doz oral UMP verilmesi ile kan ve beyin
seviyelerinde artisla birlikte, beyin UTP seviyelerinde de artis meydana gelir
(9). Artan UTP, CTP’ye donusur; bu reaksiyon fosfolipid sentezinin muhtemel
hiz sinirlayici basamagidir (66).

Uridin enjeksiyonu sonrasi kan-beyin bariyerinden (ridin gegisinin
arttigr in vivo mikrodiyaliz deneylerimizde de test edilerek kanitlanmigstir.
Striatal mikrodiyaliz 6rneklerindeki bazal Uridin duzeyleri (7.79 pmol/30 dk)
0.5 ve 1 mmol/kg i.p. Uridin enjeksiyonunu takiben 1. saatte sirasiyla doz
bagimli artmis ve bu artiglar 1.5. saatte de anlaml olarak devam etmigtir
(Sekil-25). Beyin ekstrasellller sivisinda in vivo Uridin varligi daha énceki
calismalarda sigan talamus’unda gdsterilmis ve bazal Gridin konsantrasyonu
0.76 uM olarak rapor edilmistir (41). Bizim ¢alismamizda bu bulgu striatum
dokusunda tekrarlanmis ve striatal ekstrasellller Uridin duzeyleri 7.79
pmol/30 dk olarak bulunmustur. Bu deger striatum’dan 60 uL mikrodiyaliz
ornegi toplanmig olmasi ve mikrodiyaliz probunun ortalama gerikazaniminin
%15 olmasi dikkate alindidinda 0.87 uM konsantrasyona karsilik
gelmektedir. Dolayisiyla sonuglarimiz hem Uridin’in beyin ekstraselltler
sivisindaki varligi hem de bazal ekstraselluler konsantrasyonlari anlaminda
onceki calismalarla (41) uyumludur.

Disaridan verilen uridin’in beyin ekstrasellller sivisindaki uridin
konsantrasyonlarini arttirmasi, hem daha fazla dridin'in kan-beyin
bariyerinden gectigini, hem de muhtemelen beyin hicrelerinden tekrar
ekstrasellller siviya saliverildigini dusundirmektedir. Beyin hicrelerine
alinan Uridin’in bir kisminin UDP ve UTP sentezinde kullanildigi Sekil 24’te
sunulan bulgularimizla kanitlanmistir. Bu nukleotidlerin bir kismi hucre
icindeki nukleotid havuzlarina giderken, bir kismi da beyin hucrelerinden
ekstrasellller siviya saliveriimektedir (Sekil-26). Bu calisma ile UDP ve
UTP’nin bazal sartlarda striatal ekstrasellller sividaki varligi literatirde ilk kez
in vivo sartlarda gosterilmistir.

Beyin ekstraselliler sivisinda pirimidin nudkleotidlerinin  bazal

sartlardaki varligini kanitlamak igin ekstraselliler alana gegen pirimidin
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nukleotidlerinin pargalanmasina yol agan enzimleri bloke etme prensibiyle
yeni bir yontem gelistirilmistir. Bu yontemde in vivo mikrodiyaliz perfuzyon
sivisina PSB069 adli segici olmayan bir NTPDaz inhibitora eklenmistir.
PSB069 sican NTPDaz'lari 1, 2 ve 3’0 benzer potens ile inhibe etmektedir
(56). Gelistirilen bu yontem sinaptik aralikta kolinesteraz enzimlerince hizla
parcalanan asetilkolin’in in vivo mikrodiyaliz yontemi ile tespit edilmesi igin
perfuzyon sivisina fizostigmin gibi kolinesteraz inhibitorlerinin eklenmesi
prensibi ile benzerlik géstermektedir (67). Uridin nukleotidler ekstraselliiler
alana saliverildiginde membrana bagll ektonukleotidazlarca hizla
parcalanirlar (68). Perfuzyon sivisina PSB069 eklenmesiye pirimidin
nikleotidleri ektonukleotidazlarin pargalayici etkisinden kurtulmus ve guvenli
bir sekilde mikrodiyaliz 6rneklerinde toplanmasi saglanmistir.

Geligtirdigimiz bu yontemde PSB069'un mikrodiyaliz perfuzyon
sivisina eklenecek en uygun konsantrasyonunu bulmak igin PSB069’un u¢
farkh (1, 10 ve 100 upM) konsantrasyonunun kullanildigi ek deneyler
yapilmigtir. En disuk PSB069 konsantrasyonu (1 uM) ile pirimidin
nikleotidleri tespit edilemezken, en yuksek (100 uM) konsantrasyonda
kullanilan PSBO069 sonrasi HPLC kromatograminda c¢ok fazla arka plan
guraltist olugsmus ve pirimidin pikleri bu gurdltilerin  arasinda tespit
edilememigtir. Ortanca (10 uM) PSB069 konsantrasyonu kullanildiginda ise
pirimidin nukleotidleri guvenilir bir sekilde tespit edilebilmistir. Diger taraftan,
secici bir ekto-ATPaz inhibitdri olan ARL 67156 (69) 10 uM konsantrasyonda
perfuzyon sivisina eklenmesi suretiyle yapilan ek deneylerde, daha dnceki in
vitro gbzlemlerle (70) uyumlu olarak, ARL 67156’nin pirimidin nukleotidlerinin
tespitinde yarar saglamadigi belirlenmigtir.

Ortalama striatal bazal ekstraselliler UDP ve UTP dizeyleri sirasiyla
312 fmol/30 dk ve 181 fmol/30 dk olarak saptanmigstir. Bu degerler
striatum’dan 60 puL mikrodiyaliz 6rnegi toplanmis olmasi ve mikrodiyaliz
probunun ortalama recovery’sinin %15 olmasi dikkate alindijinda sirasiyla
34.7 nM ve 20.1 nM konsantrasyona karsilik gelmektedir. 0.5 ve 1 mmol/kg
I.p. wridin enjeksiyonunu takiben 1.5. saatte hem UDP hem de UTP

seviyelerinde artig gozlenmistir. Ancak striatal ekstraselliler UDP veya UTP
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diizeyleri 0.1 mmol/kg i.p. uridin enjeksiyonu sonrasi dlgum yapilan herhangi
bir zaman noktasinda anlaml olarak degismemigtir (Sekil-26). Bulgularimiz,
deney hayvanlarina i.p. yoldan verilen Uridin’in kanda ve beyinde Uridin
dizeylerini arttirdigini, artan beyin uridin dizeylerinin de beyin dokusunda
UDP ve UTP miktarini yukselttigi gibi hdcre iginde artmig olarak bulunan
UDP ve UTP’nin ekstraselluler siviya saliveriimesini  arttirdigini
gOstermektedir.  Pirimidin  nUkleotid  dUzeylerinin  disaridan  Uridin
uygulamasiyla hem in vitro (27) hem de in vivo (9) deney protokollerinde sinir
hicrelerinde pirimidin nukleotidlerinin duzeylerini arttirdigi ve buna ilaveten
glial hucre kultarlerinde pirimidin  nukleotidlerinin  bazal ve uyarimis
kosullarda ekstraselliler alana saliverildigi (39,40) bilindigi halde,
calismamizda elde edilen bulgular literatirde ilk kez in vivo beyin
ekstraselluler sivisinda UDP ve UTP’nin bazal sartlardaki varhigini yeni bir
metod kullanmak suretiyle kanitlamis ve ekstraselliler UDP ve UTP
dizeylerinin deney hayvanina parenteral yolla uygulanan uridin sonrasi doza
bagimli olarak arttigini géstermistir.

Beyinde elektriksel olarak uyarilabilme 06zelligine sahip néronlarin
yanisira elektriksel uyarima cevap vermeyen glial hucreler de mevcuttur.
Ekstraselliler alanda varhgini tespit ettigimiz pirimidin nukleotidlerinin
dizeylerinin beyin hicrelerinin yiksek potasyum ile uyariimis kosullarda artip
artmadigini test etmek amaciyla bazal sartlar igin kullandigimiz ve 3 mM KCI
iceren mikrodiyaliz perflzyon sivisi néronal depolarizasyona neden oldugu
bilinen (42,43) yuksek konsantrasyonda (52 mM) KCI iceren baska bir Krebs
solUsyonu ile degistiriimis ve bu ydontemle saglanan depolarizasyon 2 saat
boyunca surdurilmustir. Potasyum depolarizasyonunu takiben 1. saatte
striatal ekstraselltler Uridin, UDP ve UTP duzeyleri sirasiyla 1.8, 1.8 ve 1.7
kat artis gOstermigtir (Sekil-27). Bulgularimiz  pirimidin  bilegiklerinin
ndronlardan saliveriliyor olabilecegini dusundirmektedir ve potasyum
depolarizasyonu sonrasi bazal ekstraselliler Uridin konsantrasyonlarinin
%142 oraninda arttigini bildiren onceki galismalar (42-43) ile uyumludur.
Bazal ekstraselliler UDP ve UTP dtizeylerinin potasyum depolarizasyonu ile

arttig1 ise ilk kez c¢alismamizda gosterilmigtir. Bahsi edilen bulgular
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pirimidinerjik transmisyonun aslinda bir norotransmisyon olabileceginin in
vivo kanitlaridir. Ancak pirimidin bilesiklerinin presinaptik vezikullere alinip
alinmadigi veya ayrintili saliverilme mekanizmalari bilinmemektedir.

Calismamiza ayrica pirimidinerjik (néro)transmisyondaki bir artisin
beyindeki diger sinirsel ileti mekanizmalari ile etkilesip etkilesmedigi
arastinlmistir. Bu amagcla pirimidinerjik (noro)transmisyonu arttirdigini
gOsterdigimiz en yuksek dozda (1 mmol/kg) i.p. Uridin enjeksiyonu sonrasi
striatal ekstrasellller sividaki asetilkolin diizeyleri analiz edilmistir.

Ortalama striatal bazal ekstraselliler asetilkolin diizeyi (11.4 pmol/30
dk), dridin (1 mmol/kg; i.p.) enjeksiyonunu takiben 2 saat sonra anlamli
olarak artmis ve bu artis 2.5. saatte en yuksek seviyeye (2.7 kat) ulasmistir
(Sekil-28A). Buna karsilik striatal bazal ekstraselltler kolin duzeyleri (37.5
pmol/30 dk), dridin (1 mmol/kg; i.p.) enjeksiyonunu takiben 1.5 saat sonra
anlamli olarak azalmistir (Sekil-28B). Bulgularimiz akut uridin uygulamasi
sonrasi  pirimidinerjik  (néro)transmisyondaki  bir  artisin  Kkolinerjik
norotransmisyonu arttirdigina dair ilk bulgulardir ve iki sistem arasindaki
etkilesime dair onemli bir kanittir.

Bir pirimidin nukleotidi olan UMP’nin kronik olarak oral yolla
verilmesinin ~ yash siganlarin  striatum’unda asetilkolin sentez ve
saliverilmesini artirdigi yakin zamanda gdsterilmistir (51). Bu c¢alismada
kolinerjik norotransmisyon artisinin muhtemel mekanizmasi olarak uridin’in
Kennedy yolagi araciligiyla beyin membran sentezini artirmasi gosterilmis,
ancak akut olarak verilen dridin’in kolinerjik ndrotransmisyona etkileri ve
etkide reseptér araciligi incelenmemigtir. Deneylerimiz gostermistir ki
kullandigimiz i.p. uridin dozlari beyinde hem pirimidin nukleotid sentezini hem
de saliveriimesini arttirmaktadir. Saliverilen pirimidin nukleotidleri de
muhtemelen P2Y reseptdrlerini uyarmak suretiyle kolinerjik nérotransmisyonu
arttiriyor olabilir.

Deneylerimizde kullandigimiz 1 mmol/kg i.p. Uridin dozu ile ulasilan
en yuksek ekstraselliler UDP (884 + 57 fmol/30 dk) ve UTP (375 + 20
fmol/30 dk) dizeyleri ise ayni hesaplamayla sirasiyla 97.2 nM ve 42.2 nM

konsantrasyona karsilik gelmektedir. insan 1321N1 astrositoma hiicrelerinde
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klonlama ve ekspresyon c¢alismalarinda uridin nukleotidlerince uyarilan P2Y
reseptorlerinin - pirimidin  ndkleotidlerine afinitesi incelenmis ve P2Y4
reseptorlerinin UTP i¢in Michaelis-Menten sabiti (Km'si) 0.8 + 0.2 uM ve
P2Y6 reseptdrlerinin UDP icin Km’si 0.19 £+ 0.04 uM olarak bulunmustur (71).
Buna ilaveten, fare néroblastoma hucrelerindeki klonlama ve ekspresyon
calismalari UTP’nin P2Y2 reseptérlerini uyarmasi sonucu *°Ca*? saliveriime
etkisi icin yuksek potens (EC50=1.1 uM) gosterdigi bildirilmigtir (72).
Calismamizda 1 mmol/kg i.p. Uridin enjeksiyonu sonrasi ulasilan en ylksek
striatal ekstraselliler UDP ve UTP duzeyleri bu bilesiklerin P2Y reseptorlerini
uyarmalari igin in vitro sistemlerde bildirilen Km degerlerinin altinda olsa da,
bulgularimiz in vivo pirimidinerjik (noro)transmisyon arttinldigr taktirde
kolinerjik nérotransmisyonun arttigini ve bu etkiye, altta tartisilan antagonist
deneyi ile kanitlandigi Gzere, P2Y reseptor aktivasyonunun aracilik ettigini
gOstermektedir.

Bu bulgular parenteral dridin enjeksiyonu sonrasi kolinerjik
ndrotransmisyonun arttigini - diisiindirmektedir. Uridin tedavisi sonrasi
kolinerjik norotransmisyondaki bu artig, etyopatogenezinde suglanan
faktorlerden biri azalmis kolinerjik norotransmisyon olan Alzheimer hastaligi
icin yeni bir tedavi yaklasimina 1gik tutabilir. Zira pirimidinerjik sistem ile
Alzheimer hastaligi patogenezi arasindaki muhtemel iligkinin kanitlari yakin
zamanl insan caligsmalarinda bildirilmigtir. Alzheimer hastalarinin beyin-
omurilik sivisinda Uridin konsantrasyonlari yag-uyumlu normal bireylere gore
daha duguk olarak bulunmustur (52). Buna ilaveten, 6lum sonrasi yapilan
beyin otopsilerinde Alzheimer hastalarinin kortekslerindeki P2Y2 reseptor
dizeylerinin yas-uyumlu normal bireylerdekilere gbre azalmis olarak
bulunmustur (53). Bu bulgular, projemizde karakterize etmeye calistigimiz
pirimidinerjik noérotransmisyonun module edilmesi suretiyle Alzheimer
hastaliginin tedavisinde yeni bir yaklasim ortaya c¢ikabilecegi dusuncesini
akla getirmektedir.

Parenteral uridin enjeksiyonu sonrasi beyin ekstraselluler sivisinda
artan pirimidin bilegiklerine paralel olarak kolinerjik norotransmisyondaki

artisin mekanizmasini arastirmak amaci ile P2 reseptor blokaji yapilarak in
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vivo mikrodiyaliz yontemiyle asetilkolin ve kolin saliverilmeleri incelenmis ve
ayrica, P2Y reseptorlerinin ikincil habercilerinin ve kolin asetiltransferaz
enziminin beyin duzeyleri ELISA yontemiyle analiz edilmigtir.

Uglincli bazal mikrodiyaliz 6rneginin toplanmasindan (ve i.p. Uridin
enjeksiyonundan) 15 dakika dnce i.s.v. yoldan 10 pul Krebs icinde ¢ozllerek
yavasca enjekte edilen non-selektif P2 reseptdr antagonisti suramin (1 umol)
tedavisi ekstraselliler asetilkolin artisini (Sekil-29A) ve kolin azalmasini
(Sekil-29B) baskilamistir. Bu bulgu artmis pirimidinerjik (ndro)transmisyonun
kolinerjik ndrotransmisyonu arttirici etkisine P2Y reseptorlerinin aracilik ettigi
hipotezimizi desteklemektedir.

P2Y reseptdr blokajina ilaveten P2Y reseptdr sonrasi olaylar da
incelenmis ve UDP ve UTP tarafindan aktive edilen P2Y2, P2Y4 ve P2Y6
reseptor uyariminin hucre ici etkilerine aracilik eden DAG ve IP3 (21,22)
dizeylerinin in vivo dondurma yontemi ile elde edilen beyin dokusu
orneklerinde i.p. Uridin tedavisi sonrasi 2. saatte sirasiyla 1.9 kat ve 2.1 kat
arttig1 bulunmustur (Tablo-1). Bu bulgular da etkide P2Y reseptor araciligini
desteklemektedir.

Pirimidinerjik (n6ro)transmisyon artisi ile paralel olarak artan
ekstraselliler asetilkolin  dlzeylerinin  yanisira  ekstraselliler  kolin
duzeylerindeki azalma P2Y reseptdr aktivasyonunun kolin’in hicre igine
alinmasini saglayarak daha fazla asetilkolin sentez ve saliverilmesini tegvik
etmek Uzere kolin asetiltransferaz (ChAT) enziminin duzeylerini arttiriyor
olabilecegini disundirmektedir. Ancak bulgularimiz Gridin (1 mmol/kg; i.p.)
enjeksiyonunun bazal ChAT duzeylerini (0.12 ng/ml) incelenen herhangi bir
zaman araliginda degistirmedigini gostermektedir. Bu bulgumuz P2Y
reseptor aktivasyonunun ChAT duzeylerini degil, aktivitesini arttirmis
olabilecegini disundlirmektedir.

Pirimidinerjik transmisyonun hastalik ve saglik durumlarinda cesitli
beyin fonksiyonlarina katkida bulundugu rapor edilmigtir. UTP, ADP, ATP
nikleotidlerinin, kemirgen beyninden elde edilmis multipotent noéral kok
hiicrelerinin proliferasyonunu arttirdigi bulunmustur (73). Uridin niikleotidlerin

P2Y reseptorleri Uzerinden ndronal buylime ile iligkisi PC12 hicrelerinde
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(26,27) ve insan SH-SY5Y noéroblastoma hicrelerinde (28), dorsal kdk
ganglion huicrelerinde (26,29), fare siyatik sinirinde (26) g6sterilmistir. Uridin
nikleotidle uyarilan P2Y reseptorlerinin, noéradrenalin, glutamat gibi
noérotransmitterlerin salinimina (30,31) ve uzun sdreli potensializasyona
(LTP) (32) aracilik ettigine dair kanitlar bulunmaktadir. Diyete kronik dridin
eklenmesi siganlarda hipokampal 6grenme ve hafiza ile ilgili defisitleri
iyilestirmistir  (74-75). UTP veya UDP’ye duyarl P2Y reseptorlerinin
uyarilmasi hasarli beyin boélgesine mikroglial konverjans ile néron koruyucu
etki gosterir (76). Sigcan astrositlerinin UTP ile stimulasyonu sonrasi astrosit
migrasyonunun arttigr gosterilmistir (34) ve reaktif astrogliozis saglikli ve
hasarli doku arasinda bir bariyer formu olusturur (77). Uridin niikleotidleri ile
induklenen P2Y, 6zellikle de P2Y2 reseptorleri, néronlar ve glial hicrelerde
apoptotik htcre olumunia engeller (29). UTP aracih P2Y2 reseptor
aktivasyonu APP’nin alfa-sekretaz bagimli proteolitik pargalanmasini
hizlandirarak noéritik plaklarin  major bileseni olan Amiloid B (AB)'nin
olusumunu engellemektedir (78). Bu durum Alzheimer hastaliginda UTP’nin
muhtemel terapdotik kullanimini akla getirir. Bu oneri Alzheimer hastaliginda
paryetal kortekste selektif olarak P2Y2 immiunoreaktivitesinin azalmasinin
tespitiyle (53) desteklenmigtir. Buna ilaveten Alzheimer hastaliginin
TgCRND8 fare modelinde de beyinde P2Y2 nilkleotid reseptér kaybinin
hastaligin erken patolojisini arttirdigi1 gésterilmistir (79).

ATP sinyal iletisinde ve post-sinaptik gen regulasyonunda kritik rol
oynayan ekstraselltler sinyal molekualudur. ATP-duyarli P2Y1 reseptorlerinin
uyariimasinin AChE ve ChAT gen ekspresyonunu stimule ettigi gosterilmigstir
(80). Yine ayni arastirmacilarin bagka bir calismalarinda P2Y2 reseptorlerinin
UTP aracili aktivasyonunun MAP kinaz sinyal yolagini aktive ettigi ve AChE
ve ChAT gibi kolinerjik genlerin ekspresyonunu arttirdigi gozlenmigtir (81).
Bizim calismamizda da uridin tedavisi sonrasi asetilkolin saliverilmesinin
artmasina P2Y reseptorleri aracilik etmektedir; ancak muhtemelen
calismamiz birkag saat iginde gergeklesen akut incelemeleri igerdiginden
ChAT miktarinda artisa rastlanamamistir.
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Sonug olarak galismamizda elde edilen bulgular ilk kez:

i) UDP ve UTP’nin in vivo bazal sartlarda beyin ekstraselltler alanindaki
varhgini,

ii) bu bilesiklerin ekstrasellller diizeylerinin digaridan verilen Uridin tedavisiyle
veya potasyum depolarizasyonu ile arttirilabilecegini,

iii) dridin tedavisi ile artan ekstraselliler UDP ve UTP duzeylerine paralel
olarak kolinerjik nérotransmisyonun arttigini, ve

iv) artan kolinerjik ndrotransmisyona P2Y reseptorlerinin aracilik ettigini
gostermistir.

Bulgularimiz beyinde pirimidinerjik transmisyonun varhgini, bu
transmisyonun bir ndrotransmisyon olabilecegini, disaridan pirimidin
uygulamasiyla regule edilebilecedini ve bu regulasyonun kolinerjik
norotransmisyonla etkilesim anlaminda farmakolojik etkilere sahip oldugunu
gOstermektedir. Bulgularimizin bilimsel literatire anlamli katki yapacagi ve
Alzheimer hastaligi gibi bazi beyin hastaliklarinin tedavisinde yeni

yaklasimlara yol gosterecegi disunulmektedir.
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