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OzZET

HIDROKSIDOPAMIN iLE INDUKLENEN SICAN PARKINSON
HASTALIGI MODELINDE VARENIKLIN’IN ETKISI

F. Rayal TAN
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Farmakoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. izzettin HATIP

Ocak 2015, 70 Sayfa

Parkinson hastaligi (PH) esas olarak nigrostriatal dopaminerjik sistemde
bozulma ile karakterize nérodejeneratif bir hastalik olarak ele alinsa da, hasar
ilerledikge noéronal nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR) sayisinda azalma
gorulmektedir. Sagliklh durumda nAChR’lerin aktivasyonunun striatal dopaminerjik
aktiviteyi artirdigi g6z o6ninde bulunduruldugunda nAChR’ler PH tedavisinde
yepyeni bir hedef haline gelmigtir. Santral sinir sisteminde (SSS) en yaygin gorilen
nikotinik reseptor tipi a4B2 ve a7’dir. Vareniklin tartarat parsiyel a432 agonisti ve a7
tam agonistidir. Bu ¢alismada PHde nAChR’lerin rolint ve vareniklinin etkisini
gbstermek amaciyla davranis testleri ve beyin dokusu analizleri yapiimistir. 6-OHDA
ile PH modelinin olustugu apomorfin ile indiklenen dénme testi ile kanitlanmistir.
Aktivitemetrede Olgllen parametrelerden hareketsizlik, stereotipik hareket ve
ambulatuvar hareket Uzerine vareniklin etkisi anlamlilik gosterirken, vertikal hareket
ve toplam hareket mesafesine etkisi olmadigi goridlmastar. Silindir testi, vibrissae
(bryik kili) ile gergeklesen 6nkol yerlestirme asimetrisinin dlgim testi, rotarod testi ve
kafa pozisyonu testinde de vareniklinin parkinsonlu siganlarda etkisi gézlenmemisgtir.
Davranis testlerinin yanisira dekapite edilen siganlarda beyin lizati hazirlanarak dot
blot analizi ve immunohistokimyasal (IHC) boyama yapilmis, PH'de nAChR
sayisindaki azalma go6zlenmigtir. Vareniklin uygulanan grupta ise nAChR
ekspresyonundaki artis anlamhdir.

Sonu¢ olarak; PH'da goérulen bazi kinetik bozukluklar unilateral PH
modelinde de olusturulabilmektedir. Vareniklin, hareket degil, kinetik bozukluklari
iyilestirebilmektedir. Alfa7 alt Gnitesinin hem PH hem de vareniklinin etkisinde daha
blylk rol oynadigi gértlmastir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson hastaligi, Vareniklin, Nikotinik asetilkolin reseptérleri,
6-hidroksidopamin.

Bu galigma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2012SBE017).



ABSTRACT

EFFECT OF VARENIKLIN ON HYDROXYDOPAMINE-INDUCED RAT MODEL OF
PARKINSON'S DISEASE

TAN, F. Ruayal
M.Sc. Thesis in Pharmacology
Supervisor: Prof. izzettin HATIP(MD, PhD)

January 2015, 70 Pages

The Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disease basically
characterised by impairement of the dopaminergic system. Reduction of neuronal
nicotinic aceylcholine receptors (nAChR) number is evident with the advance of the
degeneration.  Since nAChR activation enhance striatal dopaminergic function,
NAChR had become a novel target in PD therapy. The a4p2 ve a7 are the most
prevalent subtunits in the central nervous system. Varenicline tartrate is a partial
agonist of a4p2and full agonist of a7. This study aimed at investigating role of
NAChR in PD,using behavioral tests and determining nAChR subunites in
substantia nigra (SN), The PD model was induced by unilateral 6-hydroxydopamine
(6-OHDA) lesion of rats SN (PD rats), and the induction of the model was verified by
apomorphine-circling.The nAChR subunites were determined
immunohistochemically and dot blot. The results showed that, varenicline improved
akinasia, stereotyped movements and ambulation, whereas it did not change
movements distance, forearm placing asymmetry, rotarod and head position. The
NAChR subunits, a7 and a432 were nonsignificantly decreased in PD, whereas
varenicline increased these subunits especially the alpha?.

in conclusion: Some of the kinetic disorders observed in PD could be
induced in unilateral PD model. Varenicline improved the Kkinetic, but not the
movement disorders. Alpha7 subunite seems playing greater role in PD and the
effect of varenicline.

Keywords: Parkinson’s disease, Varenicline, nicotinic acetylcholine receptors, 6-
hydroxydopamine.

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research
Projects Coordination Unit through project numbers 2012SBEO017.
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1.GIRIS

ingiliz hekim James Parkinson tarafindan 1817 yilinda ilk kez “shaking palsy”
(titrek felg) seklinde tanimlanan Parkinson hastaligi (PH), beyinde basta substantia
nigra (SN) olmak Uzere, beyin sapindaki diger pigmentli néronlarda da dejenerasyona
yol agan ve yavas seyreden bir hastaliktir (Apaydin 2001, Stephen 2003, Mauro 2011).
Hastaligin etiyolojisi ve hiicre kaybina yol agan fizyopatolojik olaylarin niteliginin heniz
tam anlasilamamasi ile birlikte, giinimizde hem cevresel (bazi toksinler, kuyu suyu
tuketimi, tarim ilaglari) hem de genetik faktorlerin PH'ye neden oldugu yonindeki

gorigler egemendir (Apaydin 2001, Grosset 2009).

Noérodejeneratif hastaliklar icinde en sik goérilenlerden biri olan PH, 65 yas Ustl
populasyonun %7’ini etkiler (Fahn 1987, Van Den Eeden 2003). Hastalik 50-60 yas
civarinda baslar ve gérulme insidansi da yas arttikga giderek artar. Hastalik daha gencg
yaslarda baslayabilir ve hastalarin %5’inde 40 yasindan 6nce baslama dykusu s6z
konusudur (Van Den Eeden 2003).

PH akinezi, bradikinezi, postural instabilite ve tremor ile karakterize, esas olarak
nigrostriatal yolakta dopaminerjik noéronlarin dejenerasyonu ile giden ilerleyici
noérodejeneratif bir hastaliktir. Biyokimyasal olarak dopaminerjik sistemdeki bu bozulma

g06zlenen klinik semptomlarin gogu ile yakindan iligkilidir (Guan 2002).

PH primer olarak dopaminerjik bir bozukluk olarak ele alinsa da patogenezinde
santral sinir sisteminde (SSS) farkh alanlarin etkilendigi ve farkli nérotransmitter ve
néromodulatérlerde degisiklik oldugu gbézlemlenmistir. Bu sistemlerden biri olan
nikotinik kolinerjik sistem de son yillarda ilgi ¢cekmektedir. Zira nikotin ve nikotinik
agonistlerin hastaligin motor semptomlarini azaltmada ve hastaligin ilerleyen
donemlerinde ortaya cikan biligssel fonksiyonlardaki bozulmayi duzeltmede yararh

etkilerinin oldugu ve tedavide yeri olabilecedini géstermektedir. Yapilan calismalarda



PHde kronik nikotin  kullaniminin  koruyucu/dizeltici  etkilerinin  olabilecegi
bildirilmektedir (Quik 2007, Simola 2010).

Dopaminerjik fonksiyonu dizenleyen nikotinik asetilkolin reseptor (nAChR) alt
tiplerinin tanimlanmasi ve nigrostriatal hasar durumunda bu reseptérlerde olusan
degisikliklerin gosterilmesi ile PH'de nAChR ligandlarinin tedavide etkili olabilecegi
dusunulmektedir. nAChR’lerinin alt tiplerinin cesitliligi ve yerlesimi tirler arasinda
farkhihk gostermektedir. Bu amacgla PH’de nikotinik alt tip reseptérlerin; 6zellikle nAChR
a4, a6 ve a7’nin hiicresel ekspresyonlarinin gésterilmesine yonelik olan ¢alismalardan
elde edilen sonuclarda birbirinden farklidir (Quik 2000, Banerjee 2000, Burghaus
2003). Dolayisi ile nAChR’leri Gizerinden 6zellikle nigrostriatal ve kortikostriatal uyarinin

dopaminerjik ve glutamerjik aktivite Uzerine etkisi agik degildir.

Vareniklin ¢cok sayida nAChR alt tipini etkilemekle birlikte 6zellikle a4f2 parsiyel
agonistik ve a7 tam agonistik etkileri yoniinden ilging bir terapoétik ajandir. Son 5 yilda
vareniklinin nikotin bagimlihg1 tedavisi yani sira, madde bagdmhligi tedauvisi,
antidepresan ve anksiyolitik etkileri, hareket bozukluklarindaki etkileri arastiriimaya
baslanmistir. Vareniklinin etkileri doza ve kullaniima siresine bagl olarak
degismektedir. PH’de ise vareniklinin tedavide kullanilmasina ait bir ¢alisma literatlirde

bulunmamaktadir.

1.1. Amag

Bu calismanin amaci parsiyel a432 agonisti ve a7 tam agonisti oldugu bilinen
vareniklin tartaratin (7,8,9,10-Tetrahidro-6,10-metano-6H-pirazino[2,3-h][3]benzazepin
tartarat) , SN'ye 6-OHDA verilerek PH modeli olusturulan siganlarda etkisini
arastirmaktir. Bu amacla lokomotor aktivite, rotarod test, apomorfin ile indiklenen
dénme testi, silindir testi, 6nkol yerlestirme asimetrisi testi ve kafa pozisyonu testi
uygulanmistir. Vareniklinin nAChR alt tiplerinden a4B2 ve a7 etkisi ile s6zi edilen
reseptor alt tiplerinin ekspresyonu dot blot yontemi ve immunohistokimyasal boyama

(IHC) ile arastiriimistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Parkinson Hastaliginin Epidemiyolojisi ve Klinik Ozellikleri

Parkinsonizm, tremor, rijidite, bradikinezi, akinezi ve postural anormallikler ile
karakterize klinik bir sendromdur. PH ise parkinsonizm sendromunun en sik gorilen
varyanti olup, 6zgln patolojisi, klinik tablosu ve dopaminerjik tedaviye verdigi belirgin
yanit ile ayirt edilir. PH 1817 yilinda ingiliz hekim James Parkinson tarafindan "shaking
palsy" (titrek felg) adi ile tanimlanmistir. PH’nin patolojisi, SN’deki dopaminerjik
ndronlar basta olmak Uzere beyin sapindaki pigmentli néronlarin dejenerasyonu ve sag
kalan hicrelerde saptanan Lewy cisimcikleri (LC) ile spesifiktir. Klinik degerlendirme ve
izlem PH’nin diger parkinsonizm varyantlarindan(progressif supranukleer paralizi,
multipl sistem atrofi grubu hastaliklar gibi) ayrilmasi agisindan énemlidir. Ancak tani ve
ayirici taninin klinik olmasi, kullanilan degisik tani élgutleri ve tarama yoéntemlerine

ragmen PH’nin epidemiyolojik arastirmalari i¢in gucluk yaratmaktadir.

2.1.1. Epidemiyoloji

PH, hareket bozukluklari arasinda esansiyel tremordan sonra en sik goérulen
tablodur. PHnin tim dinyada, tim rklar ve tim etnik gruplarda goruldugu
bilinmektedir. Ancak PH’nin epidemiyolojisi konusundaki veriler hastaligin dogasi
nedeniyle bir hayli komplikedir. Bunun en 6nemli nedeni hastaligin tanisinin tamamen
norolojik dykii ve muayene bulgularina dayanmasidir. ikinci nedeni, farkli caligmalarda
kullanilan tani kriterlerinin farkliiginin karsilastirma ve meta-analizler yapilmasini
imkansiz kilmasidir. Diger bir neden ise hastaligin klinik bulgularinin uzun ve tam
olarak slresi 6ngoérilemeyen bir latent evreden sonra ortaya ¢ikmasidir. PH tipik olarak
orta ve ileri yasin hastaligi olup, ortalama 50-60 yaslarda baslayip, yaklasik 10-20 yillik
bir sirecte progressif olarak ilerlemektedir. Cesitli tlkelerde yapilan ¢alismalarda farkl

sonuglar bildirilse de, genel olarak parkinsonizm yillik insidansinin 4.5-21/100000



arasinda degistigi bilinmektedir (Tanner 1997, Rajput 1997, 2003). En guvenilir
insidans degerlerinin elde edildigi Rochester, Minnesota’da 1935-1990 yillari arasinda
yapilan degisik c¢alismalarda, parkinsonizm insidansinin blylk bir degisiklik
gOstermeksizin 18,2-20,5/105 arasinda degistigi gorulmektedir (Rajput 2003). Degisik
toplumlarda yapilan calismalarda parkinsonizm prevalansi igin de 18-328/100000
arasinda degisen rakamlar bildiriimektedir (Tanner 1997, Rajput 1997, 2003).
Parkinsonizm tablolarinin en sik gorilen formu olarak, bu oranlarin yaklasik %75-80’ini
PH olgulari olusturmaktadir. Eskisehirde yapilan bir calismada Turkiye i¢in prevalans
degeri 111/100000 olarak bildirilmistir (Torun 1995). PH 50 yasindan 6nce ender olarak
gorulmekte ve yaklasik %5’lik bir grubun 40 yasindan énce bagladigi bilinmektedir.

Yapilan ¢calismalar PH'nin erkeklerde kadinlara gére biraz daha sik géruldigunu
gOstermektedir. Irklar arasinda da goérilme sikhdr acisindan farklar oldugu
bilinmektedir. Genel olarak PH’nin en sik beyaz irkta, daha sonra sari irkta, en az da
siyah irkta goéruldigu kabul edilmektedir (Tanner 1997). Ayrica degisik cografik
bolgelerde de PH goérulme sikliginin farkli olabildigi bilinmektedir. Bu cografik
farkhliklarin gevresel nedenlerden (icme suyu, endustriyel kimyasallar, herbisit ve
pestisitler, agir metaller gibi) kaynaklandigini gésteren ¢alismalar mevcuttur. Ancak PH
ile ilgili tum bu epidemiyolojik bilgilerin kullanilan calisma dizayni, tani kriterleri ve hasta

dahil edilme kriterleri gibi nedenlerle artefaktlar icerebilecedi unutulmamalhdir.

2.1.2. Klinik ozellikler

PH, geleneksel olarak motor sistem hastaligi olarak ele alinmaktaysa da, bugin
artik motor ve nonmotor (otonomik, davranissal, bilissel ve duysal) olarak ¢ok daha
kompleks bir sendrom olarak kabul edilmektedir. PH'nin bu kadar zengin ve farkli
semptomatoloji gostermesi hastaligin erken doneminde tani karmasasina ve tedavinin

gecikmesine yol agabilmektedir.

PH'de belirtiler sinsi bir sekilde bagslar ve yillar iginde tablo giderek agirlasir.
Hastalik genellikle belirsiz ve nonspesifik semptomlar ile ilerleyen bir prodrom dénemi
ile baslar. Bu donemde gabuk yorulma, halsizlik ya da kisilik degigiklikleri gozlenebilir
ve motor bulgular da bu dénemde belirli belirsiz yakinmalar seklinde (gugsuzlik hissi,
ihml inkoordinasyon, yazma zorlugu gibi) olabilir (Paulson 1997). Hastalar sadece
rijidite, yazma gugligul, yavaslik ya da agrilardan yakinarak hekime bagsvurabilir.
Hastalarin cogunda belirtiler bedenin bir tarafindadir ve yaklasik %50 oraninda tremor

seklinde baslangi¢ s6z konusudur. Bulgular zamanla bedenin diger yarisina gegse de,



genellikle ilk basladidi tarafta belirgin bir asimetrik tutulum dikkat gekicidir. Tremorun
erken evrede gorulmedidi hastalarda parkinson tanisi daha da zorlasip bulgular basit
artrit, bursit, depresyon, normal yaslanma, Alzheimer hastaligi ya da inme gibi
yorumlanabilmektedir (Jankovic 2003). Bazen tani ancak motor bulgularin bilateral hale
gelmesi ile yani aylar veya yillar iginde konulabilmektedir. PH tanisinda altin standart
halen ndrolojik muayenedir. PH, prototip hastalik olup, diger bir nérolojik tutulusa ait

belirti olmaksizin, izole parkinsonian bulgularin varlidi ile karakterizedir.

Tablo 1 PH’de motor tutulum ile baglantili belirti ve bulgular

TEMEL BULGULAR

istirahat tremor

Rijidite (digli gark belirtisi)

Akinezi

Bradikinezi

Postiiral instabilite (postiral reflekslerin kaybi)

DIGER KLINIK BELIRTI VE BULGULAR

Postir bozuklugu (Antefleksiyon, kifoz, skolyoz)
YirtylUs bozuklugu (Kuguk adimla, ayaklari strlyerek yirime)
Festination (Giderek hizlanan yiriyus)
Freezing (Kilittenme hali)

Assosiye hareketlerin kaybi

Paradoksal hiperkinezi

Hipomimi (Maske yiiz)

Glabellar refleks artisi (Myerson belirtisi)
Distoni

Mikrografi

Hipofoni

Yatakta dénme gugligu

Disfaji

Konusma bozuklugu (Hipokinetik dizartri)
Siyalore

Periferik 6dem

Solunum problemleri

Néroftalmolojik bulgular

Dopaminerjik tedavi ile baglantili motor bulgular

PH’nin diger parkinsonizm tablolarindan klinik olarak ayirt edilmesine yardimci
olan Ozellikleri ise parkinsonian bulgularin asimetrisi, belirgin istirahat tremoru,
levodopa (L-dopa)’ya klinik olarak anlamh yanitin varligi ve hastaligin erken evresinde
denge problemlerinin az ya da hi¢c olmamasidir. Her hastada semptom ve bulgularin
kombinasyonu farkli olsa da, hastaii dominant olan belirgin olan motor
semptomatolojiye goére alt gruplara ayirmak mimkindir. Bu sekilde baslangigtan
itibaren 3 temel tipten sb6z edilebilir: erken dénemde tremor ile baglayan tremor
dominant tip, bradikinezi, postural instabilite ve yurayus bozuklugunun baskin oldugu

akinetik rijid tip ve belirli bir bulgunun baskin olmadigi mikst tip. Genel olarak mikst tip



daha sik gorulmektedir. Ayrica hastaligi baglangi¢ yasina gére geng baslangigh (40
yas Oncesi) ve juvenil baslangich (20 yas dncesi) olarak siniflandirmakta mimkanddar.
Hastaligin temel motor bulgulari ve motor tutukluk ile baglantili diger bulgulari Tablo

1’de dzetlenmisgtir.

2.1.2.1. Bradikinezi

Bradikinezi  (hareketlerde yavaslama), PH'de bazal gangliya (BG)
disfonksiyonunun en karakteristik semptomudur. Altin standart olarak kabul edilen “UK
Brain Bank” tani kriterlerine goére PH tanisi i¢in bradikinezi varligi sarttir (Hughes 1992).
Bradikinezi siklikla hareketin baslatimasinda gecikme, hareketin amplitidindn
kigulmesi, bir hareketten digerine gegememe, ayni anda iki hareketi yapamama,
hareket fakirligi (hipokinezi) ve hareket edememe (akinezi) anlaminda da kullanilir.
Bradikinezi, her hastada er ya da gec¢ gorulur. Bradikinezi komplikasyonlari arasinda
yuzin ifadesiz bir gorinim almasi (bradimimi), géz kirpmada azalma, yazinin
kGgulmesi (mikrografi), monoton (hipokinetik) dizartri, yutma islevinin yavaglamasina
bagh agizda salya birikimi ve akmasi (siyalore), ylUrime sirasindaki otomatik kol

hareketlerinin azalmasi ve kaybolmasi (assossiye hareketlerin kaybi) sayilabilir.

Bradikinezi de diger parkinsonian bulgular gibi hastanin emosyonel durumu ile
baglantilidir. Bunun en 6nemli goérintisu paradoksal hiperkinezi (paradoksal kinezi) adi
verilen fenomendir. Bu durumda immobil bir hastanin ani bir emosyonel tepki ile hizh
hareketler yapabildigi ya da bir topu yakalayabildigi gérultr. Bu fenomen PH’de motor
programlarin intakt oldugunu, ancak hastanin eksternal bir tetikleyicinin yardimi

olmadan bunlara ulagmakta ve kullanmakta guglik ¢ektigini géstermektedir.

PH'de ozurlulik yaratan en temel belirti bradikinezi olup, hastalik ilerledikge,
hastanin en basit gunlik islerini dahi bagimsiz olarak surdirememesine yol

acmaktadir.

2.1.2.2. Tremor

istirahat tremoru, PHnin en iyi taninan ve en spesifik temel bulgusudur.
Olgularin %50-75’'inde ilk motor semptom olarak tremor ortaya cikar (Rajput 1995).
Klinik izlem boyunca hafiften belirgine kadar degisik dlgulerde tremor saptanma sikhgi
%85’e ulasir. Ancak %15’lik bir grup hastada hastaligin higbir evresinde tremor

g6zlenmez (Martin 1983). PH'de klasik 4-6 Hz istirahat tremoru yaninda olgularin %40-



60’ inda daha hizh frekansli (5-8 Hz) postiral-kinetik tremor tabloya eslik eder. PH'nin
ilk bulgusu esansiyel tremora benzer sekilde postiral tremor olabilir. PH'de postiral
tremorun ayirt edici 6zelligi kollarin ileriye uzatiimasi ile tremorun ortaya cikmasi
arasinda saniyeler ile bir dakikaya kadar suren bir latent evrenin olmasidir (Jankovic
2003). PH'de tremor en sik ellerde, bazen de ayaklar, dil, gene ya da dudakta olabilir.
PHde ses ve bas tremoru gérilmez. Tremor stres ile, mental aktivite sirasinda
(6rnegin bir aritmetik islemi yaparken), ylrirken, diger ekstremitenin motor hareketi

sirasinda artar. O ekstremitenin harekete baslamasiyla ve uyku sirasinda kaybolur.

2.1.2.3. Rijidite

Rijidite, agonist ve antagonist kaslarda es zamanl olarak tonusun artmasidir.
Proksimal (boyun, omuz, kalca boélgesinde) ve distal (el ve ayak bilekleri gibi) yerlesimli
olabilir. Rijidite tremora gore daha az degisken bir bulgu olup, hastanin fonksiyonel
disabilitesini daha iyi yansitir. Hafif olgularda rijiditeyi ortaya ¢ikartmak, ancak karsi
ekstremiteye tekrarlayici hareketler (havada kare gizdirmek gibi) yaptirmakla mimkan
olabilir. Rijidite siklikla el bileginde pasif rotasyon hareketleri ve dirsekte fleksiyon ve
ekstansiyon hareketleri ile degerlendirilir. Hastalar rijiditeyi ekstremitelerde, boyunda,
bazen de sirt kaslarinda subjektif sertlik veya kasiklik seklinde tanimlayabilir. Bazen
rijiditeye bagli rahatsizlik ve gergek agri hastanin gelis yakinmasi olabilir. Rijiditeye
bagh agrih omuza yanlislikla artrit, bursit ya da rotator cuff tanisi konulabilir. Rijidite

siklikla boyun ve gdvdede fleksiyon gibi postural deformitelerle birliktedir.

2.1.2.4. Postural instabilite

Postural instabilite, PH’nin en az spesifik, ancak en fazla 6zurlllik yaratan
temel bulgusudur (Jankovic 2003). Propulsiyon ya da retropulsiyon ile baglantili denge
kaybr seklinde ve genellikle hastaligin ge¢ evrelerinde ortaya ¢ikar. Postural
reflekslerin kaybina bagli gelisen bu bulgu, PH'deki dismelerin en sik nedenlerinden
biridir. Postural instabilitenin derecesini degerlendirmek igin “cekme (pull) testi”
kullanilir. Bu testte hastanin arkasindan omuzlarina uygulanan ani bir gekmeye verdigi
postural yanit degerlendirilir. Postural instabilitesi olan olgularda, 6zellikle govdede
fleksiyon postiru varliginda, “festination” seklinde giderek hizlanan yurlyds ortaya
¢ikar. Burada hasta adeta dismemek igin agirlik merkezini yakalamaya calisir sekilde

hizla yartr ve durmakta giiclik ¢eker.

2.1.2.5. Diger bulgular



PH'de motor tutulum ile baglantii sekonder bulgular arasinda okuler, fasial ve
orofaringeal disfonksiyona bagl bulgular, iskelet sistemi deformiteleri sayilabilir (Tablo

1). Hastalikta var olan nonmotor tutulum ile baglantili bulgular Tablo 2'de 6zetlenmistir.

Tablo 2 PH’de nonmotor tutulum ile baglantili belirti ve bulgular

Biligsel/Noéropsikiyatrik

Demans

Depresyon

Anksiyete

Panik Ataklar

Bradifreni

Uyku bozukluklari

Dopaminerjik tedavi ile baglantili psikoz
Yorgunluk

Otonomik bozukluklar

Konstipasyon

Ortostatik hipotansiyon

Artmis terleme

Seksel disfonksiyon (empotans, libido kaybr)
Uriner disfonksiyon (nokturi, urgency, inkontinans)

Agn ve duysal bozukluklar

Kramplar
Agdri
Parestezi/dizestezi

Olfaktor disfonksiyon

Seboroid dermatit

2.2. Parkinson Hastaliginin Néropatolojisi

PH’nin temel nedeni Substansia Nigra’daki (SN) dopaminerjik néron kaybina
bagl olarak striatal dopaminin (DA) azalmasi ve buna bagdhh motor bozuklugu
semptomlarin ortaya ¢ikmasidir. PH morfolojik olarak SN pars compakta (SNpc) ve
diger subkortikal ¢cekirdeklerde melanin pigmenti iceren ve DA Ureten ndronlarin segici
ve progressif kaybi ile birlikte siklikla subkortikal ¢ekirdekler ve hippokampusta, daha
az siklikla da serebral kortekste eosinofilik intrasitoplazmik LC ve distrofik LC varligi ile
karakterizedir (Pollanen 1993, Forno 1996, Fearnley 1997, Hurtig 2000, Jellinger
2002).



“In vivo” izotop radyografik beyin gérintilemeleri ve postmortem beyin dokusu
incelemelerinden elde edilen verilere gére PHde patolojik degisimler hastalik
semptomlarindan yillar énce baglamaktadir. BG’deki dopaminerjik néron kaybi
dejeneratif slrecin subklinik veya preklinik fazinda %50-%75 gibi bir orana
ulasmaktadir. Striatal DA seviyelerindeki azalma %80 oranina ulastiginda ise klinik
belirtiler ortaya ¢cikmaktadir (Graham 1995, Fearnley 1997, Hurtig 2000).

PHde ndérodejenerasyon ile DA Ureten hicrelerin yani sira, SNpc'deki
néromelanin iceren néronlarin da kaybi s6z konusudur. Klinik belirtilerin de temelini
striyatal dopaminerjik deafferentasyon olusturmaktadir. PH’nin iki major klinik alt tipinin
farkli morfolojik lezyon 6zellikleri gosterdigi bildirilmistir. Akinetik rijid formda SN’nin
ventrolateral bolimunde siddetli hiicre kaybi s6z konusuyken, tremorun agirlikli oldugu
Klinik formda ise SNpc’nin medialinde ve retrorubral alan A8’de daha siddetli néron

kaybi oldugu gorulmustur (Jellinger 2002).

PH’de mezensefalonun ventral tegmental alaninda (VTA) ndron dejenerasyonu
saptanmistir. Buradan kaynagini alan hucrelerin aksonlari entorinal, hippokampal,
anterior singulat gibi frontal kortikal alanlara ve nukleus accumbens, hipotalamus, ve
amigdaloid nukleus gibi limbik alanlara projekte olurlar. Gerek mezokortikal, gerekse
mezolimbik projeksiyonlar davranis ve kognisyon ile ilgili igslevlerin gergeklesmesine
katkida bulunur. PH’de VTA bazal dn beyin-kortikal donglde hafif-orta derecede DA
kaybi olmaktadir ve bu durum kognisyon ve davranis ile ilgili problemlere, 6zellikle de
demansi olmayan bircok PH hastasinda bildirilen zihinsel iglevierde yavasliga neden
olabilir (Troster 2000).

PH’deki klasik patolojik bulgulardan bir digeri de, nigral néronlarda postmortem
olarak gorilebilen intrasitoplazmik LC'dir. ik olarak Alman patolog Lewy tarafindan
1914 yihinda tanimlanmis ve s6z konusu patolojik bulgunun eponim olarak
tanimlanmasi 1919 yilinda Tretiakoff tarafindan yapilmistir. LC, 5-25 mm boyutlarinda
olup, klasik olarak degisen oranlarda eozinofili gosteren ¢ekirdek, gévde ve bir halodan
ibaret 3 tabakadan olusur (Gibb 1986). LC’nin a-sinuklein, ubikuitin, sinfilin-1, parkin,
ubikuitin C-terminal hidrolaz L1 (UCH-L1), proteazomal elemanlar, isi $ok proteinleri,
torsin A, hiperfosforile nérofilament proteinleri gibi ¢ok sayida protein ve lipidler,
redoks-aktif demir gibi yapilar icerebildigi bilinmektedir (Mc Naught 2003). a-Sinuklein
LC’nin major fibriller komponentidir. LC’nin ilgili sinir hucrelerini ve sinir hicresi
baglantilarini yok ettigi ve ileticilerin (6ncelikle DA ve asetilkolin (ACh)) aligverisini

kestigi, bu nedenle bu yolakta sinyal iletiminin durdugu yada yavasladigi igin ilgili
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merkezlerde (6rn; hareket ve dikkat kontroll gibi) fonksiyon kaybina neden oldugu 6ne
surtlmastir (Fearnley 1997). LC’leri PH’ye spesifik olmayip, parkinsonizme yol agan
multisistem atrofi, progressif supranukleer fel¢, Hallervorden-Spatz hastaligi, gibi bir
dizi baska hastalik tablolari ile birlikte de tanimlanmistir (Fearnley 1997, Arawaka
1998, Siderof 2003). Tum bu hastaliklardaki hiicresel ve bolgesel LC duzeyleri farklidir.
Ancak parkin gen mutasyonunda oldugu gibi PH’nin bazi genetik formlarinda LC’leri
g6zlenmemektedir (Riess 2002, Dawson 2003).

PH’da LC’lerinin dagihmi ¢ok yaygin olabilir ve serebral korteks, diensefalon,
mezensefalon, pons, bulbus, medulla spinalis, vertebral sempatik gangliyonlar,
gastrointestinal traktus gibi yapilarda yer aldiklari gosterilmistir (Fearnley 1997). PH'da
demans gelisen hastalarin %30-%100’Gnde neokorteks ve limbik korteks noéronlarinda
LC bulunmaktadir (Hughes 1993, Apaydin 2002).

2.2.1. a-Sintikleinin yapisi, fibrilizasyonu ve PH patogenezindeki olasi rolu

a-Sindklein 140 aminoasitten olusan, kivrilmamig bir protein olup (sekil 1), in
vitro kosullarda kendiliginden fibrilize olabilir. Proteinin ¢ temel bdlgesi vardir: 1- lipid
membranlarla iligkiyi saglayan N terminal bdlgesi; 2-NAC (non-amiloid komponent)
bolgesi- hidrofobik olan ve Alzheimer hastaliginda amiloid agregasyonuna cekirdek
teskil eden bu bélge fibrilizasyon icin kritik kismi olusturmaktadir ve 3-C terminal

bdlgesi daha ¢ok diger proteinlerle etkilesen kisimdir (Clayton 1998).

. N-terminal bolgesi 4 NAC i C-terminal bolgesi o
XKTK(E/Q)G V3000 (Fibrilizasyon gekirdegi) (otoinhibitor sekans)
A30P Eaix A?3T
[ M
([ ri|Rr2[Rs |Re "[Rs | Re |[R7 )
' /\ =5 £\ 2N
_° /i N\ N
N .
Yik: +3 -12

Sekil 1 a-Sindklein yapisinin sematik gosterimi

in vitro calismalar dogal olarak kivrilmamis ve ¢oziinir halde bulunan a-
sinuklein monomerlerinin gesitli 1s1, pH degisiklikleri gibi faktorlerle B plakalar iceren

fibriller seklinde agrege olabildigini, ailevi PH'da bulunan gen mutasyonlarinin (6zelikle
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Ala53Thr tipi) bu silreci kolaylastirdigini ortaya koymaktadir (Conway 1998, Giasoson
1999). a-Sinukleinin proteolitik aktivite ile kisa fragmanlara (6zellikle NAC bdlgesini
iceren) bolinmesi, proteinin  bu c¢ekirdek yapi Uzerinde agregasyonunu
kolaylastirmaktadir (Clayton 1998, Hashimato 1999a, Hashimato 1999b). Tim bu
gelismelere ragmen a-sindklein agregasyonu ile dopaminerjik néronlarin selektif kaybi
arasindaki iliski henlz tam anlasilamamistir. Ancak, bahsedilen modellerde DA
varliginda olusan serbest radikallerin a-sinuklein toksisitesini artirmasi, yine a-
sinlkleinin okside DA formlari ile olusturdugu kovalan yapilanmanin profibril yapisini
stabilize etmesi, ve ayrica c¢o6zunebilir a-siniklein formlarinin oksidatif DA
metabolizmasiyla tetiklenen apoptotik sireglerin inhibisyonunda saperon goreviyle rol
alan 14-3-3 proteinini baglayarak tiketmesi ndérodejenerayondaki seciciligi

aciklayabilecek deliller olarak yorumlanabilir (Conway 2001, Xu 2002).

2.3. Parkinson Hastaliginin Patogenezi ve Molekiiler Mekanizmalar

[Genetik Mutasyonlaxj

Dopamin Noroinflamasyon

Yetersizligi /
g Mitokondriyal
UPS BOZBN I} Il / Disfonksiyon
S / l ‘
Glutatyon
Sevivesi Oksidatif Stres
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Sekil 2 Oksidatif stresi tetikleyerek nigrostriatal yolaktaki dopaminerjik néronlarin
kaybinda rol oynayan mekanizmalar (Dias ve ark. 2013) UPS: Ubikitin Proteazomal
Sistem, ROS: Reaktif Oksijen Turleri.

Nigrostriatal yolaktaki dopaminerjik néronlarin kaybinda cesgitli mekanizmalarin
rol oynadigi bulunmustur. Genetik faktérlerden bagimsiz gelisen idiyopatik PH'lerde
mitokondriyal disfonksiyon ve buna bagh oksidatif stresin olugmasi ile geri ddnligimsuz
olarak noéron kaybinin tetiklenmesi bu mekanizmalarinin temelinde yer almaktadir
(Jenner 2003, Beal 2005, Jenner ve Olanow 2006, Parker ve ark. 2008, Zhu ve Chu
2010, Schapira ve Jenner 2011). Hastalarda fazla demir iyonu birikimi de oksidasyonun
bir katalizérl olarak rol alir ve var olan oksidatif stresi daha da artirmaktadir (Jomova
ve Valko 2011, Nufez ve ark. 2012, Tolleson ve Fang 2013). Oksidatif strese katki
saglayan bir diger faktoér de glutamat reseptorlerinin asiri uyarilmasi sonucu ortaya
cikan eksitotoksisitedir (Olney 1990, Beal 1998, Bano ve ark. 2005). Bu oksidatif strese
mikroglia aktivasyonu eslik etmekte ve beyinde inflamatuar bir yaniti tetiklemektedir
(Block ve ark. 2007, Schapira ve Jenner 2011). Tium bu mekanizmalar géz 6ninde
bulunduruldugunda olgularda néronal kaybin oksidatif stresin induklenmesi sonucu

olustugu One surulmektedir (Sekil 2) (Dias ve ark. 2013).

2.4. Bazal Gangliya Noéroanatomisi

BG, talamusun (TL) lateralinde ve her iki hemisferin derinlerinde yer alan néron
gruplardir.

BG’nin temel parcgalarini striatum (kaudat nukleus ve putamen) ve GP
(eksternus (GPe) ve internus (GPi)) olusturur. Diger iki subkortikal cekirdek,
diensefelonda yer alan subthalamic nucleus (STN) ve mezensefelonda yer alan SN
(pars compakta ve pars reticulata) ile TL'nin intralaminer nucleuslari BG’nin spesifik
kisimlarindan olmadiklari halde, bu sistemle fonksiyonel ve anatomik olarak ilgilidirler
(Waters 2000). GP, GPi ve GPe olmak uzere iki lateral segmentten olusurken
Subtantia nigrada iki boélime ayrilir : SN pars compacta (SNpc) ve SN pars reticulata
(SNpr). Putamen ve nukleus kaudatus'a birlikte neostriatum; putamen ve GP’ye,

“nucleus lentiformis” de denir (Bolam 2000).

Striatum BG’nin baslica input cekirdegini olustururken GP (internus ve
eksternus) ise baslica ¢ikti (output) bilesenidir. (Waters 2000, Cossette 2005). SN,
ventralde yer alan ve sitolojik olarak GP’ye benzeyen pars reticulata ile dorsalde yer

alan ve ndéromelanin iceren koyu pigmentli pars compaktadan olugsmaktadir.
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intratalamik nucleuslar serebral korteksten BG’ye dogru ve ters yonde giris ve ¢ikis

yollarini olugtururlar (Waters 2000).

Striatum BG’nin birincil olarak uyari alan boélgesidir ve korteksin bir¢cok yerinden
eksitatér glutamerjik uyari alir. Striatumdaki ¢ogu néron projeksiyonlarini diger BG
yapilarina yapar. Striatum %901 inhibitor etkili gama amino butirik asit (GABA)
noérotransmitterini kullanan orta dikenli GABAerjik projeksiyon néronlar ve %10
internéronlardan olugmaktadir. Bu interndronlarin %2’si kolinerjik internéronlar geri
kalani ise dikensiz GABAerjik interndronlardir (Parent 1995, Hauber 1998).

Striatumdan c¢ikan uyarilar direkt ve indirekt olmak Uzere iki farkli yol izlerler.
Direkt ve indirekt yollarin kaynaklandi§i striatumdaki néronlar bazi 6zellikleri agisindan
birbirlerinden farklidir. Her iki yolu olusturan néronlar da SNpc’den kaynagini alan
dopaminerjik aksonlar tarafindan modiile edilir ve her iki yolda GABAerjiktir. Direkt yolu
olusturan néronlar 6n planda D1 tipi (D1-D5) dopaminerjik reseptérleri membranlarinda
bulundururlar ve substans P ile dinorfin isimli néropeptidlerin ko-lokalizasyonu ile
ayirdedilebilirler. Bu ndronlari iceren striatum bolgesinde ayrica TL'dan gelen aksonlar
sonlanir. indirekt yolu olusturan néronlar ise éncelikle D2 tip (D2-D3-D4) reseptérlerini
bulundururlar, korteks kaynakli uyarici aksonlarin blyuk kisminin sonlandigi
yorededirler ve noéropeptid olarak enkefalin ekspresyonu ile karakterizedirler.
Dopaminerjik reseptorler agisindan séz konusu ayrim ¢ok kati olmasa da bu
reseptorlerin 6zellikleri nedeniyle olusan modulasyon sonucunda direkt yolun iglevi
fasilite olurken indirekt yolun aktivitesi baskilanir. Dopaminerjik etki yok varsayildiginda
direkt yolun etkisi TL’'un disinhibisyonu ve sonucta kortikal aktivite artisidir. indirekt
yolun etkisi ise talamik néronlarin baskilanmasi ve kortikal néronlarin aktivasyonunun
frenlenmesidir (Albin 1989, Wichmann 2003).

Frontal korteksten (motor korteks, premotor alan, suplamenter motor alan,
singulat korteks, dorso-lateral ve orbitolateral frontal korteks) ve parietal korteksten
gelen BG’nin afferent girdileri direkt yolda, putamene girdikten sonra BG igindeki diger
yollara ugramadan dogrudan GPi ve SNpr’'ye yonelirler ve TL Uzerinden kortekse geri
donerler. indirekt yolda ise korteksten putamene giren sinyaller GPe, STN ara
istasyonlarindan gectikten sonra ¢ikis kapisina, yani GPi ve SNR’ye yonelirler ve TL
Uzerinden kortekse geri donerler (Parent 1995, Wooten 2001).

D1 tip reseptori G proteini ile kenetli olup adenilat siklaz aktivitesini stimle

ederek GABAerjik orta dikenli output néronlarini aktive eder. D2 reseptdrleride
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Gproteini ile kenetlidir ancak adenilat siklazi inhibe ederek GABAerjik output ndronlarin
aktivasyonunu engeller (Wooten 2001). Buna bagli olarak direkt (D1 ile) ve indirekt (D2
ile) yolak zit etkilere sahiptir ancak korteksin motor bdlgelerinin aktivasyonunda ayni
net etkiyi saglarlar. Ornegin, direkt striatal GABAerjik yolaktaki D1 reseptdrlerinin
aktivasyonu TL’yi inhibe eden GABAerjik baglantilari olan GPi/SNpr inhibisyonuna vyol
acarak TL aktivitesinin artmasina ve sirayla korteksteki motor bdlgelerin uyariimasina
neden olur. Buna alternatif olarak, indirekt yolaktaki D2 reseptorlerinin aktivasyonu
striatal inhibitér GABAerjik noronlari inhibe ederek STN Ulizerine inhibitor GABAerjik
baglantilari olan GPe’nin disinhibisyonu yani inhibisyonun ortadan kalkarak
uyarilmasina yol acar. Sonu¢ olarak GPi/SNpr yi glutamerjik olarak uyaran STN’nin
azalan aktivasyonu indirekt olarak TL’'nin uyariimasina yol acarak yine korteksteki
motor bolgeleri pozitif ydonde etkiler. Ve her iki yolaktada zit ilerleyen ancak net olarak
ayni sonucu veren bir etki elde edilmis olur (Gerfen 1990, Mink 1996, Wooten 2001).
Kisaca 6zetlemek gerekirse nigrostriatal yolakta DA salinimi sonucu direkt yolu uyarip
indirekt yolu baskilayarak talamokortikal ¢ikis sinyallerini her iki yolda arttirir ve korteks
aktive olur bunun sonucunda istemli hareketlerin gerceklesmesine olanak saglar
(Gerfen 1990).

Normalde bu iki yol dengededir. idiyopatik PH’nda DA azalmasi sonucunda bu
denge indirekt yolun lehine bozulur. Sonugta TL Uzerine indirekt yolun artmis etkisi
ortaya c¢ikar. BG’den TL’ye cikisin artmasi sonucunda kortikal aktivasyonda azalma
olur. Bu, parkinsoniyen belirtilerin ¢ogunun olusmasindan sorumludur (Zileli 1989,
Taner 1998, Waters 2000).

BG'nin ana gérevi kontrol, ince ayar ve modulasyondur. ilgili islevlerini yerine
getirebilmek i¢in kontrol edip, ince ayarini yapacagi boélgelerden bilgi almak (afferent

uyarilar) ve o bolgelere bilgi vermek (efferent uyarilar) durumundadir.

BG’nin afferent girdilerinin énemli bir kismi frontal korteksten (motor korteks,
premotor alan, suplamenter motor alan, singulat korteks, dorso-lateral ve orbitolateral
frontal korteks) bir kismi da parietal korteksten gelir. Bu afferent sinyaller BG’ye
striatum (putamen, nucleus caudatus ve ventral striatum) Uzerinden giris yapar. BG’de
islem goren bilgiler GPi ve SNpr Uzerinden ¢ikis yapar. BG’de islem goéren ve GPi ve
SNpr uzerinden c¢ikis yapan efferent sinyallerin ¢gok buyuk bir kismi TL'ye, kuguk bir

kismi ise beyin sapindaki pedinkilopontin nukleusa giderler (Waters 2000).

BG, serebellumun lateral hemisferleri ile birlikte, istemli motor hareketin
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planlanmasi, baglatilmasi ve ardisik hareketlerin belli bir dizen iginde basarilmasinda
roloynar.

- BG, ekstrapiramidal sistemin bir komponenti olarak, édrenilmis hareketin bilingalti
dizeyde, otomatik olarak yerine getiriimesinde, motor kortekse yardimci olur.
- Istemli bir motor hareket énce korteksin duyusal assosiasyon alanlarinda ‘dlisiince’
seklinde ortaya ¢ikar. BG’nin nucleus caudatus’unda ve serebellar lateral hemisferlerde
hareketin plani yapilir. Daha sonra motor korteks inen yollar ile (kortiko-spinal yollar)
hareket emrini medulla spinalise yollar. BG ve lateral serebellumda hareket ile ilgili
noéronlarin, hareket baslamadan hemen 0Once uyarildiklari  saptanmistir.
- BG'nin (6zellikle nucleus caudatus’ta) kognitif (bilissel) fonksiyonlarla da iligkisi
vardir.

- BG dusunceyi motor eyleme cevirir.

Motor aktivite Apati Disinhibisyon
P.1_ec|ia| )
DL FCx —  mFCx —| OrbitoFCx o
iigkilendirme
Motor Cx
* * * letelfsl
DL Caudate med nACC v Caudate ve Konteketual
durum
lizkilendirme
—VvGPi GP GP
GPe-cL SN
Talamus Talamus Talamus
vk, vA, CM ] T

Sekil 3 Motor aktivite, apati ve disinhibisyondan sorumlu talamostriatal devrelerin
patofizyolojisi.

DL: Dorsolateral, Cx: korteks, FCx: Frontal korteks, m: Medial, v: Ventral, GP: Globus Pallidus,
GPi: Globus Pallidus interna, vL : ventral lateral, vA: Ventral anterior, CM: centro median
talamus, NACC: nucleus accumbens, cLSN: caudo lateral substantia nigra

Serebellumdan farkh olarak BG, medulla spinalisden input almaz, butin
uyarilari beyin korteksinden alir. BG, motor kontroldeki rollerine ek olarak duyusal ve
biligsel slreglerde de rol oynar. Striatum hareket baglamadan 6nce desarjlarina baslar
(hareketin planlanmasi). Putamen aktivasyonu vicudun, nucleus caudatus aktivasyonu

ise g6z hareketlerinin olusumu ile iligkilidir.Primer gérme ve isitme alanlari diginda
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beyin korteksinin pek ¢ok bdlgesi 6zellikle sensori-motor ve prefrontal kortikal bolgeler

striatuma projekte olur.

Temel frontal-subkortikal devreler prefrontal korteksten dogan 3 farkl
davranigsal devreden olusur: motor aktiviteyi modile eden Dorsolateral-prefrontal
devre, motivasyonel mekanizmalari iceren Anterior-singulat devre ve lateral ve medial

bolumlerden olugan orbitofrontal devredir (Sekil 3) (Bonelli 2007).

CORTEX CORTEX
T i
S o T e

GPe - GPe x
el t—

> STN =5 GPi/S N m— " STN#»> GPi/SNr
&
Brain stem/ PPN Brain stem/.___|_ppN
Spinal cord Spinal cord

Sekil 4 Bazal gangliya-talamokortikal devrenin normal kosullar altinda(solda) ve
PH’de(sagda) sematize edilmis hali.

SNc: Substantia nigra pars compakta, SNr: Substantia nigra pars reticulata, GPe: Globus
pallidus eksterna, GPi: Globus pallidus interna, PPN: Pedinkulopontin nucleus, STN:
Subtalamik nucleus, CM: Centro median (talamus), VA: Ventral anterior (talamus), VL: Ventral
lateral (talamus).

Ozelliklerinden bahsedilen direkt BG-TL-korteks ddngusinin striyatal
noronlarin aktivasyonu ile talamokortikal noronlar Gzerindeki baskiyr kaldirdigi ve
istemli hareketlerin gerceklesmesini kolaylastirdigi varsayilmaktadir. Buna karsin
indirekt yolun baglangicindaki striyatal néronlarin aktivasyonu ile BG’nin ¢ikis
kapisindaki aktivitenin, dolayisiyla talamokortikal noronlar Uzerindeki baskinin arttigi ve
istemli hareketler esnasinda, O6zellikle amaglanan hareket ile iligkili olmayan
kortikospinal noéronlarin aktivitesinin engelledigi dugunulmektedir. Hareket sirasinda
GPi ndronlarinin gogunda kaydedilen elektriksel bosalim frekansi artisi bu goérusu
desteklemektedir (Wichmann 2003). Yapilan ¢alismalar BG devrelerinin hareketin hizi

ve genliginin kontroliinde etkin oldugunu distndtrmektedir.
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PH’da nigrostriatal yolda DA aktivitesinin azalmasina paralel olarak direkt yolun
baskilanmasi ve indirekt yolun aktivasyonunun 6n plana gegmesi ile bradikinezinin
ortaya c¢lkmasi bu model ile ac¢iklanabilmektedir (Sekil 4). MPTP ile olusturulan
Parkinsonizm modelinde ve PH’da cerrahi girisimler sirasinda yapilan elektrofizyolojik
kayitlarda saglikli deneklere kiyasla GPe noéronlarinin aktivitesinin azalmasi, buna
kosut olarak STN, GPi ve SNpr néronlarinin aktivitelerinin artmasi bradikinezinin
gelisim mekanizmasi agisindan dne surilen modeli desteklemektedir. Bunun yani sira
TL’dan striatumdaki direkt yolu olusturan nérénlara yonelik uyarici aktivitenin azalmasi,
pedinkulopontin nucleus (PPN) tizerinde SNpr’'nin baskilayici etkisinin artisi ve PPN’nin
SNpc ve beyinsapi-medilla spinalis motor néronlari Uzerindeki aktive edici etkisinin
azalmasi da bradikineziye katkida bulunabilir. PPN’nin SNpc Uzerinde aktive edici etkisi
oldugu ve bu cekirdegin saghkhh maymunlarda hasara ugratilmasinin parkinsonizm

olusturdugu bilinmektedir (Kojima 1997).

2.5. Parasempatik Sistem

2.5.1. Asetilkolin reseptorleri (AChR)

Kolinerjik Sistem, sempatik ve parasempatik sistemin 1. sira néronlarindan ve
parasempatik sistemin ek olarak 2. sira noéronlarindan olusur. Bu noéronlarin
ganglionlardaki veya néroefektdr kavsaklardaki akson uglarindan saliverilen ve sinaptik
asirmdan sorumlu olan ndérotransmitteri ACh’dir (Kayaalp 2000). ACh reseptorleri
(AChR), farmakolojik 06zelliklerine gore siniflandinimigtir. Siniflandirma nikotin ve
muskarin adli iki alkaloidin reseptérdeki farmakolojik aktivitesi Gzerine kuruludur.
Muskarinik asetilkolin reseptorlerinin (mMAChR) antagonisti atropin ile, nAChR’lerin
antagonisti d-tibokurarin adl ajanlarin tamamen farkl aktiviteleri vardir. Bu da ACh igin
birden fazla reseptdr oldugunu desteklemektedir (Siegel 1999, Kayaalp 2000, Sharples
ve Wonnacott 2001).

Noéromuskuler kavsaktaki nAChR’leri, N1/Nm reseptorler; ganglionlardaki
NAChR’leri N2/Ng reseptdrler olarak bilinir. SSS’de bulunan ¢ok sayida farkli néronal
nNAChR vardir. Bunlar kaslardakilerden ¢ok ganglionlardaki nAChR’lerine benzerler.
GUnimuzde MSS’de en az 10 farkl nikotinik reseptor a alttinitesi ve 4 farkli § altinitesi

geni tanimlanmis ve klonlanmistir (Newman 2002). Nikotinik ve muskarinik



18

reseptorlerin alttipleri periferik sinir sisteminde ayri anatomik lokalizasyonlar gosterirler
ve bu da siniflandirmay kolaylastirir. iskelet kaslarinin reseptorleri néromuskiiler
kavsak veya postsinaptik motor son plak bdlgesinde birarada bulunmaktadir (Kayaalp
2000). Adrenal bezde parasempatik ve sempatik ganglionlarda postsinaptik néronlarda
ganglionik nikotinik reseptérler bulunur. Ganglionik nikotinik reseptdrler embriyonik
ndral krestten kdken alan dokularda bulunur. Sempatik ve parasempatik ganglionlarda
benzer o6zellikler gosterir. Muskarinik reseptorler postganglionik parasempatik
transmisyondan sorumludur. Ancak terleme, piloereksiyon gibi sempatik sinir

sisteminden kaynaklanan olaylar muskarinik reseptoérlerce yonetilir (Kayaalp 2000).

2.5.1.1. Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR)

nAChR’ler, yapica ligand kapili katyon kanallaridir. nAChR proteini bes
polipeptid altlinitesinden olusan pentamerik bir yapiya sahiptir. Altlniteler a, B, y, 6 ve
€’dur. Bu altiiniteler bir merkezi bosluk cevresinde yerlesmislerdir. Bu merkezi bosluk
bir iyon kanalidir. Dinlenim durumunda iyonlara gecgirgen degildir. Aktive oldugunda
acllmakta ve acgik kanal katyonlara selektif hale gelmektedir. Kanal temelde Na+, Ca+2
ve K+ katyonlarini gecirmekle beraber, ACh ile aktive edilip agildiinda Na+ kanali gibi

¢alisir ve depolarizasyona yol acar.

iki a altiinitesi, y ile & altinitelerinin a altiinitesine bakan yiizleri agonist ve
kompetitif antagonist baglanma bdlgelerini olusturur. Dolayisiyla a altinitesine ligand
baglanirken,  altlinitesi reseptdre ligand baglanmasini ve reseptdriin desensitizasyon
hizini moddle eder.
Ligand kapili katyon kanali yapisindaki reseptor ailesinin hepsinde a altinitesinde 128.
pozisyondaki sistein ile 142. pozisyondaki sistein arasinda disulfid kdprusu vardir. Yine
a altunitesinde ayirdedici yapisal 6zellik olarak 192-193. sistein aminoasitleri arasinda
disulfid kdprist vardir. a altinitesindeki 185. ve 200. reziduler agonist ve antagonist
baglanma yuzeylerinin bir kismini olusturdugu igin dnemlidir. Agonist baglayan bdlgeler
tirozin ve triptofan gibi aromatik yan zincirler igerirler ki bunlar agonistlerle katyonik

etkilesim saglarlar (Siegel 1999, Kayaalp 2000, Sharples ve Wonnacott 2001).

Her bir altiinite polipeptid zinciri 4 tane membrani gegen 4 hidrofobik
segmentten olusur. Bu transmembran boélgeler 210. kalintidan sonradir ve molekdl
extrasellller ylizeyde amino terminal kisimla son bulur. Bu 4 segment, M1, M2, M3 ve
M4 olarak isimlendiriimektedir. M3 ve M4 arasinda genis stoplazmik bir loop vardir. Bu

intrasellller loop serin/treonin kinazlar i¢indir. M2 iyon kanalina goére proximaldedir. A
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helikal yapidadir ve kanal limenine dogru serin ve treonin kalintilar igerir. Reseptdrin
iyon kanalinin, kanalin derinliklerinde sitoplazmik bdlgede yer alan bir kapisi oldugu
distnilmektedir. iyon selektivitesini kanalin gevresinde yerlesim gésteren her 5
altinitenin yuklu aminoasitlerinin olusturdugu halka kontrol eder. Bu kontrol bdlgesi
extrasellller kisimda a-Glu 262’den stoplazmik kisimdaki a-Glu 241’e kadardir. a-Thr
244’e denk gelen pozisyondaki amidlerin hidrojen iskeletleri ve karbonil gruplari ve
hidroksillenmis aminoasidlerin olusturdugu halka ile iyon selektivitesi ve permeabilitesi

ayarlanir (Siegel 1999).

nNAChR’leri dinlenim konumundayken ACh’ye goreceli olarak disuk affinite
gosterir. Agonist baglandiginda, iyon kanali kapali-dinlenim konumundan agik konuma
gecger, Na+, K+, ve Ca+2 akimi olur. Aktivasyon esnasinda ACh’e ilgi artmistir,
allosterik etkilesimle diger bir ACh molekilinin baglanmasi artmaktadir. Yuksek
konsantrasyonlarda ACh varliginda ACh’e affinite de artmaktadir. Agonistin ortamdaki
varliginin devam etmesiyle iyon kanali kapanir ve reseptor desensitize olur. Bu
durumda, nAChR’ler agonist baglanmasina yiksek affinite gdsterse de aktivasyona
direnglidir. Desensitize haldeki reseptérin birgok durumu vardir. Desensitizasyon ve
geri donis orani nAChR alttipine gore degisir. Orn: a7 nAChR ¢ok hizli desensitize
olur. Uzayan agonist uygulamasi reseptorl inaktive duruma gegirebilir ve geri déntsu
¢ok yavas olur. a4p2 ndéronal nAChR’leri kronik nikotin tedavisiyle inaktivasyona

egilimlidir. Dinlenim, agik ve desensitize konumlar arasi gegisler reversibldir.

Agonistler, reseptdri aktive (agik) konuma getirirler, antagonistler ise tercihen
nNAChR’lerini  dinlenim veya desensitize konfigirasyonlardan biri  seklinde
kapalikonumda tutarlar (Foye 1995, Sharples ve Wonnacott 2001). nAChR’ler, daha
once deginildigi gibi bir katyon kanalinin intrinsik bir bolumunu teskil ederler veya
baska bir deyisle bu kanalla direkt olarak kenetlenmiglerdir. NAChR’lerin ACh ve diger
nikotinik reseptér agonistleri tarafindan aktive edilmesi kanalin kisa bir sire igin
acilimasina neden olur; bu sirada kanaln iletkenligi nisbeten fazlaca artar (gangliyon
alt-tipinde 35-40 ve gizgili kas alt-tipinde 35-50 pikoSiemens). nAChR’nin kenetlendigi
katyon kanali tipi esas olarak Na+'u ve daha az derecede olarak Ca+2 ve K+'u gegiren
kanallardir. Bu kanallarin agilmasi hucreleri depolarize eder; gangliyon ve iskelet kasi
hiicrelerinde eksitatdr postsinaptik potansiyel (EPSP) olusturur. Bu potansiyel ¢izgili
kasin néromuskuler kavsaginda son plak potansiyeli diye adlandirilir (Kayaalp 2000).
a’larin en az 10 ve B’larin en az 4 alttipi vardir (a1’den a10’a kadar, $1’den B4’e kadar).

Reseptdriin yerine ve tipine gore icerdigi alt birim tirleri degiskenlik gdsterir.
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nAChR’ler otonom ganglionlarda, adrenal kromaffin hucreleri, primer duysal
noronlarda ve iskelet kas liflerinde olmak Uzere periferde genis bir dagihm gdsterir
(Sharples ve Wonnacott 2001, Newman 2002). Kas son plaktaki nAChR’leri (a1)231€d
seklindeki altlinite kombinasyonu goésterir halbuki extrajunctional nAChR’leri (a1)231yd
seklindeki altlinite kombinasyonundan olusur (Fetal ve denerve kaslarda) (Sharples, ve
Wonnacott 2001). Beynin hemen her bdlgesinde hem presinaptik hem postsinaptik
olarak yerlesmislerdir. NnAChR’ler daha ¢ok prejunctionaldir (Kayaalp 2000).

Nikotinik asetilkolin reseptorlerinin alttipleri

Cizgili kaslarin néromuskuler kavsaklarindaki nAChR’ler ve otonomik
ganglionlarla, adrenal medullanin kromaffin hcrelerindeki nAChR’ler belirli blokor
ilaclara karsi duyarliiginin farkli olmasina bakarak ayirt edilmistir. Bunlardan 1. tip,
cizgili kas tipi (N1/Nm) reseptorler ve 2. tip, ganglion tipi (N2/Ng) reseptorlerdir. Daha

sonra SSS néronlarinda néronal nAChR’leri tanimlanmistir.

Cizgili kas tipi (Nm) reseptdrler a-tlibokirarin, pankuronyum ve benzeri gizgili
kas felg edici ilaglar tarafindan selektif ve guclu bir sekilde bloke edilirler. Ganglion (Ng)
tipi reseptorler heksametonyum, mekamilamin ve diger gangliyon bloke edici ilaglar
tarafindan selektif bir sekilde bloke edilirler; dimetilfenilpiperazinium (DMPP) maddesi
bu reseptorlerin selektif bir agonistidir. Bir yilan zehiri olan a-bungarotoksin gizgili kas
tipi reseptorleri selektif olarak bloke eder, fakat gangliyon tipi reseptdrlere etkisizdir.
Diger bir yilan zehiri k-bungaratoksin (diger adiyla néronal bungarotoksin) gangliyon tipi
reseptorleri selektif olarak bloke eder. ACh ve nikotin, cizgili kas ve gangliyon tipi
kolinerjik reseptodrlerin non-selektif agonistleridir. Néronal SSS tipi reseptoérlerin altbirim
bilesimi digerlerinden farkh olmakla beraber, yukarida sayilan toksin ve ilaglara
duyarliklari gangliyon tipi reseptorlerinki ile aynidir. Nm reseptorler, erigkin kasinda 2
tane a1 ve birer tane 1, € ve & alt birimlerinden olusur, iletkenligi 35-50 pS’dir. Ng'ler

genellikle sadece a3 ve 34 alt birimlerinden olugan pentamerlerdir (Kayaalp 2000).

2.5.1.1.1. Noronal nikotinik asetilkolin reseptorleri

1980’de [3H]-Nikotinin sigcan beyninde baglanma bdlgeleri oldugu ve bu
boélgelerin essiz nikotinik farmakolojiye sahip oldugu rapor edilmistir. [3H]-Nikotin, a-
bungarotoksin ile bloke olmaz. Bildirilen klonlanmis ilk néronal nAChR alttipi 1986'da
ad’dir. Ginimizde memelilerde saptanan ndronal nAChR altiniteleri 11 (a2—a7, a9,
a10, p2—B4) tanedir.



21

nAChR’leri daha 6nce de belirtildigi gibi santral ve periferik sinir sisteminin her
yerinde bulunurlar. Otonomik nérotransmisyon ve kas kontraksiyonunun baglatiimasi
seklindeki aslil roline ek olarak, SSS’de nAChR’leri daha ¢ok modulatér roli oynar
(Siegel 1999). Noéronal nAChR’leri, PH, Alzheimer, Sizofreni, Tourette Sendromu,
Dikkat Bozuklugu gibi hastaliklarla iligkisi nedeniyle 6nem kazanmaya baslamistir.
Noéronal nAChR’leri bu hastaliklarin tedavisinde ilaglar igin hedef olarak algilanmaktadir
(Sharples ve Wonnacott 2001).

Noéronal nAChR’leri, a ve [ altlnitelerinin pentamerik kombinasyonlarindan
olusur, bu da néronal nAChR’lerine gesitlilik saglar. a2, a3 ve a4 altlnitelerinin 32 ve
B4 altlniteleriyle ikili kombinasyonlari fonksiyonel nAChR’lerini olusturur, ancak a5 ve
B3 altlniteleri genellikle fonksiyonel nAChR’lerini olusturamaz. Bunlar da en azindan
diger altiinitelerle bir araya gelerek heteromerler olustururlar. a6 altinitesi, B4 ile
fonksiyonel nAChR’ler olusturabilir. Yine a6 altiinitesi 3 ile kombinasyon olusturur. a6
altinitesi biyojenik amin igeren noronlarda lokalizedir. a7, a8 ve a9 altuniteleri saglam
homomerik reseptoérler olustururlar. a10 altinitesi sadece fonksiyonel a9 altlnitesi ile
birlikte reseptdr olusturacak sekilde exprese edilir. a9 altlinitesi iceren reseptorler

muskarinik reseptorlerin bazi 6zelliklerini tasir.

NAChR’lerin alttiplerinden sadece birkagi detayli olarak tanimlanmistir.
Bunlardan biri a4p2’dir. SSS’de goreceli olarak ¢ok miktardadir, SSS’nin predominant
kombinasyonudur. Diger major alttip a7’dir. Genellikle SSS’de ve PSS’de homomerik
nAChR seklinde bulunur. invivo sartlarda a7 altiinitesi iceren reseptoriin yilksek Ca+2
permeabilitesi vardir. a3 altlnitesi genellikle 2, B4 ve a5 altliniteleriyle daha ¢ok
periferik ganglionlarda bulunmaktadir. SSS’deki nAChR’leri presinaptik lokasyonlarda
fonksiyon gosterirler ve nérotransmitterlerin salinimini dizenlerler. Elektrofizyolojik ve
mikrodializ ¢calismalari sonucunda elde edilen kanitlar gostermektedir ki glutaminerjik,
dopaminerjik, seratonerjik, peptiderjik ve kolinerjik yolaklar presinaptik nikotinik

reseptorlerin kontroll altindadir (Wonnacott 1997, Siegel 1999).

2.6. Nikotinik Reseptérler ve Parkinson Hastalhig ile iligkisi

Nikotinik reseptér aktivasyonu striatal dopaminerjik aktiviteyi dogrudan
etkilediginden BG’deki nikotinik kolinerjik sistem ve nigrostriatal hasar ile nikotinik
reseptorlerde meydana gelen degisiklikler PH’yi yorumlayabilmek ve semptomatik

tedavisinde selektif ilaglar tasarlayabilmek i¢in anahtar role sahiptir.



22

2.6.1. Nikotinik reseptorler ve nigrostriatal sistem

2.6.1.1. Nikotinik reseptor aktivasyonu ile motor aktivite iligkisi

Lokomotor aktivitenin kontroli olduk¢ca karmasik ve akil almazdir ki, basal

gangliadaki nikotinik reseptoérlerin kaybi PH'de hareket bozukluklarina yol agmaktadir.

Sicanlarda yapilan bir calismada nikotinin unilateral nigrostriatal hasar
sonrasinda rotasyonel donis davranisini modile ettigi (Lapin 1987) ve spesifik
nikotinik reseptor alttiplerine antisense uygulamasi ile lokomotor aktivitede degisiklikler
olustugu gorilmustir (Le Novere 1999). Ayrica, maymunlar Uzerinde vyapilan
galismalar nikotin ya da nikotinik agonistlerin parkinsonian semptomlari geri
dondurmek icin L-dopa ile sinerjistik olarak etkilestigini ancak nikotinik ligandlarin tek
basina hareket bozukluklari Uzerinde hissedilebilir bir fark yaratmadigini gostermistir
(Schneider 1998, Domino 1999). Bu bilgiden yola ¢ikarak L-dopa ile kombine olarak
verilen nikotinik ilaglar, L-dopa dozunun azaltiimasina olanak saglayarak diskinezi, on-
off fenomeni gibi bir gok advers etkinin goérilmedigi maksimum Klinik etkinin saglandigi
bir tedavi olanagi saglayabilirler (Calon 2000, Graybiel 2000, Nutt 2000, Obeso 2000,
Olanow 2000, Ahlskog ve Muenter 2001).

Bunun yaninda Parkinson hastalarinda nikotinik reseptor aktivasyonunun motor
bozukluklari iyilestirdigi gortlmustur. Nikotin patchleri yada sakizi kullanan yasl
Parkinson hastasi bireylerde tremor ve/veya bradikinezinin azaldigi ortaya konulmustur
(Fagerstrom 1994). Buna ek olarak, PHnin erken evresi ile orta evresinde olan 15
hastada yapilan bir calismada kombine olarak kullanilan i.v. nikotin ile nikotin
patchlerinin motor performans hizinda artis, parmak becerisinde iyilesme gibi motor
kontrolde gelismeler saptanmistir (Kelton 2000). Tek basina sigara igmek bile PH’nin
erken evrelerinde tremor, rijidite ve bradikinezide azalma yapmaktadir (Ishikawa ve
Miyateke 1993).

Ozet olarak nikotin ya da selektif nikotinik reseptér agonistlerinin monoterapi ya
da L-dopa ile kombine tedavide nigrostriatal hasara bagl lokomotor disfonksiyonu

iyilestirdigi géralmastar.

2.6.1.2. Nikotinin nigrostriatal dejenerasyona karsi koruyucu etkisi
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Nikotinik reseptorlerin uyarimi sadece lokomotor aktivite Uzerinde akut
iyilestirmeler yapmakla kalmaz ayrica nigrostriatal néronlarida toksik etkenlerden korur.
Kaltar sistemlerinde, nikotin 6n-uygulamasinin striatal, kortikal, serebellar ve
mezensefalik ndronlari glutamat ile indiklenen norotoksisiteden korudugu gorulmuastir
(Akaike 1994, Marin 1994, Shimohama 1996, Sullivan 1997, Kaneko 1997, Meyer
1998, Minana 1998, Maggio 1998). Nikotine maruz birakilan farkh sistemlerde [
amiloid toksisitesini (Kihara 1997, Kim 1997, Meyer 1998), etanole bagli toksisiteyi (Li

1999) ve sinir buylme faktoéri deprivasyonunu (Meyer 1998) azalttigida kanitlanmistir.

Rodentlere in vivo olarak nikotin uygulamasinin nigrostriatal hasara karsi
koruyucu etkisi yine benzer sonuglar vermistir. Siganlara kronik nikotin infliizyonu
striatum ve SN’deki dejeneratif etkiyi azaltmaktadir (Janson 1988,1991, Fuxe 1990).

iiging olarak hayvan modelleri ile yapilan ¢cok sayida in vivo ve in vitro
¢alismanin yaninda epidemiyolojik verilerde sigara kullaniminin PH’de néroprotektif rol
oynayarak go0zle goérilir bir azalma yarattigini gdstermektedir. sigara icerisinde
bulunan bir ¢ok kimyasal biyolojik strece etki edebilecek potansiyelde oldugundan
sigaranin ndroprotektif etkisinin neye bagll oldugunu aciklamaya calisan sayisiz
hipotez ortaya konmustur. Bunlardan olasi bir tanesi de tutin icerisinde
tanimlanamayan bir bilesik metabolik enzim aktivitesini degistirmektedir. Bu fikir ile
tutarli olarak sigara igen bireylerin beyinlerinde monoamin oksidaz (MAO) A ve B
aktivitesinin azaldigi gortlmektedir (Fowler 1996 a,b). Bu sayede DA’nin enzimatik
oksidasyonunun azaltip oksidatif stresi dlslrerek ya da toksisite potensiyeli olan
ksenobiotiklerin MAO aracili aktivasyonunu bloke ederek noéroproteksiyon sagladigi
One surulmustar(Langston 1996, Jenner 1998). Bizim bu calismada Uzerine
yogunlastigimiz asil olasilik ise; tutun Urdnleri icerisindeki nikotinin ¢ok iyi bilinen bir
meziyeti olan SSS dopaminerjik sistem ile etkilesimi sayesinde noéroprotektif etkiyi

saglamasidir.

2.6.1.3. Nikotinik reseptor aktivasyonunun bazal gangliyadan dopamin salinimini

uyarmasi

Olasi ve oldukga 6nemli primer hlcresel mekanizmalardan biride nikotinin
striatumdaki nikotinik reseptdrlerle etkileserek nigrostriatal fonksiyonu module etmesidir
(Wonnacott 1997, Macdermott1999). Bu dizenleme c¢ok yonlidir ve dopaminerjik

terminallerdeki nikotinik reseptorleri direkt olarak uyararak DA saliveriimesine yol
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acmasinin yanisira daha kompleks bir mekanizma olan striatal glutamerjik
afferentlerdeki nikotinik reseptorleri uyararak glutamat ile hemen ardindan da DA
saliveriimesine yol acar (Giorguieff 1976,1979, Westfall 1976, Rapier 1988, Grady
1992, Sacaan 1995, Sershen 1995, Soliakov 1995, Clarke ve Reuben 1996, Marshall
1997, Dluzen ve Anderson 1998, Kaiser ve Wonnacott 2000, Zhou 2001). Striatal sinir
terminallerindeki bu harekete ek olarak DA hucre gdvdelerine nikotinin iyontoforetik
uygulamasi SN’nin zona compacta bolgesinde ndéronal ateslemeyi hizlandirir
(Lichtensteiger 1982, Clarke 1985a). Tum bu calismalarda ortaya konuldugu Uzere
nikotin hem hiicre gévdesinde hem de sinir ucu diizeyinde nigrostriatal dopaminerijik

fonksiyonu modile etmektedir.

2.6.1.4. Bazal gangliyadaki nikotinik reseptor cesitliligi

Nikotinin hucresel DA salinimina etki ederek bunun sonucunda fizyolojik
fonksiyonlari modile etmesi ve/veya noéroprotektif etki olusturmasi gibi farkh yanitlar
aciga cikardidr mekanizmalari tam olarak anlayabilmek igin bunlarin temelinde yatan
nikotinik reseptoér alttiplerini tanimak son derece dnemlidir. Nikotin genel olarak multipl
altinitelerden olusan ligand kapili kanallar tzerinden etki etmektedir. Aslinda 12 adet
noronal nikotinik reseptor alttip geni tanimlanmistir. Bunlar, ligandin baglandigi bélgeyi
kodlayan a2-10 altlniteleri ve yapisal altlniteler olan $2—p4 altlniteleridir (Dani ve
Heineman 1996, Lindstrom 1996, Role ve Berg 1996, Albuquerque 1997, Gerzanich
1997, Wonnacott 1997, Changeux 1998, Jones 1999, Lukas 1999, Cordero-Erausquin
2000, Paterson ve Nordberg 2000, Dani 2001, Dwoskin ve Crooks 2001). Bu
altiinitelerin pentamerik olarak biraraya getirdigi ve birgok farkli fonksiyonu Ustlenen
nikotinik reseptoér tipi bulunmaktadir. a7-a9 altlnitelerinden olusanlar a-bungarotoksin
ile baglanabilen homomerik yapida kanallar a2-a6 altunitelerinden olusanlar genellikle

B2—p4 altuniteleri ile kombine yapida bulunan kanallardir.

Polimeraz zincir tepkimesi (PCR) gibi gesitli ydntemlerle yapilan ¢aligsmalarda
kemirgen striatumunun a3-5-7- ve B2—f4 altinitelerini, SN’'nin ise a2-7 ve p2-p4
altnitelerini icerdigi goralmuastir (Wada 1989, Dineley-Miller ve Patrick 1992, Marks
1992,1996, Seguela 1993, Le novere 1996, Winzer-Serhan ve Leslie 1997,
Charpantier 1998, Elliott 1998). Maymunlar tzerinde yapilan ¢alismalarda ise maymun
striatumunda a4-7 ve (2-B4 altiniteleri, BG'de ise 02-4-7 ve [32—f34 altuniteleri
bulunmustur (Quik 2000a,b, Han 2000). Rodentler ve maymunlar Uzerinde yapilan
c¢alismalar kadar yaygin olmasada insan beyni lUzerindede bir ¢cok g¢alisma yapilmistir.

Yapilan bu c¢alismalarda elde edilen sonuglar insan striatumunda o4-7 ve (32
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altunitelerinin  bulundugunu gostermigtir (Rubboli 1994, Court ve Clementi 1995,
Breese 1997, Agulhon 1998).

Bazal gangliva fonksiyonunda dnemli olan nikotinik reseptor alttipleri:

1. a4B2 nikotinik reseptori:

Hem kemirgenlerde hemde primatlarda striatum ve SN’de goérilen nikotinik
reseptordir. Bu  reseptdrler  nigrostriatal  terminallerden DA saliniminin
dizenlenmesinde ve nikotinin lokomotor uyarici etkisinde anahtar rol oynar (Stolerman
1997, Grottick 2000, Kempsil ve Pratt 2000). Ciddi nigrostriatal hasar rodentlerde
(Schwartz 1984, Clarke ve Pert 1985), maymunlarda ve PH'de striatal dokuda a4p2
reseptorlerindeya neden olur (Aubert 1992, Perry 1995, Court 2000, Hellstorm ve Court
2000) fakat bu bélgelerin kaybinin BG disfonksiyonu ile gbézlenen motor ve diger

hasarlarin ortaya ¢cikmasinda rol oynamasi olasi degildir.

2. a6 nikotinik reseptoru:

Davranis calismalari a6 reseptdrinin lokomotor aktivitedeki anahtar rolline
dikkat cekmektedir. a6 altlnitesine oligonukleotid uygulamasi siganlarda nikotinin
lokomotor aktivite Uzerine etkisini azaltmistir. Buda bu altiiniteyi igceren reseptoérlerin
nigrostriatal sistemde nikotinin bazi etkilerine aracilik ettigini dusundurmektedir (Le
novere 1999).

3. a7 nikotinik reseptori:

Rodentlerde, maymunlarda ve insanlarda a7 reseptorlerinin striatumdaki
yogunluklari diger reseptor alttiplerine goére daha dusuk olsada (Marks 1996, Quik
2000b, Court ve Clementi 1995) striatal DA saliniminin dizenlenmesinde rol
oynadiklari dusinulmektedir (Kaiser ve Wonnacott 2000). Davranis c¢alismalari bu
reseptorlerin nikotinin lokomotor stimulan etkisine aracilik etmez ve olusturdugu
yanitlar a -bungarotoksin yada AR-R17779 ile bloke edilemez (Stolerman 1997,
Grottick 2000, Kempsil ve Pratt 2000). Ancak a7 reseptorleri néromodulasyon, sinaptik
plastisite ve noroproteksiyonda rol oynamaktadir (Role ve Berg 1996, Wonnacott 1997,
Jones 1999, Dani 2001).

4. Diger altUniteleri iceren nikotinik reseptorler:
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Nikotinik reseptor altlinite gesitliliginin fazla olmasi bu altlnitelerin gesitli
sekillerde biraraya geldiginde ortaya ¢ikan reseptor tiplerinin oldukga fazla oldugunu
gOstermektedir.

Yabanil ve mutant sican ve farelerden alinan kesitlerle yapilan galismalarda
dopaminerjik noéronlarda a4a5(B2)2 ve a4a6a5(B2)2 reseptdr alttiplerininde
bulundugunu gdéstermistir. ilave olarak B3 altiinite mMRNAsInin SN'de eksprese oldugu
bilinmektedir. (Le Novere 1996, Han 2000, Quik 2000b). Bu sonuglarla tutarli olarak bu
altliniteyi iceren reseptor alttiplerinin BG fonksiyonunda rol oynadigi distnilmektedir.
Ozellikle B3 knockout farelerde lokomotor aktivitede azalma gérilmesi bunu
dogrulamaktadir (Booker 1999).

2.7. Nigrostriatal Dopaminerjik Noronlar
Simdiye kadar yapilan calismalarin sonucuna dayanarak nikotinik reseptorler
hem SN de hemde stiratumda gesitli nérotransmitterlerin hiicre gdévdesinde ve sinir

terminallerinde lokalizasyon gdstermektedirler (Quik 2002, Gotti 2004). Bu néronlar:

1.Nigrostriatal dopaminerjik néronlar:

6-OHDA norotoksinleri nigral dopaminerjik noronlart yok ettiginden, bu
norotoksinin uygulanmasiyla ortaya g¢ikan nigral a3-a7 ve B2—B84 mRNA larindaki
azalma bu altlnitelerin dopaminerjik néronlarda yer aldigi fikrini dogurmustur
(Charpantier 1998, Elliott 1998, Quik 2000b).

Siganlardan, yabanil farelerden ve a4(-/-),a7(-/-), B2(-/-) farelerden alinan nigral
kesitlerin elektrofizyolojik kayitlari ile kombine yuratulen single cell RT-PCR galismalari
a4, a5, a6, B2 altlnitelerinin yaninda a7 ninde nigral dopaminerjik néronlardaki varligini
kanitlamistir.(Kulak 1997, Klink 2001). Dahasi immunohistokimyasal yaklasimlar a6 ve
B2 altlnitelerini iceren reseptorler ile a4 ve B2 den olugsan reseptdrlerinde nigral
dopaminerjik hlicre govdelerinde ve/veya striatal sinir terminallerde oldugunu
gOstermistir (Kulak 1997, Kaiser 1998, Sorenson 1998, Arroyo-Jim nez 1999, Sharples
2000, Jones 2001).

a2—a7 ve (B2—p4 altinitelerini iceren reseptérlerin SN'de dopaminerjik hlicre
gbvdelerinde ve striatal dopaminerjik terminallerde oldugunu destekleyen birgok

¢alisma yuruttilmektedir.



27

2. GABAerijik nigral néronlar:

Klink ve arkadaslari yapmis oldugu calismada sadece nigral DA néronlarindaki
degdil GABAerjik néronlardaki nikotinik reseptor gesitliliginide ortaya koymustur (Kulak
1997). Nigradaki GABA noéronlari ayni zamanda (a4)2(B2)3, a4a6a5(32)2 , (a7)5
reseptor alttiplerine sahiptir.(Tsuneki 2000, Klink 2001).

3. Striatal glutamaterjik sinir terminalleri:

Kaiser ve Wonnacott (2000) tarafindan yapilan calismalar glutamaterjik ve
nikotinik reseptérlerin striatal DA salinimini kontrol altinda tuttugunu acgiga ¢ikarmistir.
Bu calismalar ile glutamat salinimi ile ardindan dopaminerjik terminallerdeki presinaptik
glutamat reseptérlerini aktive ederek DA salinimini uyaran striatal glutamaterjik

afferentlerdeki presinaptik a7 nikotinik reseptoérlerinin varligi kanitlanmistir.

4. Striatuma giren serotonerjik raphe afferentleri:

Selektif serotonerjik norotoksini 5,7dihidroksitriptamin’in sicanlara verilmesi
striatal 3H nikotin baglanma bdélgelerinin kaybina yol agmistir. (Schwartz 1984). Bu da
a4p2 reseptodrlerinin bir kisminin raphe g¢ekirdegindeki afferentlerde de bulundugunu

gOstermektedir.

2.8. 2,4,5-Trihidroksifeniletilamin ( 6-OHDA) Sigan Parkinson Hastaligi Modeli

HO NH,

HO OH

Sekil 5 6-OHDA molekilinin yapisi
2.8.1. 6-OHDA otooksidasyonu

Dopamin tasiyicilari (DAT) ile huacre icine alinan 6-OHDA molekulleri a-sindklein
agregatlarinin olusumuna ve mitokondriyal hasara neden olmaktadir. Bu surecte
kinonlar ve serbest oksijen radikalleri (ROS) aciga cikarak hicreyi 6lime
suruklemektedir (Sekil 6).
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Sekil 6 6-OHDA’nin hiicre igine alinmasi ve hasar mekanizmasi

Fizyolojik kosullar altinda, 6-OHDA hizla ve nonenzimatik olarak oksitlenerek
H,0O, ve p-kinon agiga ¢ikarir. Henliz tam olarak acgiklanabilmis olmasa da bunu izleyen
oksidatif reaksiyonlar tarafindan acgiga cikarilan ROS metabolitleri ile nérotoksik etki
yaptigi bilinmektedir (Cohen 1976, Cadet 1989, Ben-Shachar 1991, Kumar 1995).

Fe** + H,0, —Fe’* + HO™ + HO® (R1)

3

Fe** + H,0—™ 5>Fe** + H* + HO® (R2)

HO® + RH——>H,0+R"* (R3)
Sekil 7 Fenton reaksiyonu ile serbest radikal olusumu

6-OHDA'nin otooksidasyonu sonu olusan H,O,; Fenton reaksiyonu ile demir
iyonu varliginda kolaylikla indirgenerek yasayan hucreler i¢in en zararli serbest radikal
olan OH' iyonu agiga ¢ikmasina neden olur (Sekil 7).
2.8.2. 6-OHDA norotoksisitesinin mekanizmasi

6-OHDA, PH patogenezi ve ilerlemesini aragtirmak amaciyla (Breese ve Breese

1998) oldukga yaygin olarak kullanilan segici bir katekolaminerjik nérotoksindir.

(Ungerstedt 1968). 6-OHDA ndrotoksininin segiciligi katekolaminerjik néronlara spesifik
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olan transport mekanizmalari tarafindan geri alimi ve birikimiyle iligkilidir ( Jonsson ve
Sachs 1970, Ljungdahl 1971) .

PH hayvan modelleri arasinda en popiler olani siganlarda 6-OHDA’nin medial
on beyin demeti (MFB)'ye ya da SN’ye unilateral stereotaksik enjeksiyonudur. Bu 2
model sayesinde nigral dopaminerjik néronlar ve onlarin striatumdaki terminallerinin
tamami ya da neredeyse tamamina yakini hasarlanmis olur. Ve bu sekilde sinirli bir

alan icerisindeki DA seviyesi azaltiimig olur.

6-OHDA’nin model olusturmanin yani sira; PH patogenezinde de olasi
norotoksik ajan oldugu 6ne surilmustir. Bu iddianin nedeni PH hastasi olan sigan
(Sencoh 1959) ve insanlarin (Curtius 1974) hem beyninde hem de idrarinda (Andrew
1993) ortaya ¢ikan 6-OHDA metabolitinin saptanmasidir.

6-OHDA norotoksisitesi ile ilgili olarak bir bagska mekanizma ise; 6-OHDA’ nin
direkt olarak mitokondriyel respiratuar enzimleri (kompleks 1 ve 4) uzerindeki
potansiyel inhibitdr etkisine bagli oldugudur (Glinka 1997). Bu enzimlerin blokajina
bagl olarak hucre ici ATP’nin tukenmesiyle néronlar normal fizyolojik fonksiyonlarini

yerine getiremezler ve sonucunda 6lurler (Blum 2001).

6-OHDA norotoksisitesi ile ilgili bu iki gorus her nekadar biokimyasal olarak
bagimsiz olsa da in vivo ortamda sinerjistik etki olusturdugu distntlmektedir (Glinka
1997). Temel olarak PH dopaminerjik nigrostriatal yolaktaki dejenerasyondan
kaynaklandidi icin; geligtirilen hayvan modelleri 6-OHDA’nin dopaminerjik sistemde yol
actigi lezyonlardan faydalanmaktadir. DA hem dopaminerjik hem de noradrenerjik sinir
uglarindan tasinabilir. Gereken segciciligi saglayabilmek igcin 6-OHDA uygulamasindan
once noradrenalin transporterini bloke eden desipramin verilerek DA’'nin noradrenerjik
sinir hiicrelerine alinimi buyuk 6lgide 6nlenmis olur. Nigrostriatal yolak igin daha fazla

secicilik; bu yolagin belirli bolimlerine toksinin enjekte edilmesiyle saglanabilir.

Klinik éncesi hayvan deneylerinde sigan modeli olustururken 6-OHDA; SNpc,

MFB ya da kaudat—putamen kompleks (CPu) yapilarindan birisine enjekte edilir.

2.8.3. 6-OHDA’nin SNpc boélgesine enjeksiyonu ile model olusturulmasi

PH icin daha segici bir model olusturmak ve daha sinirh bir alanda DA

yoksunlugu olusturmak icin 6-OHDA’nin SNpc bdlgesine verilmesi gerektigi
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belirlenmigtir. Unilateral ya da bilateral 6-OHDA enjeksiyonu ile SNpc bolgesinde
yaklagik olarak %88’e varan dopaminerjik ndron kaybi gortilmektedir (Carman 1991).

ilging olarak; SNpc’ye hem laterale tek enjeksiyon hemde medial ve laterale gift
enjeksiyon ile 6-OHDA verildiginde medial SNpc'deki dopaminerjik hlcrelerin lateral
SNpc'dekilerden daha fazla korundugu goérinmistir (Carman 1991, Dentresangle
2001). Bu da PH hastalarindaki temel hiicre kaybinin lateralde olup; sag kalan
dopaminerjik hicrelerin de medialde bulundugunu géstermektedir (German 1989,
Goto 1989). Ayrica ¢ok ilging olan bir diger konuda lezyonlanan SNpc’'de kalan Tirozin
hidroksilaz (TH) immunreaktif néron sayisi ile apomorfin ile indiiklenen dénme sayisi
korelasyon gosterirken D-amfetaminle indiklenen dénme sayisi arasinda bir baglanti
kurulmamistir (Carman 1991). Ayrica CPu’daki TH-immunoreaktif fiberlerin dagiliminin
nigral hiicre korunumuna paralel bir sekilde olustugu goérulmustir: lezyon tarafindaki
lateral CPu normalden daha az yogunlukta innerve edilmistir (Carman 1991). Buna ek
olarak TH-immunoreaktif aksonlar tarafindan inerve edilen CPu bodlge ylzdesi
SNpc’deki TH-immunoreaktif hicre sayisiyla dogru orantihdir. Son olarak yine TH-
immunoreaktif aksonlar tarafindan innerve edilen CPu bolge ylzdesi apomorfinle
induklenen dénme sayisiyla da dogru orantilidir. Buna ragmen amfetaminle indiklenen
donme sayisi arasinda bir bag bulunamamistir. Bu nedenle; SNpc'deki bdlgesel
lezyonlarla olusturulan bu hayvan modelinde SNpc’deki hiicre kaybi ve CPu’daki akson

kaybini apomorfin ile indiklenen dénme testi sayesinde gézlemlenebilmektedir.

2.9. Hipotez

Davranigsal olarak saptanabilen Unilateral 6-OHDA sican PH modeli
olusturulmasi, PH ile ilgili NAChR alttnitelerinin dnemi ve a4p2 parsiyel agonisti ve a7
tam agonisti olan vareniklinin olasi iyilestirici etkilerinin farmakolojik (davranigsal ve

molekduler olarak) ortaya g¢ikarilmasidir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Deney Protokoli

Calismada agirhgr 200-250g olan toplam 30 adet erkek sigcan kullaniimistir.
Deney hayvanlarinin beslenmeleri serbest birakiimig, oda isisinda, %505 nem
oraninda ve 12 saat karanlk/ aydinlik ortamda yasamalari saglanmistir. Calisma
sonunda tim siganlara dekapitasyon yolu ile 6tanazi uygulanmistir. Tim deneysel
asamalar Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
ybnergesine ve lyi Laboratuvar Uygulamalar Kilavuzuna gére yuritilmustir. Etik Kurul

onayi ektedir.

42 gylin
je———o 3 hafta : - Zhafta
30 dak  [2gun 3giin 1 giin

v ) ‘ ]
desipramin aktivitemetre ha ftada 2 gun =t
pargiin » v 14.doz w

o 6-OHDA Apomorfin Y\ Apomorfin

NIGRA danme donme
koritroli 1 korttrolii 2
v
dekapitasyon

WARENIKLIN

Sekil 8 Calisma protokoll ve zaman gizelgesi
3.2. 6-OHDA ile PH Modeli Olusturulmasi:

Stereotaksik calismalardan &énce deneklere noradrenerjik ndronlarin zarar
gormesini engellemek i¢in 30 mg/kg i.p. desipramin ve 10mg/kg i.p. pargilin verilmigtir.
Sicanlar, 80-100 mg/kg Ketamin- 10mg/kg Ksilazin ile anestezi edildikten sonra
stereotaksa yerlestirilip sabitlenmistir.



Sekil 9 Stereotaksik cerrahi islem uygulanmasi

6-OHDA ile PH modeli olusturulmak istenen sicanlara 6-OHDA 2 ug/ul
yogunlugunda %0.1 askorbik asid icinde ¢dzllerek SN bodlgesine unilateral olarak sag
tarafa verilmistir. Toplam 6-OHDA miktari olan 8 pg, 4ul icinde ve perfizyon pompasi
ile 1pl/dk oraninda injekte edilmistir. injeksiyonlar Paxinos -Watson sigan beyin atlasina
gore ve asagidaki koordinatlarda (mm) yapilmistir: anteroposterior (AP) -4.8mm
(bregmadan), lateral (L) 2.4mm (Midsagittal sitirden), ve dorsaventral (DV) 8mm
(kafatasi ylzeyinden) koordinatlarina verilmigtir (Sekil 9). Kontrol grubundaki siganlara
ayni koordinatlara kanul ile girilip salin verilmistir. Cerrahi islemlerden sonra Ug¢ gun

boyunca sigcanlara 100000 U i.m. penisilin ve 5mg/kg s.c. deksketoprofen verilmistir.

6-OHDA enjeksiyonunun 3. gunlinden itibaren haftada 2 kez aktivitemetre
Olcima yapilmistir. PH modelinin olugsmasi icin 6-OHDA’dan sonra beklenen 3 haftalik
surenin sonunda apomorfinle indiklenen dénme testi yapiimistir. Apomorfin verilerek
kontralateral yénde donusler ile PH olustugu kanitlanan sigcanlara (PH siganlar) 3 gin
sonra NAChR agonist olarak 1mg/kg/gun i.p. vareniklin 14 gln boyunca verilmigtir.
Deney sonunda siganlar dekapite edilerek Dot Blot ve Immunhistokimyasal analiz igin

beyin dokulari saklanmistir.

Caligsmada kullanilan siganlar li¢ ayn gruba ayrilmigtir: 1.Kontrol+salin (n=10), 2.
PH + salin (n=10) ve 3.PH+ Vareniklin (n=10)
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3.3. Davranigsal Testler

3.3.1. Apomorfin ile indiiklenen donme testi

Denekler 28 cm capi ve 38 cm yuksekligi olan bir silindir igine konularak 5 dk
alisma suresinden sonra 0.5 mg/kg i.p. Apomorfin HCI verilmistir. Enjeksiyondan bir
dakika sonra, 60 dakika boyunca 360 derecelik dénme sayisi hesaplanmistir.
Kontralateral ve ipsilateral dénmeler sirasiyla pozitif ve negatif skor olarak kabul
edilerek ve net donme sayisi pozitif donme — negatif dénme olarak tanimlanmistir
(Fujita 1996).

3.3.2. Open field aktivitemetre testi:

Sicanlarda open field aktivite Olcimi icin  42x42x42cm  Olgllerindeki
aktivitemetre (May Act 508) kullaniimistir. Kizil étesi 1s1ga gegirgen transparan kafes ile
etrafini serit halinde saran kizil 6tesi alicilardan olusan ve veri kayit sistemine bagh
otomatik bir cihazdir. Bu kafes icindeki deney hayvani herhangi bir hareket yaptiginda
karsilikli IR sensdrler arasindaki iletisimi kestigi icin denegin yaptigi hareketin sekline
gore aktiviteleri farkli parametreler seklinde kaydedilmistir. Ug cm yuikseklikte bulunan
alicilar yatay hareketleri algilarken, 15cm ylkseklikte bulunanlar ise dikey hareketleri

algilamaktadir.

Bu sistem sayesinde hayvanin deney slresince gittigi toplam hareket mesafesi,
stereotipik hareket ylzdesi, dikey hareket sayisi, ambulatuvar hareket ylzdesi ve
hareketsizlik (resting) yuzdesi elde edilmistir. Toplam hareket mesafesi cm cinsinden
hayvanin kayit stresince aldigi yoldur. Denegin kafes iginde dikilme haricinde yaptigi
her tarli yer degistirme (gezinme) hareketleri de “ambulatuvar hareket” olarak
degerlendirilir. Test suresi icerisinde deney hayvaninin yer degistirme ve dikilme
hareketleri yapmaksizin oldugu yerde yaptigi hareketler “stereotipik hareket” olarak; tst
sensorler yardimi ile algilanan dikilme hareketleri (arka ekstremiteleri Uzerinde

yukselme) ise “dikey hareket” olarak kaydedilmigtir.

Siganlar davranis ve lokomosyon analizi i¢in transparan kafes igine teker teker
birakilarak 3dk boyunca kayit edilmigtir Haftada 2 kez tekrarlanan bu test sayesinde

lokomotor aktivitedeki artma ya da azalma saptanmistir.
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3.3.3. Silindir test

Bu test tek tarafli nigrostriatal hasardan sonra motor fonksiyonun ve
Parkinsonizm’in deg@erlendirilmesi icin kullaniimaktadir. Hayvanlar seffaf bir silindire
(20cm capinda - 30cm yuksekligindeki) yerlestirilir ve 5 dakikalik sure zarfinda
gbzlemlenerek degerlendirilir. Hayvanin gbézlemciye arkasi donik iken de &nkol
hareketlerinin goérintilenebilmesi icin silindirin arkasina bir ayna yerlestirilir. Denegin
ayaklar Uzerindeyken saglam (lezyon tarafina ipsilateral) ve bozulmus (kontralateral)
kollari ile silindir duvarini incelemesi veya dismesi izlenir, total kol kullanimi ile
karsilastirilir ve % kullanim olarak ifade edilir.
1-Bozulmamis kol kullanimi; 2-Bozulmus kol kullanimi; 3-Sol ve sagd kollarin
ayaktayken veya duvar boyunca lateral hareketlerde simuiltane kullanimi; 4-

ayaktayken inise gecerken sol ve sag kollarin simultane kullanimi (Schallert 2000)

Silindir testi 15 gin boyunca vareniklin uygulamasindan hemen once ve

vareniklin enjeksiyonundan 60dk sonra uygulanmistir.

3.3.4. Onkol yerlestirme asimetrisi testi

Vibrissae (biyik kil) ile gerceklestirilen onkol yerlestirme asimetrisi testinde
denekler kol ve bacaklar serbest kalacak sekilde gdvdelerinden tutulur, sakinlestirme,
kas gevsemesini kolaylagtirmak ve c¢irpinmayi 6nlemek amaciyla, yukari-asagi sallanir.
Her denemede ilgili kola taraf olan vibrissae bir masa kenarina dokundurulur. Bu test
bir defa/deneme olarak 10 kez yaplilir. Lezyonsuz denekler her iki kolu masa tzerine
koyarlar. Unilateral lezyonlularda ise, lezyon tarafina goére, ipsilateral kolda bozukluk
beklenmezken kontralateral tarafta kol yerlestirme bozuklugu goézlenir. Her dogru
yerlestirmeye bir (1) skor verilir. Dogru yerlestirme ylzdesi (%) hesaplanir (Schallert
2000).

3.3.5. Rotarod testi:

Test icin 4 kulvarli otomatik rotarod Unitesi (MAY RR 0711) kullaniimistir. bu
cihaz 7.3cm capinda ddnebilen bir mil ve her sicana 6zgu bireysel kompartmanlardan
olusan ve bu mil ile dénen kulvarlar bulundurmaktadir. istenen hiz ve ivme ayarlanabilir
ve kaydedilebilir. Kizildtesi sensorler ile cihazin zeminine disen sigan algilanip, o

sicana ait kulvarin gosterdigi sure cihaz tarafindan otomatik olarak sabitlenerek
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kaydedilir. 4 sicandan hepsi dislinceye kadar ya da sisteme girilen sire bitinceye

kadar sistem caligmaya devam eder (Rozas 1997).

Calismaya baslamadan 6nce siganlarin alistirilabilmesi igin 3 gin boyunca 15er
dakika 5 rpm’de training yaptiriimigtir. 3. giin sonunda hi¢ dusmeden 300 sn boyunca
rotarod Uzerinde kalabilen sicanlar secilmis ve test asamasina gegcilmistir. Rotarod testi
haftada 1 glin ayni saatte tim gruplara uygulanmistir. Test igin sicanlar rotarod tzerine

yerlestiriimis ve 10 rpm’de yuritilerek rotarod lizerinde kalma sureleri kaydedilmistir.

3.3.6. Kafa pozisyonu testi

Kafanin orta cizgiden 10 dereceden fazla donme sayisi 60 saniye boyunca her
saniye kaydedilir. Herhangi tarafa dénme meyili ipsilateral-kontralateral dénme

farkindan hesaplanir (Henderson 2003).

3.4. Sigan Beyin Lizati Hazirlama ve Dot Blot Yontemi

Calisma protokollini tamamlayan sicanlar dekapite edilerek SN bélgesi hizla
dissekte edilir. 5 kati hacimde buz soguklugunda RIPA lizis bufferda teflon glass
homogenizatérle homogenize edilerek 12000 rpm’de 20 dakika ve +4°C’de
santrifljasyon sonrasi lizatin protein igerigi BCA (Bicinchoninic Acid) yéntemine gore
saptanir. Lizat PVDF membran uzerine 2'ser pl konularak membranin emerek
kurumasi beklenir. Daha sonra TBS-T igerisinde %5lik BSA ¢o6zeltisi hazirlanir ve
membran bu ¢oOzelti igerisinde oda sicakhginda 1 saat bekletilir. Ardindan primer
antikor ile 30dk muamele edilir. TBS-T ile 3 kez 5’er dk yikanir ve sekonder antikor ile
30 dk bekletilir. Tekrar 3 kere 5’er dk TBS-T ile yikanip son olarak 1 kez de TBS ile

yikanir. Membranlara ECL ¢dzeltisi eklenerek goéruntileme yapilir.

3.5. immunohistokimyasal (IHC) Boyama

TUim boyamalar Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dalindan hizmet alimi seklinde yapilmistir. IHC igsleminde izlenen asamalar sirasiyla;
sican beyin dokusundan elde edilen érneklerden 4-5 mikron kalinhiginda ardisik seri
kesitler hazirlanmistir. IHC boyamalar igin formalin’de tespit edilmis, parafine gémuld

dokulardan elektrostatik yUkli lamlara (X-traTM, Surgipath Medical Industries,
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Richmond, lllinois, USA) 4-5 ym kalinhginda kesitler alinarak, 60°C’de en az iki saat
kurutulmustur. Deparafinizasyon ve antijen agiga c¢ikarma iglemleri de dahil olmak
Uzere tum boyama sureci Ventana, BechMark XT tam otomatik IHC boyama cihazinda
gerceklestiriimistir. Zit boyama Hematoksilen ve mavilestirici solisyon ile cihazda
tamamlanmistir. Kesitlerin dehidratasyonu, ksilen ile seffaflastirimalari ve lamel ile

kapatilma asamalari elde yapilarak IHC boyama protokoll tamamlanmistir.

3.6. Istatistiksel Analiz

Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. istatistiksel

degerlendirme icin  ANOVA ve cogul karsilastirma icin Tukey post hoc testi

uygulanmistir. P< 0,05 olan veriler anlamli kabul edilmigtir.



4. BULGULAR

4.1. Apomorfin ile indiiklenen Dénme Testi
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Apomorfin testinin birincisi, 6-OHDA ile PH modeli olusturulmak istenen

sicanlarda modelin olusup olusmadidini test etmek amaciyla stereotaksik islemden 3

hafta sonra uygulanir. Ikincisi ise, kontrol ve parkinson grubuna salin, vareniklin

grubuna ise vareniklin verilen 15 glnin sonunda yapilir. Kontrol grubunda her iki

testtede kontralateral ya da ipsilateral yonde herhangi bir déniis gézlenmezken; sag

tarafa unilateral olarak 6-OHDA verildikten sonra yapilan birinci testte parkinson ve

vareniklin gruplarinda kontralateral yénde déniisler gézlenmistir (doniis sayisi>185). ilk

testten 15 gun sonra yapilan ikinci apomorfin testinde ise parkinson ve vareniklin

gruplarinda ilk teste gbére daha az sayida kontralateral dénids goézlenmistir (donds

say1si>170). Her iki testtede parkinson ile kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamlilik

bulunup (p<0.01), parkinson ve vareniklin gruplari arasinda anlamlilik yoktur (Sekil 10).

Kontralateral déniis sayisi
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Sekil 10 Apomorfin verilen sigcanlarda 1 saat suresince dénme sayilari ve vareniklinin
etkisi * p<0.05 Kontrol vs. Parkinson



4.2. Open Field Testi:

4.2.1. Hareketsizlik (Resting)
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Tdm gruplarda ilk haftadan itibaren artan hareketsizlik ylzdesi parkinson ve

vareniklin gruplarinda daha yuksek olup, 1.haftadan sonra parkinson ve kontrol grubu

arasinda istatistiksel anlamlilik kazanmistir (p<0.01). Parkinson ve vareniklin gruplari

arasinda ise 3. haftadan sonra anlamlilik (p <0.05) gorilmeye baslanmistir (Sekil 11).
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Sekil 11 Parkinsonlu siganlarda hareketsizlik yuzdesi ve vareniklinin etkisi *p <0.05; **

p <0.01; *** p <0.001: Kontrol vs. Parkinson; Vareniklin vs. Parkinson.

4.2.2. Stereotipik hareket

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda parkinsonlu sicanlarda ciddi bir azalma

gOsteren stereotipik hareket ylzdesi 3. haftadan sonra istatistiksel olarak anlam

kazanmistir (p<0.05). Vareniklin ve parkinson gruplari arasinda ise vareniklinin verildigi
5. haftadan itibaren anlamlilik (p<0.05) ortaya ¢cikmistir (Sekil 12).
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Sekil 12 Parkinsonlu sicanlarda stereotipik hareket ylizdesi ve vareniklinin etkisi
*p<0.03 ; **p<0.01 ; **p<0.001: Kontrol vs. Parkinson, Parkinson vs. Vareniklin

4.2.3. Ambulatuvar hareket yuzdesi
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Sekil 13 Parkinsonlu sigcanlarda ambulatuvar hareket ylzdesi ve vareniklinin etkisi *p
<0.05; ** p <0.01; *** p <0.001: Kontrol vs. Parkinson; Vareniklin vs. Parkinson.
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Tdm gruplarda azalis gdsteren ambulatuvar hareket ylzdesi kontrol ile
karsilastiriidiginda parkinson ve vareniklin gruplarinda daha ciddi bir azalma egrisi
gizmistir.  Kontrol ve parkinson gruplar karsilastinldiginda 1.haftadan itibaren
anlamlilik gorulurken (p<0.001) parkinson ve vareniklin gruplarinda sadece 6.haftada
anlamh (p<0.05) bulunmustur (Sekil 13).

4.2.4.Dikey hareket (rearing) sayisi

Dikey hareketlerde genel olarak azalma s6z konusudur. Parkinson grubunda 3
dakika icinde go6zlenen rearing sayisi 0’a kadar inmistir. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatisiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Ancak vareniklin

grubunda herhangi bir anlamlilik s6z konusu degildir (Sekil 14).
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Sekil 14 Parkinsonlu siganlarda dikey hareket sayisi ve vareniklinin etkisi *p <0.05; ** p
<0.01; *** p <0.001: Kontrol vs. Parkinson

4.2.5. Toplam hareket mesafesi

Tdm gruplarda giderek azalan toplam hareket mesafesi en fazla Parkinson
grubunda azalig goéstermistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlidir. Ancak vareniklin ile parkinson gruplari arasinda bir anlamlilik

bulunamamistir (Sekil 15).
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Sekil 15 Parkinsonlu sigcanlarda toplam hareket mesafesi ve vareniklinin etkisi *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001; Parkinson vs. Kontrol

4.3. Silindir Test
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Sekil 16 Parkinsonlu siganlarda silindir test kontralateral kol kullanim ylzdesi ve
vareniklinin etkisi

Silindir testi 0.haftada stereotaksi 6ncesi (pretest) ve 3.haftadan sonra her hafta
(posttest) olmak lzere uygulanmistir. Kontrol grubunda hem pre hem posttestte her iki

kol kullanimi birbirine neredeyse esit olup, kontralateral kol kullanimi degiskenlik
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gbstermemistir. Ancak parkinson ve vareniklin grubunda kontralateral kol kullanimi
belirgin sekilde azalmistir. Parkinson grubunda kontralateral kol kullanim kaybi %17
oraninda, vareniklin grubunda ise %11 oranindadir (Sekil 16). istatistiksel olarak

anlamlilik yoktur.

4.4. Onkol Yerlegtirme Asimetrisi Testi

Vibrissae ile gerceklesen 6n kol yerlestirme asimetrisi testi 0.haftada stereotaksi
oncesi (pretest) ve 3.haftadan sonra her hafta (posttest) olmak tzere uygulanmistir
Kontrol grubunda hem pre hem posttestte her iki kol kullanimi birbirine esit olup,
kontralateral kol yerlestirme yuzdesi degiskenlik gostermemistir. Parkinson ve
vareniklin gruplarinda ise kontralateral kol yerlestirme orani sirasiyla %12 ve %10
azalmistir. Ancak parkinson ve vareniklin gruplari karsilastirildiginda herhangi bir
anlamhlik yoktur (Sekil 17).
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Sekil 17 Parkinsonlu siganlarda kontralateral 6nkol yerlestirme asimetrisi yuzdesi ve
vareniklinin etkisi

4.5. Rotarod Test

Tum gruplara 1.haftada stereotaksik cerrahi islem uygulandigindan
hareketlilikleri azalmis olup bu islemin etkisinin gegcmesiyle kontrol grubunda motor
fonksiyonlar eski haline donup tekrar 300sn rotarod Uzerinde kalabilmislerdir. Ancak

parkinson ve vareniklin gruplarinda sirasiyla %26 ve %19 motor fonksiyon kaybi s6z
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konusudur. Kontrol ve parkinson gruplari karsilastirildiginda 6.haftada iststistiksel
anlamlilik bulunmustur (p<0.05). Ancak vareniklin ve parkinson arasinda herhangi bir
anlamlilik s6z konusu degildir (Sekil 18).
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baslangig

200
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Sekil 18 Parkinsonlu siganlarda rotarod test dlcimi ve vareniklinin etkisi *p<0.05;
Parkinson vs. Kontrol

4.6. Kafa Pozisyonu Testi

Kafa pozisyonunda farklilik ya da herhangi bir tarafa dénme meyili gérilmemistir.

4.7.Dot Blot

Her iki nAChR yogunlugunda parkinson grubunda azalma gorulmustur. a4pB2 parsiyel
agonisti ve a7 agonisti olan vareniklinin verildigi grupta ise hem a7 hem de B2 reseptor
altunitelerinin yogunlugunda parkinson grubuna goére ciddi bir artis g6zlenmistir. Bu
artis a7 igin istatistiksel olarak anlamh olarak bulunmus (p<0.05) ancak B2 igin

anlamlilik saptanamamistir (Sekil 20).
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Sekil 19 Dot Blot yontemi ile her g grup igin analiz sonuglari. A. a7 nikotinik asetilkolin

reseptor antikoru ile calisiimistir. B. B2 nikotinik asetilkolin reseptor antikoru ile
calisiimistir. K: Kontrol grubu, P: Parkinson grubu, V: Vareniklin grubu.

%
45~

40 -
35
30 +
25 - 7 alfa7

W beta2

20
15 +

parkinson

vareniklin

Sekil 20 SNpc bdlgesindeki a7 ve B2 nikotinik asetilkolin reseptdr altlnitelerinin

yogunlugunun parkinson ile degisimi ve vareniklinin etkisi. *p<0.05; Parkinson vs
Kontrol, Vareniklin vs. Parkinson.
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4.8.immunohistokimyasal (IHC) boyama

Kontrol Parkinson Vareniklin

A e

Sekil 21 SNpc bolgesindeki a4, a7 ve B2 nAChR ekspresyonunun parkinson ile
degisimi ve vareniklinin etkisi. llgili reseptérler IHC boyama ydntemiyle gosterilmistir.
Detaylar gere¢ yontemlerde verilmigtir (X100).

Kontrol grubu ile kargilastirildiginda Parkinson grubunda hem ndéron sayisi hemde
NAChR ekspresyonunun azaldigi gézlemlenmistir. Vareniklin grubunda ise hem néron
sayisinda hem de reseptdr ekspresyonundaki artis gozle gorulur dizeydedir (Sekil 21).
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5. TARTISMA

Norodejeneratif hastaliklar icinde en sik gorilenlerden biri olan PH, 65 yas Usti
populasyonun %7’ini etkiler (Fahn 1987, Van Den Eeden 2003). Hastalik 50-60 yas
civarinda baglar ve goérilme insidansi da yas arttik¢a giderek artar. Hastalik daha geng
yaslarda baglayabilir ve hastalarin %5’'inde 40 yasindan 6nce baglama 6ykisu s6z
konusudur (Van Den Eeden 2003).

PH akinezi, bradikinezi, postural instabilite ve tremor ile karakterize, esas olarak
nigrostriatal yolakta dopaminerjik noéronlarin dejenerasyonu ile giden ilerleyici
nérodejeneratif bir hastaliktir. Biyokimyasal olarak dopaminerjik sistemdeki bu bozulma

g06zlenen klinik semptomlarin ¢gogu ile yakindan iligkilidir (Guan 2002).

Rezerpin ve haloperidolun hayvanlarda gecici parkinson benzeri duruma neden
olmasi ve bu parkinson benzeri semptomlarin L-DOPA tarafindan geri
dondurilebilmesi PH hayvan modelleri igin dnemli bir bulustur. Bu sayede PH’nin temel
semptomatik tedavisinin arastirilabildigi yeni bir ¢cag acgilmistir. Daha da énemlisi 6-
OHDA'nin SNpc ya da MFB’ye stereotaksik olarak injeksiyonu ile nigrostriatal hasar
olusmasi PH modeli i¢in toksin kullaniminin basladigi yeni bir gagi agmistir (Ungerstedt
1968). 6-OHDA PH modelinin bulunmasi dekarboksilaz inhibitorleri, L-DOPA,

karbidopa gibi tedavi hedeflerinin de arastiriimasina olanak saglamigtir.

PH hayvan modellerimde sik¢a kullanilan iki kimyasalla indiklenen model 1-
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) ve 6-OHDA modelidir. Her iki kimyasalda
norotoksik olup DAT icin substrattir. 6-OHDA yalnizca DAT icin spesifik olmayip
noradrenalin tagiyicilari (NAT) igin de substrattir.

Calismamizda PH modeli olarak 6-OHDA sigan modelini kullandik. Bu model
hastaligin patolojik mekanizmalarini agiklamak ve yeni tedavi stratejileri gelistirmek igin

sikga kullanilan bir modeldir. Bu modeli siganlarda uygulamak farelere gére daha
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elveriglidir. Sigan anatomik yapisi sterotaksik cerrahi ve davranisg deneylerine daha

fazla olanak tanir.

6-OHDA modeli unilateral ya da bilateral olarak uygulanabilir. Her iki modelin
birbirine karsi Ustunlikleri vardir. insanlarda PH hastaliyi dogaldir ki beynin her iki
tarafini da etkileyerek bilateral olugsmaktadir. Dolayisi ile unilateral uygulamadaki gibi
saglam kalacak olan bir beyin bdlgesinin diger tarafin fonksiyonlarini kompanse etmesi
s6z konusu olmayacaktir. Ancak bilateral 6-OHDA modelinde apomorfinle indlklenen
doénme davranigi gérilemeyecektir. Yine ayni nedenle 6n kol yerlestirme asimetrisi testi
ve silindir testi bilateral model igin uygun degildir. Bu nedenle modelin gergeklesip

gerceklesmedigini test etmek zordur.

Unilateral modelde ise rotasyonel hareketler kolaylikla goérulir ve modelin
olusup olusmadigi test edilebilir. DA agonistleri ile indiklenen dénme davranisi
standart PH hayvan modelinde en sik kullanilan davranigsal dlgimdur. (lancu 2005,
Metz 2005, Han 2013). 6-OHDA ile presinaptik uglarin zedelenmesi sonucu DA
salinimi azalir ve postsinaptik uclardaki DA reseptorleri hipersensitive olurlar. DA
agonisti olan apomorfin verildiginde hipersensitivasyona ugramis bu reseptorlerin asiri
uyariimasina yol acarak kontraversiyal ydnde dénme hareketine neden olur. Striatal DA
reseptdrlerinin %90’ndan fazla kaybi sonucu apomorfin dénme hareketi gerceklesir
(Mandel 2000).

Bizim calismamizda da kontrol grubunda apomorfinle indlklenen ddénme
hareketi gorulmezken, 6-OHDA unilateral lezyonlu sicanlarda anlamli olarak dénme
sayisindaki artig striatal DA reseptorlerinin kaybini gostermektedir. Ayni zamanda bu
sonu¢ sigan PH modelinin olustugunu da gdstermektedir. Vareniklin grubunda ise PH
modeli olusturulan sicanlarda benzer sekilde doénme hareketi olusmus ve tedavi

sonunda da bu hareket sayisinda azalma saptanmamistir.

PH primer olarak dopaminerjik bir bozukluk olarak ele alinsa da patogenezinde
SSS’de farkh alanlarin etkilendigi ve farkl ndérotransmitter ve ndéromodulatorlerde
degisiklik oldugu gozlemlenmigtir. Bu sistemlerden biri olan nikotinik kolinerjik sistem
de son yillarda ilgi gekmektedir. Zira nikotin ve nikotinik agonistlerin hastaligin motor
semptomlarini azaltmada ve hastaliin ilerleyen dénemlerinde ortaya cikan bilissel
fonksiyonlardaki bozulmayi dizeltmede vyararl etkilerinin oldugu ve tedavide yeri
olabilecegini gdstermektedir. Yapilan c¢alismalarda PH’de kronik nikotin kullaniminin

koruyucu/duzeltici etkilerinin olabilecegi bildiriimektedir (Quik 2007, Simola 2010).
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PH'de nigrostriatal hasar ilerledikge noéronal nAChR sayisinda azalma so6z
konusudur. nAChR’lerinin kaybi ndrodejeneratif ve psikiyatrik hastaliklari da iceren
bircok hastalik grubu ile yakindan iligki gostermektedir. nAChR’lerinin aktivasyonu
striatal dopaminerjik aktiviteyi gulclendirmektedir. Buna dayanarak &zellikle
norodejenartif hastaliklarin tedavisinde nAChR’leri yepyeni bir hedef haline gelmistir
(Quik 2011, Shimohama 2009, Meyer 2008).

Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir hedef arayisi olarak
arastirilan nAChR’lerinin ¢ok farkli alt tipleri vardir. Bu alt tiplerin cesitliligi ve degisik
kombinasyonlarda bir araya gelmeleri ile farkl nikotinik reseptdrler olusmakta ve bunlar
cesitli anatomik dagihimlar goéstermektedir. Santral sinir sisteminde en yaygin goérilen
nikotinik reseptor tipi a4p2 ve a7 dir (Burghaus 2003). PH'de 6zellikle a432 nAChR’U
alt tipinde azalma oldugu belirtilirken, a7 nAChR’U alt tipinde kortekste artis ve fakat
hipokampusta azalma oldugu bildiriimektedir (Quik 2007, Guan 2002).

Vareniklin tartarat parsiyel o432 agonisti ve a7 tam agonistidir. Vareniklin
mezolimbik dopaminerjik sistemi aktive eder. VTA’da bulunan a4p32 ve a7 nAChR
dopaminerjik, glutamerjik ve GABAerjik ndronlarda lokalizedir. Bu reseptérierin

uyariimasi ile DA saliverilmesini artar (Mihalak 2006, Kamens 2010, Coe 2005).

PH modelindeki olasi vareniklin etkisinin degerlendiriimesi ve nAChR'nin
rolindn ortaya konulmasi amaciyla, openfield aktivitemetre testi, silindir testi, énkol
yerlestirme asimetrisi testi, rotarod testi, kafa pozisyonu testi gibi davranis testleri

yapimistir.

Aktivitemetre 6lgumleri; deney hayvanlarinda motor hasar ya da lokomotor
aktivitedeki degisiklikler hakkinda fikir vermektedir. Calismamizda da aktivitemetre
Olgumleri degerlendirilmigtir. Lokomotor aktivite DA transmitterinin seviyesindeki
degisiklige bagli olarak azalip artmaktadir. Artan DA seviyesi hiperaktiviteye neden

olurken azalan DA seviyeside hipoaktiviteyle sonuglanir (Meredith 2006).

Open field aktivitemetre testi ile siganlarin hareketsiz kalarak dinlenme (resting)
halinde oldugu slre ylzdesi, deney suresince gittigi toplam yol (cm), stereotipik
hareketlerin ylzdesi ve ambulatuvar hareket slire yilzdesi, dikey hareket sayisi

Olctimustar.
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Hareketsiz kalarak dinlenme (resting) sure ylzdelerine bakildiginda kontrol
grubunda baslangigta %46 olan hareketsizlik ylzdesi c¢alismanin sonunda %54’e
ulasarak %8’lik bir artis gostermistir. Bu ufak artisin nedeninin c¢evreyi tanidikca
kesfetme davranisinin azalmasina bagli oldugu disdndlerek normal kabul edilebilir.
Ancak parkinson ve vareniklin gruplari kontrolden farkli olarak calisma sonunda
sirasiyla %89,5 ve %82'ye ulasan hareketsizlik oranlari géstermistir. Parkinson grubu
ilk haftadan itibaren kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik
go6stermektedir. PH olusturulduktan 4 hafta sonra 15 giin boyunca verilen vareniklinin
6.haftada PH grubuna gére %7 oraninda azalma gdstermis olup bu vareniklinin PH'da

gorilen resting davranisi Gzerine etkisi olabilecegini distindlrmektedir.

Stereotipi kemirgenlerin bir gdézlem kafesinde ambulatuvar (gezinme) hareketi
disinda kalan ve yineleyerek yaptigi hareketlerdir. Kemirgenlerde gozlenen belli basl
stereotipik davraniglar: Kemirme (gnawing), taranma (grooming), dikilme (rearing) ,sik
sik basini havaya kaldirma (head weaving), havayl koklama (sniffing), esneme
(yawning), yalanma (licking), ¢igneme (chewing), ve ekseni etrafinda donme (turning
behaviour) gibi davraniglarla karakterizedir. Gelisen streotipik hareketlerin siddeti ile
paralel olarak bu hareketlerden sadece biri, birkagi veya timU bir denekte ortaya
¢ikabilir. Stereotipinin siddeti birim zamanda deney hayvaninin yaptigi stereotipik
hareketlerin sayilmasi ile veya ortaya c¢ikan streotipik hareketlerin cesidi ve sayisi
skorlanarak ifade edilebilir. Stereotipik hareketler dopamin homeostazinin bozuklugu
sonucu ortaya ¢lkmis olabilecegi gibi artmis  dopaminerjik  aktivitenin

degerlendiriimesinde bir 6l¢ut olarak da kullanilabilir (Uzbay 2004).

Stereotipik hareketlerin daha belirgin olarak gézlendigi asil ydntem apomorfin ile
indUklenen stereotipik davranis testidir. Bu testte deneklere 1.5mg/kg apomorfin
subkutan enjeksiyon ile verilerek seffaf bir silindir igerisine konulur. Kemirgenlerde en
sik gorulen stereotipik hareketler olan koklama ve kemirme goézlemci tarafindan su
sekilde skorlandirilir: O-stereotipi gorilmemesi, 1-nadir sikhkta koklama(sniffing), 2-
nadir siklikta koklama(sniffing) ve kemirme(gnawing), 3-sik gortlen kemirme(gnawing),
4-surekli kemirme(gnawing), 5-surekli kemirme(gnawing) ve ayni noktada kalma (Erbas
2014).

Bizim calismamizda 6-OHDA sican PH modelinin olustugunu kanitlamak igin
kullandigimiz apomorfinle indiklenen rotasyon testi icin deneklere 0.5mg/kg apomorfin

verilmektedir. Stereotipik davraniglarin gézlenmesi igin dlsik bir doz olsada apomorfin
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verilen siganlarda dénme davraniginin yanisira beklenen tim stereotipik hareketler

gOzlenmistir.

Open field aktivitemetre ile dlgllen stereotipik hareketler toplam hareketlere
olan orani yuzde olarak verirken bu hareketlerin gdézlenmesi arastirmaci tarafindan
yapilmigtir. Calismamizda stereotipik hareket yizdesi kontrol grubunda c¢alisma
suresince degismezken bu oran parkinson grubunda %13, vareniklin grubunda ise %11
oraninda azalmistir. Parkinson ve vareniklin gruplari arasindaki bu kiguk fark
vareniklinin ciddi bir etkisi olmadigini ancak 4.haftada vareniklin verildikten sonra

istatistiksel anlamlihdin ortaya ¢ikmasi az da olsa etkisi oldugunu disundiurmektedir.

Denegin kafes icinde dikilme haricinde yaptigi her tirli yer degistirme
(gezinme) hareketleri de “ambulatuvar hareket” olarak degerlendiriimekte ve
hipoaktivite nedeniyle bu hareket ylzdesinin PH’li sicanlarin bulundugu parkinson ve
vareniklin gruplarinda azalmasi beklenmektedir (Meredith 2006). Calismamizin
sonugclari bu beklentiyle paraleldir ve parkinson ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel
anlamhlik vardir. Sadece 6.haftada bulunan vareniklin ve parkinson gruplari arasindaki
istatistiksel ~anlamlilk  vareniklinin  ge¢ c¢lkan bir etkisinin  olabilecegini

disUndirmektedir.

Dikey hareket beynin striatum bodlgesi ile iligkili olup etrafi kesfetme durtisu ile
alakalidir (Al-Khatib 1995). Bu davranigsal parametre silindir test ile gdzlenebilecegi
gibi open field aktivitemetre testi ile de otomatik olarak izlenebilir. PH’li sicanlarda dikey
hareketin azalmasi beklenmektedir (Shi 2004, Rizelio 2010). Tum gruplarda ilk 2 hafta
boyunca azalma goérulirken daha sonra kontrol grubunda haftalar arasi fark
bulunmamaktadir. Parkinson grubundaki dikey hareket sayisi son hafta 0’a kadar
diserken kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir. Vareniklinde dikey
hareket sayisi 1,6’ya dusmus ve herhangi bir anlamlilik gérilmediginden bu hareket

Uzerine etkisinin olmadigi dusundimektedir.

Yine PH’de azalan DA seviyesine bagli olarak hipoaktivitenin ortaya ¢ikmasi ve
hareketsiz kaldigi sureyle ters orantili olarak siganlarin deney suresince katettigi
toplam hareket mesafesinin azalmasi beklenir (Meredith 2006). Kontrol grubunda ilk
hafta ile son hafta mesafeleri arasindaki fark %20 iken parkinson grubunda bu fark %
73, vareniklin grubunda %61°dir. Rauch (2010) ¢alismasinda 6-OHDA ile PH modeli
olusturdugu sicanlarda control grubuna gdre hareket mesafesinin azaldigini ortaya

koymustur. Bizim ¢alismamizda da buna paralel olarak kontrol ve parkinson gruplari



o1

arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmaktadir. Ancak vareniklin grubunda parkinson
grubuna gore total hareket mesafesinin %12 daha yuksek olmasina ragmen istatistiksel
anlamhlik bulunmamistir (Welch 2013).

Genel olarak open field aktivitemetre testini degerlendirmek gerekirse
vareniklinin hareketsiz kalma (resting) siresi, stereotipik hareket ve ambulatuvar
hareket Uzerinde etkisi anlamli sekilde goérilmektedir. Bu sonucun o4B2 parsiyel
agonisti ve a7 tam agonisti olan vareniklinin nAChR’leri uyararak DA salinimini
artirmasi ve PHde DA hipoaktivitesinden dolayi ortaya cikan bazi bozukluklarin
giderilmesi sayesinde oldugu duastnilir. Ancak dikey hareket ve toplam hareket

mesafesi Uzerine vareniklinin bir etkisi bulunamamistir.

Silindir testi ya da bir baska deyisle 6n kol asimetri testi unilateral 6-OHDA
sican PH modelinin dogrulanmasi icin kullanilan bir yéntemdir (Meredith 2006).
Apomorfin ile indiklenen rotasyon testinden farki anormal davranigi gézlemleyebilmek
icin bir ilac uygulamasi gerektirmemesidir. Bunun yaninda silindir testinin apomorfin
testinden daha hassas oldugu ve DA kaybinin derecesini 6lgebildigi distuntlmektedir
(Shi 2004, Chang 2008). Seffaf silindir sicanlarda kesfetme davranisina tegvik eder ve
siganlar bu yuzden ya ayakta kalirlar ya da sik sik inip tekrar kalkarlar (Schallert 2000).
Normal siganlar silindir pleksiglas igerisine yerlestirildiginde ayaga kalkip her iki kolunu
kullanarak duvara dayanir ve sada ya da sola dogru hareketini bu iki kola neredeyse
esit sekilde dengeleyerek devam ettirir. Aksine PH’li sigcanlar lezyonlu bdlgenin
ipsilateralindeki saglam olan kollarina vicut agirliklarini verir ve duvara dayanarak
hareket edebilmek icin bu kolu kullanirlar (Chang 2008). Calismamizda sifirinci haftada
stereotaksik islemden o6nce (pretest) ve c¢alismanin son haftasinda (posttest)
kontralateral 6n kol kullanim yltzdelerine bakilmistir. Unilateral olarak sag hemisferde
SN’ye verilen 6-OHDA’nin, kontralateral olan sol kol kullanimini azaltmasi beklenir
(Schallert 2000). Bizim galismamizda da buna paralel olarak kontrol grubunda pre ve
posttest sonuglari birbirine oldukga yakinken (sirasiyla %46, %44), parkinson grubunda
pretestte %53 olan sol kol kullanim orani posttestte %36’ya dusmustur. Vareniklin
grubunda ise bu oranlar %49'dan %38’e dusmustur. Istatistiksel olarak kontrol grubu ile
parkinson grubu arasinda anlamlilik vardir (p<0.05). Bu sonuglara gére 6-OHDA'nin
unilateral verilmesiyle olusan PH modeli basariyla gergeklesmistir. Ancak vareniklinin
etkisi oldugunu gdsteren istatistiksel bir anlamlilik bulunamamistir. Daha dnce yapilan
calismalarla paralel olarak nikotin ve nikotinik agonistlerin bu tir motor fonksiyonlara
etkisi olmadidi dusunulebilir (Bordia 2008).
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Duyusal uyaranlara kargl motor yanit olusabilmesi igin dorsal striatumun saglam
dopaminerjik innervasyonunu gereklidir. Vibrissae ile gerceklesen 6énkol yerlestirme
asimetrisinin  6lcim testinde siganlarin biyiklarinin  duyusal olarak uyariimasi
sonucunda motor yanit olusur. Yani; sicanlarin kollari serbest kalacak sekilde
goOvdelerinden tutularak bir masaya yaklastirildiinda hangi taraftaki birylk masaya
degerse o kolu koymalari beklenir. Ancak unilateral olarak PH olusturulan sicanlarda
silindir test ile ayni mekanizma Uzerinden kontralateral kol kullaniminin azalmasi
beklenir (Schallert 2000). Calismamizda hem bu gérise hemde silindir teste paralel
olarak kontrol grubunda her iki kol kullanimi esitken, parkinson ve vareniklin
gruplarinda c¢alismanin son haftasi yapilan posttest sonuclarinda kontralateral kol
kullanimi  azalmistir. Ancak vareniklinin etkili olduguna dair bir anlamhlik

bulunamamistir.

Rotarod testi sicanlarda motor koordinasyon, fiziksel kondisyon, denge ve
motor planlamanin bozulup bozulmadigini test etmek icin kullanilan bir yéntemdir
(lancu 2005). Rotarod uzerinde kalma suresiyle orantili olarak DA kaybinin derecesi
yorumlanabilmektedir (Rogers 2001). Stereotaksik islemden o6nce tim hayvanlar
rotarod Uzerinde minimum 300 sn kalabiliyor iken stereotaksiden sonra 2 hafta
boyunca tim gruplarda rotarod siresi diasmuistir. Bu distsin stereotaksi isleminin
etkisiyle oldugu dasunilmekte ve 2.haftadan sonra islemin etkisi ge¢cmeye
baslamaktadir. PH’li olan parkinson ve vareniklinli gruplarda rotarod Uzerinde kalma
surelerinin azalmasi beklenmektedir (lancu 2005). Buna paralel olarak ¢alismamizda
kontrol grubu iyilesme stirecini tamamlayip yeniden 300sn ye ¢ikabilirken, parkinson ve
vareniklin gruplarinda motor fonksiyonun tam olarak iyilesmedidi gorUimektedir.
4.haftadan itibaren verilen vareniklinin motor fonksiyon Uzerinde belirgin bir etkisi
olmayip sadece 6.haftada istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0.05). Takeuchi
(2009) yaptigi calismada nikotinik reseptdr stimilasyonunun rotenon ile olusturulan PH

modelinde rotarod Uzerinde kalma surelerini uzattigini belirtmigtir.

Kafa pozisyonu testi tim gruplar i¢cin deney protokoli boyunca izlenmis olup

belirgin bir pozisyon degisikligi g6zlenememigtir.

PH'de nigrostriatal hasar ilerledikce néronal nAChR sayisinda azalma
beklenmektedir. TUm sicanlarin dekapite edilerek substantia nigra dokularinin alinmasi
ve dot blot analizi ile nAChR’lerinin yogunlugunun saptanmasi sonucunda hem a7 hem
de B2 reseptor altlinitelerinin yogunlugunda parkinson grubunda azalma goérilmustr.

a4p32 parsiyel agonisti ve a7 agonisti olan vareniklinin verildigi grupta ise her iki
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reseptdr altlnitelerinin  yodunlugunda parkinson grubuna gdére ciddi bir artis

gOzlenmistir.

IHC analiz sonuglarinda ise yine dot blot sonuglariyla paralel olarak parkinsonlu
sicanlarda nAChR ekspresyonunda ve ndéron sayisinda blylk oranda azalma
gerceklesirken, vareniklin verilen grupta bu néronlarin sayisinin kontrole oldukca yakin
oldugu hatta bazi bélgelerde ¢ok daha yogun eksprese edildigi gorilmustir. Nikotinik
bir agonist olan vareniklinin uyarici etkisi sonucunda ortaya ¢ikan molekiler analiz

sonuglari calismanin bitlnUyle paralel niteliktedir.
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6. SONUGLAR

6-OHDA ile PH modelinin olusturuldugu apomorfin ile indiklenen dénme testi
kullanilarak kanitlanmigtir. Open field aktivitemetre testinde Ol¢llen parametrelerden
hareketsizlik, stereotipik hareket ve ambulatuvar hareket lizerine vareniklin etkisi PH’li
sicanlarda anlamlilik gdstermistir, ancak dikey hareket ve toplam hareket mesafesine

herhangi bir etkisi olmadigi goérulmastur.

Silindir testi, 6nkol yerlestirme asimetrisi testi, rotarod testi ve kafa pozisyonu

testinde de vareniklinin parkinsonlu siganlarda anlamli bir etkisi gdzlenmemistir.

Davranigs  testlerinin  yanisira  dekapite edilen sigcanlarda nAChR
ekspresyonundaki degisiklikleri saptamak amaciyla beyin lizati hazirlanarak dot blot
analizi ve immunohistokimyasal (IHC) boyama yapilmigtir. Hem dot blot hemde IHC
analiz sonuglari vareniklinin nAChR ekspresyonunu artirdigi ve artan nAChR’lerin DA

sentezinin artirarak PH’de olumlu etkisi olabilecegini ortaya koymustur.
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