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1. AMAC VE KAPSAM

Parkinson Hastalig1 (PH), substantia nigrada progresif dopaminerjik néron kaybi, striatal
dopamin diizeylerinde azalma ve ekstrapiramidal motor fonksiyonlarda bozulma ile
sonuclanan kronik ndrodejeneratif bir hastaliktir (1, 2, 3). Temel klinik belirtileri; istirahat
tremoru, bradikinezi, rijidite ve postural instabilitedir. Parkinson hastaliginda gozlenen klinik
bulgular substantia nigrada yer alan noéronlarin  %40-50’sinin, striatumda yer alan
dopaminerjik néronlarin ise % 60-80’inin hasarlanmasi sonras1 ortaya ¢ikmaktadir (4, 5). PH’
nin motor bulgularin ortaya ¢ikisindan 6-8 yil once bagsladig: ileri siirlilmektedir. Bu siireg
hastaligin noérodejeneratif 6zelligine uygunluk gosterir (6, 7). PH’da protein yapilarinda
dejenerasyon proteozom sisteminde olusan bozulmalar ya da genetik nedenlere baglh
apopitotik yollarin aktivasyonu hastaligin progresyonuna katki saglamaktadir (8). Etiyolojik
faktorler iizerinde olusan spekiilasyonlar genetik nedenler kadar cevresel faktorlerin de
etiyolojide rol alabilecegi iizerinde yogunlagsmistir. Hastalia neden olan tiim faktorler
dopaminerjik hiicrelerde norodejenerasyonla sonuglanmaktadir. Olusan nérodejenerasyonu
Onleyici arastirmalar diger norodejeneratif hastaliklarda oldugu gibi Parkinson hastaliginda da
ilgi alan1 haline gelmistir. Bu ¢alismalar arasinda néroprotektif 6zellik gdsteren ajanlarin
degerlendirilmesi ilk sirada yer almaktadir. Son yillarda bu alandaki ¢alismalardan bazilar
nikotinin klinik bulgulara ve hastalifin progresine olan etkileri ilizerine olmustur (9, 10).
Ancak preklinik faza etkileri heniiz yeterince arastirilamamistir. Epidemiyolojik veriler sigara
icen insanlarda Parkinson hastalifinin daha az oranda ortaya ¢iktigini gostermistir (11, 12).
Bunun nedenini sigaranin, dolayisiyla nikotinin ndroprotektif etkilerine baglamakla birlikte
sigara igme isteginin azalmasiyla iligskilendiren yayinlar da mevcuttur.

Nikotinin parkinsonda noroprotektif etkili olduguna dair bircok yayin olmakla birlikte
sigaranin dolayisiyla nikotinin premotor donemde ndrodejenerasyon, davranis ve lokomosyon
tizerinde olusturdugu degisiklikler net olarak bilinmemektedir. Diger taraftan, son yillarda
yapilan arastirmalarda nikotinin antiinflamatuar, noroprotektif, néromodulatér etkilerinin
oldugu gosterilmistir (13, 14, 15).

Klinik ve deneysel ¢alismalar, nikotinin motor belirtileri diizeltici yonde etkilerinin
oldugunu gostermektedir. Ancak premotor belirtilerle iliskisi heniiz incelenmemistir.

Nikotinin PH’nin patofizyolojisinde rol oynayan kolinerjik ve dopaminerjik yolaklarda



modulasyon yaparak farkli yanitlar olusturmas1 PH ve nikotin etkilesimi iizerinde daha fazla
calisma yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Bu c¢alismanin amaci; Parkinson hastalarinin sigarayr birakma davranisinin
nedenlerini arastirmak ve premotor fazdaki hastalarda nikotinin davranig degisikliklerine olan
etkisini anlamaya calismaktir. Su ana kadar gelistirilen deneysel hayvan modelleri insanda
goriilen idiyopatik Parkinson hastaligini tam olarak yansitamamakla birlikte hastaligin
patogenezine ve tedavisine dair O6nemli katkilar saglamaktadirlar. Calismamizda, PH nin
preklinik fazi olarak 1994 yilinda Sauer ve Oertel tarafindan tanimlanan ve 1999 yilinda
Linder tarafindan onerilen; inkomplet progresif nigrostriatal hiicre kaybi ve parsiyel striatal
dopamin deplesyonu olusturulan hayvan modeli kullanilmistir. Bu modelde, si¢anda
parkinsonun premotor donemi olusturularak, retrograt diflizyon ile VTA’da parsiyel
dejenerasyona yol agacak sekilde, bilateral striatal 6-OHDA lezyonu yapilmistir (16).
Olusturulan bu kimyasal lezyonun oral nikotin tiiketimine olasi etkisi, lezyonlu hayvanlarda
nikotinin emosyonel ve davranigsal etkileri ve nikotinin ndrodejenerasyon iizerine etkileri
arastirilmustir.

Nikotin ile PH arasinda zit iliskinin varligi yaklasik 40 yildir bilinmektedir (17, 18). Bu
uzun zaman araliginda gergeklestirilen az sayida klinik ¢alismada; sigara i¢en kisilerde PH’
nin daha az gorildigi bildirilmistir (12, 17, 19). Nikotinin parkinson semptomlarini diizelttigi
(9, 10, 20, 21), PH’1n postmortem incelemelerinde kortikal ve subkortikal diizeyde nikotinik
reseptorlerin sayisinin azaldigi (22, 23, 24) ve reseptor alt- iinite sunulumlarinin farkli oldugu
(25, 26) gosterilmistir.

In vitro ve in vivo ¢alismalarda, striatumda kolinerjik ve dopaminerjik sistem anatomik
olarak ortiismektedir (27). Nikotinin striatal dopamin saliniminda artisa neden oldugunun
gosterilmesi, bu iki norotransmitter sistemi arasindaki fonksiyonel iliskiyi ortaya koymaktadir
(28). Bununla birlikte nikotinin, toksik bilesiklerin dejeneratif etkilerine kars1 koruyucu roli
oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (12, 29, 30, 31, 32). Hiicre kiiltiiri caligmalarinda
nikotin tedavisi ile nérotoksinlere bagli nigral dopaminerik néronlardaki dejenerasyonun (33)
ve istenmeyen eksitotoksik etkilerin azaldig1 gosterilmistir (12, 29, 30, 31, 32). Yakin tarihli
bir ¢calismada, nikotinin kolinerjik a-7 nikotinik reseptorler lizerinden mikroglial aktivasyonu
diizenledigi, anti-inflamatuar ve noroprotektif etkiye sahip oldugu belirtilmistir (34). Ayrica,
nikotinin PH nin patognomonik bulgusu olan lewy cisimciklerinin yapisinda bulunan alfa-

siniiklein fibrillerinin olusumunu baskiladig1 gosterilmistir (35).



Bugiin en etkin tedavi olarak kullanilan L-Dopa’nin, uzun siire kullanimda motor
islevlerde dalgalanmalar ve anormal istemsiz hareketler (diskinezi) gibi komplikasyonlara
neden oldugu bilinmektedir (36). Heniliz dopamin destek tedavisinin disinda, hastaligin
ilerleyisini yavaslatacak ve/veya durduracak ve komplikasyon riski diisilk bir tedavinin
bulunmayisi, bilim adamlarinin farkli tedavi arayislarina yonlendirmistir. Nikotin ve nikotinik
reseptorler, bu potansiyel hedefler arasinda yer almaktadirlar (35, 37, 38). Tiim bu yeni
bilgiler PH’nin patofizyoloji ve tedavisinde dopamin disinda diger aminlerin de rol
alabilecegi ve bu konuda daha fazla deneysel ve klinik caligmalara ihtiya¢ oldugunu

gostermektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. PARKiINSON HASTALIGI

Parkinsonizm; istirahat tremoru, bradikinezi, rijidite, postural refleks kaybi, fleksiyon
postiirii ve donmay1 (motor bloklar) igeren alt1 kardinal bulgunun kombinasyonu seklinde
ortaya ¢ikan norolojik bir sendromdur. UKBB (United Kingdom Brain Bank) kriterlerine gore
bu alt1 kardinal bulgudan en az ikisinin varlig1 (en az biri istirahat veya tremor ve bradikinezi
olmal1) Parkinson hastalig1 tanisi i¢in yeterlidir. Parkinsonizme yol agan nedenler dort biiyiik
baslikta toplanabilir: primer parkinsonizm, sekonder parkinsonizm, parkinson art1 hastaliklar
ve heredodejeneratif hastaliklar.

Primer parkinsonizm, idiyopatik Parkinson Hastalig1 olarak tanimlanmaktadir.
Hastalik, daha 6nce tanimlanmis olmasina ragmen PH’nin ilk inandirict tanimini yapan James
Parkinson’a atfedilir. "The Shaking Palsy " (1817) adli monografinda kendi hastalar1 oldugu
kadar Londra sokaklarinda gozledigi olgularin betimlemelerinde hastalifin ana 6zelliklerini
tanimlamigtir. Zamanla substantia nigranin (SN) depigmentasyonunun spesifik patolojik
bulgular1 ile eozinofilik sitoplazmik inkliizyonlar (Lewy cisimcikleri) igeren melaninli
dopaminerjik ndronlarin kaybi arasindaki iliski anlagildiginda; parkinson hastaligi veya

"

idiyopatik Parkinson Hastali§i, " paralizi ajitans " olan 0zglin terimin yerini almistir.
Dopamin eksikligi 1959’ da Hornykiewicz tarafindan tanimlanmis ve bu kesif sonugta; L-
Dopa ve dogrudan etkili dopamin agonistlerinin klinik pratikte kullanimlarinin 6niinii
acmustir. Degisken penetransla birlikte parkinsonizmin farkli genetik formlarmin kesti PH’
nin genetik ve c¢evresel etiyolojilerle birlikte bir sendrom oldugu diisiincesine yol agmigtir

(39).

2.2. EPIDEMIiYOLOJi

Toplum-tabanh serilerde PH 100.000°de 360 prevalans ve yilda 100.000°de 18 insidans

ile tiim parkinsonizmlerin % 80’ inden fazlasindan sorumludur (40). PH, prevalanst 50

yasindan sonra baslayarak tedrici olarak ve 60 yastan sonra belirgin bir artig gosteren yasla



iliskili bir hastaliktir. Hastalik 30 yas dncesi nadirdir ve ¢ogunlukla parkinsonizmin herediter
bir formunu diistind{iriir.

Epidemiyolojik ¢alismalar; ¢evresel agir metallere veya organik toksinlere maruziyetin
PH riskinde artigsla veya PH’nin daha erken baglangic yasi ile iliskili olabilecegini belirtir.
Olgu-kontrol ¢aligmalari, tarim endiistrisinde ¢alisanlarda, pestisidlere maruz kalmis olanlarda
veya ciddi kafa travmasi ge¢irmis olanlarda PH riskinin arttigini ileri stirmiistiir (40).

PH’nin ¢evresel nedenleri icin kanit baglica iki kaynaktan gelir: MPTP’ye maruz kalmis
parenteral ila¢ kullanicilarindan parkinsonizmin tesadiifi kesfi ve sporadik PH ve diger
parkinsonizmlerin belli yasam bicimleri veya mesleki maruziyetlerle olan epidemiyolojik
iliskileri. Otuz y1l kadar once az sayida madde bagimlisinin MPTP (mitokondrial protoksin)
ile kontamine meperidin analogunun parenteral uygulanmasinin ardindan agir bir L-Dopa
yanith parkinsonizm gelismesi; ¢evresel toksinlerin PH na neden olabilecegini gosterdi (41).
Insanlarda MPTP’nin neden oldugu parkinsonizmin kesfi hastaligin etiyopatogenezinin
anlasilmasinda Onemli sonuglar dogurdu. Bunlarin basinda sporadik hastalikta onemli
olabilecek cevresel toksinlerin etkileri gelmektedir. Ancak diger yandan kahve tiiketimi yada

sigara kullanimi1 gibi ¢evresel faktorlerin PH riskini azaltmasi ile ilgili veriler de mevcuttur

(42).

2.3. ETiYOLOJi

Cok sayida PH tanist almis hasta ile yapilan ¢calismada; PH nin muhtemelen genetik ve
cevresel belirleyicilerle birlikte multifaktoryel bir hastalik oldugu ileri siiriilmiistiir. Herediter
PH nadir olmasma ragmen PH’ nin ailesel olarak kiimelenmeye bir egilimi vardir. Ikiz
calismalarinda hereditenin topluma oranla kiigiik bir rol oynadig: ileri siirtilmekle birlikte
hastaligin 50 yasindan oOnce basladigi ikizlerde, herediter bilesen daha biiyiiktiir (39).
Bir¢ogu celiskili olmasina ragmen, etiyolojide yer alan diger faktorler; tahta koruyucular, agir
metaller, ¢oziiciiler, kafa travmasi, genel anestezi ve egzoz dumanidir. Insanlarda
parkinsonizme sebep oldugu bilinen 6zel toksinler, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin
(MPTP), izokinolinler, beta karboniller, n-hekzan, karbon monoksid, karbon disiilfid ve
mangandir (43). Kafein aliminin, sigara i¢iminin, aspirin ve non-steroidal antienflamatuar
ilaglarin kullaniminin PH riskini azalttig1 bildirilmistir (27, 44, 45).

PH olgularinin ¢ogu sporadik olmasina ragmen o6zellikle hastalik baslangic yasi 50

yasindan Onceyse, genetik faktorlerin PH patogenezinde rol oynadigi diisiincesi giderek
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belirgin hale gelmektedir (46). Hastalarin yaklasik % 20-25’inin en az bir birinci dereceden
Parkinson hastas1 yakini vardir ve birinci derece yakinlarin digerlerine goére PH gelistirme
olasiligr 2-3 kat daha fazladir. Calismalar PARK1 olarak adlandirilan ilk monojenik PH
formunda alfa-siniiklein geninde (SNCA) en az ii¢ farkli mutasyon belirlemistir. Daha sonra
SNCA geninin kantitatif gercek-zamanli PCR amplifikasyonu uygulamasi orijinal olarak
PARKA4 olarak adlandirilmistir (47).

Golgi kompleksi ile birlikte Parkin proteininin vezikiiler transportta da gérevli oldugu
diisiiniilmistiir. Parkin giiglii bir sekilde bircok proteine ve mikrotubiile baglanir, parkin
mutasyonu olan hastalarda bunun bozulmasi vezikiiler transportu etkiler ve nigrostriatal
dejenerasyona katkida bulunabilir (48). Normal parkin, ubikutinasyon ve ardindan belli
proteinlerin proteazomlar tarafindan degradasyonunda gorevliyken, mutasyona ugramis
parkin proteini bu aktiviteyi kaybeder ve bdylece Lewy cisimcigi olusmadan secici bir
noronal kayba neden olarak proteinlerin birikmesine yol acabilir. Tipik PH ozelliklerine ek
olarak PARK?2 hastalar1 hiperrefleksi, distoni, bacak tremoru, otonomik disfonksiyon, duyusal
aksonal periferik néropati, L-Dopa’nin neden oldugu diskineziler, psikoz ve diger davranigsal
ve psikiyatrik sorunlar gibi birgok atipik ozellikler gosterirler (49). PARK?2 gec baslangicl
hastalarda da gosterilmis olmasina ragmen 40 yasindan once baslayan PH’nin yarisi parkin

mutasyonlarina sahiptir.

2.4. KLINIiK BULGULAR

Parkinson hastaligiyla ilgili ¢ok sayida belirti ve bulgu séz konusudur ve klinisyen
hastadan uygun bilgileri almak ve cesitli norolojik bulgular1 ortaya cikaracak sekilde
norolojik muayeneyi yonlendirmekte tecriibeli hale gelmelidir (50, 51). Parkinson hastaliginin
goriiniimii giicliikle fark edilen tremordan hastaligin son evresindeki ciddi maluliyete kadar
degisebilir. PH 1n baslangic ve progresyonu tipik olarak tedricidir. En sik bagvuru nedeni,
siklikla kol saliniminda azalma ve omuz agrist ile birlikte bir eldeki istirahat tremorudur.
Bradikinezi ve rijidite ¢ogunlukla semptomatik tarafta saptanabilir ve yiiz ifadesinde azalma
gibi orta hat belirtileri ya da hafif kontralateral bradikinezi ve rijidite de bulunabilir (50). Eger
bradikinezi ilk belirti ise, 6zellikle de baslangi¢ baskin olmayan tarafta oldugunda doktora
basvuru gecikebilir (52). Bradikinezi hastalik seyri boyunca siklikla asimetrik olarak kalir.
Hastaligin ilerlemesi ile jeneralize bradikinezi, sandalyeden kalkma veya yatakta donmekte

zorluga neden olabilir. Yiirime ve denge ilerleyici bir sekilde etkilenir ve diismeler olabilir.

6



Once yiiriimeye baslamakta ve donmekte zorluklar yasanirken daha sonra yiiriiyiis siiresince
donma veya motor bloklar olarak da adlandirilan hareketlerde ani duraklamalar izlenir (52).
Bulber islevler zamanla bozularak beslenmeyi etkileyebilir. Ik etkili dopaminerjik tedavi
kullanilir hale gelmeden 6nce tanimlanan (1960) Hoehn ve Yahr Evreleme 6lcegi, hastaligin
hafif tek tarafli semptomlarindan, hareketsiz son evresine kadar olan progresyonun
basamaklarin1 gosterir. Hoehn ve Yahr evrelemesinin modifiye versiyonu giiniimiiz klinik

calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (53).

HOEHN VE YAHR EVRELEMESI

A) Orijinal Olgek

Evre Hastalik Durumu
1 Tek Tarafl1 tutulum, fonksiyonel minimal ya da yok.
2 Bilateral veya denge bozuklugu olmamadan orta hat tutulumu.
3 Bozulmus diizeltme refleksinin ilk belirtisi, hafif orta 6ztrliiliik.
4 Tam agir oziirliiliige neden olan hastalik; hasta yiiriiyebilir.
5 Yardim edilmedikge yataga ya da tekerlekli sandalyeye bagimli.

B) Modifiye Olcek
Evre Hastallkk Durumu
0.0 Hastalik belirtisi yok.
1.0 Tek tarafli hastalik.
1.5 Tek tarafli hastalik ve aksiyel tutulum.
2.0 Bilateral hastalik, denge bozuklugu olmaksizin.
25 Hafif bilateral hastalik, pull testinde diizeltme ile birlikte.
3.0 Hafif-orta bilateral hastalik; bir miktar postural instabilite.
4.0 Agir dizabilite; hala yiiriiyebilir veya yardimsiz ayakta durabilir.
5.0 Yardim edilmedikce tekerlekli sandalye veya yataga bagimlidir.



2.4.1.Premotor Faz

Parkinson hastalarinda istirahat tremoru, bradikinezi ve rijiditeden olusan kardinal motor
bulgularin disinda kinik 6zelliklerinin geriye dogru irdelenmesi sonucu yaygin kas katiligi,
uzuvlarda agr1 veya paresteziler, konstipasyon, uykusuzluk ve ses kisikligi gibi 6zgiil
olmayan belirtiler goriilebilmektedir (54). Hastalik ilerledik¢e ayrintili anamnezle ortaya
cikan daha 0zgiil sikayetler arasinda ise ince motor beceride sorunlar, koku duyusunda
azalma, istah kayb1 ve anksiyete ile beliren tremor yer alir. Aile liyeleri geriye yonelik
sorgulandiginda, hastalarda emosyonlarin disavurumunun azaldigi, ige kapanma, depresyon,
anksiyete ve sabit fikirli olus gibi kisilik degisikliklerinin gelistigi goriilmektedir (55). Biitiin
bu nonmotor bulgularin parkinson hastaligindan yillar 6nce ortaya c¢ikmasi ve yapilan
norogoriintileme ve patolojik c¢aligmalar sonucu hastaligin premotor fazmin oldugu
anlasilmistir (56, 57, 58).

Kardinal motor semptomlarin ortaya ¢ikisi ile tan1 alan hastalarin, bu dénemde substantia
nigralarinda %58-64 dopaminerjik néron hasar1 ve striatumlarinda % 60-80 dopaminerjik
noron kaybi tesbit edilmistir (4, 5). Dopaminerjik sistemin goriintiileme calismalarinda ve
SN’ da postmortem pigmente néronlarin sayilmalar1 sonucu elde edilen bilgiler aslinda klinik
tanidan 5-6 yi1l Once dopaminerjik ndéron kaybinin basladigini gostermektedir (6, 7).
Parkinson hastaligimin  premotor semptomlarin1  konstipasyon, erektil disfonksiyon,
postprandiyal ve ortostatik hipotansiyon gibi disotonomik bulgular, olfaktdr disfonksiyon,
REM uykusu davranis bozuklugu (RDB), depresyon, anksiyete gibi mood degisiklikleri,
huzursuz bacak sendromu, yorgunluk, agri, parestezi, apati gibi nonspesifik sikayetler
olusturmaktadir (59).

Nonmotor semptomlar PH’da bir major Oziirliilik nedeni olarak giderek daha fazla
taninmakta ve 6zellikle hastaligin daha ileri evrelerinde yasam kalitesinin azalmasina belirgin
olarak katkida bulunmaktadir (60). Otonomik semptomlar; azalmis gastrointenstinal gegis
zamani ve konstipasyon, sik idrara ¢ikma, zaman zaman yetisememe inkontinansi, impotans,
terleme bozuklugu ve ortostatik hipotansiyon gibi hastalarin yasam kalitesini etkileyen
bulgular1 kapsar. Kognitif ve davramigsal degisiklikler de olduk¢a siktir. Dikkat ve
konsantrasyon azalir. Yonetici islev disfonksiyonu, ¢aligma bellegi, planlama ve organizasyon
bozuklugu ile birlikte sik goriilir. Global demans goriilme sikligi hastalarin yasinin
ilerlemesine paralel olarak artan siklikta, yaklasik % 30’unda goriiliir. Erken yonetici islev
disfonksiyonu olanlar ve daha siddetli motor bulgular1 olanlar o6zellikle risk altinda

goriilmektedir (61). Anksiyete, depresyon ve diger miza¢ bozukluklar1 PH’da siktir (62)



TABLO 1: NON MOTOR SEMPTOMLAR VE BRAAK EVRELERI (63)

Non-motor semptomlar Lokalizasyon Premotor fazda BRAAK evresi ile
semptomlar karsilastirma

Olfaktor kayip: Koku Olfaktor bulbus, Hiposmi Evre 1: Olfaktor
alamama, koku ayirt ant. olfaktor bulbus, ant. olfaktor
edememe nukleus, amigdala, nukleus

peririnal korteks
Disotonomi: GIiS Amigdala, Vagusun | Konstipasyon, Evre 1: Vagusun
(konstipasyon), liriner dorsal nukleusu, genitoiiriner dorsal nukleusu,
Sorunlar, seksiiel sorunlar | Intermediolateral disfonksiyon enterik ve
(impotans), ortostatik kolumna, enterik ve abdominopelvik

hipotansiyon

abdominopelvik

otonomik pleksus

otonomik pleksus

Duygudurum bozukluklart

Lokus soreleus,

Depresyon, anksiyete

Evre 2-3: Lokus

(Depresyon, anksiyete) Raphe nukleus, seruleus, Raphe
Amigdala, nukleus
mesolimbik
mezokortikal korteks

Uyku bozukluklari: Nukleus Insomnia, REM Evre 2: Nukleus

Insomnia, REM uykusu subseruleus, uykusu bozukluklar subseruleus,

bozukluklar1 pedinkiilopontin pedinkiilopontin
nukleus, talamus, nukleus
subtalamus

Diger nonmotor Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor

semptomlar: Agri,

apati,yorgunluk, obesite,

renk ayirma kusuru,

huzursuz bacak send.

Haliisinasyon, psikoz Amigdala, limbik Bilinmiyor Evre 4-5
korteks

Kognitif disfonksiyon, Frontal ve ventral Bilinmiyor Evre 5-6

demans temporal lob,

hipokampus,
Meynert’ in basal
nukleusu, amigdala,

1. seruleus




2.4.2. Kardinal Motor Bulgular

Bradikinezi: PH’nin en 6zgiin klinik belirtisi olan bradikinezi baslangicta hareketlerin
yavaslig1 ve reaksiyon zamani uzamasi olarak ortaya ¢ikabilir (63). Tiim viicut yavashgi ve
ince motor hareketlerin bozulmasina ek olarak bradikinezinin diger belirtileri; tlikriiglin
yutulamamasina bagli salya akmasi, monoton ve hipofonik dizartri, yliz ifadesinin
kaybolmasi (hipomimi) ve yliriiylise eslik eden (asosiye hareketlerin kayb1) kol hareketlerinin
azalmasidir (63). Bradikinezinin patofizyolojisi kesin olarak anlagilamamustir, fakat hareket
komutunu hazirlayan ve gerceklestiren kortikal mekanizmalar1 giiclendiren bazal gangliyon
ciktilarinin yetersizliginden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (50).

Tremor: Tremor genellikle hastalar tarafindan tanimlanan ilk semptomdur. Eldeki
tremor ‘hap yapma tremoru’ olarak isimlendirilmistir. Yiiz bolgesindeki tremor, en sik olarak
dudaklar ve g¢enede belirir, bas tremoru seyrektir. Baz1 parkinson hastalar1 i¢ tremor adi
verilen, kendilerinin hissettigi, ancak baskalarinin géremedigi tremordan yakinirlar. PH’nin
tremor ile ortaya ¢ikmasi daha yavag seyirli hastalik progresyonu ve daha iyi prognoza isaret
eder. Progresyonun yavas oldugu, soygecmiginde tremor hikayesi olan ve levodopaya yanitin
kotii oldugu Parkinson hastalarinda goriilen tablo i¢in selim tremorlu parkinsonizm (benign
tremulous parkinsonizm) terimi kullanilir (64). Tremorun hakim oldugu c¢ogu Parkinson
hastasinda posturiin baglatilmasindan birka¢ saniye (birka¢ dakikaya yiikselebilir) gectikten
sonra tremor ortaya cikar. Hastaligin baslatilmasi Oncesinde istirahat tremoru olmamasi,
harekete baslayinca ge¢mesi, posturiin kazanilmasini takiben bir siire sonra tekrar tremorun
belirmesi nedeni ile * tekrar beliren tremor’ (reemergent tremor) terimi kullanilir (64). izole
postural tremor PH nin erken donem belirtisi olabilir ve parkinson hastalarinin akrabalarinda
beklenenden daha siktir (65).

Rijidite ve Fleksiyon Postiirii: Ektremitelere pasif fleksiyon, ekstansiyon ve rotasyon
hareketleri yaptirilarak muayene edilen rijidite, pasif hareket menzili boyunca karsilagilan
direncin artmasi seklinde ortaya ¢ikar. Muhtemelen rijiditeye bagl olan fakat siklikla artrit,
bursit ve ‘rotator cuff’ olarak yanlig tan1 alan agrili omuz PH’nin en sik goriilen baslangig
belirtilerinden biridir. Rijidite erken PH’da sik goriilen bir bulguyken fleksiyon postiirii
hastaligin ileri donemlerinde ortaya ¢ikar (66).

Postural Refleks Kaybi: Genellikle hastaligin daha ileri evrelerinde ortaya g¢ikar ve
kalca kiriklarina yol acabilen diigmelerin en sik nedenidir. Kadin cinsiyet, simetrik baslangig,

postural dengesizlik ve otonom yetersizlik PH’da diisme riskini 6ngdéren en belirleyici
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ozelliklerdir (67). Postural dengesizligin 6zellikle govdede fleksiyon postiirii (kamptokormi)
ile beraber oldugu hastalarda festinasyon goriiliir. Festinasyon, diismemek i¢in 6ne dogru yer
degistirmis olan normal agirlik merkezini kovalamak i¢in gittikge artan hizda yiirlimeyi ifade
eder. Postural reflekslerin kayb1 aksiyal rijidite ve bradikinezi ile beraber oldugunda, oturma
girisimi sandalyeye yikilma seklinde olacaktir. Hastaya ayakta iken c¢ekme testi (hastayi
omuzlarindan ¢ekmek-pull test) uygulanarak postural refleks kaybi belirlenebilir (63).
Donma: Parkinson hastaliginda en 6ziirliiliik yaratan belirtilerden biri motor bloklar
adi da verilen akinezi (hareket kaybi) durumudur (68). Siklikla yiiriircken bacaklari
etkilemesine ragmen iist ekstremiteleri ve goz kapaklarini da (gbz kapagi agma veya kapama
apraksisi) igerebilir (69). Donma ani ve gegici (birkag saniye) hareket edememe halidir. Tipik
olarak ylirlime baglatilirken donmaya, donerken veya dar gecitlerde yiiriirken (kap1 veya
asansOr gibi) yogun trafikte karsidan karsiya gecerken veya bir hedefe ulasirken (hedef
hesitasyonu) aniden ayagi hareket ettirememeye yol acar. Donmanin lokus seruleus

dejenerasyonu sonucu noradrenerjik eksiklige bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (70).

2.4.3. Eslik Eden Diger Motor Bozukluklar

Frontal lobda inhibitdér mekanizmalarin yikilmasina bagh ilkel refleksler ortaya cikar
(63). Glabellar refleks; alinda glabellar bolgeye tekrarlayan uyarilar verilmesiyle ortaya
cikarilan tekrarlayict géz kirpma hareketidir. Normal kisilerde refleks goz kirpma yorulur
veya iki ile bes vurus sonunda her vurustan sonra goz kirpma olmaz. Bulber belirtilerin
(dizatri, hipofoni, disfaji ve siyalore) orofasiyal ve laringeal bradikinezi ve rijiditeden
kaynaklandig: diisiiniilmektedir (63). Siklikla hipokinetik dizartri olarak ifade edilen PH ile
iligkili konusma ve ses bozuklugunun karakteristik ozellikleri; diisiik hacimli (hipofoni),
tekdiize (monoton) ses siddeti ve ses perdesi (aprozodi), hatali telaffuz edilen sessiz harfler,

duraksamalar ve hizli konusma egilimi (takifemi) olarak tanimlanabilir (63).

2.4.4. Otonom islev Bozuklugu

Ortostatik hipotansiyon, terleme bozuklugu, sfinkter bozuklugu ve cinsel impotans gibi
disotonomi parkinson hastalarinda siklikla gelisir (71). Parkinson hastalarinda ortostatik

hipotansiyon genellikle dopaminerjik tedaviye baglanmaktadir. Terleme bozuklugu,
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hiperhidroz ve daha az oranla hipohidroz kontrollerde %12,5 oraninda olmasina karsin
Parkinson hastalarinin %64’tinde bildirilmistir (P<0.005) (63). Salya akmasi (siyalore)
PH’nin en utandiran belirtilerinden biridir. Asir1 salya akmasinin yutma giicliigiine bagh
oldugu ileri siiriilmektedir (63). Disfaji ile gecikmis mide bosalmas ve konstipasyon PH’ nin
en sik gastrointestinal belirtilerini olustururlar (72).

Sebore, sa¢ dokiilmesi gibi dermatolojik belirtiler ve bacak 6demi gibi bulgularin bir
kism1 antiparkinsoniyen tedavi ile artsa da PH’da periferik tutulumla iliskili olabilecegi ileri
siiriilmiistiir (73). Ilk tanimlamasinda James Parkinson motor belirtilere odaklanmasina
ragmen uyku ve gastrointestinal islevlerle ilgili sorunlar gibi hareket ile iligkisi olmayan
Ozelliklere de dikkati ¢ekmistir (63). Bu motor ve dopaminerjik olmayan belirtiler daha sonra
biiylik ol¢lide g6z ardi edilmistir. Fakat son donemlerdeki ¢alismalar bu belirtilerin siklig1 ve
ozellikle hastaligin ileri donemlerinde hastanin yasam kalitesi iizerindeki ciddi etkilerine

aciklik getirmistir (60, 74).

2.4.5. Bilissel ve Norodavranigsal Bozukluklar

Parkinson hastalarinda temperopariyetal kortikal hipometabolizma s6z konusudur ve bu
gelecekteki bilissel etkilenme i¢in iyi bir gdsterge olabilir . Bilissel islev bozuklugunun bir
diger gostergesi kaudat nukleus, frontal korteks ve mezolimbik yollarda (63) azalmis F-
florodopa tutulumu olabilir. PH nin erken evrelerindeki biligsel bozuklugun frontostriatal
noral dongiilerde aktivite azalmasiyla baglantili olduguna isaret etmektedir. Parkinson
hastalarinda kontrollere gore demans gelisme riski iki kat artmistir ve demansl Parkinson
hastalariin kardeslerinde Alzheimer hastalig1 riski yiiksek bildirilmistir (75). Patolojik olarak
demans, oOzellikle singulat ve entorhinal korteks basta olmak iizere kortekste (76) Lewy
cisimciklerini de igeren patolojiyle (77) korelasyon gosterir. Anhedoni,  Parkinson
hastaliginda sik goriilen ve depresyon veya motor belitilerden bagimsiz bir baska belirtidir
(78). Baz1 arastiricilar PH ile iliskili depresyon, anksiyete, enerji azlig1 ve cinsel islev
bozuklugu gibi motor olmayan belirtileri eslik eden testesteron eksikligine (Parkinson
hastalarinin %35’inde bulunur) baglamislar ve testesteron tedavisinin bu hastalar i¢cin uygun
tedavi olabilecegini (79) ileri siirmiislerdir. Bir¢ok ¢alismada psikoz goriilmesinin siklikla
depresyon, anksiyete ve apati gibi diger psikiyatrik belirtiler ve demansla (63) iliskili oldugu
gosterilmistir. Haliisinasyonlar i¢in risk faktorleri arasinda ileri yas, hastalik siiresi,

depresyon, biligsel bozukluklar, giindiiz uykululuk, azalmis gérme keskinligi, ailede demans
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Oykisii (80) ve dopaminerjik ilaglar (81) yer almaktadir. Ana motor belirtilerin yani sira
Parkinson hastalarinin yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyebilecek PH ile ilgili
depresyon, uyku bozuklugu ve ¢abuk yorulma gibi ¢cok sayida davranissal ve bilissel belirti
vardir (82).

2.4.6. Uyku Bozukluklari

Calismalarin ¢ogu giindiiz asir1 uykululuk ve karst konulamayan uyku epizodlarini (uyku
ataklarini) anti-PH ilaglarina baglasa da bazi yazarlar bazi yazarlar uyku bozukluklarinin PH’
nin 6nemli bir parcasi olduguna ve antidepresan veya benzodiazepinlerle gece uykusunun
arttirtlmasinin  giindliz uykululuk halini azaltmayacagina inanmaktadirlar (83). Parkinson
hastaliginda dopamin kaybi genellikle putamen ve kaudat ¢ekirdekten sonra limbik yapilara
ulagmaktadir. Limbik yapilardaki dopamin kaybinin giindiiz asir1 uykululuk ve REM ile
baslayan uyku halinin ortaya ¢ikmasinda olasi etken olabilecegi diisiiniilmektedir (84).

Canli riiyalar ve kabuslar 6zellikle tedavi edilen hastalarda olduk¢a yaygindir. PH’da
uyku bozukluklart degisik derecelerde hastaligin kendi patolojik degisiklikleri, hareketsizlik
nedeni ile uyanmalar, birlikte bulunan primer uyku bozukluklar1 ve antiparkinson ilaglarin
yan etkileri ile iligkilidir. Olgularin ¢ogunda asir1 giindiiz uyku hali dopaminerjik ilaglarla
iligkilidir (85).

Uyku bozukluklar1 Parkinson hastalarinin neredeyse hepsinde bulunur ve
multifaktoryeldir. Bozulmus uyku baslangici ve devamliligi gece uykusunun pargalanmasina
neden olur. Uyku kalitesini bozan durumlar arasinda; huzursuz bacak sendromu, periyodik
bacak hareketleri ve REM uykusu davranis bozuklugu (RDB) yer alir. Yorgunluk ise PH’ nin
stk goriilen kompleks bir semptomudur. Yorgunlugun asir1 giindiiz uykululugu, depresyon,
apati ve diger durumlardan ayirt edilmesi gii¢ olabilir ve heniiz 6l¢lilmesi ve tedavisine iliskin

yararli bir literatiir birikimi yoktur (60).
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2.4.7. Duyusal Bozukluklar

Parkinson hastalar1 motor ve davranigsal belirtilere ek olarak, ¢esitli duyusal bozukluklar
ifade ederler. Parestezi, akatizi, oral ve genital agr1 (86) gibi duyusal belirtiler genellikle
parkinsoniyen belirtiler olarak goriilmez ve gereksiz yorucu tanisal igslemlere neden olurlar.

Duyusal bozukluklarin en 6nemlilerinden biri olan koku algilamasi PH’da ¢ok erken
evrelerde bozulur (87). Bir ¢caligmada idiyopatik koku algilamasi bozuklugunun (hiposmi) PH
gelismesi riskinin %10 artmasiyla iligkili oldugu gosterilmistir (88). PH’da %90 oraninda
kokuyu algilama veya ayirt etme kusuru seklinde olfaktoér disfonksiyonlar goriilebilmektedir
(87). Motor bulgular asimetrik veya unilateral olabilirken olfaktoér disfonksiyon bilateral
olarak goriilmektedir (89). Yapilan ¢alismalarin ¢ogu, hiposminin Parkinson tanisindan 2-7
yil Once basladigina isaret etmektedir (90). Bu da SN’da dopaminerjik néron kaybinin
basladig1 diisiiniilen siire ile korelasyon gostermektedir (91). Olfaktor bulbus ve anterior
olfaktor nukleusta Lewy cisimciklerinin birikmesi ilk patolojik siireci baslatabilecegi gibi
primer olfaktor korteks, frontal ve temporal piriform korteks de patolojik siirece katkida
bulunabilmektedir (92). Parkinson hastalarinda agri, eklem pozisyon duyusu bozuklugu gibi

baska duyusal bozukluklar da s6z konusudur (93).

2.5. PARKINSON HASTALIGININ TANI VE AYIRICI TANISI

Parkinsonizmin PH disindaki sekonder nedenleri arasinda, parkinsonizm-arti sendromlar
ve heredodejeneratif hastaliklar yer alir (93). Parkinson hastaligimi diger Parkinson
nedenlerinden ayirmada yardimei olan 6zellikler arasinda; tremorun olmayisi veya geri planda
olmasi, erken beliren yliriiylis bozuklugu (donma gibi), postural dengesizlik, piramidal yolak
bulgular1 ve levodopaya yanit azlig1 yer alir. Erken donem PH tanisini koyarken klinisyen

kirmiz1 bayraklar olarak bilinen ayirict 6zelliklerin (Tablo 2) farkinda olmalidir (94).
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TABLO 2: PH TANISINDA KIRMIZI BAYRAKLAR (94)

Erken ve belirgin demans

Birinci yil i¢inde baglayan diismeler

Bes yil i¢inde tekerlekli sandalyeye bagimlilik

Simetrik bulgular

Erken otonomik yetmezlik

Apraksi, kortikal duyu kaybi, yabanci el

Bulber disfonksiyon

Uyku apnesi, Inspiratuar stridor

Hizli etkili bir dopamin agonisti olan apomorfinin derialt1 enjeksiyonu levodopa yanitini
ongormekte kullanilmakta ve boylece PH ve diger parkinsoniyen hastaliklar arasinda ayirim
yapmakta yararlanilmaktadir (95). Parkinson hastalarinin apomorfinden yarar gérme olasilig
daha fazla olmasina ragmen test olduk¢a kullanigsizdir ve PH tanisinda gilivenilir degildir.
Rutin laboratuar calismalari PH tanisinda yardimci degildir ve atipik 6zellikleri olan hastalar
icin yapilmalidir. Bilgisayarli tomografi (BT) veya manyetik rezonans goriintileme (MRG)
gibi norogoriintilleme c¢aligmalart PH tanisi konulmasinda yardimci degildir ¢ilinkii genel
olarak normaldir veya rastrantisal anormallikler gdsterir. Zaman zaman norogoriintiilemedeki
anormallikler progresif supraniikleer palsi (PSP) veya multisistem atrofi (MSA) gibi alternatif
tanilarin diisiiniilmesinde yararl olabilir (93).

Radyoformasétik 6-['*F]-fluorodopa (F-dopa) SN’daki dopaminerjik hiicreler tarafindan
alimir ve 6-['*F]-fluorodopamine metabolize edilir. Bu farmasotik ajani kullanarak yapilan
pozitron emiisyon tomografisi (PET) taramalari; putamen ve kaudatta ipsilateral SN
dejenerasyonunu ve kontrlateral viicut yarisindaki semptomlarin siddeti ile orantili
dopaminerjik sinir terminallerinde azalmis F-dopa alimini gdsterir. Striatumda sinir
terminalleri tizerindeki dopamin tasiyiciyr isaretleyen radyoliganlarla yapilan tek-foton
emisyon BT (SPECT) diger bir aragtirma aracidir ve klinik uygunlugu halen arastirilmaktadir.
Rutin elekrofizyolojik testlerin PH tanisinda bir rolii yoktur. Tanimlanmis genetik nedenlerin
nadir olmalar1 ve genetik danigmanlik i¢in yorumlanmalarinin zorlugu DNA testlerinin rutin

olarak PH tanisinda kullanilmasini zorlagtirmaktadir (39). Muhtemelen ¢esitli ndrodejeneratif

15



hastaliklarda hastalarin beyinlerinde gen ekspresyon analizleri ve hastalifa 6zgiil ekspresyon
bicimlerinin taninmasi gelecekte PH’ nin diger parkinsoniyen hastaliklardan ayirt edilmesine
yardimci olacaktir.

PH’nin tipik patolojik degisikliklerini en iyi yansitan klinik tablo; istirahat tremor,
rijidite veya bradikinezi ile birlikte asimetrik hastalik ve levodopa ile belirgin iyilesmeye ek

olarak parkinsonizme neden oldugu bilinen diger tanilarin digslanmasi olarak tanimlanmistir

(96, 97).

2.6.PATOLOJI

Parkinson hastalig1r norodejeneratif hastaliklar arasinda sik goriilen klinik bir tablodur.
Substantia nigranin pars kompakta bolgesinde dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonu,
Parkinson hastaliginin motor semptomlarinin ortaya ¢ikmasindan sorumlu primer patolojidir.
Mikroskobik degisiklikler; noronal kayip, gliozis ve depigmentasyon seklindedir. Lewy
cisimcikleri kiiresel, eozinofilik, néron ¢ekirdeginde yer alan intrasitoplazmik protein
agregatlar1 olup lipid, demir, ubikuitin, parkin, alfa-siniiklein, tubulin ve hiperfosforile
norofilament proteinleri icermektedir (98).

Lewy cisimciklerinin heniiz patolojik tani kriterleri arasinda yer aldigini belirten bir
konsensus olmamasina ragmen birgok aragtirmact PH icin patolojik belirte¢ oldugu
kanaatindedir. Parkinson hastalarinin SN, Meynert’in bazal ganglionu, serebral korteks,
sempatik ganglionu, dorsal vagal nukleusu, barsaklarin myenterik pleksusu ve kardiyak
sempatik pleksusunda lewy cisimciklerine rastlanmistir (98).

Braak ve arkadaslarimin ortaya attig1 bir hipotezde; PH’daki patolojik degisiklikler
substantia nigradan ¢ok Once olfaktor bolgede ve vagusun dorsal motor c¢ekirdeginin
cevresinde baslamaktadir (91). Daha sonra lokus seruleus ve rafe c¢ekirdekleri
etkilenmektedir. Yine periferik tutuluma isaret eden myenterik pleksusda Lewy cisimleri
tesbit edilmistir (98). Braak ve arkadaslar1 PH’da gdzlenen siniiklein patolojisinin (Lewy
cisimcigi ve ndrit), alt beyin sapindan baslayip kaudo-rostral olarak ilerledigini ve beyin
sapin1 tamamen tuttuktan sonra mezensefalonda SN’ya ulastigini rapor etmislerdir (91).
PH’da klasik motor bulgulardan 6nce non-motor belirtilerin goriilmesi ‘prenigral’ tutulum
donemine isaret ederek bu teoriyi desteklemektedir (93).

Braak nosyonuna gore PH’nin en erken patolojik bulgulari enterik sinir sisteminde

olusur, medulla ve olfaktor bulbusa yayilir ve yillar sonra da SN ve korteksde patolojik
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tutulum goriiliir (91, 93). Sporadik PH, artik insan sinir sisteminin periferik, enterik, santral
sinir sistemi gibi farkli bolgesel sinir hiicrelerini de etkileme egilimi olan multisistemik bir
hastalik olarak tanimlanmaktadir (99). En son kabul edilen patolojik siniflamada; beyinde
farkli iki alanda intranéral Lewy cisimcigi ve Lewy ndritlerinin goriilmesi ve olfaktor,
otonomik, limbik ve somatomotor sisteme yaptigi tutuluma gore alti evreye ayrilmaktadir
(99). Evre 1-2°de Lewy cisimcikleri medulla oblangata/pontin tegmental alan ve anterior
olfaktor yapilarda sinirlidir. Evre 3-4’de substantia nigra, diger bazal orta beyin nukleuslar1 ve
mezokorteksde sinsi fokuslar olusmustur ve hastalik bu donemde klinik olarak tani alir. Evre

5-6’da neokorteks tutulumu gerceklesir (91).

)

Neokorteks: primer, sekonder : .
Presemptomatik Faz Semptomatik Faz

Neokorteks: iist diizey assosiasyon

‘.'-.

Mezokorteks, talamus l
Substantia nigra, amigdala . i A
Lokus seruleus, meduller raphe gekirdegi l E
L]
L
Dorsal motor vagus cekirdekgi . : -
n
"
+ 3 23 3 2

Sekil 1: Braak Evrelemesi ve tutulum bélgelerinin sematizasyonu (91).

BRAAK EVRELEMESI

Evre 1: N. Vagus dorsal motor nukleus, anterior olfaktor yapilar

Evre 2: Lokus seruleus ve beyin sap1 rostrali

Evre 3: Substansia nigra (orta beyin), amigdala, Meynert nukleusu
Evre 4:Temporal mezokorteks

Evre 5:Temporal neokorteks, premotor alan, duysal assosiasyon alanlari

Evre 6: Neokorteks: primer motor ve duyusal alan

2.6.1. Bazal Ganglionlarin Anatomisi

Hangi yapilarin bazal ganglionlara dahil edilmesi gerektigine iliskin acik bir fikir yoktur.
Talamokortikal projeksiyonda gorevli striatopallidal dongiilerde yer alan yapilar; kaudat

niikleus, putamen, Globus Pallidumun (GP) eksternal (GPe) ve internal (GPi) segmentidir.
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Ayrica Substansiya Nigra pars compakta (SNpc), substansiya nigra pars retikiilata (SNpr) ve
subtalamik nukleus (STN) bazal ganglionlar i¢inde yer alir. Kaudat ve putamen birlikte
corpus striatum olarak adlandirilir ve serebral korteks ile SN’dan gelen projeksiyonlarin ana
hedefini olustururlar. Putamen ve GP birlikte lentikiiler niikleusu olusturur. GPe ve GPi
yapisal ve islevsel olarak SNr ile homologtur. SNpr ve SNpc orta beyin boyunca red niikleus
ventralinde ve serebral pedinkiillere rostral uzanir. STN serebrum ve beyin sap1 arasindaki
sinirda lens-sekilli kiigiik bir yapidir (100). Bazal ganglionlarin, talamus ve korteksle iligkisi
sekil 2°de gosterilmistir.

Korteks

Striatum

- - V. |'I:I '
. Talamus |

LI~
Bl

h ) __1 D1 (direkt) yol
;‘ﬁ;" , ' | D2 (indirekt )yol
SNpc ) B Subtalamik }
5 J nallldus_‘ | — nukleus i - Diger baglantilar
.//;
Sekil 2: Bazal ganglia, korteks ve talamus iliskisi (101). Neuroscientist 2006

2.6.2. Bazal Ganglionlar ve Diger Yollarin Islevsel Organizasyonu

Striatuma gelen affarent projeksiyonlar serebral korteks alanlari, talamusun intralaminar
niikleuslari, mezensefalik SN ve beyin sapinda lokus seruleus ve rafe niikleuslarindan gelir.
Ayrica serebral korteksten STN’a uzanan bir projeksiyon vardir. Major afferent
projeksiyonlar; GPi ve SNr’dan talamusa ve pediinkiilopontin niikleus gibi beyin sapi
niikleuslarina uzanir. GPi ve SNr ventral anterior ve ventrolateral talamik niikleuslara projekte
olur. GPi ayrica santromedian talamik niikleuslara, SNr mediodorsal talamik niikleuslara ve
stiperior kollikuluslara projekte olur. Ventral anterior ve ventrolateral talamik niikleuslar 6nce

motor sonra premotor kortekse uzanirlar. Bu projeksiyonlar biitiiniiyle somatotropik olarak
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organize olmuslardir (100). Bazal ganglionlar yogun interniikleer baglantilara sahiptir.
Birbirinden ayr1 bes paralel kapali devre sozkonusudur. Bunlar motor, okiilomotor,
dorsolateral prefrontal, lateral orbitofrontal ve limbik dongiilerdir (100).

Motor direkt yolda serebral korteksten gelen eksitator noronlar putaminal ndronlarla
sinaps yapar, bu da sirasiyla GPi’ya ve onun homologu olan SNr’ya inhibitor projeksiyonlar
gonderirler. GPi/SNr talamusa inhibitor ¢iktilar gonderir. Direkt yoldaki aktivite talamusu
disinhibe ederek eksitator talamokortikal yolu kolaylagtirir ve hedefi olan motor
kortekslerdeki aktiviteyi artirir. Boylece direkt yol muhtemelen siire giden motor aktivitenin
devamu igin islev goren eksitator kortikal-kortikal devrenin bir par¢asmi olusturur. indirekt
yolda, serebral korteksten gelen eksitator aksonlar putaminal noronlarla sinaps yapar. Bu
noronlar GPe’ya inhibitdr projeksiyonlar génderir. Bu projeksiyonlarin net etkisi STN’un
disinhibisyonudur. STN’un GPi’ya bir eksitatdr projeksiyonu vardir. Indirekt yoldaki aktivite
boylece GPi/SNr’y1 eksite eder ve talamokortikal yol inhibe olur. Boylece indirekt yoldaki
artmis aktivitenin net etkisi kortikal inhibisyon olarak ortaya cikar (102) . Indirekt ve direkt
yol arasindaki normal fizyolojik siire¢ ve parkinsonizm tablosunda goriilen patolojik siire¢

sekil 3’de gosterilmistir.

KORTEKS KORTEKS

[ Putamen r Putamen

Rl

=

NORMAL PARKINSONIZM

7y

=—Pp: Eksitasyon (Glutamat) =P : inhibisyon (GABA)

Sekil 3: (a) Normal saghkh insanda fizyolojik siire¢ (b) parkinsonizm tablosunda izlenen olas1 patolojik siire¢ . SNpc:
Substantia nigra pars kompakta, GPe: Globus Pallidus eksterna, SNT: Subtalamik nukleus, GPi: Globus pallidus

interna, SNpr: Substantia nigra pars retikiilata, PPN: Pedunculopontin nukleus, VL: Ventrolateral talamus
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Bazal ganglionlarin bozukluklar1 genel olarak belirgin bir gii¢siizliige neden olmasa da
baskin motor disfonksiyona neden olur. Direkt primer veya sekonder duyusal girdi ve beyin
sap1 diizeyinden asag1 inen major bir yol olmamasi bazal gangliyonlarin hareketin
kontroliinden ¢ok hareketi diizenledigini diisiindiiriir. Direkt yol hareketinin baslatilmasi ve
stirdiiriilmesinde dnemlidir ve indirekt yol amag dis1 hareketin baskilanmasinda rol oynar. PH
ile iliskili nigrostriatal dejenerasyondaki gibi SNpc noronlarinin 6limii direkt yolun
aktivitesini azaltir ve indirekt yolun aktivitesini artirir. Bu degisiklikler talamokortikal
yollarin asirt inhibisyonu ile beraber subtalamik ve GPi ndronlarinin ateslenme hizinda bir
artisa neden olur ve PH’da bradikinezinin davranissal belirtilerini olusturur (102).

Bazal ganglionlarda yer alan ve eksitatér norotransmitter olarak glutamati kullanan
yapilar serebral korteks-striatum, STN-GPi ve talamo-kortikal baglantilardir. inhibitér yapilar
ise GPe-GPi, GPe-STN ve GPi-talamus arasindaki baglantilardan olusur ve bir inhibitor
ndrotransmitter olan gama-glutamikasit (GABA) kullanir. Dopamin nigrastriatal sistemde
uyarilan reseptoriin 6zelliklerine bagli olarak eksitator veya inhibitdr etkilere sahip dual etkili

bir nérotransmitterdir (103).

2.6.3. Norodejenerasyon Mekanizmasi

Parkinson hastaligindaki ndrodejenerasyon mekanizmasi heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Son yillarda yapilan klinik ¢calismalarda farkl: siirecler arasinda bir kaskadin
varligt ve genetik faktorler, serbest radikal olusumu, mitokondriyal bozukluklar,
eksitotoksisite, ndroinflamasyon, immiinregiilasyon, anormal protein birikimi ve bilinmeyen
diger faktorlerin bu siirecte rol alabilecegi gosterilmistir (104). Bazi1 deneysel parkinson
modellerinde SN’daki noronal dejenerasyondan esas olarak apopitozisin sorumlu oldugu
gosterilmistir (105) .

Apopitozis; kromatin, sitoplazma, DNA pargaciklar1 gibi hiicresel yapilarin apopitotik
cisimler i¢inde sikistirilmasi ile karakterizedir. PH’da nérodejenerasyonda 6nemli rolii olan
diger bir hiicre 6liim mekanizmasi ise otofajik vezikiil olusumu ile seyreden otofajidir (106).
TNF-0, IL-1 B ve INF-y gibi proinflamatuar sitokinlerin PH’da artis gosterdigi bilinmektedir
(107).

Norodejeneratif hareket bozukluklarinin bir¢ogu toksik etkilere sahip agregasyona
yatkin proteinlerin birikimi ile olusturulan néronal hasar 6zelligini paylasir. Bir proteinin

normal olarak islev gormesi i¢in uygun bir sekilde sentezlenmesi ve normal ii¢ boyutlu
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yapisina katlanmis olmasi gerekir. Olgunlagsmamis proteinlerin katlanmasina molekiiler
saperonlar yardim eder. Uygun bir sekilde katlanmayan, diger nedenlerle hasarli veya
kullanim Omiirleri biten proteinler ubikuitin-bagimli proteozom protein degradasyon sistemi
tarafindan parcalanirlar (108). Ubikuitin-bagimli proteozomal sistemde proteinlere

degradasyon i¢in isaretlenmek iizere 6nce bir poliubikuitin zinciri eklenir (Sekil 4).

..
Ubp A

W Peptit

Proteozom

ADP+Pl—_|

T Klin J Med Sci 2002, 22

Sekil 4: Ubikitin sisteminin enzimatik reaksiyonlar1 (Ub: Ubikitin, Ubp: Ubikitin bagimh proteaz).

Bu {i¢ asamal1 siire¢ aktivasyon, konjugasyon ve ligasyondan olusur ve bu asamalar
sirastyla E;, E; ve Es enzimleri tarafindan katalize edilir. Poliubikuitine edilmis proteinler bir
silindirik peptidaz kompleksi olan 26S proteazoma girer. Proteozom eyleminin son iiriinleri
protein fragmanlar1 ve poliubikuitindir. Poliubikuitin sonra hiicresel ubikuitin havuzuna
ubikuitin karboksi-termal hidrolaz-1 enzimi tarafindan gergeklestirilen bir islem ile parcalanir
ve geri kazandirilir (108).

Parkinson hastalig1 ile ilgili olarak ortaya c¢ikan bir diger kavram; proteolizde
bozulmaya neden olan proteozomal fonksiyon bozuklugu ve hasarlanmis veya mutant
proteinlerin varligi ile giden proteozomal bir hastalik oldugu yoniindedir. Proteinlerin birikimi
capraz baglanmalara, agregasyona ve hiicre i¢inde depolanmaya neden olur ve bu da sonucta
hiicre i¢i transportu bozarak hiicre Oliimiine neden olur. Sonugta Lewy cisimcigi hiicre
tarafindan potansiyel toksik proteinlerin vezikiiler bir sistem i¢inde toplanmasi araciliiyla
alian koruyucu bir 6nlem gibi degerlendirilebilir. Calismalarin bazilar1 PH beyinlerinden

elde edilen dokularda hiicrelerin apopitoz yoluyla 6ldiiklerini gosterirken, ayni teknikler
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kullanilarak yapilan baska c¢alismalar ise SNpc'da bulunan dopaminerjik noronlarin 6liim
seklinin apopitoz olmadigini ileri siirmekte, ancak 6liim tiiriiniin ne olduguna da bir agiklama
getirmemektedir (51).

Anormal protein agregasyonunu hiicre 6liimiine baglayan patojenik olaylar zinciri
yogun arastirma konusudur. Yasamimi siirdiiren hiicrelerde en dikkat c¢ekici degisiklik
agregatlar olmasia ragmen agregatin gergek rolii heniiz bilinmemektedir. Yanlis katlanmis
proteinler protofibrilleri olusturan en zararli agregatlari iiretir. Bazi olgularda bunlar spesifik
olarak proteinin tipi ile baglantilidir ancak diger ¢cogu olguda nonspesifik mekanizmalarla
yanlis katlanmig proteinler hastaliklara neden olur. Mutant protein vital bir islevi
gerceklestiremeyecek durumda olabilir veya dogal (wild-type) proteinin islevine engel
olabilir. Mutant protein, protofibriller veya agregatlar, diger proteinlere miidahale eder.
Transkripsiyon faktorleriyle etkilesim bu anlamda o6zellikle 6nemlidir. Mutant proteinler
kaspazlar1 aktive edebilir veya diger yollarla apopitotik zinciri aktive ederler. Intraseliiler
transporta veya diger vital igslemlere engel olurlar. Protein agregasyonunu artirarak proteozom
aktivitesini baskilarlar. Mitokondriyal islevi engelleyebilir ve hiicreleri eksitotoksisiteye karsi
hasarlanmaya daha yatkin hale getirirler. Ubikuitin-proteozom sistemine ek olarak lizozomlar
otofaji olarak nitelenen bir iglemle intraseliiler proteinlerin parcalanmasinda 6nemli rol

oynarlar (109).

2.7. TEDAVI

PH’nin tamis1 hareket bozukluklar1 merkezinde, sadece klinik kriterler temel alinarak
% 98.5 oraninda dogru ve kesin olarak konulabilmektedir. PH’nin tanis1 klinik olarak;
bradikinezi, rijidite, istirahat tremoru, asimetri, iyi ve siirekli bir levodopa yaniti ile
desteklenir. PH tedavisini tartismadan once klinik semptomlarin ve progresyonun kantitatif
olarak degerledirilmesinin klinik takibin esas bileseni oldugunu anlamak onemlidir. Birlesik
Parkinson Hastaligi Degerlendirme Olgegi (UPDRS) PH’nin baslica motor semptomlarini
6l¢en en Onemli araclardan biridir ve hastalik seyrinin takibinde de kullanilir (43).

Farmakolojik tedaviyi semptomatik ve noroprotektif olarak ikiye ayirmak miimkiindiir.
Klinik pratikte kullanilan geleneksel ilaglarin sadece semptomatik yarar saglamasi, hastaligin
progresyonunu yavaglatmamast ve yan etkilerinin fazla olmasit nedeni ile kullanimlari
sinirlidir.  PH semptomlarinin sosyal, ev ici ve mesleki alanlarda kisitlama yaratacak kadar
belirgin oldugu durumlarda kullanilmalar1 gerektigi diisiiniilmektedir. Erken tedavinin

potansiyel yararlari; semptomatik rahatlama ve hastaligin seyrini degistirmeye yonelik ndron
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koruyucu etkilerdir (93). Yillar siiren preklinik donem ve yavas progresyon hizi, hastalik
etiyopatogenezinin anlasilmasi ile birlikte ndroprotektif tedavi strajelerini ideal bir hedef

haline getirmistir (110).

2.7.1. Semptomatik Tedavi

Tan1 sirasindaki semptomlarin siddeti hastaligin siiresine ve ilerlemesine baglidir. Siklikla
yaslilar yanlis olarak PH semptomlarin1 yaslanmaya baglarlar ve daha agir semptomlar ile
basvururlar. Semptomlar1 hafif olmasina karsin sosyal ve meslek yasamlar1 anlamli derecede
olumsuz etkilenen hastalarin da tedaviye ihtiyaci olabilmektedir. Bu hastalarda temel mesele
hangi ilacin segilecegidir. Hastay1 tedaviden ne sekilde fayda saglayabilecegi konusunda
bilgilendirmek Onemlidir. Bradikinezi, rijidite, agr1 ve bazen tremor dopaminerjik ilaglara
carpict yanit verir. Ilag tedavisi, ilaglarin etkinliginin zamanla azalmasi, ilaglara bagh

komplikasyonlar ya da yan etkilerin gelismesi gibi korkular nedeniyle siklikla geciktirilir

(110).

2.7.2. Noroprotektif Tedavi

Semptomatik dopaminerjik tedavinin sinirli olmasi, PH’inda nérodejenerasyonu
yavaslatmaya yarayan yeni ilaglarin arayisina yol a¢gmustir. Hasarli ndronlarin bozulmus
islevlerinin normale geri dondiiriilmesi de dahil olmak iizere hastaligin ilerlemesini
yavaglatmak, hatta durdurmak amaclanmistir.

Noron koruyuculuk ile ilgili ilaglardan en c¢ok ilgi ¢ekenler; selejilin, rasajilin gibi
monoamin oksidaz (MAO) B tipi inhibitdrleri ve ropirinol, pramipeksol gibi dopamin
agonistleridir. Bununla birlikte koenzim Q10, biiylime faktorleri, anti-apopitotik ajanlar ve
glutamat inhibitdrlerinin noroprotektif etkileri ile ilgili birgok ¢alisma yapilmistir (93).

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda; nikotinin noroprotektif etkisi ve tedavide
kullanilabilirligi tartisilmaktadir. Nikotinin dopamin saliimini arttirip nigrostriatal hasari
azalttig1 ve hastaligin progresyonunu yavaslattig1 diislincesi yayginlasmistir. Bu siireg; direkt
etki (reseptor bagimsiz) ve reseptor bagimli noroprotektif etki seklinde gerceklesmektedir (9).
Nikotin maruziyeti, kalsiyum bagimli nikotinik reseptdrii uyararak hiicre i¢i kalsiyum
miktarini arttirir ve diger antipitotik mekanizmalar, immunmodulatuar sistemler aktive olur.
Boylece toksine bagli apopitoz inhibe edilir ve ndéronal onarim ve rejenerasyon arttirilarak

ndroproteksiyon saglanmis olur (93). Nikotinin reseptorleri bypass ederek noroprotektif etki
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gostermesi ise toksinlerin eliminasyonunu arttirmasi (111), toksinlerin monoamin oksidaz
aktivitesinde yaptig1 degisimleri baskilamast veya elektron trasport zincirinde kompleks 1’1

inhibe etmesi (112) sonucu olustugu kabul edilmektedir.

2.8. PARKINSON HASTALIGINDA AMINLERIN YERI
2.8.1. Dopamin

Dopamin, dopaminerjik ve noradrenerjik sinir ug¢larinda tirozinden sentez edilir (103).
Sentez iglemi tirozinin kandan aktif transport ile néron igine alinmasiyla baglar (Sekil 5).
Tirozin noron iginde ilk olarak tirozin hidroksilaz enzimi ile etkilesir ve DOPA ortaya ¢ikar.
Ikinci adim DOPA'nin DOPA dekarboksilaz enzimi ile etkilesmesi sonucunda dopamin
olugmasidir. Dopamin daha sonra dopamin hidroksilaz ihtiva eden néronlarda bu enzim ile
etkilesir ve noradrenalin sentez edilmis olur. Dopaminerjik uglarda dopamin beta-hidroksilaz
enzimi bulunmaz ve sentez zinciri dopaminde sonlanir. Tirozin hidroksilaz enzimi dopamin

sentezinde hiz kisitlayici enzim olarak rol oynamaktadir (103).
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Sekil 5: Dopaminin (a) trozinden sentezlenmesi , (b) sinaptik salinimi, vezikiilde depolanmasi ve yikilimi (113) .

Sinaps araliginda aktif taginma ile protein tasiyicilar tarafindan ndéron ucuna geri
alimamayan dopamin, presinaptik ucta monoamin oksidaz (MAO) enzimi, hiicre diginda
sinaps aralifinda bulunan katekol-o-metil transferaz (COMT) enzimi tarafindan yikilarak
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homovanilik asite (HVA) doniistiiriiliir. Dopaminerjik sistem orta beyin ve diensefalonda
bulunan ndron gruplarindan kdken almaktadir (113). SN’dan gelen néronlar nigrostriatal yolla
striatuma ulagirlar. Bu yol birincil olarak motor davranigin diizenlenmesinde rol almaktadir.
Ventral tegmental alandan gelen noéronlar limbik (mezolimbik yolak) ve kortikal
(mezokortikal yolak) bolgelere projekte olurlar. Bu yollar ise baslica bilissellik ve motivasyon
ve Odiillenmenin diizenlenmesiyle iliskilidir. Arkuat dopamin néronlar1 hipofize uzanarak
tiilberoinfundibuler yolu olusturmaktadir. Bu yolak bazi hipofiz hormonlarinin salinmasni
kontrol etmektedir. Dordiincli yolak ise hipotalamustan baslayip hipotalamusun ¢esitli
bolgelerinde sonlanan dopaminerjik ndronlardan olusmaktadir (103).

Bugiine kadar 5 adet dopamin reseptorii belirlenmistir (Sekil 6). Dopamin reseptdrleri
yapisal olarak birbirlerine benzerlerse de biyokimyasal ve farmakolojik olarak iki ana grup
icinde incelenmektedirler. Birinci gruptaki dopamin reseptorleri D1 ve D5, ikinci gruptaki
dopamin reseptorleri ise D2, D3 ve D4 reseptor alt tiplerini icermektedir. D1 reseptdrleri
kortikal bolgelerde daha fazla bulunmaktadirlar. D2 reseptorleri striatumda, D3 ve D4
reseptorleri de limbik bolgede daha yiiksek oranda bulunmaktadir. D1 ve D5 reseptorleri
adenilsiklazi aktive ederlerken D2, D3 ve D4 reseptorleri bulunduklari beyin bolgelerine gore
adenilsiklaz1 baskilamakta ya da 6zgiil bir potasyum (K) kanalin1 aktiflestirmektedirler. D1,
D4 ve D5 reseptorleri postsinaptik yerlesim gosterirlerken D2 ve D3 reseptorleri ise hem

presinaptik hem de postsinaptik yerlesim gdstermektedirler (114).

I| DA otoresentorii

kokain

= G

D05 4

Sekil 6: Dopaminerjik reseptorler (Nature Reviews Drug Discovery 2002).
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D1 reseptorler: En yogun sekilde caudat nukleus ile putamende, nigrostriatal yolakla ilgili
sinapslarda ve ayrica nukleus accumbens ve olfaktor tiiberkiilde bulunu (115).

D2 reseptorler: Dopaminerjik agonistlerin ve antogonistlerin ekstrapiramidal sistemle ilgili
motor etkilerine ve hipofizer endokrin etkilerine, ayrica kismen emosyonel ve kognitif
etkilerine aracilik eden reseptorlerdir. Striatumda ve 6n hipofizde bulunan fonksiyonel olarak
Oonemli ana dopaminerjik reseptorlerdir (115).

D3 reseptorleri: D2 reseptorlere yapica yakindan homoloji gosterirler. D2 reseptorlere
benzer ve onlar gibi adenilat siklazi inhibe ederler. Beyinde dagilimlari n. accumbens,
olfaktor tiiberkiil ve striatumun ventral kismi1 gibi limbik yapilara kisithidir. Bu reseptorlerin
emosyonel kognitif progeslerin dopaminerjik kontroliine aracilik eden ana reseptorler
olduklarina inanilmaktadir (115).

D4 reseptorleri: D3 reseptorleri gibi, D2 reseptorlere yapica yakin bir homoloji gosterirler.
Beyindeki dagilimlart ¢ok kisithidir. Esas olarak az sayidaki limbik yapilarda bulunurlar.
Striatum, ndéronlarinda pek bulunmazlar. Bu durumun, klozapinin tipik noroleptiklerden farkli
olarak daha az ekstrapiramidal yan etki yapmasinin nedeni olduguna inanilmaktadir (115).

D5 reseptorleri: D1 reseptorleri gibi adenilat siklazi aktive eden, molekiiler yapist ve
farmakolojik etkenlere kars1 davranisi D1 reseptorlerinkine yakindan benzeyen reseptorlerdir.
Striatumda pek bulunmazlar, hipokampus ve diger bazi limbik sistem alanlarinda hipotalamus

ve talamus noéronlarinda yogun olarak bulunurlar. Fonksiyonel rolii heniiz aydinlatilamamistir

(115).

2.8.1.1. Dopaminerjik yolaklar

Histokimyasal incelemeler SSS’de dopaminerjik ndronlarin noradrenerjik olanlara oranla
¢ok daha fazla bulunduklarin1 gostermistir. Beyindeki dopaminerjik néronlarin baslica bes
yolak olusturduklari siganlarda gosterilmistir (116).

Nigrostriatal yolak: SN’nin zona compacta bdlgesindeki ndronlarin aksonlarindan olusan
bu yolak diensefalonda medyal 6n beyin demeti i¢ine girer ve corpus striatum (n.caudatus ve
putamen) ile globus pallidumdan olusan bazal ganglionlar i¢inde sonlanir. Dopaminerjik
yolaklarin en biiytigiidiir. C.Striatum’daki uglar1 beyindeki total dopaminin yaklasik %75¢ini
icerir. Bu yolagin néronlarinin ve striatumdaki u¢larinin dejenerasyonu Parkinson hastaliginin
olugsmasinda rol oynar. SN'daki dopaminerjik néronlarin dendritlerinin ucundan da dopamin

saliverilir ve bu madde dendritler ve ndron somalari iizerindeki oto reseptorleri aktive ederek
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dopamin saliverilmesini frenler; ayrica c¢evredeki non-dopaminerjik noronlarda ve sinir
uclarinda da inhibisyon yapar (116).

Mezolimbik ve mezokortikal yolak: Mezensefalonun ventromedial tegmentumunda
(VTA) s. nigra yakinindaki néron toplulugunun (siganda A10 alani, insanda n. paranigralis)
aksonlarindan olusur. Kismen limbik sistemde (6zellikle n.akumbens, amigdala, stria
teminalis ve bulbus olfaktoriusda) ve kismen de beyin korteksinde (mezial frontal korteks,
gyrus singularisin 6n kismi ve entorinal korekste) sonlanir. Mezolimbik yolagin lokomotor
etkinligin baglatilmasinda ve siirdiiriilmesinde, uyan¢ olusmasinda ve bazi kognitif
fonksiyonlarda nigrostriatal yolagin ise lokomosyonun esgiidiimiinde, optimizasyonunda ve
postiiriin diizenlenmesinde rol oynadigi sanilmaktadir (116).

Tuberoinfundibuler yolak: Hipotalamusta, arkuat nukleusun 6n kismindan baglar ve
hipotalamusun daha kaudal kisminda bulunan eminentia mediada sonlanir. Bu yolaktaki
dopaminerjik aksonlarin ucundan salgilanan dopamin, portal sistemle on hipofize gider.
Norohormon goérevi yapar. Noroendokrin diizenlemede rol oynar (116).

Hipotalamospinal ve nigrospinal yolaklar: Omurilikte sonlanan inici yolaklardir.
Dopaminin omurilikte en fazla lateral boynuzlarda olmasi ve bu yerin pregangliyonik
sempatik ndronlardan olusmasi gibi veriler, hipotalamospinal yolagin otonomik sinir

sisteminin diizenlenmesine katkida bulunabilecegini diisiindiiriir (116).

2.8.1.2. Dopaminin Fizyolojik Rolii

Dopaminerjik ndronlarin  affekt ile ilgili olaylarda, lokomotor fonksiyonun
baslatilmasinda, esgiidiimiinde ve optimizasyonunda ve 6n hipofiz salgilama fonsiyonunun
diizenlenmesinde 6nemli katkilarinin bulundugunu gdsteren kanitlar elde edilmistir (114).

Somatomotor fonksiyonlarmin ve ¢izgili kas tonusunun normal diizeyde siirdiiriilmesi
icin bazal ganglionlarda dopaminerjik/kolinerjik dengenin belirli bir diizeyde tutulmasi
gereklidir. Nigrostriatal yolak, eksitator nitelikteki kortikostriatal glutamerjik akson uglarini
inhibe eder. Birbiri ile etkilesen bu sistemlerin ortak ¢abasiyla olusan motor koordinasyonda
ve sensorimotor integrasyonda dopaminerjik sistemin katkis1 ¢ok biiyiiktiir (103).

Mezokortikolimbik dopaminerjik yolak ve onun innerve ettigi n. accumbens gibi limbik
yapilarin hepsinin (sekil 7) bagimlilik yapan (kokain, amfetamin) ilaclarin ve ayrica nikotin,
alkol ve hipnosedatif ilaglarin keyif verici etkisi ile ilgili ndronal devrelerin ortak bdliimiinii

teskil ettigine inanilmaktadir (114).
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Sekil 7: Nigrostriatal ve mezokortikolimbik dopaminerjik sistemde 6diil ve lokomotor aktivite.
(dyn: dinophin, [, (1: opioid reseptorler)

2.8.1.3. Dopamin ve Asetilkolin iliskisi

SSS’de asetilkolin yaygin olarak bulunan bir norotransmitterdir. Asetilkolin,
asetilkoenzim A ve kolin molekiiliiniin kolinasetiltransferaz ile sentezinden olusur. Beyinde
en fazla bulundugu yer; Meynert’in bazal niikleusudur. Asetilkolin (ACh), kii¢iik molekiillii
eksitator bir norotransmitter olup, cok farkli fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir. Asetilkolini
bir norotransmitter olarak kullanan noronlara kolinerjik hiicreler adi verilir. Santral sinir
sistemi i¢inde kolinerjik hiicrelerin en sik bulunduklari beyin bdlgeleri, bazal 6n beyin, striatal
kompleks, diensefalon, pontomezensefalik alan ve medulladir. Bu farkli beyin alanlar1 ayni
zamanda ACh i¢in farkli fonksiyonlarin varligimi saglar. Agri, néroendokrin fonksiyonlar,
REM uyku dongiisiiniin diizenlenmesi, 6grenme ve bellek islemleri bu fonksiyonlardan
bazilanidir. Asetilkolinin hedef dokudaki baglanma bdlgeleri muskarinik ve nikotinik
reseptorler olarak ayrilabilir (117).

Cizgili kaslarin normal tonus ve kasilmalarinda kontrol gérevi bulunan corpus striatumda
asetilkolin ve dopamin beynin diger pek ¢ok yerlerine gore fazla bulunur. Bu iki endojen
madde bu bdlgedeki sinapslarda impuls agiriminda néromodiilatér rolii oynarlar. Bunlarin
striatumdaki néronlar lizerinde zit yonde etkileri vardir. Nigrostriatal dopaminerjik noronlar

intrastriatal kolinerjik noronlart inhibitér baski altinda tutarlar. Parkinson hastalarinin
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striatumunda kolinerjik ve dopaminerjik sistemlerin etkinligi arasindaki denge kolinerjik
etkinligin lehine olarak bozulmustur. Bundan dolay1 Parkinson hastalifinin tedavisinde esas
itibariyle, ya dopaminerjik etkinligi artiran ilaglar veya SSS’ne girebilen ve striatumda
kolinerjik etkinligi azaltan anti kolinerjik ilaglar ya da bunlarin kombinasyonu kullanilir
(103).

Bu klasik bilgileri son elli yilda yapilan calismalar daha ileri noktaya tagimistir.
Anatomik ¢aligmalar striatumda dopaminerjik ve kolinerjik sistemler arasinda kapali bir devre
oldugunu agikca gostermektedir ve striatal noronlarin yaklasik %2’sini  kolinerjik
internoronlar olusturmaktadir (28). Striatal kolinerjik néronlar asetilkolin sekresyonu yapar ve
striatumdaki asetilkolin reseptorleri ile iligki kurarlar (118).

Striatumda iki ana asetilkolin reseptor grubundan muskarinik reseptorler; asetilkolin ve
muskarin tarafindan uyarilirken, nikotinik reseptorler; asetilkolin ve nikotin tarafindan
uyarilirlar  (119). Muskarinik reseptorler striatal GABAerjik noronlar ve kolinerjik
internéronlarda G-protein bagl olarak bulunurlar. Bu reseptorlerin sitiimulasyonu ile motor
fonksiyonlar module edilir. Aslinda L-dopadan 6nce PH’nin semptomatik tedavisinde
muskarinik reseptor blokorleri kullanilmistir (120). Nikotinik reseptorler striatumda
GABAerjik ve kolinerjik ndronlarda bulunur ve nigrostriatal dopaminerjik terminallerin
presinaptik uglarinda ve kortikal glutamaterjik afferentlerde lokalizedir (118).

Son caligmalarda deneysel modellerde presinaptik nikotinik reseptorlerin dopamin
salimmmint regiile ettigi gosterilmistir (121). Bu c¢alismalar seliller zeminde striatal
dopaminerjik ve nikotinik sistemler arasindaki iligkiye isaret etmektedir. Rodent modellerde
dopamin reseptdr antagonistleri verilerek nikotinin lokomotor aktiviteye etkisinin degistigi
gosterilmistir (122). Nikotin ve nikotin agonistlerinin hayvanlarda nigrostriatal hasar sonucu
olusturulan motor fonksiyonlara etkili olmasi, Parkinson hastaliginin tedavisinde nikotinin

faydali olabilecegi fikrini olusturmustur (123).
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2.8.2. Nikotin

Tiitiin bitkisinin yapraklarindan elde edilen bir alkaloiddir. Ilk zamanlar Amerika
kitasinda yetistirilen bu bitki 16. yy da Avrupa’ya getirilmis ve oradan diger iilkelere
yayilmustir. Kurutulmus tiitiin yapraginda 9%0.5-8 oraninda bulunur ve toplam alkaloidin %95’
ini olusturur. Diger alkaloidler, nornikotin, anabazin, kotinin, nikotin N-oksid ve digerleridir

(124).

Kimyasal yapist bakimindan, bir piridin
halkast ile N-metil pirolidin halkasinin
H,C™ N : : kombinasyonundan ibaret bir tersiyer amindir
(Sekil 8). Suda fazla ¢oziiniir. Ancak beyne
= oldukca hizli gecebilecek kadar lipofiliktir
NS | (124).

Sekil 8: Nikotin molekiilii (C10H14 N2)

2.8.2.1. Farmakokinetik Ozellikler

Nikotin ufak molekiillii ve lipofilik bir madde olmasi nedeniyle cilt ve mukozalardan
kolayca ve hizli absorbe edilir. Bronsioller ve 6zellikle alveollerin teskil ettigi toplam yiizeyin
biiytlikliigii ve orada fizyolojik pH’daki sivida ¢dziinmesi nedeniyle, nikotin akcigerlerden,
dumanin pH’s1 ne olursa olsun kolayca ve hizli bir sekilde absorbe edilir. Viicuda giren
miktarin %10-20’si idrardan degismeden atilir. Insanlara 20 ug/kg i.v. nikotin enjekte ederek
yapilan farmakokinetik incelemeler, bu maddenin plazma diizeyinin 6nce hizli bir sekilde
diistiigiinii ve daha sonra yavas bir sekilde azaldigin1 gostermistir. Devamli sigara igenlerde
karaciger mikrozomal enzimleri indiiklenir. Kisinin nikotine maruz kalma derecesi genellikle

plazma kotinin diizeyi 6l¢iilerek degerlendirilir (119).
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2.8.2.2. Etki Mekanizmasi

Nikotin, hedef hiicrelerdeki 6zgiil etkilerini, nikotinik tipteki asetilkolin reseptorlerini
aktive etmek suretiyle yapmaktadir. Noronal nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChRs),
pentamerik yapida ligand bagimli o veya a ve B subiinitlerinden olusan iyon kanallaridir.
Memelilerin beyninde a alt birimlerinin en az dokuz (02-010) ve B alt-birimlerinin en az ii¢

(B2-p4) izoformu vardir (125).

(a)Dopaminerjik nigrostriatal (b) a3 ve 6 nACh (¢) a 4 nACh reseptor
yolak reseptor

) wh mRMA (e} o4 mRNA
F (:‘ .
._:‘%."
A £
¢ Amal i . ~ {“

Sekil 9: nACh-R ‘nin bazal ganglialarda farkh subtiplerinin ¢ok cesitli yerlesim alanlari.
Cd: kaudat nukleus, Cx: korteks, Put: putamen, OT: Optik traktus, SN: substantia nigra (9).

Beyinde a ve P alt birimlerinin izoformlarimin c¢esitliligi nedeniyle reseptorler ileri
derecede heterojendirler ve cok sayida reseptor alt tipi vardir. Bunlarin dagilimi ilaglara
duyarliligt ve fonksiyonel rolleri de farklidir. Bu nedenle nikotin MSS'nin ¢esitli
fonksiyonlarmi etkiler ve olduk¢a degisik etkiler yapar (Sekil 9). Farelerde B2 subiinitin
hasarlandirilmasi sonucu nikotinin davranigsal etkileri ortadan kalkmistir ve ventral tegmental
alanda nikotinin yaptig1 etkilerin yeniden sorgulanmasi giindeme gelmistir (126).

Nikotin kronik uygulamas1 paradoksik olarak, beyinde yiiksek afiniteli nikotin
reseptorlerinin sayisini arttirir. Bu durum, agonistlere uzun siireli maruz kalma sonucu, diger

tiir reseptorlerde, reseptdr sayisinda azalma oldugu seklindeki genel goézlemlere uymaz.
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Nikotinik reseptor sayisinin artmasi, yeni reseptor sentezinin artmasina degil, diisiik afiniteli
nikotinik reseptorlerin yiiksek afiniteli sekle doniismesini posttranslasyonel etki ile
attirmasina baglidir. Nikotin sinir uglarini kendi reseptorlerini aktive ederek depolarize etmek
suretiyle bu uglarda voltaja bagimli kalsiyum kanallarin1 acar ve bdylece néromediyator
saliverilmesini arttirir. Bu durumda nikotinin néronal etkilerinin fazla ¢esitli olmasina katkida
bulunur (124). Nikotin, reseptdriine baglaninca reseptdr molekiiliinde allosterik degisiklikler
meydana gelir ve reseptor, farkli fonksiyonel veya konformasyonel durumlara girer. Bunlar,
aktive durum, ti¢ farkli desensitize durum ve istirahat durumudur (124).

Nikotin, santral sinir sisteminde doz bagimli olarak ve kisinin duyarligina gore degisen
cesitli etkiler gosterir. Baglanma yerleri MSS’de en yiiksek sayida korteks, talamus,
interpedinkiiler nukleusa ve fazla sayida olmak iizere amigdala, septum, beyin sapinin motor
nukleuslar1 ve lokus seruleusta bulunur (119). Sigara igenlerde olusan plazma diizeylerine
uyan diisiik dozlarda psikomotor stimiilan etki yapar. Buna bagli olarak vijilansta artma
olusturur ve psikomotor refleksleri hizlandirir. Deney hayvanlarinda lokomotor hareketleri
stimiile eder. Nikotin, bellekle ilgili olaylar: fasilite eder. Istah ve irritabilitede azalma yapar
ve tremor olusturabilir. Deney hayvanlarinda davranigsal uyang yapar. Elektroensefelografide
buna uyan bir hizlanma, yani desenkronizasyon olur. REM uykusunu artirir. Beyinde
nikotinik kolinerjik sistem agr1 yolaklariin modiilasyonunda ve 1sinin kontroliinde de rol
oynar. Cizgili kaslarda santral kaynakli hafif gevseme yapar. Nikotin yiiksek dozda
konviilsiyon olusturur (124). Kronik sigara igicileri, sigara igmenin keyiflerini arttirdigini ve
ofke, gerginlik, depresyon ve streslerini azalttigini belirtirler. Bu durum, tiryakilerde sigara ile
onun yoksunluguna ait sikintilarin giderilmesine veya sigara igmenin direkt psisik etkilerine
bagli olabilir. Tiryakinin duman inhalasyon kalibin1 sigaranin nikotin igerigine gore
degistirmeleri ve diger baz1 tlir gozlemler, sigara igmenin keyif verici etkilerinin 6nemli
olgiide nikotine bagl oldugunu gosterir (119). Ozel kosullar altinda yapilan uzun siireli
deneylerde deney hayvanlarinin, ¢ogu zaman nikotin solusyonunu intavendz yolla kendi
kendilerine yineleyerek verdikleri bulunmustur. Devamli sigara igenlerde oldugu gibi nikotine
yinelenerek sik bir sekilde maruz kalanlarda santral ve periferik sinirsel etkilerine karsi
farmakolojik tolerans gelisebilir (119).

Epidemiyolojik incelemelerin sigara igenlerde Parkinson hastaligi insidansinin
icmeyenlere gore yaklasik %50 diisiik oldugunu gostermeleri (127) ve nikotinin beyinde
dopaminerjik u¢lardan dopamin saliverilmesini arttirdiginin (128) bulunmasi bu maddenin

Parkinson hastalarinda denenmesine yol agmustir.
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2.8.2.3. Parkinson Hastaliginda Nikotinin Yeri

Hayvan caligmalari, sigara kullanimimin beyindeki dopamin saliniminda akut, kronik ve
pulsatil maruziyet sonrasi farkli etkiler ortaya ¢ikardigimi gostermektedir (129). Nikotinik
kolinerjik reseptorlerin uyarmmiyla, beyinde dopamin gibi bazi1 norotransmitterlerin
salinmminin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (128). Dopamin ise haz alma, nikotini yeniden
kullanma istegi ve diger ilaglarin da kotiiye kullanimina sebep olabilmektedir (130).

Deneysel olarak dopaminerjik noronlarda lezyon olusturulan ratlarda nikotini kendi istegi
ile tilketme davranmisi azalmistir. Nikotin mesolimbik alan, corpus striatum ve frontal
korteksde dopamin salinimina neden olmaktadir (131). VTA ve N. Akumbensteki
dopaminerjik noronlar ilaca baglh haz alma ve 6diil reaksiyonunda kritik rol oynamaktadir

(119). Nikotinin mezolimbik sistemde dopamin ile olan iligkisi sekil 10’da gosterilmistir.

N.akumbens

Ventral
tegmental
alan

Dopnamin

Nikotin

Benowitz , N Engl 2010

Sekil 10: Mezolimbik alanda nikotin-dopamin iliskisi (119).

Bununla beraber epidemiyolojik ¢aligmalara bakildiginda sigara icenlerde PH’a daha az
rastlandig1 tespit edilmistir (9). Nikotinin postensefalitik parkinsonizm, erken yasta baslayan

Parkinson (17, 18) ve distonide (132) semptomatik yarar sagladigi ileri siiriilmektedir.
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Aslinda PH ve cevresel etkenlere bakildiginda bu sonu¢ daha da giiclenmektedir. Sigara
binlerce kimyasal madde icerdigi halde nikotin iki nedenden dolay1 bu siirecten sorumlu
tutulmaktadir. Birincisi, nikotin PH’da hasarlanan striatal dopaminejik ndronlar1 uyarmakta
ikincisi ise noronal hasarlanmaya kars1 koruyucu etki olusturmaktadir. Bu etki yillik tiiketilen
sigara miktar1 ve dozuna bagl olarak degismektedir (15, 21).

Dikkat, hafiza ve yiiriitme islevlerinin hizinda da nikotinin pozitif etkisi mevcuttur (133,
134). Dogu ve arkadaslar1 parkin delesyonu olan parkinsonizmli bir hastada bir filtreli sigara
icimi sonrasi semptomlarda dramatik gerileme kaydetmislerdir (135). Ilging olarak bir
calismada yiiksek doz nikotin ile dramatik iyilesme yaniti elde edilmistir (136). Hanagasi,
jivenil baglangicli Parkinson hastasinda tek bir sigara i¢imi sonrasi psikotik bulgular ve
bradikinezide anlamli diizelme gdstermistir (9, 10, 137).

Prospektif calismalarda bu ters iligskinin sadece mortalite ile ilgili oldugu savunulmakta;
hastalarin sigaraya bagli hastaliklar nedeni ile erken yaslarda 6lmelerinin PH gelismesine
olanak saglamadigi ileri siiriilmektedir (15). Sadece bir yayinda insidansdaki bu diisiikliigiin
yasin ilerlemesine bagli olmadig1 ve sigara igmenin PH’nin baglamasini geciktirdigi ileri
stiriilmektedir (138). Son yillardaki ¢alismalar ise PH riskinin sigara i¢imi ile azaldigini
gostermekte ve yazarlar ‘‘sigara igmek koruyucudur’’ goriisiinde birlesmektedirler (139).

Motor bulgular1 insandakine ¢ok benzeyen maymun parkinson modelinde L-dopaya
beklendigi gibi ¢ok iyi yanit alinirken L-dopa almayan maymunlarda nikotinin iyilestirici bir
fonksiyonu olmamustir. Fakat ayn1 ¢aligmada nikotinin L-dopanin neden oldugu diskinezik
hareketleri %50 oraninda azalttig1 gosterilmistir (140).

Bununla birlikte, klinik takiplerde azimsanmayacak kadar c¢ok sayida Parkinson
hastasinin yillar once sigara kullanmay1 biraktigi goriilmektedir. Son yillarda tanimlanan
‘premotor’ ve ya ‘preklinik’ donem ile es zamanli olabilecek sigaray1 birakma davranisi biraz
daha ayrintili sorgulandiginda hastalarin bu davranisi tam olarak aciklayamadigi ortaya
ctkmaktadir. Sigara bagimlilig1 sonrasi nedensiz sigaray1 birakma davraniginin premotor fazda
goriilen ige kapanma, kisilik degisikligi, ajitasyon gibi davranigsal degisikliklerle olan iliskisi
net olarak bilinmemektedir. Noroanatomik olarak bagimliliktan sorumlu tutulan mezolimbik
ve mezokortikal dopaminerjik sistemlerin PH’da presemptomatik donemde ne kadar

etkilendigi halen arastirma konusudur.
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2.8.2.4. Nikotinin Noroprotektif Etki Mekanizmasi

Nikotinin dopamin salimimini arttirip nigrostriatal hasar1 azalttigi ve hastaligin
progresyonunu yavaslattigi diisiincesi yayginlasmistir. Bu siireg; direk etki (reseptor bagimsiz)
ve reseptor bagimli noroprotektif etki seklinde gerceklesmektedir (12). Pestisidler ve
toksinlere maruziyet nigrostriatal hasara yol agmaktadir. Nikotinin direkt etkisi sonucu
dopamin salimimi artar bdylece dopamin sinir terminallerine giriste toksin ile yarisip
nigrostriatal hasar1 azaltir (111). Reseptor aracili ndroprotektif etkisini ise Ozellikle a4
nAChRs iizerinden yaptigi diisliniilmektedir (141). Nikotin maruziyeti, kalsiyum bagiml
nikotinik reseptorii uyararak hiicre i¢i kalsiyum miktarmi arttirir ve diger antipitotik
mekanizmalar, immunmodulatuar sistemler aktive olur. Bdylece toksine bagli apopitoz inhibe
edilir ve ndronal onarim ve rejenerasyon arttirilarak néroproteksiyon saglanmis olur (21).
Nikotinin reseptorleri bypass ederek noroprotektif etki gostermesi ise toksinlerin
eliminasyonunu arttirmast (111), toksinlerin monoamin oksidaz aktivitesinde yaptigi
degisimleri baskilamasi veya elektron trasport zincirinde kompleks I’1 inhibe etmesi sonucu
olustugu kabul edilmektedir (21, 112).

Nikotin, striatal ve mezolimbik dopaminerjik sistemi aktive etmekte ve MPTP ile
nigrostriatal dejenerasyon yapilan hayvanlarda korteks, striatum ve mezensefalik ndronlarda
glutamatin neden oldugu norotoksisiteye karsi koruyucu rol oynamaktadir (12, 140, 141).
Ayrica nigrostriatal dopaminerjik terminallerden dopamin salinimint module eder (13, 118).
Farelerde yapilan bir ¢alismada nigrostriatal hasar ile olusturulan dopamin salinimindaki
diistise paralel olarak nACh reseptorleri de azalmigtir (142).

Tim bu c¢alismalar PH’da noéroprotektif tedavi arayislarina 1sik tutmakla birlikte
nikotinin PH tedavisindeki rolii net olarak aydinlatilamamistir. Halen yapilan calismalarin
cogunda pozitif etkilerden bahsedilse de ¢eliskili sonuglar mevcuttur (10, 143, 144, 145, 146).
Nikotinin Parkinson hastalarindaki etkilerini incelemek amaciyla ileri ¢alismalar yapilmasi

gerekmektedir.
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2.9. PARKINSON HASTALIGI DENEYSEL HAYVAN MODELLERI

Parkinson hastaliginin patogenezinin anlasilmasi ve tedavisinin gelistirilmesi amaciyla
kullanilan modeller PH klinigini tam anlamiyla yansitmamaktir. In vitro hiicre kiiltiilerinde
mikrocevresel ortam tam olarak saglanamadigindan hayvan modelleri hiicre modellerine
oranla daha degerlidir. Bu yiizden hayvan modelleri PH’da daha 6n plana ¢ikmaktadir.

Parkinson hastalig1 modelleri olusturmak i¢in, nigrostriatal dopaminerjik yolag: selektif
olarak zedeleyen toksinler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu modeller sistemik toksin
uygulamasiyla da elde edilebilir, ancak genel olarak toksinlerin nigrostriatal yolaga dogrudan
streotaktik enjeksiyonu ile gerceklestirilir.

En sik kullanilan ve iyi karakterize edilmis PH modeli, unilateral 6-hidroksidopamin (6-
OHDA) ile olusturulan rat modelidir. Ilk kez 1968’de ilk Parkinson hayvan modelini
tanimlayan Ungerstedt, 6-OHDA’nin SNpc’ya enjeksiyonunu yapmis ve nigrotriatal
dopaminerjik sistemde olusan anterograt degenerasyonu gostermistir (147). Lokal norotoksin
olarak 6-OHDA’nin substantia nigra ya da medial onbeyin demetine (MFB) unilateral
enjeksiyonu, PH’ nin hayvan modelinde prototip olarak kullanilan en sik yontemdir (148).
Toksin kan beyin bariyerini ge¢gemez. Klasik olarak SNpc ve/veya MFB i¢ine enjeksiyonu ile
olusturulan masif komplet bir lezyon sonrast 12 saat i¢inde noronlar 6lmeye baslar. Buna
paralel olarak 2-3 giin i¢cinde dopamin seviyesi diiser (149). Bunun sonucunda bir
hemisferdeki nigrostriatal yolak, gilinler icinde dejenerasyona ugrar ve iligkili olarak denerve
striatumda postsinaptik dopamin reseptdr siipersensitivitesi gelisir. 6-OHDA, ayrica
striatuma da dogrudan uygulanabilir, buradan retrograd tasinma ile substantia nigraya iletilir
ve dopaminerjik noronlarin dliimiine neden olur. Bu uygulama PH’nin progresif modeli
olarak kabul edilmektedir (150). Bu model PH’da semptomatik tedavi gelistirilmesi ve
noroprotektif ajanlarin arastirilmasinda kullanilmaktadir.

Nigrostriatal yolagin 6-OHDA ile {iinilateral olarak zedelenmesini takiben hayvanlar
direkt ya da indirekt olarak etki gdsteren dopaminerjik ajanlar verildiginde, donme davranisi
ve benzeri motor stereotipik hareketler sergilemektedir (151).

Erken evre Parkinson hastaliginin premotor davranigsal semptomlarini gostermek iizere
son yillarda bilateral dorsal striatumda VTA'a 6-OHDA inflizyonu ile SNc'daki dopaminerjik

terminallerde parsiyel hasar olusturmay1 hedefleyen yeni bir model tanimlanmistir (16). Bu
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model inkomplet progresif nigrostriatal hiicre kayb1 ve parsiyel striatal dopamin deplesyonu
yaparak hastaligin preklinik erken evresini temsil etmektedir (152).
6-OHDA’nin toksik etkisinin makrofaj ve mikroglialarin rol oynadig1 reaktif
inflamatuar reaksiyon sonucu olustuguna inanilmaktadir (153). 6-OHDA lezyonlu ratlarda
tekrarlanan levodopa uygulamalar ile goriilen sensitizasyona karst yogun bir bilimsel ilgi
olusmus ve ortaya ¢ikan anormal istemsiz hareketler, diskinezi basta olmak iizere PH nin
motor komplikasyonlarinin arastirilmasi i¢in potansiyel model olarak kabul edilmistir (154,
155, 156).
Calismamizda PH preklinik veya premotor hayvan modeli olarak kabul edilen; 1994

yilinda Sauer ve Oertel ve 1999 yilinda Linder tarafindan dnerilen yontem kullanilmistir (16).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. DENEY PROSEDURU

3.1.1. Deneyde Kullanilan Hayvanlar

Calismamizda Kocaeli Universitesi, Deneysel Tip ve Arastirma Birimi (DETAB)
Hayvan laboratuarinda iiretilmis olan Wistar tiirii, albino, erigskin, erkek sicanlardan
agirliklart 235-500 gr arasinda olan 6-12 aylik 45 adet sican kullanilmistir. Kocaeli
Universitesi Hayvan Arastirmalart Etik Kurulu tarafindan onaylandiktan sonra ¢alismaya
baslanmustir. (Onay No: KOU HADYEK 9/3-2009, Proje no: 24/2009)

Sicanlar, standart oOlciilerdeki kafeslere tek tek konularak, icerigi standart olan rat
yeminden (Optima) istedikleri kadar almalar1 saglanmistir. 12 saat aydinlik-12 saat karanlik

periyodlarda, 21-24 °C 1sida ve bagil nemi %50-60 olan ortamda muhafaza edilmislerdir.

3.1.2. Deneyde Kullanilan Maddeler

Arastirmamizda nikotin dihidrojen ditartarat 462,4 g/mol (Sigma-Aldrich), 6-
Hidroksidopamin hidroklorid H4381-100mg (Sigma-Aldrich), Askorbik asit A5960-25G
(SigmaUltra), Sakarin sodyum 40 mg tablet (Miinir Sahin), Ksilazin HCI 20 mg/ml (Alfasan),
Ketamin baz 50 mg/ml (Pfizer), Lidokain HCl 40 mg amp. (Adeka), Formaldehid Solusyonu
%37 (Merck), Fosfat buffer (PBS) tablet (Medicago) ve %0,9 NaCl solusyonu kullanilmustir.

3.1.3. Deneyde Kullanilan Cihazlar

e Standart rat kafesi, su sisesi ve damlalig
e Hassas Tarti

e Stereotaksik Cergeve

e Infiizyon Pompasi
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e Hamilton Enjektorii (50 pl)
e Kemik mikro-drill, internal-kaniil, bulldog, bisturi, vb.
e Lokomotor Aktivite Cihazi
o Yiikseltilmis Art1 Labirent Test Aparati
e Koku Diskiriminasyon Testinde Kullanilan Aparat
e Porsolt’un Yiizme Testi Silindiri
e [Leica marka dijital kamera
e Perfiizyon — Fiksasyonda kullanilan cerrahi malzemeler
¢ Giyotin (dekapitatdr) ve kemik makasi
e Immiinohistokimyasal boyalar (H&E, Caspas 3, MAP-2)
e Olympus marka 151k mikroskobu
(Kullanilan tiim alet ve davranig testleri diizenekleri DETAB hayvan laboratuarindan

saglanmistir.)

3.1.4. Deneklerin Gruplandirilmasi

Grup: Nikotinli su alan bilateral striatal lezyon grubu (deney grubu) (n= 15)
Grup: Nikotinli su alan sham grubu (lezyonun kontrolii) (n=10)

Grup: Normal su alan bilateral striatal lezyon grubu (nikotinin kontrolii) (n=10)
Grup: Normal su alan lezyonsuz grup (naif ) (n=10)

Davranis ve lokomotor aktivite testlerinde kontrol grubu

stereotaksik 8
hafta 1 2 3 4 girigim 5 6 7 dekapitasyon
1.GRUP nikotinli ve
(Ni- nikotine alisma  nikotinli ve normal su nikotinli ve normal su normal su
lezyon) tek sise iki sise 6-OHDA lezyonu iki sise + davranig testleri
2.GRUP nikotinli ve
(Ni- nikotine aligma  nikotinli ve normal su nikotinli ve normal su normal su
sham) tek sise iki sise sham lezyon iki sise + davranis testleri
3.GRUP normal su normal su normal su normal su
(Lezyon) tek sise tek sise 6-OHDA lezyonu tek sise + davranis testleri
4.GRUP
(Naif) - - - - davranis testleri

Tablo 3: Denek gruplari ve uygulanan islemlerin zamansal dagilhim
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3.1.5. Agirhik ve Su Takibi

Tiim gruptaki hayvanlar tek tek kafeslere alinarak isimlendirildi ve tiim deney boyunca
her hafta tartildi. Deneklerin iki sise serbest tercih yontemi uygulanarak nikotinli ve ¢esme
suyu arasinda tercih yapmalar1 saglandi (157). Siganlarin su tiiketimi iki giinlik zaman
araliklariyla aksam saat 16:00’da yapild1 ve her 6l¢iim sonrasi yeniden su hazirlanip bir
onceki takipten artan su kullanilmadi. Deneklerin aynmi standartta sulugu ve damlaliginin
olmasi saglandi ve basing farkini en aza indirmek i¢in her suluga esit miktarda nikotinli su ve

¢cesme suyu koyuldu.

Resim-1: Anestezi altindaki si¢can ve kullanilan standart su sisesi.

Nikotinli su hazirlanis

Nikotin 5 pg/ml olacak sekilde sabit dozda verilitken nikotinin aci tadim1 ortadan
kaldirmak amaciyla kalori degeri olmayan sakarin kullanildi. Nikotinli su, ilk hafta 4 mg/ml
sakarin ile birlikte verildi. Nikotinli su ve ¢esme suyu karsilastirilmasina gegildiginde yine ilk
hafta nikotin 4 mg/ml sakarinle birlikte verilirken ¢esme suyu da aynmi oranda sakarinle
tatlandir1ldi. Izleyen takiplerde hem nikotinli su hem de ¢esme suyundaki sakarin dozu birer
hafta ara ile azaltilarak 2 mg/ml ve 1 mg/ml’e diisiiriildii. Deney sonuna kadar 1mg/ml sakarin
sabit olarak her iki suya katildi.

Iki sise serbest tercih yontemi

Grup 1 ve 2’ye ilk hafta normal ¢esme suyu verilip toplam iki giin arayla 6l¢iim yapildi.
Ikinci hafta nikotine alistirma amaciyla sadece 4 mg/ml sakarin iceren nikotinli su verilirken

ikinci haftadan itibaren deney sonuna kadar her kafese iki ayr sisede hem nikotinli hem de
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normal ¢esme suyu konulup hayvanin serbest olarak istediginden igmesi saglandi. Grup 3’
deki sicanlara nikotinli su verilmeyip ayni prosediirde sakarinli ¢esme suyu verilerek iki

giinliik takipler yapildu.

3.2.CERRAHI GIiRiSIMLER

3.2.1. Bilateral Striatal Lezyon Olusturma

6-OHDA Soliisyonu Hazirlanmasi: -20 °C de saklanan 6-OHDA, her enjeksiyonda 12
ng/ml olacak sekilde daha dnce hazirlanan %0,9 NaCl ile dilue edilmis % 0,1 askorbik asit
soliisyonu ile birlestirildi (16). Isik hassasiyeti nedeniyle hazirlanan soliisyon giin 1s18indan
korundu. Soliisyon infiizyon pompasina yerlestirilmis olan 50 pl’lik Hamilton enjektoriine,
ucuna yerlestirdigimiz 30 geyc c¢apindaki konnektér yardimiyla cekildi. Konektor,
stereotaksik cerceveye sabitlenmis olan 26 geyc ¢apinda internal kaniille birlestirilip infilizyon

aparat1 tamamlandi.

3.2.1.1. Denegin sedatize edilmesi

Her sicanin sedatize edilmeden 6nce hassas tartida agirligi belirlendi. Ketamin 90 mg/kg
ve Xylazin 10 mg/kg dozda olacak sekilde kombine olarak ip (intraperitoneal) yapildi.
Sicanlara yaklagik 10 dk sonra ayak bagparmaklarindan agrili uyaran verilerek anestezinin
diizeyi tespit edildi. Yeterli anestezi saglanamayan hayvanlara idame doz ketamin ip yapildi.
Go6z kurulugunu onlemek igin distile su ile gozler yikandi. Agrili uyarana yaniti olmayan

hayvanlarin kafa derisindeki killar temizlenip cerrahiye hazir hale getirildi.

3.2.1.2. Stereotaksik Girisim

Anestezi altindaki denek stereotaksik cerceveye alindiktan sonra lokal olarak skalp
dokusuna lidokain sc (subkutan) uygulanip 1,5 cm’lik vertikal kesi agildi. Kafatasi
kemiklerine ulasildiktan sonra bregma ve lambda noktalarinin ayni diizlemde oldugundan

emin olmak i¢in koordinatlar1 (anteroposterior, mediolateral) tespit edildi. Ayni1 diizlemde
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olduklarindan emin olduktan sonra her hayvanin kendi bregma koordinatlar1 tespit edilip
lezyon uygulanacak standart koordinatlarimizla (AP:+1,1 mm, ML: +/- 3,2 mm, DV:-7,2
mm) (13) karsilastirildi. Boylece her hayvanda olusturulacak olan lezyon bolgesi belirlenip
kafatas1 iizerinde isaretlendi. Isaretlenen noktalarda mikro-drill yardimiyla duramatere kadar
uzanan delikler acildi. Internal kaniil Paxinos ve Watson Sigan Beyin Atlasma (158) gére
bregmadan anteroposterior (AP):+1,1 mm, mediolateral (ML): +/- 3,2 mm uzaklikta ve
duramaterden dorsoventral (DV) :-7,2 mm derinlige indirilerek striatal bolgeye infiizyon
baslatildi. Infiizyon; 0,5 pl/dk hizda, toplam volumii 2,5 pg olacak sekilde 5 dakikada
tamamlandi. Her infiizyon sonrasi internalkaniil 2 dakika bekletildikten sonra yavasga
cikartildi (16). Tim islem sonrasi skalp 3-5 siitiir ile kapatilip hayvan sicak ortamda

uyanmaya birakildi.

Resim 2: Stereotaksik yontem ile OHDA infiizyonu.

Grup 1 ve 3‘deki sicanlara 6-OHDA ile bilateral striatal lezyon yapilirken grup 2’deki
sicanlara ayni prosediirle bilateral striatal bolgeye salin (%0,9 SF) infiizyonu yapildi ve sham
grubu olusturuldu. Tim gruplarda lezyon sonrasi haftalik agirlik ve iki giinlik su alim
takibine devam edildi, postoperatif 3. haftada davramis degerlendirmesi ve 4. haftada

dekapitasyon sonrast histolojik degerlendirme yapildi.

3.2.2. Perfiizyon-Fiksasyon-Dekapitasyon

3.2.2.1. Fiksasyon solusyonun hazirlanmasi: pH’s1 7,4 olan 0,01 M fosfat buffer (PBS)
tabletlerinin her biri 100 ml salin i¢inde dilue edildi. %4 formaldehit solusyonu 1000 ml salin

ile dilue edildi ve fosfat buffer ile birlestirildi.
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Deneyi sonlandirma asamasinda tiim denekler derin anesteziye alinip Once batin
ardindan gogiis kafesi acildi. Dolagim sistemindeki kani bosaltmak amaciyla sag atriyum
acildiktan sonra sol ventrikiil i¢ine apeksten yerlestirilen transkardiyak kaniil yardimiyla bolus
seklinde serum fizyolojik infiizyonu yapildi. Her si¢an yaklasik 200-300 ml salin ile perfiize
edildi.

Perflizyon sonrasi Onceden hazirlanmis olan  %4’°likk formaldehit solusyonu sol
ventrikiilde bulunan transkardiyak kaniil yardimiyla dolasim sistemine gonderildi. Her sican
icin yaklagik 250-300 ml fiksatif kullanilarak fiksasyon tamamlandi. Sakrifiye edilen
hayvanlar hemen giyotin yardimi ile dekapite edildi. Kemik makasi yardimi ile kafatasi
tabanindan baslanarak kranyum agildi ve beyin dokusu ivedi sekilde %1 ' lik formaldehit

bulunan saklama soliisyonlar1 i¢inde histoloji laboratuarina goénderildi.

3.3. LOKOMOSYON VE DAVRANIS DEGERLENDIRME

3.3.1. Lokomotor Aktivite Ol¢iimii

Lokomotor aktivite Olgiimleri 6zellikle rodentlerde sik kullanilan bir yontemdir. Bu
Ol¢timler ile deney hayvaninin spontane aktivitesindeki degisiklikler saptanabilir ve 6zellikle
bazi ilaglarin sadatif, kas gevsetici ve psikostimiilan etkileri hakkinda fikir edinilebilir (159).
Ayrica deneklerin agresivitesi ve anksiyetesi de lokomotor aktivite Olgiimleri ile
degerlendirilebilir.

Lokomotor aktivite 6l¢clim sistemi; her bir kenari lizerinde kizilétesi (IR) 151k kaynaklari
iceren kare seklinde bir dikdortgendir. Bu dikdortgen iizerine yerlestirilen pleksiglas kafes
icine denek yerlestirilir ve horizontal, vertikal ve amblatuvar aktiviteleri kaydedilir. Siganin
hareket etmesi, yan duvarlarda bulunan infrared sensorlerde ileti kesintilerine neden olur.
Alet, bu kesintileri aktivite olarak algilar ve kaydeder. Hareketler, lokomotor aktivite aygitina
bagli olan bilgisayarin monitoriinden de gozlenebilmektedir.

Horizontal hareket, denegin yer degistirme ve dikilme hareketleri yapmaksizin oldugu
yerde yaptig1 hareketlerdir. Vertikal hareketler, dikilme hareketidir ve bantlar lizerindeki
vertikal sensorlerle algilanir. Ambulatuvar hareket ise denegin kafes i¢inde dikilme haricinde
yaptig1 her tiirlii yer degistirme (gezinme) hareketidir.

Horizontal ve vertikal aktiviteler deney hayvaninin stereotipik hareketleri ve agresivitesi

hakkinda fikir verici 6zelliktedir. Her ii¢ aktivite ayr1 ayr1 degerlendirilebilecegi gibi ii¢iliniin
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toplam1 total lokomotor aktivite (160) olarak da ifade edilebilir. Rodentlerin lokomotor
aktiviteleri giin i¢inde farklilik gdsterebilmektedir. Bu nedenle birden fazla grupla yapilan
caligsmalarda giiniin hep ayni saatinde dl¢iim yapilmalidir.

Bizim g¢alismamizda lokomotor aktivite aleti (May 9803 Activity Monitor, Commat)
kullanildi. Kullanilan lokomotor aktivite aleti, siganlarin iizerine konuldugu 40x40 ebadinda,
kare bi¢ciminde, beyaz pleksiglastan olusmus olan zemin ve bu zeminin dis kisimlarini
cevreleyen 35 cm ylikseklikteki seffaf pleksiglastan yapilmis duvarlardan olusuyordu.
Denekler ortama yarim saat once getirildi ve her denek 10 dakika sistem i¢ine birakildi. Her

hayvandan sonra 1slak havlu ile sistem temizlenip yeni denek alind1.

Resim 3: Lokomotor aktivite dl¢iim cihazi (DETAB)

3.3.2. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

1985 yilinda File ve arkadaglari tarafindan tanimlanan bir modeldir ve emosyonel
aktiviteyi test etmekte kullamlir (161). Ilaglarn davramssal, fizyolojik ve farmakolojik
etkilerini test etmede kullanilan, iki agik ve iki kapali kolu olan (+) seklinde yerden belli bir

yiikseklikte bulunan bir deney diizenegidir.
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Yiikseltilmis art1 labirent testlerinde deney hayvani kendini kapali kolda daha emniyette
hisseder ve zamaninin ¢ogunu kapali kollarda gecirir. Anksiyolitik etkili ilaglar a¢ik kol veya
kollarda kalma stiresini arttirir (162).

Calismamizda kullandigimiz labirentin agik kollar1 50x10x1 c¢m, kapali kollar1 45x10x40
cm boyutlarindaydi. Art1 seklindeki kollar orta noktada 10x10 cm’lik santral alanda

birlesmisti ve aparatin yerden yiiksekligi 50 cm olarak ayarlanmaisgti.

Resim 4: Yiikseltilmis arti labirent diizenegi (DETAB).

Calismamizda hayvanlar testin basinda tek tek orta bolgedeki agik alana yiizleri agik
kollardan birine bakacak sekilde birakildi. 5 dakika boyunca denekler izlendi ve her denekten
sonra diizenek 1slak havlu ile temizlendi. A¢ik kolda kalma siiresi (OET), kapali kolda kalma
stiresi (CET), acik kola giris sayisi (OEN) ve kapal1 kola giris sayis1 (CEN) kaydedildi.

3.3.3. Zorunlu Yiizme Testi (Forced Swimming-Umutsuzluk Testi)

Ik olarak 1977 yilinda Porsolt tarafindan tanimlanmis bir testtir (163). Bu nedenle ‘Porsolt
zorunlu yiizme testi © (PYT) olarak da adlandirilir. Herhangi bir uygulamanin veya ilacin
antidepresan veya depresan etkinligini arastirmada kullanilir. Yontemin esasi deney

hayvaninin boyunu gegen, en az 18 cm capinda ve 40 cm yiiksekliginde, 15 cm’ lik kismu su
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ile dolu (denegin kuyrugu zemine degmemeli) olan bir silindirde yiizmeye birakilmasidir.
PYT modelinde hayvanlar1 yiizmek zorunda olduklar bir ortama sokmak, sartsiz korku-akut
strese 0zgll olan ¢esitli davranigsal, sirkadiyen ve fizyolojik degisimlere neden olmaktadir
(164). Testin 6nemli avantaji ise PYT sonrasinda deneklerin merkezi sinir sisteminde
meydana gelen norokimyasal degisimlerin, depresyon ve post-travmatik stres bozuklugu
hastalarinin merkezi sinir sistemlerinde meydana gelmis olan degisimlerle ayni olmasidir.

PYT iki basamakli bir testtir (165). Denek ilk asamada (PYT 1) seffaf bir pleksiglas
silindir igerisinde 15 dakika boyunca yiizdiiriilir ve bu durum hayvanin "davranigsal
umutsuzluk-¢cokkiinlik" olarak nitelendirilen hareketsiz bir postur almasma neden olur.
Birinci asamanin bitiminden 24 saat sonra denegin yine 5 dakika boyunca ylzdiirildiigi
ikinci asama (PYT 2) baslar (165).

Denek belli bir siire ylizerek i¢inde bulundugu ortamdan kurtulmaya ¢aligir. Bir siire sonra
artik i¢inde bulundugu ortamdan kurtulma ile ilgili derin bir imitsizlik gelisir ve sican ylizme
gayretini birakarak hareketsiz bir sekilde (immobilizasyon) su yiiziinde kalir. Bu hareketsiz
kalma hali ‘umutsuzluk’ durumu olarak isimlendirilir. Hayvanin hareketsiz kalma haline

giris ve kalis stireleri kaydedilir.

Resim S: Porsolt ‘un zorlu yiizme testi silindiri (DETAB).

Literatiirde, davranissal umutsuzluk-¢okkiinliik hali olarak nitelendirilen hareketsizlik
durumunun hayvanin aci verici test ortamindan kagma iimidinin kaybolmasinin bir sonucu

olarak ortaya c¢iktig1 kabul edilmektedir, baska bir ifadeyle hayvan kurtulma ¢abalar1 sonuca
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ulasmadig1r i¢in tepki vermemeyi c¢abalamamayr G6grenmektedir (164). PYT'de
degerlendirmeye alinan baslica parametre ise denegin 5 dakika boyunca yiizdiigi PYT 2'deki
hareketsiz ge¢irdigi siire ile PYT 1'de hareketsiz gecirdigi siire arasindaki farktir (166).
Noradrenerjik ve seratonerjik sistemlerdeki degisimlere karsi duyarli oldugu bilinen PYT'de
her iki sistemin etkinligi de farkli parametreler {izerinden gdézlemlenebilir; serotonin
iretimindeki artis, dalma ve ziplama gibi, kagcmaya yonelik c¢abalama davranislarinin
miktarimi arttirirken noradrenalin tiretimindeki artis ise hareketsizlik siiresini azaltmaktadir
(167). Tim bu ozellikler PYT paradigmasini ¢esitli etkenlerin emosyonel 6grenme-hafiza
stirecleri lizerindeki etkisini gozlemlemek adina degerli bir ara¢ haline getirmektedir.
Calismamizda zorlu ylizme testi, 20cm c¢apinda, 60 cm yiiksekliginde pleksiglas
malzemeden yapilmis silindir i¢cine 50 cm yiikseklige kadar 25 °C 1sida su doldurularak
yapildi. Sican 24 saat ara ile iki kez suya konulup ilk giin 15 dakika, ikinci giin 5 dakika
boyunca yiizdiiriildii. Her bir denek, kurumasi ve dinlenmesi i¢in, uygulamadan sonra igi
kagit havlu ile kapli ve bir lamba tarafindan 1sitilan bir kafeste 10 dakika boyunca bekletildi.
Tiim uygulamalar video-kamera ile kaydedildi ve daha sonra 3 kez izlenerek hareketsiz

kaldiklar1 davranigsal ¢okkiinliik siireleri hesaplandi.

3.4. HISTOLOJIiK DEGERLENDIRME

3.4.1. Isik Mikroskop Takibi

Striatumu igeren beyin bolgesinden asagida belirtilen rutin 151k mikroskop takip yontemi
kullanilarak parafin bloklar elde edildi.
1- Beyin dokusu, akan musluk suyunda 4-5 saat yikandi,
2- Oda sicakliginda % 70, % 80, % 95, % 100 alkolde 45 dakika,
3- Oda sicakliginda iki kez % 100 alkolde 60 dakika,
4- Oda sicakliginda iki kez toluolde 15 dakika,
6- Etiivde yaklasik olarak 56-60 °C de ii¢ kez kat1 parafinde 60 dakika bekletildikten sonra
dokiim kaliplarinda parafin bloklar elde edildi (168).
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3.4.2. Immiinohistokimya Yéntemlerinin Uygulanmasi

Parafin bloklardan striatum boyunca yaklasik 5 pm kalinliginda alinan kesitler poly-L-

lysine kapli lamlara alind1. Kesitler kurumasi i¢in bir gece 45 °C de etiivde bekletildi (168).

3.4.2.1. Caspase- 3 Immunohistokimyasal Boyama Yontemi

Kesitlere kullanima hazir Universal HRP immun boyama kit (tavsan primer antikorlari
icin, Diagnostic Biosystem) kullanilarak caspase 3 antikoru (CPP32 poliklonal tavsan
antikoru, Diagnostic Biosystem) ile immunohistokimya boyamasi yapildi.

1- Kesitler, oda sicakliginda 10 dakika iki ayr toluolden, 3 dakika iki ayr1 % 100
alkolden, 3 dakika bir defa % 95 alkolden, bir defa % 70 alkolden gegirilerek parafin ve su
giderildi.

2- Kesitlerin parafini ve suyu giderildikten sonra 10 mM sitrat tamponunda (pH 6.0),
etivde 100 °C’de 20 dakika bekletildi (Formaldehit tespiti, birgok antijen ve epitoplarin
immiin aktifligini kismen bozar. Formaldehit tespitinin olumsuz etkisi antijen kurtarma
yontemi ile basarili bir sekilde geri dondiiriiliir. Kesitler 20 dakika oda sicakligina gelinceye
kadar bekletildikten sonra fosfat tamponlu tuzlu suda yikandi.

3- Kesitler 5 dakika fosfat tamponlu tuzlu suda yikandiktan sonra, 10 dakika % 3 hidrojen
peroksitde (H,0,) bekletildi (Hidrojen peroksit doku kesit endojen enzim aktivitelerini bloke
etmek ve bdylece istenmeyen enzim aktivitelerinin olusmasini 6nlemek icin kullanildi.

4- Spesifik olmayan boyanmay1 ortadan kaldirmak icin kesitlere oda sicakliginda 5
dakika ultra V blok uyguland1 ( Bir vitamin ve koenzim olan biyotin de endojen olarak
dokuda enzimlere ve diger proteinlere bagli olarak bulunur). Biyotin, avidin ve streptavidine
kuvvetle baglanir. Bu nedenle, endojen biyotin aktivitesini maskelemek gerekebilir. Endojen
biyotin, disaridan verilen avidin ile bloklanabilir. Kesitlerin avidin ve biyotinle inkiibasyonlar1
problemin ¢oziimiinde yeterli olur.

5- Kesitler oda sicakliginda 1saat caspase 3 (dilusyon orani 1:100) antikoruyla inkiibe
edildi.

6- Daha sonra kesitler oda sicakliginda 20 dakika biotinli anti-tavsan sekonder antikorda
bekletildi.

7- Kesitler 20 dakika streptavidin horseadish peroksidazda bekletildi.
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8- Kesitler 3-Amino-9-ethylcarbazole ( AEC ) kromojeniyle boyandiktan sonra kapatma
sollisyonuyla kapatildi.

Boyama 6zgiilliigli kontrolleri, negatif kontrol olarak doku kesitleri boyama adimlari
sirasinda primer antikor yerine fosfat tamponlu tuzlu suda bekletildi. Pozitif kontrol olarak
tonsil dokusu i¢eren lamlar kullanilmustir.

Dogal programl hiicre oliimiinde (apopitozis) caspase-3 anahtar yapidir. Bir sistein
proteazi olan caspase-3 hiicrede proenzim seklinde bulunur, hiicreyi 6liime gotiiren kontrollii
proteolizis, aktif caspase-3‘lin olusmasiyla gerceklesir (169). Bu calismada Caspase- 3
immiinohistokimyasal boyama yontemi ile striatumda nukleuslar1 kirmizi boyanmis hiicreler,

sayim i¢in kullanildi.

3.4.2.2.Mikrotubiil iliskili Protein (MAP-2) ile Iimmunohistokimyasal Boyama Yontemi

Kesitlere fare ABC boyama sistem kit (sc-2017, Santa Cruz Biotechnology, Inc)
kullanilarak, mikrotubul iligkili protein-2 (MAP2, SMI-52, ab28032) antikoru ile kit
yonergesine gore immunohistokimya boyamasi yapildi.

1- Kesitlerin parafini ve suyu giderildikten sonra 10 mM sitrat tamponunda (pH 6.0),
etiivde 100 °C’de 20 dakika bekletildi (Bu uygulama, formaldehit ile tespit edilen dokularda,
antijen kurtarma islemi i¢in yapildi). Kesitler 20 dakika oda sicakligina gelinceye kadar
bekletildikten sonra fosfat tamponlu tuzlu suda yikandi.

2- Kesitler 10 dakika hidrojen peroksitte bekletildi.

3- Spesifik olmayan boyanmayi ortadan kaldirmak igin kesitlere oda sicakliginda 5
dakika ultra V blok uygulandi.

4- Kesitler oda sicakliginda 1 saat MAP- 2 (dilusyon orani 1: 1000) antikoruyla inkiibe
edildi.

5- Daha sonra kesitler oda sicakliginda 30 dakika biyotinli sekonder antikorda
bekletildi.

6- Kesitler 30 dakika avidin biyotin HRP enzim karisiminda bekletildi.

7- Kesitler AEC kromojeniyle boyandiktan sonra kapatma soliisyonuyla kapatildi.

Negatif kontrol olarak doku kesitleri boyama islemleri sirasinda primer antikor yerine
fosfat tamponlu tuzlu suda bekletildi. Pozitif kontrol olarak kit i¢inde hazir olarak elde edilen

meme dokusu i¢eren lamlar kullanildi.
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Hematoksilen Eozin (H&E) boyamasiyla striatum bolgesindeki néron miktar1 sayildi.
H&E boyamasiyla 151k mikroskobunda noronlar, oval veya yuvarlak bi¢imli belirgin
nukleoluslu heterokromatinden fakir nukleusa sahip biiyiik perikaryonuyla kolayca ayirt
edilebilen karekteristik bir gorlinime sahiptir. Noronlar, bu goriiniisleriyle nukleolusu
belirgin olmayan heterokromatinden zengin nukleusa sahip olan daha kiiciik perikaryonlu
glialardan ayirt edilebilirler (170). H&E boyamasiyla striatum bdlgesi ndron sayiminda bu
morfolojik bilgiden yararlanildi. Isik mikroskobunda apopitoz morfolojisi gdsteren néronlar,
heterokromatince zengin bir nukleusa ve az miktarda yogun bir stoplazmaya sahip
hiicrelerdir. Eger sitoplazma gozlenebiliyorsa, genelde ¢cok zayif boyanmistir ve nissl maddesi
icermez (171).

Tiim gruplarda sayim yapilan kesitlerin ayn1 bolgeden alinmasi i¢in, Paxinos&Watson
koordinatlarina gore intraural 11.28 mm ve bregma 2.28 ile intraural 8.88 mm ve bregma -
0.12 mm arasindaki koordinatlardan gecen kesitler secildi (Sekil 11-12). Kesitler striatumun
oldugu 3 kesit dizisinden alind1 (Resim 6).

Sayimlar olympus marka 151k mikroskobunun 40°lik biiytitmesi kullanilarak yapildi.
Sayim c¢ergevesinin alant 97 x 97 um’ dir ( 9409 umz; 200 mesh’lik bir gridin delik alani).
Sayim gercevesi, striatum bdolgesinin hiicre tabakasina dogru rastgele dagitildi (171). Her
kesitten toplam 4 tane 9409 um® lik alan i¢inde caspase 3 isaretli ve H&E boyali noronlar
sayilmistir. Her gruptan segilen 7 siganda yapilan bu sayimlarin sonuglari istatistiksel olarak
degerlendirildi. Isik Mikroskobu fotograflari, leica marka mikroskoba bagl dijital kamera

sistemi ile bilgisayara aktarilarak kaydedilmis ve daha sonra basilmistir.
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Sekil 11: Paxinos&Watson koordinatlarina gore intraural 11.28 mm ve

bregma 2.28 arasindaki koordinatlardan gecen Kkesit (158).
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Sekil 12: Paxinos&Watson koordinatlarina gore intraural 8.88 mm ve bregma

-0.12 mm arasindaki koordinatlardan gecen kesit (158).
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Resim 6: Paxinos& Watson koordinatlarina gore intraural 11.28 mm ve bregma 2.28 ile

intraural 8.88 mm ve bregma -0.12 mm arasindaki koordinatlardan gecen 6nbeyin koronal kesiti (158).

( Anterior komissiir - aca,
Putamenin kaudat kismi — Cpu,
eksternal kapsiil - ec,
korpus callosumun genusu — gcc,
horizontal limb diagonal bant — HDB,
indusium griseum - IG,
lateral septal ¢ekirdegin dorsali — LSD,
medialonbeyin demeti — mfba,

septohippocampal cekirdek — Shi)
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3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Elde edilen sonuglar ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edildi. Verilerin
istatistiksel anlamlilik diizeyleri “GraphPad Prism Viewer Versiyon-5,03” istatistik programi
kullanillanilarak degerlendirildi. Su tiiketimini hayvanlarin kilolarina goére standardize edildi.
Iki giinliik su tiiketim &lgiimleri haftalik ortalamalar almarak lezyon &ncesi dort hafta ve
lezyon sonras1 dort hafta olacak sekilde degerlendirilmeye alindi. Dort grubun sakarinli,
nikotinli ve toplam su tiiketimi verileri iki yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
Bonferroni testi ile degerlendirildi.

Histolojik agidan her gruptan secilen yedi sigandan normal hiicre sayimi ve apopitotik
hiicre sayimlar1; her hayvandan 3 kesit, 4 alan -12 sayim seklinde yapilip Tek Yonlii Varyans
Analizi (ANOVA) yontemi kullamilarak karsilastirildi. Ug deney grubu naif hayvanlardan
olusan yeni bir grubun kesitleriyle karsilastirildi. Ayni sekilde davranis deneylerinden elde
edilen veriler her bir parametre i¢in Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ve ‘Tukey Post
Hoc Testi’ yontemi kullanilarak gruplar arasi karsilastirildi. Istatistiksel olarak anlamlilik

diizeyi p< 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. SU TUKETIiMi

4.1.1. Nikotinli Su Tiiketiminin Degerlendirilmesi

Nikotin alan iki grup (OHDA lezyonlu ve Sham lezyonlu) arasinda nikotin tliketim
miktarinda lezyon Oncesi ve sonrasinda anlamli fark saptanmadi. Lezyon sonrasi 4. haftada
nikotinli su tiiketiminin; OHDA lezyonlu deney grubunda sham lezyonlu gruba gore azalmis
olarak saptanmasi uzun stireli takipte nikotin aliminin azalabilecegi izlenimi verdi. Fakat

deney histolojik degerlendirme i¢in sonlandirildigindan anlamli sonug elde edilemedi.
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Grafik 1: Nikotinli su tiiketim miktarinda gruplar arasindaki anlamh farkhihk (p>0.05).

4.1.2.Sakarinli Su ve Toplam Su Tiiketimi Degerlendirmesi
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Grafik 2: Sakarinli su tiiketim miktar: Grafik 3: Toplam su tiiketim miktari

Ug grup arasinda sakarinli su ve toplam su tiiketim miktar1 arasinda anlaml fark saptanmadi.
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4.2. LOKOMOTOR AKTIVITE

4.2.1. Stereotipik ve Vertikal Hareketlerin Degerlendirilmesi

Deneyde kullanilan {i¢ grupta da stereotipik hareketlerde naif siganlardan olusan kontrol
grubuna gore anlamli (p< 0,05) artis saptandi. Nikotin, lezyonlu grupta, stereotipik hareketleri
kismen azaltmisti. Vertikal (dikilme) hareketler nikotin almayan lezyonlu grupta kontrol
grubuna gore anlamli (p<0,05) olarak artis saptandi. Nikotin alan lezyonlu grupta nikotin

almayan lezyonlu gruba gore vertikal hareketler anlamli (p<0,05) olarak azalmist.
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Grafik 4: Tiim gruplarda stereotipik hareketlerdeki anlamh (p<0,05) artis.
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Grafik 5: Nikotin alan lezyonlu grupta vertikal hareketlerdeki anlamh (p<0,05) azalma ve OHDA

lezyonunun vertikal hareketlerde olusturdugu anlamh (p<0,05) artis.

4.2.2. Ambulatuar ve Horizontal Hareketlerin Degerlendirilmesi

Ambulatuar (yer degistirme) hareketler; nikotin alan OHDA lezyonlu deneklerde kontrol
grubuna gore anlamli (p<0,05) olarak artmisti. Horizontal hareketler (denegin yer degistirme
ve dikilme hareketleri yapmaksizin oldugu yerde yaptigi hareketlerdir) biitiin gruplarda
anlaml (p<0,05) olarak artmaisti.
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Grafik 6: Nikotin alan lezyonlu grupta yer degistirme hareketindeki anlamh (p<0.05) artis.
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Grafik 7: Nikotin alan lezyonlu grupta horizontal hareketlerdeki anlamh (p<0.05) artis.
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4.2.3. Katedilen Toplam Mesafenin Degerlendirilmesi

TOPLAM MESAFE

Alinan yol

Grafik 8: Nikotin alan lezyonlu grupta toplam katedilen yoldaki anlamh (p<0,05) artis.

Total hareketler li¢ grupta da kontrol grubuyla benzerlik gosterdigi halde ilging olarak
katedilen mesafe nikotin alan OHDA lezyonlu grupta, diger gruplar ve kontrol grubuna gore

anlamli derecede artmis  (p<0,05) olarak saptandu.
4.3. DAVRANIS OZELLIiKLERI

4.3.1. Anksiyete Degerlendirmesi

Yiikseltilmis art1 labirent testinde nikotin alan deneklerin, nikotin almayan deneklerden
daha fazla acik kolda zaman gegirdikleri (nikotin anksiyeteyi azaltt) izlenmekle birlikte
istatistiksel olarak anlamlilik (p>0,05) saptanmadi.

Bilateral 6-OHDA lezyonunun kontrol grubuna gore acik kolda kalma siiresini azalttig1

yani anksiyete olusturdugu izlendi. Kapali kolda kalma siiresi tiim gruplarda birbirine yakin

stirelerdeydi.
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Grafik 9: Acik kolda kalma siiresi Grafik 10: Kapah kolda kalma siiresi

4.3.2. Depresyon Degerlendirmesi

Zorunlu yiizme testinde timitsizlik degerlendirmesi yapilirken siganlarin hareketsiz kalma
stiresi, nikotin alan OHDA lezyonlu grupta diger gruplar ve kontrol grubuna goére anlamli
(p<0,05) olarak artmisti. Nikotin alan sham lezyonlu sicanlarda da kontrol grubu ve nikotin

almayan OHDA lezyonlu gruba gore immobilite artmisti.

ZORLU YUZME TESTI

Hareketsiz siire

Grafik 11: Nikotin alan lezyonlu grupta hareketsizlik zamanindaki anlamh (p<0,05) artis.
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4.4. IMMUNOHISTOKIMYASAL DEGERLENDIRME

4.4.1. Lezyon Yeri

Resim 7: (a) Lezyon grubu ve (b) Ni+Sham lezyon grubunda enjeksiyondan etkilenen lezyon alam (X2).

(Lezyon grubunun lezyon alaninin ¢api diger gruplara oranla daha fazla izlenmektedir)

4.4.2. H&E ile Boyama Yontemi

Neonatal sicanlarin striatumundaki dopaminerjik terminallerde, 6-OHDA lezyonu sonrasi
10 giin boyunca fenotipik olarak apopitotik hiicre O6liimiiniin varligi saptanmistir (172).
Hiicre daralmasi, kromatin kondensasyonu (yogunlasmasi), membran tomurcuklanmasi ve
DNA fregmantasyonu apopitozisin karakteristik ozellikleridir (173).

Biz de genel olarak apopitotik hiicre dliimiinii saptamak i¢in kullanilan piknotik nukleus
(kondanse kromatin) ve apopitotik cisim olusumu gibi morfolojik bulgularin bir serisini
gozlemledik. Burada Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyamasiyla elde edilen morfolojik
bulgular yer almaktadir.

MSS‘de inflamasyon temel olarak iskemi, kronik nérodejenerasyon veya enfeksiyon gibi
hipoksik/anoksik sebeplerle olusabilir. Astrositler, kemik iligi kdkenli mikroglialar ve MSS’
nin makrofajlarin1 olusturan glial hiicreler aktive olur ve inflamatuar cevaba katilirlar.
Polimorfoniiklear 16kositler, lenfositler ve makrofajlar gibi periferden gelen hiicreler de ndoral

inflamasyona destek olan elemanlardir (174).
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Resim 8: Apopitozisin gostergelerinden biri olan nukleusu daralmis ve stoplazmasi
vakuolize olmus, hasarlanmis néronlar (») ve kondanse nukleuslu, koyu mavi boyanmais,

geri doniisii olmayan apopitotik hiicreler (X40).

Resim 9: Lezyonlu gruptan alinan kesitte; glial skar alaninda pembe boyanmis kisimda
ekstraselliiler matriks artisi. Kan damarlari (*), multiniiklear dev hiicreler (»), makrofajlar(—).
Lezyon alaninin ¢evresinde reaktif astrositler tarafindan olusturulan glia limitans olusumu

(kiiciik resim x4) (X20)
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Resim 10: Kontrol grubunda H&E boyama ile izlenen néronlar (X40).

Resim 11: Nikotin alan sham lezyonlu grupta H&E boyama ile izlenen néronlar (X40).
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Resim 12: Nikotin alan OHDA lezyonlu grupta H&E boyama ile izlenen noronlar (X40).

Resim 13: Nikotin almayan OHDA lezyonlu grupta H&E boyama ile izlenen néronlar (X40).
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4.4.3. MAP-2 immunohistokimyasal Boyama Yéntemi

Resim 14: Kontrol grubunda bol miktarda ve koyu boyanmis MAP-2 pozitif noronlar
(X20). ( ») MAP-2 ile pozitif isaretlenmis néronlar, ( *) kan damarlar:.

Resim 15: Nikotin alan sham lezyonlu grupta orta yogunlukta izlenen MAP-2

pozitif néronlar (X20).
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Resim 16: Striatumda, Nikotin alan OHDA lezyonlu grupta olduk¢a zayif boyanan
MAP-2 porzitif néronlar (X20).

Resim 17: Striatumda, Nikotin almayan OHDA lezyonlu grupta oldukc¢a zayif
izlenen MAP-2 pozitif néronlar (X20).
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4.4.4. Caspase-3 Immunohistokimyasal Boyama Yontemi

Resim 18: Lezyon alaninda apopitotik hiicre topluluklari. Monosit ve makrofaj hiicre

infiltrasyonu, dejenere olan ve apopitotik néronlardan olusan néronal debris (X40).

Resim 19: Lezyon grubunda, ventrikiilii cevreleyen ependimal hiicrelerde (P beyaz) ve

periventrikiiler alanda caspase -3 pozitif boyanmis hiicreler (»), Lateral ventrikiil (*) (X20).
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Resim 20: Lezyon grubunda apopitozis gosteren néronlar (») ve norofibriller (*) (X40).
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Grafik 12: Nikotin alan lezyonlu grupta anlamh apopitozis (p<0,05) azalmasi.
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HUCRE SAYIMI
40+

Grafik 13: OHDA lezyonu sonucu normal hiicre sayisindaki anlamh (p<0,05) azalma.

Her gruptan segilen 7 hayvanda yapilan sayimlarda apopitotik hiicreler; OHDA lezyonlu
gruplarda kontrol ve sham lezyonlu grublara gore anlamli olarak artmisti. Bununla birlikte
nikotin alan OHDA lezyonlu grupta apopitotik hiicre sayist nikotin almayana gdre anlaml
olarak (p<0,05) daha az sayida idi. Normal ndron sayisi ise OHDA lezyonlu gruplarda

kontrol grubuna gore anlamli (p<0,05) olarak azalmisti.
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5. TARTISMA

Bu calismada nikotin bagimliligi olusturulan Wistar ratlarda Parkinson hastali§inin
preklinik fazi olusturulduktan sonra, nikotine karsi gelisen bagimlilik potansiyelleri ve
nikotinin premotor fazda lokomosyon ve davranis iizerine etkileri incelendi. Histopatolojik
bulgular esliginde nikotinin preklinik parkinson modelinde izlenen nérodejenerasyonda
olusturdugu ndroprotektif etki degerlendirildi.

Nikotin bagimlhiligi

Calismamizda sigara kullanimina benzer sekilde kronik nikotin alimina maruz birakilan
deneklerde lezyon sonrasi ilk hafta boyunca toplam su ve nikotinli su tiiketiminde azalma
goriildii. Ayni etkinin sham lezyonlu hayvanlarda da gézlenmesi ve yavasca eski diizeyine
gelmesi, bu yanitlarin lezyona 06zgii olmadigmi olasilikla postoperatif genel durum
bozukluguna bagl bir azalma sonucu gelistigini diisiindlirmiistiir. Ancak lezyon sonrasi 4.
haftada striatal 6-OHDA lezyonlu grupta yer alan ratlarda istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte nikotin aliminda belirgin bir azalma izlendi.

PH’da izlenen ndrodejeneratif slirecin motor bulgular ortaya ¢ikmadan 6-8 yil 6nce
basladig1 (6, 7), son yillarda premotor veya preklinik donem olarak tanimlanan bu erken
evrede anosmi, agri, depresyon gibi non-motor semptomlarin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (54,
55). Shahi ve Menza yaptiklar1 ¢aligmalarda preklinik donemde izlenen bulgular arasinda
hastalarin bir kisminda sigaray1 birakma egilimi veya sigaraya karsi isteksizlik bildirmislerdir
(175, 176). Calismamiz sonunda elde edilen bulgular da preparkinson dénemindeki
nikotinden uzaklagma veya tiksinme egilimi konusundaki soru isaretlerini arttirmigtir.

Sigara bagimlist1 olan insanlarda spontan olarak sigaradan tiksinme egilimi
goriilmezken Parkinson hastalariin bir kisminda preklinik donemde goriilen sigara
kullanimina karsi isteksizlik, tiksinme veya sigaray1 birakma davraniginin nedeni tam olarak
bilinmemektedir. Nikotinin, Parkinson hastali§i klinigini dopamin artisina neden olarak
diizeltmesine karsin hastalarda izlenen preklinik parkinson doneminde bagimli olduklari halde
nikotini birakma egilimi konusunda heniiz yeterli klinik ve deneysel calisma yapilmamustir.
Sigara igme davraniginin motivasyonel, emosyonel ve motor gibi farkli alanlarda etkilerinin

olmasi durumu daha karmasik hale getirmektedir.
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Nikotinin ddiillendirici etkisinden; PPN’dan (pedunkiilopontin nukleus) ventral
tegmental alana (VTA) uzanan projeksiyonlar sorumlu tutulmaktadir (177, 178). Nikotin
mezolimbik alan, striatum ve frontal kortekste dopamin artisina neden olmaktadir. VTA ve
nukleus akumbense projekte olan dopaminerjik noronlar ilaca bagli 6diillenme, haz alma
reaksiyonunda onemli fonksiyonlara sahiptir (179, 130). Nikotin, MSS’de nikotinik
reseptorlere baglanarak dopamin miktarini arttirmakta; dopamin ise haz almay: arttirarak
nikotini yeniden kullanma istegi olusturmaktadir (180, 181). Ancak Janhunen ve arkadaslar
tarafindan nikotinin oncelikle mezolimbik yolak iizerinden etkili oldugu, nigrostriatal ve
mezolimbik yolaklarda gorev alan nAChRs’in farkli karakterlere sahip olup hastalarin
bagimlilik 6zelliklerinin buna bagli farkliliklar gosterebilecegi ileri siiriilmiistiir (182).

Parkinson hastalarinda nikotin bagimlilik potansiyelinin diisiik olmasi ise sadece sigaranin
parkinsondan koruyucu etkisine baglanmis ve nikotinin PH’daki klinik bulgular iizerine
etkileri daha ¢ok sigara kullanmayan kisilerin PH’a yakalandig1 seklinde agiklanmistir. Ancak
preklinik donemde izlenen sigaradan uzaklasma davranisinin altinda daha farkli bir
patofizyolojik siire¢ olabilir. Bu siireci inceleyen klinik ve deneysel ¢alismalar heniiz yeterli
degildir. Bizim c¢alismamizda da histolojik inceleme i¢in deneyi lezyon sonrasi 4. haftada
sonlandirmak zorunda kalmamiz lezyonun, nikotin alimma olan etkisini tam olarak
degerlendirmemizi giig¢lestirmistir. Bu nedenle nikotin bagimliligi ve PH arasindaki iligkiyi
arastiran daha uzun siireli ve daha genis kapsamli klinik ve deneysel calismalara ihtiyag
vardir.

Nikotinin Lokomotor Aktiviteye Etkisi

Calismamizda insandaki premotor donemi hayvanda olusturmak igin parsiyel bilateral
striatal 6-OHDA lezyonu olusturularak NAc (ventral striatum), mezolimbik ve nigrostriatal
yolaklardaki dopamin salimimi indirek yolla engellendi. Nikotin almayan lezyonlu
hayvanlarda, daha ¢ok tekrarlayicit karakterde taranma, ¢igneme, koklama, dogrulma gibi
streotipik hareketlerde artis oldugu izlendi. Nikotin ise 6zellikle vertikal (dogrulma) harekette
anlamli olmakla birlikte tiim stereotipik hareketleri preparkinson modelinde azaltti. Aksine
ambulatuar (gezinme) ve horizontal hareketleri anlamli olarak arttirdi. Kat edilen toplam
mesafede de ayn1 sekilde nikotin alan lezyonlu grupta anlamli artig saptandi.

Nikotinin néroprotektif etkisi invivo ve invitro deneysel modellerde gosterilmistir (3).
Parkinson hastaliginda nikotinin etkilerini inceleyen Quik klinik ¢alismalarda (14) Bordia ise
hayvan modelinde (183) nikotinin L-Dopa tedavisinin komplikasyonlarindan biri olan
istemsiz anormal hareketleri azalttigin1 gostermistir. Dogu, Hanagas1 ve Villafane gibi bir

cok aragtirmaci nikotinin Parkinson hastaligimin kliniginde iyilestirici rol aldigin1 gdsteren
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caligmalar yaymlamistir (135, 136, 137). Nikotinin postensefalitik parkinsonizm, erken yasta
baslayan Parkinson (9, 10) ve distonide (132) semptomatik yarar sagladigi ileri siiriilmiistiir.
Livingstone, nikotinik reseptorlerin (nAChRs) somatodendritik ve terminal bolgelerde hiicre
ekstabilitesi, dopamin salimimi ve ndronlarin striatal sonlanimlarini etkileyerek farkli
lokomotor etkiler olusturdugunu bildirmistir (184). King ve arkadaslar1 kronik nikotin
aliminin  6zellikle mezolimbik yolakta dopamin metabolizmasini arttirarak lokomotor
aktiviteyi arttirdigin1 gostermistir (185). Ancak preparkinson déneminde nikotinin etkilerine
yonelik bir ¢alisma yapilmamistir. Calismamizda elde edilen bulgular PH’da nikotine bagh
goriilen klinik diizelme ile korelasyon gostermis ve preklinik fazda da nikotinin lokomotor
aktivite lizerinde iyilestirici etkilere sahip olabilecegine isaret etmistir.
Nikotinin Noroprotektif Etkisi

Sigara igenlerde PH’nin insidansinin beklenmedik bir sekilde diisiik olmasi, hastaligin
progresyonunu yavaglatmak ve sagaltimi saglamak ig¢in arastirmacilart nikotinin de iginde
bulundugu potansiyel noroprotektif ajanlara yonlendirmistir. Bu bakisin dogal sonucu olarak,
son yillarda tanimlanan premotor fazda; heniiz baslamis olan nérodejenerasyona ve motor
bozuklugun disinda, duysal, otonom ve emosyonel semptomlara kars1 koruyucu tedavilerin
gelistirilmesi 6nem kazanmistir. Bu amagla calismamizda, nikotinin klinik bulgularda
olusturdugu iyilestirici etkinin yani sira noroproteksiyona yaptigi katkiyr da gdstermek
amaciyla deneklerin striatumlari histopatolojik agidan degerlendirildi.

Norodejenerasyon ve nikotinin ndroprotektif etkilerini degerlendirmek amaciyla nikotin
bagimlisi olan lezyonlu hayvanlar ve kontrollerde apopitoza ugramis hiicre sayisi incelendi.
Tim gruplarda 6nce H&E ile genel bir hiicre sayimi yapildi. Toksin etkisiyle olusan lezyon
alaninda yaygin lenfosit hiicre infiltrasyonu ve diger inflamatuar siiregler gézlendi ve Caspas-
3 antikoru kullanarak yapilan boyama sonucu apopitoza giden hiicreler tespit edildi. Noronal
mikrotiibiil yapilarinin saglamligi MAP-2 boyama kullanilarak gdosterildi. Nikotin alan
lezyonlu deneklerde kontrol grubuna gore apopitoza ugramis hiicre sayisinda anlamli (p<00,5)
azalma gorildii.

Preparkinson fazda patolojik degisikliklere bakildiginda en azindan frontal korteksde
biyokimyasal bozulmanin basladig1 ve bu siirecte proteinlerinin oksidatif hasara ugradigi,
tirozin hidroksilaz seviyesinin azaldigi, proteinlerdeki postranlasyonel modifikasyonun
bozuldugu bildirilmistir (186). Nikotinin PH’da néroprotektif etkili olduguna dair birgok
yaym olmakla birlikte preklinik donemde ndrodejeneratif siirece yapabilecegi katki heniiz

arastilmamustir.
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Chapman, sigara i¢gmenin nikotinik kolinerjik reseptorlerde upregiilasyon olusturup
ubikutin-protozeom sisteminin aktivitesinde artisa yol agarak PH riskini azalttigini1 belirtmistir
(187). Nikotinin a-6 nAChRs iizerinden nigrostriatal hasara kars1 koruyucu rol alabilecegi
Quik tarafindan bildirilmistir (121). Copeland ve arkadaslari nikotinin antiapopitotik etkisi
oldugunu ve ndrodejenerasyonu birincil olarak bu etki ile 6nledigini ileri stirmiistiir (188).
Benzer sekilde Park ve arkadaslar1 nikotinin dopaminerjik noronlar iizerinde néron koruyucu
etki olustururken anti-inflamatuar mekanizmalar1  kullandigin1  bildirmistir  (189).
Caligmamizda elde edilen bulgular, nikotinin apopitozisi onleyerek noroproteksiyona katki
sagladigin1i  gosteren literatiir  bilgileri ile korelasyon goOstermistir. Bu acidan
degerlendirildiginde  nikotinin  apopitozisi  azaltarak  preparkinson  ddnemindeki
norodejenerasyonu Onleyebilecegi ve hastalifin progresyonunu yavaslatabilecegi izlenimi
elde edilmistir. Ancak bu konudaki bilgileri giliglendirmek i¢in preklinik fazda olusan
patofizyolojik degisiklikler ve noroprotektif etkenler hakkindaki deneysel ¢alismalarin sayisi
ve kapsaminin arttirilmasi gerekmektedir.

Nikotinin Norodavranissal Etkileri

Calismamizda  preparkinson  doneminde  depresyon  benzeri  davranislari
degerlendirmek amaciyla yapilan zorlu yiizme testinde lezyonlu grupta nikotin, 2. giinde
hareketsiz kalma zamanin1 anlamli olarak (p<0,05) arttirdi. Lezyon tek basina depresif etki
gostermedigi halde nikotin depresif davramis egilimi olusturdu ve lezyon ile nikotin
birlikteliginde bu etki anlamli olarak (p<0,05) ortaya c¢ikti. Anksiyete benzeri davranislarin
degerlendirildigi yiikseltilmig art1 labirent testinde elde edilen sonuglarda; bilateral striatum
lezyonu anksiyete skorlarinda artisa yol act1 ve nikotin istatistiksel olarak anlamli olmasa da
lezyona bagli anksiyetede azalmaya neden oldu. Ayrica lokomotor aktivite
degerlendirmesinde; ratlarda lezyon sonrasi, vertikal hareket basta olmak {lizere stereotipik
hareketlerin anlamli olarak (p<0,05) artmasi lezyon sonrasi deneklerde anksiyetenin arttigini
gosterdi. Bununla birlikte nikotin alan ratlarda stereotipik hareketlerin anlamli olarak (p<0,05)
azalmasi, nikotinin anksiyolitik etkisinin gostergesi olabilir.

Parkinson hastaliginda goriilen otonomik disfonksiyon, psikiyatrik komplikasyonlar, agr1,
yorgunluk ve uyku problemlerinin yasam kalitesini bozan major non-motor semptomlar
oldugu bilinmektedir (190). Menza ve arkadaslar1 depresyon ve anksiyetenin hastaligin
psikolojik etkisi veya L-Dopa’nin yan etkisinden ¢ok altta yatan ndérokimyasal degisikliklere
bagli olabilecegini bildirmistir (191, 192). Son yillarda duygudurum degisikliklerinin
premotor fazda goriildiigii ve ileri evre Parkinson hastaliginda ise siklikla L-Dopa’nin da

etkisiyle artig gosterdigi kabul edilmektedir. Hastalarda tan1 almadan 6nceki donemde %40-
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60’1 gecmeyen dopamin deplesyonu sonucu kisilik degisikliklerinin ortaya ¢iktigi Brook
tarafindan da rapor edilmistir (193).

Sigara kullanim1 ve nikotinin, insan ve hayvanlarda duygudurum iizerinde farkl etkilere
sahip olabilecegi birgok caligmada gosterilmistir. Nikotin yamalarinin sigara igmeyenlerde
depresyon semptomlarini hafiflettigi (194) ve depresif hastalarin sigaraya baglayarak
semptomlar1 kendi kendine azaltmaya calistiklar1 yonilinde c¢alismalar bulunmaktadir (195).
Bununla birlikte Glassman ve arkadaslart sigarayr birakmanin depresif semptomlar:
alevlendirebilecegini bildirilmiglerdir (196). Fakat preparkinson doneminde goriilen ice
kapanma, mutsuzluk gibi non-motor semptomlar {iizerinde nikotinin olusturdugu etki
aragtirtlmamustir.

(Calismamizda preparkinson donemi olusturulan hayvanlarda nikotinin depresyonu
arttirmis olmasi literatiir bilgileriyle celismektedir. Saptanan bulgular PH’da preklinik
donemde goriilen depresyonun nikotin alimi ile artabilecegini gostermistir. Ancak PH’da
nikotin alan ve almayan gruplar arasinda depresyon sikligini arastiran klinik ve deneysel
calismalar heniiz yetersizdir. Bu nedenle patofizyolojik ve klinik degisiklikleri degerlendiren
daha genis calismalara ihtiya¢ vardir. Hsu ve arkadaslari tarafindan bildirilen bir ¢alismada
sigara igmenin anksiyeteyi azaltma etkisi oldugu ve bu etkide nikotinin rol aldig: iizerinde
durulmustur (197). Arastirmamiz sonucunda elde edilen bulgular nikotinin anksiyolitik etkili
oldugunu gosteren literatiir bilgileri ile korelasyon gostermistir.

Bu sonuglar; Corrigall tarafindan tespit edilen mezolimbik dopaminerjik yolagin nikotinin
motivasyonel etkisini diizenledigi (198) bilgisini desteklemekle birlikte dopaminin kismi
azlig1 sonucu olusan dengesizligin nikotin alimi ile birlikte seratonin yoniine kaydigi ve tiim
bu aminler arasinda mezolimbik/mezokortikal yolaklarda reseptér diizeyinde etkilesim oldugu
hipotezini desteklemektedir.

Motive edilmis davranislarda ventral striatumun ve anksiyetede 5-HT’in kritik rol
oynadigi bilinmektedir (199). Dellu ve Piazza, dopaminerjik ve kolinerjik beyin sistemlerinin
psikomotor aktivasyon, yabanci ortama cevap, motivasyon, bagimlilik ve stresle olan
baglantisina aragtirmalariyla 1sik tutmustur (200, 201). Ancak calismamizda yaptigimiz
ventral striatum parsiyel lezyonunun (premotor parkinson modeli) anksiyete skorlarini
arttirmasi ve nikotinin bu etkiyi azaltmasi; dopaminerjik, seratonerjik ve kolinerjik yolaklarin
NAc’de olusturduklar etkilesimin karmasik bir boyutunun oldugunu géstermistir. Elde edilen
veriler reseptdr diizeyinde olusan bu etkilesimin tam olarak netlesmedigini bir kez daha ortaya
koymustur. Parkinson hastaliginin patogenezinde dopamin disinda nikotin, melatonin ve

seratonin gibi aminlerin de rol alabilecegi ve belkide PH’nin aminerjik sistem hastaligi
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olduguna dair ipuglar1 elde edilmistir. Bunun yani sira 6ncelikle nikotin ve dopaminin
reseptor diizeyinde etkilesim iginde olabilecegi ve progresyon devam ederken dopamin ile
birlikte nikotinik reseptorlerin de dejenerasyona ugrayabilecegi izlenimi elde edilmistir. Bu
bulgular nikotin, dopamin, seratonin ve melatonin gibi ndrotransmiterlerin reseptor diizeyinde
etkilesim i¢inde oldugunu gosteren (202) yayinlar1 desteklemektedir.

Son yillarda bildirilen yayinlarda Parkinson hastaligi tanimi degismekle birlikte tedavide
ve noroproteksiyonda  kullanilabilecek  ajanlar  konusunda  ayrintili  ¢aligmalar
stirdiiriilmektedir. Fakat aminerjik nérotranmiterler ve reseptorlerinin etkilesimi konusunda
yapilan calismalar yetersizdir. Bu bakis agisiyla yapilacak bilimsel calismalar tedavi ve

prognoz agisindan yararli olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

PH, bradikinezi, hipo/akinezi, rijidite, tremor ve postural instabilite gibi motor
parkinsonizm bulgulariyla seyreden nigral dejenerasyonun yol actigi striatal dopaminerjik
denervasyon sonucu olusan klinik sendromdur. Son on yilda ise motor semptomlarin yaninda
bir ¢ok hastanin aslinda nigral (apati, disfori, hafif kognitif bozukluk) ve ekstra-nigral
(hiposmi, agri, yorgunluk, otonomik disfonksiyon, uyku bozukluklari, davranig ve
duygudurum bozukluklari, bili¢sel kayip ve /veya demans) dejenerasyon sonucu olusan non-
motor semptomlardan yakindig1 gercegi ortaya ¢ikmustir (203, 204).

Non-motor semptomlar ise dopaminin %40-60’1 gegmeyen kaybi sonucu yine son
yillarda tanimlanmis olan premotor donemde ortaya c¢ikmaktadir. Premotor fazda sigara
kullanim1 hastalarin ¢ok az bir kisminda mevcuttur ve gelecekte parkinson hastaligi tanisi
alacaklarin ¢ogu nikotini birakma davranis1 sergilemektedir. Nikotinin parkinsonda
noroprotektif etkili olduguna dair bir¢ok yayin olmakla birlikte sigaranin dolayisiyla nikotinin
premotor donemde nérodejenerasyon, bagimlilik, davranig iizerinde olusturdugu degisiklikler
net olarak bilinmemektedir.

Bu calismada; nikotine maruz  kalindiginda  preparkinson = modelinde
norodejenerasyonun nasil seyrettigi, davranis ve emosyonel durumun nasil etkilendigi ve
lokomotor aktivitedeki degisikliklerin neler oldugu gibi sorulara yanit bulunmaya
calisilmigtir.

Elde edilen sonuglarda; preparkinson hayvan modelinde anlamli olmasa da nikotinden
uzaklasma egilimi gorilmiistiir. Lezyon sonrasi daha uzun (dort haftadan uzun) siireli
deneylerin yapilmasi bu egilimin devam edip etmedigini anlamak agisindan yararli olacaktir.
Preparkinson asamasinda nikotinin parsiyel lezyonlu ratlarda, oOzellikle stereotipik
davraniglar1 azalttigi, ambulasyonu anlamli olarak arttirdigi dolayisiyla iyilestirici etki
gosterdigi gozlenmistir. Emosyonel ve davranigsal agidan ise preklinik fazda depresyona
benzer davranislar arttirirken anksiyolitik etkisinin de oldugu goriilmiistiir. Ayrica nikotinin
norodejenerasyonu yavaslattigina dair histopatolojik veriler elde edilmistir.

PH tanimi son on yildaki bilgiler 1s1ginda artik degismis; sadece dopaminerjik degil
seratonerjik, noradrenarjik, kolinerjik ve diger santral ndrotransmiterlerin de etkilendigi

multisistem dejenerasyonla giden progresif klinik sendrom olarak yayinlarda yerini almistir

(62).
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Bu ¢alismada nikotinin nérodejenerasyonu azalttigi, lokomotor aktiviteyi arttirdigir ve
anksiyolitik etki gostererek hastaligin sagaltiminda 6nemli rol alabilecegi gosterilmistir. Tiim
bu etkilere ek olarak hastalarin premotor fazda nikotini birakma yada tiksinme egilimi
gostermeleri ve nikotinin preparkinson modeli deneklerde depresyon olusturmasi gibi
bulgular nikotin, dopamin ve seratonin gibi aminlerin reseptdr diizeyindeki etkilesimlerinin
¢ok daha fazla bilinmeyen yoniiniin oldugunu ve bu konuda kapsamli arastirmalarin yapilmasi

gerektigini gdz Online sermistir.
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7. OZET

Parkinson hastali§i, substantia nigrada progresif dopaminerjik ndéron kaybi, striatal
dopamin diizeylerinde azalma ve ekstrapiramidal motor fonksiyonlarda bozulma ile
sonuclanan kronik nérodejeneratif bir bozukluk olarak bilinmekle birlikte preklinik fazi son
on y1l i¢cinde tanimlanmistir. Parkinson hastalarinda istirahat tremoru, bradikinezi, rijidite ve
postural instabiliteden olusan kardinal motor bulgularin disinda ige kapanma, depresyon,
anksiyete gibi emosyonel degisikliklerinin de gelistigi goriilmektedir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda PH’da nikotinin antiinflamatuar, noroprotektif,
noromodulator etkilerinin oldugu gosterilmistir. Klinik ve deneysel c¢alismalar, nikotinin
motor belirtileri diizeltici yonde etkilerinin oldugunu gostermis fakat premotor belirtilerle
iliskisi incelenmemistir.

Bu c¢alismada stereotaksik olarak, striatal bolgeye 6-OHDA enjekte edip hem
striatumda hem de retrograd difiizyon ile VTA’da lezyon olusturulmustur. Bu model
presemptomatik fazin deneysel modeli olarak kabul edilmektedir. Deneklere yiikseltilmis arti
labirent, Porsolt’un zorlu ylizme testi ve lokomotor aktivite testleri uygulanmistir. Sakrifiye
edilen deneklerin striatumlari immunohistokimyasal olarak incelenmis ve olusturulan {i¢ grup
ve kontrol grubu arasinda nikotin tiiketimindeki farklilik incelenmis ayrica nikotinin
emosyonel, davranigsal etkileri ve ndrodejenerasyondaki fonksiyonu aragtirilmistir.

Elde edilen sonuglarda nikotin tiiketiminde gruplar arasinda anlamli fark
saptanmamustir. Nikotinin ndrodejenerasyonun bir pargasi sayilan apopitozisi anlamli olarak
azalttig1 goriilmiistiir. Nikotin, 6-OHDA lezyonlu grupta depresyonu anlamli olarak arttirirken
lokomosyon paterninde stereotipik hareketleri azaltmistir.

Sonug olarak bu calisma; nikotine maruz kalindiginda premotor parkinson modelinde
kognisyon, bellek, davramis, depresyon, anksiyete ve hareket bozukluklarinin nasil

etkilendigine ve nikotinin nérodejenerasyondaki etkisine 151k tutmustur.

Anahtar kelimeler: Nikotin, presemptomatik faz, deneysel parkinson modeli.
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8. ABSTRACT

Parkinson’s Disease has been defined as a chronic degenerative disorder with
consequent progressive dopaminergic neuron loss, decrease in striatal dopamine levels and
impairment of extrapyramidal functions and its preclinical phase has only been described
recently. In patients with Parkinson’s Disease (PD), apart from the cardinal symptoms of
resting tremor, bradikinesia and rigidity, emotional changes such as withdrawal, depression
and anxiety have been observed.

In recent studies, it has been demonstrated that nicotine has anti-inflammatory,
neuroprotective and neuromodulatory effects in PD. Clinical and empirical studies have
shown that nicotine has beneficial effects on motor symptoms; however, its relationship with
premotor symptoms has not been explored.

To achieve this aim, we have injected the striatal area with 6-OHDA to create a lesion
both at the striatum and at VTA through retrograde diffusion. This model has been accepted
as the experimental model of the presymptomatic phase. Elevated plus maze, Porsolt’s forced
swimming test and locomotor activity test was applied to the animals. The striata of the
sacrificed animals were analyzed immunohistochemically. The differences in nicotine
consumption and the emotional and behavioral effects of nicotine on neurodegeneration were
investigated across three groups and the control group.

The data has revealed no difference in terms of nicotine consumption. Nicotine was
observed to decrease apoptosis which is part of neurodegeneration. Nicotine was seen to
cause an increase in depression in the 6-OHDA lesion arm and a decrease in the stereotypical
movements within the locomotion pattern. In conclusion, this study has shed light on the
effect of nicotine exposure on cognition, memory, behavior, depression, anxiety and
movement disorders and the effect of nicotine on neurodegeneration in the premotor

Parkinson’s model.

Key words: Nicotine, presymtomatic phase, experimental Parkinson’s model.
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