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ÖZET 

Farelerde Rotenone İle Oluşturulmuş Parkinson Modelinde, Terazosin’in 

Etkinliği 

 

Parkinson hastalığı (PH), günümüzde dünya genelinde 10 milyon hastalık yükü 

oluşturan ve ilerleyici nöron kaybı ile karakterize en yaygın nörodejeneratif 

hastalıklardan bir tanesidir. Yapılan çalışmalar, yaşla birlikte insidansı katlanarak 

artan nörodejeneratif hastalıklarda, bozulmuş enerji metabolizması sonucu ATP 

seviyelerinde azalma veya mitokondrilerin daha az ATP üreterek daha az verimli hale 

gelmesi ve toksik ROS üretiminin artışı sonucu, ATP'ye bağlı onarım 

mekanizmalarının engellediği gerçeğini ortaya koymaktadırlar. Kinazolin çekirdekli 

heterosiklik bir bileşik olan Terazosin’nin (TZ) fosfogliserol kinaz 1 (Pgk1)’e bağlanıp 

Pgk1 aktivasyonu yoluyla glikolizi hızlandırarak ATP üretimini arttırdığı, böylelikle 

PH'nin nörodejenerasyonunu yavaşlatarak veya önleyerek nöronları koruduğu ileri 

sürülmektedir. TZ’nin nöroprotektif özellikler gösterdiği kanıtlanmış olsa da, alfa-

sinüklein agregasyon değişiklikleri ile sonuçlanan bir dizi farklı olası mekanizması 

halen belirsizliğini korumaktadır. Çalışmamız, TZ’nin nöroprotektif ve antiagregatif 

mekanizmaları anlamak için tasarlanmıştır. Çalışmada, 6-8 aylık 30-35 gr ağırlığında 

ve her grupta 8 ila 12 adet olacak şekilde 7 gruba ayrılmış toplam 68 adet Swiss erkek 

fare kullanılmıştır. Farelere, 1,2 mg/kg/2gün dozda Rotenone subkutan yolla üç hafta 

boyunca uygulanarak PH modeli oluşturulmuş, ardından, PH’li farelere 10 µg/kg/2gün 

TZ intraperitonal olarak verilmiştir. Silindir spontan aktivite testi ile farelerin motor 

fonksiyon kayıpları belirlenmiştir. Comet metodu ile striatal bölgedeki DNA hasarı 

tespit edilmiştir. Kantitatif gerçek zamanlı polimer zincir reaksiyonu ile alfa-sinüklein 

(SNCA, PARK1) ve tirozin hidroksilaz (TH) genlerinde meydana gelen ekspresyon 

değişiklikleri belirlenmiştir. Lewy cisimciği (LC) oluşumu ve nöron hasarı gibi 

değişimler histopatolojik olarak gösterilmiştir. Ayrıca, Lewy cisimciklerinin 

içeriğinde bulunması beklenen alfa-sinüklein ile dopaminin sentezinde görev alan 

tirozin hidroksilaz immünohistokimyasal olarak da araştırılmıştır. Terazosin, rotenone 

kaynaklı oluşan DNA hasarının tamirinde veya motor fonksiyonların iyileşmesinde 

etkili olamasa da (p>0.05), özellikle SNCA geninin ekspresyonunun azaltılmasında ve 

alfa-sinüklein agregatlarının çözülmesinde etki göstermiştir (p<0.05). TZ'nin fareler 

üzerinde rotenone ile indüklenen Parkinson modelinde kısmi nöroprotektif ve alfa-

sinüklein anti-agregatif etkisi, TZ'nin sistemik olarak PGK1 aracılı ATP seviyelerini 

artırmasına ve böylece PH'nin enerji metabolizması üzerindeki olumsuz etkisini 

iyileştirmesine bağlanabilir. 

 

Anahtar kelimeler: Parkinson Hastalığı, Rotenone, Terazosin, Alfa-Sinüklein, 

PGK1, ATP 
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ABSTRACT 

Efficacy of Terazosin in Rotenone induced Parkinson's Disease Model in Mice 

 

Parkinson's disease (PD) is one of the most common neurodegenerative 

diseases characterized by progressive neuronal loss, accounting for 10 million disease 

burden worldwide. Studies reveal that, in neurodegenerative diseases, the incidence of 

which increases exponentially with age, ATP-dependent repair mechanisms are 

inhibited as a result of decreased ATP levels due to impaired energy metabolism or 

mitochondria becoming less efficient by producing less ATP and increased production 

of toxic ROS. Terazosin (TZ), a heterocyclic compound have a quinazoline core, is 

proposed to bind to phosphoglycerol kinase 1 (Pgk1) and accelerating glycolysis by 

increase ATP production through Pgk1 activation, thereby protecting neurons by 

slowing or preventing neurodegeneration of PD. Although TZ has been shown to 

exhibit neuroprotective properties, a number of different possible mechanisms 

resulting in altered alpha-synuclein aggregation remain unclear. Our study was 

designed to understand the neuroprotective and antiaggregative mechanisms of TZ. A 

total of 68 male Swiss mice aged 6-8 months, weighing 30-35 g and divided into 7 

groups of 8 to 12 mice per group were used in the study. Rotenone at a dose of 1.2 

mg/kg/2day was administered subcutaneously to mice for three weeks to create PD 

model, followed by intraperitoneal administration of 10 µg/kg/2 day Terazosin to mice 

with PD. Cylinder spontaneous activity test was used to determine the loss of motor 

function in mice. DNA damage in the striatal region was determined by the Comet 

method. Expression changes in alpha-synuclein (SNCA, PARK1) and tyrosine 

hydroxylase (TH) genes were determined by quantitative real-time polymer chain 

reaction (qRT-PCR). Changes such as Lewy body (LB) formation and neuronal 

damage were shown histopathologically. In addition, alpha-synuclein, which is 

expected to be present in Lewy bodies, and tyrosine hydroxylase, is involved in the 

synthesis of dopamine, were investigated immunohistochemically. Although terazosin 

was not effective in the repair of rotenone-induced DNA damage or recovery of motor 

functions (p>0.05), it was especially effective on reducing the expression of SNCA 

gene and dissolving alpha-synuclein aggregates (p<0.05). The partial neuroprotective 

and alpha-synuclein anti-aggregative effect of TZ in a rotenone-induced parkinsonian 

model on mice may be attributed to TZ systemically increasing PGK1-mediated ATP 

levels, thereby ameliorating the adverse effect of PD on energy metabolism. 

Keywords: Parkinson's disease, Rotenone, Terazosin, Alpha-Synuclein, PGK1, ATP  
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1. GİRİŞ 

Parkinson hastalığı (PH), alfa-sinükleinin (AS) yaygın şekilde yanlış 

katlanması sonucu oluşan bir proteinopatidir. İleri yaşlarda en sık görülen 

nörodejeneratif hareket bozukluğu ile karakterize PH’da, dopaminerjik nigrostriatal ve 

diğer nöron sistemlerinin ilerleyici dejenerasyonu nedeniyle ortaya çıkan istirahat 

tremoru, rijidite, bradikinezi ve beden pozisyonu dengesizlikleri gibi motor ve motor 

olmayan bilişsel ve limbik/otonom bozukluklar klinik öneme sahiptir. Bu durum, 

substantia nigra pars combacta (SNc) ve diğer subkortikal çekirdeklerdeki pigmentli 

nöronların kaybına ve sitoplazmik Lewy cisimcikleri (LC) ile distrofik Lewy 

nöritlerinin (LN) yaygın olarak bulunmasına bağlı olarak ortaya çıkmaktadır. 

Dopamin eksikliği ve diğer biyokimyasal ve nöronal yetersizlikler hastalığın klinik 

tablosunu oluşturmaktadır. Bunun yanında, beyin sapı tipi Lewy cisim bozukluğu 

(LCB) (1) olarak da adlandırılan PH veya AS tipi parkinsonizmin dışında, 

parkinsonizmin farklı nedenleri de bulunmaktadır (2). 

Özellikle beynin substantia nigra pars combacta ve pontin locus ceruleus 

bölgelerinde görülen depigmentasyon, nöronal kayıp ve gliozis gibi durumlar 

neticesinde Parkinson Hastalığı görülür. Ayrıca, vagus dorsal nükleus ve diğer beyin 

kökü nükleuslarında da nöronal dejenerasyon gözlenir. Sağlıklı kişilerde Substantia 

Nigra (SN) pigment nöronlarının sayısı 550.000 olarak bilinirken, Parkinson 

Hastalarında sayı %66 oranında düşmektedir (3). Ayrıca, normalde 260.000 olan 

pigmentsiz nöronların PH durumunda %24 oranında düştüğü tespit edilmiştir. 

Parkinson Hastalığının ilk belirtileri görüldüğünde genellikle substantia nigra pars 

combacta nöronlarının %60'ı kaybedilmiştir ve bu durum hastalığın erken döneminde 

ciddi bir nöronal kayıp olduğunu gösterir (4). Bununla beraber, Parkinson Hastalarında 

hipokampus bölgesinde belirgin bir küçülme yani atrofi de görülmektedir (5). 

Lewy cisimcikleri, alfa-sinüklein proteininin anormal birikimi neticesinde 

ortaya çıkan ve sinir hücrelerinin iletişimi etkileyerek düşünce, hareket, davranış ve 

ruh hali gibi problemlere yol açabilen PH’nın ana belirteçleridir. AS, doğal halinde 

katlanmayan bir proteindir (6). Ancak SNCA geninde meydana gelen mutasyonlar 

veya oksidatif stres gibi Parkinson Hastalığı mekanizmaları neticesinde, sitoplazmada 
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yanlış bir şekilde katlanarak agregasyonun başlamasına sebep olur. Alfa-sinüklein, 

mitokondriyal ve ubikitin-proteozom sistemi (UPS) gibi mekanizmalara zarar vererek 

tekrarlar halinde protein birikmesine ve hücre ölümüne yol açan bir kısır döngüye 

neden olur. Dopaminerjik Nöronlar (DN)’lerdeki, dopamin sentezinin sınırlayıcı 

enzimi olan Tirozin Hidroksilazın (TH) aktivitesini engelleyerek Dopamin salınmasını 

inhibe ettiği de ifade edilmiştir. Bunun aksine, hücrelerde alfa-sinükleinin ifade 

edilmemesi, tirozin hidroksilaz aktivitesini ve dolayısıyla dopamin sentezini indükler 

(7). DA’nın sinir hücrelerinde birikmesi de toksik etkilere, oksidatif strese ve sonuç 

olarak hücre ölümüne yol açabilir (8). 

Parkinson Hastalığı’nın temel nedeni henüz bilinmemekle birlikte; AS protein 

birikiminin, mitokondri işlev bozukluklarının ve oksidatif hasarın hastalığın 

oluşumunda önemli rol oynadığı düşünülmekte olup ayrıca çevresel faktörler, genetik 

yatkınlık, yaşlanma ve bazı travmaların da etkin olduğu bilinmektedir (9). 

PH vakalarının çok büyük bir kısmında sebebin bilinmemesi, çevresel 

maruziyetlerin PH’ye sebep olabileceği inancını kuvvetlendirmektedir. Pestisitlerin bu 

hastalıklar arasında yaygın olarak bilinen etkisi nörotoksisitedir. Kronik pestisit 

maruziyetinin ALS, Alzheimer ve PH gibi nörodejeneretif hastalıklarla bağlantısı 

gösterilmiştir (10).  

Çevresel koşulların ve etkenlerin iyi anlaşılması, uzun vadede hem hastalığın 

önlenmesinde hem de tedavisine giden yolda önemli bir adımdır. PH’yi hayvan 

modelleri ile çalışmak gen – çevre ilişkisini ve patoloji mekanizmasını anlamayı 

kolaylaştıracağından oldukça önemlidir (11). İnsanlarda deneysel parkinson modelinin 

oluşturulması mümkün olmadığı için çalışmalar ağırlıkla deney hayvanlarına 

yönelmiştir. Parkinson modelleri deney hayvanlarında oluşturularak değişik ilaçların 

modeller üzerinden test edilmesi yoluna gidilmiştir. Parkinson modeli oluşturmak 

amacıyla seçici olarak dopaminerjik nöronları tahrip ettiği bilinen nörotoksinler olan 

rotenone, 6-OHDA, MPTP, parakuat ve maneb kullanılmaktadır (12). 

Rotenone, Lonchocarpus ve Derris cinsi bitkilerin köklerinden elde edilen ve 

doğal oluşan bir insektisittir. Yüksek lipofilik özelliği sahip bir pestisit olan rotenone, 

taşıyıcılara ihtiyaç duymaksızın kan-beyin bariyeri dahil bilinen tüm biyolojik zarları 

kolayca aşabilmektedir (13). Nörotoksik etki mekanizması tüm yönleriyle açıklığa 
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kavuşturulamamış olan rotenone’un mitokondriyal kompleks 1’e bağlanarak inhibe 

ettiği ve bozulan elektron akışı nedeniyle de ATP üretiminin azaldığı bilinmektedir 

(14, 15). 

Deney hayvanlarında, rotenone modeli diğer bazı non-invaziv ve invaziv 

nörotoksik kimyasal modellere kıyasla klasik PH’nin çoğu özelliğini daha başarılı bir 

şekilde indükleme yeteneği gösterir. Bu model, klinik tablonun; DN kaybını, AS içeren 

Lewy cisimciklerini, kısmen tremoru ve düşük motor fonksiyonlarını önemli ölçüde 

taklit edebilir (16-18). Ayrıca rotenone ile indüklenen deneysel PH modelinde, çoğu 

zaman insanlarda görülen bazı davranışsal ve bilişsel özelliklerin yanında (17) 

gastrointestinal nöropatilerin oluşması da sağlanabilmiştir (19, 20). 

Parkinson hastalarının %95’i gen ve çevre ilişkisi sonucu ortaya çıkan idiopatik 

vakalardır (21, 22) ve sebebinin ortaya konmasında yaşanan güçlükler ciddi zaman, 

para hatta emek kaybına sebep olmaktadır (23). DSÖ tahminleri eğer çözüm 

bulunmazsa nörodejeneratif hastalıkla yaşayan insan sayısının 2040 yılında 70 

milyonu, 2050 yılında da 106 milyonu aşabileceğini ve yapılan sağlık harcamalarının 

da ciddi oranda artacağını göstermektedir (24). İnsan ömrünün artmasıyla birlikte bu 

durumun sosyal güvenlik sistemleri açısından da ciddi bir yük oluşturabileceği 

düşünülebilir. Dolayısı ile hastalığın sebeplerinin bulunarak mekanizmaların daha iyi 

anlaşılması büyük önem arz etmektedir ve bunun için kaynak ayrılması gerekmektedir 

(25). 

Terazosin (TZ), ilk olarak 1987 yılında Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) tarafından 

hipertansiyon tedavisi için onaylandıktan sonra, 1993 yılından bu yana benign prostat 

hiperplazisi (BPH) semptomatik tedavisi için uzun etkili bir alfa-1 adrenerjik reseptör 

blokeri olarak da kullanılan bir ilaçtır (26, 27). İlacın yan etkilerinden biri meydana 

getirdiği enerji artışıdır. TZ'nin fosfogliserat kinaz 1'e (Pgk1) bağlanarak enzimatik 

aktivitesini desteklediği ve Pgk1 aracılığı ile ATP artışı sağladığı gösterilmiştir (28). 

ATP, hidrotrop (çözücü) özelliğe sahip olması nedeniyle agregat oluşumunu 

önleyebilir ve protein agregatlarını çözebilirken daha da önemlisi PH ile bozulan enerji 

metabolizmasını iyileştirme yoluyla da nöroprotektif etki gösterebilmektedir (29).  

Bu tez çalışması ile TZ'nin, ATP seviyelerini yükselttiği düşünüldüğünde, alfa-

sinüklein de dahil olmak üzere protein agregatlarının çözünmesini kolaylaştırabileceği 
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ve PH kaynaklı nörodejenerasyonda iyileşmeye sebep olabileceği hipotize edilmiştir. 

Kan-beyin bariyerini geçebilen TZ’nin (30), PH’de koruyucu ve tedavi edici etkilerini 

ortaya koyabilmek amacıyla farelerde rotenone-aracılıklı Parkinson modeli 

oluşturulmuştur. TZ'nin PH’de nöroprotektif etkisinin gözlenmesinin hedeflendiği bu 

çalışmada, fare beyin dokusundan moleküler metodlar ile DNA hasarı ve gen 

ekspresyon çalışmaları ile elde edilen bulguların yanı sıra histopatolojik, 

immünohistokimyasal ve motor fonksiyon testleri ile elde edilen veriler 

değerlendirilmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Parkinson Hastalığı Tarihçesi, Epidemiyolojisi ve Tanısı 

1817 yılında İngiliz doktor James Parkinson tarafından "Titrek Felç" olarak 

tanımlanan (31) ve Jean Marie Charcot tarafından 1937 yılında ilk bulan kişinin adı ile 

anılmaya başlayan Parkinson Hastalığı (PH) (32),  dünyada Alzheimer’dan sonra en 

sık rastlanan ve yaşla doğru ilişkili olan nörodejeneratif hastalıktır (16). 

Carlsson, 1958 yılında memelilerin beyin dokusunda Dopaminin (DA) 

varlığını keşfetmiştir (33) . Daha sonra Ehringer ve Hornykiewicz, striatal Dopamin 

(DA) eksikliğinin Parkinson Hastalığı'na yol açtığını ve Parkinson hastalarına düşük 

dozlarda bir Dopamin prekürsörü olan Levodopa verildiğinde semptomların 

hafiflediğini göstermişlerdir (34). Substantia nigra pars compacta nöronlarının 

nigrostriatal dopaminerjik yol oluşturduğu keşfedilmiş ve Parkinson Hastalığı'nın 

beynin SNc bölgesindeki dopaminerjik nöronların progresif kaybı ve devamında 

dopamin reseptörlerinin sayısında meydana gelen azalma sonucunda ortaya çıktığı 

anlaşılmıştır (35). 

Parkinson Hastalığı günümüzde milyonlarca insanı etkileyen ve 

nörodejeneratif bir hastalık olarak kabul edilen ve hareket bozukluğunun ön planda 

olduğu bir hastalıktır. Çoğunlukla psikotik, affektif ve kognitif bozukluklarla birlikte 

seyrettiği için, beyin fonksiyonları üzerindeki etkisi sebebiyle nöropsikiyatrik bir 

hastalık olarak da tanımlanır (7). 

Parkinson hastalarının yaklaşık %90-95'i sporadik olarak, %5'lik bir kısmı da 

Mendel tipi tek gen kalıtımı sonucu ortaya çıkmaktadır (21, 22). Hastalık riski 

kadınlarda %1,3 iken erkeklerde %2 civarında seyretmektedir (36). Genel 

popülasyonun %0,3’ünde hastalık görülmesine rağmen 65 yaş üzerinde bu oran 

%3’lere kadar çıkmaktadır (37). Türkiye için ise prevalans oranı 100,000 kişide 111 

vaka olarak bildirilmiştir (38). 

Dorsey ve arkadaşları tarafından küresel hastalık yükü çalışması yapılmıştır. 

Buna göre, 2015 yılında Parkinson Hastalığı vakalarının yaklaşık 7 milyon olduğu ve 

2040 yılında bu sayının yaklaşık 13 milyona çıkacağı tahmin edilmektedir. Bu 

tahminler, potansiyel bir Parkinson Hastalığı pandemisinin oluşabileceği ihtimalini 
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göstermektedir (39, 40). Ayrıca eğer kalıcı tedaviler bulunmazsa Dünya Sağlık 

Örgütü'nün (WHO) tahminlerine göre, nörodejeneratif hastalıklarla yaşayan insan 

sayısı 2040 yılında 70 milyonu aşabilir ve 2050 yılında 106 milyonu geçebilir. Ayrıca, 

bu durumun sağlık harcamalarında önemli bir artışa yol açacağı öngörülmektedir (24). 

İlk tanımlanmasının üzerinden iki asır geçmesine rağmen PH’nın temel nedeni 

tam olarak aydınlatılabilmiş değildir (41). Hastalık riski ile ilişkili demografik 

faktörler cinsiyet, yaş, beyaz ırka mensubiyet, aile öyküsünün olması, fiziksel ve 

duygusal stres, kişisel özellikler (çekingen olmak, risk almamak) ile kafa travması 

şeklinde; çevresel etkenler ise insektisitler ve pestisitler gibi tarım ilacına maruziyet, 

CO, kuyu suyu içmek, kırsal kesimde yaşam, endüstriyel ajanlar, metaller (mangan, 

civa, demir), histerektomi ve/veya destekleyici östrojen tedavileri, hayvansal yağ, süt 

ağırlıklı beslenme ve obezite olarak belirlenmiştir (25).  

Nöronal ölümler, hastalığın gelişimindeki en belirgin neden olarak görülmekle 

birlikte henüz nedeni tam olarak bilinememektedir. Alfa-sinüklein oligomer ve fibril 

oluşumu, oksidatif stres, inflamasyon, mikroglia aktivitesi artışı, apoptozis, yüksek 

miktarda nitrik oksit üretimi, hücre içi Kalsiyum (Ca) ve Demir (Fe) homeostazisinin 

bozulması, yetersiz nörotrofinler ve glutamat toksisitesi gibi faktörlerin yanı sıra 

yaşlılık, pestisitler, postensefalitik infeksiyonlar, MPTP, Rotenone ve kronik 

manganez intoksikasyonu gibi çevresel etkenler ile genetik faktörler bilinen yaygın 

sebepler arasındadır (42-44) (Şekil 2.1).  
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Şekil 2.1. Parkinson hastalığında mekanizmalar 

Parkinson Hastalığı’nın klinik özellikleri istirahat tremoru, rijidite, bradikinezi, 

postural instabilite, öne eğik duruş ve motor bloklar şekilde ifade edilmiştir. Bu 

belirtilerden en az iki tanesine sahip kişiler hastalık tanısı almaktadır (41). Hastalıkta, 

motor fonksiyonun azalmasının yanı sıra, disotonomi veya otonom disfonksiyon, koku 

kaybı olan hipozmi, depresyon ile demans (bunama) ve uykusuzluk (insomniya)  gibi 

belirtiler de meydana gelebilir (45-47).  

2.2. Parkinson Hastalığı ve Alfa-Sinüklein  

Protein birikimi, birçok nörodejeneratif hastalıkta görülen ortak bir moleküler 

olaydır. Nöronlar da birçok farklı hücre tipi gibi anormal protein birikimine yanıt 

olarak çözünmeyen protein fibrillerinden oluşan protein inklüzyonları oluşturma 

eğilimindedir.  

Bazal gangliyonlar (BG), temel görevleri hareket sistemini kontrol etmek ve 

hassas ayarlamalar yapmak olan birbirleriyle bağlantılı subkortikal nükleuslardan 

oluşan yapılardır (48). Substantia nigra pars combacta bölgesi de bu yapının içinde yer 
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almaktadır (49). Parkinson Hastalığı için temel patolojik özellikler, beyindeki 

substantia nigra pars compacta bölgesindeki nöromelanin (NM) içeren DN’lerin 

ölümü ve sağ kalan sinir hücrelerinin gövdelerinde yoğunlaşmış alfa-sinükleinlerin 

biriktiği Lewy cisimciği (LC) veya Lewy nöritleri (LN) olarak adlandırılan, eozinofilik 

inklüzyon cisimciklerinin varlığıdır (Şekil 2.2) (50). Nörodejeneratif hareket 

bozuklukları alanında en yoğun olarak araştırılan protein inklüzyon patolojisi de, yüz 

yıl önce keşfedilen Lewy cisimcikleridir.  

 

Şekil 2.2. PH'de Lewy patolojisi. A: H ve E ile boyanmış melanize SNc nöronunda 

Lewy cisimcikleri. B: Ubiquitin ile boyanmış melanize SNc nöronundaki 

sitoplazmik protein birikimleri. C: Ubiquitin (kırmızı) ve alfa-sinüklein 

(sarı) ile boyanmış SNc nöronunda Lewy cisimciklerinin konfokal 

mikroskopik görüntüsü. D: Ubiquitin ile boyanmış intranöronal Lewy 

nöritleri (50). 

Alfa-Sinüklein, agregasyona yatkın ve agregat formlarında iken Parkinson 

hastalığında görülen nörodejenerasyonun önemli sebeplerinden olan nöronal bir 

proteindir. İnsan beyninin tümünde ve neokorteks, hipokampus, substantia nigra, 

talamus ile serebellum gibi bölgelerde yüksek seviyelerde ifade edilen alfa-sinüklein 

proteini, sitosoldeki protein içeriğinin %1'ini oluşturur. Bu protein yoğunlukla 

nöronlarda daha az olarak da glial hücrelerde ifade edilir. Alfa-sinükleinin ifadesi, 

nöronal gelişim sırasında gerçekleşir. İnsan modelinde, alfa-sinüklein gebeliğin on 

beşinci haftasından itibaren fetusda bulunurken; fetal dönem boyunca tüm organlarda 

yer alır (51). 

Dimerik yapılardan başlayıp 100'den fazla monomerinin birleşimine kadar 

değişen farklı çözünürteki oligomerik yapılar oluşturma yeteneğine sahip bir 

proteindir. Çoğunlukla aksonların presinaptik terminallerinde ve doğal olarak 
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sitosolde katlanmamış, monomerik ve çözünür küçük bir protein olan normal alfa-

sinüklein, sinaptik veziküllerin membranlarına bağlanmaktadır. Belirli koşullar ve 

bazı ek proteinlerin de katkısıyla membran bağlanmasını kaybeden protein, kendi 

kendine agregasyona başlayarak küresel ve iplik benzeri Lewy cisimcikleri veya Lewy 

sinir çekirdekleri oluşturur. PH, alfa-sinükleinopatiler olarak nitelendirilen 

nörodejeneratif hastalıklar arasında en yaygın olanıdır (52).  

4q21'de lokalize SNCA (PARK1) geni tarafından kodlanan ve ilk olarak 

Alzheimer hastalığı (AH) olan hastaların beyinlerindeki β-amiloid plakların amiloid 

olmayan bileşeni olarak tanımlanan alfa-sinüklein proteininin tam işlevi halen 

belirsizliğini korusa da; istemli ve istemsiz hareketleri kontrol etmede etkin 

nörotransmitter olan dopaminin salınımını, vezikül eksositosisini ve homeostazını, 

sinaptik işlevleri ve plastisiteyi düzenlediği düşünülmektedir (53). Nöronal presinaptik 

küçük bir protein olan alfa-sinükleinin 140 amino asitlik yaygın bulunan varyantının 

yanı sıra; sırasıyla ekzon 3 ve ekzon 5'i içermeyen 126 amino asit ve 112 amino asitlik 

varyantları da bulunur (54). Yapısında sistein ve triptofan aminoasidi bulundurmayan 

protein, %29 oranında yüklü rezidüleri nedeniyle totalde polar bir yapıya sahiptir. 

Alfa-sinüklein proteini üç farklı yapısal bölge içerir: 1-60.  aminoasidlerin yer aldığı, 

pozitif yüklü lizin aminoasidince zengin amfipatik N-terminal bölgesi. Bu bölge, lipid 

membranlar ve vezikülllerle etkileşimini sağlayan α-heliks yapısının oluşumunda 

önemli KTKEGV korunmuş dizisini içeren 11 aminoasitlik tekrar alana sahiptir. Orta 

hidrofobik bölge, 61-95. aminoasitlerin bulunduğu amiloid olmayan bileşen 

bölgesidir. Bu bölge içinde bulunan 71-82 arası kalıntılar, beta katlanma yapısı 

oluşturma eğiliminde olup, yanlış katlanma ve fibrillere agregasyon için temel bir 

öneme sahiptir. 96-140.  aminoasitleri kapsayan, yüksek derecede asidik ve prolinden 

zengin olan C-terminal bölgesi ise oldukça esnek ve doğal olarak düzensiz bir alandır 

(Şekil 2.3) (55-57).  
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Şekil 2.3. Alfa-sinükleinin yapısal çeşitliliği (58) 

Monomerik alfa-sinüklein ile oligomerik yapılanma sergileyen protofibril ve 

fibriler yapıları arasında yapısal farklılıklar vardır. Monomerik ve fibriller formların 

aksine protofibriller alfa-sinükleinlerin yapıları beta-tabaka açısından zengindir (Şekil 

2.4). Protofibriller sentetik veziküllere sıkıca bağlanırlar ve geçici olarak bu 

vezikülleri geçirgen hale getirirler (59). Volles ve arkadaşları atomik güç mikroskopisi 

kullanarak protofibriller alfa-sinüklein tarafından vezikül membranlarının yıkımını 

doğrudan gözlemlemişlerdir. Böylece, alfa-sinüklein oligomer yapılarının nigral 

nöronlar için fibrillerden daha toksik olabileceğini ileri sürmüşlerdir (60).  

 

Şekil 2.4. Alfa-sinüklein monomerlerinin üç boyutlu modelleri (58) 

Alfa-sinüklein proteinini kodlayan SNCA geni ile ilgili polimorfizm ve 

mutasyon çalışmaları, PH arasında nedensel bir bağlantı olduğuna dair çok sayıda 

kanıt sunmaktadır. PH tüm genom sekans çalışmaları, SNCA'daki tek nükleotid 

değişimlerinin idiyopatik PH için bir risk faktörü olduğunu göstermiştir (61, 62). 
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Dominant olarak geçen PH'da ilk tanımlanan SNCA mutasyonu olan Ala53Thr’nin 

ardından Glu46Lys, His50Gln, Gly51Asp ve Ala30Pro gibi farklı mutasyonlar da 

tanımlanmıştır (63, 64). 1998 yılında Conway ve arkadaşları, SNCA yanlış anlamlı 

mutasyonlarının alfa-sinüklein fibril oluşumunu in vitro olarak hızlandırdığını 

göstererek; alfa-sinüklein yanlış katlanma ve agregasyonunun PH patogenezindeki 

etkinliğini ortaya koymuşlardır. SNCA duplikasyonu ve triplokasyonları da PH 

hastalarında tanımlanmıştır (65). Alfa-sinükleinin net olarak işlevi bilinmemekle 

birlikte, ifadesinin yalnızca sinaptik gelişimden sonra tespit edilebilmiş olması 

nedeniyle; olgun presinaptik terminallerde sinaptik vezikül arzının sürdürülmesinde 

rol oynadığı düşünülmektedir. İn vitro gen susturma çalışmaları, Alfa-sinükleinin 

olgun nöronlarda farklı sinaptik vezikül havuzlarının miktarını düzenlediğini 

göstermiştir. Ayrıca, SNARE komplekslerinin oluşumunda moleküler bir şaperon 

olarak görev yaparak sinaptik aktiviteyi düzenlediği, bu nedenle de sinaptik sinir 

uçlarından nörotransmitter salınımı için gerekli olduğu kanaati yaygındır (66-68). 

Alfa-sinüklein, hem dopamin salınımını düzenleyerek istemli ve istemsiz hareketleri 

kontrol etmekte hem da SNCA geni susturulmuş farelerde gösterildiği gibi hafıza ve 

bilişsel fonksiyonu etkileyebilmektedir. İşlevi artan sinaptik aktivite ve yaşlanma 

sürecinde daha da önemli bir hale gelmekte ve nörodejenerasyona katkıda bulunan bir 

faktör halini almaktadır (69). Doğal olarak sitozolda katlanmamış bir monomer 

şeklinde bulunurken; lipid membranların varlığında katlanmış bir alfa-helikal ikincil 

yapıya dönüşerek dimerler ve oligomerler oluşturma eğiliminde olduğu bilinen alfa-

sinükleinin, geçirmiş olduğu posttranslasyonel modifikasyonlar olan fosforilasyon, 

ubikitinasyon ve nitratlanmanın agregasyon süreci ve Lewy cisimcikleri oluşumu ile 

nörotoksisiteyle ilişkili olduğu düşünülmektedir (70).  

Alfa-sinükleinin en yaygın posttranslasyonel modifikasyonu fosforilasyondur 

ve çoğunlukla S129 ve daha az oranda S87 serin kalıntıları ile Y125, Y133 ve Y135 

tirozin kalıntıları üzerinden meydana gelir. Fosforile S129, çözünmez alfa-sinükleinde 

yaklaşık %90 iken, bu oran çözünür sitozolik alfa-sinükleinlerde sadece %4'tür (70). 

Bu da fosforile alfa-sinükleinin agregasyon sürecinde önemli rol oynadığını gösterir. 

PH ve DLC hastalarındaki LC lezyonlarında Ser129 yoğun bir şekilde 

fosforillenmiştir. Dahası, alfa-sinüklein Ser129 fosforilasyonu invitro olarak fibril 

oluşumunu tetiklemektedir (71). 
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İkinci en yaygın posttranslasyonel modifikasyonu ubikitinasyondur ve ubikitin 

alfa-sinükleine lizin kalıntılarından bağlanır. Ubikitin proteozom sistemi (UPS) ve 

otofaji alfa-sinükleinin parçalanmasında rol oynar. Ubikitin proteozom sistem, hem 

çözünür formunu hem de proteinin agregat formlarını bozarak protein parçalanmasını 

gerçekleştirir. Lizozomal yolak ise yanlızca proteinin agregat formlarını bozarak 

parçalanmasını sağlar (14). Alfa-sinüklein 15 adet lizin kalıntısı içermesine rağmen, 

Lewy cisimciklerinden izole edilen alfa-sinüklein proteininin çoğunlukla K6, K10 ve 

K12 kalıntılarında ubikitinlendiği görülür. Ubikitinasyonu, alfa-proteinin işlevi ve 

aktivitesinde değişikliklere neden olarak, yerleşim ve yıkım süreçlerini etkiler (72). 

Alfa-Sinüklein agregatlaşması ve proteazom işlev bozukluğu arasında karşılıklı bir 

kısır döngü ilişkisi var gibi görünmektedir. Agregatlaşma proteozomun düzenleyici 

ünitesi ile etkileşime girerek, proteozom aktivitesini inhibe eder. Synder ve 

arkadaşları, alfa-sinükleinin proteozom düzenleyici ünite ile ilgili yapısal bir 

değişikliğe neden olduğunu göstermişlerdir (73). Öte yandan, proteozomun inhibe 

edilmesi de alfa-sinüklein agregatlarının oluşumunu ve dopaminerjik nöronların 

ölümünü tetikler. Böylece, alfa-sinüklein birikimi ya da proteazom işlevinin bozulması 

nigral nöronlar için bir kısır döngü oluşumunu başlatır (74-77).  

PH'de proteazom işlevinin anormal olduğunun bildirilmiş olması dikkat 

çekicidir. Proteazom bir adenozin trifosfat (ATP) bağımlı proteolitik enzim olduğu 

için ATP'nin temini gereklidir. ATP üretimi temel olarak mitokondriyal solunuma 

bağımlıdır. PH'de mitokondriyal işlev bozukluğu iyi bilindiğinden, proteazom 

işlevinin değiştiğine inanmak için iyi bir neden vardır (78, 79). Ancak PH'de 

proteazom işlevi üzerinde fikir ayrılıkları da bulunur. Tofaris ve arkadaşları PH'de 

proteazom işlev bozukluğu tespit etmemişlerdir (80). 

Diğer yaygın bir posttranslasyonel modifikasyonu ise Y39, Y125, Y133 ve 

Y136 tirozin kalıntılarının nitratlanmasıdır.  Lewy cisimciklerinde yüksek oranda 

nitratlanmış alfa-sinüklein bulunduğu belirlenmiştir. Lewy cisim oluşumu görülen 

hastalıklarda önemli bir faktör olarak kabul edilen nitratlanma, yüksek oksidatif stres 

koşullarında artar. Artan hücresel oksidatif stres, alfa-sinüklein agregasyonunu da 

artırır. İn vitro çalışmalar, alfa-sinükleinin nitratlanmasının oligomer oluşumunu ve 

mitokondriyal bozulmayı indüklediğini ve integrin yolak aracılığıyla apoptoza yol 

açtığını göstermiştir. Bir PH hücre modelinde, alfa-sinükleinin artmış nitrik oksit 
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üretimi nedeniyle nitratlanmasının, nörotoksik alfa-sinüklein türlerinin seviyesinde 

artışlara ve hücre ölümüne neden olduğunu göstermiştir (81).  

PH’da Lewy cisimcik oluşumundan önce alfa-sinüklein'in fosforilasyonu ve 

çözünürlüğünde değişiklikler meydana geldiği ve çözünürlüğü azalırken fosforilasyon 

düzeylerinin büyük ölçüde arttığı belirlenmiştir. Ayrıca, Lewy cisimcik oluşumu alfa-

sinüklein'in lipidlerle ilişkisinin artması ile de ilişkilidir (82). PH üzerine yapılmış 

uzun süreli bir araştırmayla, Lewy cisimcik birikimlerinin limbik beyin bölgelerine 

yayılması için ortalama 13 yılın, PH vakalarının %50'sinde birikimlerin birleşik 

kortekslerde ortaya çıkması için ise 18 yılın gerektiği gösterilmiştir (83). Bu 

çalışmalar, alfa-sinükleinin hücrelerde meydana getirdiği değişikliklerinin yaygın 

biçimde ortaya çıkabilmesi için önemli bir sürenin gerektiğini ve geri dönüşü olmayan 

fibrillasyonundan önceki posttranslasyonel modifikasyonlarının önemli bir adım 

olduğunu göstermektedir.  

Normal koşullarda, sitoplazmada katlanmamış bir monomer olan alfa-

sinüklein patolojik koşullarda, yapısal değişikliklere uğrar ve monomerler birbirleriyle 

agregasyon yaparak çözünmez hale gelir. Yapısındaki değişikliklerin proteinin lipid 

yüzeylere, lipid damlacıklarına, fosfolipit çift tabakalara veya lipid membranlara 

bağlandığında ve/veya etkileşime girdiğinde başladığını gösteren kanıtlar vardır. İnsan 

nöronlarından izole edilen alfa-sinüklein monomerleri, sentetik lipid membranlara 

maruz kaldıklarında hızla membran yüzeyine bağlanarak dimerler ve oligomerler 

oluşturmaktadır. Bu tür bir etkileşimin, dramatik şekilde alfa-sinükleinin katlanmamış 

formundan katlanmış alfa-helikal ikincil yapıya değişmesine neden olduğu 

düşünülmektedir (84). Alfa-sinükleinin N-terminal bölgesinde bulunan 11 

aminoasitlik tekrarlar, apolipoproteinler ve diğer lipid bağlayıcı proteinler için yaygın 

olan amfipatik alfa-helikal motiflere benzerlik gösterir ve lipid membran bağlanma 

sürecinde önemli bir rol oynar (85). Bu değişikliğin önemi, alfa-helikal formunun 

hücreler için toksik olduğuna inanılan farklı türde oligomerleri oluşturma eğiliminde 

olmasıdır.  

Membranların lipid bileşimlerinin de, alfa-sinükleinin membrana 

bağlanmasını, etkileşimini ve sonrasındaki oligomerleşmeyi etkilediği gösterilmiştir 

(86). Çözünür durum ve membrana bağlanma durumu arasında sürekli bir denge içinde 
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bulunan alfa-sinükleinin membrana bağlanması, fosfatidilinositol veya 

fosfatidilserinin varlığına bağlıdır. Tercihen lipidlerle zenginleştirilmiş bölgeler olan 

lipid sallarına bağlama eğilimindedir. Yüksek kolesterol ve sfingolipid 

konsantrasyonları ile alfa-sinükleinin bağlanmasını destekleyebilecek değişmiş yüzey 

yüküne sahip bu lipid salları, proteinin bağlanmasını ve oligomerleşmesini teşvik eden 

bir platform olarak hizmet etmektedir (87).  

In vitro çalışmalar, alfa-sinüklein oligomerik agregatlarının nöroenflamasyon, 

nörodejenerasyon ve hücre ölümüne yol açan bir dizi ikincil sürece neden olduğunu 

göstermektedir (88). Agregat oluşumunun nörotoksisitedeki patojenitenin ortaya çıkış 

noktası olmasının yanı sıra, agregat yapısı oluşurken alfa-sinüklein monomerlerinin 

fizyolojik konumlarından kaybolması ile bir fonksiyon kaybının yaşandığı ve bunun 

da nörodejenerasyona katkıda bulunabileceği düşünülmektedir (89).  

Nörotransmitter salınımını değiştirmenin yanı sıra veziküler taşımayla ve 

vezikül füzyonu ile ilgili de rol oynayan alfa-sinüklein, çözünür N-etylmalimid duyarlı 

faktör bağlama protein reseptör (SNARE) komplekslerinin montajında moleküler bir 

şaperon olarak çalışır. Genel olarak, alfa-sinüklein birikimi gerçekleştiğinde ve 

SNARE proteinleri ile etkileşimi doğru şekilde olmadığında nörotransmisyon ve 

sinaptik işlev bozukluğu ile nörodejenerasyona neden olarak PH patogenezinde 

gözlenen bilişsel ve motor semptomlara katkıda bulunmaktadır (66).  

İlk oluştuğunda katlanmamış biçimde olan alfa-sinüklein, konsantrasyonuna ve 

çözeltinin özelliklerine göre alfa-heliks ya da sitotoksik özellikteki beta-katlanma 

tabakası yapısı oluşturabilir (90). LC’lerde beta-tabaka yapısının kümeleşmiş fibril 

formunda temel unsur olmasının yanında fibril oluşumu ve sitotoksik alfa-sinüklein 

için önemli bir yapılanma biçimi olduğu belirlenmiştir (91, 92). Destplast ve 

arkadaşları tarafından yanlış katlanmış alfa-sinükleinlerin hasta nöronlardan sağlıklı 

nöronlara geçebildiğini göstermişlerdir (93). 

Yanlış katlanıp agregat oluşturduğunda ise mitokondri ve nöronlar için toksik 

hale gelir. Kültür ortamındaki insan dopaminerjik nöronlarında alfa-sinüklein 

birikiminin, endojen dopamin üretimine gereksinim duyan ve reaktif oksijen türleri 

tarafından düzenlenen apoptoz ile sonuçlandığını göstermişlerdir (94). Mitokondri ve 

nöron lizozomal fonksiyonlarının bozulması neticesinde hücreler ölmektedir.  



15 

Alfa-sinükleinin hem doğal formu hem de mutant tipi nigral nöronlarda aşırı 

üretildiğinde nörotoksik etkiye sahiptir. Kirik ve ekibi, adeno-benzeri virüs vektörünü 

kullanarak, SNCA genini nigral nöronlara lokal enjeksiyonla aktarmışlardır. Alfa-

sinüklein aşırı üretildiği nigral nöronlarda pozitif sitoplazmik inklüzyonlar ve 

şişiklerle distrofik nöritler gözlenmiştir. Gen aktarımından 8 hafta sonra ise striatal 

dopamin seviyesinin %30-80, tirozin hidroksilaz aktivitesinin de %40-50 oranında 

azaldığı belirlenmiştir (95). 

Alfa-sinüklein agregasyon dinamiklerini modüle eden faktörler arasında beta 

ve gamma sinükleinden de bahsetmek gerekmektedir. Beta-sinüklein, monomerleri 

veya erken evre oligomerleri doğrudan bağlayarak daha fazla agregat oluşturmalarını 

önleyerek alfa-sinükleine karşı ve hatta amiloid-β peptitlerine karşı bir antiagregasyon 

ajanı olarak hareket edebilmektedir. Gama-sinükleinin de benzer bir etkiye sahip 

olduğu düşünülmektedir (96). Beta-sinüklein 5q35 bölgesinde bulunan SNCB geni, 

gama-sinüklein de  10q23 üzerindeki SNCG  geni tarafından kodlanır (97, 98). 

2.3. Parkinson Hastalığı ve Dopamin 

Dopamin (DA, 3,4-dihidroksifeniletilamin), endojen neurotransmitter olarak 

nigral nöronlarda sentezlenen bir hormondur (99). Beyindeki sinir hücreleri arasında 

sinyalleri ileterek fiziksel hareket ve duygusal davranışın kontrolüne yardımcı olması 

nedeniyle bir nörotransmitterdir. Sinir sisteminin normal fonksiyonu için gerekli olan 

tirozin hidroksilaz, DA sentez yolağında tirozinin dopamine dönüşümünden sorumlu 

olan enzimdir (100). 

DA sentezi, belli enzimatik reaksiyonlar sonucunda gerçekleşir. Beyinde, 

Tirozin amino asidi, oksijen, demir ve tetrahidrobiopterin (BH4) kullanılarak tirozin 

hidroksilaz (TH) enzimi aracılığıyla L-DOPA'ya katalizlenir. DA metabolizması Şekil 

2.5’de gösterilmiştir (101). L-DOPA, aromatik dekarboksilaz enzimi tarafından 

dekarboksile edilerek Dopamin üretilir. Dopamin, sinaptik veziküllere veziküler 

monoamin taşıyıcıları (VMAT) tarafından alınır. Sonrasında DA gelen sinir 

uyarımıyla nöron terminallerinden sinaptik boşluğa ekzositoz yoluyla salınır. Salınan 

Dopamin, dopamin reseptörü’ne (DR) bağlandığında postsinaptik hücrede bir yanıt 

meydana gelir. DR’ler, G protein eşleşmeli reseptörlerdir ve beş farklı tipi bulunur. Bu 
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DR’ler, D1 ve D5'i içeren D1 benzeri reseptörler ve D2, D3 ve D4'ü içeren D2 benzeri 

reseptörler olmak üzere tekrar iki gruba ayrılırlar. D1 benzeri reseptörler, adenilat 

siklaz aktivasyonuyla siklik adenozin monofosfat (cAMP) üretimini artırırken, D2 

benzeri reseptörler Gi/o proteinleri ile etkileşime girerek adenilat siklazı inhibe eder 

ve cAMP üretimini engeller (102). D1 reseptörleri uyarıcı bir işlevi yerine getirirken, 

D2 reseptörleri inhibe edici bir rol oynar. D2 reseptörleri, dopaminerjik sistemin 

presinaptik bölgesindeki ana reseptörlerdir (103). Dopamin sinaptik veya presinaptik 

bölgelerde, monoamin oksidaz B (MAOB) ve katekol-O-metiltransferaz (COMT) 

enzimleri tarafından enzimatik olarak parçalanır. Bununla birlikte, enzimatik bozunma 

yeterli olmadığında, dopaminin inaktivasyonu için ek mekanizmalar devreye girer. 

Dopamin taşıyıcı (DAT)’ları, sinaptik aralıkta dopamin nörotransmitter 

konsantrasyonlarının düzenlenmesinden sorumlu bütünleşik zar proteinleridir (104). 

Son aşama olarak Dopamin, DAT’lar aracılığıyla sinaptik aralıktan geri alınır ve 

presinaptik bölgeye taşınır. Presinaptik bölgeye getirilen Dopamin veziküller halinde 

tekrar depolanır (105).  

TH doğrudan Parkinson Hastalığına neden olmaz ancak TH genin mutasyonları 

Parkinson Hastalığı benzeri hastalıklara neden olabilir (106). Tirozin Hidroksilaz gen 

ifadesindeki azalma, DA sentezinde azalmaya neden olur ve bu durum Parkinson 

Hastalığı tablosunu ortaya çıkarır (107). Alfa-Sinüklein, TH enzimine bağlanarak veya 

Protein-Fosfataz2A'yı indükleyerek enzimin aktivitesini inhibe eder (107). Sonuç 

olarak, gen veya protein düzeyinde meydana gelen değişiklikler, dopamin 

mekanizmasının bozulmasına ve beyinde normal işlevlerin yerine getirilmesinin 

zorlaşmasına ve motor fonksiyon bozukluklarına neden olabilir (106). Bu nedenle, 

Parkinson Hastalığını “striatumun Tirozin Hidroksilaz noksanlığı sendromu” olarak 

da tanımlamak yanlış olmaz (108). 

Tirozin Hidroksilaz’ın karmaşık bir etki yolağı vardır. DA, hücrede toksik 

etkiler meydana getirebilir ve DA’nın yıkımı sonucunda hidrojen peroksit gibi reaktif 

oksijen türleri oluşarak oksidatif stres meydana gelebilir (109). Pakinson Hastalığı 

tablosunda bir antioksidan olan Glutatyon’un eksikliği sıkça görülen bir durumdur ve 

buna bağlı olarak oksidatif stresin ortadan kaldırılması engellenmiş olur. İlginç 

durumlardan biri, L-DOPA, Tirozin Hidroksilaz tarafından hem sentezlenir hem de 

etkili bir şekilde oksitlenir ve böylece reaktif oksijen türleri yani oksidatif stres kaynağı 
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oluşur. Bu durum, Parkinson Hastalığı tablosunda meydana gelen nörositotoksik 

etkilere bir yenisinin eklenmesi anlamına gelir (108). Tirozin Hidroksilaz'ın ve DA 

salınımının alfa-sinüklein ile ilişkisi dikkate alındığında, bu üç molekül arasındaki 

yolak bozulduğunda geri dönüşü zor bir kısır döngü oluşur. 

Normal düzeydeki normal-alfa-sinüklein, çoğunlukla sinaptik fizyolojik 

işlevlerle ilişkilidir ancak aşırı ifadesi ters etki gösterebilirmektedir. Normal-alfa-

sinükleinin aşırı ifadesinin, DA sentez enzimi olan TH biyosentezini negatif olarak 

düzenleyebileceği öne sürülmüştür. Örneğin, normal-alfa-sinüklein aşırı ifade edilen 

hücrelerde, TH promotör aktivitesinde artış ve TH geninin promotör bölgesinde 

bulunan ve bir transkripsiyon faktörü bağlanma bölgesi olan Ca2+-responsif elemente 

bağımlı transkripsiyonda net bir şekilde azalma olduğu bulunmuştur. Bu sonuçlar, 

normal-alfa-sinükleinin aşırı ifadesinin TH ifadesini ve dolayısıyla DA sentezini 

bozarak, dopaminerjik nöronal işlev bozukluğuna neden olabileceğini göstermektedir 

(110).  

Dopaminerjik ağ, çoğunlukla miyelinsiz veya az miktarda miyelinli haldeki 

yaklaşık 450 bin sinir hücresinden oluşur. Bu sinir hücreleri, yüksek enerji gereksinimi 

olan bir yapıya sahiptir ve diğer sinir hücrelerine kıyasla oksidatif stres etkileri ile 

yüksek demir ve kalsiyum seviyelerine daha duyarlıdır. Demir birikiminin birçok 

hareket bozukluğuyla ilişkili olduğu bilinmektedir (25).  

Parkinson hastalığında demirin patojenik olup olmadığı tam olarak 

bilinmemekle birlikte, bazı çalışmalarda Parkinson hastalarının beyinlerinde demir 

miktarlarının arttığı gösterilmiştir. Demirin, serbest radikal oluşumu aracılığıyla 

özellikle dopaminerjik nöronlarda hasara neden olduğu düşünülmektedir (111). 

Dopaminerjik nöronlarda yoğun olarak bulunan nöromelanin, demir için bir depo 

görevi görerek serbest radikalleri bağlar. Ancak bu kapasite doygunluğa ulaştığında, 

serbest radikaller hücrelere zarar vermeye başlar (112).  Demir aracılığıyla gerçekleşen 

dopamin oksidasyonu, mitokondriyal fonksiyonları ve özellikle kompleks I ve III'ü 

olumsuz yönde etkileyerek ATP sentezinde aksamalara ve hatta akut hücre ölümlerine 

neden olabilmektedir (113).  
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Şekil 2.5. Dopamin metabolizması: COMT (katekol O-metil transferaz); MAO 

(monoaminoksidaz), DAT (dopamin taşıyıcısı) (101). 

Dopaminin tükenmesi, dopamin reseptörlerinin yoğunluğundaki ve 

duyarlılığındaki değişiklikleri de tetikler. PH olan hastalarda ve Parkinson hastalığı 

modeli oluşturulmuş hayvanlarda dopamin D2-reseptörlerinin ve striatumdaki 

bağlanma bölgelerinin ifade düzeyinde artış, MSN (striatal medium spiny output 

neurons) D1-reseptörlerinin seviyesinde ise azalma olduğu belirlenmiştir (114). 

Dopamin, kognitif, motor ve ruhsal birçok fizyolojik ve davranışsal süreçte 

önemli bir rol oynar. Merkezi sinir sistemi DA homeostazındaki bozulmalar 

psikiyatrik, nörolojik ve nörodejeneratif durumlara yol açabilir (115). Buna bağlı 

olarak, hiperaktivite, şizofreni, manik-depresif (bipolar) bozukluklar, beslenme 

bozuklukları ile madde bağımlılığı gibi durumlar ortaya çıkmaktadır. Tüm bunlara 

bağlı olarak, genellikle DA ve sistemi tedavi yaklaşımları için temel hedefi 

oluşturmaktadır (116). PH semptomlarının da; substantia nigra'daki DN’lerin yaklaşık 

%50 oranında ve striatumdaki DA miktarının %80 oranında kaybının ardından 

meydana geldiği bilinmektedir (45-47). 

2.4. Rotenone ve PH Hayvan Modellemesi 

Parkinson hastalığı için birçok deneysel hayvan modeli geliştirilmiştir. Bu 

modeller, farmakolojik, toksik ve genetik olmak üzere üç farklı gruba ayrılmaktadır 

(117). Rotenone günümüzde PH modeli oluşturmak için en sık kullanılan kimyasal 

maddelerden biridir. Rotenone, Lonchocarpus ve Derris cinsi bitkilerin köklerinden 
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elde edilen ve doğal oluşan bir insektisittir (Şekil 2.6). Yüksek lipofilik özelliği sahip 

olan Rotenone, kan-beyin bariyeri dahil bilinen bütün biyolojik zarları kolayca aşabilir 

(13). Bu toksik ajanın nörotoksik mekanizması tüm yönleriyle açıklığa 

kavuşturulamamış olmasına rağmen (14), Rotenone Mitokondriyal kompleks 1’e 

bağlanarak onu inhibe ettiği bilinir. Buna bağlı olarak da, elektron akışının bozulması 

sonucunda ATP üretimi azalır (15).   

Aynı zamanda bir pestisit olan Rotenone biyolojik zarları geçerken taşıyıcılara 

ihtiyaç duymaz ve aracısız olarak hücre içine girişinden sonra, otooksidasyon süreciyle 

reaktif oksijen türleri (ROS) üretilerek oksidatif stres oluşur ki; ROS’un aktivitesi 

tetiklenir ve mitokondriyal apoptotik yollar devreye girer. Bu durum, DNA, proteinler 

ve lipitlerde oksidatif hasar oluşmasına yol açar ve sonuçta dopaminerjik hücre 

ölümüne neden olur (Şekil 2.7) (37). Bazı araştırmalar, Rotenone’nin pro-apoptotik 

etkilerinin Mitokondriyal kompleks I inhibisyonundan bağımsız olduğunu ve ROS 

kaynaklı oksidatif stresin kaspaz bağımlı apoptotik yolağı tetiklediğini göstermiştir. 

Bununla birlikte rotenone’nun, kaspaz bağımsız apoptozu da indükleyebildiği ortaya 

konulmuştur (118). 

 

Şekil 2.6. Rotenone’un kimyasal yapısı (119) 

Rotenone kaynaklı nörotoksisite, SNCA aşırı ekspresyonu ile agregasyonu 

indükler (118). Ayrıca Rotenone tarafından DNA hasarı da tetiklenmektedir (120). 

Rotenone kaynaklı oksidatif hasarın moleküler hedefleri genel olarak çeşitli yolları 

içerir ve enerji metabolizması ile birlikte Ubikitin-proteazom sistemi de bu 

hedeflerden biridir (14). 

Deney hayvanlarında, Rotenone modeli diğer bazı non-invaziv ve invaziv 

nörotoksik kimyasal modellere kıyasla klasik PH’nin çoğu özelliğini daha başarılı bir 

şekilde indükleme yeteneği gösterir. Bu model, klinik tablonun; DN kaybını, alfa-
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sinüklein içeren Lewy cisimciklerini, kısmen tremoru ve düşük motor fonksiyonlarını 

önemli ölçüde taklit edebilir (16-18). Ayrıca Rotenone ile indüklenen deneysel PH 

modelinde, çoğu zaman insanlarda görülen bazı davranışsal ve bilişsel özelliklerin 

yanında (17), gastrointestinal nöropatilerin oluşması da sağlanabilmiştir (19, 20). 

Rotenone ilk çalışmanın yapıldığı 2000 yılından günümüze deney hayvanı 

modellerinde 20 yıldır kullanılan bir ajandır (121). Rotenone'un uygulama şekli 

intravenöz, subkutan (SC) veya intraperitoneal (İP) olsun, benzer sonuçlar elde 

edilmiştir (37, 122). Hatta intranasal rotenone uygulaması bile Parkinson Hastalığı'nın 

bazı belirtilerini elde etmede etkili olmuştur (123).  

Bazı araştırmalar farelerde Rotenone modeliyle Parkinson Hastalığı'nın 

tamamını gösterememiş olsa da (16) çoğu çalışma Rotenone kullanarak başarılı bir 

model oluşturmuştur (124, 125). Bu durumun nedeni büyük olasılıkla Rotenone’ye 

karşı bireyler ve hayvan ırkları arasında cevap farklılıkları olabileceği ve hayvana 

verilecek dozu ayarlamanın zorluğundan kaynaklanmaktadır. Ayrıca, modelin bir 

diğer önemli eksikliği, %30-35'e kadar çıkabilen ölüm oranlarıdır (15, 121). 

 

Şekil 2.7. Rotenone kaynaklı dopaminerjik hücre ölüm yolağı (25, 126) 

2.5. Terazosin 

Terazosin hidroklorür (4-Amino-2-[4-(tetrahidro-2-furoil)piperazin-1-il]-6,7- 

dimetoksikinazolin), bir kinazolin türevidir (Şekil 2.8). Ortalama yarınlanma ömrü 8-
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12 saattir. Terazosin (TZ), 1987 yılında Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) tarafından 

başlangıçta hipertansiyon tedavisi için onaylandıktan sonra, 1993 yılından bu yana 

benign prostat hiperplazisi (BPH) semptomatik tedavisi için uzun etkili bir Alfa-1 

adrenerjik reseptör blokeri olarak da kullanılan bir ilaçtır (26, 27). 

 

Şekil 2.8. Terazosin’in moleküler yapısı (127) 

Alfa-1 adrenerjik reseptörler, G-proteine bağlı reseptör kategorisi üyeleridirler 

(128). Alfa-1 reseptörleri, düz kas dokusunda yaygın olarak bulunurken, özellikle 

etkisi vasküler düz kas, sfinkter düz kası ve idrar kesesi düz kası gibi yapılarda ön 

plana çıkmaktadır. Alfa-1 adrenerjik reseptörler, ayrıca merkezi sinir sistemi, endokrin 

sistem ve gastrointestinal sistem dahil olmak üzere diğer birçok organ sisteminde de 

bulunur (129). 

Biyoyararlanımı besinlerle değişmeyen TZ, bağırsaklardan tamamen emilir ve 

proteinlere yüksek oranda bağlanır. Yaklaşık %10 kadarı idrarla, %20 kadarı dışkı 

yoluyla değişmeden atılırken kalan kısmı ise metabolize edilir (130, 131). 

Terazosin için henüz araştırma aşamasında olan endikasyon dışı kullanım 

alanları mevcuttur. Yeni yapılan bir çalışmada, kendi sınıfındaki diğer ajanlar arasında 

terazosin, MET (Medikal Ekspulsif Terapi) idrar asidi taşlarının çözülmesi için 

endikasyon dışı bir ajan olarak araştırma konusu olmuştur (132, 133). Taşların 

düşmesini artırmayı, taş düşme süresini kısaltmayı, hastanede kalış ve cerrahi 

müdahale ihtiyacını azaltmayı, taş ve işlemle ilişkili risk ve komplikasyonları 

önlemeyi, iş gücü kaybını engellemeyi ve maliyetleri düşürmeyi amaçlayan bir tedavi 

yöntemidir (134, 135). Ayrıca post-travmatik stres bozukluğu (PTSD) ile ilişkili 

kabusların hafifletilmesi için de araştırılmaktadır (136). Buna göre Terazosin'in 

kabusları önleyici bir etkisi olduğu net açıklanamamış olsa da, merkezi sinir 

sisteminde presinaptik alfa-adrenerjik reseptörlerin varlığını açıklamaya dayanak 

olabilir (129). Bunların dışında seçici serotonin geri alım inhibitörü (SSRI) 
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kullanımına bağlı hiperhidrozis olan hastalarda antiperspirant etken olarak (137), 

kronik prostatit/kronik pelvik ağrı sendromunda (138), radyasyon tedavisine bağlı 

üretritte ve idiyopatik oligozospermide araştırma konusu olarak ele alınmaktadır 

(129). 

Terazosin’in yan etkilerinden biri meydana getirdiği enerji artışıdır. Bozulmuş 

beyin enerji metabolizması ise Parkinson hastalığının önemli bir özelliğidir. TZ’in 

Fosfogliserat kinaz 1'e (Pgk1) bağlanarak enzimatik aktivitesini desteklediği ve Pgk1 

aracılığı ile ATP artışı sağladığı gösterilmiştir (28). ATP, hidrotrop (çözücü) özelliğe 

sahiptir; agregat oluşumunu önleyebilir ve protein agregatlarını çözebilir (29, 139). 

Parkinson hastaları ile gerçekleştirilen 12 haftalık bir pilot çalışmada, randomize 

olarak hastalara 5 mg TZ ve plasebo verilmiştir. Çalışma sonunda, TZ grubunda 

plasebo grubuna kıyasla beyindeki βATP'nin inorganik fosfata oranında ve kan ATP 

seviyelerinde önemli bir artışa sahip olduğu ortaya konmuştur. Bu pilot çalışma, 

TZ’nin Parkinson hastalarının beyin ve kanındaki ATP düzeylerini değiştirebileceğini 

düşündürmektedir. TZ’nin hastalığın gidişatını değiştirme potansiyeli olduğu ve daha 

ileri çalışmalar için ümit vadettiği gösterilmiştir (Şekil 2.9) (140).  

TZ ve PH bağlantısı ile ilgili yakın zamanda yapılmış bir çalışma, TZ kaynaklı 

artmış glikoliz mekanizmasını ortaya koymuştur. Çalışmada fare, rat, Drosophila ve 

nöral hücre hattında terazosinin beyin ATP seviyelerinde artış sağladığı gösterilmiştir 

(141). Ancak PH tablosunun en önemli belirteçlerinden alfa-sinüklein ve tirozin 

hidroksilaz (TH) proteinlerini kodlayan genler ile ilgili bir bilgi ortaya konmamıştır. 

 

Şekil 2.9. Terazosin’in genel etki mekanizması (141) 

Tez çalışmamız ile rotenone uygulanarak PH hayvan modeli oluşturduğumuz 

farelerde, glikolize bağlı ATP seviyesini arttırmak yolu ile nöroprotektif etkinlik 

gösterdiği bilinen terazosinin etkisini moleküler, histopatolojik ve motor fonksiyon 
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davranış testleri ile ortaya koyabilmeyi amaçladık. Nörodejenerasyonu DNA 

düzeyinde gösterebilmek amacıyla Comet testini, protein düzeyleri ve dopamin 

seviyesi hakkında bir bilgiye ulaşabilmek amacıyla alfa-sinüklein (SNCA) ve tirozin 

hidroksilaz (TH) genlerinin ifade düzeylerini,  beyin dokusundaki değişimleri ortaya 

koyabilmek adına histopatolojik ve immünohistokimyasal verileri ve hayvan 

gruplarınca sergilenen motor fonksiyon davranışlarını inceledik. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Araştırma için Süleyman Demirel Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu Başkanlığından 11.08.2021 tarih ve 07-01 sayılı (Ek A) karar ile izin alınmıştır. 

Çalışma Deney Hayvanları Üretimi ve Deneysel Araştırma Laboratuvarı ile Tıbbi 

Biyoloji Ana Bilim Dalı bünyesindeki laboratuvarlarda yürütülmüştür. 

3.1. Gereçler 

3.1.1. Kullanılan kimyasallar ve cihazlar 

Tablo 3.1’de deneylerde kullanılan kimyasallar, Tablo 3.2’de ise cihazlar 

sunulmuştur. Malzemeler yerel aracılar ile temin edilmiştir. 

Tablo 3.1. Çalışmada kullanılan kimyasallar ve temin edildiği firmalar 

Kullanılan Kimyasal Firma 

Alfa-Sinüklein Antikoru 
BS-11787R, Bioss Antibodies, 

Massachusetts, ABD 

Anti-Polivalent Biyotinlenmiş 

Antikor 

SensiTek, ScyTek Laboratories, 

Utah, ABD 

Dab Kromojen Set 
Thermo-Fisher Scientific 

Massachusetts, ABD 

DAB Sekonder (Peroksidaz, 

Substrat) Kiti 

Vector Laboratories, Kaliforniya, 

ABD 

DMSO Merck, Darmstadt, Almanya 

DNaz/RNaz Free Su 
Invitrogen, Thermo-Fisher 

Scientific Massachusetts, ABD 

Eosin Boyası Merck, Darmstadt, Almanya 

Etidyum bromür Sigma-Aldrich, Missouri, ABD 

Hematoksilen Boyası Merck, Darmstadt, Almanya 

Applied Biosystems High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit 

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 

ABD 

FastStart Essential DNA Green Master kit Roche, Basel, İsviçre 

KCI Sigma-Aldrich, Missouri, ABD 

KH2PO4 Sigma-Aldrich, Missouri, ABD 

Ksilol Merck, Darmstadt, Almanya 

LMA 
Thermo-Fisher Scientific 

Massachusetts, ABD 
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Na2EDTA Sigma-Aldrich, Missouri, ABD 

Na2HPO4 Sigma-Aldrich, Missouri, ABD 

NaCl Sigma-Aldrich, Missouri, ABD 

NaOH Sigma-Aldrich, Missouri, ABD 

NMA Sigma-Aldrich, Missouri, ABD 

Primerler 
Oligomer Biyoteknoloji, Ankara, 

Türkiye 

Trizol 
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, 

ABD 

Rotenone, %95 < saf Sigma-Aldrich, Missouri, ABD 

Terazosin Aurobindo Pharma, Telangana, Hindistan 

Tirozin Hidroksilaz Antikoru 
BS-0016R, Bioss Antibodies, 

Massachusetts, ABD 

Tris HCl Sigma-Aldrich, Missouri, ABD 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Missouri, ABD 

Trizma Base Sigma-Aldrich, Missouri, ABD 

Tablo 3.2. Çalışmada kullanılan cihazlar 

Cihaz Marka 

- 80 Derin Dondurucu 
New Brunswick Scientific, New 

Jersey, ABD 

Elektroforez Tankı 
Thermo-Fisher Scientific 

Massachusetts, ABD 

Fare Beyin Matriksi (0.5 mm – Coronal) RWD Life Science, Guangdong, Çin 

Floresan ve Işık Mikroskobu Eclipse, Nikon, Tokyo, Japonya 

Gerçek Zamanlı qRT-PCR CFX96, Bio-Rad, Kaliforniya, ABD 

Mikroskop Kamerası DS-Ri2, Nikon, Tokyo, Japonya 

Mikrotom Leica, Wetzlar, Almanya 

pH metre 
Hanna İnstruments, Rhode Island, 

ABD 

Soğutmalı Santrifüj Hettich Lab, Tuttlingen, Almanya 

Sonikatör 
Sonopuls, Bandelin Electronic, 

Berlin, Almanya 

Spektrofotometre 
NanoDrop, Thermo Fisher 

Scientific, Massachusetts, ABD 

Thermal Cycler 
MyGene L, LongGene Scientific 

Instruments, Hangzhou, Çin 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Çalışma Dizaynı 

Bu çalışmada 6-8 aylık 30-35 gr ağırlığında, her grupta 8 ila 12 adet olacak 

şekilde toplam 68 adet Swiss erkek fare kullanılmıştır. Grupların birey sayıları ölüm 

oranları hesaba katılarak belirlenmiştir. Bu sebeple rotenone uygulaması olan 

gruplarda yer alan fare sayısı %50 fazladır. Araştırmada kullanılacak rotenone dozu, 

enjeksiyon sayısı ve araştırma süresi ana bilim dalımızda daha önce yapılmış 

çalışmalar (25) baz alınarak belirlenmiş ve 1,2 mg/kg/2gün rotenone dozu subkutan 

yolla DMSO’da çözülerek üç hafta boyunca uygulanmıştır. Benzer şekilde terazosin 

dozu da literatür taraması sonucunda tespit edilmiştir. 10 µg/kg terazosin dozu gün 

aşırı %0.9 salin solüsyonunda çözülerek intraperitonal olarak uygulanmıştır (141) 

(Tablo 3.3). Enjeksiyonlar 2 günde bir yapılmış ve hayvan refahı gözetilmiştir. 

Farelerin ihtiyaçları ad libitum karşılanmış, 12 saat aydınlık 12 saat karanlık döngüsü 

sağlanmıştır. Gruplar ve ortalama hayvan ağırlıkları Tablo 3.4’de sunulmuştur. 

Hayvan deneyleri intraperitonal olarak %10`luk ketamin (100 mg/kg) ve % 2’lik 

ksilazin (10 mg/kg) uygulanarak anestezi altında sonlandırılmıştır. 

Tablo 3.3. Çalışmada uygulanan kimyasallar ile ilgili bilgiler 

Kimyasalın 

Adı 

Dozu Veriliş 

Yolu 

Veriliş 

Sıklığı 

Bilinen Yan Etkileri 

Rotenone 1.2 

mg/kg 

SC Gün 

aşırı 

Ani ölüm 

Terazosin 

 

10 

µg/kg 

İP Gün 

aşırı 

Hipotansiyon 
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Tablo 3.4. Çalışma grupları ve uygulama süreleri ile kullanılan deney hayvanı sayıları  

Grup Uygulama 
Uygulama 

Süresi 

Deney Hayvanı 

Sayısı 

1 Yok (Negatif Kontrol) 3 Hafta 8 

2 1 mL DMSO (Çözücü Kontrol) 3 Hafta 8 

3 
1.2 mg/kg Rotenone (Pozitif 

Kontrol) 
3 Hafta 12 

4 

1.2 mg/kg Rotenone + 10 µg/kg 

Terazosin (Aynı zamanda rotenone 

ve terazosin uygulaması) 

3 Hafta 12 

5 

1.2 mg/kg Rotenone + 10 µg/kg 

Terazosin (3 haftalık rotenone 

uygulaması bittikten sonra terazosin 

uygulaması) 

3 Hafta + Ek 

1 Hafta 
12 

6 10 µg/kg Terazosin 3 Hafta 8 

7 10 µg/kg Terazosin 1 Hafta 8 

Araştırmada rotenone ve TZ’nin etkisinin ortaya konması için çeşitli metotlar 

kullanılmıştır. Deneyin sonlandırılacağı gün uygulanan motor fonksiyon testi ile nöron 

ölümü ile oluşabilecek motor fonksiyon kayıpları araştırılmıştır. Comet metodu ile 

striatal bölgedeki DNA hasarı araştırılmıştır. Gerçek zamanlı qRT-PCR ile alfa-

sinüklein (SNCA, PARK1) ve tirozin hidroksilaz (TH) genlerinde meydana gelen 

ekspresyonel değişiklikler araştırılmıştır. H-E boyama ile Lewy cisimciği oluşumu, 

nöron hasarı gibi histopatolojik değişimler değerlendirilmiştir. Lewy cisimciklerinin 

içeriğinde bulunması beklenen alfa-sinüklein ve dopaminin sentezinde görev alan 

tirozin hidroksilaz immünohistokimyasal olarak araştırılmıştır. Beyin dokusu fare 

beyin matriksi (0.5 mm – Coronal) kullanılarak örneklenmiştir. Kesit alınacak 

bölgelerin belirlenmesi için çevrimiçi fare beyin kütüphanesi (142, 143), Wang Ip ve 

arkadaşlarının (2017) çalışması (144) ve Allen enstitüsü interaktif fare beyin atlası 

(145) kullanılmıştır. 
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3.2.2. Silindir spontan aktivite testi  

Motor fonksiyonun değerlendirilmesi için “Silindir Spontan Aktivite Testi” 

(146) uygulanmıştır. Ayna ve üst kısmı açık silindir yardımı ile deney düzeneği 

oluşturulmuş ve farelerin düzenek içerisindeki davranışları kamera yardımı ile 3 dk 

boyunca kayda alınmıştır. Uygulamalar arasında başka bir fare deneye devam 

edilmeden önce düzenek dikkatle temizlenmiş ve kuruması sağlanmıştır. Test alanı 

farelerin dikkatinin dağılmaması ve donup kalmamaları için sessiz tutulmuştur. 

Kaydedilen videolar daha sonra izlenmiş ve farelerin iki ayağı üzerinde yukarı doğru 

kalkarak silindire dayanma hareketini kaç kez yaptıkları sayılmıştır (Şekil 3.1).  

 

Şekil 3.1. Spontan silindir aktivite testi düzeneği 

3.2.3. Comet Metodu 

Deneyin sonlandırılmasını takiben 2 saat içerisinde comet metodu 

uygulanmaya başlamıştır. Comet metodunda fosfat tamponu (PBS), lizis, elektroforez, 

nötralizasyon solüsyonları ile etidyum bromür kullanılmaktadır. Solüsyonlar distile su 

ile çalışma öncesinde taze olarak hazırlanmış ve buz soğukluğunda uygulanmıştır. 

Solüsyonların nasıl hazırlandığı tablo 3.5’de gösterilmiştir. Hücrelerin yayılacağı 

lamlar normal erime noktalı agaroz (NMA) ile önceden kaplanmış ve hücreler düşük 

erime noktalı agaroz (LMA) ile karıştırılarak yayılmıştır.  

NMA %1’lik, LMA ise %0,7’lik olarak PBS içerisinde çözülerek taze şekilde 

hazırlanmıştır. Lamlar çalışmadan 1 gün önce 120 µL NMA ile kaplanarak 

hazırlanmıştır. 
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Tablo 3.5. Comet metodunda kullanılan solüsyonların hazırlanışı 

Solüsyon Kimyasal Malzeme Miktarı 

PBS Hazır ticari tablet 1 tablet/100 mL 

Lizis 

(Çalışma solüsyonu, pH: 10, 

son hacim 100 mL), 

Triton X ve DMSO katı 

kimyasallar çözündükten 

sonra son hacim 100 mL 

olacak şekilde eklenir 

2,5 M NaCl 13,08 gr 

100 mM Na2EDTA 3,31 gr 

10 mM Trizma Base 0,11 gr 

Triton-X-100 1 mL 

DMSO 10 mL 

Elektroforez Tamponu 
(Çalışma solüsyonu, pH > 

13, son hacim 600 mL) 

NaOH 7,2 gr 

Sodyum EDTA 0,22 gr 

Nötralizasyon Tamposu 

(pH: 7,5, son hacim 1 L) 
Tris 48,5 gr 

Beyin dokusu PBS içerisinde homojenize edilmiş ve tortulardan kurtulmak 

amacı ile filtreden geçirilmiştir. Elde edilen hücrelere son hacim 1 mL olacak şekilde 

PBS eklenmiş ve 10 dk 2500 RPM’de santrifüj edilmiştir. Süpernatant dikkatlice 

uzaklaştırılmış ve dibe çöken hücreler 25 µL PBS ile tekrar sulandırılmıştır. Hücreler 

100 µL %0.7’lik LMA ile karıştırılarak önceden NMA ile kaplanmış lamlara yayılmış 

ve jel donana kadar beklenmiştir. Ardından buzdolabında 120 dk lizis işlemi 

uygulanmıştır. Lizisin ardından lamlar elektroforez tankı içine yerleştirilerek buz 

soğukluğunda elektroforez tamponu eklenmiş, buzdolabında 30 dk beklenmiş ve 1.02 

V/cm2’de 25 dakika elektroforez işlemi uygulanmıştır. Elektroforez sonrasında lamlar 

nötralizasyon tamponu ile 2 kez yıkanmış, oda ısısında kurumaya bırakılmış ve 

sonrasında değerlendirme yapılana kadar buzdolabına tutulmuştur. Etidyum bromür 

ile boyanarak floresan mikroskop altında fotoğrafları çekilen örnekler, OpenComet 

(147) programında otomatik değerlendirilmiştir. Kuyruk DNA Yüzdesi (TDNAP) 

(148), DNA hasarının göstergesi olarak kullanılmıştır. 

3.2.4. Kantitatif Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Alınan dokular DNaz/RNaz ve pirojen içermeyen tüplerde prosedür 

uygulanıncaya kadar -80 derece derin dondurucuya kaldırılmıştır. -80 dereceden 

çıkarılan örnekler, 1 ml Trizol eklenerek en düşük seviyede ayarlanan sonikatör ile 

ısıtmadan homojenize edilmiştir. 12.000 x g ve +4 derecede 10 dk santrifüj uygulanan 

ve süpernatant DNaz/RNaz ve pirojen içermeyen yeni bir tüpe aktarılan örneklere 0,2 
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ml kloroform eklenmiştir. 12.000 x g ve +4 derecede tekrar 15 dk santrifüj 

uygulanmıştır. Santrifüj işleminin ardından tüplerde 3 faz oluşmuş ve bu fazlardan 

üstte kalan, renksiz sulu (aqueous) RNA fazı yeni bir DNaz/RNaz ve pirojen 

içermeyen tüpe aktarılarak 0,5 ml izopropil eklenmiştir. Yine 12.000 x g ve +4 

derecede 10 dk santrifüj uygulaması yapılarak süpernatant dikkatlice uzaklaştırılmış 

ve 1 ml %75’lik etanol eklenerek bu kez 12.000 x g ve +4 derecede 5 dk santrifüj 

uygulanmıştır. Süpernant dikkatlice uzaklaştırıldıktan sonra örnekler oda sıcaklığında 

5 dk kurumaya bırakılmış ve hazır steril su ile tekrar sulandırılmıştır. RNA ölçümü 

hemen yapılarak örnekler cDNA’ya çevrilmiştir.  

RNA miktar ve saflık ölçümü nanodrop cihazı ile yapılmış ve saflığı 1,8 -  2,0 

arasında olan örnekler cDNA sentezinde kullanımıştır. Saflığı 1,8 -  2,0 dışında olan 

örneklerin RNA’ları yedek ayrılmış dokulardan tekrar izole edilmiştir. 

Thermo Applied Biosystems yüksek kapasiteli cDNA ters transkripsiyon 

kitinin protokolüne göre termal döngü cihazında cDNA sentezi gerçekleştirilmiştir. 

Kit içeriğinde yer alan 25X dNTP karışımı, buffer ve random primerler ile mastermiks 

hazırlanmış ve bu mastermiksten her örnek için 4,8 µl kullanılmıştır. Yine kit 

içerisinde yer alan ters transkriptaz enziminden 1 µl ile RNA miktar tayinine göre 1 

µg karşılığı RNA konulmuş kullanılmış ve tüpteki reaksiyon hacmi kit içerisinde yer 

alan hazır steril su ile 20 µL’ye tamamlanmıştır. Termal döngü cihazında aşağıdaki 

135 dakikalık protokol uygulanmıştır.  

 25 0C’de 10 dakika 

 37 0C’de 120 dakika 

 85 0C’de 5 dakika 

qRT-PCR işleminde kullanılacak primerlerin tasarımları, Tablo 3.6’de görülen genler 

için NCBI internet siteleri kullanılarak spesifik mRNA dizilimlerinin saptanması ve 

olası primer dizilimlerinin denenmesi ile yapılmıştır (149, 150). 
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Tablo 3.6. Genler ve genlere spesifik primer dizilimleri 

Gen Sense - Antisense Spesifik Primer Dizilimi 

PARK 1 (SNCA) 
Sense GCAAGGGTGAGGAGGGGTA 

Antisense AGGCTTCAGGCTCATAGTCTTG  

TH (Tyrosine 

Hydroxylase) 

Sense GTCTCAGAGCAGGATACCAAGC  

Antisense CGAATACCACAGCCTCCAAT  

GUSB 

(HouseKeeping) 

Sense GGCTGGTGACCTACTGGATTT  

Antisense AAGTTGACCCTGGTTCCCTG  

TFRC 

(HouseKeeping) 

Sense CCGCTCGTGGAGACTACTTC  

Antisense GAGATACATAGGGCGACAGGA  

Ticari olarak sentezlettirilen primerler qPCR reaksiyonu için son hacimde (20 

µL) 500 nM olacak şekilde sulandırılmıştır.  

Ekspresyon seviyeleri Bio-Rad CFX96 gerçek zamanlı PCR cihazı kullanılarak 

ölçülmüştür. Reaksiyon optimizasyonu referans genlerin ct değerlerine göre 

yapılmıştır. Son hacim 20 µL olacak şekilde tüplere 500 nM’lık sense ve antisense 

primerlerden 4’er µL, SYBR green DNA süpermiksinden 10 µL, cDNA’dan 1 µL ve 

DNaz/RNaz içermeyen sudan 1 µL eklenmiştir. Tablo 3.7’da sunulan kit üreticisinin 

protokolü ile ekspresyon seviyeleri değerlendirilmek üzere ölçüm yapılmıştır. Her bir 

örnek 3 tekrarlı olarak çalışılmıştır. 

Tablo 3.7. Gerçek zamanlı qPCR cihazında kullanılan termal döngü 

Preİnkübasyon 

95 °C 

PCR Döngüsü (40 Döngü) Melt-Curve 

Analizi 95 °C 60 °C 72 °C 

600 s 10 s 10 saniye 10 saniye 

65 °C - 95 °C 

0.5°C artış 

2-5 sn / 

basamak 

3.2.5. Histokimya ve İmmünohistokimya 

3.2.5.1. Rutin Histolojik Takip Yöntemi 

Rutin parafin takibi gerçekleştirilen beyin dokularının parafin bloklarından 

alınan kesitler ile hematoksilen-eozin (HE) boyama için kullanıldı. Rutin parafin takibi 

aşağıdaki şekilde gerçekleştirildi:  

1. Farelerden alınan beyin dokuları, tamponlu formaldehit fiksatifi içerisinde oda 

sıcaklığında 24-48 saat boyunca fikse edildi.  
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2. Fikse olan beyin dokuları, süre sonunda dehidratasyon için artan alkol serilerinden 

(%70, %80, %90 ve %100’lük etanolden) geçirildi. Alkol serilerindeki bekletme 

süreleri %70, %80 ve %90’lık etanollerde birer gün; %100’lük etanolde ise 3-5 saat 

olarak gerçekleştirildi.  

3. Dehidratasyondan sonra, alkol+ksilol karışımında 10 dakika ve sonrasında beyin 

dokularının şeffaflaştırılmaları için saf ksilolde 10 dakika bekletildi. 

4. Şeffaflaştırmadan sonra parafinizasyon işlemi için beyin dokuları, sıvı parafinde 3-

5 saat 60oC’lik etüvde tutulduktan sonra temiz parafin içine uygun oryantasyonda 

gömülüp, parafin bloklar oluşturuldu.  

5. Parafin takibinden sonra 5 µm kalınlığında kesitler alınıp, HE boyama ile fare beyin 

dokularının histolojik yapılarının genel olarak değerlendirmesini yapıldı; ayrıca, 

dokuların immünohistokimyasal boyamalar için uygunluğu da değerlendirildi.  

3.2.5.2. Fare Beyin Dokusu Kesitlerinde Hematoksilen-Eozin (HE) 

Boyama  

Fare beyin dokusu kesitlerinin, HE boyaması aşağıda anlatılan basamaklar 

uygulanarak gerçekleştirildi:  

1. Parafin bloklardan alınan kesitleri içeren preparatlar, 60oC’lik fırında 1 saat 

bekletilerek; dokuların lam yüzeyine iyi bir şekilde yapışması sağlandı.  

2. Daha sonra preparatlar ksilol I ve ksilol II’de 10’ar dakika bekletildi.  

3. Suya indirme (rehidratasyon) için preparatlar, azalan etanol serilerinde (%100, %90, 

%80 ve %70’lik etanol) 10’ar dakika tutuldu.  

4. Süre sonunda preparatlar, distile suda beş dakika yıkandı.  

5. Hematoksilen boyasında 3 dakika bekletildikten sonra preparatlar çeşme suyunda 

yıkandı ve süre sonunda, eozin boyasında 2 dakika tutulduktan sonra tekrar çeşme 

suyunda yıkandılar.  

6. HE boyamasından sonra, preparatlar %70, %80, %90 ve %100’lük artan etanol 

serilerine batır-çıkar yapılarak, dehidratasyonları sağlandı.  

7. Son olarak ksilol I ve II’de 10’ar dakika tutulan preparatlar, entellan ile kapatılıp; 

ışık mikroskobunda (Zeiss) beyin dokularının genel histolojik yapıları ve 

immünohistokimyasal boyamalar için uygunluğu değerlendirildi.  
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Beyin dokuda meydana gelen yapısal değişiklikler Refaiy ve arkadaşları 

(2011)’in yapmış oldukları skorlamaya göre değerlendirilmiştir (Tablo 3.8) (151). 

Tablo 3.8. Skorlama tablosu. 

(-) skor Negatif skor      Hiçbir yapısal değişikliğin olmamasını ifade 

etmektedir. 

(+) skor 1 pozitif skor       Hafif derecede yapısal değişikliği ifade etmektedir. 

(++) skor 2 pozitif skor          Orta derecede yapısal değişikliği ifade etmektedir. 

(+++) skor 3 pozitif skor Ciddi derecede yapısal değişikliği ifade etmektedir. 

Ayrıca, Kesitlerde analizler yapıldı ve elde edilen sayısal veriler, parametrik 

bir test olan tek yönlü ANOVA ile istatistiksel açıdan değerlendirildi. 

3.2.6. İmmünohistokimyasal Boyama 

3.2.6.1. İmmünohistokimyasal Boyamada Kullanılan Kimyasalların 

Hazırlanışı 

Primer (Çoğul Klonlu-Poliklonal) Antikor: Alfa- Beta Sinuklein (Anti-mouse 

monoklonal anti-RUNX2 antibody, Abcam), antikor dilüsyon solüsyonu ile 1:50 

oranında sulandırıldı. Tirozin Hidroksilaz (Anti-rabbit poliklonal Anti-Cathepsin 

antibody, Abcam), antikor dilüsyon solüsyonu ile 1:200 oranında sulandırıldı.  

Sekonder antikor: SensiTek Anti-Polyvalent Biotinylated Antibody, hazır 

solüsyon şeklinde kullanıldı. 

Fosfat Tampon Solüsyonu (PBS; Phosphate Buffer Solution 25X): Seyreltme 

çözeltisi olarak kullanıldı. 1500 ml distile suya 500 ml PBS karıştırılarak hazırlandı. 

Her boyama için taze solüsyon hazırlandı. 

Sodyum Sitrat Solüsyonu (Citrate Buffer 10X): 450 ml distile suya 50 ml 

Citrate Buffer solüsyonu karıştırılarak hazırlandı. Her boyama için taze solüsyon 

hazırlandı. 

Hidrojen Peroksit Solüsyonu (%3): Hazır solüsyon şeklinde kullanıldı. 

DAB (3, 3 diaminobenzidin) Kromojen: Bu madde ikincil antikor olarak 

kullanılan Horseradish-peroksidaz enziminin substratı olarak kullanıldı. Üretici 
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firmanın (Scytek) önerisine göre 125 ml substrat için 7,5 ml kromojen içerecek şekilde 

karıştırıldı. Her karışım kullanımından yaklaşık 20 dk önce taze olarak hazırlandı. 

Zıt Boyama: Zıt boyamada amaç dokudaki antijenik olmayan hücre ve hücre 

yapılarını boyamaktır. Zıt boyama için Hematoksilen kullanıldı. 

3.2.6.2 İmmünohistokimyasal Boyama Prosedürü 

1.2-3 μm kalınlığında elde edilen parafin kesitler etüvde 60°C etüvde 1 saat bekletildi. 

2.Deparafinizasyon işlemi için Ksilol-1’de 10 dk, Ksilol-2’de 10 dk bekletildi. 

3.Dehidratasyon işlemi için 5 dk sürelerle sırasıyla %100’lük, %96’lık, %90’lık, 

%80’lik ve %70’lik alkolde bekletildi. 

4.İki ayrı PBS solüsyonunda 5’er dk bekletildi. 

5.Antijen retrievel uygulaması için sitrat buffer tamponu içinde mikrodalga fırında 

600W’da 2 dk ısıtıldı ve 20 dk +4°C’de soğumaya bırakıldı. 

6.Üç ayrı PBS solüsyonunda 3’er dk bekletildi. 

7.PAP Pen kalem ile polilizinli lamların üzerindeki doku kesitlerinin etrafı çizildi. Bu 

işlem ileriki safhalarda da gerektikçe tekrarlandı. 

8.Dokuların üzerini kaplayacak şekilde ve diğer dokularla karışmamasına dikkat 

edilerek nemli ortamda %3’lük H2O2 solüsyonu damlatıldı. 10 dk oda sıcaklığında 

bekletildi. 

9.Üç ayrı PBS solüsyonunda 3’er dk bekletildi. 

10.Dokunun üzerini kapatacak şekilde Super Block damlatılarak 5 dk bekletildi. 

11.Lamlardaki 1. kesitlere Tirozin Hidroksilaz primer, 2. kesitlere Alfa- Beta 

Sinuklein primer antikor, 3. kesitlere kontrol amacıyla sekonder antikor damlatıldı. 

Lamlar nemli kabin içerisinde +4°C’de bir gece bekletildi. 

12.Ertesi gün kesitler üç ayrı PBS solüsyonunda 3’er dk bekletildi. 

13.Sekonder antikor (SensiTek Anti-Polyvalent Biotinylated Antibody), dokuların 

üzerini kaplayacak şekilde damlatılarak 20dk bekletildi. 

14.Üç ayrı PBS solüsyonunda 3’er dk bekletildi. 

15.Dokunun üzerini tamamen kaplayacak şekilde Streptavidin Horseradish Peroksidaz 

(SensiTek HRP) damlatıldı ve 20 dk bekletildi. 

16.Üç ayrı PBS solüsyonunda 3’er dk bekletildi. 

17.DAB Kromojen solüsyonu, dokuların üzerine damlatıldı ve reaksiyon vermesi için 

10 dk bekletildi. 
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18.Üç ayrı PBS solüsyonunda 3’er dk bekletildi. 

19.Hematoksilen dokuların üzerini kaplayacak şekilde damlatılarak 30 sn bekletildi. 

20.Çeşme suyunda 5 dk yıkandı. 

21.Sırasıyla %70, %80, %90 ve %100’lük alkol serilerinden batır çıkar yapılarak 

geçirildi. 

22.Kesitler şeffaflaşana kadar ksilolde bekletildi. 

23.Entellan kullanılarak kapama yapıldı.  

Boyanan örnekler binoküler mikroskopta incelenip değerlendirildi ve 

görüntüleme donanımı ile fotoğraflar elde edildi. Beyin dokusu kesitlerinde, kontrol 

ve deney gruplarında histokimyasal ve immünohistokimyasal yöntemler kullanılarak 

beyin dokusundaki hasarlanma-iyileşme değerleri; kamera destekli binoküler ışık 

mikroskobu (ECLIPSE Ni-U, Nikon, Tokyo, Japan) ile karşılaştırıldı.  

3.2.7. İstatistik Değerlendirmeler 

İstatistik değerlendirmeler SPSS V20 (152) kullanılarak yapılmıştır. Tüm 

analizler için p < 0.05 anlamlı olarak kabul edilmiştir. Histolojik parametrelerin 

istatistiksel olarak değerlendirilmesi için Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney testleri 

kullanılmıştır. Comet metodunda sonuçlar one-way anova (tukey) testi kullanılarak 

karşılaştırılmıştır. Gerçek zamanlı qPCR verileri TFRC ve GUSB referans genlerine 

göre normalize edilerek ve ΔΔCt metodu kullanılarak REST2009 programı aracılığı 

ile değerlendirilmiştir. 
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4. BULGULAR 

Rotenone uygulaması olan gruplar 3, 4 ve 5’de sırası ile 2, 2 ve 4 olmak üzere 

toplam 8 fare deneyler tamamlanmadan ölmüştür. Bu hayvanlar çalışma dışı bırakılmış 

ve deneyler toplam 60 hayvan ile tamamlanmıştır. Enjeksiyonlar öncesinde ve 

sonrasında kaydedilen ortalama ağırlıklar tablo 4.1’de sunulmuştur. Buna göre 

hayvanların ağırlıklarında istatistiksel olarak anlamlı bir değişim olmamıştır (p > 

0,05). Sonrasında hayvan deneyleri, anestezi altında sonlandırılmıştır. 

Tablo 4.1. Farelerin ortalama ağırlıkları (gr) 

Gruplar 

Enjeksiyonlar 

öncesi ortalama 

ağırlık 

Enjeksiyonlar 

sonrası ortalama 

ağırlık 

p değeri 

1 29,34 ± 1,64 30,14 ± 1,50 0.18 

2 34,03 ± 1,63 32,93 ± 2,09 0.14 

3 37,57 ± 2,45 36,62 ± 1,37 0.43 

4 34,86 ± 2,23 34,43 ± 1,61 0.65 

5 37,20 ± 3,08 35,55 ± 1,57 0.34 

6 33,19 ± 1,68 31,85 ± 1,61 0.13 

7 34,79 ± 3,67 32,24 ± 3,67 0.23 

4.1. Motor Fonksiyon Testi 

Motor fonksiyon testi ile elde edilen veriler tek yönlü anova (tukey) ile 

istatistiksel olarak karşılaştırılmış ve sonuçlar tablo 4.2’de “Ortalama ± Standart 

Sapma” olarak sunulmuştur (Şekil 4.1). 
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Tablo 4.2. Farelerin motor fonksiyon kabiliyetlerinin değerlendirilme sonuçları 

Gruplar Ortalama Arka Ayaklar Üzerinde Durma Sayısı 

1 22,14 ± 3,76 

2 20,14 ± 2,48 

3    10,86 ± 4,41 * 

4    11,29 ± 3,20 * 

5    13,43 ± 2,07 * 

6 21,00 ± 7,87 

7 17,57 ± 2,57 

Ort±Std. Sapma; *: Grup 1, 2, ve 6 ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı 

(p<0.05) 

 Kontrol ve çözücü kontrol grupları DMSO’nun etkisini görebilmek amacı ile 

kendi aralarında kıyaslandığında anlamlı bir değişiklik tespit edilememiştir (p > 0,05). 

Rotenone uygulaması ise beklendiği gibi motor kabiliyetleri anlamlı derecede 

azaltmıştır (p < 0,05). Rotenone ile birlikte veya rotenone uygulaması sonrasında 

terazosin uygulanan gruplarda da motor kabiliyetler kontrol grubu ile kıyaslandığında 

anlamlı derecede daha azdır (p < 0.05). Sadece rotenone uygulaması yapılan grup 3 ile 

kıyaslandığında bu gruplarda motor fonksiyonda az miktarda iyileşme olduğu, ancak 

bu iyileşmenin istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görülmektedir (p > 0.05). 

Terazosin uygulamaları, rotenone maruziyetinin yarattığı motor fonksiyon hasarında 

düzelme sağlayamamıştır. Yalnızca terazosin uygulaması yapılan grup 6 ve 7’de ise 

motor kabiliyetlerde önemli bir değişiklik tespit edilememiştir (p > 0.05). 1 hafta 

terazosin uygulaması yapılan grup 7’de kontrol grubuna kıyasla motor kabiliyetlerde 

bir miktar azalma olduğu görülmektedir. Ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamlı 

değildir (p > 0.05). 
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8

 

 

Şekil 4.1. Motor fonksiyon kabiliyetlerinin karşılaştırılması *: Grup 1, 2, ve 6 ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05)
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4.2. DNA Hasarı 

OpenComet programında değerlendirilen fotoğraflardan elde edilen veriler tek 

yönlü anavo (tukey) ile istatistiksel olarak karşılaştırılmış ve bazı gruplar için anlamlı 

sonuçlar elde edilmiştir. Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak Tablo 4.3’de 

sunulmuştur. 

Tablo 4.3. Ortalama DNA hasar miktarları 

Gruplar Ortalama Kuyruk DNA Yüzdesi 

1 4,63 ± 5,30 

2 4,93 ± 6,97 

3    6,96 ± 7,85 * 

4    6,77 ± 7,39 * 

5    6,82 ± 7,94 * 

6 4,73 ± 6,51 

7 4,93 ± 6,03 

Ort±Std. Sapma; *: Grup 1, 2, 6 ve 7 ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı 

(p<0.001) 

Kontrol ve DMSO grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunamamıştır (p > 0,05). Hasar benzer seviyededir.  

Rotenone ve rotenone+terazosin uygulaması yapılan gruplar 3, 4 ve 5 ise 

kontrol grubuyla karşılaştırıldığında DNA hasarında istatistiksel olarak anlamlı bir 

artış olduğu tespit edilmiştir (p<0.001). Bu 3 grubun da DNA hasarı benzer 

seviyededir. Yalnızca terazosin uygulaması yapılan grup 6 ve 7’de ise hasar kontrol 

grubu ile benzer seviyededir. Hasarda istatistiksel olarak anlamlı artma veya azalma 

tespit edilememiştir (p > 0,05). Buna göre terazosin DNA hasarında herhangi bir 

olumsuzluğa sebep olmamış ancak rotenone kaynaklı hasarın engellenmesinde veya 

tamirinde de faydalı olmamıştır. 
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4.3. Gen Ekspresyonu 

SNCA ve TH genlerinin ekspresyon seviyeleri referans genlere göre normalize 

edilerek kontrol grubuna kıyasla değerlendirilmiş ve sonuçlar kat değişimi olarak Şekil 

4.2’de sunulmuştur. Buna göre bazı gruplar için anlamlı sonuçlar elde edilmiştir. 

DMSO uygulaması yapılan çözücü kontrol grubunda (grup 2) her iki gen için de 

ekspresyon seviyeleri kontrol grubu ile benzer seviyededir. Genlerin ekspresyon 

seviyelerinde sınırlı bir yükseliş görülmüş ancak bu istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamıştır (p > 0,05). 

Alfa-sinükleinin sentezinden görevli olan SNCA geninin ekspresyon 

seviyesinde farklı sonuçlar elde edilmiştir (Tablo 4.4). Rotenone SNCA geninin 

ekspresyon seviyesinde 1,58 katlık önemli bir yükselişe sebep olmuştur. Ancak bu 

yükseliş istatistiksel olarak anlamlı değildir (p > 0,05). Rotenone ile birlikte veya 

rotenone uygulaması sonrasında terazosin uygulanan grup 4 ve 5’de ise ekspresyon 

seviyesinde azalma tespit edilmiştir. Bu azalma kontrol grubu ile kıyaslandığında 

anlamlı değildir (p > 0,05). Ancak rotenone kaynaklı SNCA geninde meydana gelen 

ekspresyon artışını önemli seviyede azaltmıştır. Bu durum terazosinin rotenone 

kaynaklı SNCA ekspresyon artışını engellemede veya düzeltmede faydalı olabileceğini 

göstermektedir. İlginç şekilde sadece terazosin uygulaması yapılan grup 6 ve 7’de de 

SNCA gen ekspresyonu azalmıştır. 1 hafta uygulama yapılan grup 7’deki azalma 

istatistiksel olarak anlamlı değildir (p > 0,05). 3 hafta terazosin uygulaması yapılan 

grup 6’da ise ekspresyon seviyesindeki azalma çok daha fazladır ve istatistiksel olarak 

anlamlıdır (p<0.001). Buna göre terazosinin SNCA geninin ekspresyonunda azalmaya 

sebep olarak fazladan alfa-sinüklein birikiminin önüne geçebileceği düşünülebilir. 
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Tablo 4.4. SNCA geninin ekspresyon seviyesinde meydana gelen değişiklikler 

Gruplar Kat Değişimi Standart Hata 

2 1,29 0,29 – 5,55 

3 1,58 0,61 – 4,35 

4 0,75 0,07 – 4,09 

5 0,92 0,53 – 1,52 

6    0,21 * 0,07 – 0,66 

7 0,79 0,37 – 1,75 

Sonuçlar, referans genlere göre normalize edilmiştir. *: Grup 2 ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0.001).  

TH geninin ekspresyon seviyelerinde de bazı gruplar için anlamlı değişiklikler 

tespit edilmiştir (Tablo 4.5). Rotenone uygulaması TH ekspresyonunu önemli seviyede 

azaltmıştır (p<0.001). Benzer şekilde rotenone ile birlikte veya rotenone uygulaması 

sonrasında terazosin uygulanan grup 4 ve 5’de de TH gen ekspresyonu anlamlı 

seviyede azalmıştır (p<0.001). Sadece terazosin uygulaması yapılan grup 6 ve 7’de ise 

TH ekspresyonunda kontrol grubuna kıyasla bir miktar artış tespit edilmiş ancak bu 

artışlar istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p > 0,05). Buna göre terazosin TH 

gen ekspresyonunda tek başına anlamlı bir değişikliğe sebep olmamış, rotenone 

kaynaklı TH ekspresyon azalışında artış da sağlayamamıştır. 

Tablo 4.5. TH geninin ekspresyon seviyesinde meydana gelen değişiklikler 

Gruplar Kat Değişimi Standart Hata 

2 1,30 0,45 – 3,99 

3    0,14 * 0,03 – 0,65 

4    0,15 * 0,02 – 1,30 

5    0,35 * 0,10 – 1,02 

6 1,38 0,40 – 4,61 

7 1,26 0,42 – 3,68 

Sonuçlar, referans genlere göre normalize edilmiştir. *: Grup 2 ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı (p<0.001) 
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Şekil 4.2. SNCA ve TH genlerinin ekspresyon seviyeleri. Sonuçlar, referans genlere göre normalize edilmiştir. *: Kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı (p<0.001)
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4.4. Histopatolojik Bulgular 

Tüm gruplara ait histopatolojik skorlamalar tablo 4.6’da görülmektedir. 

Kontrol grubuna ait beyin dokularında herhangi bir histopatolojiye rastlanmamıştır. 

Benzer şekilde DMSO uygulanan 2 numaralı çözücü kontrol grubunda da 

histopatolojiye rastlanmamıştır (Resim 1 ve 2). 

Bir hafta yalnız TZ verilen grup 7’de normal histolojik bulgular gözlenmiştir. 

Grup 1 ve 2’den gruplarından farklı olarak bazı bölgelerde hemorajik alanlar 

görülmüştür. Ancak bu bulgular istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (Resim 3), 

(p>0,05). Aynı şekilde üç hafta yalnızca TZ uygulanan grup 6’nun beyin dokularının 

incelenmesi neticesinde grup 7 ile benzer bulgular gözlemlenmiştir (Resim 4).    

Rotenone uygulaması yapılan grup 3’ün grup 1 ile karşılaştırılarak incelenmesi 

ile nöropil vakuolizasyonu, nöron dejenerasyonu, nöron sayısında azalma, hemorajik 

alanlar ve mononüklear hücre infiltrasyonu gibi histopatolojik bulgular tespit 

edilmiştir. Substantia nigrada Lewy cisimciklerinde artış görülmüştür (p < 0,05), 

(Resim 5 ve 6). 

Üç hafta rotenone uygulamasının ardından bir hafta TZ uygulanan grup 5’in 

preparatları sadece rotenone verilen grubun preparatlarıyla karşılaştırıldığında bazı 

histopatolojik bulgularda azalmalar olduğu tespit edilmiştir. Lewy cisimcikleri, nöron 

dejenerasyonu, hemorajik alanlar, mononüklear hücre infiltrasyonu istatistiksel olarak 

daha azdır (p<0,05). Diğer parametrelerde azalmalar olmakla birlikte bu değişimler 

istatistiksel olarak anlamlı değildir (Resim 7). 

Üç hafta rotenone ve TZ’nin beraber uygulandığı grup 4, rotenone grubu 

kıyaslandığında bazı anlamlı sonuçlar elde edilmiştir (Resim 8). Buna göre Lewy 

cisimciği oluşumu ve buna bağlı olarak nöron dejenerasyonu anlamlı derecede daha 

düşüktür (p<0,05). Hemorajik alanlar ve mononüklear hücre infiltrasyonunda da 

azalma tespit edilmiştir (p<0,05). Nöron sayısı azalışı da önemli seviyede daha 

düşüktür ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). 
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Tablo 4.6. Fare Beyin Dokularının Hematoksilen-Eozin Boyamalarının Değerlendirmesi  

 

 

 

 

 

Gruplar/Parametreler 
Lewy 

Cisimcikleri 

Nöropil 

Vakuolizasyonu 

Nöron 

Dejenerasyonu 

Nöron 

Sayısında 

Azalma 

Hemorajik 

Alanlar 

Mononüklear 

Hücre 

İnfiltrasyonu 

1 - - - - - - 

2 - - - - - - 

3 ++/+++ ++/+++ ++/+++ +++ ++/+++ ++/+++ 

4 + ++/+++ + ++ +/++ +/++ 

5 +/++ ++/+++ +/++ ++/+++ +/++ +/++ 

6 - - - - -/+ - 

7 - - - - -/+ - 
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Resim 4.1. Kontrol grubuna ait beyin dokusunun normal histolojik görüntüsü (H-E, 

AX10 ve A1X40). 

 

Resim 4.2. Çözücü kontrol (DMSO) grubuna ait fare beyin dokusunun normal 

histolojik görüntüsü (H-E, BX10 ve B1X40). 
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Resim 4.3. Bir hafta yalnızca terazosin uygulanan grup 7’ye ait fare beyin dokusunun 

histolojik görüntüsü (H-E, CX10 ve C1X40). 

 

Resim 4.4. Üç hafta yalnızca terazosin uygulanan grup 6’ya ait beyin dokusunun 

histolojik görüntüsü (H-E, DX10 ve D1X40). 
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Resim 4.5. Üç hafta rotenone uygulanan grup 3’ün beyin dokusunun histolojik 

görüntüsü. Siyah oklar hemorajik alanları ve mononüklear hücre 

infiltrasyonunu göstermektedir (H-E, EX10 ve E1X40). 

 

Resim 4.6. Üç hafta rotenone uygulanan grup 3’ün beyin dokusunun histolojik 

görüntüsü. Yeşil oklar nöropil vakualizasyonunu, sarı ok nöron 

dejenerasyonunu ve kırmızı ok ise lewy cisimciğini  göstermektedir (H-

E, EX10 ve E1X40).  

 



 

48  

 

Resim 4.7. Üç hafta rotenone ve bir hafta terazosin uygulanan grup 5’in beyin 

dokusunun histolojik görüntüsü. Siyah ok hemorajik alanı, yeşil ok 

nöropil vakualizasyonunu, sarı ok nöron dejenerasyonunu ve kırmızı ok 

ise lewy cisimciğini  göstermektedir (H-E, FX10 ve F1X40). 

 

Resim 4.8. Üç hafta rotenone ile birlikte üç hafta terazosin uygulanan grup 4’ün beyin 

dokusunun histolojik görüntüsü. Yeşil oklar nöropil vakualizasyonunu ve 

kırmızı ok ise lewy cisimciğini  göstermektedir (H-E, GX10 ve G1X40). 
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4.5. İmmünohistokimyasal Bulgular 

Beyin doku kesitlerinin Alfa-beta sinuklein ve tirozin hidroksilaz 

immünohistokimyasal boyamalarında gruplar arasında anlamlı fark bulunmuştur (p < 

0,05) (Tablo 4.7). Alfa-beta sinüklein ile işaretlemede grup 1 (kontrol) ve grup 2 

(DMSO) olan gruplar arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (Resim 9-10). Ancak 

Alfa-beta sinüklein ile işaretlemede grup 3,  4 ve 5’e ait kesitlerde, grup 1 (kontrol), 2, 

6 ve 7’nin beyin dokularına kıyasla anlamlı derecede fazla pozitif işaretlenme tespit 

edilmiştir (p < 0,05) (Resim 11-13). En fazla alfa-beta sinuklein işaretlemesi yalnızca 

rotenone uygulanan grup 3’de tespit edilmiştir ancak grup 4 ve 5 ile karşılaştırıldığında 

bu yükseliş anlamlı değildir (p > 0,05). 

 Tirozin hidroksilaz ile işaretlemede grup 1, 2, 6 ve 7’ye ait kesitlerde, grup 3, 4 

ve 5’e kıyasla daha fazla pozitif işaretlenme gözlenmiştir (Resim 16, 17, 21 ve 22). 

Ancak grup 3 hariç bu gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark tespit 

edilememiştir (p > 0,05). Grup 3’deki TH azalması anlamlıdır (p < 0,05). En düşük 

TH miktarı yalnızca rotenone uygulanan grup 3’dedir (Şekil 18-20).  

Tablo 4.7. Alfa- Beta Sinuklein ve Tirozin Hidroksilaz İşaretlenme Dereceleri 

Antikor / 

Grup 

1 2 3 4 5 6 7 

Alfa- Beta 

Sinuklein 

-/+ -/+ ++ + ++/+ -/+ -/+ 

Tirozin 

Hidroksilaz 

+++/++ +++/++ + ++ ++/+ +++/++ +++/++ 
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Resim 4.9. Kontrol grubuna ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile -/+ derecedeki 

immün boyaması, x20. 

 

Resim 4.10. DMSO grubuna ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile -/+ derecedeki 

immün boyaması, x20. 
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Resim 4.11. Grup 3’e ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile ++ derecedeki immün 

boyaması, x20. 

 

Resim 4.12. Grup 5’e ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile ++/+ derecedeki 

immün boyaması, x20. 
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Resim 4.13. Grup 4’e ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile + derecedeki immün 

boyaması, x20. 

 

Resim 4.14. Grup 7’ye ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile +/- derecedeki 

immün boyaması, x20. 

 



 

53  

 

Resim 4.15. Grup 6’ya ait beyin doku kesitinin Alfa Sinuklein ile +/- derecedeki 

immün boyaması, x20. 

 

Resim 4.16. Kontrol grubuna ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile +++/++ 

derecedeki immün boyaması, x20. 
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Resim 4.17. Çözücü kontrol grubuna ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile 

+++/++ derecedeki immün boyaması, x20. 

 

Resim 4.18. Grup 3’e ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile + immün 

boyaması, x20. 
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Resim 4.19. Grup 5’e ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile ++/+ immün 

boyaması, x20. 

 

Resim 4.20. Grup 4’e ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile ++ immün 

boyaması, x20. 
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Resim 4.21. Grup 7’ye ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile +++/++ immün 

boyaması, x40. 

 

Resim 4.22. Grup 6’ya ait beyin doku kesitinin Tirozin Hidroksilaz ile +++/++ immün 

boyaması, x40. 
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5. TARTIŞMA 

Çoğunlukla yaşlıları etkileyen ve ilerleyici nörodejeneratif bir bozukluk olan 

Parkinson hastalığı dünya genelinde on milyondan fazla insanı etkilerken; artan yaşam 

süresiyle birlikte bu sayının daha da artması beklenmektedir (153). 

Nöronlar yoğun elektriksel aktiviteleri nedeniyle, yüksek enerjiye ihtiyaç 

duyar. Bu gereklilik onları özellikle mitokondriyal işlev bozukluğuna karşı duyarlı 

hale getirir. Tüm ökaryotik hücreler gibi, nöronlar da mitokondriyal disfonksiyonun 

etkisini ve bunun sonucunda ortaya çıkan reaktif oksijen türleri gibi zararalı etkenlerin 

üretimini azaltmak için içsel mekanizmalara sahiptir. Bu tür nöroprotektif 

mekanizmalardan en sık başvurulanı, işlevsiz mitokondrilerin ortadan 

kaldırılmasından sorumlu olan mitokondriyal otofaji (mitofaji)’dir. Mitofajinin 

patolojik inhibisyonu ise yetersiz mitokondriyal aktivite ile birlikte, ATP eksikliğine 

ve reaktif oksijen türlerinin birikmesine ve ilerleyen süreçlerde apoptotik nöronal 

ölümün tetiklenmesine neden olmaktadır. Geri dönüşü olmayan bu nöronal kayıplar, 

nörodejeneratif hastalıkların ortaya çıkmasına neden olan merkezi sinir sistemi 

işlevindeki ilerleyici düşüşün temel nedenidir (154). Bu nedenle nöronal 

mitokondriyal disfonksiyonun üstesinden gelmek, birçok nörodejeneratif hastalıkta 

ortak bir sorunu hedefleyen terapötik bir fırsattır. En umut verici terapötik stratejiler, 

işlevsiz mitokondrilerin değiştirilmesi veya glikoliz gibi sitoplazmik ATP üretim 

yollarının güçlendirilmesidir (141, 155, 156).  

Öte yandan, beyinde etkili farmakolojik müdahalelerin geliştirilmesine yönelik 

en büyük zorluk ise kan-beyin bariyerinin terapötik moleküllerin çoğuna karşı 

geçirgenliğinin az olmasıdır (157).  

Terazosin adlı ilacın, ATP üreten ilk glikolitik enzim olan fosfogliserat kinaz 

1 (PGK1)’e bağlanarak aktive ettiği yakın zamanda keşfedilmiştir. TZ'nin PGK1 

üzerindeki etkinliğini α1-adrenerjik antagonizmadan bağımsız olarak gösterdiği ve 

2,4-diamino-6,7-dimetoksiizokinazolin motifinin ADP/ATP bağlanma bölgesine 

bitişik olarak PGK1'e bağlandığı ortaya konmuştur. Hücre kültürü çalışmaları ile 

TZ’nin PGK1 aktivitesini artırarak ATP seviyelerini yükselttiği ve apoptozu inhibe 

ettiği bildirilmiştir (28). PH'de enerji metabolizmasının bozulmasına cevaben TZ'nin 
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PGK1 aktivitesini artırmak yoluyla PH'de apoptotik nörodejenerasyonunun 

yavaşlatılmasını veya önlenmesini sağlayan in vivo glikoliz artışı üzerine etkili 

olabileceği hipotezine yol açmıştır. Cai ve arkadaşları TZ’nin, farelerde beyin ATP 

seviyelerini in vivo olarak arttırdığını bulmuşlardır. Korteksin yanı sıra SNc ve 

striatumda glikoliz ürünü olan piruvat ve oksidatif fosforilasyonun artması sonucunda, 

TZ'nin mitokondriyal aktivitenin bir belirteci olan sitrat sentaz aktivitesini ve ATP 

seviyesini artırdığı tespit edilmiştir (141). Yapılan başka bir çalışma ile de, TZ’nin 

kan-beyin bariyerini geçerek beyin hücrelerinde glikoliz ve ATP'yi arttırdığı 

gösterilmiştir (30).  

Çalışmamızda TZ’nin, PH’ye karşı koruyucu ve tedavi edici etkisi ele 

alınmıştır. Gen ekspresyon seviyeleri başta olmak üzere DNA hasarı, histopatoloji ve 

motor fonksiyon bulguları değerlendirilerek, TZ’nin farelerde oluşturulan PH üzerine 

etkinliği farklı bir bakış açısı ile ortaya konmuştur.  

TZ’nin DNA hasarında herhangi bir olumsuzluğa sebep olmadığı fakat 

rotenone kaynaklı hasarın engellenmesinde veya tamirinde de herhangi bir fayda 

sağlayamadığı belirlenmiştir. 

Rotenone SNCA geninin ekspresyon seviyesinde 1,58 katlık önemli bir 

yükselişe sebep olurken (p > 0,05); rotenone ile birlikte veya rotenone uygulaması 

sonrasında TZ verilen gruplarda ekspresyon seviyesinde azalma olduğu tespit 

edilmiştir. Bu azalma kontrol grubu ile kıyaslandığında anlamlı olmasa da (p > 0,05), 

rotenone kaynaklı SNCA ekspresyon artışını önemli seviyede azaltmıştır. Bu durum 

TZ’nin rotenone kaynaklı SNCA ekspresyon artışını engellemede veya düzeltmede 

faydalı olabileceğini göstermektedir. Öte yandan 3 hafta yalnızca TZ uygulaması 

yapılan grupta ise ekspresyon seviyesindeki azalmanın çok daha fazla ve istatistiksel 

olarak anlamlı olduğu (p < 0.001) bulunmuştur. TZ’nin SNCA geninin ekspresyonunda 

azalmaya sebep olarak fazladan alfa-sinüklein birikiminin önüne geçebileceği yani bu 

gen üzerinden ilk kez nöroprotektif etkinliği belirlenmiştir. 

Öte yandan TZ TH geninin ekspresyonunda tek başına anlamlı bir değişikliğe 

sebep olmamasının yanında rotenone kaynaklı TH ekspresyon azalışında da artış 

sağlayamamıştır. Bu durum, dopamin enzim seviyesinde de etkin bir farklılık 

oluşmamış olacağı şeklinde de yorumlanabilir. 
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Histopatolojik ve immünokimyasal bulgular ile hayvanların sergilediği motor 

fonksiyon davranışları ise beklendiği gibi gruplar arasında farklılıklar göstermiştir. 

Daha önce rotenone ve TZ’nin etkinlikleri farklı nörodejeneratif hastalık 

modellerinde ortaya konmuş olsa da, alfa-sinüklein ifade düzeyindeki değişiklikleri bu 

şekilde belirten daha önce yayınlanmış bir makaleye rastlanmamıştır. 

Parkinson hastalığının temel nedeni henüz tamamıyla açıklığa 

kavuşturulamamış olsa da çevresel faktörler, yaşlanma ve genetik yatkınlık gibi 

etkenlerin hücresel boyutta alfa-sinüklein agregasyonu, mitokondri işlev bozuklukları 

ve oksidatif hasar oluşturmak yoluyla etiyolojide etkin rol oynadığı düşünülmektedir 

(9). PH’de çevresel etkilerin başında gelen pestisitlerin önemli bir risk faktörü 

olduğunu bildiren çok sayıda çalışma mecuttur. Kosta Rika’da yapılan bir çalışmada 

pestisitlere mesleki maruziyet geçmişi olan yaşlıların, demans ve PH için tarama 

testlerinde önemli ölçüde daha kötü performans gösterdiği bildirilmiştir (158). Han ve 

arkadaşları insan kan, idrar ve saç örneklerinde dahi tespit edilen bazı pestisitlerin 

toksik etkiler oluşturduğunu bildirmiştir (159). Amerika’da yapılan bir çalışmada 

ABD nüfusunun yaklaşık yarısının yakın geçmişte pestisitlere maruz kaldığı 

gösterilirken; önemli olanın sürekli maruziyet olduğuna ve ortaya çıkması muhtemel 

subkronik ve kronik etkilere dikkat çekilmiştir (160). Pestisit ile çalışan işçilerin 

kanlarındaki AS miktarını ölçen ve karşılaştıran bir çalışma, işçilerin %75’inin 

kanlarındaki AS miktarının pestisit uygulama sezonunun ardından arttığı tespit 

etmiştir (161). Her ne kadar kandaki alfa-sinüklein miktarı ile beyin dokusunda miktarı 

arasında bir bağlantı kurmak doğru bir yaklaşım olmasada, pestisite maruziyetin alfa-

sinüklein ve PH ile ilişkilendirilmesi önemli bir parametredir (25). PH vakalarının çok 

büyük kısmının sporadik olduğu düşünüldüğünde, pestisit maruziyeti ile hastalık 

ilişkisi rahatlıkla söylenebilir. Bu durum, tanı-tedavi çalışmaları için pestisitler ile 

oluşturulmakta olan PH modellerinin doğruluğunu ortaya koymaktadır. 

Parkinson hastalarının beyin dokularında, oluşan oksidatif strese bağlı olarak 

lipid, protein ve DNA oksidasyonunda artışın yanı sıra demir miktarı ile glutatyon 

(GSH) ve GSH / glutatyon disülfür (GSSG) oranlarında önemli düşüşler meydana 

geldiği düşünülmektedir (15, 16, 120). Rotenone maruziyeti sonucunda, yüksek 

miktarda reaktif oksijen türleri ile oksidatif hasarın oluştuğu (162) ve beyinde 
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proteozom aktivitesinin engellendiği bilinmektedir (122). Bu durum akla Parkinson 

hastalığı ve oksidatif stres kaynaklı DNA hasarını getirmektedir (24). Toksik madde 

kaynaklı oksidatif stresin, DNA hasarı veya genotoksisite gibi çok çeşitli toksik 

etkilere aracılık ettiği iyi bilinmektedir. Bununla birlikte, çevresel toksik maddelerin 

neden olduğu toksik etkilerin çoğu, hücre ölüm mekanizmasının düzenlenmesi yani 

indüklenmesi ile olmaktadır. Bu noktada oksidatif stresin apoptozu düzenlediği de 

gösterilmiştir. Ancak, kesin mekanizmalar halen belirsizdir (118). PH için potansiyel 

mekanizmalardan biri de oksidatif stres kaynaklı DNA hasarı ve hücre ölümüdür ki 

aynı mekanizma pestisitler ile de tetiklenebilmektedir. Bu bilgiler ışığında, TZ’nin 

PH’ya karşı koruyucu ve önleyici etkilerini ortaya koymayı amaçladığımız 

çalışmamızda farelerde rotenone ile indüklenmiş PH modeli kullanılmıştır. 

İhtimallerin çokluğu ve PH’de ki yolakların karmaşıklığı araştırmaların 

sonuçlarını yorumlamayı zorlaştırmaktadır. Yaptığımız tez çalışması neticesinde, 

histopatolojik olarak bakıldığında rotenone’nun beyin dokuya zarar verdiği ve sinir 

dejenerasyonuna sebep olduğu gösterilmiştir. Bu durum azalan nöron sayısı ile orantılı 

olarak motor fonksiyonlarda da azalmaya yol açmıştır. Ek olarak, DNA hasarında da 

anlamlı seviyede artış tespit edilmiştir. Terazosin, meydana gelen bu hasarları onarma 

yönünde çok da başarılı olamamıştır. Sonuçta, PH belirti vermeye başladığında 

nöronların büyük kısmı ölmüş olmaktadır ve nöronları geri getirmek ne yazık ki 

mümkün değildir. Ancak terazosin uygulamasının koruyucu yönde, alfa-sinüklenin 

birikiminin azaltılması ve yeni alfa sinüklein sentezinin engellenmesi noktasında 

başarılı olduğu söylenebilir. Bu durum, terazosinin hastalığın ilerleyişinin 

yavaşlatılması veya engellenmesi yönünde faydalı olabileceğini ve buna yönelik daha 

ileri araştırmaların yapılması gerektiğini ortaya koymaktadır.  

Lewy cisimcikleri, beyin, omurilik ve visseral otonom sinir sisteminde yaygın 

olarak dağılmış heterojen bir karışım olan fibril agregatlarından oluşur. LC'ler, alfa-

sinüklein gibi konformasyonel ve post-translasyonel olarak modifiye edilmiş birçok 

maddeyi içerir. Nöron sayısında meydana gelen azalmanın sebebini tam olarak tespit 

etmek mümkün olmasa da, muhtemel sebeplerden biri bu LC’lerin içerisinde yer alan 

alfa-sinüklein proteinidir. LC'ler nörodejenerasyonun bir göstergesi olmalarına 

rağmen, hücre ölümünün ana nedeni değildir. Bunun yerine, AS oligomerlerinin ve 

protofibrillerinin oluşumu hastalık patogenezi için daha kritik etkiye sahiptir (163). 
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Yani, hastalık prognozu açısından alfa-sinüklein kümelerinin yıkımı ve yeni 

proteinlerin sentezinin engellenmesi büyük önem arz etmektedir. Araştırmamız 

kapsamında beyin dokulardaki alfa-sinüklein proteini birikimi hem histopatolojik 

olarak LC’lerin tespiti ile hem de immünohistokimyasal olarak ortaya konmuştur. 

Kontrol grubuna kıyasla TH ifadesinde ve immünohistokimyasal boyanmalarda 

azalmalar meydana geldiği görülmüştür. Bu durum, farelerin motor fonksiyonlarında 

meydana gelen azalma ile ilişkilendirilebilir. Alfa-sinüklenin sentezinin engellenmesi 

ve birikmiş proteinlerin yıkımının sağlanması bu kısır döngünün çözümü için umut 

vaat etmektedir. Bu noktada TZ, alfa-sinüklein agregat oluşumunun yavaşlatılması 

yönündeki işlevi açısından önemini kanıtlamıştır. 

LC oluşumunun nigral nöron ölümünün nedeni mi olduğu yoksa nöronların 

hayatta kalma çabasının bir tür göstergesi mi olduğu uzun zamandır tartışılmaktadır. 

Mikroskop altında incelendiğinde, PH’de Lewy cisimciklerinin yokluğunda bile 

birçok nigral nöronun öldüğü ve hatta sağlıklı görünen nöronlarda da LC oluşabildiği 

belirlenmiştir. Özellikle bu tür nöronlar substantia nigranın lateral bölümüne göre 

genellikle daha hafif patolojik değişimler gösteren substantia nigranın medial 

bölümünde görülürler. Bu bulgular nedeniyle, nigral nörodejenerasyonda Lewy 

cisimciklerinin önemi üzerine nörologlar ve nöropatologlar arasında hararetli 

tartışmalar yaşanmaktadır. Henüz kanıtlanamayan bir hipotez olsa da; Lewy cismi 

oluşumu toksik proteinlerin çözünmeyen bir formda tutulması için nöronlar tarafından 

yapılan bir hayatta kalma çabası olabilir (90). 

Rideout ve arkadaşları bu soruyu deneysel olarak ele almışlardır. Dopaminerjik 

PC12 hücrelerine proteazom laktasistinin farmakolojik inhibitörü ZIE[O-tBu]-A-

lösinal (PSI) uygulamışlardır. Proteazomal inhibisyon, nöronal olarak farklılaşmış 

PC12 hücrelerinde doza-bağımlı bir ölüm artışına neden olmuştur. Hayatta kalan 

hücrelerin belirli bir yüzdesinin, sitoplazmik ubikitinlenmiş inklüzyonlara sahip 

olduğu belirlenmiştir. Ubikitinlenmis inklüzyonların sadece hayatta kalan hücrelerde 

mevcut olduğu ve hücrenin ölümü engellenirse sayısının arttığı görülmüştür. Bu 

sonuçlar, inklüzyon cisimcikleri oluşumunun hücre ölüm nedeni olmadığını, aksine 

hücrelerin hayatta kalma çabası olduğunu düşündürmektedir (74). Tanaka ve 

arkadaşları da bu noktayı, 293T hücrelerinde alfa-sinüklein ve sinfilin-1'in birlikte 

üretilmesi ile agrezomlar oluşturarak ele almışlardır. Bu hücrelerde proteazom 
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aktivitesinin inhibisyonu agrezomların tipik özelliği olan juksta-nükleer kümelerin 

oluşumu ile sonuçlanmıştır. Apoptotik hücre ölümü bu hücrelerde agrezomların varlığı 

ya da yokluğu ile korelasyon göstermiştir. Agrezomlar apoptotik olmayan hücrelerin 

%60'ında bulunurken, apoptotik hücrelerin sadece %10'unda bulunmuştur (164). 

Agrezomların, hasar görmüş ve sitotoksik proteinlerin parçalanmasını kolaylaştıran 

yapılar olarak görev yaptıkları (163) ve nöronu koruyucu bir role sahip oldukları 

kanısına varılmıştır (164). Bu bağlamda, Lewy cismi oluşumu PH'de nigral nöron 

ölümünün bir nedeni değil de nöronun hayatta kalma çabası olabilir (90). Ancak, bu 

durum LC’lerin meydana gelen toksisitenin bir göstergesi olduğu gerçeğini 

değiştirmemektedir. LC’ler, toksik proteinleri izole etmek ve parçalamak için bir 

savunma mekanizması olarak işlev görmesine rağmen, hücre bu toksik proteinleri 

üretmeye devam ettiği sürece LC sayısı artacaktır. Bu durum da protein agregatlarının 

aşırı birikimine ve sonuç olarak hücre ölümüne yol açabilmektedir (163). 

Alfa-sinükleine bağlı nörotoksisite ile ilişkili çok sayıda çalışma mevcuttur ve 

deneysel koşullara bağlı olarak alfa-sinükleinin nöronu koruyucu etkisinin de 

olabileceği yönünde veriler bulunmaktadır. Da Costa ve arkadaşları, alfa-sinükleinin 

aşırı üretildiği hücre grupları elde etmişler ve bu hücrelere apoptozu tetikleyici çeşitli 

ajanları uygulamışlardır. Yapay-transfekte hücrelerle karşılaştırıldığında, alfa 

sinükleini aşırı üreten doğal tip hücrelerde kaspaz aktivasyonunun anlamlı derecede 

zayıflamış olduğunu göstermişlerdir (165). Seo ve arkadaşları, nanomolar 

konsantrasyonundaki alfa-sinükleinin nöronları serum yoksunluğuna, oksidatif strese 

ve PI3/Akt sinyal yolağı yoluyla ekzitotoksisiteye karşı koruduğunu bildirmişlerdir ve 

koruyucu etkisinin Bcl-2 aşırı ifadesi ile arttığını belirlemişlerdir. Aksine, hücrelerde 

mikromolar konsantrasyonunda olduğunda ise sitotoksisiteye yani nörotoksik etkiye 

neden olduğunu belirlemiş, bunu da azalmış Bcl-xL ve artmış Bax ifadesi ile sitokrom 

C salınımına ve kaspaz aktivasyonuna bağlanmışlardır (166). Alves da Costa ve 

arkadaşları tarafından yapılan farklı bir çalışma, TSM1 nöronal hücrelerde apoptotik 

uyarıya karşı AS tepkisini incelemişlerdir. Alfa-sinükleinin, bazal ve staurosporinle 

uyarılmış kaspaz-3 immünreaktivitesi ve aktivitesini aşırı düzeyde düşürdüğünü tespit 

etmişlerdir. Bu duruma DNA fragmantasyonunun azalması ve terminal 

deoksinükleotid tranferaz ile düzenlenmiş deoksiüridin trifosfat (dUTP) çentikli-son 
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etiketlenmesi (TUNEL) pozitif nöronların sayısının azalması eşlik etmiştir. Ayrıca, AS 

p53 ifadesini ve transkripsiyon aktivitesini de azaltmıştır (167). 

Alfa-sinüklein oligomer ve kümeleşme oluşumunun önlenmesi PH'de nigral 

nöron ölümünü önleyebilir veya nigral nörodejenerasyon hızını düşürebilir. Bu 

yaklaşımla ilgili çok sayıda olasılık ortaya atılmıştır. İnsanlardaki AS dejenerasyon 

yolağı iyi bilinmemekle birlikte çok sayıda ilginç veri bildirilmiştir. İnsan 

nöroblastoma SH-SY5Y hücre hatlarında ubikitin proteazom yolağı ile yıkılırken 

(168), HK-293 hücre hatlarında ve feokromositoma hücrelerinde stabildir (169). PC12 

hücre hatlarında ise hem proteazom hem de otofaji ile metabolize edilmektedir (170). 

Tofaris ve arkadaşları ubikitin sisteminden bağımsız bir şekilde proteazom ile de 

yıkıldığını bildirmişlerdir (80).  

AS’in ubikitin ve proteozom yolakları dışında diğer sinüklein birimleri 

aracılığıyla da nörotoksik etkisinin önlenebildiği belirlenmiştir. Hashimoto ve 

arkadaşları tarafından üretilmiş insan alfa ve beta-sinükleini üreten çift transjenik 

farelerde, PH için deneysel transjenik modelde beta-sinükleinin alfa-sinüklein 

toksisitesini önlediği gösterilmiştir. Çift transjenik farelerde beta-sinuklein, AS 

transjenik farelerde görülen motor kusurları, nörodejeneratif değişimleri ve nöronal 

alfa-sinüklein birikimini düzeltmiştir. Alfa-sinükleinin aşırı üretildiği PH hayvan 

modellerinin nigral bölgelerine adeno-ilişkili virüs vektörü kullanılarak insan beta-

sinüklein geninin yerel olarak enjeksiyonunun etkisinin araştırılması oldukça 

değerlidir. Eğer bu yaklaşım etkili ve güvenilir sonuçlar ortaya koyarsa, PH hastalarına 

da uygulanabilirliği üzerine çalışmalar yapılabilir. Beta-sinükleinden elde edilen daha 

küçük peptidlerin de alfa-sinükleinin kümeleşmesini önlemede etkili olabileceği ileri 

sürülmektedir (171). Windisch ve arkadaşları kümeleşmeye karşı olan etkileri için 

beta-sinükleinden elde edilen peptidleri taramışlardır ve bu açıdan N-ucu 

aminoasitlerinden ilk 15’inin önemli olduğunu bulmuşlardır (172). Gamma-

sinükleinin de alfa-sinüklein fibril oluşumunu engellediği bildirilmiştir (173). 

İnsanda PARK2 geni tarafından kodlanan ve ubikitinlenmede büyük role sahip 

olan Parkin de AS tarafından oluşturulan nörotoksisite için nöronları koruyucu özellik 

sergilemektedir. Petrucelli ve arkadaşları, katekolaminerjik orta beyin kültüründe 

AS’yi aşırı düzeyde ürettirmişler ve nöron ölümünü ve parkinin üretiminin AS ile 
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oluşturulan nörotoksisiteye karşı koruyucu etkisini gözlemlemişlerdir. Proteazom 

inhibisyonu ile de benzer nörotoksisite oluşumunu gerçekleştirmişlerdir (174). Parkin 

aynı zamanda proteazomun inhibe edildiği nöronlarda da nöronu koruyucu olmuştur. 

Parkin, SH-SY5Y hücre hattında hücre içi alfa-sinükleini keserek toksisiteyi 

baskılamakta (175) ve nöronun korunmasında etken rol oynamaktadır (176). 

Parkinson modeli oluşturmak için kullanılan maddelerden biri olan MPTP, TZ 

aracılı PGK1 stimülasyonunun sonuçlarını inceleyebilmek için farelere uygulanmış ve 

TZ’nin MPTP'nin neden olduğu nörodejenerasyonu yavaşlattığı veya önlediği, TH ve 

dopamin seviyelerini kısmen geri yüklediği ve motor işlevi iyileştirdiği rapor 

edilmiştir (177). Farklı bir çalışma ile 6-OHDA bileşiği Parkinson hastalığında bir 

dopamin nöron dejenerasyonu modeli oluşturmak için sıçanların sağ striatumuna 

enjekte edilmiş ve yedi hafta sonra hayvanların sol ön pençe kullanımının azaldığı 

gözlemlenmiştir. 5. ve 7. haftalar arasında TZ tedavisi başlanmış sıçanların ise her iki 

ön pençeyi de eşit şekilde kullandıkları tespit edilmiştir (178). Her iki çalışmada da, 

nöron hücreleri henüz apoptotik ölüm geçirmemiş olmalarına rağmen neredeyse 

kesinlikle bozulmuş metabolik fonksiyona sahiptir. TH seviyeleri, TH-pozitif nöron 

sayısı, striatumdaki TH yoğunluğu ve dopamin miktarı da zamanla azalmaya devam 

etmiştir. Terazosin uygulamasının ise, nörodejenerasyonun başlamasından sonra bile 

hücre ölümünü yavaşlattığı ve tedavi grubu hayvanların kontrol gruplarına göre 

karşılaştırıldığında TH ve dopamin seviyeleri ile motor performanslarının arttığı 

gösterilmiştir. Sonuçlar TZ’nin, MPTP ve 6-OHDA tarafından bozulmuş ancak henüz 

dejenere olmamış nöronların işlevini geriye dönüş yönünde geliştirdiğini göstermiştir 

(141).  

Rotenone’un mitokondriyal kompleks I’i inhibe ederek ATP seviyesini 

azalttığı bilinmektedir (179). TZ’nin rotenone ile birlikte kullanılmasının ATP’deki 

azalmayı ve motor performansta bozulmayı en aza indirdiği bildirilmiştir (141). Ayrıca 

TZ Drosophila PINK1 mutantı ve Drosophila LRRK mutantı PH modellerinde de test 

edilmiş ve bu modellerde de kısmi iyileşmeler sağladığı belirlenmiştir (141). Yine 

insan alfa-sinükleini aşırı ifade eden ve ileri yaşta PH belirtileri sergileyen transgenik 

farelerde de (mThy1-hSNCA) TZ kısmi iyileşmeler sağlamıştır (141). Tüm bu bilgiler 

çalışmamızın sonuçları ile de kısmen uyumludur ve henüz dejenerasyonun 

gerçekleşmediği durumlarda ya da dejenerasyonun ilerlemesinin önlenmesinde TZ’nin 
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faydalı olabileceği düşüncesini desteklemektedir. Bu mekanizma muhtemelen alfa-

sinüklein ifadesi üzerinden etki göstermektedir. 

"Hidrotrop" terimi, 1916'da Carls Neuberg tarafından icat edilmiştir ve suda 

hidrofobik bileşikleri çözen küçük organik moleküller manasına gelmektedir (180, 

181). Son zamanlarda, ATP'nin bağırsakta proteinlerin ve safra asitlerinin 

toplanmasını önlediği ve yağların ve lipitlerin çözünmesine yardımcı olduğuna dair 

çalışmalar yayınlanmıştır. Yüksek konsantrasyonlarda ATP’nin hidrotrop olarak 

görev alabileceği ve protein agregasyonlarının çözünmesini sağlayabileceği ileri 

sürülmüştür (29). Her ne kadar bu mekanizma için karşıt görüşler yer alsa da  (182) 

doğru olması durumunda aynı mekanizmanın alfa-sinüklein agregatlarını da 

çözebileceği ileri sürülebilir. Bu durumda TZ ile meydana gelen ATP artışı, bir başka 

yolak aracılığı ile de hücrede birikmiş fazla alfa-sinükleinin temizlenmesini sağlıyor 

olabilir. 

Yakın tarihli birkaç hayvan modeli çalışması, glikolitik enzimlerin 

farmakolojik veya genetik manipülasyonu neticesinde artan glikoz miktarı ve alımının 

Parkinson hastalığı, Huntington hastalığı ve Amyotrofik lateral skleroz dahil olmak 

üzere birçok önemli nörodejeneratif hastalık için koruyucu olabileceği ortaya 

koymuştur. Oksidatif fosforilasyon yolu nöronlara gerekli ATP'nin sağlanmasında 

yetersiz kalırsa, ATP'nin glikolitik üretimindeki bir artış gerçekleşerek, enerji 

eksikliğini hafifletmeye ve nöronların akut enerji ihtiyacını sürdürmeye yardımcı 

olur. Bunun yanı sıra ATP hidrotropik etkisi ile de birçok nörodejeneratif hastalıkta 

yaygın olan protein agregatlarının oluşumunu önleme veya çözmede etkindir (183). 

Glikoz alımının nöroprotektif etkinliğinin diğer bir yolu, hücredeki temel 

indirgeyici olan glutatyonun azaltılması için çok önemli olan NADPH üretimini 

artıracak olan PPP'ye glikozun kanalize edilmesidir (184). PPP'nin hız sınırlayıcı 

enzimi G6PD, birçok nörodejeneratif durumda yaygın olan oksidatif stresle 

indüklenebilir (185, 186). PPP'nin metabolik ürünü olan γ-6-fosfoglukonolaktonun, 

PP2A'yı inhibe etmesi yoluyla AMPK aktivasyonuna katkıda bulunabileceğini 

göstermiştir. AMPK aktivitesi, metabolik homeostaz ve mitokondriyal sağlık için 

kritik bir öneme sahiptir ve geniş ölçüde nöroprotektif olduğu gösterilmiştir (187-189). 

ATP bu nedenlerle nöroprotektif bir etkiye sahip olup, hücre sağlığının korunması 

açısından oldukça önemlidir. 
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PH, yaşlı erkeklerde kadınlara göre daha yaygın olarak görülen bir hastalıktır 

ve 60 yaşından sonra insidansı belirgin bir şekilde artar. Terazosin benign prostat 

hiperplazisi için reçete edilen bir ilaçtır ve bu hastalık da genellikle yaşlı erkekleri 

etkilemektedir. Bu bilgiler ışığında, bir araştırmada prostat ilacı olarak TZ kullanan 

Parkinson hastası erkeklerde hastalığın prognozu incelenmiştir. Buna göre TZ 

kullanan 7 hastanın, kullanmayan 269 hastaya göre motor fonksiyon gerileme hızının 

daha yavaş olduğu tespit edilmiştir (141). Ancak araştırmada TZ kullanan hasta 

sayısının çok az olması sebebi ile grubun genişletilmesine ihtiyaç duyulmuş ve TZ’nin 

PGK1 ile bağlanabilmesinden yola çıkılarak kinazolin motiflerine sahip ilaçların da 

PGK1 aktivitesini artırabileceği öne sürülmüştür. Bu olasılıkla uyumlu olarak, 

Doksazosin (DZ) ve Alfuzosin (AZ) araştırılmış ve TZ, DZ veya AZ (TZ/DZ/AZ) 

kullanan 13 erkek PH’da motor fonksiyon bozukluklarının yavaşladığı rapor 

edilmiştir. Daha da fazla sayıda PH vakasını değerlendirmek amacıyla, farklı veri 

tabanlarında TZ/DZ/AZ kullanan 2880 Parkinson hastası belirlenmiş ve karşılaştırma 

grubu olarak, PGK1 ile bağlanma motifi içermeyen bir ilaç olan Tamsulosin kullanan 

15409 PH erkek seçilmiştir. Araştırma neticesinde, TZ/DZ/AZ kullanan hastalarda PH 

semptomlarında azalma olduğu tespit edilmiştir (141). İki büyük veritabanı olan 

Danimarka Ulusal Sağlık Kayıtları ve özel ABD sağlık sigortacılarının Truven 

Kayıtları incelenerek yapılan benzer bir başka çalışmada yine TZ/DZ/AZ kullanan 

hastalar ile Tamsulosin kullanan hastalar karşılaştırılmış ve TZ-DZ-AZ ilaçlarının PH 

gelişme riskini azalttığı veriler elde edilmiştir (190). 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

1987 yılından günümüze hipertansiyon ve BPH tedavisinde güvenle kullanılan 

TZ’yi PH tedavisinde etkin olarak test etmek ilaç geliştirme safhalarında önemli 

zaman kazanımına ve maddi açıdan da tasarrufa sebep olacaktır. TZ’nin insanlarda iyi 

bilinen farmakokinetik ve güvenlik profillerine sahip onaylı bir ilaç olması, potansiyel 

gelişimini ve yeni bir klinik ilaç olarak yeniden yapılanmasını hızlandırabilir.  

Sıçanlarda yapılan çalışmalarda TZ’nin, MPTP ve 6-OHDA tarafından 

bozulmuş ancak henüz tamamen dejenere olmamış nöronların işlevini geriye dönüş 

yönünde geliştirdiği gösterilmiştir. Fare kullanarak rotenone ile PH modeli 

oluşturduğumuz çalışmamızda biz de benzer sonuçlar elde ettik. 

Drosophila melanogaster’de mitokondriyal kompleks I inhibitörü olan 

rotenone kullanılarak oluşturulan sporadik PH modelinde, tırmanma davranışıları test 

edilmiş ve motor işlevin bozulduğu gösterilmiştir. Sineklerde TZ’nin, ATP içeriğinde 

ve motor performansta meydana gelen azalmaları en aza indirdiği belirlenmiştir. Biz 

de rotenone ile indüklediğimiz ve spontan silindir testi uyguladığımız grupların motor 

fonksiyon davranış testlerinde istatistiki anlamlılık belirlenememiş olsa da farklılıklar 

olduğunu gözlemledik. Özellikle TZ verilen gruplarda, yalnızca rotenone uygulanan 

gruba göre iyileşme olduğu ve hayvanların normale yakın motor fonksiyon 

gösterdiklerini belirledik.  

Genetik, yaşlanma ve çevresel faktörlerin etkin olduğu PH gibi birçok 

nörodejeneratif hastalıkta, azalan ATP düzey ve enerji metabolizması risk faktörü 

olarak karşımıza çıkmaktadır. Sitoplazmik glikoliz ise ATP üretimini destekleyen en 

önemli yolaklardan olması nedeniyle, PH'de gözlenen klinik tablonun ilerleyişini 

yavaşlatabilmektedir. 

Çalışmamızın anahtar noktasını, TZ aracılığıyla üretimi artan ATP seviyesi 

oluşturmaktadır. Bir hidrotrop olan ATP, agregat oluşumunu önleyebilme ve önceden 

oluşmuş protein agregatlarını çözebilme yeteneğine sahiptir. TZ uygulayarak ATP 

seviyelerini yükselttiğimizi öngördüğümüz gruplarda, alfa-sinüklein agregatlarının 

çözünmesini kolaylaştırdığını histopatolojik ve immünohistokimyasal bulgularımızla 
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ortaya koyarak, PH'deki nörodejenerasyonun TZ tarafından yavaşlatıldığını tahmin 

ediyoruz.  

Çalışmamızda, rotenone uygulanan grupta nigral nöron toksisitesini ve 

ölümünü vurgulayan molekül olan alfa-sinükleini kodlayan SNCA geninin ekspresyon 

seviyesinde 1,58 katlık önemli bir yükseliş olduğu belirlenmiş (p > 0,05); rotenone ile 

birlikte veya rotenone uygulaması sonrasında TZ verilen gruplarda ise ekspresyon 

seviyesinde azalma olduğu tespit edilmiştir. Bu durum TZ’nin rotenone kaynaklı 

SNCA ekspresyon artışını engellemede veya düzeltmede faydalı olabileceğini 

göstermektedir. Öte yandan 3 hafta yalnızca TZ uygulaması yapılan grupta ise 

ekspresyon seviyesindeki azalmanın çok daha fazla ve istatistiksel olarak anlamlı 

olduğu (p<0.001) bulunmuştur. Daha önce, rotenone ve TZ’nin etkinlikleri farklı 

nörodejeneratif hastalık modellerinde gösterilmiş olmasına rağmen, TZ’nin SNCA 

geninin ekspresyonunda azalmaya sebep olarak fazladan alfa-sinüklein birikiminin 

önüne geçebileceği ilk kez gösterilirken; nöroprotektif etkisi tekrar ortaya konmuştur.  

Parkinson hastalığının en önemli klinik belirtilerinden olan istemli ve istemsiz 

hareketlerin kontrolü ile hafıza ve bilişsel fonksiyonlar üzerine etkisi bilinen 

dopaminin seviyesi tirozin hidroksilaz enzimi tarafından kontrol edilmektedir. 

Çalışmamızda, TZ’nin TH enzimini kodlayan TH geninin ekspresyonunda anlamlı bir 

değişikliğe neden olmadığı ayrıca rotenone tarafından indüklenen TH ekspresyon 

azalışını da artırmadığı belirlenmiştir. Literatür taraması sonucunda, TZ’nin TH 

ekspresyonu üzerine etkinliğini ortaya koyan bir makaleye rastlanmış olması 

nedeniyle çalışmamız bir ilktir. 

Histopatolojik ve immünokimyasal incelemeler, SNc bölgesindeki Lewy 

cisimciğinin en yüksek görüldüğü grubun rotenone verilen grup olmasının yanı sıra 

TZ verilen gruplarda görülen bu oranın oldukça azaldığını ortaya koymuştur. Bu 

veriler de bize yine TZ’nin nöroprotektif etkinliğini göstermiştir.  

Mevcut hiçbir model terapötik faydayı veya patogenezi kesin veya doğru bir 

şekilde öngörememektedir. Bu nedenle, farklı PH hayvan modelleri kullanılarak ve 

hatta insan faz çalışmaları ile de bu bulgularımızın desteklenmesi önerilir. TZ 

çalışmaları açısından bir diğer sınırlama, insan veritabanları analizlerinin erkeklerle 

sınırlı olmasıdır. Çünkü TZ bir hipertansiyon ilacı da olmasına rağmen günümüzde 
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yaygın olarak erkeklerin iyi huylu prostat hiperplazisi tedavisi için kullanılmakta olan 

bir etken maddedir. Her ne kadar kadın PH bireylerde de benzer sonuçların 

alınabileceği tahmin edilse de, TZ’in etkinliğinin cinsiyet üzerinden de araştırılması 

önerilerimiz arasındadır.  

Sonuç olarak, her ne kadar kesin yargılara varmadan önce çok daha kapsamlı 

araştırmalar ve ilaç faz çalışmaları yapmak gerekiyorsa da, TZ Parkinson hastalığı 

tedavisi için ümit verici önemli bir etken maddedir. Parkinson hastalığı yanında, enerji 

dengesi değişmiş diğer nörodejeneratif hastalıklarda nörodejenerasyonu yavaşlatmak 

veya önlemek için ya da protein agregat oluşumu ile karakterize hastalıklarda 

agregasyonu çözmek ve engellemek için TZ’nin önemli bir teröpatik potansiyele sahip 

olduğu görülmektedir.   
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