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1.GIRIS

Nikotin piridin ve pirolidin halkasindan olusan ve tobacco bitkisinin yapraklarindan
izole edilen alkaloid bir bilegiktir. Sigara dumaninin 6nemli bir komponentidir (1).Nikotin kan
beyin bariyerini gegerek endojen nérotransmitter ACh gibi davranir ve beyinde birden ¢ok
reseptdr subtipiyle etkilesime girer (2).

Sigara tiryakilerinde nikotinin, 6zellikle dikkat isteyen iglerde performansi arttirdig:
gosterilmigtir. Sigara kullanmayanlara nikotin yamalar1 yapistirilarak dikkat ve uyaniklikta
gelisme saglandifi rapor edilmistir (3). Alzheimer hastaliginda (AH) kognitif
disfonksiyonunun kortex ve hipokampusta nikotinik reseptorlerde dramatik bir diisiisle
beraberdir. Bu veriler nikotin ile nikotinik astilkolin reseptorleri (nAChR) {izerinden
ndroprotektif etki saglanabilecegini diigtindiirmektedir (4-6).

Nikotinik bazli terapotik yaklasimm AH, Sizofreni, Dikkat Bozuklugu ve Hiperaktivite
Hastahif gibi gesitli kognitif bozukluklarla seyreden hastaliklarin tedavisinde yararli olabilir
(5,6).

Rat hipokampiisiinde a7 nikotinik reseptorler yiiksek konsantrasyonda bulunmustur.

Nikotinik a7 reseptorlerin fonksiyonel rolii hala aragtirilmaktadir. a7 nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin ratlarda selektif stimiilasyonu ile hafizanin gelistirilebildigi g6sterilmistir. Bu
etki igin hipokampiistin kritik bir bslge oldugu diigiiniilmiistiir. o7 nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin stimiilasyonu bu reseptorleri hipokampal long term potensiyalizasyon (LTP)
olay: ile iligkilendirilmigtir. Selektif a7 agonistlerle yapilan deneysel ¢aligmalarda geng ve
yagh ratlarda kisa siireli hafizay: anlamli bir sekilde gelistirebildigi saptanmugtir (4).
Nikotin direk nikotinik reseptér subtipleri iizerinden ve ¢esitli norotransmitterlerle
etkilesimlerle kompleks ve gesitli etkilerini gosterir. Bu etkilesimlerin mekanizmasimi
anlamak hafiza fonksiyonu tizerine nikotin etkisinin kompleks dogasim anlamaya yardimci
olacaktir. Nikotin gesitli nérotransmitterlerin salintmim stimiile eder. Hafiza {izerine nikotinik
etkilerin 6nemli y6nii nikotin ile indiiklenen ndrotransmitter sahiniminin sekonder etkileriyle
yonlendiriliyor olabilmesidir (7).

Glutamat reseptdr sistemi ve nikotinik sistem arasinda direk etkilesim vardir. Nikotin
glutamat salimmim stimiile etmektedir. Cok gesitli farmakolojik etkileri de bu mekanizmayla
yonlendiriliyor olabilir. Glutamat reseptor sistemleri 6zellikle de glutamat N-metil-D-aspartat
tercih eden reseptér (NMDAR) subtipinin hafiza fonksiyonu fizerinde ¢ok &nemli oldugu
gosterilmigtir. Ozellikle kognitif fonksiyonla ilgili olarak, hipokampiiste nikotin ile
indiiklenen glutamat salinimi ¢ok Snemlidir. Daha 6nceki galismalarda hipokampal glutamat



NMDA sistemleri ve hipokampal nikotinik sistemler hafiza fonksiyonu igin &nemli
bulunmuslardir (7).

Eksitat6r sinaptik transmisyon nAChR’lerinin modiilasyon i¢in muhtemel hedefidir.
Nikotin, presinaptik nAChR lerini aktive ederek glutamat salinimi yapan sinir terminallerine
Ca'? iyonlarimn girigini saglayarak glutamaterjik sinaptik agirimi arttirdigy diistiniilmektedir
(8). Salinan glutamat kognitif islemlerde 6zellikle rol oynayan NMDAR tipinin de i¢inde
bulundugu ¢ok sayida postsinaptik reseptdrii aktive eder. Postsinaptik hiicrelerdeki NMDAR
kanallarindan Ca*? kalmodulin aktive olur. Kalmodulin ise nitrik oksit sentazs (NOS) stimiile
ederek nitrik oksit (NO) iiretilmesini saglar. Sonugta NO soluble guanilil siklaz: aktive ederck
c¢GMP iiretir. N6ronal olarak iiretilen NO*nun hafiza formasyonunda rol oynadigina dair baz
kanitlar vardir. NO, nikotinin MSS’de etkisinde araci veya sonu¢ molekiillerden biri gibi
gériinmektedir. Bu yaklagimlarin 1s1§inda ¢aligmamizda hipokampiis NO diizeylerini
inceledik (8-10).

Serbest radikaller, AH, Parkinson hastaligi (PH) gibi yaslanma stirecinin kronik
hastaliklarinin baglamasinda ve ilerlemesinde Onemli rol oynarlar (11,12). Yaslanma
siirecinde oksidan ve antioksidan sistem arasindaki denge daha ¢ok oksidan yone
kaymaktadir. Ancak PH ve AH riski ile sigara kullanimi arasinda ters bir orant1 oldugu ¢esitli
epidemiyolojik aragtirmalarla ortaya konmustur. Sigara dumamni igindeki bilesiklerden biri
olan nikotinin bu etkilerden sorumlu oldugu ileri siiriilmiigtiir. Bilimsel ¢aligmalar
gOstermigtir ki sadece sigara kullammi degil nikotin sakizi, nikotin yamalar1 da PH’de
tremorlan: ve bradikineziyi azaltir. AH’de de dikkat, bilginin islenmesi gibi fonksiyonlart
geligtirir. Ayrica geng ve yagh ratlarda nikotin tedavisinin kognitif fonksiyonlari diizelttigi
gorilmiistiir (13). PH ve AH patogenezinde serbest radikaller ve demir (Fe) ile indiiklenen
oksidatif stresin rol oynadigma dair kamtlar artmaktadir. (13) PH ve AH’de nikotinin
sagladif1 yararli veya koruyucu etkilerin en azindan bir kisminin antioksidan mekanizmalarla
iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. (2)

Biz de bu c¢aligma ile subkronik nikotin uygulamasinin 6grenme ve hafiza ile iliskili
yollarda gérev yapan NR2A, NR2B ve bunlarin hipokampiis a7 nAChR konsantrasyonuyla
iligkisini ve reseptér konsantrasyon degisimleriyle doku malondialdehit (MDA) ve NO
diizeylerine bakarak oksidan sistem ile arasindaki iligkiyi saptamayi amagcladik.



2.GENEL BiLGILER
2.1.Nikotin

Nikotin piridin ve pirolidin halkasindan olugan ve tobacco bitkisinin yapraklarindan
izole edilen alkaloid bir bilesiktir. Sigara dumammin Snemli bir komponentidir (1).
nAChR’leri iizerinden noronlarda ve diger hiicrelerde agonist gibi davramrlar. Nikotin kan
beyin bariyerini gegerek endojen ndrotransmitter asetilkolin (ACh) gibi davranir ve beyinde
birden ¢ok reseptdr subtipiyle etkilesime girer (2). Nikotin MSS’yi etkileyerek yiiksek
derecede tiryakilige neden olur. Insanlarm en sik kullandigi maddedir. Sadece sigara
tiryakileri degil sigara kullanmayanlar da pasif olarak nikotine maruz kahrlar (14).

Tiitliniin genel 6zellikleri:

Tiitiin yaklastk 3500-4000 bilegik igerir. Dumam gaz ve partikiil fazlarna ayrilabilir. Gaz
fazi; baslica karbonmonoksit, karbondioksit, nitrojen oksid, amonyak, voletil nitroaminler,
hidrojen siyaniir, voletil hidrokarbonlar, alkol, aldehit ve ketonlardan olugur. Bunlar 6zellikle
solunum yollarinda silya hareketlerini inhibe ederler.Partikiil faz1 ise nikotin ve katrandan
olusur. Katran baglica karsinojen olarak bilinen polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve
radyoaktif maddeleri igerir (15).

Nikotinin genel 6zellikleri:

Nikotin MSS’inde néroregiilator sistemler tizerine dogrudan ve dolayl: etkilerle fizyolojik,
biyokimyasal ve davramgsal fonksiyonlari etkilemesi ve tiitline bagimhilify tetiklemesi
agisindan Snemlidir (16,17).

Nikotinin tiim membranlardan solunum yollarindan, mideden, ince barsaktan emilimi ¢ok
hizhidir. Cok kisa siirede beyne ulagir. Sigara i¢iminden sonra nikotinin plazma
konsantrasyonu 25-50 ng/ml' dir. Yarilanma 6mrii 30-60 dakikadir. Nikotinin % 80-90' 1
ozellikle karacigerde, bobrekte ve akcigerde degisime ugrar. En 6nemli metaboliti kotinin ve

nikotin N-oksittir. Nikotin metabolitleri bébrekten atilir (18).

Nikotine cevap doza bagimlidir. Noromiiskiiler baglantilar, otonom ganglionlar ve beyinde
disiik dozlarda uyarici, yliksek dozlarda inhibe edici etkisi nedeniyle bifazik cevaplar
olusturur (17). Kronik kullananlarda tolerans gelisir. Diislik ve yiiksek konsantrasyonlarda
cevap siddeti azalir. Tolere edemeyenlerde kusma, tremor, konvulziyonlar ve agir1 dozlarda
Olime neden olur. Nikotin alimi, bir takim davramgsal ve fizyolojik cevaplar olusturur.



Lokomotor aktivitede artis, beyinde &diil alanlarin uyarilmasi, 6grenme hafiza gibi
entellektiiel fonksiyonlar fizerine iyilestirici etkileri yaninda baz: periferik etkiler olusturur.
Sempatik sistemi uyarip, adrenal medulladan epineftrin salgilatarak kalp hiz1 ve kan basincim
arttinr. Kemoreseptorleri uyarip solunum hizinda ve kalp hizinda artiga neden olur. Nikotinin
nororegiilator sistemler iizerine etkilerini anlayabilmek i¢in spesifik kolinerjik néronlar ve
buralardaki reseptérleri iyi bilmek gerekir. Spesifik kolinerjik néronlar ve nororegiilator
etkiler arasindaki iligkiler genellikle nikotinik kolinerjik ve muskarinik kolinerjik blokerler
kullanilarak aragtirilmustir. nAChR'lerinin en spesifik antagonisti kan beyin bariyerini
rahatlikla gegebilen mekamilamindir. Periferik ganglionik antagonist hekzametanyum ve
muskarinik antagonistler atropin ve skopolamin nAChR'leri tizerinde ¢ok daha az etkilidirler
(17,19). Nikotinin hem merkezi, hem de periferik etkilerini nAChR’leri araciliiyla gosterir.

2.2. Kolinerjik Sistem

Sempatik ve parasempatik sistemin 1. sira ndronlarindan ve parasempatik sistemin 2.
sira noronlarindan olusur. Bu noronlarin ganglionlardaki veya noroefektdr kavsaklardaki
akson uglarindan saliverilen ve sinaptik agirirmdan sorumlu olan nérotransmitteri asetilkolindir
(20).

2.2.1. Asetilkolin (ACh)

ACh, kolinerjik sinir uglarindan Kkolinin enzimatik asetilasyonu ile sentezlenir. Bu
olay1 katalizleyen enzim kolin asetiltransferazdir (ChAT) (21). ChAT sinir sisteminde
Ozellikle ACh sentezlenen bolgelerde bulunur. Kolinerjik néronlarda, ChAT, sinir
terminallerinde konsantre olur. Somada sentezlendikten sonra aksona gider. ChAT
sinaptozomal fraksiyonda primer olarak stoplazmadadir. Fizyolojik sartlarda ChAT enziminin
depo vezikiillerin disina baglandigina inanilmakta ve bu lokalizasyonda sentezlenen ACh
tercihen vezikiile girmektedir. Asetil kaynagi, sinir ucundaki mitokondrilerde sentez edilen
asetil koenzim A’dir. Memeli beyninde ACh sentezi igin kullamilan asetil koenzim A
glukozdan kaynaklanan piriivattan gelir. Kolin sinir ucuna sinaps veya kavsak araligindan
aktif transport suretiyle aliir. Kolin kaynaklari; aralikta yikilan ACh’den olusan kolin,
viicutta yikilan fosfolipidlerden olugan kolindir. Kolinerjik sinir ucu membraninda kolini
igeriye pompalayan bir kolin uptake mekanizmasi (kolin pompasi) vardir. Bu pompa protein
yapidadir, kolini 1-5 pM K, ile Na* bagimli yiiksek affiniteli uptake sistemi ile alir. Diger
dokularmn kolin uptake sistemleri diisiik affinitelidir (K 10-100 uM ). ACh’nin kendisi geri

alima ugramaz. ACh olusumu bu uptake mekanizmasiyla belirlenen intraselliller kolin



konsantrasyonuyla sinirlandirilir. Hemicholinium-3 yiiksek affiniteli kolin uptake sisteminin
potent inhibitSriidiir. K; ‘si submikromolar diizeyindedir (20,22).

ACh sentezinde hiz kisitlayan basamak kolinin membrandan transportudur. Kolinerjik sinir
etkinliginin artmasi ile fazla ACh saliverilir ve ACh’nin yikimi ile aralikta fazla kolin
olugturulur. Bu da kolin transportunu hizlandirir. Sinir ucunda ACh asir1 derecede olusursa
kolin, kolin kinaz enzimi ile inaktif fosfolipidlere doniistiiriiliir (20).

Kolinin asetillenmesi esas olarak stoplazma i¢inde olur. Boylece olusan ACh 30-60 nm
capindaki vezikiiller iginde depolanir, bunlara depo vezikiiller denir.

Vesamicol, vezikiiler ACh uptake’ini selektif olarak bloke eder. Inhibisyon non kompetitiftir.
Bu da ACh‘nin baglanma bélgesinden bagka yere etkidigini ifade eder. Vesamicol, yeni
sentezlenmis ACh’nin uyarilma sonucu salmimin, yiikksek affiniteli kolin uptake’ini, ACh
sentezini veya Ca’” akimim anlamli bir sekilde etkilemeden antagonize eder. Vezikiiler ACh
uptake mekanizmasinin blokajina sekonder olarak ACh salmimi engellenir. Bu da depo
vezikiillerin ACh saliniminin bir pargasi oldugunu gésterir (20,22).

ACh’nin saliverilmesi: Sinir ucunun depolarizasyonuyla ACh sinaps veya kavsak araliina
saliverilir. Saliverilme parsiyel ekzositoz yoluyla olur. Soyleki; vezikiil membram stoplazma
membranina belirli noktalarda yapigir, temas bolgelerinde membranlar erir ve depo vezikiiller
igindeki ACh molekiilleri aralifa atilir. Daha sonra membran iizerinde olugan delik kapanur.
Igerigini bosaltan ve stoplazmada kalan bos vezikiiller tekrar ACh depolamada kullanilirlar.
Bu saliverilme sekline kuvantal saliverilme denir. Sinir ug¢larindan istirahat halinde iken
ndrotransmitterlerin sizmas1 da miimkiindiir buna non-kuvantal bi¢imde saliverilme denir.
Eksitasyon ile saliverilme arasndaki iligkiyi Ca™ iyonlar: saglar. Sinir ucunun
depolarizasyonu membran igindeki voltaja bagimli Ca™ kanallarim agar ve Ca*? igeri girer.
Presinaptik kolinerjik uglardaki fonksiyonel, voltaja-bagimli Ca*? kanallar, genellikle N tipi
kanallardir.

Presinaptik uglarda vezikiillerin iki havuz halinde bulunduklan gosterilmigtir.
Saliverilmeye hazir havuz, presinaptik ugtaki toplam vezikiil sayisinin ufak bir kismini
olusturur ve oradaki vezikiiller stoplazma i¢inde serbest durumdadir. Sinir ucu depolarize
edilince bu havuzdaki vezikiillerin az bir kismu yukarida belirtilen olaylar sonucu stoplazma
membranina yanagir. Fiizyon yaparak igerdigi molekiilleri izla sinaps veya kavsak araligina
saliverir. Cok daha biiyiik olan ikinci havuz hiicre iskeletine baglanmis olan yedek vezikiil
havuzudur. Iki havuz arasinda varolan iki y6nlii dengeyi, vezikiil membraninda yerlesmis olan
fosfoproteinler olan sinapsin I ve II tiirleri diizenler. Depolarizasyon sonucu Ca™*’un igeri
girmesi Ca™ Kalmudiline Bagiml Proteinkinaz II’yi (CAMK II) ve protein kinaz A’y1 aktive



ederek sinapsinlerin fosforilasyonuna ve saliverilebilir vezikiil sayisinin, bagli olan havuz
aleyhine artmasimna neden olur (20,22).

ACh saliverilmesinin modiilasyonu: Noroefektér kavsaklardaki kolinerjik sinir
uclarinda asetilkolin saliverilmesini degistiren bazi reseptorlerin (presinaptik reseptdrlerin)
bulundugu gosterilmistir. Bunlarin bir tiirli muskarinik presinaptik reseptorlerdir. Bu
reseptorlerin aktivasyonu sonucu ACh kendi saliverilmesini azaltir. O halde bu tip reseptorler
otoreseptdr gorevi yaparlar ve bir negatif feedback diizenleme mekanizmasinin bir pargasin
olugtururlar. Atropin ile bu reseptorlerin blokaji ACh saliverilmesini arttirir. S6z konusu
reseptorler, pek ¢ok yerde muskarinik reseptdrlerin M, subtipine uyan 6zellikler g6sterir. Bazi
yerlerdeki kolinerjik sinir uglarinda M; veya M3 subtipi muskarinik otoreseptdrler bulunur.
Kolinerjik sinir uglarinda a-adrenerjik (o, subtipi), dopaminerjik, opioid p ve seratonerjik (5-
HT1-benzeri) reseptdrler de bulunur. Saliverilen norotransmittere uyan otoreseptérler diginda
kalan, biitlin bu reseptdrlere presinaptik heteroreseptérler denir (20).

ACh’nin inaktivasyonu: ACh’in eliminasyonu, sinaps veya kavsak araliginda bol
miktarda bulunan asetilkolinesteraz enzimi tarafindan hidroliz edilerek kolin ve asetik aside
dontistlirilmek suretiyle olur. Histokimyasal teknikler kullanilarak elektron mikroskopisi ile
yapilan incelemeler ad1 gegen enzimin, kolinerjik sinaps veya kavsaklarda hem sinir uglarinda
ve hem de kavsak sonrasi veya postsinaptik membran iizerinde yerlestigini g&stermistir.
Gergek kolin esteraz adiyla da amlan bu enzim, kolin esterleri i¢inde en hizli ACh’i hidroliz
eder. Psodokolinesteraz diye adlandirilan ikinci bir kolin esteraz tiirii asetilkolini daha yavag
pargalar, bu enzimin en hizhi pargaladifi kolin esteri biitirilkolindir. Psddokolinesteraz
kolinerjik sinirlerde ve glia hiicrelerinde 6nemsiz derecede bulunur. Bu yerlerdeki asetilkolin
hidrolizine katkis1 yoktur. Ps6dokolinesteraz plazmada, karacier ve dier organlarda da
bulunur. Buralarda non-selektif bir esteraz iglevi yapar (20,22).

2.2.2. Kolinerjik Sinir Sisteminin Organizasyonu

Ach reseptorleri farmakolojik ozelliklerine gére siniflandirilmigtir. Klasifikasyon
nikotin ve muskarin adli iki alkaloidin reseptdrdeki farmakolojik aktivitesi {izerine kuruludur.
Muskarinik reseptorlerin (mAChR) antagonisti atropin ile, nikotinik reseptérlerin (nAChR)
antagonisti d-ttibokiirarin adli ajanlarin tamamen farkli aktiviteleri vardir. Bu da ACh igin
birden fazla reseptér oldugunu desteklemektedir (20,22,23).

Noromuskiiler kavsaktaki nAChR’leri bazen N; reseptorler olarak belirtilir.
Feniltrimetilamonyum bu reseptorlerin selektif agonistidir. En potenti olan dekametonyum



gibi bisquarterner ajanlar ile membran depolarizasyonu saglanir. d-tibokiirarin kompetitif
antagonisti, yilan a-toksini ise non-kompetitif antagonistidir, irreversible blokaj olur.
Ganglionlardaki nAChRler; N, reseptorleri, 1-1-dimetil-4-fenilpiperazinyum ile stimiile
edilirler. Trimethan tarafindan kompetitif, hexametonyum gibi biquarterner ajanlarca
nonkompetitif olarak bloke edilirler. Bu reseptorler a-bungatoksinine rezistandir (20).

MSS’de ¢ok sayida farkli noronal nAChR vardir. Bunlar kaslardakilerden gok
ganglionlardaki nAChR’lerine benzerler. Glintimiizde MSS’de en az 10 farkli nikotinik
reseptor a subtiniti ve 4 farkli B subtinit geni tanimlanmig ve klonlanmugtir (2).

Nikotinik ve muskarinik reseptdrlerin subtipleri periferik sinir sisteminde ayri anatomik
lokalizasyonlar gdsterirler ve bu da klasifikasyonu kolaylagtirir.

iskelet kaslarinin reseptSrleri noromuskiiler kavsak veya postsinaptik motor son plak
bolgesinde birarada bulunmaktadir (20). Denerve veya embriyonik kaslar gibi innerve
olmayan kaslarda reseptorler kasin yiizeyinde dagilmuslardir ve bu extrajunctional reseptorler
lzla sentezlenip degrade edilirler. Junctional reseptdrlerin turnoveri biraz daha diisiik hizla
olmaktadir ve junctional reseptérler pentamerik yapiday y erine € subiinitinin gegmesiyle
ayirdedilir (22).

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

muskarinik reseptorlerce yonetilir (20).

2.2.3. Kolinerjik Reseptirler (Kolinoseptorler)

ACh’nin otonom sinir sistemi ile ilgili néronlar ve efektor hiicreler tizerindeki etkisine,
birbirinden ¢ok farkli yapida reseptorler olan nikotinik reseptorler ve muskarinik reseptdrler
aracilik eder. Bu reseptorlerin dokudaki dagilimlar1 ve dansiteleri, radyoligand baglanma
yontemleri ile etrafli bir gekilde incelenmistir; Srnegin néromiiskiiler kavsakta ve elektroplak
sinapslarinda radyoaktif iyotla igaretlenmis a-bungarotoksin kullamlarak yapilan deneylerde
nikotinik reseptor dansitesinin postsinaptik membranda 30000/um® dolaymnda oldugu
bulunmustur. Spesifik kolinerjik noronlar ve nororegiilatér etkiler arasindaki iligkiler
genellikle nikotinik kolinerjik ve muskarinik kolinerjik blokerler kullamlarak aragtirilmigtir.
nAChR’lerinin  en spesifik antagonisti kan-beyin bariyerini rahatlikla gegebilen



mekamilamindir. Periferik ganglionik antagonist hekzametonyum ve muskarinik antagonistler
atropin ve skopolamin nAChR’ler tizerinde gok daha az etkilidirler (20).

2.2.4. Nikotinik Asetilkolin Reseptirleri (nAChR)

Ik olarak Electrophorus Californica adli baligin elektrik organindan (elektroplaktan )
sodyum dodecyl siilfat gibi bir anyonik deterjan kullamlarak ¢éziinmesi saglanan nAChR’leri
ayristirilip saflagtinilarak ayrintih sekilde incelenmis, aminoasit sekanslar saptanmigtir (21).
nAChR’ler, yapica ligand kapili katyon kanallaridir. nAChR proteini bes polipeptid
subtinitten olusan pentamerik bir yapiya sahiptir. Bu subiinitlerin aminoasit rezidiilerinin %30
ila 40’1 homologtur. Subinitler o, B, y, 8 ve &’dur. Kaslarda o subiinitinin 2 kopyas: vardir,
diger 3 subiinit B, v ve & tek kopya seklindedir. Ni kotinik reseptdr protein kompleksinin
molekiil agirligi 280kD’dur. Bu subiinitler bir merkezi kavite gevresinde yerlesmiglerdir.
Reseptoriin ¢ok biiylik bir kismu extraselliiler ylizdedir. Bu merkezi kavite bir iyon kanalidir.
Dinlenim durumunda iyonlara gegirgen degildir. Aktive oldugunda 6.5 A° agiliyor. Agik
kanal katyonlara selektiftir. Aslinda Na*, Ca*? ve K" gecirmekle beraber, ACh ile aktive edilip
agildiginda Na' kanali gibi galisir ve depolarizasyona yol agar. Iki a subiiniti ve y ile &
sublinitlerinin o sublinitine bakan yiizleri agonist ve kompetitif antagonist baglanma
bolgelerini olusturur. Dolayisiyla a subiinitine ligand baglanirken, B subiiniti reseptér ligand
baglanmasini ve reseptdriin desensitizasyon hzin1 modiile eder. Ligand kapili katyon kanali
yapisindaki reseptdr ailesinin hepsinde a subiinitinde 128. pozisyondaki sistein ile 142.
pozisyondaki sistein arasinda disulfid kopriisti vardir. Yine o subiinitini tanitan yapisal
ozellik olarak 192-193. sistein aminoasitleri arasinda distilfid kopriisii vardir. Son galigmalar
gostermigtir ki o subtinitindeki 185. ve 200. rezidiiler agonist ve antagonist baglanma
ylizeylerinin bir kismm olusturdugu i¢in Onemlidir. Agonist baglayan bolgeler iceren
rezidiiler tirozin ve triptofan gibi aromatik yan zincirler igerirler ki bunlar agonistlerle
katyonik etkilesimler yaparlar (20,22,23).

Her bir subiinit polipeptid zinciri 4 tane membram kateden 4 hidrofobik segmentten
olusur. Bu transmembran bdlgeler 210. rezidiiden sonradir ve molekiil extraselliiler yiizeyde
amino terminal kisimla son bulur. Bu 4 segment Mj, M, M; ve My olarak
isimlendirilmektedir. M3 ve M, arasinda genis stoplazmik bir loop vardir. Bu intraselliiler
loop serin/treonin kinazlar igindir. M, iyon kanalna gére proximaldedir. o helikal yapidadir
ve kanal ltimenine dogru serin ve treonin rezidiileri igerir. Reseptdriin iyon kanalimn, kanalin
derinliklerinde stoplazmik bolgede yer alan bir kapist oldugu distiniilmektedir. Iyon

selektivitesini kanalin gevresinde yerlesim gosteren her 5 subiinitin yikklii aminoasitlerinin



olugturdugu halka kontrol eder. Bu kontrol bdolgesi extraselliiler kisimda o -Glu 262’den
stoplazmik kisimdaki a-Glu 241°e kadardir. a-Thr 244°e denk gelen pozisyondaki amidlerin
hidrojen iskeletleri ve karbonil gruplar ve hidroksillenmis aminoasidlerin olugturdugu halka
ile iyon selektivitesi ve permeabilitesi ayarlanir (22).

nAChR’leri dinlenim konumundayken ACh’e rolatif olarak diisiik affinite gdsterir.
Agonist baglandiginda, iyon kanali kapali-dinlenim konumundan agik konuma geger, Na', K,
ve Ca*? akimu olur. Aktivasyon esnasinda ACh’e ilgi artmustir, allosterik etkilesimle diger bir
ACh molekiiliiniin baglanmasi artmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda ACh varliginda
ACh’e affinite de artmaktadir. Agonistin ortamdaki varligimin devam etmesiyle iyon kanal
kapanir ve reseptdr desensitize olur. Bu durumda, nAChRs agonist baglanmasina daha yiiksek
affinite gosterse de aktivasyona direnglidir. Desensitize haldeki reseptdriin birgok durumu
vardir. Desensitizasyon ve geri déniis oram1 nAChR subtipine gore degisir. Orn: 0.7 nAChR
cok hizli desensitize olur. Uzayan agonist uygulamasi reseptorii inaktive duruma gegirebilir
ve geri donilisi c¢ok yavag olur. 04f o noronal nAChR’leri kronik nikotin tedavisiyle
inaktivasyona egilimlidir. Dinlenim, agik ve desensitize konumlar arasi gegisler reversibldir.
Agonistler once aktive (agik) konuma getirirler, antagonistler ise tercihen nAChR’lerini
dinlenim veya desensitize konfigiirasyonlardan biri geklinde-kapali konumda tutarlar
(21,23,24).

Nikotinik reseptorler daha once deginildigi gibi bir katyon kanalimin intrinsik bir
bolimiinti teskil ederler veya bagka bir deyisle bu kanalla direkt olarak kenetlenmislerdir.
nAChR’lerinin ACh ve diger nikotinik reseptdr agonistleri tarafindan aktive edilmesi kanalin
kisa bir siire i¢in agilmasina neden olur; bu sirada kanalin konduktans: nisbeten fazla artar
(gangliyon alt-tipinde 35-40 ve ¢izgili kas alt-tipinde 35-50 pikoSiemens). Nikotinik
reseptorlerin kenetlendigi katyon kanali tipi esas olarak Na' *u ve daha az derecede olarak
Ca™ ve K 'u gegiren kanallardir. Bu kanallarin agilmasi hiicreleri depolarize eder; gangliyon
ve iskelet kas: hiicrelerinde eksitatdr postsinaptik potansiyel (EPSP) olusturur. Bu potansiyel
¢izgili kasin néromiiskiiler kavsaginda son plak potansiyeli diye adlandirilir (20).

o’larm en az 10 ve B’larin en az 4 subtipi vardir (a1’den a10’a kadar, B1’den P4’e
kadar). Reseptoriin yerine ve tipine gore igerdigi alt birim tiirleri degigkenlik gdsterir.
nAChR’ler otonom ganglionlarda, adrenal kromaffin hiicreleri, primer duysal noronlarda ve
iskelet kas liflerinde olmak iizere periferde genis bir dagilim gsterir (2,23).



Kas son plaktaki nAChR’leri (o;)B;60 seklindeki subiinit kombinasyonu gésterir
halbuki extrajunctional nAChR’leri (a;):B1yd seklindeki subiinit kombinasyonundan olugur
(Fetal ve denerve kaslarda) (23 ).

MSS’e bakildiginda ise beynin hemen hemen her bolgesinde hem presinaptik hem
postsinaptik olarak yerlesmislerdir. Nikotinik reseptérler daha gok pre junctionaldir (20).
Nikotinik Reseptorlerin Alt Tipleri

Cizgili kaslarin néromuskiiler kavsaklarindaki nikotinik reseptérlerin ve otonomik
ganglionlarla adrenal medullanin kromaffin hiicrelerindeki nikotinik reseptorlerin belirli
blokor ilaglara kars: duyarliliginin farkli olmasina bakarak nikotinik reseptérlerin iki tipi ayirt
edilmigtir. Bunlar ¢izgili kas tipi (Nm/N1) reseptorler ve ganglion tipi (Ng/N3) reseptorlerdir.
Daha sonra santral sinir sistemi néronlarinda ndéronal nikotinkk MSS reseptorleri
tamimlanmugtir.

Cizgili kas tipi (Ny) reseptorler a tiibokiirarin, pankiironyum ve benzeri ¢izgili kas
felg edici ilaglar tarafindan selektif ve giiclii bir sekilde bloke edilirler. Ganglion (Ng) tipi
reseptdrler heksametonyum, mekamilamin ve diger gangliyon bloke edici ilaglar tarafindan
selektif bir sekilde bloke edilirler; dimetilfenilpiperazinium (DMPP) maddesi bu reseptérlerin
selektif bir agonistidir. Bir yilan zehiri olan a —bungarotoksin ¢izgili kas tipi reseptorleri
selektif olarak bloke eder, fakat gangliyon tipi reseptérlere dokunmaz. Diger bir yilan zehiri
kappa-bungaratoksin (diger adiyla néronal bungarotoksin) gangliyon tipi reseptérleri selektif
sekilde bloke eder. ACh ve nikotin, ¢izgili kas ve gangliyon tipi kolinerjik reseptorlerin non—
selektif agonistleridir. N6ronal MSS tipi reseptdrlerin altbirim bilesimi digerlerinden farkls
olmakla beraber, yukarida sayilan toksin ve ilaglara duyarliklari gangliyon tipi reseptorlerinki
gibidir. Ny, reseptorler, erigkin kasinda 2 tane o, ve birer tane B, & ve & alt birimlerinden
olusur, konduktans1 35-50 pS (pikoSiemens)’tir; embriyonik kasta ¢ alt biriminin yerini vy alt
birimi almigtir. N’ler genellikle sadece a3 ve B4 alt birimlerinden olugan pentamerlerdir (20).

Noronal nAChRs

1980°de [*H]-Nikotinin rat beyninde baglanma bolgeleri oldugu ve bu bolgelerin egsiz
nikotinik farmakolojiye sahip oldugu rapor edilmistir. [*H]-Nikotin, a-bungatoksin ile bloke
olmaz (23). Bildirilen klonlanmis ilk néronal nAChR subtipi 1986°da a 3’diir. Gliniimiizde
memelilerde saptanan n6ronal nAChR subiinitleri 11 (a 307 0, a1, B2 —B4 ) tanedir. Buna ek
olarak kus tlirlinde 0. g subiiniti tanmlanmistir. o ve B subiinitleri ayn fakat iligkili gen
familyasindandir (23).
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nAChR’leri santral ve periferik sinir sisteminin her yerinde bulunurlar. Otonomik
norotransmisyon ve kas kontraksiyonunun baglatilmasi seklindeki asil roline ek olarak,
MSS’deki nAChR’leri daha ¢ok modiilatdr rolii oynar (22). Noronal nAChR’leri, AH, PH,
Sizofreni, Tourette Sendromu, Dikkat Bozuklugu gibi hastaliklarla iligkisi nedeniyle 6nem
kazanmaya baglamigtir. Néronal nAChR’leri bu hastaliklarin tedavisinde ilaglar igin hedef
olarak algilanmaktadir (23). Noéronal nAChR’leri, o ve P subiinitlerinin pentamerik
kombinasyonlarindan olusur, bu da dogal néronal nAChR ’lerine bol miktarda cesitlilik saglar.

Xenopus Oocytes ve memeli hiicre dizisinde nAChR’lerinin heterolog expresyonu bazi
kurallarla diizenlenir bu da dogal nAChR’lerinin subiinitlerini sinwrlar. a 5, a3 ve a4
sublinitlerinin § ; ve P4 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. o subiiniti, B4 ile
fonksiyonel nAChR’ler olusturabiliyor. Yine o subiiniti 83 ile kombinasyon olugturuyor. a6
subiiniti biyojenik amin igeren néronlarda lokalizedir. a;, og ve oo subiinitleri saglam
homomerik reseptorler olugtururlar. o o subiiniti sadece fonksiyonel o9 subiiniti ile birlikte
reseptdr olusturacak sekilde exprese edilir. o ¢ subiiniti iceren reseptSrler muskarinik

reseptorlerin baz1 6zelliklerini tagir.

Dogal sistemlerde, nAChR’lerinin subiinit kombinasyonu hakkinda bilgi eksiktir.
Sadece birkag major subtip tamimlanmistir. Bunlardan biri a4f3; ‘dir. MSS’de rélatif olarak gok
miktardadir, MSS’nin predominant kombinasyonudur. Xenopus Oocytes’de o4f;
kombinasyonu (a4)2( B2); seklindedir. Diger major subtip o7 ‘dir. Genellikle MSS’de ve
PSS’de homomerik nAChR seklinde bulunuyor. Invivo sartlarda a7 subfiniti igeren reseptoriin
yiiksek Ca™ permeabilitesi vardir. o 5 subiiniti genellikle B, B4 ve as subiinitleriyle yogunlukla
periferik ganglionlarda ve asf; de MSS’de yer almigtir. MSS’deki nikotinik reseptorler
presinaptik lokasyonlarda fonksiyon gésteriyorlar ve MSS’deki bazi transmitterlerin
salimmmim diizenliyor. Elektrofizyolojik ve mikrodializ ¢aligmalart sonucunda elde edilen
kamtlar gostermektedir ki glutaminerjik, dopaminerjik, seratonerjik, peptiderjik ve kolinerjik
yolaklar presinaptik nikotinik reseptorlerin kontrolii altindadir (22,25).

2.2.5. Nikotinin MSS'de kolinerjik sistem ve diZer sistemlerle etkilesimi

Nikotinin yaygin kolinerjik etkileri vardir. ACh nérotransmiterinin etkilerini taklit
eder. ACh salmmmi indiikler. Elektroensefalogramda desinkronizasyona neden olur (17).
Kedilerde yapilan deneylerde, kortikal aktivasyon mAChR blokeri olan atropinle tnlendigi
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halde davramgsal uyaniklik atropinden etkilenmemigtir. Bu ise kortikal aktivitenin muskarinik
reseptorler aracihifiyla davramgsal uyamklhiin ise limbik sistemdeki muhtemelen
hipokampusta bulunan nAChR’ler araciliryla oldugunu diistindiirmiigtiir (26).

nAChR'lerinin gogu retikiiler aktive edici sistemin kolinerjik lifleri tizerindedir. Bu
sistemin aktive olmasi algilamay1 kolaylastiran uyaniklik ve bilingli dikkat durumu olusturur.
Ayrica 04 alt tipinden zengin hipokampus, perforant eksitator yoldan dentat girusa giden
noronlar ise nikotinin Ofrenme {izerine olan etkilerini agiklayabilir (19). Kognitif
fonksiyonlarda ACh sistemlerinin 6nemi uzun yillardir bilinmekte olup, arastirmalar
genellikle mAChR’ler tizerinde yogunlagmistir. Ancak son yillarda dikkat, algilama, 6grenme,
hafiza ve bilginin islenmesi gibi beynin yiiksek fonksiyonlarinda nikotinik sistemlerin etkileri
de aragtirilmakta olup, nikotinin bu fonksiyonlar {izerine iyilestirici etkileri de rapor edilmigtir
(26). Bununla beraber nAChR’lerinin spesifik antagonisti mekamilaminin hafizay
kétiilestirdigi de bilinmektedir (17, 26).

Nikotin ACh'den bagka dopamin, norepinefrin, serotonin ve GABA'y1 da igeren ¢esitli
ndrotransmiterlerin serbestlemesine de neden olur (27). Kognitif fonksiyonlarda kolinerjik ve
dopaminerjik mekanizmalar arasindaki iliskiye de dikkat ¢ekilmistir. Nikotinik ve muskarinik
AChR’leri ile dopamin reseptorleri (D1, D2) arasinda kompleks bir iligki vardir. nAChR
antagonisti olan mekamilamin ile engellenmis 6frenme fonksiyonu dopamin reseptor
(6zellikle D2 antagonisti) blokeri ile daha da kotiilesmis, ancak dopaminerjik agonist ile
dizelmistir (26). mAChRs ise daha ¢ok D1 reseptorleri ile etkilesmektedir.

Nikotin alimi hipokampus ve frontal kortekste tirozin hidroksilaz aktivitesini ve
norepinefrin salimmim artirmastir (13). Nikotinin davramg iizerine olan etkilerinden bazilar
muhtemelen nonkolinerjik transmiter sistemleri, yani aminerjik yollar ile olan etkilesimine
baglanmaktadir (28). Ayrica Ca'™a bagiml sekilde glutamik asit basta olmak tizere
aminoasidlerin sallimim da arttirmaktadir (16). Kortekste piramidal hiicrelerde ve
talamusdan ylikselen glutamaterjik terminaller iizerindeki nAChR'lerle eksite edici
potansiyelleride giiclendirmektedir (17).

Nikotine tolerans; reseptdr desensitizasyonu veya voltaj kapili iyon kanallarinin
inaktivasyonu seklindedir. Dolayisiyla kronik olarak uygulanan nikotin, giinler stiren
hassasiyet azalmasina neden olacaktir (29).
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2.2.6. Nikotin, Nikotinik Sistem Ve Baz1 MSS Hastaliklartyla Iliskisi

Nikotinik Sistem kognitif fonksiyonun néral temelinde hayati rol oynar. Nikotinik
bazl1 terapotik yaklasim AH, Sizofreni, Dikkat Bozuklugu ve Hiperaktivite Hastalif1 gibi
¢esitli kognitif hastaliklarin tedavisinde yararli olabilir. AH insidansi ile sigara kullanim
arasindaki negatif korelasyon bir¢ok epidemiyolojik aragtirmaci tarafindan bulunmugtur (5,6).
Sigara tiryakilerinde nikotinin, ozellikle dikkat isteyen iglerde performansi arttirdigt
gosterilmigtir. Sigara kullanmayanlara nikotin yamalan yapistirilarak dikkat ve uyaniklikta
gelisme saglandifi rapor edilmistir. AH’de kognitif disfonksiyon kortex ve hipokampusta
nikotinik reseptérlerde dramatik bir diisiisle beraberdir (4). Bu veriler nikotin ile nAChR’leri
tizerinden noroprotektif etki saglanabilecegini diigtindiirmektedir (4-6).

nAChR’leri ozellikle dikkat, uyamiklik, hafizanin pekistirilmesi, duyusal algi gibi
cesitli komplex kognitif fonksiyonlar ve lokomotor aktivitenin kontrolti, agrinin algilanmasi,
viicut 1sisinin regiilasyonu ve noroprotektif etkiler gibi birgok beyin fonksiyonunda rol oynar
(1). AH’nin ana verisi senil plaklar ve bu senil plaklarin ana bileseni amiloid B peptid
(AP)’dir. Bu nedenle AH’nin patogenezinde en 6nemli olayin f-amiloid prekiirsér protein
(APP) ekspresyonu olduguna inamilmaktadir. Nikotin ve APP mRNA arasindaki iligki
arastinlmustir. Insan noroblastoma hiicre dizisinden olusan kiiltiir ortamma 10™ M nikotin
eklendikten 1 saat sonra APP mRNA ekpresyonu azalmigtir. 4 saat sonra kontrollerle
karsilastinldiginda APP mRNA ekspresyonunun %20 oraminda azaldigi gozlenmigtir. Wistar
ratlarla yapilan benzer bir ¢alismada benzer degisiklikler g6zlenmistir. Nikotin ile 10 giin
diizenli enjeksiyon sonrasi serebral kortexte kontrol grubuyla karsilastirildiginda APP mRNA
ekpresyonunda anlamli bir diislis saptanmigtir. Tiim bu nikotinin néronal hiicre 8liimiine kars1
koruyucu etkisini saptamak i¢in PC12 hiicreleri sinir biiylime faktdriinden mahrum birakilarak
nikotinin bu hiicreleri 6liimden kurtarip kurtaramadifn galigilmug. Ancak 1-10uM nikotin
uygulanan hiicrelerin %50°si 5. giinde, 100pM nikotin uygulanan hiicrelerin de 9. giinde
tamaminin 6ldtigli saptanmis. Nikotin antagonisti mekamilamin veya hekzamethonyum
eklendiginde koruyucu etki tamamen ortadan kalkiyor. Bu da gosteriyor ki nikotin nAChR’ler
tizerinden koruyucu etki sagliyor (6).

Nikotinin nAChR subtinitlerinin ekpresyonuna etkisi ¢alisilmis. Nikotin, PC12
hiicrelerinde a5, B2 subtinitlerinin transkripsiyonunu arttirdi§, a5’i kodlayan mRNA’y1 1,5
ile 2 kat, B2 subiinitini kodlayan mRNA’y1 1,6 ile 2,2 kat arttirdig1 saptanmis (6). nAChR’ler
hem AH hem de PH’de sagladig: kognitif ve néroprotektif etkileri ile terapstik hedefler haline
gelmistir (6).
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Nikotinik sistemlerin ve reseptor subtiplerinin davramigsal ve farmakolojik dogasinin
daha iyi ve detayli olarak tamimlanmasi, kognitif fonksiyonun temelinin tam olarak
aciklanmas1 ve daha az yan etkili, terapotik olarak kullamish nikotinik ilaglarin gelistirilmesi
icin dnemlidir. Kognitif fonksiyonda nikotinik katilimdan sorumlu 6zel beyin bélgeleri ve
nikotinik reseptor subtipleri, selektif lezyon ve lokal ilag inflizyon teknikleri ile belirlenmistir.
Bu caligmalar, kognitif fonksiyonda nikotin etkileri i¢in kritik bolge olarak hipokampiisii
vurgulamustir. Ofrenme esnasinda ratlarda, hipokampal ACh seviyesinde artig oldugu
gosterilmistir. Hipokampal nAChR’leri, hipokampiisiin sensory gating fonksiyonu igin
Onemlidir (4).

Levin ve arkadaglari, lokal nikotinik reseptor antagonist inflizyonu yaptiklari bir dizi
calismada mekansal kisa siireli hafiza fonksiyonu i¢in limbik sistem ve orta beyindeki
nAChR’lerinin 6nemini gOstermiglerdir. Hipokampiis bu amagla aragtirilan ilk bolge
olmustur. Ozellikle medial septal bolge noronlar tarafindan hipokampiisiin kolinerjik
innervasyonu optimum hafiza performans: i¢in kritiktir. Bu alandaki ilk ¢aligmalarda daha
cok hipokampiisteki mAChR’lerine odaklanilmigtir. Elbette hipokampal muskarinik
reseptorler Snemlidir. Ancak septohipokampal kolinerjik innervasyon sadece muskarinik degil
nikotinik reseptérleri de kullanir (5). Nikotinik ve muskarinik AChR’lerinin her ikisi de hafiza
fonksiyonunda modiilator rol oynar. Bu reseptdrlerin antagonist ile blokaji, lezyon
olusturulmasi veya Alzheimer gibi hastalik progesleriyle stimiilasyonunun veya
aktivasyonunun 6nlenmesi kisa siireli hafiza’da giddetli bozukluklara yol agar (4). nAChR’ler
ve mAChR’lerinin her ikisi de kisa siireli hafiza performansinda kritiktir. Bu iki reseptor
grubunun blokaji ile 1gimsal kollu labirentte yapilan deneylerde kisa siireli hafizada bozukluk
oluyor (4). Otoradyografik galigmalar g&stermistir ki; hipokampiisteki nAChR’ler a7 ve a4
icermektedir. Hafiza fonksiyonu tiizerine kronik nikotin uygulamasmin etkileri igin
hipokampiis 6nemlidir. Ibotenik asid ile hipokampiiste yaratilan kiiciik lezyonlar ki bunlar
kisa siireli bafiza performansim anlamli gekilde bozmaz, kronik nikotin uygulamasiyla
indiiklenen hafiza geligimini bloke eder. Kronik nikotin uygulamasinin aktivasyon bolgesi
olarak kritik olan alan hipokampiisteki septohipokampal projeksiyonlarin postsinaptik
alanlaridir (5). Nikotin prototipik nikotinik agonisttir. Levin ve arkadaslar ratlara sistematik
olarak nikotin uygulamislar ve 1smnsal kollu labirentte hafiza fonksiyonunu nasil etkiledigine
bakmuglar ve mekansal kisa sitireli hafizayr geligtirdigini gostermislerdir. Genel nikotinik
kolinerjik antagonist mekamilamin hipokampiise lokal infiizyon ile uygulanmus ve etkisi
1isinsal kollu labirentte degerlendirilmis, hafiza fonksiyonunda bozulmaya neden oldugu
gosterilmis (4).
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Deneysel hayvan modellerinde nikotinik tedavinin kognitif etkilerinin noral ve
davramigsal mekanizmalarinin saptanmasi kritiktir. Bu durumda nikotinik resept6r subtipleri,
bunlarin anatomik lokalizasyonlari, diger noral sistemlerle etkilegimleri 6nem kazanmaktadir.
Farkl: tip kognitif disfonksiyonlardan farkh tip nikotinik resept6r subtipleri sorumlu gibi
goziikmektedir. Ornedin a4 subtipini iceren reseptorler AH’de diistiktiir. Bununla beraber
sizofrenide 04p2 ve a7 reseptdr subtiplerinin herikisinin de diigtligli goriilmiistiir (5). Daha
Onceleri yapilan baz1 ¢aligmalarda nikotinin dikkat ve uyaniklif arttiric: etkisi rapor edilmistir
ancak rat ve maymun deneyleriyle nikotinin indiikledigi kognitif performanstaki iyilesmenin
dikkat ve uyamklig: arttirici etkisi yaninda ¢ok agik bir sekilde hafiza performansinda gelisme
sagladif1 gosterilmigtir (5).

Kognitif fonksiyondan birden ¢ok nikotinik reseptSr subtipi sorumludur. Daha az yan
etkiyle kognitif fonksiyonda gelisme saglanmasi i¢in nikotinik reseptdr subtipine selektif
ilaglar gelistirilmistir. a4p2 ve a7 nikotinik agonistlerin her ikisi de etkilidir. a4p2 nikotinik
antagonisti dihidro-p-eritroidin (DHBE) nin ya da a7 antagonisti metillikakonitin (MLA) nin
ventral hipokampiise lokal inflizyonlar, ratlarda 8 kollu 1ginsal labirentte ol¢iildiigii tizere,
kisa stireli hafizayr bozmugtur. Ventral hipokampiiste DHBE ile olusturulan nikotinik o042
blokaji sonucu olusan hafiza bozuklugu kronik sistemik nikotin infiizyonu ile geri
dondiiriilebilmektedir (4). 04P2 agonisti ABT-418 ile maymunlarda yapilan deneysel
caligmalarda hafizay1 gelistirdigi ve septal lezyonlarla olusan hafiza bozukluklarim geri
dondtirdtigi goriilmiis (5).

Rat hipokampiisiinde a7 nikotinik reseptorler yiiksek konsantrasyonda bulunmustur.
Hipokampal interndronlarda 6zellikle CA3 alaninda ve dentat graniil tabakasinda yiiksek
konsantrasyonda bulunmuglardir. Nikotinik a7 reseptérlerin  fonksiyonel rolii hala
arastinlmaktadir. o7 nAChR’lerinin ratlarda selektif stimiilasyonu ile hafizanin
geligtirilebildigi gosterilmistir. Bu etki i¢in hipokampiisiin kritik bir bélge oldugu
distintilmiistiir. a7 n AChR’lerinin stimiilasyonu bu reseptorleri hipokampal LTP olay: ile
iligkilenmistir. Bu, hafizamn hiicresel bir modeli ve sensory gating ve noral habituation’nin
hipokampal temelli formudur. Son ¢aligmalar gdstermistir ki a7 nAChRs sizofreni ve
ndrodejenerasyonda dnemli rol oynuyor olabilir. Selektif o7 agonistler geng ve yash ratlarda
kisa siireli hafizay: anlamh bir sekilde gelistirebilmektedir. Diger bir selektif a7 agonisti olan
ARR 17779’un sistemik uygulamasi ile 1sinsal kollu labirentte kisa siireli hafiza anlaml
sekilde artmigtir. Fimbria-fornix kesisi ile olugan lezyonlarin neden oldugu hafiza
bozukluklar1 ARR 17779un sistemik uygulamasi ile geri déndiiriilmiistiir (4).
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Dolayisiyla yapilan calismalarda a4p2 ve a7 nikotinik agonistlerin her ikisinin de
hafiza fonksiyonunu gelistirdigi saptanmigtir. Ancak yapilan ¢aligmalar gOstermistir ki a7
subtipi kisa siireli hafiza fonksiyonu {izerine sistemik nikotin aktivasyonunun expresyonunda
daha temel roldedir. Bu konu ile ilgili diger nikotinik reseptSr subtiplerinin 6zelliklerini
anlamak i¢in daha ¢ok sayida selektif agonist ve antagonist gelistirilmelidir (5).

Ozetle nikotin AH, PH, Sizofreni, Dikkat Bozuklugu ve Hiperaktivite Sendromu gibi
nérodejeneratif hastaliklarda dikkati, hafizay1 gelistirerek kognitif fonksiyonu ve lokomotor
aktiviteyi diizelterek iyilesme saglamaktadir. Bunu noroprotektif etkisi ve nAChR’lerinde up-
reglilasyonla yapmaktadir (1).

2.3. Glutamat Reseptorleri

Glutamat, memeli santral sinir sisteminde en 6nde gelen eksitatér nérotransmitterdir
(30). Kortikospinal motor néronlarin spinal motor néronlara yaptifi sinapslarda major
norotransmitter glutamattir. Normalde {ist motor noron eksitasyonu ile glutamat molekiilleri
sinaptik araliga diiserler ve spinal motor néronlardaki (postsinaptik) reseptdr yerlerine giderek
spinal motor ndronlar1 depolarize ederler. Glutamat bu etkilerini postsinaptik bolgede NMDA
reseptdrleri ve non-NMDA (AMPA veya Kainat) reseptorlerine baglanarak meydana getirir.
(20)

Glutamat reseptdr ailesinin amino asit dizilisi, ACh, GABA, ve glisin reseptorlerine
¢ok az benzer. Glutamat ayri bir ailenin {iyesidir. Glutamat reseptor ailesinin diger iki tiyesi
olan AMPA ve kainat reseptdrleri ¢ok yakindirlar. NMDA reseptorii, diger iki glutamat
reseptriine biraz daha uzaktir. Glutamat kontrollli kanallar dort alt {initeden olusurlar. Her
kanal alt Ginitesi li¢ transmembran a- heliksinden olugmaktadir (31-33).

Glutamat reseptorleri, temelde postsinaptik membranda lokalizedir. Baghca 2 tipi
vardir.

I- Tyonotropik glutamat reseptorieri: Dogrudan iyon kanallarim kontrol eder.

II- Metabotropik glutamat reseptorleri: Ikinci haberciler tizerinden dolayli olarak iyon
kanallarin1 kontrol eder.

I- fyonotropik glutamat reseptorleri

Presinaptik sinir terminallerinden salman glutamat molekiilleri iyonotropik glutamat
reseptorlerine baglandifinda bir elekiriksel olaya déndiriilen kisa bir kimyasal sinyal

16



meydana getirir.Postsinaptik depolarizasyonla sonuglanan net bir i¢ akima izin veren bir
integral katyon secici kanal igeren iyonotropik glutamat reseptorleri 3 genis gruba ayrilir :
1. a-amino-3-hidroksi-5-metil izoksozole propionat tercih eden reseptorler (AMPAR)
2. Kainat tercih eden reseptorier (KAR)
3. N-metil D-aspartat tercih eden reseptorler NMDAR)

II- Metabotropik glutamat reseptorleri
trans-(18, 3R) -1-amino-1,3-cyclopentanedicarboxylic asit (ACPD) ile selektif olarak aktive
olurlar.
Glutamat iyonotropik reseptorler {izerinden eksitasyon yaparken, metabotropik reseptorler
iizerinden eksitasyon veya inhibisyon olugturabilmektedir.

2.3.1. NMDAR

Iyonotropik glutamat reseptorleri sentetik agonistlere gére isimlendirilmislerdir.
NMDA glutamat reseptdrleri APV ile selektif olarak bloke olurken, AMPA ve kainat
reseptorleri bu ajanla bloke olmazlar. Her iki reseptor de CNQX ile bloke olurlar. Bu
nedenlerde AMPAR ’leri ve KAR’ler non-NMDA reseptdrii olarak da isimlendirilirler (34).
NMDAR agonistleri olan glutamat ve aspartat tipik olarak kisa zincirli dikarboksilik
aminoasitlerdir ve kuvvetli exitator norotransmitterlerdir. Aspartat da glutamat gibi
NMDAR’lerine baglanir ve aktivite gosterir. Ancak AMPAR’leri ve KAR’lerine
baglandiginda olusturdugu etkiden daha az bir etki gosterir. NMDAR ’leri ile AMPAR ’leri ve
KAR’leri arasinda benzerlik azdir. AMPAR’leri ve KAR’lerinin kendi aralarindaki
benzerlikleri daha goktur. Tiim NMDAR alt {initeleri nétral aminoasit icerir. Bir tek M2
bolgesinde polar asparajin rezidiisii bulunur.

Genelde postsinaptik bolgeler hem AMPAR’ti hem de NMDAR’ii igerirken; bazi
bolgelerde sadece NMDAR’leri bulunur. Geligimin erken evresinde sinapslar sadece NMDA
tipi reseptorler igerirler (33,35). Non-NMDA iyonotropik reseptSrier motor ndronlarda ve
beyinde EPSP’nin biiyiik erken komponentini olustururlar. Yani birgok sinapsta AMPARs
exitator aginm sirasinda ana baglangig; sarj edici gibi etki eder. Bu reseptorler goreceli olarak
diisiik bir katyon iletkenligine sahiptirler (< 20 pS). Na” ve K a gegirgen iken Ca™?a
gecirgen degildirler. Bu sirada NMDARSs, intraselliiler enzimler ve ikincil mesajcilarin
aktivelerini modiile edebilen kat1 bir Ca™> componenti ile birlikte daha yavas bir akim saglar.

EPSP‘nin ge¢ komponentini olugturan NMDA resepttr kanallarinin {i¢ dzelligi vardir.
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1- Yiksek iletkenlige sahip iyon kanallarmi kontrol ederler (50 pS) ve Na* ve K*'un yamsira
Ca'?'a da gegirgendirler.

2- Kanalin agilmasi bir ko-faktor olarak glisinin ekstraselliiler olarak bulunmasina bagimlidir.
Kanal sadece glisinin varliginda ¢aligir. Normal kosullarda ekstraselliiler glisin yogunlugu
NMDAR kanalimn c¢aligabilecegi miktarlarda bulunmaktadir. Kiniirenik asit ve
aminoksalinedikarboksilik asit’in her ikisinin ¢ogu tiirevleri glisin bdlgesinin kompetetif
antagonistleridir.

3- Acilmas1 kimyasal haberciye bagli oldugu kadar membran potansiyeline de baghdir. Bu,
NMDARiinii dier voltaj kontrollii kanallardan ayiran bir 6zelliktir.

Voltaja bagmmlillkk diger kanallarda olmayan farkli bir mekanizmadan
kaynaklanmaktadir. Diger kanallarda, membran potansiyelindeki degisiklikler, intrensek
voltaj sensoriintin sayesinde kanalda konformasyonel degisikliklere neden olurken NMDA ile
aktive olan kanalda ekstrensek bloker olan Mg™ (ekstraselliler Mg™ ) acik olan kanah
kapayan bir tikag gibi davramr ve iyon akigina engel olur. Istirahat membran potansiyelinde
(-65 mV°da) Mg*? kanala sikica baglamr. Ancak membran depolarize oldugunda (s6z gelimi,
non-NMDA reseptorleri glutamat ile aktive oldugunda), Mg™ elektrostatik etkiyle kanaldan
uzaklastirilir ve Na' ile Ca*™® un gegisine izin verir. Bu nedenle NMDAR’lerinde en yiiksek
iyon akimi her iki kosulun da gergeklesmesiyle ortaya g¢ikar. Bu o6zellikleri nedeniyle
NMDAR’1 sinapstaki presinaptik aktivite ve postsinaptik depolarizasyonu es zamanli olarak
saptayan bir arag gibi davranir ve postsinaptik hiicreye yeterli miktarda ikincil haberci iyon
olan Ca™ *un girisine imkan verir . Bu da sinaptik baglantmn kuvvetindeki plastik
degisiklikleri baglatir (30,31,33,35).

Birgok hiicrede hem non-NMDAR’ler hem de NMDAR’ler bulunmaktadir. Mg*,
istirahat membran potansiyelinde NMDAR kanalim bloke ettigi i¢in, NMDAR ’lerinin
EPSP’lerin olugmasinda 6nemli bir katkisi yoktur. Bu nedenle istirahat durumunda olusan
EPSP’lerde  biiyikk oranlarda non-NMDA  reseptorlerinin - katkisi  bulunmaktadar.
Depolarizasyon arttik¢a Mg+2 NMDAR kanalindan uzaklagir ve NMDAR’# agilarak bu
kanallardan iyon akigi gergeklesir.

NMDAR kanalimin diger bir farki goreceli olarak daha yavag agilip yavas kapanmas:
ve bu 6zelligi nedeniyle EPSP’lerin geg fazma katkida bulunurlar. EPSP nin geg fazi, Mg™ un
kanali bloke etmesi nedeniyle, tek bir presinaptik sinyalden sonta zayif bir yamit olarak
kargimiza ¢ikar. Oysa presinaptik noron ard arda sinyaller génderirse postsinaptik hiicrede
EPSP’ler toplanarak 20 mV veya daha fazla bir depolarizasyon olusturur. Bu durumda
NMDAR’# biiyiik lgiide Ca™un katkis1 ile daha bliyiik akimlara yol agar. NMDAR
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aktivasyonu sonucu, post-sinaptik hiicrelerde, Ca**’a bagimh enzimler ve bazi ikincil
haberciler devreye girer. Bu biyokimyasal reaksiyonlar, sinapsta bazi uzun vadeli
modifikasyonlara katkida bulunan sinyal yollarmm tetikler. Ogrenme ve bellekte sinapsta
gercekiesen degisikliklerin 6nemli oldugu distintilmektedir. NMDARs’nin aktivasyonu
presinaptik aktiviteye bagh oldugu i¢in ve uzun siireli sinaptik modifikasyonlar ile ortaya
ciktigr igin ¢ogu kez bu duruma aktiviteye-bagimli sinaptik modifikasyonlar denmektedir
(31,33).

Gen knockout teknikleri kullamilarak $grenme ve hafizada rolii olan NMDARiine
bagl sinaptik plastisite kesfedilmigtir. Yapilan bu deneyler CA1 hipokampal NMDAR *iiniin
hipokampusa bagimli spatial ve non-spatial hafizalarmn olugmasi igin gerekli oldugunu ortaya
koymustur (36). Ogrenmenin degisik formlarmin meydana gelmesinde rolii olan
hipokampusta sinaptik plastisitenin bir tiirii olan LTP Ofrenme ve hafizanin ndronal
mekanizmalarin1 aragtirmak igin yaygin olarak kullamlmaktadir (33,34). LTP sinaptik
kuvvetteki aktiviteye bagimli uzamig artis olarak tanimlanabilir (35). Daha 6nceki ¢aligmalar
hipokampal sinaptik plastisitenin LTP benzeri formlarmin spatial 6grenme ve hafiza ile
iligkili olabilecegini gostermistir (33). Hipokampusun CAl bolgesindeki LTP’nin
indiiksiyonu bir dizi olayr igerir. Ilk olarak NMDAR kanalmin presinaptik glutamat
salimmmina cevap olarak agilmasi igin postsinaptik membranin yeterince depolarize olmasi
gerekir, Kanalin agilmasi postsinaptik hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunun 6nemli derecede
yiikselmesine olanak verir. Ca'™>daki bu artis metabotropik glutamat reseptSriiniin
aktivasyonuna bagli fosfoinozitid diizeylerindeki yiikselmeyle birlikte PKC ve CAMKII’nin
de dahil oldugu proteinkinazlarin aktivasyonuna neden olur. Bu proteinkinazlar daha sonra
sinaptik kuvvette uzun stireli modifikasyonlara yol agacak proteinleri diizenlerler (35).

Homosinaptik LTD ise sinaptik kuvvetin aktiviteye bagimli uzamig zayiflamasi olarak
tamimlanir ve bir anlamda LTP’nin fonksiyonel kargitidir. CA1 alamindaki LTP gibi LTD’nin
indtiksiyonu da NMDARSs’nin aktivasyonuna ihtiya¢ duyar (35,36).

Sinaptik aktivitenin regiilasyonunda protein fosforilasyonu ve defosforilasyonunun
onemli mekanizmalar oldugu diigiiniilmektedir., NMDAR kanalmm subiinitleri farkli
proteinkinazlar ve protein fosfatazlar tarafindan dogrudan fosforile ve defosforile edilir. NR1 ,
NR2A ve NR2B subiinitleri hem cAMP bagimli PKA hem de PKC tarafindan farkh
bolgelerden fosforile edilebili. CAMKII NR2B subiinitinin karboksi terminal ucundaki
spesifik bir kalintiy1 ve/veya onun NR2A subiinitindeki karsiligim fosforile eder. Protein
tirozin kinaz da NR2A ve NR2B subiinitlerini fosforile eder (37).
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NMDAR tipleri:

NMDAR’lerinin su ana kadar tanimlanan yedi tane subiiniti vardir. Bunlar; NR1,
NR2A-B-C-D ve NR3A-B (6,57). NMDARSs beynin tiimiinde yaygin olarak bulunurlar ancak
baskin olarak 6n beyine lokalize olmuglardir. En yliksek diizeyde bulunduklan yer ise
hipokampusun CA1 bélgesidir (30).

NR1: Glisin baglayici bolgeyi icerir. 938 aminoasitten’ten meydana gelmistir. 105,5
kDA aguligindadir. NR1 reseptér subtip expresyonu MSS’de hemen hemen her yerde
bulunur.

NR2: Glutamat baglayic1 bolgeyi igerir. 4 grubu bulunur:

-NR2A: Beyinde postnatal exprese edilir.1464 aminoasitten meydana gelir ve
165.5 kDA agirhigindadir. Expresyonu igin yiizeyde NR1 N-terminalinin bulunmasi
gereklidir. NR2A; NR1’e benzer olarak 6nbeyin ve serebellumda bulunur.

-NR2B: Tim embriyonik beyinde exprese edilir. Ayrica embriyonik ve
neonatal kardiyak myositlerde exprese edilir. Postnatal olarak yalniz 6n beyinde exprese
edilir. 1482 aminoasitten olusur ve agirlig1 165,9 kDA’dir. NR2B’nin expresyonu Snbeyinde
yiksektir.

-NR2C: Postnatal olarak cerebellumda exprese edilir. 1239 aminoasitten olugur
ve 135,4 kDA agirhigindadir. NR2C’nin expresyonu ise serebellumda ¢ok fazla miktarda
bulunur.

-NR2D: Diencephalon ve beyinsapinda embriyonal ve neonatal olarak exprese
edilir. 1323 aminoasitten olusup 142,9 kDA agirligindadir. NR2D’nin expresyonu ortabeyin
ve arkabeyinde yliksek fakat onbeyinde diigik miktardadir. NR2A expresyonununa
tamamlayicidir.

NR3:Silik fonksiyon gésterir. NR3A ve NR3B olarak iki tiptir. Ca™ permeabilitesi
yavag ve uzun slirer. NR3A; Serebellum hari¢ kortex, hipokampus (CAl), ortabeyin,
arkabeyin ve spinal kordda exprese edilir. Neonatal expresyonlar1 ¢ok giicliidiir, sonra
azalmaya baslarlar (31,32).

NMDARSs’nin Yapisi:

Su anda genellikle hem fikir olunan nokta; NMDAR’lerinin NR1 subiiniteleri ve
beraberinde NR2 subiinitelerinin en azindan bir tipinden olusan heteromerik yapilar
oldugudur. NR2 subiinitelerinden gelen domainler glisin baglanma bélgesini olusturur.
Membrana dogru dizilmis her glutamat reseptdr subiinitesi, farkli yaklasimlarm bir
bileskesinden ortaya ¢ikarlmistir. Bu galigmalar kagimlmaz bir kamt ortaya koymustur :
NMDAR, AMPAR ve KAR subiiniteleri 3 adet membrana uzanan domain icerir (M1, M3 ve
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M4). M2 domaini membrana stoplazmik kenardan daldirilmig sekilde bir biikliim olusturur.
Her NMDAR alt {initesi genis bir extraselliiler N-terminal domaini ve intraselliiler C-
terminali sergiler (31,32,35).

NMDAR poru Ca*a yiiksek derecede gegirgenlik saglar ve Mg+2 ile bloke olur:
NMDAR®ii voltaja bagimli tek iyonotropik reseptordiir. Normal miktarlarda Ca*™ baz1 bellek
tiplerinin olugmasinda gerekli sinyal yollarim tetiklemektedir. NMDAR’lerinin aktivitesi
Mg* ile voltaja hassas blokaji ve Ca*>’a gegirgenligi pora uzanmis olan M2 segmentindeki
aminoasit rezidiilerine dayanmaktadir. Katyon seciciligi M2 segmentinin kritik bir alanina (N
alan1) dayanir, bu alan NR1 ve NR2 alt {initelerinde bulunan bir asparajin rezidiisii tarafindan
olugturulur. NR2 alt tinitesi, membranin extraselliiler yiiziinden gelen Mg iyonlar igin temel
baglanma bolgesini igerir. Yani Mg** bloklar1 M2’deki kritik asparajin rezidiileri veya onlara
¢ok yakin olan aminoasit rezidiilerinin etkilesimine dayanir. Bu baglanma bélgesi; N bélgesi,
yitksek Ca™® gegirgenligi igin kritiktir. NR1 rezidiileri kanalin dis vestibiiliinii olusturur. Bu
vestiblil M3 (C-terminal ucunda) ve M4 (N-terminal ucunda) segmentlerinin M1°den dnce
gelen pargalan tarafindan olugturulmustur (31-33,35).

Santral Sinir Sisteminde NMDA Reseptiriiniin Norosteroidier Uzerindeki Etkisi:

Beyinde sentez edilip gevreye saliverilen nérosteroidlerin sinaptik agirimi ve
postsinaptik cevaplan biyokimyasal, elektrofizyolojik ve davramgsal incelemelerle ortaya
konulmugtur. Noronlardaki G-proteinleri, GABA veya NMDAR’leri gibi reseptor-iyon kanali
kompleksi lizerindeki baglanma bolgelerini aktive ederek etkilerini gosterirler. Bu etki
genomik etkiden farkli olarak g¢abuk gelisir. NMDA reseptdr aracilig: ile néronlar igerisine
Ca™ girigini arttirirlar. Buna bagli olarak steroidlerin farelerde NMDA maddesinin
konviilsiyon yapici etkilerini arttirdiklar: bulunmugtur (31,33).

Nérolojik Hastaliklar ve Glutamat Reseptor Aktivasyonunda artis:

Baz1 kosulllar altinda glutamat gibi eksitatdr norotransmitterlerin dengesizligi, baz:
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Yiiksek miktarlarda glutamat noronlar
i¢in toksiktir. Beyindeki birgok hiicrede L-glutamata yamit veren reseptérler bulunmaktadir.
Doku kiiltiirlerinde ortama yiiksek diizeyde glutamat eklenmesi bir ¢ok néronu ldiirmektedir,
buna glutamat eksitotoksisitesi ad1 verilmektedir. Bir ok hiicrede bu tiir toksisite NMDA tipi
reseptérlerden Ca™'un hiicre igine girisi sorumlu tutulmaktadir. Yiksek intraselliiler Ca*,
kalsiyuma bagli proteazlar1 ve fosfolipazlari aktive ederek hiicreye toksik olan serbest
radikallerin olugmasina yol agmaktadir. Stroke (Inme) sonrasi hiicre hasarindan, status
epilepsisinde tekrarlayan episodlarinda ortaya gikan hiicre 6liimtinden, Huntington hastalig,
ALS’de olivopontocerebellar atrofi gibi dejeneratif hastaliklarda kronik glutamat reseptor
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aktivasyonu ve glutamat toksisitesinin payr oldugu distiniilmektedir. Spesifik NMDAR
blokerleri, glutamatin toksik etkisini engelleyebilmesi nedeniyle bugitin kliniklerde
kullanilmaya baglanmagtir.

Enerji metabolizmas: ile 6zellikle uyustufu zaman glutamat ve aspartat exotoksin
olabilir. Dikkate deger olarak hipotalamusun arcuate niikleusunda kan-beyin bariyeriyle iyi
korunmayan alanlarda akut nérodejenerasyon gosterilmistir. Iyonotropik glutamat
reseptorlerinin ¢ogunun aktivasyonu c¢esitli nérodejenerasyon mekanizmalarini icine alir.
Omegin nérodejenerasyonu iskemik olay izler ve LTP benzeri fenomenin patolojik asirilig
baglanma mekanizmalarina benzeyebilir. Ca*? girisi ve eslik eden NMDAR ilgisi ile 6zellikle
AMPAR aktivasyonundan néronal hasar ortaya gikar.

Glutamat aracili norotoxisitede predispoze néronlarda bozulmus ATP iiretimi
metabolik inhibisyonuna yol agar. Hasarin siddetlenmesi ile serbest O, radikalleri ortaya
¢ikar. Bozulmus Ca** hemostaz ile sonugta enerji metabolizmasi hasar goriir ve baz1 kronik
ndrodejeneratif hastaliklar belirginlesebilir (31,33,35).

NMDAR’iiniin diger bir 6zelligi de hallusinerjik bir ilag olan phenycyclidine (melek
tozu olarak da bilinir) ve MK-801 tarafindan inhibe edilmesidir. Her ikisi de kanalin i¢
kismina ancak Mg'*'un baglandig1 yer diginda bir yere baglanmaktadirlar. NMDAR blokaj1
sizofreni ile iligkili hallusinasyonlara benzer bir tablo olusturmaktadir. Ayrica, antipsikotik
ilaglar NMDAR kanalindan iyon akigini arttirmaktadirlar. Bu bulgular, sizofrenide NMDAR
hasarmin yer alabilecegi hipotezine yol agmustir (31,33,35).

2.4. Nikotin, Nikotinik Kolinerjik Sistem Ve Glutamaterjik Sistem Etkilegimi

Nikotin direk nikotinik reseptdr subtipleri lizerinden ve bazi etkilesimlerle gesitli
ndrotransmitterletle kompleks ve gesitli etkilerini gdsterir. Bu etkilesimlerin mekanizmasim
anlamak hafiza fonksiyonu tiizerine nikotin aktivasyonunun kompleks dogasini anlamaya
yardime1 olacaktir. Nikotin gesitli nérotransmitterlerin salimimmm stimiile eder. Hafiza tizerine
nikotinik etkilerin 6nemli y6nii nikotin ile indiiklenen nérotransmitter saliniminin sekonder
etkileriyle yonlendiriliyor olabilmesidir (7).

NMDA glutamat reseptor sisteminin hafiza fonksiyonu iizerinde énemli fonksiyonlar:
oldugu daha 6nceki galigmalarda gosterilmistir. NMDAR antagonisti dizosilpin (MK-801)
hipokampektomi ile benzer gekilde hafiza bozukluklar1 yapmustir. Dizosilpin ratlarda ve
maymunlarda hafiza bozukluguna neden olmaktadir. Difer NMDAR antagonistleriyle de
Ornegin APV ile de kognitif fonksiyonda bozulma olmaktadir (7).
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Glutamat sistemi ve nikotinik sistem arasinda direk etkilesim vardir. Nikotinin
glutamat salinimin giiglii bir sekilde stimiile ettigi gosterilmigtir ve gok ¢esitli farmakolojik
etkileri de bu mekanizmayla yonlendiriliyor olabilir. Glutamat sistemleri 6zellikie de glutamat
NMDAR subtipinin hafiza fonksiyonu iizerinde gok 6nemli oldugu gdsterilmistir. Ozellikle
kognitif fonksiyonla ilgili olarak, hipokampiiste nikotin ile indiiklenen glutamat saliim gok
onemlidir. Daha onceki ¢aligmalarda hipokampal glutamat NMDA sistemleri ve hipokampal
nikotinik sistemler hafiza fonksiyonu i¢in 6nemli bulunmuslardir (7).

Nikotinin hipokampiisti de igeren farkli beyin bdlgelerinde akson terminallerinde
bulunan presinaptik reseptdrlerde aktivasyon gosterdigi bilinmektedir. Bu reseptérier yoluyla
norotransmitter saliimimi  arttirdiklar1  sinaptozomlarla yapilan bazi ¢aligmalarda
gosterilmigtir. Elektrofizyolojik caligmalarda elde edilen son verilerle birlikte tlim bulgular
bize nikotinin postsinaptik nikotinik reseptérlerden ¢ok presinaptik nikotinik reseptSrlerde
aktivasyon ile davramgsal etkilerini sagladigi ve MSS’de nikotinik reseptorlerin transmisyonu
yonlendirmekten ¢ok diizenledigini diistindiirmektedir (8).

Eksitatér sinaptik transmisyon nAChR’lerinin modiilasyon i¢in muhtemel hedefidir.
Nikotin, presinaptik nAChR’lerini aktive ederek glutamat salinimi1 yapan sinir terminallerine
Ca' iyonlarmin girisini saglayarak glutamaterjik sinaptik agirimi arttirdign diistintilmektedir
(8).

Salman glutamat kognitif iglemlerde dzellikle rol oynayan NMDAR tipinin de iginde
bulundugu ¢ok sayida postsinaptik reseptdrii aktive eder. Postsinaptik hiicrelerdeki
NMDAR’lerinin aktive olmastyla Ca’™ akimi olur ve Ca*? kalmodulin aktive olur. Kalmodulin
ise NOS’u stimiile ederek NO tiretilmesini saglar. Sonugta NO soluble guanilil siklaz1 aktive
ederek cGMP {iretir. Bu klasik hiicre igi ikinci mesajc1 yapr selektif fosfodiesterazlar
tarafindan bazal diizeylerine diigiiriiliir. Noronal olarak {iretilen NO‘nun hafiza
formasyonunda rol oynadigina dair bazi kanitlar vardir. Cesitli laboratuar hayvanlariyla
ylriitiilen deneysel g¢aligmalarda NOS’u inhibe ederek NO iretiminin bloke edildiginde
Ogrenmeyi bozdugu gosterilmistir (9 ). Bagka bir ¢aligmada guanilil siklazin inhibisyonuyla
koyunlarda koku hafizasimn &nlendigi gdsterilmigtir. Ozetle gikarilan sonug ¢cGMP kognitif
olaylarda 6nemli rol oynuyor gibi gériinmektedir (9). CGS19755 (100uM) veya MK-801
(30pM) adli NMDAR antagonistlerinin lokal infiizyonuyla nikotin (4 mg/kg) tarafindan
arttirilan ¢cGMP diizeyi %60 oraminda inhibe olmaktadir. Bu iki antagonist tek basina
uygulandifinda ¢cGMP bazal diizeylerini modifiye etmemektedir. Bu veriler nikotin etki
sekliyle glutamaterjik sistem arasinda fonksiyonel bir baglantiya isaret etmektedir (9).
c¢GMP’nin nikotine bagh artis1 mekamilamin’e (genel nikotinik antagonist) de sensitiftir.
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Nikotine cGMP yamtinin NMDAR antagonistlerince azaltilmas: tizerine nikotinin endojen
eksitatdr aminoasitlerin salimminina neden olup olmadigina bakilmis. Intraperitoneal nikotin
(4mg/kg) enjeksiyonu ile aspartat ve glutamat aminoasitlerinin extraseliiler diizeylerinde hizlx
ve gegici birikim oldugu saptanmis. GABA ve glisin diizeylerini etkilememigtir. In vivo
mikrodializ ile siirekli nikotin verilmeye devam edilerek stabil bir nikotin dizeyi
saglandipinda aspartat ve glutamat akiminin arttifi, GABA ve glisin aminoasitlerinin yine
etkilenmedigi saptanmug (9). Hipokampal LTP olusumunun NOS inhibit6rleriyle
dnlenebildigi ve ekzojen NO’nun hipokampal sinaptik potansiyellerin artigini indiikleyebildigi
de rapor edilmistir. Benzer sekilde soluble guanilil siklazin blokajinin LTP’yi distirdiigi
gosterilmigtir. Son olarak Kendrick ve arkadaglarinin yaptigi galigmada hipokampiisteki
NMDAR/NO/cGMP  yolagmin bir biitiin olarak hafiza formasyonunda yer alabilecegi
Onerilmigtir (9).

2.5. MSS ve NO:

NO; Stabil bir serbest radikaldir. MSS’inde biyolojik haberci molekiil gibi davramr ve
fizyolojik sartlarda sinaptik plastisite, hafiza olusumu, serebral kan akimi ve ndroendokrin
sekresyonu gibi bircok fonksiyonda rol oynar (10,11,38,39). L-argininden NOS yoluyla
enzimatik olarak elde edilir. Bu enzim Ca'? calmoduline ihtiyag duyar. Ca™ akimi NOS’un
aktivasyonuna neden olur. Hiicre i¢i konsantrasyonu agiri arttifinda, néron Olimii ile
sonuglanan toksik olaylari baglatir. MSS’de glutamat agirimi esnasinda, NMDAR {iniin
aktivasyonu, biiyiik miktarda Ca*? akigma neden olur. Bunu takiben de NO olusumu artar. NO
ile agir1 uyar1 ndronlarin tahrip olmasina neden olur (39). Yani NO’nun glutamatin nérotoksik
etkisine aracibik ettigine, LTP ve long term depresyon (LDP)’yi destekleyip, nSrotransmitter
salmim ve geri alinimim modiile ettifine inanilmaktadir (10). Nikotin daha gok presinaptik
nAChR’leri iizerinden ACh,dopamin, norepinefrin, seratonin, glutamat ve GABA
transmitterlerinin salinimin saglayarak nérokimyasal ve davranigsal etkilerini ortaya koyuyor.
Her ne kadar nAChR ’lerinin aktivasyonuyla hiicreye 6zellikle Na™ akis1 oldugu iyi bilinse de
bazi nAChR’lerinin aktivasyonunu Ca' ile sergiledigine dair kamitlar vardir. Intraselliiler
Ca'? artisi norotransmitter saltnimin tetikleyerek, NO sentezinin regiilasyonu gibi gesitli
ndronal fonksiyonlar ile etki gosteriyor ki bu da nikotine bagli kognitif fonksiyonlarin
gelismesini etkileyebilir (10,40).
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2.6. MSS VE Oksidatif Stres

Oksidatif stres sonucu olusan beyin yikimi ve fonksiyon yitimi, yagam kalitesi ve
stiresiyle baglantihidir. Oksidatif stres, serbest radikal iiretimi ve hiicrelerin serbest radikal
hasarma karsi koyabilme yetileri arasindaki sitopatolojik zincirleri ifade eder. Hiicre igi
serbest radikal kaynaklar1 olan mitokondrial oksidatif metabolizma, nitrik oksit, fosfolipid
metabolizmas1 ve proteolitik gecis yollari, oksidatif strese katkida bulunur. Oksidatif stres
serbest radikallerin tiretimiyle artar, serbest radikallerin ortadan kaldiriimasiyla veya oksidatif
modifiye molekiillerin onarimiyla azalir. Bu dengesizlik hiicresel disfonksiyona ve hiicre
Oliimiine neden olabilen oksidatif modifiye molekiillerin yapilanmasiyla sonuglanir (38).
Cogu canli tiiriinlin yagadigi oksidatif gevrede yagsamin siirdiirilmesi igin, bu canli tiirlerinin,
oksijence zengin g¢evrenin zararh etkileri ile miicadele edebilecek molekiiler araglarla
donatilmasi gereklidir. Organizmalar, oksidasyona karg1 direng saglayan antioksidan olarak
ifade edilen molekiillere sahiptirler (41,42). Antioksidan savunma sistemi diye adlandirilan bu
kompleks siireg, geng organizmalardaki ¢oklu oksidatif reaksiyonlarda dengeyi saglamak icin
az veya cok elveriglidir; ancak yas ilerledik¢e veya organizmalar toksin ve/veya serbest
radikal {ireten reaktiflere maruz kaldiklarinda, antioksidan savunma elemanlan islevierini
yapamazlar. Sonucta ilgili hastaliklar ve yaslanma belirtileri ortaya g¢ikar (43). Yaslanma
slirecinde, beslenme ve egzersiz gibi faktorlerin etkisi ile oksidatif stresin tetikledigi ve gok
fazla miktarda serbest radikal iiretildigi bilinmektedir. Serbest radikaller, ateroskleroz, diabet,
kanser, katarakt, AH, PH ve romatoid artrit gibi yaglanma siirecinin kronik hastaliklarmin
baglamasinda ve ilerlemesinde Snemli rol oynarlar (11,12). Yaglanma siirecinde oksidan ve
antioksidan sistem arasindaki denge daha ¢ok oksidan yone kaymaktadir. Bu nedenle serbest
radikal baglantili hastaliklara ve erken yaslanmaya kars: koyabilmenin sirri, organizmalarin
yasam boyunca oksidatif siireglerin bir sonucu olarak olusan molekiiler bozunmaya kars
koyabilme yeteneklerine baglidir (44,45).
Oksidatif stresten etkilenme agisindan viicuttaki tiim organlar arasinda en fazla pay1 MSS alir.
(39,46). Bunun olas1 sebepleri sdyledir; Beyin viicut agirliginin kiigiik bir yiizdesini (%2)
olusturmasima ragmen solunan oksijenin biiyiik bir miktarm tiiketir (~%20). Oksijenin yan
Girtinleri ise toksiktir. Bu nedenle noral doku diger organlardan daha ¢abuk yikima ugrar.
Beynin oksidatif metabolik aktivite hiz1 yiiksektir. Beynin oksidatif hasara kars: koyabilme
yetenegi smirlidir. Bu durum onemli anti oksidan enzim seviyelerinin diisiik olmasina
baghdir. Beyinde yiiksek miktarda demir ve askorbik asit vardir (39).

Noral membranlarin igerdigi fosfolipidler kolayca okside olan linoleik asit ve
aragidonik asit (AA) gibi goklu doymamus yag asitleri (PUFA)’lan yiiksek konsantrasyonlarda
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icermektedir. AA, beyin Kesitlerinde siiperoksit anyon radikal olugumunu ve lipid
peroksidasyonunu arttirir. Bu durum ndronal hiicrelerin Sliim nedenidir. AA, astrositlere
glutamat gegisini azaltir, bu durumda, sinaptik araliktaki glutamat konsantrasyonu artar. AA,
glutamat almimim inhibe ederek ve hiicre i¢i Ca’™ konsantrasyonlarmi arttirarak
eksitotoksisiteye neden olabilir (38).

Beyindeki kan-beyin bariyeri birgok toksinin MSS’ne girigini engellemede Snemli rol
{istlenmistir. Ancak diger taraftan antioksidanlarin girigini de engellemektedir. MSS ile ilgili
diger bir problem ise néronal hiicrelerdeki kaybin kalici olmasidir. Ciinkii néronal hiicreler
kendilerini yenileyemez. Noronal kayba neden olan serbest radikallerin, AP tarafindan
tiretildigi bilinmektedir. AB peptidinin nérotoksisitesinin azaltilmasi, hiicresel yasam stiresini
arttirir. Noronlarda oksidan hasar sonucu, kan-beyin bariyeri, sinaptik ileti, mitokondrial
solunum zinciri ve iyon dengesi bozulur. Bu nedenle, ndronlarn ve sinaptik baglantilarinin
sayilarindaki azalma tiim MSS fonksiyonlarini etkilemektedir. Serbest radikaller AD, PD,
Hungtington koresi, ALS , Multibl Skleroz, demans, travmatik beyin hasar1 epilepsi gibi
birgok ndrodejeneratif hastalifin patogenezinde rol oynamaktadir.

2.6.1. Nikotin ve Oksidatif Stres

PH ve AH riski ile sigara kullammu arasinda ters bir oranti varoldugu bilinmektedir.
Sigara duman igindeki bilesiklerden biri olan nikotin bu etkilerden sorumludur. Bilimsel
caligmalar gdstermistir ki sadece sigara kullanim1 degil nikotin sakizi, nikotin yamalar1 PH’de
tremorlar1 ve bradikineziyi azaltir. AH’de de dikkat, bilginin iglenmesi gibi fonksiyonlari
gelistirir. Ayrica geng ve yagh ratlarda nikotin tedavisinin kognitif fonksiyonlar1 diizelttigi
gorillmustir. PH ve AH’nin patogenezinde serbest radikaller ve demir (Fe) ile indiiklenen
oksidatif stresin rol oynadigma dair kanitlar artmaktadir (9).

Cin Hamster Yumurtalhlk (CHO) hiicrelerinde yapilan invitro bir ¢aligmada (+)-
nikotin,(-)-nikotin ve enantiomerleri ile (4-6mM) hiicreler indiiklenmis,10mM doz ile CHO
hiicrelerinin koloni olusturmasi inhibe olmugtur. Hiicrelere 1 ,5 ve 10mM nikotin 24 saat
uygulanmis, malondialdehit (MDA; lipid peroksidasyonun bir indikatériidiir. Hiicresel
membranlarin oksidatif stresle bozulmasi sonucu agifa ¢ikar.), GSH, LDH diizeyleri
kromatografik (HPLC) yontemle saptanmus. 5 ve 10mM nikotin konsantrasyonuyla GSH
diizeyinde anlamli bir diisiis, MDA diizeyinde anlamli bir yilkselme saptanmis. Ayrica
stoplazmik bir markir olan LDH aktivitesi SmM ve 10mM nikotin ile ylikselmektedir. SOD,
Cat gibi serbest radikalleri detoksifiye eden enzimlerin eklenmesiyle kiiltiir ortaminda nikotin
ile indiiklenen GSH diisligiinii inhibe etmigtir. Hiicrelerdeki LDH aktivitesi de kontrol
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diizeylerine dénmiistiir. Bu bulgular gdstermistir ki (+)-nikotin,(-)-nikotin ve enantiomerleri
CHO hiicrelerinde oksidatif stresi indiikklemektedir. Ancak bu caligma yiiksek dozlarda ve
CHO hiicresinde yapilmugtir, Cevap doz ve dokuya bagli degisebilir (1). Memelilerde yapilan
calismalarda nikotinin indiikledifi maksimum oksidatif stres rat beyninde mitokondride
bulunmustur. Nikotinin mitokondrial solunum zincirini kirarak stiperoksit anyonunu ve
hidrojen peroksit olugumunu arttirdig rapor edilmistir (1). Ek olarak nikotinin sitokrom P-
450’nin monooksijenazlarinca yonlendirilen metabolizmas1 oksijene ihtiyag duyar (2).
Yiiksek doz nikotin ve enantimerlerin hiicre igi metabolizmasi1 esnasinda sitokrom P-450
enzimlerinin aktivitesi artarak serbest radikal olusumuna neden olabilir. [lging olarak oksidan
etkilerinin tersine PD ve AD’de nikotinin sagladigi yararmn antioksidan mekanizmalar
tizerinden olabilecegi diisiiniiliiyor. Sigaradaki nikotinin PD’ye kars1 koruyucu etkisi vardir,
NS-DA néronlar1 koruyan bazi olasi mekanizmalar vardir. PD’de nikotin aktivitesinin akla
yakin mekanizmalarindan biri nikotinin bilinen mekanizmalarindan olan  Fe(Il) ile
kompleksler olugturabilmesidir. Bu biiyiik olasilikla piridin nitrojen yoluyladir.

& %m’

Nikotin tromboxan sentazin demir iyonuna direk baglanarak enzimi inhibe eder. Nikotin
retikiilositler ve plasental hiicrelerin transferrin aracilifiyla aldigi demir iyonunu azaltir. Bu
bulgularmn 1s18inda nikotin i¢in §6yle bir hipotez olusturulmustur; nikotin demir (II) ile
komplex olusturarak PH’de koruyucu etki yaratir. Demir ile olusturdugu kompleks fenton
reaksiyonunu bloke eder. Bu sekilde fenton-inaktif kosullarda daha az oksidatif strese neden
olabilir. ~ Nikotin,  6-hidroksidopamin = nérotoksininin  olusumunu bu  sekilde
etkileyebilmektedir. Bu da PH ve AH’de nikotinin sagladigi yararli veya koruyucu etkilerin
en azmdan bir kismmin antioksidan mekanizmalarla iligkili olabilecegini diistindiirmektedir
).

Rat beyninin mitokondrisinden hazirlanan numunelere nikotin uygulandiginda 6-
hidroksidopamin otooksidasyonu ile lipid peroksidasyonunu azaltmigtir (9). Ratlarda yapilan
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¢ok sayida calismada nikotin uygulamasinin grenme ve hafiza progesleri {izerine yararh
etkilerine isaret edilmistir. Yagh ratlarda sentetik ve dogal antioksidanlarla tedavi ile kognitif
performans artabilmektedir. Bu durum nikotinin kognitif performansi arttiric1 etkisinin
antioksidan mekanizmalar tlizerinden olabilecegi varsayimin dogurmustur.

Ancak bu ¢aligmada hafiza gelisimi saglanan yagh ratlarda beyinlerinde ROS olugumu
ve TBARS olusumunda herhangi bir azalma goriilmedi. Kognitif gelisme gosteren ratlarda
kognitif agidan ©nemli beyin bolgelerinde (neokortex, hipokampiis, neostriatum) ROS
iretimini veya lipid peroksidasyonunu etkilemedigi gosterilmistir. Benzer sekilde invitro
dencylerde neokortikal homojenatlarla gesitli dozlarda nikotin ile yapilan caligmalarda
TBARS olugumunda supresyon gozlenmemistir. Beyin dokusunda nikotinin antioksidan
Ozelliklerine dair herhangi kanit bulunamamustir.

Daha Once yapilan caligmalar gOstermistir ki 16kositlerde nikotinin antioksidan
aktivitesi vardir. Bu ¢aligmadan su sonucu ¢ikarabiliriz ki nikotinin antioksidan aktivitesi
dokuya spesifik olabilir. Alternatif olarak nikotinin ratlarin beyinlerinde antioksidan
aktiviteleri olabilir bu etkilerini Slgiilmeyen oksidatif markirlarla (protein oksidasyonu, DNA
oksidasyonu, hidroksil radikali olusumu) gostermis olabilirler. Sonugta, nikotinin motor ve
kognitif fonksiyonlar iizerine pozitif etkisi ayri ayr1 veya birbiriyle iligkili ¢esitli non-
antioksidan mekanizmalar igerebilir. Oncelikle, nikotin noronlar {izerindeki presinaptik veya
postsinaptik nikotinik reseptSrler lizerinden aktivitesini gosterir, ACh ve nonkolinerjik
norotransmitterlerin salinimina neden olur.ikinci bir husus nikotin beyinde glukoz alinimim
arttinir. Bu agidan Alzheimer hastalarma glukoz uygulamasi ile kognitif performanslarinda
gelisme saglanabilmesi dikkate degerdir. Uglinciisli nikotin uygulamas: bslgesel serebral kan
akimuini arttirir, bu da ndronal fonksiyon iizerine yararli etkiler saglar. Ozetle, kromatografik
deneylerde, PH ve AH’de nikotin antioksidan mekanizmalarla terapdtik etki
saglayabilmektedir. Ancak hayvan deneyleri nikotinin motor ve kognitif aktivasyonundan
non-antioksidan mekanizmalarm sorumlu oldufunu diisiindiirmektedir (9). Newhouse ve
arkadaslarmin yaptig1 bir ¢alismada elde ettikleri sonuglarla s6yle bir hipotez kurmuslardir;
diisik konsantrasyonda nikotin ile serbest radikal olusumu engellenerek veya zincir kirica
etkiyle lipid peroksidasyonu engellenerek antioksidan gibi davranmaktadir (1). Dolayisiyla
nikotinin oksidan, antioksidan veya bu agidan hicbir etkisinin olmadigin1 gosteren gesitli
¢alismalar vardir. Nikotinin oksidatif stres ve néral korunma iizerine doz farki ve etkileyen
mekanizma agisindan etkileri farklidir. Genel olarak, yiiksek doz nikotin nérotoksisite ve
oksidatif stresi stimiile eder. Ancak diisiik konsantrasyonda nikotin ile antioksidan gibi
davranmakta ve néral koruyucu etki agisindan gok 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak insan
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hiicre kiiltiirlerinde ve sigara i¢iminin sagladigi nikotin konsantrasyonuyla daha detayl
calismalar yapilmalidir. Cevap nikotin konsantrasyonuna ve dokuya 6zgti olabilir (1).
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MATERYAL METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Deney Hayvanlan

3.1.2.

Bu ¢alismada ortalama agirhiklar1 250-300 gr olan Spraque Dawley cinsi toplam 40
adet erkek rat kullamildi. Ratlar 3-6 ayhik ve 12-24 aylik, gen¢ ve yash grup
olusturmak tizere iki grup halindeydi. Ratlar standart 1s1k (12 saat giin 15181 / 12saat
karanlik) ve is1 (25 C)’da yem ile suyun kisitlanmadign kosullarda 4 hafta siire ile
beslendiler. Deney siirecinin baglangicinda ve sonunda olmak iizere toplam iki kez
tim ratlarin agirliklan 6lgiildi. Ratlar geng kontrol grubu (n=10), geng nikotin grubu
(n=10), yash kontrol grubu (n=10) ve yaslh nikotin grubu (n=10) olmak {izere toplam
dort gruba ayrilarak 6zel olarak hazirlanmug kafeslerde beserli gruplar halinde
tutuldular. Ratlara uygulanacak yeteri kadar (-)-nikotin hidrojen tartrat tuzu (Sigma,
Amerika) hergiin tekrar tartilip, serum fizyolojik iginde ¢oziiliip, fosfat tamponu
kullanilarak pH’1 7.4’¢ ayarlandi.

Nikotin ratlara 0,45 mg/kg olacak sekilde, giinde iki kez (08:30 ve 17:30), 18 giin
boyunca cilt altina enjekte edildi. Kontrol grubuna da es zamanli olarak serum
fizyolojik enjeksiyonu yapildi (47).
Son enjeksiyondan 15 saat sonra eter anestezisi altinda ratlar dekapite edilerek
olduriildti. Beyinleri alindi. Soguk fosfat tamponuyla islatilmig filtre kagidi buz
paketleri iizerine konarak hipokampiis ¢ikartma diizenegi  olusturuldu.
Dekapitasyondan hemen sonra bu diizenek iizerinde hipokampiisler ¢ikanlarak
onceden hazirlanmis i¢i 50mM fosfat tamponu dolu ependorflara konuldu ve —20°C’de
saklandi.

Deney siireci boyunca hayvanlarin davrams ve genel durumlan gézlendi. Yan etki

goriilmedi. Deney sonunda geng nikotin grubundan 4 tane, geng kontrol grubundan 2

tane, yash nikotin grubundan 2 tane ve yagli kontrol grubundan 1 tane rat 51di.
Kullanilan Malzeme ve Aletler

1- Sogutmal1 santrifiij: Eppendorf MR5415 (Almanya )
2- Santrifiij: Niive-NF 815 (Tiirkiye)

3- Derin dondurucu: Scientific Snijders (Hollanda)
4- Hassas terazi: Scaltec (Isvigre )

5- Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)
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6- Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)

7- Spektrofotometre: Shimadzu UV 1201V 1600 (Japonya)
8- Cam-Teflon Homojenizator

9- Sonikator: Bandelin Sonoplus (Almanya)
10- pH metre: Hanna Instruments (Portekiz )

11- Manyetik karigtirict: Niive (Tiirkiye)
12- Elektroforez Cihazi: EC 250 (ABD)
13- U.V Transilluminator 2000:Biorad

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler
(-)-nikotin hidrojen tartrat tuzu (Sigma)
Lipid peroksidasyonu tayini i¢in kullanilanlar:
1- Trikloroasetik asit (TCA) Merck (Almanya)
2-Tiyobarbitlirik asit (TBA) Merck (Almanya)
Nitrik Oksit (NO) tayini icin kullanilanlar:
1- Stilfonilamid Merck (Almanya)
2~ N-Naptil ethylenediamine Merck (Almanya)
3- NaNO; Merck (Almanya)
4- Cadmium Merck (Almanya)
5- Stilftirik asit Merck (Almanya)
6- Sodyum hidroksid Merck (Almanya)
7- Glisin Merck (Almanya)
SDS-PAGE ve Western Blot icin kullamilanlar:
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)
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11-Bovin Serum Albumin Merck (Almanya)
12-EDTA Merck (Almanya)

13-EGTA Merck (Almanya)

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 Sigma (Amerika)

23-Anti NR2B Sigma (Amerika)

24- a7AChR poliklonal Ab Santa Cruz (Amerika)
25-Monoklonal anti-rabbit IgG Sigma (Amerika)
26-BCIP/NBT Sigma (Almanya)

27-Prestained Molecular Weight Marker Sigma (Amerika)

3.1.4. Kullanilan Cézeltiler

Lipid Peroksidasyonu tayini i¢in kullamilanlar:

1-TCA ¢bzeltisi (%10 ): 10 g TCA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve
son hacim 100 mililitreye tamamlanir,

2-TBA ¢dzeltisi (%0.67): 0.67 g TBA tartilip, bir miktar distile suda eritilir ve
son hacim 100 mililitreye tamamlamr.
NO igin kullanilanlar:

1-Stilfonilamid soliisyonu: % 2,5 fosforik asit i¢inde, %1 siilfonilamid olacak
sekilde distile su iginde hazirlanir.

2-N-Naphtil ethylendiamine soltisyonu: %1 N-Naphtil ethylendiamine distile
su i¢inde hazirlanir.

3-Nitrit Standardi: 100 pM konsantrasyonda olacak sekilde NaNO, olacak
distile su iginde hazirlamr. Bu stok standarttan; 80,60,4020 ve O uM

konsantrasyonlarinda standartlar distile su i¢inde hazirlanir.
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4-Calisma tamponu: 15g/L glisin, NaOH ile pH 9.7 olacak sekilde distile su
iginde hazirlanir.
5-Siilfirik asit Soliisyonu: 100 mM H,SO4 distile su i¢inde hazirlanir.
6-NaOH Soliisyonu: 55mM NaOH’lik NaOH distile su i¢inde hazirlanir.
7-Kadmium: Numune bagina 0,6 gr olacak gekilde hazirlanir.
SDS-PAGE ve Western-Blot i¢in kullanilanlar:
1- 4xLower Buffer: 1.5 M Tris HCI pH=8.8
36.3 g Tris 170 ml su ile pH' 1 8.8 'e ayarlanir. Sogutulup tekrar ayarlanir. 200
ml 'ye distile suyla tamamlanir.
2~ 4xUpper Buffer: 0.5 M Tris HC1 pH=6.8
12.1 g Tris, 170 ml su ile pH' 1 6.8 ¢ ayarlanir. Sogutulup pH' 1 yeniden 6.8' €
ayarlanir. 200 ml 'ye distile suyla tamamlanir.

Lower jel:(% 7.5 lik)
Distile su 4450ul
Acril : bisacril %30 T, %2.6 C 2500ul
4x lower buffer (tris HC1, pH=8.8 2500pul
%10 SDS 100ul
% 10 APS 450ul
TEMED 10l

Upper jel: (% 4liik)
Distile su 2920l
Acril : bisacril %30 T, %2.6 C 670ul
4x Upper buffer tris-HCI, pH=6.8 1250u1
%10 SDS 50pl
%10 APS 200ul
TEMED 10ul

3-Homojenizasyon buffer: 50 mM Tris-HCL pH 7.5, 0,15 M NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 100 ng/ml Leupeptin, 100 ng/ml Aprotinin, 10 pmol
benzamidin ve % 1 triton X100 bulunacak gekilde total hacim 50 ml ye tamamlandi.
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4-Sample buffer

Upper buffer (0.5 M Tris HCI pH=6.8) 2.0 ml
Gliserol 1.6 ml
%10 SDS 32ml
2-Merkaptoetanol 0.8 ml
%0.1(w/v) Brom fenol blue 0.4 ml

5-Running buffer: 5x 15 g Tris72 g, Glisin5 g, SDS, pH 8.3 ¢ ayarlanip distile
suile 1 1t ye tamamlanir. 5 kat sulandirilarak kullanilir.
6-Transfer buffer: 0.606 g Tris, 2.882 g Glisin, 1 ml % 10 SDS distile su ile
160 ml ye pH= 8.2 -8.4 olacak sekilde tamamlanir. 40 ml metanol eklenir.
7-TTBS (Tris-Tween-Buffer Saline): 12.1 g Tris, 17.5 g NaCl, 2 ml Tween 20
(pipetle yavasga ¢ekilir, yogun bir madde oldugu i¢in) pH= 7.5 olarak ayarlanip 2
litreye distile suyla tamamlanur.
8-Primer antikorlar: NR2A 1/3000 ve NR2B 1/5000 oraninda taze hazirlanmg
% 1 BSA -TTBS ile diliie edilerek hazirlandi.
9-Sekonder antikor: Antirabbit IgG (Alkalen Fosfataz Konjuge) 1:10.000
oraninda taze olarak hazirlanmig %1 BSA-TTBS ile diliie edilerek hazirlandi.
3.2. METOD
3.2.1 Homojenizasyon
Hipokampuslar 6nce tartildi. Hipokampiisiin bir yarisi lipid peroksidasyon triinleri
calisilmak tizere ayrildi. 1/5 oraninda 0.1 M fosfat tamponu konarak homojenize edildi.
Hipokamptslerin diger yarist SDS-PAGE ve Western Blot prosediirii uygulanmak iizere
ayrildi. Tartilan hipokampuslar her grupta 3 numune olacak sekilde birlegtirildi ve 1/5
oraninda homojenizasyon tamponu ile kangtirilarak homojenize edildi. ik adimda buz
tizerinde teflon-cam homojenizatér ile 18-20 darbede homojenize edildi. Ikinci adimda 30 sn.
buz lizerinde sonike edilerek homojenizasyon tamamlandi. Homojenize edilen 6rmekler 5000
g’ de +4°C’da sogutmali santrifiijde 5 dk santrifiij edildi. Homojenize edilen &rneklerin
slipernatantlarinda Lowry yontemi kullamlarak protein tayini yapildi (62). Daha sonra
drneklerde MDA ve NO diizeyleri ile SDS-PAGE ve Western Blot ¢aligildi.

3.2.2. Lipid Peroksidasyonu Tayini
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Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan MDA; Draper ve Hadley’in tiyobarbittirik asit
reaktivitesi metodu kullanarak oOlgiildii (48). Yag asidi peroksidasyonunun son {irlinii olan
MDA, TBA ile reaksiyona girerek, 532 nm de maksimum absorbans veren renkli bir komplex
olusturur.

Deneyin yapilisi: 0.5 ml drnek tizerine 2.5 ml %10 luk TCA eklenerek kangtinldi. 15
dakika kaynatilip sogutuldu. 5000 devir/dk’ da 10 dk santriftij edildi. 2 ml siipernatan alinip,
iizerine 1ml %0.67 lik TBA eklendi. Tiipler karigtirildiktan sonra 15 dk kaynatildi ve hemen
sogutuldu. 532 nm de absorbanslari, numune yerine distile su konularak hazirlanan kore karsi
okundu.

MDA-TBA kompleksinin 532 nm deki ekstinsiyon katsayisindan (1.56x 10° em™™M™Y)
yararlanilarak nanomol/ml cinsinden MDA degerleri bulundu. Elde edilen degerler, protein

degerine boliinerek sonuglar nanomol/mg protein olarak ifade edildi.

3.2.3. NO Tayini

Griess reaksiyonuyla, nitrik oksit ve nitrat, nitrite doniistiiriilerek Sl¢tim yapildi (49).
Plazmada nitrat NO’nun dominant formudur. Numunelerdeki nitrat, kadmiyum araciligiyla
nitrite indirgenir. Kadmiyum basit heterojen rediiktan bir maddedir. Daha sonra siilfonilamid
ve N-Naphtyl ethylenediamine ile birlegen nitrit pembe renk alir, 540 nm’de absorbansi
Olgtliir. Standart olarak hazirlanan nitritler numuneler gibi ¢aligilip bulunan absorbans —
konsantrasyon grafifinden bilinmeyen nitrik oksit konsantrasyonlari mg protein basina
hesaplanir.

O
 (nitric oxide)

v _NH
MOQ» g . .._Hj;.y.
{ﬁimﬁ@) NH~80;

Griess Reaksiyonu

540 nm (pembe) KH;
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3.2.4. SDS-PAGE Yéntemi

Laemmli’nin ySntemi esas alinarak ¢aligildi (50). % 7.5°lik lower gel ve % 4’likk
upper gel hazirlanip, kuyucuk bagina son konsantrasyonu 12.5 pgr protein olacak sekilde
doku homojenati sample buffer’la 1/1 oraninda kangtirilarak uygulandi.

3.2.5. Western Blot Yontemi

SDS-PAGE prosediirii ile drnekler jel ilizerinde proteinlerine ayrildi ve daha sonra
polyvinylidene difluorid (PVDF) membrana (immobilon-P) transfer edilmek iizere transfer
tankina alindi. Transfer prosediirii sonras1 anti NR2A, anti NR2B ve anti a7 AChR igeren
sollisyonlarda bir gece boyunca bekletildi. Daha sonra sekonder antikorla 1 saat siire ile
inklibe edilen membranlar taze hazirlanan BCIP/NBT soliisyonunda yeterli boyanma
saglanana kadar bekletildi. Olusan bantlar BIORAD U.V Transilluminator 2000 cihazi
kullanilarak tarandi. Elde edilen bant yogunluklari her bir reseptor subtipi igin kendi arasinda
karsilagtirildi.

3.2.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler “SPSS 10.0 for Windows™ paket programi kullanilarak
yapildi. Genel olarak gruplar arasinda anlamlt bir fark olup olmadigi One way ANOVA ile
degerlendirildi. Gruplarmn birbiriyle kargilastirilmasi i¢in Bonferoni testi kullamldi. Sonuglar
ortalama + SEM olarak verildi. P degerinin 0,05°den kiigiik olmas: anlamli kabul edildi.
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4. SONUCLAR

Western Blot analizi ile NR2A, NR2B ve a7 reseptor diizeyleri:

NR2A reseptor analizi sonucu geng nikotin grubunda gen¢ kontrol grubuna gore
reseptor diizeyinin anlamli gekilde artmis oldugunu saptadik (p<0.05). Geng nikotin ile yasli
nikotin gruplari arasinda anlamli bir fark saptayamadik (p>0.05). Yash nikotin grubunda
yasli kontrol grubuna gore % 28’lik bir artig buluhdu (p>0.05). (Tablo 1)

NR2B reseptor diizeyinde geng nikotin grubunda geng kontrol grubuna (p<0.05) ve yash
nikotin grubuna gore anlamli bir artig oldugunu saptadik (p<0.05). Yasli nikotin grubunda da
yasli kontrol grubuna gore %22°lik bir artis bulundu (p>0.05) (Tablo 1)

nACh o7 reseptdr diizeylerinde gruplar arasinda anlaml bir fark saptamadik. (p>0.05). (Tablo
1)

Hipokampiis MDA diizeyleri:

Gruplar arasinda hipokampitis MDA diizeyleri agisindan anlamli bir fark yoktur
(p>0.05). (Tablo 1)

Hipokampiis NO diizeyleri:

Gruplar arasinda hipokampiis NO diizeyleri agisindan anlamli bir fark yoktur (p>0.05).
(Tablo 1)

Tablo 1: Tiim gruplarda NR2A, NR2B ve nACh a7 reseptdr yogunluklar ile MDA ve NO
diizeylerinin ortalamalar1 ve SEM degerleri

Gruplar NR2A NR2B a7 MDA NO
(optik (optik (optik (amol/ mg (umol/mg
dansite) dansite) dansite) protein) protein)
GN 134,86+2,1 219,35+16,14 | 113,86+11,73 | 0.0914 £ 0.016 | 0.68565 =+ 0.02
(n=6)
GK 100 100 100 0.0875 £ 0.007 | 0.71080 + 0.048
(n=8)
YN 109,33+10,65 | 122,39+25,52 | 97,90+5,3 0.0942 +0.036 | 0.72211 + 0.038
(n=8)
YK 98,39+3,8 73,57+£16,56 | 88,05+1,08 | 0.0848 £0.016 | 0.70467 + 0.02
©=9)

GN: Geng nikotin, GK: Geng kontrol, YN: Yaglh nikotin, YK: Yash kontrol
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NR2A

GN GK YK YN

160

140 - 138*
N 128
120 -

100

100 1
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ekpresyon diizeyi (konsantrasyon,

40 -

20

Sekil 1: NR2A’ya ait Western Blot 6rnegi. Sonuglar GK grubu 100 kabiil edilerek kontrole
gore ekspresyon diizeyi oranlar1 seklinde verilmigtir. GK grubuna gére GN grubunda % 38’lik
bir artig bulundu (p<0.05). YK’ya gére YN grubunda % 28’lik bir artis bulundu (p>0.05).
Sonuglar ANOVA ve arkasindan yapilan Bonferoni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
karsilagtinldi. (*): p<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi. GN: Geng
nikotin, GK: Geng kontrol, YN: Yasli nikotin, YK: Yasli kontrol
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NR2B

GN GK YK YN

250

219*

200 -

150 -

100 -

ekspresyon diizeyi (% konsantrasyon

50 -

Sekil 2: NR2B’ye ait Western Blot 6rnegi. Sonuglar GK grubu 100 kabiil edilerek kontrole
gore ekspresyon diizeyi oranlan seklinde verilmistir. GK’ya gére GN grubunda % 119°1uk bir
artis bulundu (p<0.05). YK’ya gore YN grubunda %22’lik bir artis bulundu (p>0.05).
Sonuglar ANOVA ve arkasindan yapilan Bonferoni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
kargilagtinildi. (*): p<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabiil edildi. GN: Geng
nikotin, GK: Geng kontrol, YN: Yasl nikotin, YK: Yasl kontrol
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Sekil 3: a7 nAChR’ye ait Western Blot 6rnegi. Sonuglar GK grubu 100 kabiil edilerek
kontrole gére ekspresyon diizeyi oranlar1 seklinde verilmistir. Gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunmamigtir (p>0.05). Sonuglar ANOVA ve arkasindan yapilan Bonferoni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile kargilagtirildi. (*): p<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak
kabiil edildi. GN: Geng nikotin, GK: Geng kontrol, YN: Yagli nikotin, YK: Yash kontrol
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5.TARTISMA

Nikotinin 6grenme, hafiza, uyaniklik, dikkat, bilginin hizli islenmesi, kisa siireli ve
uzun stireli hafiza ile ilgili pozitif etkileri gerek deneysel g¢aligmalarla gerekse klinik
caligmalarla ortaya konmustur (8). Deneysel caligmalarda 1sinsal kollu labirent, su labirenti
gibi kisa stireli hafizay1 ve mekansal hafizay: ortaya koyan diizenekler kullamlmistir. Insan
deneyleri nikotin yamalar1 veya nikotin sakizlar kullanilarak yapimistir ( 3 ).

Nikotin, AH, PH, Sizofreni, Dikkat Bozuklugu ve Hiperaktivite Sendromu gibi
norodejeneratif hastaliklarda dikkati, hafizay: gelistirerek kognitif fonksiyonu ve lokomotor
aktiviteyi diizelterek iyilesme saglamaktadir. Bunu  sagladifi noroprotektif etki ve
nAChR’lerinde up-regiilasyonla yaptigin1 destekleyen ¢aligmalar vardir (1,6).

Post mortem beyin dokularinda sigara kullanmayan kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda sigara kullananlarin beyinlerinde yiiksek affiniteli [*H]-nikotin baglanma
bolgelerinin arttify bulunmustur (51-54). Rodentlerin beyinlerinde kronik nikotin tedavisinin
yilksek affiniteli nikotin baglanma bolgelerini arttirdifn saptanmigtir (55-57). Uzun siire
nikotine maruziyet sonrast nAChR’lerinin artig1 resept6r sentezinin farkli basamaklarindaki
(transkripsiyon, translasyon wve post-translasyonel modifikasyon) degisikliklerin sonucu
olabilir veya reseptor alt tiplerinin diizenlenisi ve membran insersiyonlarindan kaynaklanabilir
(58).

Levin ve arkadaglarinin 8 1ginsal kollu labirentte yliriittiigii deneysel calismalarin
sonucunda selektif a7 agonistler geng ve yash ratlarda kisa siireli hafizay: anlaml bir gekilde
gelistirebildigi saptanmugtir. Diger bir selektif a7 agonisti olan ARR 17779’un sistemi k
uygulamasi 1ginsal kollu labirentte kisa stireli hafizay1 anlamh sekilde arttirmugtir. Fimbria-
fornix kesisi ile olusan lezyonlarin neden oldugu hafiza bozukluklart ARR 17779’un sistemik
uygulamasi ile geri dondiiriilmiistiir (4).

Martin-Ruiz ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada farkli nAChR’lerinin Western Blot
yontemi uygulanarak protein diizeyleri aragtirilmig. Sigara kullananlarin temporal
kortexlerinde 04 diizeyinde artig oldugu fakat o3 ve a7 subiinitlerinin protein diizeylerinde
degisiklik olmadig: rapor edilmistir (58). Mousavi ve arkadaglarimn yaptig1 ¢alismada sigara
kullananlarin beyin dokularinda nAChR’lerinin subiinitlerinde protein ve mRNA diizeyleri
arasinda bir iligki olup olmadig: aragtirilmis. Sigara kullanan kontrol grubunda hipokampusta
degil ama temporal kortekste a7 ve a4 protein diizeylerinde arti saptanmig. Hipokampiiste
hicbir degisiklik saptanmamis olmasina ragmen bu bulgular daha 6nceki galismalarla uyumlu

bulunmus. Western blot analizini takiben aym numunelerde reverse transkriptaz-polimeraz
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zincir reaksiyonuyla (RT-PCR) ile mRNA diizeylerine bakilmis ve sigara kullanan ve sigara
kullanmayanlar arasinda a4 ve a7 nAChR subiinitlerinin mRNA diizeyleri arasinda farklilik
olmadigim bulmuslar. Dolayisiyla sigara kullananlarda temporal kortexte artan o4 ve a7
nAChR subiinitlerinin protein diizeylerine artmig mRNA diizeylerinin eslik etmedigi
gosterilmistir. Nikotin uygulamast ile [*H]-nikotin baglanma bélgelerinin ve ['*° I] o-BTX
baglanma bolgelerinin artti1 rapor edilmis olsa da bu ¢aligmada elde edilen bulgular rodent
beyinleri ve hiicre serilerinde daha Once yapilan caligmalarla uyumiu olarak mRNA
diizeylerinde herhangi bir degisiklik olmadig1 gosterilmigtir (58).

Aym ¢alismada ek olarak sigara kullanan ve kullanmayan Alzheimer hastalarinda
protein ve mRNA diizeyleri arastiriimis. Hipokampilis ve temporal kortexte nAChR
subiinitlerinden a3 ve 04 ve hipokampiiste a7 subiinitinin protein diizeylerinin anlamli olarak
azaldigim g6zlemlemisler. Ancak bu diistis ilgili mRNA diizeylerinde gbzlemlenmemisgtir.

nAChR subiinit protein diizeylerinin sigara kullananlarin beyinlerinde yiikselmis
bulunmasi ve Alzheimer hastalarinda diisiik bulunmas:1 ve bunlara mRNA diizeylerinde
herhangi bir degisikligin eslik etmemesi nikotin tarafindan nAChR’lerinin up-regiilasyonunun
post-translasyonel mekanizmalarla gergeklestigine isaret etmektedir (58).

Bu tez ¢aligmasinda kronik nikotin tedavisinin nikotinik sistemi temsilen a7 reseptSr
subiiniti ile beraber olasi nikotinik-glutamat reseptér sistemlerinin etkilesimini gézlemlemek
tizere NMDAR subtipi NR2A ve NR2B reseptorlerinin protein diizeylerini western blot analiz
yontemiyle inceledik. Ciltalt1 enjeksiyon ile subkronik nikotin uyguladifimiz ve kontrol
amach serum fizyolojik enjeksiyonu yaptigimiz ratlarin hipokampiislerinde western blot
analizi ile a7 subiinitinin protein diizeylerini karsilagtirdik. Gruplar arasi anlamli bir fark
bulamadik. Bu veriler daha dnce yapilan iki ¢alismayla uyumludur. Bulgular, nAChR’lerinin
regiilasyonunda bdlgesel farkliliklar oldugunu ki bunun da diger nérotransmitter sistemleriyle
etkilesime bagli olabilecegini diigiindiirmektedir. Diger bir muhtemel sebep nikotin dozu ve
sliresi olabilir.

AH, nAChR’lerinde kayip ve hipokampiise giden kolinerjik inputlarda dejenerasyon
ile seyreden progresif bir hastaliktir (1,8). Her ne kadar AH nin patogenezi halen tam olarak
bilinmemekteyse de senil plaklarin majér komponenti olan AP, AH’deki en Snemli patolojik
degisikliklerden biri oldugu ve hastaligin gelisiminde ¢ok Onemli bir rol oynadigna isaret
edilmistir (1).

AH insidans: ile sigara kullamim arasindaki negatif korelasyon birgok epidemiyolojik
aragtirmact tarafindan bulunmustur (5,6). Nikotin ve nikotinik reseptdr agonistleriyle tedavi
yaklagimi ile Alzheimer hastalarinda dikkat ve uyanmikligin arttig1 saptanmstir (3).
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Nikotin ¢esitli noérotransmitterlerin salimimini stimiile eder. Hafiza tizerine nikotinik

etkilerin 6nemli yoni nikotin ile indiiklenen ndrotransmitter salimmimin sekonder etkileriyle
yonlendiriliyor olabilmesidir (7). Nikotin hiicreye Ca™ akimim arttirabilmektedir bu yolla
veya NOS igeren difer interndronlara etkiyerek NOS stimiilasyonunu saglar. Noronal
NOS’un inhibisyonu nikotinin tiim beyin bolgelerinde etkilerinin engellenmesine neden olur.
Bu da nikotinin néronal NOS yoluyla NO sentezini arttirdigim desteklemektedir.
MK-801 ile NMDAR’lerinin blokaj1 sonucu kortex ve hipokampiisten nikotin ile uyarilan NO
salintm inhibe olmustur. Bu bulgular nikotinin glutamaterjik reseptdr sistemiyle olasi
etkilegsimini desteklemektedir. Smith ve arkadaglari doku kiltiirlerinde lokal nikotin
uygulamasini takiben NO salinimim géstermiglerdir. Fedele ve arkadaglar sistemik nikotin
uygulamasi ile rat hipokampiisiinde cGMP diizeylerinin yiikseligini saptamiglardir. Bu
cevabin lokal NOS inhibisyonuyla bozuldugunu ve MK-801’e sensitif oldugunu
gostermislerdir (10).

nAChR’lerinin a7 subtipi sinaptik terminallerde veya hemen yaninda lokalize oldugu
ve rat hipokampiisiinde glutamaterjik transmisyonu modiile ettigi diigtiniilmektedir (10). Bu
da nAChR’lerinin &zellikle o7 subtipinin Ca *? sinyalizasyonundaki Onemini gSsterir.
Hipokampal hiicre kiiltiirlerinde nAChR’lerinin stimiilasyonu extraselliler Ca* varliginda
glutamaterjik transmisyonu arttirmigtir (10,40).

Pogun ve arkadaslarinin yaptigi caligmada akut ve kronik nikotin uygulanan ratlarin
cesitli beyin bolgelerinde stabil NO metabolitlerinin arttigi gosterilmigtir. Bu sonug nikotinin
néronal NOS’u stimiile ettigini desteklemektedir. NOS stimiilasyonunun nAChR’lerine Ca*
akimi ile veya nikotinin diger ndrotransmitter ve/veya sinyal iletim sistemleriyle etkilesimi
tizerinden olabilir.

Rat kortikal ndron kiiltiirlerinde glutamat veya NMDA’ya maruziyetin hiicre yasamim
kisalttifina ait calismalar var ve NO norotoksisitesinde araci olarak tanimlanmaktadir (10).
Shimohama ve arkadaglar1 hiicre kiiltiiriiniin glutamata maruziyet 6ncesi nikotin ile 6n
inktibasyonunun glutamat sitotoksisitesini azalttigim saptamuglar. Bazi arastirmacilar,
nikotinin gézlemlenen noéroprotektif etkisini NO olusumu iizerine olasi inhibitér etkisine
baglanmaktadir. Benzer sekilde nikotinin kortikal ndron kiiltiirlerinde a7 noronal reseptorii
yoluyla Ca™ tarafindan tetiklenen NO olusumunu azaltarak glutamat ile indiiklenen
sitotoksisiteden korudugu rapor edilmistir. Yapilan galigmalarda NO {izerine yorumlar
¢elismektedir. Bizim ¢aligmamizda subkronik nikotin uygulanan ratlarla kontrol grubu
arasinda NO diizeyleri agisindan anlamli bir fark saptamadik.
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Nikotinin nAChR’leri iizerinden veya glutamat salinimini arttirarak NMDAR’leri iizerinden
Ca™ akimim arttirarak NOS aktivasyonu NO olusumu indirek veya direk yollarla arttirdig:
gosterilmigtir. Ancak bu caligmadaki bulgularimiz nikotinin NO tizerindeki etkilerini
desteklememektedir.

NMDAR sisteminin hafiza fonksiyonu iizerinde 6nemli fonksiyonlar1 oldugu daha
Onceki calismalarda  gOsterilmigtir. NMDAR  antagonisti dizosilpin (MK-801)
hipokampektomi ile benzer sekilde hafiza bozukluklar: yapmugtir (7).

Glutamat reseptdr sistemi ve nikotinik sistem arasinda direk etkilesim vardir. Nikotin
glutamat salimimimi stimiile etmektedir. Nikotinin glutamat salinimimi giiglti bir sekilde
stimiile ettifi gosterilmistir ve ¢ok c¢esitli farmakolojik etkileri de bu mekanizmayla
yonlendiriliyor olabilir. Glutamat reseptor sistemleri dzellikle de NMDAR subtipinin hafiza
fonksiyonu tizerinde gok 6nemli oldugu gosterilmistir. Ozellikle kognitif fonksiyonla ilgili
olarak , hipokampiiste nikotin ile indiiklenen glutamat salinimi gok nemlidir (7).

Greenamyre ve arkadaglar1 (1987), Alzheimer hastalarinin post mortem hipokampiis
dokularinda NMDAR baglanmasinda anlamli bir azalma oldugunu rapor etmislerdir (59).
Bagka bir c¢alismada AH ile spesifik NMDAR subiinitlerinin ekspresyonunda ve
kodlamasindaki azalma durumu arasinda bir iligki olduguna isaret edilmistir (60). Normal
kontrollere gére Alzheimer hastalarimin beyinlerinde NR2 mRNA ekspresyonunda azalma
rapor edilmistir. NR1 mRNA ekspresyonuyla ilgili herhangi bir degisiklik rapor edilmemisgtir.
Bu da AH ile iligkili NMDAR degisikliklerinin NR2 subiinitine spesifik oldugunu
desteklemektedir. Ancak Hynd ve arkadaglari (2001) sonuglari yorumu komplike hale
getirmistir. Clinkii Hynd ve arkadaglari iki farkih NMDAR1 mRNA izoformunun
kodlamasinda anlamli bir diiglis saptamiglardir. Sze ve arkadaglart da NR2 reseptor
subiinitlerinde oldugu gibi NR1 subiinitlerinde de degisiklik saptamglar.

NMDAR ekspresyonuyla AH arasindaki geligkili iligki deneysel metodun farkhlig
veya patolojinin progresyonundaki heterojeniteden kaynaklamiyor olabilecegi ileri
stirtilmiigtiir (61).

Biz de subkronik nikotin enjeksiyonu sonrasinda kontrol ve nikotin grubundaki rat
hipokampiislerinde NR2A ve NR2B reseptorler konsantrasyonlarmi 6lgtilk. NR2A
reseptdriinde geng nikotin grubunda kontrol grubuna gore anlamh bir artig saptadik. Yasl
nikotin grubunda kontrol grubuna gére %28’lik bir artiy olmus ancak istatistiksel olarak
anlamli bir artis olmamigtir. NR2B reseptoriinde geng nikotin grubu, geng kontrol grubuna
gore ve yagh nikotin grubuna gore anlamli bir artis saptadik. Yagh nikotin grubunda yash
kontrol grubuna gére %22’lik artis olmus ancak istatistiksel olarak anlamli bir artis
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olmamigtir. Bunun nedeni yasla beraber nAChR’leri ve NMDAR’lerinin sayisinin azalmasi ve
bu nedenle nikotine cevabin az olmas: olabilir. Norodejeneratif hastaliklarin yag grubu ve
yasl nikotin grubundaki verimiz g6z 6niine alinacak olursa, nikotin ve glutamaterjik sistem
etkilegsimini daha net ortaya koymak i¢in nikotin uygulama siiresi ve nikotin dozu {izerinde
tekrar durup bu faktorleri degistirerek daha kapsamli bir ¢aligma yapmak gereklidir.

Bu veriler nikotinin presinaptik nAChR ’leri araciligtyla glutamat salinimini arttirdigin
ve NMDAR subtipi NR2A ve NR2B’de up-regiilasyon ile sonuglanan bir kaskad: baslattigini
desteklemektedir. Glutamat-NMDA reseptOr sisteminin 6grenme ve bellek tizerindeki bilinen
pozitif etkileri de g6z Oniine alinacak olursa nikotin-nikotinik sistem ve glutamaterjik sistem
etkilesimi, nikotinin hafiza gelisimi {izerine etkilerinde araci mekanizma olabilir.

Nikotinin kognitif performans ve 6grenme progesi lizerine yararh etkilerinin birgok
hayvan ve insan deneyi ile ortaya konmustur. Linert ve arkadaglar1 dogal ve sentetik
antioksidanlarla yaptiklari dencysel caligmada yagli ratlarda antioksidanlarin kognitif
performansi arttirabildigini saptamiglar. Buradan yola ¢ikarak nikotinin kognitif performansi
arttirict etkisinin antioksidan mekanizmalar {izerinden olabilecegini diistinmiislerdir. Ancak
yurlittikleri deneysel ¢alisgma sonucunda yetigkin ratlarda hafiza performansinda gelisme
saglarken aymi ratlarin beyin dokularinda ROS veya TBARS olusumunda bir azalma
olmamigtir. Kognitif performansta gelisme g6steren hayvanlarin, kognitif fonksiyon agisindan
Onemli beyin bolgelerinde (neokorteks, hipokampiis, ve neostriatum) nikotinin lipid
peroksidasyonu ve ROS {iretimini etkilemedigi g6zlenmistir. Linert ve arkadaglari benzer
sekilde bir yaklagimla in vitro bir deney yapmuslardir. Cesitli konsantrasyonda nikotinin
neokortikal homojenatlara uygulanmasiyla TBAR olusumunda bir supresyon olmadigini
saptamiglar. Bu caligmalar beyin dokusunda nikotinin higbir antioksidan etkisinin olmadigina
dair kanitlar sunmugtur (1).

Bagka bir ¢alismada nikotinin MSS ile birlikte akciger ve karaciger dokularinda
oksidatif stres tizerine etkisine bakilmig. 1.6 mg/kg dozda 10 giin boyunca kronik nikotin
uygulanmis rat beyin, akcier ve karacifer homojenatlarmda ¢aligilmis. Kontrol grubuyla
kargilagtinldiginda TBARS diizeylerinin tiim dokularda artmis oldugu saptanmigtir. Bu
calisma nikotinin beyinde oksidatif stres iriinleri iiretebilecegini desteklemektedir (2).

Bagka bir ¢caligmada nikotinin 18kositler iizerinde antioksidan aktivitesi olduguna dair kanitlar
vardir.

Biz 0,45 mg/kg 18 giin nikotin enjeksiyonu yapilan ve kontrol amagli serum fizyolojik
enjeksiyonu yapilan ratlarin hipokampiislerinde oksidatif stresi degerlendirmek {izere MDA
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baktik. Gruplar arasinda higbir fark saptamadik. Bulgularimiz nikotinin hipokampiis
diizeyinde herhangi bir oksidan ya da antioksidan etkisi olmadigina igaret ediyor.
Nikotinin antioksidan aktivitesi dokuya ve doza spesifik olabilir.

Sonugta sunu belirtmek gerekir ki nikotinin kognitif performans {izerine yararli ve
koruyucu etkilerini anti-oksidan mekanizmalar diginda daha ¢ok nikotinin presinaptik ve
postsinaptik nikotinik ACh reseptérlerden non-kolinerjik (glutamat, dopamin, adrenalin,
noradrenalin ve seratonin) ndrotransmitterlerin salinimini saglayarak tetikledigi kaskadlar
yoluyla saglayabilecegi diistiniilmiistiir.

Nikotinin hipokampiis a7 nAChR konsantrasyonlarinda belirgin bir degisiklige yol
agmamig, ancak NR2A ve NR2B konsantrasyonlarini 6zellikle geng nikotin grubunda
arttirmigtir. NMDAR ’lerinin kognitif fonksiyonlarda 6nemli roller oynadiklar1 bilinmektedir.
Nikotin her ne kadar a7 nAChR konsantrasyonunu etkilemese de a7 nAChR aktivasyonu ile
etkilerini gosterereck NMDAR’leri {izerinden etkili olmus olabilir. Bu ¢aligma nikotinin
NMDAR tipleri olan NR subiinit konsantrasyonlarim etkiledigini ve nikotinin kognitif
fonksiyonlara olan etkisine NR degisikliklerinin aracilik edebilecegini diistindiirmiistiir.
NR’ler ile AChR’leri arasindaki etkilesimin nasil oldugu ise aydmlatilmaya muhtag
goriinmektedir. Aym1 zamanda MDA diizeylerinde artis olmamasi oksidatif bir hasar
tetiklemediginin de bir gdstergesidir. Bu sonuglara gore nikotin doz ve siire ayarlamas: iyi

yapildiginda kognitif fonksiyonlar diizenlemede iyi bir aday olabilecektir.
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OZET

Nikotin piridin ve pirolidin halkasindan olusan ve tobacco bitkisinin yapraklarindan izole
edilen alkaloid bir bilesiktir. Sigara dumaninin 6nemli bir komponentidir. Endojen
norotransmitter ACh gibi davranir ve beyinde birden ¢ok reseptdr subtipiyle etkilesime girer.
Nikotinik Sistem kognitif fonksiyonun néral temelinde hayati rol oynar. Nikotin bazli
terapStik yaklagim AH, Sizofreni, Dikkat Bozuklugu ve Hiperaktivite Hastalif1 gibi ¢esitli
kognitif hastaliklarin tedavisinde yararl: olabilir. AH insidansi ile sigara kullanimi arasindaki
negatif korelasyon bir¢ok epidemiyolojik aragtirmaci tarafindan bulunmustur

Bu tez ¢aligmasmda geng ve yash ratlara kronik nikotin enjeksiyonuyla NMDAR subtipleri
NR2A ve NR2B reseptorleri ve nAChR a7 tipinin k onsantrasyonlarinin nasil degistigini,
bununla beraber MDA ve NO diizeylerini de saptayarak oksidan aktiviteyi degerlendirmeyi
amagcladik.

Bu amagla gen¢ nikotin, gen¢ kontrol, yash nikotin, yasli kontrol olmak tizere 4 grup
olusturduk. Her grup 10 erkek sprague dawley rattan olusuyordu. Ratlar 18 giin boyunca (-)-
nicotine hidrojen tartarat tuzu (0.45 mg /kg), and serum fizyolojik ile ciltaltt enjeksiyon
yapildi.

Western blot analizi ile NR2A, NR2B ve nAChR a7 reseptdr ekspresyonlan ¢aligildi. Geng
nikotin grubu kontrol grubuyla kargilastirildiginda NR2A ve NR2B reseptdr diizeylerinin
anlamli olarak arttigim saptadik. Yagh nikotin grubu kontrol grubuna gore anlamli bir artis
gostermedi. a7 reseptdr diizeyinde gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi. MDA ve NO
diizeyleri agisindan da gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi.

Sonugta yeterli sayida ve saglam nAChR’ii olan geng grupta nAChR’lerinde anlamli bir artig
saptandi. Nikotinin etkili oldugunu ve kognitif performansta sagladigi gelismeyi glutamat
salimimins arttirarak glutamat- NMDAR sistemi ile etkilesim yoluyla sagladigim destekleyen
veriler elde ettik. Bunun yaminda, nikotin, kognitif performans gelisimindeki roliiniin
antioksidan mekanizmalarla olmadigini veya hipokampiis diizeyinde lipid peroksidasyonunu
etkilemedigini g6zlemledik.

Anahtar kelimeler: Nikotin, nAChR, NMDAR, hipokampiis, kisa siireli hafiza, LTP
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SUMMARY

Nicotine is an alkaloid composed of pyridine and a pyrrolidine ring found in the plant
kingdom and an important component of cigarette smoke. Nicotine acts like endogen
neurotransmitter ACh and interacts with a variety of receptor subtypes. Nicotinic system plays
a pivotal role in the neural basis of cognitive function. Nicotine based therapeutic approach
would be usefull for the treatment of a variety of cognitive impairments including
Alzheimer’s disease, schizoprenia, attention defisit hyperactivity disorder. In addition, a
negative correlation between smoking and incidence of Alzheimer’s disease has been
suggested by many epidemiological researchers.

In this study we administered chronic nicotine to find out the alterations of NR2A and NR2B;
the subtypes of NMDARSs and the alterations of nAChR a7 receptor. In addition our purpose
was to evalute the oksidative activity by determing MDA and NO. For this purpose we
arranged 4 groups as; young nicotine, aged nicotine, young control and aged control. Each
group include 10 male sprague dawley rats. Rats were injected s.c. with (-)-nicotine hydrogen
tartrate salt (0.5 mg free base/kg b.w.), and with saline for 18 days.

NR2A, NR2B and nAChR receptor expressions were studied by employing Western blotting.
Expression of NR2A and NR2B in young nicotine group was significantly increased when
they were compared with the young control group. In the aged nicotine group, compared with
the aged control group, there is no significant increase. There was no significant difference
between groups about the expression of a7 receptors. In addition there was no significant
difference between groups about MDA and NO values.

In conclusion, in the young nicotine group the number and function of nAChRs have to be
intact and significantly increased levels were determined here. We find out the effectivity of
nicotine and our data supports that nicotine stimulates the release of glutamate and improves
the cognitive performance through the interactions with glutamate-NMDA system. Besides,
the role of nicotine in the cognitive improvement wasn’t supported by the antioxidative
mechanisms or we observed no effect of nicotine on lipid peroxidation at the hippocampus.
Key words: Nicotine, nAChR, NMDAR, hippocampi, working memory, LTP
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