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KRONIK NIKOTIN TEDAVISININ PENTILENTETRAZOL ILE
OLUSTURULAN NOBETLERDE KAN-BEYIN BARIYERI
PERMEABILITESI UZERINE ETKISI

Giilay UZUM#, A.Sarper DILER**, Y.Ziya ZIYLAN*

OZET

Organizmadaki ¢ok sayidaki degisik etkileri oian nikotinin son yillarda, ¢zellikle Alzheimer,
Parkinson gibi hastaliklarda ve kognitif fonksiyonlarda oldukea dnemli rol oynadigini gdsteren
¢aligmalar yogunluk kazanmg olup bu hastabiklarda tedavi amagh olarak kullaniimasma da
baglanmigtir,

Biz de bu ¢alismada kronik nikotin kullaniminin, epileptik nébetlere ve ¢ogunluk ndbetlerle
birliktc gozlenen kan-beyin bariyeri gegirgenliginde bozulma ve bunun neden oldugu beyin
ddemi iizerine olan etkilerini aragtirdik.

Deneylerimizde kronik nikotin tedavisi 3 hafta 0.8mg/kg/giin s.c olarak uygulandi. Nébetler
isc tek doz 80 mg/kg i.p pentilentetrazol ile olugturuldu. Kan-beyin bariyerinin morfolojik be-
lirteci olan Evans mavisi ile yapilan kalitatif ve kantitatif Siglimler ve ayrica spesifik gravite
ile beyin 6demi olugumu aragtinldi, Elde edilen sonuglar kronik nikotin tedavisinin nébetlere
duyarlibg azalthify, kan-beyin bariyeri gegirgenligini korudugu ve beyin 8demi olugumunu
cngelledigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Nikotin, pentilentetrazol, epileptik ndbet, kan-beyin bariyeri

SUMMARY

Effect of treatment with ehranic nicotine on blood-brain barrier permeability in PT2-in du-
ced seizures. Recently, nicotine's positive effects on the course of different diseases such as
Alzhemier and Parkinson, have been studicd apart from its widely investigated deleterious ef-
feet, In this study, the proteetive effects of nicotine against seizures, brain edema and blood-
brain barrier breakdown was investigated. Nicotine was administered subcutancously for 3
weeks at a dose of 0.8 mg/kg/day to male wistor rats and seizures were induced by pentylen-
tetrazole at a single dose of 80 mg/kg. Chronic nicotine administration was found to decrease
the susceptibility to seizures. It aiso decreased the blood-brain barrier permeability as assessed
both qualitatively with a visual indicator (Evans Blue dye) and quantitatively with specific
gravity measurements.

Key Words: Nicotine, pentylentetrazol, epileptic scizure, blood-brain barrier.

GIRIS

Beyin kapillerleri bazi 6zellikleri ile perife-
rik damarlardan farkhidirlar. Bu &zellikler
siirekli bazal membran, endotel hiicreleri
arasindaki siki baglantilar (tight-junction),
hidrofilik non-elektrolitlere karg1 diigiik per-
meabilite, yiiksek elektriksel direng, mito-
kondri sayisinin fazlalif, transendotelial ka-
nallarinin olmayig, vezikiil sayisimn ¢ok az
olusu, astrosit ayaklarinin bazal membran1
sarmasi, liiminal yiizeyde istenmeyen mad-
delerin disan ¢ikisim saglayan P glikoprote-

in (PGP) bulunmasi, lilminal ve abliiminal
membranlarda farkl: transport sistemleri ola-
rak sayilabilir. Tiim bu 6zellikler kan-beyin
bariyeri (KBB) olarak tammlanmaktadir. Bu
morfolojik KBB' ye ek olarak serebral endo-
tel hiicrelerenin sitoplazmalarinda enzimatik
bir bariyerin varlifi da bilinmektedir ¢7>19),
KBB bu 6zellikleri dolayisiyla merkezi sinir
sisteminde (MSS) ndral homeostazisi sagla-
maktadir. Ancak periferik degisikliklerin be-
yintarafmdan saptanmasi gereken bazi bol-
geler (area postrema, pineal bez, alt komis-
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sural organ, subfornikal organ, median emi-
nans, arkahipofiz ve supraoptik lamina) de
KBB bulunmamalctadur.

Oldukga hassas dinamik denge ile beyin ho-
mostazisini saglayan KBB epileptik nobet-
ler, iskemi, akut hipertansiyon, hiperkapni,
tiimorler, agir metal zehirlenmeleri gibi ge-
gitli patolojik kogullar ve hastaliklarda gecici
yada kalic1 olarak bozulabilmektedir (19),

Epileptik nébetler sirasinda artmig noronal
aktivite noéronal hasara neden olmaktadir. Bu
kogullarda ortaya ¢ikan néronal hasarlanma-
nin patofizyolojisinde KBB gecirgenlifinde-
ki degisimlerin de énemli rol oynadif gos-
terilmigtir (1.16),

Nikotin MSS' de spesifik nikotinik asetilko-
lin reseptérleri (nAChR) araciligt ile nérore-
giilator sistemleri dogrudan ve dolayl yol-
lardan etkileyerek fizyolojik, biyokimyasal
ve davranigsal fonksiyonlani degistirebil-

olas1 bir koruyucu etkisi olup olmadigm
aragtirmayl amacladik. N&betlerin olugturul-
masimda insandaki epileptik nébetleri en iyi
taklit edebilen Pentilentetrazol (PTZ) kon-

‘vulzan ajan olarak kullanilda.

MATERYAL ve METOD

Deneylerde agirliklar: 200-250 gr arasinda
degisen erigkin Wistar tipi erkek sicanlar
kullanildi. Siganlar rastgele ti¢ ana gruba ay-
rildu,

1- Kontrol grubu: Sadece serum fizyolojik
verilen grup.

2- PTZ grubu: Tek doz 80 mg/kg i.p PTZ
uygulanan grup.

3- Kronik nikotin +PTZ. grubu: Bu hayvan-
larda nikotin ( (-) Nicotine, SIGMA) 3 hafta
stirevle 0.8 mg/kg/glin s.c. olarak uygulandi.
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mektedir. Yiksek dozda akut olarak uygula-
nan nikotin hipertansiyon ve epileptik akti-
vite ortaya gikmasina, bunun sonucunda ise
KBB gecirgenlifinde arfiga neden olmakta-
dir (615), Ancak son zamanlarda yapilan bir
cok ¢aligma da nikotinin KBB gegirgenlifi
iizerine koruyucu yonde de etkili olabildigi
gosterilmigtir. Ayrica Alzhemier, Parkinson
gibi 6zellikle 6grenme, hafiza gibi beynin
entellektiiel fonksiyonlarinin kotiilestigi ve
ndranal hasarlarin ortaya ¢iktigit MSS hasta-

liklarinda da terapétik etkileri saptanmigtir
63),

Ancak epileptik ngbetler lizerine ve dzellik-
le nébetlerin neden oldugu KBB permeabi-
letesine kargi koruyuculugu heniiz tartigma-
lidir. Biz daha once kronik nikotinin, akut
nikotin ile olugturulan ndbetlere ve KBB
permeabilitesini koruyucu yonde bir etki
gosterdifini saptamigtik (35,

Bu ¢aligmada ise nikotinin bu etkisi yaninda,
KBB gecirgenligi artisinin daima ortaya ¢ik-
t1f1 bir durum olan epileptik nébetler tizerine

80 mg/kg 1.p PTZ injeksiyonu yapilda.

Biitiin gruplardaki hayvanlara eter anestezisi
altinda bir femoral arter ve vene icleri hepa-
rin ile doldurulmug polietilen kateterler ta-
kildi. Femoral venden %2 lik 2ml/kg Evans
mavisi injekte edildi. Femoral arterden ise
tiim gruplardaki sicanlarin deney siiresince
kan basinci kaydedildi (poligraf sistem, Ni-
HON KOHDEN).

KBB permeabilite degisimlerinin makros-
kopik incelenmesi

KBB permeabilite degisimlerini incelemek
i¢in serum albumine baglanan ve dolayisiyla
intakt KBB ' ni gegemeyen Evans mavisi in-
jeksiyonu yapildi. Evans mavisi serum fiz-
yolojik ya da PTZ injeksiyonlarindan 5 dak.
once uygulandi, Damarlardaki boyanin te-
mizlenmesi i¢in 30 dak. sonra sol ventrikiil-
den 9%0.9 luk NaCl ile 20 dak. perfiize edile-
rek beyinlerin yikanmasi saglandi. Hayvan-
lar dekapite edilip beyinler ¢ikarildiktan
sonra %10 formole konuldu. Daha sonra be-

Bu-siirenin-sonunda-ise-konvulzif-doz-olan——




yinden cnine kesitler alinarak Evans mavisi-
nin damar disina ¢ikip ¢ikmadigs makrosk-
poik olarak incelenip boyanma derecesine
gore 0,0.3, +1, 42, +3 olarak derecelendiril-
di,

Evans mavisinin spektrofotometrik me-
todla élgitmii

Evans mavisi uygulanmg siganlar perfiize
edildikten sonra beyinler siiratle ¢ikarihp 6
bélgeye ayrildi. Herbir bolgeden alinan doku
parcalan bes kat %350 trikloraasetik asit ice-
risinde homojenize edildikten sonra 28.000
g'de 20 dakika santrifiijlendi. Siipernatanin
absorbansi tampon koriine kargt 615 nm' de
okundu. Degerler Evans blue pg/gr doku
olarak standart ¢griye gire hesaplandi 03).

Spesifik gravite (SG) dlcitmii

Beyin su ve protein igerigini gosteren dola-
yisiyla KBB permeabilite artist sonucu olu-
sacak Gdemi saptamak amaci ile 8 farkl be-
yin bolgesinde SG 6l¢limi yapildi. Nelson
ve Maxwell'e (19 uygun olarak farkli yogun-
luklardaki bromobenzen ve kerozen karigim-
larindan bir gradyan kolon hazirlandi, Deney
sonunda hayvanlar hemendekapite edilip,
beyinler hizla ¢ikarilip buz tizerinde bolgele-
re ayrnlarak lmm bliyikligindeki pargalar

Uziim G., Diler A, S., Ziylan Y. Z,

kolona atildi. Pargalarin ulagtiklar: son nokta
kaydedilip daha 6nceden belirlenmis stan-
dart egriden SG ol¢iimleri yapilda,

EEG kayitlan

Konviilziyonlar hem davranigsal olarak gz-
lendii gibi poligraf sistem ile EEG kaydedi-
lerek de saptandi. EEG kaydr her hayvandan
fronto-parietal bdlgeden ifne elektrodlar va-
sitasiyla alindi. EEG kayds sirasinda hayvan-
larin hareketinden olusacak paraziti dnlemek
amaci ile femoral venden pavulon injekte
edildi, Solunum pompa ile saglandi,

Bulgular Student-t testi ile istatistiksel ola-
rak degerlendirildi.

BULGULAR
Kan basinct degisimieri

Tablo 1'de goriildiigi gibi kontrol grubunda
ortalama kan basinct 100x6mmHg olarak
kaydedildi. PTZ enjeksiyonlari, arteryel kan
basincinda ortalama 70 mmHg bir yiiksel-
meye yol agt1 {(AP) ve bu artig ise 9 dak. siir-
dii (At). Kronik nikotin uygulanan hayvan-
larda isc baglangic arteryel kan basinci
128+7 mmHg'ya yiikseldi, ki bu deger kont-
rol grubuyla kiyaslandiginda anlamh bulun-

Tablo 1. Kontrol, PTZ ve kronik nikotin grabunda kan basinct deferlert {(Ort. £SE) ve KBB yikim derecesi

Ortalama arteryel kan basinel

(mmHg) KBB yuam derecesi
](?)e:rfgyg;;;:sln Baglangig Maksimal AP At{dak)) © +05 +1  +2 43
Kontrol (8) 95+4 - - - 8 - - - -
PTZ (8) 10026 170 £ 8% 70 912 - - 3 4 i
Kronik nikotin
+(8) 128 +7 1625 34%% 3+l 0§53 . . -
PTZ

¥ PTZ grubu baglangig degeri ile iligkili (p<0.001)
®% . PTZ grubu ile iligkili (p<0.001)

0 :KBB'de ytkim yok, +0.5; Lokalize agik mavi boyananlar, +1: Lokalize mavi boyananlar
+2 ; Yaygin orta giddette boyananlar, +3: Yaygn koyw mavi boyanantar
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du (p<0.05). Kronik nikotin uygulanan si-
¢anlarda PTZ injeksiyonlar AP de ancak 30-
40 mmHg yiikselmeye neden oldu ve bu, an-
cak 3 dak. siirdii (At).

KBB permeabilite degisimleri

PTZ enjeksiyonu sonucu nébet gdzlenen
hayvanlarin beyinlerinde KBB'nin yikildigi-
ni gisteren EB boyanmast saptandt {Tablo
1). Hem bu morfolojik boyanma hem de
spekiral analiz sonuglarina gore ise PTZ uy-
gulanan grupta Ozellikle korteks, talamus ve
hipokampusta olmak iizere tiim beyin b&lge-
lerinde KBB yikimui gbzlendi (p<0.01). Kro-
nik nikotin uygulanan hayvanlarda PTZ ve-.
rildiginde ise KBB permeabilite degigimleri-
nin, Evans mavisinin gorsel incelenmesi ve
spektral analiz sonuglarina gore hemen he-
men beynin tilm bdlgelerinde akut nikotin
uygulanan siganlara gére ¢ok daha dﬁ;;iik
diizeylerde kaldig1 gézlendi.

Odem olusumu {SG sonuclary)

Krenik niketin +PTZ grubunda SG degerleri
PTZ grubuna gére arttif1, yani kontrol de-
gerlere yaklagmig oldugu (6zellikle korteks,
talamus, hipokampus, ortabeyin) dolayisiyla
serebral ddemin p<0.05 anlamlilik diizeyin-
de azaldiffr saptand: (Tablo 2),

Nobet olusumu

Hem davranigsal hem de EEG kayitlarinda
gozlenen spike geklindeki ¢ok yiiksek voltaj-
It potansiyellerle saptanan nGbetlerin ortaya
cikiglart (Sekil 2), akut PTZ uygulanan
grupta ilk dakikada tonik klonik n&betler
olarak gézlendi, bu hayvanlarda 3. dakikada
maksimuma ulagan n&betlerin intervallerle
devam edip 10-15 dak. sonra azaldif sap-
tandi. Buna kargin 3 hafta siire ile nikotin
uygulanan hayvanlarda PTZ enjeksiyonu ilk
nébetin goriilme siiresini (fatans) 10 dakika-
ya kadar uzathifii gibi, siddet ve siirelerini de
azalttl.

TARTISMA

Nikotin KBB'ni koroid pleksusdan pasif
difuzyon ve aktif transportla geger. Daha
sonra beyinde ¢zellikle korteks, hipokam-

mezolimbik dopaminerjik néronlarda bulu-
nan nAChR'leri aracilifl ile nérotransmiter
sahnimina neden olarak fizyolojik ve biyo-
kimyasal fonksiyonlar1 modiile eder @
nAChR leri pantemerik yapida ligand kapilt
katyon {(Ca*™ ve Na*) kanallanidur.
nAChR'leri o (o, - 0g) ve B (B,- By) alt tinite-

Tablo 2. Kontrol, PTZ, kronik nikotin grubunda spesifik gravite degerleri

Beyin bolgeleri Kontrol grubu PTZ Kronik nikotin+
{Deney saylis1) &) grubu (8) PTZ grubu (8)
Hipokampus 1.0433 1.0395% 1.0428%
rOrta beyin 1.0425 1.0396* 1.0417
Hipotalamus 1.0434 1.0391 1.0399
Talamus 1.0446 1.0407* 1.0439**
Kaudat nukleus 1.0439 1.0395 1.0425
Serebellum 1.0461 1.0417 1.0445
Lﬁkﬁmadde 1.0433 1.0399 1.0425
Korteks 1.0445 1.0411 1.0439%*

* . Kontrol grubu ile iligki (p<0.05)
*% . PTZ grubu ile iliski (p<0.05)
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Sekil 1. PTZ nébetlerinde beyin dokusundaki evans mavisinin spektrofometrik Stglim sonuglars ve kronik nikotinin

etkileri

ng boya/gr doku

Korteks E
Serebelium ;

Ortabeyin j

I Koatrel
B 80 mgfkg PTZ
B9 Kr.Nik+80mefkg PTZ

Hipokampus ¥
K. Striatum §

* Kongrol grubu ile iligki (p<0.0])

Sekil 2, 80 mgikg PTZ uygulanmas: ile olugan nébet-
lerde iztenen EEG traseri ve kronik nikotinin etkisi

10.9 HeCl  (Kontrol)
wa,rm‘-wmw""’h"
1 °12

A

‘ Kronik nlkotm + PTZ

Mm\ﬂ-w AR MWA!M

Hiz:25mm/sn

| 140 uVv

lerinin farkli konbinasyonlar seklinde be-
yinde yaygin olarak bulunurlar ve farkli
fonksiyonel profil sergilerler.

Subkonvulzif dozlarda kronik nikotin uygu-
lamasi, nAChR'lerinde allostarik degigim so-
nucu reversibl olarak inaktivasyon ya da de-
sensitizasyona neden oldugu gosterilmigtir
(5), Desensitize reseptiriin agoniste ilgisi ar-
tamaktadir. nAChR'lerin agoniste uzun siire-
li maruz kalmasi diger tim reseptorlerde ol-
dugu gibi downregiilasyona degil, upregi-
lasyona yani reseptdr sayisinda artiga neden
olur ™, Nikotinin ya da nikotinik agonistle-

#* PTZ grubu ile iligki (p<0.01)

rin olumlu etkileri genellikle nAChR'lerin
bu ozellikleri ile agiklanmaktadir ¢-5),

Nikotinin terapttik amagl kullanimu ile ilgi-
li caligmalar genellikle Ggrenme, hafiza gibi
beynin yiiksek fonksiyonlar1 ve bu fonksi-
yonlarin bozuldugu hastaliklar (Alzhemier,
Parkinson gibi) ile ilgilidir. Alzhemier ve
Parkinsonda fonksiyon bozuklugu olan be-
yin bélgelerinde nAChR'l sayilarinin azal-
m1g oldugu, néronal kayip ve nirotransmiter
(Ach ve dopamin) salimminin azalmig oldu-
gu saptanmg bu nedenle de nikotin tedavisi
Parkinsonda 1960'lar, Alzhemier'de 1980
lerden beri uygulanmaktadir ).

nAChR'lerin farkl: altiinitelerine &zgi ago-
nistierin saptamip terapétik amagh kullanimi
konusunda aragtirmalara kargm,beynin nor-
mal fonksiyonlarim siirdiirebilmesi igin ge-
rekli néronal homeostazisi etkileyen epilep-
tik aktivite ve ona eslik eden KBB permea-
bilite artigina karg nikotinin olast koruyucu
etkisi aragtirilmamusgtir,

Simdiye kadar ndbet olusumu ve nébete has-
sasiyette katekolaminerjik, serotonerjik ve
GABA erjik sistemler fizerinde durulmus,
ancak nébet aktivitesindeki kolinerjik Gzel-
likle de nikotinik sistemin dnemine deginil-
memigtir.
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Buna ragmen az da olsa son zamanlarda ya-
pilan galigmalar, nikotin ile indiiklenmis né-
betlere duyarlihgin &zellikle hipokampusta
bulunan nAChR sayilarinin fazla olusu, ni-
betlere direncin ise bu reseptorlerin kisa sii-
rede desensitize olmalar ile ilgili oldugu ra-
por edilmigtir ®, Kronik nikotin kullanimi-
nin epileptik nébetlere karsi koruyuculugu
genelde nikotinle indiiklenmis noébetlerde
aragtirilmig olup kronik nikotinin, nikotinle
indiiklii nobetlere duyarlilifi azalttigy sap-
tanmugtir (019, Kainik asid ile indiiklenmisg
nobetlerde de kronik nikotin koruyuculugu-
nun saptandigi bir ¢calismada hem nobete
duyarliligin azaldigi, hem de hipokampusta
nibet sonucu olugan néronal hasarin azaldi-

g1 elektronmikroskopik olarak saptanmustir
@)

Kronik nikotin uyguladigimiz siganlarda tek
doz PTZ enjeksiyonu ile olugturulan epilep-
tik nébetlerde KBB permeabilitesi ve nobet

olusumu ile ilgili sonuglarimiz diger.¢alig-...
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malarda elde eldilen sonuglarla uygunluk
gostermektedir.

PTZ hem nobet hem de akut hipertansiyon
olugturarak KBB permeabilite artigina neden
olmaktadir (1:49), Akut hiperatnsiyonda orta-
ya ¢ikan KBB permeabilite bozurkluklarinda
kan basineinin yiikselme hizi, ampliitiidii
(AP) ve yiiksek kan basmcinin bu diizeyde
kalig siiresi (At) énemlidir. Kronik nikotin
uygulanan hayvanlarda, nikotin baglangig
kan basinclan viikselterek PT'Z uygulamasi

ile ylikselen maksimal basing AP yi KBB'ni -

yikacak diizeye geritmesini dnlemis oldu.
Ancak epileptik nébetler ile akut hipertansi-
yonun beyinde KBB yikimina neden olduk-
lar1 bélgelerin tam olarak uyusmazhig bilin-
mektedir 9, Dolayisiyla epileptik nsbetler-
de, kan basincindan bagka faktorlerin de
KBB permeabilite artisindan sorumlu olaca-
g1 diisiiniilmelidir. Bunlarin baginda PTZ'
nin etkilegtigi beyin bolgelerinde KBB'ni et-
kileyebilecek mikrogevre olugumu, ndérot-
ransmiterlerin sahmini gibi faktorler kronik

nikotin kullanimi ile koruyucu yonde degi-
sebilir.

Ayrica KBB permeabilitesinin hormonal
olarak da regiile edildigi rapor edilmigtir (17,
Nikotin hipotalamo-hipofizer sistemden
nAChR'leri aracilig1 ile bir gok hormonun
(argin vazopressin, prolaktin, ACTH, korti-
kotropin gibi) salintmana neden olmaktadr.
Dolayistyla ACTH aracih bir koruma diigii-
niilebilir. Nitekim ACTH'in KBB permeabi-

lite artisint azalttigina dair kanitlar vardir
{17,

Daha da énemlisi kronik nikotin kullanildi-
ginda reseptor alt tipine ve desensitizasyon
durumuna gore bazi hormonlarn salimim
degisebilmektedir. Ornegin akut nikotin ve-
rilmesi prolaktin diizeylerini gok fazla yiik-
seltirken kronik nikotin kullamimundan sonra
akut nikotin uygulanmasi prolaktin diizeyle-
rinin bazal seviede kalmasim sagladif goz-
lenmigtir @, Epileptik nibetler snasinda da

prolaktin diizeylerinin anlamli olarak yiik-
seldifi saptanmis olup, nobetlerin yayilmasi
ve siddetinden sorumlu olabilecegi bildiril-
migtir. Dolayisiyla kronik nikotin kullanum
prolaktin diizeylerini diigiik tutarak nobet
siddet ve siirelerinin azalmasim saglayabilir.
Bir diger olasi mekanizma nikotinin
nAChR'leri aracilig1 ile birgok nérotransmi-
terin(Ach, dopamin, adrenalin, serotonin gi-
bi) sahmina neden oldugu, bunlarin yaninda
inhibitdr norotransmiter olan GABA salim-
mm da arttirdif1 bildirilmektedir (). Dolayi-
styla GABA araciligi ile de ndbet olugumu-
nu Onlemis ya da latanslarin uzamasina ne-
den olmusg olabilir.

Sonug olarak; kronik nikotin kullanimi, ga-
hsmarmzda direkt olarak gésterilmemis olsa
da nAChR'lerinde desensitizasyona neden
olarak serebral damarlarin gecirgenligini,
nobetlerin olusum ve yayumasim regiile
eden ndrotransmiter ve hormonlarin salmi-
mim modiile ederek koruyuculuk saglams
olabilir.




Ayrica calismalardan elde edilen sonuglar,
nikotinik kolinerjik sistemlerin sadece niko-
tinle indiiklenen nébetlerde degil, genel ola-
rak epileptik ndbet olusumunda etkili olabi-
lecegini diglindiirmektedir.

Bu calismanin sonuglan 1s18inda, epileptik
nibetlerde nikotinik kolinerjik sistemlerin
agonist ve antagonistleri kullamlarak meka-
nizmay1 anlamaya yonelik calismalarimiz
devam edecektir.
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