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ABSTRACT

Purpose: Aromatase (Cyp19al) is crucial for the sexually dimorphic development of the fetal brain, regulation of
gonadotropin secretion and sexual interest in adults. Our goal is to determine the developmental mMRNA expression
patterns of aromatase, estrogen receptor alpha (Esrl) and progesterone receptor (Pgr) in the fetal mouse brain at
different times of gestation.

Material and Methods: Female mice were mated with fertile males and checked for vaginal plug the next day to
confirm successful mating (vaginal plug=day 1 of pregnancy). At gestational days 9-12-15-17-19-21 pregnant mice
were sacrificed and fetal brains were removed and mRNAs were isolated and reverse transcribed into cDNAs. In order
to evaluate mRNA expression levels, real time PCR was performed employing primers for Cyp19al, Esrl and Pgr
genes.

Results: In our studies, Esrl and Pgr mRNA expression levels peaked at day 9 and returned to normal adult levels at
around day 17-18. Cyp19al mRNA expression peaked at day 14-16 along with a drastic decrease in Esrl and Pgr
mRNA expression levels and then returned to normal adult levels around the time of delivery.

Conclusion: Cypl9al expression in the fetal brain launches around gestational day 11-12 and peaks around
gestational day 14-16 and fall back to normal adult levels at around gestational day 19-20. It has been recently reported
that Esrl and Pgr both mediate Cyp19al mRNA expression in the mouse brain. Together with these previous reports,
our findings may imply that both Esrl and Pgr possibly play a role in the developmental regulation of aromatase in the
fetal mouse brain.
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OZET

Amagc: Bu calismadaki amacimiz, gonodotropin salgilanmasi, cinsel dimorfik fetal beyin gelisimi ve yetigkinlerdeki

cinsel tercih igin cok énemli olan, aromatazin ve 6strojen reseptér alfa (Esr1) ve progesteron reseptérlerinin (Pgr)

gebeligin farkli ddnemlerindeki mRNA ekspresyon profillerinin es zamanl olarak belirlenmesidir.

Materyal ve Metod: Disi fareler, treme potansiyeli olan erkek farelerle ciftlestirildi ve basarili giftlesme, bir glin sonra

olusan vajinal plak kontrol edilerek dogrulandi (vajinal plak=gebeligin birinci ginu). Gebeligin 9-12-15-17-19-21.
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glnlerinde gebe farelerin yasamlari sonlandirildi ve fetiislere ait beyinler gikarilarak mRNA izole edildi ve cDNA haline
cevrildi. mMRNA ekspresyon dizeylerinin belilenmesi Cyp19al, Esrl ve Pgr genlerine 6zgln primerler ile real time PCR
yontemi kullanilarak gergeklestirildi.

Bulgular: Calismalarimizda; Esr1 ve Pgr mRNA ekspresyon diizeyleri 9. giinde tepe noktaya ulasti, 17-18. giinlerde
ise normal yetiskin dizeylerine dondu. Cyp19a1l mRNA ekspresyonu, Esr1 ve Pgr mRNA dizeylerindeki ciddi bir
azalmayla beraber, 15-16. giinde tepe noktaya ulasti ve takriben dogumun olacadi dénemlerde normal eriskin
seviyelerine indi.

Sonug: Fetal beyinde Cyp19a1 ekspresyonu gebeligin 11-12. ginu civarinda baslar ve 15-16. gunlerinde tepe
noktasina ulasir. Bunu takiben 19-20. glnlerinde de normal yetiskin seviyelerine iner. Son zamanlarda rapor edilen
calismalarda, Esr1 ve Pgrnin fare beyninde Cyp19a1 mRNA ekspresyonunun dizenlenmesinde rol oynadigi
belirtilmistir. Bu ¢alismalar i1siginda bizim bulgularimiz, Esr1 ve Pgrnin fetal fare beyninde aromataz ekspresyonun
diizenlenmesinde rol oynadigini duglindurebilir.

Anahtar Kelimeler: Aromataz, beyin, fare, fets, 0strojen reseptor alfa, progesteron reseptori.

GIRIS enzim olan aromataz tarafindan
Seks steroidleri hiicresel organizasyon ve gergeklestirilmektedir"’. Aromataz, hem insan hem
memeli gelisimini bircok ydnden etkilemekle ~de farede tek kopya bir gen olan Cypl9al

beraber ézellikle néral fonksiyonlarin ve treme  tarafindan kodlanir ve bu genin inhibisyonu tim
davranislarinin sekillenmesinde aktif rol vicuttaki 0strojen Uretimini ortadan kaldirr*®. Fare

oynarlarl'z. Seks steroidlerinin sentez Cypl9al geni 9. kromozomun uzun kolunda yer

mekanizmasi kolesteroliin mitokondri igine girisiile ~ @/makta olup 30 kb kodlama bdlgesi ve 75 kb
baglar ve alti temel enzimatik adim neticesinde ~ Promotor  bolgesi ile  toplam 105 kb
dstrojen, progesteron ve testosteron olusumu uzunlugundadir. Aromataz protein olusumunu
saglanir. Bu seks steroidlerinin  &zellikle gerceklestiren kodlama bolgesi dokuz ekzonundan
progesteron ve ostrojenin beyin dahil pek cok (1-X) olusurken, ekzon Inin 5' tarafinda farkl
organi iceren genis bir yelpazede islevseldir. birincil ekzonlarin da bulundugu bélgede bu
Progesteron ve &strojen esey organlari, adrenal ~ €kzonlarin doku spesifik alternatif

korteks ve lokal olarak da beyin gibi gesitli dokular ~ transkripsiyonunu  yonlendiren cok sayida farkl
ve organlar tarafindan sentezlenebilir®®. Seks promotor bulunur, bu durum birbirlerinden farkh 5'-

steroid sentez asamalarindan en énemlisi; C19  untranslated region (Translasyonu yapilmayan

steroidlerinin biyolojik olarak aktif éstrojen olan,  POlge, S5-UTR) iceren aromataz mRNA’larinin
olusumuna neden olur, fakat bunlar aromataz

protein yapisina katilmadigindan bu mRNA’larin
translasyonu ile olugan protein Urinu tim doku
tiplerinde ayn|d|r5'6 (Sekil 1).

Ostradiole (E2) donusimini katalizleyen anahtar
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Sekil 1. Aromataz (Cyp19a1) gen bdlgesinin yapisi

Aromataz omurgali beyninde, evrimsel olarak
korunmus promotér I.f vasitasiyla baslica
hipotalamus, hipokampus ve amigdala tarafindan
sentez edilir. Aromatazin fizyolojik rolii aromataz
geni tahrip edilmis (ArKO) farelerle ve aromataz
geninin inaktivasyonuna sebep olan mutasyonlara
sahip erkeklerde yapilan calismalarla
anlasiimistir’®. Her iki durumda da, aromataz

eksikligi artan testosteron ve gonadotropin
seviyesi ile iligkilendiriimis olup, aromataz ve
Ostrojenin gonadotropin salgilanmasinin

diizenlenmesinde etkin olduguna isaret
etmektedir. Ayrica, aromataz geni kusurlu erkek
farelerde libido anlaml derecede disik olup
ancak  Ostrojen  tedavisiyle normal hale
dondiriimistir. Bu durum aromataz ve dstrojenin
ayni zamanda seksuel davranislarin
diizenlenmesinde de temel rol oynadigini ortaya
cikarmistir®*t, Beyin-spesifik aromataz
promotorinin regilasyonunu saglayan molekiler
mekanizmalar henliz ¢ok iyi anlagilmamakla
beraber gesitli arastirmacilar protein kinaz A ve C,

1y Kodlama balgesi
l X= 37

ORTAK SPLICING
BOLGESI

ile cAMP’nin beyin aromataz ekspresyonu ve
enzim aktivitesini fosforilasyon mekanizmalan ile
diizenledigini  gostermislerdir®®.  Daha da
onemlisi yakin zamanda  Ostrojenin  ve
progesteronun in vivo ve in vitro kosullarda altinda
Ostrojen ve progesteron reseptorleri araciligiyla
hipotalamik aromataz mMRNA ve enzim aktivitesini
artan veya azalan vyonlerde dizenleyebildigi
gosterilmistirt®*.

Aromataz ekspresyonu ve enzim aktivitesi
farede ve insanda fetal gelisimin slrecinin
ortalarinda artmaya baslayarak farede 14-16.
glnlerde en yilksek dizeye ulasir, sonrasinda
doguma kadar gegen sire zarfinda ise azalmakta
ve nihayetinde erigkinlerde goérilen seviyelere
inmektedir’®*’.  Buradaki calismamizda fare
beyninde aromatazin ekspresyonun ve enzim
aktivitesinin kontroliinde rol oynadigi belirtilen
Ostrojen reseptdr alfa (Esrl) ve progesteron
reseptorlerinin (Pgr) mMRNA ekspresyon
profillerinin  gebeligin farkli dénemlerinde es
zamanl  olarak belirlenmesi ve aromataz
ekspresyonuyla olan iligkisinin ortaya konmasi
amaclanmistir.
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MATERYAL ve METOD

Disi fareler, lUreme potansiyeli olan erkek
farelerle ciftlestirildi. Basarili ciftlesme bir gin
sonra olusan vajinal plug kontrol edilerek
dogrulandi (vajinal plug olusumu =Gebeligin 1.
Gunil). Gebeligin 9, 11-12, 13-14, 15, 16-17, 19,
21. gunlerinde ve dogum sonrasi 2. giinde gebe
farelerin yagsamlari sonlandirildi ve her iki cinse ait
fetls beyinleri c¢ikarildi. Bu beyinlerden trizol
(Invitrogen) kullanilmak suretiyle mRNA'lar izole
edildi ( izole edilen mRNAnin bitinligi ve
saglamhgr 5 yg RNA'nin %1’lik formaldehit jelde
yurutilmesiyle dogrulandi). Sonrasinda Super
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Script Ill (Reverse transkriptaz) kiti (invitrogen) ile
bu mRNA’lar cDNA haline c¢evrildi. Cyp19al, Esrl
ve Pgr genlerine 6zgl primer ciftleri (Primer dizileri
tablo-1'de verilmektedir.) ve SYBR-green (Applied
Biosystems) PCR karigimi kullanilarak real time
PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Reaksiyon hacmi
25 pl, reaksiyon kosullari ise 50 °C 2 dakika, 95 °C
10 dakika, sonrasinda 40 déngi 95 °C 15 saniye -
60 °C 1 dakika olarak uygulandi. Tum RNA
orneklerine ait ekspresyon dizeyleri endojen
kontrol olarak kullanilan Gliseraldehid-3-fosfat
Dehidrogenaz  (GAPDH) amplifikasyonu ile
normalize edildi.

Tablo 1. Real Time PCR’da kullanilan primer dizileri

Cyp19al fare forward:

5'-CTGCAGACACTACTACTACA-3'

Cypl9al fare reverse:

5-ATCCGAGTCACTGCTCTC AG-3'

Pgr-ABC fare forward:

5-GACACTGGCTGTGGAATTTCC-3

Pgr-ABC fare reverse:

5'-CCAGGATCTTGGGCAACTG-3’

Esrl fare forward:

5-ATGAAAGGCGGCATACGGAAAG-3’

Esrl fare reverse:

5'-CACCCATTTCATTTCGGCCTTC-3'

GAPDH fare forward:

5-TGTTACCAACTGGGACGACA-3'

GAPDH fare reverse:

5-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3'

B Dodum sonras 2.Gan
H Gebelik Gund

254

sevivelerinin dodum sonrasi 2. gline gare
[
i
!

lkath degisimi (Sonudar GAPDH'e gére

Aromataz (Cypl9al) mRMNA ekspresyon
normalize edilmistir)

(=]
L

9. Gan 1112 Gdn 1314, Gin

15. Gan

16-17. Gan 19. Giin 21. Gan

Sekil 2. Fetal Fare Beyninde Aromataz (Cyp19a1) mRNA’sinin Gebelik Stirecindeki Ekspresyon Profili
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Ostrojen reseptdrd (Esrl) mRMNA ekspresyon
sevivelerinin dodum sonras 2. gine gare kath
dedisimi (Sonuglar GAPDH'e gére normmalize

edilmistir)

9. Gin

1-12 Gan

13-14. Gdn
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@ Dogum sonrasi 2.G0n
B Gebelik Gund

15, Gin

21, Gin

16-17. Gin 190 Gan

Sekil 3. Fetal Fare Beyninde Ostrojen Reseptorii (Esr1) mRNA’sinin Gebelik Siirecindeki Ekspresyon Profili

Progesteron reseptérd (Pgr) mRMNA ekspresyon
sevivelerinin dogum sonrasi 2. gline gére kath
dedisimi (Sonuglar GAPDH'e gére normalize

edilmistir)

11-12. Gan

9. Gon

13-14. Gin

B Dodum sonrasi 2.G0n
m Gebelik Gind

15. Gin

16-17. Gin 19, Gin 21. Gan

Sekil 4. Fetal Fare Beyninde Progesteron Reseptéri (Pgr) mRNA’sinin Gebelik Strecindeki Ekspresyon Profili

TARTISMA
Steroid hormonlar birgok fizyolojik fonksiyonu
kontrol ettigi gibi gelisim, farkllasma ve
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homeostatik kontroli de kapsayan cesitli yasamsal
Ozellikler agisindan da o6nemlidir. Androjen ve
Ostrojeni iceren seks steroid hormonlari, omurgali
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sisteminin sekstel farklilasmasinda ve seksuel
davraniglarin sekillenmesinde anahtar rol oynar.
Daha o6nce yapilan cesitli galismalar, beyinde
aromataz ekspresyon seviyelerinin gelisimin farkli
asamalarinda cesitlilik gosterdigine ve prenatal
periyotta ekspresyonun gegici olarak tepe
noktasina ulastigina isaret etmektedir'’*®. Fare
fetlis beyninde Cyp19a1 ekspresyonu gebeligin 9.
glnd civarinda baslar ve 14-16. gunlerinde tepe
noktasina ulasir. Bunu takip eden 19-20.
glnlerinde ise normal yetiskin seviyelerine iner'.
Son zamanlarda rapor edilen galismalarda, Esr1
ve Pgrnin beyinde Cypl9al mRNA
ekspresyonunun dizenlenmesinde rol oynadigi
belirtilmistir**°.

Gebeligin farkli ginlerinde hazirlanan fare
fetal beyni in vitro hipotalamik hicre kulturleri
incelendiginde Cyp19a1 mRNA ekspresyonu 13

gunluk fetal hipotalamus kulturlerinde in vivo da
gOzlendigi Uzere artis egilimindeyken 10-11 veya
daha o6nceki glnlerde hazirlanan kdlturlerde
mRNA ekspresyon diizeylerinin artmadigi ve
disik seviyelerde kaldigi gdzlenmistir. Bu bulgular
Cypl9al mRNA ekspresyonunu tam olarak
13.ginden o6nce ortaya cikan bazi faktorlerin
tetikledigini ve bunlarin yoklugunda Cyp19a1
mRNA ekspresyonunda artis gézlenmedigi ifade
edilmistir'®.

Bizim bulgularimiz Esrl ve Pgr mRNA
ekspresyon dizeylerinin 9.ginden itibaren 13-14.
gline kadar azalma egiliminde oldugunu ve 13-
14.ginde normal yetigkin seviyelerinin de altina
indigini gostermistir. Bu baglamda, Esr1 ve Pgr
MRNA ekspresyon diizeylerinin Cypl9al mRNA
ekspresyon seviyeleri ile ters bir sekilde korele
oldugu ve bu dustsin cesitli sinyal yolaklarini
indlkleyerek veya bazi transkripsiyon faktorleri ile
etkilesime girerek Cyp19al mRNA ekspresyonunu
etkileyebilecegi de g6z 6ninde bulundurmalidir.
Ayrica fetal gelisim sirecinde dolasimdaki ve
beyindeki lokal dstrojen ve progesteron sevilerinin
de yetigkinlerde oldugu gibi
ekspresyonunu  etkileyebilecegi

aromatazin
de akilda
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tutulmahdir. Bu baglamda, calismalarimiz
neticesinde Esrl ve Pgr’nin embriyonik donemde
ndronlarin ve beynin gelisiminde 6zellikle tremeye
yonelik davranig yapi ve fonksiyonlarin ortaya
¢ikmasinda rol oynadiklari disunulebilir.
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