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1. GIRIS

Inflamasyon bir cok ndrodejeneratif hastaligin patogenezinde rol oynar. Normal
yaslanma siirecinde hem sistematik olarak hem de santral sinir sisteminde (SSS) kronik

bir inflamasyon olay1 meydana gelmektedir (1).

Demans, Parkinson hastaligt (PH), Alzheimer hastaligt (AH) gibi
norodejeneratif hastaliklarin nedeni halen tam olarak bilinmemekle beraber AH’ye
gdtiiren hiicre dejenerasyonunun mekanizmalar1 arasinda inflamasyonun yeri ile ilgili
onemli bulgular vardir. Inflamasyonun kavrama fonksiyonuna etkisi bilinmemektedir.
Fakat yapilan bazi calismalarda lipopolisakkaritlerin indiiklemesiyle olusan akut
inflamasyonun gen¢ sicanlarda hafizay1 zayiflattigi ve inflamasyon ile indiiklenmis
hafiza bozuklugunun non steroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAII) ile 6nlenebildigi

goriilmiistiir (2).

NSAIil’ler, siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe ederek inflamasyonu
azaltmaktadir ve sonug¢ olarak pro-inflamatuar prostoglandinlerin (PG) {iretimini
sinirlandirmaktadir. Bir¢ok epidemiyolojik ¢alismada Romatoid Artritli ve Osteoartritli
hastalarin uzun siireli NSAIl kullannmi ile AH gelisimi arasinda ters bir iliski
saptanmistir. AH’deki patolojik bulgular ile iligkili oldugu goriilen inflamatuar olaylarin
NSAIl kullanim ile azaldigi, hastaligin ilerlemesinin yavasladigi veya baslangicinin

geciktigi goriilmiistiir (3, 4).

Yaslanma siirecinde oksidan-antioksidan denge oksidan yonde artmaktadir.
AH’nin gelisimindeki etyolojik faktorlerden biri de oksidan stres olarak
gosterilmektedir (5). Askorbik asit (C vitamini) antioksidan bir vitamindir. Kandan
beyne gecerek beyinde noronal ve glial hiicrelerde yiiksek konsantrasyonda bulunur.
Askorbik asit normal beyin fonksiyonu i¢in ndromodulator ve gesitli oksidatif stres
durumlarinda noéroprotektif rol oynamaktadir. Yapilan bir ¢alismada kronik aspirin ve C
vitamini uygulamasi sonrasi yasli sicanlarda su labirentinde hipokampiise dayali
mekansal hafizanin gelistigi gosterilmistir. Aspirin ile saglanan COX inhibisyonuna
bagli proinflamatuar sitokin inhibisyonunun C vitamini tarafindan desteklendigi 6ne

stiriilmistiir (3).

Hipokampiisde yaygin olarak bulunan, glutamat reseptdrlerinin bir subtipi olarak

tanimlanan N-metil-D-aspartat reseptorlerinin (NMDAR), hipokampiise bagiml



mekansal ve mekansal olmayan hafizalarin olusmasinda rol oynayarak 6grenme ve
hafizada etkili oldugu diisiiniilmektedir (6,7,8). AH’nin karakteristik semptomlarindan
biri olarak bilinen progresif olarak kavrama fonksiyonlarinin bozulmasinda bircok
mekanizma suglanmistir. Yapilan bazi calismalarda AH’de NMDAR subunitlerinden
ozellikle NR2B ve NRIl’de azalma saptanmis ve kavrama fonksiyonundaki
bozulmalarin temelinde yatan mekanizmanin bu subtiplerin konsantrasyonundaki

azalma olabilecegi ortaya konmustur (9).

Diger taraftan yapilan ¢ok sayida deneysel calismada AH’nin patofizyolojisi ile
ndronal tip nikotinik asetilkolin reseptorlerinin (nAChR) iliskisi tizerinde durulmustur.
Vagus sinirinin uyarilmasiyla makrofajlardan TNF-o saliniminin inhibe oldugu ve
sonrasinda olusacak inflamatuar yanitin azaldigi One siiriilmiistir. Bu fizyolojik

mekanizmaya ‘kolinerjik antiinflamatuar yolak’ denmistir (10).

Biz de bu bilgilerin 15181nda, yash sicanlarda NSAII arasinda yer alan asetil
salisilik asitin kronik uygulanmasiyla mekansal/uzamsal hafizanin ve NMDAR
subtiplerinden N-metil-D-aspartat 2A subtipi (NR2A) ve N-metil-D-aspartat 2B subtipi
(NR2B) konsantrasyonlarinin ve nAChR’lerinden a7 ve 04p2 subtiplerinin nasil

etkilendigini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yaslanma ve inflamasyon

Yaslanma, viicut homeostazinin bozuldugu, ¢evresel stimuluslara kars1 viicudun
cevabinin azaldigi, fizyolojik kapasitenin diistiigii, hastaliklara kars1 hassasiyetin arttig1
post-maturasyonel bir siiregtir. Yaslanma ile beraber diisiik derecede ve kronik seyreden
inflamasyon durumu s6z konusudur (11). Inflamasyon, normal fizyolojik sartlar altinda,
organizma i¢in ¢ok 6nemli bir koruma mekanizmasidir. Travma veya infeksiyon ile
olusmus doku hasarina cevaben dokunun onarimi ve normal fizyolojik homeostazin
saglanmast i¢in olusan molekiiler ve hiicresel etkilesimlerle karmasik bir dizi
reaksiyonu igerir (11,12). Son yillarda yapilan ¢alismalar, kronik inflamasyonun AH,
ateroskleroz, artrit, diabet, demans, kanser, vaskiiler hastaliklar gibi yaslanma ile iliskili
birgok hastaligin  etyopatogenezinde merkezi bir rol oynadigi gOriisiini
desteklemektedir (5,11,13). Yaslanma siirecinde hem IL-1p, IL-6, TNF-a, COX-2 ve
iINOS gen ekspresyonunda artis hem de COX aktivitesi sonucu TXA,, PGI, liretiminde

artis ve reaktif oksijen tiirlerinin arttig1 saptanmistir ( 5,13,14).

Chung ve arkadaslari, molekiiler inflamasyon hipotezini ortaya atmislardir. Bu
hipotezin iki temel dayanak noktast vardir: (1) Yaslanma ile immun sistemin
diizenlenmesinde bozulma, (2) Yaslanma ile redox dengesinin degismesi. Her iki faktor
de sistemik inflamatuar aktivitede artis ve dolayisiyla ¢ok cesitli inflamatuar
mediatorlerde artis ile beraber seyretmektedir. Yaslanma ile beraber siiperoksit anyonu
(Oy), hidroksil radikali (OH'), hidrojen peroksid ( H,O,), reaktif nitrik oksit (NO),
peroksinitrit (ONOQO") ve reaktif lipid aldehidler gibi reaktif tiirlerin siirekli ve artan
tiretimine karsilik anti-oksidatif savunma sisteminde zayiflamanin net sonucu olarak
redox dengesinde bozulma meydana gelmektedir. Yaslanma siirecinde reaktif
radikallerin kontrolsiiz ve asir1 iiretimi immiin sistem aktivasyonunun temel

nedenidir(5,15).

NF-xB transkripsiyon faktdr, oksidatif uyar1 tarafindan aktive olan ve
inflamatuar silirecin ana diizenleyicisi olarak goriilen, proinflamatuar sinyal yolagi
baslaticisidir. Gergekten de NF-kB bagimli genlerin aktivasyonu ile yaygin sistemik
inflamatuar cevap olusmaktadir. Normal sartlarda oksidatif stimulusa cevaben NF-kB

aktivasyonu kisa siirecektir ve reaksiyon duracaktir. Ancak yaslanma siirecinde oldugu



gibi uyarim kontrol altina alinmaz ise birgok kronik hastalia olanak saglayan kronik

proinflamatuar durum ortaya ¢ikmaktadir (5).

Son yillarda olusan kani, yaslanma siirecinde olusan bu kronik inflamatuar
durumun hem Alzheimer tipi hem de vaskiiler kaynakli demans gelisimi ile iliskili
oldugu yoniindedir. Demans ve kavrama performansindaki bozulma ile serum
proinflamatuar belirtecler arasinda anlamli bir iligki oldugu gosterilmistir. Demans
vakalariyla yapilan c¢esitli ¢calismalarda CRP, al kimotripsin, IL-6, ¢oziiniir [CAM-1 ve
¢Oziiniir VCAM-1 diizeylerinde artig saptanmis ve bu vakalarda belirteglerin diizeyleri
ile AH ve vaskiiler demans gelisme riski arasinda anlamli bir korelasyon saptamiglardir
(5,16,17). Hem Alzheimer hastast insan hem de transgenik fare modellerinde, AH
patolojisinin gelisimi ile beraber reaktif astrositler ve aktive mikroglial hiicreler ile
birlikte cesitli inflamatuar belirtecler (IL-1p, IL-6, TNF-a, TGF-B, akut faz reaktanlari,
kompleman yolagindaki iirtinler) korele sekilde artmaktadir (5,18).

Cesitli epidemiyolojik ¢alismalarin 1s18inda demans, AH gibi bir¢ok yas ile
iligkili nérodejeneratif hastaliklarin altinda yatan major faktor oldugu varsayilan kronik
noroinflamasyon olgusunun uzun siireli NSAII kullanimi ile inhibe olabilecegi ve bu
norodejeneratif hastaliklarin  olusumunun ve semptomlarinin gecikebilecegi veya
hafifleyebilecegi hipotezi ortaya atilmistir. Gergekten de 2 yildan fazla NSAII kullanan
olgularda AH gelisimi riskinde anlamli bir diisiis saptanmistir. Ancak negatif sonuglarin
elde edildigi klinik calismalar da mevcuttur (19). Transgenik fare modelleri ile
yiiriitiilen in vivo ¢alismalar gostermistir ki uzun siireli kullanilan NSAIl uygulamas: ile
hem inflamasyon hem de amiloid B (AP) patolojisinde etkili bir supresyon saglanmistir
(20). Son caligmalar, NSAIi’lerin AH gelisimi agisindan koruyucu olabilecegi ve en

azindan demansin progresyonunu yavaslatabilecegini ileri siirmiiglerdir (19).
2.2. Siklooksijenaz

Aragidonik asit, tim memeli hiicre membranlarinin lipid tabakasi boyunca,
fosfolipidler ile esterifiye halde bulunan 20 karbonlu doymamis yag asitidir. Fosfolipaz
enzimi, aragidonatt biyoaktif lipidlere doniisiimiinii saglayacak sekilde membranlardan
koparir. Daha sonra aragidonik asit, siklooksijenaz (COX), lipooksijenaz veya sitokrom
P450 monooksijenaz yolaklarindan biri ile metabolize edilir. Arasidonik asit, genel

olarak COX olarak bilinen diger ismiyle prostaglandin G/H sentaz enziminin etkisine



maruz kaldiginda bunun sonucu olarak arasidonik asitten, siklik endoperoksidler olarak
bilinen PGG; ve daha sonra PGH; olusur. COX enzimi, hem siklooksijenaz ve hem de
peroksidaz etkinligi gdsterir. Birinci etkisi, arasidonik asitten PGG, olusmasini, ikinci
etki ise PGH, olusmasini1 katalize eder. PGH,, hiicre i¢inde meydana gelen bir dizi
reaksiyonla PGE,, PGD,, PGF,,, PGI; ve TXA;’ ye doniisiir (Sekil 1). Olusan {iriinler
hiicre disina ¢ikar, otokrin ve parakrin etkilerde bulunurlar (21,22,23,24,25).

Arachidonic Acid

Cyclo-oxygenase
activity
Y COX-1
PG, COX-2
FPeroxidase
activity
L J
PGH,
L J
PGF,, PGD. PGE. PGl TXAS

Sekil 1. Arasidonik asit metabolizmasi ve siklooksijenaz enzimlerinin etkisi.

Ik olarak izole edilen COX izoformuna siklooksijenaz 1 (COX-1) ad1 verildi.
COX-1, yapisal olarak birgok doku ve hiicrede sentezlenir. Aktivitesi i¢in sadece
substratin  varolmasi yeterlidir. 1990’larin basinda siklooksijenaz 2 (COX-2)
tanimlanmistir. COX-2’nin sentezi transkripsiyon ve translasyon diizeyinde siki bir
sekilde regiile edilir. Daha sonra iiglincii bir tip siklooksijenaz 3 (COX-3)
tanimlanmistir. COX-3, COX-1 intron 1 kalintisindan meydana gelir ve asetaminofenin
hedef aldig1 bir enzimdir. COX sentezini kontrol eden genlerin uzunlugu ¢ok farkli
olmasma karsin COX-1 ve COX-2’nin her ikisi de 70 kD molekiil agirligindadir.
Insanlarda genleri sirastyla, 9932 ve 1q25 kromozomal pozisyonlarda lokalizedir.

Aralarinda %60 aminoasit ardistm homolojisi vardir. Substrat baglanma yerlerinin ve



katalitik bolgelerinin aminoasit konformasyonu birbirine ¢ok benzer. Her iki enzim de
hiicrelerde membranlara yerlesmistir (22,23,26,27). Membranda c¢esitli faktorlerin
etkisiyle fosfolipidlerden koparilan arasidonik asidi metabolize ederler. COX-1 ve
COX-2 arasindaki en 6nemli fark COX-1’ in esas olarak yapisal olmasi yani iiretildigi
hiicrelerde siirekli sentez edilmesi nedeniyle daima var olmasidir. COX-2 ise bir ¢esit
reaktif protein sayilabilir, iiretildigi hiicrelerde, ortamda sentezini stimiile eden bir uyari
yoksa sentezi duraklar. Bu nedenle COX-2 indiiklenebilir bir enzim olarak bilinir. Basta
endotoksin (bakteriyel lipopolisakkarid), IL-la, IL-6 ve TNF-a olmak iizere
inflamasyonu uyaran etkenler, ¢esitli biiylime faktorleri (PDGF ve EGF gibi), PAF,
endotelin, koryonik gonadotropin, serotonin tarafindan indiiklenir. COX-2 geninin
diizenleyici bolgesinde bu faktorlere 6zgiil baglanma yerleri bulunur. Biitiin bu faktorler
genin, transkripsiyonu iizerinde arttirict etki yaparlar. PG’ler ve diger eikozanoidlerin
saliverilmesini arttiran faktorler once transkripsiyonu arttirmak suretiyle COX’larin
ekspresyonunu arttirarak eikozanoid sentezini arttirirlar. Iltihap dokusunda, iltihap
hiicrelerindeki COX-2 ekspresyonunun artmasi nedeniyle bol miktarda prostanoidler
(eikozanoidler, PG’ler, prostasiklinler ve tromboksanlar) olusur ve sistemik enfeksiyon
halinde ise bunlarmn plazma diizeyi daha fazla yiikselir. Ozellikle indiiklenebilir
oksidorediiktaz COX-2 ve sitozolik fosfolipaz A2’nin ekspresyonu serebral iskemi,
travma, epilepsi ve AH siiresince giiglii bir sekilde aktive olur, sonug¢ olarak
proinflamatuar gen yolaklarinin indiiksiyonunun beyin zedelenmesine karsi jeneralize

bir cevap olabilecegi diistiniilmektedir (26,27).

Pek ¢ok faktor COX-2’yi indiikledigi halde bu enzimin transkripsiyonunu inhibe
eden tek faktor vardir. Bu da dogal hormon olan kortizol ve glukokortikoid ilaclardir.
Glukokortikoidler, COX-1’in transkripsiyonuna etki etmez (22).

2.2.1. Santral Sinir Sistemi (SSS) ve Siklooksijenaz (COX)

Daha once de belirtildigi gibi COX’un 3 izoenzimi tanimlanmistir, fakat yapilan
caligmalarda, SSS’inde COX-2’nin 6nemine daha fazla dikkat ¢ekilmistir (28). Ciinki
bu enzim indiiklenebilir bir enzim olmasina ragmen, beyin dokusunda yapisal olarak
ekprese edilmektedir. Beyinde COX-2 farkli populasyonlardaki ndronlarda eksprese

edilir ama Ozellikle korteks ve hipokampus bu enzim acgisindan oldukc¢a zengindir.



Bundan dolay1 beyin fonksiyonlarinda ve inme, epilepsi ve AH gibi ndrolojik

hastaliklarda rol oynadig1 diisiiniilmektedir (27).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, beyinde COX-2 bazal ekspresyonun sinaptik
aktivite ile diizenlendiginin go6zlemlenmis olmasi1 dikkatleri COX’un beyindeki
fonksiyonuna c¢ekmistir. Sinaptik aktivite noronal baglanti ve fenotipte uzun siireli
degisiklikler meydana getirir. Bu da SSS gelisimi esnasinda 6grenme ve bellek, néronal
baglantilarin onarimi ve rejenerasyonunu etkilemektedir. Noronal plastisitenin 6nemli
bir formu N-Metil-D-Aspartat (NMDA) tipi glutamat reseptorii iizerinden eksitator
glutamaterjik sinaptik transmisyon araciligi ile yonlendirilmektedir. Yapilan
caligmalarda, NMDA antagonisti MK-801 uygulanmasini takiben korteks ve
hipokampiiste COX-2 bazal ekspresyonunda down-regiilasyon goriilmiistiir. Bu da
COX-2’nin bazal diizeylerde ekspresyonunun NMDAR aktivasyonuna bagli oldugunu
isaret etmistir (28,29). “Uzun siireli potansiyalizasyon-long term potention (LTP)” ve
sinaptik plastisitede artis ile sonuglanan hipokampal noronlarin yiiksek frekanslh
stimiilasyonu uygulanmasini takiben NMDA araciligi ile COX-2 ekspresyonunda
upregiilasyon goriilmiistiir. Biitiin bu bulgulara ek olarak COX-2’nin aktif sinapslarin
mevcut oldugu noronal dendritik uzantilarda lokalize olmasi, COX-2’nin sinaptik
plastisitede aktiviteye bagimli bir rolii oldugunu disiindiirmiistiir. COX-2’nin
ekspresyonu ates, inme, yaygin depresyon ve epilepsi gibi davranigsal ve fiziksel stres

durumlarinda kortikal beyin bolgelerinde giiclii bir sekilde indiiklenmektedir (26).
2.3. Nonsteroid Antiinflamatuar ilaclar (NSAII)

Narkotik olmayan analjeziklere bu grup ilaglarin farmakolojik etki profiline daha
uygun diisen bir isimle non-steroidal (steroid olmayan) antiinflamatuar ilaglar (NSAII)
denir. Bunlarin kimyasal yapilar1 genellikle birbirine benzememekle (¢ogu organik asit
tiirevi) beraber, benzer teropatik ve yan etkileri paylasirlar. Prototip olan ilag aspirindir.
NSAil’lerin hepsi COX-2 inhibitdrleridir. Bu sekilde PG’lerin sentezini azaltarak
inflamasyonu hafifletirler. Ancak midedeki COX-1 enzimini de bloke ettiklerinden
protektif PG’lerin sentezini de azaltirlar ve dispeptik sikayetler, iilser ve gastrointestinal
kanama gibi gastrointestinal yan etkiler olustururlar. Degisik seviyelerde
antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik etkileri olan heterojen bir grup ilagtir.

Antiinflamatuar etkinlikleri dogal veya sentetik steroidden, analjezik etkinlikleri de,



gliclii analjezikler olan fakat antiinflamatuar etkisi bulunmayan narkotik
analjeziklerinkine gore genellikle daha zayiftir. Ozellikle artrit, osteoartrit ve benzeri
romatizmal hastaliklar gibi genellikle inflamasyona bagli ve uzun siire analjezik ilag
verilmesi gereken durumlarda kullanilirlar. Bagimlilik yapmamalari, antiinflamatuar
etkilerinin bulunmas1 ve terapotik etkilerine karsi tolerans olugsmamast bu grup ilaglarin
terapotik degerini artirir (22,30). NSAIl’ler, kimyasal gruplarina ve COX-1 ve COX-2

enzimlerine goreceli selektivitelerine gore siniflandirilirlar.
Non selektif COX inhibitorleri:

1. Salisilik asid deriveleri: Aspirin, sodyum salisilat, kolin magnezyum

trisalisilat, salsalat, diflunisal, sulfosalazin, olsalazin
2. Para-aminofenol deriveleri: Asetaminofen
3. Indol ve inden asetik asidler: Indometazin, sulindak
4. Heteroaril asetik asidler: Tolmetin, diklofenak, ketorolak

5. Arilpropiyonik asidler: Ibuprofen, naproksen, flurbiprofen, ketoprofen,

fenoprofen, okzaprozin
6. Antranilik asid (fenamatlar): Mefenamik asid, meklofenamik asid
7. Enolik asidler: Oksikamlar (piroksikam, meloksikam)
8. Alkononlar: Nabumeton
Selektif COX-2 inhibitorleri:
1. Diaril furanonlar: Rofekoksib
2. Diaril pirazollar: Selekoksib
3. Indol asetik asitler: Etodolak

4. Sulfonanilidler: Nimesulid (30).
2.3.1. Etki Mekanizmasi

COX-2’nin inflamasyon olaymma yol acan ¢esitli etkenler tarafindan
indiiklenmesi proinflamatuar etkili PG’lerin olusumuna yol acarken, fizyolojik

stimuluslar, trombositlerde, damar endotelinde, mide mukozasinda, bdobrekte,



pankreasin langerhans adaciklarinda, seminal vezikiilde ve beyinde COX-1 araciliiyla
genelde koruyucu islev yapan ¢esitli COX iirlinleri olusumuna yol agmaktadir. PG’lerin
ve iliskili otokoidlerin biyosentezinden sorumlu COX enziminin inhibisyonu genellikle

NSAII’lerin temel etki mekanizmasi olarak diisiiniilmektedir (22).

COX-1 ve COX-2 arasinda cesitli farkliliklar gosterildikten sonra NSAII’lerin
her iki izoformu inhibe etme potansiyelleri arasinda bir fark olup olmadigr da
arastirilmistir. Bu arastirmalarin klinik uygulama ile ilgili 6nemli bir nedeni, baslangicta
NSAIil’lerin yararli antiinflamatuar etkilerinin COX-2 inhibisyonuna, zararli yan
etkilerinin COX-1 inhibisyonuna bagli olduguna inanilmasi ve COX-2’yi selektif veya
ozgiil olarak inhibe eden bir ilacin bu iki izoformun ikisini de inhibe eden NSAII’lerden
daha giivenli olacaginin diisiiniilmesidir. Bu incelemelerin sonucu COX inhibitorleri iki
izoform {iizerindeki etki géz Oniine alinarak dort gruba ayrilmistir; COX’lara 6zgiil
olmayan, COX-1’e ozgiil, COX-2’ye selektif ve COX-2’ye 0zgiil inhibitorler olarak

siiflandirilirlar.

COX-2’ye selektif inhibitdrler yiiksek dozlarda COX-1’1 inhibe edebilmelerine
karsin diigiik dozlarda COX-2’ye ozgiillik gdstermektedirler. Bu grupta meloksikam,
nimesulid gibi ilaglar bulunmaktadir. Bunlara COX-2yi tercih edenler adi da verilir.
COX-2’nin 0Ozgiil inhibitorleri ise klinikte kullanildiklar1 maksimum dozlarda bile
COX-1’1 inhibe etmedigi kabul edilen inhibitorleridir. COX-1 ve COX-2
molekiillerinde, aspirin ve benzeri COX inhibitorii NSAII’lerin baglandig1 inhibitor

baglanma yerlerinin genigligi ve konfigiirasyonu farklidir (22).

NSAIl’lerin in vitro olarak genis bir grup reaksiyonu inhibe ettigi bilinmesine
ragmen bu ilaglarin antiinflamatuar, antipiretik ve analjezik etkileri ile ilgili 1971 yilina
kadar kesin bir mekanizma bulunamamaistir. Vane, Smith ve Willis isimli bilim adamlari
1971 yilinda aspirin ve indometazinin diisiik konsantrasyonlarinin PG’lerin enzimatik
liretimini inhibe ettigini gosterdiler. Ayn1 zamanlarda inflamasyon ve ates patogenezine
PG’lerin katildigina dair bazi kanitlarin bulunmasi ile beraber, bu ilaglarin klinik etkileri

ile ilgili, otokoidlerin biyosentezinin inhibiyonu hipotezi daha da 6nem kazanmistir(22).



2.3.2. Analjezik Etkileri

Agn yapict kimyasal ya da mekanik etkenlerin periferde PG’lerin sentezini
arttirdigr ve periferik afferent sinir ucglarinin agri uyarilarima karst duyarliligini
arttirdiklar1 bilinmektedir. COX enzimi periferik dokularda bulundugu gibi beyin ve
omirilikte de bulunur. Noronlarin eksitasyonu sonucu sinir uglarina veya ndron
gbvdelerine Ca™ girisinin artmasit bu yerlerde PG’lerin sentezini ve saliverilmesini
artirtr.  PG’ler glia hiicreleri tarafindan da sentez edilip saliverilirler. Yapilan
aragtirmalar sonucunda NSAII’lerin analjezik etkilerini kismen SSS’de agr ile ilgili

sinapslarda PG etkinligini azaltmak suretiyle yaptig1 6ne stiriilmektedir (22).
2.3.3. Antipiretik Etkileri

Viicut sicakligimin immiinolojik olaylara bagl olarak yiikselmesi diye kisaca
tanimlanan ates, infeksiydoz ve infeksiydoz olmayan iltihap olaylari, kanser, graft
reaksiyonu ve benzeri durumlarda saliverilen pirojen maddeler nedeniyle meydana

gelir(22).

Viicut 1sistnin  diizenlenmesi  hipotalamusta preoptik bolgede bulunan
termoregiilator merkez tarafindan yapilir. Endojen pirojen adi verilen maddeler,
sitokinler preoptik bolgedeki noronlari, astrositleri ve mikroglia hiicrelerini uyararak
bunlarin PG, 6zellikle de PGE, saliverilmesini artirirlar. Salinan PG’ler termoregiilator
merkezi, hipotalamik otonom merkezleri etkileyerek ates olusumuna yol agarlar. NSAII,

PG sentezini inhibe ederek ates olusumunu onler (22).
2.3.4. Antiinflamatuar Etkileri

Inflamatuar olaylar, gesitli uyarilar (infeksiydz ajanlar, iskemi, antijen-antikor
iligkileri, 1s1 veya diger fiziksel hasarlanmalar, yaslanma, v.s.) ile baslayabilen bir
olaylar serisidir. Her tip uyari, kendi aralarinda kii¢iik farkliliklar gosterse de
karakteristik bir cevap paterni olusturur. Makroskopik olarak, inflamatuar cevap

genellikle 6dem, eritem, hiperaljezi ve agr1 gibi klinik belirtilerden olusur.

Inflamatuar cevap farkli mekanizmalar araciligi ile meydana gelen iic ayr

fazdan olusur:
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1. Akut faz: Lokal vazodilatasyon ve artmis kapiller permeabilite ile

karakterizedir.

2. Uzamus, subakut faz: Daha ¢ok 16kosit ve fagositik hiicrelerin infiltrasyonu ile

karakterizedir.
3. Kronik proliferatif faz: Doku dejenerasyonu ve fibroziz olur.

PG’lerin, hiicreler hasara ugradiginda salindigi ve inflamatuar eksudalarda
mevcut oldugu tespit edilmistir. Bunun sonucu olarak NSAIi’lerin tiim hiicrelerde
PG’lerin sentezini inhibe ettigi gdézlenmistir. Bununla beraber NSAII, bu inflamasyona
katilan 16kotrienler veya diger inflamatuar mediatorler gibi eikozanoidlerin sentezini

inhibe etmedigi gézlenmistir.

Bunun sonucu olarak NSAIil’lerin temel antiinflamatuar etkilerinin COX

enzimini inhibe etmelerinden kaynaklandig: diistiniilmiistiir (22).
2.3.5. Asetil Salisilik Asit

Asetilsalisilik asit (aspirin), salisilik asit sinifinin dogal ve sentetik prototip
ilacidir. Dreser adli arastirict da piyasa ismi olan aspirini vermistir (22). Asetilsalisilik
asit, salisilik asidin asetillenmesi ile elde edilir. COX enziminin aktif bolgesi olan serin
kalintisinin asetilasyonunu bloke ederek COX aktivitesine, dolayisiyla proinflamatuar
PG’lerin olusumuna engel olarak antiinflamatuar etkisini gosterir (20). Aspirinin
analjezik, antipiretik, antiinflamatuar 6zellikleri vardir. COX-1 enzimini inhibe edici
etkisi COX-2'den daha fazla oldugu icin gastrointestinal sisteme ait problemler oldukca
sik gozlenir. Aspirin, salisilat dahil diger NSAIi’lerden farkli olarak COX’u irreversibl
olarak inaktive eder. Aspirin viicutta esterazlarca deasetillenerek salisilata cevrilir.
Aspirin ve diger NSAII’ler, inflamasyon sonucu lokal salgilanan histamin, bradikinin
vb.'ye karsi sinir hiicrelerini daha duyarli kilan PGE, sentezini azaltarak agrinin
algilanmasini azaltirlar. Aspirinin diisiikk dozda analjezik, yliksek dozda buna ek olarak
antiinflamatuar etkisi vardir. Cesitli nedenlerle (enfeksiyon, malignite, alerjik
reaksiyon) uyarilan 16kositlerden salgilanan pirojenik sitokinlerin uyarici etkileri ile
PGE, sentezlenir. Aspirin, PGE, sentezini azaltarak yiikselmis olan viicut 1sisini
diisiiriir, ayrica periferik vazodilatasyon ve terleme ile 1s1 kaybini arttirir. Diisiik doz

aspirin (75-150 mg/giin) trombositlerdeki tromboksan sentezini kalici olarak inhibe
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ederken epitel hiicrelerinin prostasiklin (PGI,) sentezinde degisiklige neden olmaz.
Diisilk doz aspirin trombosit agregasyonunu azaltir ve kanama zamanini uzatir.
Miyokard enfarktiisii sonrasinda akut donemde antiagregan amacla kullanilan dozu 160-
325 mg’dir. Eriskinlerde 1-2 g/glin dozlarn analjezik, 2-4 g/giin dozlar1 ise

antiinflamatuar amagla kullanilir (22).
2.4. Askorbik Asit (C Vitamini)

Memelilerin biiyiikk kisminda glukozdan tiiretilir. Insanlarda gulonolakton
oksidaz enzimi bulunmadigi ic¢in sentezlenemez. Aktif C vitamini, indirgeyici
ekivalanlarin bir vericisi olan askorbik asitin bizzat kendisidir. Askorbik asit,
indirgeyici ekivalanlarin vericisi olarak davrandiginda, dehidroaskorbik aside oksitlenir
ve bu da vitamin kaynagi olarak davranabilir. Askorbik asit, molekiiler oksijen, nitrat ve
sitokrom a ve c gibi bilesiklerin indirgenmesini saglar. Bu olaylarin ¢ogunda askorbik
asit olaya dogrudan katilmaz, bunun yerine metal kofaktorii indirgenmis halde tutmak
icin gerekir. Bunlar monooksijenazlardaki Cu” ve dioksijenazlardaki Fe™ kapsar. C

vitamininin viicuttaki bazi 6nemli islevleri:

1.Hidroksilasyon reaksiyonlari: Kollajenin prolin ve lizin birimlerinin

hidroksilasyonu gibi hidroksilasyon reaksiyonlarinda koenzim olarak rol oynar.
2.Tirozin yikiminda, tirozinden adrenalin sentezinde rol oynar.
3.Safra asiti olusumunda 6nemlidir.

4.Siirrenal bezin ACTH ile uyarilmasi halinde hizla biiyiik miktarda C vitamini

bosalir.
5.Demir emilimi vitamin C varliginda belirgin sekilde artar.
6.Antioksidan etkisi viicut i¢in biiylik 6nem tasir (31).

Askorbik asit (C vitamini), kandan beyine gecebilen ve ndronal ve glial
hiicrelerde yiiksek konsantrasyonda bulunan bir vitamindir. Askorbik asit, normal beyin
fonksiyonlar1 i¢in néromodulatér rol oynar ve oksidatif stres karsisinda noroprotektif
ajan gibi davranir. Askorbik asitin ndroprotektif aktivitesi antioksidan kapasitesine

baglanmaktadir (32).
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2.5. Hipokampiis

Hipokampiis, temporal korteksin lateral ventrikiiliiniin alt boynuzunun tabani
boyunca uzanan, kivrilmis bir gri cevher parcasidir. Hipokampiise bu ad, koronal kesitte

deniz atina benzedigi igin verilmistir (33).
2.5.1. Hipokampiisiin Yapisi ve Fonksiyonlari

Hipokampiis, limbik sistem igerisinde 6énemli fonksiyonlariyla odak noktasini
olusturmaktadir. Hipokamplis ve ona bagli temporal lop yapilari; serebral korteks,
amigdala, hipotalamus, septum, mamiller cisimler gibi temel limbik sistem bolgeleriyle
sayisiz indirekt baglantilar gosterir ve “hipokampal formasyon” adini alir. Hipokampiis,
hipereksitabilite 0Ozelligine sahiptir. Elektriksel olarak hafif uyarilmasi ile, uyar
bittikten sonra dahi saniyelerce siiren bir epileptik ndbet gozlenir. Bu da hipokampiisiin
normal kosullarda bile uzun siiren sinyaller yaydigin1 gosterir. Hareket, yiirtime ve diger
motor islerde major rol oynamaktadir. Ogrenme ve hafiza, limbik sistem de dahil olmak
tizere, SSS’nin bir¢ok bolgeleri ile ilgili kompleks fonksiyonlardir. Yeni edinilen
bilgilerin depolanmasinda hipokampal formasyonun 6nemli rolii oldugu bilinmektedir.
Hipokampiisii etkileyen lezyonu olan hastalarda kisa siireli hafizanin uzun siireli
hafizaya doniistiiriilemedigi gozlemlenmistir. Lezyon sol hipokampiiste oldugu zaman
daha c¢ok sozel hafiza etkilenirken, sagda oldugu durumlarda gorsel hafiza
etkilenmektedir. AH’de, beynin ilk hasar goren bolgelerinden biridir. 1lk
semptomlarindan bazilar1 hafiza problemleri ve disoryantasyondur. Hipokampiiste
meydana gelen biiyiik hasarlar yeni hafiza komponentleri olusturmay1 ve olusmus olani

korumay1 imkansizlastirdigi ve amnezi olusturdugu gozlenmistir (34).
2.6. Mekansal/Uzamsal Hafiza ve Morris Su Labirenti

Mekansal hafiza, kavrama fizyolojisi ve sinir biyokimyasinda, hafizanin bir
parcasi olarak nitelendirilmektedir. Canlinin ¢evresel konum ve mekansal oryantasyon
ile ilgili bilgisinin kaydedilmesini ifade eder. insanlarin mekansal hafizasi, tamdik bir
sehirde yoniinii ve ¢evresel ipuglarii belirleyerek olusturuluyor ve sicanlarin labirentin
kollarindaki yiyecegin yerini 6grenmesi de mekansal hafizanin olusturulmasi ile oluyor.

Insan veya hayvanlarin mekansal hafizalarinin  beyinde kavramsal haritada
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yapilandirildig1 {izerinde tartisilmaktadir. Mekansal hafiza, organizmanin g¢evresi ile
ilgili duyusal verileri 6zellikle gorsel ve proprioseptik duyularin1 kullanarak bu verileri
bir araya getirip islemek ile olusur. Genelde memeliler, mekansal/uzamsal 6zellikleri ve
verileri olusturabilmek i¢in 6zellikle CA1 bolgesi fonksiyon goren hipokampiise ihtiyag
duyarlar. Insan mekansal hafizasinin sag hemisfer ile giiclii bir baglant1 icinde olduguna
dair baz1 ipuglar1 vardir. Mekansal hafiza hem NMDA hem de AMPA reseptorlerine
ihtiyag duyar. Bilginin saglamlastirllmasinda NMDAR’leri, geri c¢agirilmasi yani
hatirlanmasinda AMPAR’lerine ihtiya¢ duyulur. Kemirgenlerde yapilan ¢aligmalarda
mekansal hafiza, hipokampal yosunsu fibrillerin projeksiyonunun hacmi ile dogru
orantili olarak yapilanmaktadir. Mekansal hafiza {lizerinde yapilan ¢aligmalar insanlarda
kompleks tipte olaylarin anlasilmasi i¢in ¢ok degerli bilgiler saglamistir. Hayvanlardaki
go¢c olgusu, bircok besin kaynagimi bir arada tutan karmasik c¢evredeki besin

kaynaklarina ulagsmak gibi olaylarda mekansal hafiza ¢cok énemlidir (35,36,37,38).

Acik alan su labirenti, dairesel ve ortalama 150-200 cm c¢apli bir su tankidir.
Sicanlar ve benzeri kiigiik kemirgenlerin labirentin ¢evresinde sabit bulunan cesitli
cevresel ipuclarini kullanarak suyun ortalama 2 cm altinda bulunan gizli platformu
bulmasi i¢in egitildigi bir aparattir. Normalde hayvanlar platformun yerini kisa bir
siirede (ortalama 3-5 giin) Ogrenirler. Su labirentinde 6grenme olgusunun davranigsal
analizi kavrama silirecinde bazi etkilesimler gerektirmektedir, mekansal bilginin
depolanmasi ve ihtiya¢ duyuldugunda hatirlanip kullanilmasi, diger yandan da hangi
yone gidilecegi ile ilgili planlamay1 gerektiren bir siirectir. Hem ila¢ hem de lezyon
caligmalarinda kullanilmaktadir. Su labirentinde yapilan davramissal c¢alismalar
gostermistir ki 6grenme, hizli ve ayn1 zamanda bir seri 6grenme egzersizi ile platform
lokalizasyonunun uzun siireli hafizaya yerlestirilebildigi bir uygulamadir. Olusan
hafizanin kuvveti basit bir test ile kolaylikla degerlendirilebilmektedir. Egitim siireci
sonrasinda platform labirentten alinmakta ve siganlar belli bir stire (1 dk) su labirentine
birakilmaktadir. Normal siganlar siirekli hedef lokalizasyonda (daha 6nce platformun
bulundugu kadran) yiizmektedirler. Su labirenti gibi basit yer-yon algilamasina dayanan
testler hipokampal lezyonlara ciddi anlamda sensitiftir. Daha sonra yapilan galigmalar
gostermistir ki geleneksel lezyon yapici teknikler veya selektif norotoksinlerin
kullanilmastyla olusan septal nukleus, subiculum ve entorhinal kortex gibi komsu

yapilarin lezyonlarina da sensitivite s6z konusu olmaktadir ve su labirentini 6grenme
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veya hatirlama performansinda azalma olmaktadir. Kii¢iik prosediirel farklarla mekansal
hafiza, uzun siireli hafiza, uzun siireli mekansal hafiza gibi hipokampiise dayali
O0grenme slireclerini test etmek i¢in kullanilan bir sistemdir. Ayrica mekansal olmayan
genel 6grenme prosediiriinii de test edebilmektedir. Demans, yaslanma, AH, kafa
travmasi ve inme gibi hastaliklarin deneysel ¢aligmalarinda, norotransmitter yolaklari

lizerine yapilan ¢alismalarda kullanilmaktadir (39).
2.7. Glutamat Reseptorleri

Glutamat, memeli SSS’inde o6nde gelen eksitatér ndrotransmitterdir (40).
Kortikospinal motor noronlarin spinal motor ndronlara yaptigi sinapslarda major
norotransmitter glutamattir. Normalde iist motor noron eksitasyonu ile glutamat
molekiilleri sinaptik araliga diismekte ve spinal motor néronlardaki (postsinaptik)
reseptor yerlerine giderek spinal motor ndronlari depolarize etmektedirler. Glutamat
reseptorleri memelilerin SSS’deki ¢ogu uyarict sinir iletisini diizenlemektedir. Glutamat
reseptorleri hafiza ve O0grenme fonksiyonlarma katkida bulunan sinaptik iletide rol
alirken, bir yandan da sinir sisteminin gelisimi esnasindaki néronlar aras1 baglantinin da

olusturulmasina katkida bulunmaktadir (40,41).

Glutamat reseptor ailesinin amino asit dizilisi asetilkolin (ACh), GABA ve glisin

reseptorlerine ¢ok az benzer. Glutamat ayri bir ailenin {iyesidir (42).

Glutamat reseptorleri, temelde postsinaptik membranda lokalizedir. Baslica 2

tipi vardir.

I- Iyonotropik glutamat reseptorleri (iGlur): Dogrudan iyon kanallarini kontrol

eder.

II- Metabotropik glutamat reseptdrleri: Ikincil haberciler iizerinden dolayli

olarak iyon kanallarin1 kontrol eder (42,43,44).

Bugiine kadar memeli SSS’inde 16 adet iGluR cDNA’s1 ve § adet metabotropik
glutamat reseptor cDNA’s1 tanimlanmistir. Simdiye kadar izole edilen 16 adet iGluR
cDNA’smin; 4 tanesi Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazol propionat reseptor
(AMPAR) subiiniti (GluR1, GluR2, GIluR3, GluR4), 5 tanesi kainat reseptor subiiniti
(GIluRS5, GluR6, GIluR7, KA1, KA2) ve 7 tanesi NMDA reseptor subiinitidir (NRI,
NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, NR3A, NR3B). Giiniimiizde glutamat reseptor genlerinin
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ekspresyonunu manipiile edici birgok farkli teknik kullanilarak, glutamat reseptorlerinin
tiim fizyolojisi ve patolojisi genis bir sekilde arastirilmaktadir. Bir¢cok olguda iGluR
subiinitleri degisik laboratuarlar tarafindan ayr1 ayr1 ve de es zamanl olarak klonlandig:

icin benzer subiinitlere her biri farkli isimler vermislerdir (40).
I. Iyonotropik Glutamat Reseptorleri:

Presinaptik sinir terminallerinden salinan glutamat molekiilleri 1GluR’e
baglandiginda bir elektriksel olaya dondiiriilen kisa bir kimyasal sinyal meydana
getirmektedir. Postsinaptik depolarizasyonla sonuglanan net bir i¢ akima izin veren bir
integral katyon secici kanal igeren iyonotropik glutamat reseptorleri 3 genis gruba

ayrilir:

1.0-amino-3-hidroksi-5-metil izoksozol propionat tercih eden reseptorler

(AMPAR)
2. Kainat tercih eden reseptorler (KAR)
3. N-metil D-aspartat tercih eden reseptorler (NMDAR) (42,43,44).
II- Metabotropik glutamat reseptorleri

Metabotropik  reseptorler ~ GTP-baglayici  proteinlerle (G proteinleri)
baglantilidirlar ve intraseliiler mesajcilarin tiretimini kontrol etmektedirler (45,46,47).
trans-(1S, 3R)-1-amino-1,3-cyclopentanedicarboxylic asit (ACPD) ile selektif olarak
aktive olurlar. Glutamat, iyonotropik reseptorler {iizerinden eksitasyon yaparken,
metabotropik reseptorler {izerinden eksitasyon veya inhibisyon olusturabilmektir

(42,43,44).
2.7.1. N-Metil-D-Aspartat (NMDA) Reseptorleri

Iyonotropik glutamat reseptorleri sentetik agonistlere gére isimlendirilmislerdir.
NMDA glutamat reseptorleri 2-amino-5-phaphono valerik asit ile selektif olarak bloke
olurken, AMPA ve kainat reseptorleri bu ajanla bloke olmazlar. Her iki reseptor de 6-
cyano-7-nitroquinoxalin-2,3 dione ile bloke olurlar. Bu nedenlerde AMPAR ve KAR
non-NMDA reseptorii olarak da isimlendirilmektedir (48).

NMDAR agonistleri olan glutamat ve aspartat tipik olarak kisa zincirli

dikarboksilik aminoasitlerdir ve kuvvetli exitatdor norotransmitterlerdir. Aspartat da
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glutamat gibi NMDAR’lerine baglanir ve aktivite gosterir. Ancak AMPAR’ler ve
KAR’lere baglandiginda olusturdugu etkiden daha az bir etki gosterir. NMDAR’leri ile
AMPAR’leri ve KAR’leri arasinda benzerlik az iken AMPAR’leri ve KAR’lerinin
kendi aralarindaki benzerlikleri daha ¢oktur. Tiim NMDAR alt iiniteleri ndtral aminoasit

icermektedir. Bir tek M2 bolgesinde polar asparajin rezidiisii bulunmaktadir (44,49).

Genelde postsinaptik bolgeler hem AMPAR’G hem de NMDAR’i igerirken;
baz1 bolgelerde sadece NMDAR’leri bulunur. Gelisimin erken evresinde sinapslar
sadece  NMDA tipi reseptorler icermektedir (50,52). Non-NMDA iyonotropik
reseptorler motor noronlarda ve beyinde eksitator postsinaptik potansiyel’in (EPSP)
bliyiik erken komponentini olusturmaktadir. Yani bircok sinapsta AMPAR ’leri exitator
asirim sirasinda ana baglangic; sarj edici gibi etki etmektedir. Bu reseptorler goreceli
olarak diisiik bir katyon iletkenligine sahiptirler (< 20 pS). Na" ve K™a gegirgen iken
Ca™a gecirgen degildirler. Bu sirada NMDAR leri, intraselliller enzimler ve ikincil
mesajcilarin aktivelerini modiile edebilen kati bir Ca™ komponenti ile birlikte daha

yavas bir akim saglamaktadir (44,49).

EPSP’nin ge¢ komponentini olusturan NMDA reseptor kanallarinin ii¢ 6zelligi

vardir.

1- Yiiksek iletkenlige sahip iyon kanallarin1 kontrol ederler (50 pS) ve Na' ile

K™un yam sira Ca™>’a da gegirgendirler.

2- Kanalin ac¢ilmast bir ko-faktor olarak glisinin ekstraselliiler olarak
bulunmasina bagimlidir. Kanal sadece glisinin varliginda calisir. Normal kosullarda
ekstraselliiler glisin  yogunlugu NMDAR kanalinin caligabilecegi miktarlarda
bulunmaktadir. Kiniirenik asit ve aminoksalinedikarboksilik asit’in her ikisinin ¢ogu

tiirevleri glisin bolgesinin kompetatif antagonistleridir.

3- Acgilmasi kimyasal haberciye bagli oldugu kadar membran potansiyeline de

baglidir. Bu, NMDAR ’lerini diger voltaj kontrollii kanallardan ayiran bir 6zelliktir.

Voltaja bagimhilik diger kanallarda olmayan farkli bir mekanizmadan
kaynaklanmaktadir. Diger kanallarda, membran potansiyelindeki degisiklikler, intrensek
voltaj sensOriiniin sayesinde kanalda konformasyonel degisikliklere neden olurken
NMDA ile aktive olan kanalda ekstrensek bloker olan Mg (ekstraselliiler Mg™ ) agik

olan kanali kapayan bir tika¢ gibi davranir ve iyon akisina engel olur. Istirahat membran
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potansiyelinde (-65 mV’da) Mg™* kanala sikica baglanir. Ancak membran depolarize
oldugunda (8rnegin, non-NMDA reseptorleri glutamat ile aktive oldugunda), Mg™
elektrostatik etkiyle kanaldan uzaklastirilir ve Na' ile Ca™un gecisine izin verir. Bu
nedenle NMDAR’lerinde en yiiksek iyon akimi her iki kosulun da gerceklesmesiyle
ortaya ¢cikmaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle NMDAR’1 sinapstaki presinaptik aktivite
ve postsinaptik depolarizasyonu es zamanli olarak saptayan bir ara¢ gibi davranmakta
ve postsinaptik hiicreye yeterli miktarda ikincil haberci iyon olan Ca™’un girisine
imkan vermektedir. Bu da sinaptik baglantinin kuvvetindeki plastik degisiklikleri
baslatmaktadir (40,44,49).

Bir¢ok hiicrede hem non-NMDAR’ler hem de NMDAR’ler bulunmaktadir.
Mg", istirahat membran potansiyelinde NMDAR kanalii bloke ettigi icin,
NMDAR ’lerinin EPSP’lerin olusmasinda 6nemli bir katkis1 yoktur. Bu nedenle istirahat
durumunda olusan EPSP’lerde biiyiilk oranlarda non-NMDA reseptorlerinin katkisi
bulunmaktadir. Depolarizasyon arttikca Mg™ NMDAR kanalindan uzaklagsmakta ve
NMDAR agilarak bu kanallardan iyon akisi gerceklesmektedir.

NMDAR kanalinin diger bir farki goreceli olarak daha yavas agilip yavas
kapanmasi ve bu o0zelligi nedeniyle EPSP’lerin ge¢ fazina katkida bulunmasidir.
EPSP’nin ge¢ fazi, Mg ’un kanal1 bloke etmesi nedeniyle, tek bir presinaptik sinyalden
sonra zayif bir yanit olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Oysa presinaptik noron ard arda
sinyaller gdnderirse postsinaptik hiicrede EPSP’ ler toplanarak 20 mV veya daha fazla
bir depolarizasyon olusturmaktadir. Bu durumda NMDAR’# bityiik 6lgiide Ca™’un
katkis1 ile daha biiyiik akimlara yol agmaktadir. NMDAR aktivasyonu sonucu, post-
sinaptik hiicrelerde, Ca™a bagimli enzimler ve bazi ikincil haberciler devreye
girmektedir. Bu biyokimyasal reaksiyonlar, sinapsta bazi uzun vadeli modifikasyonlara
katkida bulunan sinyal yollarmi tetiklemektedir. Ogrenme ve bellek olusumunda,
sinapsta gerceklesen degisikliklerin onemli oldugu diisiiniilmektedir. NMDAR’lerin
aktivasyonu presinaptik aktiviteye bagli oldugu ve uzun siireli sinaptik modifikasyonlar
ile ortaya ¢iktig1 i¢in ¢ogu kez bu duruma aktiviteye bagimli sinaptik modifikasyonlar

denmektedir (42,44).

Gen knockout teknikleri kullanilarak 6grenme ve hafizada rolii olan NMDAR’ne

bagli sinaptik plastisite kesfedilmistir. Yapilan bu deneyler, CAl hipokampal
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NMDAR’niin hipokampusa bagimli mekansal hafiza ve mekansal olmayan hafizanin
olusmasi i¢in gerekli oldugunu ortaya koymustur (50). Ogrenmenin degisik formlarinin
meydana gelmesinde rolil olan hipokampusta sinaptik plastisitenin bir tiirli olan “uzun
siireli potansiyalizasyon-long term potention (LTP)” 6grenme ve hafizanin nodronal
mekanizmalarini aragtirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (44,48). LTP, sinaptik
kuvvetteki aktiviteye bagimli uzamis potansiyel olarak tanimlanabilir (49). Daha 6nceki
calismalar hipokampal sinaptik plastisitenin LTP benzeri formlarinin mekansal 6grenme
ve hafiza ile iliskili olabilecegini gostermistir (44). Hipokampusun CA1 bdlgesindeki
LTP’nin indiiksiyonu bir dizi olay:r igermektedir. Ilk olarak NMDAR kanalmin
presinaptik glutamat salimimina cevap olarak agilmasi i¢in postsinaptik membranin
yeterince depolarize olmasi gerekmektedir. Kanalin agilmasi postsinaptik hiicre igi Ca™
konsantrasyonunun onemli derecede yiikselmesine olanak vermektedir. Ca™>’daki bu
artis metabotropik glutamat reseptOriiniin  aktivasyonuna bagli fosfoinozitid
diizeylerindeki yiikselmeyle birlikte proteinkinaz C (PKC) ve CAMKII’'nin de dahil
oldugu proteinkinazlarin aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu proteinkinazlar daha
sonra sinaptik kuvvette uzun silireli modifikasyonlara yol acacak proteinleri

diizenlemektedirler (49).

Homosinaptik “uzun stireli depresyon-long term depression-(LTD)” ise sinaptik
kuvvetin aktiviteye bagimli uzamis zayiflamasi olarak tanimlanir ve bir anlamda
LTP’un fonksiyonel karsitidir. CAl alanindaki LTP gibi LTD’un indiiksiyonu da
NMDAR lerin aktivasyonuna ihtiya¢ duymaktadir (49,50).

Sinaptik aktivitenin regiilasyonunda  protein fosforilasyonu  ve
defosforilasyonunun énemli mekanizmalar oldugu diisiiniilmektedir. NMDAR kanalinin
subtinitleri farkli proteinkinazlar ve protein fosfatazlar tarafindan dogrudan fosforile ve
defosforile edilmektedir. NR1, NR2A ve NR2B subiinitleri hem cAMP bagimh
proteinkinaz A (PKA) hem de proteinkinaz C (PKC) tarafindan farkli bolgelerden
fosforile edilebilmektedir. CAMKII, NR2B subiinitinin karboksi terminal ucundaki
spesifik bir kalintiy1 ve/veya onun NR2A subiinitindeki karsiligini fosforile etmektedir.
Protein tirozin kinaz da NR2A ve NR2B subiinitlerini fosforile etmektedir (51).
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2.7.2. NMDA Reseptor Tipleri

NMDAR’ lerin su ana kadar tanimlanan yedi tane subiiniti vardir. Bunlar; NR1,
NR2A-B-C-D ve NR3A-B. NMDAR’leri beynin tiimiinde yaygin olarak
bulunmaktadirlar ancak baskin olarak 6n beyine lokalize olmuslardir. En yiiksek

diizeyde bulunduklar yer ise hipokampiisiin CA1 bolgesidir (40).

NRI1: Glisin baglayici bolgeyi icerir. 938 aminoasitten’ten meydana gelmistir.
105,5 kDA agirligindadir. NR1 reseptdr subtip expresyonu SSS’de hemen hemen her

yerde bulunmaktadir.
NR2: Glutamat baglayici bolgeyi igerir. 4 subtipi bulunur:

NR2A: Beyinde postnatal exprese edilir. 1464 aminoasitten meydana gelir ve
165.5 kDA agirhigindadir. Expresyonu icin yiizeyde NR1 N-terminalinin bulunmasi
gereklidir. NR2A mRNA’s1 tiim beyinde yaygin olarak bulunur; fakat serebral korteks,

hipokampiis ve serebellumda daha yogun olarak bulunmaktadir.

NR2B: Tiim embriyonik beyinde exprese edilir. Ayrica embriyonik ve neonatal
kardiyak myositlerde exprese edilir. Postnatal olarak yalmiz 6n beyinde exprese edilir.
1482 aminoasitten olusur ve 165,9 kDA agirhigindadir. NR2B’nin expresyonu
onbeyinde, serebral korteks, hipokampiis, septum, kaudat ve putamende segici olarak

yliksek diizeyde bulunmaktadir.

NR2C: Postnatal olarak serebellumda exprese edilir. 1239 aminoasitten olusur
ve 135,4 kDA agirligindadir. NR2C’nin expresyonu ise serebellumda dominant olarak

bulunurken, talamusda ve olfaktér bulbusda daha az olarak bulunmaktadir.

NR2D: Diencephalon ve beyinsapinda embriyonal ve neonatal olarak exprese
edilir. 1323 aminoasitten olusur ve 142,9 kDA agirligindadir. NR2D’nin expresyonu
ortabeyin ve arkabeyinde yiiksek iken; diisiik diizeyleri talamusda, olfaktdr bulbusda ve

beyin sapinda bulunmaktadir. NR2A expresyonununa tamamlayicidir.

NR3: Silik fonksiyon gosteri. NR3A ve NR3B olarak iki tiptir. Ca™
permeabilitesi yavas ve uzun silirer. NR3A; Serebellum hari¢ kortex, hipokampiis
(CA1l), ortabeyin, arkabeyin ve spinal kordda exprese edilir. Neonatal expresyonlari ¢ok

giicliidiir, sonra azalmaya baglamaktadir (43,44).
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2.7.3. NMDA Reseptoriiniin Yapisi

Su anda genellikle hem fikir olunan nokta; NMDAR’lerin NR1 subiiniteleri ve
beraberinde NR2 subiinitelerinin en azindan bir tipinden olusan heteromerik yapilar
oldugu seklindedir. NR2 subiinitelerinden gelen domainler glisin baglanma bdlgesini
olusturmaktadir. Membrana dogru dizilmis her glutamat reseptor subiinitesi, farkli
yaklagimlarin bir bileskesinden ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alismalar kaginilmaz bir kanit
ortaya koymustur: NMDAR, AMPAR ve KAR subiiniteleri 3 adet membrana uzanan
domain i¢ermektedir (M1, M3 ve M4). M2 domaini membrana sitoplazmik kenardan
daldirilmig sekilde bir biikliim olusturmaktadir. Her NMDAR subiinitesi genis bir

extraselliiler N-terminal domaini ve intraselliiler C- terminali icermektedir (43,44,49).

NMDAR poru Ca**’a yiiksek derecede gegirgenlik saglar ve Mg ile bloke olur.
NMDAR, voltaja bagimli tek iyonotropik reseptordiir. Normal miktarlarda Ca™ bazi
bellek tiplerinin olugsmasinda gerekli sinyal yollarimi tetiklemektedir. NMDAR ’lerin
aktivitesi, Mg ile voltaja hassas blokaji ve Ca™*a gecirgenligi, pora uzanmis olan M2
segmentindeki aminoasit kalintilarina dayanmaktadir. Katyon segiciligi, M2
segmentinin kritik bir alanina (N alan1) dayanmakta, bu alan NR1 ve NR2 alt
tinitelerinde bulunan bir asparajin kalintis1 tarafindan olusturulmaktadir. NR2
subiinitesi, membranin extraselliiler yiiziinden gelen Mg™ iyonlari i¢in temel baglanma
bélgesini igermektedir. Yani Mg™ bloklar1 M2’deki kritik asparajin kalintilari veya
onlara ¢ok yakin olan aminoasit kalintilarinin etkilesimine dayanmaktadir. Bu baglanma
bolgesi; N bolgesi, yiiksek Ca™ gecirgenligi icin kritiktir. NR1 kalmtilar, kanalin dis
vestibiiliinii olusturmaktadir. Bu vestibiil M3 (C-terminal ucunda) ve M4 (N-terminal

ucunda) segmentlerinin M1’den once gelen pargalar1 tarafindan olusturulmustur

(42,43,44,49).
2.8. Asetilkolin Reseptorleri (AChR)

Kolinerjik Sistem, sempatik ve parasempatik sistemin 1. sira noronlarindan ve
parasempatik sistemin 2. sira noronlarindan olusur. Bu noronlarin ganglionlardaki veya
noroefektor kavsaklardaki akson uglarindan saliverilen ve sinaptik agirirmdan sorumlu

olan ndrotransmitteri asetilkolindir (53).

21



AChR’leri, farmakolojik 6zelliklerine gore simiflandirilmistir. Siniflandirma
nikotin ve muskarin adli iki alkaloidin reseptordeki farmakolojik aktivitesi iizerine
kuruludur. Muskarinik reseptorlerin (mAChR) antagonisti atropin ile, nikotinik
reseptorlerin  (nAChR) antagonisti d-tlibokiirarin adli ajanlarin tamamen farkli
aktiviteleri vardir. Bu da ACh icin birden fazla reseptdr oldugunu desteklemektedir

(53,54,55).

Noromuskiiler kavsaktaki nAChR’leri, N;/Np reseptorler; ganglionlardaki
nAChR’leri N»/N, reseptorler olarak bilinir. SSS’de bulunan ¢ok sayida farkli néronal
nAChR vardir. Bunlar kaslardakilerden ¢ok ganglionlardaki nAChR’lerine benzerler.
Giliniimiizde MSS’de en az 10 farkli nikotinik reseptoér a subiiniti ve 4 farkli B subiinit
geni tanimlanmis ve klonlanmaistir (56). Nikotinik ve muskarinik reseptorlerin subtipleri
periferik sinir sisteminde ayr1 anatomik lokalizasyonlar gosterirler ve bu da
siniflandirmay1 kolaylastirir. Iskelet kaslarinin reseptdrleri ndromuskiiler kavsak veya

postsinaptik motor son plak bolgesinde birarada bulunmaktadir (53).

Adrenal bezde parasempatik ve sempatik ganglionlarda postsinaptik néronlarda
ganglionik nikotinik reseptorler bulunur. Ganglionik nikotinik reseptorler embriyonik
noral krestten orijin alan dokularda bulunur. Sempatik ve parasempatik ganglionlarda
benzer oOzellikler gosterir. Muskarinik reseptorler postganglionik parasempatik
transmisyondan sorumludur. Ancak terleme, piloereksiyon gibi sempatik sinir

sisteminden kaynaklanan olaylar muskarinik reseptorlerce yonetilir (53).
2.8.1. Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri (nAChR)

[lk olarak Electrophorus Californica adli baligin elektrik organindan
(elektroplaktan) sodyum dodecyl siilfat gibi bir anyonik deterjan kullanilarak ¢6ziinmesi
saglanan nAChR’leri ayristirilip saflastirilarak ayrintili sekilde incelenmis, aminoasit

sekanslart saptanmustir (57).

nAChR’ler, yapica ligand kapili katyon kanallaridir. nAChR proteini bes
polipeptid subiinitten olusan pentamerik bir yapiya sahiptir. Bu subiinitlerin aminoasit
kalintilarinin %30 ila 40’1 homologtur. Subiinitler o, B, y, & ve €dur. Kaslarda a
sublinitinin 2 kopyast vardir, diger 3 subiinit 3, y ve o tek kopya seklindedir. Nikotinik

reseptor protein kompleksinin molekiil agirligi 280 kD’dur. Bu subiinitler bir merkezi
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kavite cevresinde yerlesmislerdir. Reseptoriin ¢ok biiyiik bir kismi extraselliiler
ylzdedir. Bu merkezi kavite bir iyon kanalidir. Dinlenim durumunda iyonlara gecirgen
degildir. Aktive oldugunda 6,5 A° a¢ilmakta ve acik kanal katyonlara selektif hale
gelmektedir. Kanal temelde Na*, Ca™ ve K katyonlarim gegirmekle beraber, ACh ile
aktive edilip agildiginda Na™ kanali gibi calisir ve depolarizasyona yol acar. Tki o
subiiniti ve y ile o subiinitlerinin o subiinitine bakan yiizleri agonist ve kompetitif
antagonist baglanma bolgelerini olusturur. Dolayisiyla a subiinitine ligand baglanirken,
B subiiniti reseptore ligand baglanmasini ve reseptoriin desensitizasyon hizini modiile
eder. Ligand kapili katyon kanali yapisindaki reseptor ailesinin hepsinde a subiinitinde
128. pozisyondaki sistein ile 142. pozisyondaki sistein arasinda disiilfid kopriisii vardir.
Yine o subiinitini tanitan yapisal 6zellik olarak 192-193. sistein aminoasitleri arasinda
distilfid kopriisii vardir. Son ¢aligmalar gostermistir ki o subiinitindeki 185. ve 200.
rezidiiler agonist ve antagonist baglanma yiizeylerinin bir kismini olusturdugu igin
onemlidir. Agonist baglayan boélgeler tirozin ve triptofan gibi aromatik yan zincirler

icerirler ki bunlar agonistlerle katyonik etkilesim saglarlar (53,54,55).

Her bir subiinit polipeptid zinciri 4 tane membran1 kateden 4 hidrofobik
segmentten olusur. Bu transmembran bolgeler 210. kalintidan sonradir ve molekiil
extraselliiler ylizeyde amino terminal kisimla son bulur. Bu 4 segment, M;, M, M3 ve
M, olarak isimlendirilmektedir. M3 ve My arasinda genis stoplazmik bir loop vardir. Bu
intraselliiler loop serin/treonin kinazlar i¢indir. M, iyon kanalina gore proximaldedir. o
helikal yapidadir ve kanal liimenine dogru serin ve treonin kalintilari igerir. Reseptoriin
iyon kanalinin, kanalin derinliklerinde stoplazmik bdlgede yer alan bir kapist oldugu
diisiiniilmektedir. Iyon selektivitesini kanalin cevresinde yerlesim gosteren her 5
sublinitin ylikli aminoasitlerinin olusturdugu halka kontrol eder. Bu kontrol bolgesi
extraselliiler kisimda a-Glu 262’den stoplazmik kisimdaki o-Glu 241°e kadardir. a-Thr
244°e denk gelen pozisyondaki amidlerin hidrojen iskeletleri ve karbonil gruplar ve
hidroksillenmis aminoasidlerin olusturdugu halka ile iyon selektivitesi ve permeabilitesi

ayarlanir (54).

nAChR’leri dinlenim konumundayken ACh’e goreceli olarak diisiik affinite
gosterir. Agonist baglandiginda, iyon kanali kapali-dinlenim konumundan a¢ik konuma
gecer, Na', K, ve Ca'? akimi olur. Aktivasyon esnasinda ACh’e ilgi artmistir, allosterik

etkilesimle diger bir ACh molekiiliiniin baglanmas1 artmaktadir.  Yiksek
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konsantrasyonlarda ACh varliginda ACh’e affinite de artmaktadir. Agonistin ortamdaki
varhiginin devam etmesiyle iyon kanali kapanir ve reseptor desensitize olur. Bu
durumda, nAChR’ler agonist baglanmasina yiiksek affinite gosterse de aktivasyona
direnclidir. Desensitize haldeki reseptoriin bircok durumu vardir. Desensitizasyon ve
geri doniis oran1 nAChR subtipine gore degisir. Orn: o7 nAChR ¢ok hizli desensitize
olur. Uzayan agonist uygulamasi reseptorii inaktive duruma gegirebilir ve geri doniisi
cok yavas olur. 04p2 noronal nAChR’leri kronik nikotin tedavisiyle inaktivasyona
egilimlidir. Dinlenim, acik ve desensitize konumlar arasi gecisler reversibldir.
Agonistler, reseptorii aktive (agik) konuma getirirler, antagonistler ise tercihen
nAChR’lerini dinlenim veya desensitize konfigiirasyonlardan biri seklinde kapali

konumda tutarlar (55,57,58).

nAChR’ler, daha oOnce deginildigi gibi bir katyon kanalinin intrinsik bir
bolimiinii teskil ederler veya bagka bir deyisle bu kanalla direkt olarak
kenetlenmislerdir. nAChR’lerin ACh ve diger nikotinik reseptor agonistleri tarafindan
aktive edilmesi kanalin kisa bir siire i¢in agilmasina neden olur; bu sirada kanalin
iletkenligi nisbeten fazlaca artar (gangliyon alt-tipinde 35-40 ve ¢izgili kas alt-tipinde
35-50 pikoSiemens). nAChR nin kenetlendigi katyon kanali tipi esas olarak Na"u ve
daha az derecede olarak Ca™ ve K'u geciren kanallardir. Bu kanallarin agilmasi
hiicreleri depolarize eder; gangliyon ve iskelet kasi hiicrelerinde eksitatoér postsinaptik
potansiyel (EPSP) olusturur. Bu potansiyel ¢izgili kasin noromiiskiiler kavsaginda son

plak potansiyeli diye adlandirilir (53).

o’larin en az 10 ve B’larin en az 4 subtipi vardir (al’den al0’a kadar, B1’°den
B4’e kadar). Reseptoriin yerine ve tipine gore icerdigi alt birim tiirleri degiskenlik
gosterir. nAChR’ler otonom ganglionlarda, adrenal kromaffin hiicreleri, primer duysal
noronlarda ve iskelet kas liflerinde olmak iizere periferde genis bir dagilim gosterir
(55,56). Kas son plaktaki nAChR’leri (a;)2B:€0 seklindeki subiinit kombinasyonu
gosterir  halbuki  extrajunctional nAChR’leri  (a;)2f1¥0  seklindeki  subiinit
kombinasyonundan olusur (Fetal ve denerve kaslarda) (55). Beynin hemen her
bolgesinde hem presinaptik hem postsinaptik olarak yerlesmislerdir. nAChR’ler daha
cok prejunctionaldir (53).
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2.8.2. Nikotinik Asetilkolin Reseptorlerin Subtipleri

Cizgili kaslarin noéromuskiiler kavsaklarindaki nAChR’ler ve otonomik
ganglionlarla, adrenal medullanin kromaffin hiicrelerindeki nAChR’ler belirli blokor
ilaclara kars1 duyarliliginin farkli olmasina bakarak ayirt edilmistir. Bunlardan 1. tip,
cizgili kas tipi (N1/Ny) reseptorler ve 2. tip, ganglion tipi (N»/N,) reseptorlerdir. Daha

sonra SSS noronlarinda néronal nAChR ’leri tanimlanmustir.

Cizgili kas tipi (Ny,) reseptorler a-tlibokiirarin, pankuronyum ve benzeri ¢izgili
kas fel¢ edici ilaglar tarafindan selektif ve giiclii bir sekilde bloke edilirler. Ganglion
(Ng) tipi reseptorler heksametonyum, mekamilamin ve diger gangliyon bloke edici
ilaglar tarafindan selektif bir sekilde bloke edilirler; dimetilfenilpiperazinium (DMPP)
maddesi bu reseptorlerin selektif bir agonistidir. Bir yilan zehiri olan a-bungarotoksin
cizgili kas tipi reseptorleri selektif olarak bloke eder, fakat gangliyon tipi reseptorlere
etkisizdir. Diger bir yilan zehiri k-bungaratoksin (diger adiyla néronal bungarotoksin)
gangliyon tipi reseptorleri selektif olarak bloke eder. ACh ve nikotin, ¢izgili kas ve
gangliyon tipi kolinerjik reseptorlerin non-selektif agonistleridir. Noronal SSS tipi
reseptorlerin altbirim bilesimi digerlerinden farkli olmakla beraber, yukarida sayilan
toksin ve ilaglara duyarliklar1 gangliyon tipi reseptorlerinki ile aynidir. Ny, reseptorler,
eriskin kasinda 2 tane al ve birer tane 1, € ve 6 alt birimlerinden olusur, iletkenligi 35-
50 pS’dir. Embriyonik kasta ¢ alt biriminin yerini y alt birimi almistir. N,’ler genellikle

sadece a3 ve B4 alt birimlerinden olusan pentamerlerdir (53).
2.8.3. Noronal Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri

1980°de [*H]-Nikotinin sican beyninde baglanma bélgeleri oldugu ve bu
bélgelerin essiz nikotinik farmakolojiye sahip oldugu rapor edilmistir. [*H]-Nikotin, a-
bungarotoksin ile bloke olmaz. Bildirilen klonlanmis ilk ndéronal nAChR subtipi
1986°da a3’diir. Glinimiizde memelilerde saptanan néronal nAChR subiinitleri 11 (02—
a7 a9, al0 f2—P4) tanedir. Buna ek olarak kus tiirtinde a8 subiiniti tanimlanmistir. o ve

[ subiinitleri ayr1 fakat iligkili gen familyasindandir (55).

nAChR’leri daha 6nce de belirtildigi gibi santral ve periferik sinir sisteminin her
yerinde bulunurlar. Otonomik ndrotransmisyon ve kas kontraksiyonunun baglatilmasi

seklindeki asil roliine ek olarak, SSS’de nAChR’leri daha ¢ok modiilator rolii oynar
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(54). Noronal nAChR’leri, AH, PH, Sizofreni, Tourette Sendromu, Dikkat Bozuklugu
gibi hastaliklarla iligkisi nedeniyle 6nem kazanmaya baslamistir. Noronal nAChR’leri
bu hastaliklarin tedavisinde ilaglar i¢cin hedef olarak algilanmaktadir (55). Noronal
nAChR’leri, a ve P subiinitlerinin pentamerik kombinasyonlarindan olusur, bu da
noronal nAChR’lerine c¢esitlilik saglar. Xenopus Oocytes ve memeli hiicre dizisinde
nAChR’lerinin heterolog expresyonu bazi kurallarla diizenlenir bu da dogal
nAChR’lerinin subiinitlerini sinirlar. a2, o3 ve 04 subiinitlerinin B2 ve 4 subiinitleriyle
ikili kombinasyonlar1 fonksiyonel nAChR’lerini olusturur, ancak a5 ve B3 subiinitleri
genellikle fonksiyonel nAChR’lerini olusturamaz. Bunlar da en azindan diger
subiinitlerle bir araya gelerek heteromerler olustururlar. a6 subiiniti, B4 ile fonksiyonel
nAChR’ler olusturabiliyor. Yine a6 subiiniti B3 ile kombinasyon olusturuyor. a6
subiiniti biyojenik amin igeren noronlarda lokalizedir. a7, a8 ve a9 sublinitleri saglam
homomerik reseptorler olustururlar. al0 subiiniti sadece fonksiyonel a9 subiiniti ile
birlikte reseptor olusturacak sekilde exprese edilir. a9 subiiniti i¢eren reseptorler

muskarinik reseptorlerin baz1 6zelliklerini tasir.

Dogal sistemlerde, nAChR’lerin subiinit kombinasyonu hakkinda bilgi
yetersizdir. Sadece birka¢ major subtip tanimlanmistir. Bunlardan biri a482’dir. SSS’de
goreceli olarak ¢ok miktardadir, SSS’nin predominant kombinasyonudur. Diger major
subtip a7’dir. Genellikle SSS’de ve PSS’de homomerik nAChR seklinde bulunuyor.
Invivo sartlarda a7 subiiniti igeren reseptoriin yiiksek Ca* permeabilitesi vardir. o3
subtiniti genellikle B2 B4 ve a5 subiinitleriyle daha ¢ok periferik ganglionlarda
bulunmaktadir. SSS’deki nAChR’leri presinaptik lokasyonlarda fonksiyon gosteriyorlar
ve bazi norotransmitterlerin salinimini diizenliyorlar. Elektrofizyolojik ve mikrodializ
caligmalar1 sonucunda elde edilen kanitlar gostermektedir ki glutaminerjik,
dopaminerjik, seratonerjik, peptiderjik ve kolinerjik yolaklar presinaptik nikotinik

reseptorlerin kontrolii altindadir (54,59).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuvari

ve Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
3.1. Materyal
3.1.1. Deney Hayvanlar:

Bu calismada Sprague Dawley cinsi toplam 40 adet erkek sigan kullanilmustir.
Kontrol grubu (n=10), asetil salisilik asit (ASA) grubu (n=10), askorbik asit (C vit)
grubu (n=10) ve asetil salisilik asit + askorbik asit (ASA+C vit) grubu (n=10) olmak
lizere siganlar 4 gruba ayrilmistir. Asetil salisilik asit (%99, Acros Organics, New
Jersey, USA) 60 mg/kg/giin (60,61), L-askorbik asit (J.T. BAKER, Deventer, Holland)
250 mg/kg/giin (62,63) dozlarinda giinliik tartilip distile suda ¢ozdiiriilerek herbir sigana
2 ml hacimde olacak sekilde, 10 hafta siiresince oral gavaj ile uygulanmistir. Es zamanh
olarak kontrol grubuna da distile su yine oral gavaj ile 10 hafta boyunca verilmistir.
Sicanlar standart 151k (12 saat gilin 15181 / 12 saat karanlik), 1s1 (23 °C) kosullarinda
yasatilmiglardir. Tiim gruplar yeteri kadar su ve yem (Korkutelim Yem, Standart Sigan
Yemi) ile beslenmislerdir. Siganlar, ila¢ uygulamasinin bitiminden 24 saat sonra su
labirentinde hipokampiise dayali mekansal hafiza egitimine tabi tutulmusglardir. Bes
giinliik test prosediirii sonunda intraperitoneal olarak uygulanan % 10’luk ketamin
(Alfamin, Alfasan IBV.) - % 2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.) anestezisi altinda
dekapite edilerek deney sonlandirilmistir. Sicanlar sakrifiye edildikten sonra beyin
dokular1 alinmistir. Soguk fosfat tamponuyla islatilmis filtre kagitlar1 buz paketleri
tizerine konarak hipokampiis ¢ikartma diizenegi olusturulmustur. Dekapitasyondan
hemen sonra bu diizenek tlizerinde hipokampiisler ¢ikarilarak énceden hazirlanmig 50
mM fosfat tamponu igeren ependorf tiiplere konulmus ve analizin yapilacagi tarihe

kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
3.1.2. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1- Sogutmali santrifiij: Eppendorf MR5415 (Almanya)

2- Santrifiij: Jouan B4i (Fransa)
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3- Derin dondurucu: Ugur (Tirkiye)

4- Hassas terazi: Scaltec SPB 33 (Isvicre)

5- Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

6- Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)

7- pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

8- Manyetik karistirici: Niive (Tiirkiye)

9- Elektroforez cihazi: EC Apparatus Corporation 250-90 (ABD)
10- Biyokimya analizdrii: Olympus AU2700 (Japonya)

11- Kodak Image Station 2000 MM (USA)

12- Cam-Teflon homojenizator
3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

SDS-PAGE ve Western Blot i¢in Kullanilanlar:
1-Akrilamid: bisakrilamid % 30 T, % 2,6 C; Sigma (Almanya)
2-Tris, Merck (Almanya)

3-Glisin, Merck (Almanya)

4-SDS, Merck (Almanya)

5-APS, Merck (Almanya)

6-TEMED, Merck (Almanya)
7-2-Merkaptoetanol, Merck (Almanya)

8-Brom Fenol Blue, Merck (Almanya)
9-Sodyum Kloriir, Merck (Almanya)

10-Tween 20, Merck (Almanya)

11-Bovin Serum Albumin, Merck (Almanya)
12-EDTA, Merck (Almanya)

13-EGTA, Merck (Almanya)
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14-Leupeptin, Sigma (Almanya)

15-Aprotinin, Sigma (Almanya)

16-Benzamidin, Sigma (Almanya)

17-Triton X-100, Sigma (Almanya)
18-Immobilon-P, Sigma (Almanya)
19-Kromotografi filtre kagidi, Whatman (ingiltere)
20-Metanol, Merck (Almanya)

21-Hidroklorik Asit, Merck (Almanya)

22-Anti NR2A, Millipore (Avustralya)

23-Anti NR2B, Millipore (Avustralya)

24-Anti AchRa7, Santa Cruz (ABD)

25-Anti AchRo4, Santa Cruz (ABD)

26- Anti AchRp2, Santa Cruz (ABD)
27-Monoklonal anti-rabbit IgG, Sigma (ABD)
28-BCIP/NBT Phosphatase Substrate, Sigma (Almanya)

29-Prestained Molecular Weight Marker, Sigma (ABD)
3.1.4. Kullanilan Cozeltiler

SDS-PAGE ve Western-Blot i¢in Kullanilanlar:
1- 4 x Lower Buffer: 1,5 M Tris HCI, pH: 8,8

36,3 g Tris 170 ml’ye distile su ile tamamlanip pH: 8,8'e ayarlanir. Sogutulup

pH tekrar 8,8’¢ ayarlanir. 200 ml'ye distile suyla tamamlanur.
2- 4 x Upper Buffer: 0,5 M Tris HCI, pH: 6,8

12,1 g Tris, 170 ml’ye distile su ile tamamlanip pH: 6,8’e ayarlanir. Sogutulup

pH yeniden 6,8'e ayarlanir. 200 ml'ye distile suyla tamamlanir.
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Lower jel: (% 7,5’1uk)

Distile su 4450 pl
Acril : bisacril % 30 T, % 2,6 C 2500 pl
4 x lower buffer (tris HCI, pH: 8,8) 2500 pl
% 10 SDS 100 pl
% 10 APS 450 pl
TEMED 10 ul
Upper jel: (% 4°liik)
Distile su 3050 ul
Acril : bisacril % 30 T, % 2,6 C 650 ul
4 x Upper buffer (tris-HCl, pH: 6,8) 1250 pl
% 10 SDS 50 ul
% 10 APS 50 ul
TEMED S5ul

3- Homojenizasyon buffer: pH: 7,5 50 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, 1 mM EDTA, 2
mM EGTA, 25 pg/ml Leupeptin, 25 pg/ml Aprotinin, 10 uM benzamidin ve % 1’lik

Triton X-100 bulunacak sekilde total hacim 30 ml’ye tamamland.

4- Sample buffer:

Upper buffer (0,5 M Tris-HCI, Ph: 6,8) | 2,0 ml
Gliserol 1,6 ml
% 10 SDS 3,2 ml
2-Merkaptoetanol 0,8 ml
% 0,1(w/v) Brom fenol blue 0,4 ml

5- Running buffer: 15 gr Tris, 72 gr Glisin, 5 gr SDS, pH: 8,3’e ayarlanip distile su ile 1

litreye tamamlanir. 5 kat sulandirilarak kullanilir.

6- Transfer buffer: 0,606 gr Tris, 2,882 gr Glisin ve 1 ml % 10 SDS, distile su ile 160

ml’ye pH: 8,2-8,4 olacak sekilde tamamlanir. 40 ml metanol eklenir.
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7- TTBS (Tris-Tween-Buffer Saline): 18,15 gr Tris, 26,25 gr NaCl, 3 ml Tween 20
(yogun bir madde oldugu i¢in pipetle yavasca ¢ekilir) pH: 7,5 olarak ayarlanip 3 litreye

distile suyla tamamlanir.

8- Primer antikorlar: NR2A 1/500, NR2B 1/500, AchRa7 1/200, AchRo4 1/200,
AchRp2 1/200 oraninda, taze % 1 BSA-TTBS ile diliie edilerek hazirlandi.

9- Sekonder antikor: Antirabbit IgG (Alkalen fosfataz konjuge) 1:10000 oraninda, taze
% 1 BSA-TTBS ile diliie edilerek hazirland.

3.2. Metod
3.2.1. Morris Su Labirenti

Su labirenti 150 cm ¢apli, ici beyaz boyali, galvanik metalden yapilmis dairesel
bir havuzdur. Su labientinin bulundugu laboratuar, labirentin dort yanina yerlestirilmis
ve 15181 tavana yansitilmis lambalar ile aydinlatilmistir. Su labirentinin ¢evresinde sabit
olarak tutulan gorsel ipuglart (tablo, sandalye, masa) konulmustur. Deney Oncesi su
labirenti su ile doldurulmus, 23 °C’ye 1sitilmig ve non.toksik boya ile boyanmistir.
Labirent “1.kadran”, “2.kadran”, “3.kadran” ve “4.kadran” olmak tizere dort kadrana
ayrilmistir. 4. kadran hedef kadran olarak belirlenmis ve su seviyesinin 2 cm altinda
kalacak sekilde gizli bir platform konulmustur. Herbir sigan yiizii labirentin duvarina
donmiis sekilde ve her defasinda rastgele, farkli bir kadrandan havuza birakilmistir. Her
sicana 1 dk siire taninmis, platformu bulamazsa elle platform iizerine konarak 30 sn
mekani algilamasi i¢in beklenmistir. Platformu bulan si¢canlar i¢in de platform {izerine
ciktiktan sonra 30 sn dinlenme siiresi taninmistir. Glinde 5 egitim olacak sekilde, 4 giin
boyunca egitim devam etmistir ve her bir sican toplam 20 egzersiz yapmis ve
platformun yerini bulmay1 6grenmislerdir. Besinci giin platform bulundugu kadrandan

kaldirilmis ve her bir sicanin hedef kadranda geg¢irdigi siire kaydedilmistir (64).
3.2.2. Hipokampiis Orneklerinin Homojenizasyonu

Ayni gruptaki farkli siganlara ait hipokampiis 6rnekleri tartilip yeterli protein
konsantrasyonunu saglamak amaciyla 3 hipokampiis 1 6rnek olusturacak sekilde
birlestirilmis ve ardindan 1/5 oraninda homojenizasyon tamponu ile karistirilarak

homojenize edilmistir. Ilk adimda buz iizerinde teflon-cam homojenizatdr ile 18-20
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darbede homojenizasyon yapilmistir. Homojenize edilen 6rnekler 10000 g’de +4 °C’de
10 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Slipernatantlarinda Lowry yontemi kullanilarak
protein tayini yapilmistir (65). Son olarak siipernatanlar1 yedeklenerek calisilincaya

kadar -80 °C’ye kaldirtlmigtir.
3.2.3. SDS-PAGE Yontemi

Laemmli’nin yontemi esas aliarak calisilmistir (66). % 7,5’lik lower jel ve %
4’1k upper jel hazirlanip, kuyucuk basina son konsantrasyonu 50 pgr protein olacak

sekilde, doku homojenati sample buffer’la 1/1 oraninda karistirilarak uygulanmistir.
3.2.4. Western Blot Yontemi

SDS-PAGE prosediirii ile 6rnekler jel {izerinde proteinlerine ayrildi ve daha
sonra polyvinylidene difluorid (PVDF) membrana (immobilon-P) transfer edilmek
lizere transfer tankina alindi. Transfer prosediirii sonras1 anti NR2A, anti NR2B, anti
nACha;, anti nAChRos ve anti nAChB, igeren soliisyonlarda bir gece boyunca
bekletildi. Daha sonra sekonder antikorla 1 saat siire ile inkiibe edilen membranlar, taze
hazirlanan BCIP/NBT soliisyonunda yeterli boyanma saglanana kadar bekletildi. Olusan
bantlar Kodak Image Station 2000 MM cihaz1 kullanilarak tarandi. Elde edilen bant

yogunluklar1 her bir reseptor subiiniti i¢in kendi arasinda karsilagtirildi (67).
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ
Istatistiksel degerlendirmeler SPSS 15 for Windows paket programi kullanilarak
yapildi. Gruplarin verileri ortalama ve standart sapma dagilimlar ile gosterilmistir.

Gruplar arasi karsilagtirmalarda Levene homojenite testine gére homojen olan
durumlarda One Way ANOVA; homojen olmayan durumlarda Kruskall Wallis testi
kullanilmistir. Bu test sonucglarina gore farkin anlamli oldugu durumlarda anlamliligin

hangi gruptan kaynaklandigini saptamak i¢in Bonferroni diizeltmesi kullanilmustir.

Grup ici karsilagtirmalarda (zamana gore gelisimi degerlendirmek i¢in) Repeated

Measure testi kullanildi.

[statistik anlamlilik degeri %95 giiven araliginda p<0,05 olarak alinmistir.
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5. BULGULAR
5.1. Morris Su Labirenti test sonu¢lari

Morris su labirentinde tiim gruplarin kendi icinde gilinler arasi1 farklari
degerlendirilmis ve istatistiksel olarak tiim gruplarda anlamlilik saptanmigtir. Bu veriler

tiim gruplarin sistemi 6grendigini gostermektedir.

Tablo 1. Morris Su Labirentinde Ogrenme Siireleri ve hedef kadranda gegirilen

siireler
1.giin 2.giin 3.giin 4.giin Hedef kadran
Gruplar (sn) (sn) (sn) (sn) (sn)
Kontrol (n=10) 44,14 27,28 18,42 *13,38 *19,50+4,90
ASA (n=10) 51,38 *30,78 13,74 9,98 *29,40£8,15
C vit (n=10) 43,93 *16,42 11,88 8,22 24,11+4,98
ASA+ C vit 41,40 %17.16 12,24 %7.00 %31,4043 48
(n=10)

“*? p<0,05 ifade etmektedir.

H Kontrol
Sakh platformu _
bulma siireleri = ASA
(sn) 11 Cvit.
B ASA+C vit.
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Grafik 1. Morris Su Labirenti egitim gilinlerinde 6grenme siireleri arasindaki farklar
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Grafik 2. Her bir grup i¢in hedef kadranda gecirilen siire

Morris su labirentinde 6grenme siireleri agisindan gruplar karsilagtirildiginda 2.
egitim giliniinde ASA grubu ile C vitamini grubu ve ASA+C vit grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Ilging olarak 2. egitim giiniinde
platformu bulma siiresi en uzun olan grup ASA grubu iken en kisa olan grup ASA+C
vit. grubu olmustur. C vitamini grubu da 2. egitim giiniinde ASA grubundan anlaml
olarak daha iyi performans goOstermistir. 4. egitim giinlinde kontrol grubuna gore
ASA+C vit. grubunun sakli platformu bulma stireleri anlamli olarak kisa bulunmustur
(p<0,05). Egitim doneminin ardindan sakli platform kaldirildiktan sonra her bir grubun
hedef kadranda geg¢irdigi siire agisindan karsilastirildiginda ASA grubu ve ASA+C vit
grubu hedef kadran siireleri kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede uzun
saptanmistir  (p<0,05). Hipokampiise dayali mekansal hafizayr degerlendirmede
kullanilan iki veri agisindan da kontrol grubuyla karsilastirildiginda ASA+C vit grubu

acisindan anlamli bir fark saptanmistir.
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5.2. Western Blot Analizi ile NR2A, NR2B, nAChR a7 ve nAChR a4p2

Reseptor Diizeyleri

Tablo 2. Western Blot analizi ile NR2A, NR2B, nAChR a7 ve nAChR 042

reseptor yogunluklarinin ortalama ve standart sapmalari

Gruplar NR2A NR2B nAChR a7 nAChRo4 nAChR B2
(optik dansite)| (optik dansite) | (optik dansite) |(optik dansite) |(optik dansite)
Kontrol (n=10) 100 100 100 100 100
ASA (n=10) 112, 81+16,32 | 119,98+23,21 | 133,08+22,64x | 114,04+18,60| 103,46+13,56
C vit (n=10) 104,62+29,46 | 104,24+£19,60 | 119,09+11,82 111,0249,15 99,82+5,44
ASA+ Cvit(n=10) | 126,61+17,76 | 147,86+29,57x | 143,54+20,72x | 121,71£21,68 | 107,69+6,80

*Reseptor yogunluklari, kontrol grubu degerlerinin ortalamasi 100 kabul edilmis ve tiim gruplar

kontrole gore hesaplanmustir.

“x” p<0,05 ifade etmektedir.

! 5 L - |

Eomtrol ASA Cwit ASA+Cwit

Sekil 2. NR2A’ya ait Western Blot 6rnegi.
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Grafik 3. NR2A’ya ait optik dansite sonuglari
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Sekil 3. NR2B’ye ait Western Blot 6rnegi
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Grafik 4. NR2B’ye ait optik dansite sonuglari
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Sekil 4. nAChRa7’ye ait Western Blot 6rnegi
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Grafik 5. nAChRa7’ye ait optik dansite sonuglari
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Sekil 5. nAChRo4 western blot 6rnegi
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Grafik 6. nAChRo4 e ait optik dansite sonuglari
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Sekil 6. nAChR[2’e ait western blot 6rnegi
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Grafik 7. nAChRP2’e ait optik dansite sonuglar1
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Reseptor konsantrasyonlar1 degerlendirilirken kontrol grubu optik dansite
ortalamas1 100 kabul edilmis ve tiim optik dansiteler buna gore hesaplanmistir. NR2A
reseptor konsantrasyonu acisindan her 4 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmamustir (p>0,05). NR2B reseptor konsantrasyonu agisindan kontrol grubu
ile karsilagtinldiginda ASA+C vitamini grubunda % 47’lik bir artig (p<0,05) ve C
vitamini grubu ile yine ASA+C vitamini grubu karsilastirildiginda yine % 38’lik bir
artts (p<0,05) saptanmistir. nAChR a7 izoformu agisindan degerlendirdigimizde;
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ASA+C vitamini grubunda % 43’liik artis (p<0,05)
ve kontrol grubu ile ASA grubu karsilastirildiginda % 33’lik bir artis saptanmistir.
nAChR 042 reseptor konsantrasyonu agisindan 4 grup arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamustir.
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6. TARTISMA

Yasa bagh hafiza zayifligi 65 yas st kisilerin % 40’ i1 etkileyen bir
durumdur. Kavrama fonksiyonunda orta siddette bozulmalari olan yasli insanlarin
giinliik yasamlarini siirdiirebilme yeteneklerinde dramatik bir bozulma olmaz. Bununla
beraber bu durum siklikla gelecekteki bir ndrodejeneratif hastaligin (AH gibi) belirtisi
olabilir (68). Yaslanma siirecinde hem IL-1B, IL-6, TNF-a, COX-2 ve iNOS gen
ekspresyonunda artis hem de COX aktivitesi sonucu TXA, PGI, iiretiminde artis ve
reaktif oksijen tiirlerinin arttii saptanmustir (5,13,14). Yapilan epidemiyolojik
calismalarda AH’deki patolojik bulgular ile iliskili oldugu goriilen inflamatuar olaylarin
NSAIl kullanim ile azaldigi, hastaligin ilerlemesinin yavasladigi veya baslangicinin

geciktigi goriilmiistiir (4,69,70).

Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar antiinflamatuar etkilerini; sitokin {iretiminde
modifikasyon, bazi hiicrei¢i olaylarin ve hiicre membraninda lipid ¢ift katmanda hasar
inhibisyonu, NF-xB aktivasyonu gibi mekanizmalar ile saglar. Aspirin, antiinflamatuar
aktivitesini, COX enziminin aktif bolgesi olan serin rezidiisiinde asetilasyon ile saglar.
Aspirin ve salisilatlar, IK kinaz B (IKKP) enzimine baglanarak enzime ATP
baglanmasin1 engellemek suretiyle enzimi inhibe etmektedir (20). Molekiiler
inflamasyon hipotezi, yaslanma ile artan oksidatif stresin redox-sensitif faktoér; NF-kB
aktivasyonuna neden oldugunu ortaya koymaktadir. NF-kB ise proinflamatuar

sitokinlerin transkripsiyonunu diizenler (20).

Beyin, COX-1 ve COX-2 izoformlarinin her ikisini de igerir. Diger dokulardan
farkl1 olarak beyinde normal fizyolojik durumlarda da COX-2 ekspresyonu olur.
Beyinde COX-2 diizeyleri inflamatuar sinyaller ve fizyolojik ndronal plastisite ile
dinamik bir sekilde regiile edilir. COX-2, serebral korteks, hipokampiis ve amigdaladaki
eksitatdor noronlarda mevcuttur ve bu da COX-2’nin ndrotransmisyon ve postsinaptik
sinyalizasyonda rol oynadigim1 dislindirmektedir (26,29). COX-2 f{riinleri olan
PG’lerin adrenerjik, noradrenerjik ve glutamaterjik transmisyon iizerinde modiilator
etkileri oldugu ve PG’lerin kolinerjik reseptdr aktivitesinin regililasyonunda da yer aldig1
goriilmistiir. Bu gozlemler ve diger calismalardan elde edilen bulgular bize COX-2’nin
noronal plastisite, sinaptik aktivite ve hafizanin islenmesi sirasinda 6nemli rol

oynadigimi gostermektedir (29). COX-1 izoformu demans1 olan ve olmayan hastalarin
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noronlarinda ve mikroglial hiicrelerinde tespit edilmistir (21). Demansli hastalarda
COX-1 ekspresyonunun frontal ve temporal kortekste arttigi ve mikroglial hiicrelerde
COX-1’in varliginin amiloid plak olusumu ile ilgili olabilecegi diistintilmektedir.
Alzheimer hastalarinda frontal korteks, talamus ve hipokampal alanlardaki biiyiik ndron
gruplarinda COX-2 ekspresyonunun arttigi goriilmiistiir. Ayrica, ndrofibriler yumaklari
olmayip amiloid plaklar1 artmis heniiz demans gelismemis bireylerde de COX-2
ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir. Bu bulgular COX-2"nin AH’nin erken evrelerinde
rol oynadigini diisiindiirmektedir (21). NSAIi’lar, COX enzimi iizerinden daha 6nce de
bahsedildigi gibi ¢esitli diizeylerde ve ¢esitli basamaklarda inhibisyon yapmaktadir
(20).

Smith ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir caligmada geng ve yash sicanlara oral yolla
kronik aspirin uygulamislardir (3). Geng si¢anlarda anlamli bir fark olusmazken, aspirin
uygulanan yash sicanlarda 6grenme hizinda artis saptanmistir. Calismada siganlarin
performanslart Morris su labirentinde degerlendirilmis ve kavrama yeteneklerinde
iyilesme anlamli sekilde yash sicanlarda gozlenmistir. Bu makalede de goézlenen
aspirinin yasa 0zgiil etkileri, insanlarda yapilan bazi 6n ¢aligmalara da yansimistir.
NSAIil’lerin demansi olmayan orta yash bireylerde kavrama fonksiyonunda iyilestirme
Ozelliginin olmadig1 fakat geriatrik bireylerde (ortalama yas 77.4) mental yetenekleri
arttirdigt  goriilmiistiir. Ayrica yash bireylerdeki NSAIl kullanmminm kavrama

fonksiyonunda bozulmaya kars1 koruyucu bir etkisi oldugu gortilmistiir (3).

Insanlar {izerinde yapilan retrospektif klinik calismalarda, en az iki yildir NSAII
veya aspirin kullanmakta olan yash bireyler ile bu ila¢ tedavilerini almayan bireyler
karsilastirildiginda grubun ancak yarisinda AH gelistigi saptanmistir. Ancak kullanilan
NSAII tiirii ve kullanilma siiresinin son derece énemli oldugu belirtilmistir. U¢ farkli
merkezde yiiriitiilen ii¢ ayr1 ¢alismanin sonucunda NSAII’larin néroprotektif etkilerine

isaret edilmistir (71).

Insan néroblastoma hiicre kiiltiiriinde aspirin ve askorbik asitin etkilerinin
incelendigi invitro bir ¢alismada, aspirinin, IL-1p ile indiiklenen PGE, sentezini doza
bagimli olarak inhibe ettigi, yiiksek doz askorbik asitin de tek basina IL-1B ile
indiiklenen PGE, biyosentezini doza bagimli olarak inhibe edebildigi saptanmistir. Bu

calismada PGE, iiretiminin aspirin ile inhibisyonuna askorbik asit sinerji saglamistir.
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Diger bir deyisle aspirin ve askorbik asit kombinasyonu aspirinin tek basia yaptigi
inhibisyonu 15 kat daha giiclii hale getirmis, askorbik asit, diger COX inhibitorleri (SC-
58125, indometazin) ile kombine edildiginde ayni sinerjik etki saptanmamuistir.
Calismanin ikinci adiminda askorbik asit ve aspirin kombinasyonu invitro modelde tek
tek veya bir arada COX-2 expreyonuna etkisi olmadig1 saptanmistir. Ugiincii adimda
indiiklenebilir PGE sentaz (mPGES-1) expresyonu lizerine askorbik asit ve aspirin +
askorbik asit kombinasyonunun etkisi incelenmigtir. IL-1p ile mPGES-1 expresyonunun
upregiilasyonunun saglandig1 ve askorbik asit ve askorbik asit + aspirin kombinasyonu
ile inhibe edilemedigi saptanmistir. Askorbik asit, COX aktivitesini direk inhibe
edememektedir. Askorbik asit, COXI1/2, mPGES-1 gibi anahtar enzimlerin
expresyonunu azaltamamaktadir (32). Broe ve arkadaslar1 diisiik doz aspirin uygulamasi
sonrasinda vaskiiler veya diger demans tiplerinde degil ama AH tipi demans ile aspirin

uygulamasi arasinda negatif korelasyon saptamislardir (72).

Jones ve arkadaslari, yaptig1 bir ¢alismada saglikli yash hastalara tek doz ve
multipl doz olmak {izere iki sekilde indometazin uygulanmigtir. Sensorimotor
koordinasyon ve kisa siireli hafiza degerlendirmesinde indometazinin yararl etkileri
goriilmiis  fakat dikkat ve psikomotor testlerde Onemli bir degisiklik

saptanamamistir(73).

Diger taraftan Jenkinson ve arkadaslar1 ile Mcgeer ve arkadaslar1 yaptiklar
calismalarda NSAII kullanimi ile AH baslangicinin gecikmesi arasinda paralel bir iliski
tespit etmemislerdir (74,75). Sharifzadeh ve arkadaslarinin Morris su labirenti ile
yaptig1 bir ¢calismada egzersiz donemi sonrasi selekoksibin (selektif COX-2 inhibitorii)
intrahippokampal inflizyonu ile siganlarda mekansal hafiza olusumunun bozuldugu
gosterilmistir (29). Teather ve arkadaslarinin yaptigi bir diger ¢alismada selektif ve non
selektif COX inhibitérii uygulanmis ve Morris su labirentinde degerlendirilmis;
calismanin sonucunda mekansal hafizanin bozuldugu goriilmiistiir (76). Yaslanmayla
iligkili hipokampal fonksiyonlarda azalma ve hipokampiise dayali hafiza fonksiyonunda
azalma daha oOnceki caligmalarda kanitlanmistir (2). Bizim caligmamizin amact oral
yoldan kronik olarak 10 hafta boyunca antiinflamatuar dozda uygulanan asetil salisilik
asit, C vitamini ve asetil salisilik asit + C vitamini kombinasyonunun yash siganlarda
O0grenme ve hafizaya etkilerini degerlendirmek idi. Morris su labirentinde mekansal

hafizay1 degerlendirmekte kullanilan iki parametre olan &grenme siirelerini ve sakl
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platform kaldirildiktan sonra hedef kadranda kalma siirelerini degerlendirdik. Morris su
labirentini tim gruplar 6grenmistir ancak ASA+C vitamini grubu anlamli olarak daha
kisa siirede 6grenmis ve test giinlinde hedef kadranda daha uzun siire gec¢irmistir. Her
iki parametre acisindan elde edilen verilerin 1s181inda morris su labirentinde tek basina
kronik asetil salisilik asit kullanimi ile degil ama asetil salisilik asit ve askorbik asit
kombinasyonuyla hipokampiise dayali mekansal hafiza performansinda gelisme
saglanmistir. Bu calismada hipokampiiste herhangi bir proinflamatuar sitokin diizeyine
bakilmamistir. Ancak yaslanma ile hipokampiiste IL-1p, IL-6, TNF-a, COX-2 ve iNOS
gen ekspresyonunda artis ve COX aktivitesi sonucu TXA;, PGI, iiretiminde artis ve
reaktif oksijen tiirlerinin arttigi saptanmistir (2,5,13,14). Diyette antioksidanlarin
bulunmasi hipokampiiste yas ile iligkili IL-1p artisint ve LTP’daki bozulmayi
hafifletmektedir (2). Gemma ve arkadaslari, antioksidanlardan zengin diyet ile
beslenmenin serebellumda yasla iliskili TNF-a mRNA’sindaki artist hafiflettigini
saptamislardir (77). Bizim calismamizda da antioksidan aktivitesiyle 6nem kazanan C
vitamini katkis1 hipokampiise dayali mekansal hafiza testinde fark yaratmistir. Bu etki
asetil salisilik asitin antiinflamatuar etkisine askorbik asitin antioksidan etkisinin
katkisiyla yarattig1 sinerjiden kaynaklaniyor olabilir ¢linkii ayni etki C vitamini ile tek

basina veya asetil salisilik asit ile tek basina saptanamamustir.

Yash sicanlarda yapilan standart testlerde ve mekansal hafiza testlerinde
o0grenmede bozukluklar oldugu goriilmiistiir. Bu bozukluklarin hiicresel ve molekiiler
mekanizmalart heniliz tam olarak anlagilamamistir. Fakat bu defisitlerin temelinde
Ozellikle hipokampiiste yogun olarak bulunan NMDAR’nin biiyiik rol oynadigi
diisiiniilmektedir. NMDAR’nin, 6grenme ve bellegin hiicresel substrati varsayilan
LTP’nun bazi formlarimin indiiksiyonunda esas rolii oynadigi diisiiniilmektedir (2).
Yagh sicanlarda yapilan bazi c¢alismalarda NR1 ve ozellikle NR2B subtipi
ekspresyonunun énemli 6l¢iide azaldig1 goriilmiistiir. Bunun sonucunda 6grenme, bellek
ve LTP’daki yasa bagl defisitlerin altinda yatan mekanizmanin NR1 ve 6zellikle de
NR2B subtipindeki azalma oldugu diistinlilmiistiir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde
hem noéronal nAChR’lerinin hem de NMDAR’lerinin down regulasyona ugradigi
goriilmiistiir (78). AH’nin noropatolojisinin ilerlemesi ile birlikte NR1 ve NR2B
subtipleri mRNA ekspresyonunun onemli Olgiide azaldigi fakat NR2A subtip
ekspresyonunun degismedigi goriilmiistiir (69). Alzheimer hastalarinda NMDAR’leri,
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Ozellikle de NR1 ve NR2B subtiplerinin azalmasinin, hafiza bozukluguna katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Reseptor fonksiyonunda asir1 artis da, yetersiz reseptor
fonksiyonu da ¢esitli bozukluklara yol agmaktadir. Alzheimer hastalarinda azalmis
NMDAR fonksiyonu hafiza bozuklugunu kétiilestirirken, bir yandan da Ca™ akisim
azaltarak eksitotoksisiteyi azaltmaktadir (79).

Mesches ve arkadaslari, NSAIl’larin diyetsel uygulamasinin yasa bagl hafiza
bozukluklarina etkisini tespit etmek amaciyla sulindak (non selektif COX inhibitorii) ile
bir calisma yapmislardir. Yash siganlara 2 ay siire ile oral yolla sulindak verilmistir.
Ogrenme ve hafiza performansinin test edildigi 2 ayr1 sistem olan, 1smsal kollu su
labirenti ve “contextual fear conditioning” sistemi ile sulindakin hipokampiise bagl
hafizadaki yasa bagli bozulmalar1 azalthd goriilmiistir. Aym ¢alismada NSAII
uygulanmasinin, hem NR1 hem de NR2B subunitlerinde yasa bagli defisitleri
iyilestirdigi goriilmiistiir. Daha 6tesi, hem 1sinsal kollu labirent hem de “contextual fear
conditioning” performanslar1 ile NR1 ve NR2B arasinda zayif ama onemli bir
korelasyon saptanmistir. Bu ¢alismada yaslanmanin NR2A subuniti tizerine anlamli bir
etkisi saptanmamuistir. Sicanlarda, NR2B subtipinin fazla ekspresyonunun mekansal
O0grenme ve hafizay, NMDAR fonksiyonunu ve LTP’u arttirdigi goriilmiistiir.
Dolayisiyla yash sigcanlarda NR2B subunitindeki azalmalar bozulmus hafiza ile korele
olabilir. Tiim bunlar sulindakin subkronik uygulamasinin yasa bagli glutamaterjik
hipofonksiyonu ve hafiza bozukluklarim1 NR1 ve NR2B diizeylerini arttirarak
diizelttigini diislindiirmektedir (2).

AH’da bir ¢ok norotransmitter sistemi etkilense de kavrama fonksiyonunda
bozulma ile iligkilendirilen kolinerjik disfonksiyon en c¢ok suclanan sistemdir.
Norotransmitter liretimindeki degisiklikler O6rnegin ACh sentezleyen enzim olan
kolinasetiltransferaz (ChAT) aktivitesinde azalma ve/veya reseptor diizeyinde fonksiyon
degisiklikleri 6rnegin nAChR’de nikotinik baglanma bolgelerinde farmakolojik
ozelliklerinde degisiklikler olabilmektedir. Alzheimer hastalarinin postmortem kortex
dilimlerinde western blotting yontemiyle nAChR’lerinin a4 ve a7 izoformlar ¢aligilmis
ve kontrol grubuna gore 04 ve a7 izoformlarinda sirasiyla %40 ve % 17 oraninda

anlaml bir diistikliik saptanmstir (80).
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Hipokampilise = dayali  mekansal  hafizayr  degerlendirdikten  sonra
hipokampiislerde NMDAR’lerinden NR2A, NR2B ve nAChR’lerinden a7 ve a4[2
subtiplerini western blotting analizi ile inceledik. Kronik asetil salisilik asit ve C
vitamini kombinasyonu yaslanma ile NMDAR fonksiyonunda olugsan olumsuz
degisiklikleri hafifletilebilecegini gostermektedir. NR2A subunitinde anlamli bir fark
olusmazken, NR2B subunitinde ASA+C vitamini grubu, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda % 47’ lik artig; C vitamini grubu ile karsilastirildiginda % 38’lik
artis saptanmustir. Bu noktada yine asetil salisilik asit etkisine C vitamini katkisin
gormekteyiz. nAChR subiinitlerinden a7 izoformunda yine ASA grubu ve ASA+C
vitamini grubu kontrol grubuna gore anlamli olarak artmis (sirasiyla %33, %43)
bulunmustur. Asetil salisilik asit ile C vitamini kombinasyonu mekansal hafiza testinde
ve NR2B reseptor konsantrasyonunda oldugu gibi ciddi bir sinerji saglamistir. Bu
calismada oral yoldan antiinflamatuar dozda verilen asetil salisilik asit ve insanlarin
glinliik almasi gereken doza karsilik gelen C vitamini dozu ile yaslanma ile iligkili
O0grenme problemlerinin hafifletilebilecegi saptanmistir. Bu etkiyi proinflamatuar
sitokinleri azaltmak, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu azaltmak ve 6grenme reseptor
konsantrasyonunda degisiklik yaratmak gibi etkilerin tiimiinii bir arada saglayarak
gerceklestiriyor olabilir. Asetil salisilik asit ve C vitamini kombinasyonunun yarattigi
sinerjinin altinda yatan mekanizmanin antiinflamatuar etkiden kaynaklanip
kaynaklanmadigini  gostermek ig¢in  proinflamatuar sitokin  diizeylerini  de
degerlendirmek ve asetil salisilik asitin farkli dozlar ile ayni etkilerin saglanip

saglanamayacagini degerlendirmek gelecekteki calismalarimizin hedefi olacaktir.
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OZET

Kronik Asetil Salisilik Asit Uygulamasinin Yash Sicanlarda Uzamsal Hafiza,
NMDA Reseptorlerinden NR2A,NR2B ve Nikotinik Kolinerjik Asetilkolin
Reseptorlerinden a7 ve a4p2 Subtiplerine Etkileri

Inflamasyon birgok norodejeneratif hastaligin patogenezinde rol oynar. Normal
yaslanma siirecinde hem sistematik olarak hem de santral sinir sisteminde (SSS) kronik
bir inflamasyon olay1 meydana gelmektedir. NSAIi’lar, siklooksijenaz (COX) enzimini
inhibe ederek inflamasyonu azaltmaktadir ve sonu¢ olarak pro-inflamatuar
prostoglandinlerin (PG) tiretimini sinirlandirmaktadir. Diger taraftan aspirin ile saglanan
COX inhibisyonuna bagli proinflamatuar sitokin inhibisyonunun C vitamini tarafindan
desteklendigi One siiriilmiistiir. Hipokampiisde yaygin olarak bulunan ve 6grenme ve
hafizada etkili oldugu diisiiniilen N-metil-D-aspartat reseptorlerinin (NMDAR) ve
nikotinik asetil kolin reseptorleridir (nAChR). Biz de bu bilgilerin 1s18inda, yash
sicanlarda NSAII arasinda yer alan aspirinin kronik uygulanmastyla NMDAR (N-metil-
D-aspartat reseptorii) subunitlerinden NR2A (N-metil-D-aspartat 2A subuniti) ve NR2B
(N-metil-D-aspartat 2B subuniti) konsantrasyonu ve nikotinik asetilkolin reseptorii
(nAChR) izoformlarindan a7 , a4fB2 konsantrasyonunun nasil etkilendigini ve mekansal
hafizaya etkilerini incelemeyi amacladik.

Yash siganlar (16-18 aylik) kontrol, asetil salisilik asit (ASA) verilen grup ve C
vitamini verilen grup ve ASA+C vitamini verilen grup olmak tizere 4 gruba ayrildi. 10
hafta siire ile kontrol grubuna serum fizyolojik, diger gruplara ASA ve C vitamini oral
gavaj ile verildi. Bu siirenin sonunda hayvanlar Morris su labirentinde egitim ve
O0grenme testine tabi tutuldu ve dekapite edilerek hipokampiisleri ¢ikarildi. Hipokampiis
homojenatlarinda NR2A, NR2B subunitleri ve nAChR a7 , 04p2 izoformlar1 Western
Blot yontemi ile ¢alisildu.

Morris su labirentinde karsilastirilan 6grenme siireleri ve hedef kadranda gecen
stire agisindan ASA+C vitamini grubunda istatistiksel olarak anlamli fark elde edilmistir
(p<0,05). NR2A reseptdr expresyonu icin her 4 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmazken (p>0,05), NR2B reseptor expresyonu ASA+C grubunda %47’lik
bir artis (p<0,05) saptanmistir. nAChR a7 izoformu ise yine ASA+C vitamini ve ASA
grubunda sirasiyla %43 ve %33°lik artis (p<0,05) saptanmistir. nAChR o042
izoformlar1 agisindan kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanamanustir. Bu verilerin 1s131nda NSAI’larin antioksidan bir vitamin olan C
vitamini ile yash sicanlarda kavrama fonksiyonda iyilesme sagladigi ve bu etkiyi ise
NR2B expresyonu ve nAChR a7 izoformu expresyonu artist ile sagladigini soylemek
miimkiindiir.

Anahtar sozciikler: Asetil salisilik asit, Mekansal hafiza, NMDAR, nAChR
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SUMMARY

Effects Of Chronic Administration Of Acetyl Salisilic Acid On Spatial Memory
and NMDAR Subtypes NR2A And NR2B and also Effects on nAChR subtypes a7
and o4p2

Inflammation plays a part in patogenezis of many neurodejenerative disordes. At
normal ageing process chronic inflammation status takes place systematically and at the
central nervous system. NSAIDs inhibits COX enzyme and limits the proinflammatory
PG production. On the otherhand COX inhibition which is obtained by the aspirin is
supported by vitamin C supplementation. NMDARs and nACHRs are thought to be
effective at learning and memory process. According to this data we administer chronic
acetyl salisilic acid to aged rats and determine the effects of acetyl salisilic acid on
spatial memory and effects on subunit concentration of NMDARs; NR2A and NR2B
and nAChRs; a7 , a4pB2 isoforms.

The aged rats (16-18 months) were divided into four groups as control group,
acetyl salisilic acid (ASA) group, Vitamin C group and ASA+C group. For an ten
weeks the control group was given saline and the other groups were given ASA and
vitamin C by oral gavage. At the end of this period the rats were trained at the Morris
water maze and tested at the end of training. Their hippocampi were exctracted. Than
NR2A, NR2B subunits and nAChR a7 , a4p2 isoforms were assessed by Western
Blotting analysis. Escape latencies and time spent at the target quadrant of groups were
compared and data of ASA+C group was statistically significant (p<0,05). NR2A
expression of the groups were not statistically significant but NR2B expression of
ASA+C group were compared to control group and %47 of increase were determined
and this data was statistically significant (p<0,05). Expression of nAChR a7 isoform of
ASA+C and ASA groups were increased (respectively %43 and %33) and these data
were statistically significant. When compared with the control group, expression of
nAChR 042 isoform were not altered and was not statistically significant (p>0,05).

In conclusion we find out that NSAIDs with an antioxidant vitamin C develops
cognitive performans at aged rats and this effect should be related to the increase of
expression of NMDARs and a7 isoform of nAChR.

Keywords: Acetyl salisilic acid, spatial memory, NMDAR, nAChR
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