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l. GIRIS

Tatan kullanimi veya sigara igimi insanlar arasinda yaygin ve
uzun suredir var olan bir ahgkanhktir. 70’'li yillardan beri sigara i¢imi
yuksek mortalite ve morbiditesi nedeniyle onemli bir saglik problemi olarak

degerlendirilmektedir

. 15612 yilinda Portekiz’e getirilen tatun bitkisinin
ogutulerek enfiye seklinde migren bas agrilarinda kullanimi, 1559 yilina
kadar Avrupa’ya yayllmadan bu ulkede sinirli kalmigtir. 1560 yilinda tatin
bitkisi Jean Nicot isimli bir kisi tarafindan kraliyet ailesine digun hediyesi
olarak Paris’e goturulmesinin ardindan, 1570 yilinda bu bitki i¢cin Nicotiana
Tabacum ismi kullaniimaya baslanmistir. Sigara kullaniminin bagimhlik
olusturmasi Uzerine odaklanan c¢alismalar sonucunda, Nikotinin
(C10H14N2) tutindeki bagimlilik potansiyeli tasiyan madde ve temel
psikoaktif maddenin bir alkaloidi oldugu kabul edilmektedir. B vitamini ya
da niasin olarak bilinen Nikotinik asitten tiremekte olan Nikotin 1828'de
izole edilmis, ve 1904 yilinda da laboratuvarda sentez edilmistir. Sigara
tiketimi 19. yuzyihn ikinci yarisinda J. Bonzak tarafindan sigaralarin
sarmasl igin Uretilen makinaya patentini aldiktan sonra genis Olgude
baslamis 2 ve dramatik bir sekilde artmistir. Giinimiizde yaklasik bir milyar
erkek ve yarim milyar kadin sigara igcmektedir ve her yil 30 milyon
civarinda insan sigara igmeye baslamaktadir. Sigara 4700 tanimlanmis
bileseniyle kompleks bir karisimdir. Sigaranin toksik bilesenlerinden en

onemlisi Nikotindir . Piridin ve pirolidin halkalarindan olusan Nikotinin *

badimlilik olusturmasindan dolayi farmakolojik etkilerinin arastiriimasi hala



ilgi cekmektedir. Nikotin sadece insektisid ya da deneylerde kullaniimasina
ya da ilag olarak pratikte kullanilmamasina ragmen santral sinir sistemine
olan etkisi bakimindan tipta yaygin arastirilan maddelerden biridir. Fakat,
Nikotinin santral ve periferik sinir sistemlerine olan etkisi tam olarak
aciklanmamistir. insan hayatini tehdit eden sigaranin, hiicre (zerinde
farmakolojik, mutajenik, kanserojenik, toksik ve inflamatuar etkileri vardir
% 6 7. 8.9 Ancak, ayni zamanda, Nikotinin tipta yeterince bilinmeyen
yararl etkisine de dikkat etmek gerekmektedir. Klinik deneyimler ve
laboratuvar calismalari bellek, dikkat ve bilissel fonksiyonlar gibi karmasik
beyin iglevlerinde noronal nikotinik reseptorlerinin - yer aldigini
goOstermiglerdir. Boylece, son bilgiler sizofreni hastalarinin otopsisinde
noronal nikotinik reseptorlerinin - degisikliginin - bulunmasinin, sigara
icmenin ve sizofrenin negatif semptomlari ile pozitif korelasyonunun
oldugunu gostermistir. Parkinson hastaliginin patogenezinde nigrostriatal
yolaklardaki noronal nikotinik reseptorler araciligiyla dopamin saliveren
dopaminerjik noéronlarin az olmasi da bulunmaktadir. Clementi ve
arkadaglari, yaptiklari bir ¢calismada sigara i¢genlerde Parkinson hastalgi
olusma riskinin azaldigini gdstermislerdir '°. Alzheimer Hastaliginda ise
Nikotinin néroprotektif etkisinde antioksidan olarak islev géormesinin katkisi
olabilecegi ileri surtiimustir ''. Sonug olarak, néronal nikotinik reseptorleri

iceren hastalik listesinin sonu olmadigina gore, Nikotin bu sureclerdeki

onemini korumaktadir '°. Bu yiizden, néronal nikotinik reseptérleri santral



sinir sisteminde yaygin olarak incelenmektedir, fakat periferik sinir

sisteminde bahsi gegen reseptorler bu kadar arastirilmamistir.

Nikotin yararh etkisini nasil gOsterebilmektedir?
Norokimyasal ve farmakolojik yontemlerle yapilan calismalarda, akson
terminallerinde noronal nikotinik reseptorlerinin  presinaptik yerlesimli

12

oldugu ve periferik ve santral sinir sisteminde ndrotransmitter

3 Nikotinin noéronal nikotinik

saliverilmesini module ettigi gosterilmistir
reseptorleri  etkileyerek dopamin, norepinefrin, serotonin gibi
norotransmiterlerin saliverilmesini arttirdigi bilinmektedir > ' > ®_Ayrica
Nikotinin asetilkolin saliveriimesini de artirdigi calismalar mevcuttur ' '8,
Boylece ortaya c¢ikan asetilkolinin vicudun birgok fonksiyonunu regile
ettigi bilinmektedir. Ornegin, enterik sinir sisteminde (ESS) yer alan
myenterik pleksus’taki asetilkolin, noéronal nikotinik reseptorleri etkileyen
ana eksitator norotransmitter olarak bilinmektedir. Ayrica, enterik sinir
sisteminde asetilkolin’in néronal nikotinik reseptorleri etkileyerek eksitator
ndérotransmisyonunda (fEPSP) predominant roli oldugu birgok ¢alismada
gosterilmistir ' 2°. in vivo galismalarda gastrointestinal motilitenin néronal
nikotinik reseptoér antagonistleri tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir, bu
bulgular gastrointestinal motor fonksiyonun kontroliinde néronal nikotinik
reseptorlerin santral rolu oldugunu gostermistir. Birgok ¢calismada noéronal

nikotinik reseptorlerinin myenterik eksitator motor sinir uglarinda veya

gangliyonlarda yerlestigini ve onlarin stimulasyonlari sonrasinda Ak



saliveriimesine, saliverilen Ak’ ninde muskarinik reseptorleri etkileyerek
diiz kasin kasilmasina neden oldugu gdsterilmistir '+ ' 2" 22 Nikotinin,
noronal nikotinik reseptdorlerden bu nordtransmitterin saliverilmesinde rolt
oldugu gosterilmig, fakat bu etkinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak

aciklanamamistir %,

Ustelik, Nikotinin serbest oksijen radikallerinin
oksidasyonunun degisik kisimlarini  etkileyerek serbest oksijen
radikallerinin (SOR) seviyesini artiran veya azaltan dualistik (cift) etkiye

4

sahip oldugu hakkinda calismalar mevcuttur *. Sigaranin antioksidan

sistemi etkileyerek dokularda yapisal hasar meydana getirdigi birgok

calismada gosterilmistir .

Baskaran ve ark. sigara kullaniimasinin
karaciger, akciger ve bobrek dokusunda lipid peroksidasyonuna neden
oldugunu ve bu organlarda olusan serbest oksijen radikallerinin zararli
etkisine  karsi  antioksidan  enzimlerin  seviyesinin  yUkseldigini
saptamislardir 2*. Nikotinin toksisitesinin oksidatif stres ve reaktif oksijen
radikallerinin olugsmasiyla baglantil oldugu 2, 6zellikle Nikotinin 2.5 mg/kg
dozunda serbest radikallerin olusumuna neden oldugu gosterilmistir 7.
Buna karsilik Nikotin beynin mitokondrial solunum zincirinin kompleks 1 ile
etkilesimi sonucunda SOR’un olusumunu azaltti§i ve noéroprotektif etkiye
sahip oldugu bilinmektedir * . Vurgulanmasi gereken nokta, sadece

Nikotinin SOR’la ilgisi olmadidi ve bu konuda asetilkolinin kendisinin de

SOR’lar olusturduguna dair ¢alismalar oldugu goézlenmis, Oldenburg O.



ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada da atropin’in asetilkolin ile olugan

SOR (retimini azalttigi saptanmistir 2°.

Ayrica, Nikotin ve serbest oksijen radikalleri arasindaki
etkilesimin arastirilmasi igin intraselller sureclere de bagvurulmustur.
Nikotin ile noéronal nikotinik reseptorlerin uyarilmasi sonucu, sinir

sonlanmalarinda kalsiyum girisinin arttigi  bulunmustur

. Kalsiyumun
belirgin bir sekilde artmasi SOR’un olugsmasi, enerjinin olusma bozuklugu,
bazi hidrolitik enzimlerin aktivasyonu gibi degdisik yikim (indirme)
siireclerini baslatabilmektedir *°. intraseliiler kalsiyumun artmasi fosfolipaz
Ay aktivitesini uyararak aragidonik asidin seviyesinin artmasindan dolay!i
serbest oksijen radikallerinin olusumunun artmasina da sebep olmaktadir
31.32 Bunun disinda, kalsiyum konsantrasyonunun artmasinin intraseliiler
sinyal ve organellerin fonksiyonlarini engelleyerek serbest oksijen
radikallerin fazla olusumunun esas sebebi oldugu gdsteriimektedir °2.
Dolayisiyla, Nikotinin noronal nikotinik reseptorleri uyarmasi sonucunda
kalsiyumun hicre icine girisi SOR’'un olusumuna sebep olabilmektedir

2+

(Sekil 1) . Bu bilgiler 1s1§inda, intraseliler Ca“’un artisi ile serbest oksijen

radikallerinin olusumu arasinda karsilikh etkilesim oldugu varsayimiyla

cesitli calismalar yapilmistir 334,



Serbest Radikaller

Sekil 1. Ca®"un artigi ile serbest oksijen radikallerinin olusumu arasinda

karsilikl etkilesim modeli.

Bu bilgilere dayanarak, Nikotinin néronal nikotinik reseptorler
araciligi ile sinir sonlanmalarinda olusturdugu kalsiyum artigi ve buna
bagli gecici noérojenik kasilmalar Uzerindeki arttirici etkisine ;

1) Superoksit anyon vericisi olan Pirogallol kullanilarak
oksidan sistemin katkisinin arastiriimasi,

2) Allopurinol, Mannitol ve Deferoksamin kullanilarak

antioksidan sistemin katkisinin arastiriimasi amacglanmistir.



Il. GENEL BILGILER

2.1. Kolinerjik Sistem ve Noronal Nikotinik Reseptorler:

Kolinerjik noronlarin, santral ve periferik sinir sistemlerinde
genis dagilimi  bulunmaktadirlar. Kolinerjik sistem sempatik ve
parasempatik sistemin birinci sira néronlarindan ve parasempatik sistemin
ikinci sira noéronlarindan olusur. Bu ndronlarin gangliyonlarinda veya
noéroefektor kavsaklarinda bulunan akson uglarindan saliverilen ve sinaptik
asirrmdan sorumlu olan norotransmitter asetilkolindir. Asetilkolin, kolin
asetiltransferaz enzimi tarafindan kolinin asetilasyonu sonucunda
sentezlenen, ve iki tip (Muskarinik, Nikotinik) reseptdr Uzerinde agonist
etkiler araciligiyla noéronal aktiviteyi module eden noérotransmitterdir.
Noronal nikotinik reseptorler, Ak ve Ak’e yardimci olan allosterik
modulatérler tarafindan reglle edilebilmektedir. Noronal nikotinik
reseptdorler dopamin, y-aminobutirik asid (GABA), glutamat ve norepinefrini
salivermekte ve dikkat, 6grenme, hafiza guglendirme, duyusal algilama,
lokomotor aktiviteyi kontrol etme, agri algilama ve vucut sicakligini kontrol

etme gibi fonksiyonlari reglle etmektedir.

2.1.1. Nikotinik reseptorlerin molekiiler yapisi.

Noronal nikotinik reseptorleri, mono ve divalent katyonlar igin
selektif olan pentamerik ligand kapili iyon kanallaridir. Buginki bilgilere
gore, vertebra’da 17 alt-tniteler klonlanmistir. Ornegin, a1, B1, vy, € ve d,

noromuskular kavsaktaki asirima aracilik eden ve kas dokuda bulunan



nikotinik reseptorler. Noronal nikotinik reseptorleri ise a2- a10, 32- B4 alt-
(initeleri icermektedir *°. Fakat, a8 alt-initesi sadece civcivlerde bulundugu
gosterilmistir. Ug a altiinitesinin (a2, a3 ve a4) B altinitesiyle (B2 veya p4)
kombinasyonda fonksiyonel, heteromerik reseptorlerini olusturdugu
g6sterilmistir. Ug diger a altinitesi (a7, a8 ve a9) fonksiyonel, homomerik
reseptorleri olusturmaktadir . Alt-Unitelerin kompozisyonu reseptorlerin
ligand spesifikligini, ligand affinitesini, katyon gegirgenligini ve kanal
kinetigini belirlemektedir. Ornegin, a-homomerler ve a-heteromerler

yiiksek Ca** gecirgenligine sahiptir °.

ASETILKOLININ BAGLANMA BOLGESI

Sekil 2. Heteromerik a4-B2 ndronal nikotinik reseptér ve homomerik a7

ndronal nikotinik reseptdr alt-tniteleri. Ak a alt birimlerine baglanir.



Sekil 2'de, homomerik ve heteromerik, ndronal nikotinik
reseptorlerinin santral kanalinin etrafinda c¢evrelenmis alt-Unitelerinden
olusan bir pentamer oldugu gOsteriimektedir. Homo-oligomerik
reseptorlerde iki bitisik alt-Unite arasinda yerlesen 5 benzer asetilkolin
baglanma bolgesi bulunmakta. Hetero-oligomerik reseptorler iki a ve ug
alt-Uniteden olusmakta ve a, B alt-Uniteler arasinda yerlesen iki baglanma

bdlgesi icermektedir °.

Sekil 3’te, ekstraseliler amino terminal segmenti, ¢
hidrofobik transmembranal segmenti (M1-M3), bluyuk intraselller spiral ve
dérdinct (M4) hidrofobik segmentinden olusan néronal nikotinik

reseptorlerin alt-Unitelerinin transmembran topolojisi gosteriimektedir.

Sekil 3. Noéronal nikotinik reseptdrlerin alt-tnitelerinin transmembran

topolojisi.



2.1.2. Noronal nikotinik reseptorlerin patofizyolojideki

Rolii.

Noronal nikotinik reseptorler néronal ve non-néronal sistemi
iceren pek ¢ok patolojik durum ile iligkilendirilmektedir:

o Tourette Sendromunda Nikotinin  sakiz ya da
transdermal bant olarak uygulamasi tik ve diger motor bozukluklarini
anlamli olarak azaltmakta, fakat bu zamana kadar bu sendromda noéronal
nikotinik reseptorlerin etkisi olup olmadigi agiklanmamistir.

o Otizmde parietal korteks ve cerebellum’da a4 B2
ndronal nikotinik reseptorlerin azalmasi ve cerebellumda a7’nin artmasi
saptanmistir.

o Sizofreninin  negatif semptomlari ve sigara igimi
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Sigaranin iyi bilinen agir
bedensel hastalik olusturucu risklerine ragmen sizofreni hastaligi olan
bireylerde sigaray! birakmanin daha zor oldugu bilinmektedir. Cogu
arastirmaci bu direncin altinda yatan onemli nedenlerden biri, Nikotin
aliminin sizofreni hastalarina sagladigi genel olumlu néropsikolojik etkiler,
yani “kendini tedavi arayisi”, olabilecegi gorusunde birlesmektedir. Bu
bilgiler sizofreni hastaligi olanlarda sigara kullanimini azaltmaya yardimci
olabilecegi gibi sizofreni hastaliginin tedavisinde de yeni seceneklerin

gelisimini saglayabilir .
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o Agri. Nikotinin analjezik aktivetisinin olmasi hakkindaki
ilk yorumlar 1932 yilina aittir. Daha sonra, a432 agonistlerinin agrinin
moddilasyonunda rolii oldugu saptanmistir *’.

o Parkinson Hastaligi. Substantia nigra'nin zona
compacta bdlgesindeki dopaminerjik néronlarin progressif dejenerasyonu
Parkinson hastaliginin olugsmasinda rol oynar. Ayni zamanda, Parkinson
hastaligi bu bdlgede ylksek-affiniteli Nikotinin baglanma sitelerin ve
striatum’da néronal nikotinik reseptoérlerin kaybi ile baglantihdir. Parkinson
hastaligini inceleyen hayvan modellerinden elde edilen deneylerin
sonuglarina goére, bu dejenerasyon Nikotinin uygulanmasiyla onlendigi
gOsterilmisgtir.

o Alzheimer hastaligi: Bazal on beyin bolgesindeki
kolinerjik ~ sitemin  zayifigi  Alzheimer hastalarin  (AH) beyin
norodejenerasyonunun en dnemli sebeplerinden biridir, ve bunun kognitif
bozukluklarin  olusturulmasinda temel roli aldigi dusunulmektedir.
Neokorteks, amygdala ve hippokampus’a yaygin giden Meynert nukleus
basalis’inde kolinerjik néronlarin genis kaybi bulunmaktadir. Kortikal kolin
asetiltransferazin  azalan aktivitesi Alzheimer hastalarinda kognitif
bozuklukla ve Senil plak miktariyla baglantili olmaktadir. Postmortem
biopsi arastirmalari, AH'nda bazal 6énbeyin kolinerjik néronlarin progresif
kaybi cerebral kortikal néronlarindaki nikotinik reseptérlerin (a432) artan

kaybi ile baglantil oldugunu gdstermektedir % 3°.
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Bu ylUzden, noéronal nikotinik reseptorler santral sinir
sisteminde yaygin olarak incelenmektedir, fakat periferik sinir sisteminde
bahsi gecen reseptorler bu kadar arastirimamigtir. Asagida periferideki

noronal nikotinik reseptorler Uzerinde yapilan galismalar ele alinacaktir.

2.1.3. Periferik noronal nikotinik reseptorler.

Bildigimiz gibi mide-bagirsak kanalinin tonusu ve maotilitesi ile
salgilama ve absorpsiyon fonksiyonlari enterik sinir sistemi tarafindan
dizenlenir. Literatirde enterik sinir sisteminde (ESS) yer alan myenterik
pleksus’taki asetilkolin (Ak), néronal nikotinik reseptdrlerini etkileyen ana
eksitatdr nérotransmitter olarak bilinmektedir (Sekil 4). in vivo ¢alismalarda
gastrointestinal motilite néronal nikotinik reseptér antagonistleri tarafindan
inhibe edildigi goOsterilmistir. Bu bulgular gastrointestinal motor
fonksiyonunun kontroliinde néronal nikotinik reseptoérlerin santral roll

oldugunu gostermektedir.

duz kas

Sekil 4. Myenterik motorndronlarda yerlesen presinaptik néronal nikotinik

reseptdrlerin gastrointestinal motilitenin regilasyonunda rolu.
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Noronal nikotinik reseptorler enterik sinir sisteminde onemli
roli oynadigl yukarida bahsedilmigtir. Boylece, myenterik noéronlarin
somatodendritik bolgelerinde yerlesen noronal nikotinik reseptorler
kolinerjik noronlarin ve Auerbach pleksusun motorndronlari arasinda

eksitator transmisyonuna aracilik etmektedir.

21.4. Noronal nikotinik reseptorlerin Kalsiyum
Gegirgenligi.
Presinaptik noéronal nikotinik reseptorleri norotransmiterin

saliveriimesini *°

, presinaptik terminallerde intraseliiler serbest Ca®"un
konsantrasyonunun arttirimasiyla module etmektedir (Sekil 5). Noéronal
nikotinik reseptérlerinin stimilasyonu, Ca*“’a bagimh sirecler araciligiyla
sinaptik plastisite olusmasini da saglayabilmektedir *°. Kalsiyumun influxu
2 mekanizmayla yerine getirilmektedir. Ornegin, néronal nikotinik
reseptorlerin stimtlasyonu sonucunda ligand kapili iyon kanallari ve/veya
voltaja bagimli kanallar araciliklariyladir *'. Konfokal Mikroskobu ve
kalsiyum indikatori Oregon Green 488BAPTA-1 dekstran kullanilarak
yapilan calismalarda da Nikotinin sinir sonlanmalarindaki kalsiyum

konsantrasyonunu arttirdigi  gosterilmistir 2.

Anilan ¢alismada, sinir
sonlanmalarinda Nikotinin kalsiyumu arttirici etkisi aksiyon potansiyelinin
uyariimasina bagimh ve kalsiyum artigsindan bagimsiz olan tetrodotoksinin

kullaniimasiyla belirlenmistir.
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Sekil 5. Presinaptik sinir sonlanmasinin yapisal gérintisu.

Boéylece, Nikotinin Ca?* lizerinde olan etkileri intraseliiler
depolardan kalsiyumun saliveriimesini dizenleyen ryanodin ve kafein

22 Bu sonuglar Nikotinin néronal nikotinik

tarafindan onlenmistir
reseptorlerini etkilemek suretiyle sinir sonlanmalarinda kalsiyumun

saliverilmesi lizerinde arttirici etki olusturdugunu géstermektedir 2.

2.1.5. Noronal nikotinik reseptorlerin agonistleri ve
antagonistleri.

™ 15 1% mevcut néronal nikotinik

Birgok c¢alismalarda
reseptorlerin agonist ve antagonistlerin goreceli etkinligi ve gucu
incelenmis ve noronal nikotinik reseptorlerin alt tipleri belirlenmigtir.
Noronal nikotinik reseptorler i¢in tanimlanan bazi agonistler: Nikotin,

sitizin, 1-dimetil-4-fenilpiperaziniyum (DMPP), lobelin, epibatidin (a4p2

noronal nikotinik reseptor agonisti) ve anatoksin- a (a42 noronal nikotinik
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reseptor parsiyel agonisti), 3-bromositizindir. Noronal nikotinik reseptorler
icin tanimlanan bazi antagonistler ise: dihidro-B-eritroidin (gbreceli selektif
a4B2 nikotinik reseptorlerin antagonistidir), mekamilamin (goreceli a334
nikotinik reseptorlerin antagonistidir), a-bungarotoksin veya a-konotoksin

(a7 noronal nikotinik reseptorlerin antagonistleri).

Asagida, ele alinan Nikotin genelde literatlrde agonist olarak
gecmektedir. Fakat, bazi calismalarda Nikotinin antagonist oldugu iddia

41

edilmektedir *', ayrica, bazi siniflandirmalara gére, gangliyon blokor

niteligi tasidigi bilinmektedir *°.
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2.2. Nikotin

Sekil 6. Nikotinin molekdler yapisi.

Nikotin 162.23 kDa molekuler agirhdina sahiptir ve acik
kimyasal ismi 3-(1-Metil-2-pirolidinil) piridin’dir (Sekil 6) . Cok dusuk
konsantrasyonda santral sinir sisteminin hafif bir uyaricisi olan Nikotin saf
formuyla yUksek derecede zehirleyicidir ve insektisid olarak
kullaniimaktadir. Kanda dusuk mikromolar ya da ylksek nanomolar
Nikotin konsantrasyonu bagimlilik i¢in yeterlidir ve bu dizeyler sigara i¢imi
ile kolaylikla saglanabilmektedir. Sigara i¢imi ile alinan Nikotin 7 saniyede

beyin dokusuna ulasir ve 15-20 saniyede tiim viicuda dagilir *.

Bazi calismalarda Nikotinin plazma konsantrasyonu enterik
sinir sistemindeki presinaptik noronal nikotinik reseptorleri aktive etmek
icin yeterli oldugu gosterilmekte * Buna gore, sigara birakma hastalarin
%17°'de diskinin olusumunu azaltmakta ve hastalarin %9’de ise siddetli
konstipasyona neden olmaktadir. Bu fenomen goyle agiklanmakta;
myenterik terminallerde yerlesen noronal nikotinik reseptorleri sigara

kullanimi sirasinda ekzojen Nikotin tarafindan surekli olarak stimule
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edilmektedir. Bundan dolayi, sigara birakilmasiyla Nikotinin eksikligi
kolinerjik transmisyonun vyetersizligini getirmekte ve gastrointestinal

motilitenin azalmasina neden olmaktadir **

. Boylece, noronal nikotinik
reseptorler ve Ozellikle Nikotin gastrointestinal motilitenin regilasyonunda

buyuk katkilar saglamaktadir.

Nikotin norotransmitter Ak’ni taklit ettigi bilinmektedir *°. Ayni
zamanda, Nikotin nodronal nikotinik reseptorlerin  a-alt-Unitelerinin
asetilkolin baglanma bdlgelerine baglanmak suretiyle noronal nikotinik
reseptorleri stimlle ederek asetilkolin saliveriimesini fasilite etmektedir.
Nikotin yukarida bahsedilen reseptorleri etkileyerek asetilkolini disinda,
glutamat, dopamin, norepinefrin, serotonin ve y-aminobutirik asid gibi
ndrotransmitterleri fasilite etmektedir. Bdylece, Nikotin 6grenme, hafiza ve
kognitif fonksiyonlarinda istirak ettigi cesitli insan ve hayvan deney

modelleri  bulgularina  dayanmaktadir % .

Reseptorlerin
norotransmitterlerin saliveriimesini moédule etme fikri yaklasik olarak 35
yilhk  bir tarihi kapsamaktadir. Esas olarak “presinaptik” terimi

norotransmiterlerin, ko-transmitterlerin ve otakoidlerin saliverilebilme

ozelligi icin konmaktadir *.

Nikotinin literaturde genellikle zararli etkileri yaygin olarak

aciklanmaktadir. Buna ragmen, Nikotinin yararli etkilerini de goOsteren

birgok calisma mevcuttur "*3°. Bu baglamda asagida Nikotinin rolii ve
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dzellikle zararli ve yararli etkileri belilenmeye caligilacaktir. ilk énce,
sigara igmenin zarar verme Ozelligi ve bagimlilik etkileri Nikotinden

4.4 Ornegin, Nikotin sinir sonlanmalarinda

kaynaklanmaktadir
inflamatuar noropeptidlerin (tasikininleri, calcitonin gene-related peptide
v.s.) saliveriimesini module edebildigi ve noérojenik inflamatuar
reaksiyonlari baslatabildigi bilinmektedir *°. Nikotinin yiiksek dozu hafizayi
fasilite etmesine ragmen, SOR konsantrasyonunun artmasina, DNA’nin
bozulmasina ve lipid peroksidasyonuna sebep olmaktadir. Ayni zamanda,
Nikotin vitamin C ve vitamin E gibi antioksidanlarin plazma
konsantrasyonlarini  degigtirebilmekte, ve bu yolla serbest radikal
mekanizmalari ¢alistirilarak kalp damar hastaliklari bagta olmak Uzere pek
¢ok saglik sorununa predispozisyonu olusturmaktadir. Ayrica, Nikotinin
akciger kanserinin gelisiminde katkida bulundugu inkar edilemez bir
gercgektir. Bazi calismalarda, kanserin olusmasi Nikotinin sebep oldugu
genomun oksidatif hasarindan kaynaklandigi ileri sirtilmektedir °°. Adluri
Ram Sudheer ve arkadaslari yapilan arastirmalarda Nikotin toksisitesini
antioksidanlar tarafindan azaltilabilecegini ve bu antioksidanlarin
gelecekte kanserin olusumunun Onleyici ajanlari olarak kullanabilecegini

bildirmislerdir *'. Bunun yaninda, antioksidan niteligini tasiyan Vitamin E,

SOD ve katalazin Nikotinin zararli etkilerinden korudugu bilinmektedir >,

Nikotinin toksik etkisini gosteren caligmalarin sinirli oldugu

gorunmekte, ve Nikotinin genotoksik olmadigi ve DNA’nin degisikligi
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Nikotin tarafindan yapiimadi§i hakkinda arastirmalar mevcuttur °*. Ayrica,
bazi c¢aligmalar Nikotinin noroprotektif etkisinden dolayr c¢esitli
nérodejeneratif hastaliklarda kullanabildigini gdstermektedir " 2°. Hiicresel
membrandaki reseptorlerin agonistle olusturulan asiri stimdlasyonu
zamanla bu reseptor sayisini azaltmakta ve antagonistlerin uygulamasi ise
ters etkiler yaptigi gorulmektedir. Fakat, deney hayvanlari Uzerinde
yapilan Nikotin uygulanma arastirmalarina goére Nikotinin  kronik
uygulanmasi yukarida bahsedilen genel gercegin digina ¢ikmakta ve
reseptorlerin azaltilmasinin aksine Nikotin noronal nikotinik reseptorlerin

sayisini  arttirmaktadir - 7.

Bu yuzden noérodejeneratif hastaliklarin
tedavisinde noéronal nikotinik reseptoérleri hedeflenmenin amaci bu
reseptorlerin fonksiyonlarinin kaybini karsilamak ve ayrica, nigrostriatal
noronlarin  yaslanma surecini geciktirmek ve ekzositotoksik hucre
olumidnden korumaktadir. Bu nedenle Nikotin ilag hedefi olarak kabul
edilmekte ve bu durum in vivo ve in vitro yaygin farmakolojik
arastirmalarin yapilmasini tesvik etmektedir. izlenilebilecegi gibi Nikotin;
hem eser elementler, antioksidanlar ve dokular arasindaki iliski hem de

serbest radikal sisteminin elemanlarini etkilemektedir ** °°.

Nikotinin elektriksel alan uygulamasi (EAU) Gzerinde olusan
asetilkolinin  saliveriimesinde SOR’un herhangi bir katkisinin olup
olmadigini 6grenmek icin Nikotin SOR’u nasil bir sekilde olusturabilecegi

mekanizmalarin agiklanmasina bagvurmamiz gerekmektedir. Nikotin
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araciligiyla  SOR’'un  olusum mekanizmasinin  acgiklanmasi  birgok
calismacilar tarafindan incelenmektedir. BOylece, genel olarak Nikotin
CYP2A6 aracihgiyla 5-hydroxilasyona ugratilmakta ve kotinin ve
formaldehidi igeren metabolitleri olusturmak Uzere SOR’un olugsumunu
saglanmaktadir °'. Diger bir agiklanmaya gére, Nikotin polimorfoniikleer
Iokositlere  kemotaktik oldugu, adi gecen I6kositlerin aktif Cba
komplemen’e karsi cevap vermesini arttirarak SOR olusturdugu
gosterilmektedir °'. Nikotin, ayni zamanda, nuclear transkripsyonun kappa
B faktdriinin aktivasyonu saglayarak SOR'u arttirmaktadir >3
Feokromositoma PC 12 hicresinde yapilan bir calismada ise Nikotin gift
etki olusturmakta: Nikotin yuksek dozda norotoksik etkiye sahip olup
oksidatif stress’i stimile edebilmektedir; disik dozda ise antioksidan
olmakta ve noéroprotektif etkiye dnemli derecede katkida bulunmaktadir.
Ancak, bu dualistik Ozelliklere sahip olan Nikotinin serbest oksijen
radikalleri olugturmasi veya onun antioksidan olmasi mekanizmalari tam
olarak acgiklanmamistir. Yuksek dozda Nikotin mitokondriyal solunum
zincirini bozarak, superoksit anyonun ve hidrojen peroksid’in olugmalarini
artirmaktadir.  Serbest  oksijen  radikallerin  olusmasi  Nikotinik

enantiomerlerin intrasellller metabolizmmasi sirasinda sitokrom P-450

enziminin aktivitesini de artirabilmektedir *,
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Bu Ozelliklere karsi, Nikotinin dusuk dozda cesitli
mekanizmalarla koruyucu etkisi vardir. Ornek olarak su mekanizmalar
gosteriimektedir *:

i) Fe?* mu ayirmakta ve Fenton reaksiyonunu inhibe
etmektedir;

i) mitokondriyal elektron transportunda kompleks 1’i inhibe
ederek superoksit anyonunun olusmasini azaltmaktadir;

iii) serbest oksijen radikal koruyucusu olarak etkilemekte,
suksinat dehidrojenaz’in aktivitesini artirmakta, mitokondriyal elektron

transport zincirini stimule etmekte veya geri gevirmektedir.

Nikotinin  SOR’un olusumunu ¢ift yonli olarak tam

acliklanmayan bir cok mekanizma ile etkilemektedir.
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2.3. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

2.3.1.Serbest Oksijen Radikalleri Tanimi.

Dunyada canli organizmalarin (anaerob mikroorganizmalar
hari¢) oksijensiz yagsanmasi imkansizdir. Cunku oksijen butin metabolik
sureclerinin 6nemli pargalarinin birisidir. Fakat, bu surecler esnasinda,
oksijenin dokularda belirli kogullarda kismen indirgenmesi sonucu olusan,
¢cok kisa omurlu ve guclu oksidan nitelikli oksijen metabolitlerin olusmasi
bulunmaktadir %, Normalde, hlicrede tiketilen oksijenin % 80’den fazlasi
sitokrom oksidaz enzimi tarafindan azaltiimakta ve bunun sonucunda
serbest oksijen radikalleri olugsmamaktadir. Geriye kalan %10- %20
oksijeni diger oksidasyon reaksiyonlarina katilmakta ve bu reaksiyonlar

sonucunda SOR’leri olusmaktadir *’.

Bugln bilinen kimyasal ajanlarin genis spektrumunu
kapsayan Serbest Oksijen Radikalleri: Hidrojen peroksidi (H20>),
Superoksit anyonu Oy, Hidroksil radikalini (OH’), Singlet oksijeni ve
onlarin ikincil metabolitleri (peroksinitrii (ONOQO"), aldehidler, ketonlar ve
lipid peroksidasyonu Urlinleri) °8. Bunlar - dis orbit'te eslenmemis elektron
Gifti iceren molekdil, atom veya atomlar grubudur *’. SOR’lari ayirt eden iki
belirti bulunmaktadir: 1) glcli oksidan olmasi ve 2) manyetik niteligi
olmasidir. Bundan dolayi, aktivitesi yliksek olan SOR’leri “ne zaman olursa
olsun, kime olursa olsun” baglanmaya hazir olmaktadir. SOR’a ait olan

diger bir 6zellik, - hiicre ici Ca** seviyelerini artirmaktir. Endotel bagimsiz
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izole rat aortasinda yapilan bir calismada SOR intraseluler Ca®" seviyesini
modiile ederek hiicresel fonksiyonlari etkileyebilecedi gdsterilmistir >°.
SOR, ekstraselller kalsiyum girigini artirarak intraselller Cca*
konsantrasyonunu artirmaktadir ve antioksidanlar Ca** konsantrasyon
degisimini ortadan kaldirmaktadir. Ca?* kanal blokériin uygulanmasi
ekzojen SOR ile olusan kasiimayi énemli digiide azaltmaktadir *. Benzer
sekilde, Auch-Schwelk ve arkadaslari, rat aorta halkalarinda SOR’un

kontraksiyonunun ekstarselluler kalsiyuma bagiml oldugunu

gostermislerdir .

2.3.2. SOR’lerin Fizyolojik Rolii.

Oksijen radikallerinin reaktif ve toksik potansiyel olmasina
ragmen bu radikaller dusuk konsantrasyonlarda c¢ogu biyokimyasal
reaksiyonlara katilmakta ve hucrenin normal metabolitleri olarak
bilinmektedir. ilk olarak, oksijen radikalleri lipid peroksidasyonunun
indUklenmesini saglayarak fosfolipidlerin yenilenmesinde ve membran
permeabilitesinin regllasyonunda gerekli olmaktadir. Serbest oksijen
radikaller c¢esitli reaksiyonlarin ve lipid peroksidasyonunun urunleri olan
progesteron, steroid, ve tiroid hormonlarin, tromboksan Az, I6kotrienlerin

sentezinde katilmaktadir °8

. Oksijen metabolitleri bagisiklik sisteminde
regiilatér ve efektdr olarak rol almaktadir. intraselliiler SOR’un (iretilmesi,
G-proteine bagimli veya bagimsiz reseptor aktivasyonunu iceren birgok

ekstrasellller uyarilarini bagslatabilmektedir. Bu nedenle SOR sadece
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hasar yapan bir ajan degil, ayni zamanda fizyolojik fonksiyonlarin

mediatorleri de olabilmektedir .

2.3.3. SOR’lerin insan Hastaliklarinin Patogenezisindeki

Rolii.

“Yasglanma teorisi’nin esasinda serbest oksijen radikallerinin
birikimi rol oynamakta ve yaslanmanin meydana gelmesine neden
olmaktadir °®. Bu teori cercevesinde degisik hastaliklar aciklanmaktadir.
Bircok makalede SOR - aracili hicresel hasarlar ¢esitli hastaliklarda rol

oynadi§i gdsterilmistir ®' ©2

. Bu hasarlar arasinda myokardial iskemi-
reperfuziyon hasari, inflamasyon, kardiyak hipertrofi, arteroskleroz ve
diabetik endotelyal disfonksiyon bulunmaktadir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda, SOR sinyal transdiksiyon kaskadlari, transkripsiyon
faktorin aktivasyonu, gen ekspresyonu, kas kontraksiyonu, hicre
blyumesi, kemotaksis ve apoptozis’i stimile ettigi gosterilmistir. So6z
konusu radikaller sitoplazmik membranin ve hucre-i¢i organel membranin
lipidlerinin peroksidasyonuna, membran permeabilitesinin artmasina,
enzimlerinin  ve  sitostriktirel  proteinlerin  sulfidril  gruplarinin
oksidlenmesine ve c¢apraz-baglanmasina, enzimlerin inaktivasyonuna,

proteolitik enzimlerin aktivasyonuna, DNA vyapisinin bozulmasina ve

mutasyona neden olurlar 2.
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2.3.4. Oksidatif Stres.

Vitamin E,
Enzymes,
Cell
defenses =
. L.‘:

Oxidative stress

Sekil 7. Oksidatif stres.

Buglnlerde yaygin kullanilan “oksidatif stres” ifadesi ilk
olarak Sie tarafindan dnerilmistir. Sie’nin bu ifadenin orijinal agiklamasi:
“Pro-oksidan - Antioksidan dengesinin ilkin lehine bozulmasi potansiyel
hasara yonlendirmektedir’ (Sekil 7) ®*. Patolojik olaylar sirasinda (érn.
iskemi/reperflzyonu olayl) hicrede asiri miktarda serbest oksijen
radikallerinin olusmasi “oksidatif stress” olarak tanimlanir. Tavsan ince
badirsagl Uzerinde yapilan arastirmada deneysel iskemi / reperflizyon
sirasinda olusturulan hasardaki antioksidanlarin etkisini degerlendirilmistir
% Iskemin hiicrede zamanla hasara neden oldugu ve bunun sonucunda
hicrenin 6limine sebep oldugu bilinmektedir. Diger yandan, reperflizyon
sonucunda mantida aykiri gibi gérinen bir iskemi / reperfizyon tablosu
g6zlemlenmektedir. Bu tabloda hasarin daha da ilerlemesi s6z konusudur.

Bu fenomenin mekanizmasi tam olarak aciklanmamistir. Son zamanlarda
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yapilan c¢alismalar, bu hasarin ilerlemesine serbest oksijen radikallerin
ortaya c¢ikmasinin ve ksantin oksidazin reaktif radikallerinin aktive
olmasinin sebep oldugunu gostermektedir. Normal kosullarda ksantin
dehidrojenaz enzimi hipoksantinin Urik aside metabolize edilmesini
katalize etmektedir. iskemi ksantin dehidrojenazi ksantin oksidaza
donusturdr. Bunun sonucunda, hipoksantinin Urik aside donusmesi
sirasinda ksantin oksidaz (XO) superoksit anyonunun saliveriimesine
neden olur "%, Bu tanimlanan olaylar asagidaki denklemle gosterilebilir:
XO
Ksantin veya hipoksantin + H,O + O,— lrik asid +2

0O, +2H"

Usamah S. Kayyali ve arkadaslar, yaptigi calismada sigara
etkisiyle sinaptozomda, akciger ve mide’de XO aktive edildigi ve ayrica,
XO inhibitéri olan Allopurinol'un uygulanmasi sonucunda mide
mukoza’sinin apoptozisi inhibe edildigi ve mide Ulser’in iyilestigi ve kan

akiminin  diizeltigini  gdzlemlemislerdir .

Neticede arastirmacilarin
belirlemelerine goére, XO inhibitérinin kullaniimasi sigara-baglantili
hastaliklarin dnlenmesinde potansiyel yarar saglamaktadir. Sigara igmenin
SOR’un seviyesini arttirdiyi ve onun supurUculerini (scavenger) azalttigi
gorunmektedir. Bunun sonucunda pro-oxidan ve antioxidant arasindaki

dinamik dengenin degismesiyle oksidatif stresin olusmasi kadin sigara

tiryakilerinin follikulojenesis’inin bozulmasina neden olmaktadir ©’.
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2.3.5. Serbest Oksijen Radikallerinin Olugumu.

Serbest oksijen radikaller fizyolojik veya patolojik olaylar
sonucunda meydana gelmektedir. Sozkonusu radikalleri olusturan
fizyolojik olaylar mitokondriyel ve mikrozomal elektron transport zincirleri
ile bagdlantili olmaktadir. SOR’un olugumunun ana kaynagi oksijeni
indergeyici 0Ozellige sahip olan enzimatik sistemlerdir. XIX. yUzyilin
sonunda Varburg, oksidaz olarak bilinen enzimlerin bilesimi gecis
metallerini icerdigini gosterdi *®. Biitiin oksijen indirgeyici enzimlerin aktif
merkezi bir veya birka¢c gecis metal atomlar (Fe, Cu, Zn, Mo, Mn, Co)
ihtiva ettigi bilinmektedir. Bugunlerde oksidazlarin 220’den fazla oldugu

gosterilmistir >

. Bunlar: ksantin oksidaz, siklooksijenaz, lipoksijenaz,
monoamin oksidaz, triptamin dioksijenazlar v.s. Patolojik olaylar (beyin
hipoksisi gibi) sirasinda intraselller kalsiyumun artisi degisik enzimatik
yolaklari aktive edebilmesiyle serbest oksijen radikallerin olusmasinda rol
almaktadir. Bu yolaklar arasinda fosfolipaz A2 aktivasyonu, siklooksijenaz
ve lipoksijenaz'la arasidonik asid’in metabolizmasi, proteaz tarafindan

ksantin dehidrojenazdan ksantin oksidaz'in olugmasi, nitrik oksid

sentetaz’in aktivasyonu ve peroksinitrit'in(ONO-) olusmasidir *’.

Serbest oksijen radikallerin olusumu asagdida ele

alinmaktadir.
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Superoksit radikali hemen tum aerobik hucrelerde oksijenin
bir elektron alarak indirgenmesi sonucu, serbest superoksit radikal anyonu
(O27) meydana gelir:

O, + e — 0Oy

Superoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt
olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve
gecis metalleri iyonlarinin indergeyicisi olmasidir:

O+ e + 2H" — H0,
O, + 2 + 2H" — H0;

Ancak, biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil Uretimi

superoksidin dismutasyonu ile olur:
20"+ 2H" — Hy0, + O

Hidrojen peroksit stiperoksit ile reaksiyona girerek, en reaktif
ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak
uzere kolaylikla yikilabilir.

Haber-Weiss reaksiyonu:
H,O, + O - OH+ OH + O3

Fenton reaksiyonunda ise 6nce ¢ degerlikli demir (Fe®* )
siiperoksit tarafindan iki degerlikli demire (Fe** ) indirgenir, sonra bu iki
degerlikli demir kullanilarak hidrojen peroksitden OH ve OH™ iiretilir 2.

Fenton reaksiyonu:
0, + Fe** — 0, +Fe*

Fe** + H,0, — Fe* +OH +OH
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Boylece, yukarida ele alinan serbest radikallerinin
olusumunda Nikotin anahtar rolu oynadigini gorinmektedir. Ayrica, Nikotin
gesitli aracilarla SOR’'un olusumunda katkida bulunmaktadir ve/veya
indirekt olarak intraselller kalsiyumun artisinin sonucunda da serbest
radikalleri olusturmaktadir. Birgok calismada antioksidanlarin
uygulanmasindan sonra intraseluler kalsiyumun degisikliklerinin ortadan
kaldirildigi  gosterilmistir  *.  SOR’un  olusmasi  degisik yollarla
saglanabilmektedir. Mesela, Nikotin katkisiyla saglanan presinaptik
sonlanmalarinda kalsiyumun artisi veya Nikotin araciligiyla saliverilen

asetilkolin SOR’un olusmasina neden olmaktadir.

2.4. SOR’un Etkileri inceleyen Galismalar

2.4.1. SOR’un Diiz Kasa Olan Etkileri.

Birgok caligsmaya gore, ¢esitli bilesiklerden veya sistemlerden
olusan SOR vaskiiler tonusun reglilasyonuna katilabilmektedir. Ornegin,
H.O, bazi diz kas preparatlarinda gevsemelere neden oldugu cesitli
calismalarda gosterilmistir ®* > ™', Bu gevsemelerin endotel bagimli ya da
endotel bagimsiz oldugu yoniinde galismalar vardir 3 72 73 7. 7% 'H,0,’nin
EDRF (endotel kaynakli gevsetici faktor) olusmasini veya saliveriimesini
stimiile edebilecegi °, endotel bagimli EDRF aracili gevsemeleri arttirdig
veya cGMP aktivasyonuyla gevsemeye neden oldugu gdsterilmistir °°.

Diger yandan, H;O2'nin izole sican aort halkalarinda kontraksiyon

olusturdugu gériilmektedir 7. H,O, vaskiler diiz kas ve endotel
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hlcrelerinde hem protein kinaz C hem de tirozin kinazi aktive etmektedir.
Bunun yaninda, endotel bagimli ve endotel bagimsiz tavgan intrapulmoner
bronsiollerinde H>O, siklooksijenaz yolagi yoluyla arasidonik asit
metabolizmasini stimlle etmekte ve konstriktor prostaglandinler olan

8 izole tavsan trakeasi diiz

PGF,, ve TXA; sentezini artirmaktadir
kasinda vyapilan baska bir calismada ise H;O2'nin gevsetici
prostaglandinler PGE; ve PGIl, olusumunu stimile ettigi gérinmektedir.
Bu bulgular kasilmanin veya gevsemenin epitelden saliverilen biyolojik
aktif maddelerin araciliiyla olabilecegdi gdstermektedir ", Dolayisiyla bu

maddelerin etkisini bertaraf etmek icin calismamizda mide diz kas

preparatlari epitelsiz aragtiriimigtir.

2.4.2. SOR’un ve Asetilkolinin Saliverilmesi Arasindaki

iligkileri.

Nikotinin  tarafindan  olusturulan  SOR’'un  sinaptik
norotransmisyona etkisinin olup olmadigini inceleyen c¢alismalar bilimsel
literatirde c¢ok az gorunmektedir. Esas olarak bizim c¢alismamizda
Nikotinin asetilkolin saliverici etkisine ve bu etkiye serbest radikallerinin
katkisinin olup olmadigir Uzerinde durulmaktadir. Bazi arastirmalarda
gérindigu gibi, asetilkolinin SOR’un olusumunda roli bulunmaktadir,
bdylece anilan calismada atropinin asetilkolin tarafindan olusturulan SOR

Giretimini azalttig1 saptanmistir 2°.
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SOR’un ve asetilkolinin saliverilmesi arasindaki iligki ile ilgili
yapillan c¢alismalarda oksidanlarin veya antioksidanlarin  Ak’nin
saliveriimesinde rolu arastirilmistir. Bauer V. ve arkadaslarin yaptigi
arastirmada kedi brongiyol duz kasinda Pirogallol (10 ve 100 pmol/l
konsantrasyonlarinda) EAU tarafindan olusturulan bifazik kolinerjik
kasilmay! etkilemedigi gorinmektedir ’°. Fakat, DEDTCA’nin (endojen
superoksit dismutazin inhibitérii) uygulanmasi bu kontraksiyonu uzun
sureli olarak ortadan kaldirmaktadir. Bununla beraber, ayni c¢alismada
trakeal seritte Pirogallol tek EAU ile olugsturulan eksitator kavsak potansiyel
(EJP-excitatory junction potential) amplitidini ortadan kaldirmakta, ve
DEDTCA'nin uygulamasindan sonra EJP amplitidinde anlamli artis
meydana gelmektedir. Bu sonuglara dayanarak Pirogallolun kolinerjik
norotransmisyonunu inhibe ettigi, hidrojen peroksidin ise arttirdigi

gosterilmistir "

. Diger yandan, superoksit anyonunun Ak ile olugan
kontraktiliteyi hidrojen peroksite gore, daha kuvvetli bir sekilde azalttigina
dair yayinlar mevcuttur . Ayrica, O,.” diiz kasin Ak’e olan duyarligini da
azaltabilmektedir.

H>O2'nin ise sinaptik transmisyonunu modile ettigi cesitli

80, 75, 79

calismalarda gosterilmistir Bu konuda HO2'nin serebral

damarlarin sinir sonlanmalarindan endojen asetilkolini saliverdigine dair

bir hipotez mevcuttur "°.

Buna go6re, atropin (muskarinik reseptor
antagonisti) H,O2'nin olusturdugu baziler arter gevsemesini azaltmakta,

neostigmin (asetilkolinesteraz antagonisti) ise bu gevsemeyi anlamli
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olarak artirmaktadir. H,O, lipid-solubl 6zelligine sahip oldugu i¢in hucre
membranlarini  kolaylikla gecebilmekte ve bu sayede intraseluller
mekanizmalarini etkilemektedir. Boylece, H;O, noromuskuler kavsagi
etkileyerek Ak’'nin saliverilmesini stimule etmektedir. Hidrojen peroksit
Ak’nin saliveriimesini modife ederek NO olusturdugu gériinmektedir ®'.
Tavsan intrapulmoner brongiol duz kaslarinda yapilan bir c¢alismada

endoteli olmayan preparatta hidrojen peroksitin Ak’nin olusturdugu

kasilmay! azaltti§ gdsterilmistir "®.

2.5. Arastirmada Kullanilan Maddelerin Ozellikleri
2.5.1. Pirogallol
Pirogallol - katehin bilesigi ve Oy jeneratoéridir. Pirogallol

biyolojik sistemlerde siiperoksidin arastiriimasi icin kullanilimaktadir 8% .

2.5.2. Allopurinol

Allopurinol, Hitchings ve Elion tarafindan ilk sentezlendigi
yillarda antineoplastik bir ajan olarak takdim edilmigken, sonralari aslinda
antimetabolit aktivitesinin olmadigi ancak ksantin oksidaz enziminin
inhibitdr bir substrati oldugu kesfedilmistir. Allopurinol, merkaptopdurinin,
ksantin oksidaz tarafindan inaktivasyonunu geciktirerek Urik asitin renal
ekskresyonunu azaltir ve plazma seviyelerini dusurur. Bu ozellikleriyle
Allopurinol, Gut hastaligina bagli primer hiperlriseminin ve hematolojik

hastaliklar ve kemoterapotik ajan kullanimina bagh gelisen sekonder
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84

hiperUrisemilerin tedavisinde kullanim alani bulmustur **. Bugunlerde

Allopurinol antioksidan bir madde olarak nitelendiriimektedir.

2.5.3. Mannitol
Mannitol osmotik diliretik olmakla birlikte OH™ radikalini

toplayici bir madde oldugu bilinmektedir 5°.

2.5.4. Deferoksamin

Deferoksamin (DFO) daha c¢ok demir ve 3-degerlikli
aliuminyum iyonlariyla kompleksler olusturan bir maddedir; Kelat olusturma
Ozelligi nedeniyle, DFO plazma ya da hucrelerde bulunan serbest demiri
alarak ferrioksamin (FO) kompleksi olusturabilir. DFO dokuya bagli
aliminyumu, aliminoksamin (AlO) kompleksi meydana getirerek
baglayabilir ve mobilize edebilir. Bu nedenle antioksidan 0ozelliklere

sahiptir.
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lIl. GEREG VE YONTEM

3.1. Mide Fundus Dokusunun Hazirlanmasi

Deneylerde 3-4 aylk 2,5-3 kg. agirliginda Albino erkek
tavsanlar kullanildi. Deneyler Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi
Farmakoloji Laboratuvarinda vyapildi. Tavsanlar normal laboratuvar
kosullarinda taze yesillikle beslendi. Bir gece once a¢ birakilan tavsanlar
kulak veninden tiopental (30mg/kg, i.v.) ile anesteziye edildikten sonra
karin orta hattan acildi ve mideye ulasildi. Mide fundusu distal kismindan
ayrilarak buyuk kurvatir boyunca acilip 6zefagus sfinkteri ile buylk
kurvatur arasindaki bolge kesilerek vucut disina cikarildi. Digari alinan
doku, 6nceden 37°C’ye isitimis ve %5 CO;, %95 O, karisimi ile
havalandirilan Krebs soliisyonu bulunan petrilere konuldu. Uzerindeki
mukoza tabakasi ayrilan mide fundusu, 0.2- 0.3 cm eninde. 1-1,5 cm
boyunda longitudinal geritler halinde kesilerek hazirlandi. Dokular organ
askisi yardimiyla Krebs solusyonu igceren 15 ml'lik organ banyosuna bir
ucu organ askisina, bir ucu izometrik kasilmalari kayit etmek icin Grass
FT-03 (Quincy, Mass.,A.B.D.) force-displacement transdusira bagl olacak
sekilde yerlestirildi. izometrik kas kontraksiyonlari transdusirlar aracilidi ile

Grass Poligraf (Model 7 E, Quincy, Mass.,A.B.D.) ‘a kaydedildi.

Elektriksel Alan Uyarisi (EAU) icin dokular iki platin elektrod
arasina vertikal olarak ve elektrodlara degmeyecek sekilde asildi.

Elektriksel stimulation igin Grass S48 (Quincy, Mass.,A.B.D.) stimulator
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kullanildi. Dokulara deneylerin baglangicinda “1g” on gerim uygulandi ve

15 dk da bir kez yikanarak 1 saat dengelenmeye birakildi.

3.2. Deney Protokolu

Dengelenme periyodunun ardindan yapilan 6n deneylerde
EAU icin uygun parametreler belirlendi. Dokulara degisik frekans ve
voltajlar altinda EAU vyapilarak kasilma cevaplari elde edildi. Uygun
parametreler 60 V , 8-32Hz., 1ms. olarak 120 saniyede bir 5 s sire ile

uygulandi.

Deneylerin baslangic asamasinda ayri seri deneylerde
tetrodotoksin’in ( 10 ° M) EAU ile elde edilen kasilma cevaplari iizerine
olan etkisine bakildi. EAU bagh uyarilarin tetrodotoksin ile tamamen
ortadan kalkmasi, Ak’nin saliveriimesinin sinirsel uyarima bagh oldugunu

gOsterdi.

Ayri bir seri deneyde muskarinik reseptor antagonisti Atropin
in 10°M dozda EAU kasilma cevaplarini ortadan kaldirdigr ve
antikolinesteraz olan neostigmin (10°-10°MYin EAU kasilma cevaplarini
artirdigi izlenmisg, bu veriler, gozlenen cevaplarin kolinerjik transmisyona

bagl oldugunu gostermistir.
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Ayri bir seri deneyde de noéronal nikotinik reseptor blokori
heksametonyum’un ( 10 °> M) EAU’ya bagh nérojenik kasilmalar {izerinde
nikotinin olusturdugu gecici cevap artiglarina olan etkisine bakildi.

Nikotinin olusturdugu gegici cevap artiglari heksametonyum ile azald1.

Etkisi arastirilan maddeler (oksidan ve antioksidanlar) EAU
cevaplari dengeye ulastiktan sonra uygulanarak, Nikotin uygulamasindan

once 20 dk. organ banyosuna ilave edilmigtir.

3.21. EAU’na Bagh Norojenik Kasiimalar Uzerinde

Nikotinin Etkisi

Farkli seri deneylerde EAU ile olusan kontraksiyonlar
dengeye ulastiginda ortama Nikotin eklendi. Nikotine ait gegici kasilma
cevaplar elde edilmig, EAU'nin dengeye erigtigi cevap kontrol cevabi
olarak alinip 100 kabul edildi ve Nikotinin olusturdugu gegici norojenik
kasilmalar Uzerindeki artiglar % artis olarak sunulmustur. Nikotin
verildikten sonra gozlenen artiglar yedi uyariya bagh olarak olusan

artiglarin ortalamasi olarak % artis seklinde sunuldu.
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3.2.2. EAU’na Bagh Norojenik Kasiimalar Uzerinde

Nikotinin  Olusturdugu Gegici Cevap Artiglarina

Pirogallol’un Etkisi:

EAU ile olugsan kontraksiyon platoya ulastiginda ortama
Nikotin (10*M) eklendi ve Nikotine ait gegici kasilma cevaplari elde edildi.
Bu kontrol cevabini takiben , dokular 10 dk ara ile en az 4 kez yikandiktan
sonra EAU acildi. Kontraksiyon platoya ulastiginda banyo ortamina
Pirogallol (10“M) eklendi. 20 dk. inkubasyondan sonra Pirogallol
varliginda EAU ile olusan kontraksiyon platoya ulastiginda ortama Nikotin

eklendi ve Nikotine ait kasilma cevaplari tekrar edildi.

3.2.3. EAU’na Bagh Norojenik Kasiimalar Uzerinde

Nikotinin  Olusturdugu Gegici Cevap Artiglarina

Allopurinol’un Etkisi:

EAU ile olusan kontraksiyon platoya ulastiginda ortama
Nikotin (10*M) eklendi ve Nikotine ait gegici kasilma cevaplari elde edildi.
Bu kontrol cevabini takiben, dokular 10 dk ara ile en az 4 kez yikandiktan
sonra, ayni preparatta Allopurinolun etkisini incelemek Uzere banyo
ortamina EAU cevaplarindan 20 dk. énce Allopurinol (10° ve 10° M)

eklendi. Daha sonra EAU ve Nikotin cevaplari tekrarlandi.

37



3.2.4. EAU’na Bagh Norojenik Kasiimalar Uzerinde

Nikotinin  Olusturdugu Gegici Cevap Artiglarina

Mannitol’un Etkisi:

EAU ile olugsan kontraksiyon platoya ulastiginda ortama
Nikotin (10*M) eklendi ve Nikotine ait gegici kasilma cevaplari elde edildi.
Bu kontrol cevabini takiben , dokular 10 dk ara ile en az 4 kez yikandiktan
sonra, ayni preparatta Mannitol etkisini incelemek Uzere banyo ortamina
EAU cevaplarindan 20 dk. dnce Mannitol ( 10 — 5x10° M) eklendi. Daha

sonra EAU ve Nikotin cevaplari tekrarlandi.

3.2.5. EAU’na Bagh Norojenik Kasiimalar Uzerinde

Nikotinin  Olusturdugu Gegici Cevap Artiglarina

Deferoksamin’in Etkisi:

EAU ile olusan kontraksiyon platoya ulastiginda ortama
Nikotin (10*M) eklendi ve Nikotine ait gecici kasiima cevaplari elde edildi.
Bu kontrol cevabini takiben , dokular 10 dk ara ile en az 4 kez yikandiktan
sonra, EAU cevaplari tekrarlandi. Kontraksiyon platoya ulastiginda banyo
ortamina Deferoksamin ( 10™* M) eklendi. 20 dk. inkubasyondan sonra
EAU ile olusan kontraksiyon dengeye ulastiginda ortama Nikotin eklendi

ve Nikotine ait kasilma cevaplari tekrar edildi.
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3.3. Deneylerde Kullanilan Besleyici Soliisyon ve ilaglar
Banyo solUsyonu olarak kullanilan Krebs ¢ozeltisinin bilesimi
(mM), NaCl 118; KCI 4.7; NaHCO3z 25; NaH;PO4-2H,O 0.9; CaCl; -

2H,O0 1.26; MgCI-6 HO  0.5; Glukoz monohidrat 11.

Nikotin, Heksametonyum, Atropin sulfat, Neostigmin
metilsulfat, Allopurinol, Mannitol, Pirogallol, Deferoksamin, Sigma
Chemical Co. (St.Louis MO) dan alinmistir. Kullanilan ilaglarin stok
cOzeltileri distile suda ¢ozulerek hazirlandi. Stok ¢ozeltilerden dilisyonlar

gunluk olarak hazirlanmigtir.

3.4. Bulgularin Sunulusu ve istatistiksel Analiz

Deney sonuglari metin igcinde (n) sayida deneyin aritmetik
ortalamasi = ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu. Nikotin
verildikten sonra gozlenen artiglar yedi uyariya bagl olarak olusan
artislarin ortalamasi olarak (% artis seklinde) sunuldu. Gruplar arasi

farkin anlamhihg:r post-hoc “Dunn testi “ ile arastirildi. P<0.05 olmasi
halinde fark anlamli kabul edildi. Antagonist ve etkisi arastirilan
maddelerin varliginda Nikotinin kasilma cevaplari arasindaki farklar

“Wilcoxon testi “ uygulanarak degerlendirildi. P<0.05 olmasi halinde fark

anlamli kabul edildi.

39



IV. BULGULAR

41. EAU’na Bagh Norojenik Kasilmalar Uzerinde

Tetrodotoksin’in Etkisi:

Deneylerin baglangig asamasinda tavsan mide fundusu duz
kas preparatlarinda EAU ile elde edilen kasilma cevaplari Uzerinde
tetrodotoksin (10 ° MYin etkisine bakildi (sekil 8). Tetrodotoksin EAU’si

cevaplarini ortadan kaldirdi.

| Ll B e e e N T R E R R RRE |
f i EAU =T iTETRODOTEKSi‘N 1§ = | HEHH
| | | e aal (TTH) | |

10 -B M

EAU

Sekil 8. Tavsan izole mide fundusunda EAU’nin olusturdugu kasiima

cevaplari iizerinde tetrodotoksin’in (10 ° MY'in etkisi.

4.2. EAUna Bagh Noérojenik Kasilmalar Uzerinde
Atropinin Etkisi:
Ayri bir seri deneyde tavsan mide fundusu duz kasina EAU

uygulanmasi ile kasilma cevaplari olusturuldu. Bu cevaplar Uzerine
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muskarinik reseptor blokoru atropin (10 -6 M) uygulandi. Atropin EAU

kasilma cevaplarini ortadan kaldirdi.

4.3. EAUna Bagh Norojenik Kasilmalar Uzerinde

Neostigminin Etkisi:

Ayri bir seri deneyde de bir antikolinesteraz olan neostigmin,
(10° -10 = M) tavsan mide fundusu diiz kasinda EAU’nin olusturdugu
kasilma cevaplari Uzerine uygulandi. Cevaplarda konsantrasyon bagimli

olarak bir artis izlenmektedir (Tablo 1).

Tablo 1 : Neostigmin'in EAU’ya Bagli Kasima Cevaplari Uzerindeki

Arttirici Etkisi.
Konsantrasyon | 10°M 3x10° M 10° M
% Artis 11,1%£2,5 100%8,7 722,2+50,2

4.4. EAUna Bagh Noérojenik Kasilmalar Uzerinde

Nikotinin  Olusturdugu Gegici Cevap Artiglarina

Heksametonyum’un Etkisi:

Ayri bir seri deneyde de noéronal nikotinik reseptdr blokdru
heksametonyum’un ( 10 ° M) EAU’ya baglh nérojenik kasilmalar (izerinde

nikotinin olusturdugu gegici cevap artiglarina olan etkisine bakildi.
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Nikotinin  olusturdugu gegici cevap artislann (% 158,32+12,62)

heksametonyum ile % 75.73+15.17’ye azald..

4.5. EAU’na Bagh Norojenik Kasilmalar Uzerinde

Nikotinin Etkisi:

Tavsan mide fundus duz kasi preparatlarinda EAU ile olusan
kontraksiyonlar platoya (dengeye) eristikten sonra cevaplar tizerine Nikotin
degisik konsantrasyonlarda uygulandi. Nikotin, konsantrasyona bagimli
olarak, bu gozlenen norojenik kasiimalari gegici olarak arttirdi . Nikotine
ait gecici kasilma cevaplarini daha iyi inceleyebilmek igcin deneylerin
tiimiinde Nikotinin 10 * M konsantrasyonu kullanildi. Nikotin verildikten
sonra goOzlenen artiglar yedi uyariya bagll olarak olugan artislarin
ortalamasi olarak (% artis seklinde) sunuldu. Her bir konsantrasyonun
olusturdugu toplam artislar ile Nikotin uygulamasindan 6nceki EAU kontrol
cevaplari karsilastirildi. Nikotinin 10* M konsantrasyonunda bir, iki, Uic ve
dorduncu uyarilarda izlenen gegici artislarin ortalamasi kontrol cevabina

gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulundu (sekil 9, 10).
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Nikotin 10 -4 M

Sekil 9. Tavsan mide fundusu diz kasinda EAU’nin olusturdugu kasiima

cevabi lizerinde Nikotinin (10 ™ M) etkisi.

Nikotin 10* M
300
*
M kontr
250 @l
200 4 Al
E 8] ]]]
7 150 | aiv
4 av
N
100 - avi
avil
50 - Bortalama
0 i
EAU

Sekil 10. Tavsan izole mide fundusunda EAUnin olusturdugu kasilma
cevaplari iizerinde Nikotinin 10 ~* M konsantrasyonunun kontraksiyonlari

arttici etkisi. (*p<0.05)(10 ™ M, n=46 ).
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4.6. EAU’na Bagh Norojenik Kasilmalar Uzerinde

Nikotinin  Olusturdugu Gegici Cevap Artiglarina

Pirogallol’un Etkisi:

EAU ile olugsan kontraksiyonlar dengeye erigsince Nikotin
uygulandi. Bu kontrol cevabini takiben dokular 10 “M Pirogallol ile 20 dk.
inklibe edildi. Bu deneylerde de Nikotinin 10 ™ M konsantrasyonu
kullanildi. Pirogallol EAU’ ya baglh cevaplari azaltmaktadir. Pirogallol
uygulamasini takiben EAU cevaplari alindi ve Nikotin uygulamasi yapildi
(sekil 11). Pirogallol, Nikotin etkisi ile olusan kasilma cevaplari tzerinde

kontrol cevaplarina gore istatistiksel olarak anlaml bir farklilik olusturmadi.

(p > 0.05, n=5)
Pirogallol 10*M
300
250 -
- @ Kontrol
< 200 -
£ 150 @ Nikotin 10-4 M
@
< 100 - Pyrogallol 10-4 M
+ Nikotin 10-4M
50 -
0
EAU

Sekil 11. Tavsan mide fundusu diz kasinda EAU’nin olusturdugu
kasilma cevaplarinda Nikotinin (10 - M) olusturdugu arttirici cevap
Uzerinde Pirogallol (10 - M) etkisi (p > 0.05, n=5). Kontrol olarak

gOsterilen grup, EAU’'nin olusturdugu dengeye erismis kontraksiyondur.

44



47. EAUna Bagh Norojenik Kasilmalar Uzerinde

Nikotinin  Olusturdugu Gegici Cevap Artiglarina

Allopurinol’un Etkisi:

Tavsan izole mide fundusunda EAU ile olusan
kontraksiyonlar dengeye erisince Nikotin uygulandi. Bu kontrol cevapini
takiben dokular Allopurinol (10, 10 M) ile 20 dk. inkiibe edildi. Nikotinin
10 ™ M konsantrasyonu kullanildi. Allopurinol uygulamasini takiben EAU
cevaplari alindi ve Nikotin uygulamasi yapildi. Allopurinol 10 =, 10° M
Nikotin etkisi ile olusan kasilma cevaplarini arttirdi (sekil 12), ancak kontrol
cevaplarina gore istatistiksel olarak anlamh bir farkhlik olusturmadi

(p>0.05, n=8, n=9).
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Allopurinol 10°M

300
250

e 3 Kontol
200 | B
R

150 4 i\ o ENikotin 10-4 M

S ]

100 PR S B Allopurinol 10-6 M
NN +Nikotin 10-4 M
50 S ]
B e
S ]

R T Mty
0 R it

% Kasilma

EAU

Allopurinol 10°M

300

Kontrol

& Nikotin 10-4 M

% Kasilma

& Allopurinol 10-5
M +Nikotin 10-4
M

Sekil 12. Tavsan mide fundusu diz kasinda EAUnin olusturdugu
kasilma cevaplarinda Nikotinin (10 - M) olusturdugu arttirici cevap
Uzerinde Allopurinolun (10'6, 10 7° M) etkisi (p>0.05, n=8, n=9). Kontrol
olarak gdsterilen grup, EAUnin olusturdugu dengeye erismis

kontraksiyondur.
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4.8. EAUna Bagh Norojenik Kasilmalar Uzerinde

Nikotinin  Olusturdugu Gegici Cevap Artiglarina

Mannitol’un Etkisi:

EAU ile olusan kontraksiyonlar plato olusturunca Nikotin
uygulandi. Bu kontrol cevabini takiben dokular yikandi ve EAU cevaplari
alindi. Kontraksiyonlar dengeye erisince 10 ™ M - 5x10° M Mannitol ile 20
dk. inkiibe edildi. Nikotinin 10 ™ M konsantrasyonu kullanildi. Mannitol
uygulamasini takiben EAU cevaplari alindi ve Nikotin uygulamasi yapildi.
Mannitol 10 ™ M konsantrasyonunda Nikotin etkisi ile olusan gecici
kasilma cevaplarini arttirdi, ancak kontrol cevaplarina gore istatistiksel
olarak anlamli bir farkhlik olusturmadi (sekil 13) (p > 0.05, n=6). Mannitol
5x10° M, vyilksek konsantrasyonda ise Nikotin etkisi ile olusan
kontraksiyonlari kontrol cevaplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir

dizeyde azaltti ( sekil 14) (*p<0.05, n=5).
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Mannitol 10 M

Kontrol

@ Nikotin 10-4 M

@ Mannitol 10-4 M
+Nikotin 10-4 M

% Kasilma

Sekil 13. Tavsan mide fundusu diz kasinda EAUnin olusturdugu

kasilma cevabi lGizerinde Mannitolun (10‘4 M) etkisi (*p > 0.05, n=6).

Mannitol 5x10 M

300
250 +
A Kontrol
[\+] 200 7
E . .
E 150 - @ Nikotin 10-4 M
X
= & Mannitol 5x10-3 M
e +Nikotin 10-4 M
50
0
EAU

Sekil 14. Tavsan mide fundusu diz kasinda EAUnin olusturdugu
kasilma cevaplarinda Nikotinin (10 - M) olusturdugu arttirici cevap
Uzerinde Mannitol (5x10 -3 M) etkisi (*p < 0.05, n=5). Kontrol olarak

gOsterilen grup, EAU’'nin olusturdugu dengeye erismis kontraksiyondur.
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49. EAUna Bagh Norojenik Kasilmalar Uzerinde
Nikotinin  Olusturdugu Gegici Cevap Artiglarina
Deferoksamin’in Etkisi:

Kontrol cevabini takiben EAU cevaplari tekrarlandi.

Kontraksiyon dengeye ulastiginda banyo ortamina Deferoksamin 10 ™ M

eklendi. 20 dk. inkubasyondan sonra Nikotin cevaplari tekrarlandi. .

Nikotinin 10 = M konsantrasyonu kullanildi. Deferoksamin 10 ~* M

konsantrasyonunda Nikotin etkisi ile olusan gegici kasilma cevaplarini

azaltti, ancak kontrol cevaplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir

farkhlik olusturmadi (Sekil 15) (p > 0.05, n=6).

Deferoksamin 10 * M

300
™ Kontrol

250 -
© 200 -
g & Nikotin 10-4 M
2 150
X
s~ 100 - 0 Deferoksamin 10-

50 | 4 M+Nikotin 10-
4M
0
EAU

Sekil 15. Tavsan mide fundusu diz kasinda EAUnin olusturdugu
kasilma cevaplarinda Nikotinin (10 - M) olusturdugu arttirici cevap

Uzerinde Deferoksaminin (10'4 M) etkisi  (p > 0.05, n=7).
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V. TARTISMA:

Bu calisma Nikotinin tavsan mide fundusunun duz kasinda
EAUnin olusturdugu norojenik kasilmalari gegici olarak arttirici etkisinin
oldugunu gosterdi. EAU'nin olusturdugu kasilma cevaplari tetrodotoksin
tarafindan ortadan kaldirildi. Muskarinik reseptor blokorlu olan atropin
EAU'nin olusturdugu kontraksiyonlari inhibe etti. Antikolinesteraz olan
neostigmin ise, bu kontraksiyonlari arttirdi. Nikotinin EAU’nin olusturdugu
norojenik kasilmalari gegici arttirici etkisi izerinde Allopurinoliin 10° M ve
10° M, Deferoksaminin 10* M ve Pirogalloliin 10* M konsantrasyonlarinda
uygulanmasi kontrol cevaplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir
farkhlik olusturmamaktadirlar. Nikotinin EAU’nin olusturdugu nérojenik
kasilmalari gegici arttirici etkisi tizerinde Mannitolun 5 x 102 M yiiksek
konsantrasyonda uygulanmasi kontrol cevaplarina gore istatistiksel olarak
anlamli  olarak azaltirken, Mannitolun 10* M konsantrasyonda
uygulanmasi kontrol cevaplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir

farkhlik olusturmamaktadir.

Bu tez cercevesinde vyapilan deneylerde EAU’nun
olusturdugu kontraksiyon cevaplari Uzerine atropin ve neostigmin
uygulanmigtir. Atropinin uygulandigi dokuda kasilma cevaplari tamamen
ortadan kalkmaktadir ve neostigmin uygulandigi dokuda kasilma cevaplari

konsantrasyona bagiml olarak artmaktadir. Bu sonuglar gozlemlenen
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cevaplarin  kolinerjik  sinirlerin  aktivasyonuna  bagl  oldugunu

gOstermektedir.

Bu calismada Nikotinin noronal nikotinik reseptorleri etkiledigi
ve tavsan mide fundusu duz kasinda EAU’nin olusturdugu norojenik
kasilmalari gegici olarak arttirdigi gorinmektedir. Bu etkisini presinaptik
regulasyon araciligiyla yaptigini bildiren ¢alismalar mevcuttur. Presinaptik
regulasyon, transmitter saliveriimesinin inhibisyonu veya fasilitasyonu ile
nérotransmisyonu kontrol eden énemli mekanizmalardan biridir. Santral
sinir sisteminde ve otonomik gangliyonlarda presinaptik néronal nikotinik
reseptorlerin  aktivasyonu noérotransmitterlerin  saliveriimesini  fasilite

ettigine dair calismalar vardir ' 13 14 16 21

. Fakat, bu zamana kadar,
noronal nikotinik reseptorlerinin - myenterik noéronlarin  somatodendritik
alanlarinda yerlestigi ve sadece “hizli” sinaptik transmisyona katkida
bulundugu bilinmektedir. Bazi myenterik néronlarin motornoronlari duz kas
tabakalarinda sonlanmaktadir. Son yapilan galismalara gore, myenterik
pleksus olmayan preparatlarda noronal nikotinik reseptor-bagimli
mekanizma ile Nikotin duz kas kontraksiyonuna neden olmaktadir. néronal
nikotinik reseptorleri sadece somatodendritik bolgede olsaydi, myenterik
gangliyondan gelen motor aksonlarin ve onlarin varikozitelerinin
izolasyonu sonrasinda, noéronal nikotinik reseptor araciligiyla etki gosteren

agonistin olusturdugu kontraksiyonlarin ortadan kalkmasi gerekirdi. Ayrica,

sodyum kanal blokérli Tetrodotoksin’'in (TTX) kullaniimasi, Nikotinin
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noronal nikotinik reseptorleri aracihdiyla olusturuldugu kontraksiyonlari
tamamen ortadan kaldirmadigi, ancak Elektriksel Alan Uyarisi(EAU) na
bagh kontraksiyonlari tamamen ortadan kaldirdigi gosterilmigtir (Sekil 16).
Bu sonuglar néronal nikotinik reseptorlerinin myenterik eksitator motor sinir
uclarinda veya gangliyonlarda yerlestigini ve onlarin stimulasyonlari
sonrasinda Ak saliverimesine, saliveriien Ak’ ninde muskarinik
reseptorleri etkileyerek duz kasin kasilmasina neden oldugunu

17, 18, 21

gOstermektedir . Nikotinin gangliyonik nikotinik reseptorlerinde bu

noroétransmitterin  saliverilmesinde rol oldugu gosteriimekte, fakat bu
etkinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak aciklanamamaktadir 2.
Agangliyonik sican vas deferensinde yapilan bir ¢calismada EAU’ya bagl
kontraksiyonun  bretilium (adrenerjik ndéron  blokért) tarafindan

etkilenmedigi ve Nikotinin presinaptik nikotinik reseptorleri etkileyerek

Ak’nin saliveriimesini artirdigi gosterilmistir ’.

Bu cgalismada EAU’nun olusturdugu kontraksiyonlar Uzerine
sodyum kanal blokdri olan TTX uygulandi. TTXnin (10° M)
konsantrasyonu EAU ile olusan Ak’nin saliveriimesini ortadan kaldirdi.
TTX'in EAU’ya bagl uyarilari ortadan kaldirici etkisi, bu uyarilarin sinirsel

uyariyla baglantili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 16. Eksitator Motornéronlar. Nikotin, somatodendritik bolgedeki ve
sinir terminalindeki néronal nikotinik reseptorlerini etkileyerek Ak’nin
saliverilmesine neden olmaktadir. TTX varliginda Nikotin somatodendritik
noronal nikotinik reseptorleri etkileyebilmekte, fakat aksiyon potansiyeli
somatodendritik alandan sinir sonlanmasina yayllamamaktadir. Nikotin
sinir  sonlanmalarindaki ndéronal nikotinik reseptodrleri  etkileyerek

kontraksiyon olusturabilmektedir.

Nikotinin myenterik pleksus’tan asetilkolinin saliveriimesine
neden oldugu yukarida bahsedilmigtir. Asetilkolinin presinaptik nikotinik
reseptorleri etkileyerek motor terminallerinden asetilkolinin saliverilmesini
arttirdigi  ilk olarak Koelle tarafindan gosterilmistir. Daha sonraki
calismalarda Nikotinin duz kas geritlerinde “gecici” asetilkolinin
saliveriimesine neden oldugu gOsterilmigtir. Bu saliveriimenin gegici

olmasi noéronal nikotinik reseptorlerin desensitizasyonu ile agiklanmaktadir
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% izole fare vas deferensinde agangliyonik dokuda yapilan baska bir

calismada Nikotin elektriksel alan uyariimasina baglh noérojenik
kasilmalarin gucinde “gecici” artisa neden olurken, ayni zamanda,
eksitator kavsak potansiyelinin amplitidinde ve spontan eksitator kavsak

potansiyellerinin frekansinda da artis saglamaktadir 7,

Ayrica, bu
calismada Nikotinin EAU’ya bagh noérojenik kasiimalarin gucunde “gecici”
olarak neden oldugu artisin noronal asetilkolin reseptor blokoru olan
heksametonyum tarafindan énlendigi gosterilmektedir. Daha énce yapilan
bir calismada Nikotinin olusturdugu gegcici kasilmalarin heksametonyum
tarafindan % 50’ye yakin bir oranda anlamli olarak azaldidi bulunmustur
8 Heksametoniyum bir gangliyon blokér olduguna gore, ve kasiimanin %
50'ye vyakin azalmasi nedeniyle Nikotinin asetilkolini salivermesini

parasempatetik gangliyonik ve presinaptik noronal nikotinik reseptorleri

aracihgiyla yaptigi dusunulmektedir.

Son yillarda elde edilen veriler Nikotinin Ulseratif kolit,
Alzheimer Hastaligi, Parkinson Hastaligi gibi birgok hastalikta yararl
etkisini gosterebilecegine isaret etmektedir. Literatirde bu pozitif etki
Nikotinin  noronal nikotinik reseptorlerini  etkilemesiyle dopamin,
noepinefrin, serotonin gibi nérotransmiterlerin saliverilmesinin artiriimasi

10, 13, 14, 15, 16

olarak gosteriimektedir . Bunun yaninda, santral sinir

sisteminde Nikotinin presinaptik noronal nikotinik reseptorleri aracihigi ile

17

asirimi hizlandirici etkisi hakkinda calismalar vardir ''. Periferik sinir
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sisteminde de Nikotinin noronal nikotinik reseptorlerini etkiledigi ve
norotransmitterin saliverilmesini arttirdigi goriilmektedir. Ornegin, izole rat
mide fundusunda Nikotinin (3x10'5M) konsantrasyonu noradrenalin
saliverilmesini arttirmaktadir '°. Anilan bu calismada a-bungarotoksin ve
a-konotoksin kullaniimasi ile elde edilen veriler o7 Nikotinik reseptor
alttipinin  noradrenalinin  saliveriimesi  Uzerinde etkisi olmadigini
goOstermigtir. Bunun yaninda, mekamilamin kullaniimasi ile elde edilen
sonuglar a3p4 reseptor alttipinin  noradrenalinin saliveriimesinde rol
oynadigini go6stermistir.  Ayrica, rat mide fundusunda asetilkolinin
saliverilmesinin o7 veya a3B4 nikotinik reseptor alttipi araciligiyla

saglandigi belirlenmistir .

Yukarida bahsedilen presinaptik noronal nikotinik reseptorler

sinir terminallerinde intraseliiler serbest Ca®"

un konsantrasyonunun
arttinilmasiyla noérotransmiterlerin  saliveriimesini  module etmektedir.
Szilard |. Szabo ve ark., gosterdidi gibi son teknoloji araciligiyla yapilan
noronal nikotinik reseptorler Uzerindeki arastirmalarda, Nikotinin duguk
dozu Dbile intraseluler kalsiyum duzeyinde anlamh degisiklikler

22

8  Fare vas deferensinde yapilan bir calismada 22

olusturmaktadir
Nikotinin Ca?* (izerinde olan etkileri, intraseliiler depolardan kalsiyum
saliverilmesini duzenleyen ajanlar - ryanodin ve kafein - tarafindan
onlenmektedir. Sevil O.ilhan’in calismasinda ise ¥, kadmiyum silfatin

uygulamasi Nikotinin EAU’'nin olusturdugu noérojenik kasilmalari azalttigi
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gorulmektedir. Bu  gobzlemler, ndronal nikotinik  reseptorlerin

norotransmitterleri kalsiyum araciligiyla saliverdigi fikrini desteklemektedir.

Nikotinin uygulanmasi hippokampal striatum radiatum
interndronlarinda dendritik Ca*"un gegici artmasini a7 ve a4p2 néronal
nikotinik reseptorler reseptorler araciligiyla saglamaktadir. Boylece,
kalsiyum girisinin presinaptik sinir sonlanmalarinda fizyolojik rol oynadigi

8 Ustelik, Nikotin Ca?"’un girisini arttirdigindan dolays,

gOsterilmistir
noronlarin fazla yasamasini sagladigi hakkinda hipotez bulunmaktadir 2.
Fakat, sigara kullaniminda noéronal nikotinik reseptorlerin kalsiyuma olan
gegirgenliginden dolay1 patofizyolojik etki gosterdigi bilinmektedir.
Kalsiyum konsantrasyonunun artmasi intraselller sinyal ve organellerin

fonksiyonlarini engelleyerek serbest radikallerinin olusumunun esas

sebebi oldugu da gosterilmistir 2°.

a7 Nikotinik reseptorleri araciligiyla olusan kalsiyum influksi
protein kinaz C ve nNOS gibi kalsiyuma-bagh olan stregleri de aktive

edebilmektedir .

Kalsiyumun belirgin bir sekilde artmasi SOR’un
olusmasi, enerjinin olusma bozuklugu, bazi hidrolitik enzimlerin
aktivasyonu gibi degisik degradatif (indirme) surecleri baslatabilmektedir
% intraselliler kalsiyumun artmasi fosdolipaz A, aktivitesini stimiile ederek

ve arasidonik asidin seviyesini arttirarak serbest radikallerinin olusumuna

sebep olmaktadir 3"*2. Dolayisiyla, kalsiyumun sadece ndrotransmitterlerin
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modulasyonunda degil SOR’un olusumunda da katkida bulunabildigi

varsayilmaktadir.

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip, kisa omdarla, kararsiz, molekul agirligi dusuk ve ¢ok etkin molekuller
olarak tanimlanir. Genel olarak serbest radikal Uretimi, patolojik
mekanizmalarin bir pargasidir. Pek ¢ok ksenobiyotigin toksisitesi serbest
radikal dretimi ile ilgilidir. Ayni zamanda, Nikotinin de bu sureclerde
katkida bulunmasi hakkinda degisik yayinlar yapiimistir °* *°. Nikotin
toksisitesinin oksidatif stress, reaktif oksijen radikallerinin olugsmasiyla

baglantili oldugu pekcok calismalar da mevcuttur

. Buna Kkarsilik,
Nikotinin beynin mitokondrial solunum zincirinin kompleks 1 ile etkilesimi
sonucunda SOR’un olusumunu azalttig bilinmektedir * 2. Bundan dolays,
Nikotin ve serbest oksijen radikalleri arasindaki iligki ile ilgili hipoteze
dayanarak Nikotinin asetilkolini saliverme 6zelliginin Uzerinde oksidanlarin

ve antioksidanlarin etkisi olup olmadigini arastiran yazilar gozden

gecirilmigtir.

Bu konu Uzerinde degisik arastirmacilarin  yaptigi
calismalarda Pirogallolun noronal nikotinik reseptorleri araciligiyla Ak’nin
saliverilmesinde rolu olup olmadigi incelenmistir. Pirogallol superoksit
anyonun donoru ya da jeneratori olarak tanimlanmakta ve biyolojik

sistemlerde O,.”’in rolinU arastirmak igin kullaniimaktadir. Pirogallol

57



superoksit anyonu olusturan mezengial hucreler, insan lenfoma hucreleri
ve insan glioma hucreleri gibi bazi hucrelerin dlumune sebep olmaktadir
% Fakat, bu siirecler cercevesinde néronal hiicre éliminde O..” rolii tam
olarak aciklanmamistir. Bu nedenle O,. rolu belirlenmek igin
feokromositoma PC 12 hducreleri kullaniimigtir. PC 12 hucrelerinde
Pirogallolun uygulanmasi superoksidin intraselluler seviyesini artirmaktadir
% Boylece, daha 6nce yapilan benzer arastirmalara gére bu tezin
calismalarda elde edilen sonuglarindaki Pirogallolun  kolinerjik
tranmsmisyonun  Uzerinde  etkileri  kargilagtinlmistir.  Literatlrde
Pirogallolun asetilkolinin etkilesimi ve kolinerjik asirim Uzerindeki olan
etkileri incelendiginde, Bauer V. ve arkadaslarinin ¢alismasinda, Pirogallol
kedi bronsiyol diz kasinda EAU tarafindan olusturulan bifazik kolinerjik
kasilmayi etkilemedigi, fakat DEDTCA’nin (endojen superoksid dismutazin
inhibitérd) uygulanmasi sonucu bu kontraksiyonu uzun sureli olarak

ortadan kaldirildigi gosterilmistir "

. Bununla beraber, ayni caligmada
Pirogallol trakeal seritte tek (single) EAU ile olusturulan eksitator kavsak
potansiyel (EJP-excitatory junction potential) amplitidind ortadan
kaldirmis, ve DEDTCA’nin uygulamasindan sonra EJP amplitidinde
anlamli artis meydana getirmigtir. Bu sonuclara dayanarak Pirogallolun

kolinerjik norotransmisyonunu inhibe ettigi, hidrojen peroksitin ise arttirdigi

gosterilmistir ”°.

58



Bu konuda asetilkolinin etkisi Uzerinde yapilan diger bir
calismada, superoksit anyonunun Ak ile olusan kontraktiliteyi hidrojen
perokside gére daha kuvvetli bir sekilde azalttigi gdsteriimektedir 2.
Ayrica, anilan galismaya gore, O,.” duz kasin Ak’e olan duyarligini da
azaltabilmektedir. Bozkurt T. ve arkadaslari rat mesanesinde yaptig! bir
calismada preparatin hidrojen peroksit ve Pirogallol ile inkibe edilmesinin,
Ak ile elde edilen gevseme yanitini degistirmedigi gdsterilmistir . Bununla
beraber SHR (spontan hipertensif ratlar) ve WKY (normotensif Wistar
Kyoto ratlar) aortalarinda yapilan bir calismada ise Pirogallol Ak’nin
olusturdugu gevsemeyi tamamen ortadan kaldirmaktadir **. Yukarida

anilan kedi bronsiyolu ile ilgili caismada "

Pirogallol anlamli olarak
kontraksiyon olusturmakta, fakat DEDTCA’nin (diethydithiocarbamic acid-
endojen superoksid dismutazin inhibitéri) uygulanmasi sonucunda bazal
kas tonusunda Pirogallolun higbir etkisi olmadigi gosteriimistir. Bu
sonugclar kontraksiyonun slperoksidin hidrojen perokside transformasyonu
ile ortaya ciktigini kanittamaktadir. Clnku, stperoksit bir serbest radikal
olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla zarar vermez. Asil 6nemli olan
superoksit, hidrojen peroksidin kaynagl ve gecis metal iyonlarinin

indergeyicisi olmaktadir °®

. Dolaysiyla, superoksit anyonu kararsiz bir
molekul oldugu igin, dismutasyonla veya spontan olarak hidrojen
perokside donusur. H2O2'nin sinaptik transmisyonu modiile ettigi cesitli

80, 75, 79

calismalarda gosterilmistir . H202'nin serebral damarlarin sinir

sonlanmalarindan endojen Ak’yi saliverdigine dair bir hipotez mevcuttur ’°.
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Cunku H0O2'nin olusturdugu baziler arter gevsemesi atropin (muskarinik
reseptor  antagonisti) tarafindan azaltildigi, ve neostigmin
(asetilkolinesteraz antagonisti) tarafindan ise anlamli olarak artinldigi
gosterilmigtir.  H,O, lipid-solubl 6zelligine sahip oldugu igin hucre
membranlarini  kolaylikla gecebilmekte ve bu sayede intraseluller
mekanizmalarini etkilemektedir. Boéylece, H,O, ndéromuskuler kavsagi
etkileyerek Ak’nin saliveriimesini stimule etmektedir. Hidrojen peroksit
Ak’nin saliverilmesini modife ederek NO olusturdugu goériinmektedir .
Tavsan intrapulmoner bronsiyol duz kaslarinda yapilan bir galismada
endotel bagimsiz preparatta hidrojen peroksidin Ak’nin olusturdugu

8 Sevil O. ilhan’in calismasinda ise

kasilmayi azalttigi gosterilmistir
Nikotinin EAU’nin olusturdugu norojenik kasiimalarinda gegici arttirici
etkisi hidrojen peroksidin 10* M konsantrasyonu ile azaldigi ve katalazin

500 U/ml konsantrasyonu ile anlamli olarak arttigi belirlenmistir &”.

Bu calismamizda Pirogallol (10* M), EAU (zerinde Nikotinin
olusturdugu arttirici kasilma cevaplari Uzerinde kontrol cevaplarina gore
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik olusturmadi. Fakat, EAU’ya bagh
kasilma cevaplarini azalttigi gozlendi. Pirogallol'un EAU’ya bagh kasiima
cevaplarini azaltmasi noérotransmisyonda inhibe edici etkisi oldugunu
gOstermektedir. Fakat, sUperoksit anyonu ¢ok kararsiz bir molekul oldugu
icin endojen SOD enzimi araciliiyla hidrojen perokside transforme

olabilecegi dusunlUlmektedir. H,O, ise, ndérotranmisyonu artirabildigi icin

60



EAU’ya bagli ve Nikotinin olugturdugu arttirici kasilma yaniti anlamh
olmayabilmektedir. Ayrica Pirogallolun EAU’ya bagh kasiimalarini azalttigi
asetilkolinin SOR’un olugumunda katkisi olabilecegini isaret etmektedir.

Bu calismada EAU aracihigiyla Nikotinin (10'4 M) olusturdugu
kasilma cevaplari Uzerinde SOR’un etkisini test etmek igin Mannitolu,

Allopurinolu ve Deferoksamin gibi antioksidanlar kullaniimistir.

Son zamanlarda Allopurinolun néroprotektif etkisi olduguna
dair galismalar mevcuttur °" %2, fakat, néroprotektif etkisinin mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir. Allopurinol’'un esas etkisi ksantin oksidaz
aktivitesini inhibe etmesidir. Bdylece, Allopurinol SOR’un olusturdugu
beyin hucrelerindeki hasari azaltmaktadir. Bunun yaninda, Allopurinol’'un
yuksek konsantrasyonda serbest radikal toplayici oldugu, u¢ degerlikli
demir gibi metal iyonlarin selasyonunda roli oldugu, nétrofil birikiminin
inhibisyonuna katkida bulundugu ve iki degerlikli demirden ferrisitokrom
C’ye olan elektron transportunu fasilite ettigi gosterilmistir °* 9 %" Fakat,
organotipik hippokampal model Uzerinde yapilan bir c¢alismada
Allopurinol’'un néroprotektif etkisi olmadigi ve bdyle bir etkiyi elde etmek
icin fonksiyonel endotel hiicrelerin var olmasi gerektigi varsayilmistir %.
Rat aortasinda yapilan bir g¢alismada, asetilkolinin olusturdugu endotel-
bagimh kontraksiyonlara serbest oksijen radikallerinin de katkida

33

bulunabilecegi ifade edilmistir Anilan c¢alismada Allopurinol ve

Deferoksamin’in endotel-bagimli kasilmayi azalttigi, fakat bu azalmanin
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istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirtilmigtir. Bununla beraber, endotel-
bagimsiz izole rat aortasinda, Allopurinol'un ksantin veya ksantin
oksidaz’'in neden oldugu kontraktiliteyi Onemli Olcide azalttigi
gosterilmigtir. Konuyla ilgili SHR (spontan hipertensif ratlar) ve WKY
(normotensif Wistar Kyoto ratlar) aortalarinda yapilan diger bir calismada
Allopurinol’'un Ak’nin olusturdugu gevsemeyi anlamh olarak arttirdigi

% Calismamizda EAU araciligiyla Nikotinin olusturdugu

gozlenmistir
kasilma cevaplari Uzerinde Allopurinolun etkisi istatistiksel olarak anlamli
bulunamamisgtir. Bunun nedeninin endotel hucrelerinden

kaynaklanabilecegin dusundurmektedir.

Hidrojen peroksidin daha c¢ok indirekt etkiye sahip oldugu
yukarida belirtiimistir, fakat hidroksil radikalinin direkt olarak etki
edebilecedi ve son derece reaktif oldugu hakkinda calismalar mevcuttur %®
% Genel olarak, hidroksil radikali (OH’) hidrojen peroksidin gecis
metallerinin varliginda indirgenmesiyle (Fenton reakiyonu ile) meydana

8 ve Deferoksamin

gelir. Mannitol OH" radikalini toplayici bir madde
serbest demir selatoru olarak tanimlanmaktadir. Bu konuda tavsan ince
bagirsaginda ©, ve rat ince bagirsaginda * yapilan degisik calismalarda
Mannitol'un deneysel iskemi/ reperflizyon sirasinda olusan hasari anlamli
olarak azalttiy1 gosterilmistir. Rat aortasinda yapilan farkh bir arastirmada

hidroksil radikali tarafindan olusturulan diz kas kasilmasinin

‘Deferoksamin  + Mannitol’ tarafindan anlamli olarak azaltildigi
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76

goérunmustar . Sigcan serebral kortikal noéronlarinda ise yapilan bir

calismada gosterildigi gibi Mannitol, NO’in olusturdugu Ak saliverilmesini

81

artirmistir Kailash Prasad ve arkadaglari bu konuyla yaptigi

arastirmada Ak’nin olusturdugu vaskuler gevsemenin OH™ radikali

1. Bu calismaya gore, Ak

araciligiyla meydana geldigini belirtmiglerdir
NO’in seviyesini artirip stperoksit ile etkilesmesini saglamakta. Prasad ve
arkadaslar bu surecin sonucunda OH' radikali olustugunu ileri strmugler
ve bu hipotezi dogrulamak icgin izole aortada OH™ radikali toplayici

Mannitol’'d  kullanmiglardir. Mannitol Ak’nin  olusturdugu gevsemeyi

yaklasik olarak %74 oraninda azaltmistir.

Bazi arastirmalarda Deferoksamin’in antioksidan olarak etki

% jlk 6nce, Deferoksamin Fenton/Haber-

gOsterdigi varsayilmaktadir
Weiss reaksiyonu uzerinden U¢ degerlikli demiri baglayarak hidroksil
radikallerinin olusumunu onlemektedir. ikincisi, Deferoksamin metal ile
katalizlenen peroksinitritin nitrasyonunu inhibe etmektedir. Son olarak,
Deferoksamin 0.5-1mM konsantrasyonlarinda superoksit ve hidroksil
radikalleri toplayabilmektedir. Tavsan intrapulmoner brongiyol duz
kaslarinda yapilan bir calismada Deferoksamin ortamda H,O, olmadigi
zaman Ak’'nin olusturdugu fazik ve tonik kasilmalari anlaml olarak
azaltmakta, fakat H,O, varliginda anlamli bir etki olusturmamaktadir 2.

Rat hippokampal preparatlarinda vyapilan farkhh bir c¢alismada

Deferoksamin, H2O2'nin olusturdugu sinaptik transmisyonun inhibisyonunu
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onlemektedir .

Bu calismamizin verileri Deferoksaminin kolinerjik
transmisyon Uzerinde etkisi olmadigi go6zlendi. Mannitolun yuksek
konsantrasyonu ise kolinerjik transmisyon Uzerinde istatistiksel anlamli bir
etkisi oldugunu goOstermektedir. Mannitolun yuksek konsantrasyonda
anlamli olarak Ak’nin saliverilmesini azaltma mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir, ancak, Nikotinin direkt etkisi sonucunda veya Ak’nin duz
kastaki NO seviyelerini artirmasi sonucunda olusan NO’in superoksit ile
etkilesmesinin  OH™ radikallerinin  olusmasini arttirdiyi, ve bunun

sonucunda EAU’ya bagh Nikotinin olusturdugu “gegici” cevaplarinin

azalmasina neden oldugu soylenebilir.
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VI. SONUG:

Yukarida agiklanan verileri degerlendirerek su sonugclara
ulagabiliriz. TTX ve Heksametonyum ile elde edilen veriler Ak’nin
saliverilmesinin noronal nikotinik reseptorlerin uyarilmasina bagh oldugunu
dogrulamistir.  Nikotin  presinaptik noéronal nikotinik reseptorlerini
etkilemekte ve Ak’nin saliveriimesini fasilite etmektedir. Nérotransmisyona
olan etkisi disinda Nikotinin SOR Uzerinde farkli etki olusturdugu
gorulmustir. Nikotin ylksek dozda ndérotoksik etkiye sahip olup oksidatif
stress’i stimule edebilmektedir, dusUk dozda ise antioksidan etki gosterip
noroprotektif etkiye dnemli derecede katkida bulunabilmektedir * %, Bu
nedenle, calismamizda EAU aracihgiyla Nikotinin (10 M) olusturdugu
kasilma cevaplari Uzerinde SOR’un etkisini test etmek icin Pirogallol ve
koruyucu maddeler (Mannitol, Allopurinol ve Deferoksamin) kullaniimistir.
Mannitol 10 ™ M konsantrasyonda Nikotin etkisi ile olusan gegcici kasilma
cevaplarini arttirmis, ancak anlamh bir farklihk olusturmamistir. Mannitol
daha vyiiksek konsantrasyonda (5x10° M) ise Nikotin etkisi ile olusan
kontraksiyonlari istatistiksel olarak anlamh bir duzeyde azaltmistir.
Mannitolun yuksek konsantrasyonda anlamli olarak Ak’nin saliveriimesini
azaltma mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Allopurinol ve
Deferoksamin uygulanmasi ise, Nikotinin olusturdugu kasilma cevaplari
uzerinde anlamh bir degisiklik yapmamistir. Bu veriler, muhtemelen,
Nikotinin ve antioksidanlarin doku ile kisa sureli temas etmesinden

kaynaklanmaktadir.

65



Nikotin noronal nikotinik reseptorleri uyararak asetilkolinin
saliverilmesini ve sinir sonlanmalarinda kalsiyumun konsantrasyonunu
artirmakta, ayni zamanda, bu sudrecin sonucunda Nikotin SOR’un
olusumuna da sebep olabilmektedir. Ustelik, Nikotinin, kalsiyumun artisina
ve asetilkolinin serbest radikalleri olusturabilecegine dair bulgular
godzlenmektedir 2 31 32 3% 29 By tez cercevesinde yapilan arastirmada,
Nikotinin EAU ‘nin olusturdugu kontraksiyonlar Uzerinde gecici bir artisa
neden oldugu gosteriimis ve bu etkinin mekanizmalari incelenmeye
calisilmistir. Elde edilen sonuglar, Nikotinin kolinerjik asirim utzerinden
gerceklestirdigi etki degisik sekillerde saglanabilmektedir. Mannitol bu
etkinin konsantrasyona bagimli arttirmasina veya azaltmasina neden
olurken, Pirogallol ise EAU’ya bagh yanitlarinin azalttigini gostermis, bu
yanitlara serbest oksijen radikallerinin ve antioksidanlarin katkida
bulundugunu gozlenmistir. Bu sonuglar Nikotin ile yapilacak diger

alanlardaki caligmalar igin yol gosterici olabilir.
Bu bulgular, sigaranin saghga zararh etkilerini olumlu kabul

edilebilecek herhangi bir etkisini belirlemeye ve birgok hastaligin

norobiyolojisinin molekuler dizeyde anlamaya yardimci olabilir.
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VIl. OZET

Nikotin, noronal nikotinik reseptorleri etkileyerek sinir
sonlanmalarindan asetilkolinin saliverilmesini arttirdigini  bilinmektedir.
Calismamizda tavsan mide fundus duz kas preparatinda EAU’ya bagli
kasilma cevaplari Uzerinde Nikotinin “gegici” artisa neden oldugu ve
Heksametonyumun, noronal nikotinik reseptor antagonisti, EAU Uzerinde
Nikotinin olusturdugu “gecici” artirici etkiyi ortadan kaldirdigini gosterdik.
Atropin tarafindan EAU’ya bagl kasilma yanitlarinin ortadan kalkmasi ve
Neostigmin tarafindan artmasi, bu olayin kolinerjik asirim Uzerinden
gercgeklestigini gostermektedir. Ayrica Nikotin mitokondriyal solunum
zincirini bozarak, superoksit anyonun ve hidrojen peroksidin olugsmasini
artirdigi bilinmektedir. Bu nedenle EAU Uzerinde Nikotinin olusturdugu
asetilkolinin saliveriimesi ve SOR’un etkisinin arasinda bir iliski olup

olmadigini arastirilmasi amacglanmistir.

izole tavsan mide fundusundan longitiidinal seritler
hazirlandi. in vitro, seritlere (60 V, 8-32 Hz, 1 ms) stimiilasyon ile EAU
uygulandi. ilk olarak, EAU’ya bagli Nikotinin etkisi arastirildi, ayri seri
deneyde ise EAU’ya bagl Nikotinin etkisi Pirogallol, Allopurinol,

Deferoksamin ve Mannitolun uygulamasi sonucunda degerlendirildi.
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Sonu¢ olarak, Tetrodotoksin EAU’ya bagli kontraksiyonu
ortadan kaldinimaktadir. Pirogallol EAU’ya bagl kontraksiyonu anlamli
azaltirken, Nikotin olugturdugu EAU uUzerindeki kasiimayi anlamli
etkilemedigi bulundu. Mannitol yiiksek konsantrasyonda (5x10 ° M) EAU
uzerindeki Nikotinin olugturdugu yaniti anlaml olarak azaltti. Allopurinolun,
Deferoksaminin ve Mannitolun disik dozun uygulamasi ise Nikotinin
olusturdugu kasiima cevaplari Uzerinde istatistiksel olarak anlaml bir

degisiklik yapmadi.

Anahtar kelimeler: asetilkolin, néronal nikotinik reseptorleri,

antioxidanlar, oxidanlar.
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VIil. SUMMARY

Nicotine having an effect upon presynaptic receptors while
having increased the release of Acetylcholine from nerve endings. Our
data shows that electrical field stimulation (EFS) dependent Nicotine
induced transiently increased contraction of the smooth muscle in the
rabbit isolated fundus and Hexamethonium, an antagonist of the neuronal
nicotinic receptor, significantly inhibited the contractile response to nicotine
on EFS. Furthermore, EFS induced contractions were abolished by
Atropine and enhanced by Neostigmine. This data demonstrates that
response to Nicotine on EFS proceeds as a result of cholinergic
transmission. It is also known that nicotine possesses the property of
increasing the formation of reactive oxygen species (ROS). Thus, we
decided to investigate whether there is interrelation between the effects of
ROS and EFS dependent nicotine induced acetylcholine release.

Longitudinal strips of smooth muscle were subjected to
electrical field stimulation (EFS) in vitro using stimulus parameters (60 V,
8-32 Hz, 1 ms). The effect of nicotine on EFS responses was then
measured in the absence and presence of a Pirogallol, Allopurinol,

Deferoxamine and Mannitol.

In conlusion, TTX abolished EFS induced contractions.

Pirogallol induced decreased EFS-induced contractile response, while

there was no significant contractile response to nicotine on EFS. At that,
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Mannitol significantly reduced contractile response to nicotine on EFS
only in high concentration. Whereas in small concentrations Mannitol
statistically did not cause any results. Deferoxamine and Allopurinol also

had no significant response.

Key words: acetylcholine, neuronal nicotinic receptors,

antioxidants, oxidants.
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