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1.0ZET

Obsesif Kompulsif Bozukluk (OKB), insanlar1 hayatlar1 boyunca
etkileyen, genellikle engelleyici semptomlar1t olan, kronik psikiyatrik bir
hastaliktir. Calisgmamizda siganlarda D2 dopamin (DP) reseptor agonisti olan
quinpirole (QNP) kullanilarak olusturulan OKB modelinde beyin nikotinik
reseptor gen ifadelerinin incelenmesi ve spesifik nikotinik reseptdr agonistleri
olan sistisin (CYT), GTS-21 ve SIiB-1508Y tedavi etkinliginin arastiriimasi

amaclanmustir.

Her grupta 12 hayvan olacak sekilde toplam 60 adet Wistar Albino erkek
sican kontrol (K) , QNP (0,2 mg/kg/dort giinde bir), QNP+CYT ve QNP+GTS-21
ve QNP+SIB-1508Y olmak iizere 5 gruba ayrildi. Hastaligm olusumu igin 45 giin
boyunca QNP subkutan olarak uygulandi. 45 giinlin sonunda 12 giin boyunca
nikotinik asetilkolin reseptér (nAChR) agonistleri olan CYT (3mg/kg/glin, sc),
GTS-21( 3mg/kg/giin, oral gavaj) ve SIB-1508Y (10mg/kg/giin;sc) uygulamalari
yapildi. Korteks, striatum ve hipokamiis dokularinda nAChR ile iligkili genlerin
mRNA diizeyleri kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-
PCR) ile ve total beyinde DP, serotonin (ST) ve asetilkolin (ACH) diizeyleri

ELISA yontemi ile degerlendirildi.

Degerlendirilen 1i¢ beyin bolgesinde QNP’nin nikotinik asetilkolin
ifadelerini degistirdigi ve tedavi gruplarinda bu degisimlerin belirli oranda
normalize edildigi gozlendi (p<0,05). Beyin DP diizeylerinin K ve QNP
gruplaria gore SIB-1508Y grubunda ve QNP grubuna gore ise CYT grubunda da

anlamli olarak arttig1 belirlenmistir (p<0,05). Beyin ACH diizeylerinin K ile



karsilastirildiginda sadece QNP+SIB1508Y grubunda anlamli olarak arttig
gosterilmistir (p=0,008). QNP’nin agik alan testinde degerlendirilen 13 farkli
davranistan 10’nunu bozdugu, tedavi amacgh kullanilan GTS-21 ve SIB-

1508Y ’nin iki davranist ve CY T nin ise 7 davranisi diizelttigi belirlenmistir.

Literatiir verilerine gore mevcut calisma QNP sican OKB modelinde
nikotinik asetilkolin ifadeleri ve agonistlerinin tedavi edici etkinliginin
degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Tedavi etkinligi en yiliksek diizeyde olan CY T’ nin
bu etkilerinde nikotinik asetilkolin gen ifade normalizasyonu ve DP diizeylerini

normalize ederek gerceklestirebilecegi muhtemeldir.

Anahtar Kelimeler: Obsesif Kompulsif Bozukluk, Quinpirole, Beyin, Nikotinik

Asetil Kolin Reseptorleri, Dopamin



2. ABSTRACT

In our study, obsessive-compulsive disorder (OCD) was induced by using
quinpirole (QNP) , a D2 dopamine (DP) receptor agonist in rats. The aim of this
study was to investigate brain nicotinic receptor gene expression in these rats and
to investigate the treatment efficacy of specific nicotinic receptor agonists,

cysticin (CYT), GTS-21 and SIB-1508Y.

A total of 60 Wistar Albino male rats were divided into five groups as
control (K) , QNP (0.2 mg / kg / once every four days), QNP+CYT and
QNP+GTS-21, QNP+SIB-1508Y. At the end of 45 days, CYT (3mg / kg / day,
sc), GTS-21 (3mg / kg / day, oral gavage) and SIB-1508Y (10mg / kg / day; sc)
which are nicotinic receptor agonists were administered for 12 days. mRNA levels
of nicotinic receptor-related genes in cortex, striatum and hypocamus tissues were
evaluated by Quantitative Real Time-Polymerase Chain Reaction (QRT-PCR) and
DP, serotonin (ST) and acetylcholine (ACH) levels in total brain were evaluated

by ELISA.

It was observed that QNP changed nicotinic acetylcholine reseptor
(nAChR) expression in the three brain regions evaluated and these changes were
normalized to a certain extent in the treatment groups (p <0.05). It was determined
that brain DP levels increased in SIB-1508Y group compared to K and QNP
groups and significantly increased in CYT group compared to QNP group (p
<0.05). Brain ACH levels were significantly increased only in the

QNP+SIB1508Y group compared to the K group (p = 0.008). It was determined



that QNP disrupted 10 of the 13 different behaviors evaluated in the open field
test, GTS-21 and SIB-1508Y used for treatment corrected two behaviors and CYT

corrected 7 behaviors.

According to the literature data, the present study was the first to evaluate
the therapeutic efficacy of nAChR expressions and nAChR agonists in the "QNP
rat OCD model". It is likely that CYT, which has the highest therapeutic efficacy,

can achieve these effects by normalizing nAChR gene expression and DP levels.

Keywords: Obsessive Compulsive Disorder, Quinpirole, Brain, Nicotinic

Acetyl Choline Receptors, Dopamine



3.GIRIS

3.1. Obsesif Kompulsif Bozukluk

OKB, insanlar1 hayatlar1 boyunca etkileyen, genellikle engelleyici
semptomlari olan, kronik psikiyatrik bir hastaliktir (1). Diinyadaki yayginligi % 2-
3 olan OKB, tipik olarak saplantilar1 veya endiseleri takiben ortaya ¢ikan,
tekrarlayan obstriiktif (takintili) davraniglar ve eylemler (kompulsiyonlar) ile
karakterize edilir (2). Hastalar siklikla endigelerini gidermek i¢in tekrarlayan,
kaliplagsmis ve ritiiellestirilen davraniglar sergilerler (3). Obsesyon diigiincelerinin
ornekleri genel olarak bagkalarmma zarar vermek, kapali kapilar hakkinda siiphe
uyandirmak, ahlaki ve cinsel diisiinceleri kapatmaktir (4). Kompulsif davraniglar
cogunlukla obsesyonlara tepki olarak ortaya ¢ikar. Genellikle cihazlarin diizenli
olarak kontrol edilmesi gibi asir1 davranislar ve fisilti gibi zihinsel davranislari
icerir. OKB de zorlamalar sikintiy1 azaltmay1 ve bazi korkung olaylar1 6nlemeyi

amaclamaktadir (5).

3.1.1. Tam Kriterleri

A. OKB’nin tani kriterlerinde obsesyonlar ya da kompulsiyonlar vardir.
Obsesyonlar asagidaki 2 madde ile tanimlanir:

(1) OKB sirasinda kimi zaman istenmeden gelen, uygunsuz olarak yasanan ve
belirgin anksiyete ya da sikintiya neden olan, siirekli ve yineleyici
diisiinceler, diirtiiler ya da diislemler,

(2) Diisiinceler, diirtiiler ya da diislemler sadece gercek yasam sorunlari

hakkinda duyulan asir1 liziintiiler degildir.



Kompulsiyonlar asagidaki maddelerle tanimlanir:

(1) Kisinin, obsesyona bir tepki olarak kendini yapmaktan alikoyamadigi
yineleyici davraniglar (6rn. El yikama, diizene koyma, kontrol etme) ya
da zihinsel eylemler (6rn. Dua etme, say1 sayma, bir takim sozctikleri
sessiz bir bigimde sOyleyip durma)

(2) Davranislar ya da zihinsel eylemler, sikintidan kurtulmaya ya da var olan
sikintiy1 azaltmaya ya da korku yaratan olay ya da durumdan korunmaya
yoneliktir; ancak bu davranmislar ya da zihinsel eylemler ya
etkisizlestirilmesi ya da korunulmasi tasarlanan seylerle gercekei bir
bicimde iliskili degildir ya da ¢ok asir1 bir diizeydedir.

(3) Kisi, bu diisiinceleri, diirtiileri ya da diislemlerine 6nem vermemeye ya da
bunlar1 baskilamaya calisir ya da baska bir diisiince ve eylemle bunlari
etkisizlestirmeye calisir.

(4) Kisi, obsesyonel diisiincelerini, diirtiilerini ya da diislemlerini kendi
zihninin bir iirlinii olarak goriir.

B. Bu bozuklugun gidisi sirasinda bir zaman sonra kisi obsesyon ya da
kompulsiyonlariin asir1 ya da anlamsiz oldugunu kabul eder. Bu durum ¢ocuklar
i¢cin gecerli degildir.

C. Obsesyon ya da kompusiyonlar belirgin bir sikintiya neden olur, zamanin
bosa harcanmasina yol acgar (giinde bir saatten daha uzun zaman alirlar) ya da
kisinin olagan giinliik islerini, mesleki (ya da egitimle ilgili) islevselligini ya da
olagan toplumsal etkinliklerini 6nemli 6l¢iide bozarlar.

D. Bu bozukluk bir maddenin (6rn. kotiiye kullanilabilen bir ilag) ya da

genel tibbi bir durumun dogrudan fizyolojik etkilerine bagh degildir (6).



3.1.2. Klinik Ozellikler

Obsesyon ve kompulsiyonlarin yaygin olarak goziiken bazi 6zellikleri
sOyledir.

1) Diislinceler ve diirtiiler kisinin biling altina tekrarlayici sekilde zorla
girer.

2) Bu duruma endise ya da korku hissi eslik eder ve kisiyi diislince ya da
diirtiiye kars1 tedbir almaya zorlar.

3) Obsesyon ya da kompulsiyonlar egodan bagimsizdir.

4) Obsesyon ya da kompulsiyonlar1 kisi acayip ve mantiksiz olarak algilar.

5) Obsesyon ve kompulsiyonlardan yakiman kisi genellikle bu duygulara
direnmek ister.

En sik gorilen durum kontaminasyon obsesyonlari (elinin veya
viicudunun mikrop, pislik, kan, meni, idrar ile kirlendigi diisiincesi) ve bunu
izleyen yikama ve temizleme obsesyonlart ve kontamine olunan nesneden
kompulsif kaginmadir. Ikinci siklikta goriilen durum ise siiphe obsesyonlar1 ve
bunu izleyen kontrol etme kompulsiyonlaridir. Ugiincii siklikta goriilen durum ise
sadece obsesyonlarin oldugu kompulsiyonlarin goriilmedigi durumdur. Bu
obsesyonlar genellikle cinsel ve saldirgan davraniglarin  tekrarlayici
diisiinceleridir. Bunun disinda simetri obsesyonlari, dinsel veya cinsel igerikli
rahatsizlik ve sugluluk veren obsesyonlar, biriktirme kompulsiyonlar1 da

goriilebilir (7).



3.2.0bsesif Kompulsif Bozuklugun Epidemiyolojisi

OKB 1980’lerin basina kadar nadir bir bozukluk olarak diisiiniilsede
sonradan yapilan detayli arastirmalarda psikiyatrik bozukluklar arasinda 4.
siklikta goriildiigii ortaya koyulmustur (8). Istatiksel ¢alismalara gére OKB’nin
alt1 aylik prevelans1 %1,5 (0.7- 2.1), yasam boyu prevelansi ise %2,5 (1.9 — 3.3)
olarak hesaplanmistir (9). OKB’nin yasam boyu prevelansi iilkeden iilkeye
degisiklik gosterir. Calismalarin bir kismi eriskin popiilasyonda cinsiyet farki
olmadigin1 gostermektedir. Buna karsilik bazi ¢alismalara gore kadinlarda daha
sik oldugu goriilmektedir. Yedi ayr lilkede yapilan epidemiyolojik calismalarin
analizinde, kadm-erkek oranm1 1.2-1.8 oldugu saptanmistir. Cocuk ve ergenlerde
ise erkeklerde kizlara gore daha sik oldugu belirlenmistir. OKB’nin 1rk, etnik
grup, egitim, medeni durum, meslek, kiiltir ve ekonomik durum gibi
sosyodemografik faktorlerle anlamli iliskisi bulunmamaktadir (10).

Cinsiyette ise; ¢ocukluk ve ergenlikteki OKB’nin erkeklerde daha sik
goriildiigii, erkek cocuklarinda daha erken yasta bulgularin basladigi, erkeklerde
psikotik bozukluk birlikteliginin daha sik oldugu ve prognozun daha kotii
seyrettigi saptanmustir. Hastalarin %25’inde bulgular ¢ocuklukta, %29’unda ise
ergenlik doneminde baslamaktadir. Ergenlerde yapilan ¢aligmalarda bulgularin 9-
18 yas arasinda gorildiigi belirtilmistir. Ancak 2 yasinda OKB tanist konan
olgular bildirilmistir (11). Erkeklerde OKB’nin erken yasta simetri obsesyonu ve

diizenleme kompulsiyonun sik goriilmesiyle ortaya ¢iktig1 saptanmustir (12-13).



3.3. Obsesif Kompulsif Bozuklugun Etyolojisi

3.3.1. Biyolojik Etkenler

3.3.1.1. Genetik

Genetik faktorlerin OKB olusumuna katkida bulunduguna dair ¢aligmalar
ve bulgular giderek artmaktadir. Bu bulgular ikiz ¢alismalar1 ve OKB hastalarinin
birinci derece akrabalarinin arastirmalarindan olugmaktadir. OKB i¢in ikiz
calismalarinda, monozigotik ikizlerde dizigotik ikizlere gbre anlamli olarak
yiiksek konkordans orani saptanmistir. Aile ¢alismalarinda, OKB hastalarinin 1.

derece akrabalarinin % 35’inin bu bozukluklan etkilendigi bulunmustur (7).

Son yirmi yilda larges 6lgekleri genlerdeki ve gen ilag etkilesimleri lizerine
yapilan caligmalarda OKB ile baglantili yiizlerce gen kesfedilmistir. Bunlarla
birlikte, OKB diger zihinsel bozukluklar gibi komplekstir ve genetik temelini

anlamak i¢in kapsamli ve entegre bir goriis gereklidir (14).

3.3.1.2. Norotransmitterler

Monoaminerjik sistemlerin uzun zamandir depresyon ve anksiyete
bozukluklarmda énemli bir rol oynadig1 ne siiriilmiistiir. “Odiil sistemi” endojen
DP ve opioidlerle modiile edilirken (15-18) “ceza sistemi” esas olarak ST modiile
edilmistir (19). Hedefe yonelik davramiglar DP tarafindan uyarilir ve DP
ndronlarmin intrakraniyal kendi kendine stimiilasyon i¢in bir substrat oldugu ileri
siiriiliir (20). Norepinefrin (noradrenalin; NE) “duygusal hafiza” ve belirli

davraniglarin  neden oldugu duygusal uyarilmanin saglamlastirilmas: ve



toplanmasi ile iligkilendirilmistir (21). NE noéronlari, ventral tegmental alan DP

noronlarinin inhibe kontrolii yoluyla sosyal yenilgiye kars1 kirilganlig1 diizenler

(22).

3.3.1.3. Beyin Goriintiileme Calismalari

Fonksiyonel goriintiileme teknikleri, belirli beyin alanlarindaki aktivite
seviyelerini dolayli olarak ol¢gmektedir ve OKB'ye dahil oldugu diisiiniilen
yapilarin anormal sekilde aktif olup olmadigini belirlemek i¢in kullanilmistir (23).
OKB patofizyolojisini bilmek i¢in fonksiyonel norogoriintiilleme kullanilarak dort
tip calisma yapilmaktadir (24);

1. OKB hastalarinin ve baslangigtaki saglikli kontrollerin karsilastiriimasi
(25).

2. OKB hastalarinin tedaviden o6nce ve sonra ¢alisilmast ve beyin
kontroliindeki  degisiklikleri  6lgmek i¢in  saglikli  kontrollerle
karsilastirilmas: tedaviye tekabiil edebilecek faaliyetler (26) hastalarin
semptomlarin1 provokasyon doneminde ve kontrol durumlarinda taramak
ve (27) biligsel gorev ve karsilastirma kosullar1 sirasinda hastalar
taramaktir.

OKB'de ki fonksiyonel norogoriintileme c¢alismalari, diger psikiyatrik
hastaliklardaki bulgularla karsilastirildiginda tutarhidir  (28). OKB'nin ilk
caligmalarinda tek foton emisyonlu CT (SPECT) ve pozitron emisyon tomografi
(PET) taramalar1 kullanilmistir. Bu calismalarin yani1 sira fonksiyonel MRG
kullanan son calismalar, normal saglikli kontrollere kiyasla OKB hastalarinda
bazal ganglionlar (agirlikli olarak kaudatin basi), anterior cingulate ve

orbitofrontal korteks alanlarinda artmis aktivasyon gostermistir (29).
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Sekil 1. Insan beyninde tanimlanan nAChR alt tiplerinin bolgesel dagilimi (30).

3.3.2. Psikososyal Etkenler

3.3.2.1. Psikodinamik Etkenler

OKB'yi psikodinamik bir perspektiften tanimlama ve tedavi etmenin uzun
klinik gelenegine ragmen, kanita dayali psikodinamik bir tedavi yoktur. Bununla
birlikte, anksiyete bozukluklar1 {izerine yapilan son arastirmalar, manuel giidiimlii
kisa vadeli psikodinamik tedavinin (STPP) umut verici bir yaklasim olabilecegini

diistindiirmektedir (31).

Anksiyete bozukluklar1 i¢cin STPP iizerine insa edilen ve Luborsky'nin
destekleyici  eksprese edici  terapisine dayanan bir STPP  modeli

gelistirilmistir . Tedavi, hem destekleyici terapinin karakteristik 6gelerini hem de
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bu duruma 06zgii tedavi ¢ekirdek catismali iligski tema (CCRT) 6gelerini igeren on

iki modiilden olusur (32).

Tedavi asagida kisaca tarif edilmistir. Tedavinin baslangicinda, OKB
semptomlart ile iligkili CCRT degerlendirilir. Bir CCRT ii¢ bilesenden olusur: bir
dilek (W, o6rnegin saldirgan veya cinsel diirtii), digerlerinden gelen bir cevap (RO,
ornegin mahkum edilecek) ve benligin tepkisi (RS, ornegin takinti ve / veya
zorunluluklar) . CCRT'ye odaklanarak, terapist hastanin OKB semptomlarini (RS)
kendi isteklerine (veya diirtiilerini ve etkilerini, W) ve digerlerinin (beklenen)
cevaplarina (RO) iliskilendirir. CCRT hastaya “OKB formiilii” olarak sunulur. Bu
formiil hastalarin kaygi paternlerini ve OKB reaksiyonlarini anlamalarini

saglar. Hastanin semptomlarini (i¢ ve dis) kisilerarasi iliskilere ¢evirir (32,33).

3.3.2.2. Kisilik Etkenleri

OKB hastalarinin % 15-45 kadarinda premorbid obsesif o6zellikler

bulunmustur. Ama kisilik 6zellikler OKB gelisimi i¢in ne gerekli ne de yeterlidir

(7).

3.4. Obsesif Kompulsif Bozukluk ve Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri

nAChR’ler, merkezi ve periferik sinir sisteminde ndrotransmisyon
diizenlenmesinde rol oynayan ligand kapili iyon kanallaridir (34). nAChR alt
tirleri, a7 ve 09 gibi homopentamerler veya a2p2 ve a3f34 alt tipleri gibi o (a2-
al0) ve B (B2-p4) alt Dbirimlerinin kombinasyonlarindan  olusan
heteropentamerlerdir (35). nAChR'lerin Alzheimer, Parkinson ve Sizofreni gibi
hastaliklarda terapotik potansiyelinin oldugu ve farkli noropsikiyatrik hastalik

stireclerinde alt tiplerinin roliiniiniin olabilecegi bildirilmistir (36). Bu reseptorler
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noronal gelisim, 6grenme ve hafiza olusumu ve 6diil sistemi dahil ¢esitli beyin
fonksiyonlarinda rol oynamaktadir. nAChR alt birimleri birgok beyin bolgesinde
bulunmasina ragmen, noéronal fonksiyonlardaki kesin hiicresel rolleri
bilinmemektedir. Yakin zamana kadar, nAChR'lerin sinir terminallerinden
norotransmitter salinimini diizenleyerek beyinde esas olarak bir diizenleyici rol
oynadig1r ileri siirlilmiistir. Bununla birlikte, yeni kanitlar, nAChR'lerin
hipokampusta ve duyu korteksinde hizli ACh-aracili sinaptik iletime aracilik
ederek bir postsinaptik rolde islev gordiiglinii ve refleks sistemindeki sinir
terminallerinde oldugu gibi somatodendritikte de bulundugunu gostermistir.
Presinaptik ve postsinaptik nAChR'lerin bu beyin bolgelerindeki sinaptik

etkinliklerde degisimlerde rolii oldugu diistiniilmektedir (37).

Insan ve hayvanlar iizerinde yapilan az sayidaki ¢aligmada nAChR
reseptorlerinin  OKB iligkisi vurgulanmistir. Insanlarda goriilen ve OKB
bulgularinin eslik ettigi Tourette sendromunda nAChR7’nin -86T polimorfizminin
kontrollerle karsilagtirildiginda hastalarda yiiksek oldugu gosterilmistir. Gendeki
bu polimorfizmin reseptdr sentezinde azalmaya yol actig1 ifade edilmistir (38).
Sicanlarda QNP ile olusturulan OKB modelinde nikotinin OKB semptomlari
tizerinde 1yilestirici etkileri oldugu belirlenmistir (39). Ancak yapilan bu ¢aligma
sonrasinda sigcan OKB modellerinde beyindeki nAChR reseptor gen ifadelerinin

nasil degistigi veya bu reseptdr agonist veya antagonistlerinin hastalik tizerindeki

tedavi edici etkilerinin degerlendirildigi caligmalara rastlanmamaistir.
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3.4.1. Nikotinik Asetilkolin Reseptorleri

nAChRs, GABA, glisin ve ST (5-HT3) reseptorlerini igeren ligand kapili
iyon kanallari, "Cys-loop" stiper ailesine aittir.
Memelilerde multigen ailesi tarafindan kodlanmig 16 homolog nuklear alt birim
vardir. Bu alt birimler, ¢esitli ifade sekilleri, cesitli fonksiyonel 6zellikler ve
farkli farmakolojik 6zelliklere sahip birgok farkli nAChR alt tipi olusturmak
lizere bir araya getirilirler. Bu sebepten dolayr kolinerjik innervasyon oldukca
yaygindir ve nAChR ifadesi son derece genistir, beyindeki her alan neredeyse

nikotinik mekanizmalar tarafindan etkilenir (40).

Memeli nAChRs por etrafinda diizenlenmis bes alt birimden olusur (Sekil

2).

p2
g

Sekil 2: Por gevresinde pentamerler seklinde diizenlenmis nAChR alt birimlerinin
didaktik gosterimi yukardaki sekilde gdsterilmistir. Beyindeki en yaygin
nAChR'ler heterooligomerik a4B2 nAChR'ler ve homooligomerik a7
nAChR'lerdir. ACH baglanma alanlar, bitisik alt birimler arasinda bulunan siyah

asimetrik bolgelerde gosterilmistir (41).
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Noronal altbirimler, yalnizca a alt birimlerinin hiicre dis1 alanindaki komsu CYT
gruplarinin  varligina dayanan alfa (a2-a7, o9 ve al0O) ve beta (B2-p4)
siniflandirmalarima ayrilmistir. o8 alt birimini kodlayan gen kanatlilarda
bulunmasina ragmen memelilerde bulunmamaktadir (42). Noronal nAChR'lerin
yapisal ve islevsel c¢esitliliginin biliylik bir kismi olast bir¢cok alt birim
kombinasyonundan kaynaklanmaktadir. Memeli beyninde en sik goriilen iki
nAChR alt tipi, a4p2 heteromerik ve a7 homomerik alt birim kombinasyonudur.
a4p2, nikotin icin yiiksek afiniteye sahip bir alt birimdir ve a7 alt tipi, beynin o-
bungarotoksin baglama alanlarina katkida bulunur. Her bir alt birim ¢ok
kenarliliga sahip oldugundan ve tamamen simetrik olmadigindan, pek cok alt
birimin pentamerik kompleks icine yerlestirilmesi binlerce farkli nAChR
tiretebilir. Diger nAChR alt tiirleri ise beyinde ¢ok daha smirli bir dagilima
sahiptir, ancak fazlaca reseptor alt tipini olusturabilirler. Ornegin, periferik sinir
sisteminde yaygin olarak bulunan o334 nAChRs, sadece medial habenula,
interpedunkular nukleus ve lokus koeruleusunda yiiksek seviyelerde eksprese
edilir. a3pf4 nAChR'ler ise nikotin ic¢in diigiik afiniteye sahiptirler ve a4p2

nAChR'lere gore ¢ok daha yavas duyarsizlagsma kinetiklerine sahiptirler (40).

3.4.2.Nikotinik Asetilkolin Alt Birimleri

CHRNA1: Uzun isim: Nikotinik asetilkolin alt birimi alfa-1

Genin ifade edildigi dokular: Kas, kalp ve akcigerde yiiksek beyinde
diisiik diizeyde ifade edilir.

Lokasyonu: 3g23

Ekson sayisi: 9
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Chrnal geninin homologlari: Chrnal geni insan, sempanze, Rhesus
maymunu, kopek, inek, fare, tavuk, zebrafish ve kurbagada korunur (43).

CHRNA2: Uzun Isim: Nikotinik asetilkolin reseptdr alt birimi alfa-2

Genin ifade edildigi dokular: Beyin, kalp, bobrek, karaciger, akciger,
dalak, testis, timus, uterus, bobrekiistii bezinde bulunur.

Lokasyonu: 15p12

Ekson sayisi: 7

Chrna2 geninin homologlari: Chrna2 geni insan, sempanze, Rhesus
maymunu, kopek, inek, fare, tavuk, meyve sinegi, sivrisinek ve kurbagada
korunur.

Bu gendeki mutasyonlar, otozomal dominant nokturnal frontal lob epilepsisi
tip 4'e neden olur. Bu genin tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) nikotin
bagimlilig ile iliskilendirilmistir (43).

CHRNA3: Uzun Isim: Néronal asetilkolin reseptor alt birimi alfa-3

Genin ifade edildigi dokular: Beyin, kalp, bobrek iistii bezleri, karaciger,
akciger, timus, kas, dalak bulunur.

Lokasyonu: 8q24

Ekson sayisi: 6

Chrna3 geninin homologlari: Chrna3 geni insan, sempanze, kopek, inek,
fare, tavuk, zebra baligi, meyve sinegi, sivrisinek ve kurbagada korunur. Bu genin
polimorfizmi, sigara i¢imi baglatma riski ve akciger kanserine duyarlilik artis1 ile
iliskilendirilmistir.  Alternatif =~ olarak  eklenmis  transkript  varyantlari

bulunmaktadir.
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CHRNA3 protein kodlayan bir gendir. CHRNA3 ile iliskili hastaliklar Akciger
Kanseri Duyarlilig1 2 ve Visseral Myopati'dir. Bu genin énemli bir paralogu ise
CHRNAG dir (43).

CHRNA4: Uzun Isim: No6ronal asetilkolin reseptor alt birimi alfa-4

Genin ifade edildigi dokular: Beyin, kalp, bobrek iistlii bezleri, akciger,
kas, dalak, testis, timus, uterus

Lokasyonu: 3g43

Ekson sayisi: 6

Chrna4 geninin homologlari: Chrna4 geni insan, sempanze, kopek, inek,
fare, tavuk, zebra balig1, meyve sinegi, sivrisinek ve kurbagada korunur.

Bu genin mutasyonlari, nokturnal frontal lob epilepsisi tip 1'e neden olur.
Bu genin nikotin bagimhihigina karst1 koruyucu polimorfizmleri oldugu
bildirilmistir (43).

CHRNAS5: Uzun Isim: Noronal asetilkolin reseptor alt birimi alfa-5

Genin ifade edildigi dokular: Beyin, bobrek iistii bezleri, karaciger,
testis, timus, uterus

Lokasyonu: 8q24

Ekson sayisi: 6

ChrnaS geninin homologlari: ChrnaS geni insan, sempanze, Rhesus
maymunu, kdpek, inek, fare, tavuk, zebrafish ve kurbagada korunur.

CHRNAS protein kodlayan bir gendir. CHRNAS ile iliskili hastaliklar
Akciger Kanseri Duyarliligl 2 ve madde bagimliligini igerir (43).

CHRNAG6: Uzun Isim: Noronal asetilkolin reseptor alt birimi alfa-6
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Genin ifade edildigi dokular: Beyin, bobrek, bobrek {istii bezleri,
karaciger, kas, dalak, testis, timus, uterus

Lokasyonu: 16q12.13

Ekson sayisi: 6

Chrna6 geninin homologlari: Chrna6 geni insan, sempanze, kopek, inek,
fare, tavuk, zebra balig1, meyve sinegi, sivrisinek ve kurbagada korunur.

CHRNAG6 protein kodlayan bir gendir. CHRNAG ile iliskili hastaliklar
Otozomal Dominant Nokteral Frontal Lob Epilepsisi ve alkol bagimliligini igerir .
Hiicre dis1 ligand kapili iyon kanali aktivitesini ve ACh reseptdr aktivitesini igerir.
Bu genin 6nemli bir paralogu ise CHRNA3'tiir (43).

CHRNA?7: Uzun Isim: Noronal asetilkolin reseptor alt birimi alfa-7

Genin ifade edildigi dokular: Bobrek iistii, beyin, kalp, akciger, testis,
timus, uterus, kas

Lokasyonu: 1q22

Ekson sayisi: 11

Chrna7 geninin homologlari: Chrna7 geni insan, sempanze, kopek, inek,
fare, tavuk, zebra balig1, meyve sinegi, sivrisinek ve kurbagada korunur.

Bu gen tarafindan kodlanan protein homo-oligomerik bir kanal olusturur,
kalsiyum iyonlarina belirgin gecirgenlik gosterir ve alfa-bungarotoksin tarafindan
bloke edilen ve oldukca duyarli olan beyin nikotinik reseptorlerinin énemli bir
bilesenidir. CHRNAY7 ile iligkili hastaliklar arasinda Chrna7 ile ilgili bozukluklar

ve kromozom 15q13.3 mikro delesyon sendromu bulunur .
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Alfa7, homolojik reseptorler olusturmak iizere birlesebilen noronal nikotinik
reseptOriin bir altbirimidir. Alfa7 nAChR, striatumun GABA internéronlarinda ve
piramidal noéronlarda bulunan hipokampusta belirgindir (43).
CHRNA9: Uzun Isim: Noronal asetilkolin reseptor alt birimi alfa-9

Genin ifade edildigi dokular: Kas, dalak, testis, timus, uterus

Lokasyonu: 14pl1

Ekson sayisi: 5

Chrna9 geninin homologlari: Chrna9 geni insan, sempanze, kopek, inek,
fare, tavuk, zebra balig1, meyve sinegi, sivrisinek ve kurbagada korunur.

CHRNAO9 protein kodlayan bir gendir. CHRNAY ile iliskili hastaliklar
sagirlik ve Otozomal Resesif 25'dir (43).

CHRNA10: Uzun Isim: Noronal asetilkolin reseptor alt birimi alfa-10

Genin ifade edildigi dokular: Bobrek iistii, beyin, kalp, bdbrek,
karaciger, akciger, kas, dalak, testis, timus, uterus

Lokasyonu: 1q32

Ekson sayisi: 6

Chrnal0 geninin homologlari: ChrnalO geni insan, sempanze, kopek,
inek, fare, tavuk, zebra baligi, meyve sinegi, sivrisinek ve kurbagada korunur.

CHRNA 10 protein kodlayan bir gendir. ilgili yollar1 arasinda Memeli ESC
Pluripotans1 ve Peptit ligand-baglama reseptorlerinde Nanog vardir. Hiicre dist
ligand kapili iyon kanali aktivitesini igerir. Bu genin Onemli bir paralogu

CHRNAOY'dur (43).
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CHRNBI1: Uzun isim: Asetil kolin reseptér alt birim beta 1

Genin ifade edildigi dokular: Bobrek iistii bezi, beyin, kalp, kas, bobrek,
akciger, karaciger, dalak, testis, uterus, timus

Lokasyonu: 10g24

Ekson sayisi: 11

Chrnb1 geninin homologlari: Chrnbl geni insan, sempanze, Rhesus
maymunu, kdpek, inek, fare ve zebra baliginda korunur.

CHRNBI protein kodlayan bir gendir. CHRNBI ile iliskili hastaliklar Asetilkolin
Reseptor Eksikligi ile iligkilidir (43).

CHRNB2: Uzun Isim: Néronal asetilkolin reseptdr alt birimi beta-2

Genin ifade edildigi dokular: Bobrek iistii bezi, beyin, kalp, kas, bobrek,
akciger, testis, timus

Lokasyonu: 2q34

Ekson sayisi: 6

Chrnb2 geninin homologlari: Chrnb2 geni insan, sempanze, Rhesus
maymunu, kopek, inek, fare, tavuk, zebra baligi, meyve sinegi, sivrisinek ve
kurbagada korunmaktadir.

CHRNB?2 protein kodlayan bir gendir. CHRNB2 ile iligkili hastaliklar
arasinda  Epilepsi  Otozomal Dominant olarak  bulunur . Protein
heterodimerizasyon aktivitesi ve hiicre dis1 ligand kapili iyon kanali aktivitesini
igerir. Bu genin 6nemli bir paralogu CHRNB4'tiir (43).

CHRNB3: Uzun Isim: Néronal asetilkolin reseptor alt birimi beta-3

Genin ifade edildigi dokular: Beyin, kalp, akciger, kas, dalak, testis,

timus, uterus
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Lokasyonu: 16q12.3

Ekson sayisi: 6

Chrnb3 geninin homologlari: Chrnb2 geni insan, sempanze, Rhesus
maymunu, kdpek, inek, tavuk, zebra baligi, ve kurbagada korunmaktadir.

CHRNB3 protein kodlayan bir gendir. CHRNB3 ile iligkili hastaliklar
arasinda Duane Retraksiyon Sendromu ve Otozomal Dominant Nocturnal Frontal
Lob Epilepsisi sayilabilir. Bu genin 6nemli bir paralogu CHRNAS'tir (43).

CHRNB4: Uzun Isim: Noronal asetilkolin reseptor alt birimi beta-4
Genin ifade edildigi dokular: Beyin, kalp, akciger, kas, dalak, testis, timus,
bobrek {istii bezi, karaciger

Lokasyonu: 8q24

Ekson sayisi: 6

Chrnb4 geninin homologlari: Chrnb4 geni insan, sempanze, Rhesus
maymunu, kdpek, inek, tavuk, fare, zebra baligi, ve kurbagada korunmaktadir.

CHRNB4 protein kodlayan bir gendir. CHRNB4'le iligkili hastaliklar
madde bagimlilig1 ve nikotin bagimliligiyla ilgilidir. Hiicre dis1 ligand kapili iyon
kanali aktivitesi ve ligand kapili iyon kanali aktivitesini igerir. Bu genin 6nemli

bir paralogu CHRNB2’dir (43).
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Tablo 1. in situ hibridizasyon teknigi ile elde edilen nAChRs’in bireysel veya

gruplandirilmis alt tinitelerin anatomik lokalizasyonu (44).

Anatomik Lokalizasyon

Hayvan tiirleri

NAChHR Altbirimi (leri)

A2 Niikleus spiriformis spiral Pili¢
Interpedaks niikleus Sican

A3p4 Otonomik gangliyonlar, retina, Sigan
habenular  ¢ekirdekler,  boga
bezi, ¢cekirdek traktiis solitarius

A6B2B3 Striatal dopaminerjik ndronlar, Sican
somatosensoriyel ganglionlar

AS Hipokampus, substantia ~ nigra, Sigan
ventral tegmental bolge,
interpedunkular nukleus, vagusun
dorsal motor nukleusu

A4 Hipokampus ve serebellum hari¢ Sican
tiim beyin

B2 Biitiin beyin Sican
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3.5. Obsesif Kompulsif Bozuklugun Hayvan Modelleri

Son 30 yil boyunca, diger ndropsikiyatrik bozukluklarda oldugu gibi,
bozuklugun genetik, ndrokimyasal ve ndroanatomik substratlarini ayirmanin yani
sira, bu bozuklugun genetik, ndrokimyasal ve noroanatomik substratlarini ayirmak
icin yararli olabilecegi hipotezi altinda, yeni tedaviler gelistirmek ve bu
tedavilerin yararli etkilerini ortaya koyan mekanizmalar1 karakterize etmek
amactyla OKB hayvan modelleri gelistirmeye yonelik birgok girisim
yapilmaktadir (45).

Kompulsif - benzeri davranigi baglatmak i¢in kullanilan yonteme bagli
olarak, OKB hayvan modelleri: genetik, farmakolojik, davranigsal manipiilasyon

ve norogelisimsel modeller olmak iizere dort sinifta gruplandirilabilir (46).

3.6. Transgenik Hayvan Modelleri

Insanlarda OKB ile dogrudan iliskili agik bir gen mutasyonu
saptanmamasindan dolayr OKB’de ki genetik hayvan modelleri insanlarda OKB
ile 1ilgili bilinen bir mutasyona sahip bir hayvanin gelistirilmesine
dayanmamaktadir. Genetik olarak modifiye edilmis farelerin davranisi,
davranigsal benzerlige dayanmaktadir. Bilinen bir genetik manipiilasyondan sonra
farelerde kompiilsif benzeri davranigin ortaya ciktigi yedi fare OKB modeli

bulunmaktadir (47).

1. DICT-7 transgenik fare

2. Homoboxb8 gibi mutant fare

3. 5-HT2c reseptorii KO fare
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4. Dopamin tastyict knockdown fare
5. Aromataz KO fare
6. Sapap3-mutant fare

7. Slitrk5 KO fare

3.7. Farmakolojik Olarak indiiklenen Obsesif Kompulsif Bozukluk

Hayvan Modelleri

Farmakolojik modeller, insanlarda spesifik OKB semptomlarina benzer
sekilde perseverasyon gibi uyusturucu kaynakli davramis degisikliklerine
dayanmaktadir. Bu modellerin olusturulma amaci, anormal davranislarin, esas
olarak ST ve DP yolaklar1 olmak tlizere OKB ile iliskili oldugu diisiiniilen
norotransmitter sistemlerin manipiilasyonu ile uyarildigina dayanmaktadir. Bu
grupta en yaygin ¢alisilan OKB modellerinden ikisi, 8-OHDPAT ve QNP ile
indiiklenen kompulsif kontrol modeller olmak tizere toplam 5 model ¢aligilmistir

(48).

—_—

Spontan degisimde 8-OHDPAT kaynakli azalma modeli

2. QNP ile indiiklenen kompulsif kontrol modeli

3. QNP kaynakl suyun etkisiz hale getirilmesiyle olusan OKB modeli
4. Takviye edilmis mekansal donilisimde mCPP'nin indiikledigi OKB
modeli

5. 5-HT1bR agonisti tarafindan indiiklenen davranis modeli
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3.7.1. Quinpirole Ile indiiklenen Kompulsif Kontrol Modeli

D2 DP reseptor agonisti QNP, D2 reseptor aracili etkilerin ortaya konmasi

icin yapilan in vivo ve in vitro calismalarda yaygin olarak kullanilan D2
agonistidir. Buna ek olarak, QNP D3 dopamin reseptorii i¢in daha yliksek
afiniteye sahiptir (49). Akut D2 agonisti QNP’nin lokomotor aktivite {izerinde
etkisi oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte QNP uygulamasindan sonra kognitif
ve motor fonksiyonlar i¢in iki 6nemli bolge olan anterior singulat korteks ve
striatumun ndronal aktivitesindeki dinamik degisikliklere yonelik ¢ok az sayida
calisma yapilmistir (50). Calismamizda QNP’nin bu 6nemli etkilerinden dolay1
sican OKB modeli bu madde ile olusturulacaktir. Kemirgenler iizerinde yapilan
davranig kontroliine iliskin ¢aligmalarda hastaligin kontrolii i¢in striatal DP
fonksiyonunun énemli oldugu gosterilmistir. Ayrica DP D2/3-reseptor agonisti ile
kronik tedavinin ardindan sicanlarin klasik stereotipik davramisa O6zgili sabit
kaliplar olmadan genel hareketlerin asir1 arttig1 bildirilmistir.
QNP ile indiiklenen sigan OKB modellerinde frontal-bazal-gangliyonda meydana
gelen olaylarin, hem serotonerjik hem de dopaminerjik uyaranlara duyarl
olmasindan dolay1r bu model OKB hayvan modeli olarak en gecerli modelllerden
biridir (51-52).

Szechtman ve arkadaslar tarafindan gelistirilen bu model, D2 / D3 DP
agonisti kinolin 1ile kronik tedaviden sonra si¢anlarda goriilen davranig
degisikliklerini belirtmektedir (53).

Dort kiiclik nesnenin sabit yerlerde bulundugu biiyiik bir acik alana
yerlestirilen ve 55 dakikalik video kaydina alinan sicanlarda QNP enjekte edilen

sicanlarin kademeli olarak iki lokasyon icin bir tercih gelistirdiklerini ve salin
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enjekte edilen siganlardan daha sik durduklarini (20 kat daha fazla) gormiislerdir
(54). QNP grubunun tercih ettikleri lokasyonlara ¢cok daha kisa doniis siireleri
sergiledikleri ve kontrol siganlar ile karsilastirildiginda geri dontisler arasinda
daha az yerde durduklar1 goriilmiistiir. Buna ek olarak, QNP grubu siganlarin, bu
tercih edilen yerlerde ve nesnelerde karakteristik "ritiiel benzeri" bir motor eylem
kiimesi gergeklestirdikleri ve bunun diger konum ve nesnelere uygulanan
eylemlerden farkli oldugunu ve ayrica yerler ve objelerin cevresel ozellikleri
degistirildiginde bu etkinlik modelini degistirdiklerini goérmiislerdir (55).
Dolayisiyla, QNP grubu farelerin tercih edilen bazi konumlarla sinirli olan
kompiilsiyon benzeri davranislar sergiledigi diisiiniiliirken, tercih etmedikleri
lokasyonlarda davraniglarinin  kontrol grubu farelerden farkli olmadigini
saptamiglardir (56). Szechtman ve arkadaslarina gore bu davranig, OKB'de
kompulsif kontrol ile asagida 6zetlenen etyolojik kriterleri paylasmaktadir;
A) ilgilenilen maddeyi ya da maddeleri terk etmede asir1 bir tereddiit ile mesgul
olma,
B) ritiiel benzeri bir motor aktivite paterni ve
C) davranisin ¢evresel baglam iizerinde kontrol edilme bagimlilig:.
Baz1 arastirmacilar, QNP grubunun ve OKB kontrol gruplarinin her ikisinin de
giivenlik ve giivenlik ile ilgili uyarilarin normal kontroliiniin abartil1 bir bigimini
temsil ettikleri goriisiindedirler (57).

Kompulsif kontroliin yanmi sira, QNP uygulamasi, 6diiliin bulunmadigi
durumlarda zaman alici, asir1 ve sert davraniglar iiretir (58). Intrastriatal QNP
enjeksiyonlari, perseveratif olmayan oddiillendirilmis enstriimantal yanitlar: ortaya

cikarirken (59), ilacin intra akumbens enjeksiyonlari, tersine ¢evirme 6grenme
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gorevinde genel bir esneklik zayiflamasina neden olmaktadir. QNP’nin, bu
nedenle onerilen OKB modelleriyle uyumlu adaptif stratejileri abartarak ¢evresel

uyaranlarla basa ¢ikmada davranis esnekligini azalttig1 goriilmiistiir (60).

3.7.2. Davranigssal Manipiilasyona Dayalh OKB Hayvan Modelleri

Bu alt grup, OKB'nin "davranigsal" ve "biligsel" hayvan modellerini igerir.
Bu davranis modelleri arasinda ;

1) Dogal olarak meydana gelen, ¢igneme ve dokuma gibi tekrarlayict veya
stereotipik davranislar,

2) Programa bagli polidipsi ve hiperaktivitedir.

Davranigsal manipiilasyona dayali OKB hayvan modelinde incelenen en yaygin
modeller; mermer gomme, sinyal zayiflatma modeli, geyik farelerinde spontan
stereotipi modeli, programa bagli polidipsi modelidir (46).

Calismamizin amaci;

Mevcut calismada literatiir 6zetinde verildigi lizere QNP sigan modelinde

nAChR ifadelerinin nasil degistigi veya bu modelde nAChR agonistlerinin

tedavi etkinliginin degerlendirildigi caligmalara rastlanmamustir.

1. Mevcut ¢alismada QNP ile olusturulan sigan OKB modelinde nAChR
mRNA Ifadelerinin beyin, korteks, striatum ve hipokampiis bolgelerinde
degerlendirilmesi,

2. beta2beta4 agonisti olan CYT’nin, alpha7 agonisti olan GTS-21’in ve
alpha3betad agonisti olan SIB-1508Y’nin tedavi edici o6zelliklerinin

davranis deneyleriyle gézlemlenmesi,
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3. Kullanilan 3 agonistin tedavi edici etkilerinde aracilik eden
norotransmitter molekiiller olan DP, ST, ACH diizeylerinin total beyin

dokularinda 6lgiilmesi amaglanmustir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlar1 Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Hayvan ¢alismasinda denek olarak, Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden (FUDAM) temin edilen 200-250 gr agirliginda Wistar albino cinsi
erkek sicanlar (n=60) kullanildi. Sicanlar standart sartlarda (12 saat glinigigi, 12
saat karanlik, havalandirmali, sabit 1sili odalarda) barindirildi. Deney sonunda
Olciimii yapilacak biyokimyasal parametreler arasindaki farkliliklarin en aza
indirgenmesi amaciyla erkek ve agirlik bakimindan birbirine yakin agirliklara
sahip sicanlar kullanildi. Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan 28.07.2016 tarihli,

14. toplant1 ve 144.no ile ¢alisma onay1 alindu.

4.2. Kullanilan Araglar-Gerecler

e -20°C derin dondurucu: Argelik, Tiirkiye

e -80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika

e Etiiv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukranya

e ELISA cihaz: Biotek, ELX800, ABD

e Falkon Tiip: Corning® 430766, 15 mL Centrifiige Tube, Meksika

e Homojenizator: Next Advance, Averill Park NY, Bullet Blender Storm,
Katalog No: BBY24M, ABD

e Homojenizatér Boncugu: Next Advance, GBO5-RNA 0.5mm Dia, RNase-
Free Glass Beads, Katalog No: GB0O5, ABD

e Mini Plate Spin: Labnet C1000, ABD

e Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825, Isvicre

29



e Qubit tiipleri (0.6ml): Neptune, Katalog No: 3737.S.X, Biotix Laboratory
Media, ingiltere

e Real Time-PCR cihazi: Applied Biosystems, ABI Prism 7500 Fast Real
Time PCR Instrument, Foster City, CA

e Santriflij: Sigma 3K30, Almanya

e Spin: Labnet International, Katalog No:C1031B-230V

e Vorteks: Elektro-Mag, Tiirkiye

4.2.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

e Mouse ST Sun Red Biotech Cat No: 201-11-1683, Shanghai Sunred
Biological Technology Co., Ltd, Shanghai, China

e Moue DP ELISA Kit : Fine Test Cat No: EU0392, Wuhan Fine Biotech
Co. Ltd., China

e Mouse ACh ELISA Kit: Fine Test Cat.No: ER1466, Wuhan Fine Biotech

Co. Ltd., China

4.3. Deney Hayvanlar1 Gruplandirilmasi

OKB deneyleri i¢in her bir grupta 12 hayvan olacak sekilde 5 grup

olusturuldu.

4.3.1. Kontrol Grubu (K)

K grubu hayvanlara ¢alisma boyunca normal igme suyu verildi ve herhangi

bir islem uygulanmadi.
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4.3.2. Quinpirole Grubu (QNP)

Her hayvana 45 giin boyunca 0,2 mg/kg dozunda haftada 2 kere Pazartesi

ve Persembe giinlerinde enjeksiyonlar subkutan olarak uygulandi (39).

4.3.3. Quinpirole + SISTISIN Agonist Grubu (QNP+CYT)

45 giinlik QNP uygulamast sonunda her hayvana 12 giin boyunca 3
mg/kg dozunda CYT (beta2/beta4 agonisti) enjeksiyonlar1 intraperitonel olarak

uygulandi (39).

4.3.4. Quinpirole + SIB-1508Y Agonist Grubu (QNP+SIB-1508Y)

45 giinliik QNP uygulamasi sonunda her hayvana 12 giin boyunca 10
mg/kg dozunda SIB-1508Y (alfa3-betad4) enjeksiyonlar1 intraperitonel olarak

uygulandi (39).

4.3.5. Quinpirole + GTS-21 Agonist Grubu (QNP+GTS-21)

45 giinliik QNP uygulamasi sonunda her hayvana 12 giin boyunca 3 mg/kg
dozunda GTS-21 (alpha-7 agonisti) enjeksiyonlar1 oral gavaj olarak uygulandi

(39).

4.3.6. Acik Alan Testi

5 giinliik agonist uygulamasini takiben 51. giinden itibaren tiim gruplara 7
giin boyunca agik alan testi uygulandi. Acik alan testi siiresince agonist
uygulamalarina da devam edildi. A¢ik alan testi, OKB’de bozulmus olan spontan
motor aktivite (dontisler gibi tekrarlayan davranmiglar) ve anksiyete ile iligkili

davranig1 degerlendirmek i¢in kullanildi. Hayvanlar, 5 dakika i¢in kizil 6tesi 15181
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(850 nm) yayan bir 151k kutusu (TSE Sistemleri) agik alan bolgesinin (50X50X40
cm) ortasina yerlestirildi. A¢ik alan platformu 1 ile 25 arasinda numaralandirilmis
olan 25 yerel alana bdliindii. 8 ve 14 numarali alana beyaz ve temiz birer kiip
yerlestirildi. 10. alana siyah ve 5. alana telle 6rgiilii birer kiip yerlestirildi. Her bir
hayvan 55 dk. boyunca kamera ile izlenip davranislar kaydedildi. Her bir kamera
kaydi izlendi ve belirli parametrelere bakilarak hayvanlarin kilit noktasi olarak
tercih ettikleri alanlar, tercih ettigi alanlarda kalma siireleri, tercih ettikleri
alanlardan ayr1 kalma siireleri, kat ettikleri toplam mesafeler, doniis sayilari,
doniigler arasinda durma zamanlari, timarlanma ve ¢odmelmeleri dakika ve say1

olarak not edildi. Istatistiksel olarak degerlendirilmesi yapild1 (53).

22 23 24 25 do
21 [8] Q 2 11
20 7 1 3 12
19 6 i3 4 13
18 17 16 15 <>fa

Sekil 3. Agik alan testinin sematik gdsterimi ve nesnelerin diizenlenmesi (53).
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4.4.

Molekiiler Analizler

4.4.1. Kantitatif Real-Time PCR Analizleri

Trizol ile Hipokampiis, Korteks, Striatum Dokularindan RNA

izolasyonu

1. 30-40 mg doku ependorf tiiplere konularak iizerlerine 500 pl Trizol
eklendi.

2. Homojenizasyon boncuklarindan doku miktar1 kadar eklendi.

3. Dokular homojenizatorde 8. hizda 5 dk homojenize edildi.

4. Ornekler 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

5. Tipler icindeki homojenizatér boncuklari ile birlikte 12.000 x g’de 2
dk santrifiij edildi.

6. Siipernatant kisim yeni tliplere alind1 ve iizerine 100 pl kloroform
eklenip yaklasik 15 sn vortekslendi.

7. Tipler oda sicakliginda 2-3 dk bekletildi.

8. 12.000 x g’de 2-4°C’de 15 dk santrifiij edildi.

9. Santrifiyj isleminden sonra 3 faza ayrilan sivinin en iist faz1 yeni bir
tiipe alindu.

10. 250 pl izopropil alkol eklendi.

11. 10 dk oda sicakliginda bekletildi.

12. 12.000 x g’de 2-4°C’de 10 dk santrifiij edildi.

13. Siipernatant kisim uzaklastirildi.

14. Pellet tizerine 500 pl %75’lik etanol eklendi.

15. Vortekslendi ve 7500 x g’de 2-4°C’de 5 dk santrifiij edildi.
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16. Siipernatant atild1 ve etanol yikama islemi tekrarlandi.

17. Siipernatant atildi ve tiipler bir miiddet oda sicakliginda bekletilerek
etanoliin ugmasi saglandi.

18. Kuruyan tiiplerin iizerine dietilpirokarbonatli (DEPC) su eklendi ve
pipetaj yapildi.

19. izole edilen RNA’lar kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

4.4.1.1. RNA Olciimii

RNA 6l¢iimiine baglamadan once distile suyun kor olarak okutulmasiyla
cihaz kalibre edildi. BioSpec-Nano (Shimadzu) cihazinin 6l¢iim alanina 2 ul RNA
konularak RNA miktar1 ng/pul olarak olgiildii. Her 6rnek okumasimin ardindan
cihaz temizlenerek 2 dakika bekletildi.

Komplementer DNA (cDNA) sentezinde esit RNA miktarlarinda
calisilabilmesi i¢in okunan en diisiik RNA degeri standart olarak alindi. Her bir

grup icin ayr1 RNA havuzu olusturuldu.

4.4.1.2. Komplementer DNA Sentezi

RT-PCR’1 i¢in kullanilacak ¢cDNA’larin hazirlanmasinda havuz yapilan
RNA o6rnekleri kullanildi. Bunun i¢in her o6rnekten 5 pul RNA alindi. cDNA
sentezi toplam 10 pl hacimde gergeklestirildi. Sentez i¢in The High Capacity
RNA-to-cDNA™ Kiti (Applied Biosystems, Katalog No: 4387406) kullanildi
(Tablo 2). Ornekler termal dongii cihazina yerlestirildi. 25°C°de 10 dk, 37°C’de
120 dk, 85°C’de 5 dk ve en son sicaklik 4°C olacak sekilde cihazda bekletildi
(Tablo 3 ). Olusan cDNA o6rnekleri -20°C’de saklandi.
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Tablo 2. cDNA karisim miktar1 (10ul’lik reaksiyon) (The High Capacity RNA-to-
cDNA™ Kit, Applied Biosystems, Katalog No: 4387406).

Bilesik Hacim (ul)
10X RT tamponu 1,0
25X dNTP karisimi (100mM) 0,4
MultiScribe™Revers Transkriptaz (50U/pl) 0,5
10XRT Random Primer 1
Niikleaz igermeyen H,O 2,1
RNA o6rnegi 5
Reaksiyon toplami 10

Tablo 3. cDNA sentezi PCR programi

PCR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 30 dk 120 dk 5dk 0

4.4.1.3. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile ¢cDNA

Amplifikasyonu

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar dizi spesifik primerlerin
varliginda qRT-PCR yontemi ile ¢ogaltildi. Siganlarin kalp ve kas dokularinda
tabloda belirtilen genlerin mRNA ifade diizeyleri incelendi. qRT-PCR analizleri

-AACT

sonucunda gen ifadelerindeki  farkliliklarin hesaplanmasinda 2 yontemi

kullanildi. Tablo 4 de degerlendirilen genler ve katolog numaralar1 verilmistir.
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Tablo 4. qRT-PCR’da Kullanilan Primerler (Qiagen, Almanya).

Primerler Katalog Numarast
CHRNAI1 PPRO6809A
CHRNA2 PPRO6846A
CHRNA3 PPRO6782A
CHRNA4 PPRO6840A
CHRNAS PPRO6798A
CHRNAG6 PPRO6839E
CHRNA7 PPR06841C
CHRNA9 PPRO6814A
CHRNAI10 PPR50290A
CHRNBI1 PPRO6807A
CHRNB2 PPRO6813A
CHRNB3 PPR06838C
CHRNB4 PPR44419A

gRT-PCR yapilirken pleytin kuyucuklarina cDNA 06rneklerinden 0,5 pl
koyuldu. Her bir 6rnek i¢in 2,5 pl Eva Green Master Mix (Tonk Bio, Katalog No:
TB20003B, Parsippany, USA), 1,7 ul niikleaz icermeyen su ve 0,3 ul primer

hibridizasyon probu Ornek sayisina gore bilesen miktarlar1 hesaplanarak
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ependorflara birakildi ve vortekslendi. Pleytteki ¢cDNA Orneklerinin {izerine
hazirlanan karisimdan 4,5 upl pipet ile birakilarak pleytin iizeri optik filmle
kapatildi (Tablo 5). Pleyt orneklerin tamamen dibe c¢Okmesi ve olusan
kabarciklarin yok edilmesi amaciyla mini pleyt santrifiijj cihazinda 1 dakika

santrifiij islemine tabi tutuldu.

Tablo 5. RT-PCR i¢in Kullanilan Bilesikler

Bilesikler Hacim (u) X
Ornek Sayisi

cDNA 0,5

Primer 0,3

Eva Green Master Mix 2,5
Niikleaz igermeyen H,O 1,7
Toplam 5

Gen ifade seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR (Applied
Biosystem, MA, USA) sistemi ile olgiildi. Calismada GAPDH kontrol gen
(housekeeping) olarak kullanildi. Is1 kosullar1 95°C’de 10 dakika, 95°C’de 15

saniye ve 60°C’de 1 dakika olacak sekilde ayarlandi (Tablo 6).
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Tablo 6. qRT-PCR Programi

RT-PCR 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 95°C 95°C 60°C
Zaman 10 dk 15 sn 1 dk

4.4.2. ELiSA Analizleri

Beyincik, striatum, korteks ve hipokampiis alindiktan sonra geri kalan
beyin dokularinda ELISA analizleri yapildi.
ELISA icin doku 6rneklerinin hazirlanmast:
4.  Her bir hayvanin total beyin dokusundan 50 mg tartilarak ependorf tiiplere
kondu. Uzerine 450 ml PBS eklendi.
5. Ardindan homojenizasyon islemi yapilarak pargalara ayrildi.
6. 4C°’de 4000 devirde 10 dk sanrifiij islemi yapilda.

7. Ustteki siipernatan kisim eliza i¢in kullamildz.

4.5.1. Dopamin ELIiSA Kit Protokolii

Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Yikama Tamponu: Kitte bulunan konsantre yikama soliisyonundan 30 ml
alind1 ve tizerine 750 ml deiyonize distile su koyuldu.

Standart Soliisyonu: Her kitin protokoliine bagl kalinarak 6 farklh
konsantrasyonda standart hazirlandi.

Biotin-Etiketli Antikor Calisma Soliisyonu: Her bir numune i¢in 1 pl

Biotin-etiketli antikor iizerine 99 pl antikor seyreltme tamponu eklendi (Orn:
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Numune sayisi*1 pl Biotin-etiketli antikor ve numune sayis1*99 ul antikor

seyreltme tamponu).

HRP-Streptavidin Konjuge (SABC) Calisma Soliisyonu: Her bir numune igin 1

ul SABC iizerine 99 pl SABC seyreltme tamponu eklendi (Orn: Numune sayisi*1

ul SABC ve numune say1s1*99 ul SABC seyreltme tamponu).

Yontem

1.

Standartlardan ve numunelerden her bir kuyucuga 50 upl koyuldu.
Orneklerin kuyucuklardaki yerleri kaydedildi.

Kuyucuklardaki standart ve numunelerin iizerine 50 pl Biotin-Etiketli
Antikor Calisma Soliisyonu eklendi. Plate koruma membrani ile kapatilip
37 °C’de 45 dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra plate koruma membram ¢ikarildi. Sivi bosaltilarak
her kuyucuk 350 pl yikama tamponu ile yikandi. Kuyucuklarda yikama
tamponu 1 dk bekletilip dokiildii ve yeniden eklendi. Bu islem 3 kez
tekrarlandi.

Yikama isleminin ardindan her bir kuyucuga 100 ul SABC calisma
soliisyonu eklendi. Plate koruma membrani ile kapatilip 37 °C’de 30 dk

inkiibasyona birakilda.

. Inkiibasyondan sonra plate koruma membrani cikarildi. Sivi bosaltilarak

her kuyucuk 100 pl yikama tamponu ile 5 kez yikama yapildi. Tampon
kuyucuklarda her defasinda 1-2 dk bekletildi. Besinci yikama yapilip

kuyucuklardaki sivi bosaltildi.

39



. Yikamay1 takiben her bir kuyucuga 90 pul TMB substrat eklendi. Plate
koruma membrani ile kapatilip 37 °C’de 15-20 dk karanlik ortamda
inkiibasyona birakildi. (Kuyucuklarda renk maviye doniistii.)

. Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi. (
Mavi renk hemen sar1 renge doniistii.)

. Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okuma yapildi.

. Hesaplama islemi ger¢eklestirildi.

4.5.3. Serotonin ve Asetilkolin ELISA Kit Protokolii

. Tum reaktifleri, 6rnekleri ve standartlar1 hazirlands;

. Standartlar ve ELISA sollisyonu hazirlanmis 6rneklerin {izerine eklendi.
37°C 'da 60 dakika boyunca tepkime vermeleri i¢in beklendi.

. Bes kez yikama islemi yapildi. Kromojen A ve B soliisyonlar1 eklendi. 37
°C de 10 dakika inkiibe edildi; (renk degisimi i¢in).

. Stop soliisyonu eklendi.

10 dakika i¢inde optimum degeri okundu.

4.6. Istatistiksel Degerlendirmeler

Bu calismada istatistiksel degerlendirme; Firat Universitesi Lisansh

(193.255.124.131) IBM SPSS 22.0 paket program kullanilarak yapildi. Elde

edilen veriler ortalama + standart sapma (SS) veya standart hata (SH) olarak

belirtildi. Istatistiksel farklar bagimsiz gruplarda “one-way ANOVA” ve

“independent student-t” testleri ile hesaplandi. Ayni grubun farkli zaman

noktalarindaki degerleri arasindaki farki degerlendirmek icin “paired student-t

test” kullanildi. p &lt; 0,05 degeri istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. RT-PCR bulgularinin degerlendirilmesi

5.1.1. Beynin hipokampus bolgesinde nikotinik asetilkolin reseptor

gen ifadelerin degerlendirilmesi

Beynin hipokampus bolgesinde Chrnal, 2,3,4,5,6,7,9,10 ve Chrnab1,2,3,4
nAChr reseptor gen mRNA ifadelerinin K grubu ile karsilastirilmasi sonucunda,
QNP grubunda Chrna3’tin arttigi ve Chrnb3’lin ise anlamli olarak azaldig:
(p=0,0,24 vep=0,049, swrasiyla), QNP+CYT grubunda Chrnal, Chrna2,
ChrnalO’un arttign ve Chrnb3’iin azaldigir gosterilmistir (p=0,049, p=0,049,
p=0,049 ve p=0,041, sirasiyla). QNP+GTS-21 ve QNP+SIB-1508Y gruplarinin K
ile karsilastirilmast sonucu gruplar arasinda gen ifadeleri agisindan anlamli bir

farklilik olmadig1 gézlenmistir (p>0,05).

Beynin hipokampus bélgesinde CYT’nin 1iyilestirici etkilerini Chrnal,
Chrna2 ve Chrnabl0 artis1 ve Chrna3 normalizasyonu ile gosterebilecegi
muhtemeldir. Tablo 7 ve Sekil 3’de beynin hipokampiis bolgesinde nAChRs’lerin

mRNA ifade degisimleri gosterilmistir.
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Tablo 7: Beynin hipokampus dokusunda qRT-PCR ile analiz edilen genlerin

mRNA kat degisimleri
QNP CYT GTS-21 SIB-1508Y
Position| Symbol I~ oA mRNA mRNA Mrna
Kat P degeri Kat p degeri Kat p degeri Kat P degeri
Degisimi Degisimi Degisimi Degisimi

1 Gapdh 1 0 1 0 1 0 1 0
2 Chrnal | 1,4439 (0,220136( 2,1287 [0,048614| 1,1096 [0,695625| 0,8066 |[0,429692
3 Chrna2 | 0,9013 [0,695114| 2,042 | 0,04943 | 1,6245 | 0,12538 | 1,0497 [0,855865
4 Chrna3 | 2,8879 |[0,023824( 1,5157 |[0,173873( 1,7053 | 0,10254 | 1,3287 [0,315559
5 Chrna4 | 0,727 (0,273379| 0,732 |0,277133| 0,6329 |0,143794( 0,6598 |0,174781
6 Chrna5 | 1,8277 [0,084572( 1,3013 (0,347181| 1,1975 [0,502872 1 0,995771
7 Chrna6 | 1,5369 (0,167837( 1,057 [0,835088| 0,6242 [0,135762| 0,9013 [0,688536
8 Chrna7 | 1,8404 |[0,082484( 1,454 | 0,20917 | 1,4641 |[0,198421( 0,8827 [0,633259
9 Chrna9 | 1,4439 |(0,220136( 0,7955 [0,403828| 1,2058 [0,487516| 0,5548 [0,087376
10 [ChrnalO| 1,9725 |0,064924| 2,114 |0,049665( 1,9319 |0,063912( 1,5476 |0,158814
11 Chrnbl | 1,057 |0,832923( 1,1487 [0,603827| 1,2658 |0,390591| 1,0425 | 0,87679
12 Chrnb2 | 1,9453 |0,068003 | 1,5052 [0,179255| 1,366 |0,273546| 1,0425 | 0,87679
13 Chrnb3 | 0,473 10,049084( 0,4383 (0,041153| 1,1892 |0,518606| 0,6552 |0,169652
14 Chrnb4 | 1,454 0,2135 | 1,7053 [0,106128| 1,8661 |0,072404| 1,5263 |0,168676
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Gen ekspresyonunun biyakiaga

minimum ortalama maksimum

Sekil 4. Beynin hipokampus dokusunda qRT-PCR ile analiz edilen genlerin

clustergram haritalamasi

5.1.2. Beynin striatum bolgesinde nikotinik asetilkolin reseptor gen

ifadelerin degerlendirilmesi

Beynin striatum bolgesinde Chrnal, 2, 3,4, 5, 6, 7,9, 10 ve Chrnabl, 2, 3
4 nAChr reseptor gen mRNA ifadelerinin K grubu ile karsilastirilmasi
sonucunda, QNP grubunda Chrnal, Chrna3, Chrna6, Chrna9, Chrnal0O, Chrnabl
ve Chrnab3 anlamli  olarak arttign  (p=0,017, p=0,008, p=0,005,
p=0,012,p=0,005,p=0,007,p=0,009, sirarsiyla) ve Chrna7’de ise anlamli azalma
oldugu gozlenmistir (p=0,022). K grubuna gére QNP+CYT grubunda Chrna2,
Chrna5, Chrna6, Chrna9 ve ChrnalO’nun anlamli artis gosterdigi belirlendi
(p=0,028, p=0,011, p=0,007, p=0,032,p=0,008, sirasiyla). K grubuna gore
QNP+GTS 21 grubunda Chrna5, Chrna6, Chrna9 ve ChrnalO’nun anlaml artig
gosterdigi belirlendi (p=0,015, p=0,013, p=0,0030, p=0,009, sirasiyla). K

grubuna gore QNP+SIB-1508Y grubunda  Chrna5, Chrna6, Chrna9 ve
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ChrnalO’nun anlamh artis gosterdigi belirlendi (p=0,011, p=0,009, p=0,046,

p=0,011, sirasiyla).

Beynin striatum bdlgesinde QNP grubunda artis gosteren Chrnal, Chrna3,
Chrna7, Chrnbl, Chrnab3’iin QNP+CYT, QNP+GTS-21 ve Chrnal harig¢
QNP+SIB-1508Y gruplarinda normalize oldugu gézlenmistir. Buna karsin QNP
grubunda artig1 gosterilmis olan Chrna6, Chrna9, ChrnalO artisinin QNP+CYT,
QNP+GTS21 ve QNP+SIB-1508Y gruplarinda normalize olmasina ragmen QNP
grubuna goére anlamli olarak azaldigi gosterilmistir. Buna karsin yine QNP
grubunda anlamli artis1 gosterilen Chrna5’in QNP+CYT, QNP+GTS-21 ve
QNP+SIB-1508Y gruplarinda QNP’ye gbre anlamli arttig1 belirlenmistir. Tablo 8
ve Sekil 3’de beynin striatum bolgesinde nAChRs’lerin mRNA ifade degisimleri

gosterilmistir.
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Tablo 8: Beynin sitriatum dokusunda qRT-PCR ile analiz edilen genlerin mRNA

kat degisimleri

Position | Symbol [ QNP CYT GTS-21 185})2;{
mRNA mRNA mRNA mRNA
Kat p degeri Kat | p degeri Kat p degeri Kat p degeri
Degisimi Degisimi Degisimi Degisimi
1 Gapdh 1 0 1 0 1 0 1 0
2 Chrnal | 3,5064 [0,016831( 1,014 [0,957793( 0,7792 |0,373575( 2,0994 [ 0,0532
3 Chrna2 | 1,0497 [0,853429( 2,6759 (0,028036| 1,8532 [0,080463| 0,5359 [0,078506
4 Chrna3 | 6,8211 [0,008335( 1,6133 [0,136998| 0,717 [0,256885| 1,007 [0,978886
5 Chrna4 | 1,366 [0,282039( 0,732 |(0,282039( 0,5212 [0,071283( 0,79 [0,397508
6 Chrna5 | 2,0139 [0,060651( 4,6913 [0,011502| 3,7064 |0,015475( 5,063 [0,010635
7 Chrna6 | 26,3549 [0,005249( 9,2535 | 0,00701 | 4,2575 |0,012857( 6,021 [0,009131
8 Chrna7 | 0,3368 |0,022543| 1,7901 |0,091264( 1,8404 [0,082484| 1,6358 | 0,12947
9 Chrna9 | 4,2871 |0,012749| 2,514 |0,032441( 2,5847 [0,030359| 2,1886 |0,046974
10 [ChrnalO| 28,2465 |0,005197 | 6,6346 |[0,008495( 5,7757 [0,009444( 4,9588 [0,010857
11 Chrnbl | 7,7812 |0,007675| 1,6818 |0,115876| 1,7654 | 0,09611 | 1,3013 0,351
12 Chrnb2 | 1,1567 |0,587693| 1,2746 | 0,38537 | 0,8011 |0,422834| 1,0867 |0,752776
13 Chrnb3 | 5,6569 | 0,00961 | 1,1892 |0,522742| 1,6133 |0,136998| 1,4743 |0,200885
14 Chrnb4 | 1,3287 [0,319592 1 1 0,8179 10,463491 | 0,9727 |0,915764
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805L-8|S+dND

Gen ekspresyonunun biiyiikligi

minimum ortalama maksimum

Sekil 5. Beynin striatum dokusunda qRT-PCR ile analiz edilen genlerin

clustergram haritalamasi

5.1.3. Beynin korteks bolgesinde nikotinik asetilkolin reseptér gen

ifadelerin degerlendirilmesi

Beynin korteks bolgesinde Chrna 1, 2 ,3, 4, 5, 6, 7, 9, 10 ve Chrnab
1,2,3,4 nAChr reseptor gen mRNA ifadelerinin K grubu ile karsilastirilmasi
sonucunda, QNP grubunda Chrna2, Chrna4, Chrna5, Chrna6, Chrna7 ve Chrnab3
anlamli olarak azaldig gozlenmistir (p=0,029, p=0,018, p=0,032,
p=0,010,p=0,026 ve p=0,043, sirarsiyla). K grubuna gére QNP+CYT grubunda
Chrnal, Chrna2, Chrna3,Chrna5, Chrna6, Chrna9, ChrnalO, Chrnb1, Chrnab3 ve
Chrnb4’tin anlamh artis gosterdigi belirlendi (p=0,0008, p=0,014, p=0,006,
p=0,043,p=0,006, p=0,011,p= 0,007, p=0,029,p=0,022, P=0,011, sirasiyla). K
grubuna gore QNP+GTS-21 grubunda Chrnal,chrna2, Chrna3,chrna4,Chrna$,
Chrna6, Chrna9,ChrnalO, Chrnbl ve Chrnb4’iin anlamli artis gosterdigi belirlendi

(p=0,008, p=0,011, p=0,006, p=0,027,p=0,023, p=0,006, p=0,015, p=0,008,
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p=0,027, p=0,011, siwrasiyla). K grubuna goére QNP+SIB-1508Y grubunda
Chrnal, Chrna3, Chrna5, Chrna6, Chrna9,Chrnal0, Chrnbl, Chrnb3 ve
Chrnb4’tin anlamli artis gosterdigi belirlendi (p=0,011, p=0,019, p=0,043,

p=0,006, p=0,013, p=0,007, p=0,020, p=0,017 ve p=0,011, sirasiyla).

Beynin korteks bolgesinde QNP+CYT, QNP+GTS-21 ve QNP+SIB-
1508Y gruplarinda Chrnal, Chrna3, Chrna5, Chrna6, Chrna9, Chrnal0O, Chrnabl
ve Chrb4’iin anlaml olarak arttig1 gozlenmistir. Tablo 9 ve Sekil 4’de beynin

korteks bolgesinde nAChRs’lerin mRNA ifade degisimleri gosterilmistir.
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Tablo 9: Beynin korteks dokusunda qRT-PCR ile analiz edilen genlerin mRNA

kat degisimleri

QNP CYT GTS-21 SiB
Position | Symbol mRNA Mrna Mrna mRNA
Kat |[pdegeri| Kat |[pdegeri| Kat |[pdegeri| Kat |pdegeri
Degisimi Degisimi Degisimi Degisimi

1 Gapdh 1 0 1 0 1 0 1 0
2 Chrnal | 0,7579 |0,337495| 6,6346 |0,008542| 6,3203 |[0,008851| 5,063 |0,010728
3 Chrna2 | 0,3728 |0,029267| 3,8816 |0,014578| 4,5842 |0,011849| 1,9543 |0,067965
4 Chrna3 | 1,162 | 0,58262 | 10,753 |0,006576| 12,5244 | 0,00622 | 3,1969 |0,019797
5 Chrna4 | 0,2905 |[0,018307| 1,9954 |0,063426| 2,7258 [0,027181| 2,1092 |0,053185
6 Chrna5 | 0,3887 |0,032162| 2,2605 |0,043381| 2,9214 |0,023487| 2,2605 |0,043381
7 Chrna6 | 5,1575 |[0,010485| 11,2096 |0,006471 | 12,4379 [0,006235| 12,966 | 0,00615
8 Chrna7 | 0,3527 | 0,02601 | 1,632 | 0,13289 | 1,7983 [0,091165| 1,5333 |0,172362
9 Chrna9 | 1,3074 |0,348832| 4,9474 10,010925| 3,6723 [0,015787| 4,0465 |0,013783
10 |ChrnalO| 0,531 |0,078549( 10,3867 |0,006669| 6,7116 [0,008447| 7,7633 |0,007699
11 Chrnbl | 0,816 | 0,46084 [ 2,6147 [0,029867| 2,7069 |0,027601| 3,1748 |0,020045
12 Chrb2 [ 0,893 [0,669922| 1,1865 | 0,53401 | 1,8361 |0,084493| 1,7859 (0,093539
13 Chrnb3 | 0,4373 [0,043272| 3,0035 |0,022235| 1,8489 |0,082411| 3,4263 (0,017588
14 Chrnb4 | 1,8361 [0,084493| 5,1219 |0,010556| 4,5842 |0,011849| 4,9132 (0,011002
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Sekil 6. Beynin korteks dokusunda qRT-PCR ile analiz edilen genlerin

clustergram haritalamasi

5.2.Davrams Deneyi Analizleri

Gruplar kendi i¢inde karsilastirildiginda kilit noktada durma, sahlanma ve
kilit noktadan ortalama ayr1 kalma stireleri acisindan anlamli bir farklilik olmadigi
gosterilmistir. Buna karsin kilit noktayr ziyaret, timarlanma, doniis, besinci
nesneye ziyaret, sekizinci nesneye ziyaret, onuncu nesneye ziyaret, on dordincti
nesneye ziyaret, home base’de durma siiresi, toplam durma siiresi ve toplam
hareket siiresi agisindan anlamli farklilik gosterilmistir. Kilit noktayr ziyaret
acisindan K grubu ile karsilastirildiginda QNP, QNP+GTS-21 ve Q+SIB-1508Y
gruplarinda anlamli azalma oldugu (sirasiyla p=0,005 ve p=0.046) gosterilmistir.
CYT uygulanmasinin ise QNP grubundaki bu azalmayi kontrole yaklastirarak
normallestirdigi (p=0,892 ve p=0,178) goriilmiistiir. Timarlanma agisindan kontrol
grubuna gore QNP grubunda timarlanmanin anlamli olarak azaldigi (p=0,009)
ancak CYT, GTS-21 ve SIB-1508Y ila¢g uygulamalarmin bu azalmayi

normallestirdigi ( sirasiyla p=0,980 p=0,998 ve p=0,809) gozlemlenmistir.
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Doniisler agisindan K grubuna goére QNP, QNP+CYT, QNP+GTS-21 VE
QNP+SIB-1508Y gruplarinda doniislerin anlamli olarak azaldigr gézlenmistir
(strastyla p=0,000 p=0,031 p=0,000 p=0,002). Besinci nesneyi ziyaret agisindan K
grubu ile karsilastirildiginda QNP, QNP+CYT, QNP+GTS-21 ve QNP+SIB-
1508Y gruplarinda ziyaretlerin anlaml olarak azaldigi ( p=0,03 ) goriilmiistiir.
Sekizinci nesneyi ziyareti agisindan K grubu ile karsilastirildiginda ziyaretlerin
QNP grubunda ve GTS-21 grubunda anlamli olarak azaldigi gozlenmistir
(p>0,05). Onuncu nesneyi ziyaret agisindan K grubuna gére QNP, QNP+GTS-21
ve Q+SIB-1508Y grublarinda ziyaretlerin anlamli olarak azaldigi (sirasiyla
p=0,000 p=0,022 ve p=0,023) ancak CYT uygulamasinin bu ziyaretleri arttirarak
normallestirdigi gozlenmistir. On dordiincii nesneyi ziyareti agisindan gore QNP,
QNP+GTS-21 ve Q+SIB-1508Y gruplarinda ziyaretlerin anlamli olarak azaldigi
(swrastyla p=0,000 p=0,029 ve p=0,047) ancak CYT uygulamasinin bu azalmay1

arttirarak normallestirdigi gézlenmistir (p=0,383).

Toplam Durma siiresi acgisindan K grubuna gére QNP, QNP+GTS-21 ve
QNP+SIB-1508Y gruplarinda ortalama durma siiresinin anlamli olarak arttigi,
CYT tedavisinin ise bu artig1 normallestirdigi gézlenmistir. Toplam hareket siiresi
acisindan K grubuna gore QNP, QNP+GTS-21 ve Q+SIB-1508Y gruplarinda
toplam hareket siiresinin azaldigi, bu azalmayr CYT uygulamasinin iyilestirdigi
gbzlenmistir. Tablo 10°da agik alan testinde degerlendirilen davranislarin dakika

cinsinden gruplardaki siireleri verilmistir.
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Tablo 10: Davranis Deneyi Analizleri.

Gruplar K QNP QNPicyT QNPHGTS- QNP4SIB- - o o
21 1508

Kilit nokta  19,54+2,50 20,50+2,07 20,40+2,19 17,0460 20,40+2,19 0,76 0.56

Kilit

noktayr 14,45£3,77 3,88+2.29° 11,40+4,03° 5,5042,08" 7,804+3,19° 14,505 0

ziyaret

Timarlanma 22.36+8.89 7,87+2.23% 250+5,83" 28,5046,45" 16,20+430 10,258 0

Sahlanma  4,63+1,56 4,75+2,05 42042,04 3,50£1,91 2,40+1,67 1,69 0,18

Dénme 13,63£3,77 5,75+2,18° 8.40+2,60° 3,75+1,50° 6,60£0,89° 15,042 0

S.nesne 13,00£1,73 3,87+331° 7.60+4,56" 4,00£1,82° 6,2043,11° 14,399 0

ziyaret

8.nespg 14,9045,33 4,87+2.64° 13,00£4,06° 5,75£2.36* 12,00£1.87° 9,741 0

ziyaret

10.nesne 16,9042,94 3.25+2.86° 16,2045,89° 7.50+3.41*° 9,20+1,30*° 22914 0

ziyaret

14.nesne 14,9043,80 3,75+3,01° 9,2042,48" 6,50+4.35* 9,00+1,20° 14,743 0

ziyaret

Kilit

fi‘l‘;'lfltsga 28.21+8,76 41,50+7,83" 34,10£10,22 38.88+6,73 41,55+6,88" 3,996 0,011

suiresi

Toplam

durma 31,58+5.80 45,1245,51° 37.34+7.16 43,16£5,49° 42,35+591* 7402 0

suiresi

Toplam

hareket 23.63£5.91 937+6,02° 18.44+6,11 12,11£5,54° 14232400 8366 0

suresi

Kilit

noktadan

ortalama 463156 4754205 4204204 350191 240+1,67 1.69 0,18

ayr1 durma

siiresi

“K grubuna gore karsilastirildiginda. "QNP grubuna gore karsilastirildiginda.
‘“QNP+CYT grubuna gore karsilastirildiginda. “QNP+SIB-1508Y grubuna gore
karsilastirildiginda. Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. One-
way anova testi kullanilmistir. p<0.05 anlamli olarak degerlendirilmistir. Tabloda

verien siireler dakika olarak ifade edilmistir.
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5.3. Beyin norotransmitter diizeylerinin degerlendirilmesi

Beyin ST diizeyleri agisindan gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda
anlamli bir farkliligin olmadigr gozlenmistir (p>0,05). Beyin DP diizeyleri
acisindan K ve QNP grubu arasinda anlamli bir farklilik olmamasina ragmen K ve
QNP gruplarina gére SIB-1508Y grubunda DP diizeylerinin anlamli olarak arttig1
gozlenmistir (p= 0,000 ve p=0,000). QNP grubuyla karsilastirildiginda CYT
grubunda da DP diizeylerinin anlamli olarak arttigi belirlenmistir (p=0,013).
Beyin ACH diizeylerinin K 1ile karsilastirildiginda sadece QNP+SIB-1508Y

grubunda anlaml olarak arttig1 gosterilmistir (p=0,008). Tablo 11°de total beyin

dokusunda degerlendirilen nérotransmitterlerin diizeyleri verilmistir.

Tablo 11: Beyin ST, DP ve ACH diizeyleri.

Gruplar ST ng/ml DP ng/ml ACH ng/ml
K 749, 07+71,03 2,72+0,23 21,0097+1,55
QNP 942,82+54,52 2,98+0,49 22,5069+3,33
QNP+CYT 859,57+131,86 3,43+0,22° 21,773743,18
QNP+GTS-21 936,42+143,25 2,79+0,19 21,0655+0,91
QNP+SIB-1508Y | 701,88+45,79 6,63+0,18*" 38,10+3,18
P ve F degeri P=0,558 P= 0,000 P=0,003

F=0,765 F=101,64 F=5,336

Degerler ortalama ve standart hata olarak verilmistir.
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6. TARTISMA

Calismamizda beyinde bulunan d2 DP reseptor agonisti olan QNP
kullanarak sigan OKB modeli olusturuldu. Olusturulan modelde beynin kortkeks,
striatum ve hipokampiis bolgelerindeki nAChR genlerinin mRNA ifadeleri analizi
sonrasi belirli beyin bdlgelerinde artis1 tespit edilen beta2betad, alfa7 ve
alfa2betad4 spesifik nikotinik reseptdér agonistleri olan SIB-1508Y, GTS-21 ve
CYT molekiillerinin sican OKB modelinde tedavi etkinlikleri degerlendirildi.
QNP’nin acgik alan testinde degerlendirilen 13 farkli davranistan 10’nunu
bozdugu, tedavi amagli kullanmilan GTS-21 ve SIB-1508Y’nin iki davranist ve
CYT’nin ise 7 davranis1 diizelttigi bulundu. Calisma sonunda sican beyninde
nAChR’lerden 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 alfa alt iiniteleri ve 2, 3, 4 beta linitelerinin
mRNA ifadelerinin oldugu goézlendi. Real time PCR sonuglarimiza gore K
grubuna gore diger tiim gruplarda nACHRs gen ifadelerinin anlamli olarak
degistigi saptandi. Beyin DP diizeylerinin K ve QNP gruplarina gére SIB-1508Y
grubunda ve QNP grubuna gore ise CYT grubunda da anlamli olarak arttig1

belirlenmistir. Beyin asetilkolin diizeylerinin K ile karsilastirildiginda sadece

QNP+SIB-1508Y grubunda anlamli olarak arttig1 gdsterildi.

Szechtman ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen QNP modeli, D2 / D3 DP
agonisti QNP (5 hafta boyunca haftada iki kez 0.5 mg / kg) ile kronik tedaviden
sonra sicanlarda OKB benzeri tekrarlayict davranis degisikliklerinin gozlendigi
bir sican farmakolojik OKB modelidir. Sabit yerlere dort kiiciik objenin
bulundugu bir acik alan testinde 55 dakikalik bir siire boyunca videoya
cekildiklerinde, QNP verilen siganlarin, izotonik verilen sicanlardan 20 kat daha

stk durduklari, iki konum ag¢isindan daha yavas tercih yaptiklari gozlenmistir. Bu
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yerlere ¢ok daha kisa geri doniis siireleri sergiledikleri ve K fareleriyle
karsilastirildiginda geri doniisler arasinda daha az sayida yerde durduklari
gozlenmistir (53-54). Bazi1 yazarlar, QNP modelinin OKB K grubunun
motivasyonel temellerinin, giivenlik ve giivenlik ile ilgili uyaricilarin normal
kontrol edilmesinin abartili bir formunu temsil etmesiyle benzer goriindiigiini
iddia etmektedir (56). Selektif D2 reseptorii agonisti QNP’nin kronik olarak
uygulanmasinin, FST (Forced Swin Test)'deki OVX (overectomize) siganlarinin
depresyon benzeri davranisint degistirmedigi gosterilmistir. Farmakolojik
calismalar santral néronal DP sisteminin fonksiyonel olarak depresyona benzer
davraniglarda rol oynayabilecegini gostermistir (61). Baz1 veriler, segici D2
reseptor agonistlerinin, hem 6grenilmis caresizlik prosediiriinde hem de zorunlu
yiizme testinde erkek sicanlarda antidepresan etkilerinin oldugunu gosterirken, D2
reseptorlerinin blokaji, imipramin ve diger ajanlarin antidepresan etkisini Onler.
Bununla birlikte, baz1 ¢aligmalarda DP reseptorii antagonistleri olarak etki eden
baz1 dopaminerjik antipsikotik ilaclarin da antidepresanlar olarak aktif oldugunu
gosteren ¢aligmalar vardir (62). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda acik alan testinde
QNP sigan OKB modeli olusturulan siganlarin diger konumlarda bulunan
nesnelere gore belirli bir veya iki nesneye daha sik gidip geldigi, bu tercih edilen
yerlerdeki nesnelere geri donme siiresinin diger yerlere ve nesnelere gore ¢ok
daha kisa stireli oldugu, tercih edilen nesnelerin bulundugu yerler disinda diger
nesneleri ¢ok az sayida ziyaret ettiklerini, tercih edilen yerdeki nesnelere ozel
karakteristik eylemler gerceklestirdikleri ve bu hareketlerin diger yerlerde bulunan
nesnelerde gergeklestirilen eylemlerden farkli oldugu ve son olarak nesnelerin

cevresel Ozellikleri degistiginde aktivitelerininde degistigi gézlemlenmistir. QNP
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ile muamele edilen farelerin daha az davranis sekli oldugu, bu davranislar1 daha az
degiskenlikle yaptiklar1 ve kilit yerlere daha az ziyaret gerceklestirdikleri
gbzlemlenmistir. Davranis tlirlerinin azalmasi, QNP ile muamele edilen si¢anlarda
timar ve ¢Omelme olmamasi, yanal hareketlerin performansinda belirgin bir
azalma, baskin olarak bir yone donme, donilis frekansinda azalma belirgin
ozelliklerdendi. QNP sicanlari, bu konumdaki 100 ziyaretin sadece % 50'sinde
nesneyle temas kurarken, K grubu sicanlar neredeyse her seferinde nesneye
dokunmustur (53). Mevcut calisgmada QNP sigan OKB modelinde degerlendirilen
13 davranistan 10’unun K grubuna gore degistigi gosterilmistir. Degisen
davraniglar arasinda home base durma siiresi ve ve toplam durma siirelerinin
arttigl, home base ziyaret sayisi, timarlanma, sahlanma, dénme, 5, 8, 10 ve 14
nesneyi ziyaretin ise azaldigi belirlenmistir. Bu baglamda mevcut calismada sigan

QNP OKB modelinin diizgiin olarak olustugu ortaya konmustur.

DP merkezi sinir sisteminin farkli yerlerine etki etmektedir. Bu bolgeler,
korteks, striatum, globus-pallidus, hipotalamustur. Yukarida bahsedilen belirli
davraniglardaki azalma dopaminin uyarict etkisi, talamus-korteks devresinin
aktivasyonunu kolaylasmasi; ancak, striatopallidal ndronlarda D2 reseptorlerinin
aktivasyonunun, projeksiyonlar1 engelleyerek motor aktivitenin azalmasiyla

aciklanabilir.

ST OKB patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadigin1 acgikca gosterilen
norokimyasal ¢alismalar olmasina ragmen, yapilan c¢ogu c¢alismada, OKB'li
hastalar ile K gruplar1 arasindaki ST metabolitlerinin konsantrasyonunda anlamli
bir fark olmadig1 gosterilmistir. Insel ve arkadaslart OKB hastalar1 ve normal K

gruplar1 arasindaki ST metabolitlerinin konsantrasyonunda anlamli bir fark
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oldugunu belirlemislerdir(63). Ancak takip ¢alismalarinda bu fark bulunamamaistir
(64). Daha once siganlarda QNP OKB modelinde beyin ST diizeylerinin
incelendigi ¢alismalara rastlanmamistir. Bu baglamda bulgularimiz ilk olma
Ozelligine sahiptir. Mevcut calismada da beyin ST diizeyleri arasinda sadece

QNP+SIB-1508Y grubunda anlamli bir azalma oldugu gézlenmistir.

Tedavi edilmemis hastalarda ise DP ve DP metaboliti olan (homovanilik
asit [HVA]) konsantrasyonu, OKB hastalarinda DP’nin roliiniin dogrudan kaniti
olarak degerlendirilmistir. Thoren ve arkadaslar1 3 haftalik bir klomipramin
tedavisi Oncesi ve sonrasinda serebrospinal sivi i¢indeki konsantrasyonunun
anlamli olarak degismedigini bulmuslardir (65). Swedo ve arkadaslart OKB'li 43
cocugun beyin omurilik sivisindaki HVA konsantrasyonunun K grubuna gore
anlamli olarak degismedigini ifade etmislerdir. Daha sonra ise yapilan analizlerde
anlamli farklilik olmadigini ifade etmislerdir . Diger bir ¢alismada ise bes haftalik
bir clomipramin tedavisinin ardindan, semptomlarin iyilesmesi ve ilaglarin
konsantrasyonu arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir (66). Hollander ve
arkadaslar1 12 OKB hastasinda serum HVA konsantrasyonunu ve fenfluramin ile
tedavi edilen 10 normal K hastasinda degerlendirdikleri OKB c¢aligsmalarinda
hastalarinda HVA  konsantrasyonunda anlamli bir azalma oldugunu
gbzlemlemislerdir (67). Zahn ve arkadaslar1 norepinefrin yerine DP ve ST
metabolitlerinin OKB'li 43 pediatrik hastada “reaksiyon zamani gorevi” siirecinde
goriilen elektro fizyolojik yanitlarla anlamli bir korelasyon gosterdigini
belirtmislerdir (68). Marazziti ve arkadaslar1 OKB'li 17 hastada ve 17 kontrolde
trombositlerdeki siilfotansferaz aktivitesini Ol¢miislerdir (69). Calismalarinda

kontrol hastalarina kiyasla OKB hastalarinda sulfotansferaz konsantrasyonunun
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anlamli olarak daha yiiksek oldugu gozlemislerdir. DP gibi, siilfotansferazda kate
kolamini ¢6zen, beyin ve trombositlerde benzer karakter 6zelliklerine sahip bir
enzimdir (70). Bu sonuglar, OKB hastalarinda DP’nin ndrotransmisyonunun
arttigimi gostermektedir. Bununla birlikte, bugiine kadar yapilan DP metabolitleri
tizerindeki norokimyasal calismalarda, OKB hastalarinda DP’nin fonksiyonel

yetersizligine dair bir kanit bulunamamastir.

QNP’nin beyin norotranmitter salinimi iizerine etkilerinin incelendigi az
sayida calisma vardir. DP reseptor agonisti QNP’nin bazal kosullarda sican
striatal dilimlerden ACH ve kolin ¢ikisina etkisizken, uyarilan dilimlerden ACH
cikisinin QNP ile baskilandigini gostermistir. DP reseptor agonisti QNP nin
striatal dilimlerde kolin ¢ikisini, doku ACH, kolin ve fosfolipid diizeylerine etkisi
olmadigini ifade etmistir. Calismamizda tedavi gruplarinda kullandigimiz CYT,
GTS-21 ve SIB-1508Y molekiillerin beyin nérotranmitter saliminlar1 {izerine
etkilerinin degerlendirildigi sinirli sayida calisma mevcuttur (71).  Subkutan
olarak uygulanan anabasein ve GTS-21 ACh ve birka¢ biyojenik aminin beyin
seviyeleri iizerindeki etkileri serebral (frontoparietal yerlesim yeri) mikrodiyaliz
yontemleri kullanilarak arastirilmistir (72-73) ve diger a4P2 agonistleri gibi
anabazinin ACH seviyelerini yiikselttigi gosterilmistir. Bununla birlikte, es molar
(3.6 umol / kg) bir GTS-21 dozunun, bu kortikal bélgede veya hipokampus i¢inde
ACH seviyelerini etkilemedigi belirlenmistir (74). Hem anabasein hem de GTS-
21 DP ve norepinefrin diizeylerini yiikselttigi ancak ST diizeylerini anlamh
sekilde etkilemedigi ifade edilmistir (75). SIB-1508Y’nin beyinde dopamin
salmimi uyardigt belirlenmistir (76). SIB-1508Y'nin (10 mg / kg) deri altina

enjeksiyonu striatal DP saliminmi arttirmistir ve bu salim, rekabet¢i olmayan
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nAChR antagonisti, mecamilamin (Mec) tarafindan bloke edilmektedir. Ayrica
SIB-1508Y ’nin, striatal ACH salimin1 etkilemeden se¢ici olarak hipokampal ACH
salimini arttirdig1 gosterilmistir. SIB-1508Y tarafindan uyarilan hipokampal ACH
salinimi, nAChR antagonistleri Mec ve Dihidro-beta-eritroidin (DHbetaE) ve
ayrica DP D1 reseptér antagonisti SCH-23390 tarafindan azaltilmistir. Bu
sonuglar, daha oOnce belirlenmis hipokampal ACH salinnminin nAChR
diizenlemesinin farmakolojisi ile tutarlidir. SIB-1508Y'nin 14 giin boyunca ardigik
uygulanmasi striatal DP salimi veya hipokampal ACH saliminda artisa neden

olmamustir (77).

Mevcut calismada kontrole gore QNP’nin beyin DP diizeylerini
degistirmedigi gosterilmistir. Ancak SIB-1508Y grubunda daha belirgin olmakla
beraber ve daha once yapilan caligmalarla benzer sekilde CYT gruplarinda DP
diizeylerinin anlamli olarak arttifi gézlenmistir. Ancak ¢alismamizda daha 6nce
yapilan calismalardan farkli olarak GTS-21 beyin DP diizeyleri ilizerinde etkili
olmadig1 gosterilmistir. Bu bulgunun ana nedenlerinden biri GTS-21’in tek bagina
degil bir DP reseptér agonisti olan QNP ile beraber uygulanmasindan
kaynaklanabicegi diistiniilmektedir. Calismamizda 6zellikle 3 nACHR agonisti
karsilastirildiginda agik olarak SIB-1508Y molekiiliiniin DP diizeylerini ¢ok ciddi
bir sekilde artirdigr goriilmiistiir. nAChR'ler 6zellikle Nukleus accumbens gibi bol
miktarda dopaminerjik uglara sahip beyin bdlgelerinde bulunmaktadirlar, Bu
bolgelerde ozellikle alfa 6 alt iinitesinin yogunlukta oldugu gosterilmistir (78).
Mevcut ¢aligmada K grubu ile karsilastirildiginda beyin asetilkolin diizeylerinin

QNP grubunda degismedigi gosterilmistir. Bu veri Ulus ve arkadaglarinin
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calismasiyla tutarhidir. Mevcut ¢alismada elde edilen diger bir dnemli veri SIB-

1508Y grubunda beyin asetilkolin diizeylerinde elde edilen artistir.

Memeli nAChR'ler, suyla doldurulmus bir gézenek etrafinda diizenlenmis
bes alt birimden olusur. Noronal alt birimler, alfa ve beta alt birimlerinin hiicre
dis1 alanindaki bitisik sistein gruplarinin varligina dayali olarak alfa (a2-a7, a9 ve
al0) ve beta (B2 — P4) olmak iizere iki sinifa ayrilir. Noronal alt birimlerden
alpha8 alt birimi sadece kuslarda bulunmaktadir ancak memelilerde
bulunmamaktadir. Noronal nAChR'lerin yapisal ve fonksiyonel ¢esitliligi olasi
bir¢ok alt birim kombinasyonundan kaynaklanmaktadir. Memeli beyninde en sik
bulunan iki nAChR alt tipi, 04p2 heteromerik ve o7 homomerik alt iinite
kombinasyonlaridir (79). Nikotin 6diillendirici etkilerinin kismen a4 / a6 / B 2,
a3p4 ve a7 nAChR'leri aktive ederek gerceklestirir (80-83). a9a10 reseptort,
nAChR ailesinin atipik bir iiyesidir. Sadece a alt birimlerinden olusan heteromerik
bir reseptordiir. Memeli 9 alt birimleri, heteromerik 09010 reseptdriine benzer
ACh icin bir EC50 ile islevsel homomerik o9 reseptorleri olusturabilir.
Dolayisiyla, a9 alt birimleri, iglevsel agonist baglanma bdlgelerine temel ve
tamamlayici bilesenler sunma yetenegine sahiptir. Buna karsilik, sican ve insan
al0 alt birimleri, heterolog sekilde eksprese edildiklerinde fonksiyonel kanallar
olusturamazlar. Sonuc¢ olarak, olO'un, agonist baglama bdlgesine sadece
tamamlayici bilesenler sagladigi gibi, heteromerik reseptorlerin bir alt birimi gibi
yapisal bir alt birim olarak hizmet edebilecegi 6ne siiriilmiistiir. Bununla birlikte,
her bir alt birimin, heteromerik 09al0 reseptdriiniin baglanma ceplerine nispi

katkis1 bilinmemektedir (84).
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Pek cok farkli hastalikta nikotinik reseptdrlerin gen ekspresyon diizeyleri
degerlendirilmistir. Nikotinin, nikotinik kolinerjik ve dopaminerjik reseptor
genlerindeki mRNA expresyon diizeyleri iizerine etkilerinin degerlendirildigi bir
calismada yiiksek diizeyde nikotin aliniminin diisiik a7 ve B2 gen expresyonu ile
iliskili oldugu go6zlemlenmistir. Aynmi ¢alismada 7 gilinliik nikotin aliminin,
nAChR 04 ve B2 alt birim mRNA'larin ekspresyonunu arttirmadigi gosterilmistir.
Salas ve arkadaglar1 a5 nikotinik resptoriiniin nikotin bagimliliginda kritik
derecede O©nemli oldugunu, farelerdeki nikotin kaynakli ndbetlere direng
gosterdikleri ve bu farelerin akut nikotine karsi davramigsal tepkiler
gostermediklerini gdzlemlemislerdir (85). Loughead ve arkadaslari, 42 kismi
agonisti vareniklin'in, 06zellikle yiiksek sigara kullananlar arasinda bilissel
performansta iligkili gelismelere yol acan, 3 giinliik nikotin yoksunlugundan
sonra, bellekle iliskili beyin aktivitesini arttirdigini  gozlemlemislerdir.
Postmortem c¢aligmalarda, o4p2 alt tipinin yiizde elliye kadar azalmasinin
alzaymira sebep oldugu gozlenmistir. Yapilan calismalar a4 ve a7 izoformlarinin,
alzaymir hastalarinin kortekslerindeki protein miktarlarinda o6nemli Olgiide
azaldigimi agikga gostermistir (86). Visanji ve arkadaslar1 nikotin (0.8 mg kg(-1)
s.c sekiz giin ardisik olarak verilmesinin, substantia nigra pars compacta
(SNc)'deki alfa6 (yaklasik% 55) ve beta3 (yaklasik% 43) nAChR alt iinite mRNA
seviyelerini 6nemli Olc¢liide arttirdigini  gostermistir. Zoli ve arkadaslart ve
Champtiaux ve arkadaslari, kronik nikotin 6n isleminden sonra artmig striatal DP
saliminin altinda yatan nAChR alt tiplerinin, a406p2 veya a6B2'nin oldugunu ileri
siirmektedirler. Siganlarda kronik nikotin tatbikatin1 takiben a4, a6 ve 2 nAChR

alt birimlerinin artmig ifadeleri gosterilmistir (87). Mevcut calismada nACHRs
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gen ifadeleri beynin korteks, striatum ve hipokampus bolgelerinde ayr1 ayr1 olarak
degerlendirilmistir. Artan kanitlar, OKB’nin patofizyolojisindeki kortikositriatal
devrelerde anormalliklerin oldugunu gostermektedir (88). Calismamizda da bu
bulguyu destekleyecek sekilde nACHRs gen ifadelerinin en fazla korteks ve
striatum bolgelerinde degistigi gozlenmistir. QNP’nin Chrna3’iin arttirdigr ve
Chrnb3’ii ise anlamli olarak azaltti§i, CYT tedavisinin Chrnal, Chrna2,
chrnalOQ’nin arttirdigi ve Chrnb3’iiz azalttig1 gosterilmistir. GTS-21 ve SIB-
1508Y tedavisinin nACHRs gen ifadelerini degistirmedigi gozlenmistir. Beynin
hipokampus bdlgesinde sistisinin iyilestirici etkilerini Chrnal, Chrna2 ve
Chrnab10 artis1 ve Chrnb3 normalizasyonu ile gosterebilecegi muhtemeldir. Sis’in
Chrnb3 ifadesini normalizasyonu Visanji ve arkadaslari ¢alismalariyla tutarlilik
gostermektedir. Korteks ve striatum bolgelerinde gen ifade degisimlerinin yiiksek
diizeyde oldugu tedavi ajanlarinin tedavi etkinliklerini bu gen ifadelerini belirli
diizeyde normalize ederek gosterdikleri diisiiniilmektedir. Beynin bu iki
bolgesinde goriilen nACHRs ifadelerindeki degisimlerin OKB patofizyolojisinde
ve tedavisinde rol oynayabilecegi aciktir. Ancak diger analiz edilen nACHRs
ifadelerinin degerlendirildigi ¢aligmalara rastlanmadigindan bu gen ifadelerinin
litertiirle karsilastirilmast miimkiin olmamustir (89). Calismamizda sigan OKB
modelimizde nAChR olan CYT, GTS-21 ve SIB-1508Y molekiilleri tedavi amagl
olarak kullanilmigtir. Literatiir taramalarimizda bu molekiillerin sican QNP OKB
modelinde tedavi amagh olarak kullanildigi ¢caligmalara rastlanmamistir. Bununla
beraber farkli kemirgen hastalik modellerinde bu molekiillerin tedavi amaglh

olarak kullanildig1 yayinlar mevcuttur.
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Dogal bir bitki alkaloidi olan CYT, Bulgaristan'da sigara birakmanin klinik
tedavisinde 40 yildir kullanilmaktadir ve nikotin farmakolojik 6zelliklerine benzer
oldugu gosterilmistir.  Alfadbeta2 nAChR'lerin rekabet¢i bir antagonisti olan
CYT, nikotinin varliginda bir antagonist olarak davranir ve bu nedenle insanlarda
nikotin yoksunlugu semptomlarmi azaltip hafifletir (90). Sistemik nikotin
enjeksiyonlarinin lokomotif aktiviteyi kolaylastirdigi gosterilmistir (91). Ventral
tegmentumda nikotinik baglanma boélgeleri vardir ve sistemik nikotin
enjeksiyonlari, bu bolgedeki DP hiicrelerinin ateslenmesini arttirir, ayrica ventral
tegmentumdan DP efferentleri alan bir bdlge olan nukleus accumbensde DP
salimini uyarir (92). Ek olarak, bu bolgedeki DP hiicrelerini tahrip eden lezyonlar,
sistemik nikotin enjeksiyonlartyla iliskili lokomotor-aktive edici etkileri de
engellemektedir. Bu bulgular, ventral tegmentumdaki DP hiicrelerinin - 6zellikle
mesolimbik DP sistemini icerenlerin - nikotin ve CYT’nin ventral tegmental
enjeksiyonlarina ve nikotinin sistemik enjeksiyonlarina lokomotor cevapta
aracilik ettigi kanisiyla tutarhidir (93). Nikotinik agonist CYT ventral tegmental
enjeksiyonlarinin sicanlarda yer tercihlerini etkileyip etkilemeyecegini test etmek
icin kurguladiklar1 deneyde 1, 3, 5 ve 7. gilinlerde, sicanlara CYT (0.5
mikrolitre/10 nmol) enjekte ettikten sonra bir yer tercih aparatinin iki ana
boliimiinden birine yerlestirmislerdir.  Tegmental CYT enjeksiyonlar1 alan
hayvanlarin, CYT  eslestirilmis  kompartimanda  salin  eslestirilmis
kompartimandan ¢ok daha fazla zaman harcamislardir. CYT, sigaray1 birakmada
etkili ve giivenli bir ilag olarak kabul edilmesine ragmen hipertansiyon, diyabet
veya OKB (94) gibi kronik hastalig1 olan hastalarda tedavi etkinligi ile ilgili

yeterli klinkk deneyim mevcut degildir. Simeonova ve arkadaslarinin
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kendiliginden hipertansif siganlarda (SHR) CYT’nin bazi beyin ve hepatik
biyokimyasal parametreler tiizerindeki etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada
multiptik CYT uygulamasinin, etilmorfin-N-demetilaz (EMND) ve hidroksilaz
aktivitesini ve sitokrom P 450min miktarin1 etkilemedigi, ne WKY (Wistar
Kyoto)'de ne de SHR (spontaneously hypertensive rats)'de sitokrom, MDA ve
GSH seviyesini degistirmedigi gosterilmistir (95). CYT ile ilgili QNP sigan OKB
modelinde tedavi etkinligi degerlendilmemeis olmasina ragmen nikotinin tedavi
edici etkilerinin gosterildigi caligmalar yapilmistir. Tizabi ve arkadaslar1 nikotinin
sicanlarda, QNP'in ontotojenetik uygulamasinin neden oldugu kompulsif
davranislari iyilestirdigini, ancak, QNP uygulamasinin ardindan nikotinik reseptor
ifadelerinin de degistigini gostermislerdir. QNP'min uygulanmasina bagl olarak
serebellum ve orta beyinde a4-B2 siibtipi ifadesinin yiikseldigi alfa7 alt tipinin ise
striatum ve hipokampiiste yiikseldigini gostermislerdir. Tizabi ve arkadaslar1 yine
kronik QNP uygulamas1 yaptiklar1 siganlarda, nikotinin en az 3 zorunlu kontrol
davranigindan birini diizelttigini ve QNP uygulamasinin serebellar 4 ve 7
nikotinik reseptdr yogunluklarinda artisa neden oldugunu ifade etmislerdir.
Mevcut ¢alismada QNP sigan OKB modelinde CYT’nin bozulmus olan 10
davranigtan home base ziyaret, timarlanma, 8. Nesneyi ziyaret, 10. Nesneyi
ziyeret, home basede durma siiresi, toplam durma siiresi ve toplam hareket siiresi
olmak tizere 7 davranisi normalize ettigi gosterilmistir. Bu baglamada alfa4 beta2
agonisti olan CYT’nin degerlendirilen alfa 7 agonisti GTS-21 ve alfa3/betad
agonisti SIB-1508 gore sican QNP OKB modelinde tedavi edici etkilerinin ¢ok

daha ytiksek oldugu gosterilmistir.
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GTS-21(3-[(2,4-dimethoxy)benzylidene]-anabaseine dihydrochloride
(DMXBA; GTS-21) segici bir alfa 7 nAChR agonistidir. Oral aliminindan sonra
hizli bir sekilde beyine gegerek kognitif davranislar1 artirir. Oral olarak verilen
DMXBA'nin % 1'inden azi1 idrarda geri kazanilir. Metabolitlerinin, sigan beyin
alfa7 reseptorlerine benzer baglanma afiniteleri ve kismi agonist potansiyelleri
sergiledikleri  gdsterilmistir. Bununla birlikte, her biri sican ve insan alfa7
reseptorlerini uyarmak i¢cin DMXBA'dan daha yiiksek bir etkinlige sahiptir.
DMXBA gibi, metabolitleri de alfadbeta2 reseptorlerinin zayif antagonistleridir
(97). Mazurovetal ve arkadaslari nAChRa7 agonisti olan GTS-21'in,
nAChRa7min hizli bir sekilde duyarsizlastirilmasina neden oldugunu ifade
etmislerdir (98). Alzheimer hastalifinin bir transgenik fare modelinde a7
nAChRs reseptorlerinin GTS-21 ile segici olarak aktivasyonun mikroglial alfabeta
fagositozunu uyardigin1 ve noronal gama sekretaz aktivitesini baskiladigini
gostermislerdir (99). GTS-21 molekiiliinlin beyin alfabeta parcalanmasinda ve
kognitif iyilesme tlizerinde etkili oldugunu ve a7 nAChRs’nin AD tedavisi i¢in bir
hedef olabilecegini belirtmislerdir . Nanri ve arkadaslar1 subkronik GTS-21
alimimin nucleus basalis magnocellularis (nBM) lezyonlarinda parietal kortekte
Layer II ve III’de gergeklesen hiicre kaybini azalttigin1 gostermislerdir. Kong ve
arkadaslar1 yaglanmis siganlarda isoflurane-ile uyarilan kognitif azalmada goriilen
noronal apoptozis ve CAl ndronal yogunluk azalmasinin GTS-21 tedavisi ile
azadigim belirmislerdir (100). Nanri ve arkadaslart GTS21’in sigan ve farelerde
lokomotor aktivite ve DP diizeyleri lizerine herhangi bir etkiye sahip olmadigini
ifade etmislerdir . Arendash ve arkadaslar1 yaslanmis sicanlarda GTS-21in IP (1

mg/kg), aliminin 17 kollu radyal labirent testinde hem genel 6grenme hem de

64



referans (uzun siireli) bellegi nikotin ile ayn1 dlgiide gelistirdigini gostermislerdir.
Her ne kadar DMAB 6n-muamelesi, nikotin ile ayn1 olan 17 kollu radyal labirent
testinde referans hafizayr arttirsa da, bu karmasik gorevdeki genel Ogrenmeyi
etkilememistir ve Lashley III labirent e8itiminde herhangi bir bilis arttiric1 etki
gostermemistir  (101). Bu sonuglar, GTS-21'in, yasl siganlarda nikotinle
kiyaslanabilecek Olgiide Dbilissel giliglenme kabiliyetine sahip oldugunu
gostermektedir. Calismamizda ilk defa GTS-21 QNP sican OKB modelinde tedavi
edici etkinligi degerlendirilmis olup GTS-21'in QNP sican OKB modelinde
bozulmus olan 10 davranistan timarlanma ve homebasede durma siiresi olmak
lizere 2’sini normallestirdigi gosterilmistir. K grubuna gore genel olarak

degerlendirilen bu 13 davranistan toplam onunda degisim oldugu gézlenmistir.

Yeni alfa4B2 agonisti olan agonisti SIB-1508Y nin striatum ve frontal
kortekste DP, hipokampusta talamus ve frontal kortekste norepinefrin,
hipokampus ve kortekste ACH salinimini uyarir (102).

Schneider JS ve ardaslar1 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP)
uygulamasiyla maymunlarda biligsel ve motor acgiklarin tersine c¢evrilmesinde
levodopa / benserazid ve nAChR agonisti SIB-1508Y'nin goéreceli potansiyellerini
degerlendirmislerdir (103). Daha 6nce nesne alma gorevi Ogretilen maymunlar,
kronik diisik doz MPTP maruziyetinden sonra Onemli biligsel eksiklikler
gelistirmislerdir. Tek basina SIB-1508Y (I mg / kg) uygulamasinin MPTP
lezyonlu hayvanlarin bilis ve motor fonksiyonlarinda istatistiksel olarak anlamli
bir iyilesme saglamadigi ancak SIB-1508Y ve levodopa / benserazid
kombinasyonunun, hem biligsel hem de motor fonksiyonlarda 6nemli gelismelere

neden oldugunu gdstermislerdir. Fergusan ve arkadaslar1 farelerde depresyonun
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caresizlik modelinde yiiksek afiniteli nAChR'ler i¢in yeni bir alt tip secici ligand
olan SIB-1508Y'nin etkilerini degerlendirmislerdir (104). SIB-1508Y'nin
Ogrenilmis caresizlik lizerindeki etkisi, klinik olarak kullanilan antidepresanlar,
imipramin ve fluoksetin ve selektif olmayan nAChR ligand, nikotin ile
karsilastirilmistir. Imipramin ve fluoksetine benzer sekilde, SIB-1508Y ile
subkronik tedavisinin (5 giin), 6grenilmis caresizlik modelinde kagis agigin1 doza
bagli bir sekilde tersine cevirdigi gosterilmistir. SIB-1508Y'nin 6grenilmis
caresizlik tizerindeki etkisi, ilacin uygulanmasindan 1 hafta sonra hala belirgin
olarak devam etmistir. Buna karsin, nikotin Ogrenilmis caresizlik acigini
hafifletebilirken, bu egilim ancak kronik uygulamadan sonra istatistiksel olarak
anlamli olmustur.

Mevcut calismada SIB-1508Y’nin QNP sican modelinde degerlendirilen 13
parametreden timarlanma ve 8. Nesneyi ziyaret olmak {izere 2 davranisi
normallestirdigi gozlenmistir. GTS-21 ve SIB-1508Y ’nin her ikiside timarlanma

hareketinde diizelme saglamistir.
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7.ONERILER

Yaptigimiz ¢alismada ilk kez d2 DP agonisti olan QNP’nin sican OKB
modelinde nACHRs agonistlerinin ve ifadelerinin tedavi edici etkinliginin rolii
degerlendirilmistir. QNP’nin acik alan testinde degerlendirilen 13 farkl
davranigtan 10°’nunu bozdugu gozlenmis, tedavi amach kullanilan GTS-21 ve
SIB-1508Y’nin iki davramsi ve SIS ise 7 davranis1 diizelttigi tespit edilmistir.
Ayrica edavi etkinligi en yiiksek diizeyde olan CYT’nin bu etkilerinde nACHR
gen ifade normalizasyonu ve DP  diizeylerini normalize ederek
gercgeklestirebilecegi muhtemeldir. Bunun yani1 sira meveut ¢calismada kullanilan 3
adet nAChR agonistinin tedavi edici oOzelliklerinin tespit edilmesi, diger
nAChR’lere  spesifik  agonistlerinde tedavi amagli  kullanabilirliginin
degerlendirilecegi yeni c¢alismalara gereksinimini ortaya koymaktadir. Ayrica
QNP sican modelinde tedavi edici ajanlarin tedavi etkinliginin degerlendirilmesi
icin ST, DP ve ACH’a ek olarak diger ndrotransmitterlerin de degerlendirilmesi

gerekmektedir.
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