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ÖZET 

Amaç: Parkinson hastalığı (PH), dopaminerjik nöronların (DN) kaybıyla karakterize 

progresif nörodejeneratif bir hastalıktır. Nöroinflamasyona bağlı mikrogliyal aktivasyon, 

TLR4 yolağını kullanarak hastalığın patolojisini şiddetlendirebilmektedir. Melatonin, 

anti-inflamatuvar ve nöroprotektif özellikli bir antioksidandır. Çalışmamız, PH’da ortaya 

çıkacak TLR4 aracılı inflamatuvar yanıta karşı melatonin etkisinin değerlendirilmesi 

üzerine kurgulanmıştır. 

Yöntem: Üç aylık C57BL/6 erkek fareler; Kontrol (K), Çözücü (Ç), Melatonin verilen 

(M), MPTP verilerek PH oluşturulan (P) ve MPTP ve Melatonin verilen (P+M) olmak 

üzere 5 gruba ayrıldı. MPTP, SF içinde çözülerek günde 2 sefer ve 2 gün boyunca 

toplamda 80 mg/kg dozda intraperitoneal olarak hayvanlara enjekte edildi. 7 gün boyunca 

günde iki kez Melatonin (2x10 mg/kg) M ve P+M gruplarına uygulandı. Deney sonrasında 

davranış analizleri yapıldı. Beynin substansiya nigra (SNpc) alanında; TH, TLR4, α-

sinüklein ve p65 ekspresyonları immünohistokimyasal analizlerle, TNF-α ekspresyonu da 

western blot analiziyle değerlendirildi. 

Bulgular: P grubunda motor aktivitede azalma görülürken, melatonin uygulamasıyla 

aktivitenin normal seviyeye ulaştığı görüldü. TH immunreaksiyonu Parkinson gruplarında 

azalırken, P+M gruplarında bu ekspresyonun kontrollere yaklaştığı görüldü. P grubunda 

toksisiteye bağlı α-sinüklein, TLR4 ve p65 ekspresyonlarında artış görülürken, P+M 

grubunda ekspresyonların azaldığı dikkati çekti. P grubunda TNF-α sitokin salınımının 

arttığı, melatonin uygulamasıyla bu miktarın azaldığı görüldü. 

Sonuç: Çalışmamız melatonin uygulamasının PH ile ortaya çıkan DN hasarını kısmen 

engellendiğini, hasar sonucu ortaya çıkan nöroinflamasyonun TLR4 ve TNF-α aracılı 

baskılanabildiğini göstermiştir. 

Anahtar Kelimeler: PH, dopaminerjik nöron, MPTP, TLR4, melatonin 
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ABSTRACT 

Objective: Parkinson (PD) is a progressive neurodegenerative disease characterized by 

the loss of dopaminergic neurons (DN). Neuroinflammation including TLR4 response in 

the activation of microglia play an important role in PD. Melatonin has anti-inflammatory 

and neuroprotective effects. The aim of this study was to demonstrate that melatonin play 

a role in the suppression of pathogenesis of PD model by using MPTP. 

Method: Three-month old male C57BL/6 mice were divided into 5 groups as Control (C), 

Sham (S), Melatonin injected (M), MPTP-injected (P) and MPTP +Melatonin injected 

(P+M). In our study, MPTP was dissolved in SF and injected into the animals 

intraperitoneally at total dose of 4x20 mg/kg for 2 days. Melatonin was administered (20 

mg/kg/day) by i.p. to M and P+M groups in two times a day for 7 days. Behavior analysis 

was done after end of the injections. In the SNpc expressions of TH, TLR4, α- synuclein 

and p65 were evaluated by immunohistochemical and TNF-α in total brain were evaluated 

by western blot analysis. 

Results: While motor activity decreased in the P group, it was seen that the activity 

reached normal level with the effect of melatonin. While TH immunostaining was 

decreased in P group, P+M groups expression get close to the control groups. Western 

blot analysis showed that TNF-α proteins increased in P group and also the expression 

was decreased in melatonin administration group. 

Conclusion: In our study showed that melatonin administration could partially prevent 

DN damage caused by PD and it could suppress neuroinflammation resulting from 

damage via TLR4 and TNF-α. 

Key words: PD, dopaminergic neuron, MPTP, TLR4, melatonin   
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1. GİRİŞ 

Parkinson hastalığı (PH), Alzheimer hastalığı (AH)’ndan sonra en yaygın görülen 

progresif nörodejeneratif bir hastalıktır (Tansey ve Goldberg, 2010). Nörodejenerasyon, 

dopaminerjik nöronların (DN) kaybıyla karakterize olup, hastalığın seyri ve ilerlemesinde 

önemli bir rol oynamaktadır. Nörodejenerasyonda, DN’ların kaybına ek olarak; 

nöroinflamasyona bağlı mikrogliyal aktivasyon da hastalığın patolojisini 

şiddetlendirmektedir (Hirsch ve Hunot, 2009; Tufekci ve ark., 2011; Ha ve ark., 2012; 

Llewellyn ve ark., 2017).  

1-metil-4-fenil-1,2,3,6- tetrahidropiridin (MPTP) ile oluşturulan PH modellerinde, ortaya 

çıkan toksik etkinin oluşturduğu alfa sinüklein (α-sinüklein) birikimlerinin DN’larda 

ölüme yol açtığı gösterilmiştir (Giraldez-Perez ve ark., 2014). DN ölümü ya da MPTP 

nörotoksisitesinin oluşturduğu yanıtların mikrogliyalardaki TLR’leri aktive ettiği 

söylenmektedir (Trudler ve ark., 2010). TLR4’ün aktivasyonu NF-κB yanıtını da 

proinflamatuvar sitokinlerin salınımını da destekler bir rol oynamaktadır (Kerfoot ve ark., 

2004; Hua ve ark., 2007).  

Melatonin, santral sirkadiyen ritmin ve beraberinde birçok vücut fonksiyonunun 

düzenlenmesinde rol alan bir indolamindir. Melatonin nörohormonu üretildikten sonra 

hücre içinde depolanmaz; düşük molekül ağırlığına sahip olması nedeniyle ve lipofilik-

hidrofilik özelliğiyle pinealositlerden basit difüzyon ile hızlıca atılır ve pineal bezde kan-

beyin bariyeri bulunmadığı için de direkt kan dolaşımına ulaşır. Melatonin deneysel PH 

modelinde gliyal hücrelerin aktivasyonuna bağlı nöroinflamasyonu ve DN’larda ortaya 

çıkan reaktif oksijen türevleri (ROS) bağımlı apoptotik yolağı baskılayabilmektedir 

(Mayo ve ark., 2005).  

Literatürde melatoninin PH’da TLR4 aracılı inflamatuvar yanıt üzerine etkisini gösteren 

bir çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışmada MPTP ile oluşturulan deneysel PH 

modelinde, TLR4 aktivasyonuna bağlı oluşan inflamatuvar yanıt ve bu yanıta melatoninin 

etkisi immunohistokimyasal olarak; beynin substansiya nigra alanında α-sinüklein, TH,  
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TLR4 ve NF-κB ekspresyonlarıyla değerlendirilirken; total beyinde de TNF-α 

ekspresyonu western blot yöntemi ile değerlendirilmiştir. 

Melatoninin bu etki mekanizması literatürde daha önce tanımlanmadığından elde edilen 

veriler yeni çalışmalara ışık tutabilecek özellikle de kliniğe yansıma olanağına sahip 

olabilecektir. Bu çalışmayla PH tedavisi gören birçok hastanın L-DOPA kullanımına ek 

anti-inflamatuvar özellikli melatoninin de tedaviye eklenebileceği kanaatindeyiz. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Parkinson Hastalığı  

Parkinson hastalığı (PH), ilk kez James Parkinson tarafından 1817 yılında “Essay on the 

Shaking Palsy” isimli monografide tanımlanmış, Alzheimer hastalığı (AH)’ndan sonra en 

yaygın görülen bir nörodejeneratif hastalıktır (Mulhearn, 1971; Dorsey ve ark., 2007; 

Tansey ve Goldberg, 2010). PH, substantia nigra pars compacta (SNpc)’da yer alan 

dopaminerjik nöronların (DN) kaybı ve dopamin (DA) miktarının azalmasına bağlı 

nigrostriatal dopaminerjik yolun aşamalı dejenerasyonu ile oluşur (Dauer ve Przedborski, 

2003; Mullin ve Schapira, 2015). Somatik sinir sistemine ait işlev bozuklukları PH 

belirtisi olarak ortaya çıkar. Bu belirtiler; rijidite, bradikinezi, postural denge kaybı, 

yürüyüş disfonksiyonu ve titremedir (Litvan ve ark., 2003). Hastalık seyri sırasında motor 

olmayan fonksiyonlardaki bozukluklara sıklıkla demans, hiposmi ve gastrointestinal 

değişiklikler de eşlik etmektedir (Buzas ve Max, 2004; Iranzo ve ark., 2006; Chaudhuri 

ve Martinez-Martin, 2008) (Şekil 2.1). 

 

Şekil 2.1. PH’nda beynin SNpc alanında dopaminerjik nörondan salınan dopamin miktarının azalmasıyla 

motor aktivite koordinasyonu hasara uğrar ve hareket bozuklukları meydana gelir. Bu bozulma sonucunda 

PH’nın belirtileri olan tremor, bradikinezi, rijidite ortaya çıkar (Görsel https://www.huffpost.com 

adresinden alınıp revize edilmiştir). 

2.1.1. Parkinson Hastalığı’nın Epidemiyolojisi 

Hastalığın prevalansı 160 vaka/100.000 kişi, insidansı ise 20 vaka/100.000 kişidir. Yaşa 

bağlı olarak artan PH, toplam nüfusun % 0,3'ünü ve 65 yaş üstü nüfusun yaklaşık % 1-

https://www.huffpost.com/
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3'ünü etkilemektedir ve 2030 yılına kadar hasta sayısının 8,7 milyondan 9,3 milyona 

çıkacağı düşünülmektedir (de Rijk ve ark., 2000; Poewe ve ark., 2017).  

2.1.2. Parkinson Hastalığı’nın Etiyolojisi 

Çevresel etmenler, yaşlanma ve genetik yatkınlık geçerli nedenler arasında gösterilse de 

PH’nın nedeni henüz tam anlamıyla bilinmemektedir (Alexander, 2004). Kadınlara oranla 

erkeklerde daha sık görülen PH’nın (Cipriani ve ark., 2010), yaş artışıyla prevalansı ve 

insidansı da artmaktadır (Driver ve ark., 2009). Yaşlanma ve PH ilişkisini inceleyen 

birçok çalışmaya göre hastalıkla birlikte motor semptomlarda artış, levodopa (L-DOPA) 

cevabında azalma, postürde bozulmalar, şiddetli bilişsel bozukluklar ve demans 

gelişmektedir (Levy, 2007). PH riskini artıran birincil çevresel faktörler; parakuat, herbisit 

veya pestisit maruziyeti, ağır kafa travmaları, kırsal yaşam, β-blokör ve nöroleptik ilaç 

kullanımı iken; ikincil çevresel faktörler sigara ve alkol tüketimi, uyuşturucu bağımlılığı 

ve steroidal olmayan anti-inflamatuvar ilaç kullanımı olarak gösterilmektedir (Noyce ve 

ark., 2012).  

PH vakalarının sadece %10’u ailesel yatkınlık göstermektedir. Parkinson hastalarının 

birinci derece yakınlarında hastalığın görülme ihtimali, sağlıklı bireylerin birinci derece 

yakınlarına oranla 1.5-9.5 kez daha yüksek bulunmuştur (Vieregge ve Heberlein, 1995).  

Birçok genetik mutasyon da PH sebebi olabilir. β-Glukoserebrozidaz ve ilişkili genleri 

olan ve Alfa sinüklein (SNCA) ve Lösince zengin tekrarlı kinaz-2 (LRRK2) genleri, 

Parkinson hastalığı 1/4 (PARK1/4) ve Parkinson hastalığı 8 (PARK8) genleri otozomal 

dominant mutasyonları PH oluşumuna neden olurken; Parkin (PARK2), PTEN indüklü 

kinaz 1 (PINK1), Parkinson hastalığı 6 (PARK6), Onkogen DJ-1 (DJ-1), Parkinson 

hastalığı 7 (PARK7) ve ATPaz 13A2 (ATP13A2) genlerindeki otozomal resesif 

mutasyonlar da PH’nın nedenleri arasında gösterilmektedir (Corti ve ark., 2011; Klein ve 

Westenberger, 2012; Sidransky ve Lopez, 2012) (Şekil 2.2). 
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Şekil 2.2. Genel olarak nörodejeneratif hastalıklara neden olan faktörler gösterilmektedir (Bäck, 2014). PH 

da nörodejeneratif bir hastalık olduğundan bu etkenlerden kolaylıkla etkilenebilmektedir. 

2.1.3. Parkinson Hastalığı’nın Nöroanatomik Mekanizmaları  

Bazal gangliyonlar ve motor korteks, motor aktivitelerin yürütülmesinde önemli rol 

oynamaktadır. Bazal gangliyonlar, eylemlerin ve hedefe yönelik davranışların 

kontrolünde önemli işlevlere sahip olan birkaç paralel, ancak anatomik olarak ayrılmış 

talamo-kortiko-bazal gangliyon devresinin bir parçasıdır (Alexander ve ark., 1990).  Bazal 

gangliyonlar; telensefalon, diensefalon ve orta beyine yayılan, birbirleri ile bağlantılı 

subkortikal nükleus topluluğudur. Bunlar; Striatum (kaudat nükleus ve putamen), Globus 

pallidus (Globus pallidus eksterna (Gpe) ve Globus pallidus interna (Gpi), Substansiya 

nigra (Substansiya nigra pars kompakta (SNpc) ve Substansiya nigra pars retikülata 

(SNpr)) ve Subtalamik nükleuslardır (STN) (Albin ve ark., 1989) (Şekil 2.3). 
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Şekil 2.3. Beynin bazal gangliyon alanı ve nükleusları görülmektedir (Albin ve ark., 1989).  

Hareketi kontrol etmek ve hareket üzerinde ince ayarlamalar yapmakla görevli olan bu 

gangliyonlar, afferent uyarılarla bilgiyi alan ve efferent uyarılarla da bu bilgiyi ileten 

alanlardır. Bazal gangliyonların afferent girdilerinin büyük bir kısmı frontal korteksten, 

bir kısmı ise pariyetal korteksten gelir. Bu afferent sinyallerin bazal gangliyonlara giriş 

yaptığı yer striatumdur (Obeso ve ark., 2000). Bazal gangliyonlarda bilgiler işlenir, Gpi 

ve SNpr’dan çıkış yaparlar. Gpi’den çıkan bilgiler talamusun ventral anterior segmentine 

gelir ve talamustan çıkan aksonlar motor kortekse bağlanarak döngüyü tamamlarlar. Bazal 

gangliyonların efferent sinyallerinin büyük bir kısmı, Gpi üzerinden talamusa giderken, 

küçük bir kısmı ise beyin sapındaki pedinkülopontin nükleusa gitmektedir (Benarroch, 

2016). Nöronal aktivite koordinasyonu, bazal gangliyonların üzerinden geçen birbirine 

paralel nöronal ağlara bağlıdır (Alexander ve ark., 1986). Serebral korteks ve bazal 

gangliyonlar arasında korteksin aktivitesini artıran direkt ve korteksin aktivitesini azaltan 

indirekt olmak üzere iki yol bulunmaktadır (Brown ve ark., 1997). Bazal gangliyon 

devresindeki yolaklar spesifik nörotransmitter bağlantıları aracılığıyla organize bir ağ 

oluşturmaktadırlar. Direkt ve indirekt yol GABAerjiktir (Gama-aminobütürik asit). 

Striatumu Gpi ve SNpr’ya bağlayan direkt yolda; frontal ve pariyetal korteksten gelen 

bazal gangliyon afferent sinyalleri putamene girer ve doğrudan Gpi ve SNpr’ya giderek 

talamus üzerinden kortekse geri döner. GPi ve SNpr inhibe edici GABAerjik nöronlarını 

hem talamusa hem de beyin sapındaki pedinkülopontin nükleusa göndermektedir. 
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Glutamaterjik lifler aracılığıyla ortaya çıkan talamik çıktı uyarıcıdır ve prefrontal ve motor 

korteksi uyarır. İndirekt yolda ise; korteksten putamene gelen sinyaller Gpe ve STN’a 

uğradıktan sonra, Gpi ve SNpr’ya giderek talamus üzerinden kortekse dönerler (Smith ve 

ark., 2012). Gpe, GABAerjik bağlantılar aracılığıyla STN üzerinde inhibitör etki yaratır 

(Sawle, 1999). 

DN’lar; SNpc’da yer alan ve aksonları striatuma kadar uzanan nöronlardır. Nigrostriatal 

yolak bilinçli motor hareketleri düzenlemede önemli rol oynamaktadır (Chinta ve 

Andersen, 2005).  

Direkt yolun nöronları D1 tip; indirekt yolun nöronları da D2 tip reseptörlere sahiptirler. 

Dopamin reseptörleri guanin nükleotit bağlayıcı protein (G protein) eşleşmeli 

reseptörlerdir. 5 tane alt tipi bulunmaktadır ve 2 gruba ayrılırlar. D1 benzeri reseptörler; 

D1 ve D5’i içerirler. Adenilat siklaz aktivasyonu ile siklik adenozin monofosfat (cAMP) 

üretimine neden olurlar. D2 benzeri reseptörler ise D2, D3 ve D4’tür. Bu reseptörler G 

proteinlerin alfa alt birimi olan Gi/o proteinleri ile eşleşirler. Gi/o proteinleri, 

heterotrimerik G protein alfa alt birimleri ailesidir. Eşleşme sonucunda adenilat siklazı 

inhibe ederek cAMP üretimini baskılarlar (Kebabian ve Calne, 1979). DA; D1 tip 

reseptörlere bağlandığında uyarıcı, D2 tip reseptörlere bağlandığında ise inhibe edici bir 

etki gösterdiğinden; bu devrelerin regülasyonunda anahtar role sahiptir (Alexander ve 

ark., 1986) (Şekil 2.4). 
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Şekil 2.4. Dopaminin (DA) direkt ve indirekt yol aracılığı ile motor hareketin düzenlenmesindeki etkin yol 

ve PH’nda meydana gelen değişimler gösterilmektedir (Smith ve ark., 2012). (CM, Sentromedyan nükleus; 

Gpe, Globus pallidus dış segment; Gpi, Globus pallidus iç segment; PPN, Pedinkülopontin nükleus; SNc, 

Substansiya nigra pars kompakta; STN, Subtalamik nükleus; VA/VL, Ventral enteriyor, ventral lateral 

nükleus; SNr, Substansiya nigra pars retikülata) 

2.1.4. Dopamin ve Parkinson Hastalığı 

Katekolaminler; adrenal medullanın kromafin hücrelerinde, serebrum ve sempatik 

nöronlarda tirozin aminoasidinden sentezlenen epinefrin, norepinefrin ve dopamindir. 

Katekolaminlerin sekresyonu egzersiz, hipoglisemi, miyokard infarktı gibi pek çok stresli 

durumlarda artar. Katekolaminlerin karaciğer, böbrek ve alyuvarlarda monoaminoksidaz 

ve katekol o-metil transferaz enzimlerinin etkileriyle metabolize edilirler ve ortaya çıkan 

son metabolitler idrarla dışarı atılır (Reich ve Savitt, 2019). DA sentezi; Tirozin amino 

asidinin, Tirozin hidroksilaz (TH) enzimi ile L-DOPA’ya katalizlenmesiyle 

başlamaktadır. L-DOPA, aromatik dekarboksilaz enzimi ile dekarboksillenir ve DA 

üretilir. Üretilen DA veziküller içerisine alınır ve veziküler taşıyıcılar aracılığı ile sinaptik 

boşluğa salınır. Salınan DA, dopamin reseptörüne bağlanınca postsinaptik hücrede cevap 

oluşur. DA presinaptik bölgede ya da sinaptik aralıkta monoamin oksidaz B ve katekol-

O-metiltransferaz ile enzimatik olarak parçalanır. Fakat enzimatik degredasyon DA’nin 

inaktivasyonu için yeterli olmaz. DA aynı zamanda dopamin taşıyıcıları ile sinapstan geri 

alınıp presinaptik bölgeye taşınır. Taşınan DA veziküller halinde tekrar veziküler 

monoamin taşıyıcıları ile sinaptik veziküllere alınır ve stimulasyon ile sinir 
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terminallerinden sinapsa ekzositoz yoluyla boşalır,  bu sayede DA sirkülasyonu sağlanmış 

olur (Giros ve Caron, 1993; E. Anderson ve Nutt, 2011) (Şekil 2.5). 

Striatumdan salınan DA, hareketi kolaylaştırmak için hem direkt hem de indirekt 

yolaklara etki etmekte, bu durum da uygulanan motorik hareketin ince ayarını 

yapmaktadır. Normal şartlarda bu iki yol birbiri ile dengededir. Ancak PH’da DA’nin 

azalmasıyla bu denge indirekt yolu destekleyecek şekilde bozulur ve talamus üzerinde 

indirekt yolun etkisi artarken, kortikal aktivasyon da azalarak PH belirtilerini ortaya 

çıkartmaktadır (Lewis ve Barker, 2009). 

 

Şekil 2.5. Dopamin sentezi görülmektedir  (E. Anderson ve Nutt, 2011). (L-DOPA; Levodopa, MAO; 

Monoamin oksidaz, COMT; katekol-O-metiltransferaz) 
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2.1.5. Parkinson Hastalığı Semptomları 

Hastalığın motor semptomları; bradikinezi, tremor, rijidite ve postural bozukluklardır 

(Jankovic, 2008). Motor olmayan semptomlar ise; nöropsikiyatrik semptomlar 

(depresyon, bilişsel işlev bozuklukları ve demans), uyku bozuklukları (uykusuzluk ve 

hızlı göz hareketi bozuklukları) ve otonomik semptomlardır (mesane bozuklukları, 

ortostatik hipotansiyon, erektil iktidarsızlık) (Chaudhuri ve Schapira, 2009). 

PH’nın teşhisi, tipik olarak 50’li yaşların sonlarında ortalama 40 ile 80 yaşları arasında 

motor semptomların (erken evre PH) gerilemesiyle ortaya çıkmaktadır. Motor 

semptomların görülmesi genellikle tek taraflıdır ve hastalık boyunca asimetri devam eder. 

Motor olmayan semptomlar hastalık seyrinde giderek yaygınlaşır ve belirginleşir, ancak 

motor olmayan sorunların şiddetinin artması PH’nın tüm aşamalarında değişken bir 

dereceye kadar ortaya çıkabilir. L-DOPA'nın neden olduğu motor komplikasyonların 

artması ile orta evre PH ve zayıf L-DOPA- postural instabilite, yürüyüş problemleri ile 

geç evre PH derecelendirmesi yapılır (Şekil 2.6). 

 

Şekil 2.6. PH’nın zamana bağlı değişen motor ve motor olmayan semptomları gösterilmektedir  (Poewe ve 

ark., 2017) (REM; Hızlı göz hareketi) 
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Bradikinezi (İstemli Hareketlerde Yavaşlama) 

PH’nın en karakteristik klinik bulgusu, hareketlerde yavaşlama anlamına gelen 

bradikinezidir. Kişi, motor kontrolü sağlamakta zorlanır. Hareketi planlama, başlatma ve 

yürütme ile ilgili zorluklar, sıralı ve eş zamanlı görevleri yerine getirmede sorunlar ortaya 

çıkmaktadır (Berardelli ve ark., 2001). Motor aktivitenin azalması (hipokinezi) ile 

başlayan semptomlar; hastalığın ilerleyen zamanlarında bradikinezi ve akineziye (hareket 

edememe) dönüşür (Şekil 2.6). 

Tremor (İstirahat Halinde İzlenen Titreme)  

PH’nın en karakteristik özelliklerinden biri olup; hastaların %70’inde görülmektedir 

(Helmich ve ark., 2012). Üst ekstremite distalinden unilateral olarak başlar ve hareket 

sırasında kaybolur. Tremor sıklıkla işaret parmağı ve başparmağın ritmik ve stereotipik 

para sayma hareketidir. Hastalığın ilerleyen dönemlerinde yüz, dudaklar, dil ve çenede de 

tremor görülebilir. Tremor gün içinde değişen şiddetlerde aralıklı olarak ortaya çıkar, 

uyku durumunda kaybolurken stres durumlarında artmaktadır. 

Rijidite (Kas Katılığı) 

Agonist ve antagonist kasların eş zamanlı kasılmasıdır ve pasif olarak ekstremitenin eklem 

boyunca hareketi sırasında dirençle karşılaşması olarak ortaya çıkar. Rijidite PH’na özgü 

bir semptom olmamakla birlikte birçok hareket bozukluğuna bağlı hastalıkta ortaya 

çıkabilir (Riley ve ark., 1989). 

Postural Bozukluk 

Gövdedeki rijidite, bozulmuş aksiyal postüre neden olur ve bükük boyun ve gövde, bükük 

bilek ve dizler ile kendini gösterir. Eğilmiş postür ise hastalığın son dönemlerinde ortaya 

çıkmaktadır (S. D. Kim, Allen, ve ark., 2013).  

Bilişsel Bozukluk ve Demans 

15-20 yıllık hastalık sürecinden sonra Parkinson hastalarının %80'inde bilişsel 

bozukluklar ve demans görülmektedir (Aarsland ve ark., 2003; Aarsland ve Kurz, 2010; 

Biundo ve ark., 2016).  
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Depresyon 

PH patolojisinde DN ile birlikte seratonerjik ve noradrenerjik nöron kaybı da 

gerçekleşmektedir ve buna bağlı duygudurum bozuklukları ve depresyon da ortaya 

çıkmaktadır (Buddhala ve ark., 2015). 

2.1.6. Deneysel Parkinson Hastalığı Modelleri 

DN dejenerasyonunun indüklenmesinde; 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydroptridine 

(MPTP), 6-hidroksidopamin (6-OHDA), rotenon ve paraquat gibi nörotoksik ajanlar 

kullanılmaktadır (Raza ve ark., 2019) (Şekil 2.7).  

 

Şekil 2.7. Deneysel PH modeli oluşturulmasında kullanılan toksik ajanlar ve etkileri gösterilmektedir (Raza 

ve ark., 2019) (Referansa bağlı kalınarak revize edilmiştir). 
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6-OHDA 

DA analogu 6-OHDA, monoaminerjik nöronal toksisiteyi indüklemek için 

kullanılmaktadır. Kan beyin bariyerini geçemez, bu nedenle substantia nigraya 

stereotaksik işlemlerle doğrudan uygulama gerektirmektedir. Büyük beyin bölgesinde 

toksin iletim kolaylığı nedeniyle farelerden ziyade sıçanlarda kullanılmaktadır (Maasz ve 

ark., 2017). 

6-OHDA’nın kimyasal yapısı katekolaminlere benzer olup;  katekolamin DA transport 

sistemini kullanarak seçici katekolaminerjik hücre ölümüne neden olur (Cohen, 1984; 

Luthman ve ark., 1989) ve toksisitesini; otooksidasyon ve mitokondriyal elektron taşıma 

zincirinin I ve IV komplekslerinin inhibisyonuyla göstermektedir. Bu mekanizmalar; 

nöroinflamasyon, mikrogliyal aktivasyon ve hücre ölümüyle sonuçlanan apoptotik 

yolların aktivasyonuyla reaktif oksijen türevleri (ROS) oluşumunu tetiklemektedir (Bove 

ve ark., 2005). 

MPTP 

Bir lipofilik toksin olan MPTP; fare, insan ve diğer primatların Substansiya nigrası için 

oldukça seçicidir ve kan beyin bariyerini geçtikten sonra PH'nı indüklemektedir (Langston 

ve ark., 1984). MPTP’nin en geçerli uygulama yöntemi sistemik uygulama olup; en sık 

kullanılan hayvan modelleri fare ve maymundur. Sıçanlar ise MPTP’ye karşı göreceli 

olarak daha dayanıklıdırlar. MPTP’nin toksisitesini gösterebilmesi için gliya ve 

serotonerjik nöronlarda monoamin oksidaz B (MAO-B) enzimi ile 1-methyl-4-phenyl-2,3 

dihydropyridinium’a (MPDP) çevrilmelidir. Hemen ardından oksidasyonla aktif ve toksik 

bir bileşik olan 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+)’a dönüşür. MPP+ organik katyon 

taşıyıcısı ekstraselüler alana salınır, polar yapıda olduğundan hücre içine giremez ve 

plazma membran taşıyıcılarına ihtiyaç duymaktadır (Nicklas ve ark., 1985; Przedborski 

ve Vila, 2001). DA taşıyıcısından (DAT) giren MPP+, ROS oluşumunu indükler ve bazal 

gangliyonların DN’larında toksisite oluşturarak DN kaybına neden olur (G. Anderson ve 

ark., 2007).  

Yaşlı farelerde elektron taşıma zincirinin I, III ve IV komplekslerinin aktivitelerini inhibe 

ederek toksisiteyi indükler. Bu arada ortamdaki toksisiteye bağlı DN’larda α-sinüklein 
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içeren inklüzyonlar da oluşur.  MPTP, mikrogliyalar tarafından toksik olarak algılanır ve 

inlamatuvar yanıt reaksiyonları başlatılır (Fornai ve ark., 2005). 

Rotenon 

Bitki kaynaklı toksin olan rotenon; spesifik bir mitokondriyal elektron taşıma sistem 

kompleks-1inhibitörüdür ve kan beyin bariyerinden hızlıca geçebilir (Nicholls, 2008). 

Rotenon ile kompleks I’in inhibisyonu, oksidatif strese sebep olan ROS oluşumuna neden 

olur (Sherer ve ark., 2003). Rotenon ile oluşturulan deneysel PH modellerinde sıçanların 

DN’larında, ubikitin ve α-sinüklein içeren fibril sitoplazmik inklüzyonlar birikir (Betarbet 

ve ark., 2000; Giraldez-Perez ve ark., 2014). Rotenonun kronik intravenöz uygulaması 

kompleks I aktivitesinde önemli derecede azalmaya ve SNpc’da DN kaybına neden 

olmaktadır (Betarbet ve ark., 2000). 

Paraquat 

Paraquat (1,1’-dimetil-4,4’-bipiridinium diklorid) yapısal olarak MPTP’ye oldukça 

benzeyen bir herbisittir (Tanner ve ark., 2011). Paraquat kan beyin bariyerinden 

geçemediği için DN’lara DAT’lar aracılığıyla girer ve toksik etkilerini hidrojen peroksit, 

hidroksil radikali ve süperoksit radikalleri birikimi yoluyla gerçekleştirir (Shimizu ve ark., 

2001; Rappold ve ark., 2011). Paraquatın kronik uygulaması, DN’ların doz bağımlı ve 

seçici ölümünü gerçekleştirmektedir (Brooks ve ark., 1999; Goode ve ark., 1999). 

2.1.7. Parkinson Hastalığı’nın Patolojisi 

PH’nın önemli patolojik özelliği, SNpc içindeki DN’ların kaybıdır. SNpc'nın striatumun 

dorsal putamenlerine yansıyan nöronları içeren ventrolateral tabakası en çok etkilenen 

bölgedir. PH’da nöron kaybı, lokus koruleus, Meynert nükleus basalis, pedinkülopontin 

nükleus, raphe çekirdeği, vagus, amigdala ve hipotalamusun dorsal motor çekirdeği gibi 

diğer birçok beyin bölgesinde görülür (Dickson, 2012). PH'nın patolojsi, α-sinüklein 

agregasyonlarından oluşmuş ipliksi sitoplazmik inklüzyonların birikmesiyle meydana 

gelen Lewy cisimcikleridir. α-sinüklein fosforilasyonu ve fibrilizasyonu Lewy cisimciği 

oluşumuna yol açar ve DN ölümüne neden olur (Gorbatyuk ve ark., 2008; Volpicelli-

Daley ve ark., 2011; Volpicelli-Daley ve ark., 2014).  

 



15 
 

2.1.8. α-Sinüklein Agregasyonu 

Hücresel protein homeostazı; moleküler şaperonlar, ubiquitin-proteazom yolağı ve 

otofaji-lizozomal yolağın koordineli bir şekilde çalışması ile yürütülmekte olup, yanlış 

katlanmış proteinlerin ortadan kaldırılması veya tamiri ile gerçekleşmektedir. Bu 

yolakların bozulması veya inhibisyonu sonucu mutasyona uğramış α-sinüklein gibi hatalı 

katlanan proteinler agregat oluştururlar ve hücre içindeki moleküler akışı engelleyerek 

hücre ölümüne yol açarlar (Cookson, 2009; Lim ve Zhang, 2013; Sato ve ark., 2018).  

α-sinüklein proteinleri, santral sinir sistemindeki total protein miktarının %1’ini 

oluşturmaktadır. α-sinüklein’nin hücre içi homeostazı, ubikitin-proteazom sisteminin ve 

lizozomal otofaji sisteminin etkileri ile korunmaktadır (Vekrellis ve ark., 2011). Her iki 

sistemin de inhibisyonu protein miktarında artışa sebep olur (Xilouri ve ark., 2013). 

SNCA genindeki mutasyon, α-sinüklein proteininin yanlış katlanmasına, proteinin 

sekonder yapısının değişmesine ve ubiquitin ile işaretlenerek proteazomal degredasyona 

maruz kalmasına yol açmaktadır (Feany, 2004). α-sinüklein proteini yanlış katlanmalar 

sonucunda çözünmez hale gelir, agregasyona neden olur ve hücre içinde birikerek Lewy 

cisimciğini oluşturur (Breydo ve ark., 2012; Karampetsou ve ark., 2017).  Yaşla birlikte 

beynin proteolitik savunma mekanizmalarındaki azalma α-sinüklein birikiminde önemli 

rol oynamaktadır (Brundin ve ark., 2008; Kaushik ve Cuervo, 2015) (Şekil 2.8). 
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Şekil 2.8. PH’na neden olan faktörler ve α-sinükleinin patolojideki rolü gösterilmektedir (Poewe ve ark., 

2017). 

2.1.9. Nöroinflamasyon 

Nöroinflamasyon; PH, AH ve Huntington hastalığı dahil olmak üzere birçok 

nörodejeneratif hastalıkta önemli bir role sahiptir (Aid ve Bosetti, 2011). Merkezi sinir 

sisteminde akut inflamatuvar yanıt, hasarlı dokuların onarımını sağlarken; yanıt 

kronikleştiğinde kalıcı beyin hasarlarına neden olmaktadır (Lucas ve ark., 2006; 

Eikelenboom ve ark., 2010). Nöroinflamatuvar koşullar altında aktifleşen gliyal hücreler, 

nöronal hasarı ve nörodejenerasyonu indükleyen proinflamatuvar ve nörotoksik faktörleri 

serbest bırakmaktadırlar (Harry ve Kraft, 2008). Nöroinflamasyon sırasında; aktif 

mikrogliyalar, beyin parankimindeki reaktif astrositler’den; sitokinler, kemokinler, 

proteoglikanlar, tamamlayıcı kaskad proteinleri, ROS'lar da dahil olmak üzere çok sayıda 

inflamatuvar aracı madde salınımı mevcuttur. Bu faktörler kan beyin bariyerine hasar 

vererek adaptif bağışıklık sistemi hücrelerinin merkezi sinir sistemine girmesine izin verir 

ve gerçekleşen bu olaylar sonucunda beyin hasarı şiddetlenebilir (Agostinho ve ark., 

2010). 
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Beyinde dejenerasyon durumunda, mikrogliya dejenere olan doku etrafında çoğalır, 

birikir ve aktif  M1 tip formuna dönüşür. M1 tip mikrogliya, interferon-ɣ ve lipopolisakarit 

(LPS) tarafından uyarılır ve proinflamatuvar bir yanıt oluşturur. M2 tip ise; aktive 

olduğunda anti-inflamatuvar etki gösterir. Aktif M1 mikrogliya, proinflamatuvar 

sitokinleri düzenler ve Parkinson hastaları ve deneysel PH modellerinde indüklenebilir 

nitrik oksit sentaz (iNOS), ROS ve RNS (Reaktif NitrojenTürevleri) üretimini indükler 

(Sawada ve ark., 2006; Joers ve ark., 2017; Janda ve ark., 2018). Nöroinflamasyon ve 

mikrogliyal aktivasyon, DN hasarına neden olarak PH patogenezinde önemli rol 

oynamaktadır (Hirsch ve Hunot, 2009; Tufekci ve ark., 2011; Ha ve ark., 2012; Llewellyn 

ve ark., 2017) (Şekil 2.9). 

 

Şekil 2.9. PH’da nörodejenerasyon gösterilmektedir (Yuste ve ark., 2015). 

2.2. Toll Benzeri Reseptörler (TLRs) 

Toll reseptörü ilk olarak Drosophila Melanogaster'de embriyoların gelişmesinde dorso-

ventral alanın oluşturulması için gerekli bir reseptör olarak tanımlanmıştır (Nusslein-

Volhard ve Wieschaus, 1980; Steward ve ark., 1984; Hashimoto ve ark., 1988).  

TLR’ler, birçok patojene karşı doğal immün cevabın oluşmasını sağlayan bir grup 

transmembran protein ailesidir. TLR ailesi, insanlarda 10 (TLR1-10) ve farelerde 12 
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fonksiyonel reseptörden (TLR1-13; murin TLR10, gen eklemelerinden dolayı fonksiyonel 

olmayan bir psödojendir) oluşmaktadır (Hasan ve ark., 2005; Akira ve ark., 2006). Bu 

reseptörlerin her biri farklı moleküler yapıları tanıma ve immün yanıtın başlatılmasına izin 

verme yeteneğine sahiptirler.  

2.2.1. TLR’lerin Yapısı ve Fonksiyonu 

İnsanlarda TLR’ler interlökin-1 reseptörünün (IL-1R) homoloğu olup, aynı zamanda 

adaptif immün cevabın da aktive olmasını sağlayarak konak immünitesinde önemli role 

sahiptirler (Thompson ve ark., 2011; Browne, 2012). TLR’ler tip I integral membran 

glikoproteinleri ile karakterize üç domaine sahiptir. Bu alanlar; lösince zengin 

ekstraselüler domain (LRR), transmembran domain ve interlökin 1 (IL-1) reseptörüne 

homolog Toll-IL-1R (TIR) domainidir (O'Neill ve Dinarello, 2000). TLR'ler tarafından 

ligand tanıma, "xLxxLxLxx" motifinin 19-25 tekrarlı kopyasından oluşan LRR domaini 

ile gerçekleşmektedir (Jin ve Lee, 2008). 

Patojenler üzerindeki evrimsel olarak korunmuş moleküler yapılara ‘Hastalık etkenlerine 

eşlik eden moleküler yapılar (Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMP)’ adı 

verilmektedir. Doğal immün sistem hücreleri üzerinde PAMP’ları tanıyan reseptörler 

(PRR) bulunur (Bode ve ark., 2012) ve bugüne kadar beş PRR sınıfı karakterize edilmiştir: 

(1) TLR'ler, (2) C-tipi lektin reseptörleri, (3) Nükleotid bağlayıcı oligomerizasyon 

domenine benzer reseptörler, (4) Retinoik aside bağlı gen-1 benzeri reseptörler ve (5) 

AIM2 benzeri reseptörler (Brubaker ve ark., 2015). TLR'ler patojenlere ek olarak; ısı şok 

proteinleri, HMGB-1, ürik asit, hücresel stres, protein agregasyonu veya mutasyonu gibi 

doku hasarı veya hücre ölümü ile ilişkili ligandların moleküler modellerini (DAMP) de 

tanımaktadırlar (Bianchi, 2007; Beraud ve ark., 2011). TLR'ler, PAMP ve DAMP'ları 

tanıdıklarında, patojeni konakçıdan temizlemek veya hasarı çözmek için immün sistemi 

aktive ederek bir sinyalleme reaksiyonu başlatırlar. Hem proinflamatuvar sitokin 

üretiminin ve fagositozun başlatılması gibi spesifik olmayan yanıtlardan oluşan doğuştan 

gelen bağışıklık sistemin aktivasyonunda, hem de T ve B lenfositlerinin aracılık ettiği 

patojene spesifik bir yanıttan oluşan adaptif bağışıklık sisteminin aktivasyonunda rol 

oynarlar (Hoebe ve Beutler, 2004).  
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TLR’ler, hücre içerisinde farklı lokalizasyonlarda bulunmaktadırlar. Fonksiyonel olarak 

TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 ve TLR11, PAMP ve DAMP’ları tanımak için hücre 

yüzeyinde; TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9 ise hücre içi endozomal veya lizozomal 

kompartmanlarda ve endoplazmik retikulumda ekspre edilmektedir (Bode ve ark., 2012). 

İlk tanımlanan TLR1 olmasına rağmen, bu reseptörlerden fonksiyonu ilk belirlenen TLR4 

olmuştur. 

2.2.2. TLR’lerin Beyinde ve Nöroinflamasyondaki Rolü 

TLR’ler beyinde oligodendrositlerde (Bsibsi ve ark., 2002), astrositlerde (Bowman ve 

ark., 2003), mikrogliyalarda (Olson ve Miller, 2004) ve nöronlarlarda (Prehaud ve ark., 

2005; Wadachi ve Hargreaves, 2006) görülmekte ve nörogenez ile beyin gelişimde rol 

oynamaktadırlar (Ma ve ark., 2007; Rolls ve ark., 2007; Drouin-Ouellet ve Cicchetti, 

2012). TLR ekspresyonu mikrogliyalar inaktifken düşüktür ancak mikrogliya aktivasyonu 

ile ekspresyonu artmaktadır (Trudler ve ark., 2010).  

Beyindeki inflamatuvar yanıt, santral sinir sisteminde yer alan nöron ve gliyaların geri 

dönüşümsüz hasarını engellemek ve korumak üzerine kurgulanmıştır (Ransohoff, 2016). 

Ancak nöroinflamasyon kronikleştiğinde, nörodejenerasyon meydana gelir ve beyin, 

oksidatif strese karşı savunmasızdır (Sanders ve Greenamyre, 2013). Oluşan nöronal hasar 

sitokin ve kemokin yanıtlarının ve oksidatif stresin artmasına neden olarak tekrarlı bir 

dejenerasyon döngüsü oluşturur. Bu durum daha fazla nöron kaybı ile sonuçlanmaktadır 

(Gao ve Hong, 2008) (Şekil 2.10). 
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Şekil 2.10. TLR’lerin nöroinflamasyon mekanizması gösterilmektedir (Herrera ve ark., 2015). 

2.3. TLR4 

TLR4, ilk olarak gram-negatif bakterilerin ekstraselüler membranında LPS veya 

endotoksin için sinyal reseptörü olarak tanımlanmıştır (Poltorak ve ark., 1998). TLR4, bir 

dizi kinaz yolağını ve transkripsiyon faktör aktivasyonunu indükleyerek patojenlere karşı 

doğal immun cevabın oluşmasını sağlamaktadır.  

TLR4, astrositlere kıyasla mikrogliya üzerinde daha çok ekspre edilirken, nöronlar 

üzerinde çok düşük veya saptanamayan seviyelerde bulunur (Y. S. Kim ve Joh, 2006; 

Tang ve ark., 2007). TLR4 aracılı NF-κB sinyali, sinir sistemi hastalıklarında serebral 

inflamasyonun başlatılmasında hayati bir rol oynamaktadır (Kerfoot ve ark., 2004; Hua 

ve ark., 2007). TLR4, α-sinüklein ile indüklenen mikrogliyal fagositik aktiviteye, 

proinflamatuvar sitokin salınımına ve ROS üretimine sebep olur (Fellner ve ark., 2013).  
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2.3.1. TLR4 Sinyalizasyonu 

Konak sisteminde LPS tutulumu, LPS bağlayıcı protein tarafından kolaylaştırılır ve bu 

protein LPS’yi, Farklılaşma kümesi 14 (CD14), Miyeloid farklılaşma faktörü 2 (MD-2) 

ve TLR4 içeren reseptör kompleksine transfer eder (Şekil 2.11). TLR4 sinyalizasyonunda 

miyeloid farklılaştırma faktörü 88 (MyD88) bağımlı yolak ve MyD88 bağımsız yolak 

olmak üzere iki yolak tanımlanmış olup (Akira ve ark., 2006), MyD88 bağımlı 

yolaklardaki sinyal yolakları, proinflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin, eikosanoidlerin 

ve ROS gibi doğal immunite etkenlerinin oluşumuna neden olmaktadır (Ve ve ark., 2012) 

(Şekil 2.11). 

 

  

Şekil 2.11. TLR4 ve sinyalizasyonunda yer alan domainler görülmektedir (Gay ve ark., 2006). 

MyD88 bağımlı yolakta; bakteriyel LPS’yi tanıyan CD14; TLR4 ve MD-2 ile bir 

kompleks oluşturarak sinyalizasyonu başlatır (Akira ve ark., 2001). TLR4 aktivasyonu 

için, ekstraselüler bir protein olan MD-2 ve transmembran veya intraselüler bölgesi 

bulunmayan ve LPS reseptörü olan CD14 gereklidir. MD-2, TLR4’ün hücre yüzeyine 

lokalizasyonu ve LPS ile indüklenen uygun TLR4 cevabının oluşmasında görev alırken; 

CD14, bakteriyel LPS’nin ve diğer PAMP’ların tespit ve tanınmasında, TLR4 ve MD-2 

ile birlikte yardımcı reseptör olarak görev alır. MyD88, TIR bölgesi içeren protein 

(TIRAP) varlığında TLR4’ün TIR bölgesine bağlanır ve komplekse terminal bölgedeki 
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karboksil (COOH) kısmından IL-1 reseptör bağlantılı kinaz kompleksini (IRAK) dahil 

eder. Daha sonra IRAK otofosforillenir, kompleksten çıkarılır ve yerine TNF reseptör 

ilişkili faktör 6 (TRAF6) bağlanır. TRAF6 ile aktifleşen TGF-beta aktive kinaz 1 (TAK1); 

TAB1 (TAK1 bağlanma proteini 1) ve TAB2 (TAK1 bağlanma proteini 2) ile bir sinyal 

kompleksi oluşturur ve NF-κB inhibitör protein [IκB] kinaz (IKK) kompleksini aktive 

eder. IKK kompleks aktivasyonuyla fosforillenen IκB kompleksten ayrılarak proteozom 

yıkım yolu ile yıkılır, düzenleyici genler aktifleşir ve NF-κB nükleusa geçer ve κB 

bölgesine bağlanır. Sonuç olarak; NF-κB aktivasyonu ile TNF-α, IL-1, IL-6, iNOS ve 

MCP-1 gibi inflamatuvar düzenleyici genlerin ekspresyonu gerçekleşir (Janssens ve 

Beyaert, 2002; Polentarutti ve ark., 2003; Lee ve ark., 2006; Erridge, 2010) (Şekil 2.12). 

 

Şekil 2.12. Nöroinflamasyonda TLR4’ün MyD88 bağımlı sinyal yolağı gösterilmektedir (J. H. Lee ve ark., 

2006). 
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2.3.2. TLR4’ün Parkinson Hastalığında Rolü 

TLR4'ün PH'nda hem nöroprotektif hem de zararlı rollere sahip olabileceğini gösteren 

yayınlar literatürde yer almaktadır.  

PH patogenezinde mikrogliyal aktivasyonun temel kaynağı olan α-sinüklein 

agregasyonları ve toksisite maruziyeti, TLR2 ve TLR4 ekspresyonlarının artışına sebep 

olmaktadır (Watson ve ark., 2012; C. Kim, Ho, ve ark., 2013; Noelker ve ark., 2013; 

Drouin-Ouellet ve ark., 2014). Yapılan bir çalışmada, postmortem kontrol beyinlerinden 

transkriptomik verilerin analizi ile TLR4 ve MyD88'in beynin her yerinde 

ekspresyonunun olduğu ve ifadelerinin SNpc ve putamende daha yüksek seviyede olduğu 

gösterilmiştir (Hughes ve ark., 2019). TLR4 geni susturulmuş ve MPTP ile PH modeli 

oluşturulmuş farelerde DN kaybının kontrol hayvanlara kıyasla daha az olduğu 

saptanmıştır. Bu durum, TLR4 inhibisyonunun nöroinflamasyonu etkileyerek DN hasarını 

azalttığını ortaya koymuştur (Noelker ve ark., 2013; Conte ve ark., 2017; Mariucci ve ark., 

2018).  

Literatürde yer alan in vitro bir çalışmada; oligomerik α-sinüklein birikimlerinin TLR4 

aracılı sitokin üretimini indükleyebileceği ve bu durumun da sitokin yanıtlarını 

tetikleyebileceği belirtilmiştir (Hughes ve ark., 2019). Bu nedenle TLR4 yolağının, 

oligomerik α-sinüklein ekspresyonunu tetikleyebileceği ve beraberinde ortaya çıkacak 

yanıtların da regülasyonunu sağlayabileceğini düşündürmektedir. 

2.4. Melatonin 

Melatonin, beynin merkezinde bulunan epifiz bezi ve retinadan salgılanan bir 

nörohormondur (Tan ve ark., 2010). Melatonin, sirkadiyen ritimle düzenlenen bir 

sekresyon mekanizmasına sahip olup, ritmi hipotalamusun suprakiazmatik nükleusunda 

bulunan bir biyolojik saat tarafından ayarlanmaktadır. Suprakiazmatik nükleus, günlük 

aydınlık/karanlık siklusu ile 24 saatlik bir periyoda ayarlanmıştır. Bu senkronizasyon, ışık 

sinyalinin retinal yollarla suprakiazmatik nükleusa iletilmesi ile başlamaktadır. SKN’de 

bulunan saat, multisinaptik nöronal yollarla sirkadiyen sinyalleri pineal beze gönderir ve 

ritmik melatonin üretimini yönetir. Sirkadiyen ritmi senkronize etme, oksidatif strese karşı 

koruma, enerji metabolizmasını düzenleme, bağışıklık sistemini modüle etme ve 

yaşlanma sürecini erteleme gibi çok çeşitli düzenleyici ve koruyucu etkilere sahiptir (Tan 
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ve ark., 2007; De Pedro ve ark., 2008; Caballero ve ark., 2009; Shieh ve ark., 2009; 

Hardeland, 2010).  

Melatonin hormonunun salınması pinealosit hücrelerinin ışığa duyarlı olmasıyla direkt 

ilişkilidir. Bu duyarlılık sayesinde ışıkla ortaya çıkan engellenme, karanlıkta ortadan 

kalkar ve pinealositlerin melatonin salgılaması tetiklenir. Işığın inaktivasyonuyla, gözde 

retina tabakasında başlayan uyarı retinohipotalamik yol ile hipotalamusta bulunan 

çekirdeklerden önce suprakiazmatik çekirdeğe ardından da paraventriküler çekirdeğe 

ulaşmaktadır. Arka beyin ve spinal kord yolunu izleyerek superior servikal gangliyona 

gelen uyarım, nörepinefrin salınımına sebep olur. Işığın inaktivasyonuyla oluşan karanlık 

uyarısı pineal beze ulaştığı zaman, norepinefrin hormonu pinealosit membranında 

bulunan adrenerjik reseptörlere bağlanır. Böylece bir dizi reaksiyon başlar. Melatonin 

sentezi pinealositlerden triptofan salınımı ile başlar, daha sonra serotonine ve son olarak 

dört aşamalı bir süreçte melatonine dönüştürülür (Tan ve ark., 2010).  Serotoninin 

melatonine dönüştürülmesi için serotonin-N-asetiltransferaz (NAT; aynı zamanda 

arilalkilamin N-asetiltransferaz [AANAT]) ve hidroksindol-O metiltransferaz (HIOMT) 

enzimleri gereklidir (Tan ve ark., 2010). AANAT, serotonini N-asetil-serotonine, HIOMT 

ise N-asetil-serotonini melatonine dönüştürür (Ribelayga ve ark., 2000) (Şekil 2.13). 

 

Şekil 2.13. Melatonin sentezi görülmektedir (Gillette ve Wang, 2014). 
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2.4.1. Melatoninin Nöroinflamasyon ve Parkinson Hastalığındaki Rolü 

Lenfosit, timus, dalak ve kemik iliği ile sentezlenen melatonin, biyotik ve abiyotik 

hasarların ve stresin indüklediği doğal bağışıklık sisteminin düzenlenmesinde ve 

inflamatuvar yanıtlarda önemli rol oynamaktadır (Naranjo ve ark., 2007; Gomez-Corvera 

ve ark., 2009; Lardone ve ark., 2011). MT1 ve MT2 reseptörlerinin aktivasyonu, kısmen 

glutatyon peroksidaz, glutatyon redüktaz ve süperoksit dismutaz gibi antioksidan 

enzimlerin ekspresyonu ile nöroprotektif etki göstermektedir (Choi ve ark., 2011; Chang 

ve ark., 2015).  

Ayrıca MPTP ile oluşturulan deneysel PH modeli çalışmalarında, melatoninin antioksidan 

bir etkiyle (Ianas ve ark., 1991; Ozsoy ve ark., 2015) SNpc’da TH pozitif nöronların 

ekspresyonlarını koruduğu ve motor fonksiyonları olumlu etkilediği görülmüştür (Absi ve 

ark., 2000; S. T. Chen ve ark., 2002; L. J. Chen ve ark., 2005; Patki ve Lau, 2011; Zaitone 

ve ark., 2013; Naskar ve ark., 2015) (Şekil 2.14). 

 

Şekil 2.14. MPTP ile oluşturulmuş PH’da melatoninin etki mekanizmaları şematize edilmiştir (Mayo ve 

ark., 2005). 

Bu bilgiler ışığında, MPTP ile oluşturulan deneysel PH modelinde melatonin, TLR4 

aracılı nöroinflamasyonu baskılayarak inflamatuvar yanıta bağlı oluşan sitokin salınımını 
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inhibe eder ve dopaminerjik nöron kaybını azaltır hipotezimizden yola çıkarak, 

çalışmamızda MPTP ile oluşturulacak PH modelinde; DN kaybına bağlı olarak ortaya 

çıkacak mikrogliyal aktivasyon ile bu yanıtlarla tetiklenmesi beklenen TLR4 

aktivasyonunun yaratacağı nöroinflamatuvar yanıtların değerlendirilmesi planlanmıştır. 

MPTP etkisiyle aktive olması tahmin edilen proinflamatuvar yanıtların melatonin 

uygulamasıyla nasıl şekillendiği de çalışmamızla ilk defa ortaya konmuştur. Melatoninin 

α-sinüklein katlantıları, TLR4 yolağı ve proinflamatuvar sitokinler üzerine etkisi PH 

modelinde bu çalışmayla ilk defa literatüre kazandırılacaktır. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji ile Fizyoloji Anabilim 

Dallarının laboratuvarlarında gerçekleştirilen çalışmamızda 80 adet 8-10 haftalık, 25-30 

gr ağırlığında erkek C57BL/6 fareler kullanıldı. Deney süresince (7 gün) hayvanlar ortam 

ısısı 23 ± 2°C olan ve 12 saat aydınlık/karanlık döngü otomasyonuna sahip Deney 

Hayvanları Ünitesi Laboratuvarı’nda barındırıldı. Tüm gruplardaki hayvanlar normal 

ticari kemirgen yemi ve musluk suyu ile beslendi. Çalışma süresince hayvanların yem ve 

su alımı serbest bırakıldı. 

3.1. Deney grupları 

C57BL/6 fareler çalışmamız için rastgele 5 gruba ayrılmıştır. 

1) Kontrol grubu (K) (n=10)  

2) Çözücü (EtOH) verilen grup (Ç) (n=10) 

3) Melatonin verilen grup (M) (n=20) 

4) Parkinson hastalığı modeli oluşturulan grup (P) (n=20) 

5) Parkinson hastalığı modeli oluşturulan ve melatonin verilen grup (P+M) (n=20) 

3.2. MPTP ve Melatonin İçin Kullanılacak Dozun Belirlenmesi 

MPTP dozu; çalışmamızda MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 

hydrochloride) (Cayman; #16377-100 mg) toksini serum fizyolojikte çözüldü (3 mg/ml) 

ve C57BL/6 farelere 12 saat aralıklarla 2x20 mg/kg/gün dozda, 2 gün boyunca, 

intraperitoneal (i.p.) olarak verildi. Literatürde çoğunlukla 4x20 mg/kg dozda, 2 saat 

aralıklarla uygulama yapıldığı belirtilmektedir (Conte ve ark., 2017). Fakat daha önce 

yapılan çalışmalarımızda 12 saat aralıklı uygulama sonrasında da modelin oluştuğunu ve 

hayvan kaybının çok daha az olduğunu gördüğümüz için bu yolla uygulama tercih edildi 

(Aras ve ark., 2014). 

Melatonin dozu; melatonin (Sigma; #M-5250-5 gr) %6’lık absol alkol (EtOH) (Merck; 

#1.00986.2500) içerisinde çözüldü ve günde 2 kez 2x10 mg/kg dozda 7 gün boyunca i.p. 

olarak uygulandı (Yildirim ve ark., 2014). Melatoninin uygulama saatleri sabah 8.00-9.00 

ve akşam 17.00-18.00 olarak belirlendi. Bunun sebebi, sabah azalan melatoninin eksikliğini 
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i.p olarak eklemek ve akşam salınım sırasında bu oranı biraz daha arttırarak anti-

inflamatuvar etkinliğini gösterip göstermeyeceğini değerlendirebilmek içindir. 

EtOH dozu; Literatürde melatoninin %10’luk EtOH’de çözüldüğü belirtilmiştir (Yildirim 

ve ark., 2014) fakat çalışmamızda etanolün zararlı etkisini en aza indirebilmek için 

dereceli olarak etanol miktarını azaltıp çözünme değerlendirildi. Buna göre %6’lık 

etanolde de çözünebildiğinden etanol oranı düşürülerek çalışmaya başlandı. %6’lık EtOH 

1 ml. olacak şekilde i.p olarak enjekte edildi.  

3.3.Deneysel Parkinson Hastalığı Modelinin Oluşturulması 

Deney başlangıcında ilk 2 gün MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 

hydrochloride) (Cayman; #16377-100 mg) toksini, P ve P+M gruplarına, serum 

fizyolojikte çözülerek (3 mg/ml), toplamda 4x20 mg/kg dozda (12 saat aralıklarla 4 doz 

olacak şekilde 2 gün boyunca), intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandı. M grubuna 7 gün 

boyunca %6’lık absol alkol (EtOH) (Merck; #1.00986.2500) içerisinde çözünmüş olan 

Melatonin (Sigma; #M-5250-5 gr) günde 2 kez, sabah 8.00-9.00 ve akşam 17.00-18.00 

saatlerinde i.p. olarak uygulandı. Ç, melatoninin içinde çözündüğü %6’lık EtOH 

enjeksiyonu yapıldı. Kontrol grubu hayvanlarına sadece enjeksiyon stresi için serum 

fizyolojik (SF) verildi. 

1. K (n=10): MPTP çözücüsü olarak kullanılan SF (3 mg/ml) 2 gün boyunca 12 saat 

aralıklarla günde 2 doz i.p. olarak uygulandı. 

2. Ç (n=10): Melatonin çözücüsü olarak kullanılan %6’lık EtOH 7 gün boyunca 

sabah 9.00 ve akşam 17.00 saatlerinde günde 2 doz (2x1ml) i.p. olarak uygulandı. 

3. M (n=20): 10 mg/kg doz Melatonin %6’lık EtOH içerisinde çözdürüldü ve 7 gün 

boyunca sabah 09.00 ve akşam 17.00saatlerinde günde 2 doz i.p. olarak 1ml olacak 

şekilde verildi. 

4. P (n=20): MPTP toksini, SF’de çözülerek (3 mg/ml), 4x20mg/kg dozda, 12 saat 

aralıklarla toplamda 4 doz olacak şekilde 2 gün boyunca, sabah 08.00 ve akşam 

20.00 saatlerinde i.p. olarak uygulandı. 

5. P+M (n=20): %6’lık EtOH içerisinde çözünmüş olan 10 mg/kg Melatoninin ilk 

dozu i.p. olarak 1ml olacak şekilde sabah 08.00 de verildi. 09.00 da MPTP toksini, 

SF’te çözülerek (3 mg/ml), 4x20 mg/kg dozda i.p. olarak enjekte edildi. Toksin 12 
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saat aralıklarla toplamda 4 doz olacak şekilde 2 gün boyunca uygulandı. Melatonin 

enjeksiyonu sabah 09.00 ve akşam 17.00saatlerinde i.p. olarak 1ml. olacak şekilde 

7 gün boyunca uygulandı (Şekil 3.1). 
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Şekil 3.1: Gruplara özgü oluşturulan deney modeli şekilde gösterilmektedir. (K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; 

Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin grupları, SF; Serum fizyolojik, EtOH; Etanol olarak 

kısaltılmıştır) 
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3.4.Ağırlık takibi 

Deney gruplarımızda uygulanan nörotoksinin başka herhangi bir etkisi olup olmadığını ve 

melatoninin olası etkilerini değerlendirmek için, farelerin deneyden önce ve deneyin son 

günü ağırlıkları ölçüldü.  

3.5.Periferik Kan Yayma Analizi 

Her grupta yer alan 10 hayvandan alınan periferik kan örnekleri lamlar üzerine 45 

derecelik açı ile yayma yapılıp hematoksilen-eozin ile boyandı. Periferik kandaki 

inflamatuvar yanıtları değerlendirmek için yapılan analizlerde monosit, lenfosit ve 

nötrofil miktarları sayıldı. Bu işlem için; her hayvandan 2 slayt periferik kan yayması elde 

edildi ve bu 2 slaytta 10 farklı alanın fotoğrafı çekildi. Her fotoğrafta sayılan hücrelerde 

istatistiksel analizler yapıldı ve sonuçlar değerlendirildi. 

3.6.Davranış Deneyleri: Motor aktivite tayini 

Deney modeli oluşturulduktan sonra 3. 4. ve 5. günlerde toplamda 3 kez davranış testi 

alıştırması yapıldı. Deney hayvanları Rotorod testi için sırayla 3’er tekrar olacak şekilde 

5-10-20-30-40 rpm hızlarda toplamda 300 sn yürütüldü. Hayvanlar sakrifiye edilmeden 

hemen önce (8.gün) davranış testleri yapıldı. Bu deneylerle Parkinson hastalığı modelinin 

hayvan davranışlarına yansıyıp yansımadığı test edildi. 

3.6.1. Lokomotor Aktivite Testi 

Lokomotor aktivite; PH modelinde hayvanların hareketindeki kısıtlanmaları, 

ekstremitelerdeki koordinasyon bozukluklarını ve bunların şiddetini belirlemek yapılan 

bir test olup; bu test için açık alan aktivite görüntüleyici sistem (MAY 9908 model 

Aktivite Görüntüleyici Sistem: Commat Ltd, Türkiye) kullanılmaktadır. Bu sistem, 

kızılötesi fotoseller ile donatılmış sekiz plastik cam kafesten (42 cm x 42 cm x 30 cm) 

oluşmaktadır. Kafeslerin yan bloklarında, yerden 4,5 cm yükseklikte ve 2,5 cm aralıklarla 

15 yayıcı ve algılayıcı fotosel çifti bulunmaktadır. Diğer 15 fotosel çifti ise yerden 11,5 

cm yukarıya yerleştirilmiştir. Fotosel ışınlarının kesilmesi bilgisayar sistemi ile 

belirlenmektedir. Deney hayvanının lokasyonu ise 0,1 s hassasiyetteki yazılım ile 

hesaplanmaktadır. Eğer deney hayvanının lokasyonu tamamen değişirse bu durum 

ambulatuvar aktivite olarak ifade edilmektedir. Işınların kesilmesine neden olan fakat 

lokasyonu değiştirmeyen diğer davranışsal cevaplar horizontal aktivite olarak ifade 
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edilmektedir. Yükselme gibi vertikal hareketler ise yerden 11,5 cm yukarıya yerleştirilen 

fotoseller aracılığıyla belirlenmektedir. Sistem ayrıca, toplam lokomotor aktivite ve alınan 

mesafeyi de vermektedir. Tüm parametreleri test etmek için deney hayvanı açık alanın 

tam ortasına konulmuş ve 5 dakika boyunca kayıt alınmıştır.  

3.6.2. Bradikinezi Şiddetinin Belirlenmesi 

Deneysel PH modeli oluşturulduktan sonra, motor aktiviteyi belirlemek için PH’nın 

spesifik semptomlarından bradikinezi değerlendirildi. Bradikinezinin derecesini ölçmek 

için küçük modifikasyonlara uğratılmış olan ‘Pole Test = Çubuk Testi’ metodu kullanıldı. 

Kelime anlamı istemli hareketlerde yavaşlama olan bradikinezi, genellikle hareketin 

başlatılmasında gecikme şeklinde tanımlanmaktadır. Bu gecikme süresinin uzaması 

bradikinezi şiddetinin arttığını göstermektedir. Test için yaklaşık olarak 0,8 cm çapında 

ve 50 cm uzunluğunda metal çubuk, sargı bezi ile sarılarak hayvanın daha iyi 

tutunabilmesi için uygun hale getirildi. Fare, çubuğun en üst noktasına başı yukarıya 

bakacak şekilde bırakıldı ve bu konumdayken tamamen geriye dönüp zemine doğru 

hareket etme anına kadar geçen toplam süre kaydedildi. 

3.6.3. Rotarod Testi 

Farelerin motor performans ve koordinasyonunu test etmek için kullanıldı. Hayvanlar 3 

ardışık gün boyunca rotarod aletine (Ugo Basile, Biological Research Apparatus, Varese, 

Italy) alıştırıldı. Her gün aynı saatte, deneye başlamadan 30 dakika önce, hayvanlar 

laboratuvara alınarak çevreyle ilişki kurmaları sağlandı ve 5 dakika arayla 2 ardışık ölçüm 

yapıldı. Hayvanlar bireysel bölmelerine, dönen çubuğun (7,3 cm çapta) tersi yönünde 

yerleştirildikten sonra çubuk üzerinde kalma süreleri tespit edildi. Rotarod sisteminde, 

dönen çubuk üzerinde kalma süresi kaydedildi. Kayıt alma süresi 300 sn olarak belirlendi. 

Değişen hızlarda (5-40 rpm (dakikada dönme sayısı)) ölçüm yapıldı ve rotarod 

performansı hızlanan çubuk üzerinde geçirilen toplam saniye cinsinden ifade edildi. 

Hayvanlarda meydana gelebilecek stres ve yorgunluğu azaltmak amacıyla farklı hızlar 

arasında 5 dakika dinlenme periyodu uygulandı. 
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3.7. Deneyin Sonlandırılması ve Dokuların Çıkarılması 

7. günün sonunda, motor aktivite tayinini takiben hayvanlar 1/2 ml dozda ketamin (Pfizer; 

Ketalar-500 mg/ 10 ml) ksilazin (Bioveta; XYLAZINBIO %2-ROMETAR 20 mg/ml) 

çözeltisinin intraperitoneal uygulanması ile anesteziye alındıktan sonra orta hat kesisi 

yapılarak abdomen ve göğüs kafesleri açıldı. Aortanın iliak bölgesine yerleştirilen bir 

branül ile (1/1000) oranında serum fizyolojik (SF) ile seyreltilmiş heparinize SF çözeltisi 

verilerek dokuların perfüzyonu sağlandı. Bu esnada sağ atrium kesilerek heparinize SF 

boşaltıldı. İmmünohistokimyasal analizler için kullanılacak hayvanlar heparinize SF’e ek 

olarak %10’luk formalin (Merck; #1.03999.2500) ile perfüze edildi, perfüzyon sonrası 

beyin dokuları çıkartıldı. Alınan dokuların bir kısmı parafin (Tissue-Tek; #4509-10 kg) 

takip için %10’luk formalin içine alınırken, bir kısmı da Western Blot yöntemi için 

ependorflara alınarak -80°C’de saklandı. 

3.8. Doku Takibi ve Kesitlerin Alınması 

%10’luk formaline alınan beyin dokuları 24 saat fiksatifte bekletildi. 1 günün sonunda 

dokulardan fiksatifi uzaklaştırmak için 4 saat akarsuda yıkandı. Suyu uzaklaştırmak için 

artan alkol serilerinden %70 ve %80 alkolde 2 gün, %90 alkolde 1 gün bekletildi. 

%100’lük alkolde 3 saat bekletilen dokular daha sonra şeffaflaştırma aşaması için Ksilol 

(Interlab; # 990-019-2501) serilerinden geçirildi. Ksilol I’de 5 dakika, Ksilol II’de ve 

Ksilol III’de 3 dakika alkolün dokudan çıkması ile şeffaflaştırma işlemi tamamlandı. 

Ardından dokular 56oC’ye ayarlanmış etüvde sıvı parafin serilerinden geçirilip, toplamda 

5 buçuk saat ksilolün parafinle dokudan uzaklaştırılması sağlandı ve dokular temiz 

parafine gömüldü. 

3.9. İmmünohistokimyasal Analizler 

Fare beyin dokularının SNpc bölgesinde; TH, α-sinüklein, TLR4 ve p65 proteinlerinin 

ekspresyonlarını göstermek amacıyla immünohistokimyasal analizler gerçekleştirildi. 

3.9.1. Kullanılan Solüsyonlar 

 1XPBS (Phosphate Buffer Saline) (0,2M) Tamponu; 

2,85 gr Disodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPO4) (Merck; #1.06585.5000) 

0,8 gr Potasyum Hidrojen Fosfat (KH2PO4) (Merck; #1.05101.1000) 
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16 gr Sodyum Klorür (NaCl) (Merck; #1.06400.1000)  

Yukarıdaki kimyasallar 2 litre distile su içerisinde çözüldü ve pH’sı 2M NaOH ile pH=7,4 

olacak şekilde ayarlandı. 

Sitrik Asit Tamponu: 2,1 gr sitrik asit (C6H8O7.H2O) (Merck; #1.00241.5000) 900 ml 

distile suda çözüldü. pH’sı 2M NaOH ile pH=6,0 olacak şekilde ayarlandı. 

 %3’lük H2O2 Solüsyonu; 63 ml metanol (CH3OH) (Merck; #1.06009.2511) ve 7 

ml %35’lik H2O2 (Merck; #1.08600.1000) karıştırılarak alüminyum folyo ile 

sarılmış şale içerisinde hazırlandı. 

 Bloklama Solüsyonu; Ultra V Block (Thermo; #TA-125-UB) 

 Streptavidin Peroksidaz Kompleksi; HRP (Scytek; #ABG125) 

 Kromojen; 3,3′-Diaminobenzidin tablet (DAB) (Sigma; #D4168) 

 Mayer Hematoksilen; Mayer's hemalum solüsyonu (Merck; #1.09249.2500) 

 Kapatma Solüsyonu; Entellan (Merck; #1.07960.0500) 

İmmünohistokimya boyaması için parafine gömülen dokular bloklar halinde mikrotom 

cihazında (Leica; #RM2125RT) kesit alma işlemi için hazırlandı ve 5μm kalınlığındaki 

kesitler Poly-L-Lizin’li lamlara (Thermo Fisher; #10143265) alındı. Alınan kesitler gece 

boyu 60°C etüvde bekletilerek lama yapışması sağlandı. Deparafinizasyon aşaması için, 

parafin kesitler 2 defa 10’ar dakika ksilolden geçirildi. Kesitler daha sonra azalan alkol 

serilerinde (%100, %90, %80, %70) 5’er dakika bekletildi. Distile su ile 5 dakika muamele 

edildi. Dokudaki antijenik epitopların ortaya çıkması için kesitler, sitrik asit tamponu 

(pH:6,0; 900 ml distile suda 2,1 gr sitrik asit) içine alınarak 1 defa 7 dakika mikrodalga 

fırında 750 watta tutuldu. Mikrodalga uygulamasından sonra kesitler sitrik asit içerisinde 

20 dakika boyunca oda ısısında soğutuldu. Kesitler fosfat tamponuna (PBS) alınıp 3 kere 

5’er dakika yıkandıktan sonra dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek için 

metanolle hazırlanan %3’lük hidrojen peroksit solüsyonunda 25 dakika bekletildi. 

Ardından, kesitler 3 defa 5’er dakika PBS’ten geçirildi. Dokuların çevresi hidrofobik 

kalemle çizildi ve özgül olmayan antikor bağlanmasını önlemek amacıyla, bloklama 

solüsyonu ile 10 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. Serum kesitler üzerinden 

uzaklaştırıldıktan sonra primer antikorlarla aşağıdaki tabloda belirtildiği gibi +4°C’de 
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gece boyu inkübe edildi. Ertesi sabah tekrar PBS ile 3 kez 5 dakika yıkanıp, biyotinli 

sekonder antikorlar ile 1 saat oda ısısında inkübe edildi. İnkübasyondan sonra 3 defa 5 

dakika PBS ile yıkandı ve streptavidin-peroksidaz kompleksi ile 30 dakika inkübe edildi. 

İnkübasyonu takiben PBS ile yıkama sonrasında DAB substratı (Sigma; #D4168) 

damlatılarak enzim substrat ilişkisi sonucunda reaksiyon bölgelerinin kahverengi olması 

için beklendi. Bu basamak slaytları suya almak kaydıyla durduruldu. Kesitlere Mayer 

hematoksileninde zıt boyama yapılıp ardından entellan ile kapatıldı. Işık mikroskobu 

düzeyinde beynin SN bölgesinde TH, TLR4, α-sinüklein ve p65 proteinlerinin dağılımları 

ve immünoreaktivite dereceleri tespit edilip fotoğraflandırıldı. 

Tablo 3.1. İmmunohistokimyasal analizler için kullanılan primer ve sekonder antikorlar ile dilüsyonları 

gösterilmektedir. 

Primer Antikor/ 

Kullanılan 

Dilüsyon 

Firma Adı/ 

Katalog 

Numarası 

Sekonder Antikor/ 

Kullanılan Dilüsyon 

Firma Adı/  

Katalog 

Numarası 

TH (1:200) Santacruz; 

#sc25269 

Biyotinlenmiş Keçi Anti-Fare 

IgG / 1:600 

Vector Lab.; 

#BA 9200 

α-sinüklein (1:200) Cell signaling; 

#4179 

Biyotinlenmiş Keçi Anti-

Tavşan IgG  / 1:600 

Vector Lab.; 

#BA 1000 

TLR4 (1:750) Abcam; 

#ab13556 

Biyotinlenmiş Keçi Anti-

Tavşan IgG  / 1:600 

Vector Lab.; 

#BA 1000 

p65 (1:1000) Cell signaling; 

#8242 

Biyotinlenmiş Keçi Anti-

Tavşan IgG  / 1:600 

Vector Lab.; 

#BA 1000 
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3.10. Western Blot 

Fare total beyininde Tümör nekroz alfa (TNF-α) proteinin varlığındaki değişimleri 

göstermek amacıyla western blot analizleri gerçekleştirildi. 

3.10.1. Dokuların Homojenizasyonu ve Lizat Elde Edilmesi 

0,1 M Tris: 0,6 gr Tris (Merck, # 1.08387.0500) 40 ml distile suda çözüldü, saf HCl ile 

pH 7,4’e ayarlandı ve hacim distile su ile 50 ml’ye tamamlandı. 

100X Na-Ortovanadat: 0,184 gr Na-ortovanadat (Sigma; #S6508-50G)  10 ml 0,1 M 

Tris ile çözdürüldü.  

Liziz tamponu: 10 ml 0,1 M Tris (pH: 7,4) 90 ml distile su ile çözüldü, 1 ml 100X Na-

Ortovanadat ve 1 gr SDS (Bio-Rad, #161-0302) eklendi. 

Protein İnhibitör Kokteyli: 1 adet Proteaz inhibitör kokteyl (PİK) tableti (Roche-

Complete; #11697498001) 2 ml steril suda çözülerek 25X’lik PİK hazırlandı ve steril 

suyla 1X’e dilüe edilip kullanıldı. 

Farelerden alınan ve -80°C’de saklanan beyin dokuları, altında buz olan cam levha üzerine 

alındı ve bistüri yardımıyla mekanik olarak parçalandı. Üzeri isimlendirilmiş yeni 

ependorfların darası alındı ve parçalanan her bir doku tartılarak miktarları (gr) not edildi. 

Tartılan dokular yeni ependorflara aktarılarak buza alındı ve ependorfların içerisindeki 

her 0,2 gr doku için 600 µl liziz tamponu ve 10 µl PİK solüsyonu eklendi. Bir saat boyunca 

+4ºC’de inkübe edildi ve her 15 dakikada bir vortekslendi. Daha sonra sonikatör yardımı 

ile homojenize edildi. Tüm örnekler +4ºC’de 15.000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi ve 

süpernatant kısımları yeni ependorflara alınıp pelet kısımları atıldı. Bu homojenatlar 

içerdikleri protein konsantrasyonunu belirlemek üzere -20ºC’ye kaldırıldı. 
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3.10.2. Protein Miktarının Belirlenmesi 

Homojenize edilmiş beyin dokularında protein miktarı tayini Bicinchoninic Acid Kit 

(BCA) yöntemi ile yapıldı. 

Kullanılan Solüsyonlar ve Cihazlar: 

 BCA protein assay Kit (Thermo; #23225) 

 Nüve EN 500 inkübatör 

 μQuant BioTek Spektrofotometre 

BCA yönteminde standart protein olarak BSA kullanıldı. 1 mg/ml BSA (S0) hazırlandı, 

hazırlanan BSA steril suyla dilüe edildi ve S1 (500 µg/ml protein), S2 (250 µg/ml), S3 

(125 µg/ml), S4 (62,5 µg/ml), S5 (31,3 µg/ml), S6 (15,6 µg/ml), S7 (7,8 µg/ml) standart 

proteinler elde edildi. Lizatlar, 1:50 oranında liziz tamponu (600 μl) ve PİK (10 μl) 

karışımı ile dilüe edilerek vortekslendi. Liziz tamponu-PİK karışımı “blank” olarak 

kullanıldı. BCA kit içeriğindeki Bicinchoninic asit solüsyonu Reagent A’dan 10 ml ve 

Bicinchoninic asit solüsyonu Reagent B’den 200 μl karıştırılarak çalışma solüsyonu 

hazırlandı. Bu yöntem için 96 kuyucuklu kültür kapları kullanıldı. Her kuyucuğa iki tekrar 

olacak şekilde 25 μl standartlar, ardından iki tekrar olacak şekilde 25 μl örnekler eklendi. 

Daha sonra standartların ve örneklerin üzerine her kuyucuğa toplam 200 μl olacak şekilde 

çalışma solüsyonu eklendi ve kap alüminyum folyoya sarılarak 60°C’lik inkübatörde 15 

dakika inkübe edildi. İnkübasyondan sonra spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda 

okuma yapıldı. Standartlar ile karşılaştırılarak her bir örneğin protein konsantrasyonu 

tespit edildi. Örnekler protein konsantrasyonları eşit olacak şekilde Laemli tamponu 

(Sigma; #S-3401) ve steril su kullanılarak hazırlandı. Örnekler 5 dakika kaynatıldıktan 

sonra kullanıma hazır hale getirildi. 

3.10.3. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi) 

Protokolü 

%30 Akrilamid-Bisakrilamid Solüsyonu: 15,4 gr 37,5:1 oranındaki akrilamid-

bisakrilamid (Bio-Rad, #161-0125) 40 ml distile su içerisinde çözüldü. 
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4X Tris-HCl/SDS (pH: 6,8): 6,05 gr Tris (Merck; # 1.08387.0500) 40 ml distile su 

içerisinde çözüldü. pH, saf HCl ile 6,8’e ayarlandı. Distile su ile toplam hacim 100 ml’ye 

tamamlandı ve üzerine 0,4 gr SDS (Bio-Rad, #161-0302) eklendi. 

4X Tris-HCl/SDS (pH: 8,8): 40 ml distile su içerisinde 18,15 gr Tris (Merck; # 

1.08387.0500) çözüldü. pH saf HCl ile 8,8’e ayarlandı. Son hacim distile su ile 100 ml’ye 

tamamlandı ve 0,4 gr SDS eklendi. 

%10’luk Amonyum Persülfat (APS): 0,1 gr APS (Bio-Rad; #161-10700) 1 ml distile su 

içerisinde çözüldü. 

N, N, N’’, N’’’-Tetramethylethylenediamidine (TEMED): Sigma; #T-7024 

5X Yürütme Tamponu (Elektroforez solüsyonu): 9 gr Tris (Merck; # 1.08387.0500) ve 

43.2 gr Glisin (Bio-Rad; #161-0718) 600 ml distile su içerisinde çözüldü. Üzerine 3gr 

SDS (Bio-Rad, #161-0302) eklendi. 180 ml 5X stok 720 ml distile su ile 1X şeklinde dilüe 

edilerek kullanıldı. 

10X TBS Tamponu (Tris tamponlu salin): 60.55 gr Tris (Merck; # 1.08387.0500) ve 

87.66 gr NaCl 800 ml distile suda çözüldü. pH’ı 7,4’e ayarlandı. pH ayarlandıktan sonra 

toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandı. 

TBS-T Solüsyonu: Hazırlanan 10X TBS’ten alınan 100 ml solüsyon distile su ile 1 litreye 

tamamlandı ve böylece 1X TBS elde edilmiş oldu. Elde edilen 1 litre 1X TBS içerisine 

1000 μl Tween-20 (Merck; #8.22184.0500) eklendi. 

Transfer Tamponu (Blotlama solüsyonu): 14,3 gr Glisin (Bio-Rad; #161-0718) ve 3 gr 

Tris (Bio-Rad; #161-0719) 700 ml distile su içerisinde çözüldü. Çözülen solüsyona 200 

ml Metanol (Merck; #1.06009.2511) eklendi ve toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye 

tamamlandı. 

Bloklama Solüsyonu (%5’lik süt tozu): 2 gr süt tozu (Bio-Rad; #170-6404) 40 ml TBS-

T içerisinde çözüldü ve +4oC’de en fazla 24 saat kalacak şekilde muhafaza edildi. 

Ayırıcı %10’luk poliakrilamid jel hazırlamada kullanılan solüsyonlar; 
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 %30 Akrilamid-bisakrilamid: 5 ml  

 4X Tris-HCl/SDS (pH: 8,8): 3,75 ml  

 dH2O: 6,25 ml 

 %10 Amonyum persülfat: 50 μl 

 TEMED: 10 μl 

Toplayıcı poliakrilamid jel için kullanılan solüsyonlar; 

 %30 Akrilamid-bisakrilamid: 650 μl 

 4X Tris-HCl/SDS (pH: 6,8): 1250 μl  

 dH2O: 3050 μl  

 %10 Amonyum persülfat: 25 μl   

 TEMED: 5 μl  

Proteinlerin kilodalton (kDa) ağırlığı dikkate alınarak uygun yüzdelerde jeller hazırlandı. 

Kaynatılıp yüklenmeye hazır hale gelen örnekler moleküler ağırlık standardı başta olmak 

üzere her kuyucuğa 30 µg protein içerecek şekilde 15 µl yüklendi ve 15 dakika 80 voltta, 

2-3 saat de 100 voltta yürütülecek şekilde jel elektroforezi hazırlandı. Jelde moleküler 

ağırlıklarına göre ayrılmış proteinlerin poliviniliden diflorid (PVDF) membrana transferi 

için membranlar kesildi ve 5 dakika metanolde çalkalandı. Elektroforez sonrasında 

blotlama yapıldı ve jeldeki proteinlerin membrana geçmesi için +4oC’de 32 voltta gece 

boyu akım uygulanarak transfer işlemi gerçekleştirildi. Proteinlerin membrana 

transferinin tamamlanmasından sonra membran üç kez 10 dakikada bir değiştirilerek 

TBS-T tamponu ile yıkandı. %5’lik süt tozu hazırlanarak membran oda ısısında bir saat 

bloklandı. Ardından membranlar TBS-T içeren 1:1000 oranında seyreltilen TNF-α 

(Thermo; #PA5-19810) ve beta aktin (Cell signaling; #8457) antikoru içeren solüsyon ile 

gece boyunca, 4oC’de, çalkalayıcı üzerinde inkübe edildi. Gece boyu primer antikorla 

muamele edilen membranlar TBS-T ile 30 dakika boyunca üç kez yıkandı ve 1:3000 

oranında seyreltilmiş Horseradish Peroksidaz (HRP) konjuge anti-tavşan IgG (keçide 

üretilmiş) (Vector lab.; #BA-1000) sekonder antikor içeren %5’lik süt tozu solüsyonu ile 

1 saat oda sıcaklığında çalkalanarak inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında 

membranlar tekrar 30 dakika TBS-T ile yıkanarak görüntülemeye hazır hale getirildi. 
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3.10.4. Görüntüleme ve Değerlendirme 

Sekonder antikorla konjuge peroksidaz enziminin kemiluminesans oluşturan ürünü için 

substrat içeren ECL reaksiyon karışımı (Thermo; #34580) ile muamele edilen membranlar 

3-5 dakika bekleme süresinin sonunda Azure c280 Jel Görüntüleme Cihazı ile 

görüntülendi. Antikorların bağlanma yerleri bantlar şeklinde tespit edildi ve bu bantların 

Image J paket programı ile yarı kantitatif analizleri yapıldı. TNF-α için elde edilen 

matematiksel değerler beta aktin için elde edilen değerlere oranlanıp gruplar arası 

karşılaştırma istatistiksel olarak değerlendirildi. 

3.11. Image-J Analizi 

İmmünohistokimyasal boyanmaları ve western blot sonuçlarını değerlendirmek, her 

antikorun ekspresyon derecesini bir diğeri ile kıyaslamak ve kantitatif bir değer belirlemek 

gerektiğinden; tüm boyanma reaksiyonları gruplara göre Image-J (Image Processing and 

analysis in Java–NIH) analizleri yapılarak değerlendirildi. 

3.12. Sonuçların Değerlendirilmesi 

Her grup için ayrı ayrı hesaplanan Image-J verileri Varyans Analizi (ANOVA) istatistiksel 

olarak değerlendirildi, ortalama ± standart hata (SEM) hesaplandı. Çoklu karşılaştırmada 

post-hoc Tukey testi kullanılarak gruplar arasındaki istatiksel anlamlılık p≤0,0001 olarak 

kabul edildi. İstatistiksel analiz ve hesaplamalar GraphPad Prism versiyon 5 ile 

gerçekleştirildi.   
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4. BULGULAR 

4.1. Genel Görünüm 

Deneye alınan hayvanlarda genel görünüm ve sağlık açısından herhangi bir farklılık 

gözlenmedi. 

4.2. Ağırlık Değişimi 

Deneyin ilk ve son günü deney hayvanlarının vücut ağırlıkları tartıldı. Grupların kendi 

içinde deney öncesi ve deney sonrası ağırlık ortalaması alındı ve istatistiksel analizler 

yapıldı. Gruplar arası analiz yapılmadı çünkü P ve P+M gruplarında toksisiteye bağlı ölüm 

riski olduğundan hayvanların ağırlıkları en az 25 g olarak seçildi. K grubu hayvanlarında 

bu ağırlık 20-25 g arasında değişkenlik göstermekteydi. 

Deney grupları kendi içlerinde değerlendirildiğinde; P grubunda toksisiteye bağlı ağırlık 

azalışı olduğu fakat bu azalışın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görüldü (p>0.05). 

P+M grubunda ise deney sonrasında ağırlık ortalaması deney öncesiyle benzerlik gösterdi 

(Şekil 4.1). 

 

Şekil 4.1: Gruplarda deney öncesi ve deney sonrası ağırlık değişimi gösterilmektedir. (K; Kontrol, Ç; 

Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin grupları olarak kısaltılmıştır) 
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4.3. Periferik Kan Yayma Analizi 

MPTP; deneysel PH modeli oluşturmak için sıklıkla kullanılan toksik bir madde 

olduğundan inflamatuvar bir yanıt oluşturmaktadır. Oluşan bu yanıtları kanda test etmek 

için yapılan periferik yayma analizleriyle; gruplar arasında inflamatuvar yanıt monosit, 

lenfosit ve nötrofil sayıları ile değerlendirildi. 

Yapılan analizler monosit sayısı açısından değerlendirildiğinde; K grubu ile 

kıyaslandığında; Ç grubunda etanol etkisi ile artış olduğu fakat bu artışın istatistiksel 

olarak anlamlı olmadığı (p>0.05), P grubunda ise MPTP toksisitesine bağlı olarak anlamlı 

artış olduğu görüldü (p<0.0001). P+M grubunda monosit sayısında azalma olduğu ancak 

bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlılık ifade etmediği görüldü (p>0.05) (Şekil 4.2). 

 

Şekil 4.2: Periferik kan yayma analizi sonucunda monosit sayısının gruplara göre dağılımı gösterilmektedir. 

Uygulanan nörotoksine bağlı olarak P gruplarında monosit sayısındaki artış istatistiksel olarak anlamlılık 

sergilemektedir (*). (*; p<0.0001). (K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; 

Parkinson+Melatonin grupları olarak kısaltılmıştır) 

Lenfosit sayısı açısından değerlendirildiğinde; K grubuna oranla Ç ve P grubunda artış 

olduğu görüldü. Ç grubunda gözlenen lenfosit artışı (p<0.05) etanolün toksik etkisiyle 

ortaya çıkabilecek bir yanıt olarak değerlendirilmiştir. Bu nedenle; M grubundaki artış da 

melatoninin içinde çözüldüğü etanolden kaynaklanıyor olabilir. Ancak bu artışın K grubu 

ile kıyaslandığında anlamlılık ifade etmediği görülmektedir. P grubundaki artış (p<0.001) 

toksisiteyle ilişkilendirilirken; P+M grubunda ise azalmanın olduğu ancak bunun bir 

anlamlılık ifade etmediği görüldü (p>0.05) (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3: Periferik kan yayma analizi sonucunda lenfosit sayısının gruplara göre dağılımı gösterilmektedir. 

K grubuyla kıyaslandığında; Ç grubunda lenfosit sayısında istatistiksel olarak anlamlı artış görülmektedir 

(*). M grubunda da artış vardır fakat anlamlı değildir. Benzer şekilde P grubunda da MPTP toksisitesine 

bağlı anlamlı artış olduğu, P+M grubunda ise P grubuna oranla lenfosit sayısının azaldığı fakat anlamlı 

olmadığı görülmektedir (**). (* p<0.05 ve **p<0.001). (K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, 

P+M; Parkinson+Melatonin grupları olarak kısaltılmıştır) 

Nötrofil sayısı açısından değerlendirildiğinde; Ç (p<0.05) ve P (p<0.0001) gruplarında, K 

grubuna göre anlamlı artış olduğu, P+M grubunda ise; P grubuna oranla anlamlı bir 

azalma olduğu görüldü (p<0.05). Ç grubundaki artışın etanolün toksik etsinden 

kaynaklanıyor olabileceği düşünülmektedir (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4: Periferik kan yayma analizi sonucunda nötrofil sayısının gruplara göre dağılımı gösterilmektedir. 

K grubuna göre Ç grubunda etanolün etkisi anlamlı artışla nötrofil sayısına yansırken (*), P grubunda da 

MPTP kaynaklı nötrofil sayısında artış görülmektedir (**). P grubuna göre melatonin uygulanan P+M grubu 

ise, nötrofil sayısında istatistiksel olarak anlamlı azalış sergilemektedir (***) (*/*** p<0.05 ve ** p<0.0001).  

(K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin grupları olarak 

kısaltılmıştır) 

4.4. Davranış Deneyleri: Motor Aktivite Tayini 

Hayvanlarda meydana gelen motor aktivite değişimlerini incelemek için çubuk testi, 

lokomotor aktivite ve rotarod testleri yapıldı. 

4.4.1. Pole (Çubuk) Testi 

Bradikinezi şiddetinin belirlenmesi için yapılan çubuk testinde, hayvanların çubukta 

dönme süresi (Şekil 4.5a) ve yere inme zamanının (Şekil 4.5b) P grubunda, K grubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlı derecede uzadığı görüldü (p<0.001). Ayrıca; P+M grubu 

P grubu ile kıyaslandığında anlamlı bir azalma gözlendi (p<0.001). Sonuç olarak; MPTP 

verilerek PH oluşturulan grupta; PH’nın bradikinezi şiddetini arttırdığı, MPTP ile PH 

oluşturulup Melatonin verilen grupta ise bradikinezinin anlamlı olarak azaldığı tespit 

edildi (p<0.001). 
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Şekil 4.5: P grubunda çubuk testi dönme (a) ve yere inme süresinin (b) K grubuna göre anlamlı derecede 

arttığı (*), P+M grubunda ise P grubuna oranla anlamlı derecede azaldığı (**) görülmektedir (*/** p<0.001). 

4.4.2. Lokomotor Aktivite Testi 

Lokomotor aktivite kafesinde ölçülen toplam mesafe ve toplam lokomotor aktivite 

değerleri incelendiğinde ambulatuvar (Şekil 4.6a) ve horizontal (Şekil 4.6b) aktivitenin P 

grubunda K grubuna göre azaldığı (p<0.0001), P+M grubunda ise anlamlı olarak arttığı 

görüldü (p<0.0001). Toplam mesafenin (Şekil 4.6c) P grubunda K grubuna kıyasla 

azaldığı bulundu (p<0.05). P+M grubunda ise sürenin uzamasıyla birlikte mesafede artış 

olduğu tespit edildi (p<0.0001). Toplam lokomotor aktivitenin (Şekil 4.6d) P grubunda K 

grubuna göre azaldığı (p<0.001), P+M grubunda ise melatonin ile aktivitenin arttığı 

görüldü (p<0.0001). 
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Şekil 4.6: Lokomotor aktivite testi ambulatuvar hareket (a), horizontal hareket (b), lokomotor aktivite 

mesafesi (c) ve toplam lokomator aktivite sonuçları (d) gösterilmektedir. Ambulatuvar (a) ve horizontal 

hareketin (b) P grubunda K grubuna kıyasla anlamlı şekilde azaldığı (p<0.0001), P+M grubunda ise P 

grubuna kıyasla anlamlı olarak arttığı görülmektedir (p<0.0001). P grubunda K grubuna göre toksisite 

kaynaklı davranışsal bozukluk nedeniyle lokomotor aktivite mesafesinde (c) azalış olurken (p<0.05) 

melatonin uygulaması ile P+M grubunda P grubuna göre hareketin arttığı ve buna bağlı mesafede artış 

olduğu görülmektedir (p<0.0001). Toplam lokomotor aktivite değerlendirildiğine (d) K grubuna göre P 

grubu toplam lokomotor aktivitede azalma gösterirken (p<0.001), P grubuna göre melatonin uygulanan 

P+M grubu ise istatistiksel olarak anlamlı artış sergilemektedir (p<0.0001). 

4.4.3. Rotarod Testi 

Hayvanların motor koordinasyonunu ve dengeyi tespit etmek amacıyla yapılan rotarod 

testinde değişen hızlarda (5-40 rpm) kayıt alınarak hayvanların dönen çubuk üzerinde 

kalma süreleri kaydedildi ve gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

görülmedi. 
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4.5. İmmunohistokimyasal Analizler 

C57BL/6 fareler sakrifiye edildikten sonra beyin dokuları immunohistokimyasal analizler 

için çıkartıldı ve doku takibi işleminin ardından parafine gömüldü. 

Dokulardan seri kesitler alınarak serebrumun SNpc bölgesinde; 

 Dopaminerjik nöron belirteci TH (Tirozin hidroksilaz),  

 PH’da arttığı bilinen α-sinüklein, 

 İnflamasyonda rol alan ve mikrogliyalar üzerinde lokalize olduğu bilinen TLR4, 

 NF-kB yolağında aktif olan p65 proteinlerinin ekspresyonları immünohistokimya 

yöntemiyle değerlendirildi. 

Çalışmamız; her grupta yer alan en az 6 hayvanın aynı alanlarından elde edilen en az 5 

fotoğrafın değerlendirilmesiyle yapıldı. Buna göre yapılan Image J analizleri sonrasında 

elde edilen boyanma şiddetleri grafik haline getirildi ve gruplar arasındaki farklar 

istatistiksel olarak değerlendirildi. 

4.5.1. Tirozin Hidroksilaz (TH) İmmünohistokimya Analizleri 

TH immunohistokimyası; DN’ları işaretlediğinden özellikle gruplar arasındaki DN farkını 

gösterebilmek ve modelimizi test etmek için kullanıldı.  

Parkinson modeli oluşturulan grubumuzda K, Ç ve M gruplarına göre DN sayısında ciddi 

bir azalmanın olduğu dikkati çekmekteydi. Parkinson grubunda TH ekspresyonunun 

azalmasına karşın; P+M grubunda DN sayısının büyük oranda korunduğu görüldü.  Bu 

durum, P+M grubunda uygulanan melatoninin dopaminerjik nöronları ölüm yolağından 

koruduğunu düşündürmektedir. Bu da P+M grubundaki işaretlenen TH 

immunreaksiyonlarından net olarak anlaşılmaktadır (Şekil 4.7a, 4.7b).  
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Şekil 4.7a: Serebrumun SNpc bölgesinde görülen TH immunohistokimyasal reaksiyonlarının gruplara göre 

dağılımı görülmektedir. Kutu içerisine alınan alanlar 40x büyütme ile panele yansıtılan alanlardır. Skala bar 

100µm’dir. (K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin grupları, NK; 

Negatif kontrol). 

 

Şekil 4.7b: Serebrumun SNpc bölgesinde DN ve liflerinin TH immünohistokimyasal boyanmaları sonucu 

gruplara göre dağılımı görülmektedir. Oklar TH ile boyanmış DN’ları işaret etmektedir. P grubunda 

DN’ların nörotoksin etkisiyle ölümü bu alanda az sayıdaki TH boyanmasıyla görülmektedir.  K, Ç ve M 

gruplarında yoğun olarak görülen hücresel dağılımın P grubunda azalışı ve P+M grubunda da nöronların 

ölüm yolağından korunduğunu düşündürmektedir. Skala bar 100µm’dir (K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; 

Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin grupları, NK; Negatif kontrol olarak kısaltılmıştır). 
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SNpc alanında değerlendirilen TH ekspresyonları Image J analizi ile istatistiksel olarak 

yorumlandı. K ve M gruplarında görülen TH ekspresyonunun Ç grubunda biraz azaldığı 

dikkati çekti. Bu durum melatoninin çözücüsü olarak kullandığımız etanolün etkisinden 

kaynaklanıyor olabileceğini düşündürdü (p<0.0001). Ancak P grubunda; TH 

ekspresyonunun düşük olması; SNpc alanında DN sayısının az oluşu ile ilişkilendirilmiştir 

(p<0.0001). P+M grubunda ise değerin kontrollere yaklaşması Parkinson sonrası 

melatoninin koruyucu etkisini göstermektedir  (p<0.0001). (Şekil 4.8). 

 

Şekil 4.8: Serebrumun SNpc bölgesinde bulunan DN’ların, TH immünohistokimyasal reaksiyonlarının 

Image J analizi sonrası gruplar arası istatistiksel değerlendirilmeleri sonucu elde edilen grafik 

görülmektedir. K grubuna göre Ç grubunda daha az ekspresyonun olması çözücünün toksik olabilecek 

etkinliğini göstermektedir. P grubunda TH reaksiyonunun oldukça düşmesi bu alandaki nöron sayısının da 

azalmasıyla ilişkili olup; P+M grubundaki ekspresyon da melatoninin nöronları ölüm yolağına girmekten 

koruduğunu göstermektedir  (*/**/***; p<0.0001). (K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, 

P+M; Parkinson+Melatonin grupları). 

4.5.2. α-Sinüklein İmmunohistokimya Analizleri 

Beyinde yanlış katlanan α-sinüklein proteinlerinin degrade edilememesi sonucu oluşan 

nörodejenerasyon, PH’nın tipik bulgularından biridir. MPTP ile oluşturulan deneysel PH 

modellerinde özellikle SNpc alanındaki nöronlarda α-sinüklein ekspresyonları net olarak 

görülmektedir (P; ok). Kontrol, çözücü ve melatonin gruplarında ekspresyonların 

gözlenmemesi beklenen bir durum olup; parkinson sonrası melatonin uygulanan grupta 

ise Parkinson grubuna göre daha az bir ekspresyon dikkati çekmektedir (P+M; ok)(Şekil 

4.9). 
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Şekil 4.9: Serebrumun SNpc bölgesinde α-sinüklein ekspresyonlarının gruplara göre dağılımı 

görülmektedir. Panelde P grubunda MPTP toksisitesine bağlı DN’larda gözlenen α-sinüklein 

immunoreaktivitesi sitoplazmik ve nükleerdir (ok). P+M grubunda daha az nöronda ekspresyonun olması 

dikkat çekicidir (ok). Skala bar 100µm’dir. (K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; 

Parkinson+Melatonin grupları, NK; Negatif kontrol) 

α-sinüklein ekspresyonunun MPTP ile ortaya çıkan toksik etkiye bağlı olarak arttığı 

görülmektedir. Yapılan istatistiksel analizlerde; α-sinüklein ekspresyonunun K grubu ile 

kıyaslandığında, P grubunda toksisite kaynaklı olarak arttığı (p<0.0001); P+M grubunda 

ise bu ekspresyon profilinin anlamlı olarak azaldığı görüldü (p<0.001) (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.10: Serebrumun SNpc bölgesinde bulunan α-sinüklein immünohistokimyasal reaksiyonlarının 

Image J analizi sonrası gruplar arası istatistiksel analizleri sonucu elde edilen grafik görülmektedir. K 

grubunda neredeyse hiç görülmeyen α-sinüklein agregasyonunun, P grubunda MPTP toksisitesiyle anlamlı 

şekilde arttığı görülmektedir (p<0.0001). P+M grubunda ise; toksisitenin melatonin etkisiyle azaldığı ve P 

grubuna göre daha az α-sinüklein ekspresyonu istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0.001). (K; Kontrol, Ç; 

Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin grupları).  

4.5.3. TLR4 İmmunohistokimya Analizleri 

PH patogenezinde mikrogliyal aktivasyonun temel kaynağı olan α-sinüklein 

agregasyonları ve toksisite maruziyetinin, nörogliyalarda TLR4 ekspresyonlarının artışına 

sebep olduğu ve bu artışın da mikroglial aktivasyona bağlı olarak ortaya çıkacak yanıtlar 

aracılı DN hasarına da ayrıca sebep olduğu bilinmektedir. Bu nedenle çalışmamızda TLR4 

immünohistokimyasal boyanmaları gerçekleştirildi ve ekspresyonlar Image J analizi ile 

değerlendirilip istatistiksel olarak yorumlandı  (Şekil 4.11).  

İmmünohistokimyasal boyanmalar sonucunda dopaminerjik nöronlarda TLR4 

ekspresyonu olduğu ancak PH oluşturulan grupta ekspresyonun ciddi olarak arttığı 

görüldü. Zurolo ve arkadaşları tarafından yapılan epilepsi çalışmasında, hastalardan alınan 

fokal kortikal displazi örneklerinde TLR4 immünohistokimyasal boyanması yapılmış ve 

kortikal nöronların sitoplazmalarında TLR4 ekspresyonunda artış olduğu görülmüştür 

(Zurolo ve ark., 2011). Bu durum çalışmamızın boyanma paternini destekler şekildedir. 
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Şekil 4.11: Serebrumun SNpc bölgesinde mikrogliyaların membranında lokalize olan TLR4 

immünohistokimyasal boyanmalarının gruplara göre dağılımı görülmektedir. K grubunda nadir olarak 

gözlenen TLR4 ekspresyonunun, P grubunda toksisiteyle birlikte mikrogliya membranında ve 

sitoplazmasında arttığı, P+M grubunda ise; melatoninin etkisi ile ekspresyonun azaldığı görülmektedir. Ok 

başları TLR4 ile işaretlenmiş mikrogliyaları, oklar ise; TLR4 ile işaretlenmiş DN’ları göstermektedir. Skala 

bar 100µm’dir. (K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin grupları, 

NK; Negatif kontrol) 

TLR4 immunohistokimya boyanmalarına ait Image J analizlerinde ekspresyonlar 

istatistiksel olarak değerlendirildi. K grubunda nadir gözlenen TLR4 ekspresyonunun, Ç 

grubunda etanolün toksik etkisiyle arttığı fakat istatistiksel olarak anlamlı olmadığı 

görüldü (p>0.05). P grubunda toksisiteyle birlikte mikrogliya sayısının artışına bağlı 

olarak TLR4 ekspresyonunun anlamlı olarak arttığı (p<0.0001), P+M grubunda ise; 

melatoninin etkisi ile aktif mikrogliya sayısının azalmasıyla ekspresyonunun da azaldığı 

görülmektedir (p<0.001) (Şekil 4.12). 
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Şekil 4.12: Serebrumun SNpc bölgesinde bulunan TLR4 immünohistokimyasal reaksiyonlarının Image J 

analizi sonrası gruplar arası istatistiksel değerlendirilmeleri sonucu elde edilen grafiktir. K grubuyla 

kıyaslandığında nadir olarak görülen TLR4 ekspresyonunun, P grubunda MPTP toksisitesiyle anlamlı 

şekilde arttığı görülmektedir (*). P+M grubunda ise; toksisitenin melatonin etkisiyle P grubuna göre anlamlı 

olarak azaldığı görülmektedir (**) (*/**; p<0.0001). (K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, 

P+M; Parkinson+Melatonin grupları) 

4.5.4. p65 İmmunohistokimya Analizleri 

Mikrogliyalarda varlığı bilinen TLR4’ün, inflamasyona bağlı yanıtları tetiklendiği 

bilgisinden yola çıkarak; yolağın sadece membranda sınırlı olup olmadığının 

değerlendirilmesi için, nükleer aktivasyonun da değerlendirilmesi için p65 

immünohistokimyasal reaksiyonları gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.13). K grubunda nadir 

gözlenen p65 ekspresyonunun, P grubunda mikrogliya aktivasyonuna bağlı sayısal 

artışıyla da doğru orantılı olarak arttığı (p<0.0001), P+M grubunda ise; P grubuna oranla 

melatoninin etkisi ile aktif mikrogliya sayısının ve buna bağlı olarak p65 ekspresyonunun 

azaldığı görülmektedir (p<0.05) (Şekil 4.14). 
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Şekil 4.13: Serebrumun SNpc bölgesinde mikrogliyalarda lokalize p65 immünohistokimyasal 

ekspresyonların gruplara göre dağılımı görülmektedir. K grubunda gözlenmeyen p65 ekspresyonunun, PH 

oluşturulan P grubunda toksisiteyle birlikte mikrogliyalarda arttığı, P+M grubunda ise; P grubuna oranla 

melatoninin etkisi ile ekspresyonun azaldığı görülmektedir. Oklar p65 ile işaretlenmiş mikrogliyaları 

göstermektedir. Skala bar 100µm’dir. (K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; 

Parkinson+Melatonin grupları, NK; Negatif kontrol) 

 

Şekil 4.14: Serebrumun SNpc bölgesinde bulunan p65 immünohistokimyasal reaksiyonlarının Image J 

analizi sonrası gruplar arası istatistiksel değerlendirilmeleri görülmektedir. p65 ekspresyonunun, P 

grubunda MPTP toksisitesine bağlı olarak anlamlı şekilde arttığı (*; p<0.0001); P+M grubunda ise; P 

grubuna oranla azaldığı (**; p<0.05) görülmektedir. (K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, 

P+M; Parkinson+Melatonin grupları) 
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4.6.Western Blot Bulguları 

PH patolojisiyle ortaya çıkabilecek nöroinflamasyon sitokin yanıtlarını 

tetikleyebileceğinden, serebrumda TNF-α ekspresyonlarının değerlendirilmesi planlandı. 

Amacımız; melatoninin bu mekanizmaya olan etkisinin yorumlanması olduğundan, 

gruplara ait ekspresyonlar beta aktine oranlanarak sonuçlar değerlendirildi. Her bir 

gruptan en az 6 hayvan olacak şekilde yapılan analizlerde; K,Ç ve M gruplarında TNF-α 

ekspresyonunun daha az olduğu görülürken; P grubunda ekspresyonun artışı dikkat 

çekiciydi. Bu durum; inflamatuvar yanıtın artışının bir göstergesidir. P+M grubunda ise P 

grubuna oranla TNF-α ekspresyonunun azalması, melatonin etkisiyle nöroinflamatuvar 

sitokin salınımının azaldığını düşündürmektedir (Şekil 4.15). 

 

Şekil 4.15: Beyin dokusunda TNF-α ve β-aktinin tüm gruplara ait western blot yöntemiyle elde edilen 

bantları görülmektedir. P grubunda görülen TNF-α ekspresyonunun K,Ç ve M gruplarındaki ekspresyonuna 

kıyasla P grubundaki artışı ve P+M grubundaki azalışı; TNF-α inflamatuvar yanıtlarının PH’da arttığını ve 

melatoninle de bu artışın kontrol altına alınabildiğini göstermektedir. (K; Kontrol, Ç; Çözücü, M; Melatonin, 

P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin grupları olarak kısaltılmıştır) 

Tüm örneklerin Image J analizi sonrası istatistiksel değerlendirmeler yapılmış ve TNF-α 

ekspresyonunun, MPTP ile PH modeli oluşturulan P grubunda anlamlı derece arttığı 

(p<0.0001); P+M grubunda ise bu ekspresyon yoğunluğunun anlamlı şekilde azaldığı 

görülmüştür (p<0.0001). Bu durum melatonin etkisiyle; P+M grubunda TNF-α 

yanıtlarının kontrol altına alınabildiğini düşündürmektedir (Şekil 4.16). 
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Şekil 4.16: Total beyin dokusunda yapılan western blot yöntemiyle elde edilen TNF-α ekspresyonlarını 

gösteren bantların β-aktine oranlanmasıyla elde edilen grafik gösterilmektedir. K grubunda gözlenen düşük 

TNF-α ekspresyonunun, P grubunda anlamlı şekilde arttığı (*), P+M grubunda ise anlamlı derecede düştüğü 

görülmektedir. Bu durum, nöroinflamatuvar yanıtın melatonin etkisiyle azaldığı göstermektedir. (K; 

Kontrol, Ç; Çözücü, M; Melatonin, P; Parkinson, P+M; Parkinson+Melatonin grupları olarak kısaltılmıştır) 
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5. TARTIŞMA 

Yaşa bağlı ortaya çıkan nörodejeneratif hastalıklar yaşam süresi uzadıkça artmaktadır. 

Alzheimer hastalığından sonra en yaygın görülen Parkinson hastalığı (PH), dopaminerjik 

nöron (DN) kaybıyla karakterize nörodejeneratif bir hastalıktır (Mulhearn, 1971; Dorsey 

ve ark., 2007; Tansey ve Goldberg, 2010). Hastalığın moleküler mekanizması 

bilinmemekle birlikte serbest radikallerin artışı, antioksidan sistemin azalışı, endoplazmik 

retikulum stresi, α-sinüklein agregasyonu, nöroinflamasyon, bazı çevresel faktörler ve 

genetik altyapı hastalığın temelini oluşturmaktadır (Corti ve ark., 2011; Klein ve 

Westenberger, 2012; Sidransky ve Lopez, 2012; Gautier ve ark., 2014; Niranjan, 2014; 

Bolner ve ark., 2016; Shephard ve ark., 2016). 

MPTP modeli, insana benzer en iyi yanıtı primatlarda verdiği için PH çalışmalarında 

tercih edilen bir modeldir. Ancak primat bakımının zorluğu nedeniyle çalışmalar 

kemirgenlerle yapılmaktadır (Bedard ve ark., 1986). Yapılan çalışmalarda, MPTP’nin 

sistemik verildikten sonra MPP+’ye dönüştüğü, dopamin taşıyıcısından girerek ROS 

oluşumunu indüklediği ve bazal gangliyonların SNpc alanında toksisite oluşturarak DN 

hasarına neden olduğu bilinmektedir (Schober, 2004; G. Anderson ve ark., 2007). Ortaya 

çıkan DN hasarı PH’nı taklit etmek açısından uygun bulunmuş ve literatürde birçok 

çalışmada tercih edilen bir model olmuştur. MPTP’nin oluşturduğu toksisite sonrası DN 

kaybına bağlı olarak mikrogliyaların da aktive olduğu gösterilmiştir (Fornai ve ark., 

2005). MPTP’nin deney hayvanlarına uygulanmasında en yaygın formu sistemik 

uygulamadır (subkutan, intravenöz, intraperitonel ve intramusküler). C57BL/6 fare ırkının 

sistemik MPTP uygulamasına diğer ırklardan daha duyarlı olduğu, DN’ların seçici hasar 

gördüğü bilinmektedir (Schober, 2004; Meredith ve Rademacher, 2011).  

Melatonin karanlıkta epifiz bezi tarafından sentezlenen bir hormondur (Esposito and 

Cuzzocrea 2010). Melatoninin çeşitli fizyolojik fonksiyonları ile epifiz ve retina dışında 

monositler ve makrofajlar dahil olmak üzere, çeşitli hücreler tarafından üretildiği ve 

inflamasyona karşı koruma yönünde etkin rol oynadığı çalışmalarda gösterilmiştir (Guney 

ve ark., 2007; Kang ve ark., 2010). Melatoninin PH modellerinde; korpus striatum ve 

hipokampusta lipid peroksidasyonunu inhibe ettiği (Acuna-Castroviejo ve ark., 1997), 
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SNpc’da DNA fragmantasyonunu önlediği ve oluşan oksidatif stresi azalttığı (Ortiz ve 

ark., 2001) bilinmektedir. DN’larda ortaya çıkan hasarda, melatoninin mitokondriyal 

komplekslerin indüksiyonu ile ATP üretimini artırdığı ve bu durumun da DN’ları kısmen 

koruduğu ve motor aktivite bozulmalarını engellediği bildirilmiştir (Martin ve ark., 2002). 

Ayrıca melatoninin ROS yolağını baskılayarak nöronları apoptozdan koruduğu da 

söylenmektedir (Jou ve ark., 2004; Kumar ve ark., 2013). 

MPTP ile 7 günlük subakut deneysel PH oluşturduğumuz çalışmamızda, deney sonunda 

hayvanlardan alınan kan örnekleriyle yaptığımız periferik kan yayma analizlerinde; 

sistemik toksisitenin neden olduğu inflamatuvar yanıt monosit, lenfosit ve nötrofil 

miktarıyla değerlendirilmiştir. Analiz sonucunda PH oluşturulan grupta inflamatuvar 

yanıtın yüksek olduğu, melatonin verilen grupta ise bu yanıtın azaldığı görülmüştür. 

Literatürde deneysel PH modellerinde periferik kan yayma parametresi kullanılan bir 

çalışmaya rastlanmamıştır.  Jiang ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada; erken ve geç evre 

PH bireylerden aldıkları kan örneklerinde biyokimyasal analizlerle inflamatuvar yanıtlar 

değerlendirmiş ve geç evre PH’larında erken evre hastalara göre monosit, lenfosit ve 

nötrofil sayısında artış olduğunu belirtmişlerdir (Jiang ve ark., 2019). İnsanlarda yapılan 

bu çalışma, PH ile artan sistemik inflamatuvar yanıt sonucumuzu destekler niteliktedir.  

Çalışmamızda, deneysel PH modellerinde hastalığın oluşup oluşmadığını test etmek 

amacıyla, lokomotor testler kullanılarak lokomotor aktivite, motor koordinasyon ve 

bradikinezi şiddetleri ölçülmüş, melatoninin Parkinson kaynaklı davranış bozuklukları 

üzerine etkisinin olup olmadığı saptanmaya çalışılmıştır. Yapılan çalışmalarda; MPTP 

modelinde rotarodda hayvanların kalış sürelerinin kısaldığı gösterilmiştir (Rozas ve ark., 

1998; Park ve ark., 2012). Fakat bizim çalışmamızda çubukların üzerinde kalış süreleri 

gruplararası kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı fark göstermemektedir. Son 

yıllarda yapılan çalışmalarda; rotarod testi, öğrenme testi olarak da kullanılmaktadır (M. 

J. Kim ve ark., 2019; Stachowicz ve ark., 2020). Bu durum çalışmamızda hayvanların 

alıştırma sürecinde platformu öğrendiği ve bu nedenle kalış sürelerinde anlamlı fark 

olmadığını düşündürmüştür. 

Deneysel PH modellerinde total lokomotor aktivite ortalamasının anlamlı şekilde azaldığı 

görülmüştür (Grieb ve ark., 2013; Yildirim ve ark., 2014; Ozsoy ve ark., 2015). 
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Çalışmamızda; P grubunda toplam lokomotor aktivite, ambulatuvar aktivite ve toplam 

mesafenin K grubuna göre azaldığı bulundu. P+M grubunda ise, total lokomotor aktivite, 

ambulatuvar hareket ve toplam mesafenin anlamlı olarak arttığı görüldü. 6-OHDA ile 

oluşturulan deneysel PH çalışmalarında melatonin uygulamasının diskineziyi azalttığı ve 

motor aktivite bozukluklarını düzelttiği gösterilmiştir (Yildirim ve ark., 2014; Ozsoy ve 

ark., 2015). Bradikineziyi belirleyen diğer bir test ise çubuk testidir (Ogawa ve ark., 1987). 

Yapılan PH çalışmalarında; deney hayvanlarının çubukta uzun süre dengede kalmaya 

çalıştıkları ve aşağı iniş süresinin uzadığı görülmektedir (Zhao ve ark., 2016; Lv ve ark., 

2019). Çalışmamızda; literatürü destekler şekilde P grubunda, hareketin başlamasında 

gecikme oluştuğu ve aşağıya iniş süresinde uzama olduğu gözlendi. Melatonin verilen 

grupta ise sürenin kısaldığı ve bradikinezinin anlamlı derecede azaldığı saptandı. 

Bulgularımız, deneysel PH modelinin başarılı bir şekilde oluşturulduğunu göstermektedir.  

Deneysel PH modeli oluşumunu destekleyen diğer bir bulgu tirozin hidroksilazla (TH) 

işaretlenmiş nöron sayısıdır. Birçok çalışmada TH immünohistokimyası ile MPTP 

toksisitesine bağlı olarak DN kaybı meydana geldiği ve deneysel PH modelinin oluştuğu 

gösterilmiştir (Mariucci ve ark., 2018; Campolo ve ark., 2019; Lv ve ark., 2019). 

Çalışmamızda gruplara ait TH immünohistokimasal boyanmaları literatürü destekler 

şekildedir. K grubunda SNpc bölgesinde yoğun olarak bulunan DN’lar TH ile 

işaretlenmiştir. Deneysel PH modeli oluşturulan P grubunda ise; DN sayısındaki azalmaya 

bağlı olarak TH ekspresyonunun düştüğü görüldü. Bu ekspresyon paterni de DN’ların 

ölüm yoluna girdiğinin bir göstergesidir. P+M grubunda ise; P grubuna kıyasla daha fazla 

hücrenin korunduğu, ekspre ettikleri TH reaksiyonlarıyla belirlenmiştir. Bu durum 

melatoninin DN hasarlanmasında nöronlara karşı koruyucu bir etki gösterdiğini kanıtlar 

niteliktedir. 

MPTP,  α-sinüklein proteininin yanlış katlanmalarında etkili olup agregasyona neden olur 

ve hücre içinde birikerek Lewy cisimciğini oluşturur (Breydo ve ark., 2012; Karampetsou 

ve ark., 2017). Ortaya çıkan nöroinflamatuvar koşullar altında aktive olan gliyal hücreler, 

nöronal hasarı ve nörodejenerasyonu indükleyen proinflamatuvar ve nörotoksik faktörleri 

serbest bırakmaktadırlar (Harry ve Kraft, 2008). Bu faktörlerin aktivasyonu ile DN hasarı 
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görülmekte ve PH belirtileri olan motor aktivite bozuklukları ortaya çıkmaktadır 

(Jankovic, 2008).  

Postmortem Parkinson hastaları ve hayvan PH modelleri üzerinde yapılan çalışmalar, 

nöroinflamasyon ve mikrogliyal aktivasyonun, PH patogenezinde önemli rol oynadığını 

göstermektedir (Tufekci ve ark., 2011).  

İnsanlarda interlökin-1 reseptörünün (IL-1R) homoloğu olan Toll-like reseptörler (TLRs);  

birçok patojene karşı doğal immün cevabın oluşmasını sağlayan bir grup transmembran 

protein ailesidir. Doğal immun sistem, patojenlerde ortak olan bir dizi moleküler yapıyı 

tanıyabilmekte ve savunmayı başlatabilmektedir (Buraczynska ve ark., 2009; Browne, 

2012). TLR4; mikrogliya membranında bulunan nörotoksik inflamatuvar sitokinlerin 

üretimini uyaran bir transmembran proteindir (Lehnardt ve ark., 2003; Olson ve Miller, 

2004). PH’da ortaya çıkan inflamatuvar yanıt; mikrogliyal aktivasyonun etkisiyle 

şiddetlenmekte ve çeşitli nörotrofik faktörlerin ekspresyonunu arttırmaktadır. Bu 

aktivasyon sırasında mikrogliyaların membranında lokalize olan TLR4 ve alt yolağındaki 

NF-κB nüklear p50 ve p65 ilişkili proinflamatuvar sitokinlerin artışı DN’ların 

hasarlanmasına ve bu nöronların geri dönüşü olmayan ölüm yolağına girmesine sebep 

olmaktadır. Bu mekanizma içerisinde α-sinüklein proteinlerinin yanlış katlanması ya da 

sitoplazmik inklüzyonlar oluşturmasının sebebi tam olarak bilinmemektedir. Alvarez-

Erviti ve arkadaşları in vitro çalışmalarında α-sinükleinin mikrogliyal aktivasyonu 

arttırdığını göstermişlerdir (Alvarez-Erviti ve ark., 2011). 

Noelker ve arkadaşları tarafından yapılan in vivo çalışmada; TLR4 geni susturulmuş, 2 

saat aralıklarla 4x30 mg/kg doz MPTP ile PH modeli oluşturulmuş 8-10 haftalık C57BL/6 

fareler ve diğer grup olarak yabanıl tip 2 saat aralıklarla 4x30 mg/kg doz MPTP ile PH 

modeli oluşturulmuş 8-10 haftalık C57BL/6 fareler kullanılmıştır. Bu çalışmada TH ve 

Iba-1 immünohistokimyası ile TLR4 aracılı mikrogliya aktivasyonu ve DN hasarı 

değerlendirilmiştir. Çalışmanın sonucunda; TLR4 geni susturulmuş farelerde mikrogliya 

aktivasyonunun azaldığı ve buna bağlı olarak DN kaybının azaldığı ve dolayısıyla DN 

canlılığın PH’da kısmen TLR4 aktivasyonuna bağlı olduğu gösterilmiştir (Noelker ve 

ark., 2013).  
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Mariucci ve arkadaşları tarafından yapılan in vivo çalışmada; TLR4 geni susturulmuş, 2 

saat aralıklarla 4x20 mg/kg doz MPTP ile PH modeli oluşturulmuş 6-8 haftalık C57BL/6 

fareler ve diğer grup olarak yabanıl tip 2 saat aralıklarla 4x20 mg/kg doz MPTP ile PH 

modeli oluşturulmuş 6-8 haftalık C57BL/6 fareler kullanılmıştır. TH ile yapılan DN 

tayininde TLR4 geni susturulmuş PH farelerin DN’larında yabanıl tip PH olan farelere 

göre kaybın daha az olduğu görülmüştür. Kontrol grubuna oranla Parkinson gruplarında 

α-sinüklein ekspresyonunun oldukça arttığı, Parkinson grupları birbirleriyle 

kıyaslandığında ise; TLR4 geni susturulmuş PH farelerin α-sinüklein ekspresyonunun 

daha fazla olduğu gösterilmiştir. DN’ların sitoplazmasında α-sinüklein birikiminin, 

mikrogliya membranında yer alan TLR4’ü aktive ederek DN hasarına neden olduğu bu 

çalışmayla ortaya konmuştur (Mariucci ve ark., 2018).  

Lv ve arkadaşları BV2 hücreleriyle yaptıkları in vitro PH modelinde, α-sinükleinin TLR4 

aracılı inflamasyona sebep olup mikrogliyal aktivasyonla proinflamatuvar sitokin 

salınımının arttığını göstermişlerdir (Lv ve ark., 2019). 

Campolo ve arkadaşları tarafından MPTP ile PH modeli oluşturulan in vivo çalışmada; 

TLR4 geni susturulmuş ve yabanıl tip olarak iki PH grubu oluşturulmuştur. PH 

gruplarında TH ekspresyonunun kontrole göre azaldığı görülmüş ve PH grupları arasında 

değerlendirildiğinde yabanıl tip PH farelerde ekspresyonun çok daha azaldığı 

gösterilmiştir. Yabanıl tip PH farelerde α-sinüklein ekspresyonun daha fazla olduğu ve 

TLR4 aracılı NF-κB/p65 aktivasyonu ile oluşan sitokin (IL-1B, iNOS,COX2) yanıtların 

arttığı western blot analizi ile gösterilmiştir (Campolo ve ark., 2019). Bu bilgilerden yola 

çıkarak çalışmamızda; TH’a ek olarak α-sinüklein, TLR4 ve NF-κB/p65 immünokimyası 

değerlendirilmiştir. İmmünohistokimyasal analizler sonucunda MPTP ile PH modeli 

oluşturulmuş gruba ait serebrumların SNpc alanındaki DN’larda  α-sinüklein 

ekspresyonunun arttığı görüldü. Melatonin verilen Parkinson grubunda ise bu boyanma 

şiddetinin oldukça azaldığı saptandı. TLR4 ekspresyonunun ise P grubuna ait beyin 

dokularının SNpc alanında yer alan mikroglialarda K grubuna oranla anlamlı derecede 

arttığı, P+M grubunda ise mikroglial TLR4 ekspresyonun azaldığı görüldü. Aynı alanda 

nüklear p65 ekspresyonun parkinsonda arttığı, melatoninle birlikte azaldığı saptandı. 
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Ping ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada; Parkinson hastalarının kan serumundan ELISA 

ve real time PCR yöntemi ile inflamatuvar yanıt değerlendirilmiş ve bu doğrultuda TLR2, 

TLR3, TLR4, TNF-α, MCP-1, IL-8 ve IL-10 miktarları ölçülmüştür. Çalışma sonucunda 

normal bireylerin kan serumuna oranla PH bireylerde inflamatuvar yanıt belirteçlerinin 

arttığı gösterilmiştir (Ping ve ark., 2019).  

Shao ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada; LPS toksisitesi oluşturulan Balb/c 

farelerde NF-κB aracılı inflamatuvar yanıt değerlendirilmiş ve melatonin verilen 

hayvanlarda toksisistenin baskılandığı ve inflamatuvar yanıtın azaldığı görülmüştür (Shao 

ve ark., 2015). Çalışmamızda; NF-κB ilişkili proinflamatuvar sitokin yanıtını 

değerlendirmek amacıyla total beyin dokusunda TNF-α ekspresyonu western blot 

analiziyle değerlendirilmiştir. Analiz sonucunda TNF-α pro-inflamatuvar sitokininin P 

grubunda K grubuna göre oldukça arttığı, P+M grubunda ise melatonin etkisiyle anlamlı 

derecede azaldığı gösterilmiştir. Tüm bu sonuçlar doğrultusunda melatoninin protektif 

etkisi ortaya konmuştur. 

Çalışmamız, MPTP ile oluşturulan deneysel PH modelinde, α-sinüklein proteinlerinin 

yanlış katlanmasıyla oluşan sitoplazmik inklüzyonların, mikrogliya membranında yer alan 

TLR4’ü aktive ederek inflamatuvar yanıtı şiddetlendirdiğini doğruladı ve bu yanıtta 

melatoninin inflamatuvar yanıtı TNF-üzerinden baskılayıcı bir rol üstlendiği gösterildi. 

Literatürde melatoninin PH’da TLR4 aracılı inflamatuvar yanıt üzerine etkisini gösteren 

bir yayının olmayışı çalışmamızı bu alanda yapılan ilk çalışma olma statüsüne 

taşımaktadır. Bu çalışmayla melatonin uygulamasının net bir şekilde; PH ile ortaya çıkan 

DN hasarının kısmen engellendiği, hasar sonucu ortaya çıkan nöroinflamasyonun TLR4 

ve TNF-aracılı baskılanabildiği gösterilmiştir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Yapılan bu çalışmada; MPTP ile deneysel PH oluşturulmuş 8-10 haftalık C57BL/6 

farelerde davranış analizlerine ek olarak; immünohistokimyasal analizlerle TH, 

sinüklein, TLR4 ve p65, western blot analizi ile TNF- lokalizasyon ve ekspresyonları 

değerlendirilmiş ve melatoninin PH’da inflamatuvar yanıta etkisi araştırılmıştır. 

Çalışmadan elde edilen bulgulara göre sonuçlar maddeler halinde özetlenmiştir: 

1. Çalışmamızda, MPTP verilerek oluşturulan deneysel Parkinson hastalığı 

modelinde meydana gelen lokomotor aktivite bozukluklarına melatoninin etkisi 

incelenmiş ve DN hasarına sabep olan nöroinflamasyonda anti-inflamatuvar etkisi 

olduğu görülmüştür.  

2. Melatonin Parkinson hastalığının belirtileri olan motor aktivite bozukluklarını 

düzeltici etki göstermiştir. 

3. Periferik kan yayması ile MPTP’nin oluşturduğu sistemik toksisite incelenmiş ve 

melatoninin oluşan sistemik inflamasyonu kanda değerlendirilen monosit, lenfosit 

ve nötrofil sayılarının yorumlanmasıyla baskılayabildiği gösterilmiştir.  

4.  Oluşturulan deneysel PH modelinde DN kaybını değerlendirmek için TH 

immunohistokimyası yapılmış ve melatonin etkisiyle DN’ların korunduğu 

gösterilmiştir. 

5. MPTP ile oluşturulmuş deneysel PH modelinde α-sinüklein agregasyonun varlığı 

tespit edilmiş ve inflamatuvar yanıta etkisi olup olmadığı tayin edilmiştir. 

Parkinson grubunda artan ekspresyonun melatonin etkisiyle azaldığı 

gösterilmiştir. 

6. Beyinde oluşan nöroinflamasyonun DN kaybına neden olan alt yolağı incelemek 

amacıyla mikrogliyaların membranında yer alan TLR4 ekspresyonunun Parkinson 

grubu artışına karşılık melatonin uygulamasıyla ekspresyonunun azaldığı 

saptanmıştır. 

7. NF-κB aktif formu nükleer p65 ekspresyonları değerlendirilmiş ve melatoninin bu 

yolaktaki etkisi incelenmiştir.  
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8. Nörotoksin ile aktive olan yolak inflamatuvar yanıtları tetikleyerek sitokinlerinden 

TNF-α  ekspresyonunu arttırmış ve melatonin uygulaması da bu yanıtları normale 

çevirmeye yani anti-inflamatuvar bir etki göstermeye çalışmıştır.  

Bu çalışmayla melatoninin nöroinflamatuvar yanıt üzerine koruyucu etkisi ile klinikte PH 

tedavisi gören birçok hastanın L-DOPA kullanımına ek uygulamalar getirilebileceği 

kanaatindeyiz. 
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