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miR-124’iin BEYIN GELISIMI UZERINE OLAN ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Keziban KORKMAZ BAYRAMOV

Erciyes Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii
Doktora Tezi, Mart 2019
Damisman: Prof. Dr. Yusuf OZKUL
OZET

Memeli viicudunun biiyiikliigiinii dogum Oncesi ve dogum sonrasi donemlerde farkl
sekillerde diizenlenen genetik ve epigenetik mekanizmalar belirlemektedir. miR-124 hem
gelismekte olan hem de olgun beyindeki prondronal rolii ile iyi taninan ve beyinde,
ozellikle de hipokampuste bol bulunarak belirli genlerin ifadesini dogrudan etkileyebilen
epigenetik bir faktordiir. Evrimsel siiregte dizisinin ve ekspresyon paterninin korunmus
olmas1 Merkezi Sinir Sistemi (MSS) gelisiminde kritik 6neme sahip olduguna isaret etse

de miR-124'liin néronal gelisimdeki rolii tam olarak agiklanamamaktadir.

Calismamizda Balb/c 1rki farelerin postnatal ¢alisma kapsaminda miR-124-3p
mikroenjeksiyonu sonucunda (miR-124*) diinyaya gelen yavrularin 120 giin boyunca
haftalik yem tiiketimleri ve kilo takipleri yapilmais, 2 aylik olduklarinda agik alan, delikli
tahta, yeni nesne tanima, Y labirent, kuyruktan asma, sosyal alan, bilye gdmme ve koku
deneyi gibi davranis deneyleri uygulanmistir. Prenatal ¢alisma kapsaminda ise 19,5
giinliik embriyodan hipokampus ¢ikarilip hem RNA izole edilmis hem de kiiltiirii yapilip
Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) uygulanan (EGF(+)) ve uygulanmayan (EGF(-))
gruplara ayrilarak NS (NS) elde edilmistir. NS’in say1 ve alan dl¢limleri yapildiktan sonra
RNA izole edilmistir. Béylece hem hipokampus hem de EGF (+) ve EGF (-) NS’de So0x8,

Sox9, Sox10, Dcx ve Neurodl mRNA ekspresyon seviyeleri aragtirilmustir.

Sox8 ekspresyonu hipokampuste miR-124* disilerde arttigi miR-124* erkekte ise azaldigi
saptanirken, miR-124* erkegin NS’inde EGF (-) iken artmis ancak EGF (+) iken
degismedigi saptanmustir. SOX9 ekspresyonu hipokampuste miR-124* erkekde artarken,
miR-124* diside azalmistir, NS’de ise EGF (-) iken kontrole kiyasla miR-124* diside
ekspresyon seviyesi degismezken, mMiR-124* erkekde azalmistir. Sox10 ekspresyon
seviyesi hipokampuste miR-124* erkekde kontrol erkeklerden (p<0,05) ve miR-124*
disiden (p<0,05) daha yiiksek bulunmustur, NS’de ise hem EGF (-) hem de EGF (+) iken
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kontrol disiye kiyasla miR-124* diside Sox10 ekspresyon seviyesi azalirken, miR-124*
erkeklerde EGF (-) iken degismemis, EGF (+) iken azalmistir. Dcx ekspresyonu miR-
124* diside artmisken miR-124* erkekde azalmistir, NS’de ise miR-124* diside EGF (-)
iken degismezken, EGF (+) iken azalmistir ancak miR-124* erkekde EGF (-) ve EGF (+)
iken degismemistir. Neurodl ekspresyonu miR-124* diside ve miR-124* erkekde
artmistir, NS’de ise miR-124* diside EGF (-) iken azalirken, EGF (+) iken degismemistir,
miR-124* erkekde ise EGF (-) iken Neurodl ekspresyonu artarken EGF (+) iken

azalmistir.

Bu c¢alisma ile miR-124-3p’nin doéllenmis yumurtaya mikroenjekte edilmesi sonucu
olusan epigenetik bir modifikasyonun (paramutasyon) varligi Balb/c farelerde ilk kez
ispatlanmistir.  Saptanan  viicut  biiylikliigii kalittmi  Mendel genetigi ile
aciklanamamaktadir. Bu ¢aligsma, alternatif bir model olarak mir-RNA aracili epigenetik

modifikasyon modelini 6nermektedir.

Anahtar Kelimeler: miR-124-3p; beyin; davranis deneyleri; norosfer; hipokampus;

MRNA ekspresyonu
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INVESTIGATION of the EFFECT of miR-124 on BRAIN DEVELOPMENT
Keziban KORKMAZ BAYRAMOV

Erciyes University, Institute of Health Sciences
PhD. Thesis, Mart 2019
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf OZKUL
ABSTRACT

The size of the mammalian body is determined by genetic and epigenetic mechanisms via
different pathways during the prenatal and postnatal periods. miR-124 is one of the
epigenetic tools affecting expression of specific genes is well recognized for proneuronal
role in the brain and found to be in abundance in the brain, especially in the hippocampus.
Although the conservation of the sequence and expression pattern in the evolutionary
process indicates that it is critical function in the development of the central nervous

system, the role of miR-124 in neuronal development is fully elucidated.

In the present work, within the postnatal study of the Balb/c mice offspring born after
miR-124-3p microinjection (miR-124*), weekly feed consumption and weight tracking
of the offspring for 120 days and at 2-month-old behavioural experiments such as open
field, hole-board, novel object, Y maze, tail suspension, social field, marble burying and

odour test were performed.

Within the prenatal study, hippocampus was removed from 19.5 days old embryos which
were cultured and used for RNA isolation. Neurosphere (NS) was obtained from this
culture which were divided into epidermal growth factor (EGF) applied (EGF (+)) and
non- applied (EGF (-)) groups. After the counting and area measurements of NS RNA
isolation were performed. Thus, expression levels of Sox8, Sox9, Sox10, Dcx and Neurodl
MRNA were investigated in both hippocampus and EGF (+) and EGF (-) NS.

While the Sox8 expression increased in miR-124* females hippocampus, it was found to
be decreased in miR-124* males, whereas in NS of miR-124* male it increased in EGF
(-) but not in EGF (+) group. Sox9 expression in the hippocampus was increased in miR-
124* males, decreased in miR-124* females, whereas in NS from EGF (-) group it was
decreased in miR-124* M, while the expression level in miR-124* females did not change
in comparison with control. Sox10 expression was higher in the hippocampus than the

control male (p<0.05) and miR-124* females (p<0.05), in miR-124* males, whereas in
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NS both EGF (-) and EGF (+) group Sox10 expression level was decreased in miR-124*
F compared to control female, while it was not different in miR-124* males NS from EGF
(-) it was decreased in EGF (+) group. While Dcx expression was increased in miR-124*
females, it was decreased in miR-124* M, while in miR-124* females NS EGF (-) group
it was not changed, in EGF (+) it was decreased, and in miR-124* males EGF (-) and
EGF (+) it was not changed. Expression of Neurodl was increased in miR-124* females
and miR-124* males, whereas in NS it decreased in EGF (-) in miR-124* females, but
not in EGF (+), in miR-124* males NS EGF (-) it was increased but in EGF (+) was
decreased.

In this study, the existence of an epigenetic modification (paramutation) as a result of
microinjection of miR-124-3p into the fertilized egg demonstrated for the first time in
Balb/c mice. Increased body size heritability cannot be explained by Mendelian genetics.
This study suggests an alternative model of mirRNA-mediated epigenetic modification.

Keywords: miR-124-3p; brain; behavioural experiments; neurosphere; hippocampus;

MRNA expression
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1.  GIRIS ve AMAC

Deoksiriboniikleik Asit (DNA) dizisinde degisiklik olmadig1 halde kalitsal fenotipte
olusan degisiklikleri ifade eden epigenetik terimi (1) modern anlami ile DNA dizisinde
herhangi bir degisiklik olmaksizin gen ifadesini dogrudan etkileyen degisikliklerin
incelenmesini ifade etmektedir (2). Epigenetik mekanizmalar transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel ve/veya translasyonel ve post-translasyonel seviyede degisimler ile bir
genin aktivitesini degistirebilirler. Post-transkripsiyonel mekanizmalardan olan mikro
RNA’lar (miRNA), kiigiik kodlanmayan RNA'larin en iyi karakterize olmus alt tipini
olustururlar (3). DNA’dan transkribe olup, translasyona ugramayan ve protein sentezinde
diger genlerin fonksiyonlarini diizenleyen miRNA’lar, tek-iplikli RNA’larin bir formudur
ve 18 ile 25 niikleotid uzunlugundadir. Ozetle miRNA’lar proteine kodlanan diger
genlerin ifadesini diizenleyen genlerdir. miRNA'lar gelisim, protein salinimi ve gen

diizenlenmesinde kritik 6neme sahiptir (4).

Transgenik fareler tiretmek i¢in en yaygin olarak kullanilan teknik olan mikroenjeksiyon
yontemi, insan hastaliklarinin hayvan modellerini olusturmak i¢in kullanilan ¢ok gii¢lii
bir yontemdir (5). Bu yontemde, genetik materyal (DNA, total RNA, miRNA vb.)
dollenmis bir yumurtanin proniikleusuna fiziksel olarak mikroenjekte edilir. Enjekte
edilen embriyolar daha sonra yalanci gebelik hissi yasayan annelerin oviduktlarina
transfer edilir. Bu tasiyici anneler maniple edilmis yavrulari diinyaya getirirler (5, 6).
Kiiciikk RNA'larin kullanildigr mikroenjeksiyon deneyleri, kiicik RNA'nin yeni nesile
ebeveyn etkilerini tasiyabilecegine dair ikna edici kanitlar saglamistir. Herhangi bir
kiiclik RNA tiiriiniin mikroenjeksiyonu, bir sekilde metabolizmay1 etkileyebilmektedir
(3). Yaklasik 20 niikleotid uzunlugundaki kiigiik bir RNA molekiilii olan miR-124’{in
mikroenjeksiyonu sonucunda hem prenatal hem postnatal donemde daha iri fenotipe
sahip farelerin olustugunu goézlemleyen Minoo Rassoulzadegan ve ekibi yaptiklar

calisma ile kiiciik RNA’larin 6nemini ortaya koymuslardir (7). Farelerde olusan bu iri



fenotipin hangi molekiiller mekanizmalar1 etkiledigi merak ederek Minoo

Rassoulzadegan’in yonlendirmesi ile bu tez ¢alismasi planlanmustir.

mMiR-124, hem gelismekte olan hem de olgun beyindeki prondronal rolii ile iyi taninan ve
(8) 6zellikle de hipokampuste en bol bulunan mikro RNA’dir (9). Evrimsel siiregte miR-
124°{in sekansinin ve ekspresyon paterninin korunmus olmasi MSS gelisiminde kritik
oneme sahip oldugunu ortaya koymaktadir (10). Ancak, buna ragmen miR-124'lin
noronal gelisimdeki islevleri tartigmali bir konudur (11). Bu tartismali konuyu
aydinlatabilmek adina bu tez ¢alismasinda oncelikli olarak beyinin hangi kismi tizerinde
calismamiz gerektigine karar verildi. Daha Once yaptigimiz c¢aligma ile miR-124-3p
ekspresyonunun hipokampuste yiiksek oldugunu tespit etmemiz (9) sebebiyle
hipokampus ile ¢aligma karar1 aldik. Bir biiyiime faktorii olan EGF kullaniminin daha iri
fenotipe yol acan molekiiler mekanizma ile ilgili bilgi verici olacagimi diisiinerek

hipokampusten primer hiicre kiiltiirii olusturmay1 hedefledik.

Farelerde hipokampusun E17,5. giinde gelismeye baslayip E19,5. giinde gelisimini
tamamladig1 bilgisinden yola ¢ikarak miR-124* embriyolardan E19,5. giinde
hipokampus dokusu ¢ikarilmistir. miR-124-3p mikroenjekte embriyolarda hipokampus
dokusunun kendi dogasindaki ekspresyon profilini gérmek i¢in direk hipokampus
dokusundan RNA izole edilmistir. Hipokampus dokusunun EGF ile muamele edilmesi
sonucu olusacak ekspresyon profilini 6l¢mek i¢in de hipokampusten primer hiicre kiiltiirti
yapilarak NS (3 boyutlu sekilde biiyliylip gelisebilen yap1) elde edilmistir. miR-124-3p
mikroenjeksiyonun NS gelisimine etkisi olup olmadigini aragtirmak i¢in hem NS’ler
sayllmis hem de NS’lerin alanlari dlciilmiistiir. Ozetle, miR-124* embriyolarm hem
hipokampus dokularinda hem de hipokampus kokenli NS’lerinde Sox ailesi genlerinden
Sex Determining Region Y (SRY)- box 8 (Sox8), SRY- box 9 (Sox9), SRY- box 10
(Sox10), Doublecortin (Dcx) ve Neurogenic differentiation 1 (Neurodl) mesajct

riboniikleik asit (mRNA) ekspresyon seviyeleri aragtirilmistir.

miR-124-3p mikroenjeksiyonu sonucu postnatal donemde daha iri fenotipte fareler elde
edilip edemeyecegimizi gozlemlemek i¢in mikroenjeksiyondan sonra dogan farelerin 21.
giinden 120. giine kadar haftalik olarak agirliklari takip edilmistir. Bu farelerin iri fenotipe
sahip olmalar1 yaninda macera arayisi iginde olan fareler olduklarini da diisiinmemiz
sebebiyle davraniglarint da Olgmek istedik. Kilo takibi yaptigimiz fareler 2 aylik

olduklarinda, agik alan, delikli tahta, yeni nesne tanima, Y labirent, kuyruktan asma,



sosyal alan, bilye gomme ve koku deneyi gibi davranis deneyleri uygulanmistir. Ayrica,
miR-124- 3p mikroenjeksiyonu sonucu olusan iri fenotipin farelerin tiikettikleri yem
miktarina bagli olarak olusup olusmadigini tespit etmek i¢in tiiketilen gilinliik yem miktar1

da takip edilmistir. Calismanin tasarimi ve adim adim basamaklar1 Sekil 1°de verilmistir.

miR-124 mikroenjekte edilmis (paramutant/miR-124*) fareler hem prenatal hem
postnatal donemde daha iridir ve davranig olarak da kontrollerinden belirgin sekilde farkli
davranan davranmaktadir. Bu tez calismasi ile bu duruma neden olan molekiiler

mekanizmay1 aydinlatmay1 amaglamaktayiz.

miR-124-3p
Prenatal ] mikroenjeksyonu [ Postnatal ]

[ 19,5. giin embriyo hipokampusunun ¢ikarilmasi ] Kilo Takibi Davranig Deneyleri
(60. giinden
( (2{'7112())' baslayarak) ve
iinler P -
Primer Hiicre Kiiltiirii g Yem Tiiketim Takibi
f Kiiltiire EGF ] :
L Uygulanmasi ) RNA Izolasyonu
-
Noroster Norosfer
5 Alanlarinin
sy Hesaplanmasi

Sox8, Sox9, Sox10, Dex
ve Neurodl genlerinin
Ekspresyon Analizi
> <
'>[ Istatistiksel Analiz ]< )

[ Verilerin ve Parametreler arasi iliskilerin yorumlanmasi ]

Sekil 1. Calismanin Tasarimi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. EPIGENETIK

Son yirmi yilda genetik alaninda yasanan gelismeler sayesinde bir zamanlar hayal gibi
kabul goren gelismelerin ¢ogunun giinlimiizde kolaylikla uygulanabilir oldugunu
gormekteyiz. Bildigimiz genetik ¢oziimlemelerin Otesine gegebilen ve yepyeni bir
caligma alan1 meydana getiren epigenetik son yillarda gizemi ¢oziilmeye baslayan yeni

mekanizmalariyla birlikte birgok molekiiler biyologun ilgi odagi olmustur (1).

‘Epigenetik’ terimi DNA dizisinde degisiklik olmadig1 halde kalitsal fenotipte olusan
degisiklikleri ifade etmektedir (1). Modern anlamda ‘Epigenetik’ DNA dizisinde
herhangi bir degisiklik olmaksizin gen ifadesini dogrudan etkileyen degisikliklerin
incelenmesi anlamima gelmektedir (2). Genlerin ne kadar siire, ne zaman ve nerede
calisacagin1  belirleyen epigenctik mekanizmalar (1) transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel ve/veya translasyonel ve post-translasyonel seviyede degisimler ile bir

genin aktivitesini degistirebilirler (12).

Epigenetigin tarihgesi evrim ve gelisimsel biyolojiyi kapsayan ¢alismalar ile baglantilidir.
Ancak son 50 yil boyunca, "epigenetik" teriminin anlami, 6karyotlarda gen ifadesinin
diizenlenmesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalara iligkin artan bilgilerimize
paralel bir sekilde evrim gecirmistir (13). Bir organizmanin tiim somatik hiicrelerinde
aynt DNA dizisi var olmasina ragmen gen ifadesi farkli hiicre tiirleri arasinda biiyiik
farkliliklar gostermektedir. DNA dizisindeki degisimler ile agiklanamayan genin
fonksiyonundaki mitotik ve/veya mayotik bu kalitsal degisiklikler epigenetigin tanimini
olusturmaktadir (13). Ozetle; ‘Epigenetik’ niikleik asit dizisinde degisiklik olmaksizin
transkripsiyonel aktiviteyi etkileyebilen DNA molekiili ve onunla iligkili histon
modifikasyonlaridir (14). Bu tanimdan yola ¢ikildiginda, belirli bir DNA'nin niikleotid
diziliminde herhangi bir degisiklik yapmadan kromatin yapisinda 6nemli degisiklikler
yapabilen DNA, DNA’ya baglanan proteinler ve histon modifikasyonlarini epigenetigin

calisma alanimni olusturmaktadir (12).



‘Epigenetik’ terimi, genomik damgalama ve paramutasyon gibi bir¢cok fenomeni
kapsamaktadir (1) ilk olarak bitkilerde tanimlanan ve bir genin bir allelinde meydana
gelen genetik degisikligin normal alleli kalitimsal olarak etkilemesi olarak tanimlanan
‘Paramutasyon’ yani susturma islemi bitkilerde bildirilenden farkli olarak, farelerde lokus
transkripsiyonunun epigenetik artigi olarak tanimlanmustir (6, 7, 15-18). Burada dikkat
ceken durum ise paramutant allel ve iliskili fenotipin, sonraki nesillere gecebilmesidir ki

bu durum epigenetik kalitim olarak adlandirilmaktadir (12, 15).
2.1.1. EPIGENETIGIN TARIHCESI

Gelisimsel biyolog olan Conrad Waddington ‘epigenetik; gelisim sirasinda genotipin
fenotipi nasil meydana getirdigini inceleyen bilim dalidir’ diyerek 1940’1 yillarin
baslarinda ilk kez Epigenetik terimini kullanmis olmustur (19). Conrad’in bu hipotezine
molekiiler mekanizma olarak Holliday ve Pogh 1970’li yillarin baginda sitozin-guanin
diniikleotitlerinin (CpG) metilasyonunu kapsayan DNA modifikasyonlarini 6nermislerdir

(13, 20).

1990’larda epigenetik soyle tanimlanmistir; DNA metilasyonu ve kromatin yeniden
diizenlemesini ig¢ine alan, DNA dizisinde bir degisiklik olmaksizin olusan gen
ifadesindeki kalitsal degisikliklere epigenetik denir. Daha yiiksek diizeyde kromatin
katlama diizeni ve ¢ekirdeksel matrikse baglanma, niikleozomlar etrafindaki DNA
paketlenmesi, histon kuyruklarinin kovalent modifikasyonlar1 (asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, ubikutinasyon) ve DNA metilasyonunu igeren kromatin etkileri”nin

caligsmasi olarak ‘epigenomik’ terimi tiiretilmistir (1).
2.1.1. EPIGENETIK DEGIiSIiKLiKLER

Epigenetik degisiklikler, ¢ok hiicreli bir organizmada her hiicre tiiriiniin varhigi ve bir
sonraki hiicrelere bilgi tagimasi icin gerekli kendilerine 6zgili genlerin, farkli yetiskin
hiicrelerde ifade olmasini saglar. Epigenetik modifikasyonlar genellikle organizmanin
omrii boyunca gerceklesir; Bununla birlikte, bu degisiklikler germ hiicrelerinde ortaya
cikarsa bir sonraki nesle aktarilabilir Paramutasyon, bookmarking, imprinting, gen
susturulmasi, X kromozom inaktivasyonu, yeniden programlama, maternal ozellikler,
kanserojen siiregler, teratojenik etkiler, histon modifikasyonlarinin diizenlenmesinin
epigenetik siirecleri icerdigi bilinmektedir. Ug biiyiik epigenetik modifikasyon
mekanizmasi; DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve mikroRNA (miRNA)’lardir
(12).



2.1.2.1. DNA METIiLASYONU

DNA diizeyindeki modifikasyonlarin en ¢ok galisilani, bilineni ve islevsel olani olarak
kabul goren DNA metilasyonu (21), ilk olarak 1948 yilinda tanimlanmistir ve memeli

genomunda rastlanan epigenetik olaylarinin en yayginidir (22).

DNA sentezlendikten sonra DNA bazlaria metil gruplarinin (-CH3) baglanmasi olarak
tanimlanan (1) DNA metilasyonunun etkileri hala tam olarak anlagilamamis olmasina
ragmen (21), gen ifadesi ve kromatin organizasyonunda 6nemli rolii olan bir epigenetik
degisikliktir (1). Ayrica, hiicre dongiisiinii kapsayan siire¢ boyunca spesifik hiicrelerin
0zel bir epigenetik hafizasi olarak islev goriir, histonlarin aktivitesini ve ifadesini de

diizenleyebilir (12).

Yiiksek kararliliga sahip olan DNA metillenmesi (12), enzimatik bir degisimdir; DNMT1,
DNMT3a ve DNMT?3b gibi DNA metil transferaz enzimleri araciligi ile gerceklesir (22)

ve bu siiregte sitozinler (C) 5’-metil sitozine dontisiir (12, 14).

Hiicrelerin iginde S-adenosil metiyonin (SAM) 6nemli bir metil grubu vericisidir (12, 15).
DNA metilasyonu; SAM’daki metil grubunun, guaninden (G) 6nce bulunan sitozine (C)
transferi ile katalizlenir ve boylece 5-metil sitozin (5SmC) olusur (Sekil 2). A, T, G, C’den
sonra besinci baz olarak adlandirilan 5mC’in olusumu kovalent kimyasal bir degisikliktir
(15, 22). Sekil 2’de ozetlendigi gibi; DNA metiltransferazlarin (DNMT1, 3a ya da 3b)
araciligi ile sitozinin besinci karbonuna SAM’daki bir metil grubunun (-CH3) transferi
sonucu 5-metilsitozin olusmaktadir (14). DNA metiltransferazlar1 aktive eden SAM
artig;, hipermetilasyonu tetikler. Metiltransferazlarin etkisiyle SAM’dan S-adenozil
homosistein (SAH) olusur. SAM/SAH orani metilasyon durumunun metabolik gostergesi

olup metilasyon potansiyeli olarak da ifade edilmektedir (22).
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Sekil 2. DNA metilasyon mekanizmasi.

Folatlar, B grubu vitaminler ve kolinler (beslenmede gerekli olan renksiz bazik madde)
metil grubu vericileridir (22). Bu sebeple folik asit ve B12, re-metilasyonda pasif ve aktif
mekanizmalar yoluyla de-metillenmis SAM’in ¢ekiciliginde belirleyici rol oynamaktadir.
Bir dizi ¢alisma, bu etkili faktoérlerin DNA metilasyon kaliplarii degistirerek gen
ekspresyon diizeyinde farkliliklara yol agtigini1 géstermistir. Arastirmalar ayrica, yasamin
ilk yillarindaki beslenme durumunun, yetiskinlikte DNA metilasyon Oriintiisiinii ve gen
ekspresyon diizeylerini etkileyebildigini dogrulamistir. Ayrica sitozin tortularindaki CpG
dizilerinin metilasyon paternleri kalitsal olabilir, dokuya ve tiire 6zgii 6zellikler olarak
hareket edebilir. Insanda CpG dizisi tastyan DNA'nin %70-80'inin genellikle metile,
metilasyon ve ekspresyon seviyeleri arasindaki iliskinin ise cis ve trans oldugu rapor
edilmistir. Tamamen ¢ok etkileyici bir epigenetik ajan olan DNA metilasyonu,
mutasyonlarin gelisimine, DNA'min hatasiz ve dayanikli olmasina, gen ifadelerinde ve

kromatin modifikasyonlarinda farkliliga sebep olabilir (12).

Cogu hayvan ve bitkinin DNA’s1, genellikle sitozin olmak {izere, metillenmis bazlar
icerir. Metilenmis bir 6karyot DNA’sinda bulunan sitozin bazlarinin yaklasik %5°1 metil
gruplarina sahiptir (1). CpG diniikleotidlerin ¢ogunlugu genomda kodlanmayan ve
tekrarlayan bolgelerde yogunluktadir ve agir metile durumdadir. Buna karsilik, CpG
diniikleotidleri bakimindan yogun genin promotdr bolgesini kapsayan merkezi bolgeler
normal olarak metille degildir. Ancak dokuya 6zgili genleri, imprinted genleri ve X
kromozomunun inaktivasyonuna sebep olan genleri kapsayan istisnalar da vardir. (14).
Ozetle; inaktif durumda olan memeli X kromozomlarindaki gibi, inaktif DNA, aktif
sekilde transkripsiyon geciren DNA ile karsilastirildigi zaman bazi istisnalar olmasina

ragmen, genellikle inaktif DNA’da ¢ok fazla oranda metillenme oldugu tespit edilmistir.



Farkli dokularda yer alan ayn1 genlerin karsilastirilmasi, bu genlerin ifade edilmedikleri

hiicrelerde, genelde daha yogun bir bicimde metillendiklerini gostermektedir (1).

Kanserde ise bu motif degisir; genetik kararsizliga sebep olan sitozinlerde metilasyon
kaybolurken promotor bolgesindeki CpG adaciklarinda anormal gen sessizlesmesine yol
acan hipermetlasyon s6z konusudur (Sekil 3). Ayrica enhanser bdlge gibi promotor
bolgesi disinda olusan DNA metilasyonu kodlanan genin yani sira kodlanmayan

RNA'larin diizenlenmesinde 6nemli bir faktordiir (14).

Active genes Silenced genes
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Sekil 3. Promotdr bolgesinde metile ve unmetile durum. Promotér bolgesindeki CpG

adaciklarinin unmetile olusu geni aktif kilarken, metile olusu geni sessizlestirir.

2.1.2.2. HISTON DEGIiSIMLERIi

Okaryotlarda DNA nin paketlenmesinden sorumlu olan histon proteinleri, yiiksek oranda
pozitif yiiklii amino asit (lizin ve arjinin) igerdikleri i¢in negatif yiikli DNA’ya sikica
baglanirlar (23). DNA’dan sadece DNA’nin kendini eslemesi sirasinda gegici olarak

ayrilip transkripsiyon sirasinda DNA ile birlikte kalirlar (24).

Kromatin yap1 ve fonksiyonunu degistirdigi i¢in gen ifadesini degistiren epigenetik
diizenleyiciler olarak bilinen histon degisimleri (12, 22) bir diger kapsamli sekilde
incelenmis epigenetik damgalamay1 olusturmaktadir (14). Asetile, metile, fosforile ve
ubikutine eden bir dizi histon modifiye edici enzim vardir, histonlar ve bu eylemlerin
kombinasyonu kromatinin yapisini transkripsiyonel olarak aktif (6kromatin) ya da inaktif
(heterokromatin) olarak degistirmektedir. Histon asetiltransferazlar (HAT'ler), histon
kuyruklarindaki lizin amino asitini asetilleyerek transkripsiyonu aktive ederler. Ancak bu
geri doniistimlii bir siirectir. Histon deasetilazlar (HDAC) ise asetil grubunu ¢ikararak

transkripsiyonu baskilarlar. Bunlara ek olarak, histone mono-, di- veya trimetilasyon,



histon fosforilasyonu ve histon ubikitasyonu,kromatin  diizenlemesinin  ve
transkripsiyonel diizenleme dahil epigenetik siireclerin genis bir yelpazesinin daha ileri

seviyeye ulasmasini saglar (14).
2.1.2.3. NON-HiSTON DEGIiSIKLiKLERIi

Kalitimin diger non-histon mekanizmasi yapisal kalitimdir. Deneysel olarak degisen
hiicresel kaliplari, hiicrelerin sonraki nesline tasinmaktadir ve mevcut yapilar yeni yapilar

icin sablon olarak gorev aldig1 goriilmektedir (12).

Non-histon degistiriciler olarak bilinen bir grup molekiil, genlerin aktivitesini (dogrudan
veya dolayli olarak) etkilemek icin gerekli RNA transkriptleridir. Cok sayida biyolojik
aktiviteye aracilik eden kodlamayan RNA'lar bu gruba dahildir (12).

2.1.2.3.1. MikroRNA’lar

miRNA’lar, kiigiik kodlanmayan RNA'larin en iyi karakterize olmus alt tipidir (3).
Kiictik, tek-iplikli RNA’larin bir formu olan miRNA’lar 18 ile 25 niikleotid
uzunlugundadir. DNA’dan transkribe olurlar, translasyona ugramazlar ve protein
sentezinde diger genlerin fonksiyonlarini diizenlerler. Dolayis1 ile miRNA’lar proteine
kodlanan diger genleri modiile eden genlerdir. insan genomunda tanimlanan ve yeni
kabul goren binlerce genin yam sira transfer RNA'lar1 (tRNA), ribozomal RNA'lar1
(rRNA'lar) ve kii¢iik niikleolar RNA'lar1 (snoRNA'lar), kodlayan genler diisiiniildiigiinde
genomun yaklasik % 95'inin kodlanmayan DNA'dan olusmaktadir. Bu dizilerdeki
degisiklikler siklikla klinik ve ¢evresel malfonksiyonlar ile iligkilidir. Bu kodlanmayan
dizilerin bazilar1 RNA interferans (RNAi) benzeri mekanizmalar yoluyla RNA-aracili
gen sessizlesmesinden sorumludur. Genlerin potansiyel olarak 6nemli bir smifini
olusturan miRNA'lar agik okuma ¢ercevesinden dnemli 6l¢iide yoksundurlar ve son iiriin
olarak RNA'ya kodlandiklar1 goriiliir. Bu miRNA'lar gelisim, protein salinimi ve gen
diizenlenmesinde kritik oneme sahiptir. Bunlardan bazilar1 dogal olarak antisense RNA'y1
olustururken digerleri daha karmagik bir yapiya sahiptirler. Bu miRNA'larin bozuklugu

hastaliklarin anlagilmasini saglar (4).
2.1.2.3.1.1. intergenik miRNA’lar

Kigiik, tek-iplikli miRNA’lar, proteine kodlanacak hedef mRNA transkriptinin ters
komplementeridir. Bu miRNA'lar hedef protein kodlayan genin ifade olmasini inhibe

edebilirler. miRNA'lar ilk olarak C. elegans'da 18-23 nt uzunlugunda ve hedef
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transkriptin 3' translasyona ugramayan bolgesine (UTR) komplementer olan lin-4 (25) ve
let-7 (26) gibi RNA molekiilleri olarak gézlenmistir. Sonug olarak solucanin gelisimi bu
RNA'lar ile diizenlenmistir. Akabinde miRNA'larin solucanlardan sineklere ve insana

kadar ¢ok c¢esitli organizmalarda bulundugu tespit edilmistir (4, 27).

miRNA'larin DNA'dan transkribe oldugu, translasyona ugramadigi fakat diger genlerin
ekspresyonunu regiile ettigi diisiiniilmektedir. miRNA'larin ilkin trasnkriptleri (pri-
miRNA'lar), en az bir sa¢ tokast benzeri miRNA prekiirsorii iceren uzun RNA
trasnkriptleridir. pri-miRNA'lar Drosha riboniikleazi tarafindan ¢ekirdekte pre-
miRNA'lara islenirler (28) ve Exportin-5 tarafindan ¢ekirdekten ¢ikarilirlar (29) 60-90 nt
uzunlugundaki pre-miRNA'lar stem ve loop (halka) yapilarini olusturup sitoplazmik RNA
III enzimi olan Dicer tarafindan kesilerek pre-miRNA'dan miRNA'y1 ¢ikarir. miRNA ve
siRNA'lar ¢ift-iplikli RNA (dsRNA) ve sag tokasi yapilar1 hesaba katildiginda yakindan
iligkili gibi goriinliyorlar. siRNA, hem miRNA'nin hem de komplementerini igeren RNA
molekiiliiniin ¢ift formu olarak diisiiniilebilir. Bu nedenle, siRNA'lar1 bir tiir miRNA

onciisii olarak diisiinebiliriz (4).

miRNA'lar bir ya da daha fazla mRNA'nin genelde 3'UTR bdlgesine komplementer
olarak genin ifadesini baskilarlar (3). miRNA'larin mRNA hedeflerine baglanmasiyla
proteine trasnlasyon baskilanir. Baz1 durumlarda, RNAi'ye benzer bir siire¢ vasitasiyla
miRNA'nin  baglanmast  yoluyla dsRNA'nin olusumu mRNA transkriptinin
degredasyonunu tetikler, oysa diger durumlarda miRNA mRNA’y1 degrede etmeden
proteine translasyonunu durdurur. Clinkii miRNA'larin ¢ogu kismi komplementer olarak
gen fonksiyonunu baskilar; bir miRNA birden ¢cok mRNA'y1 hedef alabilir ve bircok
miRNA aynt mRNA'y1 hedef alabilir ve boylece ¢esitli doku ve hiicrelerde gen ifadesinin
yogunlugu koordine edilir. Bu durum, mMIRNA-mRNA arsindaki aglarin,
tanimlanmasinin ve tek bir miRA'nin fonksiyonunun tanimlanabilmesinin zor ve
karmasik olabilecegi anlamina gelmektedir (3). Bu nedenle, miRNA'lar protein kodlayan
genlerin ince ayarinda belirli bir fonksiyona sahiptir. Ger¢ekten de miRNA'larin kesfi

genomun Gtesinde genlerin nasil diizenlendigini anlamamizi saglamistir (4)

Bir hiicredeki miRNA'larin yaklagitk 200 mRNA'nin fonksiyonunu diizenleyebilecegi
gosterilmistir. miRNA'lar insan kaynakli protein kodlayici genlerin yaklasik% 60'n1
diizenleyebilir ve bircok miRNA, CpG adalarinda metilasyon veya histon

modifikasyonlar1 veya ikisi tarafindan epigenetik olarak ayarlanir (12).
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2.1.2.3.1.2. intronik miRNA’lar

Bazi kiiciik diizenleyici RNA'lar intronik RNA parcalarindan iiretilmektedir. Ornegin,
snoRNA'lar ribozomal proteinleri niikleolar proteinleri kodlayan genlerin intronik
segmentlerinden tretilirler. Buna ek olarak bazi kiiclik RNA'lar ekzonlar1 protein
kodlama kapasitesini kaybetmis genlerden sentezlenmektedir. Bu tip intronlarin
islenmesinde RNase IlI-iligkili enzimler, eksoniikleolitik kirpma ve muhtemelen RNA-
aracilt boliinmeye ihtiya¢c duyulur. Bu yilizden intronik miRNA, protein kodlayan

intronlardan islenen miRNA'larin yeni bir smifidir (4).

Intronik miRNA'lar ve 6nceden tanimlanan intergenik miRNA'lar arasindaki en biiyiik
fark sudur; intronik miRNA'larin biyogenezinde Pol-II ve spliceosomal bilesenlere gerek

duyulmaktadir.

Hem inronik hem intergenik miRNA'lar RNA interferans-iligkili gen susturulmasinin
etkileyicisi olarak bilinen ve RNA ile indiiklenen susturma kompleksi (RISC) olarak

adlandirilan ayni olusum siirecini paylasabilirler (30, 31).

Intronik miRNA'larin asagidaki sartlar1 yerine getirmesi gerekir. Birincisi, kodlanan gen

transkripti ile ayn1 promotorii paylagsmalidirlar.

Ikinci olarak, proteine kodlanmayan bolgede lokalize olmalidirlar. Ugiinciisii, kodlanan
gen ile es zamanli transkribe olup intronlarin kesilip ¢ikarilma siireci ile transkripten

¢ikmali ve olgun miRNA'y1 olusturmalidir(4).

Su anda tanimlanan miRNA'larin bazilari, genin intron bélgesinden kodlanir ancak,
proteine kodlanacak transkriptin tersine bir yonlenme icindedirler. Bu miRNA'lar
proteine kodlanacak gen transkripti ile ayn1 promotorii paylasmadiklarindan ve ayni
transkriptenkesilip ¢ikarilmadiklarindan dolayr bu miRNA'larin intronik miRNA'lar
oldugu diistiniilmemektedir. Bu miRNA'larin promotdrleri antisense iplikte lokalizedir,
muhtemelen bu transkript antisense miRNA ic¢in potansiyel bir hedef olarak
kullanilmaktadir. Bu gibi miRNA'lara en giizel 6rnek genin intronunun antisense

bolgesinde lokalize bir intergenik miRNA olan let-7c'dir (4).

2.1.2.3.1.3. Transpozon ve intronik miRNA’lar
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Intronik ve diger kodlanmayan RNA’lar, 6karyotlarda gen ekspresyonunu regiile ederler.
Bakteri ve organellerin genomlarindaki, Grup II intronlar retrotranspozan elementleri
icerirler. Retrotranspozan elemanlar bu tip intronlar1 mobil hale getirirler. Dolayisiyla, bu
intronlar ters olarak dogrudan bir DNA hedef bolgesine eklenirler ve ardindan ters
transkribe olurlar. DNA'ya yerlestirildikten sonra, konak¢iya zarart minimuma indirmek

icin genin transkriptinden ¢ikarlar (4).

Evrimsel bir bakis agisi ile transpozonlar biiyiik olasilikla ¢ok eski ve ortak bir ata
genomuna sahiptirler. Tipk1 parazitler gibi bencilce ve birka¢ kez konak genomuna
girerler. Transpozonlarin bu o6zellikleri retroviriislere benzerler. Cok fazla transpozon
aktivitesi genomu yok edici derecede zarar verebilir. Transpozonlarin ve viriislerin
aktivitelerine kars1 tepki vermek i¢in, bazi organizmalar bir mekanizma gelistirerek
transpozonlarin ve viriislerin aktivitesini ortadan kaldirir veya susturur. Ornegin,
bakteriler genomlari ile birlesik retroviriis ve transpozonlar1 ¢ikarmak i¢in siklikla kendi
genlerini silerler. Okaryotlarda ise transpozon aktivitesini azaltma yolu miRNA'lardur.
miRNA, immun sistemde antikor {iretiminin cesitlilgine ya da daha 6nce gecirilmis
hastalik ile miicadele mekanizmasina benzer sekilde viriislere karsi direng gelistirebilirler

(4).

Ayni zigottan koken alan ikizler DNA'larinda ayni1 genetik bilgiyi tasirlar. Tek yumurta
ikizleri arasindaki herhangi bir farklilik, yasamin ilerleyen zamanlarinda genetik
degisiklikler yerine ¢ogunlukla ¢evresel etkilerden kaynaklanir. Fakat monozigotik
ikizler aynt DNA dizisinin tiimiinii paylasmayabilirler. Kadin monozigotik ikizler, X
kormozomunun rasgele olarak inaktive olmasi sebebiyle birbirlerinden farklanabilirler.
Yani, X'e bagh herhangi bir hastalik rastgele inaktivasyon nedeniyle bir ikizde agir
klinige sebep olurken digeri etkilenmeden kalabilir. Monozigotik ikizlerdeki bu heterojen

belirtilerin sebebi miRNA'lar ya da intronik genlerin insersiyonudur (4).

Smf II transpozonlar kopyala-yapistir Ozelligine sahiptirler. Transpozas enzimi
transpozonun sonuna baglanir ve kesildikten sonra yapiskan u¢ olusacak sekilde genomu
hedef alir. Bu iki bilesen ligaz enzimi tarafindan birlestirilir. Transpozonlar, genoma
coklu kopyalarmi birakarak genomun boyutunu arttirirlar. Transpozonlar, miRNA'lar
aracilifiyla gen diizenlenmesini saglayarak genom i¢in avantaj saglarlar. Transpozonlar,
protein kodlayan genin intronuna girdiklerinde, uygun sartlar saglanirsa transpozonlarin

bir kism1 ya da onlarin ikincil yapilar1 intronik miRNA'lar1 olusturabilirler (4).
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2.1.2.3.1.2. miRNA BiYOGENEZIi ve MEKANIZMASI

miRNA'lar, genomun tamamina dagilmis durumdadir. Cogu ekzonik ya da intronik
bolgelerde lokalizedir (32). miRNA'larin bir kisminin biyogenezi RNA polimeraz II (33)
digerlerininki ise RNA polimeraz III enzimi tarafindan transkribe olmalariyla baslar (33,

34).

Omurgalilarda miRNA biyogenezi bes adimdan olusmaktadir. {lki, miRNA'lar RNA
polimeraz II tarafindan DNA'dan (33, 35) primer miRNA'ya (pri-miRNA'lar, 300-1000
bg) transkribe olurlar. Ikinci adim, uzun pre-miRNA'lar Drosha benzeri endoniikleazlar
ve Drosha mikroislemci kompleksi (DGCRS) ve/veya splaysozomal bilesenler tarafindan
islenirler. pre-miRNA'lar, ardisik bir ya da daha fazla miRNA'y1 biinyesinden ayirmak
icin ¢ift iplikli RNA 1ile kusurlu eslesen bolgeleri igeren bir 6zel sag tokasi ikincil yapisina
sahiptir. Bu adim ekzon ya da intronda lokalize pri-miRNA' nin kdkenine baglidir (28,
35). DGCRS, stem-loop sag tokasi yapisini tanir, ayirir ve ¢ekirdekte dnciil miRNA ya da
pre-miRNA'y1 (70-90 bg) serbest biraktirir. Ugiincii adim, pre-miRNA Ran-GTP ve bir
reseptor olan Expotin-5 tarafindan ¢ekirdekten atilir (29, 36). Dordiincii adim,
sitoplazmada Dicer benzeri endoniikleazlar, 22 b¢'lik bir miRNA dubleksi olusturmak
icin RNaz III enzimi (Dicer) ve kofaktorii olan transaktivasyona duyarli RNA-baglayici
protein (TRBP/TARBP2) tarafindan pre-miRNA'ya ayirir. Iki iplikten sadece biri (kilavuz
ya da oncii iplik) miRNA'd1r; diger kopyasina miRNA (yolcu iplik) denir. Olgun miRNA,
hedef mRNA'nin 3'UTR boélgesi ile arasinda kismi tamamlayicilik temelli olarak
translasyonu bloke edebilir. Son olarak, olgun miRNA, RNA interferans iligkili gen
susturmasini gerceklestiren RISC faktoriinii olusturan bir riboniikleoprotein ile birlesir
(37, 38). miRNA'lar baz1 genleri regiile ederek RNA'nin susturulmasiyla ilgili kendi
mekanizmalar1 da dahil olmak tizere negatif geribildirimi kendinden kontrollii bir sekilde

diizenlerler (39, 40) (Sekil 4).

Genis anlamda, intronik miRNA'nin hem 5’ UTR hem de 3’ UTR kisimlar1 intron uzantisi
olarak goriilebilir; ancak, onlarin islenmesi, translasyon sirasinda ¢ergeve igi intron olarak
adlandirilan proteine kodlanan iki ekzon arasindaki intronlardan farklidir. Cerceve igi
intronlarin aslinda c¢ok biiyiik ve ise yaramayan bdlgeler oldugu diisiiniiliiyordu, fakat

intronik miRNA'larin kesfi ile bu basmakalip yanilg: terk edilmistir.

Inronik miRNA'larda oldugu gibi pre-miRNA benzeri hairpinler olusturan Drosha /
DGCRS8 bagimsiz yolaklar da vardir. Bu standart disi miRNA'lar Ago-1-4'e dahil
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edilmiglerdir. Standar digst miRNA'lara diger bir 6rnek olan Pri-mir-451 Drosha/DGCR8
tarafindan 18 bg¢'lik pre-mir-451'e islenip Ago2'ye dahil olur (41). Son zamanlarda,
Drosha/DGCR8 ve Dicer tarafindan islenmekten kagan agotronlarin standart miRNA
biyojenez yolagini atlayarak miRNA benzeri tiirler olusturduklari goriilmiistiir (42).
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Sekil 4. La riboniikleoprotein domen ailesi tiyesi 7 (LARP7 veya PIP7S) geninin intronik

bolgesinden kodlanan bir intronic mikroRNA olan miR-302'nin biyogenezi.

miR-302'nin biyogenezi sirasinda, birincil miRNA onctileri (pri-miRNA) ilk olarak tip I
RNA polimerazlar (RNA) tarafindan LARP7 geni transkriptleri ile birlikte transkribe
edilir. Daha sonra, pri-miR-302 hiicresel splaysozomlar (Sekil 4-A) tarafindan sa¢ tokasi
benzeri pre-miRNA'y1 (Sekil 4-C) olusturmak igin kesilip ¢ikarilir. Sonrasinda, miRNA
onciileri Exportin-5 (Xpo5) (Sekil 4-B) tarafindan c¢ekirdekten ihrag¢ edilmektedir.
Sitoplazmada, Dicer-benzeri RNaselll endoriboniikleazlar tarafindan olgun miR-302'ye
(21-23 nt) islenir. Sonug¢ olarak, olgun miR-302'ler, RNA kaynakli susturma
kompleksinde (RISC) (Sekil 4-E) argonaute proteinleri (Agol-4) ile bir araya gelerek
spesifik olarak gen susturma islemini gergeklestirirler (Sekil 4-D) (4).

2.1.2.3.1.2.1. RISC Kompleksinin Olusumu
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RISC veya RNA kaynakli susturucu kompleksin, bir¢ok iliskili proteinle karmasik bir
iligkisi vardir. Bu proteinler, bir RNA ve bir RNA'ya baglanan protein ile birleseren
riboniikleoprotein olduklarindan dolay1 RNA igerirler. Bu sekilde bir riboniikleoprotein,
mIiRNA ya da siRNA da oldugu gibi tek iplikli RNA fragmentinin bir ipligi ile birlesir.
Tek iplik, mRNA transkripti tizerindeki komplementerini tanimakta RISC ig¢in kalip
olarak islev goriir. RISC kompleksi i¢indeki proteinlerden birisi, daha az kararli olan 5'

ucu segen ve RISC'e entegre olup mRNA'nin bdliinmesini aktive eden Argonat idi (43).

Argonat proteini iizerine kiigiik RNA’larin yiiklenmesinde ATP hidrolizi kadar birkag
yardimci faktoriin destegiyle olur (44). mRNA'y1 hedef almak i¢in RISC i¢ine dsRNA'y1
yiiklemek i¢in gerekli esensiyel yapiy1 olusturan RISC yiikleme kompleksi, dicer, TRBP
(Insan immiin yetmezlik viriisii transaktivasyonuna yanit RNA-baglayic1 protein) ve
Argonat 2'den olugmaktadir. Daha 6nceden tarif edildigi gibi Dicer, dogrudan RNAI'ye
yiiklic dsRNA fragmenti iireten bir RNase Ill endoniikleazidir. TRBP proteini ti¢ ¢ift
iplik¢ikli RNA baglama domaini tasimaktadir. Argonat 2 bir RNaz'dir ve RISC'in
katalitik merkezinde yer alir. Argonat proteinin diger iiyeleri de kiiclik RNA'lar1 ytikler
(41).

miRNA dubleksleri, tercihen olgun miRNA'y1 alikoyup yildiz iplik¢igi ¢ikaran Argonat
proteinlerine yiklenir. Ago proteinleri miRNA'larin rehberliginde transkriptleri hedef
alip destabilize ve/veya translasyonel baskilamaya aracilik ederler (45). Hayvan
miRNA/Ago kompleksi tercihen 5' ugtaki 2-8 niikleotit uzunlugundaki komplementer
sayesinde hedefi tanir (46, 47) Argonat proteininin, Prolil-hidroksilasyonu, fosforilasyon,
ubiquitination ve poly-ADP-ribosilasyonu gibi posttranslasyonel degisiklikleri global ya
da spesifik seviyede miRNA aktivitesini degistirebilir.

2.1.2.3.1.2.2. RISC Montajinin Diger Baz1 Molekiilleri

Bir¢ok faktor miRNA'larin biyojenezini ve mekanizmasini degistirebilir. RISC
montajinin ¢oklu ve sirali adimlari, 1s1 soku proteinlerinin (Hsc70 / Hsp90) saperon goérevi
gormesine yardimci olur (48). GWI182 (molekiil agirligi ve Glisin ve triptofan
tekrarlarmin varlig1 nedeniyle bu sekilde adladirilmis) Argonat proteini ile etkilesir ve
miRNA aracili gen susturulmast igin gereklidir (49). TRBP' ve Dicer ile TRBP arasindaki
arayiize benzer sekilde, memeli miRNA'larinin diizenlenmesinde uygun miRNA
uzunlugu ve iplik se¢imine katkida bulunan PACT,(kinaz R-aktive edici protein) Dicer-
PACT komplekslerini olusturur (50). ADAR1 (RNA'ya 6zgii adenosin deaminaz 1) gift
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iplikli RNA'da hidrolitik deaminasyon ile adenosini inosine katalize eder. Sonug olarak,
ADAR1 RNA kararliligini, splysing ve miRNA-hedef -etkilesimini etkileyerek
miRNA'lar1 diizenleyebilir (51). Diger yandan, bazi mRNA'lar ADAR1'i diizenleyebilir.
Muhtemelen, ADAR1'in asir1 ifade olmast miRNA ile g¢ifttarafli bir feedback dongiisii
olusturur (52). PARN [poli (A) spesifik riboniikleaz], p53 ifadesinin diizenlenmesinin
arkasindaki, kontrollii miRNA bagimli mRNA yok edilisinde 6énemli bir rol oynayarak
kodlanmayan bircok RNA'nin biyogenezini kolaylastirir (53, 54). Dinamik olarak gelisen
bir Dicer domain olan N-terminal helikaz, ATPase aktivitesinin aracilik ettigi bir
mekanizma araciligiyla Dicer aile proteinleri ile RNA uzunlugunu ayirt etmek igin
miRNA hedeflerinin taninmasi igin kendi kendine dimerize olabilir (55, 56). elF1A, Ago2
merkezli RNA-kaynakli susturucu komplekslerin (RISC) ve Ago2'ye bagli miRNA
biyojenezinin yeni bir bilesenidir (57).

2.1.2.3.1.2.3. Gen ifadesinin Susturulmasi

miRNA'lar, mRNA'y1 spesifik olarak tanimak i¢in RISC't yonlendirirler ve RISC hedef
mRNA'lara baglandigi zaman miIRNA-mRNA arasinda Watson-Crick baz eslesmesi
sayesinde yliksek derecede bir complementasyon (6-8 nt) olusur ve mRNA'nin
translasyonel olarak baskilanmasi ile sonuglanir (58). Alternatif olarak, merkezi
uyumsuzluklar bozulmayi onler, hedef mRNA'lara RISC'lerin baglanmasinin olasi
mekanizmalari ile translasyonel baskilanma kolaylasitirir ve tanima asamasinda ya da
60S ribozomal iyilesme sirasinda cap bolgesinin takilmasi baskilar. RISC, mRNA'y1
sirkiiler olmaktan ya da RISC'in hedef mRNA'ya baglanmasindan da koruyabilir ayrica,
RISC ribozomdan erken ayrilmay1 kolaylastirarak baslangic sonrasi evrede translasyonu

baskilayabilir (59).
2.1.2.3.1.3. miR-124-3p

mMiR-124 mikroRNA onciisii, sineklerde (60), nematod solucanlarinda (61), farede ve
insanda tespit edilen kiigiik bir kodlanmayan RNA molekiiliidiir (62). miR-124, néronal
hiicrelerde bolca ifade olur. Noral hiicrelerde miR-124 ekspresyonunu degistirmeye
yonelik deneyler farklilasmay1 etkilemis gériinmemektedir (63). Bununla birlikte, diger
sonuglar noronal farklilagma sirasinda miR-124 i¢in bir rol tarif ettiginden, bu sonuglar

tartismalidir (64).

miR-124 fare beyninden (62) ve embriyonik kok hiicrelerden (65) birbirinden bagimsiz

gruplar halinde klonlanmistir. Ozetle; miR-124"{in (7) Kromozom 14 iizerinde mir-124-
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1 (MI0000716), kromozom 3 iizerinde mir-124-2 (MI0000717) ve kromozom 2 {izerinde
mir-124-3 (daha 6nce miR-124a olarak bilinen, MI0000150) olmak {izere 6nceden tahmin
edilmis 3 sa¢ tokas1 modeli vardir. Hepsi birbiriyle yakindan iligkili insan homologlarina
sahiptir (M10000443, MI10000444 ve MI0000445). miR-124-3p sekansi Tablo 1’de

gosterilmigtir.

Tablo 1. miR-124-5p ve miR124-3p'nin dizisi.
miRNA Adi Sekansi MIMAT Kodu

mmu-miR-124-3p UAAGGCACGCGGUGAAUGCC MIMATO0000134

2.2. SINIR SISTEMIi
2.2.1. SINIR SISTEMi HUCRELERI

Sinir sistemi iki ana hiicre sinifindan olusur; sinir hiicreleri/ndronlar ve glial hiicreler/glia.
Noron ve glia hiicreleri bir¢ok ortak 6zelligi tasirlar. Ancak, noronlar hassas ve hizli bir
sekilde viicudun uzak bolgelerindeki diger hiicreler ile iletisim kurarlar. Noronlara bu
yetenegi su iki Ozellik saglar. Birincisi, ndronlar yiliksek derecede morfolojik ve islevsel
asimetri gosterirler (66). Her bir néron kisa, ¢ok sayidaki dentritleri ve uzun tek bir aksona
sahiptir (67). Uyariy1 dentritler alirken, aksonlar bir digerine uyariy1 tasirlar. Ikincisi,
noronlar hem elektriksel hem de kimyasal olarak uyarilabilirler. Noronlarin hiicre zari
Ozel proteinler — iyon kanallar1 ve reseptorler — igerirler bu sayede, 6zel inorganik
iyonlarin akisi kolaylasir ve bdylece zar boyunca voltaji1 degistirecek olan elektrik akimi
meydana getirilmis olur. Yiikteki bu degisiklikler akson boyunca aksiyon potansiyelleri
seklinde bir depolarizasyon dalgasi olusturabilir boylece her zamanki gibi bir sinyal
noron i¢inde dolagmis olur. Glia ise daha az uyarilabilir, ancak membranlar1 proteinlerin
yan1 sira iyonlarin alimini kolaylastiran transporter proteinler de igerir. Bu transporter
proteinler hiicre dist bosluktan nérotransmitter molekiilleri tasiyarak noronal fonksiyonu

diizenler (66).

Yaklasik olarak 100 farkli tipte ndron vardir. Bu sitolojik ¢esitlilik de molekiilerde
seviyede goriiliir. Noronlarin hepsi ayni genleri tasisalar da, her birinin ekspresyonu

kisith olabilir, boylece sadece belirli molekiiller iiretilir. Biiyiik oranda bu ekspresyon
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hiicrenin gelisimsel siirecine baglidir. Aslinda her bir hiicre kendi yaptig1 molekiiller
dizisidir (66).

2.2.1.1. NORONLAR

Noronlar, sinir sisteminin sinyal tiniteleridir. Tipik bir ndron, morfolojik olarak
tanimlanmis dort bolgeden olusur: (1) hiicre govdesi, (2) dendritler, (3) akson, ve (4)
presinaptik terminaller (Sekil 5). Her bolgenin sinyal {iretmede ayri bir rolii vardir ve
diger sinir hiicreleri ile iletisim kurarlar. Hiicre gdvdesi veya soma hiicrenin metabolik
merkezidir. Hiicrenin genlerini tastyan c¢ekirdegi, endoplazmik retikulumu ve hiicrenin
proteinlerini sentezleyen ¢ekirdek uzantisini kapsar. Hiicre govdesi birkag kisa dentrit ve
uzun tek bir akson olmak tizere iki farkli uzanti tagir. Dentritler, agac gibi dallanmistir ve
diger sinirlerden gelen sinyalleri alir. Aksonlar ise hiicre govdesinden biraz uzaga uzanir
ve sinyali diger sinirlere tasir. Bir akson 0,1 mm ila 2 m arasinda de§isen mesafelerde
elektrik sinyallerini iletebilir. Aksiyon potansiyeli olarak adlandirilan bu elektrik
sinyalleri, baslangic segmenti olarak adlandirilan aksonun baglangicina yakin 6zel

tetikleme bolgesinde baslar (66).

Aksiyon potansiyelinin hizini arttirmak i¢in aksonlar miyelin kilif adi verilen bir yag
maddesi ile yalitim saglanacak sekilde sarilir. Aksiyon potansiyelinin rejenere oldugu

aksonun yalitilmis noktalarinda kilif, Ranvier bogumlar1 tarafindan diizenli araliklar ile
kesilir (66).

Diger noronlar ile sinaps denilen 6zel iletisim bdlgelerinde iletisim kurmak i¢in aksonlar
ince dallara boliiniir. Bir sinyali transfer eden sinir hiicresi presinaptik hiicre olarak
adlandirilirken sinyali alan hiicreye ise post sinaptik hiicre denir. Presinaptik hiicreler
sinyali, aksonun dallar1 iizerinde olup presinaptik u¢ ya da sinir ucu denilen ve 6zel olarak
genisleyen bolgelerinden iletir. Presinaptik ve postsinaptik néronlar sinaptik yarigin
icinde ve ¢ok dar bir alanda birbirinden ayrilirlar. Presinaptik uglarin ¢ogu postsinaptik
ndronlarin dentriti ile sonlanir, fakat uclar hiicre gdvdesi ya da daha az siklikla

postsinaptik néronlarin aksonunun baglangi¢ ya da bitisi ile de sonlanabilir (66).

Noronlar unipolar, bipolar ve multipolar olmak tizere ii¢ biiylik grupta siniflandirilmistir
(Sekil 6). Unipolar noronlar, tek bir birincil islemden gecerek c¢ok sayida dallanma
olusturan en basit néronlardir. Bir dali akson olarak hizmet ederken diger dali alic1 yapilar
olarak islev goriir. Bu tip hiicreler omurgalilarin otonom sinir sisteminde baskin

sayidadir. Bipolar noronlar ¢evreden sinyali alan bir dentritik yap1 ve MSS’ye bilgiyi
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tagtyan bir akson olmak iizrere iki farkli siiregten olusan oval sekilli hiicrelerdir. Duyu
ndronlarinin ¢gogu bipolardir. Dokunma, basing agriy1 omurilige ileten resdptdr ndronlar

psodo-unipolar olarak adlandirilan bipolar néronlarin bir varyantidir (66).

Multipolar néronlar omurgalilarin sinir sisteminde baskin sayidadir. Tipik bir akson ve
hiicre gdvdesinin etrafinin ¢esitli noktalarindan ¢ikan ¢ok sayida dentritik yapiya sahip
olan multipolar néronlarin sekilleri ¢ok farklanir. Genellikle dallanma derecesi, diger
noronlarin tizerlerinde yaptiklart sinaptik temaslar ile koreledir. Bir spinal duyu néronu,
dentritler 9000, hiicre gévdesi 1000 toplamda 100000 iletiyi alir. Beyincikte bir Purkinje
hiicresinin dentritik agaci, bir milyon iletiyi alacak kadar biiyiik ve giirdiir (66).

Sinir hiicreleri duyu noronlari, motor néronlar ve ara néronlar olmak tizere fonksiyonel
olarak 3 gruba ayrilirlar (Sekil 7). Duyu néronlar1 viicudun ¢evresel algilayicilarindan
bilgiyi alir ve sinir sistemine tasir. Bazi birincil duyusal néronlar afferent ndronlar olarak
da adlandirilir. Afferent terimi, bilgi algilansa da algilanmasa da bilginin ¢evreden sinir
sistemine alinmasini saglar. Motor néronlar komutlar1 beyin ya da omurilikten kaslara ya
da bezlere tasir. Ara noronlar ¢ok sayidadir, tasarim ve yerel olmak {izere iki sinifa
ayrilirlar. Tasarim ara noronlar beyinin bir bolgesinden diger bolgesi gibi 6nemli
mesafelere sinyali iletmek i¢in uzun aksonlara sahipken yerel ara néronlar birbirine yakin

noronlar arasi iletisimi saglamak i¢in kisa aksonlara sahiptir (66).
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Sekil 7. Cogu noron, sekline bakilmaksizin, farkli sinyal tlirlerinin dretildigi dort
fonksiyonel bolgeye sahiptir. Cogu néronun fonksiyonel organizasyonu, bir model néron

iizerinde sematik olarak gosterilmistir.

Giris sinyali, biitiinleyici ve iletken sinyaller elektrikseldir ve hiicreye biitiinlesiktir, oysa
cikis sinyali, hiicre tarafindan sinaptik yariga atilan bir kimyasal maddedir. Tiim ndronlar
tiim bu dzellikleri paylasmaz; Ornegin, lokal interneronlar cogu kez iletken bir bilesenden

yoksundur (66)
2.2.1.2. GLiA HUCRELERI

Omurgalilarin MSS’de glia hiicreleri, néronlardan 2-10 kat daha ¢ok sayidadir. Bu
hiicrelerin ad1 Yunanca tutkal kelimesinden koken almaktadir. Glia hiicreleri néronun
gbovdesi, akson ve dentritinin etrafim1 sarar. Glialar morfolojik olarak ndronlardan
farklidir, dentrit ve akson olusturmazlar. Ayrica islevsel olarak da farklidirlar. Aymi
emriyonik Oncii hiicrelerden olussalar da néronlar ile aynmi zar 6zelliklerine sahip

degillerdir. Yani elektriksel olarak uyarilmazlar (66).

Omurgali sinir sisteminde glialar iki ana smifa ayrilabilir: mikroglia ve makroglia.
Mikroglia hiicreleri, yaralanma, enfeksiyon ya da dejeneratif hastaliklar s6z konusu
oldugunda fagosit olan ve antijen sunan immun sistem hiicreleridir. Makroglia
hiicrelerinin ii¢ ana tiirii vardir: oligodendrositler, Schwann hiicreleri ve astrositler. Insan
beyninin tiim hiicrelerinin % 80't makroglia'dir; bunlarin da yaklasik olarak yarisi
oligodendrosit yaris1 astrositlerdir (Sekil 8). Oligodendrositler ve Schwann hiicreleri,
nispeten az islem gérmiis kiigiik hiicrelerdir (66). Oligodendrositler MSS’de bulunurken
Schwann hiicreleri gevresel sinir sisteminde bulunur. Her iki hiicre de aksonun zarini
sikica saran miyelin kilifi olusturur (68). Astrositler, glial hiicrelerin tigiincii ana sinifini
olusturur, diizensiz ve kabaca yildiz sekilli olmasindan dolay1 bu ismi alnugtir. Iki ana
tipi vardir; protoplazmik astrositler gri maddede bulunurken Fiberli astrositler beyaz
maddede bulunur. Protoplazmik astrositler sinir hiicresi govdeleri ve sinapslar1 orterken,
Fiberli astrositler aksonlarin Ranvier diigiimlerine temas eder. Astrositlerin fonksiyonlari

hala gizemini korumaktadir (66).
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Sekil 8. Baslica glia hiicre tipleri.

2.2.2. MERKEZI SINIiR SiISTEMi

Modern norobilim 6nemli 6l¢iide su iki ilkeye dayanmaktadir. Birincisi beyin fonksiyonel
olarak 6zel alanlar seklinde organize olmustur. Ikincisi omurgali sinir siteminin farkli
yerlerindeki ndronlar aslinda tiim sinir sistemindeki noronlar ile olduk¢a benzerdir.
Beyinin farkli bolgelerini fonksiyonel olarak birbirinden ayiwran ya da bir beyini
digerinden ayiran sey aslinda her birindeki néron sayisi ve noron tipidir (66). MSS beyin

ve omurilikten olusur.
2.2.2.1. OMURILIK

Omurilik MSS’nin en kaudal ve bir¢ok agidan en basit kismidir. Kafatasinin tabanindan
ilk bel omuruna dogru uzanir. Beden ve uzuvlarin kas, eklem, derisinden duyusal bilgiyi
alir. Uzunlugu boyunca omurilik biiytikliigii ve sekli gdvde ya da uzuvlardaki motor

sinirlerin ortaya ¢ikip ¢ikmamasina bagli olarak degisir (66).

Omurilik, beyaz madde ve onu gevreleyen gri madde olmak iizere iki kisimdan olusur.
Sinir hiicre govdelerini kapsayan gri madde dorsal ve ventral boynuzdan ( gri madde
enine kesitlerde H seklinde goriindiigii i¢in) olusur. Dorsal boynuz ¢evreden verileri alan
sistemli bir duyu néronu diizenlemesini kapsarken ventral boynuz bir grup ara ve motor
ndronu kapsar. Motor ndronlarin aksonlar spesifik kaslara ulasir. Beyaz madde, miyelinli

aksonlarin uzunlamasma yiikselen ve alcalan sistemlerinin bir parcasindan ibarettir.
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Yiikselen yolaklar duyusal bilgiyi beyine tagirken, al¢alan yolaklar motor komutlar1 ve

ayarlayici sinyalleri beyinden kasa tasir (66).

Omurilikten gelen sinir lifleri, her biri bir duyu ve bir motor bdlgesine sahip 31 spinal
sinir tarafindan sarilir. Duyu bolgesi (dorsal kok) kas ve deriden omurilige bilgi tasir ve
kordonun dorsal yoniinde sonlanir. Farkli akson siniflar1 igindeki dorsal kok agri, sicaklik,
dokunma ve i¢ organlardaki duyusal bilgiyi tasir. Motor bolge (ventral kok) kordonun
ventral yoniinden ortaya ¢ikar ve kaslara giden motor noronlarin aksonlarini igerir.
Omuriligin belirli hizalarindaki ventral kokler sempatik ve parasempatik aksonlari igerir.
Omuriligin motor ndronlari; motor aktivitesini kontrol eden tiim yiiksek beyin

seviyelerinde harekete gegmesi zorunlu olan “nihai ortak yolu kapsar (66).
2.2.2.2. BEYIN

Omurilige rostral uzanan beyin, 6 bolgeden olusur: medulla, pons, orta beyin, beyincik
(cerebellum), diensefalon ve serebral hemisferler veya telencephalon (Sekil 9). Bu
boliimlerin her biri beynin her iki yarikiiresinde hafif bilateral farkliliklar ile bulunur. Alt1
boliimiin her biri anatomik ve fonksiyonel olarak farkli alana boélinmiistiir. Beynin
anatomisi son derece karmasiktir ve bir¢ok pargasinin yapisi ve ara baglantilar1 hala tam

olarak anlasilamamustir (66). Sekil 10°da fare ve insan beyninin kisimlar1 gosterilmistir.
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Sekil 9. MSS’nin baglica boliimleri. Cizimler, beynin sol tarafinin ve beynin sag

tarafinin medial yiizeyinin yandan goriiniisiinii gostermektedir (69).
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Sekil 10. insan ve Fare beyinin karsilastirmali goriintiisii (69).
2.2.2.2.1. MEDULLA

Beyinin en kaudal kismi olan medulla omuriligin dogrudan uzantisidir ve hem
organizasyon hem de islevsel olarak omurilige benzerdir. Medulladaki néronal gruplar
kan basinci ve solunumun diizenlenmesini saglar. Ayrica, medulla tat alma, isitme, boyun
ve yliz kaslarinin kontrolii yaninda dengenin korunmasina aracilik eden yolaklarin ilkin

bilesenleri olan néronal gruplar1 da kapsar (66).
2.2.2.2.2. PONS

Medulla oblongata ve talamusu birbirine baglayan beyin sapinin bir parcasidir. Ponsun
ventral kismu beyin kabugundan beyincige gelen duyu ve hareket ile ilgili bilgiyi alan
ndron gruplarini (pontin gekirdekleri) kapsar. Ponsun dorsal kism1 solunum, tat ve uyku

icin gerekli yapilari igerir (66).
2.2.2.2.3. ORTA BEYIN

Beyin sapinin en kii¢lik kism1 olan orta beyin, ponslara rostral uzanir. Orta beyindeki
cekirdekler motor sistem bilesenleri (6zellikle beyincik, bazal ganglion ve beyin
yarmmkiireleri) arasinda nemli bir baglanti saglar. Ornegin, substantia nigra istemli

hareketleri diizenleyen bazal ganglionun bir kismina 6nemli girdi saglar. Ayrica, orta
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beyin isitme ve gérme sisteminin bilesenlerini de igerir. Son olarak, orta beyinin birkag
bolgesi verir goz hareketlerini kontrol eden ekstraokiiler kaslar ile baglantili yolaklar

meydana getirir (66).

Beyin sapinin bes farkli islevi vardir. ilki, omurilik duyuya, gévde ve uzuvlarin motor
kontroliine aracilik ettigi zaman, beyin sap1 bas boyun ve yiiziin duyu ve motor kontroliine
aracilik eder. Beyin sapmin duyusal girisi ve motor ¢ikist 31 spinal sinirin fonksiyon
olarak analogu olan 12 kranial sinir tarafindan tasinir. Ikincisi, beyin sap1 isitme, denge,
tat alma gibi dzellesmis bir ka¢ duyudan bilginin giris yerini olusturur. Uciinciisii, beyin
sapindaki 6zellesmis noronlar 6rnegin kalp debisinde ve kan basincindaki azalis, barsak
kasilmasinda artis ve gozbebeginde kiiciilme gibi parasempatik kasilma ve gevsemelere
aracilik eder. Dordiinciisii, beyin sapt MSS’nin diger kisimlarina duyu ve motor bilgisini
tastyan yolaklardaki artis ve azalis1 kapsar. Besincisi, ndronlar nispeten yaygin bir ag gibi

beyin sapinin ¢ekirdegi boyunca dagilir (66).
2.2.2.2.4. BEYINCIK

Beyincik pons tizerinde uzanir ve birkag loba belirgin yariklar ile ayrilmis durumdadir.
Beyincik durusu saglamak ve bas, goz, omuz hareketlerinin koordinasyonu ig¢in
onemlidir. Ayrica, motor 6grenme becerisi ve motor ¢ikisinin dk. ayari i¢inde gereklidir.
Yakin zamana kadar, beyincik tamamen bir motor yapisi gibi diisiiniiliiyordu, fakat onun
beyin kabugu ile iletisimi hakkindaki yeni anatomik bilgiler ve fonksiyonel goriintiilleme
sistemleri gosterdi ki; beyincik dil gelisimi ve diger bilissel fonksiyonlar i¢inde gereklidir.
Beyincik beyinin diger tiim altbdliimlerinden (beyin yarimkiireleri de dahil) daha ¢ok
noron icermektedir. Bununla birlikte beyincigin, i¢ devresi sistemi iyi anlagilmistir ¢iinkii
nispeten az sayida noronl tipi vardir. Beyincik omurilikten somatik duyu hakkinda bilgiyi,
i¢ kulagin vestibiiler organindan denge hakkinda bilgiyi ve pontin ¢ekirdegi yoluyla beyin

kabugunun gesitli kisimlarindan motor ve duyu bilgisini alir (66).
2.2.2.2.5. DIENSEFALON

Diensefalon talamus ve hipotalamus olmak {izere iki biiyiik altb6liim icerir. Talamus
beyin yarimkiirelerinin duyu kismina ¢evreden gelen duyusal bilgisinin (koku alma
disinda) yolaklarinda temel bir baglantidir. Bir zamanlar sadece duyusal bilgi igin
neokorteksi ziyaret eden bir merkezi oldugu diisiiniilityordu, fakat hangi duyu bilgisinin

neokortekse ulastifi cok aciktir. Talamus hareket ve kavrama ile iligkili olan beyin
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kabugunun kisimlart ile beyincik ve bazal ganglionu baglar. Retikiiler olusum gibi

diencephalon da dikkat ve biling seviyelerinin artig/azalisi ile ilgili bolgelere sahiptir (66).

Hipotalamus talamusa ventral uzanir ve homeostazi, birkag iireme davranisini diizenler.
Ormnegin somatik biiyiimede, yemede, igmede ve hipofiz bezinden salman hormonlar
tarafindan diizenlenen anne davranislarinda Onemli bir role sahiptir. Beyinde
davranislarin baslamasi ve siirdiiriilmesinde temel bir bilesendir. Son olarak,
hipotalamusta bir grup néron suprakiazmatik niikleus, sirkadiyen ritim, gece/gilindiiz gibi

dongiisel davraniglar1 diizenler (66).
2.2.2.2.6. BEYIN YARIMKURELERI

Beyin yarimkiireleri insan beyininin en biiyiilk kismimi olusturmaktadir. Beyin
kabugundan ve ii¢ derin-uzanan (bazal ganglion, amigdala ve hipokampal olusum)
yapidan olusur. Beyin yarimkiireleri hafiza ve duygu da dahil bilissel islevlere sahiptir.
Yarimmkiirenin medyal ylizeyi iizerinde goriiniir olan korpus kallozum ile iki yarimkiire
birbirine baghdir. Korpus kallozum esas olarak beyinin sag ve sol benzer bolgelerini
baglayan biiyiik akson demetlerinden olusan birlesme noktasinin en biiyiigiidiir (66).
Amigdala duygu, hiokampiis hafiza, bazal ganglion hareketin kontrolii harekete yonelik

hafiza olusumu ile alakadardir (69).

Omurilik, beyin sap1 ve diensefalon birgok yasam siirdiirme islevine aracilik eder iken
beyin yarimkiirelerinin ince dis tabakasi olan beyin kabugu ise giinliik yasamda
eylemlerin planlanmasi ve yiiriitilmesinden sorumludur. Beyin kabugu 4 biiyiil lobdan
olusur; frontal, paryetal, temporal ve oksipital. Her bir lob bir¢ok farkli fonksiyonel alt
bolge igerir. Ornegin temporal lob, isitsel, gdrsel veya hafiza islevleri gibi farkli bolgelere

sahiptir (66).

Korpus kollazumun dorsal yiizeyini sarip duygu ve bilis diizenlenmesini saglayan
cingular korteks ve frontal, parietal ve temporal loblarin agir1 biiyiimesini saglayip
homeostazinin diizenlenmesi, duygu ile ilgili olan insular korteks (insula) olmak {izere
beyin kabugunun iki ek bolgesi daha vardir. Operkulum olarak adlandian lateral sulkus

icine gémiilil insula beyin yarimkiirelerinden sarkan kisimi olusturur (66).

Beynin her iki tarafindaki serebral korteks genellikle benzer olsa da, iki taraftaki korteksin

bazi alanlar1 islevsel olarak farklidir. Ornegin, sag elini kullanan insanlarda, sol serebral
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korteksteki kisimlar dil i¢in uzmanlasmigken, beynin sag tarafi gorsel-uzaysal bilgi
islemeyle daha iliskilidir (Sekil 11) (66).

19. ylizyil ortalarinda Pierre Paul Broca, beynin sivi dolu ventrikiillerini ¢evreleyen ve
serebral korteksin sinirinda siirekli bir bolge olusturan frontal, parietal ve temporal
loblarin boliimlerine dikkat ¢ekti. Bu bdlgeye limbik lob adini verdi (Latin limbus, sinir).
Limbik lob, artik serebral korteksin en onemli alt boliimlerinden biri olarak kabul
edilmemektedir. Bununla birlikte, corpus callosum'u ¢evreleyen ve Broca'nin limbik
lobunun ¢ogunu kaplayan singulat girus insektis korteks gibi neokorteksin ayri bir
boliimiidiir (66, 70).

Cingulate sulcus b
Parietal arietal
lobe s \—1] lobe parietal
Corpus arietal
Frontal callosum occipital

Occipital
lobe Frontal
lobe

Temporal
lobe

Sekil 11. Biiyiik loblar ve insan serebral korteksinin bazi1 6nemli kisimlari. Sol taraftaki
beyinin sol tarafinin lateral goriintiisii ve sagda ise beynin sag tarafinin medial
gOriintiisti yer almaktadir (71).

Noronal sistemin farkli fonksiyonel bilesenleri, birbirinden ayr1 yolaklar vasitasiyla yani
baska bir popiilasyonda sona eren fakli bir néron popiilasyonundan gelen aksonlarin
yolaklar1 vasitasiyla birbirine baglanir. Bu yolaklardan bazilar1 ¢ok biiyiiktiir ve beyinde
ciplak gozle goriilebilir. Cogu yolaklar ise neredeyse hi¢ belirgin degildir ancak
noroanatomik izleme teknikleriyle gosterilebilirler (66).

Beyin yarimkiirelerinin ortasindaki yapilar; bazal gangliyonlar (caudate nucleus ve

globus pallidus) ve insular korteks. Beyinde ventrikiil denilen biiyiik bosluklar beyin-
omurilik sivisi ile doludur (Sekil 12) (72).
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Sekil 12. Beyin yarimkiirelerinin ortasindaki yapilar (72).

2.2.2.2.6.1. HIPOKAMPUS

Temporal lobun medial kisminda bulunan ve lateral ventrikiiliin temporal hornu ile yakin
komsuluk i¢inde olan hipokampus, iizerinde en fazla klinik ve laboratuvar calisma
yapilan beyin bolimiinii olusturmaktadir. Hafiza, konumlama, yon bulma ve
duygulanimda gibi onemli rolleri vardir (73). insanda yaklasik 5-8 cm uzunlugunda olan
hipokampiis ratlarda hemen hemen bir {izim tanesinin ¢ekirdegi kadardir, farelerde ise
cok daha kiiciik olan bu bolge calismamizda gebeligin 19. Giiniindeki embriyolardan

cikarilmustir.

Beyin kesitlerinde C harfi seklinde goriilen hipokampus denizatina benzerliginden dolay1
“hipokampus” admi almistir (Sekil 13). Dis yiizii kogboynuzuna benzediginden dolay1
bir zamanlar “cornu ammonis” olarak da anilmistir. Ammon kogbasli bir Misir Tanrisina
verilen isimdir. Bundan dolay1 hipokampusun béliimleri CA1, CA2, CA3 ve CA4 olarak
kisaltilarak adlandirilmistir (73).
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Sekil 13. Hipokampus ad1 goriiniimiiniin 'deniz atina'na olan benzerliginden dolay1
verilmistir.

Insanda hipokampusun embriyonel dénemde gelisimi bdlgede bulunan éncii néronlarm
(noronal progenitdr hiicreler) ¢ogalmasi ve go¢ etmesi ile baslar. Embriyonik dénemin
13-14. Haftasinda gelismeye baslayan hipokampus Embriyonik doénemin 18-20.
Haftalarda eriskin hipokampuse benzemeye baslar (74). Farede hipokampus embriyonik
dénemin 17,5 giinlinde 6ncili ndéronlarin go¢ etmesi ile baglar ve E19,5 giinde eriskin

hipokampuse benzer (Sekil 14).
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Sekil 14. Farede yetigkin hipokampusun sematik gosterimi ve embriyonik
hipokampusun ¢aligma esnansinda alinan fotografi.

Uzun yillar hipokampus iizerinde yapilan ¢alismalar siirdiirilmiis olmasina ragmen,
yapisinin karmasik olusu ve beyinde bir¢ok bolge ile yakin iligki icinde olmasi sebebiyle

fonksiyonu tam olarak aydinlatilamamustir.

Tarihsel olarak bakildiginda, 1948 yilina kadar hipokampusun yalnizca koku alma ile
ilgili bir merkez oldugu diisiiniiliirken hipokampusun fonksiyonlar: tizerine ilk bilimsel
calismalar 1957 yilinda Scoville ve Milner’in hipokampusun insan hafizasinda 6nemli rol
oynadigini bulmasi ile baslamistir (75). 2000’li yillardan itibaren ise arastirmacilar
hipokampusun kendi i¢indeki baglantilarina ve cevre dokular ile olan etkilesimlerine

odaklanmuslardir (76)

Ventral talamus, hipotalamus ve limbik sistemin diger bolgelerine sinyaller gonderen
hipokampus hareketlerin davranig bigimine doniismesinden Once davranislarin

sekillenmesine katki saglamaktadir (73).
2.3. DAVRANIS
2.3.1. BEYIN VE DAVRANIS

Biyolojik bilimlerden bugiin ki beklentimiz; hissettigimiz, harekete gectigimiz,
ogrendigimiz ve hatirladigimiz beyin siireglerini ve bilincin biyolojik temelini anlamaktir.
Gegtigimiz birka¢ on yil boyunca, biyolojik bilimler i¢indeki dikkate deger birlesme, bu
biiylik miicadeleyi ele almak icin bir asama olusturmustur. Genlerin dizilenebilmesi ve
proteinlere kodlanan amino asit dizisinin ¢ikarilabiliyor olmasi, sinir sistemindeki
proteinler ile viicutta baska yerlerde rastlanan proteinler arasindaki beklenmedik
benzerlikleri ortaya ¢ikarmistir. Sonug olarak, hiicrelerin islevi i¢in hiicresel sinir bilimini
de iceren tiim hiicre biyolojisine ortak bir kavramsal gergeve saglayan bir genel plan

olusturma diisiincesi miimkiin hale gelmistir (66).

Akil ve bedenin ayr1 varliklar olarak goriilmedigi bir yaklagim, tiim davranislarin beyin
islevinin sonucu oldugu goriisiine dayanir. Genelde akil denilen sey, beyin tarafindan
yiiriitiilen bir dizi islemdir. Beyin sadece yiiriiyiis ve yeme gibi basit motor davranislari
degil ayn1 zamanda, diistinme, konusma ve sanat eserleri yaratma gibi kompleks biligsel

eylem ve davranislar1 da kontrol eder (66).
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Beyindeki milyarlarca bireysel sinir hiicresi davranis ve biligsel durumlari nasil
olusturmaktadir ve bu hiicreler ¢evre tarafindan nasil etkilenmektedir? Beyin aktiviteleri
acisindan davranigi agiklamak, sinir biliminin gorevidir ve insan davranislarini agiklamak

i¢in noral bilimin ilerlemesi sarttir (66).

Sinir bilimi siirekli olarak temel sorularla yiizlesmelidir. Beynin belirli bolgelerinde
belirli bir zihinsel stire¢ mi1 gergeklestiriliyor, yoksa beyini bir biitiin olarak m1 ele almak
gerekir? Eger bir zihinsel siire¢ farkli beyin bolgelerince kontrol edilebiliyorsa, bu beyin
bolgeleri arasindaki anatomik ve fizyolojik iliski nedir? Her bir bolgeyi bir biitiin olarak
incelemek mi yoksa bireysel sinir hiicrelerini incelemek mi bu iliskinin anlagilmasini
saglayabilir? Bu sorular1 cevaplamak i¢in, modern sinir biliminin, bilissel davranislarin
insanlarda en bilineni olan dili nasil tanimladigi 6nemlidir. Bunu yaparken, beyinde

insanlarda en gelismis olan beyin korteksine odaklanilmaktadir (66).

Baz1 caligmalar, belirli davranig tiirlerinin beynin belirli bolgelerini kapsadigina dair
dogrudan kanit saglamaktadir. Sonu¢ olarak, Gall’in orjinal fikri olan beyinde farkli
bolgelerin farkli islevler i¢in 6zellesmis oldugu diisiincesi giinlimiizde modern beyin

biliminin kose taslarindan biridir (77).

MSS, bilateral ve esasen simetrik olan iki ana kisimdan (beyin ve omurilik), beyin ise
medulla oblongata, pons, beyincik, orta beyin, diensefalon ve beyin yarimkiireleri olmak
iizere yedi ana yapidan olusur. Radyografik goriintiileme teknikleri, bu yapilarin yagsayan
insanlarda goriintiilenmesini miimkiin kilmaktadir. Beyin goriintiileme su anda insanlar
kontrollii kosullar altinda herhangi bir sey ile mesgulken beynin farkli bolgelerindeki
metabolik aktiviteyi dlgebilmektedir. Bu tiir caligmalar, belirli davranis tiirlerinin beynin
belirli bolgelerini icerdigine dair dogrudan kanit saglamaktadir. Sonug olarak, Gall’in
farkli bolgelerin farkli islevler icin 6zel oldugu fikri su anda modern beyin biliminin kdse

taglarindan biridir (66).

Her lobun 6zel bir islevi vardir. Frontal lob biiyiik 6l¢lide kisa siireli hafiza, gelecekteki
eylemleri planlama ve hareket kontrolii ile paryetal lob bedensel duyum ile oksipital lob

gorme ile temporal lob duyma, 6grenme, hafiza ve duygu ile ilgilidir (66).

Iki 6nemli zellik beyin kabugunun organizasyonunu karakterize eder. ilk olarak, her
yarim kiire Oncelikle viicudun zit tarafindaki duyusal ve motor siireclerle ilgilidir.
Boylece viicudun sol tarafindaki omurilige ulasan duyusal bilgi, beyin kabuguna giden

yolda sinir sisteminin sag tarafina geger. Benzer sekilde, sag yarikiiredeki motor bolgeleri
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viicudun sol yarisinin hareketleri iizerinde kontrol saglar. Ikinci 6zellik, beyin
yarimkiireleri goriiniiste benzer olmalarina ragmen, ne yapisal anlamda tam olarak

simetriktir ne de esdeger fonksiyona sahiptir (66).

I1k olarak biligsel acidan 6nemli oldugu diisiiniilen korteks alanlarmin dil ile ilgili oldugu
anlasilmistir. Bu bilgi cogu zaman, beyin yarimkiirelerindeki bir kan damarinin
tikanmasi/yirtilmast veya bir felg sonucu beyin dokusunun belirli bolgelerinin kaybi
sonucu ortaya ¢ikan bir dil bozuklugu olan afazi calismalarindan gelmektedir. Afazi tezi
ile ilgili 6nemli kesiflerin ¢ogu 19. yiizyilin son yarisinda hizla artmistir. Birlikte ele
alindiginda, bu ilerlemeler insan davraniginin sinir bilimindeki en heyecan verici ve

onemli boliimlerden birini olusturur (66).

Fransiz norolog Pierre Paul Broca, beynin dil ile ilgili belirli alanlarini tanimlayan ilk kisi
olmustur. Gall'in beyindeki daha ytiiksek islevleri haritalama ¢abalarindan etkilenmemisti,
ancak kafatasindaki ¢arpmalarla ilgili davranislar iliskilendirmek yerine, post mortem
bulunan beyin lezyonlar1 ile afazinin klinik kanitlarii iliskilendirdi. 1861'de sdyle
yazmisti: " Eger hicbir frenolojik (kafatasi) bilim olmasaydi, kafadaki catlaklarin degil
korteksteki kivrimlarin felsefesi oldugunu diisiiniirdiim." Bu kavrayisa dayanarak Broca,

Gall'in frenolojiden ayirt ettigi zihinsel siiregler bilimi olan noropsikolojiyi kurdu (66,

70).

1861'de Broca, bir inme sonucu konusamayan Leborgne adli bir hastay1 anlatirken hasta
dilimizi ¢ok iyi anlamasina ragmen konusamiyor demistir. Bu hastada konusabilme
yetenegini etkileyecek dil, agiz veya ses tellerinde motor bozukluk s6z konusu degildir.
Aslinda, hasta izole sozler sdyleyebilmisti, 1slik ¢almisti ve zorluk ¢ekmeden bir melodi
sOyleyebilmisti. Hasta ne dilbilgisine uygun sekilde konusabiliyor ne tam bir ciimle
kurabiliyor ne de yazili olarak fikirlerini ifade edebiliyordu. Bu hastanin beyninin
postmortem muayenesinde, simdi Broca'nin alami olarak adlandirilan frontal lobun
posterior bolgesinde bir lezyon saptandi (Sekil). Broca, bu bolgedeki lezyonlari1 olan
sekiz benzer hastay1 inceledi ve her vakada lezyonun sol serebral hemisferde yerlesik
oldugunu farketti. Broca 1864'te "Sol yarikiiremizle konusuyoruz!" kesfini duyurmustur
(70, 78).

Broca’nin ¢alismasi, diger 6zel davranislarla iliskili kortikal bolgelere yonelik bir
arastirmay1 tetiklemistir. 1870’te Gustav Fritsch ve Eduard Hitzig, kdpeklerin

karakteristik bacak hareketlerinin, bir pengenin uzatilmasi gibi, precentral gyrusun farkl
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bolgelerininin elektriksel olarak uyarilmasiyla iiretilebilen bir pati hareketi gibi
iiretilebildigini bilimsel topluluga gostermistir. Bu bolgeler, kontralateral motor kortekste
degismez bir sekilde yer almaktadir. Yazi ve yetenekli hareketler i¢in en ¢ok kullanilan
sag el, konusay1 da kontrol eden sol yarimkiire tarafindan kontrol edilmektedir. Birgok

insanda, bu nedenle, sol yarim kiire baskin olarak kabul edilir (66).

1876'da “Klasik Afazi Semptom-Kompleksi: Bir Anatomik Temel Uzerinde Psikolojik
Bir Calisma” yayinlayan Karl Wernicke bu ¢alismasi ile konugmadan ziyade anlamada
basarisizligin oldugu baska bir afazi tiirinii tanimlamistir. Broca’nin hastalar1 dili
anlayabiliyordu ama konusamiyordu, Wernicke’nin hastasi ise kelimeleri kullabiliyordu
ancak dili anlayamiyordu. Yani bu yeni tip afazinin yeri Broca’nin tanimladig1 yerden
farkliydi: Lezyon, temporal lobun parietal ve oksipital loblarla karsilastig1 korteksin arka
kisminda meydana gelmisti (Sekil 15) (66).
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Sekil 15. A) Beyin kabugunun lobu gosterilmistir. B) Dile dahil olan alanlar.

Wernicke’nin bolgesi dil i¢in isitsel girdiyi isler ve konusmay1 anlamak i¢in dnemlidir.
Isitsel girdiyi diger duyulardan gelen bilgilerle birlestiren angular girusun ve birincil
isitsel korteksin yaninda yer alir. Anlagilir konusma yapilmasini Broca’nin alani kontrol
ediyor. Bu bolge, kelimeleri olusturan agiz ve dil hareketlerini kontrol eden motor alana
yakindir. Wernicke’nin alani, Broca’nin alaniyla kismen kavisli fasikiilden yapilmis iki

yonlii bir yolla iletisim kurar (78).

Bu kesif ile Broca, Fritsch ve Hitzig ve Wernicke, o zamanlar iki baskin beyin fonksiyonu
teorisini uzlastirmaya ve genisletmeye c¢alisan bir dil modelini formiile etmistir.

Wernicke, tek bir davranmisin farkli bilesenlerinin beynin cesitli bolgelerinde
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islenebilecegini fark ederek simdi sinir biliminin merkezi bir ilkesi olan dagitilmis isleme

fikrini gelistiren ilk kisi olmustur (66).

Duygunun, tim beyin aktivitesinin bir ifadesi olduguna inaniliyordu. Yakin zamanda bu
goriis degistirildi. Duygular1 yoneten noral sistemler duyusal, motor ve bilissel sistemler
kadar kesin olarak haritalanmamis olsa da, insan beyindeki veya deney hayvanlarinin

beynindeki belirli kisimlarinin uyarilmasiyla farkli duygular ortaya ¢ikarilabilir (66).

Bazi afazik hastalar sadece belirgin bilissel kusur yasamazlar, ayn1 zamanda tonlama gibi
dilin duyussal yonleriyle de sorun yasarlar. Sol temporal bolgedeki Wernicke'nin alanina
karsilik gelen sag temporal alandaki hasar, konusmanin duygusal yonlerini kavramak gibi
rahatsizliklara yol agar; 6rnegin, bir insanin ses tonundan memnun olup olmadigini o
aciklamadan anladigimiz gibi. Aksine, Broca’nin alanina karsilik gelen sag cephedeki
hasar, konugsmanin duygusal yonlerini ifade etmede zorluklara yol agmaktadir (66). Bu

nedenle dil i¢in gerekli olan bazi noronlar da sag yarimkiirede mevcuttur.

Gergekten de ironi, mecaz ve niikte gibi konusmanin duygusal igerigi olan dilin anlamsal
inceliklerini degerlendirmek i¢in saglam bir sag yarim kiirenin gerekli olduguna dair su
an 6nemli bir kanit vardir. Miizigin keyfini ¢ikarma ve gergeklestirme yeteneginin sag

yarimkiiredeki sistemleri kapsadigini gosteren 6n kanitlar da vardir (66).

Son olarak, duygu diizenlenmesine dahil olan bir diger Onemli yapi, serebral
hemisferlerin derinlerinde yer alan amigdaladir. Duygudaki rolii, epilepsi iireten temporal
lob igindeki lezyonlarin etkileri iizerine yapilan ¢alismalarla kesfedilmistir. Irritatif
lezyonlarin sonuglari, inme veya yaralanma sonucu ortaya ¢ikan yikici lezyonlarin tam
tersidir. Yikict lezyonlar, genellikle ilgili fonksiyonel sistemlerin ayrilmasi yoluyla
fonksiyon kaybina neden olurken, epilepsinin neden oldugu elektriksel aktivite epileptik
ndbetin meydana geldigi bolgelerde, etkinligi artirabilir. Amigdala nobetleri durumunda,

artan aktivite, agir1 duygu ifadesine yol agar (66).

Tiim zihinsel islevlerin alt islevlere ayrilabildigi noktasini gostermek icin nesneler,
insanlar ve olaylar hakkindaki bilgileri nasil 6grendigimizi, sakladigimizi ve geri
cagirdigimiz1 diigiindiigiimiizde basit i¢ gbzlem bize yol gosterir. Bilgimizin her bir
pargasi, bellek-kosucu uyaranlarla veya tek basina hayal giicliyle bile hatirlanabilmek i¢in
saklanmaktadir. Ornegin, biiyiikanneniz hakkinda bildiginiz her sey, onu sahsen goriip
gérmediginizle, sesini duydugunuzda ya da sadece onu diisiiniirken esit 6l¢iide erisilebilir

olan eksiksiz bir temsil i¢inde saklamisiz gibi goriinmektedir. Ancak tecriibemiz, bilginin
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bellekte nasil saklandigina dair sadik bir rehber degildir. Biiylikanne hakkinda bilgi tek
bir temsil olarak degil, ayri kategorilere ayrilarak ayri ayri depolanmaktadir. Beynin bir
bolgesi, gorsel tanima yetenegini tetikleyen degismez fiziksel 6zellikler hakkinda bilgi
depolamaktadir. Yiiziiniin degisken yonleri hakkinda bilgi - sosyal iletisim ile ilgili
ifadesi ve dudak hareketleri — beyinin baska bir bdlgesinde saklanirken sesini tanimak
icin bagka bir bélgede aracilik edebilmektedir (66).

Belirli bir zihinsel aktivitenin beyinde nasil islendigini analiz etmek i¢in, sadece beynin
hangi bolgelerinde hangi aktivitelerin gergeklestigini degil, aym1 zamanda zihinsel
aktivitenin nasil ifade oldugunu belirlemek de amaglanmistir. Sadece son on yilda bu
miimkiin hale gelmistir. Biligsel psikolojinin kavramsal araclarini yeni fizyolojik
teknikler ve beyin goriintiileme yontemleri ile birlestirerek, beynin belirli davraniglarla
ilgili bolgelerinin gorsellestirilmesine baslanmistir. Bu davranislarin nasil daha basit
zihinsel operasyonlar tarafindan tanimlanabilecegini ve beynin birbirine baglh
bolgeleriyle nasil eslestirildigi fark edilmeye baslanmistir. Gergekten de bugilin noral
bilimde ortaya ¢ikan heyecan, sonunda, zihinsel islevlerin organini deneysel olarak
incelemek ve nihayetinde insan davranisinin altinda yatan biyolojik ilkeleri yormak i¢in
uygun araglara sahip oldugumuz inancindan kaynaklanmaktadir. Gergekten de, bugiin
noral bilimdeki deneysel kanitlar, zihinsel islevlerin deneysel organini kesfetmek i¢in ve
insan davraniglarinin altinda yatan biyolojik prensipleri anlamak i¢in uygun araglara sahip

olunmasindan ileri gelmektedir (66).
2.3.2. NORON VE DAVRANIS

Her davranisa, birbirine bagli belirli noron setleri aracilik etmektedir ve her néronun
davranigsal islevi, diger noronlarla olan baglantilar1 tarafindan belirlenir. Buna en basit
ornek diz refleksidir. Bacaktaki kuadriseps (dortbasli kas) kaslarin uzayip
gerginlesmesinin gecici bir dengesizlige sebep olmasiyla bu refleks baslar. Bu gerilme,
motor noronlara iletilen duyusal bilgiyi ortaya c¢ikarir, bu da denge gerilmeleri i¢in
ekstansor kaslara komutlar gonderir. Bu refleks klinik olarak yararlidir, ancak altta yatan
mekanizma onemlidir ¢iinkii kuadrisepslerde siirekli olarak normal konumunu korur ve
ayakta durdugumuzda ya da yiiridiigiimiizde dizlerimizin burkulmasini &nler (Sekil 16)
(66).
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Sekil 16. Diz refleksi duyusal ve motor néronlarin basit bir sirkiilasyonu ile kontrol

edilir.

Sadece bir kasin gerilmesi (kuadriseps) her biri 45 ila 50 motor néronla dogrudan temas
eden birkag yiiz duyusal néronu harekete gecirir. Bir néronun bir¢ok hedef hiicreyi aktive
ettigi bu baglant1 sekli, iraksama (divergence) yani birbirinden uzaklagma olarak
adlandirilir (Sekil 16). Sinir sisteminin girdi asamalarinda 6zellikle yaygindir; tek bir
noron sinyallerini bir¢gok hedef hiicreye dagitarak, genis ve ¢esitli bir etki gdsterebilir.
Aksine, diz refleksi dongiisiindeki tek bir motor hiicresi, yaklasik 130 duyusal hiicreden
200 ila 450 girdi alir. Bu baglant1 sekli, yakinsama (Convergence) yani bir nokta birlesme
olarak adlandirilir (Sekil ). Sinir sisteminin ¢ikt1 asamalarinda yaygindir; Bir¢ok duyusal
ndrondan bilgi alan bir hedef motor hiicresi, bir¢ok kaynaktan bilgi toplayabilmektedir.
Yakinsama ayrica bir motor ndronun sadece yeterli sayida duyusal néronun birlikte

harekete gegmesi durumunda aktif hale gelmesini saglar (66).
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Sekil 17. Yakinsak ve uzaksak noronal baglantilar beynin 6nemli bir organizasyon
ozelligidir. A) Duyusal sistemlerde her bir reseptor noron genellikle islemin ikinci
asamasini temsil eden ¢esitli noronlarla temas eder. Sonraki islem asamalarinda gelen
baglantilar daha da uzaklasir. Bu, tek bir bolgeden duyusal bilginin omurilikte ve beyinde
daha genis bir alana dagitilmasini saglar. B) Buna karsilik, motor néronlar giderek
birbirini izleyen baglantilarin hedefleridir. Motor néronunu aktive etmek i¢in birgok

presinaptik hiicreden bu diizenleme girisi gereklidir (66).

Diz refleksi gibi bir gerilme refleksi, eksitator (uyarici) sinapslarda baglanan iki néron
smifi tarafindan tretilen basit bir davranistir. Ancak beyindeki tim onemli sinyaller
uyarici degildir. Birgok noron, inhibitor sinyaller tiretir. Basit diz refleksinde bile duyusal
noronlar hem eksitatér hem de inhibitér baglantilar1 kurarlar. Bacakta bulunan uzatici
kaslardaki eksitator baglantilar, bu kaslarin biiziilmesine neden olurken, inhibitor
interneronlarla baglanti, antagonist fleksor kaslarin kasilmasini engeller. Devrenin bu
ozelligi, ileri besleme inhibisyonunun bir 6rnegidir (Sekil 17). Diz sarsintis1 refleksinde,
ileri besleme (feed-forward) inhibisyonu karsiliklidir, bu da fleksér ve ekstansor

yollarinin her zaman birbirini engelledigine kanittir (66).

2.3.3. FARELER VE DAVRANIS

Farelerde interaktif davranislari 6lgmek i¢in bir¢cok standart davranis testi vardir. Bu
davranig deneylerinden en uygun olanini segmek i¢in, farelerin sosyal davraniglarini ve

davranigsal testlerin neyi 6lgmeye calistigini iyi kavramak gereklidir.
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Fareler, toplumsal tiirler olarak kabul edilir, genel olarak, grup yasamini tercih ederler.
Bu sekilde birlikte yasayan tiirler etkilesime girerek grup yasamina izin veren ve
kolaylastiran ¢esitli davranislar gelistirmektedirler. Cevresel kosullar ve bireysel
ozellikler (6rn. Cinsiyet, yas, tireme durumu, genetik arka plan, vb.), bir grup iginde
ortaya ¢ikan sosyal etkilesim bi¢iminin ve miktarinin belirlenmesinde 6nemlidir. Ayrica,
duyusal ve motor beceriler ve saglik durumu, hayvanlarda sosyal davraniglarin ifadesini
etkileyebilir. Ornegin, bir hayvan hasta veya aci1 gekiyorsa etkilesimde bulunmaya daha
az istekli olabilir. Ayrica fare iletisiminde son derece 6nemli olan koku duyusundaki

bozukluklar da farelerin davranislarinda farklanmaya yol agabilir.

Bocekler, baliklar, kertenkeleler, kurbagalar ve insanlar dahil olmak iizere birgok memeli
gibi bir¢ok hayvan tiiriinde de agresif davranig goriilebilir. Bu durum, genis yelpazede
koruma, hayvanlarin hayatta kalma ve bu davranisin muhtemel kalittmindaki agresif
davraniglarin 6nemini vurgulamaktadir. Tipik agresif davranis modelleri tiirler arasinda
farklilik gosterse de, kemirgenler, primatlar ve insanlar arasindaki saldirganligin
norobiyolojisinde birka¢ uyum vardir. Kemirgen modelleri ile yapilan caligmalar

sonucunda, insanlardaki saldirganligin nérogenetik mekanizmasini anlamamiza yardimci
olabilir (79).

Farelerde sosyallik ¢cok boyutlu uyarlanabilir ve fonksiyonel bir cevaptir. Karmasiklig
nedeniyle, arastirmacilarin kolayca ¢ogaltilabilecek iyi tanimlanmis davranis analizlerini
kullanmalar1 6nemlidir (80). Sosyal davranis, insan taklit kiiltiiriiniin temel unsurlarin
olusturan, 6zellikle belirgin ya da karsilikli etkilesimlerle temsil edilen bir dizi ayirt edici
ve karmasik yapiy1 kapsar. Geleneksel olarak psikoloji alaninda ele alinan sosyal davranis
kavramu, sinirsel sistemdeki son gelismeleri, sinirsel sistemlerin tanimlanmasina vesile
olan devrelerin, genlerin ve farkli sosyal bilissel 6zelliklerin altinda yatan molekiiler

mekanizmalarin arastiritlmasini da kapsar (81).

Son yapilan ¢alismalar hipokampusun sosyal bellek ve davranistaki roliiniin yogun bir

aragtirma konusu oldugunu vurgulamaktadir (82).
2.4. TRANSGENIK

Transgenik hayvan genetik materyali dogal olmayan bir yolla degistirilmis organizma
demektir. Cogunlukla hastalik modellemesi amaciyla mikroenjeksiyon yontemi ile

tiretilen ilk transgenik fare Gordon JW ve ark. (83) tarafindan 1980 yilinda yapilmistir.
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Ulkemizde ise ilk transgenik ¢alisma doktora tezi diizeyinde Haydar Bagis tarafindan

rodentlerde gergeklestirilmistir (84).

Transgenik fare teknolojisi, gen fonksiyonunu c¢alismak ve insan hastaliklarinin hayvan
modellerini olusturmak i¢in gii¢lii bir yontemdir. Halen, transgenik fareler iiretmek i¢in
en yaygin olarak kullanilan ydntem, proniikleer mikroenjeksiyon ydntemidir. Bu
yontemde, genetik materyal (DNA, total RNA, miRNA vb.) déllenmis bir yumurtanin
proniikleusuna fiziksel olarak mikroenjekte edilir. Enjekte edilen embriyolar daha sonra
yalanci gebelik hissi yasayan annelerin oviduktlarina transfer edilir. Bu tasiyici anneler

maniple edilmis yavrular1 diinyaya getirirler (5).

Mikroenjeksiyon islemi igin disi ve erkek proniikleusunun birbirine en yakin oldugu an
beklenmektedir. Boylece bir hiicreli asamadaki embriyolarin proniikleuslarinin en biiyiik
yani en belirgin olduklar1 zaman se¢ilmis olur (85). Mikroenjeksiyon yapilirken disiye
gore ortalama iki kat buyiikliikteki erkek proniikleusuna 1-2 pikolitre olacak sekilde
genetik materyal transferi saglanmaktadir. Proniikleusun iki kati biiyiikliige ulagsmasi
mikroenjeksiyonun basarili bir sekilde gergeklestirildiginin gostergesidir (86). Aktarim
basarisini etkileyen 6nemli diger parametre ise mikroenjekte edilen genetik materyalin
yogunlugudur. Yiiksek konsantrasyon embriyolar icin toksiktir ve embriyolar tolere
edemediklerinden oliimle sonuglanmaktadir. Mikroenjeksiyon sirasinda ortam isisinin
islemin basarisini etkileyen onemli bir diger parametre oldugu bilindiginden ¢alisma
sirasinda embriyolarin i¢inde bulundugu lamin temas ettigi mikroskop zemini inkiibator
ile 1sitilmaktadir. Bunlara ek olarak, uygulamayi1 yapan arastirmacinin deneyimli
olmasinin bu yontemin basarili sekilde gerceklesmesini saglayan bir diger parametredir.
Ayrica, mikroenjeksiyon isleminin basaril sekilde gergeklestirilmesi kadar, mikroenjekte
embriyolarin tasiyici disilere transferi de yontemin basarisi lizerinde ¢ok 6nemli etkiye
sahiptir (86).

Kiiciikk RNA'larin kullanildigi mikroenjeksiyon deneyleri, kiigiik RNA'nin yeni nesile
ebeveyn etkilerini tasiyabilecegine dair ikna edici bir kanit saglamistir. Herhangi bir
kiiciik RNA tiiriiniin mikroenjeksiyonu, bir sekilde metabolizmay1 etkileyebilmektedir.
Ornegin, mikroenjeksiyon deneyi igin negatif kontrol olarak karmasik molekiiller yerine
0zel gevresel zorlu sartlar altinda degismeyen bir kiigiik RNA tipi kullanilmasi epigenetik

kalitimda kiiglik RNA'larin etkisinin belirlenmesine yardimer olacaktir (3).

2.5. GENLER
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Sox ailesi, 10 alt gruba (A-J) ayrilmistir. S0x8, Sox9 ve Sox10 genleri SoxE alt grubunu
olusturmaktadir (68, 87, 88). Periferik ve merkezi sinir sistemlerinde, kok hiicre
kapasitesi, Ozellesme, sag kalim, soy ilerlemesi, glial farklilasma ve homeostaz
diizenleyicileri olarak 6nemli roller oynarlar. Fonksiyonlar siklikla ortiigiir, ancak bazen
antagonisttir. SoxE proteinleri transkripsiyon diizenleyicileri, kromatin degistiren
kompleksler ve transkripsiyonel sistem bilesenleri ile dinamik olarak etkilesir. Diger
transkripsiyon faktorleri ve mikro RNA’lar ile diizenleyici devreler kurarak, SoxE
proteinleri omurgali sinir sisteminin ¢esitli hiicre soylarinda ve ayni hiicre soyundaki

farkli gelisim asamalarinda farkli islevleri yerine getirir (89).
2.5.1. Sox8 (SRY (Sex Determining Region Y)-box 8)

Sox8 geni farelerde 17. Kromozomda A3.3; 17 12.69 cM’de lokalize 3 ekzonlu bir gendir.
Bu gen, embriyonik gelisimin diizenlenmesinde ve hiicre kaderinin belirlenmesinde yer
alan SOX (SRY-iliskili HMG-box) transkripsiyon faktorleri ailesini kodlamaktadir. S0x8,
SRY-box gen ailesinin bir iiyesidir ve DNA'y1 baglama ve biikme yetenegine sahip olan
HMG-box (high mobility group box) transkripsiyon faktoriinii kodlayarak hedef genlerin
trans-aktivasyonuna izin vermektedir (87). Kodlanan protein, baska proteinlerle bir
protein kompleksi olusturduktan sonra bir transkripsiyon aktivatorii olarak hareket
edebilir. Beyin gelisimi ve islevinde rol oynayabilen bu protein, alfa-talasemi ile iliskili
bir sendromda bulunan bilissel sakatliga katkida bulunabilir. Bu protein ayrica insan
hepatoseliiler karsinomlarin c¢ogunda yiiksek oranda eksprese edilir ve hiicresel
proliferasyonu ve artmig tiimor biiylimesini tesvik eder. S0x8, sertoli hiicrelerinin bir

iirlinlidiir ve yetiskin erkek fertilitesinin korunmasi i¢in kritik bir dneme sahiptir.
2.5.2. S0x9 (SRY (Sex Determining Region Y)-box 9)

Sox9 geni farelerde 11. Kromozomda 11 E2; 11 77.27 cM’de lokalize 3 ekzonlu bir
gendir. Bu gen tarafindan kodlanan protein, HMG-box sinift DNA-baglayici proteinlerin
diger tiyeleri ile birlikte CCTTGAG dizisini tanir. Kondrosit farklilagmasi sirasinda etki
gosterir ve steroidojenik faktér 1 ile anti-Muellerian hormon (AMH) geninin
transkripsiyonunu diizenler. Yetersizlikler siklikla cinsiyette tersine donme ile birlikte

iskeletsel malformasyon sendromu olan kampomelik displaziye yol acar.

2.5.3. Sox10 (SRY (Sex Determining Region Y)-box 10)
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Sox10 geni farelerde 15. Kromozomda 15 E1; 15 37.7 cM’de lokalize 4 ekzonlu bir
gendir. Sox10, schwann hiicreleri ve oligodendrositlerin diizenleyici aginda gorevli birkag
onemli 6nemli transkripsiyon faktorlerinden biridir (68). Bu gen, embriyonik gelisimin
diizenlenmesinde ve hiicre kaderinin belirlenmesinde yer alan SOX transkripsiyon
faktorleri ailesini kodlamaktadir. Kodlanan protein, baska proteinlerle bir protein
kompleksi olusturduktan sonra bir transkripsiyon aktivatorii olarak hareket edebilir.
Schwann hiicrelerinde ve oligodentrositlerde, Sox10 soy ilerlemesi, nihayi farklilagma,

gelisimsel miyelinasyon ve miyelin bakimi i¢in gereklidir.
2.5.4. Dcx (doublecortin)

Dcx geni farelerde X. Kromozomunda X; X F2’de lokalize 7 ekzonlu bir gendir. Bu gen,
doublecortin ailesinin bir {iyesini kodlar. Bu gen tarafindan kodlanan protein bir
sitoplazmik proteindir ve mikrotiibiilleri baglayan iki ¢ift kordonu icerir. Gelismekte olan
kortekste, kortikal noronlar, son farklilasmalarinin bulundugu bolgeye ulagsmak i¢in uzun
mesafelerde gd¢ etmelidirler. Kodlanan proteinin mikrotiibiillerin organizasyonu ve
stabilitesini diizenleyerek ndronal migrasyonu yénlendirdigi diisiiniilmektedir. Ozetle,
Dcx embriyonik ve postnatal gelisim sirasinda merkezi ve ¢evresel sinir sistemi boyunca
noronlarin gogiinii ifade etmektedir (90). Dcx ve LIS1 geni agisindan nakavt farelerinde
yapilan calismalar, bu iki genin molekiiler etkilesiminin hem ndronal gocte hem de
norogenezde onemli oldugu diistiniilmektedir. Ayrica g¢ekirdegin yer degisimi ve glial
mitotik bollinmedeki mitotik ipligin radyal olarak konumlanmasinda bu iki genin kortikal
bir rolii oldugu da diisiiniilmektedir. Bu gen i¢in ii¢ farkli izoformu kodlayan c¢oklu

transkript varyantlar1 bulunmustur.
2.5.5. Neurodl (neurogenic differentiation 1)

Neurodl geni farelerde 2. Kromozomda 2 C3; 2 47.58 cM’de lokalize 2 ekzonlu bir
gendir. Bu gen, basic helix-loop-helix (bHLH) transkripsiyon faktorlerinin NeuroD
ailesinin bir iiyesini kodlar. Protein, diger bHLH proteinleri ile heterodimerler olusturur
ve E-box olarak bilinen spesifik bir DNA dizisi igeren genlerin transkripsiyonunu aktive
eder. Insiilin geninin ekspresyonunu diizenler ve bu gendeki mutasyonlar tip II diabetes

mellitus ile sonu¢lanir.






3. YONTEM ve FARELER

3.1. VERi TOPLAMA ARACLARI
Kullanilan Cihaz ve Aletler

1. LihgtCycler 480 Il (Roche)

2. Santriflij Cihaz1 Mikro 22 (Hettich Zentrifugen)
3. Termal Cycler PCR Cihazi (SensoQuest)
4, Sogutmal1 Santrifiij Cihazi (Sigma)

5. Vorteks Cihazi (Heidolph)

6. Isitic1 Blok TH2 (HLC Biotech)
7. Mikropipet (Gilson Eppendorf)
8. T-Shaker (Eurolone)

9. Distile Su Cihaz1 (Diret-Q. UV Millipore)
10. Etiiv CO2 (Niive)

11. Binokiiler Mikroskop (Leica)
12. Sterio Mikroskop (Leica)

13. Laminar Hava Kabini (TelStar)
14, Mikrotom (Leica RM 2155)

15. +4°C Buzdolabi1 (Siemens)

16. -20°C Dondurucu (Beko)

17. -80°C Dondurucu (Binder)

18. Otoklav (A1p)
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19. Eppendorf Thermomixer (Comfort)
20. Hassas Terazi (G Adam Equipment)
21. Centrifuge (Beckman Coulter Allegra)
22. Biotech Biospec-Nano (Shimadzu)
23. Su Banyosu (Niive)

24. Thermal Cycler (Bio-Rad)

25. Ceker Ocak (Hedlab)

26. Jel Goriintiileme Sistemi (Bio-Rad)
217. Plate Santrifiij (Peglab)

28. Mikropipetler

3.2. FARELER ve YASAM KOSULLARI

Calismamizda Balb/c 1rk1 fareler kullamlmustir. Bu fareler, Erciyes Universitesi Betiil-
Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezinde en uygun kosullarda barindirilmistir.
Calismamizda kullandigimiz farelerimize, minimum kafes alani: 180cm? ve minimum
kafes yiiksekligi: 12cm? sartlarinda olacak bicimde ve dogumlarindan itibaren biitiin
ihtiyaglari karsilanacak sekilde barinma olanagi saglanmistir. Farelerin hayatta kalmalari
icin en uygun yasam sartlar1 olan 20-24C° yasam alan sicakligi ve %45-70 nisbi nem

miktar1 saglanmistir.
3.2.1. Kilo Takibi ve Davranis Deneyi icin Mikroenjeksiyon ile Uretilen Fareler

miR-124-3p mikroenjeksiyonu sonucu 24 yavru fare dogmustur. Bunlardan 10 tanesi
erkek, 14 tanesi disidir. Kontrol grubunda ise 8 erkek ve 9 disi fare olmak {izere 17 yavru

diinyaya gelmistir. Bu farelerin hem kilo takipleri hem davranis deneyleri yapilmustir.

3.2.2. Embriyodan Direk Hipokampus Cikarmak i¢in Mikroenjeksiyon ile Uretilen

Fareler

mMiR-124* embriyolar tasiyici annelere transfer edildikten sonra transfer giiniine 0,5. giin
denilerek 19 giin sonra (E19,5) tasiyici anne ve kontrol anne sakrifiye edilmistir. miR-

124-3p mikroenjekte tastyict annenin uterusundan 5 embriyo (1 erkek,4 disi), kontrol
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grubunda ise 9 embriyo (4 erkek, 5 disi) ¢ikarilmistir. Kontrol grubuna hamile olan disi
farelerden birinin dogumunun basladigt ve 8 yavru (5 erkek, 3disi) dogurdugu
gozlemlenmistir. Hem embriyolarin hem de yavrularin hipokampusu ¢ikarilarak RNA
izole edilmistir. Yani bu grup i¢in hem Dogum Oncesi (DO) hem Dogum Sonras1 (DS)

gen ekspresyon verileri elde edilmistir.

3.2.3. Embriyonik Hipokampusden Primer Hiicre Kiiltiirii icin Mikroenjeksiyon ile

Uretilen Fareler

miR-124* embriyolari tasiyict annelere transfer edildikten sonra transfer giiniine 0,5. giin
denilerek 19 giin sonra (E19,5) tasiyict anne ve kontrol anne sakrifiye edilmistir. miR-
124-3p mikroenjekte tasiyict annenin uterusundan 7 embriyo (6 erkek,1 disi), kontrol

grubundan ise 11 embriyo (6 erkek, 5 disi) ¢ikarilmistir.
3.3. YONTEM
3.3.1. Mikroenjeksiyon Yontemi

Bu calisma icin iki grup fareye ihtiyac vardir. Ilk grubu embriyo topladigimiz saglikli
erkek ile ¢iftlesen saglikli disiler olustururken, ikinci grubu vazektomize erkek (Vaz
deferens kanallar1 cerrahi operasyon ile kesilmis fareler) ile ciftlesen saglikli disiler
(tastyic1 anne) olusturur. Bir giin dnce ciftlesmeye atilan fare gruplarmin ciftlesip
ciftlesmedigini kontrol etmek igin ertesi giin erkenden vajinal tika¢ takibi yapilmustir.
Saglikl erkek ile ciftlesen saglikli disiler o giin 6gleden sonra sakrifiye edilmistir ve
oviductlar1 daha 6nceden 37°C’de inkiibe edilen M2 medium (Sigma, Almanya) igine
alinmistir. Sterio mikroskop (Leica, Almanya) altinda embriyoyu barindiran ampulla
belirgin halde goriiliince pensler araciligi ile ampulla yirtilmistir ve agiz pipeti yardimiyla
embriyolar yeni M2’ye transfer edilmistir. Proniikleuslar1 kaynasmadan once fakat en
belirgin oldugu evrede yakalanmasi i¢in embriyolar M16 medium (Sigma, Almanya)
icine ag1z pipeti ile taginip 37°C’de % 0,5 COz ‘de (Panasonic, Japonya) inkiibe edilmistir.
O sirada invert mikroskop (Nikon, Japonya) agilmistir. Mikroenjekte edilecek olan
uaaggcacgcggugaaugcec dizisine sahip sentetik mmu-miR-124-3p (MIMAT 0000134,
Sigma, 1/10 oraninda seyreltilmistir ve ¢alisma siirecinde daima buz iizerinde
tutulmustur. Cukur lam {izerine alinan M2 medium {izerine M2 ile doyurulmus mineral
yag1 (Sigma, Almanya) eklenerek lam iizerinde emriyolar i¢in yasam alam

olusturulmustur. Embriyoya zarar vermeden tutabilmek i¢in 1,0mm Odx 0,58mm ID
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borosilikat cam kapiller (Harvard, Amerika) Micro Puller (Narishige, Japonya)
kullanilarak 97,6°C’de ¢ekilmistir ve Micro Forge (Narishige, Japonya) kullanilarak
tutucu pipete son sekli verilmistir. Kullanima hazir olan tutucu pipet invert mikroskop
(Nikon, Japonya) altinda yasam alani olusturulmus lam igine tutucu kollar yarimiyla
yerlestirilmistir. Bu ortama 15°serli gruplar halinde embriyolar yine agiz pipeti
yardimiyla tasinmistir. Mikroenjeksiyon i¢in en son olarak gerekli olan mikroenjeksiyon
pipetini yapmak i¢in 1,0mm Odx 0,78mm ID borosilikat cam kapiller (Harvard, Amerika)
Micro Puller (Kopf, Amerika) istenen incelige uygun sicaklikta ¢ekilmistir. Hazir haldeki
mikroenjeksiyon pipeti ¢oziilmiis haldeki miRNA ya da total RNA soliisyonu igerisinde
1-2 dk. bekletildikten sonra mikroenjeksiyon pipeti ucunda ¢ok kiiciik bir damlacigin
olusmast durumunda soliisyondan c¢ikarilip yasam alani olusturulmus lam igine yine
tutucu kollar yardimiyla yerlestirilmistir. Joystick’ler yardimiyla ayni diizleme alinan
tutucu pipet, embriyolar ve mikroenjeksiyon pipeti artik mikroenjeksiyon i¢in hazir hale
getirilmistir. Mineral yag yardimiyla (Sigma, Almanya) tutucu pipette olusturulan itme-
cekme giicii kullanilarak embriyo rahat¢a tutulmustur ve CO. yardimiyla
mikroenjeksiyon pipetinde olusan itme giiciiyle de miRNA ya da total RNA embriyonun
erkek proniikleusuna basilmistir. Mikroenjekte edilen soliisyonun embriyo iginde
olusturdugu siskinligin goriiniir olmasi sayesinde embriyoya miRNA ya da total RNA’y1
verdigimizden emin hale geldik. Mikroenjeksiyon bittikten sonra embriyolar agiz pipeti
ile tasinip 37°C’de % 0,5 CO: ‘de (Panasonic, Japonya) inkiibe edilmistir. Ag1z pipeti
yardimiyla Sterio mikroskop (Leica, Almanya) altinda mikroenjeksiyon sonrasi olen
embriyolar M16 (Sigma, Almanya) i¢inde birakilmis ve yasayan embriyolar M2 medium
(Sigma, Almanya) igine tasinmistir. Ag1z pipetine 6nce bir kag tane hava kabarcigi, sonra
M2 medium (Sigma, Almanya) ile birlikte mevcut embriyolarin hepsi ve en sonunda da

tekrar hava kabarciklar1 ¢ekilmistir.

Tagiyic1 anneyi anestezi altina alabilmek i¢in 150ul %2 Rompun (Bayer, Amerika) ve
150ul Ketalar (Pfizer, Amerika) 2ml %0,9 NaCl icinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan bu
soliisyondan her bir fareye 300ul intraperitonel olarak enjeksiyon yapilmistir. Anestezik
madde etkisini gostermeye baslayinca farenin sirt kismi tiraglanmistir. Sirt kismindan
makas yardimuiyla {i¢ kat kesilen tastyici annenin oviductu pens ile kesilen kisimdan disari
cikarilmigtir. Fare Sterio mikroskop (Leica, Almanya) altina tasinip oviductu ile
ovaryumu tizerindeki zar pensler yardimiyla yirtilmistir. Belirgin haldeki infindibulum

pens ile tutulup agiz pipeti ile embriyolar oviduct i¢ine transfer edilmistir. Transfer
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yaparken embriyolar goriinmemektedir. Ancak hava kabarciklar1 goriilebilirler
dolayisiyla hava kabarcigiin oviduct i¢cinde gdriinmesi embriyolarin da oviduct i¢cinde
oldugu anlamina gelmektedir. Transfer sonrasi farenin sirt kismi 26mm ve 75 cm stitur
(Surgisorb, Ingiltere) ile dikilmistir (6, 7). Tastyic1 anne, mikroenjeksiyon bilgileri ve
ciftlesme/calisma tarihi yazilan kafese yerlestirilmistir. Islemden 21 giin sonra diinyaya
gelen FO nesli yavrular 21 giin anne siitii ile beslendikten sonra cinsiyetlerine gore
ayrilarak yeni kafeslere alinmistir. Cinsiyet ayrimi yapilan fareler haftalik olarak

tartilmistir ve iki aylik olduklarinda da davranis deneyleri yapilmaya baglanmistir.
3.3.2. Kilo Takibi

miR-124-3p mikroenjeksiyonu yapilan embriyolarin tastyict anneleri ortalama 21 giin
sonra dogum yapmislardir. Mikroenjeksiyon sonucu dogan fareler ve kontrol grubu
fareler ilk olarak aktifliklerinin gézlenmesi agisindan videoya alinmadan dnce 7. giinde
tartilmiglardir. Ancak, 21 giinlik olmadan yavrulari dokunmak yavrularin sagligi
acisindan risk tasimaktadir. Bu hayvanlarda kannibalizm goriildiigii i¢in yavrularina
yabanc1 koku sindigi durumda anneler yavrularini 6ldiirmektedir. Bu yiizden fareler 21
giinliik olmadan tekrar tartim yapilmamustir. Yirmi bir giinlik olduklarinda cinsiyet
ayrimi yapilan fareler, kilo ve davranmis deneylerinin dogru takip edilmesi agisindan
tirnaklar1 kesilerek numaralandirilmislardir. Bu yiizden 21. gliniin sonunda haftalik olarak

3 ay (120 giinliik) boyunca tartilmiglardir.
3.3.3. Davramis Deneyleri

miR-124* fareler ve kontrol grubu fareler 2 aylik olduklarinda davranis deneyleri
yapilmaya baglanmistir. Deney baslamadan 6nce deneyin yapilacagi odaya getirilen

fareler 15-30 dk. boyunca ortamda tutulmustur. Béylece ortam habitasyonu saglanmistir.
3.3.3.1. Acik Alan Testi

Diizenek tabani cizgilerle ayrilmis, etrafi duvarla ¢evrili, listii agik, kare seklinde bir
kutudur. Bu diizenekte hayvanin merkezde mi yoksa kenarda m1 gezdigi onemlidir. Agik
alan diizeneginde hayvanin anksiyetesini tetikleyen iki durum vardir; Birincisi, hayvanin
kendi ortamindan alinarak bilmedigi baska bir ortama konulmasi, Ikincisi ise
kemirgenlerin dogasinda olan genis alan korkusudur. Az hareket eden, merkeze

geemeyen ve az defekasyon (diskilama) yapan farede acik alan korkusu vardir ve
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streslidir, rahat bir sekilde acik alanda gezen fare ise fazla stresli degildir ve korkuyu

nispeten yenmistir (91, 92).

16 esit kareden ortada bulunan 4 kare merkez olarak kabul edilmektedir. Merkez ve

periferde durma siireleri ve giris sayilar1 6l¢iilmustiir.
3.3.3.2. Delikli Tahta

Zemini 2.2 cm capinda, 16 delikten olusan bir diizenektir. Hayvanin duygu durumu,
anksiyetesi strese karsi cevabinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Testin esasi
hayvanin basini deliklerin i¢ine sokmasina dayanir. Bu testte fareler delikli tahta iizerine
koyularak 5 dk boyunca kafasini bu deliklere sokma sayis1 kaydedilmistir. Bas sokma
davraniginin azalmasi anksiyetenin artmasinin, bu davranisin artmasi ise anksiyetenin

azalmasi (anti-aksiyete) olarak yorumlanmaktadir (93).
3.3.3.3. Yeni Nesne Tanima

Acik alan testini yaptigimiz diizenege fareden biiylik olmayacak sekilde iki ayni nesne
yerlestirilmistir. Birinci giin farenin nesnelerin yaninda kaldig1 siire ve yanlaria gitme
sayilart hesaplanmistir. Ikinci giin objelerden biri degistirilmis ve yeni nesne
koyulmustur. Farenin yeni ve asina olduklar1 nesnelerin yaninda kalma siire ve yanlarina
gitme sayilar1 ve diskriminasyon indeksi 6lgtilmiistiir. Toplamda yeni nesne ile gegirilen
zaman ile toplamda asina nesle ile gecirilen zaman arasindaki fark toplam zamana
oranlanip 100 ile ¢arpildiginda elde edilen veriye diskriminasyon indeksi denilmektedir.
Ozetle fareler toplam zamanin yiizde kagini yeni nesne ile gegirmis bunun 6lciildiigii
durumdur. Bu deney ile farelerin 6grenme ve hafiza fonksiyonlar1 dl¢iilmektedir. Bu
deneyde farelerden beklenen davranis, yenilik konusundaki icgiidiileri nedeniyle,

alistiklarinin disinda yeni bir nesneyi kesfetmek icin yeni nesne ile daha fazla zaman

harcamalaridir (94).
3.3.3.4. Y Labirent Deneyi

Y-Labirent testi spasyal hafizanin 6l¢iilmesinde kullanilmaktadir. Y seklinde 3 kolu
bulunmaktadir. 40 cm uzunlugunda, 3 cm genisliginde kollar1 ve 12 cm yiiksekliginde
duvarlart bulunmaktadir. Kollar simetrik olarak ve 120 derece ag1 ile digerinden ayrilir.
Labirentin taban1 ve duvarlar1 siyah pleksiglastan yapilmistir. Y labirentin etrafina
ipuclar yerlestirilmektedir. Fare baslangigta kollardan birinin ucuna yerlestirilir. Her 3

kola girme sayis1 5 dk. boyunca kaydedilir. Normalde fare her bir kolu ziyaret eder veya
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bazi kollara girmez. Ayrica rotasyonel girisler hesaplanir. Bunun i¢in kollar A, B, C harfi
olarak isimlendirilir. Ardigik olarak her 3 kolu ziyaretleri sayilir. Alternasyon olarak
isimlendirilir. Ziyaretler ABCCAB olabilir. Ardisik ziyaretlerde ABC, CAB, BCA
olabilir. BAB oldugunda sayilmaz. Rotasyon (alternasyon) yiizdesi hesaplanir: %
Rotasyon = [(Rotasyon sayis1) / (Total kol girigleri-2)] x100. Kol giris sayilar1 lokomotor
aktivitenin gostergesidir. Kisa siireli spasyal ¢alisan bellek 6lgmek igin, egitim (15 dk.)
ve test (5 dk.) boliimii olmak iizere iki uygulama yapilir. 1k giin kol kapal1 sekilde farenin
15 dk gezinmesine izin verilmistir. Siire bitiminde kol agilip fare tekrar birakilmis ve 5
dk kayit alimmustir. Ertesi giin kol kapali iken farenin 15 dk gezinmesine izin verilmistir.
Siire bitince fare Y labirentten kafesine alinmis ve 3 saat beklenmistir. Siire bitiminde kol
acilmis fare ortama birakilmis ve 5 dk kayit alinmistir. Test uygulamasinda biitiin kollar
ulagilabilirdir. Kollarda kalma siiresi, kollara giris sayisi, rotasyon sayisi hesaplanir.
Deney aralarinda tiim kollar %70 etanol ile silinir. Yeni kola giris yiizdesi [(yeni kolda

gegirilen siire/total kolda gegirilen zaman)] x100 olarak hesaplanir (95).
3.3.3 5. Kuyruktan Asma Deneyi

Kuyruktan asma deneyi otizm modeli farelerde ilk kacis yonelimli hareketlerden sonra,
kaciilmaz stresli bir duruma yerlestirildiginde hareketsiz bir durus gelistirdiklerini
gozlemlemeye dayanmaktadir. Kuyruktan asma sirasinda stresli durum, kuyruklar
tarafindan kontrol edilemeyen bir sekilde asilmanm hemodinamik stresini igerir ve otizm

modellerinde hareket ve kagis kabiliyetlerinin az oldugu goriilmektedir (96).

Deney diizenegi 3 farkli farenin es zamanli olarak deneye alinabilecek sekilde
olusturulmustur. Farelerin birbirini gormeyecek sekilde 25 cm yiikseklikte kalin karton
benzeri levhalar kesilerek fareler arasina yerlestirilmistir. Fareler beyaz renk oldugu igin
arka planda siyah zemin kullanilmistir. 12 cm uzunlugunda bantlar kesilerek farenin
kuyruklar1 zarar gérmeyecek sekilde kuyruk ucuna yapistirilarak deney diizenegine
asitlmigtir. Fareler 6 dk. boyunca video kamera ile goriintii altina alinmistir. Kayitlar
bilgisayar ortaminda izlenerek 6 dk boyunca farenin hareketli ve hareketsiz kaldigi

stireler hesaplanmistir (96).

3.3.3.6. Sosyal Alan Deneyi
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Sosyal Test, MSS bozukluklarinin kemirgen modellerinde genel sosyallik ve sosyal
yenilikteki ilgi bigimindeki bilisi degerlendirir (97). Kemirgenler normalde bagka bir
kemirgenle (sosyallikle) daha fazla zaman gecirmeyi tercih eder ve yeni bir yabanciy1
tanidik olandan (sosyal yenilik) daha fazla arastirirlar. Bu egilimlere dayanarak,
kemirgenlerin sosyallik ve sosyal yenilikteki eksikliklerle tanimlanmasina yardimci

olabilir.

Bu test, otistik Ozellikler sergileyen transgenik hayvanlarda sosyal davraniglardaki

acikliklart nicellestirmektir (98).

Crawley'in sosyallik ve sosyal yenilik testi, dikddrtgen, ii¢ bdlmeli bir kutudan
olusmaktadir. Her bir oda 19 x 45 cm'dir ve boliinmiis duvarlardan, her bir odaya serbest

erisim saglayan agik berrak pleksiglastan yapilmis bir orta bolmesi olan sistemdir (98).

Deneye baglamadan oOnce deneyin yapilacagi odaya alinan fareler deney diizenegi
ortamina alismasi i¢in 30 dk. bekletilir. Ardindan bir bélmeye farelerden bir tanesi
konulur. Diger bolme bos birakilirken asil olarak deneye alinan fare orta bdlmeye
birakilarak 5 dk. boyunca kamera sistemiyle kayit altina alinip, bolmedeki fareye olan
ilgisi belirlenen parametreler dogrultusunda EthoVision sistemi ile veriler olusturulup

istatistiksel analizi yapilip kontrol grubuna gore karsilastirmasi yapilmastir.
3.3.3.7. Bilye Gomme Deneyi

Marble Buried (Bilye gomme)  deneyi yaygin olarak kemirgenlerde neofobi
(kemirgenlerin yeni nesneye olan ¢ekingenligi) (99), anksiyete (99, 100), obsesif-
kompulsif (101) (102) veya tekrarlayici davraniglari 6lgmek igin kullanilir. Ayrica testin,
yeni antidepresanlar (103, 104), anksiyolitikler (105, 106) ve antipsikotiklerin (107, 108)
taranmast i¢in tahmini gecerlilige sahip olabilecegi de one siiriilmiistiir. Bilye gdmme
deneyinde performans da genel kazma davranisi ile iliskilidir. Genel olarak sosyal
merakin ve yeni nesnelere olan korkunun 6l¢tildiigii bu deneyde odlciilen temel yap: hala

belirsizdir.

Bu davranis muhtemelen kemirgenlerin tipik bir savunma gémme tiiriidiir (97). Oyle
gortiniiyor ki, fareler bilyeleri apagik goremiyorlar (98), bu yiizden daha belirgin renkte

bilye se¢imi gdmiilmeyi arttirmaktadir (109, 110).

C57/BL6 ki farelerin, bilyelerin yaklasik % 75'ini 30 dk.lik bir siirede gdmmesi
beklenebilirken; bu durum, sus, yas ve cinsiyete gore degisebilir (100).
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Bu davranisin noronal sistemde hangi bolge ile iliskili oldugu heniiz aydinlatilamamigtir.
Ancak, hipokampusun ve septumun cok etkilenen bolgeler oldugu diisiiniilmektedir

¢iinkii bu bolgelerdeki lezyonlar kazmay1 azaltmaktadir (100).

Normalde farelerimizin bakiminda kullandigimiz misir koganlarini, bos bir kafes igerisine
5 cm yiikseklikte olacak sekilde konulmustur. 20 adet bilye her sirada 4 bilye olacak
sekilde 5 sira seklinde dizilmistir. Deneye alinan fare kafesin bir kdsesinden birakilmistir
ve fareye 30 dk. boyunca kesif i¢in izin verilmistir. 30 dk.’nin sonunda fare kafesten
aliarak bu siire boyunca misir kogani altina gomdiigli toplam bilye sayisi1 sayilarak not

edilmistir.
3.3.3.8. Koku Deneyi

Bu deney i¢in agik alan deney diizenegi ve programi kullanilmistir. Alanin tam merkezine
kabuk tar¢in birakilarak acik alan deney prosediirii uygulanmistir. Kemirgenler dogasi
geregi periferde vakit gecirmektedir ancak fareler targin kokusuna ragmen periferde

kalmayi siirdiirecekler mi bunu gézlemlemek i¢in koku deneyi tasarlanmustir.
3.2.4. Embriyodan Hipokampus Cikarilmasi
Hippokampiis ¢ikarilirken asagidaki prosediirler takip edilmistir:

1. miR-124-3p mikroenjekte embriyolar tasiyict anneye transfer edildikten sonra

gebelik gerceklesen tasiyici anneler gebeligin 19. giinlinde sakrifiye edilmistir.

2. Uterusun tamami ¢ikarilip Phosphate Buffered Saline (PBS) ile petri kabina

tasinmistir.

3. Pensler yardimi ile uterus yirtilarak embriyolar ¢ikarilip PBS’li yeni petriye

alinmustir.

4.  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile cinsiyet tayini i¢in her bir embriyonun
kuyruk kismindan doku alinip DNA izole edilmistir (Yontem 3.2.6.1. numarali
baslik altinda agiklanmustir.

5. Ayni embriyonun bag kismi kesilip total beyin ¢ikarilmistir.
6.  Lam iizerine alinan total beyin 2-3 dk -20°C dolapta bekletilmistir.

7. Buz akiisii zeminde olacak sekilde binokiiler mikroskop altinda beyin yarimkiireleri

on beyine dogru kaldirilarak hippokampus 100’liik pipet ucuyla aspire edilmistir.
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3.2.5. Primer Hiicre Kiiltiirii

Hipokampusten primer hiicre kiiltiirii yapilirken asagidaki prosediirler takip edilmistir:

1.

10.

11.

12.

13.

Poly(2-hydroxyethyl methacrylate) (pHEMA) (Sigma, Almanya) kiiltiire
baslamadan bir giin 6nceden hazirlanmistir. 300mg pHEMA %95 Etanol ile su

banyosunda (65 °C) ara ara vorkteks yapilarak ¢ozdiiriilmiistiir.

Laminar hava kabini i¢inde 24 well-plate’in her bir kuyucuguna 200 ul pHEMA
pipetlenmistir. Plate kapagi agik sekilde alkoliin u¢gmast i¢in bir gece kabinde

birakilmistir.

Ertesi giin sabah erkenden E19,5 giinliik gebe farelerin embriyolar1 aspire edilmistir
Aspire edilen dokular 1ml Hanks’ Balanced Salt (HBS) soliisyonu i¢ine alinmigtir.
Dokular resiispanse edilip 1000 rpm’de 2 dk oda 1sisinda santrifiij edilmistir.

Ekim i¢in Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F12) (Sigma, Almanya) medium kullanilmistir. DMEM/F12 mediuma;
%10 oraninda Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma, Almanya), %1 oraninda
Penicillin-Streptomycin (Pen Strep) (Gibco, Life Tecnologies) ve L-Glutamine
(200 mM) (Gibco, Life Tecnologies) eklenerek kullanima hazir medium elde

edilmistir.

Supernatant atilip hiicreler 500 pl hazir medium ile resiispanse edilerek pHEMA
kapli well plate’e ekilmistir. %5 CO?2 iceren etiivde 37 °C’de inkiibe edilmistir.

Ertesi giin tekrar pHEMA hazirlanmis ve 24 well plate 200 ul pHEMA ile

kaplanmis ve kapak agik sekilde laminar hava kabininde bir gece inkiibe edilmistir.
Iki giin sonra hiicreler steril pastor pipeti ile ¢ekilip 1 ml HBS ile yikanmuistir.
Hiicreler restispanse edilip 1000 rpm’de 2 dk oda 1sisinda santrifiij edilmistir.

Supernatant atilip % 0,25 Trypsin-EDTA (Gibco, Life Technologies) eklenmistir
ve %5 CO2 igeren etiivde 37 °C’de 5 dk inkiibe edilmistir.

Uzerine 500 pl hazir medium eklenip 1000 rpm’de 2 dk oda 1sisinda santrifiij

edilmistir.

Supernatant atilip hiicreler 1 ml hazir medium ile resiispanse edilmistir.
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15.

16.

17.
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pHEMA kapli plate kuyucuklarina her 6rnek iki kez ekilmistir.

Ekimden 5 giin sonra ¢ift ekilen kuyucuklardan birine 1 ml hazir medium
eklenirken diger kuyucuga 20 ng/ml Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) ve Insulin-
Transferrin-Selenium-A (ITS) eklenmistir.

Kiiltiirtin 12, 16 ve 21. giinlerinde fotograf alinmistir.

Fotograf alindiktan sonra kiiltiir sonlandirilmastir.

3.2.6. Cinsiyet Tayini

3.2.6.1. DNA lzolasyonu

DNA izolasyonu yapilirken asagidaki prosediir takip edilmistir:

1.

2.

10.

11.

12.

Her embriyonun kuyrugundan doku ayr1 ayr1 ependorf tiiplere alinmistir.

Doku tizerine 1M Tris, 0,5M EDTA, %4’liik Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), dH20

ve proteinaz K dan hazirlanan liziz bufferdan 300ul eklenmistir.

Ornekler 55° C de bir gece inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyondan sonra 100 pl Amonyum asetat eklenmis ve iyice karistirilmistir.
Ornekler 4000 rpm’de 20dk santifiij edilmistir.

Siipernatant temiz bir ependorfa alinmistir ve 500 pl izopropanol eklenmistir.
5dk oda 1s1sinda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 4000 rpm’de 10 dk santifiij yapilmustir.

Supernatant atilmistir ve olusan pellete 1000 pl %70 etanol eklenmistir.

4000 rpm’de 10 dk santifiij yapilmistir.

Olusan pelletten alkol uzaklagmasi i¢in 10 dk oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Pellet
kuruduktan sonra pellet 100 ul Nuclease-Free Water (NFW) (Qiagen, Almanya) ile

¢Ozllmiistiir.

+4°C buzdolabinda 10-15 dk bekletildikten sonra Biospec Nano (Shimadzu)

kullanilarak DNA konsantrasyon 6l¢iimii yapilmistir.
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3.2.6.2. PCR

Cinsiyet tayini i¢in embriyonun kuyruk dokusundan DNA izolasyonu yapildiktan sonra
PCR islemi yapilmistir. Kullanilan primerlerin dizisi Tablo 2’de verilmistir.
Tablo 2. Cinsiyet tayini i¢in gerekli primer dizileri.

Gen | Primer (5’- 3%) Baz
Forward Reverse gl

Sry  TGCACAATTGTCTAGAGAGC ACTGCAGAAGGTTGTACAGT 329

Pax6 CTTTCTCCAGAGCCTCAAT GCAACAGGAAGGAGGGGGAGA 150

PCR islemi yapilirken Thermo marka DNA Polimeraz kullanilmistir. Kullanilan

malzemeler ve miktarlar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. PCR islemi igin gerekli malzemeler ve miktarlari.

Malzeme Miktar
PCR Buffer(10x) 5ul
MgCl, 4 ul
dNTP 4 ul
Sry3 0,5 ul
Sry5 0,5 ul
H499 0,5 ul
H500 0,5 ul
Distile Su 31 ul
Taq 0,5 ul

Tablo 3’e gore PCR karigimi hazirlanip 45 ul tiiplere dagitilmistir ve 5 pl DNA eklenip
Tablo 4’deki PCR programu ile ¢alisma baslatilmistir.

Tablo 4. Cinsiyet tayini i¢in kullanilan PCR programu.

95 °C 5 dk
94 °C 1dk
57 °C 45 sn 30 dongii
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72°C 1 dk
72 °C 10 dk
4°C 0

PCR irlinlerinin goriintiilenme islemi i¢in %2’lik agaroz jel kullanilmistir. Jel
goriintiileme sistemi (Bio-Rad) ve Image Lab analiz programi kullamlarak jel

goriintiilenmistir. Sekil 18°de jel goriintiisii gosterilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 18. Cinsiyet tayini jel goriintiisi: M: Markir (100bg¢-3000bg), 1.,2. ve 6.
embriyolarin cinsiyeti erkek iken 3.,4. ve 5. embriyolarin cinsiyeti digidir. 7. 6rnek
kontrol disi, 8. 6rnek kontrol erkektir.

3.2.7. NS Saymm ve NS Alan Olciimii

Kiiltiirtin 12, 16 ve 21. giinlerinde NS’lerin fotograflar1 alinmistir. Image J programi

kullanilarak hem NS sayis1 hesaplanmistir hem de NS’lerin alan 6l¢iimleri yapilmistir.
3.2.8. RNA izolasyonu

3.2.8.1. Hipokampusden RNA izolasyonu

Hipokampiisten RNA Izolasyonu yapilirken asagidaki prosediir uygulanmistir.

1. Aspire edilen hippokampus dokusuna 1 ml TriPure Isolation Reagent (Roche,

Almanya) eklenmistir.

2. lyice vorteks yapildiktan sonra 200 ul Kloroform eklenip 15 sn vorteks

yapilmuigtir.
3. 12000 g'de 20 dk +4 °C santrifiij edilmistir.

4.  Akoz faz yeni ependorf tiipe alinmustir.
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11.
12.
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500 pl Izopropanol eklenip iyice vortekslenmistir ve -20 °C dolapta bir gece

bekletilmistir.
12000 g'de 10 dk +4 °C santrifiij edilmistir ve siiperntant atilmistir.

Pellete 1 ml %75 Etanol eklenip alt-iist edilmistir.

7500 g'de 5 dk +4°C santrifiij edilmistir ve siiperntant atilmustir.
Tekrar pellete 1 ml %75 Etanol eklenip alt-iist edilmistir.

7500 g'de 5 dk +4°C santrifiij edilmistir ve siiperntant atilmustir.
Pellet 30 NFW (Qiagen, Almanya) ile ¢oziilmiistiir.

Biospec Nano (Shimadzu) kullanilarak RNA konsantrasyon dl¢iimii yapilmustir.

3.2.8.2. Primer Hiicre Kiiltiiriinden RNA izolasyonu

Primer hiicre kiiltiiriinden RNA Izolasyonu yapilirken asagidaki prosediir uygulanmustir.

1.

8.

9.

Plate iizerindeki her kuyucuk pastor pipeti yardimi ile eppandorf tiiplere

taginmaistir.

Eppandorf tiipler 1000 rpm’de 2 dk oda 1s1sinda santrifiij edilmistir ve siipernatant

atilmastir.

Pellete 1 ml TriPure Isolation Reagent (Roche, Almanya) ve 1 ul (20ng/ml)

Glikojen eklenmistir.

Iyice vorteks yapildiktan sonra 200 pl Kloroform eklenip 15 sn vorteks
yapilmistir.

12000 g'de 20 dk. +4 °C santrifiij edilmistir.

Akoz faz yeni ependorf tiipe alinmistir.
500 ul izopropanol eklenip iyice vortekslenmistir ve -20 °C dolapta bir gece

bekletilmistir.
12000 g'de 10 dk +4 °C santrifiij edilmistir ve siiperntant atilmustir.

Pellete 1 ml %75 Etanol eklenip alt-iist edilmistir.

10. 7500 g'de 5 dk +4°C santrifiij edilmistir ve siiperntant atilmastir.

11. Tekrar pellete 1 ml %75 Etanol eklenip alt-iist edilmistir.

12. 7500 g'de 5 dk +4°C santrifiij edilmistir ve siiperntant atilmisgtir.
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13. Pellet 30 ul NFW (Qiagen, Almanya) ile ¢oziilmiistiir.

14. Biospec Nano (Shimadzu) kullanilarak absorbans dl¢timii yapilmustir.

3.2.9. cDNA Sentezi

cDNA sentezi, EvoScript cDNA Kiti (Roche, Almanya) kullanilarak firmanin 6nerdigi

protokole gore yapilmistir.

Hipokampusten RNA izole edilen ornekler icin reaksiyon karistmi Tablo 5’e gore

hazirlanmastir.

Tablo 5. Hipokampusten RNA izole edilen 6rnekler igin karisim miktarlari.

Icindekiler Her bir o6rnek icin
Reaction Buffer (5X) 4 ul
dH20 9 ul
RNA S5ul

Kiiltirden RNA izole edilen oOrnekler icin reaksiyon karisimi Tablo 6’ya gore

hazirlanmastir.

Tablo 6. Kiiltirden RNA izole edilen 6rnekler i¢in karisim miktarlar

Icindekiler Her bir ornek icin
Reaction Buffer (5X) 4 ul
RNA 14 pul

Reaksiyon Buffer ve RNA 6rneklerinin bulundugu tiipler 5 dk buz tizerinde bekletilmistir.
Bu siire sonunda her bir 6rnek iizerine 2 pul Enzim karisimi eklenmistir. Ardindan da
Thermal Cycler cihazina Tablo 7°de yer alan program kurulmustur ve g¢alisma

baslatilmistir.

PCR Programi;

Tablo 7. cDNA sentezi igin PCR programu.

42 °C 15 dk.
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85°C 5 dk.
65°C 15 dk.
4°C 0

PCR sonunda elimizde 20 ul cDNA firiinii olusmustur.
Elde edilen cDNA ornekleri Pre-Amplifikasyon i¢in kullanilmistir.
3.2.10. Pre-Amplifikasyon Yéntemi (On Cogaltma)

Pre-Amplifikasyon i¢in cDNA Pre-AMP Master Kit (Roche, Almanya) kullanilmistir. On
cogalma yapilirken ekspresyon igin kullanilacak olan her bir primer/probe (Integrated
DNA Technologies, Belgika) 1/10 oraninda seyreltilmistir. Sonrasinda seyreltilen her bir

genden 1,4 ul alinarak ve ependorf tiipe primer karigimi hazirlanmigtir (Tablo 8).

Tablo 8. Pre-Amplifikasyon islemi i¢in gerekli malzemeler ve miktarlari.

Icindekiler Primer mix

%10 Actb 1,4 ul

%10 Sox8 Lol

1,4 ul

. %10 Sox9

Primerler 1,4 ul
%10 Sox10 1,4 ul

%10 Dcx 1,4 pl

%10 Neurodl

Pre-Amp Master Mix 5ul
NFW 1 pl
cDNA 5ul

Karisim hazirlandiktan sonra her bir PCR tiipiine 20 pl dagitilmistir. Daha sonra
tizerlerine 5 ul cDNA eklenmistir ve PCR cihazina agagidaki program (Tablo 9) kurulup

calisma baslatilmistir.

PCR Programu;
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Tablo 9. Pre-amplifikasyon i¢in PCR programi

95°C 1 dk.

95 °C 15sn

60 °C 4 dk. 13 dongii
4°C 0

PCR sonunda 25 ul Pre-Amp ¢cDNA iiriinii elde edilmistir.
3.2.11. Gen Ekspresyonu

LightCycler 480 Il (Roche, Almanya) Real-Time PCR cihaz1 kullanilmistir. Gen
ekspresyon caligsmasi yapilirken asagidaki prosediir takip edilmistir.

1. Pre-Amp cDNA f{iriinii 1/40 oraninda NFW ile seyreltilmistir.

2. Asagida yer alan tablodaki (Tablo 10) miktarlarda reaksiyon plate (Roche,

Almanya) iizerine dagitilmistir.

Tablo 10. Gen ekspresyon ¢alismasi igin gerekli malzemeler ve miktarlari.

2X Probe Master Mix 10 ul
Primer/Probe 1 ul
NFW 4l
Pre-amp cDNA Sul

3. LightCycler 480 Il (Roche, Almanya) Real-Time PCR cihazina asagidaki

program kurulmustur (Tablo 11) ve ¢alisma baslatilmistir.
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Tablo 11. Gen ekspresyon ¢alismasi igin kullanilan PCR programu.

95 °C 10 dk
95 °C 10 sn
60 °C 30 sn
45 dongi
72°C 1dk
40 °C 30 sn
4 Her bir 6rnek ¢ift calisiimistir.
5. House-keeping gen olarak actin, beta kullanilmustir.
6 Ekspresyonu arastirilan genlere ait bilgiler asagidaki gibidir.
7 Veriler delta delta ct metodu kullanilarak normalize edilmistir.

3.2.12. istatiksel Analizler

Verilerin analizi IBM SPSS Statistics 22 (IBM SPSS Statistics for Windows, Version
22.0. Armonk, NY: IBM Corp. Released 2013) yazilimi ile yapilmistir. Verilerin
dagilimina histogram, qq plot ve Shapiro-Wilk testi ile bakilmustir. Iki grup arasi verilerin
karsilastirilmasinda bagimsiz t-testi ve bagimli t-testi testleri kullanilmustir. 3 ve daha gok
gruptan olusan kiyaslamalarda ANOVA ve anlamli olma durumunda ikili karsilastirilma
i¢in Tukey'in ¢oklu karsilastirma testi kullanilmustir. Ozet istatistik olarak birim sayist
(n), yiizde (%), ortalama ve standart sapma degerleri verilmistir. p<0,05 (miRNA analizi
icin p<0,01) anlamlilik diizeyi kabul edilmistir. Grafiklerin yapiminda GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, CA, USA) yazilimi kullanilmistir.



4. BULGULAR

miR-124-3p mikroenjeksiyonu sonucu 24 yavru fare dogmustur. Bunlardan 10 tanesi
erkek, 14 tanesi disidir. Kontrol grubunda ise 8 erkek ve 9 disi fare olmak tizere 17 yavru

diinyaya gelmistir. Bu farelerin hem kilo takipleri hem davranis deneyleri yapilmistir.
4.1. Farelerde Fenotipik Bulgular

mMiR-124-3p mikroenjeksiyonu sonucunda farelerin hem prenatal hem postnatal donemde
daha iri olduklar1 gozlemlenmistir. Birinci resimdeki embriyolar E19,5 giinliiktiir; soldaki
(a) kontrol embriyo iken sagdaki (b) miR-124-3p mikroenjekte edilmis embriyodur.
Ikinci resimdeki dogumdan sonra 2 giinliik yavru farelerdir; soldaki (c) kontrol yavru iken
sagdaki (d) miR-124-3p mikroenjekte edilmis yavrudur. Ugiincii resimdeki ise dogumdan
sonra 7 giinliik yavru farelerdir; soldaki (¢) miR-124-3p mikroenjekte edilmis yavru iken
sagdaki () kontrol yavrudur (Sekil 19). Ayrica tasiyici annelerin uteruslari ¢ikarildiginda
iki embriyonun bir plasenta iginde (ikizlik) oldugu durumlar da fenotipik gozlemlerimiz

arasindadir.

Sekil 19. Embriyolarin farkli giinlerde alinmis fotograflari.



4.2. Davramis Deneyi Bulgular:

4.2.1. Acgik Alan Deneyi Bulgulari
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Acik alan deneyinde cinsiyet ayrimi olmaksizin saglikli bir fare santral (merkez) yerine

periferde (kenarlar) zaman gecirmeyi tercih etmektedir. Kontrol grubumuz i¢in agik alan

deney bulgularina bakildiginda hem erkek hem de disi farelerin santral alana kiyasla

periferde daha ¢ok zaman gegirdigi saptanmistir (p<0,0001). Bu bulgu agik alan

deneyimizin dogru sekilde yapildigini ispatlar niteliktedir. miR-124* farelerimizde

kontrol grubumuz ile ayn1 davranisi sergileyerek santral alana kiyasla periferde daha ¢ok

zaman gecirmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Gruplara gore agik alan deneyi bulgulari.

Gruplar arasindaki total hareket ve hiza bakildiginda istatistiksel olarak bir anlamlilik

saptanamasa da miR-124* erkekler kontrol erkeklerden hem totalde daha g¢ok yol kat
etmistir hem de daha hizlidir (Sekil 21).
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Sekil 21. Acik alanda gruplara gore total hareket ve hiz kiyaslamasi.
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4.2.2. Delikli Tahta Deneyi Bulgulari

Delikli tahta deneyinde bas sokma sayis1 azaldikg¢a anksiyetenin arttigi diisiiniilmektedir.
Ayrica fareler stres altinda iken digskilama davranist sergilemektedir. Defekasyon sayisi
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamistir. Bag sokma
sayist agisindan ise miR-124* erkeklere kiyasla miR-124* disilerde anksiyetenin arttigi
saptanmistir (p<0,05) (Sekil 22).
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Sekil 22. Gruplar arasinda defekasyon ve delik sayisinin kiyaslanmasi.

4.2.3. Yeni Nesne Tanima Bulgulari

Yeni nesneye olan ilgiyi kiyasladigimiz deneyde kontrol ile kiyaslandiginda miR-124*
erkekler yeni nesne yaninda daha fazla zaman gegirmistir (p<0,01). Kontrol disi farelere
kiyasla (p<0,05) miR-124* disiler (p<0,001) yeni nesne yaninda daha ¢ok vakit
gecirmislerdir (Sekil 23).

YeniObje/Kontrol/Erkek Veniobje/mir-124 / Erkek YeniObje/Kontrol/Disi YeniObje/ mir-124 /Disi
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Sekil 23. Gruplar arasinda yeni nesne ile gegirilen vaktin kiyaslanmasi.
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Farelerin toplam zamanin yiizde kaginda yeni nesne ile vakit gecirdiklerini Slgen
diskriminasyon indeksine bakildiginda, istatistiksel olarak anlamli fark saptanamamis
olsa da kontrol disiler ile miR-124* disiler arasinda diskriminasyon indeksi agisindan fark
gozlenemezken MiR-124* erkeklerin kontrol erkeklere kiyasla yeni nesne ile daha ¢ok

zaman gegcirdigi saptanmustir (Sekil 24).
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Sekil 24. Diskriminasyon indeksinin gruplar arasi kiyaslanmasi.

Yeni nesne deneyinde farelerin total hareketine bakildiginda kontrol disilerin kontrol
erkeklerden daha fazla hareket ettigi hem daha hizli oldugu saptanmistir (p<<0,05) benzer
sekilde miR-124* disiler de miR-124* erkeklerden daha fazla ve daha hizli hareket

etmistir ancak istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamustir (Sekil 25).
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Sekil 25. Gruplar arasinda total hareket ve hiz kiyaslanmasi.
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4.2.4. Y Labirent Deney Bulgular:

Kisa siireli spasyal bellegi 6l¢mek icin kullandigimiz Y labirent deneyinde birinci giin 15
dk. egitimin ardindan hemen 5 dk. test, ikinci giin ise 15 dk. egitimden sonra 3 saat ara
ve arkasindan 5 dKk. test uygulanmaktadir. Y labirent deneyinin 2. giin verilerinin
kullanilarak elde edildigi bulgulara bakildiginda miR-124* erkeklerin kontrol grubu
erkeklerinden daha az rotasyon yaptigi ancak bu durumun istatistiksel olarak anlamli
olmadigi saptanmistir. miR-124* disiler ise kontrol disiler ile benzer profil sergilemistir.
Kollara total giris sayilar1 agisindan miR-124* disi ile erkekler arasinda istatistiksel bir
fark saptanamazken, miR-124* disiler kontrol disilerden daha ¢ok giris yapmistir
(p<0,05). Y labirent puan1 (ayrintili bilgi 3.3.3. 4.Y Labirent Deneyi) hesaplandiginda ise
Y labirent puaninin miR-124* erkek ve disilerin kontrol erkek ve disilerden daha diisiik

oldugu saptanmistir ancak bu durum istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 26).

Y maze testi/ Rotasyon (sayi) TOTAL Giris Y maze testi (puan)
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Sekil 26. Gruplar arasi rotasyon sayisi, kollara total giris ve Y labirent puan kiyaslamasi

(2. giin).

Kisa siireli spasyal bellegi 6lgmesi sebebiyle calismamiz i¢in 6nem arz eden Y labirent
deneyinde, 2. giin verilerinin ortalamalar alinarak istatistiksel analiz yapilmasi sebebiyle
her bir fareyi gézden kagirmamak adma deneyin 1. giin verilerini de kullanarak ek
istatistiksel analizlere bas vurulmustur. Giinlere gore kollara total giris sayisi
kiyaslandiginda, 2. giin kollara giris sayisinda paramutant ve kontrol erkeklerde artis
saptanmistir (p<0,01). Bu bulguya ek olarak kontrol disilere (p<0,01) kiyasla miR-124*
disiler (p<0,0001) 2. giin kollara daha ¢ok giris yapmustir (Sekil 27).
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Total giris/Paramutant Erkek Total giris/Kontrol Erkek Total giris/Paramutant Disi Total giris/ Kontrol Disi

Sekil 27. Gruplar arasinda 1. giin ve 2. giin total giris sayisinin kiyaslanmasi.

Kisa siireli spasyal bellek kendi i¢inde kiyaslandiginda, 1. giin miR-124* erkeklerin
kontrol erkeklerden daha basarili oldugu ancak 2. giin bu durumun tam tersine
davrandiklar1 saptanmistir. miR-124* disilerin ise hem 1. giin hem de 2. giin kontrol
disilerden daha basarisiz gériinmesine ragmen 1. giine kiyasla 2. giin 6grenmesinin daha

iyi oldugu saptanmistir (Sekil 28).
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Sekil 28. Gruplar arasi 1. giin ve 2. giin agisindan Y labirent puaninin kiyaslanmasi.

Calismamizin epigenetik bir ¢aligma olmasi sebebiyle paramutant bazi bireylerin daha
cok etkilenip farkli davranacagimi diistinerek verileri daha dogru degerlendirebilmek
adma 1. giin ve 2. giin alternasyon puani agisindan yeniden istatistiksel analiz yapilmigtir.
2. giin paramutant ve kontrol erkeklerde azalis saptanirken (p<0,05), miR-124* disilerin
de alternasyon puani kontrol disilerden daha azdir (p<0,05) (Sekil 29).
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Alternasyon Puani/Paramutant Erkek Alternasyon Puani/Kontrol Erkek Altern

asyon Puani/Paramutant Disi Alternasyon Puani/Kontrol Disi
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Sekil 29. Gruplar aras1 Y labirent puani (alternasyon puani) kiyaslamasi.

4.2.5. Kuyruktan Asma Deneyi Bulgulari

Kuyruktan asilan kontrol erkeklere kiyasla miR-124* erkekler daha uzun siireli olarak
kurtulmak i¢in hareket ederken kontrol disilerin aksine miR-124* disiler daha az siireli

olarak kurtulmaya ¢alismistir ancak istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamustir (Sekil
30).
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Sekil 30. Gruplar arast kuyruktan asilma sonrasi hareketlilik siiresinin kiyaslanmasi.

4.2.6. Sosyal Alan Deneyi Bulgular:

Sosyal alan deneyinde kontrol grubunun hem erkek hem de disi fareleri faresiz kafeste
(yeni nesne) daha ¢ok zaman gecirmistir (p<0,0001). Bu veri deneyin giivenilir

yapildiginin ispati niteligindedir. miR-124* erkek ve disi farelerde kontrol grubu erkek
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ve disi fareler ile benzer profil sergilemistir. Bu ylizden gruplar arasinda istatistiksel

farklilik saptanamamistir (Sekil 31).

Sosyal Test/Kontrol/Erkek Sosyal Test/ mir-124 /| Erkek Sosyal Test/ Kontrol/Disi Sosyal Test/mir-124 / Disi
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Sekil 31. Gruplar arasinda fareli kafes (eski nesne) faresiz kafesde (yeni nesne) gegirilen

zamanin kiyaslanmasi.
4.2.7. Bilye Deneyi Bulgulari

Istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamis olsa da miR-124* erkekler kontrol erkeklere
benzer davranirken miR-124* disiler kontrol disilere kiyasla daha az bilye gommiistiir

(Sekil 32).
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Sekil 32. Gruplar aras1 gdmiilen bilye sayisinin kiyaslanmasi.



4.2.8. Koku Deneyi Bulgulari
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Acik alan deneyine ek olarak merkeze kabuk tar¢in koydugumuz koku deneyinin

bulgularina bakildiginda hem kontrol hem de paramutant farelerimizin santral alana

kiyasla periferde daha ¢ok zaman gegirdigi saptanmistir (p<0,0001) (Sekil 33).
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Sekil 33. Koku varliginda gruplar arasi agik alan davraniginin kiyaslanmasi.

Koku varken ve yokken merkezde gecirilen zaman gruplar arasinda kiyaslandiginda,

kontrol erkekler ve miR-124* erkekler az da olsa koku varliginda merkezde daha gok

zaman gecirseler de istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamistir. Kontrol disilerin

(p<0,05) ve miR-124* disilerin (p<0,01) koku varliginda merkezde daha ¢ok zaman

gecirdigi saptanmustir (Sekil 34).
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Sekil 34. Koku varlig1 ve yoklugunda merkezde gecirilen zamanin kiyaslanmasi.
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4.2.9. Davranis Deneylerinin Degerlendirilmesi

Davranis deneyleri genel olarak degerlendirilmek istendiginde asagidaki tablo ortaya
cikmigtir (Tablo 12). Tabloya dikkatle bakildiginda kontrol grubu ve erkek ve disileri
arasinda farklilik goze ¢arparken miR-124* erkek ve disileri arasinda bu fark azdir.
Cinsiyet farkliligi kaynakli oldugunu diisiindiigiimiiz bu farklanma kontrolde normal

dogasinda iken paramutantlarda bu denge degismis goriinmektedir.

Tablo 12. Davranig deneylerinin genel olarak degerlendirilmesi

Deney Adi Olgiilen Parametre Kontrol Kontrol miR-124* miR-124*
Erkek Disi Erkek Disi
Acik Alan Merkezde gegen + + 1 +
zaman
Total Yol + ++ +++ +4++
Hiz + ++ ++ ++
Delikli Tahta Defekasyon + + ++ ++
Delik Sayisi + ++ ++++ -
Yeni Nesne Yeni nesnede gegen + +++ ++ +++
Total Yol + ++ + +
Hiz + ++ ++ ++
Diskriminasyon indeks + ++ +++ ++
Y Labirent Rotasyon Sayist + + + +
Total Giris ++ ++ + +
Formiil ++ ++ +++ ++
Kuyruktan Hareketlilik Stiresi + ++ +++ +
Asma
Sosyal Fareli/Faresiz gegen + + + +
Zaman
Bilye Gomme = Gomiilen Bilye Sayist A A + +
Koku Merkezde gegen + + + +

Zzaman
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Koku/Kokusuz + + + +

kiyaslama

4.3. Kilo Takibi Bulgulari

miR-124* fareler ve kontrol grubu fareler ilk olarak 7. giinde tartildiktan sonra 21, 28,
35,42, 49, 56, 63, 77, 84, 91, 99, 106, 113 ve 120. giinde tartilmiglardir. Tartimlar sonucu
mMiR-124* hem disi hem de erkek farelerin kontrol erkek ve disilerden daha agir olduklari
Sekil 35°deki grafikte bariz olarak belirgindir.

21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 99 106 113 120

—eo—miR-124 Erkek —e=Kontrol Erkek miR-124 Disi Kontrol Disi

Sekil 35. Giinlere gore Kontrol ve miR-124* erkek ve disileri arasindaki agirlik
kiyaslamasi.

Kontrol ve miR-124* fareler dogduklari giinden itibaren gozlemlendiklerinde; cinsiyet
ayrimi yapilana kadar miR-124* farelerin kontrol grubu farelere kiyasla daha iri olduklari
goriilmiistiir. Ozellikle 7. giin agirlik verilerine bakildiginda bu durum agikga gdze

carpmaktadir (Sekil 36).
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miR-124 Kontrol

Sekil 36. Fareler 7 giinliik olduklarinda kontrol ve miR-124* arasindaki agirligin
kiyaslanmasi. (Heniiz cinsiyet ayrimi yapilamamaktadir.)

Fareler, 21 giinliik olduklarinda kontrol erkeklerin miR-124* erkeklerden ve kontrol
disilerin miR-124* disilerinden ¢ok az da olsa daha agir olduklar: fark edilmistir (Sekil
37).

Fareler 28 giinliikk olduklarinda ise miR-124* erkeklerinin agirliklarinda hizli bir artig
oldugu géze ¢arpmaktadir. Bu durum kontrol erkekler arasinda istatistiksel bir farklilik
olarak yansimamaktayken, miR-124* erkeklerin paramutant (p<0,0001) ve kontrol grubu
(p<0,001) disilerinden daha agir olduklar1 saptanmustir (Sekil 37). Ancak erkek ve disi
fareler arasinda bu tarz bir agirlik farki normaldir. Erkek fareler her zaman disi farelerden

daha agirdir.

Fareler, 35. giine ulastiklarinda ise miR-124* erkeklerin agirliklarindaki artisin devam
ettigi goriilmektedir fakat bu artisin kontrol grubu erkekleri ile arasinda istatistiksel bir
farklilik olusturmamaktadir. miR-124* erkeklerin 28. giinde oldugu gibi paramutant
(p<0,0001) ve kontrol grubu (p<0,0001) disilerinden daha agir oldugu saptanirken 35.
giinde kontrol grubu erkeklerinin de paramutant (p<0,0001) ve kontrol grubu (p<0,001)
digilerinden daha agir olduklar1 saptanmistir. Bu durum kontrol grubu erkeklerinin miR-
124* erkekleri bir hafta geriden izlediginin kanitidir (Sekil 37). Ozetle miR-124*
erkeklerinin agirlik olarak 28. giinde sergiledigi agirlik farkin1 kontrol grubu erkekleri 35.
giinde sergilemektedir. Ayrica giinler ilerledik¢e paramutantlarin hem erkek hem de disi

farelerinde kontrole kiyasla agirlik artis1 goze carpmaktadir (Sekil 37).
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Sekil 37. Fareler 21, 28 ve 35 giinlik olduklarinda kontrol ve miR-124* arasindaki
agirhigin cinsiyetlere gore kiyaslanmasi.

miR-124* erkeklerin 42. giinde kontrol grubu erkeklerinden (p<0,0001) daha agir oldugu
saptanmistir. Ayni zamanda miR-124* disilerin de kontrol grubu disilerinden (p< 0,0001)
daha agir olduklar1 da 42. giiniin bulgular1 arasindadir. Ozetle, miR-124* erkek ve

disilerin kontrollerinden daha agir olduklar1 42. giinde bariz goriilmektedir (Sekil 38).

Fareler 49 giinliik olduklarinda; hem miR-124* erkeklerin hem de kontrol grubu
erkeklerin paramutant (p<0,0001) ve kontrol grubu (p<0,0001) disilerinden daha agir
olduklar1 saptanmustir. Bu durum kontrol grubu erkeklerinin miR-124* erkekleri bir hafta
geriden izlediginin ikinci kez kamtidir (Sekil 38). Ozetle miR-124* erkeklerin agirlik
olarak 42. giinde sergiledigi farklanmay1 kontrol grubu erkekleri 49. Giinde

sergilemektedir.

Farelerin 56 giinliik agirlik bulgular1 49 giinliik bulgular ile ayn1 iken bu duruma ek olarak
miR-124* disilerin kontrol grubu disilerden daha agir olduklar1 saptanmistir (p<0,05)
(Sekil 38). Ozetle; 42, 49 ve 56. giinlerde kontrol grubu farelere kiyasla miR-124* erkek

ve disiler agirlik artisini istikrarli sekilde siirdiirmektedir.
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Sekil 38. Fareler 42, 49 ve 56 giinliik olduklarinda kontrol ve miR-124* arasindaki
agirhigin cinsiyetlere gore kiyaslanmasi.

Fareler 63 giinliik olduklarinda; miR-124* erkeklerin miR-124* disilerden(p<0,0001) ve
kontrol grubu disilerden (p<0,0001) daha agir oldugu saptanirken kontrol grubu
erkeklerinin de miR-124* disi (p<0,0001) ve kontrol grubu disilerinden (p<0,0001) daha
agir oldugu saptanmustir. Fareler 70 ve 77. giinde 63. Giinde sergiledikleri goriintiiyii
sergilemektedir. Ancak kontrol grubu erkeklerinin miR-124* disilerden 70. giinde
(p<0,001) ve 77. giinde (p<0,01) daha agir olduklar1 saptanmistir (Sekil 39). Disi farelerin
agirlik acisindan 63. giinden itibaren bir dalgalanma sergiledigi gézlenmektedir. Bu

durumun sebebi disi farelerin yaklasik 2 aylikken eseysel olgunluga erigsmesi olabilir.

63.Gin 70.Gin 77.Gin

40 401 | aeiaiaia]aien ey 409 | 0000 peieieie]e i

Ha: | Pt

357

304

257

Sekil 39. Fareler 63, 70 ve 77 giinliik olduklarinda kontrol ve miR-124* arasindaki
agirhigin kiyaslanmasi.

Fareler 84 giinliik olduklarinda; miR-124* erkeklerin miR-124* disi (p<0,0001) ve
kontrol grubu (p<0,0001) disilerinden daha agir olduklar1 saptanirken kontrol grubu
erkeklerinin de paramutant (p<0,0001) ve kontrol grubu disilerinden (p<0,0001) daha
agir olduklar1 saptanmustir. Fareler 91 giinliik iken ortalama olarak 84 giinliikken

sergiledikleri gibi bir goriintii sergilemislerdir (Sekil 40).
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Fareler 99 giinliikk olduklarinda; miR-124* erkeklerin tipki 84 ve 91. Giinlerde oldugu
gibi miR-124* disi (p<0,0001) ve kontrol grubu (p<0,0001) disilerinden daha agir
olduklar1 géze carpmaktadir. Kontrol grubu erkeklerinin de miR-124* disiler (p<0,05) ve
kontrol grubu disilerinden (p<0,01) daha agir olduklar1 saptanmistir. Ancak bu durum 84
ve 91. Giinlerde oldugu gibi degildir. Bu durumun sebebi disilerde eseysel olgunluk
kaynakli gelisen hormonal durum olabilir. Ayrica, miR-124* erkekler ile kontrol grubu
erkekleri kiyaslandiginda miR-124* erkeklerin kontrol grubu erkeklerinden daha agir
olduklar1 saptanmistir (p<0,05). miR-124* erkek farelerin 84, 91 ve 99. giinlerde kontrol
grubu erkeklerinden daha agir olduklar1 ¢ok agik belirgin iken miR-124* disiler ile
kontrol grubu disiler kiyaslandiginda miR-124* disilerde yine bir dalgalanma goze
carpmaktadir (Sekil 40).

J_i

Sekil 40. Fareler 84, 91 ve 99 giinliik olduklarinda kontrol ve miR-124* arasindaki
agirhigin kiyaslanmasi.

miR-124* erkek farelerin 106, 113 ve 120. giinlerde kontrol grubu erkekleri ile birlikte
paramutant ve kontrol grubu disilerinden de daha agir olduklar1 durumu siirdiirdiikleri
goriilmektedir. Bununla birlikte miR-124* erkeklerinin tipki diger giinlerde oldugu gibi
kontrol grubu erkeklerinden daha agir olduklari durumu koruduklari gézlenirken miR-

124* disilerde agirlik agisindan yine bir dalgalanma s6z konusudur (Sekil 41).
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Sekil 41. Fareler 106, 113 ve 120 giinliik olduklarinda kontrol ve miR-124* arasindaki
agirhigin kiyaslanmasi.

Paramutant ve kontrol grubu farelerin 120 giin boyunca haftalik olarak tartilmalari sonucu
elde ettigimiz agirlik verilerinin ham haline dikkatle baktigimizda paramutant farelerin
agirlik dagilimlarinin tipkr bir yelpaze gibi farklandigr goriilmiistiir. Bu durum bazi
paramutantlarin daha c¢ok etkilenirken bazilarmin daha az etkilenmis olabilecegini
diistindiirtmustiir. miR-124* erkek farelerden 3, 4 ve 5 numarali fareler kontrole kiyasla
daha agirdir (Sekil 42). miR-124* disi farelerden 2, 6 ve 7 numarali fareler kontrole
kiyasla daha agirdir (Sekil 43).
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Sekil 42. Giinlere gore en ¢ok etkilenen erkek paramutant ve kontrol farelerin kiyaslanma
grafigi.
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Sekil 43. Giinlere gore en ¢ok etkilenen disi paramutant ve kontrol farelerin kiyaslanma
grafigi.

4.3.1. Yem Yeme Bulgulari

Her bir gruptan 5 erkek ve 5 disi farenin 5 giin boyunca yemleri tartilarak giinliik ne kadar

yem tiikettikleri veriye ulasilmistir. Kontrol grubu disiler, kontrol grubu erkeklerden
(p<0,05), miR-124* disilerden (p<0,001) ve miR-124* erkekler ise miR-124* disilerden
(p< 0,0001) daha fazla yem tiikketmistir (Sekil 44).
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Sekil 44. Gruplar aras: tiiketilen yem miktarinin kiyaslanmasi.
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4.4. NS Sayis1 ve Alan Bulgular:

miR-124-3p mikroenjekte tasiyici annenin uterusundan 7 embriyo (6 erkek,l disi),
kontrol grubundan ise 11 embriyonun (6 erkek, 5 disi) hipokampus dokusu primer hiicre
kiiltiirii i¢in ¢ikarilmistir. Kiiltiirin 12, 16 ve 21. giinlerinde NS’lerin fotograflari
alinmigtir (Sekil 45). Image J programi kullanilarak hem NS sayist hesaplanmistir hem

de NS’lerin alan 6lgiimleri yapilmistir.

Sekil 45. 12, 16 ve 21. glinlerde NS’lerin goriintiisii.

NS’ler 12 giinliikken; EGF (+) paramutant embriyolarin NS sayisi, EGF (-) (p<0,05) ve
EGF (+) (p<0,05) kontrol grubundaki NS sayisindan daha ¢ok oldugu saptanmustir.
Ayrica EGF varligi kontrol grubunda NS sayisini etkilememis goriiniirken,
paramutantlarda EGF varhiginda NS sayis1 artmis goriinmektedir ancak, istatistiksel

acidan anlaml farklilik saptanamamustir (Sekil 46).

NS’ler 16 giinliikken; EGF (+) paramutantlarin NS sayis1 EGF (-) kontrol grubuna kiyasla
daha fazla olsa da istatistiksel olarak anlamli fark saptanamamistir. Ayrica, EGF (+)
paramutantlarin NS sayist EGF (+) kontrol grubuna kiyasla daha fazladir ancak,
istatistiksel olarak anlamli fark saptanamamistir. Ayrica 12 giinliik NS’lerde oldugu gibi
16 giinliik NS’lerde de kontrol grubunda EGF varligi NS sayisi etkilememis goriiniirken,
paramutantlarda EGF varliginda NS sayis1 artmig goriinmektedir. Ancak istatistiksel

acidan anlamli farklilik saptanamamustir (Sekil 46).

NS 21 giinlikken; EGF (+) paramutantlarda, EGF (-) kontrole kiyasla daha fazla NS
saptanmistir (p<0,01). Ayrica 12. Giine kiyasla 21. giinde EGF varhiginda tipki
paramutantlar gibi kontrol grubunda da NS sayisi arttigi goriilmektedir. Ancak

istatistiksel agidan anlamli farklilik saptanamamistir (Sekil 46).
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Sekil 46. Giinlere gore NS sayisinin kiyaslanmas.

NS’lerin 12, 16 ve 21. Giinlerde EGF varliginda hem kontrol hem de paramutantlarda
alan biiyilikliigii artmaktadir ancak istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamistir. 12.
Giline kiyasla 16 ve 21. Giinlerde EGF varliginda paramutantlarda alan biiyiikligiiniin
kontrol ile kiyasla arttig1 goriilmektedir (Sekil 47).
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Sekil 47. Gruplar aras1 NS alan kiyaslanmasi.

NS basina diisen alan biiytikliigii bulgularina bakildiginda 12, 16 ve 21. giinlerde EGF
hem varken hem de yokken paramutantlarin alaninin kontrollerden daha kii¢iik oldugu
saptanmistir. Ancak bu durumda istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamistir (Sekil

48).
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Sekil 48. Gruplar aras1 NS basina diisen alan kiyaslanmasi.

NS’lerin sayi, alan ve sayi/alanlarinin degerlendirilip tablo olusturulmustur.
Paramutantlarda EGF varlig1 yoklugu fark etmeksizin NS sayisinin arttigi gézlenmistir.
NS alan bulgusuna bakildiginda 12, 16 ve 21. giinlerde EGF (+) iken kontrol grubuna
kiyasla paramutantlarda NS alani daha fazla artmistir. NS oran bulgusuna bakildiginda
ise 12, 16 ve 21. giinlerde kontrole kiyasla paramutantlarda bu oran azalmistir. Azalmis

goriinme sebebi, paramutantlarda NS sayis1 fazla olmasidir (Tablo 13).
Tablo 13. NS sayisi, alani ve oraninin kiyaslanmasi.

Parametre = Grup Adi 12. giin 16. giin 21. giin

EGF(-) EGF(+) EGF() EGF(+) EGF() EGF(+)

Say1 Kontrol + + + + + ++
Paramutant ++ +++ ++ +++ ++ +++

Alan Kontrol ++ +4++ + ++ + 4+
Paramutant + +++ + +++ ++ ++++
Oran Kontrol +4++ +++ ++ +++ +++ +H++

Paramutant ++ ++ + + + ++

4.5. mRNA Ekspresyon Analizi Bulgulari
4.4.1. Hipokampus'te mRNA Ekspresyon Analiz Bulgulari

miR-124* 5 embriyo (1 erkek,4 disi), kontrol grubunda ise DO 9 embriyo (4 erkek, 5 disi)
ve DS 8 yavru (5 erkek, 3 disi) hipokampusten mRNA ekspresyon ¢alismasi igin

kullanilmustir.
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Gruplar arasinda hem erkek hem de disiler igin S0x8 ve Sox9 gen ekspresyon seviyesine
bakildiginda istatistiksel bir anlamlilik saptanamamistir. miR-124* erkegin Sox10 gen
ekspresyon seviyesinin DO erkeklerinden (P<0,05) daha yiiksek oldugu saptanirken
benzer sekilde miR-124* erkegin Sox10 gen ekspresyon seviyesinin miR-124* disilerden

(p<0,05) de yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil 49).
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Sekil 49. Hipokampuste Sox8, Sox9 ve Sox10 genlerinin mRNA ekspresyon kiyaslamasi

Gruplar arasinda hem erkek hem de disiler i¢in Dcx ve Neurodl gen ekspresyon

seviyesine bakildiginda istatistiksel bir anlamlilik saptanamamustir (Sekil 50).

D cx Neurodi1

Sekil 50. Hipokampuste Dcx ve Neurodl genlerinin mRNA ekspresyon kiyaslamasi.

Kontrol erkekler ile miR-124* erkekler kiyaslandiginda, miR-124* erkeklerde Sox8 ve
Dcx mRNA ekspresyon seviyesi azalirken Sox9, Sox10 ve Neurodl mRNA ekspresyonu
artmistir. Kontrol disiler ile miR-124* disiler kiyaslandiginda miR-124* disilerde Sox9
ve Sox10 mRNA ekspresyon seviyesi azalirken, Sox8, Dcx ve Neurodl mRNA
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ekspresyon seviyesi artmistir (Tablo 14). MiR-124* disilerdeki Sox9 mRNA ekspresyon
seviyesindeki azalig tahmin algoritmasinda S0X9 geninin %67 oraninda miR-124-3p’nin

hedefi olmasini dogrular niteliktedir (111).

Tablo 14. Hipokampuste gruplar arasi1 Sox8, Sox9, Sox10, Dcx ve Neurodl mRNA gen
ekspresyonu degerlendirilmesi

Gen Ad1 Kontrol miR-124%* Kontrol miR-124*
Erkek Erkek Disi Disi
Sox8 +++ + ++ +++
Sox9 + +++ ++ +
Sox10 ++ +++ “HF +
Dcx +++ + ++ +++
Neurodl + ++ ++ e

4.4.2. Primer Hiicre Kiiltiiriinde mRNA Ekspresyon Analizi Bulgulari

miR-124-3p mikroenjekte tasiyict annenin uterusundan 7 embriyo (6 erkek,l disi),
kontrol grubundan ise 11 embriyo (6 erkek, 5 disi) primer hiicre kiiltiirinden mRNA

ekspresyon ¢alismasi i¢in kullanilmistir.

EGF (+) kontrol grubunda ve paramutantlarda Sox8 gen ekspresyonu artarken, Sox9 ve

Sox10 gen ekspresyonlarinin azaldigi goriilmektedir (Sekil 51).
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Sekil 51. Kontrol grubu ve paramutantlarda EGF varligi ve yoklugunun Sox8, Sox9 ve
Sox10 gen ekspresyon seviyelerinin kiyaslanmasi.

EGF (+) kontrol grubunda Dcx ve Neurodl gen ckspresyonunda azalis varligi
goriilmektedir. EGF (+) paramutantlarda ise Dcx gen ekspresyonunda artis goriiliirken,

Neurodl gen ekspresyonunda ¢ok az da olsa azalis goriilmektedir (Sekil 52).

Decx Neurod1
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Sekil 52. Kontrol grubunda ve paramutantlarda EGF varlig1 ve yoklugu durumunda Dcx
ve Neurodl gen ekspresyon seviyelerinin kiyaslanmasi.
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Gruplar arasinda Sox8, Sox9 ve Sox10 gen ekspresyon seviyelerine bakildiginda; Sox10
geni ekspresyon seviyesinde istatistiksel agidan anlamli farklilik saptanamazken, EGF(+)
paramutantlarda Sox8 geni ekspresyon seviyesinin kontrol EGF(-) grubundan (p<0,05)
yiikksek oldugu saptanmigtir. Genel olarak EGF varliginda Sox8 geni ekspresyon
seviyesinde bir artis gbze carpmaktadir. Ayrica EGF(-) iken kontrol grubuna kiyasla
paramutantlarda Sox9 geni ekspresyon seviyesindeki azalis EGF (+) miR-124* grubunda

da devam etmistir.

EGF(+) miR-124* Sox9 geni ekspresyon seviyesinin ise EGF (-) kontrol grubundan
(p<0,05) diisiik oldugu saptanmustir. Genel olarak EGF varliginda Sox9 geni ekspresyon
seviyesindeki azalig dikkat ¢ekmektedir. Ayrica EGF (-) iken kontrol grubuna kiyasla
paramutantlardaki Sox9 geni ekspresyon seviyesindeki azalis EGF (+) paramutant grupta
da devam etmistir. Bu durum tahmin algoritmasinda Sox9 geninin %67 oraninda miR-

124-3p’nin hedefi oldugunu dogrular niteliktedir (111) (Sekil 53).
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Sekil 53. Primer Hiicre Kiiltiirtinde Sox8, Sox9 ve Sox10 gen ekspresyon seviyelerinin
kiyaslanmasi.

Gruplar arasinda erkekler agisindan Dcx ve Neurodl gen ekspresyon seviyelerinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamustir (Sekil 54).

Dcx Neurod1

Sekil 54. Primer Hiicre Kiiltiiriinde Dcx ve Neurodl gen ekspresyon seviyelerinin
kiyaslanmasi.
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Sox8 Sox9 Sox10

Sekil 55. Gruplar ars1 cinsiyete goére Sox8, Sox9, Sox10, Dcx ve Neurodl mRNA
ekspresyon seviyesilerinin kiyaslanmasi.

Tablo 15. Gruplar arasi cinsiyete gore Sox8, Sox9, Sox10, Dcx ve Neurodl mRNA
ekspresyonlarinin degerlendirilmesi.

Doku Ornek Sox8 Sox9 Sox10 Dcex NeuroD1
Egf(-) Egf(+) Egf(-) Egf(+) Egf(-) Egf(+) = Egf(-)  Egf(+) Egf(-)  Egf(+)
KE ++ +++ +++ ++ +++ +++ ++++ + ++++ +
KD + ++ ++++ +++ ++ + + + ++ +++
NS PE ++ >6 +++ + + +++ + + ++ +++

PD ++++ ++++ >6 +++ >6 ++++ + + ++ +



5. TARTISMA VE SONUC

Dollenmis fare embriyosuna 0,5. giinde miR-124-3p mikroenjeksiyonu yapildiginda
(paramutant/miR-124*) hem prenatal hem de postnatal donemde belirgin sekilde fark
edilen iri fenotipli fareler olusmaktadir (Sekil 19). O halde yaklasik 22 niikleotid
uzunlugundaki bir RNA pargas1 fenotiptik olarak gozlemlenebilen bir degisime yol
acabilmektedir. Bu bulgu, DNA dizisinde bir degisiklik olmaksizin gen ifadesindeki
kalitsal degisiklikler olarak basit¢e tanimladigimiz epigenetigin aslinda ne kadar giigli
bir mekanizma oldugunu agiklar niteliktedir. Bu konu ile ilgili literatirde Minoo
Rassoulzadegan ve ekibinin 2009 yilinda yaptigi ¢alisma harici baska ¢alisma yoktur.
Bahsi gegcen calismada miR-124* embriyolarin embriyonik donemden baslayip
yetigkinlik donemine kadar devam eden ve daha sonra birkag¢ kusak boyunca miras kalan,
olagandis1 biiyiik bir viicut biiyiikligi, sergiledikleri belirtilmistir (7). Bu iri fenotipin
olusmasinin altinda yatan molekiiler mekanizmaya olan merakimiz, bizi bu tez

caligmasini yapmaya tesvik etmistir.

mMiR-124 beyinde en bol bulunan mikro RNA’dir (8). Bu yiizden miR-124* farelerin
farkl bir davranis fenotipi gelistirecegini tahmin etmekteyiz. Hipotezimizi test etmek i¢in

bir dizi davranis testi yaptik. Bu testlerin bulgular1 dahilinde su yorumlar1 yaptik:

Bas sokma sayis1 ve defekasyon davranislariin 6lciildiigii delikli tahta deneyinde, bas
sokma sayist ile anksiyete arasinda tersine bir iliski varligi yorumu yapilmaktadir (93).
Buna ek olarak, bag sokma sayis1 ile eksploratori (kesif¢i) davranis arasinda dogru oranti
oldugu da bu testin bir diger yorumlanma seklidir (112). Ayrica, fareler stres altinda iken
digkilama davranig1 sergilemektedir (113). Defekasyon sayisi agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamis olmasma ragmen miR-124* erkeklerin
kontrol erkeklerden, miR-124* disilerin ise kontrol disilerden daha fazla diskiladigi
barizdir (Sekil 22). Bu durum paramutant farelerin stres kosullarindan daha g¢ok
etkilendiklerini yani strese daha duyarli olduklarini gostermektedir. Bas sokma sayist

acisindan ise istatistiksel anlamlilik saptanamamis olmasina ragmen miR-124* erkeklerin
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kontrol erkeklerden daha fazla bas soktugu dikkat ¢ekerken, miR-124* disilerin ise
kontrol disilerden daha az bas soktugu saptanmistir. Bu durumu, miR-124* disiler
anksiyetik davranirken, miR-124* erkekler stres kaynakli gelisen anksiyetik durumdan
hizlica ¢ikip merakli davranarak kesif davranisi sergiledikleri yoniinde yorumlamaktayiz.
Ayrica miR-124* erkeklere kiyasla miR-124* disilerin anksiyetik davrandiklari
saptanmistir (p<0,05) (Sekil 22). Ozetle, stres durumunda paramutant farelerin daha
hassas olduklarini, daha cabuk etkilendiklerini ancak, kontrollerden daha c¢abuk
toparlandiklarini, 6zellikle de erkek paramutantlarin disi paramutantlardan daha hizh
sekilde depresif ve anksiyetik durumdan ¢iktiklarini diisiinmekteyiz. ter Horst, de Kloet
ve ark. gore (109, 114) stresli ve stressiz deney kosullarinda duygusallik ve bilissel
yeteneklerdeki cinsiyet farkliliklarina odaklanan ¢aligmalarinda, dstrojen ve progesteron
gibi kadin seks hormonlarinin, davramis iizerindeki cinsiyet farkliliklarina katkida
bulunan duygular1 ve bilisleri etkiledigini vurgulamislardir. Ayrica, kadmlarin strus
dongiisiiniin  faz1 ile ilgili olarak strese, erkeklere goére farkli tepki verdiklerini
belirtmislerdir. Ornegin, disi farelerin yeni bir ortamda erkeklerden daha az kaygil
oldugunu vurgularken proostrus (Kizgmlik dongiistiniin gonadotropin hormonlarinin
etkisi altinda yumurtalikta kimi degisikliklerin gozlendigi ilk evresi) disilerinin diger
ostrus fazlarindaki disilerden ise daha az endiseli oldugunu eklemislerdir. ilging bir
sekilde, disi fareler, erkeklere gore yeni ortamlarda daha az kaygi benzeri davranis ve
uyarilma gosterirler. Genel olarak, erkekler disilerden daha az yliriimeye, donmaya ve
defekasyon yapmaya egilimlidir (115). Sekil 22’deki defekasyon ve delik sayisini
gosteren grafik kontrol grubumuz icin bu bilgileri desteklerken paramutantlar i¢in tam
aksi bir durum s6z konusudur. Ozetle ter Horst, de Kloet ve ark.’in belirttigi gibi bizim
calismamizdaki kontrol disiler kontrol erkeklere kiyasla daha az stresli (defeskasyon
sayist az) ve daha az kaygilidir (bas soktugu delik sayisi fazla). Ancak miR-124* erkek
ve disilerin stresi nerdeyse ayniyken ( defekasyon sayisi yaklagik ) miR-124* disilerimiz
daha fazla kaygilidir. Bu sebeple miR-124* farelerde davranis agisindan ( stres ve
anksiyete) erkek ve disiler arasindaki mevcut farkliliklarin ortadan kalkmasina yani erkek
ve disilerin benzer davranig sergilemesine yol acabilen gen/genlerin etkilenmis

olabilecegini diistinmekteyiz.

Ogrenme ve hafiza fonksiyonlarinin 6l¢iildiigii yeni nesne tanmima deneyinde (94) miR-
124* erkeklerin (p<0,05), kontrol disilerin (p<0,01) ve miR-124* disilerin (p<0,001) yeni

nesne yaninda daha fazla zaman gegirdikleri saptanmustir (Sekil 23). Tropp and Markus’a
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(116) gore erkekler kadinlara kiyasla mekansal yetilerde daha tstiindiir. Ancak, stres
erkeklerde mekansal hafizay1 bozarken, kadinlar stres etkeni tiiriine bagl olarak mekansal
yeteneklerini gelistirirler (115). Sekil 23’deki grafige dikkatle bakildiginda deney
sirasinda olusan stres kaynakli olarak kontrol erkeklerin 6grenme hafizanin bozulmustur
(kontrol disiler yeni nesne yaninda daha fazla zaman gecirmistir p<0,01). Benzer sekilde
miR-124* disilere (p<0,001) kiyasla miR-124* erkeklerde (p<0,05) kotii performans
sergilemistir. Ancak bu etki kontrolden kat ve kat farklidir. Bu sebeple miR-124*
farelerde davranis agisindan (6grenme ve hafiza) erkek ve disiler arasindaki mevcut
farkliliga pozitif katkida bulunan gen/genlerin etkilenmis olabilecegini de
diistinmekteyiz. Tianyuan Ye ve ark. (68) gore farelerin yenilik konusundaki iggiidiileri
nedeniyle, alistiklarinin diginda yeni bir nesneyi kesfetmek i¢in yeni nesne ile daha fazla
zaman harcayacaklarimi1 diisiinmektedirler. Bu bilgiden yola c¢ikip diskriminasyon
indekslerine baktigimizda, istatistiksel olarak anlaml: fark saptanamamis olsa da kontrol
disiler ile miR-124* disiler arasinda diskriminasyon indeksi agisindan fark
gbzlenemezken miR-124* erkeklerin kontrol erkeklere kiyasla yeni nesne ile daha ¢ok
zaman gegirdiklerini saptamis bulunmaktayiz (Sekil 24). miR-124-3p mikroenjeksiyonu
sonucu daha iri fareler elde etmemizin yaninda macera arayisi i¢inde olan fareler elde
ettigimizi diistindiigiimiiz ¢calismamizda, miR-124* erkeklerin yeni nesne yaninda kontrol
erkeklerden daha fazla zaman gegirdikleri (Sekil24), toplamda daha ¢ok yol kat ettikleri
ve daha hizli olduklar1 (Sekil 25) bariz belirgindir. Bu durum miR-124* erkeklerin
ogrenme ve hafiza fonksiyonlari agisindan daha iyi olduklarini géstermektedir. miR-124*
disilerin ise davranig deneylerinin yapilisi sirasinda olusan stresi tolere edemedikleri igin
O0grenme ve hafiza konusunda kontrol disiler ile aymi profili sergilediklerini

diistiinmekteyiz.

Kisa siireli spasyal bellegi 6l¢mek i¢in kullandigimiz Y labirent deneyinde miR-124*
disiler kontrol disiler kadar rotasyon sayisina sahiptir ve buna ek olarak kollara total giris
sayilart agisindan miR-124* disiler kontrol disilerden daha ¢ok giris yapmustir (p<0,05)
(Sekil 26). Bu bulgular miR-124* disilerin daha aktif oldugunun gostergesidir. Ancak Y
labirent puani hesaplandiginda elde ettigimiz rotasyon (fareden hep ileri giderek her ii¢
kolu arka arkaya ziyaret ettigi durum) yilizdesinin miR-124* disilerde kontrol disilerden
daha diisiik oldugu saptanmustir (Sekil 26). Ancak miR-124* erkeklere kiyasla miR-124*
disilerin rotasyon yiizdesi daha ytiksektir. Bu bulgu miR-124* disilerin kisa siireli spasyal

belleginin miR-124* erkeklerden daha iyi oldugunun gostergesidir. Y labirent deneyinde
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birinci giin 15 dk. egitimin ardindan hemen 5 dk. test, ikinci giin ise 15 dk. egitimden
sonra 3 saat ara ve arkasindan 5 dk. test uygulanmaktadir. Kisa siireli spasyal bellegi
kendi i¢inde kiyaslamak istedigimizde, 1. giin miR-124* erkeklerin kontrol erkeklerden
daha basarili oldugu ancak 2. giin bu durumun tam tersine davrandiklar1 saptanmistir.
miR-124* disilerin ise hem 1. giin hem de 2. giin kontrol disilerden daha basarisiz
goriinmesine ragmen 1. giine kiyasla 2. giin 6§renmesinin daha 1yi oldugu saptanmistir
(Sekil 28). Epigenetigin sanki bir yelpaze gibi varyasyon gosterdigi durum g6z 6niine
alindiginda verilerin ortalamalarinin alinmasit durumunun bazi etkilenmis bireyleri
gozden kagirmamiza sebep oldugunu daha onceki c¢alismalarimizda tecriibe etmis
bulunmaktayiz. Bu sebeple ¢alismamizda Y labirent deneyi igin 1. giin ve 2. giin verileri
kullanilarak ek istatistiksel analizler yapilmistir. Kollara total giris sayist agisindan 1.
giine kiyasla 2. giin hem paramutant hem kontrol erkekler daha fazla giris yaparken, miR-
124* disiler kontrol disilerden daha ¢ok giris yapmustir (p<0,01) (Sekil 27). Alternasyon
puani agisindan ise paramutantlarin daha basarili olduklarin1 ancak, 2. giin tam tersine
davrandiklarmi gormekteyiz. miR-124* erkeklerin hepsinde 2. giin alternasyon puani
acisindan azalis s6z konusu iken kontrol grubu erkeklerinde artislar da géze ¢carpmaktadir
(Sekil 26). miR-124* disiler ise 1. giine kiyasla 2. giin daha az alternasyon puanina
sahiptir (p< 0,05) (Sekil 29). Bu bulgular sebebiyle paramutantlarin 1. giin ¢ok aktif
davranip daha yiiksek alternasyon puanina sahipken 2. giin zeki insanlarin ¢abuk

sikilmasina benzer bir davranis sergilediklerini diisiinmekteyiz.

Kemirgenlerde dogasi geregi agik alan korkusu vardir. Agik alan deney diizeneginde az
hareket eden, merkeze gegmeyen fare i¢in agik alan korkusu vardir ve streslidir yorumu
yapilmaktadir (92). Ozetle cinsiyet ayrimi olmaksizin saglikli bir fareye agik alan deneyi
uygulandiginda santral (merkez) yerine periferde (kenarlar) zaman geg¢irmeyi tercih
etmektedir. Hem kontrol grubu hem de paramutant farelerin kenarlarda daha ¢ok zaman
gecirdigi saptanmistir (p<0,0001). miR-124-3p mikroenjeksiyonu sonucu macera arayisi
icinde olan fareler elde ettigimizi disiindiigiimiiz ¢alismamizda paramutant fareler
kontrol grubu ile ayni1 davranisi sergilemistir ve bu yiizden agik alan deneyi ¢alismamiz
icin bilgi verici olmamustir (Sekil 20). Ancak, gruplar arasinda istatistiksel olarak bir
anlamlilik saptanamasa da miR-124* erkekler kontrol erkeklerden totalde daha ¢ok yol
Kat etmistir ve daha hizlidir (Sekil 21). Bu durum yeni nesne tanima deneyindeki total

hareket ve hiz verisi ile aymdir.
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Agrabawi ve ark. (117) fareler ile yaptiklari ¢alisma sonucunda evrimsel siiregte gelismis
bir 6zellik olarak kabul goren koku farkliliklarint koklayarak ayirt etme 6zelligi ile hafiza
arasinda ¢ok gii¢lii bir baglanti oldugunu saptamislardir. Hentiz tam olarak anlagilmamis
olsa da beyinde 6n koku ¢ekirdegi (anterior olfactory nucleus ) olarak bilinen bolgenin,
koku duyusu ve yer- zaman biitiinlesmesini saglayan bilgileri depoladigini belirtmislerdir
(117). miR-124* farelerin macera arayisi i¢inde olan fareler oldugunu diisiindiigiimiiz
calismamizda agik alan deneyi bilgi verici olmayinca ayni deney diizenegi kullanilarak
koku deneyi tasarlanmistir. Acik alan deneyine ek olarak merkeze kabuk tarcin
koydugumuz koku deneyinde hem kontrol hem de paramutant farelerimizin santral alana
kiyasla periferde daha ¢ok zaman gegirdigi saptanmistir (p<0,0001) (Sekil 33). Koku
varken ve yokken merkezde gegirilen zaman gruplar arasinda kiyaslandiginda hem
kontrol hem de miR-124* erkekler koku varliginda merkezde daha ¢ok zaman gegirmistir
ancak istatistiksel olarak anlamlilik saptanamamustir. Kontrol (p<0,05) ve miR-124*
disilerin (p<0,01) koku varliginda merkezde daha ¢ok zaman gegirdikleri saptanmustir.
(Sekil 34). Calismamiz epigenetik bir ¢alisma oldugundan bazi farelerin daha g¢ok
etkilenmis olma ihtimalini g6z 6niinde bulundurarak fareleri bireysel olarak gozlemlemek
adina koku davranis deneyinin videolarini izledigimizde, paramutant 13. Disinin tar¢gina
olan ilgisi dikkatimizi ¢ekmistir. Merkezde bulunan targini sik¢a ziyaret eden 13. Disi,
bununla da yetinmeyip tar¢ini beraberinde periferik bolgeye gotiirerek tarcinla vakit

gecirmeye devam etmistir.

Genel olarak sosyal merakin ve yeni nesnelere olan korkunun 6lgiildiigii bilye gomme
deneyinde performans genel kazma davranisi ile iliskilidir. Kazarak gomme davranisi
muhtemelen kemirgenlerin tipik bir savunma mekanizmasidir (118). Bu davranisin
noronal sistemde hangi bolge ile iligskili oldugu heniiz aydinlatilamamistir ancak,
hipokampusun ve septumun etkilenen boélgeler oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii bu
bolgelerdeki lezyonlar kazma davranisini azaltmaktadir. (119). Calismamizda bilye
gomme deneyi sonuglarna gore gruplar arasinda istatistikksel olarak anlamlilik
saptanmamis olsa da miR-124* erkekler kontrol erkeklere benzer davranirken miR-124*
disiler kontrol disilere kiyasla daha az bilye gommistiir (Sekil 32). Calismamiz
epigenetik bir ¢aligma oldugundan bazi farelerin daha ¢ok etkilenmis olma ihtimalini g6z
oniinde bulundurarak ve disilerde azalmis bilye gdmme davraniginin hipokampusteki bir
lezyon kaynakli olabilecegini diisiinerek bilye gdmme davranis deneyinin ham verilerini

inceledigimizde paramutant 7. disi dikkatimizi ¢ekmistir. En az bilye gdomme sayisina
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sahip oldugunu fark ettigimiz 7. disi, nerdeyse en ¢ok kilo alan (21. giinde), koku
deneyinde tar¢in kokusuna en ¢ok giden ve merkezde en ¢ok zaman gegiren, yeni nesne
tanima deneyinde toplamda en ¢ok yol kat eden ve en hizli olan fare olarak karsimiza

cikmigtir.

miR-124-3p mikroenjeksiyonu ile hem prenatal hem postnatal donemde daha iri fenotipe
sahip fareler elde ettigimiz gdzlemini desteklemek i¢in 120 gilin boyunca haftalik olarak

farelerin agirliklarini tartarak su yorumlari yaptik.

Minoo Rassoulzadegan ve ekibinin 2009 yilinda yaptigi calismada miR-124
mikroenjeksiyonu sonucu dogan B6D2 irki 8 erkek, 12 disi ve kontrol farelerin 50 giin
boyunca kilo takibini yapmislardir. Bu takip sonunda paramutant farelerin yaklasik %30
daha iri olduklarmi gostermislerdir (7). Bizim c¢alismamizda ise Balb/c irki fare
kullanilmistir ve miR-124* fareler ile kontrollerinin 120 giin boyunca haftalik olarak
agirliklart takip edilmistir. miR-124* erkek farelerin kontrollere kiyasla %24-44, miR-
124* disi farelerin ise %17-35 etkilendikleri saptanmistir (28. giindeki tartim verileri
dikkate alinarak hesaplanmistir). Ayrica 120 giin boyunca haftalik olarak tartim sonucu
elde ettigimiz veriler 1s18inda 7. giinde daha agir olduklar1 belirgin olan paramutant
farelerimizin (Sekil 36), 21. giinde kontrolden daha agir degilken (Sekil 37) ilerleyen
haftalardaki hizli kilo artiglar1 dikkatimizi ¢ekmistir. Bu duruma iliskin hipotezimiz su
sekildedir; fareler i¢in gozlerinin heniiz agilmaya basladig1 zamana karsilik gelen 7.
giinde, paramutant farelerimiz kontrolden daha aktif davranip daha fazla anne siitii
tiiketmislerdir. Dolayisi ile paramutant farelerimiz daha fazla beslenebildigi i¢in daha agir
ve daha iri goriinmektedir (Sekil 19). Fareler 21 giinliik olduklarinda kontrol grubunun
daha agir olma sebebini ise sOyle agiklayabiliriz; anne fareler, artik kendileri
beslenebilecek durumda olan yavru farelere siit vermek istemedigi i¢in paramutant fareler
depresyona girerek anne siitii harici beslenmeyi kabul etmemektedir. Bu sebeple kontrol
grubu fareler paramutant farelerden daha agirdir. Ancak 21. giinden sonra hizla kilo artig
sergileyen paramutant farelerimizin (Sekil 37) depresyondan ¢ikip daha aktif sekilde
beslenmeye bagladiklarin1  disiinmekteyiz. Paramutant farelerimizin daha aktif
olduklarinin gostergelerinden ilki; Sekil 19-2d’deki paramutant yeni dogan farenin
annesini emmeye basladiginin ispati olan karnindaki beyazliktir. Kontrol farede bu
beyazlik yoktur. Ikinci gosterge ise acik alan deneyindeki total hareket grafigidir. miR-
124* erkek ve disiler toplamda daha fazla yol almistir (Sekil 21), buna ek olarak da hem
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acik alan (Sekil 21) hem de yeni nesne tanima deneyinde (Sekil 25) miR-124* erkekler

daha hizli davranmiglardir.

Paramutant fareler giinliik daha ¢ok yem tiikettigi i¢in daha agir ve iri olabilir mi? Sorusu
aklimiza takildig1 i¢in paramutant ve kontrol grubu farelerin her giin yemleri tartilarak
ginlik ne kadar yem tikettikleri veriye ulasilmistir. miR-124* erkekler kontrol
erkeklerden giinliik ¢ok daha fazla yem tiiketirken, miR-124* disiler ise kontrol disilerden
cok daha az giinlik yem tiiketmistir (Sekil 44). Giinliik olarak yapilan tartimin
olusturdugu stresin etkisini erkeklerin kolayca atlatarak yem tiiketimine devam ederken,
miR-124* disilerin stresin etkisinden ¢ikamayarak yem tiikketmek istemedigini

diisiinmekteyiz.

Erigkin insan beyninde norogenezin sadece Merkezi Sinir Sisteminde (MSS), hem
embriyonik hem de yetiskin noronal dokular1 tanimlamak i¢in kullanilan Subventrikiiler
bolgede (SVZ) ve hipokampusun dentat giruslarinda oldugu bilinmekteyken, diger beyin
alanlarinda da sinir progenitor / kok hiicrelerin bulunup bulunmadigi hala net degildir
(120). Ayrica, hipokampusun hafiza, 6zellikle de kisa siireli hafiza ile ilgili oldugu
bilinmektedir (121). Kisa siireli hafiza, yeni bilgilerin depolanma kapasitesini ifade
etmektedir. Bu nedenle mekanizma ne olursa olsun sag (gorsel hafiza) ve sol (sozel
hafiza) hipokampus olmadan uzun siireli anilarin kalici olmasi miimkiin degildir.
Hipokampus ventral talamus, hipotalamus ve limbik sistemin diger bolgelerine sinyaller
gondererek hareketlerin davranmis bigimine donmesinden Once, limbik sistemi
etkilemektedir. Boylece hipokampusun, gelen duyusal sinyalleri igerisinden geciren ek
bir kanal rolii oynayarak davranislarin sekillenmesine katkida bulundugu
diistiniilmektedir (73). O halde, davranis deneyleri yaparak olgmeye ¢alistigimiz
parametrelerin hemen hepsinin hipokampusten koken alan davranislarin sonucu oldugu
cikarimini yapabiliriz. Bu ¢ikarima ek olarak eriskin donemde bile nérogenezin yalniz bu
bolgede devam ettigi bilgisi ¢aligmamizi hipokampus iizerine yonlendirmemize sebep

olmustur.

Noron hiicrelerine tutunabilecekleri bir ortam saglandiginda bu hiicreler glia hiicrelerine
doniismektedir. Bu sebeple hipokampus kaynakli primer hiicre kiiltiirii yaparken
hiicrelerin yiizeye tutunamayacagi bir ortam olusturarak norosfer (NS) elde ettik. Primer
ndron kiiltiirleri in vivo sistem ile daha ¢ok benzerlik tasimasina ragmen, beyin dokusu

gelistirebilmekten mahrumdur. Bu durum, astrosit, sinir progenitdr hiicreleri ve
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noronlardan olusan beyne daha yakin benzerlik gosteren bir sistemin insasini
gerektirmistir. Dolayisiyla, NS’ler denilen ti¢ boyutlu (3D) kiiltiir sistemleri, sinirbilim
arastirmalarinda yeni araglar olarak ortaya ¢ikmistir. NS’ler, noronal iletisim, g¢esitli
kimyasal ve biyokimyasal isaretler ve doku heterojenligi gibi 6zelliklerle hiicresel ortami
daha iyi temsil eden bir kiiltiir sistemi olusturduguna inanilan, serbest yiizen bir sinir
progenitor hiicre kiiltiiriidiir. NS’lerin olaganiistii 6Gneme sahip olma sebebi, noronlarin
yani sira glial hiicrelere farklilasabilme kapasitesine sahip kendi kendini yenileyebilen
multipotent hiicreler olan sinirsel progenitdr hiicrelerin ifadelerindeki artistir. N6ronal
progenitdr hiicrelerin varligi nedeniyle, NS kiiltiir sistemi, sinir kok hiicrelerinin
Ozelliklerini test etmek i¢in 6nem kazanmistir. Hem birincil néron kiiltiirii hem de NS’ler,
bir dizi ndronal ve néronal olmayan biyobelirte¢ vasitasiyla 1yi karakterize edilmistir.
NS’lerin, korteks ile iligkili gelisimin erken asamasini taklit eden glial hiicrelere daha da
farklilasan, dogal ndronal progenitdr hiicrelerin zengin bir popiilasyonu icerdigi
bulunmustur. Bu yontemin, kimyasal sinirbilimlerdeki arastirma ilerlemelerini
kolaylastirmak icin hizli ve kolay yiiksek miktarda noron verimi elde etmek i¢in onceki
yontemlere / protokollere kiyasla daha ileri bir gelisme oldugunu not etmek 6nemlidir.
NS olusumu, 6zel ortam formiilasyonlar1 (bazilar ticari olarak bile temin edilebilir) ve
EGF gibi baz1 biiyiime faktorlerini gerektiren sikic1 ve zorlu bir siiregtir (122). Ozetle,
noronal kok hiicrelerin serbest yiizen kiimelerinden olusan bir kiiltiir sistemi olan NS’ler,
noronal progenitor hiicrelerini in vitro arastirmak i¢in bir yontem saglar (120). Biz de
miR-124* E19,5 giinliik hipokampus dokusunu kiiltiire ederek NS elde ettik. NS’ler 12
giinliikken; EGF (+) paramutant embriyolarin NS sayisinin, kontrol grubunda EGF (-)
(p<0,05) ve EGF (+) (p<0,05) iken NS sayisindan daha ¢ok oldugu saptanmistir. Ayrica
istatistiksel agidan anlaml farklilik saptanamamus olsa da EGF varlig1 kontrol grubunda
NS sayisini etkilememis goriiniirken, paramutantlarda EGF varliginda NS sayisini
artirdig1 saptanmistir. Buna ek olarak NS 21 giinliikken; EGF (+) paramutantlarda, EGF
(-) kontrole kiyasla daha fazla NS saptanmistir (p<0,01) (Sekil 46). Ayrica istatistiksel
olarak anlamlilik saptanmasa bile EGF varliginda 12, 16 ve 21. giinlerde NS alaninin
biiytidiigi saptanmigtir (Sekil 47) Biitiin bu bulgular miR-124 mikroenjeksiyonu sonucu
hem prenatal hem de postnatal donemde daha iri olan paramutantlarin EGF gibi bir
biiylime faktoriine daha duyarli olduklarinin ispati niteligindedir. Grandjean ve ark. (7)
tarafindan yapilan c¢aligmada erken embriyonik sathada paramutantlarda biiylime

kontroliinde fonksiyonu bilinen genlerden ne Gh (Biiylime Hormonu), Igfl (insiilin-
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benzeri biliylime faktorii 1) ve Igf2 ne de onlarin reseptorleri asir1 eksprese bulunmamaistir.
O halde paramutant farelerin daha iri olmasina yol acan, miR-124-3p’nin hedef ya da

hedeflerinin yer aldig1 ve arastiritlmay1 bekleyen baska bir yolak s6z konusu olabilir.

miR-124, hem gelismekte olan hem de olgun beyindeki prondronal rolii ile iyi taninan
mikro RNA’dir (9). Evrimsel siirecte miR-124'{in sekansinin ve ekspresyon paterninin
korunmus olmas1 MSS gelisiminde kritik Gneme sahip oldugunu ortaya koymaktadir (10).
Ancak, buna ragmen miR-124'lin néronal gelisimdeki islevleri tartigmali bir konudur
(11). Ornegin, Cao ve ark. (123) sadece miR-124'iin inhibisyonunun veya asiri
ekspresyonunun, ndronal farklilasmayr onemli Olclide degistirmedigini gosterirken
Visvanathan ve ark. (10) aynit modeli kullanarak, miR-124"1in noronal farklilagsmay1
destekledigini bulmuslardir. Visvanathan ve ark. (10) civciv noéronal tiipiiniin sinir
progenitorlerinde transfeksiyon ile miR-124"lin asir1 ifade olmasini saglamiglardir. In situ
hibridizasyon ile miR-124"in asir1 eksprese oldugunu ve SCP1 (small C-terminal domain
phosphatase 1) ekspresyonunun ise azaldigini saptamiglardir. SCP1 mRNA'sinin 3'UTR
bolgesinde, evrimsel olarak korunmus miR-124 dizisi ile uyumlu bélgeler bulunmustur.
Bu bulgu ile miR-124"in en azindan kismen néronal anti-REST / SCP1 yolunu bloke
ederek nérogenezi kolaylastirdigi yoniinde bir 6neride bulunmuslardir. Xue ve ark. (124)
yaptiklar1 ¢alisma ile Polypyrimidine tract-binding protein (Ptbp) ifadesi azalmis hiicre
hattinda (HeLa ve N2A) norit (ndron gévdesinde akson ya da dendrit olusumu) olusum
ve gelisiminin arttigin1 gostermislerdir. Bu sebeple Ptbp’nin diizenledigi bazi splicing
olaylarinin direk olarak ndronal fenotip gézlenmesine yol agabilecegini belirtmislerdir
(124). Ayrica Visvanathan ve ark.’in1 destekler sekilde miR-124’tin REST yolagina
antagonist caligarak Ptbpl’i hedef alip nérona 6zgii splicing mekanizmasini baslattigini
belirtmislerdir. Bunlara ek olarak Mokabber ve ark. (125) sa¢ folikiil kok hiicresi
kullanarak mimic miR-124 transfeksiyonu vyaptiklar1 calismalarinda miR-124
ekspresyonu azaldigi igin Sox9 ve Polypyrimidine tract-binding protein 1 (Ptbpl) mRNA
ekspresyon seviyesinin arttigini tespit etmiglerdir. miR-124tin Sox9 ve Ptbpl’i
baskilamasi ile nérona 6zgii olusumu destekleyen Polypyrimidine tract-binding protein 2

(Ptbp2)’nin arttigin1 bdylece ndronal farklilasmanin basladigini gostermislerdir.

Merkezi ve Cevresel Sinir Sisteminde SoxE proteinlerinin fonksiyonlart 1990'larda ve
2000'lerin basinda biiyiik olclide belirlenirken, son on yilda bu islevlerin altinda yatan

molekiiler mekanizmalara dair 6nemli bilgiler edinilmistir. SoxE proteinleri, hiicre tipine
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ve gelisim evresine gore degisen ¢ok sayida transkripsiyon faktoriiniin yardimiyla
etkilesir. Ayrica kromatin modifiye ve yeniden sekillendirme sistemlerini dahil ederek
kromatin yapisini etkilemektedir. Transkripsiyon siirecindeki etkileri bile ¢ok farklidir.
Sasirtict bir sekilde, SoxE proteinleri, ya dogrudan ya da mikro RNA'lar araciligryla
partnerlerinin ifadesini etkilemektedirler (89). Ancak bu sistem iginde S0x8 geninin rolii
hala tam olarak aydinlatilamamistir. Sock ve ark. (126) 129/Sv irki Sox8 ifadesi silinmis
fare kullandiklar1 calismalarinda farelerin 100 giin stireyle agirlik takibini yapmislardir.
Homozigot nakavt erkek ve disi farelerin kontrol grubundan %30 daha kiigiik ve %10
daha kisa olduklarmi saptamiglardir (126). Grandjean ve ark. (7) yaptiklar1 ¢alismada
paramutantlarda olusan iri fenotipe, Gh, 1gfl ve Igf2 genlerinin sebep olmadigini tespit
edince Sox8’in aday gen olabilecegini diisiinmiislerdir. Kantitatif PCR (qPCR) ile erken
embriyonik donemden yetiskinlige kadar (E2,5- E6,5- E15,5- E16,5 ve yetiskin) Sox8
MRNA ekspresyon seviyeni arastirmiglardir. E2,5 giinde paramutantlarda Sox8 gen
ekspresyonu tespit edilemezken diger embriyonik gilinlerde kontrol ile ayni seviyede
eksprese olmustur. Ancak dogumdan yetiskin doneme dogru Sox8 gen ekspresyon
seviyesinde artis gozlemlenmistir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak Sox8'in ikincil indiikleme
ile yetiskin doneme kadar hizlanan biiylimenin korunmasinda rol oynayabilecegi
varsayiminda bulunmuslardir (7). Bizde ¢alismamizda, miR-124* E19,5 giinlik
hipokampus dokusunda Sox8 mMRNA ekspresyon seviyesinin kontrollerine kiyasla miR-
124* disilerde arttigim1i miR-124* erkekde ise azaldigimi tespit ettik. Hipokampiis
dokusunu kiiltiire ederek elde ettigimiz NS’lerde ise kontrollerine kiyasla miR-124*
diside hem EGF (-) hem de EGF (+) iken Sox8 mRNA ekspresyon seviyesi artarken, miR-
124* erkeklerde EGF (-) iken artmis ancak EGF (+) iken ekspresyon seviyesi
degismemistir (Tablo 14-15). NS i¢in tek bir disi 6rnek varligin1 goz 6niine aldigimizda,
EGF (+) iken miR-124* erkeklerde Sox8 mRNA ekspresyon seviyesinin EGF (-) kontrol
grubundan (p<0,05) yiiksek oldugu saptanmustir. Ayrica, EGF (-) iken miR-124*
erkeklerde ve kontrol erkeklerde Sox8 mRNA ekspresyonunun azaldigi dikkat
cekmektedir (Sekil 51). Bu durum tahmin algoritmasinda Sox8 geninin %65 oraninda
mMiR-124-3p’nin hedefi oldugunu dogrular niteliktedir (111, 127). EGF varliginda miR-
124* erkeklerde Sox8 mMRNA ekspresyon seviyesinin arttigi saptanmistir (Sekil 51).

Bir diger SoxE proteini olan S0X9’un miR-124 ile iliskili olup olmadig1 Grandjean ve ark.
(7) tarafindan arastirilmustir. Ilk embriyonik asamalarda Sox9'un ifadesini degistirerek

elde ettikleri bilgi ile erken embriyonik biiyiimede S0X9'un roliine dair bagimsiz bir kanit
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elde etmislerdir (7). Sox9 geninin bir allelinin fonksiyonel olmadigi mutasyonun
tastyiciligt durumunda dogumu takiben 6liim goézlenmesinden (128) dolay: ilk dnce,
zigottaki Sox9 mRNA'sina karst si-RNA molekiilleri mikroenjekte edilerek S0x9 geninin
ekspresyonunu azaltmaya ¢alismislardir (7). Embriyolarin  kiigiik boyutta ve
gelisimlerinin biiyiik 6l¢iide anormal olmasi sonucu E10.5'te yaygin malformasyonlar ve
E11.5 inaktive edici mutasyonlarin oldiiriicii etkisi sebebiyle erken Oliim
gozlemlemisglerdir. Sox9'un erken gelisim sirasinda gerekli oldugu agik olsa da, hiicre
¢cogalmast ve biiyiime kontrolii tiizerinde belirli bir etki tespit edemediklerini
belirtmiglerdir (7). Bunun iizerine Sox9 ekspresyonunun baskilanmasinin aksi durumun
nasil bir etki olusturacagi merak konusu olmustur. Grandjean ve ark. (7) Sox9 geninin
ekspresyon seviyesini arttirmak i¢in, SOX9 cDNA sekansini (tamami), bir hiicreli
embriyoda yiiksek ekspresyon seviyelerini harekete gegiren CMV1 promotdriiniin asagi
kismina mikroenjeksiyon yontemi ile insert etmislerdir. Mikroenjeksiyondan sonra
E7.5'te toplanan embriyolarin, normal morfolojiyle, kontrollerden daha biiyiik bir boyuta

sahip oldugu gosterilmis olsa da gelisim daha sonra E11.5'te tutuklanmustir (7).

Grandjean ve ark. (7) miR-124 mikroenjeksiyonu sonrast qPCR ile erken embriyonik
donemden yetiskinlige kadar (E2,5- E6,5- E15,5- E16,5 ve yetiskin) Sox9 mRNA
ekspresyon seviyesini arastirdiklar1 ¢alismalarinda embriyogenez ilerledikge, toplam
RNA'daki Sox9 transkript seviyelerinin kontrollerin seviyelerine geriledigini tespit
etmislerdir. Bobrek ve pankreas gibi yiiksek biiylime oranina sahip olan organlarda Sox9
geninin yiiksek ekspresyonu goriilmeye devam etmistir, ancak bu durum viicudun diger
bolgeleri i¢cin gecerli olmamistir. Artmis biiylime oranlart ve hiicre ¢ogalmasinin tiim
viicut i¢in koordine bir sekilde siirdiigiinii tespit eden aragtirmacilar (7) geg¢ embriyogenez
ve postnatal biliylimede dev fenotipin olusmasina yol acan genetik ve molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in bizi bu tez ¢alismasini yapmaya tesvik etmistir. SOX9
ekspresyonunun lokusa 6zgii modiilasyon ile iligkili embriyo asirt biiyiimesi, genin ilk
gelisim doneminde embriyonik kok hiicrelerin proliferasyonunun kontroliinde merkezi
bir rol oynadiginin gostergesidir. Ayrica, hamileligin ilk boliimiinde hizlanan biiyiime ile
olusturulan kok hiicrelerin biiyiik havuzlarinin yetigkin “dev” fenotipini iiretmeye yeterli
oldugu tartisilabilir bir konudur (7). Bir transkripsiyon faktorii olarak So0x9’un
progenitorlerde gen ekspresyonu ve diizenleyici mekanizmalar1 aktive ederek hem
prenatal hem postnatal siirecte bir dizi farklilasma yolunu agabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu sebeple miR-124* E19,5 giinliikk embriyolarda hipokampus ve hipokampus kokenli
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NS’lerde  Sox9 mMRNA ekspresyon seviyesini arastirdik. miR-124*  erkek
hipokampusunda kontrol erkeklere kiyasla Sox9 mRNA ekspresyonu artarken, disilerde
azalmistir. NS’lerde ise EGF (-) iken kontrole kiyasla miR-124* diside Sox9 mRNA
ekspresyon seviyesi degismezken, miR-124* erkeklerde azalmistir (Tablo 14-15). miR-
124* erkeklerde EGF (+) miR-124* grubunda Sox9 mRNA ekspresyon seviyesinin EGF
(-) kontrol grubundan (p<0,05) diisiik oldugu saptanmistir. Genel olarak EGF varliginda
Sox9 geni ekspresyon seviyesindeki azalis dikkat ¢ekmektedir (Sekil 51). Bu durum
tahmin algoritmasinda Sox9 geninin %67 oraninda miR-124-3p’nin hedefi oldugunu
dogrular niteliktedir (111). EGF (+) iken, miR-124* diside mRNA ekspresyonu artarken
miR-124* erkeklerde degismemistir (Tablo 14-15). miR-124* disideki bu artis tek bir

disi 6rnek olmasi kaynakli olabilir.

Bir diger SoxE protein ailesi iiyesi olan Sox10, schwann hiicreleri ve oligodendrositlerin
diizenleyici aginda gorevli birkag 6nemli transkripsiyon faktorlerinden biridir (68). Baska
proteinlerle bir protein kompleksi olusturduktan sonra bir transkripsiyon aktivatori
olarak hareket edebilir. Schwann hiicrelerinde ve oligodentrositlerde, Sox10 soy
ilerlemesi, nihai farklilasma, gelisimsel miyelinasyon ve miyelin bakimi i¢in gereklidir.
Bu sebeple miR-124* E19,5 giinliik embriyolarda hipokampus ve hipokampus kokenli
NS’lerde Sox10 mRNA cekspresyon seviyesini arastirdik. Hipokampuste paramutant
erkegin Sox10 mRNA ekspresyon seviyesinin kontrol erkeklerden (p<0,05) daha yiiksek
oldugu saptanirken benzer sekilde paramutant erkegin Sox10 MRNA ekspresyon
seviyesinin miR-124* disilerden (P<0,05) de yiiksek oldugu saptanmistir. miR-124*
disilerde ise kontrole kiyasla SOx10 gen ekspresyon seviyesinin azaldig1 tespit edilmistir
(Sekil 49). NS’lerde ise hem EGF (-) hem de EGF (+) iken kontrol disiye kiyasla miR-
124* disilerde Sox10 mRNA ekspresyon seviyesi azalmistir. miR-124* erkeklerde ise
kontrol erkeklere kiyasla EGF(-) iken Sox10 mRNA ekspresyon seviyesi degismezken,
EGF (+) iken azalmistir (Tablo 15).

Noronlarda eksprese olan mikrotiibiile bagli bir protein olan Doublecortin (Dcx),
embriyonik ve postnatal gelisim sirasinda merkezi ve g¢evresel sinir sistemi boyunca
mikrotiibiillerin organizasyonu ve stabilitesini diizenleyerek noronlarin gogiinii
yonlendirdigi diisiiniilmektedir (90). Ilging bir sekilde, Nosten ve ark. (129) Dcx nakavt
C57BL/6 1rki farelerin siitten kesime kadar normal postnatal bilylime hizi gosterdigini

ancak 4 aylikken viicut agirliginin anlamli derecede diisiik oldugunu gostermistir.
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Germain ve ark. (130) tarafindan daha biiyiik bir kohortta yapilan ¢alisma ile de Dcx
nakavt C57BL/6 irki farelerin yetiskin agirligina oranla daha yavas bir yetigkin biiyiime
hiz1 gosterdigi ve kontrol farelere kiyasla viicut agirliklarinda %3-7 oraninda azalma
tespit edilmistir. Dcx nakavt fareler daha kiigiik ise (129, 130), paramutant farelerimiz
daha iri olduguna gore Dcx transkriptinin asir1 ifade olmasimni beklemekteyiz. Biz de
calismamizda miR-124* E19,5 giinliik embriyolarda hipokampus ve hipokampus kokenli
NS’lerde Dcx mRNA ekspresyon seviyesini arastirdik. Hipokampiiste kontrollere kiyasla
miR-124* disilerde Dcx mRNA ekspresyonu bekledigimiz gibi fazlayken, miR-124*
erkekte ekspresyon azalmistir ancak bu azalisin gergek bir azalis olup olmadigi tek bir
erkek Ornegimizin varligi sebebiyle net degildir. NS’lerde ise kontrol disilere kiyasla
miR-124* diside EGF (-) iken Dcx mRNA ekspresyonu degismezken, EGF (+) iken
azalmigtir. Kontrol erkeklere kiyasla miR-124* erkeklerde EGF (-) ve EGF (+) iken Dcx
mRNA ekspresyonu degismemistir (Tablo 14-15).

Liu ve ark. (11) kurbagalar ile yaptiklar1 ¢alismada mikroenjeksiyon yontemi ile
embriyonun 8 hiicreli evresinde blastomerlere miR-124 ve anti-miR124 mikroenjekte
etmislerdir. miR-124 asir1 eksprese iken Neurodl ekspresyonunun azaldigini, miR-124
ekspresyonu azaldiginda ise Neurodl ekspresyonunun arttigini qPCR ile gostermislerdir.
miR-124, Neurodl geninin 3’-UTR bolgesindeki korunmus miR-124 baglanma bolgesi ile
etkilesime girerek prondronal biyobelirteg olan Neurodl geninin ekspresyonunu negatif
olarak diizenlemektedir. Bu bulgular ile mir-124'iin hiicre proliferasyonu ve optik vezikiil
ile 6n beyindeki nérogenezin baskilanmasi i¢in gerekli ve yeterli oldugu yorumunu
yapmiglardir. Hem embriyonik hem de yetiskin merkezi sinir sistemlerinde iyi bilinen bir
norojenik faktor ve prondronal belirteg olan Neurodl (5) mRNA ekspresyon seviyesini
bizde miR-124-3p mikroenjekte E19,5 giinliik embriyolarin hipokampus ve hipokampus
kokenli NS’lerinde arastirdik. Hipokampiiste kontrollere kiyasla miR-124* disilerde ve
miR-124* erkekte bekledigimizin aksine Neurodl mRNA ekspresyonu artmistir. miR-
124’tin Neurodl geninin 3’UTR boélgesini hedef aldigi bilgisinin tahmin algoritmalari
(127, 131) ve yayinda (11) yer almasi bizim verilerimiz ile ortiismese de bu ¢aligma ile
miR-124* embriyolarin hipokampus dokusunda Neurodl mRNA ekspresyon profilini
gostermis olduk. miR-124 beyinin baska bdlgelerinde Neurodl’i hedef aliyor olabilir.
NS’lerde ise kontrol disilere kiyasla miR-124* diside EGF (-) iken Neurodl mRNA
ekspresyonu azalirken, EGF (+) iken degismemistir. Ancak bu grupta tek bir miR-124*
disi varligi bu bulgu bilgi verici olmayabilir. Kontrol erkeklere kiyasla miR-124*
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erkeklerde EGF (-) iken Neurodl mRNA ekspresyonu artarken EGF (+) iken Neurodl
mRNA ekspresyonu azalmistir (Tablo 14-15). Elde ettigimiz bu bulguya dayanarak miR-
124’tin hipokampuste Neurodl’i hedef almasi i¢in EGF gibi bir biiyiime faktoriiniin

ortamda bulunmasina ihtiya¢ duyuyor olabilecegini diistinmekteyiz.

Bulgularimiz dahilinde hipokampus dokusunun etkilendigi asikardir. Ancak beyinde
daha efektif sekilde etkilenen bagka bir bolge oldugunu diisiinmekteyiz. Bu bdlge
anksiyete, sosyal davranis ve kesif duygusu ile iligkili olan (112) prefrontal korteks ya da

biliylime hormonlarinin salgilandig1 hipotalamus olabilir.

Calismamizdaki davranis deney verilerini degerlendirdigimiz (Tablo 12)’ye dikkat ile
bakildiginda, kontrol erkek ve disiler arasinda cinsiyet farkliligi kaynakli oldugunu
diistindiigiimiiz fark ilging bir sekilde miR-124* erkek ve disiler arasinda ortadan kalkmis
goriinmektedir. Bu bulgu miR-12’lin cinsiyet hormon/hormonlarim1 hedef aliyor
olabilecegini  diigiindiirmiistiir. miR-124  hedeflerini  bu durumu gozeterek
inceledigimizde Dmrtal (Doublesex and mab-3 related transcription factor like family
A1) geninin % 99 oraninda miR-124’iin hedefi oldugu gériilmektedir (111). Grandjean
ve ark. (7) miR-124 mikroenjekte edilmis embriyolarda ikizlige rastladiklarini
vurgulamiglardir. Bizde c¢alismamiz sirasinda miR-124* embriyolarda sikca ikizlik
gozlemledik. Ilging bir sekilde Balciuniene ve ark. (132) ¢alismalarinda, Dmrtal nakavt
farelerde belirgin anatomik eksiklik olmadigini, canli ve iiretken olduklarini, erkeklerin
%25’1nin diger erkekler ile ¢iftlesmek ister davranis sergiledigini ve en 6nemlisi disilerin
yumurtaliklarinin  polifolikiiler (birden fazla yumurta tasgima durumu) oldugunu
gostermisglerdir. Disilerin polifolikiiler olusu, miR-124* embriyolarda sik¢a rastladigimiz

ikizlik durumunu aciklar niteliktedir.

Grandjean ve ark. (7) miR-124* B6D2 irki farelerin %30 daha iri olduklarini buldugu
caligmalarinda miR-124* erkek ve disileri saglikli kontrol grubu fareler ile ¢aprazlayarak
elde ettigi nesillerde de daha iri fenotipin F2 nesline kadar devam ettigini ancak F3
neslinde paramutantlarda agirligin normale dondigiini  belirtmislerdir. Bizde
calismamizda miR-124* erkekleri miR-124* disiler ile ¢iftlestirerek elde ettigimiz F1 ve
F2 neslinde ilging bir sekilde kiiglilme tespit ettik (kullanilmayan veri). Sox8 nakavt (126)
ve Dcx nakavt (129, 130) farelerde gozlemlenen kiiglilme bilgisini dikkate aldigimizda,
mMiR-124"tin direk olmasa da dolaydan hedef aldigi gen/genlerin buna yol actigi

diistinmekteyiz.
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Grandjean ve ark. (7) floresan isaretli miR-124 kullanarak mikroenjeksiyon yapmislardir.
Islemden 1 saat sonra gekirdekten atilmis oldugunu gdzlemlemislerdir. Bu sebeple
molekiiler calismamizi prenatal donemde yaptik ve prenatal donemde yapilacak olan

caligmalarin bu gizemi ¢6zmeye daha yakin olacagini diisiinmekteyiz.

Sonug¢

miR-124- 3p mikroenjeksiyonu sonucu hem prenatal hem postnatal donemde daha iri ve
davranig olarak kontrollerinden belirgin sekilde farkli davranan paramutant farelerin
olusturuldugu c¢alismamiz konusu ve literatiirde yalniz tek benzer yayin bulunmasi
sebebiyle orijinaldir. Paramutant farelerin daha iri olusuna ve biligsel yetilerinin daha
gelismis olmasma yol agan epigenetik mekanizmalarin aydinlatilabilmesi i¢in
epigenetigin mevcut gizemini korumasina engel olacak sekilde yeni teknolojik
gelismelere hem de ¢ok iyi tasarlanmis yeni projelere ihtiyag vardir. Bu kadar orijinal bir
konu ile ¢alismanin avantaj1 yaninda epigenetik gibi heniiz tam olarak anlasilamamis ve
karmasik bir konunun i¢inde olmamizin dezavantajlarini yasamaktayiz. Epigenetik
mekanizmalarin aydinlatilmasini saglayacak yeni teknolojik tekniklerin kisa zamanda
gelismesini umut ederek gizemini koruyan bu konunun aydinlatilabilmesi igin

arastirilmasinin dogru olacagini 6ngordiigiimiiz bagliklar:

1. Bulgularimiz dahilinde hipokampus dokusunun etkilendigi asikardir. Ancak
beyinde daha efektif sekilde etkilenen bagka bir bolge oldugunu diisiinmekteyiz. Bu
bolge anksiyete, sosyal davranig ve kesif duygusu ile iliskili olan prefrontal korteks

ya da biiyiime hormonlarinin salgilandig1 hipotalamus olabilir.

2. Paramutant farelerin hem kardesleri hem de disardan saglikli fareler ile
ciftlestirilmesi ile yeni nesillerin elde edilip bunlarda kilo takibi ve davranig

deneylerinin yapilmas iri fenotipin nesillere gecisindeki gizemi aydinlatabilir.

3. Iri fenotipin metabolik hiz ile iligkisi olup olmadiginin aragtirilabilmesi igin yeni
mikroenjeksiyon planlar1 yapilip dogan yavrular metabolik kafeslerde takip

edilebilirler.

4. miR-124-3p mikroenjeksiyonunun miR-124-3p ekspresyon seviyesinin arttirip
arttirmadi@i arastirilabilir. Yetiskin evrede miR-124-3p ekspresyon seviyesinin

kontrol ile ayni seviyelerde oldugunu tespit ettik (kullanilmamis veri). Floresan
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isaretli miR-124’tin mikroenjeksiyondan 1 saat sonra c¢ekirdekten atilmasi
sebebiyle yeni planlanacak ¢alismalarin prenatal donemde yapilmasinin daha

uygun olacagini 6n gérmekteyiz.

Sox8 ve Dcx nakavt farelerde gézlemlenen kiigiilme bilgisini dikkate aldigimizda,
mMiR-124"lin direk olmasa da dolaydan hedef aldig1 gen/genlerin buna yol agiyor
olabilir. Dolayisi ile sadece miR-124 hedeflerine odaklanmak gizemini koruyan

molekiiler mekanizmalarin aydinlatilma stirecini zorlastirabilir.

mMiR-124-3p’nin %99 oraninda Dmrtal genini hedef alarak sik rastladigimiz
ikizlige yol agtigini diisiinmekteyiz. Hipokampuste dahil olmak iizere beyinin diger
kisimlarinda Dmrtal mRNA ekspresyonu arastirilabilir. Ancak miR-124’iin bu
geni hedef aldigindan tam olarak emin olmak i¢in western blot yontemi ile Dmrtal

protein diizeyinin dl¢tilmelidir.

miR-124-3p’nin %100 hedef aldig1 Ptbpl ve %99 hedef aldigi Ptbp 2 [110, 130]
genleri splicing mekanizmalarini etkileyerek iri fenotipe ve biligsel yetilerde

gelisime sebep oluyor olabilir.

mMiR-124-3p’nin Scpl %100 hedef aldigi geninin kodladigi protein ndronal
sessizlesmeye yol agmaktadir. Hipokampuste dahil olmak iizere beyinin diger

kisimlarinda Scpl mRNA/protein ekspresyonu arastirilabilir.
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