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ÖZET 

 

Çınar, E., Sıçanlarda Adeno İlişkili Viral Vektör Aracılı Gerçekleştirilen Nigral 

ve Hipokampal Alfasinükleinopati Modelinde Rapamisinin Etkileri, Hacettepe 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Farmakoloji Programı Doktora Tezi, 

Ankara, 2018. Bu tez çalışmasında, bilateral substantia nigra (SN) ve dentat girus 

(DG)’ta AAV-aracılı alfa-sinüklein (a-sin) aşırı ifadesi sağlanarak, motor ve motor-

dışı belirtilerin bir arada görüldüğü bir Parkinson hastalığı (PH) modeli oluşturulması 

ve bu modelde otofaji indüksiyonuna sebep olan rapamisinin tedavi potansiyelinin 

değerlendirilmesi hedeflenmiştir. İmmünblotlama ve immünohistokimya yöntemleri 

ile a-sin ve GFP aşırı ifadesi teyit edilmiş, immünoblotlama çalışmaları ile a-sin 

enjeksiyonu sonrası yoğun sinaptik kayıp olduğu gözlenmiştir. AAV-aracılı PH 

modelinde ilk defa denenen rapamisin uygulanmasının ise sinapsları koruyucu etkisi 

olduğu görülmüştür. A-sin aşırı ifadesinin motor performansa etkisi hafta bazında 

değerlendirilmiş ve süreç içerisinde kompanzatuvar mekanizmaların devreye girmiş 

olabileceği gözlenmiştir. Yükseltilmiş artı labirenti testinde; a-sin grubunun anksiyete 

düzeyinin daha az olduğu, yeni nesne tanıma testi ve Morris su labirenti testlerinde; a-

sin enjeksiyon grubunun hatırlamada ve öğrenmede zorluk çektiği, rotarod ve 

lokomotor aktivite testlerinde; motor performansta kötüleşme olduğu gözlenmiştir. 

Rapamisin tedavisi sonrası ise öğrenme ve hatırlamada iyileşme gözlenirken, 

anksiyetede artış, motor performansta ise düzelme olmadığı gözlenmiştir. 

Rapamisinin, p62 yıkımında artış ile otofaji indüksiyonuna, ancak bir diğer otofaji 

belirteci olan LC3 I’den LC3 II dönüşümünde azalma ile otofajik yolakta değişikliğe 

neden olduğu gözlenmiştir. A-sin aşırı ifadesi ile oluşturulan ve motor ve motor dışı 

belirtilerin ilk defa beraber oluşturulduğu bu PH modeli, rapamisin gibi otofaji 

indüksiyonuna neden olan ilaçların etkinliğini değerlendirmek için güvenli bir şekilde 

kullanılabilir.  

 

Anahtar kelimeler: Parkinson hastalığı, Alfa-sinüklein, Rapamisin, Motor-dışı 

semptomlar, Sinaptik kayıp 
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ABSTRACT 

 

Çınar, E., Effects of Rapamycin In A Rat Model Of Adeno Associated Viral 

Vector Mediated Nigral and Hippocampal Alpha-synucleinopathy, Hacettepe 

University Graduate School of Health Sciences, Pharmacology Programme 

Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2018. In this thesis study, we aimed to develop 

a Parkinson’s disease (PD) model recapitulating both motor and non-motor symptoms 

of the disease by AAV-mediated alpha-synuclein (a-syn) overexpression in bilateral 

substantia nigra (SN) and dentate gyrus (DG) and to evaluate the potantial therapeutic 

effects of rapamycin via autophagy induction. A-syn and its viral control GFP 

overexpression was confirmed by immunohistochemistry and immunoblotting. A 

dense synaptic loss and a neuronal loss tendency were detected in a-syn group by 

immunblotting. First time in this model using rapamycin treatment showed a 

protective effect against the synaptic loss. Effect of a-syn overexpression on the motor 

performance was evaluated in every two weeks and a compensatory mechanism was 

noticed to take part in the process. Elevated plus maze test showed a decrease in 

anxiety whereas memory deficits, spatial learning difficulties and worsening in motor 

performance were detected in novel object recognition, Morris water maze, rotarod 

and locomotor activity tests, respectively. After rapamycin treatment improved 

learning and memory, increased anxiety and did not change motor performance. In 

immunoblotting; p62 an autophagy marker, increased with rapamycin treatment, 

confirming autophagic induction, on the other hand, conversion of LC3 I to LC3 II 

another autophagy marker decreased. This AAV-mediated a-syn overexpression 

model of PD, developed motor and non-motor symptoms together for the first time, 

can be used safely to try potential autophagy inducing treatment options like 

rapamycin. 

 

Key words: Parkinson’s disease, Alpha-synuclein, Rapamycin, Non-motor 

semptoms, Synaptic loss 
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GİRİŞ 

 

Parkinson hastalığı (PH), dinlenme halindeki tremor, bradikinezi, rijidite ve 

postural refleks kaybı ile seyreden ve substantia nigra (SN)’daki dopaminerjik nöron 

kaybı ve SN’nin projeksiyon alanı olan striatumda dopaminerjik terminal kaybı ile 

ilişkili bir hastalıktır. PH’nin motor belirtilerinin yanında hem premotor dönemde hem 

de geç dönemde motor dışı semptomlar hastalığa eşlik eder. PH’de görülen motor 

belirtiler kadar kognitif bozukluklar, anhedoni, apati, otonom sinir sistemi 

bozuklukları gibi motor dışı belirtiler de hastaların yaşam kalitesini oldukça 

düşürmektedir. 

PH’nin altında yatan mekanizma henüz tam olarak bilinmemektedir. Ancak, 

çalışmalarla birlikte PH’ye neden olduğu düşünülen etkenler ortaya çıkartılmaya 

başlanmıştır. Beyinde yüksek oranda özellikle de presinaptik olarak ifade edilen 

nöronal bir protein olan alfa-sinüklein (a-sin) etkenlerden biridir. PH patolojik belirteci 

olan Lewy cisimcikleri içeriğinin a-sin olduğu keşfedilmiştir. 

PH’nin patolojisini araştırmak üzere çeşitli hayvan modelleri geliştirilmiştir. 

Bu modellerden en sık kullanılanları; toksin modelleri, transgenik hayvanlar ve viral 

vektör aracılı a-sin aşırı ifadesine bağlı modellerdir. Kullanılan modellerin farklı 

özellikleri ve avantajları olmasına rağmen, viral vektör aracılı a-sin aşırı ifadesi ile 

oluşturulan hayvan modelleri hastalığın yavaş ilerleyen doğal seyrini daha iyi taklit 

etmekte ve hastalarda izlenen patolojiye daha yakın bir patoloji oluşumu 

göstermektedir. 

PH etiyolojisinin anlaşılabilmesi, hastalığın ilerleyişinin yavaşlatılabilmesi ya 

da durdurulabilmesi için ve ayrıca tedavi mekanizmalarının daha detaylı incelenerek 

geliştirilebilmesi, semptomların azaltılması ya da yok edilmesi için hayvan 

modellerinin varlığı ve yeni tedavi yöntemlerinin denenmesi oldukça önemlidir. 

Parkinson hastalarında tedavi olarak kullanılan altın standart L-DOPA’dır. L-

DOPA semptomatik tedavi sağlamaktadır ve uzun dönemde tedaviye bağlı görülen 

yan etkiler L-DOPA’nın kullanımını kısıtlamakta ve yeni tedavi yöntemlerine ihtiyaç 

duyulmasına yol açmaktadır. Hastalığın seyrini yavaşlatacak ya da durduracak, SN’de 

nöron ölümünü engelleyebilecek bir tedavinin bulunabilmesi; hastaların yaşam 

süresini ve kalitesini artıracaktır. 
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Rapamisin, ilk olarak antifungal etkili bir ilaç olarak ortaya çıkmıştır. Ancak 

daha sonra; rapamisinin otofaji indüksiyonu yaparak yanlış katlanmış proteinlerin 

birikimini azalttığı ve nöroprotektif etkisinin olabileceği keşfedilmiştir. Parkinson 

hastalarında görülen a-sin agregatlarının Lewy cisimcikleri ya da Lewy nöritlerinin 

temel yapı taşlarından olması, rapamisin aracılı bu agregatların temizlenmesinin 

hastalığın tedavisinde faydalı olabileceğini düşündürmektedir. 

Bu çalışmanın amacı; AAV-aracılığı ile yabanıl insan a-sin ifadesinin ilk defa 

bilateral SN ve hipokampüsün DG’sinde birlikte gerçekleştirilmesi ile PH’nin motor, 

davranışsal ve kognitif etkilerinin bir arada ayrıntılı olarak incelenmesidir. Böylece 

patolojik a-sin agregasyonunun, hücre-otonom mekanizmalarla oluşturduğu nöronal 

ve glial patoloji yayılımının ve sinaptik etkisinin oluşturulan model üzerinde 

geçerliliğinin ve öneminin test edilmesidir. Ayrıca, yine ilk defa kronik rapamisin 

tedavisinin bu model üzerinde nöroprotektif ve nörorestoratif etkilerinin incelenmesi 

de hedeflenmiştir. Oluşturulan PH modelinde, sürecin erken evrelerinden itibaren 

rapamisin tedavisi ile otofaji indüksiyonu aracılı nöron kaybı ve öncesindeki sinaptik 

fonksiyonel kayıptan sorumlu olduğu düşünülen agregat oluşumunun inhibe edileceği 

öngörülmüştür. Patoloji oluştuktan sonra kronik rapamisin tedavisi ile sinaptik 

disfonksiyon ve nöronal kayıp süreçlerine karşı olası restoratif/protektif etki ortaya 

konmaya çalışılmıştır.  
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2.GENEL BİLGİLER 

 

2.1.Parkinson Hastalığı Etiyolojisi ve Patogenezi 

 

Parkinson hastalığı (PH) 60 yaş üstü nüfusun neredeyse %1’ini etkileyen ikinci 

en sık görülen nörodejeneratif hastalıktır. Genel olarak hastalık 60 yaş ve üzerinde 

görülmesine rağmen; genç başlangıçlı PH, 20-50 yaş arasındaki nüfusu etkiler ve 

toplam hastaların %5-10 civarını oluşturur (1). PH, hem çevresel hem de genetik 

faktörlerin etkili olduğu ve yaşın en büyük riski oluşturduğu bir hastalıktır (2, 3). 

1817’de James Parkinson adında bir İngiliz doktor “shaking palsy” adı altında 

bir rapor yayınlamıştır ve PH’nin karakteristik özellikleri olan dinlenme halinde 

tremor, anormal postür ve yürüyüş, kas gücü kaybı ve paralizi gibi özelliklerinin 

yanında hastalığın zaman içindeki ilerleyişini de tanımlamıştır (4). Ancak bundan çok 

daha önce, geleneksel Hint kayıtlarında M.Ö. 1000 yılında ve tarihi Çin kayıtlarında 

PH’i anlatan tanımlamalar bulunmuştur (5, 6). Jean-Martin Charcot, James 

Parkinson’ın tanımını genişletmiştir. Charcot, PH hastalarının hepsinin güçsüz 

olmaması ya da tremorunun olmaması sebebiyle titrek felç, ajite felç gibi terimlerin 

yerine “Parkinson hastalığı” terimini kullanmayı öneren ilk kişidir (6).1912’de ise 

Frederic Lewy; hastalardan alınan örneklerde, nöronlarda agregatları tanımlamıştır ve 

daha sonra bu agregatlara Lewy cisimcikleri adı verilmiştir (7).  

PH’nin 4 temel semptomu vardır. Bunlar; dinlenme halindeki tremor, 

hareketlerde yavaşlık (bradikinezi), rijidite ve postural refleks kaybıdır (8). Nigro-

striatal sistemdeki dopaminerjik nöronların %80’e varan kaybından sonra temel motor 

semptomlar gözlenmeye başlar. Motor semptomlara ek olarak; otonomik 

disfonksiyon, bilişsel/nörodavranışsal anomali, duyusal ve uyku bozuklukları gibi 

motor dışı semptomlar da görülür (2). Amigdala ve hipokampüste nöropatolojik 

değişikliklerin hastalığın etiyolojisi ile ilişkili olduğu düşünülmektedir (9). Parkinson 

hastalarında kognitif bozukluklar ve demans geç ya da erken dönemde yaygın olarak 

görülmektedir (10).  

PH; SN ve onun projeksiyon bölgesi olan striatumun dejenere olmuş 

nöronlarında hücre içi Lewy cisimciklerinin oluşumuna bağlı dopaminerjik nöron 

kaybı ile seyreden bir hastalıktır (2). PH, nöronal sitoplazmada ubikutinlenmiş 
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proteinlerin birikimi ile işaretlenir ve bu agregatlar Lewy cisimcikleri olarak anılır. 

Lewy cisimcikleri büyük oranda alfa-sinükleinden (a-sin) oluşur ve hastalıkta anahtar 

rol oynarlar (11). PH, a-sin proteinin yanlış katlanmasına bağlı olarak ortaya çıkan, 

hareketlerin kontrolünde yetersizliğe sebep olan ve bu nedenle de hareket bozukluğu 

olarak anılan bir hastalıktır (2, 12). A-sin’in hastalıktaki rolü tam olarak bilinmemekte 

ancak pek çok çalışma, mekanizmayı etkileyerek hastalık patogenezinde etkili 

olduğunu göstermektedir (11, 13). Nigrostriatal dopaminerjik nöron kaybı ve 

posttranslasyonel olarak ubikütinlenmiş, fosforillenmiş ve/veya S-nitrosillenmiş 

fibriller a-sin proteininin beyinde Lewy cisimcikleri olarak birikmesi ile karakterizedir 

(11, 14). Bazı ailesel PH vakalarında, a-sin 53 treonin-alanin bağlanmasında mutasyon 

gözlenmiştir. Bu mutasyonun en önemli etkisi, a-sin’in agregat olarak birikerek 

filamentleri oluşturması ve buna bağlı olarak da Lewy cisimcikleri oluşumu olabilir 

(11). Bir çalışmada, parkinin; a-sin ile ilişkili protein synphilin-1 ile bağlantılı olduğu 

ve onun ubikutinlenmesini sağladığı ve böylece a-sin ile ko-lokalize bulunan 

ubikutinlenmiş synphilin-1’in Lewy cisimcikleri benzeri inklüzyonları oluşturduğu 

gösterilmiştir (15).  

A-sin geninde mutasyonun otozomal dominant PH’e neden olduğu belirli 

ailelerde gösterilmiştir (16). Her ne kadar a-sin mutasyonu ile ilişkili PH nadir gözükse 

de yabanıl tür a-sin Lewy cisimciklerinin temel bileşenlerinden biridir ve a-sin’in 

dağılımında ve/veya fonksiyonunda meydana gelen bir bozukluk sporadik PH 

patogenezinde önemli bir rol oynuyor olabilir (11, 17). Ayrıca, Parkin mutasyonu olan 

hastalarda Lewy cisimcikleri olmadığı gözlenmiştir (15, 18).  

Motor semptomlar görülmeden ve teşhis konulmadan önce, hastalar pek çok 

pre-motor semptom gösterebilir ve bu semptomlar teşhisten 10 yıl öncesine dayanıyor 

olabilir (19). Anhedoni, apati, bilişsel bozukluklar ve dikkat dağınıklığı 2 yıllık 

premotor dönemde sıklıkla oluşmaktadır (20). Koku, kabızlık, depresyon ve hızlı göz 

hareketleri gibi motor dışı semptomlar, yaş ve yaşam kalitesi arttıkça oldukça ciddi 

problem oluşturmaktadır (21, 22).  

Bilişsel Bozukluklar: Parkinson hastalarında demans, %40 daha fazla oranda 

görülür (23). Demans ilerleyicidir ve uzaysal-görsel yeteneklerde bozukluk, geçmişi 

hatırlayamama, L-DOPA ve diğer dopaminerjik ilaçlara cevapta azalma ile 

karakterizedir (24). Kortikal ve subkortikal Lewy cisimciklerinin varlığı dışında nigral 
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dopaminerjik nöron hasarı ile de ilişkilidir. Meynert bazal çekirdeğinde kolinerjik 

hücre kaybı ön plandadır, bu nedenle hastalıkta demans tedavisinde kolinerjik ilaçlar 

temel alınmaktadır (21).  

Anksiyete ve Apati: Anksiyete PH’de oldukça yaygın görülen ve panik atak, 

fobi, genel anksiyete bozukluğu ve ilaç ile indüklenen motor dalgalanmalar şeklinde 

kendini gösterebilen bir bozukluktur (21). Ayrıca yüksek doz L-DOPA ya da dopamin 

agonistleri ile tedavinin yan etkisi olarak da anksiyete görülebilmektedir (25). 

Parkinson hastalarında apatinin de yüksek oranda görüldüğü gözlenmiştir (26). PH’de 

apati psikolojik ya da adaptif değişikliklerden ziyade fizyolojik değişikliklere bağlı 

olarak görülmektedir ve bilişsel bozukluklar ile de yakından ilişkilidir (26). Apati, 

anhedoni ve yorgunluk gibi negatif semptomlar; vental tegmantal alan (VTA) ile 

nukleus akumbens arasındaki dopaminerjik projeksiyonlar nöronlarının hasarından 

kaynaklı olabilir (27). 

Depresyon: Parkinson ile ilişkili depresyon, serotoninerjik nöronal aşırım ile 

noradrenerjik ve dopaminerjik mekanizmalardaki hasara bağlı olarak gözleniyor 

olabilir (28). Depresyon, suçluluk duygusu, kendine saygı kaybı, üzüntü ve vicdan 

azabı gibi duygularla karakterizedir ve bir çalışmada depresyon belirtilerinin PH’nin 

gelişiminin öncüsü olabileceği söylenmiştir (21).  

Psikoz ve görsel halüsinasyonlar: Hastaların %40’ında görsel halüsinasyonlar 

görülür fakat çoğu zaman hastayı rahatsız edecek boyutta değildir ancak hastalığın 

ilerlemesi ile birlikte delüzyon, paranoyak fikirler, deliryum gibi daha şiddetli 

semptomlar görülmeye başlar (29). Görsel halüsinasyonlar, genellikle PH tedavisinin 

yan etkisi olarak kabul edilse de pedinkülopontin çekirdeğin, lokus seruleusun ve 

dopaminerjik rafe çekirdeğinin hasarı da nedenler arasında olabilir (29). Bu 

çekirdekler aynı zamanda REM uyku davranış bozukluğu (RBD) ile de ilişkilidir. Bir 

teoriye göre ilaç ile indüklenen psikoz, ilaç ile indüklenen uyku bozukluğu ile birlikte 

başlar ve canlı rüyalara, halüsinasyonlara ve sonunda da deliryuma sebep olur (30).  

Uyku Bozukluğu: Hemen hemen bütün Parkinson hastalarının uyku problemi 

yaşadığı ve bu sorunun özellikle de hastalığın erken dönemlerinde ortaya çıktığı 

gösterilmiştir (31). Beyin sapında ve talamokortikal yolakta uykuyu düzenleyen 

merkezlerdeki hasar patolojide önemli rol oynamaktadır (21). REM uyku davranış 

bozukluğu (RBD) ise bir başka uyku bozukluğudur ve Parkinson hastalarının üçte 
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birinde görülür (32). Uyku sırasında konuşma, bağırma, el ve ayaklarda şiddetli 

hareketler, yataktan düşme gibi anormal hareketler gözlenir (21). RBD; 

pedinkülopontin, subcoeruleal çekirdek gibi beyin sapı çekirdeklerindeki hasara bağlı 

olabileceği düşünülmektedir (33). Bunun yanında gün içerisinde aşırı uykululuk da 

görülebilen uyku bozukluklarındandır. Gece uykusunun düzensizliği ve bazı 

Parkinson ilaçları bu durumun sebebi olabilir (21). 

Otonom Sistem Bozuklukları: Ortostatik baş dönmesi, kabızlık, mesane 

rahatsızlıkları, erektil disfonksiyon gibi, hastanın günlük yaşamını etkileyen 

rahatsızlıklar PH’de sıklıkla görülebilmektedir. PH patofizyolojisine etki eden pek çok 

bileşen vardır ve otonomik fonksiyonlara aracılık eden dorsal vagal çekirdek, ambigus 

çekirdek, rostral ventrolateral medulla, ventromedial medulla ve kaudal rafe çekirdeği 

gibi çekirdeklerin hasarı ya da fonksiyon bozuklukları ile ilişkilidir (21). A-sin 

mutasyonu ile ilişkili genetik PH’nin kardiyak sempatik hasar ile bağlantılı olduğu 

gösterilmiştir (34). Kabızlık; PH’de görülen en yaygın motor dışı semptomlardan 

biridir. PH’de hem santralde hem de kolonda dopaminerjik nöron kaybı olsa da; 

kabızlık dopaminerjik tedavilere çok iyi yanıt vermemektedir. Bu da patolojide non-

dopaminerjik yolakların da etkili olduğunu düşündürmektedir (35). 

 

2.2.Bazal Gangliyonlar 

 

Bazal gangliyonlar; memelilerde ön beyin ile orta beyin arasında yer alan ve 

ara bağlantıları oldukça zengin olan beyin çekirdekleridir. Bazal gangliyonlar, 

özellikle frontal, prefrontal ve parietal korteks olmak üzere serebral korteksin 

hedefidir. Korteks ve bazal gangliyonlar arasında bir döngü vardır. Korteksten gelen 

bilgiler bazal gangliyonlar ve talamusa gider ve buradan tekrar kortekse özellikle 

suplementer motor alana (SMA) döner. Bu döngünün işlevlerinden biri de istemli 

hareketlerin seçimi ve başlatılmasıdır (36, 37). Bazal gangliyonlar gelen bilgileri 

yorumlayarak, hedefe ve stratejilere göre aday hareketler içerisinden uygun olanı 

seçmektedir.  
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2.2.1.Bazal Gangliyonların Anatomisi ve Girdileri 

 

Bazal gangliyonlar; kaudat nükleus, putamen ve globus pallidustan oluşur. Bu 

yapılara bazal gangliyonlar ile bağlantılı olan subtalamik çekirdek (STN) ve substantia 

nigra (SN) orta beyin bölgesi de eklenebilir (Şekil 2.1).  

Bazal gangliyonların temel girdi aldığı kaynaklar; serebral korteks ve 

talamustur. Bazal gangliyonlara gelen uyarıların büyük kısmı; kaudat çekirdek 

putamen ve nükleus akumbensten oluşan neostriatum’a ulaşır. Kaudat çekirdek ve 

putamende; duyusal, motor ve kortikal bölgeler ile ilişkili girdiler, talamik 

intralaminar çekirdek girdileri, substantia nigra pars compacta (SNpc)’dan 

dopaminerjik girdiler ve dorsal rafe çekirdeğinden serotoninerjik girdiler birleşir. 

Limbik korteks ve hipokampüsten yükselen analog bağlantılar, ventral tegmental alan 

(VTA)’dan dopaminerjik girdiler; striatal yapının üçüncü kısmı olan nükleus 

akümbenste birleşir. 

Neostriatumdan çıktılar, bazal gangliyonların diğer bölgelerine projekte 

olurlar. Ana hedefler; globus pallidus eksterna (GPe), globus pallidus interna (GPi) 

ve substantia nigra pars retikülata (SNpr)’dır. GPi ve SNpr bazal gangliyonların 

dışına projekte olarak ana çıktı yolaklarını oluştururlar. 

 

 

Şekil 2.1. Bazal gangliyonların yapısı ve bağlantıları (Kaudat: kaudat çekirdek, GPe: 

globus pallidus externa, GPi: globus pallidus interna, STN: subtalamik çekirdek, SN: 

substantia nigra kısaltması olarak kullanılmıştır.)  
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Bazal gangliyonların hedef yapıları ile bütün bağlantıları inhibitördür ve 

etkisini diğer döngülerin iletimini düzenleyerek gösterir. Talamusta; bazal gangliyon 

girdileri temel olarak kortiko-talamo-kortiko yolak aktivitesini düzenler.  

Kortikal ve Talamik Afferentler: Kotikostriatal ve talamokortikal 

projeksiyonların her ikisinden de çıkan nöronlar, yalnızca bazal gangliyonlara projekte 

olmazlar. Kortikostriatal uzantılar, korteks, talamus, beyin sapı ve omurilik gibi pek 

çok bölgeye projekte olur. Talamokortikal yolak nöronları ise kortekse ve striatuma 

projekte olur. Korteks ve talamustan çıkan nöronlar pek çok dallanma gösterir. Bu 

nedenle; serebral korteksin küçük bir bölgesinden çıkan aksonlar bile neostriatumda 

geniş bir bölgeye yayılabilir (37, 38).  

Nigrostriatal Aferentler: SN’den çıkan dopaminerjik aksonların dağılımı 

neostriatumdaki sinaptik plastisite için gerekli bir düzenleyicidir. Bu aksonlar seyrek 

dallanma gösterir. Neostriatumun herhangi bir yerel bölgesine ulaşan dopaminerjik 

bağlantılar görece küçük bir dopaminerjik nöron topluluğundan gelir. Nigrostriatal 

nöronlardan dopamin salıverilmesinin ana işlevlerinden biri de striatal çıktı 

nöronlarının girdilerini düzenleyerek, ateşleme düzeninin değiştirilmesidir (39). 

Nigrostriatal yolağın dopaminerjik nöronları katekolamin sentezinde gerekli olan, 

tirozin hidroksilaz (TH) enzimi içeren nöronlardır ve SN’den çıkan aksonların belirteci 

olarak TH boyaması kullanılır.  

Esas neostriatal nöronlar, çok sayıdaki dendritik dikenden dolayı dikensi 

çıkıntılı (spiny) nöronlar olarak adlandırılır (40). Dikensi çıkıntılı neostriatal 

nöronların aksonları, bir araya gelerek neostriatumun gri maddesinde delikler açan 

küçük kablo demetleri oluşturur ve striatuma adını veren çizgili görüntüyü meydana 

getirir.  

Neostriatumda çok çeşitli internöron morfolojisi bulunmaktadır. Bunlar 

arasında en çok 3 grup çalışılmıştır. 1) Dev kolinerjik internöronlar, 2) Gama 

aminobutirik asit (GABA)/Parvalbumin içeren sepet hücreler ve 3) somatostatin 

(SOM)/nitrik oksit sentaz (NOS) içeren internöronlar. 

Kolinerjik internöronlar: neostriatumdaki oranları toplam hücrelerin 

%2’sinden daha az olsa da dokudaki en büyük nöronlardır. Diğer beyin bölgelerine 

oranla, asetilkolin (ACh) striatumda oldukça yüksek oranda bulunmaktadır ve striatal 

ACh’nin esas kaynağı kolinerjik internöronlardır.  
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GABA/Parvalbumin içeren internöronlar: ekzojen GABA alımı için oldukça 

güçlü bir kapasiteye sahiptirler. GABA içeren nöronlar toplam neostriatal nöron 

miktarının %3-5’ini oluşturmaktadır. Genel olarak geniş alanlara yayılmışlardır fakat 

dendritleri birbirleri ile gap junction oluştururlar (41). Neostriatumdaki GABAerjik 

internöronlar bir tür orta boy aspiny internöronlardır. Striatumdaki ve daha uzaktaki 

beyin bölgelerinden sinaptik girdilere ulaşırlar  (42). Bu hücreler kalsiyum bağlanma 

proteini olan parvalbumin ile birlikte bulunurlar (41). Yuvarlak, düzgün somaları ve 

yoğun dendritleri, çok dallı aksonları vardır (37). 

Somatostatin/Nitrik oksit sentaz (SOM/NOS) içeren internöronlar: ikinci grup 

orta boy aspiny internöronlardır (43). Ayrıca, bu internöronlar hem nitrik oksit sentaz 

enzim aktivitesi ile hem de striatal nöromodülatör olan SOM ve nöropeptit Y ile de 

pozitif boyama ile tanımlanır (44, 45). Total nöronların %1-2’lik kısmını oluştururlar. 

Orta boyutlu internöronlardır ve GABA/parvalbumin internöronlarına göre daha az 

dallanmış dendritler ve daha uzun aksonal alana sahiptirler (46).  

 2.2.2. Direkt ve İndirekt Yolaklar 

 Enkefalin ve P maddesi, sitokimyasal işaretleyici olarak neostriatumda 

striozom ve matriks yapılarının ayrılmasında kullanılması, bazal gangliyonlarda, 

direkt ve indirekt efferent yolakların keşfine yol açmıştır (37). Dikensi nöronların 

yarısının yoğun ve ayrıntılı bir şekilde GPe’ye projekte olduğu fakat SN’ye gitmediği 

ortaya çıkmıştır (47). SN veya GPi bölgelerinde yoğun olarak izlenen nöronlar ise 

GPe’de çok az miktarda bulunmuştur (37). Ayrıca; enkefalin, GPe’de striatal akson 

sonlanmalarında yoğun olarak bulurken; P maddesi GPi’de neostriatal akson 

terminallerinde ve SNpr’de yoğun olarak bulunur. Aralarındaki farklardan biri 

dopamin reseptör alt tipidir. Neostriatumda genel olarak D1 ve D2 olmak üzere iki 

dopamin reseptör alt tipi bulunur. Neostriatumda D1 reseptörü bulunan ve P maddesi 

içeren dikensi çıkıntılı projeksiyon nöronları (SPN) direkt yolağı oluştururken, D2 

reseptörleri ise enkefalin içeren indirekt yolak dikensi nöronlarında bulunur (48).  

Direkt yolak; GPi veya SNpr gibi stiatal hedeflerin kombinasyonuna projekte 

olan dikensi nöronlar tarafından oluşturulur. Böylece bazal gangliyon çıktılarının hızlı 

bir şekilde ulaşması sağlanır. Motor döngünün içindeki direkt yolak; korteksin 

eksitatör bağlantılarından köken alarak putamen nöronlarına gider. Putamendeki 
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nöronlar, GPi’deki inhibitör nöronlarla sinaps yapar ve daha sonra talamusun ventral 

lateral çekirdek (VLo) nöronları ile inhibitör bir bağlantıya dönüşür. VLo’dan SMA’ya 

talamokortikal bağlantı eksitatördür ve SMA’daki hareket ile ilişkili nöronlarda 

uyarılmayı kolaylaştırır. 

İndirekt yolak ise; korteksin eksitatör bağlantılarından köken alarak, 

striatumun kaudat bölgesine gelir. Buradan inhibitör uyaran, GPe dikensi nöronlarına 

projekte olur. GPe’den çıkan inhibitör uyaranlar, STN’e gelir. İnhibisyondan kurtulan 

STN, GPi/SNpr’ye eksitatör uyarı gönderir. Uyarılan GPi/SNpr ise talamusa inhibitör 

uyarılar göndererek istenmeyen hareketler baskılanır. 

Hiperdirekt yol olarak adlandırılan; korteksin frontal bölgesinden subtalamik 

çekirdek ve oradan da pallidal çekirdeklere hızlı girdi ulaştıran bir yolak (Şekil 2.2) 

daha vardır (49). Bu yol; SNpr ve GPi’deki çıktı nöronları aracılığıyla talamokortikal 

yolağı inhibe eder (50).  

 Direkt yolağın uyarılması, SNpr/GPi nöronlarının seçici olarak inhibisyonu 

sonucu hareketin başlaması olarak ortaya çıkar. İndirekt yolak aracılı etki ise motor 

hareketlerin baskılanmadır ve SNpr/GPi nöronlarının uyarılması sonucu ortaya çıkar. 

Temel bazal gangliyonların çıktı (output) nöronları; motor çıktı üzerine striatal direkt 

ve indirekt yolaklar aracılığıyla açılıp, kapanabilen inhibitör kapı görevi görür (51). 

Direkt yolak, SNpr gibi GABAerjik bazal gangliyonların çıktı çekirdeklerini 

ateşleyerek, talamokortikal ve beyin sapı döngüsü üzerinde disinhibisyon yaparak 

hareketi artırırken, indirekt yolak subtalamik çekirdek aracılı uyarılma ile GPi/SNpr 

ateşlemesini artırır ve hareketi baskılar (52).  
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Şekil 2.2. Bazal gangliyon döngüsü (Glu: glutamat, DA: dopamin, GABA: Gama 

aminobutirik asit, Kaudat: kaudat çekirdek, GPe: globus pallidus externa, GPi: globus 

pallidus interna, STN: subtalamik çekirdek, SNpr: substantia nigra pars reticulata, 

SNpc: substantia nigra pars compacta kısaltması olarak kullanılmıştır.)  

 

 2.2.3. Bazal Gangliyonlar ile İlişkili Hareket Bozuklukları 

 Bazal gangliyonların motor hareketleri sağlayan temel döngüsü; direkt ya da 

indirekt yolağa gelen uyarıların artması ya da azalması ile hareketlerde artış ya da 

kısıtlılığa neden olmaktadır. Hareketlerde anomaliye neden olan bazal gangliyonlar 

bozukluklarına, hareket bozuklukları denir. En sık görülen bazal gangliyon 

bozukluklarından biri; hiperkinetik hareket bozukluklarıdır ve kontrol edilemeyen, 

hızlı ve aşırı motor hareketler ile karakterizedir. Tremor, hiperkinetik hareketlerin en 

yaygın görülenidir ve bir diğeri de Yunanca dans anlamına gelen bir kelimeden 

türetilen Kore’dir. Tremor; ellerde, baş, ses veya vücudun diğer bölgelerinde kontrol 

edilemeyen titremelerdir. Kore ise, kafa, boyun, yüz ve bacaklarda hızlı hareketler 
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şeklinde görülür ve normal hareketlerin arasına girer. Koreye sıklıkla yavaş, 

burkulma-kıvrılma şeklinde görülen atetoz eşlik eder.  

 Bazal gangliyon bozukluklarında sık görülen bir diğer durum ise hipokinetik 

bozukluklardır. Akinezi, bradikinezi ve rijidite en sık görülen özelliklerdir. 

Parkinsonizm, hareketlerde yavaşlama, artmış kas tonusu, tremor ve spontan 

hareketlerde azlık ile karakterize, hipokinetik bozuklukların en bilinenidir. Parkinson 

hastalarının harekete başlamada zorluk çektiği gözlenmiştir. Bu durum, bazal 

gangliyonların, her bir motor eylemi sıraya dizerek, düzgün bir seri hareket oluşmasını 

sağlamada ve öğrenilmiş motor hareketlerin otomatik gerçekleştirilmesinde rol aldığı 

hipotezini ortaya çıkarmıştır (53).  

 

2.3. Hipokampüs: Anatomi ve Fizyolojisi 

 

 Hipokampüs, beyinde en çok çalışmış yapılardan birisidir. 1957’de epilepsi 

tedavisi sırasında hipokampüs ve yakınındaki temporal lobun cerrahi olarak 

çıkarılması sonucunda yeni, deklaratif hafıza kaybı yaşayan bir hasta ile birlikte 

hipokampüse olan ilgi artmıştır (54). Hastanın, ameliyattan önceki hafızasını koruyo 

olmasına rağmen daha fazla yeni hatıra üretemediği, non-deklaratif hafızasının normal 

iken deklaratif hafızasının bozulmuş olduğu gözlenmiştir (54). Böylece; 

hipokampüsün bilgilerin kısa dönem bellekten, uzun dönem belleğe aktarılmasında rol 

oynadığı ve hafızanın hücresel temelinin uzun dönem potansiyasyon (LTP) ile ilişkili 

olduğu bulunmuştur (54, 55). Hipokampüste, konum (place) hücreleri, kafa yön (head 

direction) hücreleri ve ızgara (grid) hücrelerinin keşfi ile birlikte de hipokampüsün bir 

deneyime ait pek çok duyusal ve bilişsel parçayı birleştirip, zaman-uzaysal çerçeveyi 

çizerek hafıza oluşumunda rol aldığı anlaşılmıştır (55-57). 

 

  2.3.1. Hipokampüsün Anatomik Bağlantıları 

 

 Hipokampüs, mediyal temporal bölgenin (MTL) içine uzanmış bir yapıdır. 

Şekil olarak denizatına (genus hippocampus) benzediği için hipokampüs adını 

almıştır. Hipokampüs; neokorteksin hemen altında uzanan geniş bir bölgedir ve dentat 

girus (DG) ve cornu ammonis (CA) yapılarından meydana gelir. CA bölgesi de 

histolojik olarak CA1, CA2 ve CA3 olmak üzere üç gruba ayrılır. Hipokampal 
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anatomik bağlantılar üçlü sinaptik halka olarak adlandırılır (55). Entorinal korteks, 

hipokampüsün en önemli kortikal girdi kaynağıdır. Entorinal korteksin en yoğun 

projekte olduğu bölge DG’dir. Nöronlar, DG’de ilk sinapsı yapıldıktan sonra, DG’den 

mossy fiber yolağı aracılığıyla CA3 bölgesine projekte olurlar. CA3 bölgesinden de 

Schaffer yolağı aracılı CA2 ve CA1 bölgesine projekte olurlar. CA1 bölgesinden ise 

tekrar entorinal kortekse projekte olarak halkayı tamamlarlar. Bu üçlü sinaptik 

döngüde (Şekil 2.2.) CA3 aksonları, CA1 bölgesine projeksiyona ek olarak, CA3 

bölgesindeki diğer nöronlara da yan dallar gönderirler (55). Tekrar eden yan yolakların 

bulunması CA3 bölgesinin otoasosiyatif hafıza sistemi olabileceğine dair teorilerin 

üretilmesine neden olmuştur (58). Son çalışmalarda; CA2 bölgesinin hipokampal 

döngüde rol aldığı ve deklaratif öğrenme gibi süreçlerde gerekli olduğu ayrıca, CA2 

bölgesinde yoğun olarak bulunan RGS-14 geninin hafızayı baskıladığı bulunmuştur 

(59, 60).  

 Hipokampüs, kortikal girdilerini temel olarak mediyal entorinal korteks (MEC) 

ve lateral entorinal korteks (LEC) olmak üzere iki bölgeden oluşan entorinal 

korteksten alır (Şekil 2.2). MEC, entorinal kroteksin en kaudal kısmıdır ve uzaysal 

hafıza ile ilişkilidir. LEC ise, nesneleri tanıma gibi bölgeler ile ilişkilidir (61, 62). Her 

iki bölgede prefrontal korteksten ve olfaktör korteksten girdi alırlar ve hem 

birbirlerine, hem de DG ve CA3 bölgelerine projeksiyon gönderirler. Böylece DG ve 

CA3 bu bölgelerden gelen bilgileri birleştirir.  
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Şekil 2.3. Hipokampüsün sinaptik organizasyonu (LEC: lateral entorinal korteks, 

MEC: medial entorinal korteks, DG: dentat girus, CA: cornu ammonis kısaltması 

olarak kullanılmıştır). 
 

 Hipokampüsün içinde oluşan sinaptik remodelling ve LTP gibi yapısal ve 

fonksiyonel değişiklikler uzun dönem hafıza sürecinde anahtar rol almaktadır. 

Yetişkinlerde hipokampüs nöronlarının de novo sentez ürünleri, hafıza ve plastisitede 

önemli yer tutmaktadır ve hafıza sürecinin devamlılığı için de gerekli etkenlerden 

biridir (63). Bilginin esnekçe kullanılması için gerekli olan pek çok çevresel ipuçları, 

zaman-uzaysal ilişkinin kurulması sırasında hipokampüste bir araya getirilir (63).  

 

2.3.2. Hipokampüsün Fizyolojik Fonksiyonu 

 

 Hafızanın oluşturulmasında üç ana aşama vardır. Başlangıç aşamasında 

potansiyel hafızanın izleri bilgi olarak kodlanır ve içinde bulunulan çevre ile beyinde 

oluşturulan çevre bilgileri bir araya getirilir ve ikinci aşamada kodlanan bilgiler 

konsolidasyon süreci ile kalıcı hale getirilerek saklanır. Hafıza sürecinin son aşaması; 

kodlanan ve saklanan hafızadaki bilgilere ulaşabilme sürecini kapsar ve geri çağırma 

ya da yeniden toplama olarak adlandırılır. Geri çağırma işlemi, bir aktivite veya bir 

işlem sürecinde, çevresel ipuçlarına cevap olarak meydana gelir; yeni beceriler 

edinmede ya da daha önceki bilgileri düzeltmede yardımcı bir işlemdir.  
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 Bellek; kısa dönem ve uzun dönem olmak üzere ikiye ayrılır. Kısa dönem 

bellek belirli bir kapasiteye sahiptir ve birkaç saniye ile dakikalar arasında değişir. 

Uzun dönem bellek ise sınırsız kabul edilir ve deklaratif (eksplisit), non-deklaratif 

(implisit) olmak üzere ikiye ayrılır (64). Deklaratif bellek; mekan, eşya ve insan ile 

bunların ne anlama geldiğini kapsayan “ne biliyorum?” sorusuna cevap veren yapıdır. 

Non-deklaratif bellek ise; motor yetenek ve alışkanlıkları içeren “nasıl?” sorusuna 

cevap verir. Deklaratif bellek ikiye ayrılır: anısal “epizodik” bellek yaşanmış ve 

uzaysal bağlamı (context) hatırlamaya bağlı kişisel deneyimleri içerirken, anlamsal 

“semantik” bellek kişinin deneyimlerinden bağımsız öğrendiği genel bilgi, kavram ve 

olguları içerir (65).  

 Hipokampüste bazı nöronların, belirli bir test platformunda, belirli bir yöne 

dönük olarak bırakılan sıçanda, direkt olarak ve maksimum cevap verdiği gözlenmiş 

ve yapılan deney sonucunda bu nöronların; bilişsel, uzaysal veya çevresel harita 

sağladığı teorisi geliştirilmiştir (61, 66). Bilişselliğin nöronal temeli, önce konum 

hücrelerinin keşfi ile daha sonra da ızgara hücrelerinin bulunması ile anlaşılmaya 

başlanmıştır (57, 61). Beyinin içinde konumumuzu ve yönümüzü belirleyen bir “içsel 

GPS (küresel konumlama sistemi)” olduğu gösterilmiş ve bu sayede kendimizi uzaysal 

olarak nasıl konumlandırdığımız anlaşılmaya başlanmıştır (67).  

İçsel GPS ile deklaratif hafıza fonksiyonu arasındaki ilişki üzerine çalışmalar 

yapılmıştır. Hipokampüsün nöronal hafıza sisteminin merkezi olduğu, organizmanın 

deneyimlerinin yer aldığı ve birbiri ile ilişkili nesne ve olaylara uzaysal bir çerçeve 

sağladığı teorisi geliştirilmiştir (68). Ayrıca; hipokampüsün içinde lokal ve takson 

olmak üzere iki sistem olduğu; lokal sistemin bilişsel haritayı yarattığı ve bulunduğu 

yeri değerlendirme, geliştirme imkanı sağlayan esnek, hızlıca değişebilen ve belirli 

bağlama özel bir sistem olduğu, takson sisteminin ise striatum, neokorteks gibi 

alışkanlıklarla ilişkili öğrendikçe artan, esnek olmayan, streotipik ve farklı bağlamlara 

adapte olamayan bir sistem olduğuna dair bilişsel harita teorisi geliştirilmiştir (68).  

 Hipokampüs ile MEC arası bağlantılar, bulunulan konumun algılaması ile 

ilişkilidir. İçerdiği ızgara hücreleri, kafa yön hücreleri, hız hücreleri, teta hücreleri ve 

sınır (border) hücreleri, uzay ve hareket ilişkili sinyaller taşır (69, 70). MEC, içerdiği 

konum hücreleri ile birlikte yol birleştirme de rol alan yapılardan biridir (71). MEC, 
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çevresel ipuçlarından bağımsız olarak, içsel konum haritalarıyla, bilişsel olarak 

kendini dış dünyaya adapte edebilir (61).  

 LEC; MEC’ten farklı olarak, uzaysal hafızanın temel bileşenlerinden biridir. 

LEC, ızgara (grid) hücreleri, kafa yön (head direction) ya da güçlü teta hücreleri 

içermez. LEC’in fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Ancak, bir nesneyi 

incelerken, MEC’e göre daha çok ateşleme yaptığı gözlenmiştir. LEC, genel olarak 

“bu nedir?” sorusunun cevabını içeren duyusal süreç, dış dünyadaki nesnelere ait 

bilginin kodlanması ve bulunulan çevreye ait uzaysal bilgiler ile ilişkili iken (61); 

MEC, yolak birleştirmenin sayısal döngüsü ile ilişkili olarak kabul edilir.  

MEC ile LEC’den gelen bilgiler birleştirilerek konum hücreleri ile birlikte 

hafızanın oluşturulmasında rol oynarlar. Farklı çevrelerde farklı alt tipteki konum 

hücrelerinin aktif olduğu yeniden haritalandırma olgusu ve içeriğe bağlı (content) 

öğrenme hipokampal plastisitenin altında yatan potansiyel mekanizma olabilir (61). 

Bir çevredeki aktif konum hücreleri, belirli bir bağlam içerisinde oluşan, 

deneyimlenen olay ve nesneleri organize edebilir. Ayrıca; farklı alt tipteki konum 

hücreleri, farklı bağlamda çakışma potansiyeli olan nesne ve olayları birbirinden 

ayırabilir. Böylece, bellekte daha önce yer alan izlerin birbirinden ayrılmasını 

sağlayarak, geri çağırma işlemi sırasındaki bölünmeleri azaltır (61). Izgara hücreleri 

ise, konum hücreleri gibi yeniden haritalandırılmamaktadır. Daha ziyade aynı uzaysal 

ateşleme örneğini korumaktadırlar. Bu farklılık konum hücreleri ile ızgara hücreleri 

arasındaki en önemli fonksiyonel farktır (61, 72). 

 

 2.4. Parkinson Hastalığının Patofizyolojisi 

 PH; rijidite, tremor ve postural refleks kaybını da içeren bradikinetik bir 

sendromdur. SNpc’da nöromelanin içeren dopaminerjik nöron kaybı PH’nin pek çok 

motor semptomlarının temel nedeni olarak kabul edilmektedir. Bunun dışında, daha 

az oranda, çoğunluğu katekolaminerjik olmak üzere diğer nöronlar ve sitoplazmik 

Lewy cisimciği bulunan nöronlarda, hastalığın motor semptomlarının oluşmasında 

etken olmaktadır (73). Her ne kadar ailesel genetik geçişli PH nadir görülür ve 

olguların büyük bir çoğunluğunun etiyolojisi bilinmemektedir. 

 PH hastalarında hem santral sinir sistemi (SSS) hem de periferik sinir sistemi 

(PSS)’nin etkilendiği görülmektedir. PSS; otonomik (sempatik, parasempatik, enterik) 
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ve somatik (duyu ve motor) olmak üzere 2 gruba ayrılır. PH’de duyu ve motor 

nöronlarda Lewy patolojisi ya da nörodejenerasyon görülmezken, otonomik sinir 

sistemi (OSS) nöronlarında Lewy patolojisi ve fonksiyon bozukluğu meydana geldiği 

gösterilmiştir (73, 74). PH’de, Lewy cisimciklerinin N. Vagus’un dorsal motor 

çekirdeklerinin (DMV) pregangliyonik parasempatik nöronlarında bulunduğu 

gösterilmiştir (75). Bunun yanında, Lewy patolojisi ve dopaminerjik nöron kaybı, 

enterik sinir sistemi (ESS)’de de gösterilmiştir. PH’nin erken dönem motor dışı 

bulgularından olan gastrik hareketin azalması ve kabızlıktan bu patolojinin sorumlu 

olabileceği düşünülmektedir (76, 77). PH, erken ve orta-dönem patolojik belirtileri ve 

nöronal kayıp esas olarak beyin sapında görülmektedir (76). PH’nin ilerleyen 

dönemlerinde ise Lewy patolojisi lateral hipokampüs ve talamusun intralaminar 

çekirdeğinde, serebral kortekse ve amigdalaya yayıldığı görülür (78) 

 SNpc, lokus sereleus, rafe çekirdeği, enterik dopaminerjik nöronlar ve 

sempatik postgangliyonik nöronların herbiri monoamin nörotransmitterleri sentezler 

ve artan sitozolik monoaminler nöronlara toksik etki gösterir bu da belirli nöronların 

ölümünün altında yatan sebep olabilir (76). SNpc ve lokus sereleus nöronları 

nöromelanin içerir ve PH’de yüksek oranda bu nöronların kaybı görülür. Ancak, bu 

hipoteze karşı öne sürülen iki tartışma vardır. Birincisi; var olan patoloji ve kaybolan 

nöronların monoaminleri kullanmadığına dairdir ki bu duruma örnek; DMV, 

pedinkülopontin çekirdek, Meynert bazal çekirdeği ve ESS yapıları gösterilebilir. 

İkincisi ise dopaminin veya noradrenalinin hastalığın ilerlemesinde toksik etkili olması 

beklenirken, dopamin prekürsörü olan L-DOPA kullanımının; hastalığın ilerleyişini 

artırmadığına dair var olan gözlemlerdir (73). 

 SNpc, lokus sereleus, rafe çekirdeği, pedinkülopontin çekirdek, DMV ve 

Meynert bazal çekirdek nöron aksonları ya ince bir miyelin tabakası içerir ya da 

miyelinsizdir ve aksonlardaki pek çok noktadan nörotransmitter salıverilmesi 

gerçekleştirirler. Nörotransmitter salıverilen terminallerde her ne kadar artmış 

mitokondriyel oksidatif stres gözlenmese de; yoğun sinir ucu sonlanmalarının 

bulunması, hücre gövdesine metabolik ve proteostatik yük oluşturmaktadır. 

Proteostatik yük, sinaptik aşırımı artırarak mitokondride yanlış katlanmaların 

artmasına katkı sağlayabilir. Bu durum presinaptik veziküler ekzositozun 
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düzenleyicisi olan a-sin’in yanlış katlanmasında rol oynayan mekanizmalardan biri 

olabilir (79).  

 Sinaptik aşırıma ve aktiviteye bağlı artan metabolik yük, mitokondriyel 

solunum depolarını tüketir. Sürekli mitokondriyel oksidatif stres, mitokondriyel DNA 

mutasyonlarının birikimine ve mitokondriyel kompleks I fonksiyonunda bozulmaya 

neden olur. Kompleks I’de var olan bozukluğa bağlı oksidatif fosforilasyonun 

yetersizliği, nöronların duyarlılığını ve eksitotoksiteyi artırır (80). Mitokondriyel 

bozukluk PH’de oldukça yaygın görülmektedir (81). PH patogenezinde, 

eksitotoksisite ortaya atılan ilk teorilerden biridir (76).  

 Nöronlar, diğer hücre tiplerinden farklı özelliklere sahiptirler. Nöronlar için en 

ayırt edici özellik uyarılabilir olmalarıdır. Nöronlar gelen elektriksel uyarıyı alırlar ve 

kimyasal uyarılara çevirerek diğer nöronlara iletirler. Bu süreçteki her bir işlem enerji 

harcanarak gerçekleştirilir. Nöronların fizyolojik fenotipleri geniş bir aralıkta değişir. 

Bazı nöronlar sürekli sessiz durumdayken, bazı nöronlar ise “chatter box” olarak 

adlandırılan sürekli ateşleme durumundadırlar (76). SNpc, lokus sereleus, rafe 

çekirdeği, pedinkülopontin çekirdek, DMV ve Meynert bazal çekirdek nöronları 

sürekli ateşleme durumundadırlar (76). Nöronların sürekli uyarılabilme özelliği, 

hücreler için yeni bir stres kaynağı oluşturmaktadır. Ateşleme sırasında gerekli olan 

en önemli iyonlardan biri kalsiyumdur. Kalsiyum aktif transport ile taşınır ve oldukça 

fazla enerji tüketir. Hücre membranı depolarize olduğu zaman, voltaj-bağımlı N-metil-

D-aspartat (NMDA) reseptörü, magnezyum bloğundan kurtulur ve reseptörün devamlı 

uyarılmasına izin verir. Eksitatör sinaptik iletim sırasında nöronların NMDA 

reseptörleri magnezyum bloğundan kurtulmuş durumdadırlar ve sodyum ile kalsiyum 

girişine izin veren görece depolarize membran potansiyeline sahiptirler. NMDA 

reseptör aktivasyonun ardından mitokondride kalsiyum birikmesi ve mitokondriyel 

depolarizasyon eksitotoksik hücre ölümünün önemli bir bileşenidir. Hücre içi 

kalsiyum artışı NOS aktivasyonuna neden olur ve NO ile süperoksit üretimini artırır 

(82). Sonuçta peroksinitrit miktarı artar. Peroksinitrit, proteinleri, lipidlerin ve 

DNA’nın oksidasyonuna neden olur ve tirozin nitrasyonuna aracılık eder (83). Tirozin 

nitrasyonu pek çok enzimin aktivitesinin bozulmasına neden olabilir ve pek çok 

büyüme faktörü tarafından kullanılan tirozin kinazı da inaktive edebilir (80). Bunun 

dışında; glikoliz veya oksidatif fosforilasyonun inhibisyonu ile indüklenen kısmi 
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nöronal depolarizasyon NMDA reseptörünün aktivasyonuna ve ekstraselüler glutamat 

artışına sebep olmaksızın hücre ölümüne neden olur (80, 84).   

 Lizozom ve otofajik vakuollerin düzenlenmesi kalsiyum sinyaline bağımlıdır 

ve reaktif oksijen türleri (ROS) otofajik yıkım için potansiyel hedeftirler. Otofajik 

vakuoller, hücre içi bileşenleri lizozoma taşıyarak, yıkım mekanizmalarında anahtar 

rol oynarlar. PH ile ilişkili pek çok gen, lizozomal fonksiyonu da etkiler (85). 

Lizozomal aktiviteyi artıran proteostatik yük, nöronlarda bazal oksidatif stresi 

artırarak, dejenerasyonun ilerlemesine neden olabilir (76). 

 PH patogenezinin mekanizmasına dair bir diğer hipotez ise prion hipotezidir 

(86). Prion hipotezi; alıcı nöronların etrafına transfer edilmiş bir donörün yayılma 

yoluyla donör nörondan, alıcı nörona transferi olarak tanımlanabilir (87). PH 

hastasının beynine sağlıklı bir nöronal greft nakilinin ardından Lewy patolojisinin 

sağlıklı dokuda da gözlenmesi ve agregatların nakil dokusuna geçmesi prion benzeri 

bir mekanizmayı çağrıştırmaktadır (88). Fareye enjekte edilen insan a-sin’in nöronlar 

arasında geçiş yaptığı ve striatuma nakil edilmiş naive greft nöronlarında insan a-sin 

bulunduğu gözlenmiştir (86).  

 A-sin’in ekstraselüler aralıktan alım mekanizmasına endositozun da dahil 

olduğuna dair öneriler de mevcuttur (89-91). Ekstraselüler aralıkta bulunan a-sin 

fibrilleri nöronlarca alınır ve bu fibriller Lewy patolojisinin temelini oluşturur. Bu 

fibrillerin bazı alt tipleri daha sonra salıverilir ve patoloji yayılır. Böylece, a-sin fibrili 

prion benzeri yayılım gösterir. Bu hipotezi destekleyen sonuçlar; PH’li hastaların 

beyinlerine dopaminerjik nöronal greft ya da transplantı yapıldığında bu dokularda da 

Lewy patolojsinin görülmesi ve a-sin fibrillerinin seeding yöntemi ile Lewy benzeri 

patoloji oluşturarak yayılmasıdır (90, 92).  

 

 2.5. Parkinson Hastalığı Hayvan Modelleri  

 

 PH’nin altında yatan mekanizma henüz tam olarak bilinmemektedir. Nadir 

görülen genetik PH patolojisinin daha detaylı araştırılabilmesi, idiopatik PH 

etiyolojisinin anlaşılabilmesi, tedavi mekanizmalarının daha detaylı incelenebilmesi 

ve geliştirilebilmesi, semptomların azaltılması ya da yok edilmesi için yeni tedavi 

yaklaşımlarının test edilebilmesi ve hastalığın ilerleyişinin yavaşlatılabilmesi ya da 
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durdurulabilmesi için PH hayvan modellerinin varlığı oldukça önemlidir. Hayvan 

modelleri genel olarak nörotoksin/farmakolojik hayvan modelleri ve genetik hayvan 

modelleri olmak üzere iki gruba ayrılabilir (Tablo 2.1) 

 

Tablo 2.1. PH’nin toksin ve genetik hayvan modelleri 
 

 

 

  2.5.1. Nörotoksin/Farmakolojik Parkinson Hayvan Modelleri 

 

 6-OHDA (6-hidroksidopamin): 6-OHDA katekolaminlerin yapısal 

analoğudur ve 1960’lardan beri özellikle de sıçanlarda en sık kullanılan PH modelidir 

ve kan beyin engelini geçemediği için stereotaksik olarak SNpc, orta ön beyin demeti 

(medial forebrain bundle; MFB) ya da striatuma enjeksiyon yapmak gerekmektedir. 

6-OHDA; dopamin ve noradrenalin membran taşıyıcısı aracılığıyla katekolaminerjik 

nöronların içinde birikir ve daha sonrasında mitokondriyal kompleks I inhibisyonu 

yapar (93). 6-OHDA, SNpc ya da MFB’a unilateral enjeksiyon yapıldığı zaman hem 

çok yoğun hem de çok hızlı dopaminerjik nöron hasarı yapar. Böylece unilateral motor 

bozuklukluğa neden olur ve bu bozukluk davranışsal olarak farmakolojik ajanlarla 

(amfetamin, apomorfin vs) test edilebilir (94). 6-OHDA’nın bilateral enjeksiyonu ile 

anksiyete, depresyon ve görme bozukluğu gibi motor-dışı semptomlarda 
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görülebilmekte ve değerlendirilebilmektedir (95). 6-OHDA enjeksiyonuna bağlı kısmi 

ya da yoğun striatal dopaminerjik hasara bağlı kortikostriatal sinaptik plastisitenin 

değiştiği ve bazal gangliyonlarda glutamaterjik aşırımın arttığı gözlenmiştir (95). 

MFB’a 6-OHDA enjeksiyonunun noradrenalin, serotonin ve dopaminerjik nöron 

kaybına neden olarak anksiyete ve depresyon benzeri davranış ile anhedoniyi oldukça 

artırdığı gözlenmiştir (96). Ancak, 6-OHDA modelinin çeşitli kısıtlılıkları da 

bulunmaktadır. Lewy cisimleri oluşumu gözlenmez ve bir anda nöron ölümüne neden 

olarak hastalığın ilerleyici nitelikteki doğal seyrini taklit etmez (95). 

 MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin): MPTP’nin toksik etkisi ilk 

olarak 1980’lerde keşfedilmiştir. MPTP ile kontamine olmuş sentetik eroini kullanan 

bir grup bağımlıda aniden Parkinson benzeri semptomların görülmesi üzerine 

keşfedilmiştir (97). MPTP sistemik uygulandığında da lipofilik özelliği sayesinde kan 

beyin bariyerini geçerek, mitokondriyal kompleks I inhibisyonu yapar. MPTP’nin 

kendisi toksik olmamasına rağmen metabolizma ürünleri; 1-metil-4-fenil-2,3-

dihidropiridiniyum (MPDP+) ve özellikle de 1-metil-4-fenilpiridiniyum (MPP+)  

oldukça toksiktir. MPP+’i dopamin taşıyıcısı (DAT), dopaminerjik nöronlara taşıyarak 

sitoplazma içinde, veziküler monoamin taşıyıcısı (VMAT) ise sinaptik veziküllere 

taşıyarak veziküllerde birikmesine neden olur. MPP+ daha sonra mitokondriyal 

membran potansiyeli aracılığıyla organelin içine girerek kompleks I inhibisyonuna 

neden olur (98). MPTP toksisitesi; mitokondriyal hasar ve buna bağlı down-stream 

yolağı etkileyerek apoptotik düzenleyici Bax ve Jun-N-terminal (JNK) kinaz up-

regülasyonunu, sitokrom c salıverilmesini, kaspaz 3 ve 9 aktivasyonunu kapsayan 

apoptotik nörodejeneratif süreci içerir. Aynı zamanda N-metil-D-aspartat (NMDA) 

reseptörü aracılı eksitotoksisite ve nöroinflamasyonu da içeren bir süreçtir (99). 

MPTP, PH’nin hemen hemen bütün semptomlarını maymunlarda ve farelerde oldukça 

gerçeğe yakın taklit edebilmektedir ki bu durum, MPTP modelinin avantajlarını 

oluşturmaktadır. Ancak, aynı etkiler sıçanlarda görülmemiştir. Bu durum sıçanların bu 

toksine daha dirençli olduğunu göstermektedir (100). 

 Rotenon: Rotenoid nörotoksin ailesine ait herbisit, pestisit ve pisisittir. 

Pachyrhizus erosus gibi bazı tropik bitki türlerinde doğal olarak bulunabilir. Lipifilik 

özellikte olduğu için kan beyin engelini aşabilir ve nöronların içine girdikten sonra 

mitokondriyal kompleks I’i bloke eder, ROS artışına sebep olur, proteazom 
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aktivitesini inhibe eder, dopamin ve glutatyon seviyelerini azaltarak oksidatif hasara 

neden olur (95). Rotenon modeli, SNpc dopaminerjik nöron kaybı, nigrostriatal 

dopaminerjik hasar, davranışsal değişiklikler, inflamasyon, a-sin ve ubikutin içeren 

Lewy cisimcikleri benzeri inklüzyon, oksidatif stres ve mide-barsak sistemi 

rahatsızlıkları gibi PH’de görülen semptomların hemen hemen hepsini taklit edebilir 

(101). Ancak rotenon, deney hayvanlarında yüksek oranda ölüme sebep olmaktadır. 

Sonuçların tekrar edilmesi oldukça zordur ve dopaminerjik hasarın boyutu deneyler 

arasında değişkenlik göstermektedir (95). 

 Parakuat: MPP+’nin yapısal analoğu olan 1,1-dimetil-4,4’-bipiridiniyum 

diklorit içeren bir pestisit ve herbisittir. Kan beyin engelini geçerek hücre içine girer 

ve mitokondri kompleks 1 inhibisyonu yapar. Ayrıca, yüksek doz parakuat, 

dopaminerjik nöronlarda DAT aracılıyla birikir (102). Parakuatın indirgenmiş hali O2 

ile reaksiyona girerek ROS türlerini oluşturur ve glutatyonun geri dönüşümünü bozar 

böylece nöronal hasar ve ölüme neden olan oksidatif stresi başlatır (95). Ayrıca; JNK, 

c-Jun gibi enzimlerin fosforilasyonu, kaspaz 3 aktivasyonu ile apoptoza neden olur 

(99). Kronik, sistemik parakuat uygulanması, SNpc’de yavaş ilerleyen hasara neden 

olarak, PH’nin erken, presemptomatik, dönem dopaminerjik aşırım hasarını taklit eder 

(103). 

 Maneb: Mn-etilen-1,2-bisditiyokarbamat içeren bir fungisittir. Lipofilik yapısı 

sayesinde kan beyin engelini geçerek glutamat taşıyıcısını inhibe eder ve dopamin 

alımını ve salıverilmesini bozar (104). Kronik, sistemik Maneb uygulanması, SNpc 

nöron hasarına ve striatal dopaminerjik deafferentasyona neden olurken, dopamin 

salıverilmesi görece korunur (95, 105).  

 Parakuat ya da Maneb ile oluşturulan PH modelinin bir avantajı a-sin içeren 

Lewy cisimcikleri benzeri inklüzyonlara sebep olmalarıdır. Ancak, bu modellerin 

tekrar edilebilirliği düşüktür ve dopaminerjik hücre ölüm, striatal dopaminerjik kayıp 

ve davranış konusunda çelişkili sonuçlar bulunmaktadır (106). 

 PH modeli oluşturmak için kullanılan toksin modelleri dışında bir de 

farmakolojik ajan modelleri vardır. 

 Haloperidol: Haloperidol, indirekt ve direkt yolakları oluşturan orta boy 

dikensi çıkıntılı nöronlardaki dopamin D2 ve daha az oranda da D1 reseptörünü 

antagonize ederek etki gösterir. Haloperidol enjeksiyonundan kısa bir süre sonra 
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striatal dopamin aşırımının blokajına bağlı, bazal gangliyonların döngüsü içinde down-

stream ateşlemede anormali meydana gelir ve kaslarda rijidite ve katalepsi gibi 

semptomların görülmesi ile sonuçlanır. Haloperidol modeli, mGlu4, mGlu7 

agonistleri, adenozin A2A/A1 antagonistleri gibi yeni non-dopaminerjik ajanların 

potansiyel semptomatik etkisini değerlendirmek için iyi bir model olsa da, 

haloperidolün etkisinin geçici ve zayıf olması, uzun süreli kullanılamaması, PH ile 

ilişkili karakteristik patolojiyi oluşturamaması modelin kısıtlılıklarıdır (107).  

 Rezerpin: Veziküler monoamin transporter 2 (VMAT2)’nin irreversible 

inhibitörüdür. Dopaminin veziküler alımının inhibe edilmesi, nörotoksik dopamin 

oksidasyon ürünlerinin birikimi ile sonuçlanır. Monoamin oksidaz aracılı dopaminin 

enzimatik yıkım ürünleri reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşmasına neden olur ve 

artan ROS miktarı oksidatif hasar meydana getirir (108). Rezerpinin motor aktivite 

için gerekli olan monoaminlerden dopamin miktarında azalmaya neden olması, PH 

için uygun bir farmakolojik hayvan modeli oluşturmaktadır. 

0,1 mg/kg gibi düşük dozlarda tekrar eden rezerpin uygulanması, sinir terminallerinde 

hücre içi veziküler monoamin depolanmasını engelleyerek; lokomotor aktivitede 

azalma, rijidite gibi motor bulguların görülmesine neden olur (108). Her ne kadar 

rezerpin modeli SNpc’de ve striatumda dopamin miktarını azaltma gibi PH’nin temel 

biyokimasal bileşenlerini taklit etse ve hastalığın klinik bulgularından akinezi, 

rijiditeyi indüklese de nigral dopaminerjik nöron hasarına neden olmaması, modelin 

kısıtlılıklarındandır (107). 

 

 2.5.2. Genetik Parkinson Hayvan Modelleri 

 

 Parkinson hastalığı çok yaygın görülüyor olmasına rağmen ancak çok küçük 

bir kısmı (%10) otozomal dominant ya da çekinik genetik mutasyona bağlı olarak 

görülmektedir (109). 15 adet gen ve 25 adet genetik risk faktörü, “PARK” ve “non-

PARK” olarak tanımlanmıştır. En yaygın olanları; SNCA (a-sin, PARK1 ve 4), PRKN 

(parkin RBR E3 ubikutin protein ligaz, PARK2), PINK1 (PTEN-indüklenmiş 

varsayılan kinaz 1, PARK6), DJ-1 (PARK7) ve LRRK2 (lösin açısından zengin tekrar 

kinaz 2, PARK8)’dir. 



24 

  

 Parkin: Bir ubikutin E3 ligazdır ve enzimatik aktivite kaybının hem ailesel 

hem de sporadik PH’de rol oynadığı düşünülmektedir. İlk olarak PRKN gen 

mutasyonu, Japon PH hastalarında keşfedilmiştir (110). Otozomal çekinik ve erken 

başlangıçlı-PH genel olarak ekzon 2, 3 ve 8’de silinme; ekzon 2-4 ve 9’da dublikasyon 

olarak görülür (111). Ekzon 3 olmadığında striatal glutamat seviyesinin arttığı, hafif 

mitokondriyal bozukluğun görüldüğü, antioksidan seviyesinin azaldığı ve oksidatif 

hasarın arttığı gösterilmiştir (95). Bakteriyel yapay kromozom (BAC) aracılı 

dopaminerjik nöronlarda C-terminali kesilmiş insan mutant parkin ifade ederek SNpc 

dopaminerjik nöron hasarı ve striatal dopaminerjik terminallerde azalmaya neden olan, 

geç başlangıçlı ve ilerleyici motor hasar görülen, bir transgenik fare modeli 

geliştirilmiştir (112).  

 PINK1: Parkin ile etkileşime girerek mitokondriyal depolarizasyon sonucu 

otofaji indüksiyonu yapar ve böylece, hücreleri mitokondriyal bozukluktan korur 

(113). PINK1 gen mutasyonu ilk olarak erken başlangıçlı, otozomal çekinik PH hastası 

olan İtalyan ailelerde tanımlanmıştır (114). PINK1 modelleri, nigrostriatal 

dopaminerjik nöronlarda fonksiyonel bozulmaya neden olmamaktadır (95). 

 DJ1: DJ1 geninin transkripsiyonel düzenleyici, oksidatif stres sensörü, proteaz 

ve mitokondriyal düzenleyici gibi pek çok fonksiyonu vardır (115). Missense DJ1 

mutasyonunun erken başlangıçlı, otozomal çekinik PH ile ilişkili olduğu ilk olarak 

Alman ve İtalyan ailelerde bulunmuştur (116). DJ1 fareler SNpc dopaminerjik nöron 

kaybı göstermezken, striatal dopamin salıverilmesinde azalma, D2 otoreseptör 

uyarılmasına cevapsızlık, lokomotor aktivitede azalma ve kortikostriatal sinaptik 

plastisitede değişiklik görülür (117). 

 LRRK2: LRRK2 proteini; bir kinaz, bir RAS ve bir GTPaz olmak üzere pek 

çok bölgeye ve fonksiyona sahiptir. Otozomal dominant ve geç başlangıçlı PH’de, 

LRRK2 geninde missense ve nokta mutasyon bulunmuştur (95). Ayrıca, idiyopatik 

PH’de de etkili olduğu düşünülmektedir (118). En yaygın görülen mutasyon kinaz 

(G2019S) veya GTPaz (R1441C/G) bölgelerinde görülür ve bazen hafif dopaminerjik 

hasara, dopamin salıverilmesinde ve geri alımında değişikliğe neden olur (118, 119). 

Mutant LRRK2 ifade eden BAC transgenik fare modeli geliştirilmiştir ve bu modelde 

yaşa bağlı, ilerleyici motor bozukluk ve striatumda dopamin salıverilmesinde hafif 
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azalma gözlenirken, nigrostriatal hasar gözlenmemiştir. LRRK2 fare modeli, PH ile 

ilgili yalnızca hafif dopaminerjik eksiklik ya da diğer patolojik belirtileri gösterir (95).  

 Sonik hedgehog (shh), çekirdek reseptörü ilişkili protein-1 (Nurr1), hipofiz 

homeobox 3 (Pitx3), engrailed 1 (EN) gibi transkripsiyon faktörlerinin eksikliğinin de 

dopaminerjik nöronların hayatta kalmasında ve gelişmesinde rolü olduğu, bu nedenle 

bu faktörlerin eksikliği ile PH modeli oluşturulabileceği gösterilmiştir (120-122). 

 Genetik PH modelleri hastalığın patolojisini aydınlatmaya dair mitokondriyal 

fonksiyon bozukluğu, agregat oluşumu, gliozis gibi bir takım bilgiler veriyor olsa da 

dopaminerjik nöron hasarına neden olmaması ve modellerin temelinin insanda 

gerçekleşmeyen bir şekilde gen aşırı ifadesine ya da knock out olmasına dayanması 

transgenik hayvan modellerinin kısıtlılıklarındandır.  

 

 2.5.3 A-sin ve A-sin ile Oluşturulan Parkinson Hayvan Modelleri 

 

 A-sin ilk olarak Torpedo Californica türünün elektrik organından elde edilen 

kolinerjik veziküler sinapsların saflaştırılarak sinüklein kodlayan cDNA’nın izole 

edilmesi ile keşfedilmiştir (123). A-sin 14.46 kDa moleküler ağırlığında, beyinde 

yüksek oranda, özellikle de presinaptik olarak ifade edilen nöronal bir proteindir (124). 

Alzheimer hastalarından alınan korteks dokularında yapılan bir çalışmada amiloid β 

(Aβ) yanında, plakların içinde 2 peptid daha keşfedilmiştir ve 140 amino asitlik 

proteine Alzheimer hastalığı (AH)’nın non-Aβ bileşeni anlamında (NAC) ve 

prekürsörüne de NACP adı verilmiştir (125). 140 amino asitlik proteinin Torpedo’dan 

izole edilen sinüklein ile oldukça yüksek oranda homolog olduğu ve 134 amino asitlik 

proteinin de, sığır fosfonöroprotein 14’ün insan homoloğu olduğu keşfedilmiştir (124). 

Bu proteinler, sinüklein ailesine ait proteinler olarak alfa (α) ve beta (β)-sinüklein 

olarak adlandırılmışlardır (124). A-sin’in sadece nöron hücrelerinde değil, T hücresi, 

B hücresi, doğal öldürücü hücreler ve monositler gibi hematopoetik hücrelerde, iskelet 

kasında, kalpte, pankreasta, böbrekte, akciğerde, plasentada ve periferik eritrositlerde 

de ifade edildiği gösterilmiştir (126-128).  

 A-sin tersiyer yapısı oldukça çözünür bir proteindir ve doğal olarak α-helikal 

yapısında monomer şeklinde bulunur (129). Sinüklein ailesi; α-, β-, γ- ve retinaya özel 
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paralog sinoretin’den oluşur. α-, β- ve γ-sinüklein genleri, beyinde oldukça yüksek 

oranda sentez edilir (130).  

 A-sin 3 bölümden oluşmaktadır. 1. N-terminal bölgesi, 2. Plakların non-

amiloid bileşen (NAC) bölgesi ve C-terminal bölgesi.  

 N-terminal bölgesi: A-sin’in pozitif yüklü, lipid bağlanma bölgesidir (131). A-

sin’in lipid tabakası ile etkileşimini sağlayan içerdiği 11 aminoasitli tekrar eden 

KTKEGV hekzamerik apolipoproteinin α-helikal motifitir. KTKEGV motifi a-sin 

içerisinde 7 bölgede tekrar etmektedir (132). 

 NAC bölgesi: A-sin’in merkezi hidrofobik bölgesidir ve ilk olarak Alzheimer 

hastalarının senil plaklarından izole edilmiştir (125). Hidrofobik NAC bölgesi oldukça 

amiloidojenik yapıdadır ve agregat oluşumu için gereklidir (133). 

 C-terminal bölgesi: Esas olarak asidik pH’lı amino asitleri içerir, negatif 

yüklüdür (134). C-terminali kesilmiş a-sin’in daha fazla agregat oluşturmasından 

dolayı; bu bölgenin NAC bölgesini engelleyerek, agregasyonu inhibe ettiği öne 

sürülmüştür (135).  

 

 
 

Şekil 2.4. Alfa-sinüklein proteininin yapısı 

 

 A-sin’in fizyolojik fonksiyonu henüz tam olarak anlaşılabilmiş değildir. 

Ancak, sinaptik veziküllerin oluşumunda, veziküler homeostaziste, veziküler havuzda, 

vezikül boyutunun ayarlanmasında ve böylece de sinaptik aşırımda rolü olduğu ve 

bunun dışında a-sin’in dopamin salıverilmesinde ve depolanmasında da görev aldığı 

düşünülmektedir (136-138).  
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 A-sin’in fizyolojik ve patofizyolojik özelliklerini anlamak için pek çok model 

geliştirilmiştir. Bunların çok azı knock-out (KO) modellerdir ve büyük çoğunluğu da 

aşırı ifade ile sağlanan modellerdir. Geliştirilmiş olan bir KO fare modelinde; ekzon 1 

ve 2 ya da ekzon 4 ve 5 silinmiştir ve farelerin normal bir beyin organizasyonu ve 

yaşam sürdürdükleri gözlenmiştir. Bu da a-sin’in hayati bir fonksiyonu olmadığını 

düşündürmektedir ancak aynı farelerde amfetamin ile lokomotor aktivitenin, açık 

alanda arka ayakları üzerinde durma “rearing” davranışının ve striatumda dopamin 

seviyesinin azaldığı gözlenmiştir (139, 140). Ayrıca; a-sin’in dinlenme ya da depo 

durumundaki vezikül havuzunu kontrol ederek presinaptik düzenleyici fonksiyonuna 

sahip olduğu ve ayrıca dopamin salıverilmesinde de önemli bir rolü olduğu 

düşünülmektedir (128, 140). 

 Sitozolik a-sin’in monomerik durumu, a-sin membran proteinleri ile etkileşime 

geçip hücresel fonksiyonu için gerekli olan multimerik forma gelene kadar gerekli, 

geçici bir durum olabilir. Membran-protein bağlanması için gerekli olan dengedeki 

değişiklikler ve sırasıyla çoklu katlanmalar a-sin’in fizyolojik fonksiyonunu bozuyor 

olabilir (137). Ayrıca a-sin, kalsiyum aracılı vezikül birleşmesinin kinetiğini 

değiştirmeden veziküllerin kümelenmesini artırarak sinaptik aşırımı etkiler ki bu etki 

sadece a-sin membrana bağlanıp multimerik hale geldiği zaman olur (137, 141). 

 A-sin, özellikle dopaminerjik sinapslarda, dopamin biyosentezi ve geri alımı 

ile ilişkili proteinlerle etkileşime girerek, TH ile etkileşerek ya da direkt TH 

fosforilasyonunu azaltıp, TH defosforilasyonunu düzenleyen temel fosfataz PP2A 

aktivitesini artırıp TH’i inhibe ederek önemli rol oynar (142).  

 A-sin diğer proteinler ile etkileşime girebildiği gibi, kendi kendisi ile de 

etkileşime girerek multimerik bir yapı oluşturabilir ki fizyolojik a-sin’in tetramer 

yapıda olduğuna dair kanıtlar bulunmaktadır (143). Genetik mutasyon, yüksek 

konsantrasyonda makromolekül varlığına bağlı moleküler yük artışı, a-sin protein 

seviyesinin artışı, translasyon sonrası değişiklikler ve oksidatif koşullar nedeniyle 

kendi kendine β-plak formu oluşturan a-sin çözünemeyen a-sin agregatlarına 

dönüşebilir (144, 145). A-sin’in agregat oluşturması için gerekli koşullar belirlenmiş 

olsa da altta yatan mekanizma tam olarak bilinememektedir. A-sin’in katlanmamış ya 

da kısmen katlanmış halden agregat haline geçişi için basit bir yapı değişikliği yeterli 

olabilmektedir (145). 
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 PH’de a-sin agregatlarından etkilenen nöronal bölgelerin kaudalden rostrale ve 

beyin sapından kortekse doğru olmak üzere belirli bir streotipik yol izlediği 

gösterilmiştir (146). Böylece; hastalığın ilerleyişi ile birlikte nöroanatomik 

çekirdeklerde a-sin agregatları gösterilerek, hastalığın şiddetini gösteren şemalar 

oluşturulmuştur (33). A-sin agregatları ilk olarak beyin sapındaki vagusun dorsal 

motor çekirdeğinde ve olfaktör bulbus’ta gösterilmiştir (33). Hastalığın ilerleyişi ile 

birlikte a-sin tegmentum pontis, amigdala ve SNpc’de agregat oluşturur ve en son 

temporal korteks ile neokortekse ulaşır (146). A-sin agregatları sadece SSS’de değil 

aynı zamanda PSS’de de görülür. A-sin’in bazal gangliyonların dışındaki hücrelerde 

de bulunmuş olması PH’nin motor dışı semptomlarının altında yatan sebep olabilir 

(21). Bu semptomlardan en önemlilerinden biri gastro-intestinal semptomlardır ve 

motor semptomlardan yıllar önce ortaya çıkar (77, 147). PH hastalarının özefagustan 

rektuma kadar tüm enterik sinir siteminde a-sin agregatlarının bulunması bu hipotezi 

desteklemektedir (77, 147). 

 A-sin oligomerleri, Lewy cisimciği patolojisinin temel bileşeni olduğu için 

oldukça dikkat çekmektedir. Aşırı ifade edilmiş a-sin fibrilleşmekten ziyade genellikle 

oligomerleşme eğilimi göstermektedir. Bu durum oligomerik türlerin, a-sin’in en 

toksik türü olduğunu düşündürmektedir (148). Ancak; patolojik olarak oligomerlerin 

yanında fibriller de bulunmaktadır. Bu nedenle pek çok grup; tampon bileşenleri, 

agregat koşulları ve genetik mutasyonlar gibi dış etkenlerin a-sin’in fibriller yapısına 

nasıl etki ettiğini araştırmıştır (149). Oligomerik türlerin toksisitesi dikkat çekse de, a-

sin’in çözünmeyen formlarının ve yanlış katlanmış halinin prion benzeri yayılımı, 

fibriller ve olgun a-sin türlerinin toksik etkisine dikkat çekmektedir (150). Ekzojen 

fibrillerin uygulanması ile birlikte; sadece olgun agregat içeren belli hücrelerin ölüp, 

komşu hücrelerin ölmemesi ile a-sin agregatları ile hücre ölümü arasında güçlü bir 

korelasyon bulunmuştur (151).  

 Ailesel PH ile ilişkili a-sin üzerinde 5 adet nokta gen mutasyonu A30P (152), 

E46K (153), H50Q (154), G51D (155) ve A53T (16) tanımlanmıştır ve kromozomal 

triplikasyonlar ve dublikasyonlar da erken başlangıçlı PH ile ilişkili bulunmuştur 

(156). A-sin geninin promoter bölgesinde meydana gelen polimorfizmler, protein 

ifadesinde artışa ve PH gelişiminde daha yüksek duyarlılığa sebep olmaktadır (157).  
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 2.5.4. Viral Vektör Aracılı Parkinson Hayvan Modelleri 

 

 Rekombinant viral vektörlerin geliştirilmesi ile birlikte in vivo olarak 

değiştirilmiş genler transfer edilerek SSS hastalıklarını modellemenin yeni bir yolu 

açılmıştır. Özellikle de Adeno-ilişkili viral vektör (AAV) ve lentiviral vektör (LV) 

aracılığıyla beyin içerisinde uzun süreli ifade sağlayan etkili gen transfer araçları 

geliştirilmiştir (128, 158). AAV, yüksek verimde vektör taşıma kapasitesine sahiptir, 

beyin içerisinde geniş bir alanı etkiler ve özellikle de yüksek seçicilikte nigral 

dopaminerjik nöronlarda uzun süreli, sürekli ifadeyi sağlar. (159). AAV-aracılı nigral 

nöronlarda insan a-sin aşırı ifadesi sağlandığında; SN’de nörodejenerasyona, 

striatumda dopaminerjik terminallerin kaybına ve dokuda dopamin içeriğinin 

azalmasına neden olduğu gözlenmiştir. Bu nöropatolojik değişiklikler a-sin proteininin 

hücre gövdesinde ve etkilenmiş hücrelerin terminallerinde anormal birikime ve 

Parkinson hastalarının beyinlerinde görülen Lewy nöritlerine benzer yapıların 

oluşmasına bağlıdır. Hücre ve terminallerde akut lezyon oluşumuna neden olan toksin 

modellerinin tersine, bu modelde lezyon oluşumu haftalar sürmektedir (160, 161).  

 AAV en sık kullanılan viral vektör sistemidir. İlk olarak AAV serotip-2 

kullanılmıştır (160). Patolojinin hafifçe ilerlediği ve SNpc’de %30-80 TH+ nöron 

kaybı, %50 striatal terminal ve dopamin kaybı gözlenmiştir (160). Viral aracılı a-sin 

aşırı ifadesi ile PH patolojisini en iyi taklit eden model AAV2 ve 6 aracılı yabanıl tip 

a-sin aşırı ifadesinin nörona özel sinapsin promoter’ı ile sağlanmıştır (162). AAV-

aracılı a-sin aşırı ifadesi ile sağlanan PH modeli sadece rodentlerde değil yetişkin 

marmosetlerde de çalışılmıştır ve hem TH kaybı hem de davranışsal değişiklikler 

gözlenmiştir (163).  

 Fare dışında diğer yabanıl tip hayvanları da kullanabilmek, yetişkinlerde hedef 

hücrede istenilen genin transfer edilmesi ile aşırı ifadesinin sağlanabiliyor olması, 

karşı tarafın iç kontrol olarak kullanılabileceği, tek taraflı olarak transgenin ifadesini 

sağlamaya olanak vermesi ve böylece motor bozuklukların apomorfin, amfetamin gibi 

farmakolojik ajanlarla değerlendirilebilmesi viral vektör kullanıyor olmanın en temel 

avantajlarıdır (158). 

 Viral vektör aracılı yabanıl tip insan a-sin geninin SNpc’de aşırı ifadesi; 

agregat oluşumu, TH nöronlarının kaybı ve nigrostriatal yolakta terminal kaybı ve 
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dopamin konsantrasyonunun azalması ile sonuçlanır. Ancak; bu modelin ne kadar 

ilerleyici olduğu viral aracılı a-sin lezyonlarının görece kısa bir süre sonra plato 

yapması ve hatta bazen düzelme görülmesi nedeniyle tartışma konusudur (160, 162, 

164, 165). Viral vektör aracılı yüksek oranda transgen üretimi enjeksiyon sonrası 

sağlansa da, bu ifade nigrostriatal sistem ile kısıtlıdır ve oldukça katı ve yoğun 

nigrostriatal hasar gözlenir (160, 162, 163, 165). Pek çok viral vektör aracılı aşırı ifade 

modelinde motor davranış bozukluğu ya değişkendir ya da kısmi nigrostriatal sistem 

lezyonuna bağlı olarak çok görülmez (160, 164, 165). 

 

 2.6. Parkinson Hastalığı Tedavi Yöntemleri 

 

Parkinson hastalığında bazal gangliyonların anatomisi, biyokimyası ve 

fizyolojisi hakkındaki bilgilerin artması ile birlikte diğer nörolojik durumlardan 

ayrılması, gözleme dayalı tedaviden kanıta dayalı tedaviye geçilmesini sağlamıştır (6). 

PH’de kullanılan ilk tedavi, Parkinson tremorunun tedavisinde kullanılan 

belladonna alkoloidleridir (6, 166). Belladonna alkoloidleri, santral etkili 

antikolinerjiklerdir ve striatumda dopaminerjik/kolinerjik dengenin Parkinsonizme 

etkisini anlamada rol almışlardır.  

L-DOPA: Dopamin ilk olarak 1910 yılında G. Berger ve J. Ewens tarafından 

sentez edilmiştir (167). Dopa dekarboksilaz enziminin keşfi ile birlikte Levadopa (L-

DOPA) sentez edilmiş ve dopamin benzeri etkili olduğu keşfedilmiştir (6). Rezerpin 

ile indüklenen Parkinson benzeri semptomlar L-DOPA’nın uygulanması ile 

hafiflemiştir (168). L-DOPA’nın dopaminin doğal öncülü olması, ilacın PH 

hastalarında denenmesini kolaylaştırmıştır. Çalışmalar sonucunda L-DOPA’nın; 

oturan hastaların ayağa kalkmasını kolaylaştırdığı, duran hastaların yürümeye 

başlamasını, hareketleri daha kolay ve rahatlıkla yapabilmesini sağladığı gözlenmiştir 

(169). Oral formunun oluşturulması ile birlikte L-DOPA, PH tedavisinin temel ilacı 

olarak kabul edilmiştir. Ancak; L-DOPA kullanımına bağlı diskinezi (istemsiz 

hareketler), motor dalgalanmalar gibi motor yan etkiler görülmesi, ilacın kullanımını 

kısıtlamaktadır (170). Katekolamin-O-metil-transferaz (COMT) ve monoamin 

oksidaz (MAO) B inhibitörleri L-DOPA ile birlikte kullanılır ve L-DOPA’nın 

metabolizma oranını azaltarak, etki süresini uzatırlar. MAO B inhibitörleri hem 
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endojen hem de ekzojen dopaminin etkisini artırırlar. L-DOPA ve aromatik L-

aminoasit dekarboksilaz inhibitörü (karbidopa ve benserazid) birlikte kullanılarak da 

L-DOPA’nın periferde yıkılması azaltıp, etki süresi uzatılmaktadır ve şu anda L-

DOPA PH tedavisindeki en etkili tedavi yöntemidir (171, 172).  

IPX066: Karbidopa/L-DOPA’nın yeni bir formülasyonudur ve hem hızlı hem 

de uzatılmış salıverimli bileşenler içerir. Böylece, semptomların hemen kontrolünü 

sağlamak ve daha uzun süre bu kontrolü idame ettirmek hedeflenmiştir. Çalışmalarda 

hem L-DOPA’ya ihtiyaç süresini geciktirdiği hem de motor skorda iyileşme sağladığı 

gösterilmiştir (173). 

MAO B inhibitörleri: MAO B inhibitörleri, genellikle PH’de başlangıç 

tedavisi olarak kullanılmaktadır. Ancak, hastaların göstermiş olduğu ilerleme L-

DOPA ya da dopamin agonisti kullanımına göre daha zayıftır (172). Selejilin, MAO 

B enziminin geri dönüşsüz inhibitörüdür ve PH’de nöroprotektif etkisi çalışılan ilk 

ilaçlardan biridir. Fakat daha sonra nöroprotektif etkisinden ziyade semptomatik 

tedavide etkili olduğu görülmüştür (174). Selejilin tedavisinden sonra motor 

dalgalanmalarda, donmada ve doz sonu fenomeninde azalma olduğu ancak diskinezi 

görülme sıklığında artış olduğu gözlenmiştir (175). Rasajilin, PH’nin semptomatik 

tedavisinde kullanılan, bir diğer geri dönüşsüz MAO B inhibitörüdür ve rasajilin MAO 

B inhibisyonu haricinde; sitokrom c salıverilmesini azaltır, pro-antiapoptotik gen ve 

proteinlerde değişikliğe neden olur ve nörotrofik faktörleri artırır böylece hastalığın 

ilerleme sürecinde de etki gösterir (174, 176). 

L-DOPA kullanımına bağlı yan etki görülmesi yeni tedavi arayışlarına ve 

tedavinin yeniden düzenlenmesine neden olmuştur. Diskinezi riskini azaltan dopamin 

reseptör agonistleri böylece tedaviye girmiştir (177, 178).  

 Dopamin Agonistleri: Tek ilaç ile tedavide başlangıç için ilk seçenek ilaçlar 

arasındadırlar. İki ana kategoriden oluşur: D3/D2 ergot-olmayan dopamin reseptör 

agonistleri: pramipeksol, ropinirol ve rotigotin ile D2 ergot türevleri: bromokriptin, 

lisurid, kabergolin ve pergolid semptomatik tedavi de etkili olan dopamin 

agonistleridir (171, 179). Pramipeksol’ün hastalarda motor belirtileri iyileştirdiği 

gösterilmiştir (180). Her ne kadar erken dönemde dopamin agonistleri ile monoterapi 

yeterli gözükse de, hastalığın ilerleyişi ile birlikte hastaların büyük bir çoğunluğunda 

L-DOPA kullanımına ihtiyaç olmaktadır. Dopamin agonistlerinin L-DOPA ile birlikte 
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kullanılmasının, PH semptomlarını azaltmada tek başına L-DOPA tedavisinden daha 

etkili olduğu gösterilmiştir (181). Dopamin reseptör agonistleri, PH’de L-DOPA 

kullanımına bağlı diskinezi oluşumunu azaltmak için öncelikle tercih edilecek 

ilaçlardır. Dopamin agonistleri motor semptomların tedavisinde L-DOPA’ya göre 

daha az etkilidirler ve uyuşukluk, ödem, halüsinasyon, dürtü kontrol bozukluğu gibi 

psikolojik yan etkiler daha sık görülür (182).  

 Apomorfin hidroklorür: Kısa etki süreli, ergot-olmayan dopamin reseptör 

agonistidir. Dopamin agonistlerinin en eskilerinden biri olmasına rağmen PH 

tedavisinde kullanımı son zamanlarda onaylanmış bir ilaçtır. D1, D2, D3 ve D4 

reseptörlerine benzer afinite gösterir ve L-DOPA’ya benzer etki gösteren tek dopamin 

agonistidir. Apomorfin’in hepatik klerensi oldukça yüksek olduğu için oral kullanımı 

zordur. Uzun süreli s.c. infüzyon yapılmasının ise teknik zorlukları bulunmaktadır 

(171, 183).  

 Safinamid: MAO B inhibisyonu, sodyum kanal blokajı, dopamin ve 

glutamatın salıverilmesini inhibe etme gibi farklı etki mekanizmalarına sahip bir 

ajandır. Safinamid, kullanımının motor belirtilerde hem plasebo hem de dopamin 

agonistlerine göre iyileşme sağladığı gösterilmiştir (184). MAO B enzimini selejilin 

ve rasajilinden daha yüksek seçicilikte ve tamamen geri dönüşlü olarak inhibe eder 

(185).  

 Pardoprunoks: 5HT-1A agonisti ve kısmi dopamin D2 ve D3 agonistidir. 

Pardoprunoks’un motor belirtileri anlamlı şekilde iyileştirdiği gösterilmiştir. Kısmi 

agonist olduğu için diğer dopamin agonistlerine göre daha az yan etki görülür. En 

yaygın görülen yan etkiler; bulantı, baş dönmesi, uyuşukluk, baş ağrısı ve halsizliktir 

(186). 

 Antikolinerjik İlaçlar: PH tedavisinde antikolinerjiklerin kullanımı oldukça 

eskidir. PH’de rijidite ve tremor tedavisi için tercih edilirler. Yan etkileri oldukça 

fazladır ve yaşlılarda tolerans azdır. Yan etkilerin genellikle periferik M2 ve M3 

reseptörlerin etkisinden kaynaklı olduğu düşünülmektedir. Bu nedenle selektif M4 ve 

M5 reseptörlere etki eden bir ilaç geliştirilmesinin tedavide faydalı olacağı 

düşünülmektedir (187).  

 Adenozin A2A reseptör Antagonistleri: PH tedavisinde hem semptomatik hem 

de nöroprotektif etkili olabilecekleri düşünülmektedir. Adenozin reseptörünün 4 alt 
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tipi bulunmaktadır. Bunlardan A1 ve A2A beyinde ve A2A özellikle dorsal striatum, 

nükleus akumbens ve GPe’da ifade edilir (188). A2A reseptörü, striatumda D2 

reseptörü ve metabotrofik glutamat reseptörü 5 (mGlu5) ile ko-lokalizedir (189). D2 

ve A2A reseptörleri striatal nöronlar üzerinde birbirlerine ters etki gösterirler. A2A 

reseptörünün aktivasyonu striatopallidal sinapslarda GABAerjik aşırımı düzenler ve 

striatumda hem glutamaterjik hem de GABAerjik aşırımı değiştirir. PH’de hem 

striatopallidal GABAerjik sinapslar hem de kortikostriatal glutamaterjik sinapslar aşırı 

aktiftir bu nedenle A2A reseptör blokajının hastalığın motor semptomlarını azaltacağı 

düşünülmektedir (188, 190). İstradefilin ve preladenant geliştirilmiş olan A2A reseptör 

antagonistleridir. Parkinson semptomlarının iyileştirilmesinde ve L-DOPA ile 

indüklenen diskinezinin oluşumunun azaltılmasında etkili olduğu gösterilmiştir (185, 

191, 192). 

 Metabotropik Glutamat Reseptör Antagonistleri: SSS’de glutamatın etki 

ettiği iki tip reseptör vardır: hızlı etkili iyonotropik reseptörler ya da yavaş G-protein 

ile kenetli metabotropik glutamat reseptörleri. PH’in kortikostriatal yolakta ve bazal 

gangliyonların döngüsü içerisinde subtalamafugal sinapslarda artmış glutamaterjik 

aşırım ile ilişkili olduğu ve bu nedenle de glutamaterjik reseptör blokajının PH 

tedavisinde etkili olacağı düşünülmektedir (52). Amantadin bu bağlamda anti-

diskinetik etki gösteren NMDA reseptör antagonistidir ve PH tedavisinde 

kullanılmaktadır (171). mGlu reseptörleri esas olarak üç gruba ayrılır. İlk grup mGlu1 

ve 5’den oluşur ve postsinaptik olarak ifade edilirler, glutamatın uyarıcı etkisine 

aracılık ederler. İkinci grup mGlu2 ve 3 ve üçüncü grup mGlu4, 6, 7 ve 8’den oluşur 

ve esas olarak presinaptik ifade edilirler. GABAerjik ve glutamaterjik aşırımın 

inhibitör düzenleyicisidirler. Her üç grup da bazal gangliyonlarda yoğun olarak 

bulunmaktadır ve sinaptik aşırımda etkilidirler. mGlu4 ve 5 reseptörlerini hedefleyen 

ilaçların PH tedavisinde etkili olabileceği düşünülmektedir (171). MPEP (2-metil-6-

(feniletenil)-piridin ve MTEP (3-(2-metil-1,3-tiyazol-4-il(etinil)piridin)) 

antiparkinson etkili olduğu düşünülen mGlu5 antagonistleridirler. Bir çalışmaya göre; 

akut uygulandığında hafif antiparkinson etki gösteren ve antidiskinetik etkili olan 

MPEP’in, kronik olarak uygulanırsa daha etkili olacağı düşünülmektedir (193, 194). 

 Hastalığın klinik ya da patoanatomik ilerleyişini durduracak ya da yavaşlatacak 

bir tedavi ihtiyacı günümüzde hala önemini korumaktadır. Bu amaçla nöroprotektif ya 
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da hastalığın ilerleyişini yavaşlatabilecek moleküller tedavi seçeneği olarak 

denenmektedir. Kreatin bu anlamda denenmiş moleküllerden biridir. Glutamat aracılı 

eksitotoksisiteye karşı koruyucu, MPTP toksisitesine karşı nöroprotektif olduğu, 

mitokondriyal fonksiyonu ve hücre biyoenerjisini artırdığı gösterilmiştir (185). Bunun 

üzerine faz II çalışmaları yapılmış ve geniş çaplı faz III çalışmaları başlamıştır ancak 

motor skorda herhangi olumlu bir etki sağladığı gösterilememiştir (195).  

 Cerrahi Tedavi: Derin beyin stimulasyonu (DBS), L-DOPA’ya iyi yanıt veren 

ancak motor dalgalanmalar ya da diskinize gibi yan etkilerinden dolayı problem 

yaşayan hastalarda uygulanabilen cerrahi bir yöntemdir (174). STN ya da GPi 

hedeflenerek uygulanabilir. Bu yöntemle hem motor fonksiyonda ilerleme olduğu hem 

de diskinezi de iyileşme olduğu gözlenmiştir (174). Hafif davranışsal ya da bilişsel 

bozukluğu olan ve diskinezili hastalarda GPi’e DBS uygulanması; bilişsel olarak bir 

problemi olmayan fakat L-DOPA dozunun azaltılması gereken hastalarda ise STN’ye 

DBS uygulanmasının daha faydalı olduğu düşünülmektedir (196). Ancak bir hastaya 

DBS uygulanabilmesinin çeşitli kısıtlılıkları da bulunmaktadır. Bunlar arasında; 5 

yıldan uzun süredir PH hastası olmak, L-DOPA’ya cevapsızlık, hastayı sıkıntıya sokan 

motor dalgalanmalar ve diskinezinin olması, tedaviye cevapsız tremor, L-DOPA ya da 

dopamin agonistlerine hassasiyet ve kişinin ameliyat için sağlık durumunun iyi olması 

gerekmektedir (174).  

 Gen Tedavisi: Beyinin belirli bir bölgesinde hedef protein ifadesini viral vektör 

aracılı gen transfer ederek değiştiren tedavi yöntemidir (185). AAV2-aracılı glutamik 

asit dekarboksilaz (GAD) ile gen tedavisi, CERE-120, aromatik L-amino asit 

dekarboksilaz (AADC) gen tedavisi, prosavin ile çalışmalar yapılmıştır (185). AAV2-

GAD’ın subtalamik çekirdeğe enjeksiyonu ile aşırı GABA aktivitesi baskılanarak 

motor skorda iyileşme sağlanmıştır (197). Neurturin, glial hücre türevi nörotropik 

faktör (GDNF)’in homoloğudur. CERE-120 ise insan neuturin’in değiştirilmiş 

şeklidir. Ancak bir klinik çalışmaya göre CERE-120’nin motor fonksiyonda önemli 

bir gelişme sağladığı gösterilememiştir (198). Striatuma AAV-aracılı AADC 

enjeksiyonu L-DOPA’dan dopamin oluşumunu artırır. Yapılan faz I çalışmalarında 

PH semptomlarını orta derecede iyileştirdiği gösterilebilmiştir (199). Prosavin; TH, 

aminoasit dekarboksilaz ve GPT siklohidrolaz kodlayan lentivirüs aracılı üçlü genin 
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intrastriatal enjeksiyonu yaklaşımıdır (200). Yapılan faz I/II çalışmaları umut vaat 

etmektedir (201). 

 

 2.7. Nörodejeneratif Hastalıklarda Nöroprotektif Mekanizmalar 

 

 PH patolojisinde a-sin agregatlarının önemli bir rolü olduğu bilinmektedir. Bu 

nedenle hastalığın tedavisinde agregat oluşumunun engellenmesinin, birikiminin 

azaltılmasının ya da agregatların yıkımının önemli olduğu düşünülmekte ve 

nöroprotektif ajan arayışları sürmektedir (202-204). Otofaji ve apoptoz 

mekanizmalarının da, meydana gelen hasara bağlı olarak, PH patogenezinde rol 

oynadıkları düşünülmektedir (205-207).  

 

  2.7.1. Otofajik Yolaklar 

 

 Otofaji; bütün ökaryotik hücrelerde sıkı bir şekilde kontrol edilen hücresel 

yıkım ve geri dönüşüm sürecidir. Memeli hücrelerinde üç temel otofaji türü vardır. 

Birincisi; mikrootofaji, ikincisi şaperon aracılı otofaji ve üçüncüsü ise en çok 

kullanılan otofaji yolağı olan makrootofajidir. 

 Mikrootofaji: Lizozomun membranını bir miktar genişleterek, direkt olarak 

sitozolik bileşenleri içine alması ve sindirmesi olayıdır (Şekil 2.4.a). 

 Şaperon Aracılı Otofaji (CMA): Mikrootofajiden farklı olarak, bileşenleri 

yıkmak için membranal yapıları kullanmaz, onun yerine proteini tanıyan şaperon 

moleküllerini kullanır. CMA, özgün bir şekilde KFERQ ve ilişkili pentapeptit 

motiflerini tanıyan bileşenler içerir. CMA ile glikolitik enzimler, transkripsiyon 

faktörleri ve inhibitörleri, kalsiyum ve lipid bağlanma proteinleri, veziküler proteinler 

gibi çok geniş aralıktaki proteinlerin yıkımı sağlanır (208). KFERQ motifi, otofaji 

sırasında 70 kDa ağırlığındaki ısı şok proteini 8 (HSP A8/HSC70) ve benzeri yardımcı 

şaperonlar tarafından tanınır. HSP A8 daha sonra bileşeni lizozomal membrana taşır. 

Lizozomal membranda bileşen CMA substrat reseptörü olan lizozomal ilişkili 

membran protein 2A (LAMP 2A)’ya bağlanır (208, 209). Lamp 2A, substratı 

lizozomal lümene taşır ve LAMP 2A, HSP A8 ve yıkılacak olan içerik birbirinden 
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ayrılır (Şekil 2.4.b) ve daha sonra LAMP 2A yeni bir bileşeni bağlamak üzere 

monomerik formuna geri döner (209).  

 HSP A8 ve LAMP 2A aynı zamanda şaperon aracılı seçici otofaji denen, bir 

tür makrootofajide de görev alırlar (208). Bu süreçte, şaperonlar belirli ubikutinlenmiş 

organel ve protein bileşiminin yıkımına yardımcı olurlar. Şaperonlar, ubikutinlenmiş 

proteinlerin p62 ve NBR 1 proteinleri tarafından tanınması ile birlikte makrootofajik 

yolaklarda devreye girerler ve bileşenin lizozoma taşınarak yıkılmasına aracılık 

ederler (210). 

 Makrootofaji: Hücresel homeostazın sağlanmasında önemli bir role sahiptir. 

Hasarlı/yaşlanmış organellerin yıkımında, uzun süredir var olan proteinlerin ve 

agregatların yıkılıp yeniden yapılmasında ve gerekli hücresel bileşenlerin kalite 

kontrolünün sağlanmasında önemli bir role sahiptir. Hücreler açlık, hipoksi, oksidatif 

stres, patojen varlığı, radyasyon ve anti-kanser ilaç tedavisi gibi çevresel stres 

faktörlerine maruz kaldığında, adaptasyon ve hayatta kalmayı artıran sitoprotektif 

otofajik cevap artar. Ancak otofajide düzensizlik olduğunda ya da aşırı uyarıldığında 

ise otofaji hücre ölümüne sebep olabilir (211).  

 Mikrootofaji ve CMA’dan farklı olarak yıkılacak bileşenlerin lizozomal 

membrandan uzakta bir yerde sitozolik bir vezikül oluşumu ile paketlenerek lizozoma 

taşınması söz konusudur. Makrootofajide diğer otofajik yolaklardan farklı olarak, de 

novo sentez sonucu çift membranlı bir otofagozom oluşumu gözlenir. Otofagozom 

oluşumu, sitoplazma boyunca pek çok perivakuoler bölgeden başlar. Başlangıç 

aşamasından sonra membran genişlemeye başlar ve esas olarak çift membranlı bu yapı 

fagofor (phagophore) adını alır. Fagofor genişledikçe, membran bükülür ve küresel 

otofagozomu meydana getirir. Yıkılacak olan bileşenin etrafını tamamen saran, çift 

membranlı bir otofagozom oluşur ve lizozoma doğru taşınır. Daha sonrasında 

otofagozomun dış membranı lizozomal membran ile kaynaşarak otolizozomu 

meydana getirir (Şekil 2.4.c.). Asidik lümene ve hidrolazlara maruz kalan iç membran 

ve içerik zamanla yıkılır ve parçalanma ürünleri yeniden kullanılmak üzere 

sitoplazmaya geçer (208, 212). 
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Şekil 2.5. Otofajik yıkım mekanizmaları: (A) mikrootofaji, (B) şaperon aracılı otofaji, 

(C) makrootofaji 

 

 Makrootofaji, cAMP-bağımlı protein kinaz A (PKA), AMP-aktive edilmiş 

protein kinaz (AMPK) ve mTOR yolakları aracılığıyla hücrenin enerji ihtiyacına göre 

(A) 

(B) 

(C) 
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düzenlenir. mTOR, fosfotidilinositol 3-kinaz ilişkili protein (PIKK) ailesine ait 2549 

aminoasitli serin/treonin protein kinazdır. mTOR, kinaz katalitik bölgesi (KIN) ve 

FKBP12 rapamisin bağlanma bölgesi (FRB) içerir. KIN bölgesi mTOR’un 

aktivasyonu ile ilişkilidir ve FRB bölgesine rapamisinin bağlanması, mTOR 

kompleksinin dağılmasına ve mTOR aktivitesinin inhibisyonuna neden olur (213). 

mTOR iki bileşenden oluşur: mTORC1 ve mTORC2. Upstream ve downstream sinyal 

yolaklarında aldıkları görev bakımından ve rapamisine verdikleri cevap bakımından 

bu iki bileşen birbirlerinden farklıdırlar. mTORC2, aktin hücre isketini düzenlemede 

ve Akt yolağının fosforilasyonuna neden olarak mTORC1’i de aktive etmede rol oynar 

(214). mTORC1 spesifik olarak memeli rapamisin hedefi düzenleyici-ilişkili protein 

(Raptor) ve 40kDa ağırlığında Akt substratı prolinden zengin protein (PRAS40) 

bölgelerini içerirken; mTORC2 spesifik olarak mTOR rapamisin-bağımsız bileşen 

(Rictor), memeli stres ile aktive olan map-kinaz etkileşim proteini 1 (mSin1) ve rictor 

ile birlikte gözlenen protein (Protor) 1 ve 2 bölgelerini içerir (214). Raptor mTORC1ve 

Rictor mTORC2’nin aktivasyonunu sağlarken, DEP bölgesi içeren protein (Deptor) 

ise hem mTORC1 hem de mTORC2’de mTOR’un negatif düzenleyicisidir (213).  

 Makrootofajinin başlatılması için unc-51 benzeri kinaz 1’in ya da 2’nin 

(ULK1/2), otofaji ilişkili protein 13 (Atg13) ve RB1 ile indüklenen sarılmış bobin 1 

(RB1CC1/FIP200)’in bir araya gelerek kompleks oluşturması gerekmektedir. 

Hücrenin enerji ihtiyacına göre bu kompleks mTORC1 ile birleşir ya da ayrılır. 

mTORC1 otofagozomun başlangıç aşamasında gerekli olan Atg13 proteinini 

fosforilleyerek, ULK1/2 kompleks oluşumunu engeller, otofajiyi inhibe eder (215). 

Ancak hücreler rapamisin ile muamele edilirse ya da aç kalırsa mTORC1, ULK1/2, 

Atg13 fosforilasyonu inhibe olur ve defosforilasyona bağlı aktif olan ULK1/2, 

FIP200’ü fosforilleyerek makrootofajiyi başlatır (211, 216). Otofagozom oluşumunun 

bir sonraki aşaması uzama aşamasıdır. Bu aşamada fagoforun uzamasına ubikutin 

benzeri (UBL) proteinler dahil olur. Geniş multimerik birleşim ile oligomerizasyon 

sonucu Atg12-Atg5-Atg16 kompleksi meydana gelir (211). Mikrotübül-ilişkili protein 

1A/1B hafif zinciri 3 (LC3)/Atg8, C terminalinden Atg4 aracılı ayrılır ve sitozolik LC3 

I’i meydana getirir. LC3 I’in C terminaline fosfotidiletanolamin (PE) bağlanması 

sonucu, LC3 II meydana gelir. LC3 II fagofor membranının her iki yüzünde de bulunur 

ancak otofagozomun lizozom/endozom ile birleşimden sonra iç membranındaki LC3 
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II yıkılır (211). LC3 I’in lipidlenmesi hücreler açlık çektiğinde ya da hücrede stres 

faktörleri arttığında meydana gelir. 

 Otofagozomun indüksiyonunda Atg14, Atg6 ve sınıf III fosfotidilinositol 3-

kinaz (PtdIns3K) birleşimi görev alır. Böylece diğer Atg’lerin bağlanması ve 

fagoforun uzaması sağlanır. Sınıf III PtdIns3K; fosfotidilinositol 3-kinaz katalitik alt 

birim 3 tip 3 (PIK3C3/VPS34), PIK3R4/p150 ve beklin 1’den oluşur (208). Açlık 

durumunda Atg14; Atg16 ya da LC3 içeren yapılarda lokalize olur. Atg14, VPS34 ve 

beklin 1 ile etkileşerek, otofajiyi artırır. Atg9, transmembran proteinidir ve açlık, 

rapamisin tedavisi gibi durumlarda periferik bölgelerde yeniden dağılır, LC3 pozitif 

otofagozomların üzerine yerleşir ve otofagozom oluşumunda görev alır (211). 

Otofagozomun tamamlanması ve kaynaşması, makrootofajinin en az anlaşılan 

aşamasıdır. Uzamış fagofor sonuç olarak olgunlaşır ve kapanarak endozom ve/veya 

lizozom ile kaynaşarak otolizozomu meydana getirir. Otofagozomun lizozoma doğru 

hareketi mikrotübül bağımlıdır (217). Ultraviyole ışınlama direnç ilişkili gen 

(UVRAG) proteini, GTPaz’ı aktive ederek lizozom ile kaynaşmayı tetikler. UVRAG-

beklin 1-VPS34-p150 kompleksi daha sonra RUN ve sistein zengin bölge içeren beklin 

1 ilişkili protein (Rubikon) ile de birleşerek endozom/lizozom’un yanında lokalize olur 

ve otofagozumun olgunlaşmasını negatif olarak düzenler (211).  

 mTORC1, besin miktarı, enerji seviyesi, büyüme durumu ve stres faktörleri 

gibi pek çok hücre dışı ve içi sinyali birleştirir. Besin miktarı ve büyüme faktörleri 

mTORC1’i aktive ederek protein sentezi, hücre büyümesi, proliferasyonu ve 

metabolizmasını artırır. Aksine; açlık durumunda, düşük enerji seviyesinde ve 

hücresel stres artığında hücre canlılığını koruyabilmek için mTORC1 inhibe edilerek; 

biyosentez oranını azaltır, katabolik süreçleri artırır ve hücre proliferasyonunu 

yavaşlatır (218). 

 Otofaji düzenleyicilerinden PKA, mTORC1’i fosforilleyerek otofajiyi inhibe 

eder (219). PKA bunun dışında, LC3’ün fosforillenmesine neden olarak da otofajiyi 

inhibe eder (220). AMPK ise, besin veya enerji yokluğunda fosforillenerek aktive olur 

ve dolaylı olarak mTORC1’in aktivitesini inhibe eder, buna bağlı olarak ULK1 aktive 

olur ve makrootofaji indüklenir (208, 221). Ayrıca, AMPK direkt olarak mTORC1 alt 

ünitesi Raptor’u fosforilleyerek de mTORC1’i inhibe eder ve otofaji indüksiyonu 

yapar (222).  
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 Otofaji indüksiyonunda “hücresel genomun koruyucusu”, tümör baskılayıcı 

faktör p53’ün hem pozitif hem de negatif düzenleyici rolü vardır (223). Genotoksik 

stres ya da onkogenik olarak p53 aktivasyonu, AMPK aktivasyonuna, mTORC1 

inhibisyonuna ve otofajinin indüksiyonuna sebep olur. Ancak, açlık durumu ya da ER 

stresi otofaji indüksiyonuna sebep olarak, p53’ün yıkımını artırır (211). Çekirdekte 

p53’ün transkripsiyonel olarak aktivasyonu otofajiyi artırırken; sitoplazmik p53 

otofaji inhibisyonuna sebep olmaktadır (211). 

 Makrootofaji, ayrıca seçici olarak belirli moleküllerin sindiriminde rol alabilir. 

Örneğin; peroksizomların yıkımı peksofaji (pexophagy) olarak adlandırılır ve normal 

büyüme koşullarında peroksizomların yıkımında önemli bir rolü vardır. Açlık 

durumunda, otofagozomun LC3 II molekülü tarafından peroksimal membranın PEX14 

bileşeni tanınır ve makrootofaji ile yıkımı sağlanır (224). Mitofaji ise bir başka seçici 

makrootofaji türüdür. Hasarlı mitokondrinin seçici olarak yıkımını sağlar (225). 

Sitozolik E3 ubikutin ligaz PARK2, hasarlı mitokondrinin dış membran kinazı 

PINK1’i tanır ve mitokondri bileşenlerinin ubikutinlenmesini sağlayarak, mitofajinin 

başlamasına neden olur (208). 

 

  2.7.2. Apoptotik Yolaklar 

 

 Apoptoz tanımı ilk defa 1972 yılında ortaya atılmıştır. Caenorhabditis elegans 

adındaki nematodun gelişimi sırasında meydana gelen programlanmış hücre 

ölümünün araştırılması ile yetişkinliğe geçişte belirli hücrelerin programlı bir şekilde 

öldüğünün gösterilmesi sonucu memeli hücrelerinde apoptoz sürecinin mekanizması 

araştırılmaya başlanmıştır (226, 227).  

 Apoptoz, dokularda hücre popülasyonunun homeostatik dengesinin 

korunması, gelişimi ve yaşlanmasında görev alır ve aynı zamanda, hastalık ya da 

zararlı bir ajan tarafından hücreler hasar gördüğü zaman, bağışıklık sistemi gibi 

savunma mekanizması olarak da rol oynar (227).  

 Apoptozun erken aşamasında hücreler büzüşür, piknozis görülür. Piknozis 

sonucunda, apoptozun en karakteristik özelliği olan kromatin kondensasyonu görülür 

Hücrelerin büzüşmesi ile birlikte hücre boyutu küçülür, sitoplazma yoğunlaşır ve 

organeller sıkı bir kargo haline gelir ve apoptotik cisimcikler oluşur. Apoptotik 
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cisimcik; çekirdek parçaları içeren ya da içermeyen sıkıca paketlenmiş organeller ile 

sitoplazmadan meydana gelir. Apoptotik cisimciklerin içerisinde hücrenin parçalanma 

ürünleri ve karyoreksis aşamasından sonra plazma membranında yoğun olarak 

tomurcuklanma meydana gelir. Hücreler, organel yoğunluğunun hala korunduğu 

bütün halindeki plazma membranı ile çevrilidir. Bu cisimcikler daha sonra makrofaj 

aracılı fagositoz ile parçalanır. Apoptotik hücre yıkımı sırasında, apoptotik hücre 

içeriği çevre dokulara bırakılmadığından, hızlı bir şekilde fagositoza uğradığından ve 

ayrıca genişlemiş hücreler anti-inflamatuvar sitokin üretmediğinden; inflamatuvar 

süreçler meydana gelmez (228).  

 İki temel apoptoz yolağı vardır: 1) ekstrinsik ya da ölüm reseptörü aracılı yolak, 

2) intrinsik ya da mitokondriyal yolak (Şekil 2.6). İki temel yolak dışında, T hücre 

aracılı sitotoksisite ve perforin–granzim-bağımlı hücre ölüm yolağı da vardır. Bu yolak 

granzim A ya da B aracılığıyla apoptozu indükleyebilir. Her üç yolak da sonuç olarak 

kaspaz 3’ün aktive olduğu infaz yolağını aktive eder. Kaspaz 3’ün aktive olması, 

DNA’nın parçalanması, hücre iskeleti ve çekirdek proteinlerinin yıkımı, apoptotik 

cisimcik oluşumu, fagositik hücre reseptörleri için ligand ifadesi ve son olarak 

fagositik hücrelerce alım ile sonuçlanır (227). 

 Kaspazlar genel olarak pek çok hücrede proenzim formunda ifade edilirler. Bir 

defa aktive olan prokaspaz diğer prokazpazları da aktive ederek proteaz kaskadını 

başlatır. Bir kaspazın diğer kaspazları aktive etmesi ile birlikte apoptotik sinyal, yolak 

boyunca çoğaltılarak hızlı bir şekilde hücre ölümünün gerçekleşmesini sağlar (227). 

On adet temel kaspaz tanımlanmıştır ve üç kategoriye ayrılmışlardır: kaspaz 2, 8, 9 ve 

10 başlatıcı; kaspaz 3,6 ve 7 efektör ya da infaz kaspazları, kaspaz 1, 4 ve 5 ise 

inflamatuvar olarak kategorize edilmişlerdir (229). 
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Şekil 2.6. Ekstrinsik ve intrinsik apoptoz yolaklarının şematik gösterimi 

 

 Ekstrinsik Yolak: Apoptozun başlatılması reseptör aracılığıyla 

gerçekleşmektedir. Bu reseptörler, tümör nekroz faktörü (TNF) reseptör gen üst 

ailesine ait ölüm reseptörlerini kapsar (230). TNF reseptör ailesinin içerdiği 80 

aminoasitlik sitoplazmik bölüm “ölüm bölgesi” olarak adlandırılır ve hücre 

yüzeyinden ölüm sinyalinin alınarak, intraselüler sinyal yolaklarına iletiminde kritik 

bir önem taşır (227). En çok çalışılan TNF reseptör ve ligandları FasL/FasR ve TNF-

α/TNFR1’dir. Ligandın reseptörün ölüm bölgesine bağlanması ile birlikte, FADD ya 

da TRADD adaptör proteinleri hücre içine göç ederler. Adaptör proteinler daha sonra 

prokaspaz 8 ile dimerizasyon yoluyla birleşir ve ölüm indükleyici sinyal birleşimini 

(DISC) oluşturarak prokaspaz 8’in otokatalitik aktivasyonunu sağlarlar (231, 232). 

Kaspaz 8 aktive olduktan sonra apoptozun infaz fazı başlatılır (Şekil 2.5).  

 İntrinsik Yolak: Apoptozu reseptör aracısız olarak hücre içi sinyallerle 

başlatan, mitokondri başlangıçlı ve direkt olarak hedef hücre içerisinde etki gösteren 

yolaktır. Apoptozu başlatan hücre içi sinyaller pozitif ya da negatif kaynaklı olabilir. 
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Büyüme faktörlerinin, hormonların ve sitokinlerin eksikliği negatif sinyalleri 

oluştururken; radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest 

radikaller pozitif sinyallere örnektir. Bütün bu sinyaller, mitokondri iç membranında 

ve transmembran potansiyelinde değişiklik yaparak, proapoptotik proteinlerin sitozol 

içerisine salıverilmesini neden olmaktadırlar (233). İki ana proapoptatik protein grubu 

vardır: ilk grup; sitokrom c, Smac/DIABLO ve serin proteaz HtrA2/Omi’den 

oluşurken, ikinci grup AIF, endonükleaz G ve CAD’dan oluşur (227, 234, 235). İlk 

grup proapoptotik proteinler aracılı prokaspaz 9 aktive edilerek “apoptozom” oluşur 

(236). Prokaspaz 9’un küme oluşturması ile kaspaz 9 aktive olarak, infaz yolağını 

aktive eder (Şekil 2.5). İkinci grup ise, hücrenin ölümü kesinleştikten sonra 

mitokondriden salıverilir. AIF, çekirdeğe gider ve DNA’nın parçalanmasına neden 

olur (237). 

 Sonuçta hem ekstrinsik yolak hem de intrinsik yolak apoptozun son yolağı olan 

infaz fazını aktive ederler. İnfazda görevli kaspazlar bu aşamada aktive olurlar. 

Sitoplazmik endonükleazları aktive ederek çekirdeğin yıkımını ve proteazları aktive 

ederek de çekirdek ve hücre iskelet proteinlerinin yıkımını sağlarlar. En önemlisi 

kaspaz3’dür, diğer infaz kaspazları ise kaspaz 6 ve 7’dir. Kaspaz 3 başlangıç kaspazları 

olan kaspaz 8, 9 ve 10 tarafından aktive edilir.  

 Apoptozun son aşaması; apoptotik hücrelerin fagositoza uğramalarıdır. 

Asimetrik fosfolipidler, apoptotik hücre yüzeyindeki fosfotidilserin ve hücre parçaları, 

bu aşamanın temel göstergeleridir (227). Apoptotik hücre dış yüzeyinde 

fosfotidilserinin belirmesi, inflamatuvar olmayan fagositik tanınmayı ve hızlı bir 

şekilde alınıp parçalanmasını sağlar (238). 

 Apoptoz gibi bir diğer hücre ölüm yolağı ise nekrozdur. Nekroz; patolojik 

süreçler sonucunda meydana gelen, hücrelerin pasif olarak ölüme gittiği hücre ölüm 

yolağıdır (227). Apoptoz ve nekroz birbirinden bağımsız olarak peşpeşe ya da aynı 

anda görülebilir. Uyarının şiddetine bağlı olarak hücre apoptoz ya da nekroza gidebilir. 

Isı, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik kanser ilaçları gibi faktörlerin düşük dozları 

hücrede apoptoza neden olurken, yüksek dozlar nekroza neden olabilir (239).  
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 2.7.3. Rapamisin 

 

 Rapamisin, Streptomyces hygroscopicus bakterisi tarafından üretilen bir 

metabolittir. İlk olarak antifungal bir ilaç olarak tanımlanmıştır ancak daha sonra 

bağışıklık sistemini baskılayıcı ve antitümör etki dâhil pek çok farmakolojik özelliği 

keşfedilmiştir (240). Günümüzde antifungal olarak kullanılmasa da rapamisin ve 

analoglarının, organ naklinde doku reddini önlemek için, renal kanser tedavisinde 

monoterapi olarak, subepandimal dev hücreli astrositom-ilişkili tuberoz skleroz ve 

kalp damarlarında restenozu önlemek için kullanımı FDA tarafından onaylanmıştır 

(241, 242). 

 mTOR’un, genetik ve farmakolojik olarak (örneğin rapamisin) inhibisyonunun 

maya, solucan, meyve sineği gibi omurgasız hayvanlarda ve farelerde yaşam süresini 

uzattığı, yaşa bağlı bozuklukları geciktirdiği gösterilmiştir ve rapamisinin mTOR 

inhibitörü olması, “yaşlanma karşıtı ilaç” olabileceği düşüncesini doğurmuştur (213, 

243, 244). Rapamisinin yaşa bağlı olarak görülen; uzaysal öğrenme ve hafıza 

bozuklukları, keşifsel aktivitelerde azalma gibi durumları olumlu yönde artırdığı 

fareler üzerinde gösterilmiştir (245). Rapamisin, otofaji indüksiyonu yaparak yanlış 

katlanmış proteinlerin birikimini azaltır (246). Ayrıca rapamisinin SSS’de vasküler 

fonksiyonların korunmasından, inflamatuvar süreçlerin engellenmesine kadar çok 

geniş etkileri vardır (213).  

 mTORC1’in parçası olduğu bilinen iki substrat; bir serin/treonin kinaz 

aktivatörü olan S6 kinaz 1 (S6K1) ve ökaryotik inhibitör faktör elF4E bağlanma 

proteini 1 (4E-BP1), mTORC1 aktivitesinin düzenlenmesinde önemlidir. 

Rapamisinin, S6K1’in aktivasyonunu güçlü bir şekilde inhibe ettiği ve 

fosfotidilinositol 3 kinaz (PI3K) sinyalinin de önemli bir düzenleyicisi olduğu 

gösterilmiştir (245, 247). Normal koşullar altında mTORC1, S6K/PI3K sinyal 

iletiminin azalmasına neden olur. Rapamisin ile mTORC1 inhibisyonu ise bu negatif 

geri bildirim döngüsünü inhibe ederek PI3K sinyalinin artmasını sağlar (245). 

Rapamisin aynı zamanda mTORC1 aracılı büyüme faktörü reseptör bağlı protein 10 

(Grb10) inhibisyonunu engelleyerek de PI3K yolağının aktivasyonunu sağlar (214). 

Rapamisin, FK506-bağlanma proteini (FKBP-12) ile kompleks oluşturur ve bu 

kompleks mTORC1’e bağlanarak, mTORC1 birleşiminin allosterik inhibitörü gibi 
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davranır (245). Rapamisin, mTORC1’i esas olarak Raptor alt birimi üzerinden inhibe 

eder. Ancak, uzun süreli rapamisin maruziyetinin bazı hücre tiplerinde mTORC1 hariç 

yeni sentez edilmiş olan mTOR’un mTORC2 kompleksini de inhibe ettiği 

gösterilmiştir (214).  

 Kanserin pek çok türünde mutasyona bağlı, mTORC1’in upstream düzenleyici 

onkogenlerde fonksiyon artışı ve tümör baskılayıcı genlerde fonksiyon kaybı 

nedeniyle mTORC1 aktivitesinde artış olduğu gözlenmiştir. mTORC1 aktivasyonu, 

glikoliz ve lipid biyosentezini artırır. Bu nedenle rapamisin gibi mTORC1 seçici 

inhibitörlerin, kanser metabolizmasını inhibe ederek anti-kanser etki gösterdiği 

düşünülmektedir (245).  

 mTORC1 upstream sinyallerinin birleştirilmesi esas olarak tuberoz skleroz 

kompleks 1 (TSC1) ve 2 (TSC2) seviyesinde oluşur ve bu komplekslerin aktive 

edilmeleri mTORC1 sinyalinin inhibisyonuna neden olur (218, 245). TSC, epilepsi, 

kognitif fonksiyon bozukluğu ve otizm gibi pek çok nörolojik hastalıkta rol 

oynamaktadır. Bu nedenle mTORC1 inhibisyonu nörodejeneratif hastalıklarda 

potansiyel tedavi yolağını oluşturmaktadır. mTORC1’in farmakolojik inhibisyonunun 

Alzheimer hastalığı, PH, Huntington hastalığı gibi pek çok in vivo nerodejeneratif 

hastalık modelinde nöroprotektif etkili olduğu gösterilmiştir (218, 248, 249). 

 mTOR sinyali besin ve büyüme faktörlerine cevapta anabolik ve katabolik 

metabolizmalar arasındaki dengeyi sağlayarak düzenleyici görev görür. mTOR 

sinyalindeki düzensizlikler diyabet ve obezite gibi birkaç metabolik hastalık ile ilişkili 

bulunmuştur (214). Rapamisin tedavisinin S6K aracılı geri bildirim mekanizmasını 

bozarak in vivo ve in vitro koşullarda insülin duyarlılığını artırdığı, in vitro adiposit 

farklılaşmasını inhibe ettiği ve yüksek yağ diyeti ile beslenen farelerde obeziteye karşı 

koruyucu olduğu gösterilmiştir (250, 251). Bunun yanında; rapamisin tedavisinin tip 

2 diyabette beslenmeye bağlı olarak hipoglisemiyi kötüleştirdiği, diyet ile indüklenen 

obezitede glukoz intoleransını kötüleştirdiğini gösteren çalışmalar da bulunmaktadır 

(252, 253). İki haftalık rapamisin tedavisinden sonra, farelerin pankreaslarının 

küçüldüğü ve karaciğerlerinin büyüdüğü gözlenirken, daha uzun süreli tedavi 

sonrasında bu değişikliklerin normal seviyelere dönmesine rağmen adiposit, vücut 

ağırlığı ve besin tüketiminde ciddi azalma olduğu gözlenmiştir (245). 
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3.GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

Deneylerde Sprague-Dawley (SD), 200-250 g ağırlığında, uzun süre bir arada 

yaşayacak oldukları için daha az agresif olan dişi sıçanlar (n=117) kullanıldı. 

Deneylerde kullanılan sıçanlar sabit nem ve sıcaklıkta 12 saat aydınlık, 12 saat 

karanlık ortamda tutuldular. Deney öncesinde ya da deney sırasında sıçanlara herhangi 

bir yiyecek ya da sıvı kısıtlaması uygulanmadı. Bu araştırmalar Hacettepe Üniversitesi 

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul izni ile yapılmıştır (toplantı sayısı 2014/08, dosya 

kayıt numarası 2014/51, karar numarası 2014/51-08). 

 

 3.1. Parkinson Hastalığı Modelinin Oluşturulması 

 

 Sıçanlarda Parkinson hastalığı (PH) modeli; “Chicken β-aktin promoter 

(CBA)” içeren Adeno ilişkili viral vektör (AVV) serotip 5 aracılı insan alfa-sinüklein 

(a-sin) proteini (AAV5-CBA-aSyn, 1.0X1013 vg/ml)’nin ve virüs kontrolü olarak yeşil 

floresan proteini (GFP) (AAV5-CBA-eGFP, 9.5X1012 vg/ml)’nin stereotaksik olarak 

bilateral substantia nigra (SN) ve dentat girus (DG) bölgelerine enjekte edilmesi ile 

oluşturuldu. PH modeli oluşturulmak üzere stereotaksik olarak enjekte edilen viral 

vektörler Michael J Fox kurumu tarafından hediye olarak verildi. Cerrahi işlem öncesi 

sıçanlar; kilogram başına 80-100 mg ketamin ve 5-10 mg ksilazin karışımı 

intraperitonel (i.p) uygulanarak anesteziye edidi. Derin anesteziye geçtikleri pençe 

kıstırma testi ile doğrulandıktan sonra stereotaksik aparata yerleştirildiler. Baş deri 

dokusu batikon ile temizlendi ve traş edildi. Kafa derisi 1,5 cm genişliğinde açıldı. 

Kafatası üzerinde mikroskop yardımı ile bregma bulunarak başlangıç noktası olarak 

alındı ve substantia nigra pars compacta (SNpc)’ya enjeksiyon yapabilmek için 

streotaksik çerçeve üzerinde koordinatlar Anterior-Posterior (AP)= -5.2, Medio-

Materal (ML)= ± 2.0, Dorsal-Ventral (DV)= -7.2 (tooth bar -2.3), dentat girus (DG) 

için ise AP= -5.0, ML= ± 3.5, DV= −2.6 (tooth bar -2.3) olacak şekilde ayarlandı (254, 

255). Uygun koordinatlar belirlendikten sonra 1-2 mm genişliğinde delik açıldı (Şekil 

3.1. a). Hamilton iğnesinin ucuna virüsün metale değmemesi ve yapışmaması için 10 

mm uzunluğunda, 150 µm dış çapı olan cam kapiller eklendi ve kapillerin ucu, ısı 

yardımı ile iç açıklığı 50 µm olacak şekilde ayarlandı (Şekil 3.1. b, c). Hamilton iğnesi 
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yardımı ile cam kapillere önce 2 µl serum fizyolojik (SF), SF ve virüs 

süspansiyonunun karışmaması için 1 µl hava ve 2 µl virüs süspansiyonu çekildi (Şekil 

3.1. d). Hamilton iğnesi ile uygun derinliğe inildi ve 1 dakika dokunun normale 

dönmesi için beklenildi. Dakikada 0,4 µl olacak şekilde 30 saniyede bir toplam 2 µl 

virüs süspansiyonu verildi. Enjeksiyon bitiminde virüsün, kafa içi basıncına bağlı 

olarak aniden dışarı çıkmasının önlenmesi için; Hamilton iğnesi SN dokusundan 

çıkarılmadan önce 5 dakika, DG dokusundan çıkarılmadan önce 7 dakika beklendi ve 

yavaşça dokudan çıkarıldı. Cerrahi işlem sonrası önce batikon ile kafa derisi 

temizlendikten sonra 3 mm’lik cerrahi iplik ile dikildi. 

 

(A) (B)        (C)       (D)  

 

Şekil 3.1. Enjeksiyon bölgeleri ve enjektörün özellikleri (A) Parkinson hastalığı 

 modeli oluşturmak için yapılan AVV-aracılı virüs süspansiyonunun 

 uygulandığı enjeksiyon bölgeleri, (B) Hamilton iğnesi, (C) Cam kapiller 

 tüp, (D) Enjeksiyona hazır hale getirilmiş hamilton iğnesi  

 

İğnenin ucu kalan doku parçalarının temizlenmesi için öncelikle %3lük hidrojen 

peroksit (H2O2) çözeltisinde bekletildi daha sonra ise H2O2 kalıntılarının temizlenmesi 

için distile suya konuldu. İğnenin ucunda kalmış olan SF ya da süspansiyonun 

temizlenmesi için ise Hamilton iğnesinin içinden SF geçirildi.   

 Cerrahi işlem sonrası sıçanlarda sıvı kaybını azaltmak için 1 ml s.c SF ve 

ağrılarını azaltmak için 10 mg/ml dozunda intraperitoneal (i.p) parasetamol 

enjeksiyonu yapıldı. Sıçanlar uyanana kadar, vücut sıcaklıklarını korumak için ısıtıcı 

üzerinde tutuldu ve gözlerinde kuruma olmaması için 30 dakikada bir gözlerine SF 

damlatıldı. 

 Cerrahi işlem sonrası bir grup sıçana (n=11 a-sin, n=11 GFP, n=8 SF, n=7 

kontrol) herhangi bir tedavi uygulanmayarak 16. haftadan itibaren davranış 

deneylerine başlanıldı. Sıçanların bir kısmında (n=5 a-sin, n=6 kontrol) cerrahi işlem 

1
0

µ
m
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sonrası her iki haftada bir lokomotor aktivite testi uygulanarak motor hareketlilik 

değerlendirildi ve 16. haftada sakrifiye edildi. Oluşturulan Parkinson hastalığı hayvan 

modelinde rapamisin tedavisinin erken dönem, nöroprotekrif etkisini değerlendirmek 

için a-sin enjeksiyonunun yapıldığı günden itibaren haftada 3 defa (Pazartesi, 

Çarşamba ve Cuma) 8 hafta boyunca hem enjeksiyon grubuna hem de kontrol grubuna 

tedavi ya da çözücü uygulaması yapıldı (a-sin enjeksiyonu yapılan n=8 sıçanda 

rapamisin tedavisi, n=10 çözücü, kontrol olarak n=5 sıçanda rapamisin tedavisi, n=6 

çözücü ayrıca n=4 naive kontrol). Patoloji oluştuktan sonra tedavinin hastalığın 

ilerlemesini engelleyici, nörorestoratif etkisini değerlendirmek için a-sin enjeksiyonu 

yapıldıktan sonraki 10. haftadan itibaren haftada 3 defa (Pazartesi, Çarşamba ve 

Cuma) 8 hafta boyunca hem enjeksiyon grubuna hem de kontrol grubuna tedavi ya da 

çözücü uygulaması yapıldı (a-sin enjeksiyonu yapılan n=10 sıçanda rapamisin 

tedavisi, n=10 sıçanda çözücü, kontrol olarak n=6 sıçanda rapamisin tedavisi, n=6 

sıçanda çözücü ayrıca n=4 naive kontrol). (Tablo 3.1.) ve 16. haftadan itibaren 

davranış deneyleri gerçekleştirildi.  

 

Tablo 3.1. Deneylerde kullanılan toplam sıçan sayısı  
 

 Deney Grupları 

Bilateral SN ve DG 

a-sin enjeksiyonu 

Bilateral SN ve DG 

GFP enjeksiyonu 

Bilateral SN ve DG 

SF enjeksiyonu 

Naive 

kontrol 

te
d
av

i 
tü

rü
 

Rapamisin 
n=8 ilk 8 hafta 

- - 
n=5 

n=10 son 8 hafta n=6 

Çözücü 
n=10 ilk 8 hafta 

- - 
n=6 

n=10 son 8 hafta n=6 

Herhangi bir 

tedavi 

uygulanmayan 

n=11 
n=11 n=8 

n=15# 

n=5* n=6** 

 

# Karakterizasyon grubunun ve tedavi grubunun toplam naive kontrol sayısıdır. 

* Bilateral a-sin enjeksiyonunun ardından her iki haftada bir lokomotor aktivite testi yapılıp 16. haftada 

sakrifiye edilen grup 

** Herhangi bir işleme tabi tutulmamış sıçanlar, a-sin enjeksiyonu yapılmış sıçanlarla birlikte her iki 

haftada bir lokomotor aktivite testine tabi tutulup 16. haftada sakrifiye edildi.  
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3.2. Parkinson Hastalığı Hayvan Modelinde Tedavinin Uygulanması 

 

 Cerrahi işlem ile AAV-aracılı a-sin enjekte edilerek oluşturulan Parkinson 

hastalığı modelinde sıçanlara i.p. olarak rapamisin enjekte edilerek etkisi 

değerlendirildi. Rapamisinin alkoldeki çözünürlüğü 10 mg/ml’dir. 10 mg/ml olarak 

hazırlanan rapamisin stok solüsyonu son konsantrasyon 1 mg/1 ml olacak şekilde 

çözücü ile seyreltildi. Çözücü olarak %5 PEG 400 (polietilen glikol 400), %5 Tween 

80 ve %4 etil alkol içeren distile su kullanıldı (256). Hazırlanan 1 mg/ml rapamisin 

çözeltisinden kilogram başına 3 mg/kg olacak şekilde gerekli miktar i.p. olarak 

uygulandı (256, 257). Aynı şekilde çözücü kontrol grubuna da vücut ağırlıklarına göre 

çözücü solüsyonundan uygun miktar (3 mg/kg karşılığı) i.p. olarak uygulandı.  

 

 3.3. Deney Planı 

 

 Deneyler 3 bölüm olarak planlandı. İlk bölümde AAV-aracılı a-sin 

enjeksiyonun etkisi hafta bazında değerlendirilmek istendi. Bu amaçla enjeksiyon 

yapılan ilk haftadan itibaren her iki haftada bir lokomotor aktive testi yapılarak, a-sin 

enjeksiyonun motor hareketliliğe etkisi değerlendirildi. 16. hafta başında ise moleküler 

düzeydeki değişiklikleri izlemek için sıçanlar, perfüze edilmeden sakrifiye edildi. 

Böylece beyinlerde yapılan analizler ile 16-18. haftalar arasında yapılan davranış 

deneyleri sırasında, 3 hafta içerisinde, moleküler düzeydeki değişiklikler incelenebildi 

(Şekil 3.2). 

 
 

Şekil 3.2. Parkinson hastalığının motor belirtilerinin ilk haftalardan itibaren hayvan 

modelindeki ilerleyişini göstermek için oluşturulan grubun deney planının 

şematik gösterimi 

 

İkinci bölümde ise; AAV-aracılı bilateral SN ve DG’ye a-sin enjeksiyonu ile 

sıçanlarda Parkinson hastalığı modellenerek; hastalığın moleküler düzeyde 
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incelenmesi sağlandı ve var olan değişikliklerin davranışa yansıması gösterildi. Elde 

edilen etkinin a-sin aşırı ifadesi kaynaklı olduğunu göstermek ve virüsün kendi “etkisi 

olabileceği ihtimalini dışlamak” için AAV-aracılı GFP enjeksiyonu ve cerrahi işleme 

bağlı oluşan “hasarı olasılığını elemek” için de SF enjeksiyonu gerçekleştirildi. Bunun 

dışında bir grup naive kontrol olarak kullanıldı (Şekil 3.3). 

 

 

 

Şekil 3.3. Parkinson hastalığı hayvan modelini karakterize etmek için oluşturulan ilk 

grubun deney planının şematik gösterimi 

 

 Üçüncü grup ise a-sin aşırı ifadesine bağlı olarak oluşan nöronal ve sinaptik 

kaybı önlemek ya da durdurmak için tedavi grubu olarak planlandı. İlk olarak bilateral 

SN ve DG’ye a-sin enjeksiyonu yapılan ilk günden başlanarak 8 hafta boyunca haftada 

3 gün 3 mg/kg dozunda rapamisin ya da çözücü i.p. olarak enjekte edildi. Böylece, 

ilacın nöronları koruyucu etkisinin ölçülmesi planlandı. Sonraki 8 hafta her hangi bir 

işlem yapılmadan beklenildi ve 16. hafta davranış deneylerine başlandı. İkinci olarak 

bilateral SN ve DG’ye a-sin enjeksiyon yapıldıktan sonra herhangi bir işlem 

yapılmadan beklendi ve 10. haftadan itibaren 8 hafta boyunca haftada üç gün 3 mg/kg 

dozunda rapamisin ya da çözücü i.p. enjekte edildi. Rapamisin tedavisi devam ederken 

16. haftadan itibaren yine planlandığı şekilde davranış deneyleri gerçekleştirildi (Şekil 

3.4).  

Rapamisin tedavisi sonrası sıçanlarda bir miktar kilo kaybı gözlendiği için her 

hafta başında kilo kontrolü yapılarak kilo kaybından ölmemeleri için tedavi 

gruplarında ve ayrıca kontrol gruplarında, ek besine bağlı bir etkiyi elemek için haftada 

bir gün yemlerin yanına yulaflı bisküvi eklendi. 
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Şekil 3.4. Parkinson hastalığı hayvan modelinde rapamisin tedavisinin etkisini 

göstermek için oluşturulan tedavi grubu deney planının şematik 

gösterimi 

 

 3.4. Davranış Deneyleri 

 

 İntraserebral AAV-aracılı bilateral SN ve DG’ye a-sin enjeksiyonu 

gerçekleştirildikten sonra a-sin aşırı ifadesinin sağlanması ve hücre içinde patolojik 

çökeleklerin oluşması için belirli bir süre gerekmektedir. Hem literatür 

değerlendirildiğinde hem de daha önce yapmış olduğumuz pilot çalışmalar göz önüne 

alındığında hastalığın ileri evrelerinde görülen bilişsel fonksiyon kayıplarının 

değerlendirilebilmesi için davranış deneyleri öncesi 16 hafta beklenilmesine karar 

verildi (258). A-sin aşırı ifadesine bağlı oluşan patolojinin motor ve motor-dışı işlevler 

üzerine etkisinin değerlendirilmesi amacı ile davranış deneyleri uygulandı. Bütün 

davranış deneyleri ve analizler kör olarak gerçekleştirildi. Aksiyeteyi azaltmak ve 

ortama alışmalarını sağlamak için sıçanlar deneye başlamadan 1 saat öncesinde 

deneyin yapılacağı odaya getirilerek ortama alışmaları sağlandı. Ayrıca; deneylere 

başlamadan önceki 3 gün boyunca günde 1 saat elde tutularak, deneyi yapacak kişiye 

alışmaları sağlandı. Davranış deneyleri için daha az stres yaratan ve daha az güç 

gerektiren testlerden, daha çok güç gerektiren testlere doğru bir sıralama belirlendi. 

Buna uygun olarak da belirli deneyler arasında 2 gün süre bırakıldı. 
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 3.4.1. Yükseltilmiş Artı Labirenti Testi 

 

 Artı şeklinde siyah pleksiglass bir düzenek kullanıldı. Artı şeklindeki 

düzeneğin tüm kolları yerden 70 cm yükseklikte, 45 cm uzunlukta ve 12 cm 

genişliktedir. Dört koldan sadece karşılıklı iki kol 45 cm’lik yüksek duvarlarla çevrili 

olup uçları da kapalıdır. Dört kolun her birine eşit uzaklıkta ortada 12x12 cm’lik kare 

bir merkez bulunmaktadır (259). Düzeneğin üzerinde tavana sabitlenmiş, hareketleri 

takip etmeyi ve kayıt etmeyi sağlayan bir kamera bulunmaktadır (Şekil 3.5). Kamera 

bir bilgisayara bağlıdır ve kameranın kaydetmiş olduğu görüntüler bilgisayarda yüklü 

bulunan video takip sistemi (EthoVision®XT, Noldus Informational Technology, 

Wageningen, Hollanda) aracılığıyla analiz edilir. Oda içerisinde sabit basıç ve 

sıcaklığı sağlayan havalandırma sistemi vardır. Deneyin gerçekleştirildiği oda çok 

aydınlık olmamalıdır.  

Deney sırasında sıçanlar kafesten tek tek alınarak yükseltilmiş artı labirentinin 

(YAL) orta noktasına yüzleri kapalı olan kollardan birine dönük olacak şekilde 

konuldu ve 5 dakika boyunca kayıt alındı (260).  

 

  (A)             (B)  
 

Şekil 3.5. Yükseltilmiş artı labirenti testi düzeneği: (A) Karşıdan görünüşü,  

 (B) Üstten görünüşü  

 

Kayıt ile eş zamanlı olarak gerçekleştirilen analiz ile her bir sıçanın açık 

kollarda geçirdiği toplam süre, kaç defa açık kollara uğradıkları, kapalı kollarda 

geçirdikleri toplam süre ve kaç defa kapalı kollara uğradıkları hesaplandı. Her bir grup 

için ortalama açık kolda geçirilen süre/ kapalı kolda geçirilen süre, açık kola 

uğrama sıklığı/ kapalı kola uğrama sıklığı hesaplandı (261). Böylece sıçanların 

aksiyete ve benzeri davranışlar açısından değerlendirilmesi amaçlandı (262). Kayıt 

sürecinde deney hayvanlarının açık kolda daha çok vakit geçirmesi anksiyete 
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seviyelerinin düşük olduğunun göstergesidir. Kapalı kollarda geçirilen sürenin artması 

ise anksiyetenin arttığına işaret etmektedir.  

 

 3.4.2. Yeni Nesne Tanıma Testi 

 

 Yeni nesne tanıma (YNT) testi, 40x40x40 cm boyutlarında siyah renkli üstü 

açık kare ahşap kutu kullanılan bir bellek testidir ve hafızayı değerlendirmeyi sağlar 

(263). Test, YAL testinin yapıldığı odada ve aynı oda koşullarında gerçekleştirildi. 

Birbiri ile aynı olan 3 adet kutu, tavana sabitlenmiş olan kameranın altına net olarak 

görülecek şekilde yerleştirildi. Sıçanlar, ilk iki gün boyunca boş kutuya konularak ve 

10 dakika kutuyu tanımalarına izin verildi. Böylece kutuya alışmaları sağlandı. Daha 

sonra eğitim fazı için kutunun arka tarafına kenarlardan 10 cm içerde olacak şekilde 

birbirinin aynısı iki nesne (aynı legolar) yerleştirildi. Sıçanların arkası nesnelere, yüzü 

duvara dönük olacak şekilde kutuya konuldu ve nesneler ile 10 dakika vakit geçirmesi 

sağlandı. Test fazı olarak ise; eğitimden 1 saat sonra nesnelerden bir tanesi, başka bir 

nesne (farklı bir lego) ile değiştirildi. Tekrardan yüzleri duvara ve arkaları nesneye 

dönük olacak şekilde kafesin içine bırakılarak, 5 dakika boyunca nesneler ile vakit 

geçirmeleri sağlandı. 24 saat sonrasında yine yakın dönem belleği test etmek için 

değiştirilmiş olan nesne bambaşka bir nesne (yeni bir lego) ile değiştirildi ve 5 dk 

boyunca hem eski nesne hem de yeni eklenen nesne ile vakit geçirmesi sağlandı (Şekil 

3.6). Bu test 1 saat sonrasında, kısa dönem bellek testi olarak (263), eğitim fazının 

üzerinden 24 saat geçtikten sonra yapılan test ise uzun dönem bellek testi olarak 

uygulandı (264). Bu sırada nesneler değiştirilirken sağ ya da sol seçimine bağlı yanlış 

bir yorum olmaması için, aynı gruptan sıçanların bir kısmında sağ taraftaki nesne, bir 

kısmında ise sol taraftaki nesne, yeni bir nesne ile değiştirildi.  
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Şekil 3.6. Yeni nesne tanıma testi düzeneği: (A) Birbirinin aynısı iki nesne ile 

 alıştırma yapılan sıçanlara, (B) 1 saat ve (C) 24 saat sonra farklı nesneler  

verilerek yakın ve uzak bellek test edilir.  

  

Bu sırada video takip sistemi ile sıçanların hareketleri ve nesnelerle ne kadar 

vakit geçirdikleri kayıt edildi. Analiz sırasında da yeni nesne ile % ne kadar vakit 

geçirdikleri hesaplandı. Normal olarak sıçanların herhangi bir bellek bozukluğu yok 

ise eski nesneyi tanıdıklarından, yeni nesne ile daha çok vakit geçirmeleri beklenir. 

Ancak; bellek bozukluğuna bağlı olarak eski nesneyi de unutacağından, yeni nesne ile 

geçirilen % süre azalır.  

 

 3.4.3. Sükroz Tercih Testi 

 

 Alıştırma amaçlı her kafese %2’lik sükrozlu su olan 2 suluk konuldu. 24 saat 

sonra suluklardan biri (sağ ya da sol) içme suyu ile değiştirildi. Ancak, suluklar kafese 

konmadan önce başlangıç ağırlıklarını tespit etmek için tartıldı. Daha sonra tüketilen 

içme suyu ve sükrozlu su miktarını belirlemek için hem kafese konmadan önce hem 

de 24 saat sonrasında suluklar yeniden tartıldı. Bir hafta boyunca 24 saatte bir içme 

suları ve sükrozlu sular tartılarak tazelendi. Her 24 saatte bir içme suyu ve sükrozlu 

suyun yeri ters yönlere konarak değiştirildi ki herhangi bir yöne eğilim varsa bu 

durumun dışlanması hedeflendi. Kafes sayısının az olması ve deney hayvanlarının 

sayısının çok olması sebebi ile kafeslerdeki sayılar eşit olamadı. Bu nedenle aynı 

gruptan olan 3 ya da 4 sıçan aynı kafese konuldu. Hesaplama yapılırken; (başlangıç 

sükrozlu su miktarı- 24 saat sonraki sükrozlu su miktarı) ile tüketilen sükroz miktarı 

bulunur. (başlangıç içme suyu miktarı- 24 saat sonraki içme suyu miktarı) ile 

tüketilen içme suyu miktarı bulunur. Tüketilen toplam sükroz miktarı ölçüldükten 

(A) (B)

) 

(C)

) 
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sonra bir kafeste birden fazla sıçan bulunduğu için her birinin ne kadar sükroz 

tükettiğini belirlemede ağırlıkları esas alındı. Meydana gelen hedoniyi değerlendirmek 

için her bir sıçan için ayrı ayrı olacak şekilde her gün % Sükroz Tercih= tüketilen 

sükroz miktarı (g) / tüketilen toplam sıvı miktarı (g)*100 formülü kullanılarak 

hesaplama yapıldı (265). Sükroz tercih testi (STT) hedoniyi ölçmek için kullanılan bir 

testtir ve anhedoni durumunda sükroz tüketiminin azalması beklenmektedir (266). Bu 

test, bilateral SN’ye a-sin aşırı ifadesine bağlı ventral tegmental alanda (VTA) 

oluşması beklenen nöron kaybının fonksiyonel göstergesi olan anhedoniyi ölçmek için 

yapıldı (267). 

 

 3.4.4. Morris Su Tankı Testi 

 

 140 cm çapında ve 75 cm derinliğinde siyah, daire bir tank kullanılır. Tankın 

içine eğitimler sırasında ayağı 50 cm yüksekliğinde ve çapı 10 cm genişliğinde olan 

siyah renkli bir platform (Şekil 3.7.b), odanın girişi kuzey kabul edilerek güneybatı 

yönünde tankın içine yerleştirildi. Tankın içi platformun üstünü 5 cm geçecek şekilde 

24-25ºC sıcaklığında su ile dolduruldu. Tankın kenar yüksekliği, tanktan 

kaçamamaları için su seviyesinin üstünden 20 cm boşluk olacak şekilde ayarlandı. 

Tankın etrafındaki 4 duvara (kuzey, güney, doğu ve batı yönlerine) yönleri 

bulabilmeleri için farklı ipuçları yerleştirildi (Şekil 3.7). Odanın içi loş bir ışık ile 

ipuçları görülecek, ancak platform görülmeyecek şekilde aydınlatıldı. Kamera tankı 

net olarak görecek şekilde tavana monte edildi. Kamera ve bağlı olduğu video takip 

sistemi (VideoMot2, TSE Systems, Thuringia, Germany) yardımı ile izledikleri yol, 

platformu bulma süreleri ve farklı kadranlarda geçirdikleri süreler kayıt edildi. TSE 

VideoMot2 sisteminin yazılımı ile de analiz edildi.  
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(A)                           (B)  
 

Şekil 3.7. Morris Su Labirenti test düzeneği; (A) Tank ve harici ipuçları, (B) Tankın 

içine konulan gizli platform 

 

 Eğitim için, ilk 4 gün sıçanlar yüzleri tankın duvarına ve arkaları da platforma 

dönük olacak şekilde, her gün farklı bir kadrandan başlamak koşuluyla 4 farklı 

kadrandan (platform güneybatı yönünde olduğu için; kuzey, kuzeybatı, güneydoğu ve 

doğu yönlerinden) tanka bırakılarak 2 dakika boyunca platformu bulmaları için 

beklendi ve bu işlem gün içerisinde 4 defa tekrarlandı. 2. dakikanın sonunda hala 

platformu bulamayanların el yardımı ile platforma ulaşmaları sağlandı (268). Platform 

üzerinde 10 sn etrafı incelemesi ve platformun yerini öğrenmesi için beklendi. Eğitim 

süresince platformu bulmak için ortalama geçirdikleri süre hesaplandığında ve eğer bu 

süre kontrol hayvanları için 4. günün sonunda 15 sn’nin altında ise, 5. gün tüm gruplar 

prob testine tabi tutuldu. Prob testinde; tankın içinde bulunan gizli platform çıkartıldı 

ve sistem üzerinde yeri işaretlendi. Kuzey kadranından yüzleri duvara dönük olarak 

suya bırakılan sıçanlarda 90 sn kayıt alındı. Daha sonra platformun daha önce 

bulunmuş olduğu bölgede ne kadar vakit geçirdiği ve platform bölgesini bulma süreleri 

analiz edildi. Bu test ile uzaysal hafıza ve öğrenilen bilgilerin geri çağıralabilme 

yetenekleri “reconsolidasyon” test edilmektedir (269). Bilateral DG’ye a-sin 

enjeksiyonu ile sıçanların uzaysal hafızalarının bozulması ve buna bağlı olarak da 

platformu bulamamaları ya da daha uzun sürede bulmaları beklenmektedir.  

 

 3.4.5. Rotarod Testi 

 

 Döner bir mil üzerinde gerçekleştirilir. Belli bir hızla dönen ve hızı giderek 

artan döner mil (rod/mil) üzerinde sıçanların ne kadar kalabildiği (düşme latansı) 

ölçülerek motor koordinasyon ve motor öğrenme test edilir. Rotarod cihazı (Commat 

kamera 
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Ltd.) 4 bölmeden oluşmaktadır. Her bölümün altında düştmeyi algılayan ve o bölüm 

için süreyi durduran bir sensör vardır. Her bölüm 40 cm çapındaki silindirlerle 

birbirlerinden ayrılmışdır. Silindirlerin merkezinden 5 cm çapında mil geçer (Şekil 

3.8). Milin dönme hızı 2 ile 48 rpm arasında olabilir ve 1 ile 10 dakika arasında dakika 

bazında 2 rpmden başlayarak 48 rpme kadar hızlandırılabilir.  

 

  

 

Şekil 3.8. Rotarod motor koordinasyon ve öğrenme testi cihazı 

 

 Dengede kalabilmek için; sıçanlar yüzleri dönüş yönünün tersine bakacak 

şekilde mil üzerine yerleştirildi. Eğer yerleştirildikten 4 saniye ya da daha kısa sürede 

düşerlerse; yeniden milin üzerine yerleştirilir. Deneyde ilk gün mil üzerinde durmaya 

alışılması için, bir dakika boyunca sabit 4 rpm hızda mil üzerinde yürümeleri sağlandı. 

Bu işlem 10 dakika ara ile 4 defa tekrarlandı. İkinci gün eğitim fazı olarak; 1 dakika 

içinde 4 rpmden 10 rpme kadar hızlandırılan mil üzerinde dengede kalmaları sağlandı 

ve yine 10 dakika ara ile 4 defa deneme yapıldı. Düşme latansları ve kaç rpm’de 

(frekansta) düştükleri kayıt edildi. Üçüncü gün test fazında ise; döner mil 300 saniyede 

(5 dk) 4 rpm’den-44 rpm’e hızlanacak şekilde ayarlandı, düşme latansları ve 

frekansları kayıt edildi. Test fazında da 10 dk ara ile 4 deneme yapıldı. Her biri için 

ortalama düşme latansı ve frekansı hesaplanarak motor öğrenme dereceleri belirlendi 

(270). SN’ye a-sin aşırı ifadesi bilateral olarak sağlanması sebebiyle asimetri 

beklenmemektedir. Ancak dopaminerjik nöron kaybına bağlı, motor öğrenmede ve 

koordinasyonda bozukluk beklenmektedir. Motor koordinasyon bozukluğu olduğunda 

mil üzerinde daha kısa süre dengede durma ve daha düşük frekansta düşmeleri 

beklenmektedir.  
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 3.4.6. Bazal ve Apomorfin ile İndüklenmiş Açık Alan Lokomotor Aktivite 

Testi 

 

 40X40X40 cm boyutlarında şeffaf pleksiglass malzemeden yapılmış kare 

kutular ve altında bulunan infrared sensör sistemi ile yatay ve dikey hareketleri 

algılayan bir düzenek kullanılır. Kafesler kablo aracılığıyla bilgisayara bağlıdır ve 

kafes içindeki bütün hareketler analiz süresince kayıt edilir (Şekil 3.9). Bilgisayara 

yüklü yazılım yardımıyla toplam hareket (stereotipik: kendi etrafında dönme, 

koklama, kaşınma, ambulatory: durup yeniden harekete başlama ve vertikal: arka 

ekstremiteleri üzerinde yükselme), yürüme, ayağa kalkma, durağan geçirdiği süre ve 

kat ettikleri mesafe eş zamanlı olarak analiz edilir. Kafes içinde daha yoğun vakit 

geçirilen bölgeler ve izlenilen yol grafiksel olarak da aktarılır.  

 

 
 

Şekil 3.9. Lokomotor aktivite kafesleri ve bilgisayar-aracılı analiz sistemi 

 

 Test için; kafeslerin içine tek tek konulan sıçanların 1 saat boyunca bazal 

aktiviteleri analiz edildi. 24 saat sonra 0,5 mg/kg dozunda apomorfin ciltaltına 

uygulandıktan sonra 1 saat boyunca kayıt alındı ve analiz edildi. Literatür 

değerlendirildiğinde ve daha önce gerçekleştirdiğimiz deneylerde 1 mg/kg gibi yüksek 

dozlarda beklenilen etki gözlenmediğinden, apomorfin dozu 0,5 mg/kg olarak 

seçilmiştir (271). Motor fonksiyonları değerlendirmek amacıyla özellikle horizontal 

hareketde ve kat edilen mesafedeki artma/azalma incelendi. SN’de a-sin aşırı ifadesine 

bağlı motor fonksiyon kaybının göstergesi olarak bazal harekette azalma ve apomorfin 

enjeksiyonu sonrası a-sin enjeksiyonu yapılmış sıçanlarda dopaminerjik nöron 

kaybına bağlı hareketlilikte artış gözlenmesi beklenmektedir (271).  
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 Apomorfinin yarılanma ömrü oldukça kısadır ve etkisi çabuk geçmektedir 

(272). Ancak yine de diğer davranış deneylerinde apomorfine bağlı olası bir etki 

görmeyi engellemek için; apomorfin ile indüklenmiş lokomotor aktivite testi davranış 

deneylerinin en sonuncusu olarak planlandı.  

 

 3.5. Beyinlerin İzole Edilmesi 

 

 Davranış deneylerinin hemen bitiminde deney hayvanlarının bir kısmı 

immünoblotlama ile protein düzeyinde meydana gelen değişiklikleri değerlendirmek 

için CO2 (karbondioksit) gazı ile sersemletildikten sonra dekapite edildi (Tablo.3.2.). 

Sürekli oksijenlendirilen dondurulmuş beyin omurilik sıvısı (BOS) üzerine alınan 

beyinlerde sağ ve sol striatum, hipokampüs ve korteksleri ayrılarak sıvı azotta hızlıca 

donduruldu. Sıvı azotta dondurulmuş olan beyinler, uzun süre saklanmak üzere -80°C 

derin dondurucuya kaldırıldı. İmmünohistokimyasal incelemeler için ise; diğer bir 

grup hayvan yüksek doz ketamin/ksilazin karışımı ile uyutulduktan sonra kardiyak 

olarak perfüze edildi (Tablo.3.2.). Perfüzyon sırasında önce %30’luk heparin 

geçirilerek kanın vücuttan atılması sağlandı ve daha sonra %4’lük paraformaldehit 

(PFA) ile dokular fikse edildi. Perfüzyon sonrası beyinler cerrahi olarak çıkartıldı. 

Çıkartılan beyinler PFA solüsyonunda oda sıcaklığında 24 saat bekletildi ve sonra 

uzun süre saklamak için %30’luk sükroz solüsyonuna alınarak +4°C’de buzdolabında 

saklandı.  

 

Tablo 3.2. İmmünohistokimya ve immünoblotlama için kullanılan deney hayvanı 

sayısı 
 

 Deney Grupları 

Bilateral SN ve DG 

a-sin enjeksiyonu 

Bilateral SN ve 

DG GFP 

enjeksiyonu 

Bilateral SN ve 

DG SF 

enjeksiyonu 

Naive 

Kontrol 

IHC WB IHC WB IHC WB IHC WB 

T
ed

a
v

i 
T

ü
rü

 

Rapamisin n=4 ilk 8 hf n=4 ilk 8   -   - n=2 n=3 

n=5son 8 hf n=5son 8 n=3 n=3 

Çözücü n=5 ilk 8 hf n=5 ilk 8    -   - n=3 n=3 

n=5son 8 hf n=5son 8 n=3 n=3 

Herhangi bir 

tedavi 

uygulanmayan 
n=6 n=5 n=6 n=5 n=4 n=4 n=8 n=7 
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 3.6. Beyin Kesitlerinin Saklanması 

 

 +4°C’de %30’luk sükroz çözeltisinde saklanan beyinlerden 35 µm kalınlığında 

mikrotom (Kriyostat-Leica CM 1100) yardımı ile kesitler alındı (Şekil 3.10.a). Doku 

yapıştırıcısı ile metal bir yüzeye sabitlenen beyinler, kuru buz yardımı ile donduruldu. 

Sıra ile alınan tüm beyin kesitleri, her bir kuyucukta bütün bölgeler olacak şekilde 

sıralanarak 24’lük well platelerde saklandı (Şekil 3.10.b). Beyinlerin bozulmadan 

saklanabilmesi için kuyucukların içerisine etilen glikol ve gliserol içeren, bir anti-

freeze solüsyonu konuldu.  

 

(A)                          (B)  
 

Şekil 3.10. İmmünohistokimyasal boyama için kullanılan cihazlar: (A) mikrotom 

cihazı, (B) 24’lü well plate  

 

 3.7. Proteinlerin Ekstraksiyonu 

 

 Sıvı azotta dondurulan beyinler, moleküler analiz yapabilmek için homojenize 

edildi. Bu amaçla hipokampüsler ve striatumlar tek tek tartılarak doku ağırlıklarının 

10 katı RIPA (Radioimmunoprecipitation Assay) solüsyonu, solüsyonun 1:50 oranında 

proteaz inhibitör kokteyli (Sigma® P8340-5ml) ve 1:100 oranında fosfataz inhibitör 

kokteyli (Sigma® P0044-1ml) eklendi. Ultrasonik homojenizatör ile dokular 

parçalanıp, süspansiyon oluşturana kadar homojenize edildi. Homojenize edilmiş 

dokular +4°C’de soğutulmuş satrifüj cihazında 14000 rpm’de 15 dakika santrifüj 

edildi. Santrifüj sonunda pelet ve proteinleri içeren süpernatantlar birbirinden ayrıldı 

ve ependorflara konarak -80°C’de saklandı. 

 Süpernatantlarda, immünoblotlama öncesi konsantrasyonu belirlemek için 

protein tayini yapıldı. Protein konsantrasyon tayininde; Pierce™ BCA Protein Assay 

Kit kullanıldı. Kitin protokolüne göre; belirli konsantrasyonlarda hazırlanan albuminin 

absorbans değerleri ölçülerek, denklemi bilinen bir doğru elde edildi. Bu denklemde 
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konsantrasyonu bilinmeyen örneklerin absorbans değerleri formüldeki yerlerine 

konularak örneklerin protein konsantrasyonları hesaplandı. 

 

 3.8 Proteinlerin İmmünblotlama ile Tayin Edilmesi 

 

 İmmünblotlama, doku örneklerinde özgül protein miktarının saptanması için 

kullanılan bir moleküler biyoloji yöntemidir. Proteinler jel elektroforezi yöntemi ile 

negatif yüklendirilerek jelin yapısındaki farklı boyutlardaki porlardan geçerken 

molekül ağırlıklarına göre ayrıştırılırlar. Negatif yüklü moleküller artı kutba doğru 

hareket ederlerken büyük boyutlu moleküller gittikçe daralan porlardan geçemezler 

yukarlarda kalırlar. Küçük moleküllü proteinler ise daha aşağılara kadar hareket 

ederler. Jel üzerinde boyutlarına göre hızlı ya da yavaş hareket eden proteinlerin 

görünür hale gelebilmeleri için membrana aktarılmaları gerekmektedir. Bu işleme de 

blotlama denir. Membranlar her tür proteini bağlayabilmektedir. Proteinlerin jelden 

membrana aktarılması özel bir tampon ve elektrik aracılığıyla gerçekleşmektedir. 

Membrana aktarılan proteinler özel antikorlar aracılığıyla görünür hale geçirilir ve 

farklı örneklerdeki proteinlerin miktarları ölçülerek karşılaştırılmaları sağlanır.  

Konsantrasyonları bilinen proteinlerde immünoblotlama ile semi-quantitative 

miktar tayini yapıldı. Öncelikle; örneklerin yükleneceği ideal miktarı belirlemek için 

optimizasyon yapıldı. Bu amaçla tek bir örneğin artan miktarları jele yüklenerek 

proteinin doygunluğa ulaştığı miktarı saptandı. Yapmış olduğumuz optimizasyon 

çalışması sonrasında her örnekten 30 µg yüklemeye karar verildi. 30 µg üzerine toplam 

hacmin ¼ oranında yükleme tamponu (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, ABD), 1/10 oranında %5’lik merkaptoetanol eklendi. Bütün 

kuyucuklarda eşit hacmi sağlamak için kalan miktar distile su ile tamamlandı. 

Ependorflara hazırlanan yükleme çözeltileri 5 dk, 90ºC de kaynatıldı ve 10 sn kadar -

20ºC’de hızlıca soğutuldu. Yürütme işlemi için Nu-PAGETM %4-12’lik Bis-Tris 

1.0mm 10 ve 12 kuyucuklu (Novex, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, ABD) hazır jeller kullanıldı. Jeller elektroforez cihazına yerleştirildi. 

Jellerin arasına ve dış kısmına yürütme için gerekli miktarda yürütme tamponu 2-(N-

morfolino) ethan sulfonik asit (MES, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, ABD) konuldu. Proteinlerin yüklenmesi ve ayrıştırılması Sodyum 

https://www.google.com.tr/search?q=Waltham,+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjEkKLXieXUAhVOPFAKHWxlBaoQmxMIkQEoATAP
https://www.google.com.tr/search?q=Waltham,+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjEkKLXieXUAhVOPFAKHWxlBaoQmxMIkQEoATAP
https://www.google.com.tr/search?q=Waltham,+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjEkKLXieXUAhVOPFAKHWxlBaoQmxMIkQEoATAP
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dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) sisteminde gerçekleştirildi. 

İlk kuyucuğa moleküler ağırlık belirteci (SeeBlue® Plus2 Prestained Standart, 

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) yüklendikten sonra diğer 

kuyucuklara örnekler yüklendi. Yürütme işlemi 100 voltta 90 dakika gerçekleştirildi. 

Yürütme işlemi devam ederken Polivinilidin Florid (PVDF) membranın aktive 

edilmesi için oda sıcaklığında 5 dk metanol, 1 dk distile su ve 20 dk transfer tamponu 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) ile çalkalandı. Jel 

çıkarıldıktan sonra membran altta, jel üstte olacak şekilde transfer cihazına 

yerleştirildi. Tek membran için akım şiddeti 120 mA olacak şekilde 3 saat 15 dakika 

transfer işlemi gerçekleştirildi. Transfer aşamasından sonra membranlar, spesifik 

olmayan bağlanmaları azaltmak ve kirliliği engellemek için oda sıcaklığında %5 

yağsız süt tozu eklenmiş %0,1 tween20 içeren tris tamponu (TBS-t) ile çalkalayıcı 

üzerinde 1 saat bloke edildi. Blokaj işleminden sonra membranlar, primer antikor ile 

üretici protokolüne göre uygun süre ve oranda oda sıcaklığında ya da buzdolabında 

%5 yağsız süt tozu içeren TBS-t içerisinde inkübe edildi. İnkübasyon aşamasından 

sonra bağlanmamış primer antikorların temizlenmesi için 3 defa 10 dakika boyunca 

TBS-t ile yıkama yapıldı ve daha sonra primere özgül sekonder antikor ile üretici 

protokolüne göre uygun süre ve oranda oda sıcaklığında %5 yağsız süt tozu içeren 

TBS-t içerisinde inkübasyon gerçekleştirildi. Sekonder antikor kirliliğini engellemek 

için 2 kere 10 dakika TBS-t ile, 1 kere 5 dakika distile su ile yıkama yapıldı.  

Sekonder antikorda horse radish peroxidase (HRP) enzim sistemleri vardır ve 

ortama kemolüminesans eklendiği zaman tepkimeye girerek ışıma sağlarlar. Böylece 

incelenen protein görünür hale gelir. Şeffaf plastik dosyaya konan membranın üzerine 

1 ml kemolüminesans (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, 

Thermo Scientific, Pierce Protein Research Products, 34095) eklenerek tüm membran 

yüzeyinin temas etmesi sağlandı. Image Station 4000 MM (kodak) ve Caresteam MI 

yazılımı kullanılarak membrandaki bantların dijital görüntüleri elde edildi. Resim 

formatında kaydedilen görüntünün ImageJ yazılımı aracılığıyla dansiteleri ölçüldü. 

Yüklemeden kaynaklanabilecek farklılıkları engellemek için beta-aktin, 

tübülin gibi örnekler arasında değişmesi beklenmeyen yapısal proteinlerin de 

miktarları ölçüldü. Bu çalışmada standardizasyon için örnek proteinin optik 

https://www.google.com.tr/search?q=Waltham,+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjEkKLXieXUAhVOPFAKHWxlBaoQmxMIkQEoATAP
https://www.google.com.tr/search?q=Waltham,+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAAxikqkQAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjEkKLXieXUAhVOPFAKHWxlBaoQmxMIkQEoATAP
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yoğunluğu/ yükleme kontrolü (tübülin III ya da beta-aktin) optik yoğunluğu 

hesaplandı.  

Aynı membran üzerinde birden fazla protein görüntülenmek istendiğinde 

protein sinyallerinin birbirini etkilememesi için orta derecede stripping uygulandı. Bu 

amaçla; glisin, SDS ve tween 20 ile hazırlanan düşük pH’li stripping solüsyonu ile 2 

kere 10 dakika muamele edildi. 2 kere 10 dakika fosfat tamponu ve 2 kere 5 dakika 

TBS-t ile yıkama yapıldıktan sonra 1 saat %5 yağsız süt tozu içeren TBS-t blokaj 

yapılıp ardından primer antikor ile inkübasyona bırakıldı. 

Alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan grupta ekspresyonun varlığını göstermek 

için immünoblotlama ile optik yoğunluk hesaplandı. Ancak; a-sin monomerleri 

membrandan kolayca kopabildiği için membranda bantları tespit etmek özellikle de 

hipokampüs bölgesinde oldukça zor olmaktadır. Bu nedenle; önce %0,4 PFA içeren 

fosfat tamponu (PBS) ile 30 dakika fikse edilen membranlar, daha sonrasında yine 1 

saat %5 yağsız süt tozu içeren TBS-t ile bloke edildi ve primer antikor ile inkübasyona 

bırakıldı (273).  

 

3.9. Kesitlerin İmmünohistokimyasal Boyanması 

  

Mikrotom ile 35µm kalınlığında alınan kesitlerde histopatolojik inceleme ve a-

sin/GFP aşırı ifadesini teyit etmek amacıyla free-float olarak immünohistokimyasal 

(IHC) boyama yapılmıştır. Bu yöntemde dokulardan anti-freeze’in uzaklaştırılması 

için öncelikle Tris-HCl (pH 7,6) solüsyonu ile 2 defa 5 dakika yıkandı. Membranların 

geçirgenliğini artırmak amacıyla metanol ve %30 H2O2 içeren quenching çözeltisi ile 

20 dakika muamele edildi. Quenching çözeltisini uzaklaştırmak için 4 defa 5 dakika 

%0,05 triton-X 100 içeren Tris, NaCl tuz tamponu pH 7,6 (TBS) ile yıkama yapıldı. 

Görüntüleme sırasında kirliliği azaltmak için 10 dakika boyunca %0,25 triton-X 100 

(sigma) içerenTBS (TBS-T) içeresinde protein blokaj solüsyonu (Acu-stain HRP Kit, 

Genemed) ile blokaj yapıldı. Ardından %0,05’lik TBS-T solüsyonuna blokaj 

solüsyonu ve uygun miktarlarda primer antikorlar eklenerek gün aşırı inkübasyona 

bırakıldı. Bütün bu işlemler oda sıcaklığında ve çalkalayıcı üzerinde gerçekleştirildi. 

İkinci gün primer antikordan arındırmak için 3 defa 10 dakika TBS ile yıkama yapıldı. 

Yıkamanın ardından %0,05’lik TBS-T içeresine IHC kitinin biotinlenmiş sekonder 
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içeren solüsyondan (Acu-stain HRP Kit, Genemed) damlatılarak 10 dakika inkübe 

edildi. 3 defa 10 dakika %0,05’lik TBS-T ile yıkamanın ardından IHC kitinin 

Streptoavidin-peroksidaz içeren solüsyonundan %0,05’lik TBS-T içerisine 

damlatılarak 10 dakika inkübe edildi. Böylece streptoavidin-peroksidaz kompleksi 

sekonder antikora bağlanarak ilgi moleküllerin tespit edilebilir hale gelmesi sağlandı. 

Dokulardan sekonderi uzaklaştırmak için 2 defa 10 dakika TBS-T ve 1 defa 10 dakika 

Tris-HCl çözeltisi ile yıkandı. Bağlanılan proteinin görünür hale gelmesi için 3,3’-

Diaminobenzidin (DAB) ile muamele edildi. Bütün aşamalar oda sıcaklığında ve 

çalkalayıcı üzerinde gerçekleştirildi. DAB ile boyama için ticari olarak satın alınan 

DAB kiti (Power-Stain™ 1.0 Poly HRP DAB Kit,Genemed) kullanıldı. DAB 

karışımı eklendikten sonra kuyucuklara reaksiyonu hızlandırmak için bir damla H2O2 

eklenerek hafifçe çalkalandı ve dokuların kahverengini alması beklendi. DAB 

reaksiyonunu durdurmak için dokular Tris-HCl pH 7.6 çözeltisi ile yıkandı. Tris-HCl 

içerisinde yüzer vaziyette bulunan dokular poli-L-lizin ile kaplanmış lam üzerine fırça 

yardımı ile sabitlendi. Dokular lam üzerine alındıktan sonra en az 1 gün kuruması için 

oda sıcaklığında üzerleri açık olarak beklendi. Uzun süreli saklayabilmek için dokular 

dehidrate ve rehidrate edilerek lamel ile kapatıldı. Bunun için öncelikle 1 dakika distile 

suda daha sonra dehidrate etmek için artan konsantrasyonda %70 ve %90’lık etil 

alkolde ikişer dakika, %100 ve %100’lük etil alkolde ise üçer dakika bekletildi. 

Rehidrate etmek için ise ksilen içerisinde 10 dakika bekletildi. Dokular ksilenden 

alındıktan sonra üzerine entellan doku yapıştırıcısı (Sigma) damlatılarak lamel ile 

kapatıldı.  

 

3.10. Deneyde Kullanılan Çözeltiler ve Antikorlar 

 

Moleküler düzeydeki değişiklikleri incelemek ve analiz edebilmek için 

uygulanan immünohistokimya ve immünoblotlama yöntemlerinde çeşitli antikorlar 

kullanılmıştır. 
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3.10.1. Primer Antikorlar 

 

Monoklonal anti-alfa-sinüklein (a-sin): (1:1000 dilüsyon, ab80627, Abcam, 

Birleşik Krallık). AVV-aracılı a-sin stereotaksik enjeksiyonu sonrası a-sin aşırı 

ifadesini teyit etmek için kullanıldı. Farede üretilmiş monoklonal bir antikordur ve 

insana özel olan a-sin proteinine bağlanır. Sıçan ya da fare ile çapraz reaksiyon 

göstermez. Hem immünohistokimyasal boyamalarda hem de immünoblotlama 

çalışmalarında kullanılabilir. İmmünblotlama ile bu antikor 19 kDa moleküler 

ağırlığında bant şeklinde bir sinyal verir. 

Monoklonal anti-alfa-sinüklein (a-sin): (1:1000 dilüsyon, MA1-90346, 

Termo Fischer Scientific, ABD). Farede üretilmiş monoklonal bir antikordur ve insana 

özel olan a-sin proteinine bağlanır. Sıçan ya da fare ile çapraz reaksiyon göstermez. 

immünoblotlama ile bu antikor 27 kDa moleküler ağırlığında bant şeklinde bir sinyal 

verir. İmmünblotlama ile GFP miktarının semi-kantitatif hesaplanmasında kullanıldı. 

Monoklonal anti-alfa sinüklein (phospho S129): (1:1000 dilüsyon, Abcam, 

Birleşik Krallık). Tavşanda üretilmiş monoklonal bir antikordur. Sadece Ser129’dan 

fosforillenmiş a-sinleri tanır. Fosforile a-sin, sağlıklı bir insan beyni hipokampüsünde 

herhangi bir boyanmaya neden olmazken, Parkinson hastalarının beyinlerinde 

boyanma gerçekleştirir. Patolojik a-sinlerin belirlenmesi için immünoblotlama 

yönteminde kullanılmıştır. İmmünblotlama ile bu antikor 14 kDa moleküler 

ağırlığında bant şeklinde bir sinyal verir. 

Poliklonal anti-green floresan protein (GFP): (1:2000 dilüsyon, ab13970, 

Abcam, Birleşik Krallık). AVV-aracılı GFP stereotaksik enjeksiyonu sonrası GFP aşırı 

ifadesini teyit etmek için kullanıldı. Tavukta üretilmiş poliklonal bir antikordur. 

Enerji-transferi alıcısıdır. Enerji transferi ile ekorin proteininin mavi 

kemoluminesansını yeşil floresan ışığına çevirir. Floresan in vivo olarak Ca+2 ile aktive 

olan ekorin fotoproteininden enerji alır. İmmünblotlama ile bu antikor 19 kDa 

moleküler ağırlığında bant şeklinde bir sinyal verir. İmmünblotlama yöntemi ile a-sin 

miktarının semi-kantitatif hesaplanmasında kullanıldı. 

Monoklonal anti-tirozin hidroksilaz (TH): (1:1000 dilüsyon, ab75875, 

Abcam, Birleşik Krallık). Dopaminerjik denervasyon miktarını tespit etmek amacıyla 

immünohistokimyasal olarak boyanan striatum ve SN doku örneklerinde TH enzim 
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düzeylerinin saptaması için kullanıldı. Ayrıca; immünoblotlama yöntemi ile TH 

miktarının semi-kantitatif hesaplanmasında kullanıldı. Tavşanda üretilmiş monoklonal 

bir antikordur ve TH enziminin N terminal bölgesinde 50-150. amino asitler arasını 

tanır. Sıçan beyin dokusunda, immünoblotlama ile bu antikor 59 kDa moleküler 

ağırlığında bant şeklinde bir sinyal verir. 

Monoklonal anti-Nöronal Çekirdek Antijeni (NeuN): (1:1000 dilüsyon; 

MAB377B, Merck Millipore, Almanya). NeuN; bütün omurgalıların santral ve 

periferik sinir sisteminin pek çok nöronal hücresinde bulunan, DNA-bağlanan nörona 

özel NeuN proteinini tanır. Hem immünohistokimyasal boyamada hem de 

immünoblotlama yöntemi ile NeuN miktarının semi-kantitatif hesaplanmasında 

kullanıldı. Farede üretilmiş monoklonal bir antikordur. İmmünblotlama ile bu antikor 

62 kDa moleküler ağırlığında bant şeklinde bir sinyal verir.  

Monoklonal anti-sinaptofizin: (1:1000 (IHC); 1:300 (WB) dilüsyon, S 5768, 

Sigma-Aldrich Inc, ABD). Hem immünohistokimyasal boyama sonrasında sinaptik 

dansitenin ölçülmesinde hem de immünoblotlama yöntemi ile sinaptofizin miktarının 

semi-kantitatif hesaplanmasında kullanıldı. Farede üretilmiş monoklonal bir 

antikordur, immünoblotlama ile 38 kDa moleküler ağırlığında bant şeklinde bir sinyal 

verir.  

Poliklonal anti-ALDH1L1: (1:1000 dilüsyon, ab87117, Abcam, Birleşik 

Krallık). Aldehit dehidrogenaz 1 L1 ailesine ait bir enzimdir ve astrosit belirteci olarak 

kullanılır. İmmünblotlama ile ALDH1L1 miktarının semi-kantitatif hesaplanmasında 

kullanıldı. Tavşanda üretilmiş poliklonal bir antikordur, immünoblotlama ile 100 kDa 

moleküler ağırlığında bant şeklinde bir sinyal verir. 

Poliklonal anti-iyonize kalsiyum bağlayan adaptör protein 1 (İba-1): 

(1:1000 dilüsyon, 19-19741, Wako chemicals, ABD). İba-1 özel olarak mikroglia ve 

makrofajlar ile etkileşime giren bir proteindir. İmmünohistokimyasal boyama ile 

beyindeki mikroglial aktiviteyi tayin etmek için İba-1 boyaması yapıldı. 

Poliklonal anti-LC3B: (1:1000 dilüsyon, ab48394, Abcam, Birleşik Krallık). 

İnsan LC3 protein sekansının 1-100 arasındaki N-terminal ucuna bağlanan sentetik bir 

peptittir. Otofagozomal veziküllerin oluşumunda görev alır. İmmünblotlama ile LC3 

I/II miktarının semi-kantitatif hesaplanmasında kullanıldı. Tavşanda üretilmiş 
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poliklonal bir antikordur, immünoblotlama ile 16 ve 17 kDa moleküler ağırlıklarında 

bantlar şeklinde bir sinyal verir. 

Monoklonal anti-SQSTM1/p62: (1:2000 dilüsyon, ab56416, Abcam, Birleşik 

Krallık). Ubikutine bağlanan adaptör bir proteindir. İmmünblotlama ile p62 miktarının 

semi-kantitatif hesaplanmasında kullanıldı. Farede üretilmiş monoklonal bir 

antikordur, immünoblotlama ile 60 kDa moleküler ağırlığında bant şeklinde bir sinyal 

verir. 

Poliklonal anti-kaspaz 3: (1:500 dilüsyon, ab4051, Abcam, Birleşik Krallık). 

Apoptotik cevapta görev alan kaspaz kaskatının aktivasyonundan sorumlu proteindir. 

İmmünblotlama ile kaspaz 3 miktarının semi-kantitatif hesaplanmasında kullanıldı. 

Tavşanda üretilmiş poliklonal bir antikordur, immünoblotlama ile 32 kDa ve 55 kDa 

moleküler ağırlıklarında bant şeklinde bir sinyal verir. 

Monoklonal anti-Beta-aktin: (1:7500 dilüsyon, A2228, Sigma-Aldrich Inc, 

ABD) Yükleme kontrolü proteini olarak beta-aktin kullanıldı. Farede üretilmiş 

monoklonal bir antikordur ve aktin proteinin beta izoformunun N-terminalindeki 

epitopu tanımaktadır. İmmünblotlama ile 42 kDA moleküler ağırlığında bant şeklinde 

bir sinyal verir. Diğer primer antikorlar ile elde edilen bant yoğunlukları aynı örneğin 

β-aktin ile elde edilen bant yoğunluğuna oranlanarak rölatif yoğunluk değerleri elde 

edildi ve gruplar arası karşılaştırma bu değerler üzerinden yapıldı.  

Poliklonal anti-β-Tubulin III: (1:7500 dilüsyon, A2200, Sigma-Aldrich Inc, 

ABD) Yükleme kontrolü proteini olarak beta-tubulin III kullanıldı. Tavşanda üretilmiş 

poliklonal bir antikordur. İmmünblotlama ile 50 kDA moleküler ağırlığında bant 

şeklinde bir sinyal verir. Diğer primer antikorlar ile elde edilen bant yoğunlukları aynı 

örneğin β-aktin ile elde edilen bant yoğunluğuna oranlanarak rölatif yoğunluk 

değerleri elde edildi ve gruplar arası karşılaştırma bu değerler üzerinden yapıldı. 

 

3.10.2. Sekonder antikorlar 

 

IHC de GFP primer antikoru ile bağlanan proteinlerin DAB reaksiyonu ile görünür 

hale gelmesinde HRP bağlı anti-chicken (ab6753, Abcam, Birleşik Krallık) antikoru 

kullanıldı. İmmünblotlama için primer antikorlar ile oluşturulan bantların 

görüntülenebilmesi için HRP bağlı anti-mouse (7076, Cell Signaling Technology Inc, 
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ABD), anti-rabbit (7074, Cell Signaling Technology Inc, ABD) ve anti-chicken 

(ab6753, Abcam, Birleşik Krallık) sekonder antikorları kullanıldı. 

 

3.10.3. Kullanılan Çözeltiler 

Yapay Beyin Omurilik Sıvısı: 

Sodyum klorür (NaCl) 120 mM 

Potasyum klorür (KCl)  2.5 mM 

Magnezyum sülfat heptahidrat (MgSO4.7H2O)   2 mM 

Kalsiyum klorür dihidrat (CaCl2.2H2O)   2 mM 

Sodyum bikorbonat (NaHCO3) 26 mM 

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4)    1.25 mM 

Glukoz (D-Glukoz.H2O) 10 mM 

 CaCl2 ayrı bir kapta çözülür. Diğer maddeler çözülüp 5%CO2 ve 95%O2 ile 

oksijenlendirildikten sonra karışımın içine CaCl2 damla damla eklenir ve 

oksijenlendirilmeye devam edilir. pH 7,4 ve sıcaklığı 28-30ºC ayarlanır. 

Radioimmunoprecipitation Assay Tamponu (RIPA) 

NaCl 150 mM 

Triton-X %0.1 

Sodyum Deoksikolat (DOC) %0.5 

%20 SDS %0.1 

Tris pH 8.0 50 mM 

Proteaz İnhibitör Kokteyli 1:50 oranında 

Fosfataz İnhibitör Kokteyli 1:100 oranında 

 Proteaz ve fosfataz inhibitörleri beyinler homojenize edilmeden hemen önce 

eklenir. 

 Anti-freeze Çözeltisi  1000 ml 

Sodyum fosfat monobazik (Na2H2PO4.H2O) 13.75 g 

Sodyum fosfat dibazik heptahidrat (Na2HPO4.7H2O) 25.75 g 

Distile su 400 ml 

Etilen glikol 300 ml 

Gliserol 300 ml 
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 Paraformaldehit (PFA) 100 ml 

Di-natriumhidrojen (Na2HPO4) 2.9 g 

Natriumdihidrojen (NaH2PO4) 0,23 g 

Paraformaldehit 4 g 

PBS 100 ml 

 Yüksek pH derecesinde ısıtılarak hepsi çözülür. Maddeler çözündükten sonra 

pH 7,4’e ayarlanır. 

Strip Tampon Çözeltisi 

Glisin 15 g 

SDS 1 g 

Tween 20 10 ml 

Distile su   

Bütün maddeler karıştırılır ve bir miktar distile su içerisinde çözülür. pH 2,2’ye 

ayarlanır ve daha sonra toplam çözelti 1 L’ye tamamlanır. 

 Quenching (Permeabilizasyon) Çözeltisi 

%30 H2O2 %10 

Metanol %10 

Tris-HCl %100’e tamamlanır. 

 %30 Hidrojen Peroksit Çözeltisi 

H2O2 30 ml 

Distile su 100 ml’ye tamamlanır. 

Fosfat Tamponu (PBS) 

Fosfat tampon tablet 1 adet 

Distile su 500 ml 

 

Tris-HCl Çözeltisi (TBS) 

Tris Baz 0.05 M 

NaCl 0.15 M 

Distile su 1 L 

Tris baz ve NaCl distile suda çözülür ve pH 7,6’ya ayarlanır. 
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 TBS-T Çözeltisi 

Triton-x-100 %0,05 

TBS 100 ml 

 TBS-t Çözeltisi 

Tween 20 % 0,1 

TBS 100 ml 

 Blokaj Çözeltisi 

Yağsız süt tozu %5 

TBS-t 100 ml 

 Sükroz Çözeltisi 

Sükroz 300 mg 

Distile su 1000 ml 

 

3.10.4. Kullanılan Kitler  

 

BCA protein tayin kiti (Thermo Scientific PierceTM 23225) 

IHC boyama kiti (Genemed Acu-StainTM 54-0003) 

DAB kiti (Genemed Sensitive DAB Substrate Kit 10-0048) 

Lümünesans kiti (Thermo Scientific SuperSignal® West Femto 34096) 

 

 3.10.5. Kullanılan Cihazlar 

 

Stereotaksi cihazı (Kopf, ABD), diseksiyon mikroskopu (Leica S8AP0, 

Almanya), mikrotom (Leica SM200R, Almanya), mikroskop (Nicon Eclipse E600, 

Japonya), video tracking sistemi (TSE VideoMot2, Almanya), video tracking sistemi 

yazılımı (TSE VideoMot2, Almanya), EthoVision Video Tracking Sistemi (Noldus, 

Hollanda), NIS Elements Ar Mikroskop Görüntüleme Yazılımı (Nicon, Japonya), pH 

metre, vorteks, immünblot sürükleme cihazı, BioRad Mini Protean Tetra Cell (Bio-

Rad, ABD), sürükleme cihazı güç kaynağı, BioRad PowerPac (Bio-Rad, ABD), 

transfer cihazı (Hoefer, ABD), elektroforez güç kaynağı (Consort, Belçika), soğutmalı 

mikrosantrifuj (Kubata, Japonya), mikroplak okuyucu (Biotek Powerwave XS2, 
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ABD), kemiluminesans Image Station 4000 MM (Kodak, ABD), Kodak Molecular 

Imaging yazılımı (version 5.0, Kodak, ABD) 

 

3.11. İstatistiksel Analiz 

 

Tüm istatistiksel analizler GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., San 

Diego, CA, USA) programı kullanılarak yapıldı. İki grup arasındaki karşılaştırmalarda 

Student’ın t testi, ikiden fazla olan gruplar arasındaki karşılaştırmalarda; gruplar 

normal dağılım gösterdiğinde tek yönlü varyans analizi (ANOVA), normal dağılım 

göstermediğinde ise nonparametrik testlerden olan Kruskal Wallis testi uygulandı. 

Post-hoc test olarak ANOVA’nın ardından Tukey’in ya da Sidak’ın çoklu karşılaştırma 

testi, Kruskal Wallis’in ardından ise Dunn’ın çoklu karşılaştırma testleri uygulandı. 

Sonuçlar ortalama ± standart hata olarak ifade edildi ve p<0,05 istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi. Kontrol gruplarına ANOVA uygulanarak, gruplar arasında bir 

fark olmadığında (naive kontrol, SF ve GFP kontrolleri) alfa-sinüklein enjeksiyonu 

yapılmış deney grubunun herhangi bir kontrol grubundan farklı olması istatistiksel 

olarak anlamlı kabul edildi. 
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4.BULGULAR 

 

4.1. Parkinson Hastalığı Modelinin Oluşturulması 

 

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjeksiyonu yapılarak 18 hafta 

içerisinde zamana bağlı olarak a-sin aşırı ifadesi sağlanmış ve Parkinson hastalığı 

benzeri patoloji oluşturulmuştur. Bu patoloji hem davranışsal olarak hem de moleküler 

düzeyde aşağıda belirtilen deneylerle değerlendirilmiştir.  

 

4.2. AAV-aracılı Bilateral SN ve DG’ye Alfa-sinüklein Enjeksiyonunun 

Başlangıcından İtibaren Lokomotor Aktivitede Meydana Gelen Değişiklikler 

 

 A-sin enjeksiyonun zaman içerisinde neden olduğu patolojiyi daha detaylı 

olarak görebilmek ve zamansal olarak değerlendirebilmek için ayrı bir deney grubu 

oluşturuldu. Bu deney grubuna bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi 

sağlanmasının hareketliliğe ve motor fonksiyona olan etkisi lokomotor aktivite testi 

ile 3. haftadan itibaren 16. haftaya kadar 2 haftada bir değerlendirildi. Hem yatay hem 

de dikey düzlemdeki hareketler, kat edilen mesafe ve stereotipik hareketler 1 saat 

boyunca kayıt edildi. 

 AAV-aracılı a-sin enjekte edilmiş grupta her 2 haftada bir yapılan lokomotor 

aktivite testinde enjeksiyon yapıldıktan sonra ilk beş hafta hareketlilikte azalma daha 

sonrasında ise tekrardan bir artış gözlendi. Grup içinde haftalar arasında 

hareketlilikteki artış ve azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Ancak 

karakterizasyon grubunun naive kontrol ve a-sin enjekte edilmiş grubunun 18. 

haftadaki lokomotor aktivite test sonucu eklendiği zaman 15. haftadaki toplam 

hareketin 18. hafta a-sin grubuna benzer ve naive kontrol grubundan az olduğu 

gözlendi. Ancak, grupların farklı olmasından dolayı istatistiksel olarak analiz 

yapılmadı. 18. haftada a-sin enjekte edilmiş grubun kontrol grubuna oranla toplam 

hareket miktarında azalma bulundu (p=0,0022 a-sin18. hafta (5621 ± 257,8) vs 

kontrol18.hafta (7943 ± 661,9); Şekil 4.1). 
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Şekil 4.1. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjeksiyonunun toplam 

hareket miktarına etkisi (**p<0,01 18. haftaa-sin vs 18. haftakontrol, veriler Ort 

± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin=5 (3.hafta), na-sin=4 (5., 7., 9., 11., 13., 

15.hafta), na-sin=10 (18.hafta), nkontrol=7 (18.hafta); tek yönlü ANOVA 

ardından post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi;  eşlenmemiş veriler 

için Student’ın t testi uygulanmıştır). 

 

 AAV-aracılı a-sin enjekte edilmiş grubun her 2 haftada bir yapılan açık alan 

lokomotor aktivite testinde “toplam hareket”e benzer şekilde “kat edilen mesafe”nin 

de ilk 5 hafta azaldığı, daha sonrasında arttığı gözlendi. Ancak, grup içinde haftalar 

arasında hareketlilikteki artış ve azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. 18. 

haftada a-sin enjekte edilmiş grubun aynı dönemde teste tabi tutulan kontrol grubuna 

oranla kat ettiği mesafe daha az bulundu (p=0,0014 a-sin18. hafta (6415 ± 402,7) vs 

kontrol18.hafta (10916 ± 1248); Şekil 4.2). 

 

 

Şekil 4.2. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjeksiyonunun kat 

edilen mesafeye etkisi (**p<0,01 18. haftaa-sin vs 18. haftakontrol, veriler Ort 

± SH olarak ifade edilmiştir. Na-sin=5 (3. hafta), na-sin=4 (5., 7., 9., 11., 13., 

15. hafta), na-sin=10 (18. hafta), nkontrol=7 (18. hafta); tek yönlü ANOVA 

ardından post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi;  eşlenmemiş veriler 

için Student’ın t testi uygulanmıştır). 
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 AAV-aracılı a-sin enjekte edilmiş grubun 2 haftada bir yapılan açık alan 

lokomotor aktivite testinde 5. hafta horizontal aktivitenin 15. haftaya oranla daha az 

olduğu hesaplandı (p=0.0269 a-sin 5.hafta (4370±817) vs a-sin15. hafta (8977±788,1)). 18. 

haftada a-sin enjekte edilmiş grubun aynı dönemde teste tabi tutulan kontrol grubuna 

oranla horizontal aktivite miktarının daha az olduğu bulundu (p=0.0006 a-sin18. hafta 

(8928 ± 394,3) vs kontrol18.hafta (14300 ± 1378); Şekil 4.3). 

 

 

Şekil 4.3. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjeksiyonunun 

horizontal aktiviteye etkisi (#p<0,05 5. haftaa-sin vs 15. haftaa-sin, ***p<0,01 

18. haftaa-sin vs 18. haftakontrol,veriler  Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. Na-

sin=5 (3. hafta), na-sin=4 (5., 7., 9., 11., 13., 15. hafta), na-sin=10 (18. hafta), 

nkontrol=7 (18. hafta); tek yönlü ANOVA ardından post hoc Tukey’in çoklu 

karşılaştırma testi; eşlenmemiş veriler için Student’ın t testi 

uygulanmıştır). 

 

4.3. AAV-aracılı Bilateral SN ve DG Alfa-sinüklein Aşırı İfadesinin 

Davranış Deneyleri ile Karakterizasyonu 

 

Yeni bir grup sıçan, AAV-aracılı bilateral SN ve DG’ye a-sin enjeksiyonu 

yapılıp, 16 hafta boyunca hastalığın patolojisinin oluşması için hiçbir ek işlem 

yapılmadan normal şartlar altında yaşatıldı. 16. haftadan itibaren var olan patolojinin 

davranışsal olarak meydana getirdiği değişiklikler davranış deneyleri ile test edildi. 
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 4.3.1. Bilateral SN ve DG de AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesinin 

Aksiyete Üzerine Etkisi  

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin aksiyete üzerine etkisi 

yükseltilmiş artı labirenti testi ile değerlendirildi. YAL testine göre kontrol grupları 

arasında fark yokken (GFP enjekte edilmiş, SF enjekte edilmiş hayvanlar ve naive 

kontrol hayvanları), bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjekte edilmiş 

sıçanların, açık kolda daha çok vakit geçirdikleri gözlendi (p=0,0115 a-sin (10,9±0,8) 

vs SF (6,3±1,2), Şekil 4.4).  
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Şekil 4.4. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjeksiyonunun YAL 

testine göre açık kolda geçirilen süreyi etkisi (*p<0,05 a-sin vs SF grubu, 

veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. n=7 a-sin, n=8 GFP, n=7 SF, n=6 

naive kontrol; tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ardından post hoc 

Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 

 

  4.3.2. Bilateral SN ve DG de AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesinin 

Hafıza Üzerine Etkisi 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin hafızaya etkisi yeni 

nesne tanıma (YNT) testi ile değerlendirildi. Nesneler tanıtıldıktan 1 saat sonra 

gerçekleştirilen test ile yakın dönem bellek, 24 saat sonra ise uzun dönem bellek 

fonksiyonları değerlendirildi. 

YNT testinde 1 saat sonra % yeni nesne ile geçirilen vakitte kontrol grupları 

arasında fark görülmezken, bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjekte edilmiş 
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sıçanların daha az vakit geçirirdikleri gözlenmiştir (p=0,0128 a-sin (54±4,9) vs naive 

kontrol (74,5±4,5), Şekil 4.5.a).  

24 saat sonra gerçekleştirilen YNT testine göre ise gruplar arasında fark 

gözlenmemiştir (Şekil 4.5.b).  
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Şekil 4.5. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjeksiyonunun YNT 

testine göre (A) 1 saat sonrasında (B) 24 saat sonrasında yeni nesne ile 

geçirilen süreye etkisi (*p<0,05 a-sin vs naïve kontrol grubu (yakın dönem), 

veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. n=7 a-sin, n=8 GFP, n=7 SF, n=10 

kontrol; tek yönlü ANOVA ardından post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma 

testi uygulanmıştır). 
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  4.3.3. Bilateral SN ve DG de AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesinin 

Hedoni Üzerine Etkisi 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin hedoni üzerine etkisi 

sükroz tercihi testi ile değerlendirildi. Sükrozlu suya alıştırıldıktan sonra sıçanların 

%1’lik sükrozlu su ile normal içme suyuna eşit oranda erişimleri sağlanarak % 

sükrozlu suyu tercih etme oranları hesaplandı. A-sin enjekisyonunun hedoni üzerine 

etkisi olmadığı ve gruplar arasında sükrozlu su tercih etme oranları arasında fark 

olmadığı gözlendi (Şekil 4.6).  

 

k o n tr o l a -s in G F P  S F

0

5 0

1 0 0

S ü k r o z  T e r c ih

G ru p la r

%
s

ü
k

ro
z

 t
ü

k
e

ti
m

i

% S T =  s ü k ro z lu  s u /(s ü k ro z lu  s u + iç m e  s u y u )*1 0 0

 

Şekil 4.6. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin aşırı enjeksiyonunun 

sükroz tüketimine etkisi. (veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. n=11 a-

sin, n=11 GFP, n=8 SF, n=7 kontrol; tek yönlü ANOVA ardından post hoc 

Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 

 

 4.3.4. Bilateral SN ve DG de AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesinin 

Öğrenme ve Uzaysal Hafıza Üzerine Etkisi 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin öğrenme ve uzaysal 

hafızaya etkisi Morris su labirenti testi (MSL) ile değerlendirildi. 4 gün boyunca günde 

4 defa farklı kadranlardan bırakılıp çevredeki ipuçlarına göre platformu bulma süresi 

hesaplanarak öğrenme düzeyleri, 5. gün platform kaldırıldıktan sonra platformun 

olduğu bölgede geçirdikleri süre hesaplanarak da uzaysal hafızaları ve pekiştirme 

düzeyleri değerlendirildi. 
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İlk 4 günlük öğrenme süresi içerisinde a-sin enjekte edilmiş grubun diğer 

gruplara göre platformun yerini daha geç bulduğu gözlendi (Şekil 4.7.c). Tekrarlı 

ölçümler için ANOVA ile analizi sonucunda a-sin grubunun 1. ile 4. gün arasında 

platformun yerini öğrenmede fark olmadığı ve öğrenemediği gözlenirken, diğer 

gruplarda fark olduğu ve öğrenebildikleri gözlendi (Şekil 4.7.b). 
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Şekil 4.7. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjeksiyonunun 

öğrenmeye etkisi (A) A-sin ve kontrol grubu için örnek analiz çıktısı (B) 

Her bir grubun günler içerisindeki öğrenme eğrileri, (C) Grupların toplu 

öğrenme eğrileri (*p<0,05 kontrol, GFP ve SF gruplarının kendi içlerinde 

günlere göre öğrenme dururmları, veriler Ort ± SH olarak gösterilmiştir. 

n=9 a-sin, n=10 GFP, n=8 SF, n=7 kontrol; Tekrarlı ölçümler için ANOVA 

ardından post hoc Sidak’ın çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır).  

 

4 günlük eğitim süresinden sonra 5. gün platform su tankının içerisinden 

çıkartılarak prob testi yapıldı. Prob testinde, kontroller arasında fark gözlenmezken; a-

sin enjekte edilen grubun platformun olduğu noktayı bulmak için en çok vakit 

harcayan grup olduğu gözlendi (p=0,002 a-sin (52,4±10,8) vs SF (12,5±3,1), p=0,02 

naive kontrol (21,04±5,6), GFP (24,23±5,6), Şekil 4.8.a). Ayrıca; a-sin enjekte edilen 
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grubun platformun olduğu noktada en az vakit geçiren grup olduğu da gözlendi (Şekil 

4.8.b). Platformlarda geçirdikleri toplam süreler değerlendirildiğinde ise gruplar 

arasında fark gözlenmedi (Şekil 4.8.c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Şekil 4.8. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjeksiyonunun MSL 

prob testine göre (A) platformu bulma süresine etkisi, (B) platform 

bölgesinde kalma süresine etkisi ve (C) platform kadranında geçirilen 

sürelere etkisi (**p<0,01 a-sin vs SF, *p<0,05 a-sin vs SF; veriler Ort ± SH 

olarak ifade edilmiştir. n=9 a-sin, n=10 GFP, n=8 SF, n=7 kontrol; Kruskal-

Wallis ardından post hoc Dunn’ın çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 

 

 4.3.5 Bilateral SN ve DG de AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesinin 

Motor Öğrenme ve Koordinasyon Üzerine Etkisi 

 

Sıçanlarda bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin motor 

öğrenme ve dengeye etkisi rotarod testi ile değerlendirildi. İlk 2 gün döner mil üzerinde 
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dengede durma öğretildikten sonra 3. gün test fazı olarak yapılan deneyde kontrol 

grupları arasında fark gözlenmezken, a-sin enjekte edilen grubun döner mil üzerinde 

kalma süresinin kontrollerden daha az olduğu (p=0,02 a-sin (46,13±7,91) vs naive 

kontrol (78±7,24), Şekil 4.9.a) ve döner mil üzerinden düşme frekansının da en düşük 

olduğu gözlendi (Şekil 4.9.b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Şekil 4.9. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjeksiyonunun rotarod 

testine göre;(A) döner mil üzerinde kalma süresine etkisi, (B) düşme 

frekansına etkisi (*p<0,05 a-sin vs naïve kontrol, veriler Ort ± SH olarak 

ifade edilmiştir. n=10 a-sin, n=9 GFP, n=8 SF, n=8 kontrol; tek yönlü 

ANOVA ardından post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi 

uygulanmıştır). 
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 4.3.6 Bilateral SN ve DG de AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesinin 

Açık Alan Lokomotor Aktivite Üzerine Etkisi 

 

 Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin hareketliliğe ve motor 

fonksiyona olan etkisi açık alan lokomotor aktivite testi ve apomorfin ile indüklenen 

lokomotor aktivite testi ile değerlendirildi. Öncelikle deneyde hem yatay hem de dikey 

düzlemdeki hareketleri ölçebilen lokomotor aktivite kafesleri içerisinde tutuldular ve 

1 saat boyunca kayıt alındı. Aynı işlem 24 saat sonra aynı saatte 0,5 mg/kg dozunda 

subkütan apomorfin uygulandıktan sonra tekrar edildi ve tekrar 1 saat kayıt alındı. 

Açık alan lokomotor aktivite testinde kafese alıştırma ve apomorfin 

enjeksiyonu sonrası etkinin ortaya çıkması için, yapılan kayıtın 30. dakika ile 60. 

dakika arası analiz edildi (271). Bazal lokomotor aktivitede dakika bazında gruplar 

arasında hareketlilikte büyük bir fark gözlenmezken, apomorfin enjeksiyonu sonrası 

a-sin grubunda horizontal aktivitede artış gözlendi (Şekil 4.10).  

 

 

Şekil 4.10. Lokomotor aktivite testinde grupların 30 ile 60 dk arasındaki bazal ve 5 ile 

35 dk arasındaki apomorfin enjeksiyonu sonrası horizontal 

aktivitelerindeki değişimin dakika bazında kümülatif gösterimi 

 

Açık alan lokomotor aktivite testinde, kontrol grubunun bazal aktivitesinin 

diğer gruplara oranla daha fazla olduğu gözlendi (Şekil 4.11.a). Apomorfin 

enjeksiyonu sonrasında ise a-sin grubunun diğer gruplara oranla daha fazla hareket 

ettiği gözlendi (Şekil 4.11.a). AAV-aracılı a-sin enjekte edilmiş grubun bazal 

aktivitesinin düşük ve apomorfin enjeksiyonu sonrasında horizontal aktivitesinin en 

yüksek olduğu gözlendi. Buna bağlı olarak a-sin enjekte edilmiş grubun 
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hareketlilikteki artışının diğer gruplara oranla daha fazla olduğu gözlendi (p=0,026 a-

sin (26053±2109) vs naive kontrol (18039±2427), p=0,001 a-sin (26053±2109) vs SF 

(13875±1203), p=0,019 a-sin (26053±2109) vs GFP (18207±1793); Şekil 4.11.b). 
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Şekil 4.11. Enjeksiyon yapıldıktan sonraki 18. haftada yapılan lokomotor aktivite 

testinde grupların (A) bazal ve apomorfin enjeksiyonundan sonraki 

horizontal aktiviteleri, (B) apomorfin enjeksiyonu sonrası hareketlilikteki 

artışın bazal aktivitelerinden farkı (**p<0,01 a-sin vs SF; grafikler Ort ± 

SH olarak gösterilmiştir. n=10 a-sin, n=9 GFP, n=8 SF, n=7 kontrol; 

*p<0.05 a-sin vs kontrol, GFP, tek yönlü ANOVA ardından post hoc 

Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 
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4.4. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Davranış Deneylerine Etkisi 

 

 AAV-aracılı a-sin enjeksiyonu yapılan bir başka grup sıçanda a-sin 

enjeksiyonun yapıldığı ilk günden başlanılarak 8 hafta boyunca haftada üç defa s.c 

rapamisin tedavisi uygulandı ve rapamisinin etkisi 16.-18. haftalar arasında davranış 

deneyleri ile değerlendirildi. Ayrıca; AAV-aracılı a-sin enjeksiyonu yapıldıktan sonra 

patolojinin oluşması beklenen farklı bir grup sıçanda 10. haftadan itibaren 8 hafta 

boyunca haftada 3 defa subkütan rapamisin tedavisi uygulandı ve yine etkisi 16.-18. 

haftalar arasında davranışsal olarak değerlendirildi (Bkz bölüm 3.3 ve Şekil 3.4). 

 

4.4.1. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Anksiyete Üzerine Etkisi 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin ardından rapamisin 

tedavisi uygulanmasının aksiyete üzerine etkisi YAL testi ile değerlendirildi.  

A-sin enjeksiyonu sonrası ilk 8 hafta rapamisin tedavisi alan grubun açık kolda 

az vakit geçirdiği gözlenirken, çözücü uygulana grubun açık kolda en çok vakit geçiren 

grup olduğu gözlendi (Şekil 4.12.b). Kontrol grupları arasında ise fark gözlenmedi 

(Şekil 4.12.a ve b). 

A-sin enjekte edilip son 8 hafta tedavi alan gruplar arasında ise YAL testinde 

açık kolda geçirilen süreler açısından fark gözlenmedi (Şekil 4.12.c).  
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Şekil 4.12. YAL testine göre (A) hem ilk 8 hem de son 8 hafta tedavinin toplu olarak, 

(B) ilk 8 hafta tedavinin, (C) son 8 hafta tedavinin açık kolda geçirilen 

süreye etkisi (*p<0,05 a-sin ilk 8 rapa vs a-sin ilk 8 çözücü, veriler Ort ± 

SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 rapa=7, na-sin son 8 rapa=10, na-sin ilk 8 

çözücü=9, na-sin son 8 çözücü=10, nkontrol=13, nkontrol ilk 8 rapamisin=5, nkontrol son 8 

rapamisin=6, nkontrol ilk 8 çözücü=6, nkontrol son 8 çözücü=5; Rapa: Rapamisin, Çöz: 

Çözücü, K: Kontrol kısaltması olarak kullanılmıştır. tek yönlü ANOVA 

ardından post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 

 

4.4.2. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hafıza Üzerine Etkisi 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin ardından rapamisin 

tedavisi uygulanmasının hafıza üzerine etkisi yeni nesne tanıma testi ile 

alıştırmalardan 1 ve 24 saat sonrasında değerlendirildi.  

Kısa dönem belleği değerlendirmek için yapılan YNT testinde; kontrol grupları 

arasında fark gözlenmezken (Şekil 4.13.a), bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin 

enjekte edilip, ilk 8 hafta rapamisin tedavisi ya da çözücü uygulanan grupların, naive 

kontrol grubuna göre yeni nesne ile daha az vakit geçirdiği gözlendi ( Şekil 4.13.b).  
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Son 8 haftada ise çözücü uygulanan a-sin grubunun, naive kontrol grubuna 

göre yeni nesne ile yine daha az vakit geçirdiği gözlenirken, rapamisin tedavsi alan 

grupta bu fark gözlenmedi ve koruyucu etki gösterdiği gözlendi (Şekil 4.13.c). 

Uzun dönem belleği değerlendirmek için 24 saat sonra YNT testi yapıldı. 

Ancak gruplar arasında bir fark gözlenmedi (Şekil 4.13.d). 
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Şekil 4.13. YNT testine göre (A) İlk 8 hafta ve son 8 hafta tedavi gruplarının toplu 

olarak, (B) İlk 8 hafta tedavinin, (C) Son 8 hafta tedavinin 1 saat sonra 

değerlendirilen yakın dönem bellek davranışlarına etkisi, (D) ilk ve son 8 

hafta tedavi uygulanmasının 24 saat sonra değerlendirilen uzun dönem 

bellek davrnışlarına etkisi. (**p<0,01 a-sin son 8 çöz vs naïve kontrol, 

*p<0,05 a-sin ilk 8 rapa, ilk 8 çözücü vs naïve kontrol; veriler Ort ± SH 

olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 rapa=8, na-sin son 8 rapa=8, na-sin ilk 8 çözücü=9, na-

sin son 8 çözücü=10, nkontrol=13, nkontrol ilk 8 rapamisin=4, nkontrol son 8 rapamisin=6, 

nkontrol ilk 8 çözücü=5, nkontrol son 8 çözücü=6; Rapa: Rapamisin, Çöz: Çözücü, K: 

Kontrol kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA ardından 

post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 
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4.4.3. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hedoni Üzerine Etkisi 

 

 Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin ardından ilk 8 ya da 

son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasının hedoniye etkisi sükroz tercih testi ile 

değerlendirildi. 

 İlk 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasının, hem a-sin enjeksiyon grubunda 

hem de kontrol grubunda % sükroz tüketiminde azalmaya neden olduğu gözlenmiştir 

(Şekil 4.14.a). Kontrole ilk 8 hafta rapamisin uygulanması sükroz tüketimini naive 

kontrole göre azaltmıştır (Şekil 4.14.b).  

Son 8 çözücü uygulanan a-sin enjeksiyon grubunda ise hem naive kontrole hem 

de son 8 hafta çözücü uygulanan kontrol göre daha fazla sükroz tüketti olduğu 

gözlenmiştir (Şekil 4.14.c).  
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Şekil 4.14. STT’ne göre (A) İlk 8 hafta ve son 8 hafta tedavi gruplarının toplu olarak, 

(B) İlk 8 hafta tedavinin, (C) Son 8 hafta tedavinin sükroz tüketimine etkisi 

(****p<0,01 a-sin son 8 çöz vs kontrol, ##p<0,01 a-sin son 8 çöz vs kontrol 

son 8 çöz; ++p<0,01 a-sin ilk 8 rapa vs K ilk 8 rapa, **p<0,01 K ilk 8 rapa 

vs kontrol; veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 rapa=8, na-sin son 

8 rapa=10, na-sin ilk 8 çözücü=10, na-sin son 8 çözücü=10, nkontrol=8, nkontrol ilk 8 

rapamisin=6, nkontrol son 8 rapamisin=6, nkontrol ilk 8 çözücü=6, nkontrol son 8 çözücü=6; Rapa: 

Rapamisin, Çöz: Çözücü, K: Kontrol kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek 

yönlü ANOVA ardından post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi 

uygulanmıştır). 
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4.4.4. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Öğrenme ve Uzaysal Hafıza Üzerine 

Etkisi 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin ardından ilk 8 hafta 

ya da son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasının öğrenme ve uzaysal hafıza 

üzerine etkisi MSL testi ile değerlendirildi.  

İlk 4 gün boyunca hem ilk 8 hafta hem de son 8 hafta tedavi alan grupların 

platformun yerini öğrenme düzeyleri değerlendirildi (Şekil 4.15.a). Kontrol grubunun 

ortalama platformu bulma süresi 4. gün 10 saniyeden daha kısa olduğundan gruplar 5. 

gün prob testine tabi tutuldu. 

5. gün platform su tankının dışına alınarak prob testi uygulandı ve tek bir 

noktadan havuza bırakılan sıçanların platformun daha önceden olduğu bölgeye 

ulaşmak için geçirdikleri zaman ölçüldü. 90 sn sonunda havuzun dışına alındılar.  

İlk 8 hafta tedavi gruplarında; a-sin enjeksiyonu sonrası çözücü alan grubun 

hem öğrenme sürecinde (Şekil 4.15.b), diğer gruplara göre platformu bulmak için daha 

çok vakit harcadığı hem de prob testinde kontrol grupları arasında fark görülmezken, 

çözücü uygulanan a-sin grubunun platform bölgesini bulmak için daha çok vakit 

geçirdiği gözlendi (p=0,037 a-sin ilk 8 çöz (38,11±10,13) vs kontrol ilk 8 çöz 

(15,59±2,13), p=0,015 a-sin ilk 8 çöz (38,11±10,13) vs kontrol (16,51±3,22), p=0,041 

a-sin ilk 8 çöz (38,11±10,13) vs a-sin ilk 8 rapa (16,19±3,26), Şekil 4.15.c). 
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Şekil 4.15. MSL testine göre (A) Her bir deney grubunun öğrenme eğrileri, (B) İlk 8 

hafta tedavi alan grupların öğrenme eğrileri, (C) İlk 8 hafta tedavi alan 

grupların prob testine göre platformun olduğu bölgeyi bulma süresi 

(*p<0,05 a-sin ilk 8 çöz vs naïve kontrol, kontrol ilk 8 çöz, a-sin ilk 8 rapa; 

veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 çözücü=8, na-sin son 8 çözücü=8, 

na-sin ilk 8 rapa=7, na-sin son 8 rapa=9, nkontrol=12, nkontrol ilk 8 rapamisin=5, nkontrol son 8 

rapamisin=5, nkontrol ilk 8 çözücü=6, nkontrol son 8 çözücü=6; Rapa: Rapamisin, Çöz: 

Çözücü, K: Kontrol kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA 

ardından post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır).   

 

Son 8 hafta tedavi uygulanan grupta; a-sin enjeksiyonu sonrası çözücü alan 

grubun öğrenme sürecinde (Şekil 4.16.a), diğer gruplara göre platformu bulmak için 

daha çok vakit geçirdi. Prob testinde ise çözücü alan a-sin grubunun, kontrol grubuna 

göre platform bölgesini bulmak için daha çok vakit geçirdiği gözlendi (p=0.018 a-sin 

son 8 hafta çözücü (35,08±7,18) vs naive kontrol (14,52±2,76), Şekil 4.16.b). A-sin 

enjeksiyonu yapılan ve son 8 hafta rapamisin tedavi alan grubun ise naive kontrole 

benzer şekilde platformu daha kısa sürede bulduğu gözlendi. 
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Şekil 4.16. MSL testine göre; (A) son 8 hafta tedavi gruplarının öğrenme eğrileri, (B) 

son 8 hafta tedavi gruplarının prob testine göre platformun olduğu bölgeyi 

bulma süreleri (*p<0,05 a-sin son 8 çöz vs kontrol; veriler Ort ± SH olarak 

ifade edilmiştir. na-sin son 8 çözücü=8, na-sin son 8 rapa=9, nkontrol=12, nkontrol son 8 

rapamisin=5, nkontrol son 8 çözücü=6; Rapa: Rapamisin, Çöz: Çözücü, K: Kontrol 

kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA ardından post hoc 

Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 
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 4.4.5.AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Motor Öğrenme ve Koordinasyon 

Üzerine Etkisi 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin ardından ilk 8 hafta 

ya da son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasının motor öğrenme ve denge üzerine 

etkisi rotarod testi ile değerlendirildi (Şekil 4.17.a).  

 İlk 8 hafta rapamisin tedavisinin özellikle a-sin enjekte edilmiş grupta daha 

fazla olmak üzere kontrol grubuna uygulandığında dahi döner mil üzerinde kalma 

süresini azalttığı gözlendi (p=0,0079 a-sin ilk 8 rapa (51,41±7,23) vs kontrol 

(84,84±5,45), Şekil 4.17.b) 

 

 

  

R o d d a  K a lm a  S ü re s i

G ru p la r

s
ü

r
e

(s
n

)

a
s

in
 +

 i
lk

 8
 ç

ö
z

 

a
s

in
 +

 s
o

n
 8

 ç
ö

z

a
s

in
 +

 i
lk

 8
 r

a
p

a
 

a
s

in
 +

 s
o

n
 8

 r
a

p
a

K
o

n
tr

o
l 

K
 +

 i
lk

 8
 r

a
p

a

K
+

 s
o

n
 8

 r
a

p
a

K
 +

 i
lk

 8
 ç

ö
z

K
 +

 s
o

n
 8

 ç
ö

z

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0 *

##

* * * *

* * * * + + +

s ü re =  o r ta la m a  (d e n e m e 1 -4  ro d d a  k a lm a  s ü re s i )

R o d d a  K a lm a  S ü re s i

G ru p la r

s
ü

r
e

(
s

n
)

a
s

in
 +

 i
lk

 8
 ç

ö
z

a
s

in
 +

 i
lk

 8
 r

a
p

a
 

K
o

n
t
r
o

l 

K
 +

 i
lk

 8
 r

a
p

a

K
 +

 i
lk

 8
 ç

ö
z

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

s ü re =  o r ta la m a  (d e n e m e 1 -4  ro d d a  k a lm a  s ü re s i )

* *

(A) 

(B) 



96 

  

 
 

Şekil 4.17. Rotarod testine göre; (A) İlk 8 hafta ve son 8 hafta tedavi gruplarının toplu 

olarak, (B) İlk 8 hafta tedavinin döner mil üzerinde kalma süresine etkisi, 

(C) İlk 8 hafta tedavinin düşme frekansına etkisi (**p<0,01 a-sin ilk 8 rapa 

vs kontrol; veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 çözücü=9, na-sin 

son 8 çözücü=10, na-sin ilk 8 rapa=8, na-sin son 8 rapa=8, nkontrol=11, nkontrol ilk 8 rapamisin=5, 

nkontrol son 8 rapamisin=6, nkontrol ilk 8 çözücü=5, nkontrol son 8 çözücü=5; Rapa: 

Rapamisin, Çöz: Çözücü, K: Kontrol kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek 

yönlü ANOVA ardından post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi 

uygulanmıştır). 

 

 Son 8 hafta rapamisin tedavisinin de ilk 8 hafta tedaviye benzer şekilde döner 

mil üzerinde kalma süresini hem a-sin enjeksiyon grubunda hem de kontrole 

uygulandığında azalttığı gözlendi (p=0,0001 a-sin son 8 rapa (22,75±2,84) vs kontrol 

(84,84±5,45), p=0,0042 a-sin son 8 rapa (22,75±2,84) vs a-sin son 8 çöz 

(61,59±10,63), p=0,0001 kontrol son 8 rapa (19,72±3,43) vs kontrol (84,84±5,45), 

Şekil 4.18.a)  
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Şekil 4.18. Rotarod testine göre; (A) Son 8 hafta tedavinin döner mil üzerinde kalma 

süresine etkisi, (B) Son 8 hafta tedavinin düşme frekansına etkisi 

(****p<0,0001 a-sin son 8 rapa, K son 8 rapa vs kontrol, ##p<0,01 a-sin 

son 8 rapa vs a-sin son 8 çöz, +++p<0,005 K son 8 rapa vs K son 8 çöz; 

veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin son 8 çözücü=10, na-sin son 8 rapa=8, 

nkontrol=11, nkontrol son 8 rapamisin=6, nkontrol son 8 çözücü=5; Rapa: Rapamisin, Çöz: 

Çözücü, K: Kontrol kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA 

ardından post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 
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4.4.6.AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Lokomotor Aktivite Üzerine Etkisi 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin ardından ilk 8 ya da 

son 8 hafta tedavi uygulanmasının hareketliliğe ve motor fonksiyona olan etkisi açık 

alan lokomotor aktivite testi ve apomorfin ile indüklenen açık alan lokomotor aktivite 

testi ile değerlendirildi. 

Lokomotor aktivite testinde hem ilk 8 hafta hem de son 8 hafta tedavi alan 

sıçanların bazal aktiviteleri 30. dakika ile 60. dakika arasında, apomorfinin etkisi ise 

5-35 dakika arasında analiz edildi.(Şekil 4.19). Bazal aktivitesi en yüksek olan grup 

son 8 hafta çözücü alan kontrol grubu olduğu gözlendi. Apomorfin enjeksiyonu 

sonrasında ise son 8 hafta rapamisin alan a-sin grubunda hareketlilikte artışın en 

yüksek olduğu gözlendi. 

Açık alan lokomotor aktivite testinde; ilk 8 hafta tedavi alan a-sin gruplarının 

kontrol grubuna göre daha az hareket ettiği gözlendi. Apomorfin enjeksiyonu sonrası 

ise tüm gruplarda artış gözlendi (Şekil 4.20.a).  

Son 8 hafta tedavi gruplarında ise bazal harekette kontroller arasında fark 

gözlenmezken, a-sin enjeksiyonu sonrası çözücü alan grubun çözücü alan kontrol 

grubundan daha az hareket ettiği gözlendi. Apomorfin enjeksiyonu sonrası tüm 

gruplarda artış olmasına rağmen rapamisin tedavisi alan gruplarda meydana gelen 

artışn daha yüksek olduğu gözlendi (Şekil 4.20.a). 

Açık alan lokomotor aktivite testinde horizontal aktivitede meydana gelen 

artış, apomorfin enjeksiyonu sonrası hareketlilik ile bazal hareketlilik farkı olarak 

hesaplanmıştır. Kontroller arasında fark gözlenmezken, a-sin enjeksiyon gruplarının 

hepsinde artış olduğu ve bu artışın son 8 hafta rapamasin tedavisi alan grupta en yüksek 

olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.20.b). 
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Şekil 4.20. Açık alan lokomotor aktivite testine göre (A) bazal ve apomorfin 

enjeksiyonu sonrası grupların horizontal aktivitelerinin gösterimi: (B) 

apomorfin indüksiyonu sonrası hareketlilikte meydana gelen artıştan 

bazal aktivitelerinin çıkarılması sonucu elde edilen horizontal aktivite 

farkının gösterimi (^p<0,05 a-sin ilk 8 çöz vs K ilk 8 çöz, -p<0,05 a-sin 

son 8 çöz vs K son 8 çöz, ####p<0,001 a-sin son 8 çöz vs a-sin son 8 

rapa,*p<0.001 a-sin ilk 8 çöz, a-sin ilk 8 rapa, a-sin son 8 rapa vs naïve 

kontrol, ɸɸp<0,01 a-sin son 8 rapa vs K son 8 rapa, veriler Ort ± SH olarak 

ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 çözücü=9, na-sin son 8 çözücü=8, na-sin ilk 8 rapa=7, na-sin 

son 8 rapa=9, nkontrol=11, nkontrol ilk 8 rapamisin=5, nkontrol son 8 rapamisin=5, nkontrol ilk 

8 çözücü=6, nkontrol son 8 çözücü=6; Rapa: Rapamisin, Çöz: Çözücü, K: Kontrol 

kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA ardından post hoc 

Tukey’in çoklu karşılaştırma testi ile eşlenmemiş veriler için student’ın 

t testleri uygulanmıştır). 
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 A-sin enjeksiyonun ardından ilk 8 hafta tedavi uygulandığında hem çözücü 

hem de rapamisin tedavisi alan grupların bazal hareketlerinin naive kontrol grubuna 

göre daha az olduğu gözlendi (Şekil 4.21.a). Apomorfin enjeksiyonu sonrasında 

harekette meydana gelen artışın bazal hareketlilikten farkında ise a-sin enjeksiyon 

gruplarında kontrollere göre daha fazla artış olduğu gözlendi (Şekil 4.21.b). 

 

 

 
 

Şekil 4.21. Açık alan lokomotor aktivite testi ilk 8 hafta (A) bazal ve apomorfin ile 

indüklenmiş horizontal aktivite, (B) horizontal aktivitede meydana gelen 

değişiklikler (^p<0,05 a-sin ilk 8 çöz vs K ilk 8 çöz,*p<0,05 a-sin ilk 8 

çöz, a-sin ilk 8 rapa vs kontrol; veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. 

na-sin ilk 8 çözücü=9, na-sin ilk 8 rapa=7, nkontrol=11, nkontrol ilk 8 rapamisin=5, nkontrol ilk 8 

çözücü=6; Rapa: Rapamisin, Çöz: Çözücü, K: Kontrol kısaltması olarak 

kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA ardından post hoc Tukey’in çoklu 

karşılaştırma testi uygulanmıştır). 
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 Son 8 hafta tedavi grupları arasında bazal hareketlilikte fark gözlenmedi. 

Apomorfin ile indüklenen lokomotor aktivite de ise harekette en büyük artışın a-sin 

enjeksiyonu sonrası rapamisin tedavisi alan grupta olduğu gözlendi (p=0,0029 a-sin 

son 8 rapa (36365±3211) vs kontrol (25786±1575); p=0,0391 a-sin son 8 rapa 

(36365±3211) vs a-sin son 8 çöz (27822±1435); Şekil 4.22.a). Apomorfin indüksiyonu 

sonrası bazal aktiviteye göre hareketlilikte meydana gelen fark değerlendirildiğinde, 

a-sin enjeksiyonu sonrası rapamisin tedavisi alan grubun, hareketliliğinde meydana 

artışın en yüksek olduğu gözlendi (Şekil 4.22.b). Ayrıca; rapamisin tedavisi alan 

kontrol grubunda da diğer kontrollerden daha fazla artış olduğu gözlendi (Şekil 

4.22.b). Bunun yanında a-sin enjeksiyonu sonrası çözücü alan grupta meydana gelen 

artışın da kontrole çözücü uygulanmasına göre daha fazla olduğu gözlendi (Şekil 

4.22.b).  
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Şekil 4.22. Açık alan lokomotor aktivite testi son 8 hafta (A) bazal ve apomorfin ile 

indüklenmiş horizontal aktivite, (B) horizontal aktivitede meydana gelen 

değişiklikler (****p<0,001 a-sin son 8 rapa vs kontrol, ###p<0,005 a-sin 

son 8 çöz vs a-sin son 8 rapa, ɸɸp<0,01 a-sin son 8 rapa vs K son 8 rapa, -

p<0,05 a-sin son 8 çöz vs K son 8 çöz,; veriler Ort ± SH olarak ifade 

edilmiştir. na-sin son 8 çözücü=8, na-sin son 8 rapa=9, nkontrol=11, nkontrol son 8 

rapamisin=5, nkontrol son 8 çözücü=6; Rapa: Rapamisin, Çöz: Çözücü, K: Kontrol 

kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA ardından post hoc 

Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 

 

4.5.AAV-aracılı Bilateral SN ve DG Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi 

Sağlanarak Hafta Bazında Motor Fonksiyonları Değerlendirilen Grubun 16. 

Haftada Patolojik Olarak Meydana Gelen Değişiklikleri 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesine bağlı hastalığın 

ilerlemesi ile beraber motor fonksiyona etkisini değerlendirmek için iki haftada bir 

lokomotor aktivite testi yapılan grup 16. haftada sakrifiye edildi. İmmünblotlama ile 

striatumda a-sin aşırı ifadesi sağlandığı gösterildi (Şekil 4.23).  
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Şekil 4.23. Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin immünoblotlama 

ile protein bantlarının gösterimi 

 

 Analiz sonucunda, bir sıçanın striatumunda a-sin aşırı ifadesi görülmediği için, 

değerleri açık alan lokomotor aktivite değerlendirmelerine katılmadı. 

 

4.5.1. AAV-aracılı Bilateral SN ve DG Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi Sağlanarak 

Hafta Bazında Motor Fonksiyonları Değerlendirilen Grubun 16. Hafta Striatum 

TH Düzeyinde Meydana Gelen Değişiklikler 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin 16. haftada striatumda 

dopaminerjik nöron terminalleri üzerine etkisi immünoblotlama ile değerlendirildi.  

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjekte edilmiş sıçanların, kontrol 

grubuna göre TH miktarında azalma olduğu gözlendi (p=0,0017 a-sin (0,64±0,1; n=4) 

vs kontrol (1,02±0,05; n=5); Şekil 4.24). 

 

 
 

Şekil 4.24. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin motor 

hareketliliğe etkisi değerlendirilen gruplarda striatum TH düzeyleri ( 

**p<0,01 a-sin vs kontrol, veriler Ort ± SH olarak ifaded edilmiştir. n=4 a-

sin, n=5 kontrol; eşlenmemiş veriler için Student’ın t testi uygulanmıştır). 
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 4.5.2. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde 16. Haftada Striatumda Sinaptofizin Düzeyinde Meydana 

Gelen Değişiklikler 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin 16. haftada striatumda 

sinapslar üzerine etkisi immünoblotlama ile anti-sinaptofizin antikoru kullanılarak 

değerlendirildi.  

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjekte edilmiş sıçanların, kontrol 

grubuna göre sinaptofizin miktarında azalma olduğu gözlendi (p=0,0013 a-sin 

(0,78±0,08; n=4) vs kontrol (1,06±0,03; n=5); Şekil 4.25). 

 

 
 

Şekil 4.25. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin motor 

hareketliliğe etkisi değerlendirilen gruplarda striatum sinaptofizin 

düzeyleri (veriler Ort ± SH olarak ifaded edilmiştir. n=4 a-sin, n=5 kontrol; 

eşlenmemiş veriler için Student’ın t testi uygulanmıştır). 

 

 4.6. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Patolojik Olarak Meydana Gelen Değişiklikler 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin ve GFP aşırı ifadesinin başarı ile 

sağlandığı immünoblotlama yöntemi ile hipokampüs ve striatumda teyit edildi (Şekil 

4.26). A-sin aşırı ifadesi daha önce belirtildiği gibi (Bkz. Bölüm 3.8) 

immünoblotlamada transfer sonrası %0.4 PFA ile fikse edilip gün aşırı a-sin antikoru 
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ile muamele edildi. GFP ifadesi ise rutin olarak tekrarlanan transfer işlemi sonrası gün 

aşırı GFP antikoru ile muamele edildi. 

 

 
 

Şekil 4.26. Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin ve GFP aşırı ifadesinin 

immünoblotlama yöntemi ile gösterimi 

 

 A-sin boyaması, Parkinson hastalığının patolojik belirteci fosforile a-sin (p-a-

sin) boyaması ve GFP boyaması immünohistokimyasal olarak gerçekleştirilerek 

hedeflenilen bölgelerde patoloji oluşturalabildiği teyit edildi (Şekil 4.27). P-a-sin 

boyaması, a-sin enjeksiyon grubunda yoğun olarak boyanırken, naive kontrol 

grubunda belirgin bir boyanma gözlenmedi (Şekil 4.27.A) 

 

 (A) 



107 

  

 

 

 
 

 

Şekil 4.27. İmmünohistokimyasal boyama ile (A) a-sin, (B) p-a-sin ve (C) GFP aşırı 

ifadelerinin gösterimi (x1, x4 ve x20 büyütme uygulanmıştır). 

 

4.6.1. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Hipokampüste NeuN Düzeyinde Meydana Gelen 

Değişiklikler 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin hipokampüs nöronları 

üzerine etkisi immünoblotlama ile Nöronal çekirdek antijeni (NeuN) ile miktar tayini 

(B) 

(C) 



108 

  

yapılarak değerlendirildi. Ayrıca immünohistokimyasal olarak da hipokampüs NeuN 

boyaması gerçekleştirildi (Şekil 4.28). 

 
 

Şekil 4.28. İmmünohistokimyasal olarak (A) a-sin, (B) GFP, (C) SF ve (D) naive 

kontrol gruplarında hipokampüs NeuN boyaması (x1 büyütme ile 

gösterilmiştir).  

 

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjekte edilmiş sıçanların, diğer 

kontrol gruplarına göre (SF enjekte edilmiş sıçanlar ve naive kontrol hayvanları) NeuN 

miktarında azalma gözlendi (Şekil 4.29). GFP enjekte edilmiş sıçanlarda da NeuN 

miktarında a-sin enjekte edilmiş gruba benzer şekilde azalma olduğu gözlendi (Şekil 

4.29). Ancak her iki gruptaki nöron miktarındaki azalma istatistiksel olarak 

anlamlılığa ulaşmadı. 

 

(C) 

(A) 
(B) 

(D) 
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Şekil 4.29. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin 

hipokampüste NeuN miktarına etkisi (veriler Ort ± SH olarak ifade 

edilmiştir. n=5 a-sin, n=5 GFP, n=4 SF, n=7 kontrol; tek yönlü ANOVA 

ardından post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 

 

4.6.2. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Striatumda TH Düzeyinde Meydana Gelen Değişiklikler 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin striatumda 

dopaminerjik nöron terminalleri (sonlanmaları) üzerine etkisi immünoblotlama ile 

değerlendirildi. Ayrıca immünohistokimyasal olarak da hipokampüs NeuN boyaması 

gerçekleştirildi (Şekil 4.30). 

 

  
 

   

    

Şekil 4. 30. İmmünohistokimyasal olarak (A) a-sin, (B) GFP, (C) SF ve (D) naive 

kontrol gruplarında SN ve striatumda TH boyaması (x1 büyütme 

uygulanmıştır). 

K o n tr o l a -s in G F P  S F

0 .0 0

0 .2 5

0 .5 0

0 .7 5

1 .0 0

1 .2 5

1 .5 0
N e u N

G ru p la r

R
ö

la
ti

f 
N

e
u

N
/T

u
b

u
li

n
 I

II

(C) 

(A) (B) 

(D) 



110 

  

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjekte edilmiş sıçanların, kontrol 

gruplarına göre (GFP, SF enjekte edilmiş sıçanlar ve naive kontrol hayvanları) TH 

miktarında istatistiksel olarak anlamlı bir azalma gözlenmedi (Şekil 4.31). 

 

 
 

Şekil 4.31. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin 

striatumda TH miktarına etkisi (veriler Ort ± SH olarak edilmiştir. n=5 

a-sin, n=5 GFP, n=4 SF, n=7 kontrol; tek yönlü ANOVA ardından post 

hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 

 

4.6.3. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Hipokampüs ve Striatumda Sinaptofizin Düzeyinde 

Meydana Gelen Değişiklikler 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin hipokampüs ve 

striatumda sinapslar üzerindeki etkisi immünoblotlama ile anti-sinaptofizin antikoru 

kullanılarak değerlendirildi. Ayrıca immünohistokimyasal olarak da sinaptofizin 

boyaması gerçekleştirildi (Şekil 4.32). 
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Şekil 4.32. İmmünohistokimyasal olarak (A) a-sin, (B) GFP, (C) SF ve (D) naive 

kontrol gruplarında hipokampüs ve striatum sinaptofizin boyaması (x1 

büyütme uygulanmıştır). 

 

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjekte edilmiş sıçanların 

hipokampüsünde diğer gruplara göre sinaptofizin miktarında azalma olduğu gözlendi 

(p=0.0087 a-sin (0,79±0,4) vs GFP (0,97±0,2), p=0.0002 a-sin (0,79±0,4) vs kontrol 

(1,5±0,3), p=0.0001 a-sin (0,79±0,4) vs SF (1,09±0,6); Şekil 4.33.a). 

Bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjekte edilmiş sıçanların 

striatumunda da diğer kontrol gruplarına göre sinaptofizin miktarında azalma olduğu 

gözlendi (p=0.0003 a-sin (0,85±0,03) vs kontrol (1,07±0,3), p=0.0081 a-sin (0,79±0,4) 

vs SF (1,01±0,4); Şekil 4.33.b). Ayrıca GFP enjekte edilmiş grubun sinaptofizin 

miktarında da naive kontrol grubuna göre azalma olduğu gözlendi (p=0,0025 GFP 

(0,89±0,03) vs kontrol (1,07±0,3), Şekil 4.33.b). 
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Şekil 4.33. Sıçanlarda bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin (A) 

hipokampüs, (B) striatumda sinaptofizin miktarına etkisi (*p<0,05 a-sin 

vs GFP, ***p<0,005 a-sin vs naive kontrol, ****p<0,001 a-sin vs SF 

(hipokampüs); *p<0,05 a-sin vs SF, ***p<0,005 a-sin vs kontrol, 

**p<0,01 GFP vs naive kontrol (striatum); veriler Ort ± SH olarak ifade 

edilmiştir. n=5 a-sin, n=5 GFP, n=4 SF, n=7 kontrol; tek yönlü ANOVA 

ardından post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 

 

4.6.4. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Hipokampüs ve Striatumda Iba 1 Düzeyinde Meydana 

Gelen Değişiklikler 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin hipokampüs ve 

striatumda glialar üzerindeki etkisi immünohistokimyasal boyama ile anti-iba-1 

antikoru kullanılarak gösterildi (Şekil 4.34). İba 1 boyaması sonrasında a-sin grubunun 

hipokampüslerindeki glial hücrelerin daha geniş ve dallanmış olduğu gözlendi ancak 

kantitatif olarak değerlendirilmedi. 
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Şekil 4.34: İmmünohistokimyasal olarak (A) hipokampüste, (B) striatumda a-sin ve 

naive kontrol gruplarının iba-1 boyaması (x1, x4 ve x20 büyütme 

uygulanmıştır). 

 

4.7. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Patolojik Olarak Meydana Gelen 

Değişikliklere Etkisi  

 

Bilateral SN ve DG’de AAV aracılı a-sin aşırı ifadesinin başarı ile sağlandığı 

immünoblotlama ile teyit edildi (Şekil 4.35).  

 

(A) 
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Şekil 4.35. AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin hipokampüs ve striatumda her gruptan 

rastgele 3 numunede şekilsel gösterimi 

 

Rapamisin tedavisinin a-sin ifadesine etkisini değerlendirmek için hem ilk 8 

hem de son 8 hafta tedavi alan grupların a-sin yükü miktarına göre karşılaştırıldı. 

Hipokampüste ilk 8 hafta rapamisinuyugulanan grubun, çözücü uygulanan gruba göre 

daha az a-sin aşırı ifade ettiği gözlense de bu fark istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmadı (Şekil 4.36.a). Ancak son 8 hafta rapamisin tedavisi alan grubun 

hipokampüs a-sin yükünün çözücü alan gruptan daha düşük olduğu bulundu (p=0,01 

a-sin son 8 rapa (0,86±0,1) vs a-sin son 8 çöz (1,22±0,08); Şekil 4.36.b). 

İlk 8 hafta rapamisin ile çözücü uygulanan grubun striatum a-sin aşırı ifade 

miktarları arasında da hipokampüse benzer şekilde fark gözlenmedi (Şekil 4.36.c). Son 

8 hafta tedavi gruplarının striatum a-sin yükleri arasında da ilk 8 hafta gruplarına 

benzer şekilde fark gözlenmedi (Şekil 4.36.d).  
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Şekil 4.36. Sıçanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta uygulandığında, (B) son 8 

hafta uygulandığında hipokampüste, (C) ilk 8 hafta uygulandığında, (D) 

son 8 hafta uygulandığında striatumda göreceli a-sin yüküne etkisi 

(*p<0,05 a-sin + son 8 hafta rapa vs a-sin+ son 8 hafta çözücü; veriler Ort 

± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 çözücü=5, na-sin ilk 8 rapa=4, na-sin son 8 

çözücü=5, na-sin son 8 rapa=5; Rapa: Rapamisinin kısaltması olarak 

kullanılmıştır. Eşlenmemiş veriler için Student’ın t testi uygulanmıştır). 

 

4.7.1. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hipokampüste NeuN Düzeyinde 

Meydana Gelen Değişikliklere Etkisi  

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan sıçanlarda 

rapamisin tedavisinin hipokampüste nöronlar üzerine etkisi immünoblotlama ile anti-

NeuN antikoru kullanılarak değerlendirildi.  

 İlk 8 hafta tedavi uygulanan gruplarda rapamisin tedavisi alan a-sin grubunun 

diğer gruplara göre NeuN miktarının en az olduğu gözlendi (Şekil 4.37.a). İlk 8 hafta 

kontrole rapamisin ya da çözücü uygulanmasının da NeuN miktarını azalttığı gözlendi 

(Şekil 4.37.a).  

 Son 8 hafta tedavi grupları arasında a-sin enjeksiyonu sonrası NeuN miktarında 

anlamlı bir azalma gözlenmezken, kontrole rapamisin uygulanmasının NeuN miktarını 

azalttığı gözlendi (Şekil 4.37.b). 

 

(C) (D) 
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Şekil 4.37. Sıçanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta ve (B) son 8 hafta 

uygulandığında hipokampüs NeuN miktarına etkisi (####p<0,001 a-sin ilk 

8 rapa vs a-sin ilk 8 çöz,****p<0,001 a-sin ilk 8 rapa vs kontrol, 
ɸɸɸp<0,005 a-sin ilk 8 rapa vs kontrol ilk 8 rapa, **p<0,01 kontrol vs 

kontrol ilk 8 rapa, kontrol ilk 8 çözücü, +p<0,05 a-sin ilk 8 çözücü vs 

kontrol ilk 8 çözücü, *p<0,05 kontrol + son 8 hafta rapa vs kontrol; 

veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 çözücü=5, na-sin ilk 8 rapa=4, 

na-sin son 8 çözücü=5, na-sin son 8 rapa=5, nkontrol ilk 8 çözücü=3, nkontrol ilk 8 rapa=3, 

nkontrol son 8 çözücü=3, nkontrol son 8 rapa=3, nkontrol=6; Rapa: Rapamisin, Çöz: 

Çözücü kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA ardından 

post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 
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4.7.2. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Striatumda TH Düzeyine Etkisi  

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan hayvanlarda 

rapamisin tedavisinin striatumda dopaminerjik nöron terminalleri üzerine etkisi 

immünoblotlama ile anti-TH antikoru kullanılarak değerlendirildi.  

 İlk 8 hafta tedavi uygulanan gruplarda rapamisin tedavisi alan grubun diğer 

gruplara göre TH miktarının en az olduğu gözlendi (Şekil 4.38.a).  

 Son 8 hafta tedavi uygulanması sonrası gruplar arasında striatum TH 

miktarında fark gözlenmedi (Şekil 4.38.b). 

 

 
 

a -s in  ç ö z a -s in  r a p a k o n tr o l k o n tr o l r a p a k o n tr o l ç ö z

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

İ lk  8  H a fta  T e d a v i

G ru p la r

R
ö

la
ti

f 
T

H
/T

u
b

u
li

n
 I

II

* *

*

(A) 



118 

  

 
 

Şekil 4.38. Sıçanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta ve (B) son 8 hafta 

uygulandığında striatumda TH miktarına etkisi. (*p<0,05 a-sin ilk 8 rapa 

vs kontrol ilk 8 rapa, **p<0,01 a-sin ilk 8 rapa vs kontrol; grafikler Ort 

± SH olarak gösterilmiştir. na-sin ilk 8 çözücü=5, na-sin ilk 8 rapa=4, na-sin son 8 

çözücü=5, na-sin son 8 rapa=5, nkontrol ilk 8 çözücü=3, nkontrol ilk 8 rapa=3, nkontrol son 8 

çözücü=3, nkontrol son 8 rapa=3, nkontrol=6; Rapa: Rapamisin, Çöz: Çözücü 

kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA ardından post hoc 

Tukey’s çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 

 

4.7.3. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hipokampüs ve Striatumda 

Sinaptofizin Düzeyine Etkisi 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan sıçanlarda 

rapamisin tedavisinin hipokampüs ve striatumda sinapslar üzerine etkisi 

immünoblotlama ile anti-sinaptofizin antikoru kullanılarak değerlendirildi.  

 İlk 8 hafta tedavi gruplarında, a-sin enjeksiyonu sonrası hem çözücü alan hem 

de rapamisin tedavisi alan grupların hipokampüslerindeki sinaptofizin miktarlarının, 

naive kontrole göre azaldığı gözlendi (Şekil 4.39.a).  

 Son 8 hafta tedavi gruplarında ise a-sin enjeksiyonu sonrası çözücü alan grubun 

hipokampüs sinaptofizin miktarlarının, naive kontrol grubuna göre daha az olduğu 

bulundu (Şekil 4.39.b). Rapamisin tedavisi uygulanan a-sin grubun ise sinaptofizin 

seviyesinin çözücü uygulanmasına göre bir miktar korunduğu gözlendi (Şekil 4.39.b).  
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 İlk 8 hafta çözücü uygulanan a-sin grubun striatumdaki sinaptofizin 

miktarlarının da, naive kontrol grubuna göre daha az olduğu bulundu (Şekil 4.39.c). 

A-sin enjekte edilip rapamisin tedavisi uygulanan grup ile naive kontrol grubu 

arasındaki farkın ise striatumda olmadığı gözlendi (Şekil 4.39.c). Ancak, kontrole 

rapamisin tedavisi uygulanmasının sinaptofizin miktarını naive kontrol grubuna göre 

azalttığı bulundu (Şekil 4.39.c). 

Son 8 hafta tedavi gruplarında ise asin enjeksiyonu sonrası striatum 

sinaptofizin miktarında azalma olduğu ve bu azalmanın özellikle çözücü uygulanması 

sonrası naive kontrol grubuna göre daha yoğun olduğu bulundu (Şekil 4.39.d).  
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Şekil 4.39. Sıçanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta ve (B) son 8 hafta 

uygulandığında hipokampüste, (C) ilk 8 hafta ve (D) son 8 hafta 

uygulandığında striatumda sinaptofizin miktarına etkisi (*p<0,05 a-sin 

ilk 8 rapa vs kontrol, **p<0,01 a-sin ilk 8 çözücü vs kontrol; **p<0,01 

a-sin son 8 çözücü vs kontrol (hipokampüs), *p<0,05 a-sin ilk 8 çöz vs 

kontrol, *p<0,05 kontrol ilk 8 rapa vs kontrol, *p<0,05 a-sin son 8 rapa 

vs kontrol, ***p<0,005 a-sin son 8 çözücü vs kontrol (striatum); veriler 

Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 çözücü=5, na-sin ilk 8 rapa=4, sin son 8 

çözücü=5, na-sin son 8 rapa=5, nkontrol ilk 8 çözücü=3, nkontrol ilk 8 rapa=3, nkontrol son 8 

çözücü=3, nkontrol son 8 rapa=3, nkontrol=6; Rapa: Rapamisin, Çöz: Çözücü 

kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA ardından post hoc 

Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 

 

4.7.4. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hipokampüs ve Striatumda 

ALDH1L1 Düzeyine Etkisi 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan hayvanlarda 

rapamisin tedavisinin hipokampüs ve striatumda astrositler üzerindeki etkisi 

immünoblotlama ile anti-ALDH1L1 antikoru kullanılarak değerlendirildi.  

 İlk 8 hafta tedavi grupları arasında rapamisin tedavisi uygulanması sonucu 

hipokampüs ALDH1L1 miktarlarında özellikle a-sin enjeksiyonu sonrası artış olduğu 

gözlendi (Şekil 4.40.a).  

Son 8 hafta tedavi alan grupların hipokampüslerindeki ALDH1L1 miktarları 

değerlendirildiğinde ise a-sin enjekte edilip çözücü alan grubun ALDH1L1 seviyesinin 
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çözücü alan kontrol grubuna göre ve naive kontrol grubunun da çözücü alan kontrol 

grubuna göre daha az olduğu bulundu (Şekil 4.40.b).  

 İlk 8 hafta tedavi gruplarının striatum ALDH1L1 seviyeleri arasında fark 

gözlenmedi (Şekil 4.40.c). Ancak; son 8 hafta tedavi uygulanan gruplarda a-sin 

enjeksiyonu sonrası striatum ALDH1L1 seviyelrinde artış olduğu gözlendi. Özellikle 

a-sin enjeksiyonu ardından son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasının ALDH1L1 

seviyesini hem naive kontrole hem de kontrole rapamisin uygulanmasına göre artırdığı 

gözlendi (Şekil 4.40.d). Bunun yanı sıra a-sin enjeksiyonu ardından son 8 hafta sadece 

çözücü uygulanan grubunda striatum ALDH1L1 seviyesinin kontrole çözücü 

uygulanmasına göre arttığı gözlendi (Şekil 4.40.d). 
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Şekil 4.40. Sıçanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta, (B) son 8 hafta 

uygulandığında hipokampüste ve (C) ilk 8 hafta, (D) son 8 hafta 

uygulandığında striatumda ALDH1L1 miktarına etkisi (**p<0,01 a-sin 

ilk 8 rapa vs a-sin ilk 8 çözücü, ***p<0,005 a-sin son 8 çözücü vs 

kontrol, **p<0,01 kontrol son 8 çöz vs kontrol (hipokampüs), **p<0,01 

a-sin son 8 rapa vs kontrol, ++p<0,01 a-sin son 8 rapa vs kontrol son 8 

rapa, #p<0,05 a-sin son 8 çözücü vs kontrol son 8 çözücü (striatum); 

veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 çözücü=5, na-sin ilk 8 rapa=4, 

na-sin son 8 çözücü=5, na-sin son 8 rapa=5, nkontrol ilk 8 çözücü=3, nkontrol ilk 8 rapa=3, 

nkontrol son 8 çözücü=3, nkontrol son 8 rapa=3, nkontrol=6; Rapa: Rapamisin, Çöz: 

Çözücü kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA ardından 

post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 
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4.7.5. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hipokampüs ve Striatumda LC3 I/II 

Düzeylerine Etkisi 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan hayvanlarda 

rapamisin tedavisinin hipokampüste ve striatumda otofaji ve apoptoz üzerine etkisi 

immünoblotlama ile değerlendirildi. Bu amaçla otofajik yolağın işaretleyicisi olarak 

mikrotübül ilişkili protein hafif zinciri 3 (LC3) I/II ve p62 antikorları ile apoptotik 

yolağın işaretleyicisi olarak da kaspaz 3 antikoru kullanıldı. Hem ilk 8 hafta tedavi 

uygulanmasının otofajik ve apoptotik yollaklar üzerindeki nöroprotektif etkisi hem de 

son 8 hafta tedavinin nörorestoratif etkisi hipokampüs ve striatum bölgelerinde 

değerlendirildi. 

 Otofaji sırasında hücre içerisinde otofagozomlar oluşur ve LC3 I 

otofagozomun membranına bağlanarak LC3 II’ye dönüşür. Bu nedenle LC3 II/I oranı 

otofajinin tayin edilmesinde yaygın olarak kullanılır (274).  

İlk 8 hafta tedavi gruplarının hipokampüs LC3 I miktarları değerlendirildiğinde 

kontrol grupları arasında fark gözlenmezken, a-sin enjeksiyou sonrası rapamisin 

tedavisi alan grubun LC3 I miktarının kontrole rapamisin uygulanmasına göre arttığı 

gözlendi (Şekil 4.41.a). 

Son 8 hafta tedavi gruplarının hipokampüs LC3 I miktarları 

değerlendirildiğinde ise a-sin enjekt edilip rapamisin tedavisi almış grubun LC3 I 

seviyesinin en yüksek olduğu gözlendi (Şekil 4.41.b). Kontrol grupları arasında fark 

gözlenmezken, a-sin enjeksiyonu sonrası rapamisin tedavisi alan grubun LC3 I 

miktarında naive kontrol ve rapamisin tedavisi alan kontrol grubuna göre artış olduğu 

görüldü (Şekil 4.41.b). Ayrıca a-sin enjekte edilen grupta rapamisin tedavisi sonrası 

LC3 I miktarının, a-sin enjeksiyonu sonrası çözücü uygulanan gruba göre de daha fazla 

olduğu gözlendi (Şekil 4.41.b).  

Rapamisin tedavisinin striatum LC3 I düzeyine etkisi değerlendirildiğinde ise, 

ilk 8 hafta ya da son 8 hafta tedavi uygulanmasının ne a-sin enjeksiyon gruplarında ne 

de kontrol gruplarında fark yaratmadığı gözlendi (Şekil 4.41.c, d). 
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Şekil 4.41. Sıçanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta, (B) son 8 hafta 

uygulandığında hipokampüste ve (C) ilk 8 hafta, (D) son 8 hafta 

uygulandığında striatumda LC3 I miktarına etkisi, (*p<0,05 a-sin ilk 8 

rapa vs kontrol ilk 8 rapa, ##p<0,01 a-sin son 8 rapa vs a-sin son 8 çöz, 

**p<0,01 a-sin son 8 rapa vs kontrol, ++p<0,01 a-sin son 8 rapa vs 

kontrol son 8 rapa, veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 

çözücü=5, na-sin ilk 8 rapa=4, na-sin son 8 çözücü=5, na-sin son 8 rapa=5, nkontrol ilk 8 

çözücü=3, nkontrol ilk 8 rapa=3, nkontrol son 8 çözücü=3, nkontrol son 8 rapa=3, nkontrol=6; 

Rapa: Rapamisin, Çöz: Çözücü kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek 

yönlü ANOVA ardından post hoc Sidak’ın çoklu karşılaştırma testi 

uygulanmıştır). 

 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan sıçanlardan ilk 

8 hafta çözücü ya da rapamisin tedavisi alan gruplar ile kontrol grupları arasında 

hipokampüs LC3 II miktarları kıyaslandığında fark gözlenmedi (Şekil 4.42.a). 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan hayvanlardan 

son 8 hafta çözücü alan grupta hipokampüs LC3 II miktarında, rapamisin tedavisi alan 

ya da naive kontrol grubuna göre azalma bulundu. Rapamisin alan kontrol grubunun 

LC3 II miktarının azaldığı ve bu azalmanın naive kontrol ve çözücü alan kontrol 

(C) 

(D) 
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grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olduğu gözlendi (*p<0.05 a-sin son 8 çöz vs 

kontrol, #p<0.05 a-sin son 8 rapa vs son 8 çöz, *p<0.05 kontrol son 8 rapa vs naive 

kontrol, ^p<0.05 kontrol son 8 rapa vs kontrol son 8 çöz; Şekil 4.42.b). 

  Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan hayvanların 

striatumlarındaki LC3 II miktarları değerlendirildi. İlk 8 hafta tedavi alan gruplar 

arasında sadece çözücü alan kontrol grubunun, çözücü alan a-sin grubuna göre LC3 II 

miktarının azaldığı gözlendi (##p<0.01 a-sin ilk 8 çöz vs kontrol ilk 8 çöz; Şekil 4.42.c).  

Son 8 hafta tedavi alan gruplar arasında ise a-sin enjekte edilmiş olup çözücü 

alan ya da rapamisin tedavisi alan grubun LC3 II miktarlarının azaldığı ancak gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı gözlendi (##p<0.01 a-sin son 8 

çöz vs kontrol son 8 çöz; Şekil 4.42.d). Ayrıca rapamisin tedavisi alan kontrol 

grubunda LC3 II miktarında hafif bir artış olduğu gözlendi. 
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Şekil 4.42. Sıçanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta, (B) son 8 hafta 

uygulandığında hipokampüste ve (C) ilk 8 hafta, (D) son 8 hafta 

uygulandığında striatumda LC3 II miktarına etkisi (*p<0,05 a-sin son 8 

rapa vs kontrol rapa, #p<0,05 a-sin son 8 çöz vs a-sin son 8 rapa, ̂ p<0,05 

a-sin son 8 çöz vs kontrol son 8 çöz, ##p<0,01 a-sin ilk 8 çöz vs kontrol 

ilk 8 çöz; veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 çözücü=5, na-sin 

ilk 8 rapa=4, na-sin son 8 çözücü=5, na-sin son 8 rapa=5, nkontrol ilk 8 çözücü=3, nkontrol ilk 8 

rapa=3, nkontrol son 8 çözücü=3, nkontrol son 8 rapa=3, nkontrol=6; Rapa: Rapamisin, 

Çöz: çözücü kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA 

ardından post hoc Sidak’ın çoklu karşılaştırma testleri uygulanmıştır). 

 

 LC3 I’in II’e dönüşümü otofajinin aktif olduğunun göstergesi olarak 

kullanılmaktadır. Bu amaçla farklı farklı hesaplamalar yapılmaktadır (274). Burada iki 

farklı yöntemle otofaji aktivasyonu değerlendirilmeye çalışılmıştır. Öncelikle direkt 

olarak β-aktine standardize edilmiş LC3 II miktarı, β-aktine standardize edilmiş LC3 

I miktarına oranlanmıştır. Ayrıca; β-aktine standardize edilmiş LC3 II miktarı, β-

aktine standardize edildikten sonra LC3 I ve II’nin toplamına oranlanarak 

hesaplanmıştır (formül 4.1 ve 4.2). 

 

𝑅ö𝑙𝑎𝑡𝑖𝑓 𝐿𝐶3 =  
𝐿𝐶3 𝐼𝐼/𝛽 − 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑛

𝐿𝐶3 𝐼/𝛽 − 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑛
 

(4.1) 

 

𝑅ö𝑙𝑎𝑡𝑖𝑓 𝐿𝐶3 =  
𝐿𝐶3 𝐼𝐼/𝛽 − 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑛

(𝐿𝐶3𝐼/𝛽 − 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑛) + (𝐿𝐶3 𝐼𝐼/𝛽 − 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑛)
 

(4.2) 
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 Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan sıçanların 

hipokampüsünde ilk 8 hafta rapamisin ile tedavi sonrasında rölatif LC3 miktarının 

azaldığı gözledi (Şekil 4.43.a). Ancak, rapamisin tedavisi alan kontrol grubunda ise 

rölatif LC3 miktarında azalma olmadığı gözlendi (Şekil 4.43.a).  

Son 8 hafta tedavi gruplarının hipokampüs sonuçları değerlendirildiğinde ise; 

naive kontrol grubunun rölatif LC3 miktarının en yüksek olduğu gözlendi (Şekil 

4.43.c). Rapamisin tedavisi sonrası hem a-sin enjeksiyon grubunda hem de kontrol 

grubunda naive kontrole göre azalma olduğu gözlendi (Şekil 4.43.c). Ayrıca, naive 

kontrol ile çözücü uygulanan kontrol arasında da fark olduğu gözlendi (Şekil 4.43.c). 

 

 

 
 

Şekil 4.43. Sıçanlarda ilk 8 hafta rapamisin tedavisinin (A) LC3 II/I oranına, (B) LC3 

II/ LC3 (II+I) oranına, son 8 hafta rapamisin tedavisinin (C) LC3 II/I 

oranına, (D) LC3 II/ LC3 (II+I) oranına hipokampüste etkisi (#p<0,05 a-

sin ilk rapa vs a-sin ilk 8 çöz, +p<0,05 a-sin ilk 8 rapa vs kontrol ilk 8 rapa, 

**p<0,01 a-sin son 8 rapa vs kontrol, *p<0,05 kontrol son 8 rapa vs 

kontrol, **p<0,05 kontrol son 8 çöz vs kontrol; veriler Ort ± SH olarak 

ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 çözücü=5, na-sin ilk 8 rapa=4, na-sin son 8 çözücü=5, na-sin son 

8 rapa=5, nkontrol ilk 8 çözücü=3, nkontrol ilk 8 rapa=3, nkontrol son 8 çözücü=3, nkontrol son 8 

rapa=3, nkontrol=6; Rapa: Rapamisin, Çöz: çözücü kısaltması olarak 

kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA ardından post hoc Sidak’ın çoklu 

karşılaştırma testleri uygulanmıştır). 

(A) (B) 
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 Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan hayvanlarda ilk 

8 hafta çözücü ya da rapamisin tedavisi alan grupların striatumlarında rölatif LC3 

miktarında hafif bir artış eğilimi olduğu gözlendi. (Şekil 4.44.a). Rapamisin 

uygulanması sonucu hem a-sin enjeksiyon grubunda hem de kontrol grubunda bir 

miktar artış gözlenirken, kontrol grupları arasında fark olmamasına rağmen a-sin 

enjeksiyonu sonrası sadece çözücü uygulanan grubun rölatif LC3 miktarının kontrole 

çözücü uygulanan gruptan yüksek olduğu gözlendi (Şekil 4.44.a). 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan sıçanlara son 8 

hafta çözücü ya da rapamisin tedavisi uygulanmasının ise striatumda rölatif LC3 

miktarında gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark yaratmadığı 

gözlenmiştir (Şekil 4.44.c, d). 

 

 

 

Şekil 4.44. Sıçanlarda ilk 8 hafta rapamisin tedavisinin (A) LC3 II/I oranına, (B) LC3 

II/ LC3 (II+I) oranına, son 8 hafta rapamisin tedavisinin (C) LC3 II/I 

oranına, (D) LC3 II/ LC3 (II+I) oranına striatumda etkisi (#p<0,05 a-sin ilk 

8 çöz vs kontrol ilk 8 çöz, veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 

8 çözücü=5, na-sin ilk 8 rapa=4, na-sin son 8 çözücü=5, na-sin son 8 rapa=5, nkontrol ilk 8 çözücü=3, 

nkontrol ilk 8 rapa=3, nkontrol son 8 çözücü=3, nkontrol son 8 rapa=3, nkontrol=4; Rapa: 

Rapamisin, Çöz: çözücü kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü 

ANOVA ardından post hoc Sidak’ın çoklu karşılaştırma testi 

uygulanmıştır). 

(A) (B) 

(C) (D) 
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4.7.6. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hipokampüs ve Striatumda p62 

Düzeyine Etkisi 

 

Poliubikutin bağlanma proteini p62 (SQSTM1) otofaji belirteci olarak 

kullanılmaktadır. p62 otofagozom oluşumu sırasında LC3 II’e bağlanır ve otafaji 

sırasında parçalanır. Bu nedenle p62 miktarının azalması otofajinin belirteci olarak 

kullanılır (274, 275). 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan hayvanlarda ilk 

8 hafta rapamisin tedavisi uygulanması sonrası hipokampüs p62 düzeyinin a-sin 

gruplarında daha az olmasına rağmen, gruplar arasında fark gözlenmedi (Şekil 4.46.a).  

Son 8 hafta tedavi gruplarının hipokampüs p62 düzeylerine bakıldığında; 

kontrole rapamisin uygulanması sonucu azalma olduğu ancak aynı azalmanın a-sin 

enjeksiyonu sonrası rapamisin uygulanan grupta olmadığı gözlendi (Şekil 4.45.b). 

Ayrıca a-sin enjeksiyonu sonrası rapamisin tedavisi uygulanan grubun hipokampüs 

p62 düzeyinin kontrole göre arttığı gözlendi (Şekil 4.45.b). 

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan sıçanlarda ilk 

8 hafta sadece çözücü uygulanan grubun striatum p62 düzeyinin kontrole çözücü 

uygulanan gruba göre azaldığı ve kontrol grupları arasında da fark olmadığı gözlendi 

(Şekil 4.45.c).  

Son 8 hafta tedavi gruplarının striatum p62 düzeyleri değerlendirildiğinde a-

sin enjeksiyon gruplarında hem rapamisin uygulanan grupta hem de sadece çözücü 

alan grupta hafif bir artış olduğu ancak kontrollerle aralarında fark olmadığı gözlendi 

(Şekil 4.45.d). Ancak; rapamisin tedavisi alan kontrol grubunun striatum p62 

düzeyinde kontrole göre azalma olduğu gözlendi (Şekil 4.45.d).  
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Şekil 4.45. Sıçanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta, (B) son 8 hafta 

uygulandığında hipokampüste ve (C) ilk 8 hafta, (D) son 8 hafta 

uygulandığında striatumda p62 düzeyine etkisi (*p<0,05 a-sin son 8 rapa 

vs kontrol son 8 rapa, *p<0,05 kontrol son 8 rapa vs kontrol, *p<0,05 a-

sin ilk 8 çöz vs kontrol ilk 8 çöz, ##p<0,01 a-sin son 8 rapa vs kontrol son 

8 rapa; veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 çözücü=5, na-sin ilk 

8 rapa=4, , na-sin son 8 çözücü=5, na-sin son 8 rapa=5, nkontrol ilk 8 çözücü=3, nkontrol ilk 8 

rapa=3, nkontrol son 8 çözücü=3, nkontrol son 8 rapa=3, nkontrol=6; Rapa: Rapamisin, 

Çöz: çözücü kısaltması olarak kullanılmıştır Tek yönlü ANOVA 

ardından post hoc Sidak’ın çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 

   

4.7.7. AAV-aracılı Alfa-sinüklein Aşırı İfadesi ile Oluşturulan Parkinson 

Hastalığı Modelinde Rapamisin Tedavisinin Hipokampüs ve Striatumda Kaspaz 

3 Düzeyine Etkisi 

 

 Kaspazlar, programlanmış hücre ölümünde (apoptoz) rol alan önemli 

mediyatörlerdir. Kaspaz 3, sıklıkla aktive edilen ve pek çok anahtar hücresel proteinin 

temizliğini başlatan ölüm proteazıdır (276). Bu nedenle; kaspaz 3, apoptoz belirteci 

olarak kullanılmaktadır.   

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan hayvanlarda ilk 

8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasının hipokampüste kaspaz 3 miktarında naive 

kontrole göre artışa neden olduğu gözlendi (Şekil 4.46.a). Rapamisin uygulanması 

kontrol grubunda da kaspaz 3 miktarında artma eğilimi gösterse de kontrol grupları 

arasında fark gözlenmedi (Şekil 4.46.a).  
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Son 8 hafta tedavi uygulanması sonucunda ise kontrol grupları arasında fark 

gözlenmezken, hem rapamisin uygulanan hem de sadece çözücü uygulanan a-sin 

enjeksiyon gruplarında kontrol gruplarına göre hipokampüs kaspaz 3 seviyesinde artış 

olduğu gözlenmiştir (Şekil 4.46.b). Aynı artış kontrol grubuna rapamisin uygulanması 

sonucu gözlenmemiştir (Şekil 4.46.b).  

Bilateral SN ve DG’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanan hayvanlara ilk 

8 hafta rapamisin tedavisi ya da sadece çözücü uygulanmasının striatumda kaspaz 3 

düzeyinde kontrol gruplarına oranla bir değişiklik yapmadığı gözlenmiştir (Şekil 

4.46.c). Benzer şekilde son 8 hafta rapamisin ya da sadece çözücü uygulanmasının a-

sin enjeksiyon grupları ile kontrol grupları arasında fark yaratmadığı gözlenmiştir 

(Şekil 4.46.d). 
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Şekil 4.46. Sıçanlarda rapamisin tedavisi (A) ilk 8 hafta, (B) son 8 hafta 

uygulandığında hipokampüste ve (C) ilk 8 hafta, (D) son 8 hafta 

uygulandığında striatumda etkisi kaspaz 3 düzeyine etkisi (*p<0,05 a-

sin ilk 8 rapa vs kontrol, *p<0,05 a-sin son8 rapa vs kontrol, ++p<0,01 a-

sin son 8 rapa vs kontrol son 8 rapa, #p<0,05 a-sin son 8 çöz vs kontrol 

son 8 çöz; veriler Ort ± SH olarak ifade edilmiştir. na-sin ilk 8 çözücü=5, na-sin 

ilk 8 rapa=4, na-sin son 8 çözücü=5, na-sin son 8 rapa=5, nkontrol ilk 8 çözücü=3, nkontrol ilk 8 

rapa=3, nkontrol son 8 çözücü=3, nkontrol son 8 rapa=3, nkontrol=6; Rapa: Rapamisin, 

Çöz: çözücü kısaltması olarak kullanılmıştır. Tek yönlü ANOVA 

ardından post hoc Tukey’in çoklu karşılaştırma testi uygulanmıştır). 
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5.TARTIŞMA 

 

 Parkinson hastalığının temel motor belirtilerinin yanında hem premotor 

dönemde hem de geç dönemde motor dışı semptomlar hastalığa eşlik eder. Parkinson 

hastalığının altta yatan mekanizması tam olarak bilinmemekle birlikte a-sin proteininin 

yanlış katlanması ve agregat oluşturmasının önemli bir rolü olduğu bilinmektedir (95, 

128, 134). Ayrıca yapılan genetik çalışmalar ile a-sin geninde meydana gelen 

mutasyonlarında hastalık patolojisi ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (3, 154, 277). 

Hastalığın altında yatan mekanizmanın anlaşılabilmesi için hayvan modellerinin 

geliştirilmesi oldukça önemlidir. Günümüzde var olan modellerin hastalığın 

nörodejeneratif karakterini yansıtmada, motor ve motor dışı semptomları bir arada 

çalışmada çeşitli kısıtlılıkları bulunmaktadır. Bu nedenle de yeni modellerin 

geliştirilmesine ihtiyaç vardır. Bu çalışmada öncelikle AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi 

bilateral SN ve DG’de birlikte sağlanarak ve 18 hafta beklenerek a-sin agregat 

yükünün patolojik boyutlarda artması ile PH’de görülen motor ve motor dışı 

semptomların birlikte oluşturulması amaçlanmıştır. Ayrıca patolojide rol oynadığı 

bilinen a-sin’i moleküler düzeyde araştırmak, sinaps ve nöronlardaki etkisini daha 

detaylı olarak hem motor hareketlerden sorumlu bölgelerde hem de kognitif 

fonksiyonlardan sorumlu bölgelerde incelemek hedeflenmiştir. Modelin 

karakterizasyonu tamamlandıktan sonra ise otofaji indüksiyonuna neden olan 

rapamisin tedavisi uygulanarak nöroprotektif/nörorestoratif yolakların PH 

tedavisindeki yerinin araştırılması amaçlanmıştır. 

 Parkinson hastalığını çalışmak için en sık kullanılan hayvan modelleri toksin 

kaynaklı modellerdir. Bu modeller değişen oranlarda nöron ölümü ve motor bozukluğa 

neden olmakta ancak a-sin patolojisi çoğunlukla oluşmamakta veya yetersiz 

gözlenmektedir (95). A-sin agregatlarının PH’nin patolojik belirteci olması hem 

transgenik hayvan modelleri hem de viral vektör aracılı a-sin aşırı ifadesi ile sağlanan 

hayvan modelleri geliştirilmesine neden olmuş ve pek çok farklı promoter kullanılarak 

transgenik hayvan modeli oluşturulmuştur. Promoter’ın türüne bağlı olarak beynin 

pek çok yerinde a-sin aşırı ifadesi sağlandığı gözlenmiştir (158). İlk üretilen fare 

modellerinden birinde, promoter aracılı nöronal sitoplazmada, bazı çekirdeklerde ve 

gliada a-sin agregat oluşumu gözlenmiştir (278). Aynı şekilde kullanılan Thy1 



138 

  

promoter ile nöronal agregat gözlenirken, glial bir birikme gözlenmemiştir (158, 279). 

Her ne kadar beyinde bir miktar a-sin birikimi gözlense de, şu ana kadar hiçbir 

transgenik fare modeli PH’de beklenen bütün özellikleri gösterememiştir (128). Bazı 

farelerde a-sin agregatları gözlenip, hücre ölümü gözlenmezken; bazı farelerde hücre 

ölümü, motor bozukluk gözlenmesine rağmen protein agregatları gözlenememiştir 

(278, 280-283). Bu modellerde esas sorun belirli bir bölgede özgül olarak a-sin aşırı 

ifadesi sağlamanın zorluğu ve Lewy cisimciği benzeri patolojinin nadiren 

oluşturulabilmesidir (158). Ayrıca, PH’de görülen ilerleyici nitelikte nörodejeneratif 

hasarı toksin kaynaklı modellerde göstermek oldukça zordur (95). Viral vektör aracılı 

oluşturulan modeller, PH’nin doğasına uygun olarak; enjekte edilen belirli bir bölgede 

ve ilerleyici nitelikte aylar içerisinde gerçekleşen nöronal hasara neden olur (161, 163, 

255). Transgenik modellerden farklı olarak sadece farelerde değil, diğer hayvan 

türlerinde ve embriyonik dönemden itibaren değil, yetişkin dönemde de çalışılmasına 

olanak sağlar. Ayrıca, viral vektör aracılığıyla tek taraflı a-sin aşırı ifadesi sağlanarak, 

aynı hayvanın karşı tarafının iç kontrol olarak kullanılmasına izin vermektedir (158, 

284).  

 AAV-aracılı bilateral SN ve DG’ye birlikte a-sin enjeksiyonu ilk defa 

gerçekleştirilen bu modelde enjeksiyon sonrası a-sin aşırı ifadesi hem SN’de hem de 

DG’de başarı ile sağlanmıştır. Enjeksiyon sadece SN ve DG bölgelerine yapılmış 

olmasına rağmen, a-sin geninin bağlantılı bölgelere transferi sağlanmış, striatumda, 

tüm hipokampüste, kısmen korteksin bazı bölgelerinde, VTA’da da aşırı ifade ve 

agregat oluşumu gözlenmiştir. Buna bağlı olarak hipokampüs ve striatumda sinaptik 

kayıp görülmesinin yanı sıra nöronal kayıp eğilimi de gözlenmiştir. Elde edilen 

patolojik bulgular ile birlikte oluşturulan bu model ile PH’nin motor ve motor-dışı 

belirtilerinin birlikte değerlendirilmesi imkanı bulunmuştur. Viral vektör aracılı a-sin 

aşırı ifadesi ile oluşturulan bu modelde yine ilk defa rapamisin tedavisi uygulanarak; 

rapamisin aracılı nöroprotektif/nörorestoratif mekanizmaların hastalığın patolojik ve 

davranışsal bulgularına etkisi ile patolojik a-sin yükü üzerine etkisi 

değerlendirilebilmiştir. Bu modelde görülen sinaptik kayıp, motor ve motor-dışı 

bulgular daha önce yapılmış viral vektör aracılı çalışmalar ile benzerlik göstermektedir 

(161, 163, 255, 258, 271). 
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 SN’de AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin motor fonksiyonda bozukluğa yol 

açtığı gösterilmiştir (160, 285). Bu tez çalışması kapsamında meydana gelen motor 

değişiklikleri değerlendirmek için ilk etapta başlangıçtan itibaren hafta hafta açık alan 

lokomotor aktivite değerlendirildi. Katedilen mesafenin ve horizontal aktivitenin ilk 

haftalarda düştüğü ancak daha sonrasında toparlanma göstererek harekette artış eğilimi 

olduğu gözlendi. Böylece; a-sin aşırı ifadesi sağlanmasının zamansal olarak motor 

aktiviteye etkisi, hafta hafta harekette meydana gelen değişiklikler ölçülerek 

değerlendirilebilmiştir. 7. haftadan sonra a-sin enjekte edilmiş hayvanların motor 

performansında toparlanma olsa da ikinci etapta karakterizasyon için planlanan 

deneylerin lokomotor aktivite test sonuçları ile benzer performans gösterdikleri ve 

naive kontrollerden daha az hareket ettikleri gözlenmiştir. İmmünoblotlama sonuçları 

değerlendirildiğinde ise 16. haftada striatumda hem TH kaybı hem de sinaptofizin 

kaybı olduğu gözlenmiştir. Bu durum 16 haftanın a-sin aşırı ifadesine bağlı patolojinin 

oluşması ve motor kayıp gözlenmesi için yeterli bir süre olabileceğini 

düşündürmektedir. Ancak sadece lokomotor aktiviteyi zamansal olarak 

değerlendirmek SN’de a-sin aşırı ifadesinin motor performansı etkilediğini söylemek 

için yeterli değildir. 

Silindir testi, unilateral nigral enjeksiyon yapılan PH hayvan modellerinde 

motor asimetriyi değerlendirmede oldukça sık kullanılır. Ancak bu modelde bilateral 

nigral enjeksiyon gerçekleştirilmiştir. Bu nedenle motor asimetriyi değerlendirmek 

mümkün değildir. Bunun yerine nigral enjeksiyona bağlı gerçekleşen motor 

bozukluklar rotatod testi ile değerlendirilmiştir. Bu çalışmada; bilateral SN ve DG a-

sin enjeksiyonu gerçekleştirilen hayvanların üç günlük deneme sonrasında rodda 

kalma süresinin diğer gruplara göre daha düşük olduğu gözlenmiştir. A-sin enjekte 

edilmiş grupta gözlenen bu azalma nigral nöronal hasara bağlı beklediğimiz bir 

azalmadır ve daha önceki çalışmalarla paralellik göstermektedir (286, 287).  

Tedavi grupları değerlendirildiğinde ise rapamisin tedavisi alan a-sin 

enjeksiyon gruplarının hem ilk 8 hafta da hem de son 8 hafta da rodda kalma 

sürelerinde naive kontrol grubuna göre azalma gözlenmiştir. Son 8 hafta çözücü alan 

a-sin grubu motor fonksiyonunda kontrole göre azalma eğilimi varken, ilk 8 hafta 

çözücü alan a-sin grubu motor fonksiyonunda değişiklik gözlenmemiştir. Son 8 hafta 

rapamisin tedavisi alan kontrol grubununda da rod üzerinde kalma süresinde naive 
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kontrol grubuna göre azalma olması bu etkinin kronik rapamisin tedavisine bağlı 

olabileceğini düşündürmektedir. Rapamisin, hücre metabolizmasında önemli rolü olan 

bir mTORC1 inhibitörüdür. Bir çalışmada uzun süreli rapamisin kullanımının vücut 

kitle indeksinde azalmaya neden olduğu gösterilmiştir (288). Son 8 hafta rodda kalma 

süresinde rapamisin tedavisi ile meydana gelen bu düşüş hayvanların 

metabolizmasında meydana gelen değişikliğe bağlı olarak kas güçsüzlüğünden 

kaynaklı olabilir. Nitekim son 8 hafta çözücü alan a-sin enjeksiyon grubunda kontrole 

göre azalma varken, bu azalma çözücü alan kontrol grubunda görülmemektedir. Fakat 

rapamisin tedavisi alan kontrol grubunda da rapamisin tedavisi alan a-sin enjeksiyon 

grubuna benzer oranda rodda kalma süresinde azalma görülmektedir. Bunun sebebi 

yine rapamisin tedavisinin metabolizma üzerindeki etkisi olabilir (288). 

Enjeksiyondan hemen sonra rapamisin tedavisi başlanmış olması ve 8 hafta boyunca 

tedavinin devam ettirilmesi iyileşme sürecindeki hayvanların kontrol grubundaki 

hayvanlara göre daha güçsüz kalmalarına neden olmuş olabilir. A-sin enjeksiyonu ile 

birlikte çözücü tedavisi başlanan grupta motor fonksiyon bozukluğunun görülmeme 

sebebi kullanılan çözücünün etkisi olabilir. Her ne kadar çözücünün her hangi bir etki 

göstermemesi beklense de rapamisini çözmek için kullanılan tween 80, PEG400 ve 

etil alkolün uzun süreli uygulanması, a-sin agregat yükünü değiştirmeden, patolojisini 

etkilemiş olabilir. Yapılan in vitro bir çalışmada; tween 80’in safra tuzlarının 

antimikrobiyal etkisini safra tuzları ile misel oluşturarak, onların bakteri ile temasını 

engelleyip, inhibe ettiği gösterilmiştir (289). Biyokimyasal çalışmalarda PEG400’ün 

proteini, virüsü ve virüs benzeri partikülleri ayırmada kullanılabileceği gösterilmiştir 

(290, 291).  

 Hareketlerde azalma ve yavaşlama PH’de iyi karakterize edilmiş motor 

fonksiyon bozukluklardan biridir ve nigrostriatal yolaktaki dopaminerjik nöron 

kaybına bağlı olarak görüldüğü daha önce gösterilmiştir (138, 139, 292). Bu tez 

çalışmasında hem açık alan bazal lokomotor aktivite değerlendirilmiş hem de 

apomorfin ile indüksiyonu sonrası lokomotor aktivitede meydana gelen artış 

değerlendirilmiştir. Bazal aktiviteye bakıldığı zaman a-sin, GFP ve SF grubunda, naive 

kontrol grubuna göre azalma gözlenmiştir. Ancak bu fark SF grubunda en azdır. Var 

olan bu fark cerrahi işlem sonrası meydana gelen mekanik hasara bağlı olabilir. 

Bilateral GFP enjeksiyonu yapılmış olan hayvanlarda da a-sin enjeksiyonu yapılmış 
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hayvanlara benzer şekilde harekette azalma gözlenmiştir. Bu azalmanın sebebi, 

GFP’nin nöronlar üzerinde toksik etkisi olabilir. Nitekim immünoblotlama ile GFP 

enjeksiyon grubunda da striatumda rölatif TH ve sinaptofizin seviyesinde azalma 

gözlenmiştir. Bu durum bazal lokomotor aktivitede meydana gelen azalmayı 

açıklayabilir. Tedavi gruplarının bazal lokomotor aktiviteleri ise; ilk 8 hafta çözücü ya 

da rapamisin tedavisi uygulanan a-sin enjeksiyon grubu, kontrol grubuna göre daha az 

hareket etmiştir. Ancak kontrol grupları arasında fark gözlenmemiştir. Son 8 haftada 

ise a-sin enjeksiyon gruplarının bazal hareketleri kontrollerden az olsa da, gruplar 

arasında fark gözlenmemiştir. Bu durum rapamisin tedavisi uygulanmasının motor 

harekette bir iyileşme sağlamadığını göstermektedir. Rapamisinin ilk 8 hafta 

uygulandığında da motor hareketlerde kötüleşmeye neden olmasının sebebi henüz 

agregat oluşmamışken otofajinin indüklenmesi hastalığın ilerleyişini 

engelleyememesi, ancak son 8 haftada rapamisin uygulandığında oluşan agregatların 

otofaji aracılı temizlenmesi ile hastalığın ilerleyişinin durdurulmasına aracılık etmesi 

ve böylece motor hareketlerde bozukluğun görülmemesi olabilir.  

Yanlış katlanmış ve agregat oluşturmuş proteinlerin birikimi nörodejeneratif 

hastalıkların ortak özelliklerinden biridir ve bu birikimin mTORC1 aracılı protein 

sentezi ve otofaji disfonksiyonu ile ilgili olabileceği düşünülmektedir. Bu nedenle 

rapamisin aracılı protein sentezinin baskılanmasının ve otofaji indüksiyonunun 

proteinlerden agregat oluşumunu azaltacağına ya da önleyeceğine dair çalışmalar 

bulunmaktadır (214, 245). Ayrıca; rapamisinin yaşlanma karşıtı etkilerinin olması, 

onun yaşa bağlı ortaya çıkan pek çok nörodejeneratif hastalıkta da koruyucu etki 

gösterebileceği düşüncesini ortaya çıkarmıştır. İlk olarak oral uygulanan rapamisinin, 

transgenik Alzheimer fare modelinde hafıza kaybının başlangıcından kısa bir süre 

sonra uygulanması durumunda hafıza kaybını önlediği ancak çok yoğun plak oluşumu 

ve birikimi olduktan sonra, geç dönemde uygulandığında etkili olmadığı gösterilmiştir 

(293). Bu çalışma sonuçları desteklemektedir. Patolojinin oluşma aşamasında, henüz 

daha agregat oluşmamışken rapamisin daha az etkili iken, patolojinin oluşmaya 

başladığı ancak çok yoğun olmayan nöron ölümü ve agregat oluşumu gözlenen yine 

erken bir dönemde rapamisin tedavisinin etkili olduğu gözlenmiştir.  

 Apomorfinin düşük dozlarda presinaptik D2 reseptör aracılı hareketlerde 

azalmaya neden olurken, yüksek dozlarda post sinaptik D1 reseptör aracılı 
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hareketlerde artışa sebep olduğu gözlenmiştir (294, 295). Bu çalışmada 0,5 mg/kg 

dozunda apomorfin subkütan olarak enjekte edilmiştir. AAV-aracılı bilateral a-sin 

enjeksiyonu gerçekleştirildiği için asimetrik motor davranış beklenmemekte ancak 

dopaminerjik yolak hasarına bağlı olarak harekette artış beklenmektedir. Deney 

sonucunda karakterizasyon gruplarının hepsinde apomorfin enjeksiyonu sonrası 

harekette artış gözlenmekle beraber bu artış a-sin enjekte edilmiş grupta diğer gruplara 

göre daha fazla olarak gözlenmiştir. Bu durum beklenilen bir durumdur ve literatürdeki 

çalışmalar ile benzerlik göstermektedir (271). Tedavi uygulanan gruplarda ise kontrol 

grupları arasında fark gözlenmezken, hem ilk 8 hafta hem de son 8 haftada a-sin 

enjekte edilmiş olup rapamisin ya da çözücü tedavisi alan grupların apomorfin 

enjeksiyonu sonrası hareketliliklerinde naive kontrol grubuna göre artış olduğu 

gözlenmiştir. İlk 8 hafta tedavi gruplarında a-sin enjeksiyonu sonrası hem çözücü alan 

grupta hem de rapamisin alan grupta apomorfin enjeksiyonu sonrası meydana gelen 

artış naive kontrol grubundan fazladır. Son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanması ise 

hem a-sin enjekte edilmiş grupta hem de kontrol grubunda apomorfin enjeksiyonu 

sonrası artışa neden olmuştur. Bu artış rapamisin tedavisi alan a-sin enjeksiyon 

grubunda en fazladır. A-sin enjeksiyonu sonrası meydana gelen SN patolojisine bağlı, 

apomorfin enjeksiyonu sonrası artış beklenirken bu artışın rapamisin tedavisi ile 

azalmak yerine daha da artmış olduğu gözlenmiştir. Kontrol gruplarında da hem ilk 8 

hem de son 8 haftada rapamisin tedavisinin apomorfin sonrası hareketliliği artırması 

bu etkinin rapamisin kaynaklı olduğunu düşündürmektedir. Rapamisin otofaji 

inhibisyonuna neden olan mTORC1 inhibitörüdür ve bu sayede otofaji indiksiyonu 

yapar. mTOR yolağı; nöronal hayatta kalma, hücre büyümesi, protein translasyonu, 

sinaptik plastisite gibi hücre için hayati önemi olan pek çok işlevde görev almaktadır 

(296, 297). Rapamisin aracılı mTORC1 inhibisyonu hücrenin yaşamsal faaliyetlerinin 

düzenlenmesinde rol oynar. Hücre metabolizmasında değişiklik olduğu zaman 

hücreler ya otofajiye gider ya da nöronal plastisite gözlenir (296). Literatürde D1 

reseptörü ile mTOR yolağı arasında bağlantı olduğu gösterilmiştir (298-300). Bir 

çalışmada Parkinson modelinde L-DOPA’ya bağlı diskinezi oluşumunun D1 reseptör 

aracılı mTOR aktivitasyonu ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (298). Bir başka çalışmada 

ise mTOR yolağının rapamisin aracılı inhibisyonunun mezokortikal yolakta 

dopaminerjik sistemi etkileyerek kokain ile indüklenen lokomotor aktivite artışını 
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inhibe ettiği gösterilmiştir (301). Rapamisin tedavisinin hem ilk 8 haftada hem de son 

8 haftada a-sin enjeksiyon grubu ve kontrol grubunda benzer etki göstermesi uzun 

süreli mTOR yolağının inhibisyonuna bağlı sinaptik plastisitede meydana gelen 

değişiklik ile ilgili olabilir. Rapamisin uygulanmasına bağlı apomorfin ile 

hareketliliğin artması D1 reseptör duyarlılığının artması ya da reseptör sayısının 

artması ile bağlantılı olabilir (301).  

 Başta AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi ile oluşturulan PH hayvan modeli olmak 

üzere pek çok hayvan modelinde motor fonksiyon bozuklukları çalışılmıştır (95, 160, 

284, 285, 302). Ancak; PH’de motor belirtiler kadar, motor dışı belirtiler de yaşam 

kalitesi açısından önemli bir yere sahiptir. Kognitif kayıp, duygulanım bozuklukları, 

koku ayırt etme, denge ve uyku bozuklukları gibi motor-dışı belirtiler, büyük bir 

ihtimalle PH’de ortabeyin dopaminerjik sisteminden bağımsız bir işlev kaybını 

yansıtmaktadır. Parkinson hastalarının beyinlerinde yapılan nöropatolojik incelemeler 

ortabeyin dopaminerjik sisteminin dışında rafe çekirdeklerindeki serotonerjik 

nöronlar, lokus seruleustaki noradrenerjik nöronlar, bazal ön beyindeki kolinerjik 

nöronlar ve diğer ön beyin çekirdekleri ile birlikte olfaktor bulbus ve kortikal alanlarda 

ilerleyici bir patolojiye işaret etmektedir (146). Literatürde bu alanda son zamanlarda 

yapılan çalışmalar bulunmaktadır. Örneğin; bilateral AAV-aracılı ventral tegmental 

dopaminerjik hücreler ve medial septal kolinerjik hücreler hedeflenerek a-sin aşırı 

ifadesi ile kognitif belirtiler geliştirmeye çalışılmış ve a-sin enjeksiyon grubu ile GFP 

enjekte edilen grup arasında belirgin bir nörodejenerasyon olmaksızın sinüklein 

patolojisine bağlı bazı kognitif bozukluklar geliştirilebildiğini gösterilmiştir (271). Bir 

başka çalışmada ise AAV-aracılı a-sin vagal sinire periferik olarak uygulanmış, beyin 

sapından itibaren kortekse kadar kaudo-rostral bir yayılım olduğu ortaya konulmuş 

ancak bunun davranışa yansıması incelenmemiştir (303). Bu tez çalışması 

kapsamında; PH’nin klinik seyrini daha uygun bir şekilde yansıtmak üzere 

nigrostriatal ve hipokampal alanlarda bir arada a-sin patolojisi oluşturulması ve a-sin 

patolojisinin kognitif fonksiyonlara etkisinin incelenmesi, rapamisin tedavisinin 

model üzerinde iyileştirici etkisinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır.  

PH, motor bozukluğun yanında mezolimbik, mezokortikal yolakta; kolinerjik, 

noradrenerjik ya da serotoninerjik sistemde görülen hafif lezyonlar sebebiyle 

anhedoni, apati, aksiyete, panik atak, sosyal fobi ve depresyon gibi motor dışı 
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bulgularla birlikte seyreder (304). Anksiyeteyi ölçmek için farklı yöntemler mevcut 

olsa da YAL en sık kullanılan yöntemlerden biridir (261, 262, 305). Anksiyetesi 

yüksek olan hayvanlar kapalı kollarda daha çok vakit geçirmeyi tercih ederken, 

anksiyete seviyesi azaldıkça açık kolda geçirilen süre artmaktadır (261, 262). 

Karakterizasyon deneylerinde bilateral a-sin enjeksiyonu gerçekleştirilen hayvanların 

açık kolda geçirdikleri sürenin diğer kontrol gruplarından daha fazla olduğu görüldü. 

Tedavi gruplarında ise hem ilk 8 hem de son 8 hafta çözücü uygulanan a-sin 

gruplarının açık kolda geçirdikleri sürelerin de benzer şekilde yüksek olduğu gözlendi. 

Bu durum karakterizasyon deneylerindeki bilateral a-sin enjeksiyon grubu ve kontrol 

grupları arasındaki ilişki ile paralellik göstermektedir. Hem ilk hem de son 8 hafta 

rapamisin tedavisi alan a-sin grupları ise, açık kolda daha az vakit geçirmişlerdir. 

Literatürde var olan çalışmaların bir kısmı da bu bulguları destekler niteliktedir. A-sin 

transgenik farelerde anksiyete benzeri davranışın azaldığı ve bu azalmanın zamanla 

birlikte arttığı gözlenmiştir (306, 307). Dopaminin anksiyete benzeri davranış ile 

ilişkili olduğu bilinmektedir (308). Dopaminerjik ve serotoninerjik sistemde a-sin aşırı 

ifadesi anksiyete benzeri davranışta azalmaya neden olmuş olabilir. Bir çalışmada, 

transgenik farelerin nükleus akumbens ve striatumlarında DAT ifadesinde azalma 

olduğu ve buna bağlı olarak da dopamin geri alımının azaldığı ve anksiyete benzeri 

davranışın da azaldığı gösterilmiştir (307). Bir başka çalışmada ise a-sin transgenik 

farelerde DAT ve serotonin transporter (SERT) ifadesinde artış olduğu ve anksiyete 

benzeri davranışta azalma olduğu ve bu azalmanın sebebinin dopaminerjik sistemin 

yanı sıra serotonerjik sistemde meydana gelen değişiklik ve SERT miktarının artışı 

olduğu belirtilmiştir (309). Ancak, bu konudaki bulgular tartışmalıdır. Literatürde, 

serotonin geri alımını inhibe eden ya da serotonin reseptör antagonisti olan 

moleküllerin anksiyolitik etki gösterdiğini öne süren çalışmalar da vardır (310-312). 

Anksiyete benzeri davranışı rodentlerde çalışmak oldukça zordur ve PH’de görülen 

anksiyete, deney hayvanlarında test edildiğinde sonuçlar tartışmalıdır. Bazı 

çalışmalarda anksiyete benzeri davranış gözlenirken bazı çalışmalarda 

gözlenmemektedir (312-316). Bunun yanında alt sınıf primatlarda yapılan bir 

çalışmada ise a-sin aşırı ifadesinin anksiyete benzeri davranışa neden olduğu 

gösterilmiştir (317). A-sin’in anksiyete üzerindeki etkisi tartışmalıdır. Ancak, bu tez 

çalışmasında a-sin enjekte edilmiş hayvanların açık kolda daha çok vakit geçirmesi 
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anksiyetenin azalmış olmasının yanı sıra PH’nin bir diğer bulgusu olan apati ile de 

ilişkili olabilir (21, 313, 318).  

Yiyeceğe dayalı ödülün, dopaminerjik mezokortikolimbik yolağın VTA ve 

nükleus akumbens, amigdala ve frontal korteks ile ilişkili olduğu düşünülmektedir 

(319, 320). Bu yolak, yiyecek ve içeceklerin tatlarının tercih edilme özelliklerine göre 

farklı doğal ödüller kullanılarak nükleus akumbensteki dopamin cevabı ölçülerek 

çalışılmıştır (321). Sükroz, sıçanlar için güçlü bir ödüldür (322). Pek çok çalışmada 

VTA’da seçici dopaminerjik nöron hasarının sükroz tüketiminde azalmaya neden 

olduğu gösterilmiştir (319, 323). SN’ye a-sin enjeksiyonuna bağlı VTA’da ortaya 

çıkması beklenen dopaminerjik nöron kaybının fonksiyonel karşılığını değerlendirmek 

için sükroz tercih testi gerçekleştirilmiştir (304). Bu tez çalışmasında; a-sin enjeksiyon 

grubu ile diğer kontrol grupları arasında sükroz tüketiminde bir fark saptanmamıştır. 

Tedavi gruplarında ise ilk 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasının kontrol grubunda 

sükroz tüketimini azalttığı gözlenmiştir. Son 8 haftada hem rapamisin tedavisi hem de 

çözücü uygulanması ile a-sin grubunda sükroz tüketiminde artma olduğu gözlenmiştir.  

Karakterizasyon için gerçekleştirmiş olduğumuz deneyler sırasında a-sin grubu 

ile diğer gruplar arasında fark olmaması, AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesine VTA’daki 

dopaminerjik nöronların SN’deki dopaminerjik nöronlardan daha dayanıklı 

olmasından kaynaklı olabilir (324). Bir çalışmada SN’ye 6-OHDA uygulanmasından 

sonra hipokampüste serotonin ve striatal dopamin azalması ile sükroz tercih arasında 

korelasyon olduğu gösterilmiştir (325). Yine bir başka çalışmada 6-OHDA, MPTP ve 

rotenon ile PH modeli oluşturulduğunda 21 gün sonra anhedoni görüldüğü 

gösterilmiştir (326). Toksin kaynaklı bir modele göre uzun bir süre sonra anhedoninin 

görülmesi belki de oluşturulan modelde bu sürenin VTA’da nöronal kayıp için yeterli 

olmadığını gösteriyor olabilir. Nitekim bir çalışmada da farklı zaman dilimlerinde 

alfasinükleinopati değerlendirildiğinde zamana bağlı olarak amigdalada Lewy 

cisimcikleri ve nöritlerinin miktarının artığı ve özellikle de 43. haftadan sonra nöronal 

azalma olduğu gösterilmiştir (327). Literatürdeki süre ile ilgili bilgilerin yanı sıra 

protokol gereği kafeslerde tek başına barındırılan deney hayvanlarının tükettikleri 

sükroz miktarının ölçülmesi gerekmektedir (328). Ancak deneyler sırasında yeterli 

suluk ve kafesin olmamasından dolayı, sükroz tercih testinden sonra da davranış 

deneylerine devam edilecek olması ve tek başına kalmak hayvanlarda başlı başına bir 
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stres faktörü (sosyal izolasyon stresi) olduğu için, aynı deney grubundan 2, 3 ya da 4 

sıçan bir arada tutuldu (329).  

İleri dönem PH’de görülen öğrenme ve bellek bozukluklarının hipokampal 

yapılarla ve frontal korteks ile ilişkili olduğu düşünülmektedir (330). YNT testi kısa 

ve uzun dönem belleğin değerlendirilmesi için yaygın kullanılan testlerden biridir 

(331-333). Herhangi bir bilişsel bozukluğu olmayan hayvanların eski nesneyi 

hatırlayarak yeni nesne ile daha çok vakit geçirmesi beklenmektedir. Deneyler 

sonucunda bilateral SN ve DG bölgelerine a-sin enjekte edilmiş grubun SF, GFP ve 

naive kontrol gruplarına göre yeni nesneyle, kısa dönem bellek değerlendirildiğinde, 

en az vakit geçirdiği gözlenmiştir. A-sin’in hipokampal bölgelerde yoğun yayılım 

göstermesi, sinaptik fonksiyon bozukluğu ve hafif nöronal kayba bağlı bellek 

bozukluğu görülmesi beklenen bir durumdur. Literatürde a-sin’in bilateral DG 

enjeksiyonuna bağlı kognitif bozukluk görüldüğüne dair daha önce yapılmış bir 

çalışma olmasa da toksin ve genetik PH hayvan modellerinde yapılmış çalışmalar 

bulunmaktadır (330). Tedavi gruplarında kısa dönem belleğin değerlendirilmesinde ise 

hem ilk 8 hem de son 8 hafta da çözücü uygulanmasının var olan patolojiyi 

değiştirmediği ve naive kontrol grubuna göre yeni nesne ile geçirilen sürenin daha az 

olmasına neden olduğu gözlendi. İlk 8 hafta rapamisin uygulanması sonucunda da 

durumun değişmediği, rapamisin uygulanan sıçanların da yeni nesne ile daha az vakit 

geçirdiği, dolayısıyla rapamisinin ilk 8 haftada a-sin patolojisinin ilerlemesine engel 

olmadığı gözlenmiştir. Son 8 hafta rapamisin uygulanması sonucu ise, a-sin grubunun 

kontrole yakın şekilde, yeni nesne ile daha çok vakit geçirdiği ve son 8 hafta rapamisin 

uygulanmasının bellek fonksiyonlarında düzelme sağladığı gözlenmiştir. YNT 

testinde kontrol gruplarına ilk ve son 8 hafta rapamisin ya da çözücü uygulanmasının 

naive kontrol grubundan farklı bir etkisi olmamıştır. Bu nedenle çözücü alan a-sin 

gruplarında hafızanın bozulmasının sebebinin a-sin patolojisi olduğu 

düşünülmektedir. Son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanmasının hafızaya olumlu 

etkilerinin olması da a-sin agregat yoğunluğunun otofajik olarak temizlenerek 

nörodejenerasyonun ilerleyişinin engellenmesi olabilir. Nitekim immünoblotlama da 

bu sonuçları destekler niteliktedir ve a-sin grubuna son 8 hafta rapamisin uygulanması 

ile birlikte hipokampüste çözücü alan gruba göre, agregat yükünde azalma olduğu 

gösterilmiştir. Rapamisin aracılı a-sin agregat yükünde azalma olması literatür ile 
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tutarlılık göstermektedir. Bir çalışmada; hücre kültüründe yabanıl, A30P ya da A53T 

a-sin yükünün rapamasin tedavisi sonrası azaldığı gösterilmiştir (206). 

Uzun dönem belleğin değerlendirilmesi için 24 saat sonra yapılan YNT 

testinde ise karakterizasyon gruplarında ve tedavi gruplarında yeni nesne ile geçirilen 

süre açısından gruplar arasında bir fark bulunamamıştır. Hem kontrol gruplarının hem 

de deney gruplarının eski ve yeni nesne ile benzer süre geçirdikleri gözlenmiştir. Bu 

durum, 24 saat sonrasında bütün grupların nesneleri hatırlamada zorluk çektiğini ve 

hem yeni nesne hem de tanıdığı nesne ile benzer oranlarda ilgilendiklerini 

göstermektedir.  

Hipokampüs ve peririnal korteks, prefrontal korteks, entorinal korteks gibi 

kortikal yapılar bellek ve öğrenme de önemli rol almaktadır (334-337). Ayrıca 

dopaminerjik sistem dışında kolinerjik, serotoninerjik ve noradrenerjik sistemler de 

uzaysal ve uzaysal olmayan bellek fonksiyonlarında; yeni nesneyi tanımada, 

bulunduğu yeri hatırlamada vb. işlemlerde rol oynarlar (330, 338). Uzun dönem ve 

kısa dönem bellekte görev alan yapıların birbirinden farklı olması ve bilgilerin 

aktarılması sürecinin değişmesi, YNT testi ile uzun dönem bellekte değişiklik 

görmememizin temel nedeni olabilir. Nesneleri tanımada peririnal korteksin daha 

etkili olduğu ve hipokampüsün daha ziyade uzaysal hafıza, içerik ile ilişkili olduğu 

literatürde gösterilmiştir (56, 62, 66, 332, 334, 339-342). Peririnal korteks 6 tabakalı 

neokorteks yapısı iken, hipokampüs 3 tabakalı bir allokorteks yapısıdır. Birbirleri ile 

entorinal korteks aracılı bağlantılı ya da direkt olarak bağlantıları olduğu kadar farklı 

bölgeler ile de bağlantıları söz konusudur (336). Peririnal korteks ve hipokampüs 

arasındaki bağlantılar hipokampal bir hasara bağlı olarak nesne tanımada bozukluğa 

neden oluyor ya da nesne tanımada bozukluk olması hipokampal hasarı tetikliyor 

olabilir (336). Bu bağlamda, YNT testinin esas olarak nesneleri tanıma ve bilgiyi 

yeniden toplamayı ölçmekten ziyade benzerlik temelli ölçüm yaptığına dair yorumlar 

da bulunmaktadır (343, 344). Ancak bunun yanında YNT testi kullanarak, 24 saat 

sonrasında uzun dönem belleği değerlendiren ve anlamlı sonuç bulan çalışmalarda 

vardır (345, 346). Literatürdeki bilgiler ve sonuçlarımız değerlendirildiğinde AAV-

aracılı DG’de a-sin aşırı ifadesinin başarı ile gerçekleştirilebildiği a-sin ifadesinin 

hipokampüs ve ilişkili olduğu yapılarda da yayılım göstererek, kısa dönem bellekte 
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bozulmaya sebep olduğu ve gözlenen bilişsel bozukluğun son 8 hafta rapamisin 

tedavisi ile birlikte düzelme gösterdiği söylenebilir.  

Hipokampüsün uzaysal, bağlamsal (context) hafıza ile ilgili olması AAV-

aracılı DG’de a-sin aşırı ifadesine bağlı uzaysal hafızanın da bozulmuş olabileceğini 

düşündürmüştür. Uzaysal hafızanın değerlendirilmesinde en sık kullanılan 

yöntemlerden biri Morris su labirenti testidir (268, 330, 347). Bu testte öncelikle 

hayvanların öğrenebilme düzeyleri değerlendirilmiş ve daha sonrasında da prob testi 

uygulanarak uzaysal hafıza ve öğrenilen bilginin geri çağırılması değerlendirilmiştir. 

Naive kontrol hayvanlarının platformu bulma süresi 15 s’nin altına düştüğü zaman 

öğrenme denemeleri bitirilmiş ve 24 saat sonrasında platform tanktan çıkarılarak prob 

testi gerçekleştirilmiştir. Bu tez çalışmasında; bilateral SN ve DG’de a-sin aşırı ifadesi 

sağlanan hayvanların, kontrol gruplarına göre, öğrenmede güçlük çektikleri 

gözlenmiştir. Kontrol grupları 12 s’den kısa sürede platformu bulurken, a-sin enjekte 

edilmiş grubun platformu bulma süresi 40 s civarıdır. Nitekim öğrenme eğrileri analiz 

edildiğinde kontrol gruplarının 1. ve 4. günler arasında platformu bulma sürelerinde 

anlamlı fark olduğu ve öğrenebildikleri gözlenirken a-sin grubunda bu farkın olmadığı 

ve öğrenemedikleri gözlenmiştir. Tedavi gruplarının öğrenme düzeyleri 

değerlendirildiğinde ise benzer şekilde bilateral SN ve DG’ye a-sin enjekte edilip daha 

sonrasında ilk 8 ya da son 8 hafta çözücü alan grupların platformun yerini öğrenmek 

için diğer gruplardan daha çok vakit harcadığı gözlenmiştir. İlk 8 hafta a-sin enjekte 

edilmiş gruba rapamisin uygulanması öğrenmede çözücüye göre daha başarılı olsa da 

platformu bulma süreleri kontrol gruplarına yakınlık göstermemektedir. Ancak; son 8 

hafta rapamisin tedavisi uygulanmasının çözücü uygulanmasına göre etkili olduğu ve 

platformu bulma süresini kontrol gruplarına oldukça yaklaştırdığı gözlenmiştir. 

Karakterizasyon grubuna prob testi uygulandığında; a-sin grubunun platformu 

bulmak için diğer kontrol gruplarına göre daha çok vakit harcadığı gözlenmiştir. 

Tedavi gruplarına prob testi yapıldığında ise hem ilk hem de son 8 hafta çözücü 

uygulanan a-sin grubunun, platformun daha önceden bulunduğu yeri hatırlamakta 

kontrol grubuna göre daha çok vakit harcadığı ve rapamisin tedavisi uygulanmasının 

bu süreyi kontrole oldukça yaklaştırıp aralarında anlamlı bir fark kalmadığı 

gözlenmiştir. Aynı şekilde kontrol gruplarına ne ilk ne de son 8 hafta çözücü ya da 
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rapamisin uygulanmasının platformun yerini hatırlamada naive kontrol grubuna göre 

bir fark yaratmadığı gözlenmiştir.  

Literatürde bulunan hem Alzheimer hayvan modellerinde hem de transgenik a-

sin modellerinde hipokampüs ile ilişkili uzaysal hafızada bozukluk olduğu 

gösterilmiştir (293, 348). Bu durum; uzaysal öğrenme ve hafızadaki değişikliğin a-sin 

aşırı ifadesine bağlı olduğunu düşündürmektedir. Hem ilk 8 hem de son 8 haftada 

rapamisin tedavisi uygulanmasının testte platformun yerini hatırlamayı artırmış 

olması; rapamisinin a-sin patolojisini engelleyerek, hipokampüs fonksiyonlarında 

koruyucu etkili olduğunu düşündürmektedir. Literatürde otofaji indüksiyonunun 

hafızayı güçlendirdiğini gösteren çalışmalar bulunmaktadır (349, 350). Otofaji 

spesifik inhibitörü olan Spautin-1 verilen hayvanlarda Beklin-1 inhibisyonu aracılı 

uzun dönem hafızada bozukluğa neden olduğu ancak öğrenmeyi etkilemediği 

gösterilmiştir. Bu durum otofaji inhibisyonunun hücre ölümü ya da nöronal aktivite 

inhibisyonuna neden olmadan, uzun dönem hafıza için gerekli olan sinaptik 

plastisitenin ve protein sentezinin etkilenmesi ile ilgili olabileceğini düşündürmektedir 

(349). Biriken, yanlış katlanmış ya da işlevini kaybetmiş proteinlerin otofaji aracılı 

yıkımı sonrası yeni proteinlerin sentezi ve sinaptik plastisite uzuzaysal hafıza 

mekanizmasının altındaki neden olabilir. Rapamisin tedavisinin hem ilk 8 hem de son 

8 haftada a-sin enjeksiyon grubunda uzaysal hafızayı geliştirmesi bu bulguları 

destekler niteliktedir. 

AAV-aracılı bilateral SN ve DG’de a-sin aşırı ifadesi sağlanarak oluşturulan 

PH modelinde meydana gelen davranışsal değişikliklerin altında yatan patofizyolojik 

değişiklikler immünoblotlama ve immünohistokimyasal boyama ile araştırılmıştır. 

Böylece; meydana gelen fizyolojik değişikliklerin moleküler temellerinin daha iyi 

anlaşılması hedeflenmiştir. Bu amaçla hem SNpc’de hem de DG’de a-sin ve GFP aşırı 

ifadesinin sağlandığı her iki yöntemle teyit edilmiştir.  

AAV-aracılı oluşturulan PH modelinde sıçanlarda meydana gelen kognitif 

değişikliklerin altında yatan mekanizmayı değerlendirmek ve var olan nöronal 

değişiklikleri gözlemleyebilmek için hipokampüste NeuN boyaması ve 

immünoblotlama ile semi-kantitatif analizi gerçekleştirilmiştir. Karakterizasyon grubu 

değerlendirildiğinde a-sin enjeksiyonuna bağlı hipokampüste NeuN miktarında 

azalma eğilimi olduğu gözlenmiştir. Tedavi grupları değerlendirildiğinde ise NeuN 
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miktarında rapamisin tedavisi uygulanan a-sin enjeksiyon grubunda en yüksek oranda 

kayıp olduğu gözlenmiştir. Ancak bu fark son 8 hafta tedavi gruplarında 

gözlenmemiştir. A-sin aşırı ifadesine bağlı meydana gelen dopaminerjik nöron kaybını 

değerlendirmek için TH boyaması ve immünoblotlama ile striatumda TH miktarının 

tespiti de gerçekleştirilmiştir. Ancak karakterizasyon için gerçekleştirdiğimiz deney 

grupları arasında TH miktarlarında fark bulunmamıştır. İlk 8 hafta tedavi grupları 

değerlendirildiğinde; a-sin enjeksiyon gruplarının kontrol gruplarına göre TH 

miktarının azaldığı ancak son 8 hafta tedavi grupları arasında çözücü uygulana a-sin 

grubunun TH miktarı en az olsa da anlamlı bir fark olmadığı görülmemiştir. Çözücü 

alan a-sin enjeksiyon gruplarının TH miktarında azalma olması ancak bu farkın 

anlamlı olmaması karakterizasyon grubuyla benzerlik göstermektedir. İlk 8 hafta 

rapamisin tedavisi alan a-sin enjeksiyon grubunun striatumunda TH ve 

hipokampüsünde NeuN miktarının diğer gruplardan daha fazla azalmış olması, 

rapamisinin etkisi olabilir. Operasyon sonrası henüz tam iyileşememiş sıçanlara 

immünosupresif etkisi olan rapamisin verilmesi, enjeksiyon hasarını artırmış olabilir. 

İlk 8 hafta rapamisin tedavisi alan a-sin enjeksiyon grubu hariç diğer a-sin enjeksiyon 

gruplarında TH ya da NeuN ölçümlerine bağlı nöronal kayıp görülmemiştir. Bu 

durum, nöronal kayıp olmamasına rağmen devam eden nörodejeneratif süreçten 

kaynaklı olabilir. Nitekim viral vektör aracılı a-sin aşırı ifadesi ile gerçekleştirilen PH 

modellerinde, toksin kaynaklı oluşturulan ve çok daha kısa sürede çok daha yoğun 

olarak görülen nöronal hasar görülmemektedir (95, 158, 351, 352). Aslında viral 

vektör aracılı a-sin aşırı ifadesi ile yavaş gelişen nöronal hasar hastalığın var olan 

seyrine daha çok paralellik gösterir (3, 33, 162, 284). Ancak; a-sin enjeksiyonuna bağlı 

sıçanlarda meydana gelen davranışsal değişiklikler, a-sin’in hastalık patolojisinde 

önemli bir rolü olduğunu gösterir ve nöronal hasar yüksek oranlarda meydana gelmese 

dahi sinaptik fonksiyonları ya da benzer mekanizmaları etkileyerek değişikliklere 

neden olduğuna işaret eder.  

Uzun dönem depresyon (LTD) ve uzun dönem potansiyasyon (LTP) gibi 

sinapslarda meydana gelen aktivite-bağımlı değişiklikler; motor kontrol, adaptasyon 

ve işlemsel hafıza için anahtar görevi gören hücresel bileşenlerdir. Ayrıca LTD ve 

LTP, nigrastriatal terminallerden gelen dopaminerjik aşırım ile düzenlenir ve kontrol 

edilir. Bu nedenle, striatumda yoğun dopaminerjik hasar ile karakterize olan PH’nin 
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motor ve bilişsel belirtilerinin başlangıç ve ilerleyiş sebeplerinden biri LTD ve LTP 

sinaptik plastisitelerinde meydana gelen yetersizlik olabilir (353). Kortikostriatal ve 

nigrostriatal nöronal uyarılabilirlikteki değişiklikler, sinaptik plastisite indüksiyonu 

için eşik değeri etkileyerek striatal sinaptik aşırım etkinliğini değiştirebilir ki bu da PH 

semptomlarının oluşumunda temel rol oynuyor olabilir (353). Sinaptofizin, beyinde 

presinaptik veziküllerin membranlarında yerleşim gösteren bir glikoproteindir. 

Aksonal patoloji ve sinaptik kaybı değerlendirmek için kullanılan biyobelirteçlerden 

biridir. Sinaptofizin’in LTP ve sinaptik plastisitede rol aldığı daha önceki çalışmalarda 

gösterilmiştir (353-355).  

 Sinapslarda meydana gelen değişikliklerin PH’de rol oynadığı bilindiğinden 

(356, 357) a-sin aşırı ifadesine bağlı meydana gelen değişiklikleri değerlendirmek için 

hipokampüs ve striatumda sinaptofizin immünohistokimyasal boyaması ve 

immünoblotlama ile kantitizasyonu gerçekleştirildi. Karakterizasyon grubu 

değerlendirildiğinde a-sin enjeksiyon grubunun sinaptofizin miktarının hem 

hipokampüste hem de striatumda diğer gruplardan daha az olduğu gözlenmiştir. 

Ayrıca, GFP enjeksiyonuna bağlı da azalma olduğu gözlenmiştir. A-sin enjeksiyon 

grubunda sinaptofizin miktarında meydana gelen azalma, beklenen bir bulgudur (357, 

358). GFP aşırı ifadesinin striatumda sinaptofizin miktarını naive kontrol grubuna göre 

azaltması beklenmeyen bir durumdur. Ancak; genel olarak sonuçlar 

değerlendirildiğinde hem davranışsal olarak hem de moleküler olarak a-sin aşırı 

ifadesi kadar olmasa da GFP aşırı ifadesinin davranışsal ve moleküler düzeyde 

değişikliğe neden olduğu gözlenmektedir. Bu değişikliklerin SF enjeksiyon grubundan 

daha fazla olması var olan değişimin enjeksiyona bağlı mekanik hasardan değil, GFP 

toksisitesine bağlı olduğunu düşündürmektedir. Nitekim literatürde var olan 

çalışmalarda GFP’nin hücresel toksisitesi olabileceği fikrini desteklemektedir (359, 

360). 

 Tedavi grupları sinaptik kayıp açısından değerlendirildiğinde ve 

hipokampüsteki sinaptofizin miktarlarına bakıldığında ilk 8 hafta rapamisin tedavisi 

ya da çözücü alan a-sin enjeksiyon grubunda azalma olduğu ve bu azalmanın çözücü 

alan grupta daha fazla olduğu gözlenmektedir. Her ne kadar çözücü alan a-sin 

enjeksiyon grubu kadar sinaptik kayıp olmasa da rapamisin tedavisi alan a-sin 

enjeksiyon grubunun sinaptofizin miktarının naive kontrole göre azaldığı 
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bulunmuştur. Fakat bu durumun; son 8 hafta rapamisin uygulanan grupda farklı olduğu 

gözlenmiştir. Son 8 hafta çözücü alan a-sin enjeksiyon grubunun sinaptofizin 

miktarının naive kontrol grubuna göre azaldığı gözlenirken, rapamisin tedavisi 

uygulanmasının sinapsları koruduğu ve çözücü alan gruptan daha yoğun sinaptofizin 

miktarı olduğu gözlendi. Striatumdaki sinaptofizin miktarları değerlendirildiğinde ise; 

hem ilk 8 hem de son 8 hafta çözücü uygulanan a-sin enjeksiyon grubunun sinaptofizin 

oranının en az olduğu hesaplanmıştır. İlk 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanan a-sin 

enjeksiyon grubu ile naive kontrol arasında bir fark gözlenmezken, son 8 hafta 

rapamisin tedavisi uygulanan a-sin enjeksiyon grubunun striatal sinaptofizin 

miktarının naive kontrole göre azaldığı hesaplanmıştır. Bu durum hipokampüste 

gözlenen durumdan farklıdır. Hipokampüsteki ve striatumdaki nöron tiplerinin 

birbirinden farklı olması ve a-sin’in hücre tiplerine duyarlılığının farklı olması, 

sinaptik kaybın sebeplerden biri olabilir (146, 361, 362). Ayrıca bu durum rapamisinin 

striatal sinapslarda daha etkin olduğunu ya da son 8 hafta rapamisin uygulanmasının 

striatumdaki sinaptik kaybı engellemek için geç bir süre olduğunu düşündürmektedir. 

Aslında sinaptofizin miktarında meydana gelen azalma beklenen bir durumdur (356, 

357). Davranış deneyleri değerlendirildiği zaman motor fonksiyon kaybının son 8 

hafta rapamisin uygulanan grupta da kötü olduğu hatta rodda kalma sürelerinin çözücü 

alan gruptan daha kısa olduğu ve apomorfin enjeksiyonu sonrası lokomotor 

hareketlerdeki artışın daha yüksek olduğu gözlenmiştir. Bu durum rapamisinin 

striatumdaki sinapsları korumada yeterli olmadığını düşündürmektedir.  

 PH patogenezinde nöroinflamasyonun da rolü olduğu bilinmektedir (363-365). 

Glial hücreler, beyindeki hücrelerin yaklaşık %50’sini oluşturur. Glial hücrelerin pek 

çok alt tipi olsa da en yaygın alt tiplerinden birisi astrositlerdir. Astrositlerin; yapısal 

ve metabolik destek sağlamada, sinaptik aşırımı düzenlemede, suyun taşınmasında ve 

kan akımında, glial kaynaklı nörotrofik faktör (GDNF) gibi dopaminerijik nöronların 

gelişiminde ve hayatta kalmasında önemli olan nörotrofik faktörlerin üretiminde görev 

almak gibi pek çok fonksiyonu vardır (366-368). Ayrıca; mikroglia aracılı immün 

cevap oluşturulduğunda; astrositler, bölgenin etrafını sararak bir bariyer oluştururlar 

ve toksik sinyalin sağlıklı çevre dokulara yayılmasını engellerler (366). PH’de 

nöroinflamasyonun etkilerine dair literatürde yer alan önemli bulgulardan biri de 

SNpc’de bulunan reaktif astrositlerdir (367). Ayrıca, a-sin’in nöronlardan glial 
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hücrelere transfer olarak biriktiğini gösteren çalışmalarda mevcuttur (369). A-sin 

agregatlarının astrosit içerisinde birikimi, dopaminerjik ve motor nöronların büyük 

oranda kaybının gözlendiği orta beyin, beyin sapı ve omurilikte mikroglial aktivasyona 

neden olur. Mikroglial aktivasyonun engellenmesinin nöronların hayatta kalmasını 

artırması, astrosit aracılı mikroglial aktivasyonun nörodejenerasyonda doğrudan rolü 

olduğunu düşündürmektedir (370). Uzun bir zaman boyunca dopaminerjik nöronların 

ölümüne bağlı nöroinflamasyon görüldüğü düşünülmüştür ancak son zamanlarda 

nöroinflamasyonun hastalığın başlangıç patofizyolojisinde rolü olduğu düşünülmeye 

başlanmıştır (367, 371).  

Bu tez çalışmasında, astrositlerin patofizyolojideki rolünü değerlendirmek için 

hem ilk 8 hem de son 8 haftalık tedavi gruplarında ALDH1L1 miktarı hipokampüste 

ve striatumda immünoblotlama ile semi-kantitatif olarak tespit edildi. İlk 8 hafta 

rapamisin tedavisi alan hem a-sin enjeksiyon grubunun hem de kontrol grubunun 

ALDH1L1 seviyelerinin hipokampüste arttığı ve bunun yanı sıra çözücü alan grupların 

ise ALDH1L1 seviyelerinin azaldığı gözlenmiştir. Ancak striatumlarına bakıldığı 

zaman gruplar arasında fark yoktur. Son 8 hafta çözücü alan a-sin enjeksiyon grubunun 

ALDH1L1 seviyesinin hipokampüste arttığı gözlenirken, rapamisin grubunda artış 

gözlenmemiştir. Striatumda ise a-sin enjeksiyonu sonrası ALDH1L1 seviyesinde artış 

olduğu ve bu artışın rapamisin uygulanan a-sin grubunda diğer gruplara göre daha 

yüksek olduğu gözlenmiştir. Sonuçlara bakıldığında, a-sin enjeksiyon gruplarında 

rapamisin tedavisi ile birlikte hem hipokampüste hem de striatumda ALDH1L1 

seviyelerinin arttığı gözlenmektedir. Ancak bu artış ilk 8 hafta hipokampüs hariç 

kontrol gruplarına rapamisin uygulandığında görülmemektedir. Bu durum ALDH1L1 

seviyesindeki artışın a-sin aşırı ifadesine bağlı olduğunu düşündürmektedir. Yine ilk 

8 hafta hipokampüs hariç çözücü uygulanan a-sin enjeksiyon gruplarında da 

ALDH1L1 seviyelerinde artış gözlenmiştir. Bu durumda ALDH1L1 seviyesinde 

meydana gelen artışın a-sin aşırı ifadesine bağlı olduğunu düşündürmektedir. Bir 

çalışmada unilateral AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanması ve fibril enjeksiyonu 

yapılmasının başlangıçta glial aktivasyona neden olduğu ancak ilerleyen zamanda 

etkilenen nöronların ölmesi ya da parçalanması sonucunda aktif glial hücrelerin 

sayısının azaldığı gözlenmiştir (372). Bu tez çalışmasında; yoğun olarak a-sin 

agregatlarını görmekle birlikte hücre ölümünün aynı oranda yüksek olmadığı 
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gözlenmektedir. Bu nedenle a-sin enjeksiyonuna bağlı ALDH1L1 seviyesinin artmış 

olması literatür ile tutarlılık göstermektedir (367, 369, 370). Karakterizasyon grubunda 

meydana gelen glial değişiklikler değerlendirilmemiştir. Tedavi grubunda meydana 

gelen değişiklikler ise tam olarak tutarlılık göstermemektedir. Bu nedenle astrosit 

aktivasyonu ve nöroinflamasyonun histopatolojideki rolünü daha detaylı olarak 

incelemek için glial fibriller asidik protein (GFAP), mikroglial aktivasyonu 

değerlendirmek içinde Iba-1 gibi biyobelirteçler kullanarak da ölçüm yapmak ileride 

daha detaylı çalışmak için fayda sağlayabilir (373).  

PH’de altın standart olarak kullanılan tedavi L-DOPA’dır. Şu ana kadar 

geliştirilmiş en iyi tedavi L-DOPA olsa dahi ciddi yan etkilerinin olması kullanımını 

kısıtlamaktadır. Ayrıca; L-DOPA’nın dopaminerjik nöronlara toksik etkili olabileceği 

ve bu yüzden de uzun süreli kullanımının nigral hasarı artırdığı düşünülmüştür (374). 

Bu fikrin altında yatan temel sebepler; glutatyonun azalması, Fe+2 artması ve 

mitokondriyal kompleks 1 aktivitesinin azalması ve buna bağlı olarak da serbest 

oksijen radikallerinin artmış olması ve apoptotik ölüm yolaklarının orta beyin 

dopaminerjik nöronlarda aktif hale geçmesi olabilir (171, 375). Dopamin, metabolize 

olduğu zaman toksik hidroksi radikallerinin prekürsörü olan H2O2 meydana getirir. 

Hastalığın ilerlemesi ile birlikte belirli bir miktar nigral hücrenin kaybından sonra 

hayatta kalan hücrelerde dopamin metabolizması artar özellikle de glutatyon 

aktivitesinin kaybolduğu ve Fe+2 birikiminin arttığı koruyucu mekanizmaların olduğu 

çevrede serbest radikallerin artmasına ve nörodejenerasyonun ilerlemesine neden olur 

(376, 377). Bu nedenle de yeni tedavilere ihtiyaç vardır. 

PH’nin henüz kesin bir tedavisi bulunamadığı için, var olan tedavilerdeki temel 

amaç; semptomların kontrolünü sağlamak, ilaç kullanımına bağlı yan etkileri azaltmak 

ya da ertelemektir. Günümüzde hastalığın ilerleyişini durduracak ya da nöroprotektif 

etki sağlayacak bir tedavi henüz bulunamamıştır. PH ile ilişkili henüz belirlenememiş 

pek çok genetik, çevresel ya da patolojik mekanizmanın bulunması; nöroprotektif 

tedavileri denemeye elverişli hastalığın ilerleyişini birebir gösteren bir hayvan 

modelinin eksikliği; PH’de hücresel patolojik mekanizmayı en iyi hedefleyen ilaç ve 

dozunun belirlenememiş olması; olası ilaç moleküllerinin test edilebileceği, kontrollü, 

plasebo kontrollü, çift kör ve çok merkezli çalışma yapmanın zorlukları; hastalığın 

ilerleyişinin yavaşladığına karar vermede kullanılan değerlerin yeterince hassas 
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olmaması; hastalığın hangi aşamada olduğunu gösteren biyobelirteçlerin yeterince 

tanımlanmamış olması önemli sebepler arasındadır (174). 

 Rapamisin ilk olarak antifungal bir ilaç olarak tanımlanmıştır. Ancak 

günümüzde esas olarak organ naklinde doku reddini önlemek için kullanılır ayrıca 

kanser hastalarında ve bazı metabolik hastalıklarda da faydalı etkileri olduğu gözlense 

de rapamisinin etkinlik derecesi çok güçlü değildir. Bunun sebebi; rapamisinin 

mTORC1 sinyalini tamamen bloke edememesi ve geri bildirim döngüleri, telafi edici 

yolakları da aktif hale geçirerek hücresel hayatta kalma ve büyümeyi desteklemesi 

olabilir (245). 

 mTORC1, büyüme faktörleri, besin, enerji ve oksijen durumu gibi pek çok 

sinyali düzenler. Nöronlarda mTOR düzenleyici olarak görev yapmakta, beynin 

normal gelişiminde ve sinaptik plastisitede, hafıza ve öğrenme fonksiyonlarında görev 

alır ve yetişkinlerde de önemli bir rol oynar. Bu nedenle kanser, genetik hastalıklar ve 

yaşa bağlı nörodejeneratif hastalıkların altta yatan mekanizmasında mTORC1 

yolağında meydana gelen bir bozukluğun sebep olduğu düşünülmektedir (218, 245).  

 Rapamisin, otofaji indüksiyonuna neden olan bir ilaçtır. Otafaji; bütün 

ökaryotik hücrelerde gerçekleşen birincil yıkım yolağıdır. Esas olarak, sitoplazmadaki 

eski proteinleri yıkarak yeniden kullanılmalarını, stres altında enerji üretimini, hasar 

görmüş organellerin yıkımını ya da yeni besin ortamına adaptasyonunu, fazlalıkların 

atımını ve homeostazisi sağlar (378, 379). Ayrıca; otofaji, toksik proteinlerin 

birikimini önlemede, invazif mikroorganizmaların ve onların antijenlerinin yıkımı gibi 

bağışıklıktaki pek çok rolüyle hücrenin korunmasında da önemli bir rol oynar (378).  

 Bu tez çalışması ile AAV-aracılı oluşturulan PH modelinde ilk defa ilk 8 hafta 

rapamisin tedavisi uygulayarak, patoloji öncesi otofaji indüksiyonunun hastalığın 

oluşmasında nöroprotektif etkisi değerlendirilmiştir. Son 8 hafta rapamisin tedavisi 

uygulanarak ise belirli bir miktar a-sin yükü oluştuktan sonra, var olan agregatların 

yıkımına ve agregatlardan temizlenmesine katkısı ve böylece, hastalığın ilerlemesine 

ya da durdurulmasına etkisi değerlendirilmiştir. Otofaji indüksiyonunu 

değerlendirmek için anti-LC3 I/II antikoru ile anti-SQSTM1 (p62) antikoru 

kullanılmıştır. LC3 esas olarak çift membranlı otofagozomun oluşumu için gerekli 

olan fagoforun uzaması aşamasında gereklidir. Atg4b enzimi proLC3’ün C 

terminalindeki glisini ayırarak sitozolik LC3 I oluşumunu sağlar, bunu takiben 
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fosfotidiletonolamin (PE) ile LC3 I konjugasyonu membran-ilişkili LC3 II oluşumu 

meydana gelir (378). LC3 II otofagozom membranı ile ilişkili olduğundan LC3 II 

miktarında meydana gelen artış, otofajik aktivasyona işaret etmektedir. Memelilerde 

keşfedilen ilk seçici otofajik adaptör proteini p62’dir. p62 çok fonksiyonlu bir 

proteindir ve üzerinde LC3 bağlanma bölgesi bulunur (380). p62 ubikutinlenmiş 

kargoları spesifik bağlanma bölgeleri aracılığıyla otofajik yıkıma götürür (381). 

Otofajik yıkım sürecinde p62’nin de substrat gibi davranması nedeniyle otofajinin 

aktivasyonu, p62 ifadesinde azalmaya neden olur (382). 

 Otofaji aktivasyonunu değerlendirmek için enjeksiyon yapmış olduğumuz 

hayvanların sağ hipokampüslerinde; LC3 I/II ve p62 seviyeleri immünoblotlama ile 

semi-kantitatif olarak ölçüldü. Buna göre; ilk 8 hafta tedavi uygulanan hayvanların 

hipokampüslerinde LC3 I seviyesinin; a-sin enjeksiyonu ardından rapamisin 

uygulanan grupta arttığı gözlenirken, kontrole rapamisin uygulanmasında ise bu artış 

gözlenmedi. İlk 8 hafta tedavi uygulanan grupların hipokampüs LC3 II seviyeleri 

değerlendirildiğinde ise gruplar arasında fark gözlenmedi. Aktif otofaji genel olarak 

LC3 I’in, II’ye dönüşümündeki artış ile ölçülmektedir. Bu nedenle LC3 II/LC3 I oranı 

literatürde sıklıkla kullanılmaktadır (383). İlk 8 hafta tedavi gruplarında hipokampüs 

LC3 II/LC3 I oranı değerlendirildiğinde; rapamisin tedavisi uygulanan grupta LC3 I 

seviyesi artarken, aynı artışın LC3 II’de gözlenmemesine bağlı olarak LC3 II/LC3I 

oranında azalma olduğu gözlendi. Ancak çözücü alan a-sin grubunda bu azalma 

gözlenmemiştir. Ayrıca; rapamisin tedavisi uygulanan kontrol grubunda da değişiklik 

gözlenmemiştir. LC3 II/LC3 I oranında meydana gelen bu beklenmedik azalma 

otofajik yolakta meydana gelen bir değişiklik ile ilişkili olabilir. Ancak literatürde bu 

alanda yapılan çok fazla çalışma bulunmamaktadır. A-sin enjeksiyonundan hemen 

sonra hayvanlarda immünosupresif etkili olduğu bilinen rapamisin tedavisi 

uygulanması, henüz iyileşme dönemindeki sıçanların a-sin aşırı ifadesi sağlanmasıyla 

birlikte hücre ölüm yolaklarından biri olan otofajik yolağın hasarına neden olmuş 

olabilir. Nitekim mTOR inhibisyonu yaparak otofajik yolak aktivasyonuna neden olan 

rapamisin tedavisi ile LC3 II/LC3 I oranında artış olması beklenmektedir (274). 

Ancak; a-sin enjeksiyonu sonrası rapamisin uygulanan hayvanların 

hipokampüslerinde bunun tam tersi bir etki olarak artış yerine azalma meydana 

gelmiştir. Bunun yanı sıra, rapamisin tedavisi alan a-sin grubu hariç, fark 
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gözlenmemekte ve naive kontrole de benzer sonuçlar gözlenmektedir. Ancak otofajiyi 

tek bir belirteç ile değerlendirmek yanlış sonuçlar verebilmektedir. Bu nedenle birden 

fazla belirteç ile sonuçların teyit edilmesi gerekmektedir. Bu amaçla, p62 değerine de 

bakılmıştır. İlk 8 hafta tedavi uygulanan hayvanların p62 seviyeleri 

değerlendirildiğinde ise a-sin enjeksiyonundan sonra rapamisin uygulanan grubun 

hipokampüs p62 seviyesinde diğer gruplara göre azalma eğilimi olduğu gözlendi. Bu 

bağlamda; otofajik aktivasyonun bir diğer belirteci olan p62 seviyesinde meydana 

gelen hafif azalma otofaji aktivasyonuna işaret ediyor olabilir (382). Ancak; ilk 8 hafta 

tedavi sonrası, tedavinin kesilerek 8 hafta daha hayvanların yaşatılmış olması ilacın 

belirli etkilerinin azalması ya da yok olması ile ilişkili olabilir. 

 Son 8 hafta tedavi uygulanan grupların hipokampüs otofajik aktivasyonu 

değerlendirildiğinde ise; a-sin enjeksiyonu sonrası rapamisin tedavisi uygulanan 

grupta da LC3 I miktarında ilk 8 haftaya benzer şekilde artış olduğu gözlendi. 

Hipokampüs LC3 II miktarı değerlendirildiğinde ise a-sin enjeksiyonu sonrası çözücü 

alan grubun ve rapamisin tedavisi alan kontrol grubunun LC3 II miktarlarının azaldığı 

gözlendi. Hipokampüs LC3 II/LC3 I oranına bakıldığında; a-sin enjeksiyonu sonrası 

rapamisin tedavisi alan grubun LC3 I seviyesinde meydana gelen artışın LC3 II’de 

gözlenmemesine bağlı olarak naive kontrol grubuna göre azaldığı gözlendi. Benzer 

şekilde kontrole rapamisin ya da çözücü uygulanan gruplarda da bu oranda naive 

kontrole göre azalma saptandı. Son 8 hafta tedavi uygulanan hayvanların hipokampüs 

p62 seviyeleri değerlendirildiğinde ise kontrole rapamisin uygulanan grubun p62 

seviyesinde, naive kontrole ve a-sin enjeksiyonu sonrası rapamisin tedavisi uygulanan 

gruba göre azalma olduğu gözlendi. 

 Son 8 hafta tedavi alan grupların hipokampüs otofaji aktivasyonu sonuçları 

değerlendirildiğinde; a-sin enjeksiyonu sonrası rapamisin tedavisi alan grubun LC3 I 

seviyesindeki artışın ilk 8 hafta rapamisin uygulanmasına göre daha yüksek oranda 

olduğu ancak bu artışın LC3 II miktarına aynı oranda yansımadığı gözlenmiştir. A-sin 

enjeksiyonu sonrası rapamisin tedavisi alan grubun LC3 I seviyesinde meydana gelen 

bu artış, kontrole rapamisin uygulanan grupta ya da çözücü alan a-sin enjeksiyon 

grubunda gözlenmemiştir. LC3 I miktarı artarken, LC3 I’in aynı oranda LC3 II’ye 

dönüşmemesi ilk 8 hafta tedavi grubuna benzer şekilde otofajik yolağın 

aktivasyonunda bir değişiklik meydana geldiğini düşündürmektedir (274). A-sin 
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enjeksiyonu sonrası son 8 hafta rapamisin uygulanan grupta, ilk 8 hafta rapamisin 

uygulanan gruba göre LC3 I miktarının daha fazla artmış olması ve LC3 II’ye 

dönüşümünün aynı oranda olmaması bu yolaktaki bozukluğun a-sin agregatlarının 

belli bir yoğunluğa ulaşması ile ilişkili ya da rapamisin tedavisinin devam ediyor 

olmasından kaynaklı olduğunu düşündürmektedir. Ancak bu artışın son 8 hafta çözücü 

alan a-sin enjeksiyon grubunda gözlenmemesi, a-sin agregatlarının tek başına yolakta 

değişiklik yapmaya yeterli olmadığını ve son 8 hafta boyunca rapamisin tedavisi 

uygulanmasının a-sin aşırı ifadesine ek olarak bu değişikliklerle neden olduğunu 

düşündürmektedir. Son 8 hafta tedavi gruplarının hipokampüs p62 düzeylerine 

bakıldığında ise; kontrole rapamisin uygulanan grupta p62 miktarının azaldığı ancak 

aynı azalmanın a-sin enjeksiyonu sonrası rapamisin uygulanan grupta olmadığı 

gözlenmiştir. Bu sonuçlar tutarlılık göstermektedir ve a-sin enjeksiyonu sonrası 

otofajik yolakta bozukluk meydana gelmiş olabileceği düşüncesini desteklemektedir.  

 İlk 8 hafta tedavinin striatumdaki otofajik etkilerini değerlendirmek için de 

LC3 I/II ve p62 düzeyleri immünoblotlama ile değerlendirildi. Buna göre; a-sin 

enjeksiyonu sonrası rapamisin tedavisi alan grubun LC3 I miktarında hipokampüse 

benzer şekilde hafif bir artış olduğu gözlendi. LC3 II miktarlarında ise; a-sin 

enjeksiyonu sonrası çözücü uygulanan grupda artış olduğu gözlendi. Aktif otofajiyi 

değerlendirmek için LC3 II/LC3 I oranına bakıldığında ise; a-sin enjeksiyonu sonrası 

çözücü alan grupta kontrole çözücü uygulanmasına göre artış olduğu gözlendi. 

Otofajinin bir diğer belirteci olan p62 düzeyine bakıldığı zaman ise a-sin enjeksiyonu 

sonrası çözücü alan grupta p62 düzeyinde azalma olduğu gözlendi.  

 Sonuçlar a-sin enjeksiyonu sonrası çözücü uygulanan grupta LC3 II/LC3 I 

oranında artış meydana gelmesi ve bu artışın a-sin enjeksiyonu sonrası rapamisin 

uygulanan gruptan daha yüksek olması; tedavi uygulansa da a-sin aşırı ifadesi 

sağlanmasının striatumda otofaji aktivasyonuna neden olduğunu düşündürmektedir. 

A-sin enjeksiyonu sonrası ilk 8 hafta rapamisin tedavisi uygulanması hipokampüste 

LC3 II/I oranında azalmaya neden olmuştur. Bu durum hipokampüste otofajik yolakta 

LC3 I’den II’ye dönüşümünde bir bozukluk meydana geldiğini düşündürmektedir. 

Ancak striatuma bakıldığında LC3 II/LC3 I oranında rapamisin tedavisi sonrası artış 

görülmüştür ki bu durum otofaji aktivasyonuna işaret etmektedir. Hipokampüs ile 

striatum arasındaki otofajik yolaktaki bu değişiklik, yapısal farklılıktan kaynaklanıyor 



159 

  

olabilir (361, 362). Bir çalışmada; korteks, hipokampüs ve striatum karşılaştırıldığında 

striatumun nöronal oksidatif strese daha duyarlı olduğu gösterilmiştir (384). Oksidatif 

strese duyarlılığın değişmesinin ise farklı beyin bölgelerinde mitokondrial enzim 

aktivitesinin farklı olması ve enzim aktivitesinin dışında kalsiyum stresine 

(eksitotoksisite) cevabın da değişmesi olduğu öne sürülmüştür (384, 385). Bunun 

dışında farklı nöron tiplerinin beynin farklı bölgelerinde değişen oranlarda bulunması 

ve nöronların stres faktörlerine cevabının değişmesi de yine sonuçların farklı 

bulunmasının sebebi olabilir (384). Ayrıca; hem immünohistokimyasal boyamalar 

hem de davranış deneyleri değerlendirildiğinde hipokampüsün a-sin aşırı ifadesine 

daha duyarlı olduğu ve hipokampüste a-sin aşırı ifadesinin daha yoğun olduğu 

gözlenmektedir. Bu durumda striatumda otofajik aktivasyonun, daha başarılı bir 

şekilde a-sin agregatlarının yıkımını sağladığına ya da hipokampüsün yapısal olarak 

a-sin aşırı ifadesine daha savunmasız olmasına işaret ediyor olabilir. İlk 8 hafta tedavi 

gruplarının p62 değerlerine bakıldığında ise çözücü alan a-sin enjeksiyon grubunda 

striatumda p62’de bir miktar azalma olduğu gözlendi. Bu durum tutarlılık göstermekte 

ve a-sin aşırı ifadesi sağlanmasının striatumda otofajik aktivasyonu artırdığına işaret 

etmektedir (85, 206, 386).  

 Son 8 hafta tedavinin striatumda otofajik etkileri değerlendirildiğinde; LC3 I 

seviyesinde gruplar arasında anlamlı bir fark gözlenmedi. LC3 II seviyesinin a-sin 

enjeksiyonu sonrası çözücü alan grupta ve rapamisin tedavisi alan grupta hafif azaldığı 

gözlendi. LC3 II/LC3 I oranına bakıldığında ise; gruplar arasında fark gözlenmedi. 

Striatum p62 düzeyinin ise hem çözücü alan hem de rapamisin tedavisi alan a-sin 

enjeksiyon grubunda artış eğilimi gösterdiği ancak rapamisin tedavisi alan kontrol 

grubunda ise striatum p62 düzeyinin azaldığı gözlendi.  

 Son 8 hafta tedavi gruplarının ise striatum LC3 oranları arasında fark 

gözlenmemesi ve p62 seviyesinin artma eğilimi göstermesi de otofajik yolakta bir 

bozukluk olduğunu düşündürmektedir. Nitekim, LC3 I’den LC3 II dönüşümünde 

görülen eksiklik bu düşünceyi desteklemektedir (274). A-sin enjeksiyonu sonrası hem 

rapamisin tedavisi alan grupta hem de çözücü alan grupta kontrole göre p62 değerinde 

artma olduğu gözlenmektedir. Normal olarak rapamisin otofajik yolağı indükler ve bu 

durumda otofajik yolağın substratı olan p62 seviyesinin azalması beklenir (382) ki 

kontrole rapamisin uygulanan sıçanlarda bu azalma gözlenmektedir. A-sin 



160 

  

enjeksiyonu yapılan sıçanlarda bu azalmanın görülmemesi a-sin agregatlarının 

otofajik yıkımı engellediğini düşündürmektedir. Literatüre bakıldığı zaman a-sin aşırı 

ifadesi ile otofajik yolak hasarının ilişkili olduğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır 

(386-388). İlk 8 hafta tedaviden sonra sıçanların yaşatılmaya devam etmiş olması ve 

a-sin agregatlarının oluşmuş olması; otofajik yolağın patoloji öncesi aktive 

edilmesinin hastalığın oluşmasını önlemede ya da ilerleyişini durdurmada yeterli 

olmadığını düşündürmektedir. Bunun yanı sıra hipokampüs ve striatumdan elde edilen 

sonuçların birbiri ile paralellik göstermemesi, örneğin striatumda rapamisin tedavisi 

sonrası a-sin enjeksiyon grubunda LC3 II/I oranında artış görülürken, hipokampüste 

azalma görülmüş olması; ayrıca hipokampüste rapamisin uygulanan a-sin enjeksiyon 

grubunda p62 seviyesi azalırken, striatumda azalma olmaması; iki yapı arasında 

otofajik yolak aktivasyonu ve mekanizması arasında fark olduğunu düşündürmektedir. 

Bu fark otofajik yolak aktivasyon farkından ziyade a-sin’in belirli dokuları daha fazla 

tutuyor olmasından kaynaklı da olabilir (146, 361, 362). Son 8 hafta tedavi gruplarına 

bakıldığında ise; yine a-sin enjeksiyonu sonrası rapamisin uygulanan grupta LC3 

II/LC3 I oranında hipokampüste azalma görülürken, striatumda bu azalmanın 

görülmemesi de bu fikri desteklemektedir. Ayrıca bir çalışmada parkin geninde 

meydana gelen mutasyona bağlı sadece striatum ve SN’de p62 seviyesinde değişiklik 

olurken, bu değişikliğin hipokampüs gibi diğer yapılarda görülmemesi de iki yapı 

arasında fark olduğunu düşündürmektedir (389). Bunun yanı sıra p62’nin özel otofajik 

yolaklardan biri olan mitofaji aktivasyonu ile de ilişkili olabileceği belirtilmiştir ve 

ayrıca otofajik yolaktaki dengesizliğin, p62 seviyesinde meydana gelen artışın, 

mitofaji kadar apoptoz yolağının aktive olması ile de ilişkili olabileceği ileri 

sürülmüştür (390). Bu durum davranış testlerinde hipokampüs ve bilişsel 

fonksiyonlarda meydana gelen değişikliklerin striatum ve motor davranışlarda 

meydana gelen değişikliklerden daha belirgin görülmesinin de temel nedeni olabilir.  

 Apoptoz, hücre popülasyonunun düzenlenmesinde mitoz kadar gerekli 

fizyolojik bir süreçtir. Bunun dışında patojenik hücrelerin yok edilmesinde ve 

inflamatuvar hücreleri kaldırarak yaraların iyileşmesinde hayati bir öneme sahiptir. 

Organizma yaşlandıkça belirli hücrelerin apoptoz ile yıkımı hızlanır. Oksidatif stresin, 

serbest radikallerin birikerek mitokondriyal DNA hasarına neden olduğu ve bu 

nedenle yaş ile tetiklenen patofizyolojik apoptozda temel rol oynadığı 
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düşünülmektedir (391). Apoptozun çok sıkı bir şekilde düzenlenmesi gerekmektedir. 

Eğer apoptoza bağlı az ya da çok hücre ölümü görülürse, kanser, gelişimsel hasar, 

otoimmün hastalıklar ya da nörodejenerasyon gibi patolojiler gözlenebilir (227). 

 Nöronal ve nöronal olmayan hücre sistemlerinde yapılan in vitro çalışmalar ile 

aspartata özel sistein proteaz (kaspaz)’ların apoptozun etkin bileşenleri olduğu 

gösterilmiştir (392). Nöronlarda kaspaz-3, apoptozun infaz fazında önemli bir role 

sahiptir (229). Kaspaz-3 pek çok substratın ya tamamen ya da kısmen proteolizinden 

sorumludur. A-sin aşırı ifadesinin belirli bir süre sonra agregat oluşturduğu ve oluşan 

bu agregatların hücre ölümüne neden olduğu bilinmektedir. Ancak bu süreç tam olarak 

aydınlatılamamıştır (86, 88, 95). Bu amaçla çalışmamızda a-sin aşırı ifadesine bağlı 

olarak, hem otofajik yolağın aktivasyonunun hem de apoptotik yolağın 

aktivasyonunun değerlendirilmesi planlanmıştır. Bu bağlamda; apoptotik yolağın 

hücre ölümündeki rolünü değerlendirmek üzere apoptoz biyobelirteci olan kaspaz 3 

seviyesi hem sağ hipokampüste hem de sağ striatumda, ilk ve son 8 hafta tedavi 

gruplarında immünoblotlama ile semi-kantitatif olarak tayin edildi.  

 İlk 8 hafta tedavi grubunun hipokampüs kaspaz 3 seviyesi ölçüldüğünde; hem 

a-sin enjeksiyonu sonrası rapamisin alan grupta hem de rapamisin tedavisi alan kontrol 

grubunda artış olduğu gözlendi. Son 8 hafta tedavi grubunun hipokampüs kaspaz 3 

seviyesi ölçüldüğünde ise a-sin enjeksiyonu sonrası hem çözücü alan grupta hem de 

rapamisin tedavisi alan grupta kaspaz 3 miktarının arttığı gözlendi. Ancak bu artış 

rapamisin tedavisi alan kontrol grubunda gözlenmedi. Striatumda meydana gelen 

apoptotik değişiklikleri değerlendirmek için yapılan kaspaz 3 ölçümlerinde ise ne ilk 

8 hafta ne de son 8 hafta striatum kaspaz 3 düzeylerinde gruplar arasında bir fark 

gözlenmedi.  

 İlk 8 hafta rapamisin tedavisi ile birlikte kaspaz 3 seviyesinde meydana gelen 

artış, rapamisinin apoptotik yolağı erken dönemde aktive ettiğini düşündürmektedir 

(393). Ancak striatuma bakıldığında rapamisin uygulanan kontrol grubunda artma 

eğilimi var gibi gözükse de hipokampüs kadar net bir aktivasyona işaret etmemektedir. 

Daha önce belirtildiği gibi iki bölge arasındaki yapısal farklılıklar ve a-sin aşırı 

ifadesine duyarlılığın farklı olması apoptotik yolak aktivasyonunda meydana gelen 

farkın sebebi olabilir. Son 8 hafta tedavi gruplarının sonuçlarına bakıldığında ise a-sin 

enjeksiyonu sonrası hem çözücü alan grubun hem de rapamisin tedavisi alan grubun 
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hipokampüs kaspaz 3 seviyelerinin artmış olması ve bu artışın çözücü ya da rapamisin 

alan kontrol gruplarında gözlenmemesi; a-sin aşırı ifadesine bağlı oluşan agregatların 

apoptotik yolak aktivasyonuna neden olduğunu düşündürmektedir (91, 393). A-sin 

enjeksiyonu sonrası son 8 hafta çözücü ya da rapamisin tedavisi uygulanan grupların 

striatum kaspaz 3 seviyeleri değerlendirildiğinde ise yine naive kontrole göre fark 

olmadığı gözlenmiştir. Kontrole rapamisin uygulanmasının da striatumda 

değişiklikliğe neden olmaması, rapamisinin otofaji aktivasyonuna neden olduğunu, 

ancak apoptoz aktivasyonunun rapamisin tedavisinden ziyade a-sin aşırı ifadesine 

bağlı olduğunu düşündürmektedir. Literatürdeki çalışmalar arasında abortozis olarak 

adlandırılan; kronik nörodejeneratif hastalıklarda apoptotik mekanizmaların 

dejeneratif süreçte rol oynadığı ve nöronların apoptozun aşamalarının 

tamamlanmayarak yıllar boyunca “hasta durumda” yaşadıkları gösterilmiştir (393-

395). A-sin aşırı ifadesi ile oluşturulan nörodejeneratif süreç, apoptoz öncesi 

proapoptotik bu süreci tetiklemiş olabilir. Bunun yanı sıra 6-OHDA ile oluşturulan PH 

modelinde rapamisin etkisi değerlendirildiğinde, rapamisinin anti-apoptotik etki 

gösterdiği ve rapamisinin nöronları koruyucu etkisinin apoptotik etkiden ziyade, 

antioksidan etkisinden kaynaklandığı belirtilmiştir (396).  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

 AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesinin bilateral SN ve DG’de sağlanması ve buna 

bağlı meydana gelen patolojik değişikliklerin moleküler düzeyde incelenip, 

nöroprotektif ya da nörorestoratif etkisi olduğu düşünülen rapamisinin terapötik 

potansiyelinin değerlendirilmesi bu çalışmanın temel amaçlarındandır. Elde edilen 

bulgular doğrultusunda AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi sağlanmasının SN’nin 

projeksiyon bölgesi olan striatumda ve DG’nin projeksiyon bölgesi olan hipokampüste 

sinaptik, nöronal ve glial olarak değerlendirilmiştir. Bilateral SN ve DG’de a-sin aşırı 

ifadesi ilk defa bu modelde birlikte sağlanmıştır. Model üzerinde son 8 hafta rapamisin 

tedavisi uygulandığında a-sin agregat miktarının, çözücü uygulanan gruba göre daha 

az olduğu gözlenmiştir. Yoğun olarak nöronal bir kayıp görülmese de; hem striatumda 

hem de hipokampüste a-sin aşırı ifadesine bağlı sinaptik kayıp olduğu gözlenmiştir. 

İlk 8 hafta rapamisin tedavisinin striatumda, son 8 hafta rapamisin tedavisinin ise 

hipokampüste sinapsları koruyucu etkisi olduğu gözlenmiştir. 

 A-sin aşırı ifadesinin bilateral olarak SN ve DG’de sağlanması sonucu öğrenme 

ve bellek fonksiyonlarında gerileme olduğu gözlenmiştir. Anksiyete değerlendirmek 

için yapmış olduğumuz YAL testinde a-sin enjeksiyon grubunun açık kolda daha çok 

vakit geçirdiği gözlenmiş ve bu durumun Parkinson hastalarında da görülen apati ile 

ilişkili olabileceği düşünülmüştür. A-sin enjeksiyonu sonrası rapamisin hem ilk 8 hem 

de son 8 hafta rapamisin tedavisi alan grupların uzaysal öğrenmelerinde düzelme 

olduğu gösterilmiştir. Ancak; hafızayı test etmek için uygulanan YNT testinde sadece 

son 8 hafta rapamisin tedavisi alan a-sin enjeksiyon grubunun denemelerden 1 saat 

sonra eski nesneyi hatırlamada ilerleme gösterdiği gözlenmiştir. 

 AAV-aracılı a-sin aşırı ifadesi ile oluşturulan PH modelinde bilişsel 

fonksiyonlar kadar motor fonksiyonlarda da azalma gözlenmiştir. Yapılan rotarod 

testinde motor koordinasyonda kayıp, bazal ve apomorfin indüksiyonu sonrası 

lokomotor aktivite testinde hem bazal aktivite de azalma hem de apomorfine ile 

indüklenmiş hareketlilikte artışa bağlı dopaminerjik nöronal hasar gözlenmiştir. A-sin 

aşırı ifadesi ile oluşturulan PH modelinin motor-dışı semptomlarında; rapamisin 

tedavisi başarı sağlamıştır. Ancak, uzun süreli rapamisin kullanımına bağlı 

hayvanlarda bir miktar kilo kaybı ve harekette azalma gibi olumsuz etkiler de 
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gözlenmiştir. Bu nedenle; rapamisin tedavisine bağlı otofaji indüksiyonu ile PH’nin 

motor semptomlarında beklenen ilerleme ya da düzelme gözlenememiştir. 

 İlk defa gerçekleştirilen bilateral SN ve DG’ye AAV-aracılı a-sin enjeksiyonu 

ile uzun bir süreçte bölgesel olarak indüklenen agregat oluşumu, PH’nin motor ve 

motor-dışı belirtilerini çalışmak için iyi bir model oluşturmaktadır. A-sin aşırı ifadesi 

moleküler düzeyde incelenmiş, sinaptik kaybın nöronal kayıptan önce ve daha yoğun 

olarak meydana geldiği gözlenmiştir. Ancak, yeterli nöronal kayıp görülmese dahi 

davranışta meydana gelen değişiklikler sinaptik kaybın da hastalık patolojisinde 

önemli bir rolü olduğunu düşündürmektedir. Sinaptik kaybı takiben meydana gelmesi 

beklenen agregat oluşumuna bağlı nöronal kaybın etkisinin daha detaylı 

incelenebilmesi için davranış öncesi daha uzun süre beklemek faydalı olabilir.  

 Rapamisin, otofaji indüksiyonu yapmaktadır. Bu çalışmada AAV-aracılı 

gerçekleştirilen PH sıçan modelinde ilk defa hem a-sin enjeksiyonu ile birlikte hem de 

a-sin enjeksiyonu sonrası agregat oluşumu beklenerek daha sonrasında rapamisin 

tedavisi uygulanması, rapamisinin nöroprotektif/nörorestoratif etkisini 

değerlendirmekte fayda sağlamıştır. Son 8 hafta rapamisin tedavisi uygulamasının, 

oluşan a-sin agregat yükünde azalmaya neden olması ve özellikle bilişsel 

fonksiyonlarda gelişme sağlamış olması; rapamisin tedavisinin PH’nin motor-dışı 

semptomları için iyi bir tedavi seçeneği olabileceğini düşündürmektedir. Ancak; 

tedaviye bağlı görülen yan etkiler ve motor performansta meydana gelen düşüş, 

kullanımı ile ilgili daha detaylı çalışma gerektirmektedir. 
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