T.C.

EGE UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

IN VITRO CART EKSPRESYONU UZERINDE NiKOTIN ETKIiLERI

SINIiRBILIiM ANABILIM DALI

Yiiksek Lisans Tezi

Miizeyyen UGUR

DANISMAN

Prof. Dr. Liitfiye KANIT

iZMiR 2014



T.C.

EGE UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

IN VITRO CART EKSPRESYONU UZERINDE NiKOTIiN ETKIiLERI

SINIiRBILiM ANABILIM DALI

Yiiksek Lisans Tezi

Miizeyyen UGUR

13SBEQO6

DANISMAN

Prof. Dr. Liitfiye KANIT

iZMiR 2014



DEGERLENDIRME KURULU UYELERI

Adi Soyadi imza

Baskan : Prof.Dr. Litfiye KANIT e
(Danisman)

Uye : Doc.Dr.O8uz GOZEN e

Uye :Doc. Dr. Petek BALLAR oot
KIRMIZIBAYRAK

Yedek Uye :Prof. Dr. Ersin O. KOYLU = oot

Yedek Uye :Prof. Dr. Gllperi OKTEM oo

Yiiksek Lisans Tezinin kabul edildigi tarih: ......ccccccvvveeeiiinnii,



ONSOZ
2010 yilinda stajimi yapmak icin ilk basvurdugum andan itibaren her zaman

yanimda olan, beni dinleyen, yol gosteren, dgrencileri icin elinden gelen her tiirlii
tyiligi/yardimi esirgemeyen, danigsmanim Sayin Prof. Dr. Liitfiye KANIT,

Yiiksek lisans 0grenimim siiresince pek cok molekiiler diizeydeki laboratuvar
calismasini bize dgreten; tez calismalarimiz siiresince giiniin her saati sabirla
yardimlarin esirgemeyen, yanimizda olan, tezimi yonlendiren hocam Sayin Doc.
Dr. Oguz GOZEN,

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilimsel destegi ve sagladigi olanaklar i¢in hocam
Sayin Prof. Dr. Ersin KOYLU,

Yiiksek lisans 0grenimim sirasinda tanistigim ve iki yil boyunca birlikte
gecirdigimiz anlar1 dolu dolu yasadigimiz, tez calismam sirasinda da yardimlarini
esirgemeyen, yillar dnce kaybettigim kiz kardesim olmali dedigim sevgili dostum
Hasibe SAHIN,

Ve
Hem uzagimda olup hem de cok yakinimda olmay1 basaran canim ailem
basta olmak fizere....

Tezimin deney asamalarinda laboratuvarlarini bize acan ve yardimci olan hocam
Sayin Dog. Dr. Petek BALLAR ve doktora Ogrencisi Yalcin ERZURUMLU’ya

Tezimin yazim asamalarinda fikirleri ve yardimlariyla yanimda olan arkadaslarim
Ar. Gor. Alper ERDOGAN ve Ar. Gor. Meltem KARATAS a

Tez calismamda kullandigim hiicreleri temin ettigimize yardimci olan hocam Yrd.
Dog. Dr. Aylin SENDEMIR URKMEZ’e

Bu boliimde gecirdigim 4 yil boyunca bana ev sahipligi yapan tiim Fizyoloji Ab. D
ailesine

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
[ZMIR
2014
Miizeyyen UGUR
Bu calisma Ege Universitesi 2011 TIP 019,
Ege Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii 13SBE06

ve Aliye Ustel Vakf1 projeleri tarafindan desteklenmistir.



OZET
IN VITRO CART EKSPRESYONU UZERINDE NiKOTIN ETKILERI

Miizeyyen Ugur
Yiiksek Lisans Tezi, Sinirbilim Anabilim Dali,
Tez Yoneticisi: Prof. Dr Lutfiye Kanit
Aralik 2014

CART ve nikotin bagimlilik, stres, istahin diizenlenmesi, kilo alimi gibi ayni
homeostatik ve fizyolojik slireglerde rol oynamaktadir. CART ve nikotin ile iliskili pek
cok calisma yapilmis olmasina karsin literatiirde ikisinin bir arada oldugu bir ¢alisma
bulunmamakta, dolayisi ile birbirleri ile olan olasi etkilesimleri bilinmemektedir. Bu

calismada nikotinin CART promotoru lzerindeki etkisi in vitro olarak arastiriimistir.

PC12 hicreleri NGF ile farklilastirimasinin ardindan nikotin uygulamasi
yapilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak, hicre ici cAMP miktarini arttirdig
bilinen forskolin kullaniimistir. Farkh dozlarda nikotin uygulanan PC12 hiicrelerinden
6 ve 24. saatlerde 6l¢im alinarak nikotinin CART promotoru Ulzerine olan etkisi

arastirilmistir.

Calisma suirecinde NGF ve forskolinin sinerjik etki gostererek CART promotor
aktivitesini arttirdigi gérilmustir. Uygulanan nikotin dozlarindan disik doz (50 nM)
nikotinin, 6 saatlik slirecte CART promotor aktivitesini arttirdigi; yliiksek dozun (1
uM) ise CART promotor aktivitesini azalttigi gérilmustlr. Uzun sireli (24 saat) ilag
uygulamasinda ise 6 saat 50 nM nikotin de gorilen promotor aktivite artisi kontrol
seviyesine donmustiir. Uygulanan nikotin dozlarindan 300 nM ve 1 uM’in CART
promotor aktivitesini azaltici yonde etki ettigi gortlmustir. Forskolin ise 6l¢im
alinan her iki zaman diliminde de promotor aktivitesini anlamh bir sekilde

arttirmistir.

Nikotin diisik dozda uygulandiginda kisa zaman araligi icinde CART promotor
aktivitesini artirdigi; yliksek dozlarda ve uzun siire nikotin uygulanmasi durumunda
ise promotor aktivitesinin azalttigi gortlmdistir. Bu bifazik etki nAChR’lerinin
duyarlilasma (sensitization) ve duyarsizlasmasindan (desensitization) kaynaklaniyor

olabilir.



Anahtar Sozliikler: nikotin; CART; PC12 hiicre hatti;; nAChR
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ABSTRACT

NICOTINE EFFECT OF IN VITRO CART EXPRESSION

CART and nicotine have roles in the same homeostatic and physiological
processes such as addiction, stress, regulation of appetite and weight gain.
Although there is a large amount of research related with CART and nicotine in
literature, studies concerned with both CART and nicotine are scarce. Interactions
of CART and nicotine have not been evaluated yet. In this thesis, we studied effects

of nicotine on CART promoter in vitro.

After PC12 cells were differentiated with NGF, nicotine treatment was done.
Forskolin, which is known to increase intracellular levels of cAMP, was used as
positive control. Effect of nicotine on CART promoter was assessed by obtaining
samples at 6 and 24 hours after the treatment of cells with different doses of

nicotine.

In this study, synergistic effect of NGF and forskolin treatment on CART
promoter and CART promoter’s increased activity were demonstrated. Loe dose
nicotine treatment (50 nM) was found to increase CART promoter activity at 6
hours, whereas high dose (1 uM) nicotine treatment resulted in a decrease of CART
promoter activity. Prolonged (24h) drug administration reversed the increased
activity seen at 6 hours with 50 nM nicotine, returning it to baseline levels. CART
promoter activity decreased with nicotine treatment at 300 nM and 1 uM doses
(24h). Forskolin significantly increased CART promoter activity at both time points
(6h and 24h).

We have shown that although low-dose short-term nicotine treatment
increases CART promoter activity, high-dose or prolonged low dose nicotine
treatment decreases the activity. This biphasic effect may be due to sensitization

and desensitization of nAChRs.

Keywords: nicotine; CART; PC12 cells line; nAChRs.
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ACh:Asetilkolin
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ADHD: dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu
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BOLUM |

GiRIS
Nikotin, nikotinik asetilkolin reseptorlerinin ekzojen agonistidir. Tutin
bitkisinden elde edilen nikotin ilk olarak 16. yuzyillda Avrupa’da kullanilmaya
baslanmis olup, 20. ylzyilda kullanimi yayginlasmis olan bagimlilik yapici bir
maddedir. Nikotinin vicuttaki etki yerleri kas-sinir kavsagi, otonomik ganglionlar ve

merkezi kolinerjik sinapslardir (1).

Nikotinik asetilkolin reseptérleri Na* ve diger katyonlarin gecisine izin veren
pentamerik yapidaki kimyasal kapili bir iyon kanali olup ACh’nin a altiiniteye
baglanmas! ile aktif hale gelmektedir. Noronal nikotinik asetilkolin reseptorleri
merkezi ve periferal sinir sistemi néronlarinin soma, dentrit ve terminalinde, PC12

hicrelerinde ve adrenal medullada ifade edilmektedir.

CART kokain ve amfetamin gibi psikostimulan maddelerin kullanimi ile
beyinde miktari artan bir transkript olarak kesfedilmistir (2). Lokalizasyon calismalari
ile CART peptidinin beyinde limbik bolgelerden prefrontal korteks, hipotalamus,
amigdala da; beyin sapinda ise nukleus solitorius ve parabrankial nukleusta ifade
edildigi gortlmis olup (3) odil ve pekistirme, beslenme, endokrin ve otonomik

reglilasyon ve anksiyete gibi bircok fizyolojik slirecte rol oynadigi gosterilmistir (4) .

Nikotin ve CART bagimhlik, stres, enerji metabolizmasi, istah ve kilo alimi gibi
bir cok homeostatik ve fizyolojik siirecte rol oynamakta olup, birbirleri ile
etkilesimleri heniiz bilinmemektedir. Bagimhlik siregleri ile iliskili streglerde rol
oynadigi bilinen CART peptidinin, nikotin bagimhligi ile iliskisi henliz arastirilmamistir
Enerji metabolizmasi ve kilo alimi ile iliskili stireclerde rol oynayan CART peptidi ve
nikotinin gliniimuziin en yaygin saglik problemlerinden biri olan obezite tizerindeki
etkilerinin arastirilmasi bakimindan CART ve nikotinin etkilesimlerinin arastiriimasi

onemlidir.

Sunulan tez ¢alismasinda amag nikotinin CART geni lzerinde bir etkisinin olup
olmadigini in vitro sartlar altinda gozlemlemektir. Calismada sican adrenal bezinden
tlrevlenmis olan PC12 hiicre hatti NGF (neuron growth factor) ile farkhlastirilarak
kullanilmistir. PC12 hiicreleri NGF ile farkhlastirildiklarinda sempatik néron 6zelligi

1



kazanmaktadir (5). PC12’nin nAChR’leri tasiyor olmasi ve farklilagsmalari ile tagidiklari
nAChR sayisi ve alttip cesitliliginin artmasi nedeni ile bu galismada kullaniimasi

tercih sebebi olmustur.

Forskolin Plectranthus barbatus adindaki bir bitkiden elde edilen, adenilat
siklazi aktive ederek hiicre i¢ci CAMP miktarinin artisina yol agtigi igin hiicre fizyolojisi
ile iliskili cahsmalarda sikhkla kullanilan bir ajandir. Forskolinin cAMP-PKA-CREB
sinyal yolagi lzerinden CART promotorunu aktive ettigi bilinmektedir (6), bu
nedenle sunulan ¢alismada nikotinin CART promotoru Uzerindeki olasi etkisi;

forskolin etkisi ile karsilastirildi.

Gahsmada CART gen promotorunun 1188 nukleotitlik kisminin gaussia
lusiferaz ve mCherry haberci genlerine bagh oldugu iki farkli haberci sistem
kullanilmistir. Bunlardan mCherry floresan bir protein olup, floresan mikroskop
altinda calismaya olanak sagladigi icin deneyin optimizasyonunda kullanilmistir.
CART gen promotorunun aktive olmasi ile promotorun devaminda yer alan mCherry
floresan protein geni de aktive olarak floresan mikroskop altinda 587 nm dalga
boyundaki isik ile uyarilarak; 610 nm dalga boyunda isik yayarak gézlem yapilmasina
olanak saglamaktadir (7). Bu sayede etkili transfeksiyon orani ve transfeksiyon
etkinligi degerlendirilebilmektedir. Lusiferaz haberci sistemi ise kimyasal bir
tepkimenin sonucunda isik enerjisinin ortaya cikmasi sonucu 6lcim alinmasina
olanak saglayan hassas bir sistemdir. CART gen promotorunun bagl oldugu lusiferaz
geni, CART promotorunun aktive olmasi ile aktif hale ge¢gmekte ve bunun sonucunda
lusiferaz enzimi sentezlenerek hiicre disina salinmaktadir. Bu sayede istenilen
zaman araliklarinda hiicrelerin icinde bulundugu besin ortamindan belli bir miktar
alinarak, olcim vyapilmak istenen zamana kadar (7 gin kadar) +4°C’'de
saklanabilmekte, 6lciim yapilmak istendiginde ortama substratin eklenmesi sonrasi
gerceklesen kimyasal tepkime sonucunda aciga cikan isik enerjisi luminometre

aracihg ile olgilmektedir (8).



GENEL BiLGILER

1.1 Hiicre Sinyal iletimi

Tum hiicreler gevrelerinden sinyaller alir ve bu sinyallere yanit verirler. Birgok
sinyal iletim molekiliinin reseptorlerine baglanmasi, hilicre metabolizmasi,
hareketi, cogalmasi, sagkalimi ve farklilasmasi gibi hiicre davranislarini diizenleyen

bir seri hiicre igi reaksiyonu baslatir .

1.1.1 Hiicre-Hiicre Sinyal iletim Tipleri

Hicre sinyal iletimi hiicrenin komsusu ile dogrudan etkilesimi ya da salgilanan
bir hiicre sinyal molekili araciligi ile gerceklesir. Hiicre—hiicre sinyal iletimi otokrin,
parakrin, sinaptik (n6ronal) ileti, endokrin, néroendokrin sinyal iletimi seklinde 5
gruba ayrilmaktadir. Bazi hiicre tipleri kendi Urettikleri sinyal ileti molekilerine yanit
verdigi ileti tipi otokrin sinyal iletimi olup (Shvartsman, Wiley, Deen, &
Lauffenburger, 2001), omurgali bagisiklik sistem hicrelerinin yabanci antijenlere
yanitidir; bazi T lenfosit tipleri antijenik uyarilara yanit olarak kendi ¢ogalmalarini
uyaran bir bliyime faktori sentezlerler, bdylece antijene yanit olusturan T lenfosit
sayisi artar (9). Parakrin sinyal iletiminde, bir hiicreden salinan bir molekil hiicre
disi siviya gecerek komsu hedef hicreleri etkiler (10). Sinaptik (néral) ileti, sinir
hiicresi sinyalleri sinaps adi verilen 6zellesmis temas bolgelerinde bir hiicreden diger
hiicreye iletilir. iki sinir hiicresi sinaptik aralik ile birbirlerinden ayrilmistir (11).
Sinaps 6ncesi hlicreden ekzositoz ile salinan nérotransmiter adi verilen kiigtik sinyal
molekdlleri sinaptik araliga yayilir ve sinaps sonrasi hicrenin ligand kapili iyon
kanallarina baglanir.  Boylece sinaps sonrasi hiicrede elektriksel bir degisim
gerceklesir. Endokrin sinyal iletiminde sinyal iletim molekili olan hormonlar,
Ozellesmis olan endokrin hiicrelerde sentezlenip, dolasim sistemi ile tasinarak
vicutta uzak hedef hiicreler izerinde etki gostermektedirler. Noroendokrin sinyal
iletiminde, arka hipofizden hipotalamusa uzanan aksonlardan salinan oksitosin ve
vazopresin buradan dolasim sistemine katilirlar; 6n hipofizden medial eminence’ye
uzanan aksonlar burada icerdikleri TSH, ACTH, FSH, LH gibi hormonlari salarlar ve bu
hormonlar buradan portal dolasima katilarak hipotalamustan ilgili hormonlarin

salinmasini uyarirlar (10).



1.1.2 Sinyal iletim Molekiilleri

Steroid hormonlar, nitrik oksit ve karbon monoksit, noérotransmitterler,
peptit hormonlar ve biylime faktorleri hiicreler arasi iletimde goérev yapan sinyal
iletim molekilleridir. Steroid hormonlar, kolestrolden sentezlenmekte olup;
hidrofobik 6zelliklerinden dolayi diflizyon ile hiicre icine giren ve sitozol ya da
nlkleustaki reseptorlerine baglanan molekillerdir. NO ve CO, steroid hormonlar
gibi hicre igine diflizyon ile girerek iliskili olduklari sinyal yolaklarini aktive
edebilmektedir (12). Norotranmiterler, ndronlar arasinda ve sinir kas kavsagindaki
sinyalleri tasiyan molekillerdir. Asetilkolin, dopamin, seratonin, epinefrin, histamin,
glutamat, glisin ve GABA hidrofilik norotransmiterlerdir. Hidrofilik
norotransmiterler uyarilan bir ndéronda aksiyon potansiyelinin akson boyunca
tasinmasi sonrasi akson terminalinden salinarak hedef hiicre vyizeyindeki
reseptorlere baglanmaktadirlar. Cogu nérotransmiter reseptérd, ligand kapil iyon
kanahdir. Nérotransmiterin reseptore baglanmasi, iyon kanalinin acilmasini saglayan
bir konformasyonel degisikligi uyarir boylece hedef hiicre icinde iyon akisi degisir
(11). Diger norotransmiter reseptorleri, hlicre ylizey reseptorleri ile gesitli hiicre ici
yanitlar arasindaki baglantiyl saglayan ana sinyal iletim molekil gruplarindan , G
proteinler ile birlikte ¢alismakta olup, G proteinleri iliskili olduklari nérotransmiter
reseptorinin aktivitesini indirekt olarak diizenlerler (13). Peptit hormonlar ve
biiylime faktorleri, boyutlari birka¢g aminoasit ile ylizden fazla aminoasit arasinda
degisen aminoasitten olusmaktadirlar. insiilin, glukagon ve hipofiz bezi tarafindan
Uretilen bliyime hormonlari gibi peptit  hormonlar ve NGF, epidermal bliyiime
faktori (EGF) gibi blyime faktorleri bu grupta olup hiicre yilzey reseptoriine

baglanarak etki gosteren molekiillerdir (14).

1.1.3 Hiicre Yiizey Reseptorleri

Norotransmiterler, peptit hormonlar ve bliyime faktorleri gibi hicre-hiicre
sinyal iletiminden sorumlu bir¢cok ligand hedef hiicre ylizeyindeki reseptoériine
baglanarak hedef hiicre Uzerine etki etmektedir. Hiicre ylzey reseptorleri,
iyonotropik reseptoérler, G-protein ile eslestirilmis membran reseptorleri, enzimle

eslestirilmis reseptor olmak tizere 3 sinifa ayrilmaktadirlar. iyonotropik reseptérler



(ligand kapili iyon kanallari) elektriksel olarak uyarilabilen hiicrelerde bulunurlar. Bu
sinyal iletiminde nérotransmiter olarak bilinen sinir ileticilerin gegici sire igin iyon
kanalina bagh kalarak iyon kanali aktivitesini yonlendirdigi ileti tipidir. G-protein ile
eslestirilmis reseptorler, sinyalleri hicre ici hedeflerine G proteini olarak
adlandirilan guanin niikleotit baglayan proteinler araciligi ile iletirler. Reseptorin
hicre disi bélimlerine ligandlarin baglanmasi reseptoriin sitozoldeki bdlgesinin
plazma zarinin i¢ ylzeyine bagh bir G proteini ile birlesmesini saglayan
konformasyonel degisiklige neden olur. Bu etkilesim G proteinini uyarir , uyarilan G
proteini reseptorden ayrilarak sinyali hiicre ici hedefe tasir. G proteinleri a, 3,y
olarak tanimlanan 3 alt birim icermesi nedeniyle heteromerik G proteinleri olarak
adlandiriimaktadirlar. Alfa alt birim G proteinin aktivitesini diizenleyen guanin
nukleotitlere baglanir. Dinlenme halinde a alt birimi, B,y ile kompleks halinde
GDP’ye baglanir. Kimyasal iletici baglanmasi, reseptorde sekil degisikligini uyarir.
Alfa alt birim 3,y alt birimden ayrilarak GTP’ye baglanir. Hem aktif GTP-bagl a alt
birim hem de B,y kompleksi hiicre igi yanit olusturmak Uzere hedefleri ile
etkilesime girerler (15). Enzimle eslestirilmis reseptérler aktive olduklarinda ya
dogrudan enzim gibi islev géren ya da iliskili oldugu bir enzim araciligi ile aktif hale
gelen reseptorler olup; guanilat siklaz reseptoérleri, tirozin kinaz reseptorleri, tirozin
kinaz iliskili reseptorler ve serin treonin kinaz reseptorleri olmak lzere 4 gruba
ayrilmaktadir. Guanilat siklaz reseptorlerinin birinci haberciyi baglayan hiicre disi
bolge ile katalitik aktivite gosteren hiicre ici bolgesi bulunur. Birinci haberci
(natritretik peptid (ANP))'nin baglanmasi ile birlikte reseptoriin 3 boyutlu yapisi
degiserek katalitik bolgesi aktiflenir boylece GTP (guanilat tri fosfat), cGMP (siklik
guanilat mono fosfat)’a dontsir. c¢GMP, cGMP bagimli protein kinaza (PKG)
baglanarak onu aktive eder. Aktif hale gelen PKG’'nin hedef proteinleri fosforillemesi
sonucu hiicre yaniti gelisir (16). Tirozin kinaz iliskili reseptérler, substrat proteini
tirozin amino asidinden fosforilleyen reseptdr protein kinazlar'dir. Cogu reseptor
tirozin kinaz iliskili reseptor aracilig ile gerceklesen sinyal iletiminde, ilk basamak
ligand tarafindan uyarilan reseptér dimerizasyonudur. NGF gibi bazi blylime
faktorleri kendileri birebir ayni iki polipeptit zincirinden olusan dimerlerdir; bu
blyime faktorleri iki farkli reseptor molekiliine es zamanh olarak baglanarak

dogrudan dimerizasyonu uyarirlar. Ligand tarafindan uyarilan dimerizasyon dimerize
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polipeptit zincirleinin karsilikh olarak birbirlerini fosforillemesi ile reseptdriin
otofosforilasyonuna neden olur. Katalitik bdlgedeki tirozin fosforillenmesi protein
kinaz aktivitesini arttirmaktadir; katalitik bdlge disindaki tirozin bdlge rezidilerinin
fosforillenmesi ise hiicre ici sinyalleri, aktif reseptorden asagl yondeki molekillere
iletilecek ek proteinler igin 6zglin baglanma bdlgeleri vardir. Bu proteinlerin
otofosforile reseptorler ile etkilesimi, boylece bliyiime faktorlerinin hiicre ylzeyine
baglanmasi ile baslatilan sinyallerin hilicre icine iletiminde ilk basamagi

olusturmaktadir (17).
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SEKIL 1: Tirozin kinaz reseptérlerine ligand baglanmasi. Ligand baglanmasi ile
tirozin kinaz reseptorleri dimerize olur ve reseptére ait sitosolik zincirler

birbirlerini fosforiller . (The Biology of Cancer -R Weinberg. Sf 137)

Tirozin kinaz iliskili reseptorler, kendileri enzimatik aktiviteye sahip olmayip
kovalent baglar ile etkilesimde olduklari, hiicre ici protein kinazlari uyararak islev
gosteren reseptorlerdir. Cogu hormon ve bazi polipeptit hormon reseptorleri sitokin
reseptor slperailesi Uyesidir (18). Sitokin reseptorleri aracili sinyal iletiminde ilk
basamak ligand tarafindan uyarilan reseptdor dimerizasyonudur, dimerizasyonu
takiben protein tirozin kinazlar reseptori fosforillerler (19). Serin/Treonin kinaz
reseptorleri, bu reseptorlere baglanan en 6nemli birinci haberci baskalastirici
bliyime faktorli B (TGFB)' dir. TGFB’'nin reseptore baglanmasi ile birlikte reseptor
zincirleri oligomerize olur. Oligomerize olan reseptor zincirleri birbirleri Gizerindeki

serin/treoninleri fosforile eder. Boylece reseptor zincirinin kinaz aktivitesi aktiflenir



ve transkripsiyon faktorlerinden Smad proteinlerini baglayarak fosforiller.
Fosforillenmis Smad proteini reseptorden ayrilarak baska bir Smad proteine
baglanir. Olusan Smad kompleksi nukleusa girerek gen transkripsiyonunu uyarir

(16).

1.1.4 Hiicre igi Sinyal iletim Yolaklan

Hicre i¢i enzimler, ligand baglanmasi ile baslayan sinyalleri yayan ya da
amplifiye eden asagl yondeki sinyal iletim elemanlari olarak is gorirler. Cogu
durumda, bir reaksiyon zinciri, sinyalleri hiicre ylzeyinden ¢ok cesitli hicre igi
hedeflere iletmektedir, bu sirece hiicre igi sinyal iletimi denir. Sinyal iletim
yolaklarinin hedefleri genellikle gen ekspresyonunu diizenleyen transkripsiyon
faktorleridir. Boylece, hiicre ici sinyal ileti yolaklari hiicre yizeyini niikleusa baglar;
bu baglanti hiicre-disi uyarilara yanit olarak gen ekspresyonu degisikligine yol

acmaktadir (20).
1.1.4.1 cAMP Yolagi

cAMP (siklik AMP) adenil siklaz etkisi ile ATP den olusmakta ve fosfodiesteraz
tarafindan AMP’ye parcalanmaktadir (21). Ligand baglanmasi reseptoriin enzimatik
aktivitesini uyaracak adenili siklaz ile eslesir ve adenil siklaz aktive olur boylece
hiicre ici cAMP konsantrasyonu artar. cAMP’nin etkileri cAMP-bagimli protein kinaz
ya da protein kinaz A etkisi ile dlizenlenir. Protein kinaz A’nin inaktif formu 2
katalitik, 2 dlzenleyici altbirimden olusan bir tetramedir. cAMP’nin dizenleyici
altbirime baglanmasi katalitik altbirimlerin ayrilmasina yol acar. Boylece serbest
katalitik alt Unite enzimatik olarak aktif olur ve hedef proteinleri serin

rezidllerinden fosforilleyebilir.

cAMP artisi cogu hayvan hiicresinde cAMP yanit elemani olarak bilinen CRE
olarak adlandirilan 6zglin hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder. Nikleus
icinde protein kinaz A, CREB (CRE-baglanan protein) olarak adlandirilan ve cAMP
tarafindan uyarilan genlerin aktivasyonunu saglayan bir transkripsiyon faktoriini
fosforiller. cAMP tarafindan gen ifadesinin bu sekilde dizenlenmesi, ¢ok cesitli
hayvan hicrelerinin proliferasyonun, sag kalim ve farkhlasmalarinin kontroliinde

onemli rol oynar.



1.1.4.2 Fosfolipitler ve Kalsiyum

Cesitli hormon ve blyliime faktorleri fosfolipaz C araciligi ile bir zar fosfolipiti
olan fosfotidil inozitol 4,5-bifosfat (PIP,) hidrolizini uyarirlar ve boylece diagilgliserol

(DAG) ve inozitol 1-4-5-trifosfat (IP;) agiga cikar (22).

PIP,, DAG ve IP; kaynagi olarak is gérmesinin yani sira hiicre sagkaliminin
dizenlenmesinde anahtar rol oynayan sinyal yolaklarinin baslatma noktasinda yer
almaktadir. PIP, fosforilasyonu sonucunda bir diger ikinci mesajci olan
fosfotidilinositol 3,4,5-trifosfat (PIP;) olusur. PIP;’lin ana hedefi hiicre sagkalim
sinyalleri icin kritik olan ve Akt olarak adlandirilan bir protein serin/treonin kinazdir.
PIP;, Akt’nin plekstrin homoloji bolgesi olarak bilinen bir proteine baglanir. Akt
fosforilasyonu ve aktivasyonu sonucu hiicre sagkalim diizenleyicileri, transkripsiyon
faktorleri ve diger protein kinazlari da kapsayan cok sayida hedef protein

fosforillenir.

DAG ve IP; asagl yondeki protein kinaz C ve Ca*™ yolaklarini uyarirlar. DAG
Urtinleri, PKC ailesinde yer alan, hiicre bliyime ve farklilasmasinin kontroliinde
onemli roller oynayan, protein serin/treonin kinazlari aktive eder. IP; hicre igi
depolardan Ca*? salinim sinyalleri olusturur. Sitozoldeki Ca™ konsantrasyonunun 1
uM’a kadar artmasi protein kinaz ve fosfotazlari da iceren ¢ok sayida hedef protein

aktivitesini de etkiler.

Hicre ici serbest Ca™ bircok etkisini Ca™ baglayan bir protein olan kalmodulin
izerinden gdstermektedir. Kalmodulin, sitozoldeki Ca*? konsantrasyonu 0.5 pM’a
kadar arttigi zaman aktive olur. Ca**/kalmodulin ile aktive edilen diger protein
kinazlar, metabolik enzimleri, iyon kanallarini ve transkripsiyon faktoérlerini de iceren
bircok farkli proteini fosforilleyen CaM kinaz ailesi yer almaktadir. CaM kinazlar
transkripsiyon faktorlerini fosforilleyerek gen ekspresyonunu diizenleyebilirler. CaM
kinaz tarafindan fosforillenen sinyal yolaklarindan bir tanesi protein kinaz A
tarafindan fosforillenen CREB’dir. Bunun yani sira adenil siklaz ve fosfodiesterazlar

Ca*? /kalmodulin tarafindan da fosforillenmekte; Ca* kanallari cAMP araciligi ile de



dizenlenmekte ve ¢ok sayida hedef protein hem protein kinaz A hem de ca?/
kalmodulin bagimli protein kinaz tarafindan fosforillenmektedir. Dolayisi ile ¢ok
sayida hiicresel yanitin diizenlenmesinde cAMP ve Ca* sinyal ileti yollari koordine

olarak galistigl gorilmektedir.
1.1.4.3 Ras, Raf ve MAP Kinaz Yolagi

MAP kinazlar (mitojen tarafindan aktive edilmis protein kinazlar) ¢ok sayida
blylme faktori ve diger sinyal iletimi moleklli uyarimina yanit veren bir protein
serin/treonin kinaz ailesi olup transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonuna yol
acarak hicre ylzeyi ile nikleus arasinda indirekt olarak etkilesim saglarlar (23).
Memeli hiicrelerinde farkli hiicresel yanitlari diizenleyen bircok MAP kinaz sinyal
yolagi vardir. Her yolak kendi aktivitesini diizenleyen (¢ protein kinaz igerir: Raf, Ras
(MEK analogu) ve bir terminal MAP kinaz (24). Memeli hiicrelerinde ¢ ana grup
MAPK tanimlanmistir, biylime faktorlerine yanit olarak aktive edilen ERK ailesi
Uyeleri, inflamatuar sitokinlere ve hiicresel strese yanit olarak aktive edilen JNK ve
p38 MAP kinazlari. ERK sinyal iletimi ¢ogunlukla hiicre proliferasyonu, sag kalimi ve
farklilasmasina yol acarken; P38 ve JNK MAP kinaz yolaklari siklikla inflamasyon ve

hiicre 6limine neden olmaktadir (25, 26).



3 protein

adenil siklaz

siklik AMP

G- protein
eslikli
reseptir

G Protein e

sinyal molekdld

fosfolipaz €

— \

1P

l?.
{
kalmedulin

CaM-kinaz

diacilgliserol

PEC

tirozin
kinaz

1 /
Ras-GEF
l‘ P|[3,4_,EJP:

Ras

MAP kinaz kinaz kinaz

MAP kinaz kinaz

MAP kinaz

reseptir

Pl 3 kinaz

POE1

PKB

NI/ 72

['al-'en diuzenleyici pl’DtEil'I|EI’E H bircok hedef protein F’
o =

L= Eas e T T AL T a e e S A T

SEKIL 2: GPCR, tirozin kinazlar ve her ikisi ile birden etkinlestirilen 5 paralel
hiicre ici sinyal iletim yolagi. Hiicrenin Molekdiler Biyolojisi. Sf 883 (16)

1.2 Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri

1.2.1 Nikotinik Asetilkolin Reseptorlerinin Tarihgesi

Nikotinik asetilkolin reseptorleri kimyasal kapili iyon kanallari stiper ailesinin
Uyesidir. Farkli genler tarafindan kodlanan coklu alt Unitelerden olusmaktadirlar.
Her bir nikotinik kolinerjik reseptér, reseptdr uyarildigi zaman Nat ve diger
katyonlarin gegisine izin veren merkezi kanali olusturan 5 alt Uiniteden olugsmaktadir.
5 alt Unite rozet seklinde bir yapi olusturmakta merkezdeki por iyon kanali olarak
gérev yapmaktadir. iki asetilkolin (ACh) molekiilii pentamer yapidaki nAChR’inde
alfa alt Unitelerindeki spesifik sekanslarina baglandiginda katyonlara spesifik kanal
yaklasik olarak 1 milisaniye icerisinde acilmakta; elektrokimyasal grandiente bagli
olarak hicre icerisine iyon girisi gerceklesmekte, memran depolarizasyonunu

takiben kolinerjik sinapslarda sinyal iletimi gerceklesmektedir (27).

Asetilkolin , endojen bir sinyal bileseni olup kalp hizini yavaslatan bir bilesen
olarak 1914 vyilinda Otto Levi ve Hendry Dale tarafindan kesfedilmis ve

tanimlanmistir. Bu bulus ile Otto Levi ve Hendry Dale 1936 yilinda fizyoloji ve tip
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alaninda Nobel odulint almislardir (28) Asetilkolin beyinde primer olarak
noéromodulator gorev Ustlenmekte: néronal uyarilabilirligini ve nérotransmitterlerin
presinaptik salimini degistirmekte, noron gruplarinin ateslenmesini koordine
etmekte bunun yani sira sinaptik plastisiteye de katkida bulunmaktadir; periferde
ise primer eksitator nérotransmitter olarak gérev yapmakta: otonom gangliyonlarda

ve sinir-kas kavsaginda hizli tepki verilmesinde rol oynamaktadir (29) .

1857'de Fransiz Fizyolog Claude Bernard néromuskuler kavsaklardaki iletimi ilk
olarak acikladigi zamanlarda sinir iletiminin karmasikhigi  ve nikotine duyarli
reseptorler hemen hemen hig bilinmiyordu. Claude Bernard kasa, bitki toksini ve
nikotinik blokaj ajani kiirari uygulayip, elektriksel olarak uyardiginda kasin paralize
oldugunu gostermistir. Kiirar reversible olarak reseptére baglanan, dogal bir blokaj
ajanidir. Bernard kirari yikadiginda, motor sinirdeki fonksiyonun normale dénerek

iletinin gergeklestigini géstermistir.

1921'de Otto Loewi '"vagusstoff' adimi verdigi kalp atim frekansini kontrol
eden ¢ozilebilir bir madde gosterdi. Vagus sinir sonlanmasinda ACh ile gergeklesen
iletimin dogasinin anlasiimasini saglayarak farmakoloji alaninda 6nemli bir gelisme
meydana getirmis oldu. Kolinerjik ileti reseptoriin nikotine ya da muskarine duyarli
olusuna gore nikotinik ya da muskarinik olarak alt birimlere ayrildi (30). Sinirsel
iletinin bu iki sekli reseptorlerin tanimlanmasi ile iliskili calismalara katkida bulundu.
Muskarinik (ligand kapili) ve nikotinik reseptorler (iyonotropik) aileleri kesfedildi

(31).

Amanita muscarina adindaki mantarda bulunan muskarin mAChR’lerine geri
donisumsiz olarak (irreversible ) baglanan, secici olmayan agonistidir. mAChR’leri
farmakolojik ve molekiler olarak M1-M5 olmak lizere 5 alttiple ayriimistir.
Muskarinik reseptorler kalpte, solunum yollarinda, gastrointestinal sistemde, Uriner
yollarda, goz ve ekzokrin bezlerde bulunarak (32); ACh ile kalp atisi ve kan basincinin
dizenlenmesinde, damarlarin gevsemesinde, viicut Isisinin ayarlanmasi gibi
fizyolojik slireclerde fonksiyon gostererek hem merkezi hem de periferal sinir
sisteminin motor ve otonom sinir sisteminin kontroliinde rol oynamaktadir

(Messer, Bohnett, & Stibbe, 1990).
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nAChR’lerinin aktivasyonu ile gergeklesen kolinerjik iletinin anlasilmasinda
sinir kas kavsagl uzun bir stire favori model olarak kullanildi. Torpedo marmorata
gibi baliklarin elektriksel organlari cok miktarda reseptor icermektedir, ayrica blyik
kas hiicreleri fizyolojik kayitlar ve biyokimyasal deneyler i¢in uygundur. Sir Bernard
Katz tarafindan sinir kas kavsagi ile yapilan galismalar sinirsel iletinin anlagilmasinda
temel olusturmustur. 1978'de Erwin Neher ve Bert Sakmann patch clamp yontemini

kullanarak tek kanal aktivitesini ilk olarak géstermislerdir (33).

1.2.2 nAChR’lerinin Yapisi

Nikotinik asetilkolin reseptérleri, kimyasal sinaptik iletiye aracilik eden
seratonin (5—HT;), GABA,, GABA( ve glisin reseptorlerinin de iginde bulundugu
pentamerik ligand kapili iyon kanallari stper ailesi tyesidir (34).

nAChR’leri kas ve noéronal tip olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Kas tip
nAChR’leri sinir-kas kavsaginda ve Torpedo californica gibi baliklarin elektrik
organlarinda bulunmaktadir. Néronal nAChR’leri hetero- ve homomerik yapida olup

pre- ve postsinaptik sinir terminallerinde bulunmaktadir (34).

Torpedo’nun reseptorleri ile yapilan calismalar nAChR’lerinin genel yapisi
hakkinda bilgi edinilmesine yardimci olmustur. Torpedo'nun blyik seriler olusturan
dejenere plak uglarindan 600V'a kadar ¢ikan elektrik bosaltimi saglanmaktadir. Tek
bir plak ucunda saglanan voltaj mV araligindayken, sinir kas kavsagi biylk gruplar
halinde saglanan elektriksel bosaltim c¢ok yliksek voltajlara c¢ikmaktadir.
Torpedo'nun elektrik organindan elde edilen protein ve elektron mikroskobu ile

yapilan calismalarla nAChR’lerinin yapisi ve molekiler agirligi belirlenmistir (35).

Uc¢ plaktan saflastirilan proteinleri yapay iki tabakali sistem arasina
koyduklarinda bu proteinlerin iyonik porlar ve ligand baglama bolgeleri
olusturdugunu gostermislerdir. Elektrik organdan elde edilen pseudokristalize
yapidan 4 angstrom rezoliisyonlu gortintilerde nAChR’lerinin, memran icersinde 5
altiiniteden olusan merkezinde kicuk bir iyonik por bulunan, yapisi gosterildi (31).

Bes alt inite 16 farkli gen tarafindan kodlanan 16 bilinen alt tGniteden (al- al10, B1-
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B5, vy, 6, € ) meydana gelmektedir (36). a alt liniteler CHRNA (1-10), B alt Uniteler
CHRNB (1-4), y CHRNG, &6 CHRND ve &€ CHRND genleri tarafindan kodlanmaktadir.
Tdm alt Giniteler, membrani kat eden a-sarmal yapidaki doért domainden olusur (M1-
M4), yaklasik 200 aminoasitten olusan korunmus, ekstraseliiler bliylik bir NH2-
terminal domain ACh baglanma bolgesini de icermekte olup, dordiinci
transmemran domaini digerlerine gére daha kisa olup ekstraseliler COOH-terminal

sekansini icermektedir (28, 37).

nAChR’lerinde ACh baglanma bolgesinin molekiler diizeyde agiklanmasi ve
nAChR’lerinin agonist ve antogonistleri ile olan molekiler etkilesimlerinin ortaya
konmasinda AChBP (ACh baglayan protein) ile yapilan c¢alismalar 6nemlidir.
AChBP’nin ¢ boyutlu yapisi bir yumusakca olan Lymnaea stagnalis’in glial
hiicrelerinden salgilanan proteinin kristalize halde elde edilebilmesi ile
gerceklesmistir. Bu kiclik suda c¢Ozlinebilen protein ACh’a yliksek afinite
gostermektedir (38). nACHR’leri gibi AChBP de 5 altliniteden olusmaktadir
(pentamerik yapi). Yapi ve organizasyonu nACHR’lerinin ekstraseliiler N-terminal
domainine 6nemli 6lcliide benzemektedir. AChBP, nACHR’lerinin ekstraseliiler ACh
baglayan domaininin 3 boyutlu organizasyonunun tanimlanmasina ve reseptorin a-
alt biriminin agonist ve antogonistleri ile olan etkilesimlerinin agiklanmasina olanak

saglamistir (34).

Hiicre Digi

Bélge Hiicre Dig1

Bolge

Sitoplazmik Bolge Sitoplazmik Bolge

SEKIL 3: nAChR’lerinin yapi ve diizenlenisi. A. AChR altiinitelerinin genel yapisi.

B. AChR altiinitelerinin diizenlenmis hali (37)
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Homopentamerler nAChR’lerinin basit formlaridir, bu reseptérler merkezi ve
periferal sinir sisteminde genis bir dagihm gostermektedir ve bircok fizyolojik
fonksiyona katkida bulunmaktadir. Heteromerik reseptorler 2 veya daha cok alt
Uniteden olusmaktadir. Fizyolojik ve farmakolojik 6zellik ve fonksiyonlar agisindan
genis bir spektrum gostermektedir. Otonom sinir sisteminde a3, f4; CNS’de a4, B2;
periferal sinir sisteminde a3, a5, B4 yaygin olarak gorilmektedir. Beyin gelisimi
sirasinda ve hasar modellerinde bazi anahtar alt Unitelerin ekspresyonlarinin
duruma bagl olarak diizenlendigi gorilmdistir; 6érnegin, prenatal beyinde ve hasarl
noronlarda a3 ekspresyonu artarken, eriskin beyninde ya da saglikli néronlarda a3

ekspresyonu azalip a4 ekspresyonunun arttigi gorilmustiir (28).

a9

ul0 Noronal

o7 Homomerik

—1 a8

ol

3 Kas

a6 MNoronal
Heteromerik

asS

B3

-

SEKIL 4: Omurgalilarda bulunan nAChR’leri

Herbir a altiinitesinin asetilkolin icin baglanma bolgesi vardir. Asetilkolin a alt
Unitelerden birine baglandigl zaman proteinin konformasyonu degisir ve kanal agilir.

Boylece Na"a ve diger katyonlara olan gegirgenlik artar.
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Memeli sempatik néronlarindaki nAChR’lerinin aktive olmasi ile non-selektif
katyon kanallari agilmakta ve hiicre igine Na* girmektedir; bdylece membran
depolarizasyonu gerceklesmekte ve voltaj kapili Ca™ kanallari agilmaktadir. Ca*
akisi direkt olarak nAChR’leri lizerinden indirekt olarak ise voltaj kapili Ca™ kanallari
aracitigl ile gercekleserek; transmiter saliminin nikotinik modulasyonu, sinaptik
plastisite yani sira néronlarin hayatta kalmalari, farklilasmalari ve gocleri ile iliskili

streglere de etki etmektedir (28).

Nikotinik reseptor aktivitesi depolarizasyona neden olmakta ve bunun yani
sira Ca™ gibi divalent katyonlarin gecirgenligine etki ederek 6nemli fizyolojik
sureclere neden olmaktadir. Kalsiyumun sodyuma gore hesaplanmis gegirgenlik
orani kaslardaki nAChR’lerinde ~ 0.1, heteromerik néronal reseptorlerde ~ 2.0 ve

a7 gibi homomerik ile a9/a10 gibi heteromeriklerde ise >10’dir (39).

1.2.3 nAChR’lerinin Duyarsizlagsmasi “Desensitization”’

nAChR’lerinin endogen agonisti ACh’dir. Agonistin reseptére baglanmasi ile
iyon kanali acik konformasyona gecger ve iyon akisi gergeklesir. Birkag milisaniye
sonra reseptor konformasyonu degisir ve kanal kapanarak reseptér dinlenim

konformasyonununa ya da duyarsiz konformasyona gecer.

nAChR’leri, uzun sireli ya da tekrar eden agoniste maruz birakilmalari
sonucunda duyarsizlamakta ve bunun sonucunda iyon kanali inaktive olmaktadir.
Duyarsizlasma temel olarak agonist baglanmasina ve ortamda agonist bulunmasina
ragmen reseptorin inaktif durumda kalmasidir (39) . Kronik olarak agonist
uygulanmasi sonucu duyarsizlasmaya karsi verilen homeostatik cevap reseptor
sayisinin artmasidir (40).

Nikotinik AChR alttiplerinin farkli kombinasyonlari, lokalizasyonlari ve
altiinitelerin aminoasit sekanslari, uygulanan agonistin dozu ve kinetigi nAChR’niin
acllmasi-kapanmasi ve duyarsizlasmasina etki etmesinin (40) yani sira agonistin
baglanmasi, antagonist afinitesi, iyon gecirgenligi, iletkenlik kinetigi, reseptor
duyarsizlasma derecesi ile iliskili olup farkh farmakolojik, fizyolojik ve biyokimyasal

surecler tzerine etkilidir (41).
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Kolinerjik sinapslarda sinaptik araliga ACh salindiktan sonra birkag milisaniye
icinde ortamda ylksek konsantrasyonda ACh varken a42 nAChRlerinin ACh’a olan
afinitesi yiksek olup, yavasca duyarsizlasmaktadir; a7’nin duyarsizlasma hizi ise
yuksektir. a4B2 nAChR’leri 0.1 uM’in altindaki agonist konsantrasyonlarinda
yavas¢a duyarsizlasmakta, a7 nAChR’leri ise 1 pupM altindaki agonist

konsantrasyonlarinda etkili bir sekilde duyarsizlasamamaktadir (42, 43) .

Nikotinik asetilkolin reseptorlerinin duyarsizlasmasinin modilasyonu ekzojen
ve endojen maddeler ile reseptor yapilarinin kovalent modifikasyonlari ile
gerceklesmektedir. Modilatorler nonkompetitif blokerler, kalsiyum, timdis ile iliski
hormon peptitleri (timopoietin ve timopentin), P maddesi (substance P), kalsitonin
gen iliskili peptit ve reseptor fosforilasyonudur. Fosforilasyon o6nemli bir
posttranslasyonel modifikasyondur; cesitli protein kinazlar araciigi ile reseptér
duyarsizlasmasi ve regilasyonu gerceklesmektedir. Duyarsizlasmanin molekiler
mekanizmasi ile iliskili ¢ahsmalar ilk olarak Torpedo californica memraninda
yapilmistir. cAMP bagimli protein kinaz ve kalsiyum kalmodulin bagimli protein kinaz
nAChR’lerinin y ve & alt Unitelerinin serin rezidilerinin fosforilasyonunda; PKC
nAChR’lerinin a ve § alt Unitelerinin serin rezidllerinin fosforilasyonunda; tirozin
spesifik protein kinaz ise nAChR’lerinin 3,y ve § alt tnitelerinin tirozin rezidllerinin
fosforilasyonunda rol oynayarak, toplam 7 farkli nAChR boélgesi fosforlanmaktadir

(27).

Memelilerin  beyinlerindeki nAChR’leri doért gruba ayrilmaktadir. Tipl
nAChR’leri a —bungaratoksine baglanmakta ozellikle Ca**a yuksek gegirgenlik
gosteren a7 alt liniteyi icermektedir. Tip Il nAChR’leri B2 altliniteyi icermekte olup a
-bungaratoksin haric, nikotinik agonistlere yiliksek afinite gostermektedir. Beynin
birgok bolgesinde a4 — 32 kompozisyonu goriilmektedir.  Tiplll nAChR’leri, temel
olarak a3 ve [34 altiinitelerinden olusmakta olup, bir kurbaga zehri olan epibatidine
ylksek afinite gosteren; Fabaceae ailesine ait bazi bitki tiirlerinden elde edilen
toksik bir alkaloid olan sitisin (cytisine) yani sira nikotine de elektrofizyolojik acidan
yanit olusturan nAChR alt Unitelerinden olusmaktadir. TiplV nAChR’leri sitisin ve
epibatidine ylksek afinite gostermekte olup, elektrofizyolojik agidan sitisin ve sitisin
benzer ya da nikotine daha fazla cevap olusturan nAChR altlinitelerinden
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olusmaktadir. TiplV nAChR’leri, tiplll nAChR’lerine gore yiksek doz nikotine karsi
daha hizli duyarsizlasmaktadirlar (44).

1.3 Nikotin

1.3.1 Nikotinin Tarihgesi ve Yapisi

Nikotin Solanaceae familyasina ait patates, patlican, yesilbiber, titin bitkisi
tarafindan Uretilen bir alkaloiddir. Tutln bitkisi sifali ot olarak bilinip ayinler
sirasinda kullanilan bir gelenek haline geldigi Gliney Amerika ve sonrasinda Kuzey
Amerika'da yulzyillardir ekilip yetistirilmistir. Titln bitkisi 16.yy'da Avrupa'da
kullanilmaya baslanmistir. Portekiz'deki Fransiz blytkelgisi Nicot De Villemain 1560
yilinda tatin bitkisini Paris'e getirmistir. Baslangicta ana kralige Catherine de Medice
tarafindan burunotu (burnuna cekerek) olarak kendi basagrisinin tedavisinde
kullanmistir. Nicot De Villemain, titln bitkisine Nicotiana tabacum adini vermistir.
Nicotiana tabacum bircok Ulkede basarili bir sekilde vyetistirilmis ve kullanimi
yayginlasmistir. 17. yy'in ortalarinda ingiliz yetiskin erkekler tiitiin cigniyor ya da
sigara kullaniyorlardi. 20. yy'a dogru sigara Uretimi giderek yayginlasti. Bunlarla
paralel olarak artan sigara piyasasi giderek blylyerek tiim dinyada nikotin

bagimhhg pandemisine yol acmistir.

Nikotin tutun bitkisinin kuru agirliginin % 0,6-3'lnl olusturmaktadir ve glglu
bir insektisittir. 1893'te Pinner ve Wolfenstein nikotinin kimyasal yapisini acikladilar.
Kimyasal formili CyoH14N> olup, molekil agirhgr 162.23 ‘dir. Kimyasal yapisi 3-(1-
Metil-2-pirrolidinil) piridin’dir. 1904'te ise Pictet, Crepieux ve Ritoschy tarafindan
sentezlendi. Nikotinin L- ve S- olmak Uzere bir ¢ift izomeri bulunmaktadir, bunlardan
L-nikotin  formu biyolojik olarak aktif formudur ve titlin Dbitkisinde

sentezlenmektedir (31).

SEKIL 5: Nikotinin molekiiler yapisi
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1.3.2 Nikotinin Etki Mekanizmasi

Nikotin etkisini vicutta noérotransmiter olarak bulunan bir madde olan
asetilkolini (ACh) taklit ederek gerceklestirir. Asetilkolin beyinde néromodulator,
periferde ise primer eksitator norotransmiter olarak gorev yapan bir
norotransmiterdir (29). ACh hiicre yilzeyinde bulunan asetilkolin reseptorlerine
(AChRs) tutunarak etkisini gosterir. Vicutta temel olarak kendilerine baglanan
maddelerle anilmakta olup, muskarinik asetilkolin reseptérii (mAChRs) ve nikotinik
asetilkolin reseptorii (nAChRs) olarak iki blylk grup asetilkolin reseptori
bulunmaktadir. Muskarinik etki parasempatik son organlarda, nikotinik AChRIleri ise
otonomik ganglion ve noéromiskiler kavsaktaki etkileri belirler. Santral sinir
sistemindeki kolinerjik etkiler hem nikotinik hemde muskarinik mekanizmalari
icermektedir. Boylece nikotinin viicuttaki etki yerlerinin kas-sinir kavsagi, otonomik

ganglionlar ve merkezi kolinerjik sinapslar oldugunu gérmekteyiz (1).

Nikotinin birgok akut ve kronik farmakolojik etkileri bulunmaktadir. Akut
nikotin uygulamasi beyinde bir¢ok alanda néronal nikotinik asetilkolin reseptorlerini
uyararak noérotransmitter salinimina ve bir¢cok akut davranigsal etkiye yol
acmaktadir. Kronik nikotin uygulamasi bagimhligin olusmasina ve nikotinin akut
etkilerine karsi toleransin ya da hassasiyetin (sensitization) gelisimine neden

olmaktadir. Nikotin, ayni zamanda bilissel performansa etki etmektedir.

Noronal nikotinik asetilkolin reseptoérleri, merkezi ve periferal sinir sistemi
noronlarinin soma, dentrit ve terminalinde, PC12 hiicrelerinde ve adrenal
medullada ifade edilmektedir. nAChR’lerinin nikotin ile uyarilmasi néron igerisindeki
Ca™ akisinin artisina neden olmaktadir. Presinaptik terminale Ca*™ akisinin fazla
olmasi transmiterlerin uyari ve sekresyonunu arttirmaktadir. Nikotinle uyariima ile
birlikte Ca** 'a bagl olarak sinaptosomdan transmiter salinimi gerceklesmektedir.
Nikotinin, terminallerden direkt olarak Ca*? ile baglantili bir sekilde transmiter

akisini sagladigi bildirmistir.
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Beyinde nAChR’lerinin temel fonksiyonu presinaptik alandaki sinaptik iletiyi
ayarlamaktir. Son zamanlara kadar somadaki nAChR’lerinin 6nemi kesfedilememisti.
Son zamanlarda yapilan bir ¢ok calisma silia ganglion ve hipokampusta hizli ve
eksitator sinaptik ileti saglayan nAChR’lerin bulundugu gosterdi ve néronlardaki
postsinaptik ~ AChR’lerinin  fonksiyonel ~ 6nemi  belirlenmis  oldu  (45).

Nikotin, nAChR’lerini aktive ederek lokomotor aktivitede ve sartli yer
tercihinde (CPP) artis gorulmesi gibi davranissal sonuglara neden olmaktadir (46).
Nikotin ayni zamanda endojen ACh iletimini sekteye ugratarak nAChR’lerinin
duyarsizlasmasina neden olmakta, bdylece noronal fonksiyon ve davranissal
degisikliklerinin  ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. Nikotinin  disik
konsantrasyonlarinin presinaptik etkileri calisiimistir; bu calismalarda siganlarda,
farelerde ve beyin kesitlerinde devam eden nikotin uygulamasinin kalici bir sekilde
secici olarak a7 nAChR’lerinin bloklanmasina neden olurken, beyin kesitlerine
devam eden nikotin uygulamasi sonucu presinaptik etkinin bloklandigl ve segici
olarak 2 nAChR’lerinin duyarsizlastigl gorilmistlr. Pre- ve post- sinaptik nAChR
alttiplerinin duyarsizlasmaya hassasiyetleri arasindaki farklar acikca bilinmemekle
birlikte farkli néronal populasyonlarinda degisim gostermektedir. Bunun yani sira
nAChR’lerinin duyarsizlamasina bazi araci proteinler etki etmektedir. Ornegin Lynx1
proteini cesitli nAChR alt tiplerinin duyarsizlasmasini hizlandirabilmektedir, Lynx1
proteini knockout olan farelerde nAChR aktivitesi artmis olup bunun sonucunda

noronal dejenerasyonun ortaya ciktigi gortlmustir (47).

Sigara kullanimi ile nikotin konsantrasyonu ¢ok yavas bir sekilde 0.1 uM
civarina ulasmaktadir (48, 49) ve nikotin, asetilkolin esterazlar tarafindan
parcalanamadigl icin uzun slre ortamda bulunmaktadir. Duislik agonist
konsantrasyonunun uzun sire uygulanmasi bazen nAChR’lerinin aktive olmadan
duyarsiz konformasyona gec¢mesine neden olmaktadir. Cinki nAChR’lerinin
duyarsiz konformasyonunun agoniste olan afinitesi, reseptoriin acik ya da dinlenim
hali konformasyonundan daha yiiksektir (41). insanlarda radyoizotoplar ile
isaretlenmis nikotinik maddelerin ¢ok distik konsantrasyonlari kullanilarak yapilan
deneylerde kronik nikotin uygulamasi sonrasi beyinde nikotin baglanmasinin ve

kismen duyarsiz haldeki nAChR’lerinin miktarinin arttigi gorilmustir (Picciotto,
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Addy, Mineur, & Brunzell, 2008). Nikotin kullanimi strecinde duyarsiz reseptorin
agoniste afinitesinin ylksek olmasi ve nAChR’lerinin gesitli konformasyonlarinin
dagiliminin degistigi dikkate alinmalidir. Boylece hiicre membrani Uzerindeki
nikotinik reseptorler fonksiyonel olmayan bir hale gecebilmekte ya da uzun sire
duyarsiz halde kalabilmektedirler (41). Nikotin araciligiyla nAChR’lerinin aktivasyonu
ve spesifik nAChR’lerinin alt tiplerinin duyarsizlasmalari arasindaki denge nikotin
maruziyetine karsi olusan fonksiyonel ve davranissal cevaba etki etmektedir. Kronik
nikotine maruz kalmanin sonucunda hem reseptorlerin aktivitesinin pik yapmasi
hem de nAChR’lerinin uzun sireli olarak duyarsizlasmasi sigara tiiketiminin neden
oldugu kronik nikotin maruziyeti ile iliskili fonksiyonel cevabin ortaya ¢ikmasi ile
iliskili oldugu diistnildi (47). Reseptorlerin uzun sire duyarsiz halde kaldiklari ile
iliskili ~ bilgi yoksunluk semptomlarinin ve nikotine tolerans gelismesinin

anlasilmasinda 6nemlidir (41).

1.3.3 Nikotin ile iliskili Fizyolojik Siiregler

Nikotin kullanimi en yaygin olan bagimlilik yapici ilaglarin basinda gelmektedir.
Madde Kétiiye Kullanimi ve Mental Saglik idaresi’nin (Substance Abuse and Mental
Health Administration) 2013 verilerine gére Amerika’da 25 milyon kisi sigara ve
benzeri triinler kullanmaktadir (50). Diinya Saglik Orgiitiiniin Mayis 2014 verilerine
gore her yil 6 milyon kisi sigaranin neden oldugu hastaliklardan dolayi hayatini
kaybetmektedir (51).

Nikotin alindiginda hizlica kan dolasimina katilir ve kan-beyin bariyerini
gecebildigi icin merkezi sinir sistemine direkt olarak etki eder. Sigaradan alinan
nikotin mukoz membranlardan gecer ve protonlanmis hali akcigerlerde depolanir
boylece fizyolojik pH ayarlanmis olur; protonlanmamis nikotin ise hiicre membrani
gibi lipit bariyerlerden gecerek hiicre icine girer (40). Periferal sinir sisteminde
nikotin sinir kas kavsaginda nAChR’lerinin aktive ederek kas kasilmalarini, otonom
sinir sistemindeki  gangliyonik noéronlar boyunca sinir iletimini saglayarak
postganglionik adrenerjik ve kolinerjik lifleri aktive etmektedir. Adrenal bezdeki
nAChR’lerinin aktive olmasi katekolamin seviyesini arttirmaktadir bu sayede
kardiyovaskiler ve metabolik yanitlar olusmakta (52) arterial kan basincini ve kalp

atim hizi artmaktadir (53).
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Laboratuvar hayvanlarinda tanimlanan bagimhlik davranislari, kendi kendine
nikotin uygulama davranisinda pekistirme “reinforce self-administration”, ilag
arayisi, sartli yer tercihine neden olmasi, lokomotor aktivitede artis gibi 6zelliklerdir
(54).

Viicutta fiziksel ve fizyolojik strese yanit HPA aksi araciligiyla olugsmaktadir.
HPA aksi hipotalamustan CRH “corticotropin release hormone’” salimi ile aktive olur.
CRH anterior hipofizden ACTH “adrenocorticotropic hormone” salimina neden olur.
ACTH ise adrenal bezde kortizol Gretimini aktive etmektedir. Kortizol kardiovaskiler
sisteme, metabolik homeostazise, immun sisteme, davranis ve bilis lizerine etki
eder. Nikotin CRH ve /veya arjinin-vazopresin (AVP)’yi uyararak HPA aksini aktive

etmektedir (52).

Mezokortikolimbik déngi bagimhlik strecine etki ederek bagimlilik ile iligkili
davraniglarin ortaya ¢ikmasinda 6nemlidir. Orta beyindeki dopaminerjik merkez ve
onun etki ettigi kisimlar uyarilma ““arousal”, motivasyon, biling, motor fonksiyonlar
ve odil sistemi ile iliskili davranislarin pekistirilmesinde rol oynamaktadir. Nikotin
bagimhhgi dopaminerjik sistemde plastisiteye neden olmaktadir. En Onemli
dopaminerjik yolak VTA (ventral tegmental alan)’dan kaynaklanarak NAc (nikleus
akumbens)’e ve oradan prefrontal korteks gibi on beyin yapilarina, olfaktor
tuberkil, amigdala, striatuma projekte olmaktadir (40). Nikotinin de icinde
bulundugu bircok bagimhlik yapici ilag, 6zellikle bagimlilik edinim siirecinde NAc'de
dopamin salimini arttirmakta boylece ilag kullanimina olan pekistirme artmaktadir.
Antogonist ya da lezyonlar ile NAc'deki dopamin salimi bloklandiginda nikotinin
odil etkisinin azaldigi gorilmustlr. Sican beyin kesitlerinde sigarada kullanilan
nikotin konsantrasyonun VTA’daki dopamin néronlarinda nAChR’lerini  aktive
ederek, VTA’daki néronlarin ateslenmesine etki ettigi gorilmdistir. Bunun yani sira
nikotin glutamat salimini arttirarak VTA’da sinaptik plastisitenin baslamasina yardim
etmektedir. Artan glutamat salimi bir postsinaptik depolarizasyonla eslestirildiginde
NMDA (N-Methyl D-Aspartate) reseptorlerinin MgJ'2 blokajinin kalkmasini saglar ve
LTP (long term potentiation)’yi indikler. Boylece nikotinik aktivite dopaminerjik

sistemde sinaptik plastisiteye neden olabilmektedir (41).
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Enerji metabolizmasi ve beslenmenin diizenlenmesinde hipotalamus
Uzerinden homeostatik sistem ve kortiko-limbik-striatal sistem (izerinden beyin
odil merkezi is birligi icindedir. Nikotin nAChR’leri araciligi ile her iki sistem Uzerine
de etki etmektedir. Sigcanlara akut ve kronik nikotin uygulamasi yapildiginda, besin
aliminin azalmasina, enerji metabolizmasinin, lipolizin ve fiziksel aktivitenin
artmasina bagli olarak viicut agirhginin azaldig1 goértlmustir (55). Nikotin potansiyel
bir salgl uyaricidir. Norotransmiterlerin ve sinyal iletimi ile iliskili hlicre memran
bilesenlerinin ekspresyon seviyesine etki ettigi dlsinilmektedir. Nikotinin
beslenme ile iliskili etkileri NPY (n6ropeptit Y), oreksin, leptin ve eslesmemis protein
(UCP) aracihigi ile gerceklesmektedir. Bu peptitlerden NPY ve oreksin besin alimini
uyaririken; UCP1-2 disinda diger peptitler besin tiketimini ve istahi azaltici yonde
etki etmektedirler. Bu peptitlerden bazilarinin nikotin uygulamasina cevap olarak
hiicre-membran reseptor aktivite ve seviyesinin diizenlendigi gosterilmistir. Nikotin
leptin, NPY, oreksin, eslesmemis proteinler ile NYP ve oreksin reseptorleri
seviyelerine etki ederek besin alimi ve enerji tliketimi lzerine dlzenleyici etki
gostermektedir  (44). Alfa7 nAChR’leri araciigi ile nikotinin POMC
(proopiomelanocortin) ve NPY ile glutamat, GABA (gamma aminobutyric acid) ve
seratonin gibi nérotansmitterlerin seviyelerine etki ederek istahin baskilanmasina ve

beynin 6dil merkezine etki ettigine yonelik calismalar bulunmaktadir (56).

Sigara kullanan insanlar sigarayi biraktiklarinda sigara kullanmayanlara goére
daha fazla kilo alma egiliminde olduklari monozigot ikiz kardesler ile yapilan
calismalarda ve hayvan calismalarinda gorildi (44).Bazi sigara kullanicilar sigara
kullanmayanlara gore daha az kiloludur ve sigaranin birakilmasi ile kilo alimi
artmaktadir. Sigara kullaniminin birakilmasi ile besin aliminin artmasi 6dul
mekanizmasindaki degisiklik sonucu gerceklesmektedir; nikotin eksikliginin yerini
artan besin alimi almaktadir. Molekiler seviyede, bu etkiler nAChR’in aktivitesi ile

gerceklesmektedir (57).

Nikotinin nAChR’leri araciligi ile dikkat ve bilissel fonksiyonlar (izerine etki
ettigi bilinmektedir. Norofizyolojik calismalar, elektroensefalografi (EEG), genelde
dikkat tepkisine isaret eden, uyarici siniflamasi, beklenti ve gelen uyaricinin farkina

varma durumunda ortaya cikan bir bilissel bilesen olan P300 olayla iliskilendirilmis
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potansiyeller (ERP, event-related potential), P50 isitme ile iliskili olayla
iliskilendirilmis potansiyel (ERP) ler, prepulse inhibisyon ve agrinin ortaya ¢ikmasi ile
iliskilendirilmis potansiyeller nikotin ya da sigara kullanimindan etkilenmektedir.
Nikotin isitsel ve gorsel sistemlerde dikkat oncesi/biling disi “preattention”
sistemlere etki ettigi bilinmektedir. isitme ve gorsel sistemlerde oldugu gibi

somotoduysal degisiklik ile ilgili kortikal yanitlar Gizerine nikotin etki etmektedir (58).

Nikotin duysal islevlere etki etmektedir. Gelisimsel siirecte sigaraya maruz
kalmak, insanlarda bilissel, dikkat, duysal islevlerde kusurlarin olmasi ve ADHD
(dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu) gibi no6ropsikiyatrik hastaliklara
yakalanma riskini artirmaktadir.  Nikotine maruz birakilarak yapilan hayvan
modelleri ile gerceklestirilen calismalar, insanlarda sigara kullanimi ile ortaya cikan
sonuclarda sigarayl olusturan bircok bilesenin katkida bulunmasi ile bu etkilerin
ortaya cikabilecegini distndirmuistiir. Bunun yani sira kemirgenler ile yapilan
¢alismalar da gelisimsel dénemde nikotine maruz kalmanin isitsel strecler ile iliskili
islevlerde bozukluklara neden olduguna isaret edilmistir; sicanlarda gelisimsel
slrecte nikotin maruziyetinin isitsel uyaranlara karsi olusan pre-pulse inhibisyonu
azalttigl gosterilmistir. Nikotin maruziyeti, diisiik siddetteki uyaranlara karsi olusan
cevabin azalmasina neden olurken, yliksek siddetteki uyaranlara karsi olusan cevaba
etki etmedigi gérilmistiir. insanlarda gelisimsel siirecte nikotin maruziyeti beyin
sapinin isitme ile iliski cevabini etkilemezken, talamus-duysal korteks baglantisi ile

iliskili dongtlerin etkilendigi gortlmustir (59).

Sigara, kadinlarda ostradiole etki ederek iskemik felg goriilme oranini
artirmaktadir. Nikotin, kadinlarda 6strojen metabolizmas! lizerine, azaltici yonde,
etki ederek menstrual siklusun normal periyodunu bozmakta ve erken menapoz
baslangicina neden olmaktadir. Endojen 06strojen, menapoz 6ncesi kadinlarda
serebrovaskiiler hastaliklari dnlemektedir. Ozellikle 17-B &stradiol, serebral iskemik
hasardan beyni korumaktadir. Kronik nikotin, disi sicanlarda endojen ya da ekzojen
Ostradiol varligina ragmen o0stradioliin hipokampusu serebral iskemiden koruyucu

etkisini ortadan kaldirdig gorilmastir (60).
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1.4 Kokain Amfetamin Regiilator Transkripti (CART)

1.4.1 CART Geni ve Promotorunun Yapisi

CART siganlarin farkli beyin bolgelerinde ve endokrin dokularinda ekspresyonu
gerceklesen bir peptitdir. CART proteininin hidrofobik bir sinyal sekansi icerdigi
bulunmasiyla CART’In yeni bir néroendokrin sinyal molekili oldugu distnilmis

olup ardindan yapilan ¢alismalar ile bu durum kanitlanmistir.

insan CART cDNA sekansinin tamami analiz edilmis olup niikleotit sekansinin
tamami 900 niikleotit oldugu, 3 farkli ekson igerdigi ve genomik DNA’sinin yaklasik
olarak 2 kb uzunlugunda oldugu bilinmektedir. Yaklasik olarak 425 ve 540 baz cifti
uzunluklarinda 2 intron bulunmaktadir. insanlarda CART geni, kromozomun 5q13-14

bolgesinde lokalizedir (61).

insan ve sican gen yapisinda farkliliklar bulunmaktadir: sican ve farelerde 129
ve 116 aminoasitlik 2 CART alternatif birlesme (alternative splice) varyanti
bulunurken; insanlarda sadece 116 aminoasitlik polipeptit bulunmaktadir.
ProCART'In (6ncli CART peptidinin) dokuya spesifik post-translasyonel islemlenme
sonucu olusan biyolojik olarak aktif peptitler; kemirgenlerde CART55-102 ve
CART62-102; insanlarda ise CART42-89 ve CART 49-89’dur (61).

fare MESSRLRLLP LLGAALLLLL PLLGARAQED AELQPRALDI YSAVDDASHE KEL--—----- —-——---— IEAL
insan MESSRVRLLP LLGAALLLML PLLGTRAQED AELQPRALDI YSAVDDASHE KEL-—-—-—---— —————-— IEAL
sican MESSRLRLLP VLGAALLLLL PLLGAGAQED AELQPRALDI YSAVDDASHE KELPRRQLRA PGAVLQIEAL
domuz MESPRLRLLP LLGAALLLLL PLLGALAQED AELQPRALDI YSAVEDASHE KEL--—----- —-——---— IEAL
sigir MESPRLRLLP LLGAALLLLL PLLGALAQED AELQPRALDI YSAVEDASHE KEL-—-—----— ———-——-— IEAL
korunmu$luk ***_*:***‘k :*******:* ***‘k: *xkkk hkhkkkkkkxkk ***‘k:**‘k** * * k * Kk Kk
fare QEVLKKLKSK RIPIYEKKYG QVPMCDAGEQ CAVRKGARIG KLCDCPRGTS CNSFLLKCL
insan QEVLKKLKSK RVPIYEKKYG QVPMCDAGEQ CAVRKGARIG KLCDCPRGTS CNSFLLKCL
sican QEVLKKLKSK RIPIYEKKYG QVPMCDAGEQ CAVRKGARIG KLCDCPRGTS CNSFLLKCL
domuz QEVLKKLKSK RIPIYEKKYG QVPMCDAGEQ CAVRKGARIG KLCDCPRGTS CNSFLLKCL
sigir QEVLKKLKSK RIPIYEKKYG QVPMCDAGEQ CAVRKGARIG KLCDCPRGTS CNSFLLKCL
korunmu$luk Kk Kk kk ok koK Kk ok ok *:******** KAk Ak hkrkhhkk *Ahkhkrkhhkhkk hkx *Ahkhkrkhhkhkkhrk *khkkkhxkkhkx

SEKIL 6: CART peptit sekansinin 5 farkli canli tiiriinde karsilastiriimasi. Sekilde sari ile
renklendirilmis kissm ekzon 3’li géstermektedir . “*’ tamamen korunmus; “:’ yiiksek

oranda korunmus; “.’ daha az korunmus sekans karsilastirmalarini géstermekte.

insanlardaki CART cDNA’sI sican cDNA’sI ile %81 identiktir. Protein kodlayan bélge
ise %91 homoloji gostermektedir. Bu iki tlirde amino asit sekans seviyeleri %95

identik olup, karboksi terminal bélgede yani ekzon 3’'te %100 identiktir. Karboksi
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terminal bolgede bulunan 6 sistein rezidlisi biyolojik aktif CART peptitlerinin
hepsinde korunmus bir sekans olup; dislfit baglari ile olusan tersiyer yapinin
olusmasi igin gereklidir (61). Sinyal peptid domaininde 3 korunmus (v6—2>L, L11 2>V
ve M19 - L) ve 2 korunmamis (T25 = A, R26 = G) yer degistirme gozlenmistir
(SEKIL 6). 90 aa boyunca sadece 1 korunmus yer degistirme ( V26 =1) mevcuttur.
insan CART mRNA’sinin dagilimi daha &nce sicanlarda gozlenen ile benzerlik
gostermekte olup tim bu benzerlikler CART'In memelilerin ndéroendokrin
sisteminde korunmus bir roli oldugunu disiindiirmektedir (62). SEKIL 7’de insan
NP_004282, sican NP_058806.1, fare NP_038760.3, domuz NP_001093395.1, sigir
NP_001007821.1, tavuk AGG54990.1, kertenkele XP_003216314.1, kaplumbaga
XP_007059294.1, kurbaga NP_001087565, zebrabahgi NP_001017570.1 erisim
numaralari kullanilarak 10 farkli tiirin CART peptit sekanslari tcoffe programi ile

N

karsilastirilmasi gorilmektedir. “** tamamen  korunmus; yliksek oranda
korunmus; ‘.” daha az korunmus sekans karsilastirmalarini géstermektedir. Sekildeki
renkler korunmuslugu gostermekte olup, korunmus bolgeler ylksek puan almak
Uzere 0-9 arasi puanlama yapildiginda, koyu pembe bolgelerin tamamen korunmus;
sari turuncu renkteki bolgelerin yliksek oranda korunmus (>5); yesil bolgelerin ise az

korunmus bolgeleri ifade etmektedir.
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zebrabaligi MESSSLRMRMAVCALLVCLL--TGARANESEPEIEVELDTRAIRDFYP-KDPNLNSEKQL--—-——-—
kurbaga MVSHRLPLVCL-SLSLLLFL--V--YSEE----- -——-- VGV-RSAE-PADSSQEEKEL------
kaplumbaga MESARL--VALLSATLVLL---LGARGQE----- EPELQPRAL-DLYS-TMEDTSHEKEL---—-—-
kertenkele MESSRL--LALLGAALVLLT--GAARGQE----- EGELQPRAV-DLYS-AVKDTSREKEL--—-—-—-
tavuk MESCRGLALCAVAAALLL-----— SARGQG----- PPPP-RRDR-DLGPPGGGGASREKEL---—---—
fare MESSRLRLLPLLGAALLLLLPLLGARAQE-—-—--— DAELQPRAL-DIYS-AVDDASHEKEL-——-———
insan MESSRVRLLPLLGAALLLMLPLLGTRAQE-—-—--— DAELQPRAL-DIYS-AVDDASHEKEL-——-———
sigcan MESSRLRLLPVLGAALLLLLPLLGAGAQE-—-—--— DAELQPRAL-DIYS-AVDDASHEKELPRRQLR
domuz MESPRLRLLPLLGAALLLLLPLLGALAQE-—-—--— DAELQPRAL-DIYS-AVEDASHEKEL-——-—-—-—
sigir MESPRLRLLPLLGAALLLLLPLLGALAQE-—-—--— DAELQPRAL-DIYS-AVEDASHEKEL-——-—-——
korunmusluk 8w B g .t N @Wgw
zebrabaligs  -—-——-—-—- LGALQEVLEKLQTKRIPPWEKKFGQVPMCDLGEQCAIRKGSRIGKMCDCPRGALCNFFL
kurbaga = -————-——- IDALQEVLEKLKSKRILPLDKKLGWVPSCDAGEQCAVRKGARIGKLCNCPRGTACNFYI
kaplumbaga  ------- IEALQEVLAKLKSKRIPVYEKKFGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFL
kertenkele W --———--- IEALQEVLEKLKSKRLPLYEKKYGQVPMCDAGEQCALRKGARIGKLCDCPRGTSCNTFL
tavuk 0 == IEALQEVLEKLKSKRVPHYEKKFGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFL
fare 0 0—-———-—- IEALQEVLKKLKSKRIPIYEKKYGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFL
insan 0 0—-—-—=--= IEALQEVLKKLKSKRVPIYEKKYGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFL
sican APGAVLQIEALQEVLKKLKSKRIPIYEKKYGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFL
domuz 0 @Z——————= IEALQEVLKKLKSKRIPIYEKKYGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFL
si§ir = ——————- IEALQEVLKKLKSKRIPIYEKKYGQVPMCDAGEQCAVRKGARIGKLCDCPRGTSCNSFL
kOrunmu§luk g * Kk Kk ok ok k **::**: :** * kk Kk *****:***:****:*:****: * k g5

SEKIL 7: CART peptidinin evrimsel siirecte korunmusluk derecesi.

2002 yilinda Dominguez ve ekibinin yaptigl calisma ile CART promotoru
sekanslanmis olup baglanan transkripsiyon faktorleri belirlenmistir (6). CART
promotoru TATA box, STAT, CRE (cCAMP response element), AP1, SP1, AP2, E-box ve
Pit-1 bolgelerini igermektedir. Bu bolgelere CREB, cJun, SP1 ve AP2 gibi traskripsiyon
faktorleri baglanmaktadir (61). CRE baglanma bolgesi, cAMP aracili sinyal iletim
yolagi ile aktive olan bir bolgedir. Pit-1 bir POU-homeobox transkripsiyon faktori
olup; Pit-1 baglanma bolgesi hiicre tipine spesifik olup bu hiicrelerde CART geninin
ifadesinde (ekspresyonunda) rol oynamaktadir. Yapilan bir calismada, sican
hipofizinden elde edilmis olan GH3 hiicre hattina lusiferaz eksprese eden farkli
uzunluklardaki CART promotor bolgelerine sahip plasmidler transfekte edilerek
normal sartlarda (herhangi bir ilag uygulanmamasi durumundaki) aktiviteleri
degerlendirilmis olup 5 -3451CART ve -641 CART uzunluklarindaki promotor

bolgelerinin en aktif oldugu gorilmustiir. CART mRNA’si forskolin, dib(tril-cAMP ve
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PACAP-38 gibi cCAMP akivatorleri tarafindan upregile edilmektedir. GH3 hicrelerini -
641 CART promotor bolgesini iceren plasmit ile transfekte edip forskolin
uyguladiklarinda ise forskolin uygulama siresine bagh olarak promotor aktivitesinin
arttigini gérmdaslerdir. Forskolin adenilat siklaz enzimini aktive etmekte, boylece
hiicre icersinde cAMP’nin artmasi ile PKA (protein kinaz A) sinyal yolagi aktive
olmaktadir. Forskolinin PKA sinyal yolagi araciligi ile CART gen ifadesini arttirdigl da
gorllmustir. Dominguez ve ekibin yaptigl bir diger calisma ile GH3 hicrelerine
forskolin uygulmasi sonucu hiicre i¢i P-CREB miktarinin arttigr CREB miktarinin ise
degismedigi gortlmustir (63).

+1
ATG [+19)

Pil-1(-818)

= E-box
SP-1
CREMAP1

340 4O TGA
1A A N I—L =
I—ﬁ-ﬂ‘—'-f. HH -'I'.-I—‘-.f'—-_H 1 2t { 3 H
=0 =n g
SE 22

SEKIL 8: CART promotorunun yapisi

CART mRNA’nin up-regiilasyonunda PKA-CREB sinyalinin 6nemli oldugu
bilinmektedir. CART mRNA’sI kokain ve amfetamin gibi psikostimulan ilaglar, leptin,
kolesistokinin, ostradiol ve glukokortikoidler tarafindan upregiile edilmektedir.
CART gen ifadesini diizenlenmesi 6zellikle de baskilanmasi tamamiyle bilinmemekte
olup transkripsiyonel baskilayici néron sinirlayici susturucu elementin (NRSF, REST
olarakta bilinmekte) 2 NRSF baglanma elementinin CART promotoruna ve intron1’e
baglanmasi ile CART gen ifadesi baskilandigl son yapilan calismalarda gorilmistir

(64).

1.4.2  CART Peptidinin Tarihgesi ve iliskili Oldugu Fizyolojik Siiregler

CART (Cocaine and Amphetamine Ragulated Transcript) ilk olarak koyun
hipotalamusundan izole edilmis bir peptit olup (65); kokain ve amfetamin gibi
psikostimulan ilaglarin akut olarak uygulanmasi sonrasi striatumda yikseldigi

gosterilmis olan bir mRNA’dir (2).

27



CART mRNA ve peptitleri HPA aksi ve cgesitli beyin bolgelerinde yulksek
seviyede ifade edilmektedir. Beynin limbik bolgelerinden prefrontal korteks,
hipotalamus, amigdala da; beyin sapinda ise nukleus solitorius ve parabrankial

nukleusta ifadesi gerceklesmektedir (2, 66, 67).

CART peptidinin 6dil ve pekistirme, beslenme, endokrin ve otonomik

reglilasyon ve anksiyete gibi bir¢ok fizyolojik slirecte rol oynadigi gosterilmistir (4).

CART psikostimulan benzeri etkiler gostermektedir. Mezolimbik bélge igerisine
CART peptidi (CART 55-102) enjeksiyonu sonucu psikostimulanlar ile iliskili
davranigsal etkiler goriilmektedir. VTA igerisine CART enjekte edilmesi ile NAc'de
dopamin saliminda bir miktar artis meydana gelmekte, lokomotor aktivitede kigik
bir artis ve CPP’nin tesvik edildigi gosterilmistir. NAc’'e CART enjekte edildiginde,
CART'In kendi basina bir etki gostermedigi, fakat sistemik kokain ya da amfetamin
ile kombine edildiginde ise CART ilacin neden oldugu artan lokomotor aktiviteyi
azalttig1 gortlmustir. Yapilan ¢alismalar sonucunda CART’In, VTA’da da NAc’'de de
kiicik doz psikostimulanlara benzer etki gosterebilecegi, fakat yliksek doz ilaca karsi
ise karsit etki olusturma egiliminde olabilecegi distnulmustir. Yiksek doz kokain
kurbanlarinda NAc ve VTA’da CART mRNA seviyesinin degistigi gorilmustir. CART In
kokain tarafindan ortaya c¢ikan blyuk degisikliklere karsi homeostatik ya da
iyilestirici etki gosterebilecegi duslinlGlmustir (68). Kokain uygulamasi sonrasi
NAc'de CREB overekspresyonu sonucu CART mRNA’si artmaktadir, bu yolak
Uzerinden CART kokainin neden oldugu 6dil etkisini azaltici ydonde etki etmektedir.

Dolayisi ile CART bagimhlik tizerine dolayh olarak etki etmektedir (69)

Birgok bagimhlik yapici ilag mezolimbik DA sistemi aktive etmektedir. CART ve
DA bagimhlik yapici ilaglara karsi etkilesim halindedir. NAc’de CART iceren
noronlarin terminallerinde tirozin hidroksilaz igerdikleri elektron mikroskobu ile
gosterilmistir. Bunun yani sira D3 dopamin reseptor agonisti enjekte edildiginde ise
NAc’'te CART mRNA seviyesi azaldig1 gortulmustir (69). Bir baska calismada, kokain
ve dopaminin neden oldugu lokomotor aktivitedeki artisin NAc’e CART enjekte
edilmesi ile azaldigindan yola cikilarak dopamin resept6r agonistleri kullanilarak

dopaminerjik reseptorlerin etkisi arastirilmistir. intra akumbal bélgeye D1 reseptér
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agonistinin uygulanmasi lokomotor aktiviteyi arttirdigi, CART peptidi ile birlikte D1
reseptdr agonistinin uygulanmasinin ise lokomotor aktiviteyi daha fazla arttirdigi;
D2 veD3 reseptor agonistlerinin uygulanmasinin ise boyle bir etkiye neden olmadigi
gorilmustir. D1 ve D2 reseptor agonistlerinin birlikte verilmesi lokomotor aktiviteyi
sadece D1 agonisti verilmis oldugu duruma goére daha da arttirirken; D1, D2
agonistleri ile birlikte CART verilmesinin lokomotor aktiviteyi azalttigi gérilmuistir.
Sonuc olarak CART peptidinin, psikostimulanlarin neden oldugu es zamanh D1 ve D2

reseptor aktivitesi ile ortaya gikan etkileri azalttig1 gosterilmistir (70).

Stres silrecinde CART, hipotalamustan c-fos gen ifadesini arttirarak CRH
salimini uyarmakta; CRH 6n hipofizden ACTH salimina neden olmakta ve ACTH ise
adrenal bezden CORT (kortikosteron — kortizol) salimini uyarmasi ile HPA aksinin
aktivitesini diizenleyerek stres ile iliskili sireclerde rol oynamaktadir CART peptidi
hipotalamustan CRH salimini arttirmakta ve plazmada/kandaki ACTH ve CORT
seviyeleri artmaktadir. Dolayisi ile CART hipotalamus araciligl ile HPA aksinin
aktivitesine direkt olarak etki ederek HPA aksinin aktivitesini diizenlemektedir (67).
Hipokampus strese cevap olusmasinda diizenleyici rol oynayan limbik bolgelerden
biri olup, HPA aksinin aktivitesini inhibe etmektedir. Hipokampal lezyonlarda
glukokortikoid sekresyonu artip, hipotalamusun PVN’dan CRH mRNA ekspresyonu
artmaktadir. Amigdalanin uyariimasi ile ise HPA aksinin aktivitesi artmakta boylece
CRH artmasi ile ACTH ve CORT sentez ve sekresyonu artmaktadir. CART cinsel
farklilasma gostermektedir. Kokain uygulanmasi erkek siganlarin amigdalasinda

CART mRNA ekspresyonunun artmasina neden olmaktadir (71).

CART istah kontrolli ve enerji homeostazini dizenleyici role sahiptir. CART,
VMN (ventral medial nukleus), LH (lateral hypothalamus), ARC (arcuate nucleus),
PVN (paraventricular nucleus), NTS (nucleus tractus solitarius), NAc gibi beslenme
ile iliskili beyin bolgelerinde, beslenmenin reglilasyonunda rol oynayan peptitler ile
kolokalize bulunmaktadir. Yaygin merkezi sistemdeki dagiliminin yani sira beslenme
ile iliskili periferal alanlarda, ileum ve gastrointestinal yolaktaki bircok myenterik
noronda CART ekspresyonu gerceklesmektedir. CART, beslenme ile iliskili olan NPY
ve leptin ile etkilesim halindedir. I.C.V CART peptit uygulanmasinin sicanlarda

beslenmeyi inhibe ettigi, CART antikorunun uygulanmasi ise besin alimini uyardig
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gorulmustir. Dolayisi ile endojen CART peptidinin beslenme (izerine inhibe edici
etkisi oldugu gorilmistir. Bunun yani sira i.c.v. CART uygulamasi plazma insiilin ve
leptin seviyesini diismesinde rol oynamakta ve lipit oksidayonunu arttirarak yag
depolanmasini sinirlandirmaktadir. insanlarda ve hayvanlarda glukokortikoid
ekspresyonunun artmasi obesite ile iliskilidir. Bazi merkezi ve periferal dokularda

glukokortikoidler CART ekspresyonu lzerine diizenleyici etki gostermekdir (72).

in vivo ve in vitro calismalarda CART’in beyni beyin hasarlarina karsi koruyucu
bir néropeptit olarak gorev yaptigi gosterilmistir . Noroendokrin habis timoér ve
metastatik meme kanseri hastalarinin kan dolasiminda CART peptidinin arttig
gorilmastir. CART'In noéroendokrin timor ve Ostrojen reseptor (ER) pozitif ve lenf
nod negatif meme kanseri hastalari igin tani faktorl olabilecegi de diisiinilmektedir

(64).

CART, MAPK yolagi aracihigi ve otokrin/parakrin déngu icerisinde timor
hiicrelerinin  CART sinyalini arttirmasi ile liganddan bagimsiz olarak ERa’nin
transkripsiyonel aktivitesini arttirmaktadir. ER-pozitif meme kanser hiicre hattinda
CART ekspresyonunun tamoksilen aracili hiicre 6limlerine karsi koruyucu oldugu

gorulmustir (73).

CART serebral iskemiye karsi endojen bir noroprotektif peptittir. CART
geninin knockdown edilmesi oksijen ve glukoz yoksunluguna bagh noéronal hiicre
Olimlerini arttirmaktadir. Orta serebral arter enfarktiis modellerinde CART geninin
knockdown edilmesinin enfarktis boyutunu arttirdigr gorilmastir. Oksijen glukoz
yoksunlugundan sonra CART verilen/uygulanan néronlarda p38 ya da JNK
aktivasyonu gerceklesmedigi, CART’In koruyucu etkisini ERK1/2 yolagi araciligi ile
gerceklestirdigi gorilmustir (74)

Cesitli fizyolojik ve homeostatik siireglerde CART peptidinin roll ile iliskili
¢alismalar mevcut olup nikotin bagimliigindaki olasi rolline iliskin herhangi bir
literatlr bilgisi bulunmamakta olup, sunulan tez calismasinda nikotinin CART

promotoru lizerindeki rolline bakilmistir.
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1.5 PC12 Hiicre Hatti

PC12 sican feokromositoma hiicre hatti, sican adrenal medullasindan elde
edilmis bir hiicre hatti olup, dogal néronal dokudan tirevlenmis olmasi nedeni ile
noronal ¢alismalar igin iyi bir model olusturmaktadir. PC12 hicrelerinde nAChR
tipleri bulunmakta olup, bu hiicrelere NGF uygulanmasi ile nAChR alttip ve sayisi
artmaktadir. Dolayisi ile PC12 hiicreleri nAChRleri ile iliskili gahismalar igin uygun bir
hiicre hattidir. PC12 hiicreleri, sican adrenal bezinden elde edilmis bir hiicre hattidir,
adrenal bez medullasinda noradrenarjik kromafin hicrelerinde, CART ekspreyonu
gerceklesmektedir (3, 67, 75). PC12 hiicreleri endojen olarak CART peptiti
sentezliyor olmasinin yani sira katekolaminlerin sentezi (dopamin ve norepinefrin),
saklanmasi ve salinimi gibi adrenal kromaffin hiicrelerin ve sempatik htcrelerin

(Greene & Tischler, 1976) ozelliklerini gostermektedir.

PC12 hiicreleri sinir bliyime faktorli olan NGF ile farklilasmaktadirlar. NGF
1950’li yillarda Rita-Levi Montalcihi tarafindan kesfedilmis olup, néronlarin gelisimi
ve sag kalimlarini dizenleyen norotrofinler adindaki polipeptid ailesinin Gyesidir
(76). 1970 Yihinda Ruth Houge Angeletti ve Ralph Bradshaw NGF’in ¢oklu molekdler
bir kompleks oldugunu gosterip, NGF'i 7S NGF olarak tanimlamislardir. a alt
Unitenin fonksiyonu bilinmemekte, y alt tinite proteaz aktivitesi gostermekte ve f3
altlinite ise biyolojik aktivite gosteren yapidir (77). NGF’'e diistk afinite gosteren p75
ve NGF’e yliksek afinite gdsteren tirozin kinaz reseptorlerinden trk ailesine ait trkA
reseptori olmak lzere yapisal olarak iliskisiz iki reseptor NGF’'in biyolojik aktivitesini

dizenlemektedir. (78).

Sempatik noéron oOzelligi gosteren PC12 hicreleri NGF igin reseptor
bulundurmaktadir, ve bu noérotrofinin uyarisina yanit olarak PC12 hiicrelerinde,
hiicre bolinmesinin durmasi, sempatik ndrona benzer sekilde hiicre gdvdesinin
yassilagsmasi ve noritlerin uzamasi gorilmektedir (5). Dolayisi ile PC12 hiicreleri NGF
ile tetiklenen norit gelisim mekanizmalarinda (79) yaygin olarak kullanilan hiicre
hattidir. NGF, ERK, AKT ve p38 MAPK (80) gibi bircok fonksiyonel protein kinazi ve
Ras ve PI3K sinyal yolaklarini aktive ederek hiicrenin kaderinin belirlenmesinde rol
oynamaktadir (79, 81). NGF, MAPK sinyal yolagini uzun sireli olarak aktive ederek

farklilasmayi (82, 83) EGF ise kisa siireli olarak MAPK sinyal yolagini aktive ederek
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hiicre bolinmesini saglamaktadir (14). PC12 hicrelerinin NGF ve EGF ile uyarilmasi
sonucu Ras ve Rapl adh 2 kigik G proteini aktive olmaktadir. Hem NGF hem de
EGF’ e yanit olarak Ras kisa sureli olarak aktive olmaktadir, Rapl ise EGF ile kisa
sireli; NGF ile uzun sireli olarak aktive olmaktadir (83). NGF, PC12 hiicrelerinde

TrkA (reseptor tirozin kinaz) ve p75ntr (norotrofin) reseptoriinii aktive etmektedir.

“Transient Receptor Potential Canonical” (TRPC) proteinleri cesitli hiicre
tiplerinde, néronal ve néroendokrin, plasma memraninda, bulunan Ca**a gecirgen
kanallar olup noéronal hiicrelerde, norit gelisimi, akson rehberligi ve sinir
rejenerasyonun dlizenlenmesine katkida bulunmaktadir. PC12 hiicreleri TRPC 1,
TRPC 5 ve TRPC 6 gibi bazi TRPC kanallarini da eksprese etmektedir. PC12
hiicrelerinde NGF ile gerceklesen farklilasma siireclerinde TRPC paterni de
degismektedir. Ornegin TRPC 6, hipokampal néronlarda ve PC12 hiicrelerinde nérit
gelisimini kolaylastiran bir kanal olup ekspresyon seviyesi NGF ile gerceklesen

farklilagma sirecinde artmaktadir (84).

PC12 hiicreleri dogal noéronal dokudan tlrevlendikleri igin nAChR’lerinin
regllasyonu ile iliskili yapilan néronal ¢alismalar igin iyi bir model olusturmaktalar.
PC12 hiicrelerine NGF uygulanmasi sonucu hiicreler tipik sempatik sistem néronlara
benzer biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikler kazanmaktadirlar. NGF uygulamasi PC12
hiicrelerinin nAChR kompozisyonunu degistirmektedir. 1992’de Rogers ve ekibinin
yaptigl ¢calismaya gore PC12 hiicrelerine NGF uygulanmasi sonucu [32 alt linitenin
mRNA’sI artarken; a3, a5, B3 ve [34 altiinitenin mRNA ekspresyonunun azaldigini
gostermislerdir (85). NGF, PC12 hiicrelerinin ACh duyarhligini arttirmaktadir. 1994
yihinda Henderson ve ekibinin yaptigi calismada ise NGF uygulamasi ile ; a3, a5, a7,
B2 ve B4 nAChR alttiplerinin mRNA’larinin seviyesinin arttigi gérilmis olup (86)
yapilan bir baska ¢alismada o5, a7 ve 4 transkriptlerinin de NGF uygulamasi ile
arttig1 gosterilmistir (87). Rogers ve Henderson’nun bulduklari sonuglar arasindaki
fark PC12 hiicre tipine, deney kosullarina, kiltlir kosullarina baglanmistir. Bunun
yani sira a7 nAChR’i bakimindan defektli bir PC12 hiicre hattinda ise NGF’in B4 gen
ifadesinin azaltabildigi de (85) gosterilmistir. 2000 yilinda Nakayama ve ekibi
paternal PC12 hicre hattinda NGF uygulamasinin a3 nAChR alttipi tzerine etkisine

bakmislar ve a3 mRNA seviyesinin NGF ve cAMP ile regiile edildigini, NGF
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uygulanmasi ile TRK-A reseptorleri Uzerinden Ras-MAPK kaskadi ve CREB

aktivasyonu sonucu a3 mRNA’sinin azaldigini bulmuslardir (88).

PC12 hiicrelerine nikotin uygulanmasi ile hiicre igine Ca*™ girisi artmaktadir
ve bunu takiben bircok genin ifadesi gerceklesmektedir (89). 2001 yilinda Nakamura
ve ekibinin yaptigl c¢alismada NGF uygulamasi ile o5, a7 ve [4'nin; nikotin
uygulamasi ile ise o5 ve 2'nin mMRNA seviyelerinin artig1 gosterilmis olup (87); Avila
ve ekibinin yaptigl calismada ise NGF uygulamasi ile calismada [4’lin, nikotin

uygulanmasi sonucu ise 32’nin arttigini bulmuslardir (90).

DNA’ya baglanan Sp-1 transkripsiyon faktorinin clun koaktivatori ile
etkilesime girerek NGF'e cevap olusturdugu, bunun sonucunda da B4
ekspresyonunun arttigi goridlmdistir (81). Noron benzeri hiicre hatlarinda
(Neuro2A ve PC12) yapilan c¢alismalarda, bu transkriptlerin ekspresyonlarinin
sinirlandirilmasinda SCIP/Tst-1/0ct6 gibi faktorlerinin etkilesimi ve Sox10 tarafindan
transaktivasyonun gerceklestigi gorlilmustir. Bu faktérler fibroblast ve kas
hiicrelerinde bulunmayip, PC12 hiicrelerinde ise NGF uygulamasi ile seviyeleri
artmaktadir. PC12 hiicre hattinda bu transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi hiicre
hattinin orijinine ve hiicre kiltlir ortamina bagh olarak degisiklik gostermektedir

(28).

Sonug olarak hiicre hatlari ile yapilan galismalarda NGF gibi trofik faktorlere
cevap olusturarak nAChRleri’nin transkripsiyonunun gerceklesmesinde Ras bagimli

MAPK ile PI3K ve MEK sinyal yolaklari katkida bulundugu gosterilmistir.

1.6 Haberci Sistemler
Haberci sistemler hem biyomedikal hem de farmasétik arastirmalarda gen
ekspresyonu, reglilasyonu ve sinyal iletimi gibi hlicresel olaylarin takip edilmesinde
onemli bir aragtir. Haberci genlerin segiminde haberci genin duyarliligi, glvenilirligi,
¢alismaya uygun pratik bir yontem olmasi tercih sebeplerindendir. Transkripsiyonel
aktivitenin degerlendirilmesi amaci ile kullanilan haberci istemlerde, haberci gen
promotor sekansa baghdir. Promotor bdlgeye bagli haberci geni iceren vektor ile

transfeksiyon islemi (hlicreye aktarilir) gerceklestirilir. Transfeksiyondan sonra
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haberci sisteme yonelik aktivite tayini araciligi ile transkripsiyon degerlendirilmis

olur (91).
+1ATG transkripsiyon
baslama
(-1140) 5P1 5P1 bilgesi
(-151) (-143) (-134) (-66) [+47) mCherry

SEKIL 9: CART promotrunun mCherry haberci sistemine bagli oldugu pDNA
bélgesi

Bu calismada floresan ve luminesans olmak lzere iki farkli haberci sistem
kullanilmistir.  Floresan haberci sistem olarak mCherry floresan proteini
kullanilmistir. mCherry, proteini Discosoma sp.’den elde edilmis kirmizi florosan bir
proteindir. mCherry florosan proteini 587 nm dalga boyundaki isik ile uyarilmakta
(eksitasyon deger) olup; 610 nm dalga boyunda isik yaymaktadir (maksimum
emisyon degeri) (7). mCherry, Discosoma’dan elde edilen kirmizi dalga boyunda isik
veren florosan proteinler iginde, monomer yapida olup, pH direnci, parlakhgi,
olgunlasma hizi (t,5=15 dakika) ve fotostabilite (isik kararliligi) 6zelliklerini en iyi

saglayan proteindir (92).

+1ATG transkripsiyon

baglama
:-|114m 5:1 5‘;1 bdlgesi
—
STAT/CREfAP1
I L SAT/CReAR | ) !
(-151) (-143) (-134) (-G6) (+47) Gaussia lusiferaz

SEKIL 10: Calismada kullanilan pDNA’nin CART promotorunun Gaussia

Lusiferaz haberci sistemine bagli oldugu kisim

Calismada kullanilan bir diger haberci sistem lusiferazdir. Substratin (lusiferin)
oksidasyonu sirasinda ortama isik yayilmaktadir. Yaygin olarak kullanilan lusiferaz
sistemler firefly, renilla ve yeni bir haberci sistem olan gaussia lusiferazdir. Gaussia

lusiferazin diger lusiferaz sistemlere gére bazi avantajlari bulunmaktadir: Gaussia
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lusiferazin, Firefly ve Renilla lusiferaza gére memeli hiicrelerindeki biyoluminesans
sinyal yogunlugu en az 100 kat daha fazladir. 16 aminoasit biylkliglinde sekresyon
sinyal sekansi tasimasi nedeni ile hiicre ya da organizmanin lizizine gerek
duyulmadan ortama salinabilen bir proteindir. Gaussia lusiferazin kodlanan bolgesi
555 niikleotit boyutunda olup, en kiglk lusiferaz haberci sistemdir.

Gaussia lusiferaz (GLuc) bir deniz kabuklu canlisi olan Gaussia princeps’ten
elde edilmis 185 amino asitten olusmakta (19.9 kDa), monomerik yapida olup,

glcll aktivite ve ylksek stabilite gésteren bioluminesans bir proteindir.

Zg
~ jon

Lusiferaz
+ CO2 + Igik

Eﬂ
A
+
Q

Solenterazin Sélenteramid

SEKIL 11: Gaussian Lusiferaz haberci sitemi araciligi ile gerceklesen kimyasal

tepkime sonucu isik agiga ¢cikmaktadir

Solenterazinin (coelenterazine) imidazopirozin yapisi lusiferaz enzimi aracilig
ile solenteramide doénlismekte ve bu sirada 480 nm dalga boyundaki 1sik
yayilmaktadir (93) bu tepkime sirasinda ATP gibi herhangi bir kofaktore gerek yoktur
(94).
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BOLUM Il

GEREC VE YONTEMLER

2.1 Kullanilan Plazmit DNA’lar

CART promotorunun (transkripsiyon baslama bolgesinden -1140 upstream
bolgesi ve transkripsiyon baslama bolgesinden +47 downstream bdlgesini iceren ),
1188 baz ciftlik bolgesinin farkli haberci sistemlere bagli oldugu 2 farkli plazmid DNA
(promotorun mCherry haberci sistemine bagh oldugu pEZX-PMO02 ve promotorun
gaussia lusiferaz haberci sistemine bagh oldugu pEZX-PG04 plazmit DNA’lari)

GeneCopoeia (Rockville, USA)'dan temin edildi.

Kullanilan haberci sistemlerden bir tanesi, pEZX-PMO02 plazmiti, mCherry
floresan sistemini icermekte olup eksitasyon ve emisiyon degerleri sirasi ile 587 nm
ve 610 nm’dir. mCherry haberci genini iceren plazmid ile transfekte edilen hiicreler
floresan mikroskop altinda incelenerek transfeksiyon etkinligi gdzlenmis olup, etkili
transfeksiyon oranlarinin ve denemelerin (ilag uygulamalarinin) zamana bagl

optimizasyonu yapildi.

Calismada kullanilan bir diger haberci sistemi iceren, pEZX-PG04 plazmiti,
Gaussia lusiferaz haberci sistemine sahiptir. Gaussia lusiferaz ortama salinan bir
haberci sistem olup, 6lciim yapilmasi icin hiicrelerin lizisine gerek yoktur. Hlicrelerin
bulundugu ortamdan 5-20 ul’lik 6érnekler toplanarak 6lgim yapilabilmekte, farkli
zaman dilimlerinde toplanan o&rnekler +4°C’de saklanabilmektedir. Saklanan
orneklerin yarilanma omdirleri 6 glindlr. Okutma sirasinda alinan sinyal ¢cok gliclii ise
toplanan 6rnek medium ile 1/10 oranina kadar dilue edilebilir (8). Gaussia lusiferaz
haberci sisteminin daha hassas 6l¢ciim alinabilmesine olanak tanimasi nedeni ile
calismada ilag uygulamalarina ait 6lgimler, CART promotorunun gaussia lusiferaz

haberci sistemine bagli oldugu pDNA ile transfekte hiicrelerde yapilmistir.

PEZX-PG04/PMO02 vektorlerinde sv40 (Simian virus 40 PolyA) 240 bg’lik DNA
sekansi olup transkripsiyonun terminal bolgesine polyA kuyrugunu eklemektedir.

sv40pA, sv40’in intron bolgelerini tasimayan sekansidir. pUC ori replikasyon orijini
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ylksek kopya sayida ifade edilen vektori ifade etmektedir, transformasyon islemi
(plazmit bakteriye aktarilmasi) sonrasinda pDNA’nin yiksek kopya sayida, her bir
bakteri hiicresinde 300-700 kopya ¢aglmasini saglar. Vektorler kanamisin (Kana) igin
direng genine sahip olup, transformasyon isleminde kanamisin kullaniimaktadir.
Puromisin (Puro), memeli hiicre hattina stabil transfeksiyon yapilmak istendiginde

kullanilmasi gereken antibiotiktir. sv40 erken promotor genidir.

pEZX-PG04 vektorinde, CART promotoru gaussia lusiferaz haberci genine
bagh olup es zamanl promotor aktivitesini luminometrik olarak o6lgmekte
kullanilmaktadir. pDNA’nin memeli hicresindeki aktivitesi CART promotorunun
aktivitesine baglidir. CART promotorunun aktive olmasi ile haberci sistemler aktif
hale gecerek 6lcim ve degerlendirme yapilmasina olanak tanimaktadir. CMV
(cytomegalovirus) erken cevap (immediate early) promoturudur; SeAP (sekrete olan
alkalen fosfataz) genine baglidir. SeAP, ikinci bir reporter gendir ve sinyal

normalizasyonu igin internal kontrol gérevi gormektedir.

pPEZX-PMO02 vektoriinde, CART promotoru mCherry haberci genine bagh olup
es zamanli promotor aktivitesini florometrik olarak 6lgmekte kullaniimaktadir. Bu
calismada mCherry reporter genine bagli olan vektor transfeksiyon etkinligini
degerlendirerek transfeksiyonun optimizasyonunda ve transfekte hicrelerin

yogunlugunu ile lokalizasyonunu degerlendirme amach kullaniimistir.

# I

Promoter| ¥ Gluc| Hs (cMv | {SeAP| A pA

pEZX-PG04

N—{elC o anal}cr40pA < (puro [{(svar [l—

SEKIL 12: Calismada kullanilan CART geninin promotor bélgesinin ‘Gaussian

Lusiferaz’ haberci genine bagli oldugu plazmit DNA’nin yapisi.
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2.1.1

——{(Bromoter [_{mCherry[_x(pA B——

PEZX-PMO02

(pUC Ori Kﬂﬂa .\5v40p»4 (= Puro [K[sva0(}~

SEKIL 13: Calismada kullanilan CART geninin promotor bélgesinin ‘mCherry’

haberci genine bagl oldugu plazmit DNA’nin yapisi

Transformasyon protokolii

Gerekli Malzemeler ve Ekipmanlar

- kom

petant haldeki E. Coli DH5a

- plazmit

-LBb

esi ortami

- kanamisin

- polipropilen tiip (Falcon 2059)

- buz

- 42°C’ deki sicak su banyosu

- 37°C ‘deki sicak su banyosunda

- sant

1)

2)

3)

rifiij

Kompetant (transformasyon islemi icin uygun haldeki bakteri hiicresi)
hiicreler buz lizerinde ¢6zildi.

Buz lizerinde transformasyon icin bir 2 adet polipropilen tiip (Falcon 2059)
gerekmektedir. Kompetant hiicreler erimesi icin ele alinmamaldir.
Hicrelerin kompetant 6zelliklerinin devam etmesi icin hiicreler buz lizerinde
tutulmal ve iyi sonug almak icin ¢c6z-dondur yapilmamalidir.

Kompetant hicreler yavasca karigtirilip, 100-120 uL’si ayri bir tlpe
transformasyonda kullanmak tizere transfer edildi. iki farkli pDNA oldugu icin

iki ayri tipe 100-120 pL kompetant haldeki bakteri hiicresi eklendi.
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4) Erimis kompetant hiicrelerden birinin bulundugu tiipe 165 ng/ul olan pEZX-
PMO02’dan; diger bir tiipe ise 286 ng/uL olan pEZX-PG04 plazmit DNA’sindan
4’er pL eklendi. Tuplere hafifce karistirilarak DNA ile hiicrelerin karigmasi
saglandi. (pipetleme yapilmamali)

5) DNA ile hiicreler 30 dakika buz Uzerinde inkiibe edildi. Her 10 dakikada bir
tuplere hafifce tiklandi.

6) Isi sok uygulamasi icin hicreler 42°C’ deki sicak su banyosunda 60 saniye
bekletildi. Isi sok uygulamasi sliresince tlplerin calkalanmamasina 6zen
gosterildi.

7) Hicreler hemen buz lzerine alindi. 2 dakika buz tzerinde inkilbe edildi.

8) Onceden isitilmis LB besi ortami her bir tiipe 500 puL eklenmeli. Besi ortami
ile hiicrelerin slispanse hale gelebilmesi icin tipler 2-3 kez ters-diiz edildi.

9) Transformasyon kdiltirlerinin bulundugu tipler 1 saat 37°C ‘deki sicak su
banyosunda inkiibe edildi

10) 50 mL LB igine galisma/son konsantrasyonu 50 pg/ml kanamisinden 50 plL
eklendi.

11) Antibiotigi eklenmis olan 50 mL LB besi ortami igine 750 pL transformasyon
kaltird eklendi.

12) Transformasyon kiltiri 37°C’de 200 rpm’de 12-16 saat inkibe edildi.

2.1.2 Plazmit DNA izolasyonu

Gerekli Malzemeler ve Ekipmanlar

- Kit (invitrogen hipure plasmid filter midiprep kit Griin kodu: K210014)

- Sogutmali santrifij

- Santriflj tlpleri

- Oda sicakhginda izopropanol

- %70 etanol

- TE (pH:8)

- Secici besiyerinde blyltilmis organizma (DH5a + pDNA (LB plate +

kanamisin))

Transformasyon kiiltiirinden plazmit DNA izolasyonu, midiprep kullanilarak yapildi.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

10)

Kitteki kolonlarin oturabilecegi genislikte agzi olan 500 mL’lik steril erlenler
icine kolonlar vyerlestirildi. iki farkli plazmit DNA oldugu icin iki diizenek
hazirlandi. Kolonlar ve erlenler PM02 ve PGO04 olarak etiketlendi.
Membranlarin islanmasi ve DNA’nin membrana tutunmasi icin kolonlara 15’er
mL dengeleme tamponu (Equilibration Buffer) koyularak memranlar yikandi.
Cozlilme/liziz tamponu (Lysis buffer) ¢okebilecegi igin kullanim sirasi gelinceye
kadar 37°C’de bekletildi.
2 adet 50 mL’lik falkon etiketlenerek, 20’ser mL yeniden slispansiyon hale
getirme tamponu (resuspension tamponu) falkonlara konuldu lizerine 112 pL
RNase eklendi.
Transformasyon kiiltiiriine ait pelletin bulundugu tiplere 10’ar mL yeniden
siispansiyon hale getirme tamponu eklenerek pellet yeniden suspense hale
getirildi.
50 ml'lik falkonlar icerisine siispansiyonlar konularak Gzerine 10’ar mL lysis
buffer eklendi. Falkonlar 2-3 kez nazikce alt-lst edildikten sonra oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Cozulme/Liziz tamponu eklenmis olan sispansiyonlar tGzerine 10 mL ¢okeltme
tamponu (Precipitation Buffer) eklendi ve falkon birkac kez alt-ist edildi.
Falkonda hazirlanmis olan hiicre lizati kolona aktarildi.
Sivinin tamami kolondan gectikten sonra 10 mL yikama tamponu (wash
buffer) kolona eklendi. Yikama tamponunun tamami kolondan gectikten sonra
ustteki kolon atild1.

12000xg’ye dayanikh steril tlpler etiketlenerek, DNA’nin baglanmis oldugu

filtrenin bulundugu alttaki kolonlar bu tiplerin lzerine yerlestirildi.

11) Kolon icine 5 mL yiritme tamponu (Elution Buffer) eklendi. Yuritme

tamponunun kolondan ge¢gmesi tamamlaninca kolon atildi.

12) Tup icerindeki plazmit DNA-ylritme tamponu karisimi icine 3,5 mL oda

sicakligindaki izopropanol alkol eklendi ve karisim 2 dakika oda sicakhiginda

bekletildikten sonra +4°C’de 12000xg’de 30 dakika santrifiij edildi.

13) Ust sivi atildiktan sonra pelletlerin {izerine 3’er mL +4°C’deki %70 etanol

eklendi ve pellet yeniden siispansiyon hale getirildi.
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14) Saspansiyonlar 1,5 mL’lik ependorflara alinarak +4°C’de 5 dakika 12000xg’de
santrifij edildi.

15) Ependorflar alkolleri ugmasi amaci ile 6nceden 44°C’ye ayarlanmis olan sicak
tablada 1-2 dakika bekletildi.

16) Plazmit DNA tris-EDTA’da ¢6zildi. Bu nedenle 6nceden 37°C’ye getirilmis olan
TE’den 200 pL plazmit DNA pelleti Gizerine eklendi.

17) DNA’nin tamamen TE'de ¢6zllmesi amaci ile plazmit DNA-TE karigimi 10-15
dakika sicak tablada bekletildi.

18) izole ettigimiz plazmit DNA’larin konsantrasyonlari nanodropta dl¢iildii:
PMO02: 740 ng/uL
PG04: 1100 ng/uL

2.2 Transfeksiyon

Transfeksiyon yabanci bir genetik materyalin hicre icerisinde aktariimasi
islemidir. Gen fonksiyonu, gen fonksiyonunun dizenlenmesi ya da protein
fonksiyonunu calismak icin kullanilan bir yontemdir. Bu yontem hiicre icerisine
aktarilacak olan genetik materyalin ev sahibi hiicrenin (konak hiicrenin) genomuna
girmesi, stabil transfeksiyon ya da ev sahibi hiicrenin genetik materyaline dahil
olmayarak konak hiicrede gecici siire varligini korumasi, gecici transfeksiyon olarak
ikiye ayrilmaktadir. Gegici transfeksiyonda plazmit DNA'nin konak hiicre igerisindeki

varhigi cevresel faktorlere, konak hiicrenin bolinmesine bagl olarak degismektedir.

Transfeksiyon islemi biyolojik, kimyasal ya da fiziksel yontemler kullanilarak
yapilabilmektedir. Kullanilan kimyasal yontemler, katyonik polimer, kalsiyum fosfat,
katyonik lipit ve katyonik aminoasittir. Bu kimyasal yontemlerdeki temel ilke ayni
olup pozitif yiikli kimyasal komponentler negatif yukli nikleik asitler ile pozitif
yukli ntkleik asit/kimyasal kompleksini olusturmaktadir. Nukleik asit/kimyasal
kompleksin hiicre memranindan nasil gectigi kesin olarak bilinmemekte olup

endositoz ve fagozitoz ile gectigi distintilmektedir (95).

Lipitler amfifilik organik molekdllerdir. Non-polar (hidrofobik) kisim ve polar

(hidrofilik) bas kisimdan olusmaktadirlar. Lipit molekdilleri hidrofilik bas gruplari
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sayesinde sulu faz ile baglantilarini sirdiriirken, hidrofobik kisimlarini sivi ortamdan

uzaklastirmak igin ¢ift tabakali kapali bir yapi olustururlar (96)

Kimyasal yontemlerin transfeksiyon etkinligi nikleik asit/kimyasal oranina,
solisyonun pH’sina, hiicre hattinin pasaj numarasina ve hiicre memranina bagl

olarak degisebilmektedir.

Bu calismada transfeksiyon islemi icin X-tremeGENE HP DNA transfection
Reagent (Roche, riin kodu:06366244001 version 07) kullanildi.

X-tremeGene HP transfeksiyonu zor gerceklesen hiicreler icin Uretilmis bir
ardn olup, %80 etanol igerisinde lipit ve diger bilesenleri iceren nonliposomal

karigimdir.

Nonlipozomal lipitler ve polimerler niikleik asitler ile birlikte micel ya da
damlacik (droplet) yapisinda bir kompleks olusturmaktadir. Transfeksiyon islemi
genellikle sivi ortamda gerceklesmektedir, bu sivi ortam icerisinde amfifilik bilesenin
lipofilik kismi ya da hiicre memrani gibi yag asidi bilesenlerine afinite gdsteren

damlacik kisimlari niikleik asitleri icine alan migel kapsuli olusturmaktadir (97).

Transfeksiyonun optimizasyonu amaci ile kitin prosedirinde belirtildigi
kimyasal ajan (uL):pDNA (ug) oranlari denenerek etkili transfeksiyon orani

belirlendi.

Bu amagla, 350.000 hiicre/kuyucuk olarak 6 kuyucuklu kiltir kabina ekilen PC12
hicreleri (yogunluk (confluence) %5-10) ekimden 3 giin sonra %1 horse serum,
%0.5 FBS iceren RPMI 1640 ortamina gegirildi. 6 kuyucuklu hiicre kiltir kabinda her

kuyucukta 2 mL ortam bulunmaktadir.

Besin ortami degisikliginden yaklasik olarak 30 dakika sonra transfeksiyon
islemi  X-tremeGENE HP DNA transfection reagent (Urin kodu: 06366244001

version 07) kullanilarak yapildi.

Transfeksiyonda kullanilan pDNA, CART promotoruna bagh olup mCherry
florosan genini icermektedir. pDNA konsantrasyonu:740 ng/ pL. (1 pul'de 0,74 ug
pDNA varsa; 1 ug pDNA 1,35 pl’de oldugu hesaplanarak pDNA kullanildi.)
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X-tremeGENE HP DNA transfection reagent kit protokoliinde belirtilen
oranlara gore kimyasal ajan:pDNA oranlari denenerek en etkili transfeksiyon oranini

bulmak amagladi.

Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler kontrol edildiginde florosan aktivite
gorildu  (SEKIL 14). X-tremeGENE HP DNA transfection reagent kit ile
transfeksiyondan 48 saat sonra gl¢li sinyal alinabildigi daha o©nce yapilan
calismalarda da gosterilmistir (98). Buna gore en etkili transfeksiyon oraninin 2:1

olduguna karar verildi.
6 kuyucuklu hicre kaltir kabinda;

1. Kuyucuk -> kimyasal ajan:pDNA orani 4:1 igin;

200 puL RPMI 1640 + 8 pL kimyasal ajan + 2,7 uL pDNA (mCherry)
2. Kuyucuk = kimyasal ajan: pDNA orani 3:1 igin;

200 pL RPMI 1640 + 6 pL kimyasal ajan + 2,7 uL pDNA (mCherry)
3. Kuyucuk = kimyasal ajan: pDNA orani 2:1 igin;

200 pL RPMI 1640 + 4 pL kimyasal ajan + 2,7 uL pDNA (mCherry)
4. Kuyucuk - kimyasal ajan: pDNA orani 1:1 igin;

200 pL RPMI 1640 + 2 pL kimyasal ajan + 2,7 uL pDNA (mCherry)
5. Kuyucuk = kimyasal ajan kontroli

200 pL RPMI 1640 + 4 pL kimyasal ajan
6. Kuyucuk - kontrol

Herhangi bir islem yapilmadi, sadece hicreler disiik serum igeren besin

ortamina gegirildi.

NOT1: RPMI +pDNA + kimyasal ajan karisimina kimyasal ajani eklemeden 6nce
kimyasal ajan oda sicakhgina getirilmis olmal ve kimyasal ajan karisim
icine eklemeden hemen dnce 2 sn karistirildi.

NOT2: RPMI +pDNA + kimyasal ajan karisimi 15 dakika oda sicakhginda inkiibe
edildi.
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Kimyasal
ajan kontrol

SEKIL 14: Transfeksiyon optimizasyonu. Transfeksiyondan 5 giin sonra, A. Kimyasal
ajan:pDNA 1:1 oraninda, B. Kimyasal ajan:pDNA 2:1 oraninda, C. Kimyasal
ajan:pDNA 3:1 oraninda, D. Kimyasal ajan:pDNA 4:1 oraninda E. Kimyasal ajan
kontrol, F. Transfeksiyon yapilmayan sadece ortami degistirilen grup. (inverted

floresan mikroskobu, 10x biiyiitmede.)

ila¢ uygulamalari icin hiicrelerin transfekte edilmesi amaci ile hiicreler P100
(capi 10 cm olan kaltiir kabi)’e 6-7x10° hiicre ekilip hiicre yogunlugu %60-70
oldugunda transfeksiyon islemi yapildi.

Transfeksiyon icin roche X-tremeGENE HP DNA transfeksiyon kitinde

belirtildigi oranlarda transfeksiyon karisimi hazirlandi;
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(kit protokoliinde P100 (55 cm?) icin; 10 mL ortam olmasi gerektigi, bunun icin de

1ml RPMI igin + 10 pg pDNA + (2:1 pDNA: kimyasal ajan orani igin) 20 puL

transfeksiyon kimyasal ajani olmasi gerektigi belirtilmistir.)

2.3

Transfeksiyon oncesi hicrelerin ortami %1 hs, %0.5 fbs igeren RPMI ile
degistirildi.

P100 igerisindeki son volim 7750 plL olacak sekilde pDNA: kimyasal ajan
karisimi hazirlandi.

Gaussia lusiferaz reporter genini iceren plazmitin transfeksiyonu igin;

7 ml besin ortami icindeki hicreler igin, 1500 pL’lik bir ependorf tiipiine 750
uL RPMI igerisine ilk dnce (pDNA 1100 ng/uL konsantrasyonda) 7uL pDNA
eklendi.

Oda sicakhgindaki kimyasal ajan 2 sn karistirildi ve kimyasal ajanin 15ul’si
RPMI+pDNA igerisine eklendi. 37°C deki sicak su banyosunda 15-20 dk
inkube edildi.

Hicrelerin tzerine damla damla RPMI+pDNA+ kimyasal ajan karisimi eklendi.

PC12 Hiicre Hattinin Biiyitiilmesi

PC12 hiicreleri kiltir kabina tutunarak biyliyen, ankoraj bagiml, bir hicre

hattidir, bu nedenle hiicre kiltiir kabinin kollajen, lizin gibi hiicre tutunmasi icin

uygun bir madde ile kaplanmasi gerekmektedir. Bu deneyde tiim galismalar kollajen

kapli kiltir kaplari ile yapilmistir.

2.3.1 Kollaj Kaplama

Stok kollajenin ¢ozllmesi:

- 10 mg liyofilize kollajen (Roche, collagen (rat tail) version:15 {irtin no:11
179179001)

- 20 uL %20’lik asetik asit

- 5 mL dH,0 (otoklavlanmis)
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1)

2)

3)

4)
5)

6)

1) 1 mL %20’lik asetik asit hazirlandi. (200 pL asetik asit+ 800 uL dH,O
ependorfa konuldu. 1 mL’lik enjektor ile 0.2 uM filtreden gegirildi.)

2) 20 pL %20'lik asetik asit liyofilize kollajenin Gizerine damlalar halinde her
yerine damlatildi.

3) 5 mL dH,0 liyofilize kollajenin her tarafina gelecek sekilde eklendi.

4) Sise ara ara yavas yavas calkalanarak iyice ¢ozlilmesi saglandi.

5) Agzi kapali sekilde bir gece oda sicakhginda kabinde bekletildi.

6) Ertesi sabah tamaminin iyice ¢6ziiliip ¢oziilmedigini kontrol edilip, +4°C’ye
kaldinlidi.

7) 10 mg kollajenin 5 mL dH,0’da ¢6zllmesi sonucu konsantrasyonu 2

mg/mL olan ara stok kollajen hazirlandi.

Hiicre Kiiltiir Kaplarinin Kollajen ile Kaplanmasi
- 50 mL’lik falkon
- 39 mL dH,0 (otoklavlanmis)
- 1 mL2mg/mL ara stok kollajen
Final konsantrasyonu 50 ng/mL olan kollajen, hiicre kiltir kaplarina cm?
basina 100 pL olacak sekilde eklenerek kaplama islemi yapildi.
Bunun igin, 39 mL dH,0 + 1 mL 2mg/mL ara stok kollajen karistirilarak 50
ng/mL konsantrasyondaki kollajen hazirlandi.
Final konsantrasyonu 50 ng/mL olan kollajen, huicre kultir kaplarina cm?
basina 100 mL olacak sekilde eklenerek kaplama islemi yapildi.
P100 5500 pL
T25 ->2500 pL
96 kuyucuklu kaltir kabiigin = her kuyucuga 40 pL
12 kuyucuklu kultar kabiigin = her kuyucuga 400 pL
6 kuyucuklu kaltir kabiigin = her kuyucuga 900 pL ekledik.
Kollajen kaltir kabinin her tarafina iyice yayildi.
Kiltur kaplar 20 dk inkiibatérde bekletildi, ardindan kapagi acik sekilde gece
boyunca kabinde kurumaya birakildi.
Fazladan kaplanan kiltir kaplari aliminyum folyoya sarilarak +4°C’de

saklandi.
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2.3.2 Galismada Kullanilan ilaglarin Hazirlanmasi

NGF: PC12 hiicrelerinin farkhlastiriimasi amaci ile kullanilan NGF, Grlnin veri

sayfasinda belirtildigi gibi ylksek protein icerigine sahip ortamda; %10 serum iceren

besin ortaminda ¢oziilerek ara stok NGF hazirlandi, alikotlar -20°C’de saklandi.

Forskolin: Hicre ici cAMP miktarini arttirarak CART mRNA ve peptit seviyesini

arttirdigi bilinen forskolin DMSO icerinde ¢6ziilerek ara stok forskolin hazirlanarak,

alikotlandi ve -20°C’de saklandi.

Nikotin: Nikotin dH,0 igerisinde ¢ozllerek NaOH ile pH’si 7,4’e ayarlanarak

alikotlandi ve -20°C’de saklandi.

2.3.3 PC12 Hiicrelerinin Biiyiitiilmesi

PC12 hicreleri 6nceden kollajen (roche rat tail collagen ref: 11 179179 001)
ile kaplanmis T25 flasklarina 1x10° ekilerek, %10 at serumu (HS) (sigma, H1270), %5
fetal sigir serumu (FBS) (sigma F9665), %1 penisilin/streptomisin (gibco, ref: 15140-
122) iceren RPMI 1640 ( gibco ref:52400-025) da biyatilmistir. Her Ug glinde bir
ortam degistirilmis olup, hiicreler haftada bir, hicre yogunlugu %80 oldugunda,
pasajlanmistir. Transfeksiyon icin hiicreler P100 petri kaplarina ekilerek,
transfeksiyondan 2 giin sonra ila¢ uygulamasi icin 96 kuyucuklu hticre kultir
kaplarina 30.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Tum deneylerde disuk
pasaj sayisina sahip PC12 hicreleri kullanildi (8-25 pasajlar).

47



1)
2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)

9)

2.3.4 Pasaj

Gerekli Malzeme ve Ekipmanlar

- 37°C tripsin (25 cm? icin 1000-1500 pL)
-37°C serum (25 cm? icin 1000-1500 pL)

- 37°C %15 serum iceren hiicre besin ortami
- 15 mL’lik falkon

- santrifuj cihaz

Kultlr kabi icerisinde %80 yogunluga erisen hiicreler pasajlandi.
Pasaj islemi icin hiicrelerin icinde bulundugu ortam vakum ile cekilerek atildi.

Hicrelerin Gzerine sicakligl 37°C’ye gelmis olan tripsin eklenerek inkiibatérde
ortalama 3 dakika bekletildi. Hicrelerin yerlerinden kalktiklari gdzlendikten

sonra, hiicrelerin tizerine sicaklig1 37°C'ye getirilmis olan serum eklendi.
Hicreler falkona alindi.
Hicre kiltlr kabi ortam ile yikandi ve ortam falkona alindi.

Falkon (izerine yeterli miktarda ortam eklendikten sonra , hicreler 5 dakika

ortalama 1000 rpm’de santriflj edildi.
Supernatant atildi.

Hiicre pelleti Gzerine 2 mL ortam eklenerek, pastor pipeti ile pellet ¢ozilerek

sayim icin homojen hale getirildi.

100 pL hicre slspansiyonu 900 plL tripan mavisi (gibi uygun miktarlarda
hiicre slspansiyonu:tripan mavisi kullanilarak) ile karistirilarak hicreler
thoma lami araciligi ile sayildi boylece cm? deki hiicre miktari hesaplanarak,

gerekli miktarlarda dilusyonlari yapilan hiicreler yeni kiltir kaplarina ekildi.
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2.3.5 PC12 Hiicrelerinin Farkhlastirilmasi ve ilag Uygulamalari

Pasajdan bir glin sonra hticreler farkhlagsmalari icin %3 HS, %1FBS, %1 P/S, 100
ng/mL 7S-NGF (Sigma NO0513, Saint Louis, Missouri, USA) iceren RPMI 1640
ortaminda buyutulmis olup, ortam iki ginde bir degistirilmistir. 3-7 glin NGF
uygulanmasi sonucu farklilasan hiicrelere nikotin (sigma “(-)-Nicotine hydrogen
tartrate salt’” N5260) (50nM-100nM-300nM-1puM-3uM-10uM-100uM) ve forskolin
(20 uM) (sigma F6886) uygulanmis olup 6 ve 24 saat ornekleri (20 pL) 96 kuyucuklu
diiz tabanli beyaz opak kaplara (Nunc™ F96 MicroWell™ Black and White

Polystyrene Plate, triin kodu: 137865) toplandi.

Toplanan o6rneklerin luminometrik olciimleri Gaussia Lusiferase Assay Kiti (NEB,

Urin kodu:E3300L) araciligi ile Thermo Varioskan Flash Reader cihazinda yapilds;

- Enjektorli luminometre ekipmaninda 100 kuyucuk Olgiimi icin 50 mL’lik bir
falkon tip igerisine 5 mL Biolux assay tamponu eklenip Uzerine 50 pL

BioLuxGluc substrati eklenmistir.

- Falkon tip cihaza yerlestirildi ve uygun protokoller skanlt software 2.4.3

programina girilerek okutma islemi yapildi.

2.5 istatiksel analiz

Bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS 16 istatistik programi
kullanildi. Gruplarin ortalamalari arasindaki farkin istatiksel olarak anlamliligini
degerlendirmek icin parametrik testlerden Bagimsiz Orneklem Testi kullanildi. Tim

istatiksel analizlerde anlamlilik degeri p<0,05 olarak kullanildi.
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BOLUM 11l
BULGULAR

3.1 PC12 Hiicreleri NGF ile Farklilagsmaktadir

PC12 hicrelerinin farkhlastirilmasi amaci ile NGF kullanildi. Literatlirde 50-100
ng/mL NGF 3-7 giin uygulanarak farklilastirilan PC12 hicreleri ile g¢alismalar
bulunmaktadir. Sunulan tez ¢alismasinin uygulamalari stirecinde PC12 hiicrelerinin
3. gln itibari ile farklilastigl, bir haftalik sirecte hiicre uzantilarinin giderek uzadigi

gorulda.

SEKIL 15: PC12 hiicreleri 20x inverted mikroskop gériintiileri. A. Farklilasmamis
PC12 hiicreleri B. Yedi giin 100 ng/ml 75-NGF uygulanmasi sonucu farklilasmis
PC12 hiicreleri.

3.2 PC12 Hiicre Hattinda CART Gen ifadesi Gergeklesmektedir

PC12 hiicre hatti endojen olarak CART peptidini sentezleyebilmektedir.
Herhangi bir ila¢ uygulamaksizin PC12 hiicrelerinde aktive olan sinyal yolaklarinin
transfeksiyonu yapilan plazmit DNA’da bulunan CART promotorunu da aktive ettigi
gorildi. Dolayisi ile kullanilan plazmit DNA’nin PC12 hiicrelerine transfeksiyonunun
basarili bir sekilde gerceklestigi ve aktive olabildigi mCherry florosan protein

aktivitesinin florosan mikroskop goériintileri ile gériildi (SEKIL 16).
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SEKIL 16: PC12 hiicrelerinin 4x mikroskop gdériintiileri. Sekil A ve sekil B

birbirinin esi olup ayni bélgeden ¢ekilmistir. A. CART promotorunun mcCherry
haberci sistemine bagl oldugu plazmit ile transfekte PC12 hiicrelerinin
transfeksiyondan 2 giin sonra isik mikroskobu gériintiisi. B. Sekil A’daki

hiicrelerin floresan mikroskop goriintiisii.
3.3 Forskolin CART Promotorunu Aktive Etmektedir

CART promotorunda yer alan CRE bélgesinin cAMP-PKA sinyal yolaginin CREB
fosforilasyonuna neden olmasi ile promotor aktivitesinin diizenlendigi ve forskolinin
(adenilat siklaz enzimini aktive ederek) bu aktiviteyi arttirdigi bilinmektedir (63).
Forskolinin yani sira, dibltril cAMP, PACAP38’in GH3 hiicrelerinde CART promotor
aktivitesini artirdigi bilinmektedir (6). Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelere 20
UM forskolin 24 saat uygulanmistir. Forskolin uygulamasinin CART promotorunu
aktive ettigi goruldi. Forskolinin etkisi CART promotorunun gaussia lusiferaza bagl
oldugu plazmit DNA’larin luminometrik degerlendirilmesi ile de gériilmustir (SEKIL
2 ve 3). PC12 hicreleri farkhlastiktan sonra yapilan ila¢ uygulamasinda 6 saat
(M=137,1; SD=30,99; SEM=8,94; t(22)=-3,459 p=0,002) ve 24 saat (M=190,60;
SD=44,23; SEM=12,76; t(22)=-6,791 p=.000 (P<0,001) 20 puM forskolin etkisi
Olclildi. Her iki zaman diliminde de forskolin CART promotorunun aktivesini

istatiksel olarak anlamli olarak arttirdigi gorilda.

51



SEKIL 17: Transfeksiyondan 48 saat sonra PC12 hiicrelerinin 4x floresan

mikroskop gériintiileri. A. Kontrol grubu B. 20 um forskolin uygulanmis grup

3.4 NGF CART Promotor Aktivitesine Katkida Bulunmaktadir

PC12 hiicrelerini farkhlastirma amaci ile kullanilan NGF’in CART promotorunun
aktivitesini arttirici yonde etki ettigi gortlmustir. Calismada pozitif kontrol olarak
kullanilan forskolin ile birlikte NGF uygulandiginda ise NGF ve forskolinin CART

promotoru lzerine sinerjik etki gosterdigi gérulmustir.
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GRAFIK 1: Transfekte hiicrelere NGF, forskolin, NGF+forskolin uygulamasi.
Transfeksiyondan 48 saat sonra yapilan ila¢ uygulamasi sonucu elde edilen 24
saat NGF, forskolin, NGF+forskolin uygulanan PC12 hiicrelerinin florosan
mikroskop gdriintiilerinin image J programi ile degerlendirilmesi sonucu elde

edilen grafik. ** p<0,005; ***p<0,001
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3.5 Alti Saat Siiresince Farkli Dozlarda Nikotin Uygulamasi CART Promotoru

Uzerine Bifazik Etki Etmektedir

Uygulanan dozlarda 6 saat nikotin uygulamasi CART promotoru Uzerine bifazik
etki ettigi gorildi. 6 saat 50 nM nikotin uygulamasi ile tetiklenen olasi sinyal
yolaklari CART promotor aktivesini arttirken (M=141,1; SD=49,02; SEM=14,15;
t(22)=-2,694 p=0,013); 1 uM nikotin uygulamasi ise, muhtemelen nAChRlerinin hizli
duyarsizlasmasina neden olarak CART promotor aktivitesi lizerine azaltici yonde etki
ettigi goruldi (M=71,42; SD=17,63; SEM=5,09; t(22)=3,661 p=0.001). Deneyde
kullanilan diger nikotin dozlarinin 6 saatlik slirecte CART promotor aktivitesinde

istatiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmadigi gorildi.
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GRAFIK 2: Alti saat ilac uygulamasinin luminometrik 6lciimleri.Gaussia
lusiferaz aktivitesinin luminometrik &lgciim sonuglarina bagh olarak 6 saat ilag
uygulamasi sonucu CART promotor aktivitesindeki degisiklikler. 6 saat 50 nM
nikotin ve 20 uM forskolin uygulamasinin CART promotor aktivitesini arttirdigi;

1 uM nikotin uygulamasinin ise CART promotor aktivitesini azalttigi géruldi.

* p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001 (bagimsiz 6rneklem testi)
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3.6 Farkh Dozlarda 24 Saat Nikotin Uygulanmasi CART Promotor

Aktivitesini Azaltmaktadir

Farkli dozlarda 24 saat nikotin uygulanmasi CART promotor aktivitesi lizerine
azaltici yonde etki etmektedir. Deneyde 50 nM-100 nM-300 nM-1 pM-3 puM-10 uM
nikotin konsantrasyolari denenmis olup; bunlardan 300 nM (M=78,54; SD=18,79;
SEM=5,42; t(22)=3,219 p=0,004) ve 1 puM (M=82,46; SD=20,44; SEM=5,90;
t(22)=2,485 p=0,021) nikotin konsantrasyonlarinin 24 saatte CART promotor
aktivitesi Uzerine azaltici yonde etki ettigi gorildi. 300 nM ve 1 uM nikotin
konsantrasyonlarinin 24 saatlik stirecte gosterdigi bu etki nAChRleri’'nin blyilk bir
kisminin desentisize hale ge¢mesi nedeniyle gerceklesmis olabilecegi duslintldi.
Deneyde kullanilan diger nikotin dozlarinin 24 saatlik siirecte CART promotor

aktivitesini istatistiksel olarak anlamli bir oranda degistirmedigi gérildi.
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GRAFIK 3: Yirmidért saat ilagc uygulamasinin luminometrik élgciimleri.Gaussia
lusiferaz aktivitesinin luminometrik 6l¢iim sonuclarina bagh olarak 24 saat ilag
uygulamasi sonucu CART promotor aktivitesindeki degisiklikler. 24 saat 20 uM
forskolin uygulamasinin CART promotor aktivitesini arttirdigi; 300 nM ve 1 uM
nikotin uygulamasinin ise CART promotor aktivitesini azalttigi gériildi. *

p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,001 (bagimsiz 6rneklem testi)
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6 saat sliresince 50 nM nikotin uygulanmasi ile tetiklenen olasi sinyal yolaklari
CART promotor aktivitesini arttirmaktadir (M=141,1; SD=49,02; SEM=14,15; t(22)=
-2,694 p=0,013). Deneyde pozitif kontrol amacl forskolin kullaniimistir; 6 saatlik ilag¢
uygulama siirecinde 50 nM nikotin; forskoline gére CART promotorunun aktivitesini
daha fazla arttirdig1 gorilda. 50 nM nikotin ile forskolinin 6 saatlik uygulamada CART
promotorunu aktive etmeleri arasindaki fark istatiksel olarak anlamh degildir

(P=0.804).
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BOLUM IV

TARTISMA

Sunulan tez galismasinda farkhlastirilan PC12 hiicrelerinde farkli doz ve farkh

surelerde nikotinin CART promotoru Uzerindeki etkileri arastirildi.

PC12 hiicreleri, feokromositoma hiicreleri olup, sican adrenal bez timoriinden
elde edilmistir. Sican adrenal bezinde CART peptidi sentezlenmektedir (3, 67).
Literatirde PC12 hicrelerinin CART peptidi sentezledigine yonelik bir bilgi
bulunmamaktadir. PC12 hiicrelerinde CART peptidi ile ilgili yapilan ¢alismalar
genellikle CART peptidinin baglanmasina yonelik ¢alismalardir. Sunulan tez
calismasinda goriilmektedir ki, PC12 hiicreleri CART promotorunu iceren bir plazmit
ile transfekte edildiginde, herhangi bir ilag uygulamadan CART promotorunun aktive
olabildigi hem mCherry hem de gaussia lusiferaz haberci geninin aktivitesi ile

gorilmustir.

2012 yilinda Balkan B. ve ekibinin yaptigi ¢alismada, CART peptidinin dnci
formunun adrenal bezde bulundugu, zorlu ylizme testi ile adrenal bezde biyolojik
olarak aktif CART peptitlerinin arttigi gorilmustir (67). Bu ¢alismada zorlu ylizme
testi ile stres uygulanan sicanlarin beyin dokularinda western blot yontemi ile CART
peptidine bakilmistir. Yiizme stresi sonrasi adrenal bez medullasindaki
noradrenarjik kromaffin hiicrelerde hem toplam CART peptidi hem de 3,4-6,5kD
olan (CART 55-102) CART peptit ifadesi artigi gorilmustiir (67). Dolayisi ile CART
peptit seviyesinin stresle diizenlenebildigi gorilmektedir. Bunun yani sira stres
sirecinde hipotalamustan CRH salimina neden olan CART ve nikotin, stres siirecinde
HPA aksini aktive ederek strese yanit olusmasinda benzer roller Ustlenmektedir.
Dolayisi ile stres ile seviyesi degisen ve strese cevap olusmasinda nikotin ile benzer

roller Gstlenen CART peptidinin nikotin ile etkilesime girmesi de olasidir

PC12 hicrelerinin farkhlastirilmasi amaci ile NGF kullanilmistir ve NGF
uygulamasi ile PC12 hiicrelerinin boélinmeyi durdurarak noérona farkhlastig
gosterilmistir. Literatirde PC12 hiicrelerine 3-7 giin 50-100 ng/ml NGF uygulanmasi
sonucu hicrelerin farkhlastirildiklari belirtilmistir. Bu ¢alismalarda ila¢ uygulamasi

icin kullanilan serum konsantrasyonu %1 at serumu iceren RPMI 1640 (99, 100) ya
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da % 1 at serumu ile % 0,5 fetal sigir serumu iceren RPMI 1640 (101) 7 glin boyunca
kullanilmigtir. Sunulan tez ¢alismasinin uygulamalari sirasinda %1 ve %2 at serumu
iceren RPMI 1640 ile NGF uygulmasi durumunda 96 saatte hiicrelerin oldigin
gorildiu. Bu nedenle ilag uygulamalari igin kullanilan ortamdaki serum miktari daha
yuksek kullanilmistir (%3 at serumu, %1 fetal sigir serumu iceren RPMI 1640
kullanildt).

Sunulan tez calismasinda PC12 hiicrelerinin farkhlasmasi amaci ile kullanilan
NGF’in pozitif kontrol amach kullanilan forskolin ile sinerjik etki gostererek 24 saat
uygulanmasi sonucunda, CART promotor aktivitesini anlamli bir sekilde arttirdigi da
gorildi (GRAFIK 1). Bununla iliskili olarak forskolinin PC12 hiicrelerinde hiicre
blylmesini durdurarak, norit gelisimini uyardigina yénelik ¢alismalar bulunmaktadir
(102). PC12 hicrelerine forskolinin 0,01; 0,1; 1; 10 uM konsantrasyonlarinin
uygulanmasi ile 3-24 saatten 2-5 giin siiresince noritlerin ol¢climi yapildiginda diislik
dozlarin (0,01 ve 0,1 uM) 3-24 saatlik stirecte kontrolle aralarinda anlaml bir farklilik
bulunmazken, 2-5 giin igerinde hiicrelerin %15-20’si farkhlastigi; 10 uM forskolinin
ise norit uzamasina etkisi kisa silre icinde ortaya cikmistigi ve 5 ginlik sirecte
hicrelerin %80’inin farklilagsmistigl belirtilmistir (103). Farklilastirma amaci ile
kullanilan NGF’in pozitif kontrol amagh kullanilan forskolin ile sinerjik etki gdstererek
24 saat uygulanmasi sonucunda, CART promotor aktivitesini anlamli bir sekilde
arttirmasi, adenilat siklaz aktivatori olan forskolin ile NGF’'in farkl yollarla ayni

sinyal kaskadlarini (MEK/ERK) aktive etmesi (102) nedeni ile gerceklesmis olabilir.

2002 yilinda Dominguez ve ekibinin yaptigl ¢calismada si¢an hipofizinden elde
edilmis olan GH3 hiicre hattina lusiferaz eksprese eden, farkl uzunluklardaki CART
promotor bolgelerine sahip plasmitlerin transfeksiyonu yapilarak CART promotor
aktiviteleri degerlendirilmistir. CART gen promotorunun 5’ -3451, -641 ve -102
nikleotitlik kisimlarini iceren plazmitlerin aktarilmis oldugu GH3 hiicrelerinde
lusiferaz aktivitesine bakildiginda CART gen promotorunun 5° -3451 ve -641
niikleotit kisimlarini iceren promotorlarda glicli aktivite gozlenmistir. CART gen
promotorunun 5’ -102 niikleotitlik kismini iceren plazmit ile transfekte hicrelerdeki
aktivite ise kontrol plazmiti ile transfekte edilmis hicrelerdeki gibidir, bu promotor

bolgesi CART gen promotorunda yer alan transkripsiyon faktorlerinin baglanma
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bolgelerinden CRE (cAMP response element) bdlgesini icermemektedir. CART
MRNA’sI cAMP aktivatorleri olan forskolin, dibltril-cAMP ve PACAP-38 tarafindan
upregile edilmektedir. Ayni calismada GH3 hicrelerini -641 CART promotor
bolgesini iceren plasmit ile transfekte edip forskolin uyguladiklarinda ise forskolin

uygulama siresine bagli olarak promotor aktivitesinin arttigi gérmastir (6).

Sunulan tez galismasinda PC12 hiicrelerinde 20 uM forskolinin 6 saat ve 24
saat uygulamalarinda -1140 CART promotorunu aktive ettigi gortldi. 2002 yilinda
Kuhar ve ekibinin yaptigl calismada ise PC12 hicrelerini -641 CART promotorunu
iceren plazmit ile transfekte edip, 20 uM forskolin uygulandiginda CART
promotorunda bir aktivite artisi gérilmemistir. Kuhar ve ekibinin yaptigi ¢alismada
PC12 hiicrelerine vyapilan diger islemler ve ila¢g uygulama siiresi yayinda
belirtiimemistir. Sunulan tez calismasinda ise NGF ile farkhlastirilmis hicreler

kullanilmis olup, ilag uygulamalari %3 serum iceren ortam ile yapiimistir.

Yapilan bu iki calismadaki farkhlik kullanilan hiicre hattinin orijininden, hiicre
kiiltir sartlarindan ya da  kullanilan promotor uzunlugunun farkh olmasindan
kaynaklanmis olabilir. Fakat forskolin ve CART peptidi ile yapilan ¢alismalardan
bildigimiz kadari ile forskolin adenilat siklazi aktive ederek hiicre igerisinde cAMP
miktarini arttirip PKA sinyal yolagi tizerinden CREB fosforilasyonuna neden olmakta
boylece CART ifadesini arttirmaktadir; her iki calismada da kullanilan promotor
bolgeleri bu bolgeyi icermektedir. CART promotorunun -153 -127 nikleotitlik
bolgesinin CRE baglanma bolgesi oldugu ve forskolin uygulanmasi ile fosforile CREB
miktarinin arttig1 gosterilmistir (63). Promotorda yer alan farkh bolgeler ile olasi
etkilesime giren transkripsiyon faktorleri de bu durumu destekleyerek farkh
sonuclar ¢citkmasina neden olmus olabilir. Bunun yani sira yapilan diger calismalarda
kullanilan GH3 (sican hipofiz), (6, 63), AtT20 (fare hipofiz) (6) ve CATH.a (fare beyin
timor hicre hatti/ fare MSS den elde edilen katekolaminerjik hiicre hatti) (104)

hiicre hatlarinda CART promotorunun aktivitesinin forskolin ile arttig1 gosterilmistir.

Yiksek doz kokain kullananlarda NAc’'de CART mRNA’sI artmaktadir. Yapilan
¢alismalarda CART’In kokaine karsl olusan 6dil etkisini azaltarak, kokain bagimlihig

Uzerine etki ettigi gortlmustir (69). CART'In nikotin bagimhhg ile iliskili sireclerdeki
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roli bilinmemekte; bu ¢alismada farklhilagmis PC12 hiicrelerinde bulunan nAChR’leri
Uzerinden nikotinin CART gen regiilasyonu Uzerine etkisi arastiriimistir. Cesitli
nAChR alttipleri aracilig ile aktive oldugu bilinen ¢esitli sinyal yolaklarinin CART
genini de aktive etmesi olasidir. Calismada 50 nM nikotinin 6 saat boyunca
uygulanmasi CART promotor aktivitesini arttirdigi goriildii (GRAFIK 2). Dolayisi ile
diyebiliriz ki nikotin araciligi ile aktive olan sinyal yolaklari CART geninin aktivitesini
arttirabilmektedir. Fakat calismada 50 nM nikotin konsantrasyonunun 24 saat
uygulanmasi durumunda artan CART promotor aktivitesinin bazal seviyeye geri
déndugi gorildi (GRAFIK 3). Bunun yani sira 6 saat siiresince uygulanan diger
nikotin dozlari ve 24 saat uygulanan nikotin dozlari, CART promotor aktivitesini ya
etkilemedigi ya da aktivitesini azalttigi goritldi. Calismada uygulanan nikotin
dozuna ve siliresine bagl olarak ortaya ¢ikan farkh yanitlarin nAChR’lerinin
biyokimyasal ve fizyolojik 0Ozelliklerinden kaynaklandigl distnilmektedir. Uzun
sureli nikotin uygulamasinin a4B2 reseptorlerinin sayisini arttirirken “upregile
ederken” (28, 105); kemirgen ve maymun beynindeki a6B3 (28) ve presinaptik B2
(105) reseptorlerinin sayisini azaltmaktadir (downregiile etmektedir). Bu calismada
kullanilan hiicre hattinin sahip oldugu reseptér kompozisyonu tam olarak bilmiyor
olsakta azalan CART promotor aktivitesine etki eden mekanizmanin reseptor

sayisindaki azalma olabilecegini sdyleyebiliriz.

Nikotin tim nAChR alttiplerini aktive edebilmektedir. Nikotinin farkli beyin
bolgelerindeki  farkh  nAChR alttiplerine baglanma afinitesi  degiskenlik
gostermektedir. Agonistin reseptore olan afinitesi Kd degeri “dissociation constant”
ile ifade edilmektedir. Kd, agonisitin reseptorlerin %50 (EC50) ’sine bagh oldugu
agonist konsantrasyonunu ifade etmektedir. Kd degeri ne kadar kiiciikse agonistin
reseptore baglanma afinitesi o kadar fazladir (106). Beyindeki asetilkolinin a4f2
reseptorleri icin Kd degeri, 7-20 uM; nikotin icin bu deger 4,2 uM’dir. a34 icin
asetilkolinin Kd degeri 34 uM iken; nikotin icin bu deger 10,2 uM’dir. a 7 icin
asetilkolinin Kd degeri 1100 uM iken; nikotin icin bu deger 40-83 uM’dir (107). Bu
verilerden yola ¢ikarak diyebiliriz ki nikotinin nAChR’lerine baglanabilme afinitesi

ACh’tan daha gilicliidiir ve reseptor alttipine bagh olarak ligand afinitesi farkhlik
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gostermektedir. Bunun yani sira reseptoriin nikotine afinitesi arttikga reseptoriin

duyarsizlasma hizi da artmaktadir (28).

Bilinmektedir ki nAChR’lerinin endojen agonisti ACh’dir, ACh’in reseptore
baglanmasi sonucu iyon kanali acik konformasyona gecer ve iyon akisi gerceklesir,
birkag ms sonra ise kanal kapanir ya da duyarsiz hale geger. ACh’nin
asetilkolinesteraz aracihgi ile ortamdan uzaklastirilmasi nedeni ile ACh aracilig ile
gerceklesen duyarsizlasma c¢ok uzun siirmemekte, dolayisi ile sinir-kas kavsagi icin
duyarsizlasma onemli degildir (108). Fakat nikotin gibi nAChR agonistlerinin
ortamda uzun sire kalmasi ya da tekrarlayan uygulamalarin nAChR’lerini duyarsiz
hale getirdigi bilinmektedir (39). J. A. Dani ve ekibinin 2000 yilinda, ventral
tegmental alan kesitleri ve sican hipokampal néron kiltir hiicrelerini kullanilarak
yaptiklari ¢alismada nikotin uygulamasi yapilarak elektrofizyolojik olgctimler ile
hlcrelerin duyarsizlasma aktiviteleri degerlendirilmistir. Sigara kullanan kisilerdeki
nAChR aktivitesini gorebilmek icin arastirmacilar oncelikle muskarinik asetilkolin
reseptorleri inhibe edilmis ventral tegmental alan hicrelerini kullandilar. Hicre
govdelerinin 15-30 uM uzagina 1mM konsantrasyonda 20s ara ile diizenli olarak
asetilkolin enjekte eden bir dizenek yerlestirilerek, 0.5 uM nikotin duzenli olarak
yikama- uygulama “bath-applied”” islemi yapilmis ve 2 dakika ara ile voltaj klemp
“voltage clamp” teknigi ile 6lcim alinmistir. Sigara kullanan kisilerdeki durumun
taklit edildigi bu c¢alismada baslangicta nikotin varligi ile hiicrede aksiyon
potansiyalinin olusarak hicrenin depolarize oldugu fakat devam eden siirecte
reseptor aktivitesinin basal diizeye geri dondigu (reseptorlerin duyarsizlastig)
gorilmustir. Hipokampal néron kltir hicreleri ile yapilan c¢alismada ise, hiicrelere
500 pM nikotin uygulanmis olup, reseptérlerin aktivitesine, duyarsizlasmasina ve
cesitli antogonistlere duyarliliklarina bagh olarak; nikotin uygulamasina cevap veren
3 farkll akim “current”  tanimlanmistir. (Ornegin tiplA denen akimin a7
nAChR’lerine bagh oldugu, a7 nAChR’leri olmayan mutant farelerde tiplA akiminin
olmamasi ile gorulmustir. ) Yuksek doz nikotin ugulanmasi sonucunda reseptor
duyarsizlasmasini takiben yikama islemi sonrasinda reseptorlerin duyarsiz halden
ctkma/iyilesme “recovery” sureleri 6lgtilmustiir, bu slrenin reseptor alt tipine bagl

olarak degistigi belirtilmistir (40, 108). Bunun yani sira ortamda bulunan Ca™
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konsantrasyonunun da ayni reseptor alttipinin duyarsizlasma slresine etki ettigi
belirtilmistir (108). Nikotinik reseptor alttipleri agonist konsantrasyonuna, agonsitin
uygulandigl sireye ve duyarsizlasmanin ortadan kalkma siliresine bagl olarak
farkhlik gostermektedir, 6rnegin a7 nAChR’leri milisaniyeler iginde ¢ok hizli bir
sekilde duyarsizlasirken; a3B4 ve a4B2 nAChR’leri daha yavas, saniyeler i¢inde
duyarsiz hale gelmektedir (40, 109).

Dolayisi ile sunulan tez calismasinda goriilen yliksek doz ve uzun sireli nikotin
uygulamasina karsi alinan azalmis CART promotor cevabinin nAChR’lerinin
duyarsizlasmasi nedeni ile ortaya ciktigl disinilmektedir. Bu sonug, nAChR’lerinin
duyarsizlasmasi CART geninin dolayli negatif dlzenleyici olabilecegini

gostermektedir.

61



BOLUM V
SONUC VE ONERILER

Nikotin disik dozda uygulandiginda kisa zaman araligi icinde PC12
hicrelerinde CART promotor aktivitesini artirir. Yiuksek dozlar ve slirenin uzamasi
durumunda ise promotor aktivitesini baskilar. Bu bifazik etki nAChR’lerinin

duyarlilagma ve duyarsizlasmasindan kaynaklaniyor olabilir.

PC12 hiicreleri gesitli nAChR alttiplerini bulundurmaktadir, literatirde
belirtildigi Gzere NGF ve nikotin uygulamasi sonucu bu hiicrelerdeki reseptor
kompozisyonu da degismektedir. Literatlirde PC12 hiicrelerinin icerdigi nAChR alt
tiplerinin seviye ve cesitliligine yonelik farkli bilgiler bulunmaktadir, bu farkhiligin ise
hiicre orijinine ve hiicre kiltir ortamina bagh olabilecegi distiniimektedir. Dolayisi
ile bu ¢alismanin devaminda kullanilan hiicre hattinin gerek NGF, gerekse nikotin
uygulamasi sonucu degismesi muhtemel olan reseptor ¢esitliligine bakilmasi ortaya
¢tkan sonucun degerlendirilmesi bakimindan énemli olabilir. Clinkii CART peptidi
beyinde tim bodlgelerde sentezlenmemektedir, sentezlendigi bolgelerdeki nAChR
alttip kompozisyonu bilyik olcide bilinmektedir. Dolayisi ile CART promotoru
Uzerine etki eden sinyal yolaklarinin hangi nAChR alttipleri aracihgi ile gergeklestigi
bilinirse gerek kolinerjik yolaklar gerekse nikotin etkisi ile degisen CART peptit

sentezi netlik kazanabilir.

Sunulan tez calismasinda nikotinin 6 saatlik siirecte 50 nm konsantrasyonda
CART promotorunu aktive ettigi luminometrik ve florosan haberci sistemler araciligi
ile goruldi. ileri asamalarda gen aktivasyonu mRNA diizeyinde degerlendirilerek
calisma desteklenebilir. Bu galismayi takiben, PC12 hiicrelerinde nikotin uygulamasi
sonucu aktive olan genin proteine donlismesine de bakilabilir. 2012 yilinda Balkan
ve ekibinin yaptigl calismada, CART peptidinin 6nci formunun adrenal bezde
bulundugu, zorlu ylzme testi ile adrenal bezde biyolojik olarak aktif CART
peptitlerinin arttigi gorilmustir (67). Bu calismadan da yola cikarak, nikotin
uygulanmasi ile CART geni aktive oluyor ve proteine doénislyorsa, agiga ¢itkan CART

peptidinin biyolojik olarak aktif form olup olmadigi da degerlendirilebilir.
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