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Zebra Balıklarında Rotenon ile Oluşturulan Deneysel Parkinson Modelinde 

Biyokimyasal ve Moleküler Mekanizmalar ile Çeşitli Nöroprotektif Ajanların 

Etkilerinin İncelenmesi 

Öğrencinin Adı: İlknur Yurtsever   

Danışman: Prof.Dr. Ebru Işık Alturfan 

Anabilim Dalı: Biyokimya Anabilim Dalı (ECZ) 

1. ÖZET 

 

 

Amaç: Çalışmamızın amacı, zebra balığında rotenon ile oluşturulan Parkinson 

hastalığı (PH) modelinde fluvoksamin ve rifampisinin olası koruyucu etkisinin 

incelenmesidir.  

Gereç ve Yöntem: Yetişkin zebra balıkları 3 hafta boyunca boyunca rotenona, 

rotenon ile beraber fluvoksamin ile rifampisinine maruz bırakılmıştır. Lokomotor 

aktivite testi uygulandıktan sonra beyinleri dokusunda PH, kalsiyum ve inflamasyon 

metabolizması ilişkili gen ifadeleri RT-PCR, proteinler Western Blot ile kalsiyum 

analizi ise ICP (indüktif eşleşmiş plazma) yöntemi ile yapılmıştır.  

Bulgular: 3 haftalık rotenon maruziyeti sonunda kontrol grupları ile kıyaslandığında 

lokomotor aktivitelerinde, mitokondriyel kalsiyum düzeylerinde, tlr4a ekspresyon 

düzeyinde ve Park 7 miktarlarında azalma; sigma 1, tnfα, pink 1, lrrk2, ıl21 ve vdac 

ekspresyon düzeylerinde ve Nkap’ın hem mRNA ekspresyon hem de protein 

düzeylerinde artma belirlenmiştir.  Rifampisin, rotenon grubuna göre 3. hafta 

sonunda lokomotor aktiviteyi, pink1, tlr4a ekspresyonunu ve kalsiyum düzeylerini 

arttırmış, gamma sinüklein, tnfα, lrrk2, nkap, ıl21, vdac ekspresyon düzeylerini ve 

sigma 1 azaltmıştır. Fluvoksamin ise pink1, lrrk2, vdac ekspresyon düzeylerini 

azaltmış, tlr4a ve sigma 1 reseptörü ekspresyonu ve Park 7 miktarı arttırmıştır.  

Sonuç: Çalışmamızda rotenon ile oluşturulan bu modelin zebra balıklarında PH 

oluşturmak için uygun olduğunu göstermiş ve literatürde ilk defa fluvoksamin ile 

rifampisinin deneysel PH modelinde inflamasyon ve kalsiyum hemostazını PH 

gelişiminde etkili genler ile tlr4a, NF-κB, nkap, tnfα ve ıl21 üzerinden etkilediği 

gösterilmiştir.  

Anahtar Sözcükler: Parkinson hastalığı, rotenon, rifampisin, fluvoksamin, zebra 

balığı 
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Investigation of the Biochemical and Molecular Mechanisms and Various 

Neuroprotective Agents in Rotenone Induced Experimental Parkinson Model in 

Zebrafish 

Name of the Student: İlknur Yurtsever   

Advisor: Prof.Dr. Ebru Işık Alturfan 

Department: Department of Biochemistry (ECZ) 

2. ABSTRACT 

 

 

Objective: The aim of our study was to investigate the possible protective effect of 

fluvoxamine and rifampicin in a zebrafish rotenone-induced Parkinson's disease (PD) 

model. 

Materials and Metods: Adult zebrafish were exposed to rotenone, rotenone together 

with fluvoxamine and rifampicin for 3 weeks. After locomotor activity test, calcium 

and inflammation metabolism-related gene expressions in the brain tissue of PD were 

analyzed by RT-PCR, proteins by Western Blot and calcium analysis by the ICP 

method. 

Results: After 3 weeks of rotenone exposure, locomotor activities, mitochondrial 

calcium levels, tlr4a expression levels, and Park 7 levels were decreased compared 

to control groups; increased expression levels of sigma-1, tnfα, pink 1, lrrk2, IL21 

and vdac, and both gene expression and protein levels of Nkap. Rifampicin is 

increased locomotor activity, pink1and tlr4a expressions and calcium levels at the 

end of the 3rd week compared to the rotenone group, and is decreased expression 

levels of gamma synuclein, tnfα, lrrk2, nkap, il21, vdac and amoun of protein sigma-

1. Fluvoxamine is decreased the expression levels of pink1, lrrk2, vdac, and 

increased the tlr4a and sigma-1 expression and amount of protein Park 7. 

Conclusion: In our study, it was shown that rotenone-induced model is suitable for 

PH formation in zebra fish, and for the first time in the literature, fluvoxamine and 

rifampicin have been shown to influence inflammation and calcium hemostasis in the 

experimental PD model by genes effective in the development of PH which are tlr4a, 

NF-κB, nkap, tnfα and ıl21. 

Keywords: Parkinson’s disease, rotenone, rifampicin, fluvoxamine, zebrafish 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

 

Dünya üzerinde ilerleyen yaşla beraber milyonlarca kişiyi etkileyen ilerleyici 

nörodejeneratif bir bozukluk olan Parkinson Hastalığı (PH) oranının, yaşlı nüfusun 

artması ile beraber önümüzdeki yıllarda artmaya devam etmesi beklenmektedir. 

Yapılan epidemiyolojik çalışmalar sporadik geç başlangıçlı PH’nin vakaların % 

90'ını oluşturduğunu, geriye kalanının ise ailesel kaynaklı erken başlangıç vakaları 

olduğunu göstermiştir (Jankovic ve Tintner, 2001). 

Mevcut tedaviler ile günümüzde PH için sadece semptomlar tedavi edilebilmekte 

ancak nöronal dejenerasyon yavaşlatılamamakta veya önlenememektedir. PH için en 

yaygın kullanılan tedavi seçeneği olan levodopa, dopamin replasmanı amaçlı 

uygulanır ancak tedavinin yararlı etkileri hastalığın ilerlemesiyle giderek azalır 

(Lewitt, 2008).  

Yapılan birçok araştırmaya rağmen, PH'nin oluşum mekanizması tam olarak 

bilinmemekte, oksidatif stres, mitokondrial disfonksiyon, ubikuitin-proteazom 

sisteminin bozulması ve nöroinflamasyon gibi birçok patojenik mekanizma 

önerilmektedir. Mitokondriyal fonksiyon bozukluğu, hem idiyopatik hem de ailesel 

PH'nın patogenezinde anahtar bir unsur olarak kabul edilir. Kalsiyum, nöronal ve 

glial hücreler için çok önemlidir ve nörodejeneratif hastalık mekanizmaları kalsiyum 

homeostazındaki bozukluklarla yakından ilişkilidir. Hücre yaşamını ve ölümünü 

kontrol eden mitokondrial proteinlerden biri, mitokondriyal porin olarak da bilinen 

voltaj bağımlı anyon kanalıdır (VDAC). Mitokondriyal dış zarda bulunan VDAC, 

mitokondriyal metabolitlerin giriş ve çıkışında bekçi olarak işlev görür ve kalsiyum 

dengesinde çok önemlidir (Shoshan-Barmatz ve ark., 2010). Şaperon reseptörü 

olarak Sigma-1, endoplazmik retikulum üzerinde bulunur ve kalsiyumun 

endoplazmik retikulumdan mitokondriye geçişinde rol oynayarak hücresel stres ve 

kalsiyum dengesini düzenler (Hayashi ve Su, 2007). Tüm bu bilgilerin yanısıra son 

yıllardaki çalışmalar PH’de nigrostriatal dejenerasyonda inflamasyonun rolünü 

kuvvetle desteklemektedir . 
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Ticari isim olan Lovox olarak bilinen Fluvoxamine, seçici bir seratonin (5-HT) 

geri alım inhibitörüdür (SSRI) (Coleman ve Block, 1982; Hashimoto ve ark., 2007). 

Bir antidepresan olarak, flüvoksamin, şizofreni ve majör depresif bozukluk gibi 

nöropsikiyatrik bozuklukların tedavisinde yaygın olarak kullanılır. Ek olarak, bu 

ilacın, hücre fonksiyonunun düzenlenmesi ve hayatta kalma, nörotransmiter salınımı, 

kalsiyum sinyallemesi, iltihaplanma, endoplazmik stres, mitokondrial stres, 

sinaptogenez de dâhil olmak üzere birçok sinir mekanizmasında yer alan Sig-1R 

(Sigma 1 reseptörü) üzerinde agonist aktivite gösterdiği gösterilmiştir (Hall ve ark., 

2009; Maurice ve Su, 2009; Nguyen ve ark., 2017; Su ve ark., 2010; Urani ve ark., 

2002) 

Geniş spektrumlu bir antibiyotik olan rifampisinin, çeşitli deneysel çalışmalarda 

PH dâhil olmak üzere çeşitli nörodejeneratif hastalıklarda önemli nöroprotektif etki 

gösterdiği bildirilmiştir. Altta yatan etki mekanizması, artmış dopaminerjik hücre 

sağkalımı, azalmış alfa sinüklein toksisitesi, mitokondriyal ve endoplazmik retiküler 

stresin stabilizasyonu ve nihayetinde önemli nöroprotektif etkiyle sonuçlanan 

nöroinflamatasyonun azalmasını içermektedir (Bi ve ark., 2014) 

Bu çalışma Marmara Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 

22.2018.mar prokol kodlu etik kurul onayı ile yürütülmüştür. Bu çalışmada, zebra 

balıklarında rotenon ile oluşturulan PH modelinde rifampisinin PH gelişimindeki 

oksidatif stres ve inflamasyon üzerine etkilerini gen ekspresyon seviyesinde ve 

protein düzeyinde incelenmesi amaçlanmaktadır. Ayrıca, bir Sigma-1 reseptör 

agonisti olan fluvoksaminin mitokondri içi kalsiyum düzeyleri üzerine etkisi ve bu 

yolak üzerinden PH gelişimindeki mitokondriyel stres ve inflamasyon ile ilişkili gen 

ve proteinler üzerinde olan etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır.  
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4. GENEL BİLGİLER 

 

 

4.1. Parkinson Hastalığı  

Parkinson hastalığı (PH) ikinci en sık görülen nörodejeneratif hastalıktır (Selkoe, 

2004). PH ilk olarak 1817'de James Parkinson (York, 2017) tarafından 

tanımlanmıştır. PH, ventral mezensefalonda dopamin üreten sinir hücrelerini etkiler. 

PH'nın tüm belirtileri, hipokinezi, istirahat titremeleri, harekete geçme zorluğu veya 

hareketin durması zorluğu, donuk yüz ve postural refleks bozukluğu gibi motor işlev 

bozuklukları ile ilişkilidir (Gantchev ve ark., 1996; Jankovic, 2008). PH belirtileri 

kişiden kişiye farklılık gösterir. Bu hastalığın belirtileri zaman geçtikçe değişir ve 

parkinsonizm olarak tanımlanmaktadır (Chastan ve ark., 2009). Parkinsonizm, bu 

nörodejeneratif hastalığın karakteristiği olmayan diğer belirti ve semptomlara ek 

olarak PH'nın en çok bilinen semptomlarının görüldüğü sahip bir sendromdur (Gilks 

ve ark., 2005). Parkinsonizm terimi, ilaç toksisitesine bağlı parkinsonizm (Lotharius 

ve O'Malley, 2000), beyin hasarına bağlı parkinsonizm (Dauer ve Przedborski, 2003) 

ve nöron dejenerasyonuna bağlı parkinsonizm gibi bilinen nedenleri olan sendrom 

için tanımlanmaktadır (Luk ve ark., 2012; Ricaurte ve ark., 1987; Surmeier ve ark., 

2017). PH'nin motor bozukluklarına bağlı ana patolojik bulgular striatumda dopamin 

kaybına neden olan substantia nigra pars compacta'nın (SNpc) dopaminerjik 

nöronlarının (DA) bozulmasıdır (Luk ve ark., 2012). PH belirtileri, substantia 

nigra'nın %5-60'ının bozulmasından ve striatumdan dopamin seviyesinin %80-

85'inin azalmasından sonra ortaya çıkar. Serotoninerjik ve katekolaminerjik beyin 

sapı nöronlarının dejenerasyonu meydana gelir. Sağ kalan nöronlar Levi cisimlerini 

(LB'ler) içerir (Gray ve McNaughtob, 2003). PH hastalarının orta beyinleri, SNPC ve 

locus coeruleus'ta pigmentasyon kaybını ortaya koymaktadır. Diğer beyin bölgeleri 

daha az etkilenir. Pigmentli nöronlar nadirdir ve küçük hücre dışı melanin 

birikintileri, ölmekte olan nöronlardan türetilir. Bazı rezidüel nöronlar atrofiktir ve 

bunların birkaçı küresel, eozinofilik sitoplazmik inklüzyonlar olarak görselleştirilen 

LB'leri içerir. Hastalığın uygun bir şekilde tanımlanabilmesi için PH'nın geniş klinik 

bulgularının sistematik bir şekilde tanımlanması esastır. Genetik varyantlar veya 
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mutasyonlar, nörogörüntüleme deformasyonları ve diğer araştırmalar, tanı konmasına 

yardımcı olabilecek ve risk altındaki kişilerin tanınmasına izin verebilecek olası 

biyobelirteçlerdir. PH'nın semptomlarını yönetmek için çok sayıda ilaç vardır, ancak 

PH'nın ileri evrelerinde daha az başarıya sahiptirler. 

4.2. Parkinson Hastalığının Klinik Özellikleri  

Parkinson hastalığı, motor ve non-motor semptomlarla kendini gösterir. 

Parkinson hastalığının klasik bulguları motor semptomlardır. 1967'de Hoehn ve Yahr 

tarafından 183 Parkinson hastasına bakarak yazılmıştır (Hoehn ve Yahr, 2001). 

Bunlar istirahat titremesi, bradikinezi, postural instabilite ve sertliği içerir.  

4.2.1. Motor belirtiler 

4.2.1.1.  Titreme  

Parkinson’da genellikle tek taraflı olan titreme görülür. Titreme tipik olarak 

başlangıçta bir ekstremitede görülür (bazen sadece bir parmağını veya baş parmağını 

içerir). Titreme klasik esansiyel titremeden (8-10 Hz (Heltz)) daha yavaştır (4-6 Hz) 

ve ekstremite bir durma pozisyonundayken en belirgindir (“istirahat titremesi” 

terimi, tamamen yanıltıcıdır, çünkü tamamen gevşeme, sıklıkla titremeyi ortadan 

kaldırır). Bu hareket ile bastırılır. Daha az yaygın olmasına rağmen, baş, çene ve dili 

de kapsar. Bazı hastalar için, klasik parkinson titremesi hastalığın tek belirtisidir. Bu, 

titreme baskın Parkinson hastalığı olarak adlandırılır. Bu hastalar sonunda Parkinson 

hastalığının başka semptomlarını geliştirir (Hayes, 2019).  

4.2.1.2.  Bradikinezi 

Bradikinezi, hareketin yavaşlaması ve karmaşık motor görevlerinin 

basitleştirilmesi anlamına gelir. Hareket kendiliğinden azalır. Bu, Parkinson 

hastalığının “maskeli yüzler”inde (hypomimia olarak da bilinir) kendini gösterir. Göz 

kırpma hızı azalır ve gözler daha açıktır, dik dik bakan bir görünüm verir. Yüz 

kasları daha az hareket eder, böylece yüz daha az duygusal olur. Durum ilerledikçe 

ağız genellikle biraz açık kalır. Konuşma, beraber söylenen kelimerle daha yumuşak 

ve monoton hale gelir. Kendiliğinden yutma azalır ve yutma mekaniği etkilenir ve 

salya akımı ile sonuçlanır. Parkinson hastalığında, salya akımı tükürük üretimindeki 
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artıştan değil, tükürüğü etkin bir şekilde idare edememekten kaynaklanmaktadır 

(Bagheri ve ark., 1999). El hareketleri daha da kısıtlanır. Parmakla dokunma normal 

hıza sahip olabilir ancak hareketin genliği azalır. Alternatif hareket zorlaşır ve sık sık 

“donma” olur. Bu, motor fonksiyonun aralıklı olarak durdurulmasına karşılık gelir. 

Bir kaşıkla karıştırmak veya dişlerini fırçalamak gibi şeyler yapmak daha zor hale 

gelir. Yazma sıkışık ve küçük olur (mikrografi). Sonunda hasta sandalyeden 

kalkmakta zorlanır. Yürüyüşteki değişiklikler, genellikle asimetrik olarak, kol 

salınımında bir azalma ile not edilir. Hastanın atağının uzunluğu azalır ve 

beraberinde kol hareketi tamamen kaybolabilir. Hasta artık dönen bir mili tek 

hareketle açamaz, ancak açmak için birden fazla küçük adım kullanarak açabilir. 

Sonunda hasta öne veya arkaya eğilerek yürüyebilecektir. Hastanın gövdesi 

ayaklarından “öne geçecek” ve “sinirlilikten gelen hızlı yürüme eğilimi” denilen 

dengesini yeniden kazanmak için küçük adımlar atması gerekecektir. Hastalık 

ilerledikçe bu, hastanın düşmesine neden olabilir (Park ve ark., 2015). Bununla 

birlikte, düşme genellikle hastalıkta daha sonra meydana gelir. Bir hasta hastalığın 

erken döneminde düşme eğilimindeyse, Parkinson hastalığı dışında bir tanı 

düşünülmelidir. 

4.2.1.3.  Postural instabilite 

Postural stabilite hastalık sürecinin erken döneminde veya sonrasında 

etkilenebilir, böylece düşmelere ve yaralanmalara neden olabilir. Erken düşmeler 

genç başlangıçlı hastalar için atipiktir ancak yaş PH’da düşmeler için bağımsız bir 

risk faktörüdür (Williams-Gray ve ark., 2006) ve yaşlılarda hastalık ilk kez bir 

düşmeden sonra teşhis edilir. Wood ve ark. (2002), düşme geçiren 109 Parkinson 

hastanın %68'inin, ortalama yaşının 75 ve ortalama hastalık süresinin 3 yıl olduğunu 

göstermiştir. Başka bir çalışmada, PH'lı bireylerin %62'sinin düştüğü bildirilmiştir 

(Stolze ve ark., 2004). Yaşlılık dışındaki düşme olasılığını arttıran faktörler arasında 

hastalık süresi, demans, simetrik başlangıç, postural ve otonomik instabilite bulunur 

(Williams-Gray ve ark., 2006; Wood ve ark., 2002). 

Ağıza ilişkin motor hastalıkları yaygındır. Çok sessiz ve aceleci konuşma gibi 

konuşma bozuklukları hastaların yarısından fazlasında görülür (Perez-Lloret ve ark., 
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2012), % 40-80 arasında yutkunma sorunları bildirilmiştir (Kalf ve ark., 2011) ve 

hastaların dörtte birinde tükürüğün toplandığını bildirmiştir (Kalf ve ark., 2012). 

4.2.1.4.  Distoni 

Distoni, PH'da başka bir motor belirtidir. Distoni, sıklıkla anormal hareketler, 

duruşlar veya her ikisinin de eşlik ettiği sürekli bir kas kasılmasını açıklar. Bu 

nadiren PD'de ön tanısal bir semptom olabilir (Tolosa ve Compta, 2006), ancak 

distonik semptomlar çoğunlukla hem tıbbi hem de cerrahi olarak tedaviyle ilişkilidir 

(Jankovic ve Tintner, 2001). 

4.2.2. Motor dışı belirtiler 

Motor belirtileri ortaya çıkmadan ve tanı konulmadan önce, hastalar çeşitli motor 

öncesi semptomlara sahip olabilir. Bunlar tanıdan 10 yıl veya daha uzun bir süre 

önce başlayabilir (Schrag ve ark., 2015) ve motor olmayan semptomların sunumu 

tanıyı geciktirebilir (O'Sullivan ve ark., 2008). Henüz tedaviye başlamamış yeni tanı 

konmuş 109 hastanın çalışması, duygusal tutulum eksikliği ve ilgisizlik (apati), aşırı 

gündüz uykusu, uyku problemleri ve kabızlık gibi semptomların tanı öncesi 

hastaların%60-70'inde ortaya çıkabileceğini ve bu belirtilerin normal kontrollerden 

daha yaygın olduğunu göstermiştir. Diğer motor öncesi belirtiler arasında haz 

alınamaması, koku ve tat kaybı, duygudurum bozuklukları, aşırı terleme, yorgunluk 

ve ağrı yer almaktadır. Kabızlık, rüyayı etkileyici davranışlar (REM (uykunun 

istemsiz göz hareketlerinin yapıldığı evresi) davranışı uyku bozukluğu), sık sık 

kabuslar, gündüz uyuşukluğu ve postprandial dolgunluğun, motor semptomların 

başlamasından 10 yıl önce ortaya çıktığı bildirilmiştir (Pont-Sunyer ve ark., 2015). 

Depresyon ve anksiyete, tanı konmadan çok önce de ortaya çıkabilir (Chen ve 

Marsh, 2013). Premotor semptomlar hastadan hastaya değişir, ancak PH'da diğer 

motor veya motor dışı semptomlar klinik seyirde görülebilirken devam ederler. 

Hastalığın ilerleyen safhalarında, motor olmayan semptomlar genellikle hastalar için 

motor semptomlardan daha sıkıntılı hale gelir (Sveinbjornsdottir, 2016).  
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Motor olmayan semptomlar burada otonom fonksiyon, uyku bozuklukları, 

bilişsel ve psikiyatrik bozukluklar ve duyusal semptomlardaki bozukluklara ayrılır 

(Sveinbjornsdottir, 2016). 

4.2.2.1.  Otonom fonksiyondaki bozukluklar 

Otonomik disfonksiyon tanıdan önce mevcut olabilir veya hastalığın ilerlemesi 

ile belirgin hale gelebilir veya ilaçla indüklenebilir (Koike ve Takahashi, 1997). Tüm 

otonomik fonksiyon alanları etkilenebilir ve bunun hastaların %50'den fazlasının 

günlük yaşamını etkilediği bildirilmiştir (Jost, 2003). Otonomik disfonksiyon, hem 

merkezi hem de periferik postganglionik otonom sinir sisteminin katılımı nedeniyle 

göz önünde bulundurulur (Jost, 2003). Ortostatik hipotansiyon hastaların%30-40'ını 

etkiler. Bu, 3 dakika içinde en az 60 derece olacak şekilde baş yukarıda dikey yatış 

pozisyonunda, sistolik kan basıncında > 20 mm-Hg (milimetre civa) veya diyastolik 

kan basıncında > 10 mm-Hg düşüş olarak tanımlanır (Lahrmann ve ark., 2006). Dik 

duruş varsayıldığında beynin hipotansiyona bağlı hipoperfüzyonu baş dönmesi, 

görme bozuklukları ve bilinç kaybına neden olabilecek bozulmuş bilişe neden 

olabilir. PD'de kan basıncı düşüşü birkaç dakika sürebilir (Jost, 2003). PD'nin süresi, 

ortostatik hipotansiyonun ortaya çıkması ile ilgili olmayabilir (Jost ve Augustis, 

2015). Yaşlı PD hastalarında, bu temel olarak gıda alımından sonra ortaya çıkabilir 

(Iodice ve ark., 2011). Gastrointestinal semptomlar yaygındır. Gastrointestinal 

kanalın postprandial dolgunluk ve gastrik retansiyon gibi semptomlarla 

hareketliliğinde yavaşlama vardır, ancak yavaş geçiş kabızlığı en yaygın olanıdır, 

%70-80'inde görülür (Jost, 2010; Jost ve Eckardt, 2003). Hastalar ayrıca, rektal 

sfinkter fonksiyon bozukluğu nedeniyle rektal tahliyede zorluk yaşayabilir (Mathers 

ve ark., 1989). 

İdrar kontrol bozuklukları idrar sıklığı, aciliyet ve idrarı tutamamayı içerir (Jost, 

2003). Sık görülen nokturi, hastaların %60'ı tarafından bildirilir ve detrüsör aşırı 

aktivitesinden kaynaklanır (Yeo ve ark., 2012). Erektil disfonksiyon erkeklerde sık 

görülür (Sakakibara ve ark., 2011). Aşırı terleme (hiperhidroz) gibi otonom 

dermatolojik semptomlar da olabilir. Bu, diskinezilerle veya dopaminerjik ilaçların 

düşük kan konsantrasyonlarıyla ilişkili olabilir, ancak hastalığın süresiyle korele 

görünmemektedir (Hirayama, 2006). İlerlemiş hastalıkta tükürük salgılamasıyla ilgili 
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sıkça soruna rağmen, tükürük sekresyonunun PH'da azaldığı görülmektedir 

(Cersosimo ve ark., 2009). Seboreik keratoz, hastaların% 18,6'sında bildirilen 

dermatolojik yüz ve kafa derisi hastalığıdır (Fischer ve ark., 2001). Sıklıkla alın 

derisinin soyulmasıyla ilişkili olan yüzün orta kısımında yağ artışı vardır. Bunun 

nedeni belirsiz. 

4.2.2.2.  Uyku bozuklukları  

PH nöropatolojisinin, fizyolojik uyku döngüsünün modülasyonunda rol oynayan 

anatomik yapıları ve merkezi nörotransmiterleri etkilediği bilinmektedir. 

Polisomnografik bulgular, sağlıklı kontrollere kıyasla uyku dalgalarının yapısındaki 

değişiklikleri göstermiştir, ancak PH ile ilgili farklı semptomların tıbbi tedavisi de 

gece uykusunu bozabilir (Larsen ve Tandberg, 2001; Monderer ve Thorpy, 2009). 

Etkilenen hastaların yaklaşık üçte ikisinde çeşitli uyku bozuklukları görülebilir 

(Mehta ve ark., 2008).  

Parçalı uyku en yaygın olanıdır (Porter ve ark., 2008). Uyku çalışmaları, 

hastaların daha sığ uyuma ve gece sık uyanma eğilimi gösterdiğini göstermiştir 

(Yong ve ark., 2011). Yatakta sık dönme sıkıntısı, sık noktürya, nokturnal tremor ve 

depresyon gibi diğer PH semptomları da parçalı uykuya neden olabilir (Gibb ve 

Lees, 1988). 

Aşırı gündüz uykulu olma durumunun aşırı olması hastaların %50’sinde olduğu 

(Monderer ve Thorpy, 2009) ve kısmen dopaminerjik ilaçlar tarafından 

indüklenebileceği tahmin edilmektedir (Knie ve ark., 2011). Uyku sendromları da 

PH'da kontrollerden daha yaygındır. Bunlar, hastaların rüyalarında ve gerçeğe 

yansıyan tekmeleme ve dövme davranışmarını sergilediği REM davranış uyku 

bozukluğunu içerir. Klinik olarak bu durum PH'da %27-32 oranında sıklıkla ortaya 

çıktığı bildirilmiştir (Monderer ve Thorpy, 2009), ancak semptomlar motor 

semptomların ortaya çıkmasından yıllar önce ortaya çıkabilir (Hickey ve ark., 2007). 

Periyodik bacak hareketleri olan veya olmayan huzursuz bacak sendromu hastalar 

arasında kontrollerden daha yaygındır (Monderer ve Thorpy, 2009). Huzursuz bacak 

sendromu, otururken ya da uzanırken bacakları rahatlatıcı hareketleri yapmak için bir 



11 
 

dürtüdür; buna karşın, uykuda periyodik bacak hareketleri, genellikle eş tarafından 

gözlemlenen uyku sırasında alt uzuvların ritmik sarsıntısından oluşur. 

Her ne kadar uyku sırasında solunumun aralıklı olarak durduğu tıkayıcı uyku 

apnesi PH'da iyi bilinmesine rağmen (Monderer ve Thorpy 2009), tüm çalışmalar 

hastalar arasında bu bulgunun prevelansında artma olduğunu göstermemiştir (Zeng 

ve Couture, 2013). Dopaminerjik tedavi alan hastalarda uykuya neden olduğu için 

normal uyuşukluk olmadan meydana gelen ani uyku krizleri bildirilmiştir. Neredeyse 

mevcut tüm dopaminerjik ilaçların uyku ataklarına neden olabileceği görülmektedir 

(Larsen ve Tandberg, 2001) ve dopaminerjik tedavi alımı bu durumdan etkilenebilir 

(Brodsky ve ark., 2003). 

4.2.2.3.  Nöropsikiyatrik belirtiler ve demans 

Görme halüsinasyonları ve yanılsamalar PH'da sık görülür ve bildirildiğine göre 

hastaların %3 ila 40'ında görülür (Onofrj ve ark., 2007). Neredeyse tüm anti-

parkinson ilaçlarının halüsinasyonlar ve psikozları indüklediği bildirilmiş olmasına 

rağmen, ilaç tedavisinden önce görsel halüsinasyonların da olduğu bildirilmiştir 

(Pagonabarraga ve ark., 2016). Hastalığın neden olduğu amigdala ve hipokampustaki 

nöropatolojik değişikliklerin etiyolojiye katıldığı görülmektedir (Williams-Gray ve 

ark., 2006). Sık sık, insanların, küçük hayvanların veya nesnelerin görüntüleri 

düşünülür veya halüsinasyonlar birden fazla içeriğe sahip olabilir. Görüntüler tanıdık 

olabilir veya olmayabilir. Saniyelerden dakikalara kadar sürebilirler ve gün içerisinde 

tekrarlayabilirler (Holroyd ve ark., 2001). Genellikle, demansız hastalar sezgilerini 

korur ve halüsinasyonlar genellikle tehdit edici değildir. Daha az yaygın olarak, 

halüsinasyonlar koku (McAuley ve Gregory, 2012), işitsel (Inzelberg ve ark., 1998) 

ve dokunsaldır (Fenelon ve ark., 2002). Bir çalışma, görsel bileşenlerin vakaların 

%10'unda olmadığını göstermiştir (Papapetropoulos ve ark., 2008). Varlık hissi ve 

görsel yanılsamalar gibi küçük görsel olaylar hastaların %17-72'sini ve sanrıların 

yaklaşık %5’ini etkiler (Fenelon ve Alves, 2010). Daha fazla dopaminerjik tedavi 

yüklemesi halüsinasyonlarla ilişkilendirilebilir, ancak hastalık şiddeti, bilişsel 

bozukluk, depresyon, ileri yaş ve daha kötü görme keskinliği de önemli olabilir 

(Fenelon ve Alves, 2010; Holroyd ve ark., 2001). 
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İlerlemiş hastalık ile hastalar, genellikle, eşe yönelik zulüm fikirleri veya 

şüpheleri olan paranoyak yanılsamalar geliştirebilirler (Williams-Gray ve ark., 2006). 

Psikoz ortaya çıkarsa, bu genellikle yüksek dozda ilaç kullanan hastalarda hastalık 

sürecinin geç döneminde olur veya yaş, kognitif bozukluk ve depresyon öyküsü ile 

ilişkilendirilebilir (Thanvi ve ark., 2005). 

Dopaminerjik tedavi ayrıca öfori / hipomani, zayıf organizasyon becerileri, aşırı 

duygusallık, anormal istifçilik veya kumar oynama ve risk alma davranışı gibi 

davranışsal anormallikleri de tetikleyebilir (O'Sullivan ve ark., 2009). Risk alma 

davranışı kumar oynamaya, hızda sürüş veya aşırı harcamaya yansıyabilir. Dopamin 

disregülasyon sendromu veya dürtü kontrol bozuklukları olarak beraber adlandırılan 

bu semptomlar giderek daha fazla kabul edilmektedir (Evans ve Lees, 2004). Bu 

semptomların, dopaminerjik tedavi yüküyle ve muhtemelen diğerlerinden daha fazla 

dopamin reseptörü agonist ilaçları ile ilişkili olduğu görünmektedir (Ceravolo ve 

ark., 2010; O'Sullivan ve ark., 2009). Dopamin disregülasyon sendromu, nispeten 

genç başlangıçlı hastalığı olan erkeklerde en sık görülür (Ceravolo ve ark., 2010). 

Kognitif bozulma ve demans PH'da sık görülür ve erken veya geç olabilir 

(Williams-Gray ve ark., 2007; Williams-Gray ve ark., 2006). En erken semptomlar 

yürütücü işlevlerle, yani hedefe yönelik davranışı planlamak ve organize etmek ile 

ilgili problemleri içerir, ancak görsel-disfonksiyon bozukluğu, konuşma 

akıcılığındaki bozukluk ve hafıza bozukluğu da görülür (Williams-Gray ve ark., 

2006). Demansın ilerlemesi nöropatolojik değişikliklerin kortikal beyin yapılarına 

yayılması ile koreledir (Irwin ve ark., 2012). Hafif bilişsel bozulmanın, PH'da 

sağlıklı bireylerden iki kat daha yaygın olduğu bildirilmiştir (Aarsland ve ark., 2009). 

PH'nin başlangıcından ziyade yaşın kendisi, PH'daki demans olayı ile ilişkilidir 

(Aarsland ve ark., 2007) ve hastalık şiddetinin demans riskinin en güçlü belirleyicisi 

olduğu bildirilmiştir (Riedel ve ark., 2008). Ortalama hastalık süresi 5 yıl olan ve 

ortalama yaşı 69 olan 141 PH hastasıyla 6 yıl süren bir araştırmada, uzunlamasına bir 

çalışmada demansın 1 yılda %8,5'den 6. yılda %50’e yükselen birikimli risk olduğu 

gösterilmiştir (Pigott ve ark., 2015). 

Depresyon ve anksiyete, PH'da diğer yaygın semptomlardır. Bir meta-analiz, 

hastaların üçte birinin klinik olarak anlamlı depresyonu olduğunu bildirirken, majör 
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bir depresif bozukluğun % 17 oranında olduğu bildirilmiştir (Reijnders ve ark., 

2008). Depresyon ve anksiyete, hastalığın ciddiyetini ilerletmek de dahil olmak üzere 

çeşitli faktörlerle ilgili olabilir (Schrag ve ark., 2001). Anksiyete ve depresyon 

dopaminerjik tedavi ile birlikte kaybolabilir, ancak hastalığın uzun süren klinik 

seyrinde kalıcı veya tekrarlayıcı olabilir. 

4.2.2.4.  Duyusal belirtiler 

Duyusal semptomlar PH'da sık görülür. Azalan veya kaybedilen koku alma 

duyusu hastaların en az% 80'inde bulunur ve bu genellikle motor semptomlardan çok 

önce ortaya çıkar (Doty ve ark., 1988). Vücut bölümlerinde belirsiz anormal 

duyumlar algılanabilir ve bu duyumlar tedavi ile ilişkili olarak dalgalanabilir 

(Bayulkem ve Lopez, 2011). Hastaların %40-85'i tarafından ağrı bildirilmektedir 

(Broen ve ark., 2012). Ortaya çıkan semptom ekstremite ağrısı olabilir ve genelde 

donmuş omuz veya dejeneratif omurga hastalığı olarak yanlış teşhis edilir (Williams-

Gray ve ark., 2009). En sık olarak ekstremite ağrısı görülürken, oral, torakal, karın ve 

genital ağrı da ortaya çıkabilir (Waseem ve Gwinn-Hardy, 2001). Beş farklı tipte ağrı 

tanımlanmıştır, bunlar;  kas-iskelet sistemi, radiküler-nöropatik, distonik, merkezi 

nöropatik ağrı ve ağrıya bağlı huzursuzluk (akatizi-oturma durumunda ortaya çıkan 

ve artan ağrı) (Ford, 2010). Kas iskelet sistemi ağrısı hastaların neredeyse yarısı 

tarafından bildirilir, ancak bu ağrı bu yaş grubunda sık görülür ve her zaman PH ile 

ilişkili olmayabilir. Distonik, radiküler ve merkezi nöropatik ağrı daha az yaygındır 

(Broen ve ark., 2012).  

4.3. Parkinson Hastalığı Nöropatolojisi     

PH patogenezinde, hastalığın gelişmesinde merkezi olan alfa (α)-sinüklein 

agregasyonu ile birtakım mekanizmalar ortaya konmuştur. Anormal protein klirensi, 

mitokondriyal fonksiyon bozukluğu ve nöroinflamasyonun PH'nın başlangıcında ve 

ilerlemesinde rol oynadığını gösteren birçok çalışma mevcuttur. 

4.3.1. α-Sinükleinler  

Beyindeki doğal α-sinüklein, tanımlanmış bir üçüncül yapı (Burre ve ark., 2013) 

olmaksızın çoğunlukla katlanmamış formdadır, ancak sulu çözeltilerde toplanmaya 

dirençli stabil tetramerlerde mevcut olabilir (Bartels ve ark., 2011). Hücre zarlarını 
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oluşturan fosfolipitler gibi negatif yüklü lipitler ile etkileşime girdiğinde, α-sinüklein 

N-terminali (Eliezer ve ark., 2001) vasıtasıyla a-helisel yapılara katlanır. PH'da α-

sinüklein, agregaya eğilimli beta (β) tabaka zengini bir amiloid benzeri yapıyı 

benimser. Aslında, yanlış katlanmış α-sinüklein, LB'ler içerisinde 5-10 nm 

uzunluğunda filamentler olarak bulunur. Serin 129 fosforilasyonu, ubiquitination ve 

C-terminali trunkasyonu dahil anormal α-sinüklein agregasyonuna yol açan 

konformasyonel değişiklikler için çeşitli mekanizmalar önerilmiştir (Barrett ve 

Timothy Greenamyre, 2015; Fujiwara ve ark., 2002). Bu nedenle, PH beyninde, 

katlanmamış monomerler, çözünür oligomerler, protofibriller ve yüksek moleküler 

ağırlıkta çözünmeyen fibriller de dâhil olmak üzere farklı α-sinüklein türleri bulunur 

(Baba ve ark., 1998). Kemirgenlerde yapılan son çalışmalar, en fazla nörotoksik α-

sinüklein türünün, olgun çözünmeyen fibrillerden ziyade, erken oligomerik form 

olduğunu göstermiştir (Karpinar ve ark., 2009; Winner ve ark., 2011). Fibril α-

sinükleinin aksine bu oligomerlerin artan toksisitesi hücre bazlı analizlerde 

doğrulanmıştır (Winner ve ark., 2011). α-sinüklein oligomerik türleri anormal protein 

toplanmasını “tohumlama” ve hızlandırma yeteneğine sahiptir ve Danzer ve 

arkadaşları (2011) bunun beyinde α-synuklein patolojisinin yayılmasının altında 

yatan mekanizma olabileceğini öne sürmüşlerdir (Danzer ve ark., 2009). 

4.3.2.  PTEN kaynaklı indüklenen kinaz 1 (PINK 1) 

PINK1 Parkin'i kusurlu mitokondriye yönlendirmesi için gereklidir. PINK1, tek 

bir N-terminal transmembran alanı olan bir mitokondriyal proteindir. Sağlam bir 

mitokondride, PINK1 mitokondride degrade edilerek sürekli düşük seviyelerde 

tutulur (Sun ve ark., 2012).   

Serin / treonin kinaz PINK1 ve RING ailesi ubiquitin ligaz Parkinin, yakın 

zamanda, mitokondriyal otofaji (mitofaji) ile mitokondrinin ortadan 

kaldırılmasındaki bozuklukta rol oynadığı gösterilmiştir. Mitofajinin, hücreleri 

fonksiyonel olarak kusurlu mitokondri birikimi ve reaktif oksijen türlerinin 

üretiminin artmasının zararlı etkilerinden koruduğu düşünülmektedir. E3 ligaz 

aktivasyonu ile hasarlı ve fonksiyonu bozulmuş mitokondrinin otofajik yıkımının 

başlatılması için parkin, PINK1 tarafından fosforile edilir.  PINK1 mitokondri 

fonksiyonu bozulduğu zaman mitokondri dış membranında birikir ve hücreden 
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hasarlı mitokondrinin ortadan kaldırılmasını kolaylaştırır (van der Merwe ve ark., 

2015). 

Her iki proteindeki mutasyonlar, PH’nin ailesel formları ile ilişkilidir (Sun ve 

ark., 2012). PINK1, kromozomun 1p35-p36 bölgesinde (1’inci kromozomda 35 ve 

36’ıncı lokuslar arası) bulunmaktadır ve mutasyonu otozomal resesif erken 

başlangıçlı levodopa duyarlı PH’de hastalığın yavaş gelişen formunda gösterilmiştir 

(Valente ve ark., 2001).  

4.3.3. Lösince zengin tekrarlayan kinaz 2 (LRRK2) 

Lösin bakımından zengin tekrarlayan kinaz 2 (LRRK2) insanlarda PARK8 / 

LRRK2 geni tarafından kodlanır (Paisan-Ruiz ve ark., 2004; Zimprich ve ark., 2004). 

LRRK2 genindeki genetik varyasyonlar Parkinson hastalığı (PH), Crohn hastalığı ve 

Hansen hastalığı dahil birçok hastalıkla ilişkilendirilmiştir (Blanca Ramirez ve ark., 

2017; Boddu ve ark., 2015; Delamarre ve Meissner, 2017; Lill, 2016; Lin ve Farrer, 

2014; Liu ve Lenardo, 2012). LRRK2'de dominant kalıtımsal mutasyonlar, ailesel 

PH'nın en yaygın nedenidir ve sporadik geç başlangıçlı Parkinsonizm'in %2'sine 

karşılık gelir (Ferreira ve Massano, 2017; Li ve ark., 2014). 

LRRK2 geni, bir ankirin benzeri ve bir lösin-zengin tekrar bölgesi, bir Rab (G-

protein) benzeri GTPaz (guanozin trifosfatı yıkan enzim) domaini, bir tirozin-kinaz 

benzeri domaini ve bir WD (Triptofan (W)-aspartik asit (D) tekrarları) benzeri 

domaini içeren büyük birçok domainli protein kinazı kodlar. LRRK2'nin, homeostaz 

ve hücre sağkalımı için kritik olan çeşitli hücresel süreçleri düzenlediği 

görülmektedir. LRRK2'nin, sinaptik vezikül geri dönüşüm/endositoz (Arranz ve ark., 

2015; Beccano-Kelly ve ark., 2014; Carrion ve ark., 2017; Ferreira ve Massano, 

2017; Inoshita ve ark., 2017; Maas ve ark., 2017; Matta ve ark., 2012) ve dopamin 

reseptör kaçakçılığını (Rassu ve ark., 2017) düzenlemek için nörit morfolojisini ve 

karmaşıklığını (Chan ve ark., 2011; Civiero ve ark., 2015; Dachsel ve ark., 2010; 

Heo ve ark., 2010; MacLeod ve ark., 2006; Paus ve ark., 2013; Plowey ve ark., 2008) 

kontrol ettiği gösterilmiştir. Ayrıca, LRRK2, inflamasyonu, protein parçalanmasını, 

mitokondriyal ve otofaji/lizozomal fonksiyonları (Bang ve ark., 2016; Heo ve ark., 

2010; Liu ve ark., 2011; Manzoni ve Lewis, 2017; Moehle ve ark., 2012; Saez-
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Atienzar ve ark., 2016; Tong ve ark., 2010; Yan ve Liu, 2017) düzenleyen iç içe 

geçmiş yolaklara bağlanmıştır. 

 

4.4. Parkinson Hastalığında Endoplazmik Retikulum Stresi ve Mitokondri 

Fonksiyon Bozukluğu 

İnklüzyon cisimlerinin oluşumu ve protein agregasyonu ile ilişkili Parkinson 

hastalığı, amyotrofik lateral skleroz, Huntington hastalığı gibi nörodejeneratif 

hastalıkların ER ile ilişkili olduğu bulunmuştur. İkinci en sık görülen nörodejeneratif 

hastalık olan PD'de, substantia nigra pars compacta'daki dopaminerjik (DA) nöronlar 

geri dönüşümsüz olarak bozulmaktadır. Parkin (Parkin RBR E3 ubikitin protein 

ligaz, PARK2), DJ-1 (Parkinsonizm ilişkili deglikaz-PARK7), PTEN'in neden 

olduğu varsayılan kinaz 1 (PINK1; PARK6) ve ATP13A2 (PARK9), otozomal 

resesif PH'de yer aldığı bilinen genlerdir.  α-sinüklein (PARK1/ 4), lösin bakımından 

zengin tekrar kinaz 2 (LRRK2; PARK8) ve ubikuitin karboksi-terminal hidrolaz L1 

(UCHL-1; PARK5), otozomal dominant PH ile ilişkili genlerdir (Omura ve ark., 

2013; Unal ve Emekli-Alturfan, 2019). PH'da, katlanmamış proteinlerin endoplazmik 

retikulum (ER) ile ilişkili yıkılmasını, LRRK2 ve a-sinükleinin, ERAD’ın 

(endoplazmik retikulum aktivasyonu ile yıkım) E3 aktivitesi (ubikuitin ligaz) için 

substratları olması nedeniyle yıkıldığı bildirilmiştir (Ding ve Goldberg, 2009; Imai 

ve ark., 2000). Bu nedenle ER stresinin PH ilerlemesi için önemli bir rol oynadığı 

öne sürülmüştür. Parkin ayrıca ubikuitin moleküllerini halka parmak motiflerini 

içeren E3 kısmı ile bağlayabildiğinden proteazomal bozulmaya da katılır. Yanlış 

katlanmış Parkin ile ilişkili endotelin reseptörü benzeri reseptör (Pael-R) Parkin 

tarafından yıkılır. 

Parkin mutasyonları, E3 aktivitesinin kaybına, katlanmış Pael-R'nin birikmesine 

ve sonunda ER stresinin neden olduğu hücre ölümüne yol açabilir (Mizuno ve ark., 

1998). Pael-R'nin sporadik PH'da Levi cisimlerinin çekirdeğinde biriktiği 

gösterilmiştir (Murakami ve ark., 2004). 
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4.4.1. Endoplazmik retikulum stresiyle başetme mekanizmaları 

UPR'nin (katlanmamış protein cevabı) amacı ER'nin adapte edilmesini ve 

fonksiyonlarını yeni koşullara karşı sürdürmesini sağlamaktır. Adaptasyon 

mekanizmaları, ER'de protein katlanmasından sorumlu genlerin ekspresyonunu 

stimüle etmeyi ve yanlış katlanmış proteinlerin yıkılmasını ve uzaklaştırılmasını 

içerir.  

Katlanmamış proteinlerin ER'de birikmesi, UPR'de transmembran ER 

proteinlerinin salınmasına neden olur. Bu proteinlerin en önemlileri PERK, Ire1 

(inozitol gerektiren enzim 1) ve transkripsiyon faktörü 6 (ATF6)'dır. Transmembran 

ER proteinlerinin N-terminalleri ER şaperone Grp78 (glukoz regule eden protein (78 

kDa)) tarafından tutulur ve C-terminus sitozolde bulunur. Katlanmamış proteinlerin 

birikmesi, transmembran sinyal moleküllerinin salınımını sağlayarak UPR 

oluşumuna yol açar (Schroder ve Kaufman, 2005; Shen ve ark., 2004). UPR farklı 

şekillerde gerçekleşir. Bunlardan biri, ökaryotik başlatıcı (initiation) faktör 2a'nın 

(eIF2a) alfa alt ünitesinin fosforilasyonunu indükleyen ve böylece protein sentezini 

inhibe eden protein kinaz RNA benzeri ER kinazın  aktivasyonudur (Harding ve ark., 

2000). Grp78 uzaklaştırılmasından sonra PERK, oligomerize olur ve otofosforilize 

olarak eIF2a'nın fosforilasyonuna ve inaktivasyonuna yol açar. Bu, mRNA 

translasyonunun inhibe edilmesine neden olur ve sonunda ER üzerindeki protein 

yükünü azaltır (Harding ve ark., 2000). 

Diğer bir etki ise, katlanmayan proteinlerin ER ile ilişkili degradasyon tarafından 

yıkılmasıdır. UPR ayrıca, ER chaperonların, transkripsiyon faktörü 6 (ATF6), PERK 

ve inositol gerektiren enzim-1 (IRE1) aktivasyonunu aktive ederek etkisiyle uygun 

protein katlanmasını sağlar (Haze ve ark., 1999). ER stresi, ATF6'nın proteazlar 

tarafından yıkılmasına yol açarak çekirdekte ER chaperonlarını aktive eden aktif 

ATF6 fragmanı p50'nin salınmasına neden olur (Omura ve ark., 2013).  

PERK dimerizasyon ve otofosforilasyonu, eIF2α'nın fosforilasyonuna ve 

inhibisyonuna yol açar ve mRNA translasyonunun başlangıcını azaltır. Bununla 

birlikte, ER şaperonların transkripsiyonunu aktive eden Transkripsiyon faktörü 4 

(ATF4) mRNA'nın translasyonu, fosforile edilmiş eIF2a varlığında artar. IRE1 

otofosforilasyonu ve oligomerizasyonu, IRE1 endoribonükleazını aktive eder ve X-
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box bağlayıcı protein 1 (XBP1) transkripsiyon faktörünü uyararak ERAD ve protein 

katlama genlerini düzenler (Lee ve ark., 2003; Omura ve ark., 2013).  

Adaptasyon başarılı olmazsa, ER yolları konak (host) savunması ile ilgili bir 

transkripsiyon faktörü olan NF-κB aktivasyonunu uyarır. Artmış ve uzamış ER 

stresi, proteazların, kinazların, transkripsiyon faktörlerinin ve B-lenfoma hücresi 2 

(Bcl-2) familyası proteinlerinin aktivasyonu dahil olmak üzere hücrenin apoptotik 

yollara gitmesine neden olur (Xu ve ark. 2005). 

4.4.2. Mitokondriyel fonksiyon bozukluğu 

Mitokondriyal fonksiyon bozukluğu, hem idiyopatik hem de ailesel PH'nın 

patogenezinde anahtar bir unsur olarak kabul edilir (Moon ve Paek, 2015). PH 

beyinlerinin SNPC'sinde yapılan erken ölüm sonrası çalışmalar, elektron taşıma 

zincirinin hayati bir bileşeni olan mitokondriyal kompleks I'in eksik olduğunu 

bildirmiştir. Bu veriler mitokondriyal fonksiyon bozukluğu ve PH arasındaki ilk 

doğrudan bağlantılardan birini sağlamıştır (Schapira ve ark., 1990). Kompleks-I 

eksikliği, sağlıklı deneklere göre PH hastalarının iskelet kası ve trombositlerinde de 

bulunmuştur (Bindoff ve ark., 1991; Krige ve ark., 1992). MPTP (1-metil-4 fenil-1, 

2, 3, 6-tetrahidropiridin) maddesinin kötüye kullanımının kalıcı Parkinson 

semptomlarına (Elbaz ve ark., 2009) neden olduğu keşfedildikten sonra ortaya çıkan 

diğer kanıtlar, postmortem incelemede dopaminerjik hücre kaybını ortaya çıkarmıştır 

(Langston ve ark., 1999). Takip çalışmaları, oksitlendiğinde MPTP'nin DA nöronlar 

tarafından alındığını ve kompleks-I inhibisyonuna yol açtığını göstermiştir (Nicklas 

ve ark., 1985). Rotenon ve paraquat gibi mitokondriyal kompleks-I aktivitesini bozan 

diğer toksinler ve pestisitler, hayvanlarda ve potansiyel olarak insanlarda da 

Parkinson fenotipine ve DA hücre kaybına neden olur (Tanner ve ark., 2011). 

Mitokondriyal kompleks-I'deki kusurlar, enerji tükenmesinden dolayı DA hücre 

ölümünü yönlendirmede çok önemli olabilir (Moon ve Paek, 2015). 

Mitokondrinin PH patogenezindeki rolüne işaret eden diğer bir önemli ipucu, 

ailesel PH’a neden olduğu bilinen genlerin çoğunun, mitokondriyal homeostazda rol 

oynadığıdır. Bir örnek olarak, PINK1 ve parkin  (sırasıyla PARK2 ve PARK6) 

genlerinin her ikisi de, mitofaji (Pickrell ve Youle, 2015) olarak adlandırılan bir 

işlem olan, işlevsiz mitokondrinin çıkarılmasını düzenleyen yolun hayati bileşenleri 
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olmasıdır. Her iki gende fonksiyon kaybı mutasyonları bozulmuş mitokondriyal 

kalite kontrolüne neden olur ve otozomal resesif PH’a neden olur (Kitada ve ark., 

1998; Valente ve ark., 2001). 

Son olarak, α-sinükleinin kendi başına mitokondriyal fonksiyona müdahale ettiği 

bilinmektedir. Örneğin, α-sinüklein mitokondriyal membranla etkileşime girebilir ve 

organellerin içinde birikebilir. Bu da kompleks-I aktivitesinin zarar görmesine neden 

olur ve sonuçta mitokondriyal fonksiyon bozukluğu ve oksidatif stresin artmasına 

neden olur (Devi ve ark., 2008; Luth ve ark., 2014). Daha yeni bir çalışma 

oligomerik (ancak monomerik veya fibriller olmayan) α-sinüklein ve mitokondriyal 

reseptör TOM20 arasında bir etkileşim olduğunu bildirmiştir (Di Maio ve ark., 

2016). Bu etkileşim mitokondriyal protein ithalat makinelerinin bozulmasına, 

solunumun azalmasına ve aşırı reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretilmesine neden 

olmuştur.  

4.4.3. Kalsiyumun rolü 

Kalsiyum iyon (Ca2+) sinyali, nöronal ve glial hücrelerin bakımı için çok 

önemlidir ve SSS'nin patolojik koşulları, Ca2+ homeostazındaki bozukluklarla 

yakından ilişkilidir. Ca2+ 'nın düzensizliğinin hücresel sinyallemeyi engellediği ve hücre 

ölümüne yol açan mitokondriye zarar verdiği öne sürülmüştür (Ludtmann ve Abramov, 

2018).  

SSS'deki başlıca uyarıcı nörotransmiter olan Glutamat (Glu), zardaki spesifik 

reseptörlerle etkileşime girer ve öğrenme ve hafıza dahil olmak üzere birçok 

nörolojik fonksiyonda görev yapar. Bununla birlikte, sürekli glutamat salımı, N-

metil-D-aspartat (NMDA) reseptörlerinin kalıcı aktivasyonuna yol açarak nöronal 

eksitotoksisiteye neden olur. NMDA reseptörlerinin kalsiyumu sodyum ile birlikte 

taşımasından dolayı, kalıcı aktivasyonu hücre içi kalsiyum seviyelerini arttırır ve bu 

da kalsiyum homeostazının bozulmasına ve nekrotik hücre ölümüne yol açar 

(Nguyen ve ark., 2015). 

Kalsiyum hemostazının bozulmasının nedeni, membran potansiyeline bağlı 

mitokondriyal matrikse kalsiyum alımının bir sonucu olarak mitokondriyal gözenek 

açıklığının uyarılmasıdır (Choi ve ark., 2013). Buna göre, artan hücre içi kalsiyum ile 

birlikte eksitotoksisite, amiyotrofik lateral skleroz (ALS), Alzheimer hastalığı ve PH 
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(Lau ve Tymianski, 2010) dahil olmak üzere farklı merkezi sinir sistemi (MSS) 

hastalıklarında nörodejenerasyon ile ilgili önemli rollere sahiptir. 

Normal olarak arttırılmış sitozolik Ca2+, mitokondri ve ER tarafından 

tamponlanabilir veya Na+(Sodyum iyonu)/Ca2+ değiştiricileri (NCX) ve Ca2+ 

adenozin trifosfataz (ATPase) aracılığıyla hücre dışı boşluğa ihraç edilebilir (Lytton 

ve ark., 2002). Bununla birlikte PH'da L tipi Ca2+ kanalları kendiliğinden aktiftir, 

yüksek sitozolik Ca2+ akışına neden olur (Surmeier ve Schumacker, 2013). Ayrıca α-

sinüklein'in, hücre dışı Ca2+ geçişine izin veren plazma membran gözenekleri 

oluşturarak sitozolik Ca2+ seviyelerini arttırdığı gösterilmiştir (Zakharov ve ark., 

2007). Öte yandan, mitokondriyal Ca2+ akışının PH'da yaygın bir fenotip olup 

olmadığı bilinmemekle birlikte, mitokondriyal Ca2+ homeostazının PH patolojisinde 

merkezi bir rol oynadığı gösterilmiştir (Ludtmann ve Abramov, 2018). 

4.4.4.  Sigma 1 reseptörü (Sig-1R) 

Sigma reseptörünün başlangıçta G protein-bağlantılı opioid reseptörlerinin bir alt 

tipi olduğu öne sürülmüştür (Piao ve ark., 2003). Bununla birlikte, bir dizi daha 

sonraki deney, sigma reseptörünün nalokson ve GTP'ye (guanozin triosfat) duyarsız 

olduğunu doğrulamıştır (Piao ve ark., 2003; Wilke ve ark., 1999) reseptörünün bir alt 

türü olan sigma-1 reseptörü (Sig-1R), varlığı 1970'lerde ilk kez önerildiğinden beri 

büyük ölçüde gizemli olmasına rağmen, ligandları çeşitli durumlarda terapötik 

potansiyel göstermiştir (Piao ve ark., 2003). Hücresel düzeyde, Sig-1R'nin ana eylem 

bölgesi ER'dir (Su ve ark., 2010). Bununla birlikte, son zamanlarda, mitokondriyal 

ile ilişkili ER membranı (MAM) olarak adlandırılan ER zarının özel bir alt 

bileşeninde oldukça zengin olduğu gösterilmiştir (Hayashi ve Su, 2005). Sig-1R 

ligandları, iyon kanalı aktivitesi, nöronal ateşleme, nöronal farklılaşma, kanser 

büyümesi ve hücre ölümü / apoptozis gibi hücresel fonksiyonları ve ayrıca madde 

bağımlılığı (örn. kokain ve metamfetamin kötüye kullanımı), depresyon, şizofreni, 

amyotrofik lateral skleroz ve Alzheimer hastalığı gibi nörolojik ve nöropsikiyatrik 

bozukluklar ile ilgili davranışları modüle eder (Maurice ve Goguadze, 2017; 

Mavlyutov ve ark., 2010; Mavlyutov ve ark., 2013; Su ve ark., 2010). Sig-1R 

ligandlarının benzersizliği, etki tarzlarındadır. Deney hayvanlarında, yalnızca 

patolojik koşullar altında, özellikle ER veya mitokondriyal stres altında terapötik bir 
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etki gösterirler ve normal naif hayvanlarda etkisi yoktur (Hayashi ve Su, 2007; 

Hayashi ve Su, 2004; Maurice ve Goguadze, 2017; Nguyen ve ark., 2017). Genel 

olarak fizyolojik veya davranışsal işlevleri normalleştirmek için hareket ederler 

(Hayashi ve Su, 2004). Sig-1R ligandlarının benzersiz "normalleştirici" etkisi, Sig-

1R’nin stres proteini olma ve moleküler şaperon gibi özelliklerine kısmen katkı 

sağlayabilir. 

4.4.4.1.  Sigma 1 reseptörünün yapısı 

Son çalışmalar Sig-1R'nin ER membranında oligomerler (örneğin trimerler) 

oluşturduğunu ve bir Sig-1R ligand bağlama cebi yarattığını belirlemiştir (Schmidt 

ve ark., 2016; Su ve Hayashi, 2003). Kristallografik bir çalışma, Sig-1R'nin, 

proteinin ortasında tek bir transmembran domainine sahip olduğunu gösterdi, ancak 

diğer çalışmalar, iki transmembran domaini olan modeller önermiştir (Ortega-Roldan 

ve ark., 2015; Penke ve ark., 2018; Schmidt ve ark., 2016). Her ne kadar 

kristalografik çalışma sitoplazmik ortamda lokalize olan C-terminalini önermesine 

rağmen, biyolojik ve fizyolojik olarak ilgili membranları kullanan son bir çalışma 

Sig-1R'nin C-terminalini içeren uzun bir ER lümenal domainine sahip olduğunu 

açıkça göstermiştir (Mavlyutov ve ark., 2017; Schmidt ve ark., 2016) askorbat 

peroksidaz 2 (yani APEX2) ekli Sig-1R'yi ND7/23 hücrelerinde (fare nöroblastoma 

hücre hattı) veya dorsal kök ganglion nöronlarında ifade ederek, göstermiştir ki 1) 

Sig-1R'nin N-terminali, sitozole, C-terminali ER lümene; 2) transmembran alanı, 1-

80 arasındaki amino asitler arasında bulunur. C-terminal hidrofobik alanı 

oligomerlerin oluşumunda rol oynuyor gibi görünmektedir (Schmidt ve ark., 2016). 

Boyut eleme kromatografisi, Sig-1R ligandlarının Sig-1R oligomerizasyonunda 

değişikliklere aracılık ettiğini gösterdi (Gromek ve ark., 2014). Bu arada, FRET 

(Floresans rezonans enerji transferi) çalışmaları ayrıca Sig-1R agonistlerinin ve 

antagonistlerinin sırasıyla oligomer ayrışması ve stabilizasyonuna neden olduğu 

yönündeki önceki bulguyu da desteklemektedir (Mishra ve ark., 2015; Yano ve ark., 

2018). 

4.4.4.2.  Sigma 1 reseptörünün nöron korunum etkisi 

4.4.4.2.1. ER ve mitokondriyal fonksiyonun modülasyonu 
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Bir şaperone olarak Sig-1R, UPR'yi modüle eder. Normal koşullar altında Sig-1R, 

başka bir ER-chaperone BiP (immunoglobin bağlayıcı protein) ile bir kompleks 

oluşturan MAM'da hareketsiz durumdadır (Hayashi ve Su, 2010). ER stresi veya 

ligand stimülasyonundan sonra Sig-1R, BiP'den ayrışır ve UPR'nin 3 ana dalının 

aktivitesini modüle eder (PERK, IRE1a, ATF6). ER stresi ayrıca Sig-1R 

ekspresyonunun düzenlenmesi ile de ilişkilidir. 

Sig-1R aşırı ekspresyonu, muhtemelen doğrudan protein-protein etkileşimi ile 

PERK ve ATF6'nın aktivasyonunu azaltarak hücre sağkalımını arttırır. Sig-1R'nin 

düşük aktivitesi, IRE1a'nın konformasyonunu bozar ve hücre sağkalımını azaltır 

(Mori ve ark., 2013). 

Sig-1R ligandları, örneğin mitokondriyal fonksiyonu iyileştirir, örn. agonist N-

benzyl-N'-(2-hydroxy-3,4-dimethoxybenzyl) piperazine (BHDP) sıçan karaciğer 

hücrelerini korumuştur. Bir başka agonist olan SA4503 (1-(3,4-Dimethoxyphenethyl) 

-4-(3-phenylpropyl) piperazine dihydrochloride), kardiyomiyositleri iskemik strese 

karşı korumuştur. Sig-1R agonistleri mitokondriyal solunum ve adenozin trifosfat 

(ATP) sentezini korudu (Francardo ve ark., 2014; Karch ve Goate, 2015). ER-stres 

altında Sig-1R, BiP kompleksinden ayrışır, daha sonra doğrudan IP3R3 (inozitol 1, 4, 

5-trifosfat reseptör 3) ile etkileşime girer ve yapısını stabilize eder. IP3R3 sırayla 

Ca2+ alımını ve hücre sağkalımını arttırır (Hayashi ve Su, 2007). 

Sig-1R, mitokondriyi hedef alan pro- ve anti-apoptotik sinyalleri de 

düzenleyebilir: reseptör aktivasyonu, Bcl-2 ifadesini arttırır, yüksek Bcl-2 seviyesi, 

IP3R (inozitol 1, 4, 5-trifosfat reseptör) ile etkileşime girerek, IP3R aracılı 

mitokondriyal Ca2+ alımını ve ATP üretimini arttırır (Rizzuto ve ark., 2009; Yang ve 

ark., 2007). 

4.4.4.2.2. ROS üretiminin zayıflatılması 

Sig-1R knockout veya knockdown farelerin dokularında oksidatif hasarda artış 

olduğu gösterilmiştir (Pal ve ark., 2012). Sig-1R'nin aktivasyonu, muhtemelen ROS-

nötrleştirici proteinlerin modülasyonu, antioksidan tepki elementlerinin (NAD(P): 

kinin oksidoredüktaz 1 (NQO1), süperoksit dismutaz (Wegleiter ve ark., 2014) 

düzenlenmesi yoluyla ROS birikimini azaltır. 
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4.4.4.2.3. Ca2 + -homeostazı ve glutamat aktivitesi 

Sig-1R'lerin aktivasyonu, glutamatın (Glu) eksitotoksik etkisini azaltabilir. Aşırı 

Glu etkileri iskemik inme ve travma gibi akut olaylar sırasında veya daha hafif 

olabilir, ancak AD, PD, HD ve ALS gibi kronik NDD'lerde uzayabilir (Rousseaux ve 

Greene, 2016).  

Hücre içi Ca2+ homeostazının düzenlenmesi, Sig-1R ligandlarının 

nöroptoteksiyon gerçekleştirdiği ana mekanizmalardan biridir. (+)- Pentazosin, 

primer sıçan kortikal nöronlarında toksik glutamat konsantrasyonunda Ca2+-akışını 

modüle eder (Klette ve ark., 1995). Sig-1R agonistleri, Na-azid - glukoz yoksunluğu 

iskemisi modelinde hücre içi Ca2+ yükselmesini hafifletir (Katnik ve ark., 2006). Sig-

1R, IP3R3 reseptörlerinin stabilizasyonu yoluyla mitokondri içine Ca2+ girişini teşvik 

ederek ER Ca2+ konsantrasyonlarının normalleştirilmesiyle hücre sağkalımına katılır 

(Hayashi ve Su, 2007). Sig-1R'lerin belirli şartlar altında aktivasyonu, eksitotoksik 

hasarın başlıca aracıları olan NMDA reseptörlerini inhibe eder (Hazell, 2007; Zhang 

ve ark., 2011). 

4.4.4.2.4. Glial aktivitenin modülasyonu 

Sig-1R ligandları, inme ve ALS'nin kemirgen modellerinde reaktif astrogliyozu 

iyileştirebilir (Ajmo ve ark., 2006; Peviani ve ark., 2014). Benzer şekilde, Sig-1R 

ligandları, PH ve ALS hayvan modellerinde mikroglial aktiviteyi modüle ederek, 

hem M1 hem de M2 tipi mikroglial cevapları etkiler (Francardo ve ark., 2014; Katnik 

ve ark., 2006; Peviani ve ark., 2014). Sig-1R, enflamatuar ve onarıcı mikroglial 

tepkileri dengeleyerek nöroprotektif ve nöro-onarım etkilere neden olur: ALS model 

bir hayvanın PRE-084 (2-(4-Morpholinethyl) 1-phenylcyclohexanecarboxylate 

hydrochloride) ile tedavi edilmesi, nöronal onarım ile ilişkili glial hücre sayısını 

arttırdı (Peviani ve ark., 2014). 

4.4.5. Voltaj bağımlı anyon kanal proteini (VDAC) 

Son yıllarda yapılan araştırmalar, mitokondrinin hücresel enerji üretiminin çok 

ötesindeki işlevleri olduğu görüşünü geliştirmiştir. Mitokondrinin hücre sinyal 

olaylarında, organlar arası iletişim, yaşlanma, hücre çoğalması, hastalıklar ve hücre 

ölümünde çok önemli bir rol oynadığı kabul edilmektedir. Bu nedenle mitokondri, 
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apoptozun (programlanmış hücre ölümü) düzenlenmesinde merkezi bir rol oynar ve 

hücre yaşamına veya ölüme yol açan hücresel kararların mekanı olarak hizmet eder. 

Hücre yaşamını ve ölümünü kontrol eden mitokondrial proteinlerden biri, 

mitokondriyal porin olarak da bilinen voltaj bağımlı anyon kanalıdır (VDAC). 

Mitokondriyal dış zarda bulunan VDAC, mitokondriyal metabolitlerin giriş ve 

çıkışında kapı bekçisi olarak işlev görür, böylece mitokondri ile hücrenin geri kalanı 

arasındaki etkileşimi kontrol eder. VDAC ayrıca mitokondri aracılı apoptozda 

anahtar bir oyuncudur. Dolayısıyla, mitokondrinin metabolik ve enerjik 

fonksiyonlarını düzenlemenin yanı sıra, VDAC’ın, çeşitli ligandlar ve proteinlerle 

birleşmesinin aracılık ettiği çeşitli hücre sağkalımı ve hücre ölümü sinyallerinde  

etkili olduğu düşünülmektedir (Shoshan-Barmatz ve ark., 2010).  

4.5. Parkinson Hastalığında Enflamasyonun Rolü 

4.5.1.  NF-κB ve NF-κB aktive eden protein (NKAP) 

NF-κB (Nüklear faktör kappa B), enflamatuar yanıtlar ve antiapoptotik 

etkileriyle çok sayıda genin ekspresyonunu düzenleyen, birçok yolakta tanımlanmış 

bir transkripsiyon faktörüdür. NF-κB'nin regülasyonunun bozulması, romatoid artrit 

ve kanser gibi çok çeşitli hastalıkların patogenezinde rol oynar. NF-κB, tümör nekroz 

faktörü (TNF), interlökin-1 (IL-1) ve lipopolisakkarid (LPS) gibi farklı uyarıcılar ile 

aktive edilir. NF-κB aktive eden protein (NKAP) TNF-α ve IL-1 ile indüklenen NF-

κB aktivasyonunda son yıllarda tanımlanmış nükleer bir regülatör proteindir. NKAP 

ekspresyonun baskılanmasının TNF-α IL1 ile indüklenen NF-κB aktivasyonunu 

inhibe ettiği gösterilmiştir (Chen ve ark., 2003).  

Başlangıçta Chen ve ark (2003) tarafından NF-κB aktivasyonunun düzenleyicisi 

olarak tanımlanan NKAP, çeşitli hücresel fonksiyonlara sahiptir. NKAP'ın PTEN 

veya hücresel metabolizma veya kanserin düzenlenmesi ile bağlantılı olduğu 

bilinmemektedir. NKAP’ın, PDHK1 (Piruvat dehidrogenaz kinaz 1) ifadesini 

düzenleyen NFkB'yi aktive etme kabiliyeti göz önüne alındığında fosfo-proteomik 

verilerden kaynaklanan PTEN efektör adayı olarak NKAP'a öncelik verilmiştir. 
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PH'a neden olan hastalık mekanizmaları iyi anlaşılmamasına rağmen, son 

yıllardaki çalışmalar bu hastalıktaki nigrostriatal dejenerasyonda inflamasyonun 

rolünü kuvvetle desteklemektedir (Dauer ve Przedborski, 2003). Bu çalışmalardan 

bazılarında nonsteroidal antiinflamatuar ilaçlara erken müdahalenin hastalık 

insidansını yavaşlattığı gösterilmiştir. Ayrıca, önemli mikroglial aktivasyonun hasar 

görmüş veya ölmekte olan dopaminerjik nöronlara yakın bölgelerde gerçekleştiği 

gösterilmiştir (Ghosh ve ark., 2007). 

Proinflamatuar moleküllerin promotör bölgeleri, NF-κB için DNA bağlanma 

bölgesini içerir. Ayrıca, NF-κB aktivasyonunun inhibisyonu, proinflamatuar 

moleküllerin indüksiyonunu azaltır. Bu sonuçlar, NF-κB'nin inflamasyonun önemli 

bir düzenleyicisi olduğunu göstermektedir. NF-κB regülasyonunun Parkinson 

hastalığında da önemli olduğu düşünülmektedir. Mikroglial hücrelerin aracılık ettiği 

kronik inflamasyon, beyinde dopamin üreten nöronların ölümüne katkıda bulunan 

temel süreçtir. Bu mikroglial hücreler tarafından enflamatuar ürünlerin üretimi, 

PH’de gelişen yavaş ve yıkıcı süreci karakterize eder. NF-κB, inflamasyonda kritik 

200'den fazla genin ekspresyonunu ve mikroglial hücre içindeki immün tepkisini 

kontrol eden bir proteindir ve NF-κB'nin ekspresyonunu inhibe etmeyi amaçlayan 

tedavilerin, PH’nin ilerlemesinin yavaşlatılmasında başarılı olacağına inanılmaktadır 

(Hayden ve Ghosh, 2008).  

4.5.2. Tümör nekroz faktörü 

İlk olarak yağ dokuda makrofajlardan elde edildiği tanımlanan TNF-α, immün 

işleyişi düzenleyen çok fonksiyonlu bir sitokindir. Tnf-α işlevlerini Tip 1 ve Tip 2 

TNF-α reseptörleri üzerinden gösteren 26 kDa ağırlığında bir serum proteinidir. En 

önemli üretim yerleri; T lenfositler, uyarılmış makrofajlar ve doğal öldürücü (natural 

killer) hücrelerdir. Az miktarda ise düz kas hücreleri, bağ dokusu hücreleri ve kanser 

hücrelerinde üretilirler (Naylor ve ark., 1993).  

TNF-α salgı proteini olmasının yanı sıra transmembran proteini olarak da üretilir 

ve homotrimerik yapıya sahiptir (Li ve ark., 2000). TNF-α kompleks işlevleri olan 

bir sitokindir. TNF-α’nın bölgesel salınımı akut hastalık durumlarında vücut için 

yararlıdır. Bu faydasını vasküler endotel tabakasındaki adhezyon proteinlerinin 
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yapımını artırarak, nötrofil ve makrofajlar başta olmak üzere bağışıklık hücrelerinin 

enfekte olmuş veya doku tahribatına uğramış bölgeye göçünü sağlayarak gösterir. 

 Ayrıca TNF-α fagositleri uyararak onların patojenleri ve yıkım sonrası oluşan 

hücre parçalarını yok etmelerine aracı olur. Bunların yanı sıra yüksek 

konsantrasyonda TNF-α’ya uzun süre boyunca maruz kalmanın sonucunda ciddi 

hasarlar oluşabilir. Yüksek TNF-α miktarının toksik şok ve travma hastalarında 

metabolizmahasarıile ilişkili olduğu saptanmıştır (Li ve ark., 2000). 

TNF-α, reseptörleri ile bağlantı kurduğunda iki farklı sinyal iletim 

mekanizmasını uyarılabilir: Birincisi NF-κB (Nükleer Faktör Kappa B) 

aktivasyonudur. NF-κB hücre çoğalması, hücre canlılığı, bağışıklık sistemi, apoptoz 

ve farklı proteinlerin transkripsiyonel düzenlenmesinde görev alan bir transkripsiyon 

faktörüdür. NF-κB hematopoietik hücrelerin ya da solid tümörlerin gelişmesinde 

görev alır. Sağlıklı hücrelerde NF-κB aktif değildir. Kanser hücrelerinde NF-κB'nın 

inhibe edilmesinin hücre döngüsünü durdurduğu ve hücreyi apoptoza götürdüğü 

saptanmıştır. TNF etkisi ile NF-κB’nın inhibitörünün yıkımı sağlanarak, NF-ΚB 

aktivasyonu gerçekleştirilir (Bharti ve Aggarwal, 2002).  

4.5.3. Toll benzeri reseptör 4a 

Toll benzeri reseptörler (TLR'ler) ilk olarak Drosophila'daki protein içeriğinde 

tanımlanmıştır. Daha sonra, mikrobiyal enfeksiyona karşı doğal bağışıklığın 

sağlanmasındaki önemi kabul edildi ve TLR4, TLR ailesinde ilk tanımlanmış memeli 

homoloğudur. Kazanılmış immünitenin aksine, doğal immünite, patojenik istilaya 

karşı ilk savunma hattıdır. TLR üyeleri çoğunlukla astrositler ve nöronlardan ziyade 

mikrogliada ifade edilir. TLR4, sıklıkla mikrogliada ifade edilmesine rağmen, 

bakteriyel LPS'ye cevap olarak astrositler ve nöronlarda da üretilir (Li ve ark., 2000; 

Wright, 1999). 

Enflamatuar belirteçler üzerine yapılan çalışmalarda, TLR'lerin yaşlanma ile 

ilgili nörodejeneratif hastalıklarda yer aldığını göstermiştir. Nöronal fonksiyon 

bozukluğu durumunda, farklı proinflamatuar sitokinler ve kemokinler, ayrıca çeşitli 

reaktif oksijen türlerini açığa çıkaracak şekilde bazı hücre içi sinyal kaskadını 



27 
 

başlatırlar. Nöronlara ek olarak, mikroglia ve astrositler de bu sinyal kaskadından 

etkilenir. Bu süreç, hücrenin hayatta kalması için faydalı, etkisiz veya zararlı olabilir. 

TLR'ler, her ikisi de nöroenflamasyondan sorumlu olan ve farklı yaşa bağlı nörolojik 

koşulların patogenezi ile bağlantılı olan NF-B ve pro-IL-1β'yi (pro-interlökin 1β) 

aktive etmek için aşağı akış yolunu aktive eder.  

TLR4 ayrıca farklı hayvan modellerinde beyinde TNF-α, IL-1β ve interlökin-6 

(IL-6) üretimi gibi enflamatuar sitokinlerin uyarılmasının yanı sıra, NF-κB'nin glial 

hücre ekspresyonu ve aktivasyonunda da önemli bir rol oynar. Hem TLR2 hem de 4 

sinyali, glial hücrelerin ve diğer enflamatuar sitokinlerin aktivasyonunda rol oynar ve 

beyindeki enflamasyonda etkilidir (Teng ve ark., 2009). 

4.5.4. Interlökin 21 

İnterlökin-21 (IL-21), esas olarak T hücreleri ve doğal öldürücü T (NKT) 

hücreleri tarafından üretilen pleiotropik bir tip I sitokindir. Bu sitokin, CD4+ ve CD8+ 

yardımcıT hücreleri, B hücreleri, makrofajlar, monositler ve dendritik hücreler 

(DC'ler) dahil, ancak bunlarla sınırlı olmamak üzere çok çeşitli hücre tipleri üzerinde 

farklı etkilere sahiptir. 

IL-21 stimülasyonu, immün yanıtların indüklenmesine veya baskılanmasına 

neden olabilir, bu nedenle IL-21 ile ilişkili immünoterapötik ajanların klinik 

kullanımı sırasında IL-21'in hem uyarıcı hem de bastırıcı etkilerinin göz önünde 

bulundurulması gerekir. IL-21'in biyolojik etkileri ayrıca mikro-ortamdaki diğer 

sitokinlerin veya sinyal moleküllerinin varlığından da etkilenir. 

4.6. Fluvoksamin  

Ticari isim olan Lovox olarak bilinen Fluvoxamine, seçici bir seratonin (5-HT) 

geri alım inhibitörüdür (SSRI) (Coleman ve Block, 1982; Hashimoto ve ark., 2007) 

(Şekil 1). Bir antidepresan olarak, fluvoksamin, şizofreni ve majör depresif bozukluk 

gibi nöropsikiyatrik bozuklukların tedavisinde yaygın olarak kullanılır (Dalle ve ark., 

2016; Dalle ve Mabandla, 2018; Niitsu ve ark., 2012).  
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Şekil 1. Fluvoksamin'in yapısı 

 

Ek olarak, bu ilaç, hücre fonksiyonunun düzenlenmesi ve hayatta kalma, 

nörotransmiter salınımı, kalsiyum sinyallemesi, iltihaplanma, endoplazmik stres, 

mitokondrial stres, sinaptogenez de dahil olmak üzere birçok sinir mekanizmasında 

yer alan sigma-1 reseptöründe (Sig-1R) (Hashimoto ve ark., 2007) agonist aktivite 

sunar (Hall ve ark., 2009; Maurice ve Su, 2009; Nguyen ve ark., 2017; Su ve ark., 

2010; Urani ve ark., 2002). Sig-1R, özellikle mitokondriye bağlı ER membranlarında 

bulunan ve beynin hücresel farklılaşması, nöroplastisitesi, nöron korunumu ve 

beynin kognitif çalışması ile ilişkili olduğu düşünülen ligand-düzenlenmiş (ligand-

regulated) endoplazmik retikulum şaperondur (Hayashi ve Su, 2007; Marrazzo ve 

ark., 2005; Maurice ve Goguadze, 2017; Takebayashi ve ark., 2004). Fluvoxamin'in 

nöronları korumak için hem motor hem de motor olmayan komplikasyonlarda etkili 

olabileceği düşünülmektedir. Fluvoxamine, nörotransmiter serotonini bağlayan ve 

inhibitör nörotransmisyona aracılık eden 5-HT1A reseptörü ile L-DOPA'nın (L-3,4-

dihidroksifenilalanin) neden olduğu motor karmaşıklıklarını koruyabilir (Ichimaru ve 

ark., 1995). Ayrıca, 6-OHDA (L-dihidroksifenilalanin) ile indüklenmeden önce 

fluvoksamin ile muamele edilmesinin, anksiyete benzeri davranış sergileyen bir 

Parkinson sıçan modelinde dejenerasyonu sağlayan DA nöronlarında hassasiyetin 

azaldığı ve Parkinsonian non-motor problemleri hedefleyerek DA nöronlarının 

korunabileceği gösterilmiştir (Dalle ve ark., 2016). 

Fluvoxamine ayrıca nöronlar üzerinde antiinflamatuar ve antioksidan etkilere 

sahiptir (Dalle ve ark., 2017). Maternal olarak ayrılmış sıçanlar ile çalışılmış bir 

çalışmada, flüvoksamin maruziyeti sonrası stresli sıçanın prefrontal korteksindeki 

lipid preoksidasyon seviyelerinin azaldığı, antidepresanlar üzerine yapılan diğer 
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çalışmalarda stresli hayvanlarda oksidatif stresi azalttığını göstermesi çalışmalarıyla 

tutarlıdır (Dalle ve ark., 2017). 

4.7. Rifampisin 

Rifampisin, geniş spektrumlu bir antibiyotiktir ve Nocardia mediterranei'nin 

fermantasyon ürünlerine aittir (Acocella, 1978; Chao ve ark., 1996; McGeer ve 

McGeer, 2013; Mindermann ve ark., 1993; Yulug ve ark., 2014). Rifampisin, esasen 

ilacın beyin parankimine BBB boyunca taşınmasından sorumlu olan bir lipofilik 

alifatik ansa zinciri (Tomiyama ve ark., 1996) (Şekil 1) tarafından yayılan bir nafto-

hidrokinon kromoforundan oluşur (Acocella, 1978; Mindermann ve ark., 1993). 

 

 

Şekil 2. Ansa köprüsü ve naftol halkasını içeren rifampisinin yapısal formülü 

(Campbell ve ark., 2001) 

 

Rifampisin, uygulamadan 1-4 saat sonra maksimum serum konsantrasyonuna 

ulaşır ve plazma yarı süresi 2-5 saattir (Acocella, 1978; Mindermann ve ark., 

1993).Geleneksel anti-enfeksiyöz etkisinin ötesinde, rifampisin ayrıca çeşitli 

deneysel çalışmalarda önemli nöroprotektif etki de sergiler. Rifampisinin 
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nöroprotektif etkisi, Parkinson hastalığı ve multisistemik atrofi dahil olmak üzere 

çeşitli nörodejeneratif hastalıklarda gösterilmiştir. Altta yatan etki mekanizması, 

artmış dopaminerjik hücre sağkalımı, azalmış alfa sinüklein toksisitesi ve kritik 

sitoprotektif şaperon ve anti-apoptotik proteinlerin (yani, glikoz düzenleyici protein 

78 ve Bcl-2) modülasyonu yoluyla mitokondriyal ve endoplazmik retiküler stresin 

stabilizasyonu ile ilişkili olan MPP+ (1-metil-4-fenilpiridiniyum) kaynaklı apoptozu 

içerir (Bi ve ark., 2011; Li ve ark., 2004; Li ve ark., 2014; Lin ve ark., 2017; Low ve 

ark., 2014; Ubhi ve ark., 2008). Ayrıca, rifampisinin serbest radikal hasarını 

hafifletebileceğini ve nihayetinde önemli nöroprotektif etkiyle sonuçlanan 

nöroinflamatasyonu azaltabildiğini gösteren hızla yinelenen kanıtlar vardır (Kilic ve 

ark., 2004). Örneğin, son zamanlarda yapılan bir çalışma, rifampisinin, Parkinson 

hastalığında rifampisinin potansiyel anti-enflamatuar rolünü destekleyebilen nükleer 

faktör-kappa B'yi baskılayarak, toll benzeri reseptör 2'yi (TLR2) ve mitojenle aktive 

olan protein kinazları (MAPK) azaltabileceğini göstermiştir (Bi ve ark., 2013; Bi ve 

ark., 2011; Kim ve ark., 2009). 

Rifampisin, Mycobacterium tuberculosis ve diğer mikobakteriyel enfeksiyonlara 

karşı yaygın olarak kullanılan bir makrosiklik antibiyotiktir [8]. Çeşitli hastalık 

modellerinde nöroprotektif etkilere yol açtığı bildirilmiştir (Cummings, 2004; Estus 

ve ark., 1997; Hardy ve Higgins, 1992; Philipson ve ark., 2010). Epidemiyolojik 

çalışmalar, rifampisin kullanan leprozili hastaların, demans insidansının anlamlı 

derecede düşük olduğunu ve rifampisin olmayanlara kıyasla amiloid-beta birikiminin 

azaldığını göstermiştir (Estus ve ark., 1997; Hardy ve Higgins, 1992). Kilic ve 

arkadaşları (Kilic ve ark., 2004) rifampisinin, MPP+ zehirlenmesinden sonra 

dopaminerjik nöronlarda sağkalımların kontrol kültürlerine kıyasla anlamlı şekilde 

arttırdığını bulmuşlardır. Rifampisin kan-beyin bariyerinden geçebilir, bu nedenle 

periferik uygulama terapötik etkiler oluşturmak için yeterlidir. In vivo çalışmalar, 

rifampisinin, fare beyinlerinin nigrostriatal dopamin nöronlarında MPTP ile 

indüklenen nörodejenerasyonu azalttığını göstermiştir (White ve ark., 2005). 

4.8. Zebra Balıklarında Rotenon ile Oluşturulan Parkinson Hastalığı Modeli 

Rotanoidler ailesinden bir kimyasal olan Rotenon, deneysel PH modellerini 

uyarmak için en çok kullanılan kimyasallardan biridir. Rotanoitler, çeşitli bitkilerin 
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gövdelerinde, tohumlarında ve köklerinde kendiliğinden oluşan doğal sitotoksik 

kimyasallardır (Bové ve ark., 2005; Xiong ve ark., 2012). Rotenon su ve toprakta 

kolayca bozulur, ortamda yarılanma ömrü 1-3 gündür. PH oluşum olasılığı rotenona 

maruz kalma ile çok düşüktür. Rotenon, insanlar tarafından yalnızca oral yoldan 

kullanıldığında PH'ye neden olabilir. Rotenon bağırsaklardan tamamen emilmesine 

rağmen, karaciğer tarafından yavaşça metabolize edilir (Bové ve ark., 2005). 

Rotenonun lipofilik yapısı, kan beyin bariyerini kolayca geçmesini ve 

organellerde birikmesini sağlar. Hücrede mitokondriyel kompleks I’i ve proteosomal 

aktiviteyi inhibe eder ve ROS oluşumuna neden olur (Hisahara ve Shimohama, 

2010). MPTP'den farklı olarak, rotenon, a-syn fibrillerinin oluşumunu indükler 

(Xiong ve ark., 2012). Yüksek doz rotenona maruz kalan fertilizasyondan sonra 24 

saatte embriyo fenotiplerinde bozulmalar bildirilmiştir. Maruziyetin dördüncü 

gününden sonra, larva ölümüne neden olan etkiler çok şiddetli hale geldi (Bretaud ve 

ark., 2004). Rotenon, a-syn birikimine neden olur ve yakın zamanda yapılan 

çalışmalar PARKIN ve PINK1 geninin silinmesini, DJ-1 geninin susturulmasının ve 

a-syn'in aşırı ekspresyonunun, rotenon kaynaklı toksisiteyi arttırdığını göstermiştir 

(Franco ve ark., 2010). 

Rotenon maruz kalan yetişkin zebra balıklarında, azalmış motor fonksiyon ve 

dopamin seviyesi ve bozulmuş olfaktör fonksiyon gösterilmiştir (Wang ve ark., 

2017). Zebra balığı embriyoları rotenona maruz kaldığında, ventral diensefalonda 

azalmış dopamin miktarı ve diensefalonda artan oksidatif hasar belirteçleri ve 

apoptotik aktivite bildirilmiştir. 
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

5.1 Zebra Balıkları Bakım ve Beslenme Prosedürü 

Marmara Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından onaylanan 

çalışmamızda Boğaziçi Üniversitesi’nden temin edilen ve ZEBTEC akvaryum 

sisteminde barındırılan yetişkin yabani tip AB suşu zebra balıkları deneylerimizde 

kullanılmıştır. Zebra balıkları bilgisayar kontrollü ZEBTEC akvaryumda 

barındırılmıştır (Resim 1). Günde 14 saat gün ışığına, 10 saat karanlık olacak şekilde 

aydınlatma sistemi kurularak sirkadiyen ritimleri oluşturulmuştur. Sıcaklık ve nem 

sırasıyla 28 ± 1 oC ve %61 olarak ayarlanmış ve otomasyon sitemle sabit tutulmuştur. 

Sistemin suyunun pH’sı 6,9-7,2 arası ayarlanmış ve sabit tutulmuştur. Fiziksel ve UV 

sistemlerini içeren filtrasyon sistemi ile balıkların ortam temizliği sağlanmıştır. 

Günde iki kez kuru yem ve bir kez de canlı yem ile toplam üç kez beslenmişlerdir.  

 

Resim 1. ZEBTEC Mini Akvaryum sistemi 
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5.2. Kullanılan Cihazlar 

Deneylerde kullanılan cihazlar Tablo 1’de verilmiştir. 

Vortex V-1 PLUS, Biosan 

Santrifüj Sigma 1-16K, Sigma 

Spektrofotometre Shimadzu UV-120-02 

RT-PCR Rotor Gene-Q, Qiagen 

DNA-RNA izolasyon cihazı QIAcube, Qiagen 

Homojenizatör Tissuelyser LT, Qiagen 

Buzdolabı İndesit TAA 12 V 

Akvaryum Zebtec mini sistem 

pH metre Hanna HI 2211 

Magnetik karıştırıcı Witeg Wisd Hotplate Stirrer MSH 

Hassas terazi Shimadzu ATX224 

Otomatik pipetler Rainin 

SDS-PAGE Jel Sistemi Mini-Protean Electrophoresis System, BioRad 

Blotlama Sistemi Trans-Blot Turbo Transfer System, BioRad 

Jel Görüntüleme Sistemi ChemiDoc XRS+, BioRAD 

 

 

5.3. Kullanılan Kimyasallar 

Çalışmamızda kullandığımız maddeler analitik saflıktadır. Sigma, Merck, Fisher 

Bioreagents, Acros, Biovision, TRC Canada ve Bio-Optica firmalarından tedarik 

edilmiş ve kullanılmıştır (Tablo 2). 

Tablo 1. Deneylerde kullanılan kimyasallar 

Süt Tozu LabScientific, M-0841 

TEMED Fisher Scientific, BP150-100 

Amonyum Persülfat Fisher Scientific, BP179-100 

M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent Thermo Scientific, 78505 

β-merkaptoetanol Sigma A., M6250 

Glycine Sigma A., 50046 

Tris-Base Sigma A., 10708976001 

Sodyum Chloride Sigma A.,S7653 

Tween-20 Sigma A., P9416 

SDS Sigma A., 71725 

RNA İzolasyon Kiti Qiagen, 74104 

cDNA Sentez Kiti Qiagen, 330404 
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Tablo 2. Deneylerde kullanılan kimyasallar (devam) 

Anti-Sigma-1R Antikoru Abcam, ab151288 

Anti-PARK7/DJ1 Antikoru Abcam, ab11251 

Goat Anti-Mouse IgG H&L (HRP) Abcam, ab6789 

NKAP Polyclonal Antibody  Thermo Scientific, PA5-70748 

Mitokondri İzolasyon Kiti Thermo Scientific, 89801 

Clarity™ Western ECL Substrate BioRad, 1705060 

TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylam ide Kit, 10% BioRad, 1610183 

Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini Nitrocellulose Transfer Kit BioRad, 1704270 

Sam ple Buffer, Laemm li 2× Concentrate Sigma A., S3401 

iBright™ Prestained Protein Ladder Thermo Scientific, LC5615 

Rabbit polyclonal, antiserum 1, N-terminal Peptide Synaptic Systems 128 002 

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) Abcam, ab6721 

Rotenon Sigma A., 45656 

Fosfat Tampon Tuzu Tablet (PBS) Sigma A., P4417 

Rifampisin Sigma A., R3501 

Fluvoksamin Maleate Sigma A.,  F2802 

Tricaine Sigma A., A5040 

 

5.4. Maruziyet Uygulanması  

Yetişkin Zebra balıklarında maruziyet grupları; 

✓ Kontrol (K) 

✓ Rotenon (2 mg/kg)  

✓ Rotenon (2 mg/kg) +Rifampisin (20 mg/kg) 

✓ Rotenon (2 mg/kg) +Fluvoksamin (20 mg/kg) 

Maruziyet gruplarındaki balıklar sistem suyu bulunan tanklarda her grupta 20 

hayvan olacak şekilde barındırılmıştır. Tanklarda akvaryumlarında yaşadıkları ortamı 

oluşturmak için sistem suyu kullanılmış ve gerekli oksijen pompaları bağlanmıştır. 

Rotenon ve rifampisin kimyasalları sıvı yağ (Yudum marka) içerisinde, 

fluvoksamin ise distile suda çözünmüştür. Kimyasallar hayvanlara karın içi 

enjeksiyon ile verilmiştir (Resim 2). Enjeksiyon öncesi 4mg/ml Tricaine solüsyonu 

içerisinde anestezi yapılmıştır. Hayvanların enjeksiyondan minimum oranda 

etkilenmeleri için insülin enjektörü kullanılmıştır.  
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Haftada iki kez olmak üzere su değişimi yapılmış ve iki günde bir su içindeki 

atık maddeler pipet ile toplanarak temizlenmiştir. Maruziyet süresi 3 hafta olarak 

uygulanmıştır. Kontrol grupları ise 2 hafta boyunca herhangi bir maruziyete 

bırakılmaksızın sistem suyunda tutulmuştur. 

 

Resim 2. Zebra balıklarında karın içi enjeksiyon 

 

5.5. Lokomotor Aktivite Testi  (Bretaud ve ark., 2004) 

Maruziyet sonrasında her gruptaki balıklara hareketliliklerinde değişiklik olup 

olmadığını belirlemek için lokomotor aktivite testi uygulanmıştı. Bu amaçla 

boyutları (25 cm x 9 cm x 6,25 cm) ve hacmi (1,5 L) olan tank kullanılmıştır. Bu 

tankın alt kısmına görülebilecek şekilde eşit uzaklıkta (6,25 cm) dik çizgiler çizilerek 

5 dk boyunca Zebra balıklarının hareketleri izlenmiştir ve geçtikleri çizgiler 

sayılmıştır (Resim 3). Zebra balıkları izleme tankına alındıklarında sakinleşmesi için 

bir süre beklendikten sonra süre başlatılmıştır.  
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Resim 3. Lokomotor aktivite testi 

 

5.6. Gen İfadesi Analizi (RT-PCR) 

Maruziyet sonrası gen ifadeleri analizi için çıkarılan beyin dokuları (her gruptan 

5 adet) RLT Lizis tamponu içinde homojenize edilmiştir (Tissue lyser, Qiagen). Bu 

homojenatlardan mRNA (mesajcı ribonükleik asit) elde edilerek tamamlayıcı DNA 

(cDNA) sentezi yapılmış ve daha sonrasında gamma sinüklein, sigma-1, vdac, nkap, 

pink1, dj-1, lrrk2 ve beta aktin 1 (actb1) ifade düzeyleri RT SYBR Green kiti 

(Qiagene, Almanya) kullanılarak Rotor Gene-Q (Qiagene, Almanya) ile analiz 

edilmiştir (Tablo 3). 

Tablo 2. Gen ekspresyon düzeyleri ölçülen genlere ait primer dizileri 

RT-PCR Analizi Yapılan Genlerin Primer Dizileri 5-->3 

gamma sinüklein  F: GAGACTATGGTCGCCTCTGC 

R: CTATATGTGGCGCGTGAGGT 

sigma-1 F: TTTGTGGGCAACTTGCGATG 

R: AACGACCTGAATGTCCACCG 

vdac F: TTACCAGCGCGAGCACATTA 

R: CTCTCTGGGAAAGTGAGCCG 

nkap F: CGAGGTCAAGGGAAAGGGAC 

R: TCGCGATGAAGGCTTCTTGT 

pink-1 F: GGGAAAGGTTGTAACGCAGC 

R: GCTTGTGGGCATGAAGGAAC 
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RNA izolasyonu için, beyin dokuları RLT lizis tamponu eklenerek homojenize 

edilmiştir. Daha sonra lizata etanol eklenerek RNA’nın RNeasy membranına 

bağlanabilmesi için gerekli koşullar sağlanmış ve örnekler RNeasy spin kolonuna 

aktarılmıştır. Total RNA membrana bağlandığında kontaminantların da yıkanması ile 

RNA elüsyonu RNase-free su içinde gerçekleştirilmiştir. Bağlanma, yıkanma ve 

elüsyon işlemleri Qiacube (Qiagen) izalosyon cihazı kullanılarak yapılmıştır. Elde 

edilen RNA örneklerinden cDNA sentezi, RT2 First Strand Kit (Qiagen) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. cDNA sentezi ve RT-PCR için kullanılan örnek hazırlama 

protokolü aşağıdaki gibidir. 

5.6.1. cDNA sentezi 

1) İzole edilen RNA örnekleri ve diğer bileşenler buz üzerinde çözdürülür ve 

kullanmadan önce hassas şekilde vortekslenir. 

2) Her gen için Tablo 4’te belirtilen şekilde karışım hazırlanır. 

Tablo 3. cDNA sentezi için kullanılan bileşenler (I) 

 

 

 

 

3) Karışım 5 dakika boyunca 65°C’de ve ardından 1 dakika boyunca buz 

üzerinde inkübe edilip, kısa bir santrifüj edilir.  

4) Her gene ait karışımın üzerine Tablo 5’de belirtilen bileşenler eklenir. 

Tablo 4. cDNA sentezi için kullanılan bileşenler (II) 

Bileşenler Miktar  

5X RT Buffer 4 μl 

Ribonükleaz İnhibitörü (40U/μl) 0,5 μl 

OneScript® Plus RTase (200 U/μl) 1 μl  

 

5) Karışımı hassas şekilde vorteksleyip, kısa santrifüj sonrası 15 dakika 

50°C’de inkübe edilir. 

6) Reaksiyonu sonlandırmak için karışım 5 dakika 85°C’de inkübe edilir. 

Bileşenler Miktar  

Total RNA 5 μl 

dNTP karışımı (10mM) 1 μl 

Nükleaz-free Su 9,5 μl 
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5.6.2. RT-PCR analizi 

1) BrightGreen 2X qPCR MasterMix, cDNA, primerler ve nükleaz-free su buz 

üzerinde eritilir.  

2) Tablo 6’da belirtildiği üzere toplam reaksiyon miktarı 10 μl olacak şekilde 

bileşenlerin uygun miktarları ile karışım hazırlanır.  

Tablo 5. RT-PCR reaksiyon bileşenleri 

Bileşenler Miktar  

BrightGreen 2X qPCR MasterMix 5 μl 

İleri (F) Primer (10 µM) 0,3 μl 

Geri (R) Primer (10 µM) 0,3 μl 

cDNA 1 μl 

Nükleaz-free Su 3,4 μl 

 

3) Karışım hazırlandıktan sonra pipetleme yöntemi ile karıştırılıp, spin yapılır.  

4) Karışımlar Rotor-Gene Q cihazına yerleştirilip Tablo 7’de belirtilen döngü 

serilerinde reaksiyon gerçekleştirilir. 

Tablo 6.  RT-PCR döngü ayarları 

Basamak Sıcaklık         Süre    Döngü 

Enzim aktivasyonu 95°C         10 dk         1 

Denatürasyon 95°C         15 sn 40 

Tutunma/Uzama 60°C         60 sn 

 

Housekeeping gen olarak actb1 kullanılmıştır. Örnekler 3 tekrarlı olacak şekilde 

çalışılmıştır. 

5.6.3. Delta delta Ct (Eşik döngü sayısı) metodu ile veri analizi  

Verilerin analizi house keeping gen actb1 ile normalizasyona dayalı delta delta 

Ct (ΔΔCt) metodu kullanılarak yapılmıştır.  
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Bu yöntem ile PCR’da belirlenen eşik değer döngü sayısı (threshold cycle 

number = Ct), kontrol ve araştırılan gen için karşılaştırılır. Kontrol (referans) ile 

incelenecek gen bölgesi arasındaki Ct değer farklılığı housekeeping gen ile normalize 

edilip ΔΔCt oranı belirlenerek bulunur. “Housekeeping” genler tüm çekirdekli 

hücrelerde aktif olarak bulunan genlerdir ve bunlara spesifik primerlerle amplifiye 

edilerek belirlenirler. Bu amaçla kullanılan gen bölgeleri arasında β-aktin, albumin, 

β-globin, hipoksantin fosforibozil transferaz sayılabilir. Karşılaştırmalı Ct metodu 

aynı zamanda 2– [delta][delta]Ct olarak bilinmektedir (Yuan ve ark., 2008).  

[delta] [delta] Ct = [delta] Ct, örnek - [delta] Ct, referans  

Bu formülde [delta]Ct, örnek; ilgilenilen örneğe ait Ct değeri ile housekeeping 

genin Ct değer farklılığıdır. [delta]Ct, referans ise kontrole ait Ct değeri ile 

housekeeping genin Ct değer farklılığıdır (Yuan ve ark., 2008). 

5.7. Western Blot Analizi 

Her gruba ilişkin NKAP, gamma (γ)-sinüklein, PARK-7 ve Sig-1R proteinlerin 

western analizi için her gruptan 3 beyin dokusu “M-PER Mammalian Protein 

Extraction Reagent” kullanılarak homojenize edilmiştir ve total protein elde 

edilmiştir. Toplam protein miktar ölçümleri Qubit Protein Assay Kit ile yapılıp, 

SDS-PAGE için her örnekten kuyucuk başına 30 μg olacak şekilde örnekler 

hazırlanmıştır. Analiz edilen proteinlerin miktar karşılaştırmaları için Aktin-Beta 

kontrol proteini kullanılmıştır. Western blot analizi için yapılan işlemler şöyledir: 

1. Örnekler %10’luk SDS-PAGE ile yürütülmüştür. Yürütme sırasında Thermo-

LC5615 kodlu protein marker kullanılmıştır. 

2. Yürütme bittikten sonra jeller 3-5 dakika ddH2O’da (duble distile su) yıkanır. 

3. Stack kağıtları ve nitrosellüloz membran transfer tamponunda 5 dakika 

inkübe edilir.  

4. Transfer kasedi üzerinde Stack→ Membran → Jel → Stack sırası gözetilerek 

sandviç yapılır. Bu sırada her kat yerleştirildikten sonra hava kabarsığı 

kalmaması için merdane ile üzerinden geçilir ve çıkan tampon çözeltiler kaset 

kapatıldıktan sonra eğilerek akıtılır.  

5. Transfer işlemi 1,3 amper, 5 volt’da 5 dakika yapılır.  
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6. Transfer sonrası membran, TBS-T (%0,1 Tween 20 içeren Tris tamponu, pH 

7,6) çözeltisinde 5 dakika çalkalanır.  

7. TBS-T çözeltisi dökülüp, %5 süt tozu ile membran 1 saat boyunca oda 

sıcaklığında karışır halde inkübe edilir. 

8. Uygun konsantrasyonda hazırlanmış olan pirmer antikorların 10 ml’si ile 

+4°C’de gece boyu karışır şekilde inkübe edilir. 

9. Membran 3 tekrarlı olmak üzere 5 dakika TBS-T ile yıkanır.  

10. Uygun konsantrasyonda hazırlanmış sekonder antikorların 10 ml’i ile 1 saat 

oda sıcaklığında inkübe edilir. 

11. İnkübasyon sonrası 3 tekrarlı olacak şekilde 5 dakika TBS-T ile membranlar 

yıkanır.  

12. Membran görüntüleme için, ECL solüsyonunun uygun oranları ile 5 dakika 

inkübe edilir.  

13. Membran görüntülenir. 

Sig-1R, PARK-7, NKAP için kullanılan primer antikorlar, 1/500 oranında 

kullanılmıştır. Gamma-sinüklein için kullanılan primer antikor, 1/200 oranında 

kullanılmıştır. Sekonder antikorların oranı ise 1/3000 olarak hazırlanmıştır. 

5.8. Mitokondri İçi Kalsiyum Ölçümü 

Maruziyet sonrası mitokondri içi kalsiyum seviyelerinin değişip değişmediğini 

analiz etmek için her gruptan 4 beyin olacak şekilde mitokondri izolasyonu 

yapılmıştır. Mitokondri içi kalsiyum tayini için, izole edilen mitokondriler %10 

Tween 20 içeren 1 ml serum fizyolojik içerisinde süspanse edilip, 1 dakika boyunca 

vortekslenmiştir. İçerisinden 50 μl alınarak protein miktar tayini yapılıp, dokular 

arasında miktar farkı hakkında bilgi edinilmiştir. Kalan homojenezat 1/200 oranında 

%0,05 TritonX içeren %0,2 Nitrik asit çözeltisi ile seyreltilmiştir. Kalsiyum ölçümü 

ICP-OES yöntemi ile kalsiyumun 317,933 nm dalga boyu ölçümü kullanılarak 

yapılmıştır. 

5.9. İstatistiksel Analizi 

Verilerin istatistiksel analizi One Way Anova sonrası Post Hoc Tukey Çoklu 

Karşılaştırma Analizi kullanılarak Graph Pad 7 İstatistik programı ile yapılmıştır. 
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Sonuçlar Ortalama±Standart Sapma şeklinde verilmiş, p<0,05 anlamlı olarak 

değerlendirilmiştir.   
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6. BULGULAR 

 

 

6.1. Grupların Lokomotor Aktivite Sonuçları 

Grupların lokomotor akivite analizi sonuçları Şekil 3’te gösterilmiştir. Rotenon 

grubunda lokomotor aktivite 2. ve 3.hafta sonunda kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede azalmıştır (p<0,05). Rif (Rifampisin)+Rot (Rotenon) ve Flu 

(Fluvoksamin)+Rot gruplarında 1. ve 2. hafta sonunda Rot ve K gruplarına göre 

lokomotor aktivite azalmıştır (p<0,05). 3. Hafta sonunda Rif+Rot grubunda 

lokomotor aktivite Rot grubuna göre anlamlı derecede artmıştır (p<0,05). 

 

K
R
ot

R
if+

R
ot

Fl
u+

R
ot

R
ot

R
if+

R
ot

Fl
u+

R
ot

R
ot

R
if+

R
ot

Fl
u+

R
ot

0

100

200

300

400

1. Hafta                           2.Hafta                                    3. Hafta 

L
o

k
o

m
o

to
r 

A
k
ti

v
it

e
 

a,b
a,b

a,b

a,b a
  a,c

a
b

 

 

Şekil 3. Kontrol ve maruziyet gruplarının lokomotor aktivite analizi sonuçlarının 

karşılaştırması grafiği. Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının sonucu elde 

edilmiştir. Veriler ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a,b ve c harfleri 

ile gösterilmiştir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: Rifampisin+Rotenon;  

Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan anlamlı derecede farklı; b 

p<0,05 Rot grubundan anlamlı derecede farklı; c p<0,05 Rif+Rot grubundan anlamlı 

derecede farklıdır. 
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6.2. RT-PCR Ekspresyon Analizi Sonuçları 

6.2.1. Parkinson ilişkili genlerin RT-PCR Analizi 

 

6.2.1.1. gamma syn mRNA ekspresyon analizi sonuçları  

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot gamma syn mRNA ekspresyonu sonuçlarının 

karşılaştırması Şekil 6’de gösterilmiştir. Rif+Rot grubunda gamma syn ekspresyon 

düzeyi Rot grubuna göre anlamlı derecede azalmış, Flu+Rot grubunda ise Rot 

grubuna göre anlamlı derecede artmıştır (p<0,05).   
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Şekil 4. Kontrol ve maruziyet gruplarının gamma syn mRNA ekspresyon sonuçları 

grafiği. Tüm RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol 

gruplarında β-aktin amplifikasyonu ile sağlanmıştır.  Ortalama değerler üç tekrar 

çalışmasının sonucu elde edilmiştir. Veriler ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. 

Anlamlı fark a ve b harfleri ile gösterilmiştir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: 

Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan 

anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot grubundan anlamlı derecede farklı; c p<0,05 

Rif+Rot grubundan anlamlı derecede farklıdır. 
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6.2.2. Oksidatif stres ilişkili genlerin RT-PCR Analizi 

 

6.2.2.1. pink1 mRNA ekspresyon analizi sonuçları  

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot pink1 mRNA ekspresyonu sonuçlarının 

karşılaştırması Şekil 4’de gösterilmiştir. Tüm Rot gruplarında K grubuna göre pink1 

mRNA ekspresyonları artmıştır (p<0,05). Rif+Rot grubunda pink1 mRNA 

ekspresyon düzeyi Rot grubuna göre anlamlı derecede artmış, Flu+Rot grubunda ise 

anlamlı derecede azalmıştır (p<0,05).    

K Rot Rif+Rot Flu+Rot

0

200

400

600

800

1000

p
in

k
1
 e

k
s
p

re
s
y
o

n
 d
ü

z
e
y
i

a

a,b

a,b,c,

 

 

Şekil 5. Kontrol ve maruziyet gruplarının pink1 mRNA ekspresyon sonuçları grafiği. 

Tüm RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarında β-

aktin amplifikasyonu ile sağlanmıştır.  Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının 

sonucu elde edilmiştir. Veriler ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a, b 

ve c harfleri ile gösterilmiştir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: 

Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan 

anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot grubundan anlamlı derecede farklı; c p<0,05 

Rif+Rot grubundan anlamlı derecede farklıdır. 
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6.2.2.2. lrrk2 mRNA ekspresyon analizi sonuçları  

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot lrrk2 mRNA ekspresyonu sonuçlarının 

karşılaştırması Şekil 5’da gösterilmiştir. Rot grubunda K grubuna göre lrrk2 mRNA 

ekspresyonları anlamlı derecede artmıştır (p<0,05). Rif+Rot ve Flu+Rot grubunda 

lrrk2 mRNA ekspresyon düzeyi Rot grubuna göre anlamlı derecede azalmıştır 

(p<0,05).    
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Şekil 6. Kontrol ve maruziyet gruplarının lrrk2 mRNA ekspresyon sonuçları grafiği. 

Tüm RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarında β-

aktin amplifikasyonu ile sağlanmıştır.  Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının 

sonucu elde edilmiştir. Veriler ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a ve 

b harfleri ile gösterilmiştir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: 

Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan 

anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot grubundan anlamlı derecede farklıdır. 
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6.2.2.3. vdac mRNA ekspresyon analizi sonuçları  

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot vdac mRNA ekspresyonu sonuçlarının 

karşılaştırması Şekil 12’te gösterilmiştir. Rot grubunda vdac mRNA ekspresyon 

düzeyleri K grubuna göre artmıştır. K grubu ile kıyaslandığında Rif+Rot ve Flu+Rot 

gruplarında vdac mRNA ekspresyonu artmış, Rot grubu ile kıyaslandığında ise 

azalmıştır (p<0,05).  
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Şekil 7. Kontrol ve maruziyet gruplarının vdac RNA ekspresyon sonuçları grafiği. 

Tüm RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarında β-

aktin amplifikasyonu ile sağlanmıştır.  Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının 

sonucu elde edilmiştir. Veriler ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a ve 

b harfleri ile gösterilmiştir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: 

Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan 

anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot grubundan anlamlı derecede farklıdır. 
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6.2.3. İnflamasyon ilişkili genlerin RT-PCR Analizi 

 

6.2.3.1. nkap mRNA ekspresyon analizi sonuçları  

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot nkap mRNA ekspresyonu sonuçlarının 

karşılaştırması Şekil 8’da gösterilmiştir. Rot ve Flu+Rot gruplarında nkap mRNA 

ekspresyon düzeyleri K grubuna göre artmış, Rif+Rot grubunda ise azalmıştır 

(p<0,05).   Rif+Rot grubunda nkap ekspresyon düzeyi Rot grubuna göre azalmış, 

Flu+Rot grubunda ise Rot grubunda göre artmıştır (p<0,05).    
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Şekil 8. Kontrol ve maruziyet gruplarının nkap RNA ekspresyon sonuçları grafiği. 

Tüm RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarında β-

aktin amplifikasyonu ile sağlanmıştır.  Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının 

sonucu elde edilmiştir. Veriler ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a ve 

b harfleri ile gösterilmiştir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: 

Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan 

anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot grubundan anlamlı derecede farklı; c p<0,05 

Rif+Rot grubundan anlamlı derecede farklıdır. 
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6.2.3.2. tnfα mRNA ekspresyon analizi sonuçları  

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot tnfα mRNA ekspresyonu sonuçlarının 

karşılaştırması Şekil 9’da gösterilmiştir. Rot ve Flu+Rot gruplarında tnfα mRNA 

ekspresyon düzeyleri K grubuna göre artmıştır. Rot grubu ile kıyaslandığında 

Rif+Rot grubunda tnfα mRNA ekspresyonu azalmıştır (p<0,05).   Flu+Rot grubunda 

tnfα mRNA ekspresyonu Rif+Rot grubuna göre artmıştır (p<0,05).    

 

 

Şekil 9. Kontrol ve maruziyet gruplarının tnfα RNA ekspresyon sonuçları grafiği. 

Tüm RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarında β-

aktin amplifikasyonu ile sağlanmıştır.  Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının 

sonucu elde edilmiştir. Veriler ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a ve 

b harfleri ile gösterilmiştir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: 

Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan 

anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot grubundan anlamlı derecede farklı; c p<0,05 

Rif+Rot grubundan anlamlı derecede farklıdır. 
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6.2.3.3.  tlr4a mRNA ekspresyon analizi sonuçları  

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot tlr4a mRNA ekspresyonu sonuçlarının 

karşılaştırması Şekil 10’de gösterilmiştir. Rot grubunda tlr4a mRNA ekspresyon 

düzeyleri K grubuna göre azalmıştır. Rot grubu ile kıyaslandığında Rif+Rot ve 

Flu+Rot gruplarında tlr4a mRNA ekspresyonu artmıştır (p<0,05). Flu+Rot grubunda 

tlr4a mRNA ekspresyonu Rif+Rot grubuna göre artmıştır (p<0,05).    

 

 

 

Şekil 10. Kontrol ve maruziyet gruplarının tlr4a RNA ekspresyon sonuçları grafiği. 

Tüm RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarında β-

aktin amplifikasyonu ile sağlanmıştır.  Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının 

sonucu elde edilmiştir. Veriler ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a, b 

ve c harfleri ile gösterilmiştir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: 

Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan 

anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot grubundan anlamlı derecede farklı; c p<0,05 

Rif+Rot grubundan anlamlı derecede farklıdır. 
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6.2.3.4. Il21 mRNA ekspresyon analizi sonuçları  

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot ll21 mRNA ekspresyonu sonuçlarının 

karşılaştırması Şekil 11’de gösterilmiştir. Rot grubunda ll21 mRNA ekspresyon 

düzeyleri K grubuna göre artmıştır. Rot grubu ile kıyaslandığında Rif+Rot grubunda 

ll21 mRNA ekspresyonu azalmıştır (p<0,05). Flu+Rot grubunda ll21 mRNA 

ekspresyonu Rif+Rot grubuna göre ve K grubunda göre artmıştır (p<0,05).    
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Şekil 11. Kontrol ve maruziyet gruplarının ll21 RNA ekspresyon sonuçları grafiği. 

Tüm RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol gruplarında β-

aktin amplifikasyonu ile sağlanmıştır.  Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının 

sonucu elde edilmiştir. Veriler ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a, b 

ve c harfleri ile gösterilmiştir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: 

Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan 

anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot grubundan anlamlı derecede farklı; c p<0,05 

Rif+Rot grubundan anlamlı derecede farklıdır. 
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6.2.4. Kalsiyum ilişkili genlerin Rt-PCR Analizi 

 

6.2.4.1. sigma1 mRNA ekspresyon analizi sonuçları  

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot sigma1 mRNA ekspresyonu sonuçlarının 

karşılaştırması Şekil 7’de gösterilmiştir. Rot ve Flu+Rot gruplarında sigma1 mRNA 

ekspresyon düzeyleri K grubuna göre artmış, Rif+Rot grubunda ise azalmıştır 

(p<0,05).   Rif+Rot grubunda sigma1 ekspresyon düzeyi Rot grubuna göre azalmış, 

Flu+Rot grubunda ise Rot grubunda göre artmıştır (p<0,05).    
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Şekil 12. Kontrol ve maruziyet gruplarının sigma 1 mRNA ekspresyon sonuçları 

grafiği. Tüm RT-PCR normalizasyonu hem deney setlerinde hem de kontrol 

gruplarında β-aktin amplifikasyonu ile sağlanmıştır.  Ortalama değerler üç tekrar 

çalışmasının sonucu elde edilmiştir. Veriler ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. 

Anlamlı fark a ve b harfleri ile gösterilmiştir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: 

Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan 

anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot grubundan anlamlı derecede farklı; c p<0,05 

Rif+Rot grubundan anlamlı derecede farklıdır. 
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6.3. Grupların Western Blot Analizi Sonuçları  

6.3.1. PARK7/DJ1 western analiz sonucu 

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot Park 7 proteini Western analizi sonucu 

karşılaştırması Şekil 13’de gösterilmiştir. Rot, Rif+Rot gruplarında Park 7 düzeyleri 

K grubuna göre azalmıştır. Rot grubu ve Rif+Rot grubu ile kıyaslandığında Flu+Rot 

gruplarında Park 7 düzeyleri artmış, Rot grubu ile kıyaslandığında ise azalmıştır 

(p<0,05).  

 

 

 

 

Şekil 13. Kontrol ve maruziyet gruplarının PARK7/DJ1 proteini western blot analiz 

sonuçları. Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının sonucu elde edilmiştir. Veriler 

ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a, b ve c harfleri ile gösterilmiştir. 

K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: 

Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot 

grubundan anlamlı derecede farklı; c p<0,05 Rif+Rot grubundan anlamlı derecede 

farklıdır. 
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6.3.2. Sigma 1 western analiz sonucu 

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot Sigma-1 proteini Western analizi sonucu 

karşılaştırması Şekil 14’te gösterilmiştir. Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot gruplarında 

Sigma-1 proteini Kontrol grubuna göre artmıştır. Rot grubu ile kıyaslandığında 

Rif+Rot grubunda Sigma-1R proteini azalmış, Flu+Rot grubunda ise Sigma-1R 

proteini artmıştır (p<0,05).  

 

 

 

Şekil 14. Kontrol ve maruziyet gruplarının Sigma 1 proteini western blot analiz 

sonuçları. Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının sonucu elde edilmiştir. Veriler 

ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a, b ve c harfleri ile gösterilmiştir. 

K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: 

Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot 

grubundan anlamlı derecede farklı; c p<0,05 Rif+Rot grubundan anlamlı derecede 

farklıdır. 
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6.3.3. NKAP western analiz sonucu 

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot NKAP proteini Western analizi sonucu 

karşılaştırması Şekil 15’da gösterilmiştir. Rot, Rif+Rot gruplarında NKAP düzeyleri 

Kontrol grubuna göre artmış, Flu+Rot grubunda azalmıştır.  Rot grubu ile 

kıyaslandığında Rif+Rot grubunda NKAP protein düzeyleri anlamlı derecede artmış, 

Flu+Rot grubunda ise NKAP protein düzeyleri anlamlı derecede azalmıştır (p<0,05).  

 

 

 

 

Şekil 15. Kontrol ve maruziyet gruplarının NKAP proteini western blot analiz 

sonuçları. Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının sonucu elde edilmiştir. Veriler 

ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a, b ve c harfleri ile gösterilmiştir. 

K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: 

Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot 

grubundan anlamlı derecede farklı; c p<0,05 Rif+Rot grubundan anlamlı derecede 

farklıdır. 
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6.3.4. Gamma sinüklein western analiz sonucu 

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot gamma sinüklein proteini western analizi 

sonucu karşılaştırması Şekil 16’de gösterilmiştir. Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot 

gruplarında gamma sinüklein düzeyleri Kontrol grubuna göre anlamlı derecede 

azalmıştır (p<0,05). Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot grupları arasında gamma sinüklein 

protein düzeylerinde anlamlı bir fark bulunmamıştır. 

 

 

 

 

Şekil 16. Kontrol ve maruziyet gruplarının gamma sinüklein proteini western blot 

analiz sonuçları. Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının sonucu elde edilmiştir. 

Veriler ortalama ± SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a, b ve c harfleri ile 

gösterilmiştir. K: Kontrol; Rot: Rotenon; Rif+Rot: Rifampisin+Rotenon; Flu+Rot: 

Fluvoksamin+Rotenon, a p<0,05 K grubundan anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot 

grubundan anlamlı derecede farklı; c p<0,05 Rif+Rot grubundan anlamlı derecede 

farklıdır. 
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6.4. Grupların Mitokondriyel Kalsiyum Ölçümü Sonuçları 

Kontrol, Rot, Rif+Rot ve Flu+Rot gruplarının mitokondriyel kalsiyum analizleri 

sonuçları karşılaştırması Şekil 17’de gösterilmiştir. Rot grubunda mitokondriyel 

kalsiyum düzeyi ortalaması Kontrol grubuna göre anlamlı derecede azalmıştır 

(p<0,05). Mitokondriyel kalsiyum düzeyi ortalaması Rif+Rot grubunda Rot grubuna 

göre anlamlı derecede artmıştır (p<0,05). Flu+Rot grubunda ise Rif+Rot grubuna 

göre anlamlı derecede azalmıştır (p<0,05).  
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Şekil 17. Kontrol ve maruziyet gruplarının mitokondriyal kalsiyum analiz sonuçları. 

Ortalama değerler üç tekrar çalışmasının sonucu elde edilmiştir. Veriler ortalama ± 

SD şeklinde verilmiştir. Anlamlı fark a,b ve c harfleri ile gösterilmiştir. K: Kontrol; 

Rot: Rotenon; Rif+Rot: Rifampisin+Rotenon;  Flu+Rot: Fluvoksamin+Rotenon, a 

p<0,05 K grubundan anlamlı derecede farklı; b p<0,05 Rot grubundan anlamlı 

derecede farklı; c p<0,05 Rif+Rot grubundan anlamlı derecede farklıdır. 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

 

Bu çalışmada, zebra balıklarında rotenon ile oluşturulan PH modelinde 

rifampisinin ve fluvoksaminin lokomotor aktivite, mitokondriyel kalsiyum düzeyleri, 

PH ile ilişkili gen ve proteinlere etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır.  

Çalışmamızın sonuçlarına göre 3 haftalık rotenon maruziyeti uygulanan zebra 

balıklarında kontrol grupları ile kıyaslandığında lokomotor aktivitelerinde, 

mitokondriyel kalsiyum düzeylerinde, tlr4a ekspresyon düzeyinde ve Park 7 

miktarlarında azalma; sigma 1 reseptörü, tnfα, pink 1, lrrk2, ıl21 ve vdac ekspresyon 

düzeylerinde ve Nkap’ın hem mRNA ekspresyon hem de protein düzeylerinde artma 

belirlenmiştir. 

Çalışmamızda rotenon maruziyeti durumunda rifampisin uygulanması, rotenon 

grubu ile kıyaslandığında lokomotor aktiviteyi 3. hafta sonunda arttırmıştır. Rotenon 

grubu ile kıyaslandığında rifampisin verilmesi, gamma sinüklein, tnfα, lrrk2, nkap, 

ıl21, vdac ekspresyon düzeylerini ve sigma 1 reseptörünün hem ekspresyonunu hem 

de protein düzeylerini azaltmış, pink1, tlr4a ekspresyonunu ve mitokondriyel 

kalsiyum düzeylerini arttırmıştır.  

Çalışmamızda rotenon maruziyeti durumunda fluvoksamin uygulanması, 1. ve 2. 

haftaların sonunda lokomotor aktiviteyi rotenon grubuna göre azaltmış, 3. haftada ise 

değiştirmemiştir. Fluvoksamin uygulanması mitokondriyel kalsiyum düzeylerini 

rotenon grubuna göre arttırmıştır ancak bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildir. 

Fluvoksamin uygulanması sonucunda pink1, lrrk2, vdac ekspresyon düzeyleri 

azalmış, tlr4a ekspreyonu ve Park 7 miktarı artmıştır. Nkap protein düzeyi azalırken 

ekspresyon düzeyi değişmemiştir. Sigma 1 reseptörünün ekspresyonu rotenon 

grubuna göre artmıştır ancak protein düzeyi rotenon grubuna göre azalmıştır. 

Rotenon grubu ile kıyaslanınca  gamma sinükleinin mRNA ekspresyonu artarken 

protein düzeyi değişmemiştir. 

Rotenon lipofilik yapılı bir pestisittir ve diğer toksik ajanların tersine kan beyin 

bariyerini geçip hücre içinde mitokondri de dahil olmak üzere organellerde birikim 

yapmaktadır. Rotenon, mitokondride kompleks 1’e bağlanmak sureti ile solunum 
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zincirini inhibe eder ve oksidatif strese neden olur.  Rodentlerde deneysel amaçlı PH 

benzeri belirtiler oluşturmak amacı ile yaygın şekilde kullanılan rotenonun son 

yıllarda zebra balıklarında da PH modeli olarak uygunluğu gösterilmiştir. 3 haftalık 

rotenon uygulamasının yetişkin zebra balıklarında motor ve motor olmayan PH 

benzeri semptomlara neden olduğunu bildirmiş ve kontrol grubundaki balıklar ile 

karşılaştırıldığında, rotenona maruz bırakılan balıklarda, motor fonksiyonda bozulma 

göstergesi olarak yüzme hızında azalma göstermiştir (Wang ve ark., 2017). Aynı 

çalışmada rotenon maruziyetinin balıklarda anksiyete ve depresyon benzeri 

davranışlara ve olfaktör disfonksiyona neden olduğu da göstermiştir. Bu semptomlar, 

balıkların beynindeki dopamin miktarı azaltması ile ilişkilendirilmiş ve rotenonun 

zebra balıklarında PH oluşturmak için uygun bir ajan olduğu modeli olduğu 

bildirilmiştir (Wang ve ark., 2017). 

Başka bir çalışmada yetişkin zebra balıkları 28 gün boyunca 5 μg / L rotenona 

maruz bırakmış ve motiliteleri her hafta 5 dakika boyunca gözlemlemiştir. Çalışmada 

ayrıca ELISA yöntemi kullanarak dopamin düzeylerini ve immünohistokimyasal 

olarak sinüklein ifadesi incelenmiştir. Bu çalışmanın sonucunda rotenon motiliteyi ve 

dopamin miktarını azaltmış, sinüklein ifadesini ve nöronal hücrelerin apoptozunu ve 

agregasyonunu arttırarak PH’ye neden olmuştur (Khotimah ve ark., 2015). 

Çalışmamızda da bu çalışmalara uygun olarak 3 hafta boyunca rotenon uygulaması 

zebra balıklarının lokomotor aktivitelerini kontrol grubuna göre anlamlı derecede 

azaltmıştır.  

Yapılmış olan pek çok araştırmaya rağmen, PH'nin oluşum mekanizmaları 

tamamen bilinmemekte, oksidatif stres, mitokondrial fonksiyon bozukluğu, 

ubikuitin-proteazom sistemindeki bozukluklar ve nöroinflamasyon muhtemel 

patojenik mekanizmalar olarak önerilmektedir. Özellikle postmortem beyinlerde ve 

hücre kültürü çalışmaları PH’nin patogenezinde oksidatif stres ve mitokondrial 

fonksşyon bozukluğunun önemini desteklemektedir. Oksidatif stres nedeni ile oluşan 

mitokondrial disfonksiyonu, patolojik proteinlerin mitokondri ile etkileşimi ve 

nihayetinde dopaminerjik nörodejenerasyon ile sonuçlanır. Bu nedenden dolayıdır ki,  

mitokondrial disfonksiyon ve oksidatif stres hedefli tedavisel yaklaşımlar PH için 

umut vaadedicidir (Jin ve ark., 2014).  
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Çalışmamızın sonuçlarına göre 3 haftalık rotenon maruziyeti uygulanan zebra 

balıklarında kontrol grupları ile kıyaslandığında, mitokondriyel kalsiyum 

düzeylerinde anlamlı derecede bir azalma belirlenmiştir. Rifampisin uygulanması ise 

rotenon grubu ile kıyaslandığında mitokondride kalsiyum düzeylerinde artışa neden 

olmuştur.  

Nöronal ve glial hücrelerin sağlığı için kalsiyum sinyali çok önemlidir ve 

SSS'nde oluşan patolojik durumlar kalsiyum homeostazındaki bozukluklarla 

yakından ilişkilidir. Kalsiyumun düzensizliği hücresel sinyalleşmeye müdahale 

etmekte ve hücre ölümüne yol açacak şekilde mitokondriye zarar vermektedir 

(Nguyen ve ark., 2015). SSS’deki uyarıcı nörotransmiter olan glutamat, spesifik 

reseptörlerle etkileşime girer ve öğrenme ve hafıza dahil olmak üzere birçok 

nörolojik fonksiyonda görev yapar. Bununla birlikte, sürekli glutamat salımı, N-

metil-D-aspartat (NMDA) reseptörlerinin kalıcı aktivasyonuna yol açarak nöronal 

eksitotoksisiteye neden olur. NMDA reseptörleri kalsiyumu sodyum ile birlikte 

taşıdığı için, NMDA reseptörlerinin kalıcı aktivasyonu kalsiyum homeostazının 

bozulmasına ve nekrotik hücre ölümüne yol açan hücre içi kalsiyum seviyelerini 

yükseltir (Choi ve ark., 2013). Kalsiyum hemostazının bozulma nedeni, membran 

potansiyeline bağlı olarak mitokondriyal matrikse kalsiyum alımı sonucu 

mitokondriyal geçirgenlik porlarının açılımının uyarılmasıdır (Choi ve ark., 2013). 

Buna göre, eksitotoksisite ile beraber artan hücre içi kalsiyumu, Alzheimer hastalığı 

ve PH gibi farklı nörodejeneratif hastalıklar ile ilişkildir (Choi ve ark., 2013). Öte 

yandan, mitokondriden kalsiyum akışının PH'de yaygın bir durum olup olmadığı 

bilinmemekle birlikte, mitokondriyal kalsiyum homeostazının PH patolojisinde 

merkezi bir rol oynadığı gösterilmiştir (Nguyen ve ark., 2015). 

Mitokondriyal kalsiyumun aşırı yüklenmesinin oksidatif strese ve hücre 

ölümüyle sonuçlanan mitokondriyal membran geçirgenliğindeki değişikliklere yol 

açabileceği iyi bilinmektedir. Aslında, mitokondriyal dinamiklerdeki (füzyon / fisyon 

ve taşınım) kusurlar ve kontrol PH patolojisine önemli rol oynar. PH ile ilişkili 

proteinler α-sinüklein, PINK1, PARK7 (DJ-1) , LRRK2 mitokondriyal fonksiyon, 

füzyon / fisyon ve oksidatif stresin düzenlenmesinde doğrudan rol oynar. Ek olarak, 

izole mitokondri veya nöroblastom hücre kültürlerinin MPTP ve rotenon gibi 

çevresel toksinlere maruz bırakılması, mitokondriyal kalsiyum akışında bir düşüşe ve 



60 
 

sonuçta sitozolik kalsiyumda bir artışa neden olmuştur (Frei ve Richter, 1986; Sousa 

ve ark., 2003; Wang ve Xu, 2005).  

Levi cisimciklerinin en önemli etkeni olan alfa sinükleinin mutasyonları PH 

genetiği ile yakından ilişkilidir. Alfa sinükleinin yanısıra, lösince zengin tekrarlayan 

kinaz 2 (LRRK2), PTEN kaynaklı indüklenen kinaz 1 (PINK1) ve parkinsonizm 

ilişkili deglikaz (DJ-1) (PARK7) ile ilgili mutasyonlar da PH gelişimi ile yakından 

ilişkilidir (Akbayır ve ark, 2017).   Çalışmamızda rotenon uygulaması kontrol grubu 

ile kıyaslandığında Park7 protein düzeylerini azaltmıştır. PARK7, 189 amino asitten 

oluşan DJ-1 proteini kodlar ve bu protein redoks duyarlı şaperon mekanizmasında ve 

oksidatif hasara karşı mitokondrial korunmada rol alır. DJ-1’nde yaklaşık on adet 

farklı mutasyon belirlenmiş ve bunlar PH ile ilişkilendirilmiştir. Bununla beraber DJ-

1’in oksidatif stres sensörü gibi davranarak nöroprotektif bir rolü olduğu ve oksidatif 

stres gibi stres durumların da ifadesinin arttığı da bazı çalışmalarda bildirilmiştir 

(Hatano ve ark., 2009, Ariga ve ark., 2013).  

Çalışmamızda rotenon uygulanan tüm gruplarda pink1 ekspresyonu artmıştır. 

Rifampisin uygulaması ile rotenon grubunda pink1 ekspresyonu artmış, fluvoksamin 

uygulaması ile ise azalmıştır. PINK1 (PARK6) ve Parkin (PARK2), ailesel 

Parkinson hastalığının resesif formlarıyla ilişkili en sık görülen mutasyonlu genler 

arasındadır. Son çalışmalar, kodladıkları proteinlerin (PINK1 ve Parkin), 

disfonksiyonel mitokondrinin otofajik sürecine aracılık etmek için beraber çalıştığını 

göstermektedir. Mitokondriyal membran potansiyeli mitokondriyal sağlık ve hasarın 

anahtar bir göstergesidir. Mitokondriyal hasar durumunda, PINK1, ubikuitini 

fosforile etmek üzere dış mitokondriyal zar üzerinde stabilize olur ve Parkin 

aktivasyonu için bir sinyal oluşturur. Normalde sağlıklı mitokondride PINK1 hızla 

degrade olurken PINK1’in mitokondriyal depolarizasyonu algılaması durumunda 

degradasyon gerçekleşmez yani depolarize mitokondride PINK’in birikimi söz 

konusudur. PINK1, özellikle hasarlı mitokondri dış membranında birikirerek hasarlı 

mitokondriyi sağlıklı mitokondriden ayırt ederek yıkımı için işaretler. Mitokondri 

yüzeyinde birikirken, PINK1'in TOM kompleksine bağlandığı bildirilmiştir (Ding ve 

ark., 2010; Okatsu ve ark., 2010). PINK1 kaybının, mitokondriyal kalsiyum 

kullanımında bozukluklara neden olduğu gösterilmiştir. Bu durumda mitokondriyal 

matrikste, azalmış akış kapasitesi sonucu Ca2+  daha yüksek seviyelerde birikmiştir. 
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PINK1 bulunmayan hücrelerin mitokondrisinin, uyaranlara tepki olarak sitoplazmik 

Ca2+ artışlarını tamponlayabilmekte yetersiz olduğu gösterilmiştir. Bu durum ROS'un 

artmasına, ATP üretiminin azalmasına ve ölüme neden olabilen mitokondriyal 

geçirgenliğinin artmasına neden olabilir. PINK1 kaybı, LPS'ye cevap olarak 

sitokinlerin ekspresyonunun artması ile de ilişkilidir, ancak hücrenin yaşamasını 

uyaran sitokin ile indüklenen NF-κB ekspresyonunun ise azalması ile de ilişkilidir. 

Bu etkilerin mitofaji kaybına bağlı hasarlı mitokondri birikiminden dolayı ortaya 

çıkması olasıdır. Bununla birlikte, PINK1'in mitokondriyal homeostazı sürdürmek 

için önemli olan diğer hücresel işlevlere sahip olması da mümkündür (Akundi ve 

ark., 2011; Gandhi ve ark., 2009). 

Çalışmamızda artan rotenon uygulaması ile artan pink1 ekspresyonu, bu grupta 

artan inflamasyon belirtçelerinden  tnf-α ile ve NF-κB  aktivatörü nkap ile ilişkili 

olabilir. PINK mutasyonu ve defektleri PH ilişkili olmakla beraber,  inflamasyon ile 

ilişkili mitokondri hasarı ve bozulan Ca2+ homoestazına yanıt olarak pink1 

ekspresyonun artması da muhtemeldir.  

Çalışmamızda rotenon uygulama sonrası gamma sinüklein eskpresyonu 

seviyeleri anlamlı bir fark yaratmazken, rifampisin uygulaması ile rotenon grubunda 

gamma synüklein ekspresyon seviyeleri azalmış, fluvoksamin uygulaması ile ise 

artmıştır.  

Zebra balıklarında α-sinüklein yokluğunu telafi ettiği düşünülen üç sinüklein 

izoformunu, β, γ1- ve γ2- sinükleinleri ifade eder. İnsan α-sinüklein'e işlevsel olarak 

en yakını, γ1- sinüklein olarak görünüyor. Β veya γ1-sinükleinlerin knockdown 

edilmesi, zebra balığı içindeki motor bozulmaları uyarır, her iki sinüklein 

ekspresyonu durdurulduğunda daha da şiddetli olur (Milanese ve ark., 2012). Her iki 

sinüklein içermeyen Zebra balığı, dopaminerjik nöronların geciktirilmiş farklılaşması 

ve düşük dopamin seviyeleri de dahil olmak üzere dopaminerjik sistemin anormal bir 

gelişimine sahiptir. Zebra balığı içerisinde, γ1-sinükleinlerin aşırı ekspresyonu, insan 

α-sinükleinine benzer şekilde nöronal agregatların ve nörotoksisitenin oluşumuna yol 

açar (Lulla ve ark., 2016). Diğer yandan, γ1-sinükleinin ekspresyonundaki azalma 

zebra balığını ziramın toksisitesinden korur. Ziram’a maruz kalma, PH gelişme 

riskini önemli ölçüde arttırır. Bu pestisit, dopaminerjik nöronların kaybına ve zebra 
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balığı içerisinde yüzme davranışının bozulmasına neden olur (Lulla ve ark., 2016). 

Apomorfin ile tedavi motor bozukluklarını azaltır. Dahası, kendiliğinden toplanan bir 

amiloidojenik protein inhibitörü olan CLR01, zebra balığı ziramın neden olduğu 

nörotoksisiteye karşı korur. Bu veriler, ziramın γ1-sinüklein toksik oligomerlerinin 

oluşumu yoluyla dopaminerjik nöronlarda toksisiteyi indükleyebileceğini 

göstermektedir. Yine de, zebra balığı hücre hatlarından hiçbiri, insan α-sinüklein'i 

aşırı eksprese eden zebra balığı kadar şiddetli bir fenotip göstermez. Embriyonik 

gelişim sırasında, bu hücre hatları 48-72 saat içinde ciddi deformasyonlar ve ölümle 

sonuçlanan nöronal apoptoz sunar (Prabhudesai ve ark., 2012). 

Çalışmamızda rotenon uygulanan tüm gruplarda vdac ekspresyonu artmıştır. 

Bununla beraber hem Rifampisin hem de Fluvoksamin uygulaması ile rotenon 

grubuna göre vdac ekspresyonları azalmıştır.  

PINK1 / Parkin etkileşimi sayesinde gerçekleşen otofaji mekanizması ile kusurlu 

mitokondriyi ortadan kaldırılabilmektedir. VDAC proteinleri Parkin'in mitokondriye 

bağlanma partnerleri olarak tanımlanmışlarıdır. VDAC’lerin Parkin'in kusurlu 

mitokondriye ve daha sonraki mitofajiye etkin bir şekilde alımı için gerekli olduğunu 

gösterilmiştir. Çeşitli sistemlerdeki son çalışmalarda, PINK1 / Parkin yolunun, 

otofaji mekanizması ile kusurlu mitokondriyi ortadan kaldırdığı gösterilmiştir. Sun 

ve ark. (2012) yaptıkları çalışmada VDAC'ların bu mekanizmanın bir parçası olduğu, 

Parkin'in hasarlı mitokondriye girişinde etkili olduğu gösterilmiştir (Sun ve ark., 

2012). Çalışmamızda da rotenon uygulaması ile hem vdac hem de pink1 

ekspresyonlarının artması bu bulguları destekler nitelikte, mitokondride fonksiyon 

bozukluğu ve hasarı işaret etmektedir.  

Çalışmamızda rotenon maruziyeti Sigma 1 ekspresyonunu kontrol grubuna göre 

anlamlı derecede arttırmıştır. Fluvoksamin uyarımı ile Sigma 1 ekspresyonu rotenon 

grubuna göre anlamlı derecede artmıştır. Rifampisin grubunda ise, Sigma 1 

ekspresyonunda azalma görülmektedir. Western ile yapmış oldğumuz gruplar arası 

protein miktar farklılığına ilişkin, rotenon uyarımlı tüm gruplarda aktif Sigma 1 

reseptör seviyelerinin arttığı görülmektedir. Rifampisin maruziyeti sonrasi aktif olan 

Sigma 1 seviyesinde Fluvoksamin maruziyetine kıyasla anlamlı bir düşüş 

görülmekteyken, en etkin Sigma 1 seviyeleri rotenonda görülmektedir. 
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Sig-1'nin nöroprotektif etkisi, şaperon aktivitesi, Ca2+  düzenlemesi (Monnet, 

2005; Mori ve ark., 2013; Su ve ark., 2010; Tsai ve ark., 2009). ERAD yolağı 

üzerinden transkripsiyonel düzenleme ve lipit sentezini (Benarroch, 2018) içerir. Sig-

1R, ER-mitokondri ilişkili membranda Ca2 + seviyesinin düzenlenmesinde ve hücre 

içi Ca2 + homeostazı ve Ca2+ 'un mitokondriyal matrikse alımının korunmasında kritik 

bir rol oynar. Ca2+ toksisitesi felç ve Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastalığı 

gibi nörodejeneratif hastalıklarda hücre ölümüne katılmaktadır, bu nedenle Sig-1 

aracılı Ca2+ düzenlenmesi beynin korunmasında kesinlikle hayati önem taşır 

(Ruscher ve Wieloch, 2015). 

Çalışmamızda rotenon maruziyeti sonrası Sigma 1 reseptör seviyelerinin artmış 

olması, beklediğimiz hücre Ca2+ seviyelerindeki değişimi işaret etmektedir. Sigma 1 

resepör uyarıcılarından fluvoksamin ile maruziyet sonrasında ise, Sigma 1 reseptör 

seviyelerindeki anlamlı düşüş, fluvoksaminin bir diğer etkisi olan endoplazmik stres 

aracılı apoptozu baskılayıcı etkisiyle nöronal korunumu sağlamasını akla 

getirmektedir.  

Çalışmamızda rotenon maruziyeti nkap ve tnf-α ekspresyonlarını kontrol 

grubuna göre anlamlı derecede artmıştır. Rifampisin uygulanması rotenon grubunda 

nkap ve tnf-α ekspresyonlarını azaltmıştır. Rotenon grubunda fluvoksamin 

uygulanması ise, nkap ve tnf-α ekspresyonunlarında rotenon grubuna göre bir 

değişikliğe neden olmamıştır.  

NKAP, TNF-α ile indüklenen NF-κB aktivasyonunda tanımlanmış önemli bir 

nükleer regülatör proteindir. NF-kB, enflamatuar yanıtlar ve antiapoptotik etkileriyle 

çok sayıda genin ekspresyonunu düzenleyen, bir transkripsiyon faktörüdür (Chen ve 

ark., 2003). PH etiyolojisinde, TNF-α, nitrik oksit (NO) ve IL-1β gibi enflamatuar 

mediatörlerin üretiminin, nöronal doku yıkımına aracılık ettiği ve bu mediatörleri 

üreten başlıca SSS hücresinin mikroglial hücreler olduğu gösterilmiştir. Mikrogliayı 

doğrudan aktive eden ajanların hem in vitro hem de in vivo olarak DA üreten 

nöronlarda nörotoksisiteyi indüklediği gösterilmiştir. Bu ajanlar arasında LPS, β-

amiloid peptidleri, Parkin ve agrege olmuş veya nitratlanmış-α-sinüklein bulunur 

(Frank-Cannon ve ark., 2008; Reynolds ve ark., 2008). Ayrıca 1-metil-4-fenil-

1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) ve 6-hidroksidopamin (6-OHDA) gibi birçok 
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doğrudan nörotoksin etkili maddeler hücresel içeriğinin salınması yoluyla 

mikrogliayı aktive ederek nörotoksisiteyi uyarır (Flood ve ark., 2011; Hirsch ve ark., 

2005). Bir kez aktive edildiğinde, mikroglial hücreler, enflamatuar sitokinler, 

kemokinler, prostaglandinler ve lökotrienler, NO, reaktif oksijen türleri (ROS) ve 

glutamat dahil olmak üzere doğal bağışıklık tepkisini desteklemeye yarayan çok 

çeşitli enflamatuar mediatörler üretir. 

Aktive olmuş mikroglial hücrelerden salgılanan enflamatuar sitokinler arasında 

DA nöronlarının doğrudan öldürülmesine yol açabilen TNF-α, IL-1, ve IL-6 

bulunmaktadır (Flood ve ark., 2011). Enflamasyon ve PH'de DA 

nörodejenerasyonuna katılan enflamatuar mediatörlerin çoğu ortak bir özelliğe 

sahiptir; bu ortak özellik, mikroglial hücrelerde ekspresyonlarının öncelikle NF-κB 

tarafından düzenlenmesidir. TNF ve IL-l gibi enflamatuar sitokinler, LPS gibi bakteri 

ürünleri ve hücresel hasarlı ürünler, NF-κB'nin aktivasyonu ile enflamatuar tepkileri 

aktive eder. NFκB daha sonra enflamatuar sitokinleri kodlayan genlerin 

düzenlenmesi yoluyla enflamatuar yanıtta önemli bir rol oynar (Tsoulfas ve Geller, 

2001). 

Rotenon ile indüklenen PH modelinin, non-invaziv ve kronik oluşum süreci gibi 

özellikleri ile dopaminerjik nöron kaybı ve nöroinflamasyon ile ilişkili olduğu öne 

sürülmüştür (Li ve ark., 2013). Bu bilgiler ışığında çalışmamızda rotenon grubunda 

artan tnf-α ekspresyonu,  mikroglial hücre aktivasyonu sonucu artan inflamasyonun 

bir göstergesi olarak değerlendirilebilir. Yine rotenon grubunda artan nkap 

ekspresyonu rotenon maruziyetine bağlı NF-κB’nin NKAP ile aktivasyonunun artışı 

ile ilişkilendirilebilir.  

Mycobacterium tuberculosis ve diğer mikobakteriyel enfeksiyonların tedavisinde 

kullanılan makrosiklik bir antibiyotik olan rifampisinin son yıllarda nöronlarda 

koruyucu etkili olduğu gösterilmiştir. Bi ve ark (2013) rifampisinin, mitokondriyal 

oksidatif stresi hafifleterek rotenon kaynaklı apoptozu önemli ölçüde bastırdığı, 

mikroglial enflamasyonu azaltıp nöron sağkalımını arttırdığını bildirmiştir (Bi ve 

ark., 2013). Çalışmamızda da bu bulgulara uygun olarak rifampisin uygulanmasının 

rotenon grubunda artan tnf-α ve nkap ekspresyonlarını azalttığı bulunmuştur.  
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Çalışmamızda rotenon uygulaması trl4a ekspresyonunda azalmaya, ıl21 

ekspresyonunda ise artışa neden olmuştur.  

IL21R mutasyonu olan bazı hastalarda kronik ishal ile birlikte erken başlangıçlı 

IBD gözlenmiştir. Ayrıca hayvan modellerinde kullanan çoklu çalışmalar IL-21'in 

IBD patogenezinde etkili olduğu gösterilmiştir. Bununla beraber Il21, IL-10'u 

indükleme kabiliyeti nedeniyle immünosupresif olarak da değerlendirilmiştir. IL-10 

sinyalinin bağırsaktaki immün homeostazını kritik bir şekilde düzenlediği 

bilinmektedir ve IL10 mutasyonları olan hastalarda erken başlangıçlı IBD 

gelişmektedir. Çalışmamızda artan il21 ekspresyonu rotenonun etkisi ile baskılanmış 

immun sistemin bir göstergesi olarak değerlendirilebilir (Leonard ve Wan, 2016).  

Rifampisin uygulaması ise rotenon verilen grupta artan il21 ekspresyonunu anlamlı 

derecede azaltmıştır. Fluvoksamin ise etkili olmamıştır. Rotenon verilen gruplarda 

hem rifampisin hem de fluvoksamin trl4a ekspresyonların anlamlı derecede 

arttırmıştır.  Bu gruplarda artan trl4a ekspresyonları hem rifampisin hem de 

fluvoksaminin organizmanın verdiği enflamatuvar yanıtın uyarmasının bir sonucu 

olabilir.  

Sonuç olarak rifampisin ve fluvoksaminin zebra balıklarında rotenon ile 

indüklenen deneysel PH modelinde mitokondriyel kalsiyum, PH ile ilişki genler, 

proteinler ve lokomotor aktiviteleri inceleyen bu çalışmamız nörotoksik ajan olan 

rotenon ile oluşturulan bu modelin zebra balıklarında PH oluşturmak için uygun 

olduğunu göstermiştir. Ayrıca çalışmamızda kalsiyum odaklı mitokondri fonksiyon 

bozukluğu ile PH gelişiminde etkili genler ve proteinler arasındaki ilişkiye dair 

önemli veriler elde edilmiştir. Çalışmamız literatürde ilk defa nörodejeneratif 

mekanizmalarda inflamatuvar mekanizmaları TRL4a, NF-κB, NKAP, TNFα ve IL21 

açısından ilişkilendirmiştir.  

Birçok çalışmada olduğu gibi bizim çalışmamızın da sınırlayıcı faktörleri 

bulunmaktadır. Temel sınırlayıcı faktör, çalışma bütçesinin sınırlı olmasıdır. 

Ekspresyon seviyelerine bakılan her gen için, protein seviyerine bakılamamıştır. 

Aynı zamanda, nöroprotektif ajanların zebra balıklarına etkisi olup olmadığını 

deneyebileceğimiz iki kontrol grubu, analiz sayısını ve dolayısı ile bütçeyi 

etkileyeceğinden eklenememiştir. Rifampisin ve fluvoksamin kimyasallarının 
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miktarları ancak karın içi enjeksiyon kullanımı için yeterli miktarda olduğundan, 

uygulama sonrası grup içi ölüm miktarları artmış olup uygulanan süre 3 haftayla 

sınırlandırılmak zorunda kalınmıştır. RT-PCR ve western-blot analizlerinde her 

gruptan 3-5 dokunun tek tek analizi yerine, grup içi örneklerden havuz oluşturulup, 3 

tekrarlı analiz yapılmıştır.  
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