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I11. KISALTMALAR ve SIMGELER
ADAMP: 4-difenil-asetoksi-N-metil-piperidin methiodid
ACh: Asetilkolin

BSA: Sigir serum alblimini

BrDU: Bromodeoksiuridin

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

ERK: Extracellular signal-regulated kinase

FDS: Fetal dana serumu

GDP: Guanozin difosfat

GTP: Guanozin 5’-trifosfat

HEPES: N-(2-Hidroksietil) piperazin N-(2-etansiilfonik asit)
MAPK: Mitojenle-aktive olan protein kinaz

MLA: Methylkakonitine

MSS: Merkezi Sinir Sistemi

NAChR: Nikotinik Asetilkolin Reseptori

NBT/BCIP: Nitroblutetrazolyum/Bromokloroindol fosfat
PMSF: Fenil metil siilfonil kloriir

SDS: Sodyum dodesil siilfat

TEMED: N, N, N’, N’,-tetrametiletilendiamin

Tris: Trishidroksimetilaminometan

v/v: Hacim / hacim

w/v: Agirlik / hacim
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Alfa 7 Nikotinik asetilkolin reseptorlerinin K562 hiicre cogalmasi ve sinyal
iletisindeki rolleri iizerine ¢calismalar

Ogrenci: Go6zde ONDER

Damisman: Prof. Dr. Hiilya CABADAK

Anabilim Dali: Biyofizik

1. OZET

Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR’leri) hiicre fizyolojisinde 6nemli rol
oynamaktadir. nAChR’leri kanseri de igeren bir¢ok hastalikla iliskilidir. nAChR’ler
iyonotropik katyon kanallaridir. Bu reseptorler ndronal ve noronal olmayan hiicrelerde
eksprese olmaktadir. nAChR’lerin noéronal olmayan hiicrelerdeki expresyonu tam
olarak bilinmemektedir. Nikotinik reseptorler sinapslarda aksiyon potansiyeline
aracilik eden ligand kapili iyon kanali olarak bilinmesine ragmen gesitli noronal
olmayan dokularda hiicre kominikasyonlari, hiicre ¢gogalmasi, adhezyon, migrasyon,
salgi, hiicre sagkalimi ve apoptoz gibi hiicresel fonksiyonlarda onemlidir. Bu
calismanin amaci asetilkolinin insan eritrolésemi hiicrelerinde a7 nikotinik reseptor
ekspresyonuna, hiicre ¢ogalmasina ve kalsiyum diizeyine etkisini belirlemektir.
Eritrolosemi hiicrelerinde a7 nAChR expresyonu diizeyi Western blot yontemi ile
belirlenmistir. Asetilkolinin hiicre gogalmasina ve kalsiyum diizeyine etkisi sirasiyla
BrdU Kkiti ve ELISA Kiti kullanilarak belirlenmistir. Eritrolésemi hiicrelerinde
nikotinik agonist ve/veya antagonistler ile hiicre ¢ogalmasi, kalsiyum diizeyinin, o7
NAChR nikotinik reseptor ekspresyonunun belirlenmesi niklotinik reseptorlerin farkli
sinyal ileti yolaklar1 ile etkilesiminin aydmnlatilmasina ve literatiire katki saglayacak

ve gerekli tedaviler igin bilgi olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: Nikonitik reseptor, asetilkolin, antagonist, agonist, K562

hiicreleri



Studies on the role of alpha 7 nicotinic acetylcholine receptors in K562 cell
proliferation and signaling

Student: Gézde ONDER

Supervisor: Prof. Dr. Hillya CABADAK

Department: Biophysics

2. SUMMARY

Nicotinic acetylcholine receptors (nNAChRs) play an important role in cellular
physiology. nAChRs are closely associated with many human diseases including
cancer. These nAChRs typically are ionotropic cationic nicotinic receptor channels.
These receptors are widely expressed on neuronal and non-neuronal cells. Expression
pattern of nAChRs in nonneuronal cells is largely unknown. Nicotinic receptors are
important in cellular functions such as cell communication, cell proliferation,
adhesion, migration, secretion, cell survival and apoptosis in various non-neuronal
tissues, although ligand-gated ion channels mediate synaptic potency at synapses. Aim
of the study at examining the effect of acethylcholine on expression of a7 nAChRs,
determining in cell proliferation and levels of calcium in human eryhroleukemia cells.
Immuno bloting is used to quantify a7-nAChR expression in erythroleukemia cells.
The effect of acethylcholine on cell proliferation and calcium level are detected by
BrDu kit and ELISA kit recpectively. Determination of cell proliferation, calcium
level, a7 nAChR nicotinic receptor expression by nicotinic agonists and / or
antagonists in erythroleukemic cells will elucidate the interaction of nicotinic receptors
with different signaling pathways and will contribute to the literature and provide
information for the necessary therapies.

Keywords: Nicotinic receptor, acethylcholine, antagonist, agonist, K562 cells



3. GIRIS VE AMAC

Bu tezde, insan eritrolosemi hiicrelerinde asetilkolin’in hiicre ¢ogalmasina, a7
nikotinik reseptor ekspresyonuna etkisi yanisira kalsiyum diizeyine etkisi
belirlenmistir. Asetilkolin (ACh), kanser hiicreleri i¢in "otokrin ve / veya parakrin
biiyiime faktorii" olarak gorev almaktadir (Russo ve Bufalo, 2014). Asetilkolin (ACh)
kolinerjik sisteme aracilik eden ndrotransmiterdir. Asetilkolin iki farkli reseptor ailesi
ile etkilesmektedir. Bunlar nikotinik asetilkolin reseptorleri (NAChR) veya muskarinik
asetilkolin reseptorleri (MAChR)dir (Zdanowski ve ark. 2015). Noronal olmayan
hiicrelerin kolinerjik kontrolli, farkli reseptorler araciligiyla tetiklenir. ACh’nin
NAChHR ile etkilesimi kanalin agilmasina ve kalsiyum akisina neden olurken, ACh'nin
mAChR'ye baglanmasi ile G protein aracili metabolik olaylar tetiklenir (Russo ve
Bufalo, 2014). Nikotinik reseptorler hem néronal hem de néronal olmayan hiicrelerde
eksprese olmaktadir. Nikotinik asetilkolin reseptorleri néronlarda hizli sinaptik iletime
aracilik eden heterojen bir iyon kanali ailesidir (Zdanowski ve Krzyzowska, 2015).
Cesitli hastaliklarla tiitiin kullaniminin iligkisi bulunmustur. Néronal olmayan nAChR
sinyal yolaginin kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarda énemli etkileri vardir. Son
yillarda yapilan arastirmalar, kanser hiicrelerinde a7 nikotinik reseptoriiniin nikotinin
proliferatif etkilerine aracilik eden ana nAChR alt birimi oldugunu géstermistir (Gotti
ve Clementi, 2004).

Homomerik a7 nAChR’leri, nikotin aracili hiicre ¢gogalmasina aracilik eden birincil
reseptorlerdir, ancak diger reseptor alt birimleri de katilabilmektedir (Schaal ve
Chellappan, 2014). Nikotin asetilkoline (ACh) gore daha yiiksek afinite ile
NnAChR'lere baglanir (Russo ve Bufalo, 2014).

Nikotinin kanser gelisimine katkis1 oldugunu gosteren ¢esitli kanitlar vardir. In vitro
hiicre kiiltiirleri iizerine yapilan deneysel ¢alismalar, in vivo kemirgenler {izerindeki
calismalar ve insanlardaki epidemiyolojik ¢alismalar da dahil yapilan ¢alismalar, diger
tiitlin bilesenlerinden bagimsiz olarak nikotinin kanser gelisiminde 6nemli etkileri
uyardigi gosterilmistir (Schaal ve Chellappan, 2014; Sergei ve Grando 2014) o7
NAChR’ii, Ca*?’a oldukca secicidir (Russo ve Taly, 2012; Le Novére ve Corringer,
2002; Cardinale ve ark., 2012; Barik ve Wonnacott, 2009) ve hiicre sagkalimini

artirmaktadir.



Kronik olarak nikotine maruz kalma ile nAChR ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir
(Russo ve Taly, 2012; Cardinale ve ark., 2012; Barik ve Wonnacott, 2009; Govind ve
ark., 2009). Kanser hiicrelerinin gogalmasi ve sagkaliminda hiicreler arasi ve hiicre igi
sinyal yolaklari 6nemlidir. Kanser hiicresi tiiriine bagli olarak, farkli asetilkolin
reseptorleri belirlenmistir.

In vitro Akut Miyeloid Losemi (AML) hiicreleri ile ¢alismak bu hiicrelerin canli
kaldig1 siire ile smirhidir. K562 hiicre soyu graniilosit soyunun erken farklilasma
evresini temsil eder, insan natural killer hiicre tayininde hassas hedef hiicre olarak
kullanilir (Andersson ve ark., 1979). K562 hiicreleri miyeloyid 16semi, normal
miyeloid gelisiminde, farklilasmanin kontroliinde ve gen ekspresyonu ¢aligsmalarinda
kullanigh bir model sistem olarak kullanilmaktadir (Koeffler ve Golde, 1980). K562
hiicre soyu 1975 yilinda Lozzio ve arkadaglar1 tarafindan kronik miyeloid 16semi
hastasimin blastik kriz evresinde plevra sivisindan gelistirilmistir (Lozzio ve Lozzio,
1975). Insan eritroldsemi K562 hiicrelerinde ACh’nin nikotinik reseptérler aracili
hiicre ¢ogalmas1 ve Kkalsiyum diizeyine etkisi ile ilgili yapilmis bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Noéronal olmayan Kolinerjik sistemin nikotinik reseptorler ile
iligkisini belirlemek tizere, yaptigimiz bu projede kolinerjik agonist ACh’in ve/veya
nikotinik antagonist varliginda a7 nikotinik reseptor ekspresyonuna, hiicre

¢ogalmasina ve kalsiyum diizeyine etkisi ¢aligilmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Kolinerjik Reseptorler

Kolinerjik sistem en 6nemli ve filogenetik olarak bilinen en eski yolaklara
sahiptir (Gotti ve Clementi, 2004). Ilk olarak, Urtica 1sirgan otu iiyesi olan, Urtica
dioica bitkisinin, kolinerjik reseptorlerinin agonistleri veya antagonistlerine maruz
birakilan deneyler kurgulanmistir. Bu deneyler, Urtica dioica’da, kolinerjik sistemin,
su homeostazinin ve fotosentezin diizenlenmesinde rol oynadigina dair ilk deneysel
kanitlar1 saglar. Ek olarak, bitkilerde eksprese edilen asetilkoline duyarl reseptorlerin
hayvan dokusuyla karsilastirilabilir oldugu agiktir, ¢iinkii klasik antagonistler atropin
ve kiirarin her ikisi de alkaloid etkilidir (Wessler ve ark., 2001). Urtico dioica

bitkisinin fotografi Sekil 4.1.’de gosterilmistir.

Sekil 4.1. Urtica dioica

Photograph by: Lindman, C.A.M., Bilder ur Nordens Flora, vol. 2: t. 364 (1922-1926)

Glinlimiizde insan kolinerjik sistemi, hem noéronal hem de noéronal olmayan
hiicrelerde, hiicresel sinyal iletisinde ve hiicresel lokalizasyonu nedeniyle farkli
stirecleri diizenler (Russo ve ark., 2012). Noronal olmayan hiicrelerde, hem nAChR’ler
(nikotinik asetil kolin reseptorler) hem de mAChR’ler (muskanik asetil kolin

reseptorler), hiicreler arasi iletisim igin, fenotipik fonksiyonlarini korumak ve



dolayisiyla organ homoeostazisi i¢in kullanilirlar (Wessler ve ark., 2001; Russo ve
ark., 2012). Kolinerjik sistemde ndronlar tarafindan sentezlenen asetil kolin (ACh),
depolanan ve salinan bir norotransmitterdir. ACh’nin baglandigi muskarinik ve
nikotinik reseptorler, kolinerjik reseptorlerdir. Giiniimiizde kolinerjik reseptorlerin
noronal olmayan ACh salimiminin “oto- ve parakrin- diizenleyici dongiisii”niin bir

pargasi olduguna inanilmaktadir (Wessler ve Kirkpatrick, 2008).

Asetil kolin reseptorleri (AChR), kolinerjik néronlar tarafindan sentezlenen,
depolanan ve son olarak salinan ACh baglanmasina cevap veren integral zar
proteinleridir (Changeux ve ark., 1970). Diger bir¢cok ligandla aktive edilmis
norotransmitter reseptorleri gibi, AChR’ler farmakolojik 6zelliklerine veya ¢esitli
molekiiller igin afinitelerine gére siniflandirilir (Russo ve ark., 2014). Bu nedenle, iki

ana alt tipe ayrilabilirler:

1- mAChR’ler: Omurgali iskelet kaslarinda bulunan metabotropik mAChR’ler,
omurgali iskelet kaslarinda bulunur, néromiiskiiler kavsakta noromiiskiiler gegise
aracilik eder (Ishii ve Kurachi, 2006). mAChR’ler heptahelik GTP baglayici protein
(G-protein) - kenetli reseptorlerin sinifina aittir. Bes alt tiirii vardir: M1-Ms (Caulfield
ve Birdsall, 1998). Genellikle, M1, M3 ve Ms mAChR alt tiirleri, tercihen Gq / 11
ailesinin G proteinlerine (adenilil siklazi1 inhibe etmez) fosfolipaz C (PLC)’yi aktive
eder; M2ve Maalt tipleri Gi / Go ailesi G proteinleri aracili adenilat siklazi inhibe eder,
ancak PLC’yi uyarmazlar (Hassall ve ark., 1993). Bununla birlikte, bu spesifiklik tam
degildir, ¢linkii M2 ve My reseptorleri, spesifik hiicre tiplerinde yiiksek seviyelerde
eksprese edildiginde PLC’yi aktive edebilir. Bu etki, By alt birimlerin Gi / Go’dan
serbest birakilmasi ile ilgilidir (Katz ve ark., 1992). Hem M3z hemde M reseptorlerinin
yiksek ¢oziintrlikli yapilari, her bir reseptoriin yapisal ozelliklerini farkli G
proteinleri birlestirme seciciligi ile dogrudan iliskilendirme olanagini saglayabilir. M3
/ M2 yap1 analizi, her mAChR alt tipinin ligand baglanma bolgelerindeki farkliliklarini
ortaya koymustur (Kruse ve ark., 2012).

2- nAChR’ler: Ozellikle nikotine cevap veren ve sadece periferik ve merkezi sinir
sistemlerinde degil ayn1 zamanda néronal olmayan dokularda da bulunan iyonotropik

reseptorlerdir (Changeux ve Edelstein, 2001).



Nikotinik ve muskarinik reseptorler arasinda farmakolojik farkliliklar vardir.
Bu reseptorler hem asetilkolin hem de karbakol ile uyarilmaktadir. Bu alt tiplerin her
ikisi de endojen norotransmitter ACh tarafindan aktive edilir ve viicutta hem noéronal
hem de noronal olmayan hiicrelerde eksprese edilir (Dani ve Bertrand, 2007).
NnAChR bir Ca*? / Na*! iyon kanahdir. Ca*? / Na*! degisim orani, AChR alt tipine
baghdir ve a7 alt tipinin Ca™ / iyonuna afinitesi Na*'’a goére daha yiiksektir
(Thunnissen, 2009). mMAChR, zar1 yedi kez kateden G proteini ile kenetli reseptorler
ailesine aittir ve bes alt tipe (M1-Ms) sahiptir. NAChR' ye benzer sekilde, mAChR’ler
ayrica genetik olarak farkli alt birimleri olan proteinlerdir (Thunnissen 2009; Wess,
1996).

4.2. Nikotinik Reseptorler
Nikotinik reseptorler hem néronal hemde noronal olmayan hiicrelerde eksprese

olmaktadir. Noronal olmayan hiicrelerdeki rolleri heniiz tam agiklanamamustir.

AChR’lerinin bir alt tipi olan nAChR hizli iyonotropik katyonik reseptorlerdir.
Bu iyon kanallar asetilkolin ve nikotin ile aktivasyona duyarlidir ve ¢ok hizli aktive
olurlar (Albuquerque ve ark., 2009). Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChRs),
noronlarda hizli sinaptik iletime aracilik eden heterojen bir iyon kanali ailesini
olustururlar. Bronsiyal epitel ve keratinositler gibi néronal olmayan hiicrelerde de
bulunurlar ve sinir iletiminin disinda farkli islevlere sahiptirler. Cesitli hastaliklarla
titlin kullanim1 birlikte goéz Oniine alindiginda ndronal olmayan nAChR sinyal
yolaginin kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar igin 6nemli etkileri vardir. Son
yillardaki arastirmalar, kanser hiicrelerindeki a7 nAChR’nin, nikotinin proliferatif
etkilerine aracilik eden ana nAChR altbirimi oldugunu géstermistir (Egleton ve ark.,
2008). Sonug olarak, a7 NAChR’{i, akciger kanseri ve mezotelyoma gibi kanserlerin
tedavisi i¢in 6nemli bir molekiiler hedef olabilir. Gelistirilmis segicilige sahip nAChR
antagonistlerinin tasarimini igeren gelecekteki caligmalar, tiitiine bagh kanserlerin

tedavisi i¢in yeni stratejiler belirleyebilir (Egleton ve ark., 2008).

4.2.1. Nikotinik reseptorlerin simiflandirilmasi ve tanimlanmasi
Noronal nikotinik reseptorler (nACh) sinir sisteminde yaygin bir sekilde
bulunur. Merkezi sinir sisteminde (MSS), nAChR’ler yoluyla iletilen kolinerjik

innervasyon, uyaniklik, uyku, yorgunluk, anksiyete, agri duyusunun merkezi olarak



islenmesi, gida alim1 ve ¢ok sayida biligsel islev gibi fizyolojik islevlerde kritik onemi
bulunan noérotransmitter salinimi, hiicre uyarilabilirligi ve ndronal entegrasyon gibi

stirecleri diizenler (Paterson ve ark., 2004).

“Noronal olmayan kolinerjik sistem” ve “ndronal olmayan asetilkolin”
terimleri ise ilk olarak 1970’lerde Sastry ve Sadavongvivad tarafindan tanitilmistir
(Sastry ve Sadavongvivad 1978). O zamandan beri, farkli noronal olmayan
dokulardaki nAChR islevini arastirmak tizere ¢ok sayida calisma yapilmustir.
Keratinositlerde nikotinik asetilkolin reseptorleri (Zia, 2000) lenfositler, makrofajlar,
mast hiicreleri, dendritik hiicreler, bazofiller (Kawashima ve ark., 2007), mikrogliya,
endotelyal hiicreler (Wang ve ark., 2001) epitel hiicreleri ve fibroblastlar dahil olmak
tizere kan hiicrelerinde (Zia ve ark., 1997) bulunmustur. Bu reseptoriin ekspresyonu,
timor hiicrelerinde de gozlenmistir ve kanser progresyonunda potansiyel rolii
oldugunu diistindiirmektedir (Improgo ve ark., 2013; Cooke ve Ghebremariam, 2008;
de Jonge ve Ulloa, 2007). Nikotinik reseptorler sinapslarda aksiyon potansiyeline
aracilik eden ligand kapili iyon kanali olarak bilinmesine ragmen g¢esitli néronal
olmayan dokularda hiicre kominikasyonlari, hiicre ¢ogalmasi, adhezyon, migrasyon,
salgi, hiicre sagkalimi ve apoptoz gibi hiicresel fonksiyonlarda dnemlidir (Gotti ve

Clementi, 2004).

Simdiye kadar, dokuz farkli nikotinik reseptor tanimlanmistir. Farkli nikotinik
reseptOr tipleri MSS, ganglionlar ve kaslar dahil olmak iizere ¢esitli yapilarda eksprese
edilir. Nikotinik reseptorler bes farkli alt birim tarafindan olusturulur: o, B, 6 ve y
(fetal) veya ¢ (yetiskin) (Cooper ve ark., 1991). Bu alt birimlerin farkli
kombinasyonlar1 ¢esitli nikotinik reseptorleri olusturur. Kas ve gangliada eksprese
edilen kolinerjik nikotinik reseptorler, iki o alt {nitesinden ve diger iigliniin
herbirinden olusur. Ote yandan, ndronal nikotinik reseptorler sadece iki tip alt birim
(02-10 ve B2-4) kombinasyonu ile olusur (Nai ve ark., 2003). Bu farkli alt birimleri
birlestirerek ¢ok sayida farkli nikotinik reseptorler iiretilebilir. Sonug¢ olarak, her
nikotinik reseptor tipi farkli 6zelliklere ve islevlere sahip olabilir (Fenster ve ark.,
1997). MSS’deki en yaygin olarak ifade edilen nikotinik alt birim a7’dir (Séguéla ve
ark., 1993). Ilging bir sekilde, baz1 nAChR bilesimleri, drnegin homopentamerik a7



nAChR, sadece iyon kanali fonksiyonlarina sahip olmakla kalmayip, ayn1 zamanda
metabotropik reseptor olarak fonksiyoneldir (De Jonge ve ark., 2005; Dasgupta, 2006).

4.2.2. Nikotinik reseptorlerin kromozomal lokalizasyonu
Memelilerde bulunan nikotinik kolinerjik reseptdr alt birimlerinin farkli

kromozomlardaki lokalizasyonu ve her bir alt {initeyi kodlayan genler Tablo 4.1.’de

gosterilmistir.
Alt birim Gen Kromozomal lokasyon

Insan

a? CHRENAZ Bp21

u3 CHRNAS 16024

d CHRNA4 20q13.2-q13.2

b CHANAR 15024

(Tis] CHAENAE 8p121

a7 CHRNA? 15q14

ad CHARNAD 4p14

all CHRENATD 1Mp1B.E

Tablo 4.1. nAChR alt birimlerini kodlayan genlerin kromozomal lokalizasyonu.

(Maglott, 2011; Improgo ve ark., 2013).

4.2.3. Nikotinik reseptorlerin yapisal o6zellikleri

NAChR’ler, bir rozet gibi baglanmis, molekiil kiitlesi ~ 290 kDa olan, farkli
o (a2-10), agonistik baglanma bolgesi ve [ (B2-4) alt birimler tarafindan
sekillendirilen, iyonik kanali, ~ 8 nm ¢apinda ve ~ 16 nm uzunlugunda olan bir
silindirik pentamerik yapiya sahip integral zar proteinleridir (Russo ve ark., 2009;
Russo ve Taly 2012) (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Nikotinik reseptorlerin genel yapisi (tipik ligand kapili iyon kanali), asetilkolinin baglanma
bolgesi.

Nikotinik asetilkolin reseptoriiniin yandan ve iistten goriiniisiidiir. Bes reseptor alt birimi (a.,f3,y,0)
merkezi bir transmembran boslugu ¢evreleyen bir kiime olusturur; bunlarin her biri alt birimin M,
helikal segmenti tarafindan olusturulur. Bunlar, katyona segici olan poru yapan bolgede negatif yiiklii
aminoasitlerin bir iistiinliigii vardir. Reseptoriin hiicre dis1 kisminda iki asetilkolin baglanma bélgeleri,
alfa ve bitisik alt birimler arasindaki ara yiizeyde yer alir. Asetilkolin baglandiginda, biikiilmiis alfa
heliksleri ya diizlesir ya da yon degistirir, boylece kanal agilir (Based on Unwin, 1993, 1995) .

nAChR’ler, hizli iyonotropik Kkatyonik nikotinik AChR’lerdir. Bu iyon
kanallar1, asetilkolin ve nikotin tarafindan aktivasyona duyarlhidir ve aktivasyonlari
olduk¢a hizlidir (Albuquerque ve ark., 2009). Reseptorler homo veya hetero
pentamerler olusturabilir ve bir merkezi iyon kanali olusturur. NAChR alt birimlerin
bilesimi, nAChR’lerin (Albuquerque ve ark., 2009; Niu ve Lu 2014; Schuller 2009)
fonksiyonunun diizenlenmesinde de bir role sahiptir (Dang ve ark., 2016). nAChR

yapist homopentamerik ve heteropentamerik olarak Sekil 4.3.’te gosterilmistir.
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a9 a9
a9 | a9
Homomerik nAChR
a9 a9
§ j a9 a9
Heteromerik nAChR

Sekil 4.3. NAChR yapisinin homopentamerik ve heteropentamerik olarak gésterimi.

(motifolio.com)

Alfa 7 nikotinik reseptorii, 5 o7 alt biriminden ibarettir ve a7 homo
oligomerik nAChR olarak adlandirilir. a7 nikotinik asetil kolin reseptorii sematik
olarak Sekil 4.4.’te gosterilmistir (Davis ve de Fiebre, 2006).

Bes a7 alt birimi bir a7 homo-oligomerik nAChR olusturur

Ca2+

Sekil 4.4. Alfa 7 nikotinik asetil kolin reseptoriiniin sematik gosterimi.

(Davis ve de Fiebre, 2006)

4.3. Nikotinik Reseptorlerin Fizyolojik Fonksiyonlar1 ve Dokularda Dagilim
nNAChR ilk olarak merkezi sinir sistemi néronlarinda 6nemli diizenleyiciler
olarak tanimlanmistir. nAChR’lerin beyindeki islevlerine ek olarak elde edilen

kanitlar, bazi noéronal olmayan memeli hiicrelerinde bir dizi farkli islev
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gerceklestirdigini gosterir. (Sharma ve Vijayaraghavan, 2002). Noronal hiicrelerde ise
serebral korteks, hipotalamus, talamus, amigdala, hipokampal formasyon gibi bazi

beyin dokularinda bulunurlar.

NAChHR alt birim bilesimi, nAChR’lerin (Albuquerque ve ark., 2009; Niu ve Lu
2014, Schuller, 2009) fonksiyonunun diizenlenmesinde de bir role sahiptir. Tiim
nAChR’ler, Na*!, Ca*? ve K*! gibi cesitli katyonlara gegirgenlik gosterir; o7 NAChR,
Ca*? igin en yiiksek gecirgenligi gosterir. Kanal aktivitesinin yam sira, Ca*? /
calmodulin, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK), protein kinaz C ve vaskiiler
endotel bliylime faktorii (VEGF) gibi bir dizi baska hiicre i¢i olay ve ¢esitli sinyal ileti
yolu da nAChR’ler tarafindan diizenlenebilir. (Trombino ve ark., 2004; Arredondo ve
ark., 2006; Nakayama ve ark., 2002). Farkli nAChR alt tipleri ayrica bakim, metabolik
ton ve karsinojenez kontrolii gibi farkli fizyolojik islemlerin kontroliinde rol oynar.
nAChR genleri sadece ndronal sistemlerde degil, ayn1 zamanda cilt, pankreas ve
akciger gibi bircok ndronal olmayan doku hiicrelerinde de eksprese edilir, bu da

nAChR’lerin sinaptik iletime ek olarak diger biyolojik islemlerde rolleri olabilecegini

diistindiiriir (Bierut, 2009).

Aslinda, nAChR’lerin sadece noromiiskiiler kavsaklarda klasik islevlerini
yerine getirmedigi, ayn1 zamanda hiicre ¢ogalmasi (Bierut, 2009) ve hiicre oliimii
(Albuguerque ve ark., 2009; Schuller, 2009; Catassi ve ark., 2008) gibi hiicresel
islemlerin dlizenlenmesinde de islev gordiigii bulunmustur. Kanserdeki diisiik
sagkalim oranlarinin, timdr hiicresi proliferasyonunu, apoptozu (Alkondon ve ark.,
2009; Schuller, 2009; Catassi ve ark., 2008), proinvazif ve anjiyogenik fenotipleri (Ng
ve ark., 2007) ve epitel-mezenkimal gegisi (EMT) etkileyen nAChR yolu
aktivasyonundan etkilendigine inanilmaktadir. Bu durum nAChR’lerin insan kanseri

tiirlerindeki roliine dair mevcut kanitlart 6zetlemektedir (Dang ve ark., 2016).

4.4. Nikotinik Reseptorlerin Hiicre Cogalmasindaki Rolleri

NAChR agonisti nikotin, sigaranin temel aktif bilesenidir. Nikotin, cesitli
normal ve kanserli hiicrelerin proliferasyonunu uyarabilir (Gotti ve Clementi, 2004;
Schuller, 2007). Sigara dumaninda bulunan bagimlilik yapici alkaloid olan nikotin,
ACh’yi taklit ederek NAChR’nin o altbirimlerine baglanir (Taly ve ark,, 2009; Russo
ve ark., 2012; Barik ve Wonnacott 2009). Nikotin baglandiktan sonra, reseptor
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konformasyonu degisir, iyon kanalinin hiicre i¢i kapisi agilir ve Ca™’un hiicre digindan
(¢evre), hiicre sitoplazmasina akar (Taly ve ark., 2009; Cardinale ve ark., 2012; Barik
ve Wonnacott 2009). Iyon akisi, zar depolarizasyonunu, plazma zarmin hiicre igi
tarafinin negatif yiikiinii azaltarak indiikler. Ardindan gerilimle aktive olan Ca*?
kanallarinin plazma zarinin hiicre i¢i kapisi agilir, boylece hiicre 6liimiinii veya
proliferasyonunu, epiteliyal mezenkimal ge¢is (EMT), farklilasmay1 ve migrasyonu /
istilayi etkileyen yolaklarin dogrudan stimiilasyonu da dahil olmak iizere farkli konaga
bagl tepkileri tetikleyen ek bir Ca™® miktar1 hiicreye akar (Russo ve Taly 2012; Le
Novere ve ark., 2002; Cardinale ve ark., 2012; Barik ve Wonnacott, 2009; Pillai ve

Chellappan, 2012).

Birkag kiiciik hiicreli akciger kanseri (SCLC), kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri (NSCLC), pankreas kanseri ve kolon kanseri hiicre hatlarinin nikotin ile
tedavisi, reseptore bagl bir sekilde proliferasyona neden olur (Gotti ve Clementi,
2004; Shin, 2004; Ye, 2004). Ek olarak, yapilan ¢alismalar, bir nikotin ve hiperoksinin
kombinasyonunun hamsterlerde akciger tiimdrlerini indiikleyebilecegini gostermistir
(Schuller, 1995). Bu bulgu, nAChR’lerin kronik stimiilasyonunun, (genellikle sigara
icenlerde bulunan) bozulmus pulmoner oksijenasyonla birlikte, akciger tiimorlerini
baslatabildigini gostermektedir (Schuller, 1995). nAChR’lerin hiicre ¢ogalmasindaki
rolli, genellestirilmis nAChR antagonistlerinin (6rnegin, hekzamethonium ve
mekamilamin) nikotinin proliferatif etkilerini tersine ¢cevirme kabiliyeti ile pekistirilir.
Ozellikle, 07 nAChR, nikotinin proliferatif etkilerine aracilik etmede rol oynamaktadir
(Sekil.4.4.1). NHBE, SCLC ve NSCLC hiicrelerini i¢eren Onceki calismalar, o7
nAChR antagonistlerinin  bir bungarotoksin veya metilkakonitinin nikotinin
proliferatif etkilerini azaltabildigini gostermistir (Dasgupta, 2006; Trombino, 2004;
Heeschen, 2002). Bu bulgular, akciger hiicrelerinde o7 nAChR’ni hedef alan siRNA
transfeksiyonu ile de dogrulanmistir (Dasgupta, 2006).

Diisiik nikotin konsantrasyonlari, sinyal yolaklarni, hiicre proliferasyonunu
uyarirken, Yyiiksek konsantrasyonlar sitotoksiktir (Villablanca, 1998). Hiicre
proliferasyonunu uyaran nikotin konsantrasyonlari, sigara icenlerin ve oral tiitiin
kullanicilarinin - kan akiglarinda bulunan konsantrasyonlara karsilik gelir. Bu

baglamda, noronal olmayan epitelyal ve endotelyal hiicrelerde de nAChR’lerin ifade
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edilmesi ve hiicre proliferasyonunun nikotin uyarimint antagonize eden nAChR
antagonistleri tarafindan inhibe edilmelidir (Cattaneo ve ark., 1993). Nikotin ve diger
nikotin metabolitlerinin NAChR’lere baglanmasi, hiicre gogalmasini, hiicre yasamini
artiran sinyal yolaklarin1 ve reaksiyonlart uyarir. nAChR’ler yoluyla nikotin aracil
epidermal biiyiime faktoriiniin (EGF) salgilanmasi, epidermal biiyiime faktori
reseptoriniin  (EGFR) transaktivasyonuna, mitojenik ve antiapoptotik yolaklarin
aktivasyonuna neden olur (Schuller, 2007; Singh ve ark., 2011). Bu, proliferatif
yolaklar: aktive eden EGF ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktori (VEGF) arasidonik
asidin salimimint aktive eden ¢oklu onkojenik ve mitojenik sinyal kaskadlarinin

uyarilmasiyla sonuglanir.

Ek olarak, nikotinin B-AR' lere baglandig: bulunmustur (Wong ve ark., 2007).
Nikotin, malign fenotip edinimi i¢in hayati adimlardan biri olan epitel mezenkimal
gecisi (EMT) uyarir. Bu gegis hiicrenin kanser metastazlarini kolaylastirabilen gog

ozellikleri kazanmasin saglar (Dasgupta ve ark., 2009).

Homomerik a7 nAChR, nikotin aracili hiicre cogalmasini kolaylastiran birincil
reseptor olarak belirtilmektedir, ancak diger reseptor altbirimleri de katilabilmektedir
(Schaal ve Chellappan, 2014). Nikotin, asetilkolinden daha yiiksek afinite ile nAChR'
lere baglanir. (Schaal ve Chellappan, 2014; Sergei ve Grando, 2014; O’Leary ve ark.,
2008). Cesitli kanitlar, nikotinin kanser gelisimine katkida bulunabilecegini
gostermektedir. Hiicre kiiltiirleri iizerine yapilan deneysel in vitro calismalar,
kemirgenler lizerindeki in vivo ¢alismalar ve epidemiyolojik ¢aligmalar da dahil olmak
tizere insanlar lizerinde yapilan ¢aligmalarin kaniti, nikotinin kendisinin diger tiitiin
bilesenlerinden bagimsiz olarak kanser gelisiminde birtakim etkileri uyardigini ortaya
koymaktadir (Schaal ve Chellappan, 2014, Sergei ve Grando 2014). Nikotin kaynakli
hiicre proliferasyonunun altinda yatan sinyal yollar1 nikotinin, hem biiyiime
faktorlerinin (6rnegin BDNF, VEGF, HGF, VEGF-C, TGF-b, PDGF ve TGF-a) hem
de biliylime faktorii reseptorlerinin seviyelerini arttirarak hiicre proliferasyonunu
hizlandirdig1 gosterilmistir. (6r. VEGFR-2, PDGFR, HGFR ve EGFR) (Conti-Fine,
2000; Zeidler 2007). Nikotin, hiicre i¢i Ca*? ve L tip voltaj duyarli Ca*? kanallarinda
bir artis yoluyla EGFR’niin transaktivasyonunu indiikledigi gosterilmistir. Hiicre i¢i

Ca'? nm, EGFR' nin transaktivasyonuna neden oldugu mekanizmalar agikliga
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kavusturulmaya devam etmektedir. Ca™' da ki yiikselmenin, daha sonra EGFR' yi

fosforile eden sitoplazmik kinazlarin aktivasyonuna neden olmasi olasidir. (Richard

ve ark., 2008).

a7 NAChR, Ca* icin oldukea secicidir (Russo ve Taly 2012; Le Novére ve
ark., 2002; Cardinale, 2012; Barik ve Wonnacott, 2009). Nikotin'e kronik maruz kalma
nAChR ekspresyonunu arttirir (Russo ve Taly, 2012; Le Novere ve ark., 2002;
Cardinale ve ark., 2012; Barik ve Wonnacott, 2009; Govind ve ark., 2009).
Homomerik (a7 veya a9) veya heteromerik (a4p2) nAChR'ne baglanan ACh veya
nikotin, sitoplazmada iyon akisim (diger bir deyisle Ca*? akisi) saglayan reseptor
kapilarinin acilmasina neden olur. Membran depolarizasyonunu indiikleyen bu akis,
voltaj kapili Ca*? kanallarmin kapilarmin acilmasim ve bdylece hiicre ici Ca*?
seviyelerinde ilave bir artis olur. Hiicre i¢ine Ca*? akis1 sinyal iletim yollaklarimi
tetikler. Tipik olarak, sigara i¢en kisilerde a7 NAChR' nin fizyolojik fonksiyonlari artar
ve 04p2 nAChR'nin fizyolojik fonksiyonlar1 bozulmustur (Cardinale ve ark., 2012;
Schuller, 2012), ¢iinkii nikotinik o7 reseptoriiniin, nikotin upregiilasyonu a4f2
miktarini azaltir. Kanser hiicrelerinde o7 NAChR, stimiilasyon yanitlarini diizenlerken,
a4P2 inhibe edici cevaplarla ilgilidir. Farkli calismalar, nAChR’nin kanser
tetiklenmesindeki ve ilerlemesindeki roliinii bildirmektedir. (Russo ve ark., 2012;
Paleari ve ark., 2009; Cardinale ve ark., 2012; Pillai ve Chellappan, 2012; Schuller,
2012; Schuller ve Orloff, 1998; Schuller, 2009; Egleton ve ark., 2008; Song ve
Spindel, 2008; Russo, 2012). Noronal olmayan hiicrelerde nAChR’lerinin dagilimlari

ve fonksiyonlar1 Tablo 4.2.”de gosterilmistir.
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?f;ieptor Kanser Tipi Fonksiyon ilgili Sinyal Yolu
Kiicik Hicreli Digt . . MAPK aktivasyonu PPI3-kinaz / AKT yolu
i o . : k S - ! .
“ Akciger Kanseri Hucre Cogalmast ve Janus-aktiflestinilims kinaz / STAT smval.
o pTe - p-arrestin-SRC ve / veya EGFR-Ras aktrvasyonu,
al ikc; iiieIHIwi 31;11_)151 Hiicre Cogalmast Rb'nin etkisizlesmesine ve E2F 1 ile regiile edilmis
= proliferatif genlerin ortaya ¢ikmasina neden olur
Kuguk Hucrel - -
al Akug?é{er ori Hiicre Cogalmast Serotonin & Bombesin-PKC ERK-COX2-CREB
Mide kansert ) P
al Kiigiik Hitereli Digt Hiicre Cogalmasi B-COX-2 / PGE (2) adrenoreptdrleri aktivasyonu
Akciger Kanseri
Pankreas Duktal Adrenalin / Noradrenalin CREB, ERK, Src v
od e Adenokarsinomu Hiicre Cogalmast AKT foé?ﬁrﬂaﬁ?onu ’ SHIETE
Kiigitk Hiereli Digt -
ol Akciger Kanseri ; Hiicre Cogalmast Indirgeme-SLURP-1
Kolon Kanseri
al Mide Kanser Hiicre Cogalmasi E-cadherin asag reg‘?l_lasyonu ve ZEB-1ve
= salvangoz vukan regiilasvom
al Akciger Zan Kanseri Hiicre Cogalmasi MAPK- aktivasyonu
o7 ikﬁg?éceIHIﬁc[: e]; 1_]? 13 Inhibisyon ilaca bagh Yukan diizenleme Survivin, XIAP. BelxL,
Meme eri apoptoz Bax ve Bel-2 fosfonlasyonu ve NFkB
Kigik Hocreli Dist | goiioteal Mezen simal 1 ve m-kalpain fosforilasyonu, p katenn ve
al Akeiger Kanseri g:éis d E-cadherin asag regiilasyonu, fibronektin
Meme Kansen ve vimentin regiilasyomnu
i B B Diizenleme Cyelin-D3 gen ifadesi. Endojen
ad Meme Kansen Hilere Cogalmas E2 / eksojen nikotine ER ile indiklenen 9
yukan regiilasyon cevab:

Tablo 4.2. Farkli kanser tiplerinde nikotinik reseptorler ve etki mekanizmalar.

Farkl1 kanser hiicrelerinde nAChR’ 1n neden oldugu fonksiyonlar ve ilgili yolagi 6zetlemektedir.
(Russo ve ark., 2014)

4.5. Nikotinik Reseptorler ve Kanser

Nikotin ve metabolitleri merkezi ve periferik sinir sistemlerinde yaygin olarak
eksprese edilen nikotinik ACh reseptorlerine (NAChR' ler) baglanan ve ligand kapili
katyon kanallarinin bir ailesi olan yiiksek derecede lipofilik bilesiklerdir (Zoli, 2015).
Baslangicta nAChR' lerin sadece sinir sisteminde mevcut olduguna inaniliyordu,
ancak birgok hiicre tipinde eksprese olduklar1 gosterilmistir. Ozellikle, ACh'yi
sentezleyen, depolayan, isleyen ve salgilayan hava yolu epitel hiicreleri bulunmaktadir
(Wessler ve Kirkpatrick, 2008; Spindel, 2016). Birgok akciger kanseri, otokrin
biiylime faktorii olarak akciger kanseri hiicrelerinde nAChR ve mACh reseptorleriyle

etkilesime giren ACh' ni sentezlemektedir (Song ve ark., 2003; 2008). Kanser
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biiylimesi ve gelisimi bu nedenle hem endojen ACh hem de nAChR' lerin eksojen
(nikotin) ligandlari tarafindan uyarilabilir. (Mucchietto ve ark., 2017)

Nikotinin, opioidler, UV radyasyonu, Ca*? iyonoforlar, nérotoksinler, oksidatif
stres ve antikanser ilaglar1 gibi hiicre dis1 stres uyaranlarindan kaynaklanan apoptozise
kars1 direng gosterdigi gosterilmistir. Nikotinin, kiigiik hiicreli akciger kanseri, kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri, meme kanseri, agiz kanseri ve bas-boyun kanseri
hiicrelerini antikanser ilaglar tarafindan indiiklenen apoptozise karsi korudugu

gosterilmistir (Dasgupta, 2006; Xu, 2007; Zeidler, 2007)

Nikotin, nAChR' lerin o alt birimine baglanarak bir agonist olarak
asetilkolini taklit eder (Lindstrom, 1996). Nikotin, heteromerik a4p2 nAChR' lere a7-
NAChR' lere gore daha yiiksek afinite ile baglanir (Gotti ve ark., 1997). a4p2 nAChR'
lere daha yiliksek baglanma, reseptoriin duyarsizlastirilmasiyla sonuglanir; bu, o7
NAChR' nin in vivo olarak kanser gelisimi ve ilerlemesinin ana uyaricisi olmasinin
nedeni olabilir. Nikotine ek olarak, 4- (metilnitrosamino) -1- (3-piridil) -1-biitanon
(NNK) gibi tiitiin-spesifik nitrozaminler de a7-nAchR' ye baglanabilir ve N
nitrosonornikotin (NNN) heteromerik oo NAChR' lere baglanir. (Schuller ve Orloff,
1998). NNK' nin a7 nAChR' ye olan afinitesi nikotinden 1,300 kat daha fazla iken,
NNN' nin heteromerik af-nAChR' ler i¢in afinitesi nikotinkinden 5.000 kat daha
yiiksektir (Schuller ve Orloff, 1998; Arredondo ve ark., 2006). Memeli hiicrelerinde
NAChR' lerin her yerde bulunmasi kesfinden beri, laboratuvar ¢alismalart NAChR' leri
tiimor biliylimesi ve anjiyogenez dahil ¢esitli patolojik durumlarla iligkilendirmistir
(Maneckjee ve Minna, 1990; Heeschen ve ark., 2001). Nikotin kanserojen
metabolitlerinin, akciger kanseri hiicrelerinde Raf-1 / MAPK / c-myc yolaginin
serotonin ile uyarilmig sinyal yoluyla hiicre ¢ogalmasini arttirdigi gosterilmistir
(Schuller ve Orloff, 1998). Insan kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)
dokular1 ve kanser hiicrelerinin a7 nAChR (Paleari ve ark., 2008) ifade ettigi
gosterilmistir. Nikotin, a7 NAChR' ye baglanarak Ca*?' nin akciger kanseri hiicrelerine
akmasina neden olabilir ve akabinde voltaj kapili Ca*? kanallarin1 aktive ederek B-
hiicreli lenfoma-2 proteininin ekspresyonunun artmasima neden olarak apoptozun
regiilasyonu ile sonuglanabilecek MAPK yolunu aktive eden membran
depolarizasyonunu tetikler (Heusch ve Maneckjee, 1998). Daha sonra MAPK yolu,

transkripsiyon faktorii niikleer faktor-kB'yi (NF-«kB) aktive eder ve kanser hiicresi
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¢ogalmasini tesvik eder. a7 NAChR' nin ifadesi ayrica Rb-Raf-1 / fosfo hiicre dis1
sinyalle diizenlenmis kinaz (ERK) / fosfo-p90RSK yolunun aktivasyonu ile de
iligkilidir (Dang ve ark., 2016).

Nikotin, Ca*? akisina neden olan ve protein kinaz C, Raf-1, ERK 1/2 ve c- Myc
gibi sinyal yolaklarim1 aktive eden o7 nAChR' lerin ekspresyonunun artigini
indiiklemektedir. a7 nAChR' lerin ekspresyonunun artist hiicre ¢ogalmasi, kanser
hiicresi gogii, metastaz veya apoptozun inhibisyonunu artirir (Lee ve ark., 2011). a7
nAChR' nin aktivasyonu, voltaj kapili Ca*2 kanallarini aktive ederek Ca*? hiicre icine
akisina ve ardindan MAPK yolunu aktivasyonuna neden olabilir. Daha sonra, MAPK,
transkripsiyon faktoriic NF-xB' yi aktive ederek kanser hiicresi g¢ogalmasini
tetiklemektedir (Trombino ve ark., 2004).

Nikotinin tiim etkileri o7 nAchR' nin aktivasyonu, ardindan AKT ve MAPK
sinyal yollarinin aktivasyonu ile olusur (Schaal ve ark., 2015). Sinir sisteminde oldugu
gibi, nAChR' lerin normal pankreas duktal hiicrelerinde ve pankreas kanseri
hiicrelerinde katekolaminlerin sentezini ve salimini diizenlemede rolleri vardir.
Nikotinin, a3, a5 ve a7 NAChR alt birimlerine (Al-Wadei ve ark., 2012; 2012; 2009)
bagli olan katekolamin sekresyonunu indiikledigi gosterilmistir. Ek caligmalar ayrica,
pankreas kanseri hiicrelerinde nikotinin, iyi bilinen bir proliferasyon ve hayatta kalma
ile ilgili sinyallesme yolu olan ERK1 / 2'yi aktive ettigi bulummustur (Hermann ve
ark., 2014; Bose, 2005; Chowdhury ve Walker, 2008). Nikotin ayrica normal pankreas
hiicrelerinde ve kanser hiicrelerinde y-aminobiitirik asit (GABA) sentezini ve
sekresyonunu zamana bagli bir sekilde inhibe eder. GABA, a4 nAChR alt birimi (Al-
Wadei ve ark., 2012; Al-Wadei ve ark., 2009; Schuller ve ark., 2008) ile in vivo ve in
vitro pankreas tiimor biiyiimesini inhibe edebilir. Proliferatif etkilerine ek olarak,
nikotin, CD18 / HPAF pankreas kanseri hiicre hattinda musin MUC4'li yeniden
diizenleyerek pankreas kanseri hiicrelerinin go¢iinii ve yayilmasini tesvik eder (Momi
ve ark., 2013). Osteopontin (OPN) sentezi ve salgilanmasinin uyarilmasi yoluyla
nikotin, pankreas kanseri hiicre hatlarinda hiicre ¢ogalmasini ve metastazi da
destekleyebilir. Ayrica, pankreas kanseri hiicrelerinin nikotin kaynakli gog, istila ve
metastazinin, matris metaloproteinaz-9 ve VEGF'nin indiiklenmesi yoluyla OPN'ye

bagli oldugu da bulunmustur (Lazar ve ark., 2010).
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Gastrik kanserde, nikotin ve nikotin tiirevli nitrosamin ketonun (NNK), o7
NAChR ve beta adrenerjik reseptorler araciligiyla AGS mide kanseri hiicre
¢ogalmasimi 6nemli olgiide arttirdigi bulunmustur. Nikotin, Erk | / 2 aktivasyonuna
bagli olan hiicre ¢ogalmasini tesvik ederken, NNK kaynakli hiicre biiyiimesi, p38
MAPK’ya baghdir. Ek olarak, nikotin ve NNK, hiicre dongiisii diizenleyici
proteinlerini modiile etmek icin siklooksijenaz-2 indiiksiyonuna aracilik eder ve
kanser gelisimine katkida bulunur. Secici bir siklooksijenaz-2 inhibitorii olan SC-
236'nin nikotin / NNK ile indiiklenen hiicre proliferasyonunu bloke ettigi gosterilmistir
(Shin ve ark., 2008; Zdanowski ve ark., 2015). AGS mide kanseri hiicre hatti {izerinde
yapilan in vitro bir calisma, o7 nAChR siRNA tarafindan kapatildiginda, hiicrelerin 5

- florotirasil tedavisine daha direngli oldugunu bildirmistir (Chen ve ark.,2015).

ACh reseptorleri ayrica insan mezotelyoma ve normal mezotel hiicrelerinde
eksprese edilir. Nikotin uyarimi, nikotinik kolinerjik reseptorlerin aktivasyonu ile
hiicre bilyiimesini saglar. insan meme epitel hiicrelerinde, malign olmayan MCF10A
ve malign MCF7 meme hiicrelerinin, a3, a 5, a 7, a9, a 10, B1, B2, vy, d ve € nAChR
alt birimlerini ve My, M3, M4 ve Ms'i eksprese ettigi gosterilmistir. Bazal epitel
hiicrelerinin kotii huylu transformasyonu, o/ ve 09 yapimi nAChR'lerin asir1
ekspresyonu ile de iliskilendirildi. NNK, ERK 1/2 fosforilasyonunu, timér promotorii
hepatosit biiyiime faktoriinii kodlayan genin ekspresyonunu uyarmistir, timor
baskilayict gen CDKN2A geninin ekspresyonunda azalmaya ve MCF10A hiicrelerini
timorijenik transformasyona indiiklenmistir (Kalantari-Dehaghi, 2015). nAChR alt

birimlerini ifade eden kanser hiicresi tipleri Tablo 4.3.” de gésterilmistir.
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nAChR alt birimlerini ifade eden kanser hiicresi tipleri.
Kanser tipi nACh altbirimleri Referanslar
Rahim agn ab, af af Calleja-Macia
kanseri et al., 2009
Kolon kanseri ul Yo at 004
Lisemi w2, a3, ab, uf, uf o, p2, p4 ato et 19499
1l
Kiiciik hiicreli wd, od, ab, ub, al o, p2, p4
olmavan akciger Tsurutan
kanseri 0 am at
Wi gl sl ]
al., 2010
Kiiciik hiicreli a3, b, af ab p2, pd Codignola et a
akciger kanseri 04 na et al
( \qo
. 2010
Mezotelyoma al frombino et a
Medulloblastomn al iegel and Luka
Neurohlastoma w3, fa ukas, 1993

Tablo 4.3. nAChR alt birimlerini ifade eden kanser hiicresi tipleri

(Improgo ve ark., 2013).

Genel olarak, nikotin, MAP Kinaz, PI3kinase / Akt, NF-kB yolaklar1 gibi
nAChR ile baglantili sinyal iletimi yoluyla hiicre ¢ogalmasini, anjiyogenez, hiicre
gocii ve apoptozu indiiklemistir (Heeschen ve ark., 2001; 2002; 2003; Cooke ve
Bitterman 2004; Avogaro ve Fadini 2006; Cooke, 2007; Adamopoulos ve ark., 2008;
Chu ve ark., 2005). Yukaridaki sinyal iletimi sayesinde, néronal olmayan dokularda
nikotinin, BFGF, TGFa, VEGF, PDGF (Conklin ve ark., 2002) gibi biiyiime
faktorlerinin salgilanmasina ve proteinlerin (Xu ve Deng 2006), COX-2 ailesinin
yiikseligine neden oldugu bulunmustur (Shin ve ark., 2005). En ilgi ¢ekici sekilde, hem
VEGF ve hem de FGF'nin neden oldugu insan mikrovaskiiler endotel hiicresi
(HMVEC) gogiinii ve anjiyogenezi nAChR aktivasyonunu gerektirir (Ng, ve ark.,
2007). Mekanik olarak, nikotinin, endotel hiicrelerinin sagkalim, proliferasyon ve
anjiyojenezini destekleyen MAP kinazi1 ve PI3K / AKT sinyal yollarinin

aktivasyonunu tetikledigi gosterilmistir. Diger caligmalar, nikotinin hiicre siklusu
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ilerlemesi, apoptoz ve farklilasma tizerindeki etkisini gostermistir (Cunningham ve
ark., 1985) . Akciger kanseri ve noronal hiicrelerde a7 nikotinik reseptorler aracili

sinyal iletimi Sekil.4.5.” de gosterilmistir.

NNK
Nikotin
Asetil kolin N
l N N
Ca+2
N .. a7 nAChR

Wy
/ msé.?m

s

/ v v v
\ p110
\ P Raf P (@
VEGF |
BFGF P MEKK 0
MMPs & P (AR

| l - el

Anjiyogenez Hiicre gogalmasi

v
CEEETY

Apoptoz *—J Hucre (;ogalma51

Sekil 4.5. Nikotinik Alfa 7 reseptor sinyal yolaklari
(CCR Moleculer Pathways © 2011 American Association for Cancer Research).

Akciger kanseri hiicrelerinde ve néronal hiicrelerde, o7 ve hetero pentamerik nAChR'lerinin sinyal
yolaklar1 , Ca*?bagimli PKA, PKC, PI3K / Akt ve MAPK' nin aktivasyonu araciligryla NF-kB, AP1,
CREB ve mTOR transkripsiyon faktorlerinin inditklenmesi yoluyla proliferasyon ve anjiyogenezi
tesvik eder (Wu ve ark., 2011).

Ek olarak, biiyiik hiicreli karsinom, skuamoz hiicreli karsinom, kiiclik hava
yolunun adenokarsinomasi ve alveoler tip II hiicrelerinin yani sira dliimstizlestirilmis
biiyiik ve kiiciik hava yolu epitel hiicrelerinin tiimii, nikotin ve NNK'yi aktive ettigi
sonucuna varmistir. Proliferasyonun uyarilmasi ve kemoterapinin neden oldugu
apoptozun inhibisyonu ile sonuglanir (West ve ark., 2003; Tsurutani ve ark., 2005).

Son zamanlarda yapilan bir calisma, AKT sagkalim sinyallerinin, insan meme kanseri
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hiicrelerinde nikotin aracilt kanserojen siirecte Onemli bir rol oynadigini da
gostermistir (Shih ve ark., 2010). Ek olarak, arrest-arrestin-1 ve Src kinaz, nikotinin
mitojenik etkilerine aracilik etmede kilit oyuncular olarak goriinmektedir. Src protein
tirozin kinaz ailesinin, hiicre proliferasyonu, hayatta kalma, metastaz ve anjiyojenezi
diizenleyen ¢ok sayida reseptorlii sinyalleme yolunun kritik bir bileseni oldugu
bulunmustur. Noronal olmayan kanser hiicrelerinde nAChR’ nin etkileri Sekil 4.6° de

gosterilmistir.

Néronal olmayan kanser
hiicrelerinde nAChR

l

Sekil 4.6. Noronal olmayan kanser hiicrelerinde nAChR’ nin etkileri

(Zoli ve ark., 2018)
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Ek olarak, nikotin ayn1 zamanda, COX-2 ve VEGFR diizenlemesi yoluyla
plazminojen aktivatorlerinin (iirokinaz tipi plazminojen aktivatorii ve reseptorii)
ekspresyonunun yani sira matris metaloproteinazlart 2 ve 9'u indiikleyerek kanser

hiicre istilasini da tesvik eder (Shin ve ark., 2005).

4.6. Nikotinik Agonist ve Antagonistler

Nikotin ve NNK [4- (metilnitrosamino) -I- (3-piridil) -I-butanon] dahil, sigara
dumani bilesenleri, NAChR' lerinin agonistleridir. Nikotinin, hiicreleri antikanser
ilaclarin neden oldugu apoptozdan korudugu gosterilmistir. Ilag direncinin
kazanilmasi, kanser terapisinde Onemli bir zorluktur ve nAChR antagonistleri,
kemoterapiye verilen terapdtik cevabi arttirmak icin belirlenmis kemoterapotik
ilaglarla kombinasyon halinde potansiyel olarak kullanilabilir. Bununla birlikte,
nAChR antagonistlerinin biyoaktivitesi heniiz hayvan modellerinde test edilmemistir.
nAChR antagonistlerinin yiiksek diizeyde nikotinik reseptorler ifade eden beyin,
merkezi sinir sistemi, bagisiklik hiicreleri ve kas hiicreleri iizerindeki potansiyel yan
etkilerini arastirmak i¢in dikkatlice tasarlanmis hayvan ¢alismalar1 gereklidir. (Egleton
ve ark., 2008)

Norotoksinler, néronal nAChR reseptor alt iinite kombinasyonlarini ayirt etmek igin
yaygin olarak kullanilir (Luetje ve ark., 1990; Decker ve ark., 1995). Son ¢alismalar,
nAChR antagonistlerinin antikanser ilaglart icin kullanilabilecegini ima etti. o/
nAChR'ler sigara igicilerdeki kiiclik hiicreli akciger karsinomlarinda asir1 eksprese
edilirken (Sciamanna ve ark., 1997), in vitro deneyler, malign biiyiimenin yilan
norotoksinleri (a-ndrotoksinler) veya salyangoz konotoksinleri (a-konotoksinler)
kullanilarak birakilabilecegini gostermistir ve bunlar nAChR'lerin izolasyonu ve
biyokimyasal karakterizasyonu icin kullanilir, ¢iinkii bunlar nAChR'nin rekabetci
antagonistleridir (Sandall ve ark., 2003). Metilkakonitin (MLA) ve a-bungarotoksin
gibi a7 nAChR inhibitérlerinin varliginin kanser gelisim siirecinde nikotinin
proanjiyogenik etkilerini tersine ¢evirdigi bulunmustur (Heeschen ve ark., 2001; 2002;
2003; Dasgupta ve Chellappan, 2006). Russo ve arkadaslari, birka¢ dogal bilesigin, o7
nAChR ekspresyonunun inhibisyonu yoluyla NSCLC hiicre proliferasyonunu veya
timor biiylimesini dnemli dl¢lide inhibe ettigini gdsterdi. Bu veriler, A549-lusiferaz
hiicreleri ile asilanmis farelerde tiimor biiylimesinde 6nemli bir azalma oldugunu

belirlenmistir. Spesifik o7 nAChR antagonistleri, hem apoptoz proteininin
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indiiklenmesinden (kaspazlar 3, 9, 2, P53 ve Bad'1 aktive eder) hem de in vitro ve in
vivo deneylerde PI3K,Akt, MAPK ve NF-kB yolaklarini aktive eden hayatta kalma
sinyalinin azalmasina neden olabilir. Bu veriler a7 nAChR hedefli kimyasallarin
antikanser ila¢ gelisiminde iimit verici bir potansiyel olusturdugunu gostermistir.
Bununla birlikte, hem a-bungarotoksin hem de MLA'nin ayn1 zamanda a9 nAChR'ye
yiikksek oranda baglandigi da bilinmektedir. Bu nedenle, proanjiyogenik olarak
nikotinin etkilerine a9 nAChR'nin kismi katilim1 olabilir (MclIntosh ve ark., 1999;
Arias ve Blanton, 2000). Son zamanlarda, birkag deneysel gozlem ile a9 NAChR'nin
agriya katilimi one siiriilmiistiir ve nAChR agonistlerinin uygulanmasi agr ile ilgili
davraniglar1 azaltmaktadir (Damaj ve ark., 1999; Wang, 2005). a9 nAChR alt tipinin
virlis aracili asir1 ekspresyonu spesifik olarak meme kanseri tiimorlerinde bulundu
(Lee ve ark.,, 2010). Rekabetgi nAChR inhibitorleri kullanmak yerine, dogal
bilesiklerin kanser hiicresi gogalmasini inhibe ettigi gosterilmistir. Ornegin, yenilebilir
meyve olan Garcinia indicada bulunan garcinol’un 1uM c¢ok diisiikk konsantrasyonu,
a9-nAChR ve siklin D3 ekspresyonunu azaltarak nikotinle indiiklenen meme kanseri
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi bulunmustur (Q Chen ve ark., 2010). Luteolin ve
Quersetin gibi diger dogal bilesikler, insan meme kanseri hiicrelerinde hiicre yiizeyi
a9 NAChR ekspresyonunun azalmasina neden oldu. Luteolin ve kuersetin ile
hiicrelerin bir arada verilmesi sinerjik olarak AKT aktivasyonunun inhibe edilmesi
yoluyla insan meme kanseri hiicre proliferasyonunu da inhibe ettigi gosterilmistir (Lee
ve ark., 2010). Diger bir ¢alismada, , sigara aracili meme tiimori olusumunu sagladig
bilinen Ostrojen veya nikotin ile indiiklenen a9 nAChR protein ekspresyonunun
epigallocatechin gallate (EGCG) ile bloke edildigi bulundu (Tu ve ark., 2011). Bu
bulgular ile EGCG’nin olasi kemopreventif bir yetenegini ortaya koydu (Lee ve ark.,
2011). Nikotinik reseptorlerin bazi antagonistleri Tablo 4.4°de, nikotinik reseptorlere

agonist ve antagonist baglanma bolgeleri Sekil.4.7.” de gosterilmistir.
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Antagonist Reseptor
Dihydro-p-erythroidine (DHPE) adfp2
Erysodine adp2
o-Conotoxin-MIl a3p2
n-Bgtx a3p2
o-Bgtx o709
Mecamylamine (TRIDMAC, Inversine) a3p4
MLA ol
It14a

o-RglA

Ve1.1 (ACV1) o9
Garcinol

Quercetin

Tablo 4.4. Nikotinik reseptorlerin baz1 antagonistleri

(Wuve ark., 2011).

AGONISTS _j
o

-

. -’:\_1

N ~ /
Nicotine Epibatidine Anatoxin
(Tobacco Plant) (Ecuadorean Frog) (Blue-Green algae)

o-Cobratoxin -Conotoxin
(Snake) (Larkspur) (Sea Conus Snails)

Sekil 4.7. Nikotinik reseptorlere agonist ve antagonist baglanma bolgeleri.

(Albuguerque ve ark. Mammalian nicotinic acetylcholine receptors: from structure to function.
Physiol Rev 89: 73-120)
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4.6.1. Asetilkolin

Asetilkolin (ACh) ilk nérotransmitterlerdendir ve otonom sinir sistemindeki
(OSS) organik bir molekiildiir. Insanlarda bu ¢ok yonlii molekiil ve sentezleyen enzim
olan kolin asetiltransferaz, epitel, endotelyum, mezotelyum kas, kan hiicreleri ve
bagisiklik hiicreleri gibi gesitli noral dokularda bulunmustur. Son birkag yilda saptanan
noronal olmayan asetilkolin sisteminin kanitlarinin artmasi, bu norotransmitterin
baslica hiicresel sinyalleme molekiillerinden (6rnegin kinazlar ve transkripsiyon
faktorleri aktivitesi ile iligkili) biri oldugunu géstermistir. Bu sistem, proliferasyon,
farklilasma, adhezyon, migrasyon, hiicreler arasi etkilesim ve apoptoz gibi hiicresel
fonksiyonlarin idame ve optimizasyonundan sorumludur. Ayrica, bagisiklik
hiicrelerinin aktivitesini, farklilagma, antijen sunumu veya sitokin iiretimini (hem pro-
hem de anti-enflamatuar) kontrol eder (Zdanowski ve ark., 2015).
Gliniimiizde, ACh'nin kanser hiicreleri i¢in bir “otokrin ve / veya parakrin biiyiime
faktorii” olarak davrandigi aciktir. Bu hiicrelerde nAChR ve / veya mAChR'nin
ekspresyonu, ¢cogu "normal" insan endotelyal ve epitelyal dokularinda bulunan néronal
olmayan kolinerjik otokrin ve parakrin sinyalleme dongiisiiniin devam eden bir ifadesi
olarak diistiniilebilir. (Russo ve ark., 2014). ACh’ nin kimyasal yapis1 Sekil 4.8.” de

gosterilmistir.

Sekil 4.8. Asetilkolinin Kimyasal Yapisi.

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/acetylcholine#section=Top)

Bununla birlikte, daha yeni ¢aligmalar, ¢ok sayida néronal olmayan hiicre ve
bunlardan tiiretilen kanserlerin kendi asetilkolinlerini (Wessler 2008) sentezleyip
saldiklarim1 ve asetilkolinin kendiliginden uyarilmasina veya eksojen nAChR'
agonistlerine  maruz kalmaya tepki olarak Norepinefrin ve Epinefrini
sentezleyebildiklerini ve saliverdiklerini gostermistir. (Shin ve ark., 2007; Wong ve
ark., 2007; Al-Wadei ve ark., 2010; . Al-Wadei ve ark., 2012, Al-Wadei ve ark., 2012)
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4.6.2. Nikotin

Nikotin ilk 6nce Alman doktorlar Wilhelm Heinrich Posselt ve Karl Ludwig
Reimann tarafindan tiitlinden elde edildi. Nikotin, giiclii bir alkaloid, saf haliyle,
karakteristik kokusu olan berrak bir sividir. Havaya maruz kaldiginda kahverengiye
doner. Suda ¢oziiniir ve tercihen organik ¢oziiclilerden ayrilir. Piridin ve pirolidin
halkalarindan olusan bir amindir. Nikotin bir dibazik bilesiktir ve insan viicudundaki
kullanilabilirligi ve emilimi ¢ozeltinin pH'ina baghdir. (Schievelbein ve ark., 1973).
Bir ¢ozeltinin pH'indaki artig, yliklenmemis lipofilik nikotin konsantrasyonlarinda bir
artisa neden olur, bu formda aktif olarak tiim biyolojik zarlardan gegebilir
(Schievelbein ve ark., 1973). Sulu kire¢ ve katesinin tiitiin i¢ine eklenmesi, agiz
boslugundan nikotin emilimini arttirir. Nikotin bir kez alindiginda, karaciger
tarafindan emilir ve metabolize edilir. Metabolik siire¢ iki fazda simiflandirilabilir. Faz
I'de nikotinin ¢oklu yollar yoluyla mikrozomal oksidasyonu vardir (Armitage ve
ark., 1970). Bu, kotinin ve nornikotin, demetil kotinin, trans-3-hidroksi-kotinin ve d-
(3-piridil) -g-metilaminobiitirik asit gibi ¢esitli metabolitlerin olusumuna yol agar
(Sobkowiak ve Lesicki, 2013; Dempsey ve ark.,, 2004). Nikotinin in vivo
nitrozasyonunun, N-nitrosonornikotin (NNN) ve 4 (metilnitrosamino) -1- (3-piridil) -
1-biitanon (NNK) olusumuna yol agabilecegine dair kanitlar vardir (Stepanov ve ark.,
2009). Tiitiin kullanimi, bilinen kanserojenlere maruz kalmaya ve kanserden oliime
neden olan en yaygin faktordiir ve bu nedenle kanser indiiksiyon mekanizmalarini
anlamak i¢in bir modeldir. Aktif sigara i¢imi ve kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum
hastaliklari, tireme bozukluklari ve akciger kanserleri, mesane, serviks, yemek borusu,
bobrek, girtlak, agiz, pankreas, mide ve l6semi gibi c¢esitli kanser tiirleri arasinda
nedensel bir iliski oldugu bildirilmistir (Schuller, 2009). Sekil 4.9.” de nikotinin

kimyasal yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Nikotinin kimyasal yapist.

(https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/89594#section=Top)

4.6.3. MLA
Metillikakonitin (MLA) olumsuz fizyolojik etkileri, nikotinik asetilkolin

reseptorleri (nAChR'ler) ile ilgili rekabetci antagonizmine baglanmistir (Welch ve
ark., 2013).

MLA ve a-bungarotoksin gibi a7 nAChR inhibitorlerinin varliginin, kanser
gelistirme siirecinde nikotinin proanjiyojenik etkilerini tersine ¢evirdigi bulunmustur
(Heeschen ve ark., 2003; Heeschen ve ark., 2002; Dasgupta ve Chellappan, 2006).
Russo ve arkadaslari, birkag dogal bilesigin, a7-nAChR ekspresyonunun inhibisyonu
ile NSCLC hiicre proliferasyonu veya timor biiyiimesini 6nemli 6lcilide inhibe ettigini
gostermistir. T lenfositlerde, dogrudan nikotin kaynakli kalsiyum gegici gosterimi
bulunmamasina ragmen, nikotine uzun siire maruz kalmanmin T hiicreli reseptor
aktivasyonu ile goriilen kalsiyum artiglarini azalttigi goriilmiistiir (Singh ve ark. 2000).
nikotin uygulamasina oligodendrosit dncii hiicreleri (O2A / OPC'ler) [Ca*?] 'da artis
ile yanit verir. Bu hiicrelerin bir alt grubunda, nikotin nispeten uzun émiirlii olan ve
devam eden nikotin varliginda ortaya ¢ikan kalsiyum salimmlarini da baslatmistir
(Rogers ve ark., 2001). Hem AMPA hem de yiiksek potasyum, bu hiicrelerde yalnizca
gecici  kalsiyum artisi sagladigindan, salimmlarin  nAChR'ye 6zgi  oldugu
goriilmektedir. [Ca*?]' da ki nikotin aracil artislar, dihidrob eritroidin (DH bE)
tarafindan ortadan kaldirilarak, nAChR'lerin a4f2 alt tipi aracili oldugunu gosterir.
NAChR aracili kalsiyum salinimlarinin altinda yatan hiicresel mekanizmalar: ve bu

hticrelerdeki fonksiyonel sonuglarini belirlemek ilging olacaktir. Benzer sekilde, sigan
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hipokampiisiinden birincil astrosit hiicre kiiltiirlerinde, hem nikotin hem de ACh hizla
duyarsizlastirici bir akimi indiikler. Buna [Ca*?] 'daki artis eslik eder (Sharma ve
Vijayaraghavan, 2001). O2A / OPC'lerden farkli olarak, hem akimlar hem de
astrositlerdeki kalsiyum sinyalleri MLA ve oBgt tarafindan inhibe edildi, bu
sinyallerin nAChR iceren o7 aktivasyonundan kaynaklandigint o6ne siirmistiir

(Sharma, Vijayaraghavan, 2001). Sekil 4.10. da MLA’ nin kimyasal yapisi

gosterilmistir.
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Sekil 4.10. MLA’nin Kimyasal Yapist.

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/16219626#section=Top)

4.7. Kalsiyum

Kalsiyumun hiicre dis1 konsantrasyonlar1 genellikle oldukca yiiksek iken, 3-4
mM, genellikle hiicrenin i¢i 100 nM' de veya altinda tutulur. Kalsiyum, hiicre dis1
stvilardan hiicrelerin sitoplazmasina ya da kullanima bagl olarak hiicre i¢i depolardan
saliarak sitoplazmaya girebilir (Tang ve Goldman, 2002). Ligand kapilar1 ve G-
protein kenetli kanallar en yaygin kalsiyum giris yoludur. Bu kanallar, farmakolojik
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ve fizyolojik 6zelliklerine gore farkli siniflara ayrilan heterojen bir protein grubudur.
Kalsiyum girisi i¢in diger mekanizmalar arasinda dogrudan reseptor aracili kanallar ve
plazma zar1 boyunca dogrudan kalsiyum hareketine izin veren reseptorler bulunur.
Genellikle hiicrenin hormonlar veya norotransmiterler ile etkilesimi sonrasinda
Inositol trifosfat (InsP3) olusumu ile kalsiyumun intraselliiler salinimi uyartlir.
Hiicrenin icine girdiginde, kalsiyum bir dizi protein kinazi, proteazlari, fosfolipazlar
ve niikleazlar aktive eder ve daha sonra gen ekspresyonu, mitojenez, metabolizma ve
motilite gibi aktiviteleri dlizenler. Kalsiyum aracili etki artik gerekli degilse, hiicreler
orijinal veya istirahat durumuna kalsiyum seviyelerini geri yiiklemek icin c¢esitli
mekanizmalar kullanirlar (Mikoshiba, 2007; Clapham, 2007) Ca*? sinyaller normal
hiicresel davranis i¢in gereklidir. Uyarilmayan dokularda, sekresyon, absorpsiyon,
hiicreleraras1 tagima gibi spesifik hiicresel fonksiyonlarin desteklenmesi, ayrica
dengeli hiicre proliferasyonu, hiicre 6liimii, hiicre motilitesi, oksijen ve besin kaynagi
ile karakterize edilen stabil doku homeostazinin korunmasi i¢in gereklidir. Kanser
gelisimi sirasinda, bazi malign hiicrelerin  Ca*? sinyalleri, normal fizyolojik
fonksiyonlar1 tehlikeye sokacak sekilde degiserek, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi,
programlanmig hiicre 6liimiinden kacisi, oksijene ve besin maddelerine adaptasyona
kars1 kosulsuz avantajlar saglayarak normal hiicrelere baski yapmalarina neden olur.

(Berridge ve Bootman, 1998; Prevarskaya ve ark., 2014).

Hiicrede Ca*? hiicre dis1 s1v1, sitoplazma, endoplazmik retikulum (ER,Golgi)
ve mitokondria ana bolmeleri arasinda dolasir. Her bdlgeye 6zgii sayisiz Ca*?’a hassas
proteinler vardir: (i) konsantrasyon gradyanina karsi bolmeler arasinda aktif
transportla Ca*? tasiyic1 pompalar , (ii) konsantrasyon gradyani yoniinde pasif Ca*?‘a

+25

gecirgen iyon kanallari, (iii) Ca*?-baglayan proteinler, (iv) Ca*?’a-bagiml efektorler
vardir. Ca*?’ la iliskili proteinlerin Kontrollii kombine etkisi ve lokal Ca*2 aracili sinyal
komplekslerinin olusumu araciligiyla sinyal yolaklar1 aktive olur ve bu Ca*? sinyalleri
yasam ve Oliim kadar cesitli siire¢lerde 6nemlidir (Berridge ve Bootman, 1998).
Kanserde, mutasyonlar, anormal ekspresyon, Ca*? isleme / tasima proteinleri /
proteinlerinin hiicre ici hedeflenmesi ve / veya regiile edilmesi, Ca*? sinyalleri
bozulabilir. Bu, Ca*? 'ya bagimli baz1 patofizyolojik kanser isaretlerini destekleyen

efektorlerin diizensizlesmesine neden olur (Chen ve ark.; 2011). Noronal olmayan

hiicrelerde nAChR aracili kalsiyum girisinin rolii daha az anlasilmigsdir. Homomerik
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reseptorlerin kalsiyum gecirgenligi, heteromerik nAChR'lerden 6nemli 6l¢iide daha
yiiksektir. Ozellikle a7 nAChR alt tipi en yiiksek kalsiyum permeabilitelerinden birine
sahiptir. Bu reseptoriin aktivasyonu sitoplazmik kalsiyum seviyelerini artirabilir ve bir

dizi kalsiyum bagimli hiicre i¢i siireci tetikleyebilir (Dani, 2015).

47.1. EGTA

Kalsiyum iyon problar1 muhtemelen en yaygin kullanilan hiicre igi
gostergelerdir. Daha once belirtildigi gibi, kalsiyum iyonu tespiti ¢ogu zaman, bir
tanima boliimiiniin yani sira fliioresan veren bir bolge iceren bir boya kullanilarak
gergeklestirilir (Practical Approach, 1991). Kalsiyum spesifik baglanma i¢in en yaygin
kullanilan yap1 1,2-bis (2-aminofenoksi) etan N, N, N °, N’-tetraasetik asit (BAPTA)
'dir. Coklu anyonik karboksil gruplari, iki degerli kalsiyum iyonunu, kalsiyum spesifik
selatlayici, etilen glikol bis (B-aminoetileter) (EGTA) ile benzer bir sekilde baglar.
Membrana gegirgen Ca*? selatérii BAPTA-AM (1,2-bis (0-aminofenoksi) -etan-N, N,
NO, NO-tetraasetik asit, tetraasetoksimetil esteris), Ca*? baglama bélgelerine bagh
membran gegirgenligini veren dort ester grubu igerir (Tsien, 1981). Hiicrelere
girildiginde, esterler sitoplazmik esterazlar tarafindan hidrolize edilir ve aktif bilesik
BAPTA-AM'in hiicre igi bir Ca*? tamponu olarak islev gordiigii ortaya cikar.
BAPTA-AM, hiicresel fizyolojik ve biyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde hiicre
i¢i Ca*? sinyallerinde yapilan ¢alismalarda dahil Ca*? konsantrasyonunu kontrol etmek
icin hiicre i¢i Ca*? siinger olarak yaygin sekilde kullanilmigtir (Perrierve ark., 2004;
Bodding ve Flockerzi, 2004; Furutave ark., 2009). Kalsiyum spesifik selator, Ethylene
glycol-bis(beta-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid (EGTA), baglanma orani
cok hizhidir. Sekil 4.11.” de EGTA’ nin kimyasal yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 4.11. EGTA’ nin kimyasal yapist.

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6207#section=Top)

4.8. K562 Kronik Miyeloid Losemi Hiicreleri

Kronik miyeloid 16semi (KML) ilk olarak 1845” de Dr Rudolf Virchow ve
Dr John Hughes Bennett tarafindan iki patolog tarafindan tanimlanmistir. (Bennett,
1845; Virchow ve ark., 1845). KML'nin kronik veya stabil fazi, normal olarak
farklilasan ve isleyen fazla sayidaki miyeloid hiicre ile karakterizedir. Hastaligin bu
doneminde % 90 ile % 95 arasinda hasta teshis edilir. Tarihsel olarak, ortalama 4 ila 6
y1l igerisinde, hastalik “hizlandirilmis bir faz” yoluyla, ayn1 zamanda patlama krizi
olarak da bilinen, her zaman 6liimciil bir akut 16semiye donligmiistiir. Hastaligin
ilerlemesi muhtemelen 16semik klonun terminal farklilasmasi igin kapasitenin
kademeli olarak kaybedilmesine neden olan molekiiler anormalliklerin birikmesinden
kaynaklanmaktadir (Calabretta ve Perrotti, 2004). Allojenik kok hiicre nakli tek
kanitlanmis kiiratif tedavidir, ancak 6nemli morbidite ve mortalite ile iliskilidir
(Baccarani, 2006). 1975 yilinda, Lozzio ve Lozzio, K562 hiicre hattini, kronik
miyeloid 16semili bir hastanin blastik kriz evresinde plevra sivisindan gelistirmistir
(Lozzio ve Lozzio, 1975). Kronik miyeloid 16semi (KML), kemik iliginde kontrolsiiz
miyeloid hiicre boliinmeleri ile isaretlenen hematoproliferatif bir neoplazmdir

(Shahrabi ve ark., 2014). K562 hiicresi, yaklasik 20 pm capinda farklilasmamis bir
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hiicredir. Hiicre, graniil igermeyen bir bazofilik sitoplazmaya sahiptir ve iki veya daha
fazla belirgin niikleol vardir. K562 hiicreleri normalde, graniilositlerde ve
monositlerde pozitif sitokimyasal reaktiflerle lekelenmez. Bantlama teknikleri
kullanarak, K562 hiicrelerinin normal kromozom sayisidan yaklagik 1.5 kat fazla
kromozomu vardir. K562 hiicreleri kiiltiir ortaminda yaklasik 12 saatte biiyiir. K562
hiicre hattinin belirgin bir 6zelligi belirgin karyotipik anormalliklerdir (Lozzio ve

Lozzio, 1975). Pluripotent kok hiicreden olgun kan hiicresine farklilasma yolu Sekil

4.12.° de gosterilmistir.

Myeloblast
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Sekil 4.12. Hiicre farklilasmasi.

Hiicresel soylarin pluripotent kok hiicreden olgun kan hiicresine farklilagsma yolu ilerlemesi (Travlos
GS 2006).

Philadelphia (Ph) kromozomu 5, kromozom 9 ve 22" nin uzun Kollari
arasindaki karsilikli bir translokasyondan kaynaklanir (Rowley, 1973) (Sekil 4.13.).

Bu translokasyonun molekiiler sonucu, hemen hemen tim KML' li hastalarda bulunan
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yapisal olarak aktive edilmis bir tirozin kinaz olan fiizyon proteini BCR-ABL'nin
retilmesidir. In vitro ¢aligmalar ve hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar, BCR-
ABL'nin tek basina KML'ye neden olmak ig¢in yeterli oldugunu ve mutasyonel
analizin, proteinin tirozin kinaz aktivitesinin onkojenik aktivitesi i¢in gerekli oldugunu
kanitlamistir (Sekil 4.14.). Akut 16semide varolan patolojik tablonun aksine, 16semi
hiicreleri farklilagsma yeteneklerini kaybetmemislerdir (Daley ve ark., 1990; Kelliher
ve ark., 1990; Heisterkamp ve ark., 1990).

Sekil 4.13. Philadelphia kromozomunu olusturan translokasyonun sematik diyagrama.

ABL ve BCR genleri, sirastyla 9 ve 22 kromozomlarinin uzun kollarinda bulunur. (9; 22)
translokasyonunun bir sonucu olarak, tirev kromozomu 22 (Philadelphia kromozomu) iizerinde bir
BCR-ABL geni olusturulur (Druker, 2008).
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Sekil 4.14. Yapisal olarak aktif olan BCR-ABL tirozin kinaz.

KML'nin karakteristik miyeloid hiicrelerinin asir1 cogalmasina neden olmak i¢in ATP'den ¢esitli
substratlar tizerindeki tirozin kalintilarina transfer ederek islev gosterir. Imatinib, ATP'nin BCR-ABL
tirozin kinaza baglanmasini bloke eder, boylece kinaz aktivitesini inhibe eder (Druker, 2008).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerecler
5.1.1. Kimyasal maddeler

Akrilamit Bio-Rad
Amonyum persiilfat Sigma
Asetik asit Merck
Bisakrilamit Sigma
Bromo kloroindol fosfat (BCIP) Promega
Coomassieparlak mavisi R250 Sigma
Ditiyotiretiol(DTT) Sigma
EDTA, Na Sigma
EGTA Sigma
Etanol Merck
Etanol Riedel
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Sigma
Fenilmetilstilfonilfloriir (PMSF) Sigma
Glisin Sigma
Gliserol Sigma
HCI Merck
Hepes Sigma
Kalsiyumkloriir Sigma
-Merkaptoetanol(50mM) Sigma
Metanol Merck
N,N,N’,N’,-tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma
Nitroblutetrazolyum(NBT) Promega
NonidetP40 Amresco
Potasyumkloriir Merck
S1gir serum albiimini (BSA) Sigma
Sodyumbikarbonat Sigma
Sodyumdodesil siilfat (SDS) Sigma
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Sodyumhidroksit
Sodyumhidrojen fosfat
Sodyumkloriir

Tris

Triton-X100

Tween20
Propidiumiodide
Magnezyumklortir
Sodyumkarbonat
Potasyumkloriir

Potasyumbifosfat

Hiicre Kkiiltiir malzemeleri

HEPES
Penisilin/Streptomisin
RPMI-1640

Sodyum bikarbonat
Tripan mavisi
L-Glutamin

Fetal dana serumu

25 cm? kiiltiir kab1
75cm? kiiltiir kabi
Mikroplate

Muskarinik agonist ve antagonistler
ACh
Atropin

Nikotinik agonist ve antagonistler

MLA
ACh
Atropin
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Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Biochrom, Biological Industries
TPP

TPP

TPP

Sigma

Sigma

Abcam
Sigma

Sigma



Western emdiriminde kullamilan antikorlar

Nikotinik alfa 7 antikoru

Beta aktin antikoru

Kullanilan Kitler
BrDU
Lowry Kit

Calcium Kit

Western emdirimi geregleri

Nitroseliiloz membran (0.45 uM)
Bio-Rad mini jel elektroforez diizenegi (dikey)
ve elektroforetik aktarma diizenegi

5.1.2. Cihazlar

1-Agaroz Yatay Elektrorez Tank1
2-Etliv

3-Gli¢ Kaynagi

4-Gli¢ Kaynagi

5-Manyetik Karistiric
6-Isiticili Manyetik Karigtirict
7-pH Metre

8-Santrifiij
9-Spektrofotometre

10-Su Banyosu

11-Karigtirict (Vorteks)
12-Terazi

14-Etiiv

16- Karbondioksit Etiivii
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ABclonal
ABclonal

Sigma
Thermo Fisher
Abcam

Schleicher&Schuell

Bio-Rad

Bio-Rad
Memmert
Dan-Kar
Pharmacia LKB
Hanna
Kotterman
WTW

Hettich 30 RF
LKB

Kotterman
Janke & Kunkel
Oertling NA-114
Memmert

Shel Lab



17-Derin Dondurucu (-20 °C)
18-Derin Dondurucu (-20 °C)
19-Derin Dondurucu (-70 °C)
20-Buzdolab1

21-Kirik Buz Makinesi
22-Calkalama Cihaz1
23-Otomatik Mikro Pipetler
24-Otoklav

25-Distile Su Cihaz1
26-Fotograf Makinesi
27-Tarayici

28-Laminar akim kabini (Steril kabin)

30-ELISA Reader

31-Fotograf Makinesi
32-Santrifiij

33-Isik Mikroskobu

34-Invert (ters 151k) Mikroskopu
37-Transblot system

38-Biotek

39- TC20 hiicre sayim cihazi

5.1.3. Tampon ve ¢ozeltilerin bilesimi

Hiicre sayiminda kullanilan cozeltiler

Tripan mavisi ile hiicre sayimi
Tripan Mavisi

Sodyum klortir

BrDU ile hiicre sayim

Argelik

Siemens

So-Low

Arcelik

Scotsman AF-10
IKA-Vibraz-VXR
Gilson

Niive

GFL

Sony

Mustek

Kutay
ThermoMJ-Research-Mini Cycler
Sony

Eppendorf

Leica

Olympus

BioRad

TGR Biosciences
BioRad

%0.5 (W/v)
%0.9 (W/V)

5-Bromo-2-deoksi-iiridin etiketli hiicre sayim Kiti (Sigma) kiti ile hiicre sayim1 yapildi.

Hiicre ici kalsiyum diizeyi

Kalsiyum diizeyi Fluo-8 No Wash Kalsiyum Test Kiti (Abcam) ile belirlendi



Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS)
Sodyum kloriir

Potasyum klortiir

Sodyum bikarbonat

Potasyum bikarbonat

pH=7.4 olacak sekilde 1 litre distile su icerisinde ¢oziildii.

Ca*? 6l¢iim deneylerinde kullanilan ¢ozeltiler
HBSS (Hank's Dengeli Tuz Cozeltisi)

NaCl (mw: 58.4 g/mol) 8¢
KCI (mw: 74.551 g/mol) 400 mg
CaCl, (mw: 110.98 g/mol) 140 mg
MgSOs-7H20 (mw: 246.475 g/mol) 100 mg
MgCl2-6H20 (mw: 203.303 g/mol) 100 mg
Na2HPO4 (mw: 177.99 g/mol) 60 mg
KH2PO4 (mw: 136.086 g/mol) 60 mg
Glucose (mw: 180.156 g/mol) 1g
NaHCO3 (mw: 84.007 g/mol) 350 mg

5.1.3.1. Protein izolasyonunda kullanilan cozeltiler

Hiicre Lizatinin hazirlanmasi

Homojenlestirme tamponu (Lysis Tampon) (Taze hazirlanir)

Son
Konsantrasyon
Hepes 20 mM, pH: 8.0
PMSF 0.1 mM
EDTA 1 mM

Leupeptin 10 pg/ml
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140 mM
3mM
8 mM
2 mM

0.14M
0.005 M
0.001 M
0.0004 M
0.0005 M
0.0003 M
0.0004 M
0.006 M
0.004 M



Aprotinin 2 pg/mi

5.1.3.2. Lowry metodunda kullanilan ¢ozeltiler
Lowry kit
Lysis Buffer
50 mM Hepes (pH: 7,4)
150 mM NaCl
20 MM EDTA
100 pM NaF
10 mM NasVOq4
1 mM PMSF
1mM Leupeptin
20 pg/ml Aprotinin

5.1.3.3. Elektoforez ve Western emdirimi analizlerinde kullanilan ¢ozeltiler
Akrilamit-Bisakrilamit ¢ozeltisi
30 gr Akrilamit
0.8 gr N, N-metilen bis akrilamit
Tepkime hacmi: 100 mli

Ornek tamponu (4X)

125 mM Tris-HCI pH 6.8

%30 v/v Gliserol

6 M Ure

%10 w/v B merkaptoetanol

%2 w/v Sodyum dodesilsiilfat (SDS)

%00.01 w/v bromfenol mavisi
2x Ayirma jeli tamponu

0.75 M Tris-HCI, pH 8.8
%0.2 w/v SDS
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2x Yiikleme jeli tamponu
0.25 M Tris-HCI, pH 6.8
%0.2 w/v SDS

5x Elektroforez tamponu
7.5gr Tris

36 gr Glisin

2.5gr SDS

Tepkime hacmi: 500 mi

Aktarma tamponu, pH 8.5
25 mM Tris, pH:8.3

192 mM Glisin

%20 Metanol

Tris tuz tamponu (TBS), pH 8.0
136.75 mM NaCl

2.68 mM KCI

21.26 mM Tris-HCI

Blok tamponu
%1 BSA
%0.05 Tween-20

TBS-T tamponu (%0.1)
TBS
%0.1 Tween 20

Birincil antikor tamponu
Anti nikotinik Alfa 7 antikoru:

seyreltilmis
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Anti-beta aktin antikoru:

seyreltilmis

ikincil antikor tamponu
AP Goat Anti-Rabbit IgG ( H+L):
%0.05 Tween 20.

NBT/BCIP gelistirici tampon
100 mM Tris, pH:9.5

100 mM NaCl

5 mM MgCl»

66 ul NBT (50 mg/ml)

33 ul BCIP (50 mg/ml).

Gelistirici tampon

100 mM Tris-HCI, pH 9.5
100 mM NaCl

5 mM MgCl.

SDS-PAGE ayirma jeli (%12)
Damitik su

2X Ayirma Jeli Tamponu
30:0.8 Akrilamit/Bisakrilamit
%10 (w/v) Amonyum persiilfat
TEMED

SDS-PAGE yiikleme jeli (%05)
Damitik su

2X Yiikleme Jeli Tamponu
30:0.8 Akrilamit/Bisakrilamit
%10 (w/v) Amonyum persiilfat
TEMED
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TBS ile 1:5000 seyreltilmis

0.94 ml
5ml
4 ml
50 ul
10 ul

1.05 ml
2.5ml
0.85 ml
50 ul
10 ul



Jel boyama cozeltisi

%0.2 (w/v) Coomassie mavisi
%50 (v/v) Metanol

%10 Asetik asit.

Jel boya ¢ikarma cozeltisi
%10 (v/v) Metanol
%10 (v/v) Asetik asit

5.2. Yontem
5.2.1. Calismada kullanilan hiicrelerin hazirlanmasi

5.2.1.1. Hiicrelerin cogaltilmasi

K562 hiicreleri (ATCC, Manassas, VA, ABD) CCL-243 katalog no’lu donmus hiicre
hatt1 seklinde Ve ticari satin alinarak edinilmistir. K562 hiicreleri %10 FDS (fetal dana
serumu), 10000 U/ul penisilin, 100 pg/ml streptomisin igeren RPMI-1640 basiyerinde,
37°C’ ta, %5 CO2 iceren karbondioksit etiiviinde inkiibe edildi ve hiicreler 5x10°

hiicre/ml olacak sekilde ¢ogaltildi.

5.2.1.2. Hiicrelerin agonist, antagonist ve inhibitorlerle muamelesi
K562 hiicreleri agonist ve antagonist eklenmeden 1 giin 6nce fetal dana serum (FDS)
olmayan ortama alindi. K562 hiicreleri serumsuz ortamda (% O fetal dana serumlu
ortam) 24 h kiiltur edildikten sonra ACh’in nikotinik a7 reseptor ekspresyonuna ve
hiicre ¢ogalmasina etkisini belirlemek iizere; nikotinik reseptor agonisti ACh (1-100
uM ), nikotinik a7 reseptor antagonisti MLA (500 nM), ve Atropin (ATR) (100 uM)
ile muamele edilerek 24h inkiibe edildi. K562 hiicrelerinde a7 nikotinik alt biriminin
roliiniin belirlenmesi igin nikotinik antagonist MLA ve ATR, ACh eklenmeden 30 dak.
once hiicrelere muamele edildi. Hiicre ¢cogalmas: BrDU Kkiti(Roche) ile belirlendi.
Calismamizda eritrolosemi  hiicrelerinde  nikotinin  nikotinik a7  reseptdr

ekspresyonuna etkisi western emdirimi yontemi ile belirlendi. Bu sebeple hiicre kiiltiir
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ortaminda 50x10° olacak sekilde cogaltilan hiicreler PBS ile yikandi ve -80°C’ta
donduruldu.

K562 hiicrelerinde agonist ve antagonistlerin kalsiyum salinimina etkisi ve hiicre

sayis1 ELISA yontemi ile belirlendi.

5.2.1.3. Hiicrelerin sayilmasi
Tripan mavisi ile hiicre saymm
Hiicreler %10 oraninda Tripan mavisi kullanilarak boyandi, TC20 hiicre sayim aleti
ve toma laminda kullanilarak sayilmistir
Canlilik orani asagidaki formiile gore hesaplandi. %95 canlilik orami elde edildi.
Hiicreler, hiicre sayimi yapildiktan sonra Western emdirimi yapmak {izere -80 °C’ de

donduruldu.

10 pl 6rnek iizerine 90 pl Tripan mavisi eklendi. Olii hiicreler maviye boyand.

Canlilik orani hesaplandi.
(Canl1 hiicre sayis1 / Toplam hiicre sayisi) x 100 = Canlilik oran

BrDU ile hiicre sayim

Hiicre sayim kiti (Sigma) (5-Bromo-2-deoksi-iiridin etiketli) protokolii dogrultusunda
hiicre sayim1 yapildi. Herbir kuyuda en fazla 100 pl kiiltiir ortam1 olacak sekilde 37
°C’da %5 CO: varliginda hiicreler inkiibe edildi. 100 pl kiltiir ortamina, Son
konsantrasyonu 10 uM olan 10 pl BrDU soliisyon I (isaretleme tamponu) eklendi.
Hiicreler 18 saat inkiibe edildi. Ardindan 300 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve
isaretleme tamponu kiiltiir ortamindan uzaklastirildi. Hiicreler 60 °C’da 1 saat Pasteur
firiinda kurutuldu. 200 pl FixDenat (bottle 2) ile hiicreler 25°C’ da 30 dakika boyunca
inkiibe edildi. Hiicreler, 3 kere %10 FDS igeren 250 ul yikama tamponu ile yikandi
(PBS, 1X). 100 pl Anti-BrdU-POD ¢alisma tamponu ile 90 dakika 25 °C’da inkiibe
edildi. Antikor konjugatt 250 pl yikama tamponu ile 3 kere yikandi (PBS, 1X).
Ardindan yikama soliisyonu ortamdan uzaklastirildi ve 100 pl substrat tamponu
eklendi. Renk degisimi olana kadar inkiibe edildi (5-30 dakika). Ornekler 370 nm
dalga boyunda Biotek Synergy H1 cihazinda okundu.
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5.2.1.4. Ca*? dl¢iim deneyleri

Fluo-8 No Wash Kalsiyum Test Kiti (Abcam) kullanilarak hiicre i¢i kalsiyum
mobilizasyonu tespit edildi. % 0 FBS’ li (serumsuz) besiyerindeki K562 hiicreleri 300
g’de 10 dakika santriifiij edildi. Ust faz atilip, {izerine HBSS eklendi. Hiicreler siyah
renkte 96 kuyucuklu plakaya ekildi ve Fluo-8 boya yiikleme soliisyonu eklendi. 25
°C’de 1 saat inkiibe edildi. Ardindan deney kurgusu 6.1.3. ve 6.1.4. bagliklar1 altinda
anlatilacag1 sekilde uygulanarak Biotek Synergy H1 cihazinda kalsiyum ol¢iimi
yapildi.

5.2.1.5. Hiicrelerin toplanmasi
Kiiltiir ortaminda biiyiitiilen K562 hiicreleri, 1x10° hiicre/ml yogunluguna ulasinca
protein drnekleri icin toplam 30x108 olacak sekilde hiicre toplandi. Hiicreler 700 g’de
10 dakika santrifiij edildi. Ust faz atildi ve 5 ml PBS ¢ozeltisi eklenip 700 g’de 10
dakika tekrar santrifiij edildi. Aym islem 3 kez tekrar edildi. Hiicreler Western

emdirimi yapmak i¢in -80 °C’lik dondurucuda saklandi.

5.2.2. Hiicre oziitlerinin hazirlanmasi

Homojenizasyon igin Lysis tamponu hazirlandi. Western emdirimi i¢in -80° C’de
saklanan hiicreler ilk olarak 700 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Pelete homojenizasyon
tamponundan 500 pl eklendi. Enjektor ile hiicreler patlatildi. Patlatilan hiicreler 1
ml’lik ependorf tiipe alindi. Ependorf tiipler 4 °C’de 300 g’de 3 dakika santrifiij edildi.
Ust faz atild1 ve pelet 100 pl homojenizasyon tamponu ile tekrar muamele edildi.
Ardindan hiicreler tekrar -80°C’de saklandi.

Protein Miktar Tayini
K562 hiicrelerindeki protein miktarini tayin etmek i¢in Lowry yontemi kullanildi

(Lowry ve ark., 1946).
5.2.3. Elektroforez
-80° C’de saklanan protein 6rneklerine, 4X 6rnek yiikleme tamponu eklendi. Ardindan

yiikkleme tamponu eklenmis ornekler (50 pg) 100 °C’de 3 dakika denatiire edildi.
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Ornekler, &nceden hazirlanan %10’ luk SDS-PAGE jeline yiiklendi. Proteinler
elektroforez sivisi iginde, 150 Volt’da 100 dakika yiiriitiildii.

Islak elektroforetik transfer diizenegi ile elektroforetik transfer

Nitroselilloz membran, jel biiyiikligiinde kesildi. Proteinlerin  ylirlimesi
tamamlandiktan sonra ¢ikarilan jelin iist jeli kesildi. Nitroselilloz membran, filtre
kagitlar1 ve siingerler 15 dakika boyunca aktarma tamponu i¢inde bekletilerek 1slatilda.

Jel kasetindeki pozitif elektrodun (anot) tizerine kaset,

Stinger — 3MM filtre kagidi — nitroseliiloz membran — jel — 3MM filtre kagid1 —

singer

seklinde dizildi. Kaset transfer diizenegine yerlestirildi. Ardindan kasedin iist kismina
kadar aktarma tamponu dolduruldu. Diizenek 150 miliamperi gegmeyecek sekilde 1,5

saat siirece aktarma yapildu.

Western emdirimi analizi

Aktarimin dogrulugunu kontrol etmek i¢in membran Ponceau S soliisyonu ile boyandi
ve ardindan distile su ile yikandi. Membran %3 BSA iceren TBS-T blok tamponunda
1 saat 4 °C’de inkiibe edildi. Ardindan a7, B-actin proteini antikoru ile 4 °C’de gece
boyu etkilestirildi. Ardindan TBS-T tamponuyla 3-5 kez 15’er dakikalik yikamalar
yapildi. Membranlar alkalen fosfataz eslenik tavsan anti-keci IgG (2.cil antikor) ile 1
saat etkilestirildikten sonra tekrar TBS-T tamponuyla 3-5 kez de 15’er dakika yikandi.
1.cil antikor ve 2.cil antikor ile etkilestirilen membranlar BCIP/NBT renk gelistirici
tampon ile renklendirildi.

47



6. BULGULAR

6.1. K562 Hiicre sayimi sonuglari

6.1.1. K562 hiicre cogalmasinin hemositometrede tripan mavisi yontemi ile
belirlenmesi

Hiicreler 24 saat serumsuz ortamda inkiibe edildi. Ardindan hiicre sayim1 Thoma laminda

ve TC20 hiicre sayim aleti ile tripan boyamasi yontemi kullanilarak yapildi ve

hiicrelerde % 95 oraninda canlilik saptanda.

(o[ ¥
E==IIII!

Resim 6.1 K562 hiicre ¢ogalmasinin hemositometrede tripan mavisi yontemi ile belirlenmesi

6.1.2. K562 hiicre cogalmasinin BrDU yontemi ile belirlenmesi

6.1.2.1. K562 hiicre ¢cogalmasina ACh konsantrasyonlarin etKkisi
K562 hiicreleri, kolinerjik agonist asetilkolinin farkli konsantrasyonlarinin hiicre
cogalmasia etkisini belirlemek i¢in, %10 FBS’ li besiyerinde c¢ogaltildi. K562
hiicreleri 1 giin serumsuz kiiltiir ortaminda inkiibe edildi. Hiicrelerin agonist varliginda
hiicre cogalmasindaki roliinii belirleyebilmek i¢in hiicreler, 0, 0.1, 10, 100 uM
konsantrasyonlarinda ACh ile muamele edilerek 24 saat inkiibe edildi. Kontrol

grubunda bulunan hiicreler asetilkolin ile muamele edilmedi (Sekil 6.1.).
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Asetilkolinin hiicre ¢ogalmasina etkisi
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Sekil 6.1. K562 hiicre cogalmasina asetilkolinin etkisi.

Hiicreler, 0 uM, 0.1 uM, 10 uM, 100 pM asetilkolin ile muamele edilip, 24 saat inkiibe edildikten
sonra BrDU yontemi kullanilarak sayildi. Sonuglar 4 deneyin ortalamasi alinarak + standart hata
(SEM) seklinde gosterildi.

K562 hiicrelerinin BrDU yontemi kullanilarak sayiminin ardindan, 0,1 pM ACh ile
muamele edilen hiicrelerin diger konsantrasyonlara gore daha fazladir. 0,1 puM ACh
kontrole gore %32 hiicre cogalmasinda artisa sebep oldugu gorildii (P>0.05).
Ardindan sirastyla 10, 100 uM ACh’ nin hiicre ¢ogalmasint arttirdigi goriildi
(P>0.05).
6.1.2.2. K562 hiicre cogalmasina ML A konsantrasyonlarinin etkisi

K562 hiicreleri, nikotinik o7 antagonist MLA’ nin farkli konsantrasyonlarinin hiicre
cogalmasma etkisini belirlemek i¢in, %10 FBS’ li besiyerinde cogaltildi. K562
hiicreleri 1 gilin serumsuz kiiltlir ortaminda inkiibe edildi. Hiicreler 0, 0.1, 0.5, 1, 10
UM konsantrasyonlarinda MLA ile muamele edilerek 24 saat inkiibe edildi. Kontrol
grubunda bulunan hiicreler MLA ile muamele edilmedi. Hiicre sayim: BrDU yontemi
kullanilarak yapildi ve elde edilen verilerle hiicre cogalmasini ifade eden grafik cizildi

(Sekil: 6.2.).
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Sekil 6.2. K562 hiicre ¢ogalmasina MLA” nin etkisi.

Hiicreler, 0 uM, 0,1 uM, 0,5 uM, 1 pM, 10 uM MLA ile muamele edilip, 24 saat inkiibe edildikten
sonra BrDU yontemi kullanilarak sayildi. Sonuglar 6 deneyin ortalamasi alinarak + standart hata
(SEM) seklinde gosterildi.

K562 hiicrelerinin BrDU yontemi kullanilarak sayimi sonrasit 10 pM ile muamele
edilen hiicrelerin kontrole gore hiicre ¢ogalmasinda %32 inhibisyona sebep oldugu
(P<0.05), ardindan sirasiyla (0,1 uM %25), (0,5 uM %9), (1 uM %12.09), MLA’ nin
da hiicre cogalmasin1 kontrole gore inhibe ettigi goriildii.
6.1.2.3. K562 hiicre cogalmasina agonist ve antagonistlerin etkisi

K562 hiicreleri, agonist ve antagonistlerin hiicre ¢ogalmasina etkisini belirlemek i¢in,
%10 FBS’ 1i besiyerinde ¢ogaltildi. K562 hiicreleri 1 giin serumsuz kiiltiir ortaminda
inkiibe edildi. Hiicreler 96’11k steril plakalara ekildi. Kontrol grubuna agonist ya da

antagonist eklenmedi.

6.1.2.4. K562 hiicre ¢ogalmasina ATR’ nin etkisi
K562 hiicreleri, ATR’ nin hiicre g¢ogalmasina etkisini belirlemek ig¢in, K562
hiicrelerinin bulundugu kiiltiir ortamina antagonistler 30 dakika once eklendi ve
ardindan agonist eklendi. 10 uM ATR hiicrelere eklendi 30 dakika beklendikten sonra
100 uM ve 1 uM ACh eklendi. Hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildi. Hiicreler ATR
varliginda 24 ve 48 saat inkiibe edildikten sonra BrDU yontemi ile sayildi ve grafik
elde edildi. Grafikler, Sekil 6.3. ve 48. Saatdeki etkisi Sekil 6.4.” de gosterilmistir.
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Sekil 6.3. K562 hiicre ¢gogalmasina ATR’ nin etkisi. K562 hiicre ¢cogalmasina ACh, ve/veya ATR’ nin
etkisi. Hiicreler, agonist ve antagonist ile muamele edilip, 24 saat inkiibe edildikten sonra BrDU
yontemi kullanilarak sayildi. Sonuglar 6 deneyin ortalamasi alinarak + standart hata (SEM) seklinde
gosterildi. P>0,0711, (* P < 0,008).

Kontrole gore 100 uM ve 1 uM ACh 24. saatte hiicre ¢ogalmasinda artisa sebep
olurken, 100 uM ve 1 uM ACh’nin 24.saatdeki etkisini 10 uM ATR, geri ¢evirmistir
(P < 0,008). Asetilkolin ve/veya Atropinin 48.saatde hiicre ¢gogalmasina etkisi Sekil
6.4.”de gosterilmistir.
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Sekil 6.4. K562 hiicre ¢ogalmasina ATR’ nin etkisi. Hiicreler, ATR ile muamele edilip, 48 saat inkiibe
edildikten sonra BrDU yontemi kullanilarak sayildi. Sonuglar 6 deneyin ortalamasi alinarak + standart
hata (SEM) seklinde gosterildi. **** P<0,0001.

100 uM ve 1 uM ACh kontrole gére K562 hiicre cogalmasinda artisa neden oldu (**
P <0,001). ACh’ nin hiicre ¢ogalmasindaki uyarici etkisi 10 uM ATR ile geri
cevrildi (**P < 0,001).

6.1.2.5. K562 hiicre cogalmasina MLA’ nin etkisi

K562 hiicreleri, MLA’ nin hiicre ¢ogalmasina etkisini belirlemek i¢in, %10 FBS’ li
besiyerinde ¢cogaltildi. K562 hiicreleri 1 gilin serumsuz kiiltiir ortaminda inkiibe edildi.
Hiicreler 96°lik plakalara ekildi. Kontrol grubuna agonist ya da antagonist eklenmedi.
K562 hiicrelerinin bulundugu kiiltiir ortamina antagonistler 30 dakika dnce eklendi ve
ardindan agonist eklendi. 0.5 uM MLA ve 1 uM MLA hiicrelere eklendi 30 dakika
beklendikten sonra 100 uM ve 1 uM ACh eklendi. Hiicreler 24 ve 48 saat inkiibe
edildikten sonra BrDU yontemi ile sayildi ve grafik elde edildi. Grafikler, Sekil 6.5.
ve Sekil 6.6.” de gdsterilmistir.
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Sekil 6.5. K562 hiicre ¢ogalmasina MLA’ nin etkisi. K562 hiicre ¢ogalmasina MLA’ nin 24.saatdeki
etkisi. Hiicreler, MLA ile muamele edilip, 24 saat inkiibe edildikten sonra BrDU yontemi kullamlarak
sayildi. Sonuglar 6 deneyin ortalamasi alinarak + standart hata (SEM) seklinde gosterildi.

1 ve 100 uM ACh’ nin uyarict etkisi 1 pM MLA ile muamele edilmesi sonucu K562
hiicre cogalmasi geri ¢evirmistir * P < 0,001. 1 pM ACh’ nin uyarict etkisini 0.5
uM MLA geri ¢evirdi **** P <0,0001. Ancak 1 uM ACh’ nin uyarici etkisini 1 pM
MLA geri ¢evirmedi. Kontrol grubuna gore 1 uM ACh ve 1 uM MLA hiicre sayisinda

anlamli artisa neden oldu * P <0,001.
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Sekil 6.6. K562 hiicre ¢ogalmasina MLA’ nin 48..saatdeki etkisi. Hiicreler, MLA ile muamele
edilip,48 saat inkiibe edildikten sonra BrDU yontemi kullanilarak sayildi. Sonuglar 6 deneyin
ortalamasi alinarak + standart hata (SEM) seklinde gosterildi.

K562 hiicre ¢ogalmasinda 100 uM ve 1 uM ACh kontrole gore artisa neden oldu ve
hem ATR hemde MLA ile muamelesi hiicre ¢ogalmasini geri ¢evrildi. 100 uM ACh’
nin uyarici etkisi ayrica 0,5 uM ve 1 uM MLA ile geri ¢evrildi****, P< 0,0001. 100
uM ACh in uyarici etkisi 0,5 pM MLA ve 1 uM MLA varliginda siras1 ile % 29 ve
%30 inhibisyona neden oldu****, P< 0,0001.

6.1.3. K562 hiicrelerinde agonist ve antagonist konsantrasyonuna bagh Ca*? akisi
K562 hiicreleri, Ca*? akisini belirlemek igin, kistm 5.2.1.4. (Ca*2 6lgiim deneyleri) de
anlatildig1 gibi hazirland1 ve Biotek Synergy H1 cihazinda ilk olarak bos kalsiyum
Ol¢limii yapildi. Ardindan hiicrelere farkli konsantrasyonlarda nikotinik antagonistler
(MLA) ve agonist (ACh) eklendi. K562 hiicreleri agonist ve antagonistlerle 5 dakika
inkiibe edildi ve inkiibasyonun ardindan kalsiyum 6lgtimii yapildi. Elde edilen verilerle
K562 hiicrelerinde agonist ve antagonist konsantrasyonuna bagli Ca*? akisim ifade

eden grafikler ¢izildi.
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Agonist ve antagonistler i¢in kullanilan konsantrasyonlar,
ACh — 1 uM, 10 uM, 100 uM.
MLA — 0,5 uM, 1 uM, 10 uM.

K562 hiicrelerinde agonist ve antagonist konsantrasyonuna bagli Ca*? akigim ifade
eden grafikler 0-10 saniye araligindaki veriler kullanilarak elde edilmistir (Sekil 6.7.,
Sekil 6.8.).
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ACh —— ACh 10 pM
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60~ T /L/V\[/W
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Sekil 6.7. K562 hiicrelerinde ACh konsantrasyonunun zamana bagli Ca*? akisina etkisi.

Hiicre disinda Ca*? yoklugunda 10 pM ve 100 uM konsantrasyonlarinda ki ACh,
hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunda degisiklige neden olmadi. 1 puM ACh 5.saniyede
hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunda %50 artisa sebep oldu. Ancak 10 uM ve 100 pM
konsantrasyonlarinda ki ACh ilavesi hiicre ici Ca™ konsantrasyonu iizerine higbir
etkisinin olmamas1 hiicre icine Ca*? girisinin bu dozlarda kolinerjik reseptorler

tizerinden gerceklestigini gosterir.
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Sekil 6.8. K562 hiicrelerinde MLA konsantrasyonunun zamana bagli Ca*? akigina etkisi.

Hiicreler 96 kuyucuklu siyah hiicre kabina ekildi. 0.5, 1 ve 10 uM MLA ile muamele
edilip inkiibe edildikten sonra Ca*? 6l¢iimii yapildi. Sonuglar 4 deneyin ortalamasi
alinarak + standart hata (SEM) seklinde gosterildi.

Hiicre disinda Ca*? yoklugunda MLA’ min biitiin dozlar1 5. saniyede kontrole gore
hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunda inhibisyona sebep oldu. Kontrola gore 0.5 uM MLA
%29, 1 uM %26, 10 uM MLA %20 inhibisyona sebep olmustur.

6.1.4. K562 hiicrelerinde agonist ve antagonist varhginda Ca*? akisi

K562 hiicreleri, Ca*? akisin1 belirlemek igin, kistm 5.2.1.4. (Ca*2 6lgiim deneyleri) de
anlatildig1 gibi hazirland1 ve ilk olarak Biotek Synergy H1 cihazinda bos Ca*? 6l¢iimii
yapildi. Ardindan hiicrelerin bulundugu 96 kuyucuklu siyah hiicre kabina EGTA, Ca*?
ve antagonistler eklenerek ikinci Ca*? okumasi yapildi. Hiicreler antagonistler
varh@ginda 30 dakika inkiibe edildi ve agonist eklenerek Ca*? okumasi yapildi. Elde
edilen verilerle K562 hiicrelerinde agonist ve antagonist varliginda Ca*? akisini ifade

eden grafikler ¢izildi (Sekil 6.9. ve Sekil 6.10.).
Kullanilan agonist ve antagonistler,

Agonistler: ACh 1uM
Antagonistler: MLA 10 uM, ATR10 uM,
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Sekil 6.9. K562 hiicrelerinde agonist ve antagonist varliginda Ca*? akis1 (1.2. ve 3. okumalar).

Ca*? akigmm belirlemek iizere deneyin optimizasyonunu icin Ca*? yoklugunda
(kontrol) ve hiicre dis1 Ca*? varliginda Ca*? 6l¢iimleri yapildi. Sonuglar 4 deneyin
ortalamasi alinarak + standart hata (SEM) seklinde gosterildi.

Hiicre disinda 2 Nm/L Ca*? varliginda yapilan yapilan deneyde kontrole gore Ca*?
akisinda artis belirlendi. Ca*?varliginda ACh ¢ok az artisa sebep oldu. Ca*? varhiginda
ACh ve MLA eklenen grupta hiicre ici Ca*?” anlamli diizeyde inhibe oldu (P<0081).
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Sekil 6.10. K562 hiicrelerinde ACh varliginda Ca*? akasu.

Mlaclar eklendikten sonra Ca*? akis1 6l¢iimii yapilmustir. Sonuglar 4 deneyin ortalamasi
alinarak + standart hata (SEM) seklinde gosterildi.

Ca*2+ACh’e gore Ca*2 ve MLA varliginda ACh eklenmesi hiicre i¢i kalsiyumu azaltt1.
Ca*? varliginda ACh ve EGTA eklenen grupta sadece Ca*? olan gruba gore inhibisyon

gozlendi.
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Sekil 6.11. K562 hiicrelerinde MLA varliginda Ca*? akisu.

Ca*?ve MLA varhiginda ACh eklenmesi ACh+Ca*?* a gore hiicre igi kalsiyumu azaltt:.
Ca*? varliginda ACh ve EGTA eklenen grupta sadee Ca*? olan gruba gore inhibisyon
gbzlendi.

Hiicre dis1 Ca*2 varliginda MLA eklenmesi hiicre i¢i Ca*? diizeyinin azalmasina neden
oldu (P<0.001).

6.2. Western Blot Deneyi

K562 hiicrelerinin  nikotinik asetil kolin reseptorlerine &zgii agonist ve
antagonistlerinin a7 ekspresyonuna etkisini belirleyebilmek i¢in western blot yontemi
kullanildi. K562 hiicreleri, %10 serum bulunan besiyerinde nikotinik asetil kolin
reseptorlere 6zgii agonist, antagonistlerle 24 ve 48 saat muamele edildi. Hiicreler
bliyiitiillerek deney i¢in optimum sartlar1 saglayinca 15 dakika 1500g’ de santrifiij
edilerek ardindan PBS ile yikandi. Pelet deney i¢in kullanilincaya kadar -80 °C’ da
muhafaza edildi. Agonist ve antagonistlerle muamele edildikten sonra santrifiij
edilerek muhafaza edilen hiicrelerden protein lizati hazirlandi ve elektroforez
yapildiktan sonra drneklerin nitroseliiloz membranlara transferi yapildi. Proteinlerin
transfer edildigi bu membranlar 1:500 konsantrasyonunda nikotinik a7 reseptor

antikoru ve 1:100 konsantrasyonunda p-aktin antikoru ile muamele edildi.
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a7 reseptorlerinin western blot yontemi ile analizi

6.2.1. K562 hiicrelerinde nikotinik a7 reseptor ekspresyonu

Western blot yontemi uygulamasinin ardindan 1:500 oraninda nikotinik a7 reseptor
antikoru ile etkilestirilen membranlarda nikotinik a7 reseptor ekspresyonu (Resim
6.2.1.) de gosterildi.

Resim 6.2.1. K562 hiicrelerinde nikotinik a7 reseptor ekspresyonu.l- Markir, 2-K562 hiicre

6.2.2. K562 hiicrelerinde agonist ve antagonistlerin a7 nikotinik reseptor
ekspresyonuna etkisi

Western blot yontemi uygulamasinin ardindan 1:500 oraninda nikotinik a7 reseptor

antikoru ile 1:50 oraninda seyreltilmis $-aktin ile etkilestirilen membranlarda agonist

ve antagonistlerin nikotinik a7 reseptor ekspresyonuna etkisi gosterildi.

Membranlardan densitometrik analiz yapildi. Sonuglar B aktine gore diizenlendi (Sekil

6.12).
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Sekil 6.12. K562 hiicrelerinde bulunan nikotinik o7asetil kolin reseptor ekspresyonu,Western
emdirimi ve densitometrik analize gore ¢izilen grafik. Sonuglar 3 deneyin ortalamasi alinarak
+standart hata (SEM) seklinde gosterildi (P>0.05).
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7. TARTISMA VE SONUC

1978 yilina kadar farkli arastirmacilar tarafindan asetilkolin insanda farkl: tipte
hiicrelerde bulunmustur (Sastry ve Sadavongvivad, 1978). Asetil kolin oncelikle
norobilim c¢alismalarinda kullaniliyorken farkli hiicrelerde belirlenmesi bu zinciri
kirmistir (Wessler ve Kirkpatrick, 2008). Farkli kanser hiicrelerinde ACh’nin varligi
ve hiicre c¢ogalmasindaki etkisi belirlenmesine ragmen mekanizma tam olarak
bilinmemektedir. Asetilkolin (ACh), merkezi ve periferal sinir sisteminde etkili olan
hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda bulunan klasik bir ndrotransmiter olarak
kabul edilir (Grando, 1997; Wessler ve ark., 1999; Kawashima ve Fujii, 2000).
Nikotin, bir agonist olarak nAChR' lerin o alt iinitesine baglanarak asetilkolini taklit

eder (Lindstrom J., 1996.).

nAChR'ler, bronsiyal epitel hiicreleri, endotel hiicreleri (EC'ler), keratinositler,
immiin hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve diger doku tiplerinden hiicreler dahil
olmak tizere cesitli noronal olmayan hiicrelerde gozlenmistir. nAChR genleri cilt,
pankreas ve akciger gibi pek cok noronal olmayan doku hiicrelerinde de eksprese
edilir, bu da nAChR'lerin sinaptik iletime ek olarak diger biyolojik islemlerde rolleri
olabilecegini diisiindiirmektedir (Bierut, 2009). Noronal olmayan hiicrelerde bu
reseptorlerin - varligi, norotransmisyonun Otesinde farkli fonksiyonlara sahip
olduklarimi diisiindiirmektedir (Minna, 2003). ACh'nin néronal olmayan hiicrelerde
bulunan nAChR’lerde muhtemel rolleri netlestirilmemistir; proliferasyon, farklilagsma,
g0¢, hiicre iskeleti organizasyonu, hiicre-hiicre temasi ve bagisiklik fonksiyonlar1 gibi
bircok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rolleri olabilecegi Onerilmektedir

(Wessler, 1998; Trombino, 2004; Wessler ve Kirkpatrick, 2008).

Normal saglikli hiicrelerde nAChR'lerin ifadesi, hem néronal hem de noronal
olmayan kanser hiicrelerinde farkli nAChR alt tipleri ifade edilir. nAChR ekspresyon
seviyelerindeki farkliliklar kanser gelisimini ve c¢ogalmasini kolaylastirir.
nAChR'lerin, akciger kanseri (a7 NAChR) ve meme kanseri (a9 nAChR) gibi ¢esitli
kanserlerde selektif olarak asir1 eksprese edildigi gosterilmistir. nAChR'lerin, reseptor
ekspresyonunda ve hiicre bliyiimesinin homeostatik diizenlemesinin kaybina katkida
bulunan c¢esitli reseptdr alt tiplerinin sinyal yollarindaki degisiklikler yoluyla kanser

hiicrelerinin ¢ogalmasina yardimci oldugu gosterilmistir. ACh sinyal iletisinin tiim
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islevsel dongiisii, kanser hiicrelerinin, nAChR'lerin otokrin aktivasyonu yoluyla

proliferasyonu tesvik etmesini saglar (Lau ve ark., 2013; Song ve ark., 2008).

Kanserdeki diisiik sagkalim oranlarinin, timor hiicresi proliferasyonunu,
apoptozu (Schuller, 2009; Catassi ve ark., 2008), proinvazif ve anjiyogenik fenotipleri
(Ng ve ark., 2007) ve epitel mezenkimal gecisini (EMT) etkileyen nAChR yolu

aktivasyonundan etkilendigine inanilmaktadir. (Dang ve ark., 2016)

ACh ve nikotinik reseptorlerin 16semi hiicrelerindeki iligkisini arastirmak {izere
K562 hiicre soyunda a7 nAChR ekspresyonu belirlendi. Ayrica kolinerjik agonist ACh
ve/veya kolinerjik antagonist ATR, nikotinik antagonist MLA’nin hiicre ¢ogalmasi,
hiicre ici Ca*? diizeyine ve o7 NAChR ekspresyonuna etkisi belirlendi. K562
hiicrelerinde M2-M4 muskarinik reseptdr ekspresyonu ve ilgili sinyal yolaklar
calistimistir (Cabadak ve ark., 2013). Bu ¢alismada ACh (107-10* M), MLA (107-10°
® M) ile hiicre sayrmlar1 yapildi. Kontrol ve ila¢ uygulanan gruplar arasinda farkliliklar
belirlendi. Bu sonuglar farkli kanser tiplerinde yapilan dnceki ¢alismalarla kismen

uyumludur (Song, 2008; Cheng K, 2008; Zhao 2011).

Bir arastirma grubu c¢alismasinda, Onceki literatiir bulgularina dayanarak,
nAChR ekspresyonu iizerinde etkiye sahip bilesiklerin veya hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonundaki (Ca*?) degisiklik olasiligi nedeniyle 10 uM ACh ve nikotin
konsantrasyonu ile calismistir. ACh veya nikotin muamelesinden sonraki sonuglar, test
edilen hiicre tiplerinde nikotinik o7 reseptdr ekspresyonunda ¢ok az degisiklik
oldugunu gostermektedir. Nikotinik a7 reseptdr ekspresyonunda tutarli bir degisiklik
olmamasi, 72 saatlik tedavi siiresine atfedilebilecegini, ekspresyondaki degisiklikler,
literatiirde de Onerildigi gibi tedavi doneminden daha 6nce gerceklesmis olabilecegini
onermislerdir. nAChR antagonistlerinin a7 nAChR ekspresyonunda azalmaya neden
olabilecegi tahmin edilmistir. Bir merkezi iyon kanalin1 ¢evreleyen bes hetero veya
homo pentamer alt biriminin olusturdugu nikotinik reseptorler hiicre zarinda bulunur.
Farkli nikotinik reseptor alt tipleri insan tlimorlerinde, normal hiicrelerde ve dokularda
bulunmaktadir (Schuller, 2009). Bununla birlikte, farkli klasik nikotinik reseptorlerin
morfolojik yapist ve islevi tam olarak bilinmemekte ve mekanizmasi hala
arastirilmaktadir. Rahim agz1 kanseri hiicre soylarindaki nikotinik reseptorlerinin

dagilimi PCR ile gosterilmistir, bu reseptorler a5, a7, a9, f1 ve o4, B2, p4, y ve d alt
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birim mRNA'larinin pozitif ve zayif sinyalleri oldugu gosterilmistir (Calleja- Macias
ve ark., 2009). Timor hiicresi proliferasyonunun hizlanmasina neden olan nikotinik
reseptOriinlin aktivasyonu, 6nemli sayida yayinda bildirilmistir, ancak asetilkolinin
tiimorlerde rolii, sadece smirli sayida kanserde gosterilmistir (Song ve ark., 2008;
Cheng ve ark., 2008; Zhao ve ark., 2011). Nikotinik reseptdrlerin ACh ile aktivasyonu
ve nikotin etkileri arasindaki fark hala tam olarak agiklanamamistir (Kuiran Liu. ve
ark., 2016).

Agonistin nAChR'ye baglanmasi, B-arrestin ve tirozin kinaz Src arasinda
kompleks olusumunu kolaylastirir. Src aktivasyonunun, kanserde oldugu kadar,
endotel hiicre proliferasyonu ve in vitro anjiyogenik tiip olusumu i¢in de 6nemli
oldugu bulunmustur. nAChR aktivasyonunun proliferatif etkisi, B-adrenerjik reseptor

(B AR) sinyalinin dolayl olarak uyarilmasi ile de desteklenmistir (Singh ve ark., 2011)

Nguyen ve ark nin sonuglari, diftiz tipte Gastrik kanser hiicrelerinde asetilkolinin
hem tiimorlerin sayisin1 hem de boyutunu arttirdigini ve bu etkinin hem muskarinik
hem de nikotinik asetilkolin reseptorleri agonistleri ile arttigi ve her iki reseptor

antagonisti tarafindan inhibe edildigini gostermislerdir (Nguyen ve ark., 2018).

Akciger kanserleri i¢in Spindel (Arredondo ve ark., 2007.) tarafindan ileri
striildiigii gibi, ACh, tiimoriin kendisi veya komsu hava yolu epitel hiicreleri veya sinir
ucglan tarafindan salgilanabilir. Son yillarda yapilan baska bir ¢alismada, sinir sistemi

ile timor gelisimi ve prostat kanserinin yayilmasi arasindaki baglantiyida kanitlamistir

(Johnston-Early ve ark., 1980; Singh ve ark., 2011)

ACh ve kolinerjik yollar mide hastaliklarinin ve 6zellikle de GC'nin (Gastrik
kanserin) gelisimine katkida bulunabilir. Aslinda, in vitro olarak ACh'nin GC hiicre
cogalmasini, istilasini ve gociinii dogrudan uyarabilecegi gosterilmistir. Ayrica, Zhao
ve arkadaglari, mide vagal denervasyonunun, GC gelisimini ve farelerde M3
reseptOriiyle bastirilan tiimor olusumunun genetik nakavtini inhibe ettigini gosterdi.
Muskarinik yollarin yani sira nikotinik yollarin da dahil olabilecegini ve ek olarak,
gastrik kanser kok hiicreleri (CSC) fenotipi tizerindeki ACh etkisinin, en azindan
kismen NO-bagimli yolun aracilik edebilecegini gdstermistir. Bulgularindan biri,
ACh'nin yaygin tipteki GC hiicrelerinde bir CSC fenotipini indiikleyebilmesidir.

Intestinal GC tipinde gdzlenenlere benzer sekilde ACh'nin, ayn1 zamanda, tiimérlerin
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sayisini ve boyutunu arttirma kapasitesinin gosterdigi gibi, diffiiz tipte GC hiicrelerinin
CSC fenotipini de destekledigini gostermektedir. Bu etki, kismen muskarinik
reseptorlerin aktivasyonu ile gosterilmistir, ¢iinkii bethanechol ACh etkisini arttirip
atropini bloke etmistir. Bununla birlikte, nikotinik reseptor aracili yolaklarin bu

etkideki katkis1 da gosterilmistir (Nguyen ve ark., 2018).

Alfa7 nAChR’lerin K562 hiicre ¢ogalmasi ve sinyal ileti yolaklarindaki etkisinin
incelendigi bu c¢alismada nikotinik agonist asetilkolinin (ACh) ve nikotinik
antagonistlerin hiicre ¢cogalmasina, nikotinik a7 reseptor ekspresyonuna ve hiicre ici
Ca diizeyine etkileri belirlendi. K562 hiicreleri 24 saat serumsuz kiiltiir ortaminda
inkiibe edildi. Nikotinik agonist ACh’nin farkli konsantrasyonlar1 ile hiicreler
muamele edildi. Farkli konsantrasyonlarda ki ACh’lerin hiicre ¢ogalmasmi farkli
etkiledigi ancak her konsantrasyonda hiicre cogalmasini indiikledigi belirlendi. 0,1 pM
ACh ile muamele edilen hiicrelerde % 32’lik artis gozlendi. Bu sonug¢ hiicre

cogalmasinda diger konsantrasyonlara gére en etkin doz olarak bulundu.

Son c¢alismalar, nAChR antagonistlerinin antikanser ilaglar olarak
kullanilabilecegini ima etmektedir. MLA ve abungarotoksin gibi a7 nAChR
inhibitorlerinin kanser gelisim siirecinde nikotinin proanjiyogenik etkileri tersine
¢evirdigi bulunmustur (Heeschen ve ark., 2001; Heeschen ve ark., 2003; Heeschen ve
ark., 2002; Dasgupta ve Chellappan, 2006). Russo ve arkadaslari, birka¢ dogal
bilesigin, a7 nAChR ekspresyonunun inhibisyonu ile NSCLC hiicre proliferasyonunu
veya tlimor biiylimesini dnemli 6l¢iide inhibe ettigini gosterdi. Bu veriler, A549
hiicreleri ile ortotopik olarak asilanmig farelerde tiimdr biiyiimesinde onemli bir
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (canlt hiicrelerin % 4.6's1 tedavi edilmemis
farelerde % 31°1). In vitro ve in vivo deneyler, spesifik a7 nAChR antagonistlerinin,
hem kaspazlar 3, 9, 2, P53 ve Bad'1 aktive eden apoptoz protelerinin indiiklenmesinde
hem de PI3K, Akt, MAPK ve NF-MB yollaklarin1 aktive eden hayatta kalma
sinyallerinde azalmaya neden oldugunu gostermistir. Bu veriler a7 nAChR hedefli
kimyasallarin antikanser ilag gelisiminde {imit verici bir potansiyel olusturdugunu

gostermistir. (Lee ve ark., 2011).

A549 ve H1975 hiicrelerinin sigara icenlerin serumunda tespit edilen (108-10"

M) araligindaki nikotin konsantrasyonlari ile tedavi edilmesi, A549'un ¢ogalmasina
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neden oldu, ancak H1975 hiicrelerinin gogalmasini indiiklemedigi, boylece A549
hiicrelerinde hiicreye spesifik olarak nAChR'lerin nikotin kaynakli etkilere dahil
oldugunu gosterdi. a7 ve a9 reseptorlerine etki eden a-Bgtx toksin, MLA ve alt tipe
spesifik a7 (AR) ve a9 (RglA4) toksinlerinin tiimii, A549 hiicrelerinin nikotin ile
indiiklenen proliferasyonunu bloke ettigi gosterilmistir (Mucchietto ve ark., 2017).
Otokrin  mekanizma ile trombositlerin aktivasyonunda o7 nAChR kanallarinin

uyarilmasinin etkin olabilecegi 6nerilmistir (Schedel ve ark., 2011).

Bu ¢alismada K562 hiicreleri farkli konsantrasyonlarda spesifik o7 antagonisti
MLA ile muamele edildi. K562 hiicrelerinin BrDU yo6ntemi kullanilarak sayimi
sonrast 10 uM MLA ile muamele edilen hiicrelerin ¢gogalmasinda % 32 inhibisyona
sebep oldugu belirlenmistir. Spesifik o7 antagonisti MLA’nin en yiiksek
konsantrasyonu olan 10 uM, diger konsantrasyonlara gore hiicre ¢ogalmasini anlamli

bir sekilde bloke etti.

Agonist ve/veya antagonist varliginda hiicre cogalmasini belirlemek i¢in yapilan
deneylerde 24. Saat de 100 uM ve 1 uM ACh ile 10 uM ATR muamele edildiginde
uyarici etki geri ¢evrildi. 24. saat de en etkili geri ¢evirmenin 1 pM ACh’nin 10 uM
ATR muamelesi oldugu belirlendi. 24. saatde ACh’ nin uyarici etkisi 0,5 uM ve 1 uM
MLA ile geri ¢evrildi. En yiiksek etki 1 uM ACh ile 0,5 uM MLA muamelesi ile %
50.4 olarak belirlendi. Kontrol grubuna gére 1 uM ACh ve 1 uM MLA hiicre sayisinda
anlamli artisa neden oldu. Bu etki muskarinik reseptorler aracili olabilir. 48. saatde ise
hem ATR hemde MLA’nin tek basina muamelesi hiicre ¢ogalmasini geri ¢evrildi.
48.saatde ACh’ nin uyarici etkisi 0,5 uM ve 1 uM MLA ile geri gevrildi. Inhibisyon
etkisi sirastyla % 29, % 30 olarak belirlendi.

Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR'ler), kanser hiicreleri de dahil olmak
tizere tim memeli hiicrelerinin hiicre zarinda ifade edilen iyon kanallaridir. a7 nAChR
alt tipi, en yiiksek kalsiyum gecirgenligi olan bir reseptordiir. Bu reseptoriin
aktivasyonu, sitoplazmik kalsiyum seviyelerini yiikseltebilir ve bir dizi kalsiyum
bagimli hiicre ici kaskadi tetikleyebilir (Fucile, 2004). Kalsiyum iyonlar1 énemli
ikincil habercidir. Farkli arastirmalarda belirtildigi gibi nikotinik reseptdrlerin
aktivasyonu tiimdr hiicre cogalmasini hizlandirmaktadir, ancak kisith sayida tiimdrde

ACh’nin rolii gosterilmistir (Song, 2008; Cheng, 2008; Zhao, 2011). nAChR'ler ligand
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kapili katyon kanallaridir ve farkli alt tiplerin kalsiyum iyonlarma farkli sekilde
gecirgen oldugu bilinmektedir (Fayuk ve Yakel, 2007).

ACh'nin otokrin ve parakrin salgilanmasi keratinosit a7 nAChR'leri aktive
ederek Ca*? iyonlarmin hiicreye girisine neden olmustur. Ca*?' nin hiicre i¢ine akiginin
sinyal iletimine etkisi, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi ve migrasyona neden
olan integrinlerinin ekspresyonu gibi hiicresel farklilasmanin diizenlenmesiyle

sonuglandig bildirilmistir (Arredondo ve ark., 2002).

Conti-Fine ve arkadaslari, fonksiyonel nAChR’lerinin insan ve kemirgen brons
epitel hiicrelerinde eksprese oldugunu géstermistir (Maus AD, 1998; Wang Y, 2001).
Grando ve arkadaglari, insan epidermal keratinositlerinde a7 nAchR'leri araciligiyla
kalsiyum akisinin ve hiicre farklilagmasinin uyarilmasina aracilik eden ACh'ni
sentezledigini, salgiladigin1 ve yikimina neden oldugunu géstermistir (Grando, 1996;

Arredondo, 2002).

nAChR'lerin uyarilmasi, kanallar1 agar, sodyum ve/veya kalsiyum iyonlarinin
akisini indiikler. Membran depolarizasyonunun bir sonucu olarak, voltajla ¢alisan
kalsiyum kanallar1 acilir ve bu da ilave bir kalsiyum iyonu akisina yol acar.
Kalsiyumun akis1, mitojenik faktorlerin salgilanmasina neden olur ve hiicre sinyal ileti

kaskadlarimi aktive eder (Albuquerque ve ark., 2009).

Schedel ve arkadaslari, a7 nAChR kanallarimin Ca*?'ye nanomolar aralikta (50
ila 100 nmol/L) trombositlere katkisin1 Ol¢miistiir. o7 NAChR segici agonist
konsantrasyonu ile indiiklenen oldukea kiiciik Ca*? girisi, cok hizli duyarlilig1 olan
ATP kapili P2X1 kanali igin bildirilen Ca*? girisine ¢ok benzer bulunmustur.
(MacKenzie AB. ve ark., 1996) P2X1 kanallar1 igin tipik olarak gdzlenen Ca*? girisi
kisa siirede zirveye ulasirken, aksine o7 nAChR kanallar1 igin hiicre ici Ca*?nin
oldukc¢a yavas ve siirekli artisa neden oldugu bulunmustur. Bu, néronal a7 nAChR
kanallarmin tipik davranigin1 yansitmasa da, noronal olmayan nAChR igin

karakteristik goriinmektedir. (Schedel ve ark., 2011)

Malign tiimorlerde nikotinik reseptorlerin yapidan fonksiyona anlasilmasi
Oonemlidir. Losemilerde yapilan ¢alismalar ise kisith sayidadir. Bu c¢alismada, K562

hiicrelerin de hiicre dis1 Ca*? yoklugunda yapilan deneylerde, 1 uM konsantrasyonda
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agonist ACh’nin zamana bagl olarak hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunu indiikledigi
belirlendi. 10 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda ki ACh muamelesi, hiicre i¢i Ca*?
konsantrasyonunda degisiklige neden olmadi. 10 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda
ACh ilavesi hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonu iizerine higbir etkisinin olmamasi hiicre
icine Ca*? girisinin kolinerjik reseptorler iizerinden gergeklestigini isaret edebilir.
K562 hiicrelerinin hiicre dis1 Ca*? yoklugunda yapilan deneylerde, 0,5 uM, 1 uM, 10
uM MLA ile muamele edilmistir. Biitiin dozlarin 5. saniyede kontrole gore hiicre i¢i

Ca*? konsantrasyonunda inhibisyona sebep oldugu belirlendi.

Schedel ve arkadaslarimin ¢alismasinda, 1 umol / L PNU ilavesiyle bazal Ca*?
girisinin belirgin sekilde artmasi saglanmistir. Bu etki, a7 nAChR se¢ici antagonisti
aBGT (20 nmol / L) tarafindan belirgin sekilde yok edilmistir. aBGT inhibisyonu,
bazal Ca* girisini etkileme egilimindedir, ancak 6nemli miktarda degildir. Hiicre dis1
Ca*? olmadan, PNU veya aBGT'nin, trombositlerdeki hiicre ici Ca*? seviyeleri
tizerinde bir etkisi olmamistir. Schedel ve arkadaglarinin ¢alismasinda, stabil ACh
analog CCh (1 ila 100 umol / L) ve a7 nAChR segici agonisti PNU'nun (0.1 ila 10
umol / L) istirahat trombosit aktivasyonu ve trombosit degraniilasyonu iizerinde
onemli bir etkisi olmamustir (Anfossi ve Trovati 1996; Graham ve ark., 2004; Morrell
ve ark., 2008; Schedel ve ark., 2008).

Benzer sekilde bu ¢alismada, K562 hiicrelerinin hiicre dis1 Ca*? yoklugunda, 1
uM ACh konsantrasyonu hari¢ diger ACh konsantrasyonlar1 veya MLA' nin, hiicre i¢i
Ca*2 seviyeleri iizerinde bir etkisi olmadi. Ancak hiicre disinda 2 Nm/L Ca*? varhginda
yapilan deneyde kontrole gore Ca*? akisinda artis belirlendi. Ca*? varliginda ACh ¢ok
az artisa sebep oldu. Hiicre dist Ca*? varliginda MLA eklenmesi hiicre ici Ca*? u
inhibe etti. Ca*? varliginda ACh ve EGTA nin birlikte muamelesi EGTA’ nin Ca*?
baglama 6zelligi sebebiyle ACh’ nin etkisini sadece Ca*? olan gruba gore geri

cevirmistir. Ca*? + ACh’a gore Ca*? varliginda MLA ve ACh eklenmesi hiicre igi

kalsiyum miktarin1 azaltti.

Insan kanseri tiirleri iizerindeki nAChR aracili onkojenik etkilerin molekiiler
mekanizmalar1 hakkinda yeni bilgiler saglar. nAChR'lerin kanser patogenezinde

onemli rollere sahip oldugu agiktir. (Dang ve ark., 2016)
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Sonug olarak nikotinik reseptdr agonisti ACh’nin tiim konsantrasyonlart K562
hiicre ¢ogalmasini indiikledi. Asetilkolin hem muskanik hemde nikotinik reseptorleri
indiikleyen bir agonisttir. Cabadak ve arkadaslar1 tarafindan, K562 hiicre ¢ogalmasina
muskanik reseptorlerin etkisi gosterilmistir (Cabadak, 2015; Aydin, 2019).
Asetilkolinin K562 hiicre ¢ogalmasindaki uyarict etkisi hem o7 nikotinik antagonisti
MLA hem de kolinerjik antagonist, ATR ile geri ¢evirilmistir. Hiicre ¢ogalmasindaki
bu etkinin hem muskarinik hem de nikotinik asetilkolin reseptdrler antagonistleri
tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir. a7 nikotinik asetilkolin spesifik antagonisti
MLA’ nin, K562 hiicre ¢ogalmasii inhibe etmesi nikotinik reseptorlerin sinyal
iletimindeki rollerini kismen agiklamaktadir. Bu ¢alismada kullanilan agonist ve
antagonistlerin hiicre i¢i kalsiyum diizeyine etkisi incelendiginde, ACh hiicre i¢i Ca’da

artisa neden olurken, MLA bu etkiyi geri ¢evirmistir.

Keratinositler, fibroblastlar, T hiicreleri, B hiicreleri, akciger hiicreleri ve
makrofajlar a7 nAChR'yi eksprese edebilir. Bu nedenle, hem otokrin hem de parakrin
yontemlerle, ndronal olmayan asetilkolin, lokalize bagisiklik tepkisini modiile ettigi

hipotezi 6ne siiriilmektedir. (Zoheir ve ark., 2012).

Oral prekanserdz hiicre hatti DOK hiicrelerinde nikotinin, kontrol hiicrelerine
gore Prxl, a3 nAChR ve o7 nAChR'nin mRNA ekspresyonunu 6nemli Olgiide
arttirdigr belirtilmistir. (Wang ve ark., 2017).

ACh'nin oral epitel hiicrelerinin immiin tepkisini diizenlemedeki roliiniin
dogrudan bir kanit1 yoktur. Bununla birlikte, ACh'nin (a7 nAChR yoluyla), diger
cesitli hiicrelerin immiin tepkisini modiile etmede rol oynadig gosterilmistir. Kistik
fibroz hastalarinin hava yolu epitel hiicrelerinde o7 NAChR'nin aktivasyonunun, Toll
benzeri reseptor 2 (TLR-2) aracili IL-8 ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
(Greene CM. ve ark., 2010). Ek olarak, a7 nAChR'nin aktivasyonunun, insan kolon
epitel hiicrelerinde TNF-a ile indiiklenmis IL-8 ekspresyonunu inhibe ettigi gosterildi
(Summers AE. ve ark., 2003) ve nikotinin, ayrica NFkB'yi etkileyen a7 nAChR
yoluyla HBE16 hava yolu epitel hiicrelerinde TNFa ekspresyonunu azalttigi da
gosterildi (Li ve ark., 2011). Hem oral Kkeratinositlerin hem de fibroblastlarin o7

nAChR'yi eksprese ettigi gosterilmis oldugundan, bu hiicre tiplerinde benzer bir
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immiinomodiilator fenomenin meydana geldigi varsayilmaktadir (Zohei ve ark.,
2012).

Bu c¢alismada, K562 hiicre hatt1 hiicrelerinde ACh’nin, kontrol hiicresi ile
kargilastirildiginda o7 nAChR’in  ekspresyonunda degisiklige neden oldugu

gozlenmistir.

Bu sonuglar, farkli kanser tiplerinde yapilan Onceki calismalarla kismen
uyumludur. Losemi hiicresi olan K562 hiicre soyunda elde edilen sonuglarin yeni

tedavi yontemlerinin gelistirilmesine ve literatiire katki saglayacag: diistiniilmektedir.
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Alfa 7 nikotinik asetil kolin reseptirlerinin K562 hiicre cogalmas: ve sinyal
iletisindeki rolleri iizerine ¢calismalar

Gozde lf':IND‘ER]., Banu AYD[NI, Hiilya CABADAK!'
'Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dal, Basibityk Yerleskesi, Istanbul, Torkive

*pozdeonder_1544(@ hotmail com

Asetil kolin (ACh) kolinerjik sisteme aracihik eden nérotransmitterdir. Asetilkolin ki farkh
reseptor ailesi ile etkilesmektedir. Bunlar nikotinik asetil kolin reseptorleri n(AChR) veya
muskarinik asetil kolin reseptérleridir. Nikotin, nikotinik reseptérlere, muskarine ise
muskarnik reseptérlere baglanan dogal bilesenlerdir [1]. Nikotimk reseptirler hem néironal
hemde néronal olmayan hiicrelerde eksprese olmaktadir. Noronal olmayan nAChR sinyal
yolagimin kanser ve kardivovaskiiler hastahiklarda énemli etkileri vardir. Kanser hiicrelerinde
a7 nikotinik reseptériiniin nikotinin proliferatif etkilerine aracilik eden ana nAChR altbirimi
oldugunu gostermigtir [2]. Naronal olmayan hiierelerdeki rolleri heniiz tam agiklanamamistir,
Bu ¢alismada K562 hiicrelerinde nikotinik alfa 7 reseptériiniin rolimi belirlemek igin asetil
kolin, mkotinik alfa 7 reseptir antagomsti Methyllycaconitine citrate (MLA) ve kolinerjik
antagonist atropin varligmda hiicre cogalmasina etkisinin belirlenmesi amaglanmstir. Aynica
Asetil kolinin Ca diizeyine etkisine bakilmistir. Insan K562 hiicreleri (ATCC Wo: CCL-243)
eogaltildi. Hiicreler asetilkolin ve/veya nikotink antagomist Methyllycaconitinecitrate (MLA)
ve kolinerjik antagonist, atropin ile etkilestirildikten sonra BrDu hilcre sayum kiti (Roche),
kullamlarak hiicre cogalmas: belirlenmistir. Asetil kolinin kalsivum diizevine etkisi ELISA
yontemi ile belirlendi. Bu calismada, msan K562 hiicrelerinde asetil kolin, kolinerjik
antagonist ve nikotinik antagonistlerin hiicre gogalmasina etkileri gosterilmistir. Insan K562
hiicrelerinde asetil kolinin hilcre ¢ogalmasindaki etkisini nikotinik antagonistler MLA wve

Curare 24 ve 48, saatlerde gen ¢evirmigtir.

Anahtar Kelimeler: Nikotinik reseptérler; lasemi; kalsiyum; asetil kolin.
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