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ÖZET 

 

Mutluay, S.U., Bazal ganglia ve hipokampuse unilateral AAV aracılı alfa-sinükleinin 

enjeksiyonu ile oluşturulan Parkinson hastalığı modelinin davranışsal ve patolojik 

olarak değerlendirilmesi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Farmakoloji Programı Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2017. Çalışmamızda, Parkinson 

hastalığının motor ve motor dışı bulgularının incelenmesine yönelik bir hayvan modeli 

geliştirilmesi, alfa-sinüklein patolojisinin moleküler düzeyde incelenmesi amacıyla; 

substansiya nigra (SN), dentat girus (DG) ve bu yapıların her ikisine beraber, AAV-

aracılı, tek taraflı alfa-sinüklein ve GFP enjeksiyonları gerçekleştirildi. 

İmmunoblotlamave immunohistokimya teknikleri ile alfa-sinüklein ve GFP’nin hedef 

yapılardaki ifadesi gösterildi. Alfa-sinükleinin, striatal ve hipokampal dokularda 

sinaptofizin kaybına yol açtığı, SN ve striatumda, tirozin hidroksilaz yoğunluğunun 

intakt hemisferde daha fazla, hipokampuste NeuN yoğunluğunun iki hemisferde de 

benzer olduğu gözlendi. Öğrenme ve bellek disfonksiyonun değerlendirildiği yeni 

nesne tanıma ve Morris su labirenti testlerinde gruplar arasında anlamlı bir fark 

bulunamadı. Sükroz tercih testinde alfa-sinükleinin yalnız SN'ye enjeksiyonu ile 

hedoninin değişmediği, DG alfa-sinüklein enjeksiyonu ile arttığı gözlendi. Yükseltilmiş 

artı labirent testinde anksiyetinin, SN alfa-sinüklein grubunda artma, DG alfa-

sinüklein grubunda azalma eğilimi gösterdiği, SN+DG alfa-sinüklein grubunda kontrol 

grubu ile benzer olduğu gözlendi. Silindir testinde tüm gruplarda motor asimetri 

gözlenirken, SN ve DG gruplarında kontrola göre istatistiksel anlamlılığa ulaşıldı. Açık 

alan testinde grupların lokomotor aktiviteleri benzer bulundu. Apomorfinle 

indüklenen lokomotor aktivite testinde bütün grupların lokomotor aktivitesi 

azalmakla beraber istatistiksel anlamlılığa ulaşmadı. Apomorfinle indüklenen dönme 

testinde grupların hiçbirinde istatistiksel anlamlılıkta bir dönme davranışı 

gözlenmedi. Alfa-sinüklein aşırı ifadesinin sonucu yeterli nöron ölümü 

oluşturmamakla beraber sinaptik disfonksiyona neden olması dolayısıyla 

oluşturduğumuz bu model, iyi bir deneysel Parkinson modeli olmaya adaydır. 

 

Anahtar kelimeler: Parkinson Hastalığı, Adeno ilişkili viral vektör, Hipokampus,  

                                   Alfa-sinüklein, Unilateral lezyon 

 

Bu çalışma (014 D08 301 007-701) Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

Koordinasyon Birimi tarafından desteklenmiştir. 
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ABSTRACT 

Mutluay, S.U., Behavioral and pathological evaluation of a Parkinson’s Disease 

model developed by AAV- mediated delivery of alpha-synuclein unilaterally to 

basal ganglia and to hippocampus, Hacettepe University Graduate School of Health 

Sciences, Pharmacology Programme Masters's Thesis, Ankara, 2017. In this thesis, 

we aim to develop an animal model that represents both motor and non-motor 

symptoms together by injecting unilateral AAV-mediated alpha-synuclein or GFP to 

substantia nigra (SN), dentate gyrus (DG) or both and to validate alpha-synuclein 

pathology in this model. Alpha-synuclein and GFP overexpression was observed in 

the target areas by immunoblotting and immunochemistry techniques. Alpha-

synuclein overexpression led to loss of synapthophysin, a structural synaptic protein. 

Tyrosine hydroxylase density in SN and striatum was lower on the injected side 

comparing to intact hemisphere and NeuN density did not differ between the 

hemispheres. In novel object recognition and Morris water maze tests learning and 

memory functions did not differ between groups. In sucrose preference test 

overexpression of alpha-synuclein in SN alone did not change hedonic behavior 

whereas alpha-synuclein overexpression in DG increased hedonia. In elevated plus 

maze test anxiety was inclined to increase in SN alpha-synuclein group, whereas a 

decrease was observed in DG alpha-synuclein group, and in SN+DG group it was 

similar to that of control. In cylinder test all groups showed motor asymmetry, and 

statistical significance was reached only in SN and DG groups. In open field test all 

groups had similar locomotor activity levels, in apomorphine-induced open field test 

there was a trend towards decreased activity in all groups. In apomorphine-induced 

rotation test none of the groups showed statistically significant turning behaviour. 

Although alpha-synuclein overexpression in SN, DG and SN+DG did not trigger an 

adequete neuronal death, synaptic dysfunction was observed hence this model is a 

potantial candidate for Parkinson’s disease model. 

 

Key words: Parkinson's Disease, Adeno associated viral vector, Hippocampus,               

            Alpha-synuclein, Unilateral lesion 
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1.GİRİŞ 

 Parkinson hastalığı (PH) substansiya nigra pars kompaktada (SNc) yer alan 

dopaminerjik nöronların kaybı, nöron kaybına bağlı olarak striatum (Str) dopamin 

miktarının azalması, ayrıca Lewy cisimciklerinin (LC) beyinde yaygın ifadesi ile 

karakterize, ilerleyici nörodejeneratif bir hastalıktır. PH klinikte; rijidite, istirahat 

tremoru, postural instabilite, bradikinezi ve harekete başlamada zorluk gibi motor 

belirtiler ile kendini gösterir. Hastalığın tanısı çoğunlukla motor belirtiler üzerinden 

konulsa da, hastaların yaşam kalitesini en az motor bozukluklar kadar etkileyen motor 

dışı belirtiler de mevcuttur. Bu belirtiler; bilişsel bozukluklar, depresyon, anksiyete, 

uyku bozuklukları, otonomik disfonksiyon ve duyusal anormallikleri içerir. Motor dışı 

belirtiler hastalığın her evresinde motor bozukluklara eşlik edebilir, bazıları motor 

belirtilerden önce ortaya çıkabilir.  

 PH'de görülen motor bozukluklar nigrostriatal yolağın disfonksiyonu ile bir 

ölçüde açıklanabilse de hastalığın patofizyolojisi ve altta yatan mekanizmalar tam 

olarak bilinmemektedir. Günümüzde kullanılan deneysel PH modellerinin ayrı ayrı 

avantajları olmakla beraber, hastalığı hem moleküler hem klinik düzeyde tamamiyle 

yansıtan bir model bulunmamaktadır. Mevcut PH modelleri; dopaminerjik nöronların 

akut harabiyeti ilkesine dayanan toksin aracılı modeller ve PH'de görülen patolojik 

olayların genetik modifikasyonlarla taklit edildiği genetik modeller olarak ikiye 

ayrılabilir. Hastalığın karakteristik göstergesi olan Lewy cisimciklerinde (LC) alfa-

sinüklein proteinine rastlanması (1) ve alfa-sinüklein gen mutasyonlarının PH ile 

ilişkisinin gösterilmesiyle beraber (2–6) proteinin aşırı ifadesine dayanan modeller 

geliştirilmiştir. Alfa-sinükleinin aşırı ifadesi, ilk olarak, viral vektörler aracılığıyla sıçan 

SN'sinde unilateral olarak gerçekleştirilmiştir (7,8). Proteinin nigral dopaminerjik 

nöronlardaki artmış ifadesinin hücresel ve aksonal patolojilere yol açtığı, progresif 

nöron kaybına neden olduğu gözlenmiştir. Daha sonraki yıllarda, benzer toksik etkiler, 

adeno ilişkili viral vektörler (AAV) kullanılarak, fare ve primatlarda da gösterilmiştir 

(9,10). Proteinin aşırı ifadesinin viral vektörler aracılığıyla sağlandığı modeller, toksin 

aracılı modellerin aksine, hastalığın ilerleyici seyrini yansıtırlar. Ayrıca toksisitenin 

istenilen beyin bölgesinde oluşturulmasına olanak verirler. Bugüne kadar denenen 
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viral vektör aracılı modellerin çoğunda, orta beyin dopaminerjik nöronları 

hedeflenerek proteinin aşırı ifadesi yalnızca bu nöronlarda gerçekleştirilmiştir (11). 

Ancak hastalığın motor dışı belirtilerinin, bazal ganliya (BG) yapıları dışında; 

hipokampal yapılarla, raphe nucleus, locus coeruleus, önbeyin, olfaktör alan ve 

kortikal alanlarla ilişkili olduğu düşünülmektedir (12–14). 

 Bu tez çalışmasında; hastalığın patogenizde görülen ilerleyici nörodejeneratif 

süreci taklit eden, hastalığın patolojik bulgularını moleküler düzeyde yansıtan, motor 

belirtilerin yanısıra motor dışı belirtilerin de gözlenebildiği bir model oluşturulması 

hedeflenmiştir. Bu amaçla; substansiya nigra, dentat girus ve bu yapıların projeksiyon 

bölgelerinde, alfa-sinükleinin AAV aracılı ifadesi gerçekleştirilmiş, alfa-sinüklein 

ifadesinin motor ve bilişsel fonksiyonlara etkisi çeşitli motor testler ve davranış 

deneyleriyle değerlendirilmiş, patolojik değişiklikler hücresel düzeyde incelenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 2.1. Tarihçe ve Epidemiyoloji 

 Parkinson hastalığına ait karekteristik bulgular ilk defa 1817'de, James 

Parkinson tarafından tanımlanmıştır. James Parkinson yayımladığı monografta 

tremor, rijidite ve postural instabilite gibi motor bozuklukların yanısıra uyku ve 

gastrointestinal sistemle ile ilişkili motor dışı bulgulara da değinmiştir (15). Daha 

sonraki yıllarda; hastalığın SN patolojisi ve Lewy cisimcikleri olarak adlandırılan 

intranöronal inklüzyon cisimcikleri ile ilişki olabileceği öne sürülmüş (16,17), 

dopaminin sadece noradrenalin prekürsörü olarak işlev görmediği, tek başına bir 

nörotransmitter olduğu, Parkinson hastalarının striatumunda dopaminin dramatik bir 

şekilde azaldığı (16,18). Ayrıca dopaminin SNc'de yoğun olarak bulunduğu ve 

buradaki nöronların aksonlarının striatuma projekte olduğu gösterilmiştir (16). 

1997'de Lewy cisimciklerinde alfa-sinüklein varlığının gösterilmesi (1) ve alfa-

sinüklein proteinini kodlayan gendeki mutasyonların (2) PH ile ilişkili olduğunun 

keşfedilmesiyle bu proteinin hastalığın patolojisinde rolü olduğu bildirilmiştir. 

 Klinik olarak tanımlanmasından bu yana geçen 200 yılda, PH'nin 

etyopatogenizine ilişkin elde edilen önemli bilgi birikimine rağmen hastalığın 

patolojisi ve altta yatan mekanizmalar tam olarak aydınlatılabilmiş değildir. Hastalığın 

genel prevalansı % 0,1-0,2 civarındadır ve bu oran 60 yaş üstünde %1'e, 80 yaş 

üstünde %4'e kadar ulaşmaktadır (13,19). Olguların çoğu 65-70 yaşları arasında, 

idiyopatik başlangıçlı olup kalıtsal formları tüm olguların %5-10'u kadarını oluşturur 

ve daha erken yaşlarda görülebilir (19). Mevcut tedavi yöntemleri hastalığın 

semptomlarını gidermeye yöneliktir ve hastalığın ilerleyici seyrini engelleyecek, ayrıca 

hastaların yaşam kalitesini artıracak yeni tedavi yöntemlerine ihtiyaç vardır. 

 2.2. Bazal Gangliyonlar 

 Bazal gangliyonlar ön ve orta beyinde yerleşmiş, birbiriyle yoğun bağlantıları 

bulunan 4 adet çekirdekten oluşur. Bazal gangliyonları oluşturan ana çekirdekler; 

striatum, globus pallidus (GP), subtalamik çekirdek (STN) ve substansiya nigradır (SN). 
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Striatum; putamen, kaudat nükleus ve ventral striatum olmak üzere üç altyapıya 

ayrılır.  GP; globus pallidus interna (GPi) ve globus pallidus eksterna (GPe) olarak 

adlandırılan iki ayrı kısımdan oluşur. SN; fonksiyonel ve morfolojik açıdan farklılıklar 

gösteren substansiya nigra pars kompakta (SNc) ve substansiya nigra pars retikülata 

(SNr) yapılarından meydana gelir. Bazal gangliyon yapıları arasındaki bağlantıyı 

sağlayan, striatum, GP ve SNr'den projekte olan nöronlar inhibitör GABAerjik, 

STN'den projekte olan nöronlar ise eksitatör glutamaterjiktir (Şekil 2.1). 

 Bazal gangliyonlar serebral korteks başta olmak üzere talamus, beyin sapı, 

raphe nucleus, locus coeruleus gibi çeşitli yapılardan girdiler alırlar. Girdilerin alındığı 

ana yapı striatumdur ve kortikostriatal yolağı oluşturan nöronlar eksitatör 

glutamaterjiktir. Striatum ayrıca SNc'den eksitatör dopaminerjik girdiler alır (Şekil 2.1) 

 

Şekil 2.1. Bazal gangliyonların temel döngüsü. SNc: Substansiya nigra pars kompakta, 
SNr: Substansiya nigra pars retikülata, GPi: Globus pallidus interna, GPe: 
Globus pallidus eksterna, STN: Subtalamik çekirdek. 

 Striatuma gelen girdiler buradan ana çıktı çekirdekleri olan GPi ve SNr'ye 

uzanır. GPi/SNr'den projekte olan nöronlar talamus üzerinden kortekse, döngünün 

başladığı yere döner. Nöronların, korteksin çeşitli bölgelerinden başlayarak 
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striatumun farklı bölgelerine projekte olduğu gösterilmiş, bazal gangliyonlar ve 

korteks arasındaki bağlantıların işlevsel farklılıkları olan açık ve kapalı devreler ile 

sağlandığı öne sürülmüştür (20). Bu şekilde tanımlanmış 5 adet kapalı devre vardır 

(21). Motor bozukluklarda öne çıkan devre motor döngüdür (22). Bu devrede primer 

motor korteks ve premotor alanlardan projekte olan nöronlar striatumun putamen 

kısmına gelir (21). Okülomotor, dorsolateral prefrontal ve lateral orbitofrontal 

devreler korteksin ilgili bölgelerinden başlayarak striatumda, kaudat nükleusun farklı 

alanlarına projekte olur. Son olarak, limbik döngü, anterior singulat korteksten 

ventral striatuma uzanır. Prefrontal ve limbik döngülerin farklı bölgelerdeki beyin 

yapıları ile afferent ve efferent bağlantıları da vardır. Bu döngülerin ve bağlantıların 

PH'de görülen bilişsel gerileme ve nöropsikiyatrik rahatsızlıklar gibi motor dışı 

bozukluklarda rol aldığı düşünülmektedir (20,21). 

 Striatumdaki nöronların %90-95'ini GABAerjik nöronlar oluşturur. Dendritleri 

üzerinde birçok dikensi çıkıntı bulunur ve spiny projection neurons (SPN) olarak 

adlandırılırlar. SPN'ler hareket esnasında ateşleme yaparlar, fazik olarak aktiftirler. 

SN, GPe ve GPi'deki GABAerjik nöronlar ise tonik olarak aktiftirler. Striatumda ayrıca 

tonik aktivite gösteren inhibitör ara nöronlar bulunur. İnhibitör ara nöronlar kolinerjik 

nöronlar ve GABAerjik nöronlar şeklinde ikiye ayrılabilir. SPN'ler diğer bazal ganliyon 

yapılarını inerve ederken, inhibitör ara nöronlar sadece SPN'lerin hareket esnasındaki 

aktivitesinin sınırlandırılmasından sorumludurlar. 

 Striatumdan projekte olan SPN'ler direkt ve indirekt olmak üzere iki farklı 

yolak kullanabilirler (Şekil 2.2). Direkt yolakta striatuma gelen uyarı SPN'ler aracılığıyla 

önce GPi/SNr'ye oradan ventroanterior (VA) ve ventrolateral (VL) talamusa iletilir 

(Şekil 2.2 (a)). İndirekt yolakta ise striatuma gelen uyarı önce GPe'ye, oradan STN'ye, 

buradan sonra, direkt yolakta olduğu gibi, GPi/SNp ve son olarak VA/VL talamus'a 

iletilir (Şekil 2.2 (b)). Direkt yolakta striatuma gelen uyarı ile GPi/SNr inhibe edildiği 

için net etki; talamusun disinhibisyonu, dolayısıyla talamo-kortikal aktivitenin artışı, 

indirekt yolakta ise GPi/SNr aktivasyonu ile talamusun inhibisyonu, korteks 

aktivitesinin azalması şeklindedir. Motor kontrole aracılık eden major yolaklar olan 

direkt ve indirekt yolağın yanısıra, üçüncü bir yolak olan, hiperdirekt yolağın da motor 
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kontrolde rolü olduğu öne sürülmüştür (23). Hiperdirekt yolakta; motor korteksten 

direkt olarak STN'ye buradan da GPi/SNr'ye eksitatör glutamaterjik uyarılar iletilir. 

Hiperdirekt yolağın aktivasyonu ile görülen net etki; GPi/SNr'nin uyarılması, buna 

bağlı olarak talamo-kortikal aktivitenin inhibisyonudur 

 

Şekil 2.2. (a) Direkt yolak. (b) İndirekt yolak. (c) Hiperdirekt yolak. SNr: Substansiya 
nigra pars retikülata, GPi: Globus pallidus interna, GPe: Globus pallidus 
eksterna, STN: Subtalamik çekirdek VA: Ventroanterior, VL: Ventrolateral. 

 Direkt ve indirekt yolakta eksprese edilen dopamin reseptörleri de farklılık 

gösterir. Direkt yolakta çoğunlukla eksitatör D1 reseptörleri bulunurken, indirekt 

yolakta inhibitör D2 reseptörleri bulunur. SNc'den striatuma projekte olan 

dopaminerjik nöronlardan salıverilen dopamin, D1 reseptörleri aracılığıyla direkt 

yolakta transmisyonu artırırken, indirekt yolakta D2 reseptörleri aracılığıyla 

transmisyonu azaltır. Böylece talamus üzerindeki tonik inhibisyon azalır, korteks 

uyarılır. 

 Çoğunlukla kabul gören klasik modele göre; direkt ve indirekt yolaklar Gpi 

üzerinde zıt etkiler gösteren, ayrı sistemlerdir (24). Normal motor hareket direkt ve 

indirekt yolaklar arasındaki dengeye dayanır ve Parkinson hastalığında indirekt 

yolağın aşırı aktivitesi söz konusudur. Dopamin deplesyonu ve akinezi/bradikinezi 

arasındaki ilişki direkt yolaktaki aktivetinin azalması, indirekt yolaktaki aktivitenin 

artması ile açıklanır. Bununla birlikte direkt ve indirekt yolakların birbirleriyle 

fonksiyonel ve yapısal olarak bağlantılı olduğu, belirli bir hareket paterninin 

(a) 

(a) (b) (c) 
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başlatılmasında ve devam ettirilmesinde bu iki yolağın koordineli aktivasyonunun 

gerektiğini gösteren çalışmalar mevcuttur (25). Önerilen bu modellerde belirli bir 

motor paternin gerçekleşmesi için direkt yolağın, diğer istenmeyen paternlerin 

baskılanması için indirekt yolağın aktivasyonu gereklidir (24,26). 

 2.3. Hipokampus 

 Hipokampus ve diğer hipokampal yapılar, beynin medial temporal lobunda 

yerleşmişlerdir. Hipokampus; cornu ammonis (CA) ve DG yapılarından meydana gelir. 

Hipokampusün CA bölgesi; histolojik farklılıklar gösteren, CA1, CA2 ve CA3 alt 

bölgelerine ayrılır (27). CA, DG ve subikulum hipokampal formasyonu oluşturur. 

Entorinal, peririnal ve parahipokampal korteksler hipokampal formasyonu çevreler. 

Hipokampal formasyonun girdilerini aldığı ve çıktılarını gönderdiği ana yapı entorinal 

korteks (EC)’tir. EC'den DG, CA3, CA1 ve subikuluma projekte olan nöronlar perforan 

yolağı oluşturur (28) (Şekil 2.3). Hipokampal formasyonu oluşturan yapılar arasındaki 

majör bağlantılar, çoğunlukla, seri ve tek yönlüdür (27) (Şekil 2.3). Bu bağlantılardan; 

Mossy fiber yolağı DG'den başlayarak CA3'te, Schaffer kollateral yolağı CA3'ten 

başlayarak CA1'de sonlanır.  CA1'den projekte olan nöronlar subikuluma, subikulum 

projeksiyonları ise EC'ye gelir. EC'nin, peririnal ve parahipokampal neokortikal 

kortekslerle de yoğun bağlantıları bulunur ve bu bağlantılar resiprokaldir (29) (Şekil 

2.3). Peririnal ve parahipokampal korteksler unimodal ve polimodal asosiasyon 

alanlarından girdiler alıp çıktılar gönderirler (30). Korteksin çeşitli bölgelerinden gelen 

uyarılar peririnal ve parahipokampal korteksler aracılığı ile EC'ye, oradan da 

hipokampuse iletilir. Hipokampusten EC'ye gönderilen çıktılar da, aynı şekilde, 

kortekse ulaştırılır. 
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Şekil 2.3. Hipokampal formasyonun bağlantıları 

 Hipokampus ve diğer hipokampal yapıların başlıca fonksiyonları öğrenme, 

bellek ve uzaysal oryantasyonla ilişkilidir. Öğrenme süreci; bilginin kısa dönem belleğe 

kaydedilmesi ile başlar. Kısa dönem belleğin kapasitesi sınırlıdır ve kaydedilen bilgi 

kısa bir zaman periyodu boyunca saklanabilir. Bilginin kalıcı hale getirilmesi için uzun 

dönem belleğe işlenmeleri gerekir. Teorik olarak, uzun dönem belleğin kapasitesi 

sınırsız olup öğrenilen bilgiler süresiz olarak saklanabilir. Uzun dönem bellek, 

öğrenilen bilginin türüne göre; non-deklaratif ve deklaratif olmak üzere ikiye ayrılır. 

Non-deklaratif bellek, motor becerilerin ve alışkanlıkların öğrenilmesi ile ilişkilidir. 

Non-deklaratif öğrenme; şartlandırma, habituasyon, sensitizasyon ve prosedürel 

öğrenme gibi doğrudan bilinç gerektirmeyen yöntemler aracılığıyla gerçekleşir. 

Serebellum, amigdala, neokorteks ve striatumun non-deklaratif bellekle ilişkili olduğu 

bilinmektedir. Deklaratif bellek, bilinçli öğrenme ve algılama gerektirir. Olayların ve 

gerçeklerin hatırlanması ile ilgili olarak sırasıyla; epizodik bellek ve semantik bellek 

olmak üzere ikiye ayrılır (31). Hipokampusün bellek süreçlerindeki rolüne dair 

önerilen teoriler farklılık gösterse de (32,33) hipokampus ve diğer medial temporal 

lob yapılarının deklaratif bellekle ilişkili majör yapılar olduğu bilinmektedir (34). 

 Hipokampusün uzaysal bellekte spesifik bir rolü olduğu düşünülmektedir. 

Preklinik ve klinik çalışmalarda, hipokampal lezyonların uzaysal oryantasyonu 

bozduğu gösterilmiştir (35,36). Hipokampuste uzaysal bilgiyi kodlayan yer 

hücrelerinin keşfi (37) ve hipokampal lezyonların uzaysal oryantasyon üzerindeki 

etkilerinden yola çıkılarak bilişsel harita teorisi öne sürülmüştür (38). Bu teoriye göre 

hipokampus, çevrenin beyindeki temsilini oluşturan zihinsel haritaların ve uzaysal 
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belleğin oluşturulmasından sorumludur. Daha sonraki yıllarda, EC ve subikulum gibi 

hipokampal yapılarda yerleşen grid, border ve head-direction hücrelerinin varlığı 

gösterilmiştir (33,39). Fonksiyonel olarak özelleşmiş bu hücrelerin uzaysal 

navigasyondaki rolü bilişsel harita teorisini destekler. Hipokampusün, hayvanlarda 

birincil olarak uzaysal bellek ile ilişkili olduğu, insanlarda ise öğrenme ve belleğin diğer 

türlerini de içeren, daha kapsamlı bir rolü olduğu düşünülmektedir (40). Mevcut 

veriler, insanlarda, sağ hipokampusün uzaysal bilginin işlenmesinde, sol 

hipokampusün ise episodik belleğin oluşturulmasında daha aktif rol aldığını gösterir 

(33,40). 

 2.4. Alfa-sinüklein 

 Alfa-sinüklein ilk olarak, 1988 yılında, Torpedo californica'dan izole edilmiş, 

proteinin presinaptik terminaller ve hücre çekirdeği etrafında yerleşim gösterdiği 

bildirilmiştir (41). Keşfinden kısa süre sonra, alfa-sinükleinin, Alzheimer hastalığında 

(AH) görülen amiloid plakların non-amiloid beta komponentinin (NAC) prekürsörü 

olduğu gösterilmiştir (42). Alfa-sinükleinin tanımlanmasının ardından proteinin iki 

farklı izoformu keşfedilmiş, sırasıyla beta- ve gama-sinüklein olarak adlandırılmışlardır 

(43,44). Alfa-sinüklein genindeki A53T nokta mutasyonunun kalıtsal PH ile 

ilişkilendirilmesi (2) ve proteinin Lewy cisimciklerinin majör komponenti olduğunun 

gösterilmesi (1) proteinin PH patolojisindeki önemine dair ilk bulgulardır. Alfa-

sinüklein ve PH ilişkisinin keşfinden sonra yapılan çalışmalarda, proteinin yanlış 

katlanması sonucu oluşan toksik oligomer/fibril türlerinin hastalığın 

patofizyolojisinde rolü olduğu gösterilmiştir. 

 2.4.1. Yapı 

 Alfa-sinüklein 140 aminoasitten oluşan ufak, asidik bir proteindir (pKa=4.7). 

Çoğunlukla presinaptik terminallerde bulunur. Buradaki alfa-sinükleinin çoğu serbest 

halde, yaklaşık %15'lik kısmı mebrana bağlı haldedir ve normal koşullarda bu iki 

fraksiyon arasındaki denge korunur (45). 
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 Alfa-sinüklein aminoasit dizilimi; amino terminali, NAC ve karboksi terminali 

olmak üzere üç bölgeye ayrılabilir. Amino terminali negatif yüklü fosfolipitlerle 

etkileşerek membranlara bağlanır (46). NAC bölgesi agregat oluşumu için esansiyeldir 

ve oldukça hidrofobik olan bu bölge membranlarla da etkileşir. Amino terminali ve 

NAC bölgelerinde 11 aminoasitlik tamamlanmamış tekrar dizilimleri bulunur. Bu 

dizilimler sinükleinler arasında oldukça korunmuş olup proteinin alfa-heliks 

konformasyonu ile ilişkilendirilmiştir (47). Karboksi terminali, büyüklük ve dizilim 

açısından, türler arasında farklılık gösterir (46), alfa-sinükleinin diğer proteinler ve 

metallerle etkileşmesine aracılık eder (48). 

 İn vitro deneylerde, alfa-sinükleinin doğal formunun, katlanmamış, stabil 

monomerler olduğu gösterilmiştir (49–52). Bununla birlikte değişen ortam 

koşullarının, proteinin yapısal modifikasyonlarının, farklı molekül ve hücre yapıları ile 

etkileşmenin agregat oluşumunu tetiklediği, bazı durumlarda da engellediği, 

gözlenmiştir. Yüksek sıcaklık, düşük pH, oksidatif stres artışı, ortamdaki 

makromoleküllerin artmış konsantrasyonları agregat oluşumunu kolaylaştıran 

faktörler arasındadır. Molekülün serin-129 rezidüsünün fosforilasyonu, lizin 

rezidüsünün modifikasyonları, metionin ve tirozin rezidülerinin oksidasyonu, ayrıca 

dopamin oksidasyon ürünleri ile etkileşimlerinin oligomer/fibril oluşumu ile ilişkili 

olduğu düşünülmektedir (45). Karboksi- terminalinin belirli noktalardan kesilmesi 

agregat oluşumunu hızlandırır. Proteinin yapısında değişikliklere neden olan A53T, 

E46K mutasyonları ile fibril, A30P mutasyonu ile oligomer oluşumu gözlenir. Alfa-

sinüklein genindeki (SNCA) triplikasyonlar proteinin aşırı ifadesine ve protein 

agregatlarının oluşumuna neden olur. Ortamda bulunan anyonlar ve/veya metaller, 

daha spesifik olarak Cu2+ ve Fe2+, proteinin kısmi olarak katlanmasına, agregat 

oluşumunun kolaylaşmasına yol açar. Rotenon ve paraquat gibi çevresel toksinlerin 

de agregat oluşumunu indüklediği gösterilmiştir. Alfa-sinükleinin membranlara 

bağlanması protein yapısında değişikliklere, özellikle de alfa-heliks konformasyonu 

almasına neden olur. Membran fosfolipitleri ile etkileşme sonucu gözlenen yapısal 

değişiklerin agregat oluşumunu hızlandırdığı ya da engellediğine dair farklı bulgular 

mevcuttur (45,53). Bu bulgulara göre alfa-sinüklein normal koşullarda katlanmamış 
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monomerler olarak bulunur, ancak değişen ortam koşulları ve moleküler düzeydeki 

etkileşimleri proteinin kısmi olarak katlanmasına, sonuç olarak oligomer ve/veya fibril 

oluşumuna yatkın hale gelmesine neden olur.  

 2.4.2. Fizyolojik İşlevleri 

 Alfa-sinükleinin fizyolojik işlevleri kesin olarak bilinmemekle beraber, 

proteinin presinaptik yerleşimi, membran yapıları ve çeşitli sinaptik proteinlerle 

etkileşimi sinaptik aktivitede rolü olabileceğini düşündürür. Alfa-sinükleinin, sinaptik 

vezikül rezervlerinin regülasyonu, veziküllerin mobilizasyonu ve nörotransmitter 

salıverilmesi ile ilişkili olduğu birçok çalışmada gösterilmiştir (54–58). Mevcut verilerle 

alfa-sinükleinin sinapslardaki işlevi kesin olarak tanımlanamasa da, proteinin sinaptik 

transmisyonun regülasyonunda rolü olduğu açıktır (59). Alfa-sinükleinin, spesifik 

olarak dopaminerjik sinapslardaki etkileri dopaminin, sentez, salıverilme, geri alım ve 

depolama aşamalarında görülür. Alfa-sinüklein, tirozin hidroksilaz (TH) ve amino asit 

dekarboksilaz (AADC) enzim aktivitelerini inhibe ederek dopamin sentezini negatif 

yönde etkiler (60,61). Proteinin aşırı ifadesinin in vitro ve in vivo olarak dopaminerjik 

salıverilmeyi azalttığı (62,63), knock-out (KO) edilmesinin ise, fare modellerinde, 

dopamin salıverilmesini artırdığı gözlenmiştir (64). Alfa-sinükleinin, ayrıca, dopamin 

taşıyıcısının (DAT) ve veziküler dopamin taşıyıcısının (VMAT2) ifadesini ve 

aktivitelerini değiştirdiği gösterilmiştir (65). 

 Alfa-sinükleinin sinaptik terminallerden başka, nükleus ve mitokondride de 

gözlenmesi patolojik koşullara bağlı olarak ortaya çıkabileceği gibi, proteinin bu 

yapılarda fizyolojik olarak da fonksiyon gösterebileceğine işaret eder. Alfa-sinükleinin 

hücre nükleusunda histonlar, transkripsiyon faktörleri gibi nükleer proteinler ve 

çeşitli promoterlar ile etkileşerek gen ekspresyonunu modüle edebileceği öne 

sürülmüştür (66). Alfa-sinüklein miktarındaki değişikliklerin mitokondri morfolojisini 

ve işlevlerini etkilediği gösterilmiş (67), proteinin, normal koşullarda, mitokondrinin 

işlevselliğinin sürdürülmesinde katkısı olduğu öne sürülmüştür (59). 

 Alfa-sinükleinin, karboksi terminali aracılığıyla çeşitli protein ve moleküllerle 

etkileşebilmesi, aynı zamanda şaperon protein 14-3-3 ile yapısal ve fonksiyonel 
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homoloji göstermesi nedeniyle şaperon benzeri aktivite gösterebileceği öne 

sürülmüştür (46). Alfa-sinükleinin, yüksek sıcaklıkta denatüre olan proteinlerin 

agregasyonunu önlediği, oksidatif stres ve apoptotik uyaranlara karşı dopaminerjik 

nöronları koruduğu bildirilmiştir (65). Benzer olarak, artmış oksidatif stres 

koşullarında alfa-sinüklein ifadesinin arttığı ve nöroprotektif etki gösterdiği (68), 

proteinin monomerik formunun membranların doymamış yağ asitlerine bağlanarak 

lipit oksidasyonunu önlediği (69) bildirilmiştir. Bu bulgular doğrultusunda, alfa-

sinükleinin antioksidan işlevlerinin de olduğu düşünülmektedir. 

 2.4.3 Alfa-sinüklein ve PH Patolojisi 

 Parkinson hastalığında görülen temel patolojik bulgu; SNc'deki dopaminerjik 

nöronların dejenerasyonu, buna bağlı olarak da striatal dopamin miktarının 

azalmasıdır. Nörodejenarasyonun yanı sıra, nöronlarda alfa-sinüklein içeren LC'lerin 

bulunması da PH'nın karakteristik bir göstergesidir.  Nörodejenerasyonu başlatan asıl 

olay bilinmemekle beraber, genetik ve çevresel faktörlerin buradaki nöronların 

ölümüne yol açtığı, SN dopaminerjik nöronların fizyolojik karakteristiklerinin bu süreci 

kolaylaştırdığı bilinmektedir. PH'de, patolojik alfa-sinüklein birikimininden başka; 

hücre içi yıkım yolaklarının disfonksiyonu, mitokondriyal işlev bozuklukları, oksidatif 

ve nitrozatif stres, nöroinflamasyon, Ca2+  disregülasyonu ve eksitotoksisitenin de 

nörodejeneratif sürece katkısı olduğu bilinmektedir (13,70–73). Bu olaylar, alfa-

sinüklein patolojisi ve birbirleriyle yakından ilişkili olup nörodejeneratif süreçte 

değişen oran ve derecelerde rol alırlar (74). 

 Alfa-sinükleinin PH patogenezindeki önemine dair ilk bulgular; SNCA 

genindeki A53T nokta mutasyonunun kalıtsal PH ile ilişkilendirilmesi (2) ve proteinin 

Lewy cisimciklerinin majör komponenti olduğunun gösterilmesidir (1).  

  Oligomer ve/veya fibril oluşumu hastalığın en önemli karakteristik 

bulgularından bir tanesidir. Alfa-sinüklein monomerlerinin ortam koşullarına ve 

moleküler etkileşimlerine bağlı olarak yanlış katlanması oligomerlerin oluşumuna yol 

açar. Oligomerlere daha fazla monomer eklenmesi amiloid fibrillerin, bu fibrillerin 

patolojik düzeylerde birikmesi de Lewy cisimciklerinin oluşumu ile sonuçlanır. 
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Oligomerik agregatlar daha çok aksonlarda ve presinaptik terminallerde gözlenirken, 

fibriler alfa-sinüklein Lewy cisimciklerinin içinde, nöron gövdelerinde yerleşim 

gösterir (48). Alfa-sinüklein fibrilleri beta tabakalar açısından zengin olup, farklı 

yapılarda bulunabilir (75,76). Yapısal farklılıkların, beta tabakaların katlanma 

şekillerinden ve/veya yan zincirlerin bulunduğu ortamla etkileşmelerinden 

kaynaklandığı düşünülmektedir (45). Fibrillere benzer şekilde, oligomerler de yapısal 

farklılıklar gösterir. Alfa-helikal, beta-tabakalı ya da düzensiz yapılarda oligomerler 

mevcuttur (77). Alfa-sinüklein, dinamik yapısı nedeniyle, farklı hücre yapılarında farklı 

konformasyonlarda bulunuyor olabilir. Proteinin, in vivo yapısal durumuna ve 

fizyolojik rolüne ilişkin mevcut verilerin kısıtlı olması PH patofizyolojisine neden olan 

türlerin kesin olarak belirlenmesini zorlaştırır. Rekombinant alfa-sinüklein fibrillerinin 

(78,79) ve post-mortem beyinlerden elde edilen fibrillerin nörodejenerasyonu ve 

Lewy benzeri patolojiyi indüklediği (80), selektif nöron ölümüne yol açtığı 

gösterilmiştir (81). Bununla birlikte, nöron ölümünün fibril oluşumundan önce (82) 

veya fibriler inklüzyonlar olmaksızın (75,83) gerçekleştiği, alfa-sinüklein gen 

mutasyonlarında proteinin fibriler olmayan oligomerik türlerinin varlığı (84,85) 

bildirilmiştir. Bu veriler doğrultusunda hastalıktan sorumlu olan alfa-sinüklein 

formunun toksik oligomerler olduğu ileri sürülmüştür. 

 Oligomerik ve fibriler alfa-sinüklein türleri ve nörodejenerasyon arasındaki 

ilişki bu türlerin önemli hücresel mekanizmaların normal işleyişini bozmasıyla 

açıklanabilir. Oligomerik/fibriler alfa-sinüklein türlerinin lipit membranlar, 

mitokondri, endoplazmik retikulum, golgi cisimciği gibi hücresel yapılarla, glial 

hücrelerle, aksonal transportta rol alan proteinlerle, ayrıca protein degradasyon 

sistemleri olan ubikitin proteaz sistemi ve şaperon aracılı otofaji ile etkileştiği 

gösterilmiştir (86). Bununla birlikte, alfa-sinükleinin olası fizyolojik fonksiyonları 

gözönüne alınarak, katlanmamış monomerlerinin fonksiyon kaybının da 

patofizyolojide rolü olabileceği öne sürülmüştür (47). 

 PH'nin patogenezinde rol aldığı gösterilen moleküler mekanizmalar arasında 

alfa-sinüklein agregasyonu ve ilişkili olaylar önemli yer tutar. Bununla birlikte 

hastalığın daha iyi anlaşılabilmesi ve etkili tedavi yöntemleri geliştirilebilmesi için; 
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alfa-sinükleinin fizyolojik ve patolojik koşullardaki işlevlerinin, hücresel yerleşiminin, 

ayrıca toksisiteye neden olan türlerinin ve bu türlerin oluşmasına katkıda bulunan 

faktörlerin aydınlatılması gerekmektedir. 

 PH nigral dopaminerjik nöronların dejenerasyonu ile karakterize edilmesine 

rağmen patolojinin buradaki nöronlarda başlamadığı ve bazal gangliyonlar dışında 

diğer yapıları da etkilediği ileri sürülmüştür (12,87). Braak hipotezine göre 

patofizyoloji 6 aşamaya ayrılır ve klinik bulgular son 3 aşamada görülür. Braak 

aşamalandırmasının çıkış noktası; post mortem dokularda, alfa-sinüklein içeren Lewy 

cisimciklerinin ve Lewy nöritlerin (LN), hastalığın evresine göre farklı yapılarda 

gözlenmesidir (12). Birinci aşamada; vagus sinirinin dorsal motor nükleusunda ve 

olfaktör bulbusta LC ve LN'ler görülür. İkinci aşamada locus coeruleus, raphe nucleus 

ve retiküler sistem, üçüncü aşamada; bazal ön beyin, amigdala, SNc yapıları etkilenir. 

Daha sonra patoloji mezokortekse ilerler ve bu aşama dördüncü aşama olarak kabul 

edilir. Beşinci ve altıncı aşamalarda ise LC/LN patolojisi; preferontal, duyusal 

asosiasyon ve premotor alanları da kapsamak üzere neokortekse yayılır. LC/LN 

patolojisi görülen nöronların uzun, ince aksonlu, aksonların myelinsiz veya kısmen 

myelinli olduğu da gözlenmiştir (12). Bu bulgular patolojinin hasara yatkın olan 

nöronlarda rostral olarak ilerlediği tezini güçlendirir. PH'de, enterik sinir sisteminin de 

(ESS) LC/LN patolojisinden etkilendiği gösterilmiştir (88). Hastalığın erken 

evrelerinden itibaren görülen gastrointestinal belirtiler, ayrıca ESS nöronlarının 

morfolojik yapıları göz önüne alınarak patolojinin ESS'de başlayıp vagus siniri aracılığı 

ile santral sinir sistemine (SSS) geçiş yaptığı öne sürülmüştür (12,88). Bu modellerde 

alfa-sinükleinin nöronlar arası transmisyonunun prion benzeri mekanizmalarla 

gerçekleştiği düşünülmektedir. Fötal dopaminerjik nöron transplantasyonu yapılan 

Parkinson hastalarında, transplantların alfa-sinüklein inklüzyonları içerdiği 

bildirilmiştir (89,90). Bu bulguları takiben yapılan in vivo ve in vitro deneylerle de alfa-

sinüklein patolojisinin transsinaptik olarak yayılabileceği gösterilmiştir (91,92).  

 PH patolojisinin, Braak aşamalandırmasına göre, belli bir patern izleyerek 

ilerlediği ve nöronlar arası prion benzeri mekanizmalarla geçiş yaptığı gösterilse de bu 

hipotez halen tartışmalıdır. Patolojinin başlangıç noktası, etkilenen yapılar ve 
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hastalığın şiddeti arasındaki ilişki, retrograd yayılım gibi noktalarda Braak 

hipotezinden farklılık gösteren olguların varlığı nedeniyle hastalığın sadece belirli bir 

alt tipinin Braak hipotezi ile uyumlu olarak ilerleyebileceği öne sürülmüştür (91). 

 2.5. Motor ve Motor Dışı Belirtiler 

 PH'de görülen temel motor belirtiler bazal ganglia yapılarının disfonksiyonu 

ile açıklanabilir (13). Klinikte, striatal dopaminin %80 azalması, deneysel modellerde 

nigral dopaminerjik hücre kaybının %50-60 civarında olması motor belirtilerin 

görülmesi için eşik değerlerdir (11,93). Braak hipotezine göre, motor bozukluklar 3. 

aşamadan itibaren görülür. LC patolojisi bu evrede orta beyine ulaşır ve SNc dahil 

olmak üzere buradaki yapıları etkiler (87). 

 Hastalığın motor dışı bulguları; kognitif ve nöropsikiyatrik belirtiler, uyku 

bozuklukları, otonomik ve duyusal belirtileri kapsar (94). Bu bulguların bir kısmı 

hastalığın erken evrelerinde, motor belirtilerden önce görülebileceği gibi, hastalığın 

ilerleyen evrelerinde de motor bozukluklara eşlik edebilir. Hastaların yaşam kalitesini 

en az motor bozukluklar kadar etkileyen motor dışı bulgulardan bilişsel disfonksiyon, 

anksiyete ve depresyon oldukça yaygındır ve ortalama prevalansları %40 ila 50 

arasındadır (95).  

 Frontostriatal devrelerin işleyişindeki bozukluklar çeşitli nöropsikiyatrik 

hastalıkların patolojisinde rol oynar (96). Serotonin, noradrenalin, asetilkolin, GABA 

ve dopamin gibi farklı nörotransmitterlerin frontostriatal devrelerin aktivitesini 

modüle ettiği bilinmektedir (21).  Bu devrelerdeki azalmış dopaminerjik aktivitenin, 

PH'de görülen bilişsel gerileme, anksiyete ve anhedoniye aracılık ettiği 

düşünülmektedir (97). 

 Bilişsel ve nöropsikiyatrik bozuklukların hipokampal yapılar ile de ilişkili 

olabileceği öne sürülmüştür (14). Çeşitli görüntüleme teknikleri ile Parkinson 

hastalarında hipokampal volümün azaldığı gösterilmiş, hipokampal atrofinin kognitif 

disfonksiyonla ilişkili olduğu gözlenmiştir (98–101). Hipokampusün öğrenme ve 

bellekteki rolü, moleküler düzeyde, buradaki nöronlarda gerçekleşen sinaptik 

plastisite ve uzun dönemli potensiyalizasyon (LTP) ile açıklanır (102,103). Toksin 
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aracılı ve genetik hayvan modellerinde; LTP'nin, endojen dopamin miktarı ve kognitif 

fonksiyonlarla beraber korele bir şekilde azaldığı gösterilmiştir (104).  Dopaminerjik 

hipoaktivitenin yanısıra alfa-sinüklein patolojisinin de hipokampal fonksiyonları 

etkilemesi olasıdır. Hastalığın ilerleyen evrelerinde, hipokampus ve diğer limbik 

sistem yapılarında LC'lerin varlığı bildirilmiştir (87). Alfa-sinüklein agregasyonunun 

LTP üzerindeki rolü incelendiğinde; alfa-sinüklein oligomerlerinin bazal sinaptik 

transmisyonu değiştirdiği ve LTP'yi azalttığı gözlenmiştir (105). 

 Hipokampus DG ve subventriküler bölge, yetişkin beyinde, yeni nöron 

oluşumunun gözlendiği bölgelerdir (106). PH patolojisinin bu yapılardaki nörogenezi 

azalttığını gösteren çalışmalar mevcuttur (107). Hipokampal nörogenezin, öğrenme 

ve bellek fonksiyonlarının yanısıra, nöropsikiyatrik hastalıklarda da rolü olduğu 

düşünülmektedir (106). Hipokampusun ventral tegmental alan (VTA) ve nükleus 

akumbens (NAc) gibi mezolimbik yapılarla olan anatomik bağlantıları ve mezolimbik 

sistemin nöropsikiyatrik hastalıklardaki rolü gözönüne alınarak PH'de görülen 

depresyon, anksiyete ve anhedoninin hipokampal disfonksiyon ile ilişkili olabileceği 

önerilmiştir (14,106). 

 2.6. Deneysel Hayvan Modelleri 

 Deneysel PH modelleri, genel olarak, toksin aracılı ve genetik modeller olmak 

üzere ikiye ayrılabilir. Halen kullanılmakta olan deneysel modellerin hastalığın 

etiyolojisinin ve moleküler mekanizmalarının anlaşılmasına katkısı büyük olmakla 

beraber, bu modellerden hiçbiri hastalığın patofizyolojisini ve ilerleyici 

nörodejeneratif süreci tam olarak yansıtmamaktadır. 

 2.6.1. Toksin aracılı modeller 

 Toksin aracılı modellerde; 6-OHDA, MPTP, paraquat ve rotenon gibi 

nörotoksinler kullanılarak akut nöron harabiyeti gerçekleştirilir. Bu modeller, 

nigrostriatal hasarın oluşturmasında etkili olmakla beraber hastalığın ilerleyici 

sürecini yansıtmakta yetersizdirler . 
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 6-Hidroksidopamin (6-OHDA) 

 6-OHDA mitokondriyal kompleks I'i inhibe ederek oksidatif stres artışına ve 

enerji üretiminin azalmasına neden olur. PH'dekine benzer şekilde, nigrostriatal 

dopaminerjik nöron hasarı ve dopamin deplesyonu görülür (108). 6-OHDA'nın alfa-

sinüklein ile etkileştiği gösterilmiş olsa bile, bu modelde, PH'de karakteristik olarak 

görülen protein agregatları ve/veya Lewy benzeri cisimciklere rastlanmaz (109). 

 MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) 

 MPTP, sistemik enjeksiyonu takiben kan beyin bariyerini geçerek astrositlere 

alınır. Burada, toksik etkilerden asıl sorumlu olan, MPP+'ye (1- metil-4-

fenilpiridinyum) dönüşür ve MPP+ dopamin taşıyıcıları (DAT) ile nöronlara transfer 

edilir. Güçlü bir mitokondriyal kompleks I inhibitörü olan MPP+ 'nin oksidatif stresi 

artırdığı, hücrenin enerji metabolizmasını bozduğu, inflamasyon ve apoptozis 

yolaklarını aktive ettiği bildirilmiştir (109,110). MPTP, kullanıldığı modellerde, 

PH'dekine benzer şekilde, selektif olarak, SNc dopaminerjik nöronların ölümüne ve 

dopamin miktarının azalmasına neden olur. Motor bozukluklar primatlarda açık bir 

şekilde gözlenirken, farelerde türlere bağlı olarak farklılıklar gösterebilir. MPTP 

modellerinde genellikle LC'lere rastlanmaz. Birkaç çalışmada MPTP ile Lewy benzeri 

inklüzyonların oluştuğu bildirilmiştir ancak bu durumun tekrarlanabilirliği düşüktür ve 

uygun koşullar sağlandığı takdirde LC oluşumunun gözlenebileceği öne sürülmüştür 

(111). 
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Paraquat 

 Paraquat yapıca MPP+'ye benzerlik gösteren bir herbisittir toksik etkilerini 

oksidatif stresi artırarak gösterir. Artmış reaktif oksijen türleri, daha spesifik olarak 

O2
-, H2O2 ve OH-  lipit, protein, DNA ve RNA hasarına neden olur (109). Paraquat, 

MPP+'ye göre daha zayıf bir mitokondriyal kompleks I inhibitörüdür ve oksidatif stresi, 

asıl olarak, hücre içi redoks döngüleri ile etkileşerek artırır  (112).  Ayrıca proapoptotik 

yolakları aktive ederek apoptozise de yola açtığı gösterilmiştir (110). Ancak 

nigrostriatal sistem üzerindeki etkileri tartışmalıdır.  Paraquat uygulamasını takiben 

nigrostriatal yolakta nörodejenerasyon görüldüğünü bildiren çalışmaların yanısıra 

herhangi bir değişikliğin gözlenmediği çalışmalar da mevcuttur (109). Paraquat 

modelinin sağladığı en büyük avantaj alfa-sinüklein agregatlarına ve Lewy benzeri 

cisimciklerin oluşumuna yol açmasıdır (113). 

 Rotenon 

 Rotenon herbisit ve insektisit olarak kullanılan toksik bir ajandır. Oldukça 

lipofilik olup farklı yollardan uygulanabilir. Hayvan modellerinde, alfa-sinüklein 

agregasyonu, LC oluşumu, mitokondriyal kompleks I inhibisyonu, oksidatif stres, 

inflamasyon, davranışsal değişiklikler ve gastrointestinal bozukluklar gibi PH'ye özgü 

birçok karakteristik bulgu gösterilmiştir (114). Rotenon ile belirli dozlarda selektif 

nigrostriatal nörodejenerasyon gerçekleştirilebildiği bildirilmişse de lezyonun 

büyüklüğü ve yerleşimi ile ilgili birbiri ile uyum göstermeyen, farklı sonuçlar 

mevcuttur (115,116). 

Tablo 2.1. Toksin aracılı modellerin karşılaştırılması (117). 

Model 
Motor 
bozukluk 

SNc 
nöronlarının 
kaybı 

Striatal 
dopamin 
kaybı 

LC/Sinüklein 
patolojisi 

6-OHDA 

Azalmış 
lokomotor 
aktivite, tek 
taraflı 
dönme 
hareketi 

+++ +++ Yok 
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Tablo 2.1. Toksin aracılı modellerin karşılaştırılması (devam) (117). 

MPTP 

Bradikinezi, 
tremor, 
rijidite, 
azalmış 
lokomotor 
aktivite 

+++ +++ Yok 

Rotenon 
Azalmış 
lokomotor 
aktivite 

++ +++ Var 

Paraquat 
Azalmış 
lokomotor 
aktivite 

++ +++ Var 

+++: Şiddetli, ++:Orta, +: Hafif 

 2.6.2. Genetik Modeller 

 Genetik geçişli PH tüm olguların %10 kadarını oluşturur (118). Nadir olarak 

görülmesine rağmen, sporadik PH'dekine benzer klinik bulguların gözlenmesi 

nedeniyle altta yatan mekanizmaların da benzer olabileceği ileri sürülmüştür. Bu 

modellerde, PH ile ilişkili olduğu bilinen gen ve gen ürünlerinin modifikasyonları söz 

konusudur. 

 Alfa-sinüklein 

 PH'ye ilişkin ilk genetik bulgu alfa-sinüklein geninde (SNCA) meydana gelen 

mutasyonlardır. Kalıtsal PH'de, SNCA nokta mutasyonlarının (A53T, A30P, E46K ve 

H50Q) ve multiplikasyonlarının varlığı gösterilmiştir (2–5,119). SNCA 

multiplikasyonları ifade edilen protein seviyelerinin patofizyolojide rolü olabileceğini 

düşündürür (110). Bu amaçla alfa-sinükleinin mutant ve yabanıl formlarının aşırı 

ifadesine dayanan transgenik ve viral vektör aracılı hayvan modelleri geliştirilmiştir.  

 Transgenik fare modellerinde; motor bozukluklar, striatumda azalmış 

dopamin ve TH seviyeleri, buradaki dopaminerjik terminallerinin kaybı, SNc ve diğer 

beyin bölgelerinde alfa-sinüklein agregatlarının varlığı bildirilmiştir. Kullanılan 

transgenik fare modeli ve promoter'a göre elde edilen bulgular farklılık gösterir (117). 

Ancak bu modellerin çoğunda PH'dekine benzer, ilerleyici nitelikte ve selektif 

nigrostriatal dejenerasyon gözlenememiştir (11,110,120). 
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 Viral vektör aracılı modellerde, lentiviral (LV) ya da adeno ilişkili viral (AAV) 

vektörler kullanılarak, istenilen beyin bölgesinde, alfa-sinükleinin aşırı ifadesi sağlanır. 

Alfa-sinüklein geninin orta beyin dopaminerjik nöronlara transdüksiyonunda,  AAV 

vektörleri LV vektörlere göre daha etkili bulunmuştur. Gen aktarımı, AAV aracılı 

modellerde %80 ila 90 arasında iken, LV vektörlerde bu oran %50 civarındadır (11). 

Buna bağlı olarak, AAV modellerinde gözlenen nigral nöron kaybının ortalama %50-

60, LV modellerinde ise %25-35 civarında olduğu bildirilmiştir (121). Transgenik 

modellerin aksine, viral vektör aracılı modellerde; ilerleyici nitelikte nigral 

dopaminerjik nöron kaybı, striatal akson ve terminallerin nörodejenarasyonu 

gözlenmiştir. Nöron kaybı, retrograd yayılım hipotezinde önerildiği gibi, striatal akson 

ve terminallerin dejenerasyonunundan sonra gerçekleşir. Bildirilen sonuçlar 

değişkenlik gösterse de motor fonksiyonların kaybı söz konusudur (122) 
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 LRRK2 (Leucine-rich repeated kinase 2) 

 LRRK2 gen mutasyonları geç başlangıçlı, otozomal dominant PH ile 

ilişkilendirilmiştir (133). Transgenik hayvan modellerinin birkaçında; zaman içerisinde 

artan motor bozukluklar, striatal dopamin salıverilmesinde azalma, nigral 

dopaminerjik nöronların progresif dejenerasyonu bildirilmiştir (134,135). Ancak 

modellerin çoğunda, yeterli dopaminerjik nörodejenerasyon ve PH ile ilişkili diğer 

bulgular gösterilememiştir. 

 Parkin  

 Parkin, PRKN geni tarafından kodlanan bir ubikitin E3 ligazdır. Parkin’in 

enzimatik aktivitesindeki azalmanın, hem sporadik hem de kalıtsal PH'de rol aldığı 

düşünülmektedir (109). PRKN mutasyonları, erken başlangıçlı, otozomal resesif PH ile 

ilişkilendirilmiştir (136). Hayvan modellerinde; dopamin salıverilmesi ve norepinefrin 

(NE) seviyelerinde azalma, orta derecede mitokondriyal hasar, oksidatif streste artış 

görüldüğü bildirilmişse de davranışsal bozukluklar ve SNc dopaminerjik nöronlarında 

anlamlı derecede kayıp oluşturulamamıştır (109,110). Bununla birlikte, mutant parkin 

(Parkin-Q311X) proteininin ifade edildiği transgenik fare modelinde, geç başlangıçlı 

ve ilerleyici motor bozukluklar, SNc dopaminerjik nöron kaybı, striatal dopaminerjik 

terminallerde azalma gözlenmiştir (137). Viral vektör aracılı, mutant ve insan yabanıl 

parkin proteinlerinin aşırı ifadesinin gerçekleştirildiği bir modelde SNc dopaminerjik 

nöronların progresif kaybı gösterilmiştir (138). 

 PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) 

 PINK1 proteini, Parkin ile beraber, mitofajiye aracılık eder. Hücrelerde 

mitokondriyal hasar ve oksidatif strese karşı koruyucu olduğu, apoptozis yolaklarının 

aktivasyonunu engellediği düşünülmektedir (112). Otozomal resesif ve erken 

başlangıçlı PH vakalarında PINK1 gen mutasyonlarınta rastlanmıştır (139). 

 PINK1 knock-out hayvan modellerinde; mitokondriyal işlev kaybının 

gözlendiği, lokomotor aktivitenin ve striatal dopamin seviyelerinin progresif olarak 

azaldığı bildirilmiştir (140,141). PINK1 modelleri, nigrostriatal dejenerasyon ve LC 
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oluşumu gibi hastalığın major bulgularını göstermekte yetersizdir. Yine de hastalığın 

patofizyolojisini ve ilişkili proteinlerin rollerinin anlaşılmasına katkı sağlayabilirler.  

 DJ-1  

 DJ-1 gen mutasyonları otozomal resesif ve erken başlangıçlı PH ile ilişkilidir 

(142). DJ-1 proteini, mitokondriyal ve transkripsiyonal regülasyonda rol alır, ayrıca 

oksidatif stres sensörü, proteaz ve şaperon olarak da işlev görür (110). DJ-1 KO fare 

modellerinde azalmış lokomotor aktivite ve striatal dopamin salıverilmesi 

gözlenirken, SNc dopaminerjik nöron kaybı ya da dopamin seviyelerinde değişiklik 

gözlenmez (117). Bununla birlikte, DJ-1 KO ve C57/BL6 farelerinden, geri çaprazlama 

yöntemiyle elde edilen transgenik hayvanların SNc'lerinde, erken başlangıçlı, 

unilateral dopaminerjik nöronal kayıp olduğu, zaman içerisinde dejenerasyonun 

bilateral olarak yayıldığı gözlemlenmiştir. Aynı hayvanlarda, progresif, bilateral locus 

coeruleus dejenerasyonu ve orta derecede davranışsal bozukluklar bildirilmiştir 

(143). Bu modelin, tekrarlanabilirliği sağlanırsa, hastalığın erken evrelerinin ve 

ilerleyici sürecinin araştırılmasında kullanışlı olabileceği öne sürülmüştür 
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3.GEREÇ ve YÖNTEM 

 3.1.Deney Hayvanları 

 Bu çalışmada başlangıç ağırlığı 220-280 gram arasında olan, 8-10 haftalık, 

Sprague Dawley tipi dişi sıçanlar kullanıldı (n=100). Sıçanlar Hacettepe Üniversitesi 

Deney Uygulama ve Araştırma Merkezi'nden temin edildi  (Hacettepe Üniversitesi 

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu karar no: 2014/44-10). Sıçanlar, kafes ve 

ortamlarına uyum sağlayabilmeleri için deneylere başlanmadan en az 2 gün önce 

deneylerin yapılacağı laboratuvara getirildiler. Deneyler süresince sabit nem ve 

20±2°C oda sıcaklığında, 12 saat aydınlık, 12 saat karanlık ortamda tutuldular. Sükroz 

tercih testi süresi haricinde yiyecek ve içecek sınırlaması yapılmadı.  

 3.2. Stereotaksik Cerrahi 

 Cerrahi isļem öncesi sıçanlara 0,5 mL intraperitoneal (i.p.)  ketamin-ksilazin 

(90:10 mg/kg) karışımı verilerek genel anestezi uygulandı. Hayvanlar ağrılı uyarana 

yanıt vermeyene kadar beklendi. Anestezi altında, stereotaksik aparata (Stoelting, 

Stoelting CO, Illinois, ABD) uygun şekilde yerleştirilip kafatası sabitlendi. Kafa derisi 

povidon iyot ve alkol ile dezenfekte edildi ve orta hattan 1,5 cm kadar kesi açıldı. Skalp 

ve periosteum yarı steril olarak temizlendi. Stereotaksi atlası (144) referans alınarak 

öncelikle incisor bar kulaklar arası çizginin (interaural line) 2,3 mm aşağısına indirildi. 

SN için; bregma’nın 5,2 mm posterioru ve 2,0 mm sağı, DG için; bregma’nın 5 mm 

posterioru ve 3,5 mm sağı belirlendi. Kemik dokuda, dura mater görülene dek 1-2 mm 

çapında delik açıldı. Ucuna cam kapiller takılmış olan Hamilton şırıngasına (10 µL, 26s 

gauge) sırasıyla; 2 µL serum fizyolojik (SF), 1 µL hava, 2 µL virüs çekildi. Sadece SF 

enjeksiyonu yapılacak hayvanlar için yalnız 2 µL SF çekildi. Hamilton şırıngası ile SN'de 

7,2 mm, DG'de 2,6 mm ventrale inildi. Dakikada 0,2 µL hızında olacak şekilde virüs ya 

da SF ilgili koordinatlara enjekte edildi. Enjeksiyon tamamlanınca, SN'de 5 dakika, 

DG'de en az 10 dakika beklendikten sonra şırınga 5 saniyede bir 1 mm yukarı çekilerek 

yavaşça beyin dokusundan çıkarıldı. Cilt kesisi cerrahi iplikle dikildi. Hayvanlara post 



 

 

29 

operatif olarak 1 mL subkütan (s.c.) SF, 0,7 mL i.p. parasetamol verildi ve hayvanlar 

anestezinin etkisi geçene kadar homeotermik tabla üzerinde gözetim altında tutuldu. 

 3.3. Deney Grupları 

 Sıçanlar stereotaksik enjeksiyon yapılan bölgelere ve enjekte edilen gene göre 

kontrol grupları da dahil olmak üzere toplam 10 gruba ayrıldı; 

(i) SN AAV6-alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan grup (n=12) 

(ii) SN AAV6-GFP enjeksiyonu yapılan grup (n=12) 

(iii) SN serum fizyolojik enjeksiyonu yapılan grup (n=4)  

(iv) DG AAV6-alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan grup (n=12) 

(v) DG AAV6-GFP enjeksiyonu yapılan grup (n=12) 

(vi) DG serum fizyolojik enjeksiyonu yapılan grup (n=4) 

(vii) SN ve DG AAV6-alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan grup (n=12) 

(viii) SN ve DG AAV6-GFP enjeksiyonu yapılan grup (n=12) 

(ix) SN ve DG serum fizyolojik enjeksiyonu yapılan grup (n=6) 

(x) Hiçbir işleme tabii tutulmamış normal sıçanlar (n=14). 

Her gruptaki hayvanların yarısı immünohistokimya (İHK) yöntemi, diğer yarısı 

immünoblotlama (İB) yöntemi ile incelenmek üzere; İHK analizlerinde kullanılacak 

grup (n=50) ve İB analizlerinde kullanılacak grup (n=50) olarak ikiye ayrıldı. 
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3.4. Motor ve Bilişsel Deneyler 

 Bütün sıçanlarda enjeksiyonu takiben 14. haftadan itibaren, nigral ve/veya 

hipokampal hücre ölümü sonucunda ortaya çıkacak motor ve motor dışı 

bozuklukların değerlendirilmesi amacıyla motor ve bilişsel işlevlerin incelenmesine 

yönelik deneyler yapıldı. Deneylere başlamadan önce, sıçanların insan temasına 

alışması ve anksiyetelerinin azaltılması için, sıçanlar en az 2 gün boyunca her gün, 

yaklaşık 10 dakika kadar tutuldu. Sıçanlar için stresli olabilecek deneylerden sonra 

diğer deneye geçmeden en az 2 gün ara verildi (Şekil 3.1). 

 

Şekil 3.1. Motor ve bilişsel işlevlerin incelenmesine yönelik deneylerin tasarımı 
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Deney sonuçlarının hayvanların gün içi ritmlerinden etkilenebileceği göz önünde 
bulundurularak, aynı deneyler her bir hayvan grubunda günün aynı zaman diliminde 
yapıldı (Şekil 3.2). 

 

Şekil 3.2. Motor ve bilişsel işlevlerin incelenmesine yönelik deneylerin yapıldığı 
zaman dilimleri 

 3.4.1. Yeni Nesne Tanıma Testi (YNTT) 

 Yeni nesne tanıma testi, kemirgenlerin daha önceden alışkın oldukları bir 

ortamda bulunan yeni nesnelerle daha fazla vakit geçirme eğiliminden yararlanılarak 

yapılan bir hafıza testidir (145).  

 Bu test için, 40x40 cm büyüklüğünde, 30 cm yüksekliğinde, üstü açık, siyah bir 

kutu kullanıldı. Hayvanlar testin 1. ve 2. günlerinde 10'ar dakika boş kutuya kondu ve 

düzeneğe alışmaları sağlandı. 3. gün kutunun sağ ve sol üst kadranlarına, kutunun 

çeperlerinden eşit uzaklıkta olacak şekilde birbiriyle aynı renk, boyut ve şekilde olan 

iki nesne yerleştirildi. Hayvanlar nesnelere arkası dönük olacak şekilde kutunun 

ortasına kondu ve hayvanların 10 dakika boyunca nesneleri tanıması sağlandı. Kısa 

dönem belleği test etmek amacıyla, 1 saat sonra, sağ üst kadrandaki nesne, şekil ve 

renk olarak farklı olan yeni bir nesne ile değiştirildi ve hayvanlar kutunun ortasına, 

nesnelere arkası dönük olacak şekilde bırakıldı. 5 dakika boyunca video kamera takip 
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sistemi (EthoVision®XT, Noldus Informational Technology, Wageningen, Hollanda) 

kullanılarak kayıt yapıldı. Bu süre içerisinde hayvanların eski ve yeni nesne ile geçirdiği 

zaman, nesnelere yaptığı ziyaretlerin sıklığı video takip sistemi yazılımı 

(EthoVision®XT, Noldus Informational Technology, Wageningen, Hollanda) ile analiz 

edildi. Testin 3. günde yapılan nesneleri tanıma fazından 24 saat sonra, uzun dönem 

belleği test etmek amacıyla; değiştirilen yeni nesnenin yerine, daha önce kullanılan 

iki nesneden de renk ve şekil olarak farklı olan yeni bir nesne yerleştirildi. Hayvanlar 

aynı şekilde kutunun ortasına bırakıldı ve 5 dakika boyunca kayıt yapıldı. Bu sürede 

hayvanların eski ve yeni nesne ile geçirdiği zaman ve nesneleri ziyaret sıklığı analiz 

edildi. Sistemin analiz ayarları; hayvanların nesnelere en az 1,5 cm yaklaşarak, burnu 

ya da ön ayaklarıyla nesneyi keşfetme davranışı bir ziyaret olacak şekilde ayarlandı. 

Sonuçlar kısa ve uzun dönem olmak üzere ayrı ayrı, yeni nesneyle geçirilen zamanın 

her iki nesneyle geçirilen toplam zamana oranı ve yeni nesneyi ziyaret sıklığının her 

iki nesneye yaptığı toplam ziyaret sıklığına oranı şeklinde hesaplandı.  

 3.4.2. Morris Su Labirenti Testi  

 Morris su labirenti testi, kemirgenlerin uzaysal öğrenme ve bellek 

kapasitelerini ölçmeye yarayan bir testtir (146).  

 Bu test için, 143 cm çapında, siyah bir tankın içine, tankla aynı renkte olan bir 

platform yerleştirildi. Tank 22-26C sıcaklığında suyla dolduruldu. Platformun 

yüksekliği su yüzeyinden 3 cm aşağıda olacak şekilde ayarlandı. Tankın etrafına 

hayvanların görebileceği şekilde çeşitli ipuçları yerleştirildi ve oda loş ışıkla 

aydınlatıldı. Hiçbir işlem uygulanmamış kontrol grubu ile yaptığımız ön deney 

sonuçları referans alınarak öğrenmenin 4. günde gerçekleştiği varsayıldı. Sıçanlar 4 

gün boyunca her gün, her defasında farklı noktalardan olmak üzere 4 kez, tankın 

merkezine arkaları dönük olarak tanka bırakıldı. Hayvanların, 2 dakika boyunca, 

gizlenmiş olan platformu bulmaları beklendi. İlk gün, 2 dakika içinde platformu 

bulamayan sıçanlar platformun üzerine konulup 5 saniye platformun üzerinde 

bekletildi ve sıçanların platformun yeri öğretilmeye çalışıldı. 5. gün platform kaldırıldı. 

Bütün hayvanlar tankın sadece bir noktasından tanka bırakıldı ve 90 saniye içinde 
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önceden platformun olduğu bölgeyi bulmaları beklendi. Platform bölgesinde en az 2 

saniye geçiren hayvanların platformu bulmuş olduğu kabul edildi. Deneyler video 

kamera takip sistemi (VideoMot2, TSE Systems, Thuringia, Germany) ile kaydedildi. 

Video kamera takip sistem yazılımı (VideoMot2, TSE Systems, Thuringia, Germany) 

kullanılarak her gün için ayrı olmak üzere, platformu bulma süreleri ve kadranlarda 

geçirilen süreler analiz edildi. Hayvanların platformu bulma süreleri gün bazında, 4 

denemenin ortalaması alınarak hesaplandı. 4 günün sonunda hayvanların platformu 

bulma süreleri kullanılarak öğrenme eğrileri çizildi. 5. gün yapılan probe testinin 

sonuçları; platform bölgesini bulma süresi ve platformun olduğu kadranda geçirilen 

zaman olarak hesaplandı. 

 3.4.3.Yükseltilmiş Artı Labirent Testi  

 Yükseltilmiş artı labirent testi kemirgenlerin anksiyete benzeri davranışlarını 

değerlendirmek için kullanılır (147). Yükseltilmiş artı labirent düzeneği; siyah 

pleksiglastan yapılmış, artı şeklinde, bütün kolları yerden 70 cm yükseklikte, 45 cm 

uzunlukta ve 12 cm genişliktedir. Birbirine zıt iki kol 45 cm yüksekliğinde duvarlarla 

çevrili olup uçları kapalı iken diğer iki kol tamamen açıktır. Tam ortada bulunan 12x12 

cm’lik alandan tüm kollara erişilebilmektedir.  

 Bu testte, düzeneğin bulunduğu oda loş ışıkla aydınlatıldı. Testin başlangıcında 

hayvanlar ortadaki alana, yüzü soldaki kapalı kola dönük olacak şekilde yerleştirildi ve 

hayvanların davranışları 5 dakika süreyle video kamera takip sistemi (EthoVision®XT, 

Noldus Informational Technology, Wageningen, Hollanda) ile kaydedildi. Açık 

kollardan yere düşen hayvanlar, alınıp en son düştükleri yere konuldu ve kayıt devam 

ettirildi. Hayvanların orta alanda, açık ve kapalı kollarda geçirdikleri toplam zaman 

video kamera takip sistem yazılımı (EthoVision®XT, Noldus Informational Technology, 

Wageningen, Hollanda) ile analiz edildi. Bulgular açık ve kapalı kollarda geçirilen 

sürenin toplam süreye oranı şeklinde ifade edildi. 
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 3.4.4. Sükroz Tercih Testi  

 Sükroz tercih testi, kemirgenlerin şekerli içecekleri suya göre daha çok tercih 

etme eğiliminden yararlanılarak anhedoniyi değerlendirmek için kullanılır. Kronik 

strese maruz bırakılan anhedonik sıçanlarda sükrozlu çözelti tüketiminin azaldığı 

gözlemlenmiştir (148). 

 Sıçanlar gruplarına göre ayrı ayrı kafeslere alınarak, aynı gruptan olan 

sıçanların bir arada olması sağlandı. İki gün boyunca, kafeslere hem %2'lik sükroz 

çözeltisi hem de su yerleştirildi ve sükroz çözeltisine alıştırma fazı gerçekleştirildi. 

Hayvanların sağ veya sol taraftaki suluğu tercih etme eğilimini önlemek amacıyla 

sulukların yerleri ilk günün sonunda değiştirildi. 2. günün sonunda iki suluk da alınarak 

hayvanlar 8 saat susuz bırakıldı. 24 saat süren test fazı için; önceden hazırlanıp 

tartılmış su ve %2'lik sükroz çözeltisi verildi. Sağ veya sol taraf tercih yanlılığını 

önlemek amacıyla 12 saat sonra sulukların yerleri değiştirildi. 24 saat sonunda içme 

suyu ve %2'lik sükroz çözeltisi içeren suluklar tartıldı. Hayvan başına tüketim miktarı, 

gram olarak, her kafes için toplam tüketim miktarının kafesteki hayvan sayısına 

bölünmesiyle hesaplandı. Sonuçlar grup başına; tüketilen sükroz çözeltisinin tüketilen 

su ve sükroz çözeltisinin toplamına oranının yüzdesi olarak verildi. 

 3.4.5. Silindir Testi 

 Silindir testi  hayvanlarda tek taraflı enjeksiyon sonrası oluşan motor 

asimetriyi değerlendirmek için kullanılır. Motor asimetri, kontralateral ön ayağın 

silindir çeperine değme sayısı ile kantitize edilir (149). 

 Bu test için hayvanlar, 25 cm çapındaki cam bir silindire yerleştirildi. Silindirin 

arkasına uygun açılarda yerleştirilen 3 ayna ile kayıt esnasında silindirin her tarafının 

görülebilir olması sağlandı. Loş ışıkta yüksek kalitede kayıt yapma olanağı sağlayan bir 

kamera (Sony Handycam DCR-HC37) ile, 10 dakika boyunca hayvanların davranışları 

kayıt edildi. Daha sonra izlenen kayıtlarda, hayvanların silindir çeperine sağ ön 

ayaklarıyla, sol ön ayaklarıyla ve hem sağ hem sol ön ayaklarıyla aynı anda kaçar defa 

dokunduğu sayıldı. Çepere dokunmak için sağ ve sol ön ayakların aynı anda 

kullanıldığı durumlar, sağ ve sol olmak üzere ayrı ayrı birer dokunma olarak 
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kaydedildi. Sonuçlar ipsilateral (sağ) ve kontralateral (sol) ön ayaklarla çepere 

dokunma sayısının toplam dokunma sayısına oranının yüzdesi olarak hesaplandı 

(Formül 3.1 ve 3.2) 

 

% İ𝑝𝑠𝑖𝑙𝑎𝑡𝑒𝑟𝑎𝑙  𝐷𝑜𝑘𝑢𝑛𝑚𝑎 = 100 𝑥 
𝑆𝑎ğ

𝑌𝑎𝑙𝑛𝚤𝑧 𝑆𝑎ğ+ 𝑌𝑎𝑙𝑛𝚤𝑧 𝑆𝑜𝑙 + (2 𝑥 𝐻𝑒𝑚 𝑆𝑎ğ 𝐻𝑒𝑚 𝑆𝑜𝑙)
           

(3.1) 
 

% 𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑙𝑎𝑡𝑒𝑟𝑎𝑙  𝐷𝑜𝑘𝑢𝑛𝑚𝑎 = 100 𝑥 
𝑆𝑜𝑙

𝑌𝑎𝑙𝑛𝚤𝑧 𝑆𝑎ğ+ 𝑌𝑎𝑙𝑛𝚤𝑧 𝑆𝑜𝑙 + (2 𝑥 𝐻𝑒𝑚 𝑆𝑎ğ 𝐻𝑒𝑚 𝑆𝑜𝑙)
            

(3.2) 

 3.4.6. Açık Alan Lokomotor Aktivite Testi 

 Açık alan lokomotor aktivite testi ile hayvanların, alışkın olmadıkları bir 

ortamda, çevreyi keşfetme davranışlarından yararlanılarak hareketlilikleri, buna bağlı 

olarak da motor aktiviteleri ölçülür. 

 Bu test için hayvanlar 40x40 cm boyutunda ve 30 cm yükseklikte olan, siyah, 

üstü açık bir kutunun içerisine yerleştirildi ve 5 dakika boyunca bir video kamera takip 

sistemi (EthoVision®XT, Noldus Informational Technology, Wageningen, Hollanda) 

kullanılarak kaydedildi. Bu süre içinde toplam katettikleri mesafe ve ortalama hızları 

video takip sistemi yazılımı (EthoVision®XT, Noldus Informational Technology, 

Wageningen, Hollanda) ile analiz edildi. 

 3.4.7. Apomorfinle İndüklenen Lokomotor Aktivite ve Dönme Testi 

 Apomorfin selektif olmayan dopamin reseptör agonisti olup striatumda 

etkisini postsinaptik dopaminerjik reseptörler aracılığıyla gösterir. D1 ve D2 

reseptörlerinin stimülasyonu ile hayvanlarda lokomotor aktivitede artış ve stereotipik 

davranışlar gözlenir. Unilateral enjeksiyon yapılmış hayvanlarda, apomorfin, lezyon 

tarafındaki striatumda denerve olmuş dopaminerjik reseptörlerin artan duyarlılığı 

nedeniyle kontralateral dönmeye yol açar (150). Lezyon tarafındaki dopaminerjik 

kaybın en az %90 olduğu hayvanlarda dakikada 6 veya daha fazla sayıda dönme 

gözlendiği bildirilmiştir (151,152). 

  Bu test için, 40x40 cm büyüklüğünde, 30 cm yüksekliğinde, üstü açık, siyah bir 

kutu kullanıldı. Hayvanlar 1 mg/kg subkütan apomorfin verilmesini takiben kutuya 
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yerleştirildi. Video kamera takip sistemi (EthoVision®XT, Noldus Informational 

Technology, Wageningen, Hollanda) kullanılarak 40 dakika kayıt yapıldı. Apomorfinle 

indüklenen lokomotor aktivite testi için 15. ve 20. dakikalar arasındaki toplam 

katedilen mesafe ve ortalama hızları video takip sistemi yazılımı (EthoVision®XT, 

Noldus Informational Technology, Wageningen, Hollanda) ile analiz edildi.  

 Apomorfinle indüklenen dönme testi için ise enjeksiyonu takiben kutuya 

bırakılan hayvanların onuncu, yirminci ve otuzuncu dakikalardan itibaren 3'er dakika 

boyunca, kendi etrafında kaç defa döndüğü sayıldı. Hayvanın kendi etrafında dönerek 

360 dereceyi tamamlaması 1 dönme olarak kabul edildi, bunun dışındaki dönüşler 

sayılmadı. Sonuçlar ipsilateral ve kontralateral dönme sayıları şeklinde verildi.  

 3.5. İmmünoblotlama 

 İmmünoblotlama doku örneklerindeki proteinlerin saptanması için kullanılan 

bir moleküler biyoloji yöntemidir. Proteinler jel elektroforezi ile moleküler 

ağırlıklarına göre ayrılır. Jelin üzerindeki proteinlerin, elektriksel bir alanda, 

oluşturulan akım ile jelden PVDF veya nitroselüloz membrana ''göç'' etmesi sağlanır. 

Membrandaki hedef proteinlere özgü primer antikorlar ile membran inkübe edilir ve 

antikor hedef proteinine bağlanır. Görüntüleme için; membran, kullanılan primer 

antikorlarla etkileşen sekonder antikorlarla inkübe edilir. Sekonder antikorun konjuge 

edildiği enzime göre seçilen substrat membrana uygulanır. Enzim-substrat reaksiyonu 

sonucu oluşan ürün ile hedef proteinlerin olduğu bantlar görülebilir hale gelir ve 

görüntü alınır. 

 3.5.1. Beyin Kısımlarının Disseksiyonu 

 Hayvanlar karbondioksit gazı verilerek sersemletildi. Giyotinle dekapitasyon 

yapıldı ve beyinler hızla çıkarıldı. Çıkarılan beyin dokularından, sağ ve sol olmak üzere 

striatum ve hipokampüs kısımları disseksiyon ile ayrıştırıldı. Disseksiyon işlemi, 

içerisinde donmuş yapay beyin-omurilik sıvısı (BOS) bulunan ve sürekli olarak 

oksijenlendirilen petri kaplarında gerçekleştirildi. Ayrıştırılan beyin kısımları tüplere 

(Eppendorf, 1,5 mL) alınarak sıvı azot içerisinde donduruldu ve -80C’de saklandı. 
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 3.5.2. Doku Homojenizasyonu  

 Proteinlerin jel üzerinde hareket ederek ayrışabilmeleri için doku ve 

hücrelerin parçalanarak söz konusu proteinlerin açığa çıkarılmaları gerekir. Bu 

amaçla; doku ve hücreleri parçalamak için radioimmunoprecipitation (RIPA) 

tamponu, parçalanmayı takiben gerçekleşen proteolizisi ve denatürasyonu 

yavaşlatmak için %2'lik proteaz inhibitor kokteyli kullanıldı. Beyin örnekleri tartılarak 

örneklerin bulunduğu tüplere (Eppendorf 1,5 mL) 10 µl/mg beyin ağırlığı olacak 

şekilde RIPA ve eklenen RIPA tamponunun 50'de 1'i kadar proteaz inhibitörü eklendi. 

İşlem boyunca örnekler buz dolu bir kabın içerisinde muhafaza edildi. Tampon ve 

inhibitör eklenen örnekler ultrasonik homojenizatör (Omni Sonic Ruptor 400, 

Ultrasonic Homogenizer, Georgia, ABD) ile 5-10 saniye, gözle görülen partikül 

kalmayana dek, homojenize edildi. Elde edilen homojenat, soğutmalı santrifüj 

cihazında (Kubota Centrifuge 3500, Kubota Corporation, Tokyo, Japonya), 14.000 

rpm'de, +4°C’de 15 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası elde edilen süpernatantlar 

farklı tüplere (Eppendorf, 1,5 mL) alındı. Pelletler -80°C’ye kaldırıldı. 

 3.5.3. Protein Tayini 

 Her bir süpernatantın içindeki protein miktarı bicinchoninic acid (BCA) 

yöntemi (153) kullanılarak ölçüldü. Bunun için hazır BCA kiti (23225, Thermo 

Scientific, ABD)  artan konsantrasyonlarda 7 adet bovine serum albumine (BSA) içeren 

protein çözeltisi ve 1 adet yalnız distile su içeren kör çözelti hazırlandı. Protein tayini 

yapılacak olan hipokampus ve striatum süpertnatantlarından,  1:100 seyreltme 

oranına uygun olacak şekilde, numuneler hazırlandı. BCA çözeltisi (Reagent A) ve 

%4'lük bakır sülfat çözeltisi (Reagent B) 50:1 oranında karıştırılarak bir working 

solution hazırlandı. Numune ve standartlardan 25'er µL alınarak, her numune ve 

standarttan üçer kez olacak şekilde, 96 kuyucuklu mikroplaklara kondu ve her bir 

kuyucuğa 200 µL working solution eklendi. Karışım etüvde, 37C’de 30 dakika inkübe 

edildi, ölçümden önce oda sıcaklığında 15 dakika bekletilerek karışımın sıcaklığı 

düşürüldü. Spektrofotometre ile 562 nm'de numune ve standartların absorbans 

değerleri ölçüldü. Standartların absorbans değerleri kullanılarak standart protein 
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konsantrasyonu-absorbans grafiği çıkarıldı. Standart grafik kullanılarak her bir 

numunedeki protein konsantrasyonu hesaplandı. Her numune için eşit miktarda 

protein içeren süpernatant hacmi, jele yüklenmek istenen protein miktarının 

numunenin konsantrasyonuna bölünmesi ile bulundu.  

 3.5.4. Numunelerin Hazırlanması  

 Antikorlar tipik olarak, proteinlerin spesifik bölgelerine bağlanırlar. Bu 

bölgeler proteinin 3 boyutlu yapısı içinde yer alabilir. Antikorların proteinlerin 

bağlanma bölgesine erişebilmesi için proteinin denatüre edilerek ve sülfit bağlarının 

koparılarak proteinin 3 boyutlu yapısının düz zincir haline getirilmesi gerekir. 

Proteinlerin denatürasyonu için genellikle anyonik deterjanlar, sülfit bağlarının 

koparılması için indirgeyici ajanlar kullanılır. 

 Proteinlerin yapısını düz zincir haline getirmek amacıyla; her süpernatanttan 

uygun hacimde alınarak tüplere (Eppendorf, 0,2 mL) kondu. Proteinlerin 

denatürasyonu için LDS Sample buffer (NP0008, LDS Sample Buffer 4X, Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts, ABD), indirgenmesi için ß-merkaptoetanol kullanıldı. 

Kuyucuklara yüklenecek toplam hacmin 4'te 1'i  kadar sample buffer, 10'da 1'i kadar 

ß-merkaptoetanol numunelere eklendi. Kalan hacim distile su ile tamamlandı. 

Numune, denatüre edici ajan, indirgeyici ajan ve distile su içeren tüpler (Eppendorf 

0,2 mL) santrifüj cihazına konarak hız 2500 rpm'e çıkana kadar çevrildi ve iyice 

karışmaları sağlandı. Proteinlerin denatürasyonu için karışımlar 90C’de 5 dakika 

ısıtıldı ve -20C’de 30 saniye bekletilerek şoklama yapıldı. 

 3.5.5. Numunelerin Jele Yüklenmesi ve Yürütme 

 İmmunoblotlamada süpernatantın protein bileşenlerinin ayrılmasında jel 

elektroforezi kullanılır. Protein zincirleri numune hazırlama aşamasında kullanılan 

anyonik deterjan ile uzunlukları ile orantılı olacak şekilde negatif olarak yüklenir. 

Proteinler jelin ağ benzeri yapısı içinde oluşturulan elektriksel alanda artı kutba doğru 

ilerler. Protein zincirlerinin birim başına taşıdıkları yük miktarları eşit olduğundan, 

ayrışma moleküler ağırlıklarına göre olur. Farklı moleküler ağırlıklı proteinler farklı 
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hızlarda hareket ederler ve böylece ağ benzeri jel üzerinde bantlar halinde yığılım 

göstererek ağırlıklarına göre ayrışmış olurlar. 

 Proteinlerin ayrıştırılması için (Nu-PAGETM %4-12 bis-tris, Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts, ABD) 10 kuyucuklu hazır jel kullanıldı. Jeller elektroforez 

cihazına (Apollo Instrumentation) yerleştirildi. Yürütme tamponu olarak 20X 3-(N-

morfolino) propansülfonik asit (NP001, MOPS SDS running buffer, Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts, ABD) 20X 2-(N-morfolino) ethansülfonik asit (NP002, MES SDS 

running buffer, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) veya laboratuvarda 

hazırlanan MOPS-SDS yürütme tamponu kullanıldı. Tamponlar kullanılmadan önce 

1X'e seyreltildi. 500 mL hazırlanan tamponun bir kısmı, kuyucukları tamamen 

kapatacak şekilde, jellerin arasındaki havuza, kalan kısmı dış havuza döküldü. 

Numuneler yüklenmeden önce jel kuyucuklarını kapatan tarak jele zarar vermeden 

çıkarıldı ve kuyucuklar insülin iğnesi yardımıyla yürütme tamponu ile yıkandı. İlk 

kuyucuğa 7 µL moleküler ağırlık belirteci (LC5925, SeeBlue® Plus2 Prestained Standart, 

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) diğer kuyucuklara numuneler yüklendi. 

Yüklemeler, aynı jelde eşit sayıda alfa-sinüklein ve GFP enjeksiyonu yapılan hayvan 

numunesi olacak şekilde yapıldı. Jellerin son kuyucukları boş bırakıldı. Elektroforez, 

90 voltta yaklaşık olarak 120 dakikada gerçekleştirildi. Elektroforezin ilk 10 dakikası 

numunelerin eşit hızda ve uniform bir şekilde yürüyüp yürümediği takip edildi. 

Yürütme işleminin sonlandırılması için numunelerin, moleküler ağırlık belirtecine 

göre, 14 kDa seviyesini geçmesi beklendi. 

 3.5.6. Proteinlerin Transferi 

 Transfer düzeneğinde, elektriksel alan ve transfer çözeltisi yardımıyla jelden 

membrana doğru elektriksel geçirgenlik oluşturulur, böylece proteinlerin jelden 

membrana aktarılması sağlanır. 

 Transfer yarı-kuru düzenek kullanılarak yapıldı. 20X transfer tamponu (NP006, 

NuPAGE® Transfer Buffer (20X), Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) son 

hacmin %10'u metanol olacak şekilde distile su ve metanol ile 1X'e seyreltildi. 

Proteinlerin transfer edileceği membranlar, fazla sıvıyı absorbe etmesi için kullanılan 



 

 

40 

kurutma kağıtları ve havlu kağıtlar uygun boyutlarda hazırlandı. PVDF membranların 

hidrofobikliğini azaltarak proteinleri daha iyi bağlamasını sağlamak için membranlar 

5 dakika metanolle yıkandı. Ardından 1 dakika distile suda ve son olarak transfer 

tamponuyla 20 dakika yıkandı. Kurutma kağıtları da yüzeylerinde kalabilecek ve 

protein transferinin verimini düşürebilecek hava kabarcıklarının gitmesi için 20 dakika 

transfer tamponuyla yıkandı. Daha önceden hazırlanan 3 kat havlu kağıt transfer 

cihazına (Apollo Instrumentation) kondu. Transfer tamponu ile iyice ıslatıldı ve arada 

hava kabarcığı kalmaması için üzerinden rulo ile geçildi. Çıkarılan jelin üzerine 

membran yerleştirildi, membranın üzerine ve jelin altına membran ve jelle aynı 

boyutlarda kesilen kurutma kağıtları yerleştirildi. Sırasıyla; kurutma kağıdı, membran, 

jel ve kurutma kağıdından oluşan sandviç, membran alta gelecek şekilde transfer 

cihazındaki havlu kağıtların üzerine yerleştirildi. En üste tekrar 3 kat havlu kağıt 

konuldu. Katmanlar arasında elektriksel geçirgenlik oluşturarak proteinlerin 

transferini gerçekleştirmek için, katmanlar transfer tamponu ile ıslatıldı ve 

üzerlerinden rulo ile geçilerek aralarında hava kabarcığı kalmamasına dikkat edildi. 

Birden fazla membrana transfer yapılacağı zaman, kurutma kağıdı, membran, jel ve 

havlu kağıtlardan oluşan sandviçler birbirleri ile temas etmeyecek şekilde transfer 

cihazına yerleştirildi ve cihazın transfer tamponu ile ıslanmış diğer kısımları kurulandı. 

Makinenin üst kapağı kapatılarak sabitlendi. Akım şiddeti membran başına 120 mA 

olacak şekilde ayarlanarak en az 3 saat beklendi. 

 3.5.7. Membranların Blokajı ve Primer Antikorlarla İnkübasyonu 

 İmmunoblotlama için kullanılan membranlar her tür proteini, seçici olmaksızın 

bağlar. Antikorların membrana spesifik olmayan bağlanmasını önlemek için 

membranların blokaj solüsyonu ile bloke edilmesi gerekir. Yağsız süt tozu içindeki 

proteinler membrana spesifik olmayan bir şekilde bağlanır. Böylece antikorların 

hedef olmayan bölgelere bağlanması engellenir. Ayrıca süt tozundaki proteinlerin 

immünojenisiteleri düşük olduğundan antikorları bağlayarak kirlilik oluşturma 

olasılığı da düşüktür. Bu nedenle; blokaj için, TBST (28360, Pierce 20X TBS Tween-20, 

Thermo Scientific, Massacchusetts, ABD) içinde %5 g/mL olacak şekilde yağsız süt 
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tozu ile hazırlanan solüsyon kullanıldı. Membranlar transfer aşamasından sonra 

blokaj solüsyonu ile dolu petri kaplarında, oda sıcaklığında, 1 saat boyunca orbital 

çalkalayıcıda sallandı. Blokaj aşamasından sonra, membranlar, TBST içinde belirli 

oranlarda seyreltilerek hazırlanmış primer antikor çözeltileri ile inkübe edildi. 

 Dokularda ifade edilen alfa-sinüklein ve GFP miktarlarını ölçmek için 

monoklonal anti-alfasinüklein antikoru (ab80627, Abcam) ve anti-GFP antikoru 

(ab13970, Abcam) kullanıldı. Membranlar 1:1000 seyreltme oranında hazırlanmış 

anti-alfa-sinüklein antikor çözeltisi ile 16 ila 20 saat boyunca, +4C’de, 1:1000 

seyreltme oranında hazırlanmış anti-GFP antikoru ile 1 saat boyunca, +25C’de, 

çalkalayıcıda sallanmaya bırakılarak inkübe edildi. Sinaptik kaybın değerlendirilmesi 

amacıyla, sinaptofizin miktarları monoklonal anti-sinaptofizin antikoru (S 5768, Sigma 

Aldrich) kullanılarak ölçüldü. Membranlar 1:500 seyreltme oranında hazırlanmış anti-

sinaptofizin antikoru ile 16-18 saat boyunca, +4C’de inkübe edildi. Proteinlerin, 

jellere yükleme, membrana transfer ve antikorlarla inkübasyon aşamalarının her bir 

numune için aynı etkililikte ve sorunsuz bir şekilde gerçekleşip gerçekleşmediğinin 

kontrolu amacıyla yükleme kontrolü olarak, santral sinir sistemi nöronlarında yaygın 

olarak bulunan beta-tubulin-III proteini seçildi. Beta-tubulin-III miktarlarını ölçmek 

için, membranlar 1:7500 seyreltme oranında hazırlanmış anti-beta-tubulin III 

antikoru (T 2200, Sigma Aldrich) ile 30-40 dakika boyunca, +4C’de inkübe edildi. 

 3.5.8. Sekonder Antikorlarla İnkübasyon ve Görüntü Alma 

 Sekonder antikorlar, hedef proteine bağlanmış olan primer antikorları 

tanıyarak onlara bağlanır. Görüntü almak için kullanılan substrat, sekonder antikora 

konjuge edilmiş enzim ve ortama eklenen hidrojen peroksit varlığında, ışıma yapan 

bir reaksiyon ürününe okside olur. 

 Membranlar, bağlanmamış primer antikorları uzaklaştırmak için primer 

antikor çözeltilerinden alındı ve TBST ile 3 kez 10'ar dakika çalkalayıcıda sallanarak 

yıkandı. Primer antikorlar ile oluşturulan bantların görüntülenebilmesi için, 

kullanılacak görüntüleme yöntemine uygun olarak, HRP bağlı sekonder antikorlar 

kullanıldı. Membranlar anti-alfa-sinüklein ve anti-sinaptofizin antikorlarından sonra 
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anti-mouse (7076, Cell signalling technology Inc.), anti-GFP antikorundan sonra rabbit 

anti-chicken IgY H&L (ab6753,Abcam) sekonder antikorları ile +25C’de, 1 saat inkübe 

edildi. Anti-ß-tubulin III antikorundan sonra ise anti-rabbit (7074, Cell signalling 

technology Inc.) sekonder antikorı kullanıldı ve inkübasyon; +25C’de 30-40 dakika 

boyunca gerçekleştirildi. Bağlanmayan sekonder antikorları ve kirliliği uzaklaştırmak 

için, TBST ile 2 kez 10'ar dakika, distile suyla 1 kez en az 10 dakika yıkama yapıldı. 

 Görüntüleme için hazır substrat kiti (34095, Thermo Scientific) kullanıldı. Kit 

içinden çıkan luminol ve peroksid tamponu 1:1 oranında karıştırılarak 

kemiluminesans karışımı hazırlandı. Görüntü alma cihazına (Kodak Image Station 

4000 MM) yerleştirilen membranda, bant görülmesi beklenen seviyelerin (alfa-

sinüklein:14 kDa, GFP:25 kDa, sinaptofizin:38 kDa, β-tubulin III:55 kDa) üzerine 

yaklaşık 0,4 mL kemiluminesans karışımı mikropipet yardımıyla uygulandı ve homojen 

şekilde yayılması sağlandı. Membran yaklaşık 4 dakika boyunca substrat ile inkübe 

edildi. İnkübasyon sırasında art arda görüntüler alındı ve görüntü işleme yazılımı 

(Carestream MI Software 5.0.2.26, Carestream Health, ABD) ile dijital halde 

kaydedildi. İnkübasyondan sonra substratın fazlası membrandan uzaklaştırılarak 

tekrar görüntüler alındı ve kaydedildi.  

 3.5.9. Görüntülerin Değerlendirilmesi 

 Kaydedilen görüntülerde alfa-sinüklein, GFP, sinaptofizin ve ß-tubulin 

proteinlerinin bant yoğunlukları görüntü işleme yazılımı (Image J 1.49v, National 

Institutes of Health, ABD) kullanılarak hesaplandı. Yükleme ve transfer aşamaları 

sırasında meydana gelmiş olabilecek farklılıklar göz önüne alınarak; alfa-sinüklein, 

GFP ve sinaptofizin bantlarının yoğunlukları söz konusu numune için ölçülen ß-tubulin 

III proteininin bant yoğunluğuna oranlandı. Farklı gruplardaki numuneler 

karşılaştırılırken bu oranlar kullanıldı. 

 3.6. İmmünohistokimya 

 İmmunohistokimya, dokularda spesifik antijenlerin immunolojik ve kimyasal 

reaksiyonlar aracılığıyla saptanmasını sağlayan bir tekniktir. Temel olarak dokudaki 
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spesifik antijene bağlanan bir primer antikor ve primer antikora bağlanan bir 

sekonder antikor kullanılır. Sekonder antikor bir enzim, flurosan protein ya da biotin 

ile konjuge edilmiştir. Enzimle konjuge edilen sekonder antikorlar kullanıldığında, ilgili 

substrat ortama eklenir, enzimatik reaksiyon ürünü olarak renkli bir çökelti oluşur ve 

boyanma gözlenir. Böylece proteinlerin dokulardaki dağılımı ve yerleşimi 

gösterilebilir.

 3.6.1. Beyinlerin Perfüzyonu 

 Hayvanlara 1,5-2 mL ketamin:ksilazin (90:10 mg/kg) solüsyonu i.p. olarak 

enjekte edilerek genel anestezi uygulandı. Hayvanlar ağrılı uyarana yanıt vermeyene 

kadar beklendi. Kardiyak arrest gerçekleşmemesi için göğüs kafesi hızlıca açılarak sol 

ventriküle kelebek iğne yardımıyla girildi ve sağ atriyuma kesik atıldı. Perfüzyon 

pompası yardımıyla yaklaşık bir dakika boyunca sol ventrikülden heparin (200 IU) 

verildi. Heparin’in ardından, yaklaşık 4 dakika boyunca, kasılmalar durana kadar 

paraformaldehit infüze edildi. Hayvanlar uygun ekipmanlar kullanılarak dekapite 

edildi ve beyinleri çıkarıldı.  

 Çıkarılan beyinler 1 gün boyunca, oda sıcaklığında, paraformaldehit (PFA) 

çözeltisinde bekletilerek fikse edildi, daha sonra %25’lik sükroz çözeltisine alınarak, 

+4°C’ye, buzdolabına kaldırıldı. 

 3.6.2. Beyin Kesitlerinin Hazırlanması 

 Beyin kesitleri kriyostat (Leica 1100CM, Leica Biosystems) ve mikrotom (Leica 

SM2000 R, Leica Biosystems) cihazları kullanılarak alındı. Kriyostat cihazı ile kesit alma 

işlemine başlanmadan önce, kesitlerin alınacağı lamlar poli-l-lizin solüsyonuyla 

kaplanarak pozitif olarak yüklenmeleri sağlandı. Poli-l-lizin kaplaması için; lamlar 

bütün yüzeyleri solüsyonla temas edecek şekilde %10’luk poli-l-lizin solüsyonuna 

(P8920, Sigma-Aldrich, ABD) daldırıldı, solüsyonda 5 dakika bekletildi ve oda 

sıcaklığında kurumaya bırakıldı.   
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 Kriyostat cihazı ile, beyinlerden, özellikle; striatum, SN, hipokampus ve çevre 

yapılarından yeterli örnek olacak şekilde, 20 µm kalınlığında kesitler alındı. Hazırlanan 

kesitler immünositokimyasal boyamalar yapılana kadar -20°C’ de saklandı. 

 Mikrotom cihazı ile kesit alma işlemi için mikrotomun haznesi ve beyinin etrafı 

kuru buz ile beslenerek donduruldu. Kesitler 35 µm kalınlığında olacak şekilde alındı. 

24 kuyucuklu plaklar kullanıldı ve kuyucuklar birden yirmidörde kadar 

numaralandırıldı. Alınan kesitler sırası ile bu kuyucuklara konularak her bir kuyucukta 

beyinin bütün bölgelerinden kesitlerin olması hedeflendi. Beyinlerin bozulmadan 

saklanabilmesi için kuyucukların içerisine etilen glikol ve gliserol içeren bir anti-freeze 

solüsyonu konuldu.  

 3.6.3. Antigen Retrieval (AR) 

 Formalin ve PFA ile fiksasyon aşamasında dokularda oluşan metilen köprüleri 

çapraz olarak bağlanarak antijenik bölgeleri maskeleyebilirler. Bu nedenle İHK 

boyaması yapmadan önce AR yapılması tavsiye edilir. AR ile bu köprüler yıkılarak 

antikorların bağlanacağı antijenik bölgeler ortaya çıkarılır. Antikor bağlanma 

bölgelerinin ortaya çıkarılması; sıcaklıkla indüklenen AR ve enzimatik AR olmak üzere 

iki şekilde yapılabilir. 

  Bu çalışmada kriyosytat cihazı ile alınan kesitlerde, İHK boyamalarından önce 

enzimatik AR yapıldı. %0,5 tripsin stok ve %1 kalsiyum klorür stok solüsyonları 

kullanılarak  % 0,05 tripsin solüsyonu hazırlandı. Solüsyonun pH değeri, 1 N sodyum 

hidroksit (NaOH) ile, 7.8± 1 olacak şekilde ayarlandı. Hazırlanan tripsin solüsyonu 30 

ila 45 dakika 37 °C’de etüvde bekletildi. AR yapılacak kesitler, nemlendirilmiş bir 

lam kabına yatay olacak şekilde yanyana dizildi. Uygulanacak solüsyonun 

lamların kenarından dökülmemesi için lamların kenarları PAP pen ile çizilerek 

hidrofobik bariyer oluşturuldu. Isıtılan solüsyon, mikropipet yardımıyla, lam 

üzerindeki bütün dokuları kaplayacak şekilde uygulandı. Kesitler, lam kabının 

içerisinde 37 °C’ye ayarlanmış etüvde, 30 dakika bekletildi.  30 dakika sonunda 

lamların üzerindeki tripsin solüsyonu dökülerek boyama protokolüne geçildi.  
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 3.6.4. İHK Boyama 

 Kriyostat cihazı ile alınan kesitlerin boyamalarında hazır İHK kiti (ab80436, 

Abcam) kullanıldı. Primer antikorla inkübasyon basamağı hariç bütün uygulamalar 

oda sıcaklığında gerçekleştirildi. Lamların kenarları tekrar PAP pen ile çizildi. Kesitler 

% 0,05 PBS-t ile 2x5 dakika olacak şekilde yıkandı. Endojen hidrojen peroksidazlar 

boyama aşamasındaki substratla etkileşerek spesifik olmayan boyanmalara neden 

olabileceği için kesitlere, kitteki hidrojen peroksidaz blokaj solüsyonu uygulanarak 10 

dakika beklendi. Ardından dokular PBS-t ile tekrar 2x5 dakika olacak şekilde yıkandı. 

Ayrıca ilgi alanı olmayan proteinlere bağlanmayı önlemek amacıyla, kitteki protein 

blokaj solüsyonu kullanıldı. Kesitler bu solüsyonda 10 dakika bekletildi. Daha sonra 

dokular 1 defa PBS-t ile yıkandı. Kesitler, PBS-t içinde belirli oranda seyreltilmiş primer 

antikor çözeltileri ile inkübe edildi ve +4°C’de, 18-24 saat buzdolabında bekletildi. 

İnkübasyondan sonra kesitler 3x5 dakika olacak şekilde PBS-t ile yıkandı. Kesitlere 

kitteki kompleman çözeltisi uygulanarak 10 dakika beklendi ve yine 5’er dakika olacak 

şekilde 2 defa yıkandı. Son olarak kitteki HRP-konjugatı kesitlere uygulandı ve 15 

dakika beklendi. 5’er dakikalık 4 yıkama yapıldı. Kitteki DAB kromojen ve DAB 

substratından, sırasıyla 1:50 oranında olacak şekilde, DAB solüsyonu hazırlandı. 

Solüsyon kesitlere uygulanarak boyamalar gerçekleştirildi.  

 Mikrotom cihazı ile alınan kesitlerin boyamalarında Acu-Stain HRP Kit (52-

0003, Genemed) kullanıldı. Bütün uygulamalar oda sıcaklığında gerçekleştirildi. 

Kuyucuklardaki kesitler ilk olarak Tris-HCl ile 2x5 dakika olacak şekilde yıkandı. 

Endojen peroksidaz aktivitesini önlemek amacıyla dokular quenching solüsyonu ile 20 

dakika yıkandı. Quenching aşamasından sonra dokular 3x10 dakika veya 4x5 dakika 

olacak şekilde % 0,05 TBS-t ile yıkandı. Antikorun diğer proteinlerle spesifik olmayan 

etkileşimlerini önlemek için kesitlere kitteki blokaj solüsyonu uygulandı ve 10 dakika 

beklendi. Blokaj aşamasından sonra dokular % 0,05 TBS-t içinde belirli oranlarda 

hazırlanmış primer antikor çözeltileri ile 18-24 saat inkübe edildi. İnkübasyondan 

sonra dokular % 0,05 TBS-t ile 3x10 dakika olacak şekilde yıkandı ve kitteki biotin ile 

konjuge edilmiş sekonder antikor içeren çözelti ile 10 dakika inkübe edildi. % 0,05'lik 

TBS-t ile 10'ar dakika 3 yıkama yapıldı. Son olarak kitteki HRP ile konjuge streptavidin 
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solüsyonu kesitlere uygulandı ve 10 dakika beklendi. % 0,05 TBS-t ile 2x10 dakika, 

Tris-HCl ile 1x10 dakika olacak şekilde yıkama yapıldı. Boyama için hazır DAB kiti 

(K4010, Dako EnVision + System-HRP, ABD) kullanıldı. DAB kromojen, DAB substratı 

ve hidrojen peroksitten oluşan solüsyon hazırlandı. Solüsyon kuyucukların içindeki 

kesitlere uygulandı ve boyanma görülene kadar beklendi. Boyanan dokular içerisinde 

yalnızca tampon çözeltisi bulunan kuyucuklara alındı. Yayma işlemi için; uygun 

boyutta suluboya fırçaları kullanılarak kesitler lamların üzerine alındı. Yayma 

işleminde dokuların hasar görmemesine ve katlanmamasına dikkat edildi.  

 3.6.5. Kullanılan Primer Antikorlar 

 Dokularda alfa-sinüklein yayılımının incelenmesi amacıyla monoklonal 

anti-alfasinüklein antikoru (ab80627, Abcam), GFP ifadesinin gösterilmesi için anti-

GFP antikoru (ab13970, Abcam) kullanıldı. Nöronal yoğunluğun belirlenmesi 

amacıyla; SN ve Str yapılarında anti-tyrosine hydroxylase (ab75875, Abcam) 

hipokampuste anti-NeuN (MAB 377, Merck Milipore) kullanıldı. Alfa-sinüklein, GFP ve 

TH antikorları 1:1000, NeuN antikoru 1:200 oranında PBS çözeltisinde seyreltildi, 

dokular ilgili antikorlar ile 18-24 saat inkübe edildi.  

 3.7. İstatistiksel Analiz 

 Değerler ortalama ± standart hata (SH) olarak ifade edildi. P<0,05 değeri 

istatistiksel olarak önemli kabul edildi. Tüm istatistiksel analizler Graphpad PRISM 

v6.0 yazılımında gerçekleştirildi. Gruplar arası karşılaştırmalar tek yönlü ANOVA post-

hoc analizler Tukey Testi kullanılarak yapıldı. Eşlenmemiş verilerin karşılaştırılmasında 

unpaired t-test kullanıldı. 

 3.8. Kullanılan Solüsyonlar 

Yapay beyin omurilik sıvısı; 3,51 g NaCl, 0,093 g KCl, 0,25 MgSO4, 0,147 g CaCl2, 1,092 

g NaHCO3, 0,098 NaH2PO4, 0,991 Glu, 500 mL distile su. CaCl2 dışındaki maddeler 

çözündürülerek 15-20 dakika oksijenlendirildi ( %95 O2 + %5 CO2) , son olarak CaCl2 

çözeltiye eklendi. 
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RIPA; 89,1 mg NaCl, 10 μl triton x, 50mg DOC, 50 μl %20 SDS, 333,5 1,5M Tris pH 8.0.  

Working solution; 50:1 oranında Reagent A ve Reagent B (Thermo Scientific) 

20X MOPS-SDS yürütme tamponu; 5,23 gr MOPS, 2,03 gr, TrisBase, 0,5 gr SDS, 0,15 

gr EDTA, 25 mL distile su. Çözeltinin pH'sının 7,7 olup olmadığı kontrol edildi. pH, 

7,7±1 değil ise ayarlama yapılmayıp yeni çözelti hazırlandı. 

TBST; 1000 mL distile su, 1 paket hazır Tris Buffer Saline tozu (Sigma Aldrich, T6664), 

1 mL Tween-20.   

Blokaj solüsyonu; TBST, %5 g/mL yağsız süt tozu. 

Kemiluminensans; 1:1 oranında luminol ve peroksit (34095, Thermo Scientific) 

%0,5 Tripsin stok solüsyonu; 50 mg Tripsin, 10 mL distile su. Saklama sıcaklığı; -20°C 

%1 Kalsiyum klorür stok solüsyonu; 0,1 g kalsiyum klorür,  10 mL distile su. Saklama 

sıcaklığı; +4°C. 

%0,05 Tripsin solüsyonu; 1 mL %0,5'lik tripsin stok solüsyonu, 1 mL %1'lik kalsiyum 

klorür stok solüsyonu, 10 mL distile su. Karışımın pH'sı, 1 N NaOH ile 7,8'e ayarlandı. 

+4° C'de bir ay süreyle, daha uzun süreler için -20°C'de saklandı. 

DAB solüsyonu; DAB kromojeni, 1:50 oranında olacak şekilde DAB substratına eklendi 

(ab80436, Abcam). İyice karışmaları sağlandıktan sonra bekletilmeden, hemen 

kullanıldı. 

Quenching solüsyonu;  1:1:8 oranında, sırasıyla; %30 H2O2, metanol ve TrisHCl 
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4. BULGULAR 

 4.1. Alfa-sinüklein ve GFP İfadesinin Kısa ve Uzun Süreli Belleğe Etkisi 

 Yeni nesne tanıma testinde; SN, DG ve SN+DG bölgelerine alfa-sinüklein veya 

GFP enjeksiyonu yapılan hayvanlar değerlendirildi.  

 Kısa dönem YNT testinde; SN, DG ve SN+DG bölgelerine enjeksiyon yapılan 

gruplarda, yeni nesne ile geçirilen zamanın kontrol grubuna göre anlamlı olarak 

değişmediği gözlendi (Şekil 4.1.). Alfa-sinüklein enjekte edilen gruplarda yapılan ikili 

karşılaştırmalarda; DG grubunun SN+DG grubuna göre yeni nesne ile geçirdiği zaman 

anlamlı olarak az bulundu (p<0.05, Şekil 4.1.) 

 

Şekil 4.1. Alfa-sinüklein ve GFP ekspresyonunun, kısa dönemde, yeni ve eski 
nesnelerle geçirilen sürelere etkisi (n(kontrol)=12, n(SN alfa-sinüklein)=11, n(SN-

GFP)=11, n(DG alfa-sinüklein)=4, n(DG GFP)=9, n(SN+DG alfa-sinüklein)=11, n(SN+DG GFP)=11; 
*p<0.05, SN+DG alfa-sinüklein grubuna göre anlamlı, tek yönlü ANOVA, 
Tukey testi) 
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 Uzun dönem YNT testinde; SN, DG ve SN+DG bölgelerine enjeksiyon yapılan 

gruplarda, yeni nesne ile geçirilen zamanın kontrol grubuna göre anlamlı olarak 

değişmediği gözlendi (Şekil 4.2.). SN alfa-sinüklein grubunun ise DG alfa-sinüklein 

grubuna göre yeni nesne ile geçirdiği zamanın anlamlı olarak az olduğu görüldü 

(p<0.05, Şekil 4.2.).  

 
Şekil 4.2. Alfa-sinüklein ve GFP ekspresyonunun, uzun dönemde, yeni ve eski 

nesnelerle geçirilen sürelere etkisi (n(kontrol)=13, n(SN alfa-sinüklein)=11, n(SN 

GFP)=11, n(DG alfa-sinüklein)=10, n(DG GFP)=12, n(SN+DG alfa-sinüklein)=11, n(SN+DG GFP)=12; 
*p<0.05, DG alfa-sinüklein grubuna göre anlamlı, tek yönlü ANOVA, Tukey 
testi). 
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 4.2. Alfa-Sinüklein ve GFP İfadesinin Öğrenme ve Uzaysal Belleğe Etkisi 

 Morris su labirentinde SN, DG ve SN+DG bölgelerine alfa-sinüklein veya GFP 

enjeksiyonu yapılan hayvanlar değerlendirildi.  

 Dört gün boyunca her denemede platformu bulma sürelerinin ortalaması 

alınarak çizilen öğrenme eğrilerinin gruplar arasında fark göstermediği, öğrenmenin 

tüm gruplarda benzer olduğu görüldü (Şekil 4.13). 

 

Şekil 4.3. Kontrol, alfa-sinüklein ve GFP gruplarının, gün bazında, platformu bulma 
latansları. 
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 Beşinci gün yapılan probe testinde, kontrol grubuna göre, SN+DG GFP grubu 

hariç tüm gruplarda platformun olduğu bölgeyi bulma süresinde bir artış gözlendi. 

Bu artışın yalnız DG GFP grubunda anlamlılığa ulaştığı görüldü (p<0.05, Şekil 4.4.). 

SN+DG alfa-sinüklein grubunda ise SN+DG GFP grubuna göre anlamlı bir artış 

gözlendi (p<0.05, Şekil 4.4.).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Şekil 4.4. Kontrol, alfa-sinüklein ve GFP gruplarının beşinci günde platform bölgesini 
bulma latansları. (n(kontrol)=12, n(SN alfa-sinüklein)=11, n(SN GFP)=11, n(DG alfa-

sinüklein)=10, n(DG GFP)=12, n(SN+DG alfa-sinüklein)=11, n(SN+DG GFP)=12; *p<0.05, 
kontrol grubuna göre anlamlı, tek yönlü ANOVA, Tukey testi; #p<0.05, 
SN+DG GFP grubuna göre anlamlı, tek yönlü ANOVA, Tukey testi). 

Beşinci günde platformun olduğu kadranda geçirilen süreler 

karşılaştırıldığında gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılıklara 

rastlanmadı (Şekil 4.5.). 
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Şekil 4.5. Kontrol, alfa-sinüklein ve GFP gruplarının beşinci günde platform bölgesinde 
geçirdikleri ortalama süreler. (n(kontrol)=8, n(SN alfa-sinüklein)=5, n(SN GFP)=5, n(DG 

alfa-sinüklein)=4, n(DG-GFP)=7, n(SN+DG alfa-sinüklein)=5, n(SN+DG GFP)=6). 

 4.3. Alfa-sinüklein ve GFP İfadesinin Anhedoniye Etkisi 

 Sükroz tercih testinde SN, DG ve SN+DG bölgelerine alfa-sinüklein veya GFP 

enjeksiyonu yapılan hayvanlar değerlendirildi. Sükroz tüketiminin, yalnız SN’ye 

enjeksiyon yapılan gruplarda (SN alfa-sinüklein ve SN GFP) kontrole göre değişmediği 

gözlenirken, DG’ye enjeksiyon yapılan gruplarda (DG alfa-sinüklein, DG GFP, SN+DG 

alfa-sinüklein ve SN+DG GFP) kontrole göre anlamlı bir artış gözlendi (p<0.05, Şekil 

4.6.). DG ve SN+DG gruplarında; alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan hayvanların (DG 

alfa-sinüklein ve SN+DG alfa-sinüklein) DG GFP enjeksiyonu yapılanlara (DG GFP ve 

SN+DG GFP) göre sükroz tüketiminin daha az olduğu ve aradaki farkların istatistiksel 

olarak anlamlı olduğu görüldü (p<0.05, Şekil 4.6.). 
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Şekil 4.6. Kontrol, alfa-sinüklein ve GFP gruplarında sükroz tercih yüzdeleri. 
(n(kontrol)=14, n(SN alfa-sinüklein)=6, n(SN-GFP)=11, n(DG alfa-sinüklein)=6, n(DG GFP)=12, 
n(SN+DG alfa-sinüklein)=6, n(SN+DG GFP)=12; *p<0.05, kontrol grubuna göre 
anlamlı, tek yönlü ANOVA, Tukey testi; #p<0.05, DG GFP grubuna göre 
anlamlı, tek yönlü ANOVA, Tukey testi, +p<0.05, SN+DG GFP grubuna 
göre anlamlı, tek yönlü ANOVA, Tukey testi). 

 4.4. Alfa-sinüklein ve GFP İfadesinin Anksiyeteye Etkisi 

 Yükseltilmiş artı labirent testinde SN, DG ve SN+DG bölgelerine alfa-sinüklein 

veya GFP enjeksiyonu yapılan hayvanlar değerlendirildi.  

 SN alfa-sinüklein grubunun kontrol ve SN GFP grubuna göre açık kollarda daha 

az süre geçirdiği, bu sürenin  SN GFP grubuna göre anlamlı olarak az olduğu gözlendi 

(p<0.05, Şekil 4.7). Ayrıca alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan gruplar kendi aralarında 

karşılaştırıldığında SN ve SN+DG gruplarının DG grubuna göre açık kollarda daha az 

zaman geçirdiği ve aradaki farkın anlamlı olduğu gözlendi (p<0.05, Şekil 4.7.) 
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Şekil 4.7. Kontrol, alfa-sinüklein ve GFP gruplarında açık kollarda geçirilen sürenin 
toplam süreye oranı (n(kontrol)=13, n(SN alfa-sinüklein)=9, n(SN GFP)=11, n(DG alfa-

sinüklein)=9, n(DG GFP)=12, n(SN+DG alfa-sinüklein)=11, n(SN+DG GFP)=11; *p<0.05, SN 
GFP grubuna göre anlamlı, tek yönlü ANOVA, Tukey testi; #p<0.05, DG DG 
alfa-sinüklein grubuna göre anlamlı, tek yönlü ANOVA, Tukey testi). 

 4.5. Alfa-Sinüklein ve GFP İfadesinin Motor Asimetriye Etkisi  

 Silindir testinde SN, DG ve SN+DG bölgelerine alfa-sinüklein veya GFP 

enjeksiyonu yapılan hayvanlar değerlendirildi. İpsilateral (sağ ön ayak) dokunma 

yüzdesinin kontrol grubuna göre bütün gruplarda arttığı gözlendi (Şekil 4.8.). Bu artış 

SN alfa-sinüklein ve DG alfa-sinüklein gruplarında anlamlı bulundu (p<0.05, Şekil 4.8.).  
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Şekil 4.8. Kontrol, alfa-sinüklein ve GFP gruplarının ipsiletaral ön ayak kullanma 
yüzdeleri. (n(kontrol)=13, n(SN alfa-sinüklein)=10, n(SN GFP)=10, n(DG alfa-sinüklein)=9, 
n(DG GFP)=12, n(SN+DG alfa-sinüklein)=9, n(SN+DG GFP)=11; *p<0.05, kontrol grubuna 
göre anlamlı, tek yönlü ANOVA, Tukey testi).  

 4.6. Alfa-Sinüklein ve GFP İfadesinin Spontan Motor Aktiviteye Etkisi 

 Açık alan ve apomorfinle indüklenen lokomotor aktivite testlerinde SN, DG ve 

SN+DG bölgelerine alfa-sinüklein veya GFP enjeksiyonu yapılan hayvanlar 

değerlendirildi. Gruplar arasında kat edilen mesafe ve hız açısından anlamlı farklılıklar 

gözlenmedi (Şekil 4.9. ve Şekil 4.10.). 

 Bütün gruplarda apomorfin sonrası toplam kat edilen mesafe ve ortalama 

hızın azaldığı görüldü (Şekil 4.9. ve Şekil 4.10.). Bu azalma, sadece SN GFP grubunda 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0.05, Şekil 4.9. ve Şekil 4.10.) 
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Şekil 4.9.  Açık alan ve apomorfinle indüklenen lokomotor aktivite testlerinde 
grupların katettikleri toplam mesafeler (Açık alan testi için; n(kontrol)=10, 
n(SN alfa-sinüklein)=11, n(SN GFP)=11, n(DG alfa-sinüklein)=4, n(DG GFP)=7, n(SN+DG alfa-

sinüklein)=5, n(SN+DG GFP)=6; Apomorfinle indüklenen lokomotor aktivite testi 
için; n(kontrol)=10, n(SN alfa-sinüklein)=11, n(SN GFP)=9, n(DG alfa-sinüklein)=6, n(DG 

GFP)=4, n(SN+DG alfa-sinüklein)=7, n(SN+DG GFP)=7; *p<0.05, apomorfinle 
indüklenen lokomotor aktivite testine göre anlamlı, Unpaired t-test; 
apo: apomorfin). 
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Şekil 4.10. Açık alan ve apomorfinle indüklenen lokomotor aktivite testlerinde 
grupların ortalama hızları (Açık alan testi için; n(kontrol)=10, n(SN alfa-

sinüklein)=11, n(SN GFP)=11, n(DG alfa-sinüklein)=4, n(DG GFP)=7, n(SN+DG alfa-sinüklein)=5, 
n(SN+DG-GFP)=6; Apomorfinle indüklenen lokomotor aktivite testi için; 
n(kontrol)=10, n(SN alfa-sinüklein)=11, n(SN-GFP)=9, n(DG alfa-sinüklein)=6, n(DG GFP)=4, 
n(SN+DG alfa-sinüklein)=7, n(SN+DG GFP)=7; apo: apomorfin). 

 4.7. Farklı Beyin Bölgelerinde Oluşturulan Tek Taraflı Lezyonun Derecesinin 

Değerlendirilmesi 

 Tek taraflı lezyonun derecesi hayvanlara apomorfin verilmesini takiben 

gözlenen dönme hareketleri sayılarak değerlendirildi. Tek taraflı nigrostriatal hasarın 

en az %90 olduğu hayvanlarda dakikada 6 veya daha fazla kontralateral dönme 

gözlenmesi beklendiğinden (152) gruplardaki dönme sayıları anlamlı bulunmadı . 

 4.8. Farklı Beyin Bölgelerindeki Alfa-Sinüklein ve GFP İfadesinin 

İmmünoblotlama Yöntemi ile Değerlendirilmesi 

 SN, DG ve SN+DG bölgelerine AAV enjeksiyonu yapılan hayvanlarda ifade 

edilen alfa-sinüklein ve GFP miktarları değerlendirildi (Şekil 4.11.). SN ve SN+DG 

gruplarının striatum dokularında, DG ve SN+DG gruplarının hipokampus dokularında 
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19 kDa'luk alfa-sinüklein ve 27 kDa'luk GFP bantları izlendi. Protein ifadesinin 

gözlenmediği hayvanlar (SN alfa-sinüklein n=1, DG alfa-sinüklein n=2, SN+DG alfa-

sinüklein n= 1) davranış ve motor testlerde değerlendirme dışı bırakıldı. 

Şekil 4.11. Hipokampus ve striatum yapılarında alfa-sinüklein ve GFP ifadesinin 
gösterilmesi (a) DG alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan gruplarda görece alfa-sinüklein 
yoğunluğu (n(DG alfa-sinüklein)=4, n(SN+DG alfa-sinüklein)=5), (b) SN alfa-sinüklein enjeksiyonu 
yapılan gruplarda görece alfa-sinüklein yoğunluğu (n(SN alfa-sinüklein)=5, n(SN+DG alfa-

sinüklein)=5), (c) DG GFP enjeksiyonu yapılan gruplarda görece GFP yoğunluğu (n(DG 

GFP)=6, n(SN+DG GFP)=6), (d) SN GFP enjeksiyonu yapılan gruplarda görece GFP yoğunluğu 
(n(SN GFP)=6, n(SN+DG GFP)=6) 
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 4.9. Farklı Beyin Bölgelerindeki Sinaptofizin Miktarlarının İmmünoblotlama 

Yöntemi ile Değerlendirilmesi 

 SN, DG ve SN+DG bölgelerine alfa-sinüklein ve GFP enjeksiyonu yapılan 

hayvanların hipokampus ve/veya striatumdaki sinaptofizin miktarları karşılaştırıldı. 

Hipokampus yapılarında; DG alfa-sinüklein ve DG GFP gruplarının sinaptofizin 

miktarının kontrol grubuna göre anlamlı olarak daha az olduğu görüldü (p<0.05 Şekil 

4.12.). DG ve SN+DG alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan hayvanlar karşılaştırıldığında 

ise DG grubunda SN+DG grubuna göre sinaptofizin miktarının daha az olduğu ve 

aradaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu bulundu (p<0.05  Şekil 4.12.). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Şekil 4.12. Alfa-sinüklein ve GFP ifadesinin hipokampusteki sinaptofizin miktarına 
etkisi (n(kontrol)=5, n(DG alfa-sinüklein)=4, n(DG GFP)=6, n(SN+DG alfa-sinüklein)=5, n(SN+DG 

GFP)=6; *p<0.05, kontrol grubuna göre anlamlı, tek yönlü ANOVA, Tukey 
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testi; #p<0.05, SN+DG alfa-sinüklein grubuna göre anlamlı, tek yönlü 
ANOVA, Tukey testi).  

 Striatum yapılarında, görece sinaptofizinin yoğunluğunun gruplar arasında 

değişmediği gözlendi (Şekil 4.13.). 

 

Şekil 4.13. Alfa-sinüklein ve GFP ifadesinin striatumdaki sinaptofizin miktarına etkisi 
(n(kontrol)=5, n(SN alfa-sinüklein)=5, n(SN GFP)=6, n(SN+DG alfa-sinüklein)=5, n(SN+DG GFP)=6). 

 4.10. Farklı Beyin Bölgelerindeki Alfa-sinüklein ve GFP İfadelerinin  

İmmünohistokimya Yöntemi ile Gösterilmesi 

 Alfa-sinüklein ifadesinin incelenmesi amacıyla; SN alfa-sinüklein enjeksiyonu 

yapılan hayvanların (SN ve SN+DG) SN ve striatumlarında, DG alfa-sinüklein 

enjeksiyonu yapılan hayvanların (DG ve SN+DG) hipokampuslerinde, 

immunohistokimya boyamaları yapıldı. Boyamalarda, her bir grup için alfa-

sinüklein’in ifade edildiği gösterildi. Proteinin, SN ve striatum yapılarında tek taraflı, 

hipokampuste, kontralateral tarafta daha az olmak üzere, çift taraflı ifade edildiği 

gözlendi (Şekil 4.14.).  
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Şekil.14.4. Alfa-sinüklein immünohistokimyasal boyaması. (A) SN enjeksiyonu, 
striatum, (B) SN enjeksiyonu, substansiya nigra, (C) DG enjeksiyonu, 
hipokampus, (D) SN+DG enjeksiyonu, striatum, (E) SN+DG enjeksiyonu, 
substansiya nigra, (F) SN+DG enjeksiyonu, hipokampus. Striatum (A ve 
D) ve substansiya nigra (B ve E) yapılarında alfa-sinüklein’in enjeksiyon 
tarafında (ok ile işaretli) intakt tarafa kıyasla daha fazla ifade edildiği 
görülmektedir. Hipokampal enjeksiyonlarda karşı hemisferde de alfa-
sinüklein ifadesi gözlenmiştir (C ve F).  

 GFP ifadesinin incelenmesi amacıyla SN, striatum ve hipokampus yapılarında 

immunohistokimya boyamaları yapıldı, GFP ifadesi gösterildi (Şekil 4.15.).  

 

Şekil 4.15. GFP immünohistokimyasal boyaması. (A) SN enjeksiyonu, striatum, (B) SN 
enjeksiyonu, substansiya nigra; (C) DG enjeksiyonu grubunda, Hoechst 
boyaması ile GFP proteininin hipokampüs CA3 bölgesinde floresans 
olarak görüntülenmesi.  GFP tüm gruplarda sadece enjeksiyon tarafında 
(ok ile işaretli) gözlenmiştir.  
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 4.11. Farklı Beyin Bölgelerindeki Nöron Kaybının İmmünohistokimya 

Yöntemi ile Gösterilmesi 

 Nöronal kaybın değerlendirilmesi amacıyla; SN  alfa-sinüklein ve GFP 

enjeksiyonu yapılan hayvanların (SN ve SN+DG) SN ve Str yapılarında TH boyamaları, 

DG alfa-sinüklein ve GFP enjeksiyonu yapılan hayvanların (DG ve SN+DG) 

hipokampuslerinde NeuN boyaması yapıldı. Alfa-sinüklein gruplarında nöron 

yoğunluğunun sağlam tarafa göre; SN ve striatumda azaldığı, hipokampuste 

değişmediği gözlendi. GFP gruplarında ise, hiçbir yapıda, sağlam ve enjeksiyon yapılan 

taraflar arasında fark gözlenmedi (Şekil 4.16. ve 4.17).  

Şekil.4.16 Tirozin hidroksilaz (TH) immünohistokimyasal boyaması. Gruplar: Alfa-
sinüklein SN enjeksiyonu (A) striatum, (B) substansiya nigra; GFP SN 
enjeksiyonu (C) striatum, (D) substansiya nigra; Alfa-sinüklein SN+DG 
enjeksiyonu (E) striatum, (F) substansiya nigra. SN alfa-sinüklein 
grubunda; striatum (A) ve substansiya nigra (B) yapılarının TH 
boyamasında enjeksiyon tarafında (ok ile işaretli) intakt tarafa kıyasla 
gözle görülebilen bir azalma bulunmuştur. SN GFP enjeksiyonu (C ve D) ya 
da SN+DG alfa-sinüklein enjeksiyonu (E ve F) yapılan gruplarda ise azalma 
gözlenmemiştir. 
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Şekil.4.17. NeuN immünohistokimyasal boyaması. Gruplar: (A) Alfa-sinüklein DG 
enjeksiyonu, (B) GFP DG enjeksiyonu, (C) Alfa-sinüklein SN+DG 
enjeksiyonu. Hipokampal nöronların NeuN boyamasında; alfa-sinüklein 
ya da GFP’nin aşırı ifadesi ile enjeksiyon tarafında (ok ile işaretli) intakt 
tarafla kıyasla bir değişiklik gözlenmemiştir  
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5.TARTIŞMA 

 Parkinson hastalığı nigrostriatal dopaminerjik yolak dejenerasyonu ve alfa-

sinüklein içeren Lewy cisimciklerinin varlığı ile karakterize edilmekle beraber 

hastalığın patolojisine ilişkin mekanizmalar tam olarak aydınlatılmış değildir. 

Hastalığın moleküler mekanizmalarının, ayrıca motor ve motor dışı bulgularının 

incelenmesi için geliştirilmiş çeşitli deneysel modeller mevcuttur. Bununla birlikte 

PH'de görülen ilerleyici nörodejeneratif süreci, bu süreçte ortaya çıkan moleküler ve 

klinik bulguları bütünüyle yansıtan bir model bulunmamaktadır. Bu doğrultuda, 

çalışmamızda, alfa-sinüklein’in adeno-ilisķili viral vektör (AAV) aracılığı ile substansiya 

nigra (SN), hipokampus dentat girus (DG) ve bu yapıların projeksiyon bölgelerinde 

artmıs ̧ ifadesi sağlanarak Parkinson hastalığında görülen motor ve motor dışı 

bozuklukların incelenmesine yönelik bir hayvan modeli olusţurulması, ayrıca alfa-

sinüklein’in patolojiye olan katkısının hücresel düzeyde incelenmesi amaçlanmısţır. 

 Hastalığın karakteristik göstergesi olan Lewy cisimciklerinde alfa-sinüklein 

proteinine rastlanması (1) ve alfa-sinüklein gen multiplikasyonlarının PH ile ilişkisinin 

gösterilmesiyle beraber (5) proteinin aşırı ifadesine dayanan transgenik ve viral 

vektör aracılı modeller geliştirilmiştir. Transgenik fare modellerinde; motor 

bozukluklar, DA ve TH seviyelerinde azalma, striatal dopaminerjik terminallerinin 

kaybı, SNc ve diğer beyin bölgelerinde alfa-sinüklein agregatlarının varlığı bildirilmişse 

de bu sonuçlar kullanılan fare modeline ve promoter’a göre farklılık  gösterir. Ayrıca 

bu modellerin çoğunda PH’dekine benzer, ilerleyici nitelikte ve selektif nigrostriatal 

dejenerasyon gözlenememiştir (11,110,120). Transgenik modellerin aksine, viral 

vektör aracılı modellerde; ilerleyici nitelikte nigral dopaminerjik nöron ölümü, striatal 

akson ve terminallerde patolojik değişiklikler gösterilmiştir (7–

9,56,120,125,154,155). Transgenik fare modellerinde alfa-sinüklein’in beyinde yaygın 

ifadesi söz konusu iken, viral vektörler alfa-sinüklein’in hedeflenen beyin bölgesinde 

ifade edilmesine olanak tanır. Viral vektör olarak lentivirüs ya da adeno aracılı virüsler 

kullanılmakla beraber alfa-sinüklein geninin orta beyin dopaminerjik nöronlara 

transdüksiyonunda AAV vektörleri LV vektörlere göre daha etkili bulunmuştur. AAV 
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vektörleri ile gerçekleştirilen gen aktarımı %80 ile 90 arasında iken (7,125), LV 

vektörlerde bu oran %50 civarındadır (75) .  

 Çalışmamızda AAV vektör kullanılarak SN, DG ve SN+DG yapılarına alfa-

sinüklein ve GFP enjeksiyonları gerçekleştirilmiştir. Alfa-sinüklein ifadesinin hedef 

bölgelerde yol açtığı moleküler düzeydeki değişiklikler immunoblotlama ve 

immunohistokimya yöntemleri ile incelenmiştir.  

 İmmunoblotlama yöntemi ile; SN ve DG yapılarının projeksiyon bölgeleri olan 

striatum ve hipokampus CA3-1 bölgelerinde, alfa-sinüklein ve GFP ifadesi 

gösterilmiştir. İfade edilen alfa-sinüklein ve GFP miktarları hipokampal ve striatal 

dokularda farklılık göstermekle beraber bu fark kullanılan AAV6 serotipinin çeşitli 

dokulardaki transdüksiyon etkililiğinin değişiklik göstermesi ile açıklanabilir (11,156).  

Sinaptofizin, beyinde, presinaptik veziküllerin membranlarında yerleşim 

gösteren, 38 kDa ağırlığında bir glikoproteindir. Aksonal patoloji ve sinaptik kaybın 

göstergesi olarak sıklıkla kullanılır. Yapısal bir protein olan sinaptofizin’in işlevleri tam 

olarak bilinmemekle beraber, LTP ve sinaptik plastisitede rol aldığı gösterilmiştir 

(157). Çalışmamızda, sinaptik kaybın değerlendirilmesi amacıyla; SN gruplarının 

striatumlarında, DG gruplarının hipokampuslerinde, SN+DG gruplarının hem striatum 

hem de hipokampuslerindeki sinaptofizin miktarları ölçülmüş, alfa-sinüklein ve GFP 

ifadesinin, sinaptofizin miktarını bütün gruplarda azalttığı gözlenmiştir. Alfa-sinüklein 

patolojisinin sinaptik kayba yol açması beklenen bir bulgu iken, GFP ifadesi ile görülen 

sinaptofizin kaybının GFP'nin toksik etkilerinden kaynaklanması olasıdır (158). 

Çalışmamızda, SN+DG alfa-sinüklein ve GFP gruplarının, hipokampus ve 

striatumlarında gözlenen sinaptofizin miktarlarındaki azalma, sadece SN ya da DG’ye 

enjeksiyon yapılan gruplara göre daha az bulunmuştur. Bu bulgu; hipokampal ve 

striatal yapılar arasındaki sinaptik bağlantıları, hipokampal ve striatal bellek 

sistemlerinin birbirleri üzerine olan etkisini düşündürmektedir. Striatal lezyonların 

hipokampus-aracılı, hipokampal lezyonların ise striatum-aracılı öğrenmedeki 

performansı artırdığı gösterilmiştir (159). Moleküler düzeyde, striatal ve hipokampal 

bellek sistemleri arasındaki etkileşimler tam olarak bilinmemekle beraber, birbirleri 
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üzerindeki etkilerinin sinaptik plastisite ve sinaptofizin ile ilişkili olduğu öne 

sürülebilir. 

 İmmunohistokimyasal yöntemler ile; SN alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan 

hayvanların SN ve striatumlarında, DG alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan hayvanların 

hipokampuslerinde alfa-sinüklein ifadesi gösterilmiştir. Alfa-sinüklein’in, SN ve 

striatum yapılarında unilateral, hipokampuste, kontralateral tarafta daha az olmak 

üzere, bilateral olarak ifade edildiği görülmüştür. Literatürdeki mevcut veriler, alfa-

sinüklein patolojisinin, ilerleyici süreçte, nöronal bağlantılar aracılığıyla yayılım 

gösterdiğine işaret eder (12,79,160,161) ve çalışmamızdan elde edilen bulguları 

destekler. Çalışmamızda, nigrostriatal dopaminerjik kaybın göstergesi olarak, SN ve 

striatumda TH immunoreaktivitesi değerlendirilmiş, enjeksiyon yapılan hemisferde 

boyanmanın intakt hemisfere göre daha soluk olduğu gözlenmiş ancak kantitatif 

analizleri tamamlanamamıştır. Hipokampal kesitlerde, nöronal kaybın 

değerlendirilmesi amacıyla, NeuN boyaması yapılmış boyanmanın sağ ve sol 

hemisferlerde benzer olduğu görülmüştür. Nigrostriatal dopaminerjik nöronların 

fizyolojik karakteristikleri nedeniyle nörodejeneratif hasara daha yatkın oldukları 

bilinmektedir (162). Ayrıca alfa-sinüklein patolojisinin, morfolojik olarak benzer 

özellikte olan nöronlarda görüldüğü bildirilmiştir (12). Çalışmamızda nigrostriatal 

dopaminerjik  nöronal yoğunluğun azaldığı gözlenirken hipokampuste fark 

gözlenmemesi farklı nöron gruplarının alfa-sinüklein patolojisine farklı düzeylerde 

direnç göstermesi ile açıklanabilir. Bunun yanısıra, hipokampal dokuda gözlenen 

sinaptofizin miktarındaki azalma, patolojinin, retrograd yayılım hipotezinde önerildiği 

gibi, sinaptik terminallerden nöron gövdesine doğru ilerlediğini ve henüz nöronal 

kayba yol açmadığını düşündürür. 

 AAV-aracılı deneysel modellerde, alfa-sinüklein patolojisinin, motor 

bozukluklara yol açtığı gösterilmiştir (7,9,155,163). Bununla beraber, PH'de, en az 

motor belirtiler kadar özürleyici olan motor dışı belirtiler de önemli yer tutar. Mevcut 

viral vektör aracılı modellerin çoğu orta beyin dopaminerjik nöron hasarı ve ilişkili 

motor bozuklukları incelemeye yöneliktir. Hastalığın motor dışı belirtilerinin, bazal 

ganliyonlar dışında hipokampal yapılarla da ilişkili olduğu düşünülmektedir. Bu 
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doğrultuda çalışmamızda, alfa-sinüklein’in, SN, DG ve bu yapıların projeksiyon 

bölgelerindeki aşırı ifadesinin motor ve motor dışı davranışa olan etkisi incelenmiştir. 

 Hastalığın motor dışı belirtilerinden olan bilişsel disfonksiyon öğrenme ve 

bellek bozukluklarını da kapsar. PH'de görülen öğrenme ve bellek bozukluklarının 

bazal gangliyonlar dışında, frontal korteks ve hipokampal yapılarla da ilişkili olduğu 

düşünülmektedir (164). Bilişsel bozuklukların gözlendiği Parkinson hastalarının 

striatal ve frontal korteks aktivitelerinde azalma (165), kaudat nükleus ve frontal lob 

yapılarında dopaminerjik sistem disfonksiyonu (166), hipokampus ve prefrontal 

kortekslerinde atrofi görüldüğü bildirilmiştir (100,167). 

 Yeni nesne tanıma testi olayların ve gerçeklerin hatırlanması ile ilgili olan 

deklaratif belleğin incelenmesine olanak verir. Bellek disfonksiyonu olmayan 

hayvanların yeni nesne ile eskisine göre daha fazla vakit geçirmesi beklenir. Kullanılan 

deney prosedürüne göre, kısa veya uzun dönem bellek performansını, farklı 

koşullarda değerlendirmek mümkündür. Bu çalışmada SN, DG ve SN+DG yapılarındaki 

alfa-sinüklein ifadesinin deklaratif bellek üzerindeki etkisi, uzaysal komponenti 

olmayan koşullarda değerlendirilmiştir. Alfa-sinüklein gruplarının  kısa veya uzun 

dönem bellek işlevlerinde, kontrol grubuna göre, istatistiksel anlamlılıkta bir fark 

gözlenmemiştir.  

 Bazal gangliyonlar ve bellek ilişkisinin YNT testi ile incelendiği literatürdeki 

mevcut çalışmalar; toksin-aracılı, transgenik ve monoamin deplesyonu ilkesine 

dayanan PH modellerinde gerçekleştirilmiş olup alfa-sinüklein’in AAV-aracılı aşırı 

ifadesine dayanan modellerde yapıldığı bildirilen çalışma bulunmamaktadır (168). Bu 

çalışmaların bir kısmında kısa veya uzun dönem bellek bozukluklarının görülmediği 

bildirilmişken (169–172), bir kısmında bellek işlevlerinin bozulduğu gösterilmiştir. 

Bellek disfonksiyonun gözlendiği çalışmalar; nörotoksinlerin bilateral veya sistemik 

enjeksiyonunun (172–176) ve sistemik dopamin deplesyonunun (177) 

gerçekleştirildiği PH modelleri, ya da yaygın alfa-sinüklein ifadesinin söz konusu 

olduğu transgenik hayvan modelleridir (178,179). Bu çalışmalardan elde edilen 

veriler, kliniktekilere paralel olarak, bellek disfonksiyonun bazal gangliyonlar dışında 
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hipokampal (164,173–176) ve kortikal yapılar (177,180), dopaminerjik sistem dışında 

kolinerjik ve serotoninerjik sistemlerle de ilişkili olabileceğine işaret eder (178,179). 

 Literatürde, hipokampusun yeni nesne tanıma testindeki rolüne ilişkin farklı 

veriler mevcuttur. Çalışmaların büyük çoğunluğu; kalıcı hipokampal hasar oluşturulan 

deneysel modellerde bellek işlevlerinin korunduğuna, hipokampusün farmakolojik 

ajanlarla geçici inaktivasyonunun ise öğrenme ve bellek süreçlerini bozduğuna işaret 

eder (181). Hipokampal formasyonun ve hipokampal formasyonu çevreleyen 

peririnal, parahipokampal, entorinal kortekslerin öğrenme ve bellekte rol alan yapılar 

olduğu bilinmektedir. Bu bulgular öğrenme ve bellek süreçlerine diğer medial 

temporal lob yapılarının da katkıda bulunduğunu ve uzun dönemde olası 

kompanzasyon mekanizmalarının devreye girdiğini düşündürmektedir (182). Medial 

temporal lob ve kortikal yapıların YNT testindeki rolleri incelendiğinde; öne çıkan 

başlıca yapıların hipokampus, medial prefrontal korteks ve peririnal korteks olduğu 

gösterilmiştir (183,184). Çalışmaların büyük bir kısmında uzaysal ve zamansal 

komponenti olmayan YNT testinde bellek işlevlerinin majör olarak peririnal korteksle 

ilişkili olduğu bildirilmiştir (182–186). Yine de, bu yapıların bilginin kodlanması, 

konsolidasyonu, depolanması ve geri çağırılması aşamalarından hangilerine, ne 

koşullarda katkısı olduğu tartışmalıdır (181).  

 Bu bilgiler doğrultusunda, çalışmamızda, hedef yapılardaki alfa-sinüklein 

ifadesinin, bellek fonksiyonu ile ilişkili olan medial temporal lob yapıları ve 

frontostriatal devrelerde yeterince nöron ölümüne yol açmadığı ileri sürülebilir. 

Bellek işlevlerinin korunmasında, yetersiz nöronal hasarın yanısıra, uzun dönemde 

gerçekleşen kompansasyon mekanizmalarının da rolü olabilir. Çalışmamızda YNT 

testi, enjeksiyonu takiben 14. haftada gerçekleştirilmiştir. Bellek disfonksiyonun; akut 

nörodejenerasyon ilkesine dayanan toksin-aracılı PH modellerinde gözlenmesi (172–

175), ayrıca kalıcı hipokampal hasardan çok, geçici hipokampal inaktivasyon ile 

ilişkilendirilmesi bu görüşü destekler (181).  

 Bilişsel gerileme gösteren Parkinson hastalarının bir kısmında görsel-uzaysal 

oryantasyonun bozulduğu bildirilmiştir (164,187). Hipokampal ve striatal bellek 

sistemlerinin uzaysal navigasyonda rol alan yapılar olduğu bilinmektedir (188,189). 
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Nigrostriatal dejenerasyonun ve dopamin ile korele bir şekilde azalan hipokampal 

sinaptik plastisite ve LTP'nin uzaysal oryantasyon bozukluklarına neden olduğu 

düşünülmektedir (190). Morris su labirenti testi, deney hayvanlarında uzaysal 

öğrenme ve bellek performanslarının değerlendirilmesinde sıklıkla kullanılan bir 

testtir ve farklı protokolleri mevcuttur. Hayvanların tankın etrafında distal ipuçları 

olmadan, görünür platforma ulaşmalarının beklendiği cued versiyondaki 

performanslarının bazal gangliyonlarla, distal ipuçlarından faydalanarak gizlenmiş 

platformu bulmalarının beklendiği uzaysal versiyondaki performanslarının ise 

hipokampusle ilişkili olduğu gösterilmiştir (164). Çalışmamızda testin uzaysal versiyon 

protokolü uygulanmıştır. Son gün yapılan probe testinde, alfa-sinüklein enjeksiyonu 

yapılan bütün hayvanların kontrol grubuna göre platform bölgesini bulma süresinin 

arttığı, fakat bu artışın istatistiksel önemli bir fark yaratmadığı görülmüştür. SN 

lezyonlarının uzaysal MST testi performansını etkilemediği birçok çalışmada 

gösterilmiştir (188). SN alfa-sinüklein grubunda kontrol grubuna göre fark 

bulunmaması literatürdeki verilerle parallellik gösterir. DG ve SN+DG alfa-sinüklein 

gruplarında istatistiksel anlamlılığa ulaşılamaması ise kalan intakt hipokampusun 

öğrenme ve bellek fonksiyonlarını desteklemesi ile açıklanabilir. Hipokampusun, 

bilateral veya unilateral, kısmi lezyonlarının uzaysal öğrenme ve bellek fonksiyonlarını 

belli bir derecede bozduğu, MST testindeki performansın kalan intakt hipokampal 

doku ile korele bir şekilde değiştiği gösterilmiştir (191). 

 PH'de bilişsel bozuklukların yanısıra depresyon, anksiyete ve anhedoni gibi 

duygudurum bozuklukları da sıklıkla görülür. Anhedoni, beyinde ödül ve 

motivasyondan sorumlu mezolimbik ve mezokortikal yolakların disfonksiyonu ile 

ortaya çıkan, klinikte haz yitimi veya zevk alamama hali olarak tanımlanan, 

nöropsikiyatrik bir bulgudur. PH'nin olağan nörodejeneratif sürecinde azalan 

dopaminerjik aktivitenin bu yolaklar üzerindeki etkisinin, ayrıca frontal lob 

disfonksiyonun PH'de görülen anhedonin altında yatan mekanizmalar olduğu ileri 

sürülmüştür (192,193). Sükroz tercih testinde, anhedonik hayvanların ödül yolakları 

ve ilişkili sistemlerdeki disfonksiyon nedeniyle içme suyu yerine ödül niteliğinde olan 

sükrozlu içecekleri daha az tercih ettiği varsayılır. Bu çalışmada SN alfa-sinüklein 
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enjeksiyonu yapılan hayvanların sükrozlu su tercihinin kontrol grubuna göre 

değişmediği görülmüştür. Bu bulgu 6-OHDA, paraquat ve alfa-sinüklein’in viral 

vektör-aracılı aşırı ifadesinin gerçekleştirildiği PH modellerinde yapılan çalışmalarla 

paralellik gösterir (194). Anhedoni, nöronal düzeyde, ventral striatum ve 

orbitofrontal korteks yapıları ile ilişkilendirilmiştir (195). Hedonik davranışın bir 

göstergesi olarak kabul edilen sükroz tercihinin, bu yapılardaki dopamin eksikliğinden 

çok, ventral striatumun NAc'deki mü opioid (196), endokannabinoid (197) ve GABAA 

(198) reseptörleri ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. Bu doğrultuda SN alfa-sinüklein 

grubunda anhedonik davranışın görülmemesi açıklanabilir. Çalışmamızda DG ve 

SN+DG alfa-sinüklein ve GFP gruplarının sükroz tercihinin kontrol grubuna göre 

arttığı, bu artışın GFP gruplarında daha fazla olduğu görülmüştür. Literatürde, 

hipokampal lezyonların, intrakranyal self-stimülasyon (199,200) ve sükroz (201) gibi 

ödül merkezi uyaranlarına karşı yanıtı artırdığı gösterilmiştir. NAc hipokampusten 

glutamaterjik girdiler alır (201). NAc'nin hipokampal glutamaterjik inervasyonunun 

ödül yanıtı üzerinde inhibe edici etkisi olduğu ileri sürülmüştür (199,201). Bu bilgiler 

doğrultusunda DG alfa-sinüklein ifadesinin, NAc'deki glutamaterjik modülasyonu 

bozduğu ve hedonik davranışa yol açtığı öne sürülebilir.  

 Anksiyete, PH'nin ileri aşamalarında motor belirtilere ikincil olarak ortaya 

çıkabileceği gibi, hastalığın erken dönemlerinde, motor belirtilerden önce de 

görülebilir. Dopaminerjik disfonksiyonun anksiyetede rolü olduğu bilinmekle beraber 

(202), dopamin ve anksiyete davranışı arasındaki ilişki komplekstir. Standart L-DOPA 

tedavisi anksiyete semptomlarını iyileştirmede yetersizdir, hatta tedavinin 

anksiyeteyi kötüleştirebileceği de ileri sürülmüştür (203). PH patolojisinin bazal 

gangliyonlara ulaşmadan önce, locus coeruleus ve raphe nucleus diğer beyin 

yapılarının da etkilendiği bilinmektedir (12) ve nörodejeneratif sürecin klasik motor 

bozuklukların ortaya çıkışından önce başladığı kabul edilir. Bu veriler PH'de görülen 

anksiyetede bazal gangliyonlar dışında diğer yapıların da rolü olduğunu düşündürür. 

Dopaminerjik, serotoninerjik ve noradrenerjik sistemler arasındaki bozulmuş 

dengenin PH'de görülen anksiyetiye katkısı olduğu öne sürülmüştür (203). Toksin-

aracılı ve genetik PH modellerinde yapılan çalışmalar da bu görüşü destekler (202). 
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Anksiyetenin YAL testi ile değerlendirildiği bu çalışmaların bir kısmında anksiyete 

benzeri davranışların görüldüğü bildirilmişken (173,174,203,204), davranışsal 

değişikliğin gözlenmediği çalışmalar da mevcuttur (202). Çalışmamızda SN alfa-

sinüklein grubunda gözlenen anksiyetenin  kontrol grubuna göre arttığı, fakat bu 

artışın istatistiksel öneme ulaşmadığı görülmüştür. Bu bulgu, unilateral alfa-sinüklein 

ifadesinin dopaminerjik, serotoninerjik ve noradrenerjik sistemlerde anksiyete 

benzeri davranışlara yol açacak düzeyde bir hasara yol açmadığını düşündürür.  

 Anksiyete davranışının hipokampus, medial prefrontal korteks ve bazolateral 

amigdala yapıları ile ilişkili olduğu bilinmektedir (205). Birbirleri ile anatomik ve 

fonksiyonel olarak bağlantılı olan bu yapıların anksiyete üzerine etkisi ayrı ayrı 

incelenmiş olup, hipokampal lezyonların anksiyete benzeri davranışı azalttığı 

gösterilmiştir (206). Mevcut veriler ventral hipokampusun anksiyetede özelleşmiş bir 

rolü olduğuna işaret eder. Ventral hipokampus ve ventral DG'nin bilateral 

lezyonlarının YAL testinde, azalmış anksiyetenin göstergesi olarak,  açık kollarda 

geçirilen süreyi artırdığı gösterilmiştir (205,207,208). Bununla beraber, unilateral 

lezyonların anksiyete davranışını azaltmadığı ancak ilişkili beyin yapılarında bilateral 

lezyonlara benzer şekilde fizyolojik değişikliklere yol açtığı gösterilmiştir (205). 

Çalışmamızda; DG alfa-sinüklein enjeksiyonu grubunda anksiyete benzeri davranışta 

azalma eğilimi gözlenmiş, ancak bu azalma  kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır. Bu bulgu, anksiyete davranışındaki azalmanın bilateral 

hipokampal lezyonlarla görülebildiği, unilateral lezyonların anksiyolitik etki için 

yetersiz olduğunun bildirildiği çalışmalarla paralellik gösterir. Bununla beraber, DG'ye 

tek taraflı alfa-sinüklein enjeksiyonu ile azalmış anksiyete eğilimi gözlenmesi alfa-

sinüklein patolojisinin nöronlar arası yayılım hipotezini de düşündürür. Alfa-sinüklein 

fibrillerinin entorinal kortekse tek taraflı enjeksiyonu ile alfa-sinüklein patolojisinin 

bilateral olarak yayıldığı gösterilmiştir (160). Bu  bulguya paralel olarak, çalışmamızda, 

DG alfa-sinüklein enjeksiyonu ile kontralateral hipokampuste de alfa-sinüklein ifadesi 

gözlenmiştir. SN+DG alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan grubun açık kollarda geçirdiği 

süre kontrol grubu ile benzerlik göstermekte olup, SN grubuna göre artmış, DG 

grubuna göre ise azalmıştır. Alfa-sinüklein’in SN'deki ifadesinin anksiyetede artışa, 
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DG'de ise azalmaya yol açtığı göz önüne alındığında alfa-sinüklein’in bu yapılardaki 

beraber ifadesinin anksiyete düzeyini değiştirmemesi beklenebilir. 

 Silindir testi, PH modellerinde unilateral nigrostrital dopaminerjik 

disfonksiyonun derecesini ve buna bağlı olarak gelişen motor asimetrinin 

değerlendirilmesinde sıklıkla kullanılır. Lezyon tarafının kontralateralindeki ön ayak 

kullanımının, hasarın büyüklüğüne bağlı olarak, azalması söz konusudur. 

Çalışmamızda SN, DG ve SN+DG alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan hayvanların, 

ipsilateral dokunma yüzdesinin kontrol grubuna göre arttığı, ancak bu artışın yalnızca 

SN ve DG gruplarında istatistiksel anlamlılığa ulaştığı görülmüştür. SN alfa-sinüklein 

grubunda görülen motor asimetri beklenen bir bulgudur ve daha önceki verilere 

parallelik gösterir (11,128,129). SN+DG deki artışın istatistiksel olarak anlamlılığa 

ulaşmaması, grup içi standart hatanın büyüklüğünden kaynaklanması olasıdır. DG 

alfa-sinüklein grubunda gözlenen motor asimetri ise beklenmeyen bir bulgudur ve 

literatürde hipokampal disfonksiyonun motor asimetriyle ilişkili olduğunu gösteren 

yayımlanmış veri bulunmamaktadır. Bir çalışmada toksinle indüklenen hipokampal 

hasarın motor koordinasyon bozukluğuna yol açtığı gösterilmişse de (209), bu sonuca 

ilişkin makul bir açıklama mevcut değildir. Çalışmamızda, DG alfa-sinüklein grubunun 

yanısıra, DG GFP grubunda da motor asimetri eğilimi gözlenmiştir. Bu bulgular motor 

kontrolde rol alan, motor ve duyusal korteks gibi diğer yapıların hasarını düşündürür. 

Duyusal-motor kortekste ön ayak bölgesinin temsilini oluşturan bölgenin hasarı ile 

kontralateral ön ayak kullanımının azaldığı gösterilmiştir (149). Cerrahi işlem ve 

enjeksiyon sırasında oluşan hasarın motor asimetriye yol açmış olması olasıdır. 

Bununla beraber DG GFP grubunda görülen motor asimetri istatistiksel olarak anlamlı 

değildir. Bu bulgu motor koordinasyonda hipokampusun rolü olabileceğini 

düşündürür. Kortikal hasardan sonra, DG'de serotonin ve NE düzeylerinin (210) ve 

sinaptofizin ifadesinin (211) sensori-motor işlevlerdeki düzelme ile korele bir şekilde 

arttığı gösterilmiş, hipokampal yapılardaki nöroplastisitenin sensori-motor 

performanstaki iyileşme ile ilişkili olduğu öne sürülmüştür (211). Çalışmamızda da DG 

alfa-sinüklein ve SN+DG alfa-sinüklein gruplarında sinaptofizin ifadesinin azaldığı, bu 

azalmanın DG alfa-sinüklein grubunda daha fazla olduğu görülmüştür. Bu veriler, 
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duysal-motor korteks hasarı ve DG'de azalmış nöroplastisitenin, DG alfa-sinüklein 

grubunda motor asimetriye neden olmuş olabileceğini düşündürmektedir. 

 PH'nin kardinal motor belirtilerinden olan hareket azlığı/yavaşlığı 

dopaminerjik sistemlerin aktivitesi ile doğrudan ilişkilidir (212). Spontan lokomotor 

davranışın dopaminerjik disfonksiyon ile olan ilişkisi toksin-aracılı ve transgenik PH 

modellerinin (204) yanısıra, alfa-sinüklein’in AAV-aracılı ifadesinin sağlandığı 

modellerde de gösterilmiştir (130,194,213). Çalışmamızda SN, DG ve SN+DG alfa-

sinüklein enjeksiyonu yapılan gruplar naïve kontrol ve GFP kontrol grupları ile 

karşılaştırılmış, bazal spontan aktivitelerinin benzer olduğu görülmüştür. DG alfa-

sinüklein grubunda lokomotor aktivetinin değişmemesi beklenen bir bulgudur ve DG 

alfa-sinüklein enjeksiyonunun nigrostriatal dopaminerjik sistemi etkilememesi ile 

açıklanabilir. SN ve SN+DG gruplarında istatistiksel anlamlılıkta fark bulunmaması ise 

yetersiz nöron kaybı ile ilişkilendirilebilir. Deneysel hayvan modellerinde yapılan 

sponton aktivite testlerinde, nigral dopaminerjik hücre kaybının %50-60  civarında 

olması motor disfonksiyonun görülmesi için eşik değerler olarak kabul edilir (11,93). 

Bilateral alfa-sinüklein enjeksiyonu ile, unilateral enjeksiyonlara göre, daha fazla 

nöron kaybı gözlenir (213). Bunun yanısıra, viral vektörlerin nigrostriatal 

dopaminerjik nöronlara olan tropizminin kullanılan vektörün serotipine ve 

promoter'a göre değiştiği, nöron kaybının farklılık gösterebildiği bilinmektedir (214) 

Bu bilgiler doğrultusunda, çalışmamızda alfa-sinüklein ekspresyonun, unilateral 

enjeksiyona ve/veya kullanılan AAV6 serotipine bağlı olarak, yeterli düzeyde nöronal 

hasara ve dopaminerjik disfonksiyona yol açmadığı öne sürülebilir.  

 Dopaminerjik sistemlerin motor aktivite üzerindeki etkisi çeşitli dopamin 

agonistleri kullanılarak incelenmiştir. Yapılan çalışmalarda apomorfin’in düşük 

dozlarda motor aktivitede azalmaya, yüksek dozlarda ise artışa neden olduğu 

gözlenmiş (215,216), hipoaktivitenin presinaptik D2 reseptörleri, hiperaktivitenin 

post-sinaptik D1 reseptörleri aracılığıyla gerçekleştiği gösterilmiştir (212,215,216). 

Çalışmamızda yüksek doz apomorfin (1 mg/kg)  subkütan olarak uygulanmış ve 

lokomotor aktivetinin bütün deney gruplarında azaldığı gözlenmiştir. Bu bulgu 

literatürdeki verilerle çelişmekle birlikte, nigrostriatal dopaminerjik yolağın tek taraflı 
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hasarının hayvanların dönme eğilimini artırdığı, buna bağlı olarak spontan 

aktivitelerinin azalmış olduğu ileri sürülebilir (120,217). Bununla birlikte lokomotor 

aktivitenin bütün gruplarda azaldığının gözlenmesi apomorfinle indüklenen 

stereotipiyi düşündürür. Yüksek dozlarda apomorfinle indüklenen stereotipik 

davranışın lokomotor aktivitede azalmaya yol açtığı ileri sürülmüştür (217). 

 PH modellerinde; tek taraflı nigrostriatal lezyonun derecesi dopaminerjik 

ajanlar kullanılarak yapılan dönme testleri ile ölçülür (150). Lezyon tarafındaki 

postsinaptik dopaminerjik reseptörler denervasyona bağlı olarak aşırı duyarlı hale 

gelir. Buradaki reseptörlerin apomorfin gibi direkt dopamin agonistleri ile uyarılması 

kontralateral dönmeye yol açar. Striatal denervasyonun %90 civarında olması 

apomorfinle indüklenen dönme hareketi için eşik değer olarak kabul edilir (151). 

Dönme sayısı, apomorfin dozuna ve enjeksiyon bölgesine bağlı olarak değişmekle 

birlikte (151), dakikada ortalama 6 olarak bildirilmiştir (152,220). Literatürdeki 

verilerle karşılaştırıldığında, çalışmamızdaki SN ve SN+DG alfa-sinüklein gruplarının 

dönme hareketinin istatistiksel anlamlılığa ulaşmadığı görülmüştür.  Alfa-sinüklein’in 

AAV-aracılı enjeksiyonu ile oluşturulan deneysel PH modellerinde nörodejenerasyon, 

klinik tabloya benzer şekilde yavaş ve ilerleyici bir süreçte gelişir. (9,11,56,125,154). 

Bu veriler doğrultusunda, çalışmamızda, unilateral alfa-sinüklein enjeksiyonu ile 

oluşturulan nigrostriatal dejenerasyonun, eşik değere (%90 striatal denervasyon) 

ulaşmadığını göstermekte ve TH boyaması ile kalitatif olarak bu bulguyu 

desteklemektedir.  
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6.SONUÇ ve ÖNERİLER 

 Bu tez çalışmasında; alfa-sinüklein’in AAV-aracılı tek taraflı enjeksiyonu ile 

Parkinson hastalığının motor ve motor dışı bulgularının incelenmesine yönelik bir 

hayvan modeli geliştirilmesi, alfa-sinüklein patolojisinin moleküler düzeyde 

değerlendirilmesi hedeflenmiştir. Bu kapsamda SN, DG ve bu yapıların her ikisine 

birlikte alfa-sinüklein enjeksiyonları gerçekleştirilmiş, alfa-sinüklein’in bu yapılarda ve 

bu yapıların projeksiyon bölgelerinde artmış ifadesi gösterilmiştir. Alfa-sinüklein’in, 

SN’ye enjeksiyonu ile tek taraflı yayıldığı gözlenirken, DG enjeksiyonu ile kontralateral 

hemisferde de ifade edildiği gözlenmis,̧ aşırı ifadesinin striatal ve hipokampal 

yapılardaki sinaptofizin miktarını azalttığı bulunmuştur. SN ve striatum yapılarında, 

dopaminerjik nöron belirteci olan TH yoğunluğunun enjeksiyon tarafında daha az 

olduğu, hipokampuste, nöronal işaretleyici, NeuN yoğunluğunun ise iki hemisferde 

de benzer olduğu gözlenmiştir.  

 Öğrenme ve bellek işlevlerinin, gruplar arasında anlamlı olarak değişmediği 

gözlenmiş, tek taraflı alfa-sinüklein enjeksiyonun bellek fonksiyonu ile ilisķili olan 

medial temporal lob yapıları ve frontostriatal devrelerde yeterince nöron ölümüne 

yol acm̧aması ve uzun dönemde gelişen kompansasyon mekanizmaları ile 

ilişkilendirilmiştir. Hedoninin; SN alfa-sinüklein grubunda kontrol grubuna göre 

değişmediği, DG alfa-sinüklein enjeksiyonu yapılan gruplarda ise arttığı gösterilmiş, 

nigrostriatal dopaminerjik ve hipokampal glutamaterjik nöronların, hedoniye aracılık 

eden birincil yapı olan NAc aktivitesini farklı şekillerde modüle etmesi ile 

açıklanmıştır. Anksiyete düzeylerinin, SN alfa-sinüklein grubunda artma, DG 

grubunda azalma eğilimi gösterdiği, SN+DG alfa-sinüklein grubunda ise kontrol grubu 

ile benzer olduğu bulunmuştur. Anksiyetedeki artış ve azalma istatistiksel olarak 

anlamlı olmamakla birlikte, alfa-sinüklein’in nigrostriatal ve hipokampal yapılardaki 

ifadesinin anksiyete üzerinde farklı etkileri olması ile ilişkilendirilmiştir. 

 Tek taraflı alfa-sinüklein enjeksiyonun motor asimetriye yol açtığı silindir testi 

ile gösterilmiştir. Spontan motor aktivitenin ve apomorfinle indüklenen dönmenin ise 

gruplar arasında anlamlı olarak değişmediği gözlenmiş, tek taraflı alfa-sinüklein 

enjeksiyonun, bu testlerle ölçülen motor becerilerde disfonksiyona neden olacak 
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düzeyde hasar oluşturmaması ile açıklanmıştır. Apomorfinle indüklenen lokomotor 

aktivite testinde bütün grupların spontan motor aktivitesinin azaldığı gözlenmisţir. 

Literatürdeki verilere göre beklenmeyen bir bulgu olan bu azalmanın apomorfinle 

indüklenen stereotipiye bağlı olarak ortaya çıktığı öne sürülebilir. 

 Parkinson hastalığının kardinal motor belirtileri bazal gangliyonların 

disfonksiyonuna bağlı olarak ortaya çıkarken, motor dışı belirtileri bazal gangliyonlar 

dışında diğer yapılarla da ilişkilendirilmiştir. Çalışmamızda alfa-sinüklein’in  SN, DG ve 

bu yapıların her ikisine birlikte, tek taraflı enjeksiyonu sonucu gözlenen motor ve 

motor-dışı bulgular değerlendirilmiş, moleküler düzeyde meydana gelen patolojik 

değişiklikler incelenmiştir. Elde edilen bulgular alfa-sinüklein’in tek taraflı 

enjeksiyonun kısmi nörodejenerasyona yol açtığını ve motor dışı belirtilerin 

gözlenmesi için yetersiz olduğunu düşündürür. Bununla beraber, bu veriler 

gelecekteki benzer çalışmalara temel oluşturabilir. Hastalığın motor ve motor-dışı 

belirtilerinin, alfa-sinüklein’in SN ve DG yapılarına bilateral enjeksiyonu ile 

oluşturulacak deneysel modellerde de incelenmesi yararlı olacaktır.  
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