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OZET

FARELERDE NiKOTiN YOKSUNLUGUNUN HiPOKAMPUS TAKI ETKILERININ DAVRANISSAL
VE EPIGENETIKSEL OLARAK iNCELENMESi

Insanlarda kronik sigara iciciliginin birakilmas: sonucunda olusan nikotin yoksunlugu
(NY) sirasinda davranissal fonksiyonlarin normal dis1 seyrettigi saglik problemleri
goriilebilmektedir. Bu olgu deney hayvanlar iizerinde gerceklestirilen arastirmalarda da bazi
boyutlariyla teyit edilmistir. Literatiirdeki deneysel calismalardan elde edilen davranissal,
hiicresel ve molekiiler diizeydeki bilgiler konunun halen 6nemli deneysel sorulara gebe
oldugunu ortaya koymaktadir.

Calismamizda erkek C57BL6 farelere 12 glin boyunca giinde 6 mg/kg dozunda nikotin
subkutan enjeksiyonla verilmis, en son nikotin uygulamasindan 24 saat sonra yoksunluk modeli
olusturuldugu kabul edilmistir. NY grubu farelere denk yas ve agirlikta Sham grubu farelere ise
ayni zaman ve sekilde serum fizyolojik enjeksiyonu uygulanmistir. Sham grubuna kiyasla NY
grubu farelerde; enjeksiyon giinlerindeki viicut agirhigr degisimleri; acik alan (ATT) ve
ylkseltilmis art1 labirent testleriyle (YALT) lokomotor aktivite ve anksiyete/anksiyolite
durumlari; akim sitometrik analizler ile hipokampus (HP) dokusunda aktif néron orani ve RT-
PCR ile HP’da DNA metilasyon/demetilasyon ve noral farklilasma/aktiflesme ile iliskili
genlerinin ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir.

Sham grubuna kiyasla NY grubunda viicut agirligi, ATT ve YALT parametreleri, akim
sitometrik analizle aktif néron orani ve ekspresyonu belirlenen genlerin ¢ogunlugu agisindan
anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05). Fakat akim sitometrik olarak saflastirilan aktif
noronlarin tiim olgun néronlara orani ayrica Tet2 ve Arc genlerinin ekspresyon diizeylerinin,
Sham grubuna kiyasla anlaml diizeyde artmis oldugu tespit edilmistir.

Yoksunluk olusturdugumuzu kabul ettigimiz hayvanlarda naif kontrollere kiyasla viicut
agirhigi, lokomotor kabiliyet, anksiyete/anksiyolite durumlarinda anlaml farklilik bulunmamasi,
cok yonlii sonuglar iceren NY literatiiriiyle kismen ortiismektedir. Ayrica, yoksunluk neticesinde
HP’da aktif néron oraninin ve aktiflesen néronlarda verimli bicimde eksprese oldugu bilinen Arc
geni ekspresyonun artmasi literatiirle biiyiik 6lciide tutarlilik géstermektedir. DNA metilasyon/
demetilasyon dinamiklerinin NY sirasinda durumunu ortaya koyan bir arastirma goriilmemis:
DNA metilasyonunu katalizleyen DNMT1/3a enzimlerini kodlayan gen ekspresyonlarinin
olusturdugumuz yoksunluktan etkilenmedigi, DNA demetilasyonunu olusturan Tet1/2/3
enzimlerinden ise yalnizca Tet2’nin ekspresyonunun kontrollere kiyasla anlaml artis gésterdigi
literatiirde yeni bilgilerdir.

Anahtar Kelimeler: Nikotin Yoksunlugu, Anksiyete/Anksiyolite, DNA metilasyon/demetilasyon
Dinamikleri, Epigenetik

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Nail Can OZTURK, Mersin Universitesi, Anatomi Anabilim Dali,
Mersin.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF NiCOTINE WiTHDRAWAL ON BEHAVIORAL AND EPiGENETICS
EFFECTS ON HiPPOCAMPUS iN MiCE

Health problems can be seen when behovioral functions are abnormally observed
during nicotine withdrawal (NY) as a result of chronic cessation in humans. This phenomenon
has also been confirmed in some studies on experimental animals. Behavioral, cellular and
molecular level information obtained from experimental studies in the literature reveals that
the subject is still conceived of important experimental questions.

In our study, male C57BL6 mice were given a subcutaneous injection of nicotine at a
dose of 6mg/kg daily for 12 days, and the deprivation model was accepted to be established 24
hours after the last nicotine administration. NY group mice were given saline injections at the
same time and in the same age and weight as Sham group mice. NY group mice compared to
sham group; body weight changes on the days of injection; locomotor activity and
anxiety/anxiolitic states with open area (ATT) and elevated plus maze test (YALT); flow
cytometric analyzes and expression levels of genes associated with DNA methylation/
demethylation and neural differentiation/activation in HP by RT-PCR and the ratio of active
neurons in the hippocampus (HP) tissue.

There was no significant difference in body weight, ATT and YALT parameters, flow
cytometric analysis, active neuron ratio, and the majority of genes whose expression was
determined in NY group compared to sham group (p>0,05). However, it was observed that the
ratio of flow cytometricly purified active neurons vs. all mature neurons and the expression
levels of Tet2 and Arc genes were significantly increased compared to Sham group.

The absence of significant differences in body weight, locomotor ability,
anxiety/anxiolity status compared to naive control in the animals that accepted to be deprived
were partially in agreement with the NY literature with multifaceted outcomes. In addition, the
increment in the active neuron ratio in HP as a result of withdrawal and the increase in the
expression of Arc gene that widely known to be abundantly expressed in active neurons, are
most partially concordant with the literature. Yet, no research reveals the state of DNA
methylation/demethylation dynamics in NY; but newly generated in this study that the
expression of genes encoding DNMT1/3a enzymes that catalyze DNA methylation is not affected
by nicotin deprivation model, plus among the three DNA demetylation catalyzers that analyzed
(Tet1l/2/3), only Tet2 exhibited a marked alternation, an increment in NY hippocampi as
compared to the counterparts.

Keywords: Nicotine deprivation, Anxiety/Anxiolite, DNA methylation/demethylation dynamics,
Epigenetics

Advisor: Nail Can OZTURK, PhD, Department of Anatomy, University of Mersin, Mersin
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1. GIRiS

Tiim diinyada halk saghigini agir bicimde tehdit eden saglik problemlerinin basinda
sigara kullanimi gelmektedir [1]. Nikotin; sigaradaki en giiclii toksik bilesendir ve diizenli sigara
kullanimi sonucu bagimliliga yol agmaktadir [2]. Nikotin bagimlili§inin ise kronik ve yineleme
riski yiiksek olan bir bozukluk oldugu, en az 5-7 basarisiz birakma girisiminin bulundugu
belirtilmektedir [3]. Nikotin bagimlilig1 gelismis bir bireyin nikotin aliminmi azaltmasi ya da
birakmasi durumunda yasadigi yoksunluk belirtileri nikotin yoksunlugu (NY) olarak
tanimlanmistir [4]. NY'nun olusum siirecinde beyindeki 6zellikle hipokampus (HP), nucleus
accumbens gibi spesifik baz1 bolgelerde normal nérobiyolojik isleysin degisimlere ugradig: ve
bunun sonucunda depresyon, stres, anksiyete, uykusuzluk, huzursuzluk, lokomotor aktivitenin
zayiflamasi, 6grenme ve hafiza bozukluklar1 vb. bir takim davranissal bozukluklarin ortaya
cikabildigi bilinmektedir [5-9]. NY'nda meydana gelen bu degisimlerin daha derin diizeyde
deneysel sorularin cevaplanmasi gerektigi diisiinilmektedir.

Ogrenme ve hafiza gibi bilissel fonksiyonlarin diizenlendigi HP, aym zamanda stres ve
anksiyete gibi anormal durumlarin da ydnetildigi bir nérobiyolojik fabrika ve yonetim merkezi
gibi diisliniilebilir [10, 11]. NY’'nda en ¢ok olumsuz etkilenen ndrobiyolojik olaylardan birinin
HP’da gerceklesen eriskin hipokampal norogenez (EHN) oldugu bilinmektedir [12-14]. EHN
sonucunda olgun néronlar olusmaktadir, fakat ilk etapta bu néronlar sinaps icermeyen pasif
durumdadir, yani heniiz fonksiyonel degillerdir. Daha sonra bu olgun ve pasif néronlarin 6nemli
bir kismui i¢c ve dis etmenlerin etkisiyle sinaps yapar yani elektrofizyolojik olarak aktif néronlara
(EFAN) doniistirler. HP’daki mikro-sinaptik ag icerisinde islev géren bu EFAN’lar hipokampal
bagimh olusan bircok davranissal fonksiyonun temelini olusturmaktadir. Literatiirde NY'nun
EHN’in proliferasyon, farklilasma ve olgunlasma gibi cesitli basamaklarini sekteye ugrattigini
gosteren calismalar mevcuttur. Bu c¢alismalar NY'nda hiicresel dontlisim Kkararlarinin
bozulduguna dair bilgi birikimi sunmakla birlikte, NY durumunda gerceklesen néronal
aktiflesme mekanizma/larinin altinda yatan molekiiler olaylar ve bu durumla iliskili ortaya
¢ikabilecek farkli davranissal durumlar gz 6niine alindiginda aydinlatilmay1 bekleyen bircok
soru bulunmaktadir. C57BL6 erkek fareler kullanilarak olusturulan bu NY modelinde; stres
durumu, HP igerisindeki noronal aktiflesme ve altinda yatan DNA metilasyon/demetilasyon
dinamikleri; fizyolojik, akim sitometrik ve gen ekspresyon teknikleri kullanilarak davranigsal ve

epigenetiksel bir bakis acisiyla analiz edilmis ve yorumlanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Nikotin

Sigara kullaniminin pek ¢cok kanser tiiriine sebep oldugu rapor edilmistir [15-17]. Sigara
dumani, iceriginde 7000’den fazla zehirli kimyasal madde barindirmasina ragmen sigara
dumaninin zararli igerigini olusturan en 6nemli bileseni nikotin olarak bilinmektedir [18].

Nikotin, dogada Nicotiana tabacum ve Nicotiana rustica olarak bilinen tiitiin bitkilerinin

yapraklarinda ytliksek oranda bulunan toksititesi oldukca ytliksek sivi alkaloit bir maddedir [19].

2.2. Nikotinin Farmakokinetik Ozellikleri

Nikotinin, ilk absorbsiyonunun solunum yollar ile akciger alveollerinde gerceklestigi,
beyne yaklasik 7 saniyede, tiim dokulara ise 15-20 saniye gibi kisa bir siire icerisinde hizla
yayildig1 ve bu asamada arteriyel kanda bulunan nikotinin, ven6z kandakinden alt1 kat fazla
oldugu bilinmektedir [20, 21].

Nikotin absorbsiyonu, sigara dumaninin inhalasyon siiresi ve derinligine bagh olarak
farklilik gostermektedir fakat her bir sigara kullanimi sonunda duman inhalasyonuyla yaklasik
0,5-1,5 mg nikotin insan viicuduna absorbe olmaktadir [22, 23]. insanlarda nikotinin yarl
omriiniin yaklasik 2 saat oldugu ve viicuda alinan nikotin miktarina goére plazmadaki nikotin
seviyesinin farklilik gosterdigi belirtilmektedir [24, 25]. Nikotinin en hizli absorbsiyonunun
akciger alveollerinde gerceklestigi, en yavas absorbsiyonunun ise asidik ortami nedeniyle mide

de gerceklestigi bilinmektedir [26].

2.3. Nikotinin Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Nikotin sinir sistemini aktive eden psikoaktif bir maddedir ve bu tiir keyif arttirici
etkinligi olan maddelerin diizenli olarak kullanilmasi zaman icerisinde bagimliliga yol
acmaktadir [27]. Yapilan arastirmalarda, diizenli olarak sigara kullanan kisilerin eroin ve kokain
bagimliligina benzer bir bagimlilik karakteri gosterdigi [28, 29], sigara ve tiitiin kullanimi
olanlarda depresyon, anksiyete, huzursuzluk vb. psikotik bozukluklar gibi baz1 psikiyatrik
sorunlarin bunlar1 kullanmayanlara gore daha fazla oldugu belirtilmektedir [30-33]. Uzun
yillardir gergeklestirilen arastirmalar, nikotine bagh ortaya c¢ikan bu belirtilerin 6nemli bir
kisminin hangi beyin bélgelerinde degisimlere yol actiginin haritasini ¢ikarmistir. Ornegin, akut
nikotin uygulamasinin, dopamin, néradrenalin, seratonin gibi beyin mono amino oksidazlarinin

saliniminmi degistirdigini ve beyinde spesifik anatomik boélgelerde (HP, nucleus accumbens,
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insular korteks, corpus striatum vb) hasara neden oldugu [34-37] ve bu hasar derecesinin dozla

dogru orantili oldugu bildirilmektedir [38, 39].

2.4. Nikotin Yoksunlugu

Herhangi bir maddeye kars1 bagimlilik gelismis kisilerde bagimliligin psisik ve fiziksel
(fizyolojik) bagimhlik olmak {izere iki durumu ayirt edilmektedir. Bagimlinin, madde
kullanimini siirdiirme arzusu psisik bagimhlik olarak ifade edilirken, madde kullaniminin
kesildigi zaman bagimlinin madde arama davranisi fizyolojik bagimlilik olarak tanimlanmistir.
Fizyolojik bagimlhiligin en belirgin gostergesi ise, yoksunluk sendromu olarak bilinmektedir
[40].

Nikotine bagimli kisilerde, nikotin kullanimini biraktiktan veya azalttiktan sonra gelisen
duyusal, bilissel ve somatik yoksunluk belirtileri NY olarak ifade edilmektedir [8]. NY’nun sigara
kullanan kisilerde, sigaranin giinliik icilme siklig1 ve ne kadar siiredir kullanildigina bagh olarak
haftalar veya aylar boyunca devam edebilecegi belirtilmektedir [41]. NY'nun genellikle son
nikotin maruziyetinden 2-3 saat sonra olusmaya basladig1 24-48 saat icerisinde ise, zirveye
ciktigl bilinmektedir [42]. NY’'da en sik goriilen bulgularin siddetli bir aglik hissi, stres,
anksiyete, konsantrasyon giicliigli, uyku bozukluklari, kalp hizinin ve kan basincinin diismesi,
istah artisina baglh olarak viicut agirligi artisi, motor aktivitede azalma, depresyon ve kas
gerginliginde artis oldugu bilinmektedir [43, 44]. Nikotin kullaniminin birakilmasi veya
azaltilmasindan sonra bu bulgulardan en az dérdiiniin ortaya ¢ikmasi, DSM-V (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders) zihinsel hastaliklarin tani olciitiine gore; NY kriteri
olarak sayilmaktadir ve bu klinik bulgularin toplumda 6nemli sorunlara neden olabilecegi
diistiniilmektedir [45].

Yapilan bir ¢alismada, sigaray1 birakan kisiler bir yil boyunca izlenmis, siire sonunda
elde edilen bulgularda viicut agirligir degisimi ve sinirlilik durumunun halen devam etmekte
oldugu; NY’nun, fazla sigara kullanan kisilerde daha az sigara kullanan kisilere kiyasla oldukca
siddetli seyrettigi bildirilmistir [46]. NY’'nun beyinde noérotransmiter seviyeleri, nikotinik asetil
kolin reseptorleri (nAChRs) yogunlugu, noérotrofik faktérlerin ekspresyonlarinda ve
kortikosteron plazma konsantrasyonlarinda degisimlere yol agtifi [47-49] bu nedenle
insanlarda; duygu durumu, motivasyon, 6grenme ve hafiza gibi cesitli bilissel davranislari
etkileyebilecegi dustiniilmektedir [50-52]. Arastirmalar, NY sonucunda ortaya c¢ikan stres,
anksiyete, depresyon, sinirlilik ve uykusuzluk gibi bir takim davranissal sorunlardan kacinmak
icin insanlarin sigara icme davranisini stirdiirdiigli ve bu nedenle sigara kullaniminin yeniden

niikseden bir davranis oldugu ileri striilmektedir [53-55].
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2.5. Deney Hayvanlarinda Nikotin Yoksunlugu

Insanlarda gelisen NY’'nun pek ¢ok belirtisi, kemirgenler iizerinde de deneysel nikotin
bagimliligi ve NY modeli olusturularak incelenebilmektedir. Literatiirde kemirgenlerde NY
modeli olusturulmasi degiskenlik gostermektedir. Kemirgenlere, farkli doz ve uygulama
yontemleriyle (ozmotik mini pompa (omp), subkutan, transdermal, oral, intraperitoneal vb)
akut veya kronik nikotin uygulamalari gergeklestirilmis, bu uygulamalarin
sonlandirilmasiyla birlikte insanlarda gorilen duyusal, somatik ve bilissel yoksunluk
belirtilerinin hayvanlarda da gelistigi gozlenmistir [56-59]. Kemirgenlerde en sik gozlenen
somatik belirtiler; bruksizim (dis gicirdatma), dispne (solunum gii¢liigii), pitozis (gézkapagi
disukliigii), kas segirmesi, goz kirpma, titreme ve huzursuzluk olarak bilinmektedir [60].
Yoksunlugun siddetine gore ise bu belirtilerin sikliginin arttig1 belirtilmektedir [61]. Nikotin
uygulamasinin sonlandirildigi durumlarda ortaya c¢ikan bu davranmissal semptomlar takip
edilerek yoksunluk durumunun zirve yaptigi zaman araliklari belirlenebilmekte (uygulanan doz
miktarina, siliresi ve sekline gore farkliliklar gostermektedir) ve NY modellemeleri
yapilmaktadir [47-50, 56]. Yoksunluk durumunda davranissal durumlarin degerlendirilmesinin
yaninda kanda kortikosteron ve kortizol seviyeleri analiz edilerek ortaya cikabilecek stres
durumlarinin dereceleri ve ortaya c¢iktigl zaman araliklarinin belirlendigi bildirilmektedir [62].
Tiim bu bilgiler 1s181nda literatiirde oldukca genis dlgekte farkli NY calismalar1 bulunmaktadir
[9, 48, 63-65].

Yukarida bahsedilen belirtilere ek olarak, kemirgenlerde, NY'na bagh ortaya ¢ikan stres,
anksiyete, anksiyolite ve depresyon gibi bozukluklar cesitli davranissal testlerle de kismen
Olciilebilmektedir. S6z konusu bozukluklar1 6l¢gmek i¢in en sik kullanilan testler; Acik Alan Testi
(ATT), Ytkseltilmis Art1 Labirent Testi (YALT), Zorunlu Yiizdirme Testi (ZYT) ve Korku
Sartlanmasi Testi (KST)'dir [48, 51, 60, 65 ].

2.6. Hipokampus

Limbik sistem, 6grenme ve hafiza fonksiyonlari acisindan olduk¢a énemli olan formatio
hippocampi (FH); HP, gyrus dentatus (GD), subiculum (SB) ve entorhinal korteks (EK)'’i iceren
primitif kortikal bir yapidir [66].

Insan beyninde lobus temporalis’in derinine yerlesmis olarak bulunan HP, ventriculus
lateralis’in cornu inferius'unun tabani boyunca uzanan yaklasik 5cm uzunlugunda limbik
sistemin en 6nemli olusumlarindan biridir (Sekil 2.1). Insanlarda fissura choroidea’nin dis

kismindan gelisen HP, bu bdlgede gelismis olan néral progenitdrlerin ¢ogalip go¢c etmesi ve
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ventrikiil duvarinin medial’ine dogru giderek kalinlasan bir ¢ikinti olusturmasi sonucu meydana
gelmektedir [67, 68].

Hipokampus, ice dogru katlanarak Cornu Ammonis (CA) bolgelerini (CA1,CA2,CA3)
olusturan ve GD olarak uzananan iki laminadan olusmaktadir ve bu morfolojik yerlesmeden
dolay1 koronal beyin kesitlerinde C harfi seklinde goriildiigii bilinmektedir [68] (Sekil 2.2).
Ayrica, Pes hippocampi olarak isimlendirilmis genis bir 6n uca sahiptir ve burada bulunan
cikintilar digitationes hippocampi olarak isimlendirilmektedir [69, 70].

Hipokampus’un ventrikiiler ylizeyi konveks olup ependim hiicreleri ile ortilmiis
durumdadir ve burada hipokampal aksonlarin olusturdugu alveus denilen beyaz cevher
tabakasi yer almaktadir. Ependim hiicrelerinin altinda yerlesmis olarak bulunan alveus’un lifleri
ise medial’e dogru bir araya gelerek hipokampal aksonlarin izledigi ana efferent yolu (fornix)
olusturmaktadir [71, 72](Sekil 2.3).

Hipokampus’ta diizenlenen fonksiyonlarin islerligini saglayan en temel hiicresel isleyis
EHN olarak bilinmektedir. EHN; HP’'un GD’unun subgraniiler tabakasinda kok hiicrelerin olgun
noronlara doniistiigli adeta bir noronal fabrikasyon siireci olarak is géren ve 6grenme, hafiza
gibi davranigsal durumlarin gergeklesmesinde gorevli yolaklarda esas roli iistlenecek
fonksiyonel noronlarin aktiflesmesi olarak sonuglanan bir hiicresel farklilasma basamaklari
biitiini olarak tanimlanmistir [73-75]. Bunun yan sira, HP’un baglanti olusturdugu yapilar ile
iliskisi oldukca 6nemlidir. EK’'ten perforant lifler ile tek yonlii iletilen sinyaller; GD’da sinaps
yapmakta, GD’dan CA3 bdlgesine mossy lifleri ile yonlendirilmektedir (Sekil 2.4). Bu bélgeden
ise karsi tarafa yonlendirilen kommissural lifler schaffer kollateral yolagimi olusturarak CA1
bolgesinde sonlanmaktadir. HP ve bu yolaklarin 6grenme ve bellek gibi davranis fonksiyonlari

tizerinde etkili oldugu bilinmektedir [76-78].
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Nuc. lentiformis

Corpus amygdaloideum
Lobus temporalis
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Cauda nuclei caudati
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Sekil 2.1. Insanlarda sag beyin hemisferinde HP’un yerlesimi [79].
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Sulcws hippocampalis
__ Comuinferior (Ventriculus
lateralis)
Gyrus dentatus

Hippotampus

Alvaus hippocampi jV

Sekil 2.2. Insan beyninde HP’un yerlesimi (koronal kesit) [80].
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Sekil 2.3. insan beyninde HP, GD, fornix ve ilgili yapilarin yerlesimi [79].
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Sekil 2.4. Rat beyninde hipokampal devreler ve yolaklarin goriintiist [81].
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2.7. Nikotin Yoksunlugu ve Hipokampus iliskisi

Hipokampus, beyinde her biri énemli islevlere sahip olan; cortex cerebri, amigdala,
hipothalamus ve corpus mammillare gibi hereketlerin davranislara doniistiiriilmesinde etkili
olan temel limbik sistem bolgeleriyle sayisiz ama dolayli pek ¢ok baglanti géstermekte ve
boylece davranislarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir [82]. Ayrica her tiirlii duyusal uyaran
HP’u aktive etmektedir. Bu nedenle HP, 68renme ve hafiza gibi normal; stres, anksiyete,
anksiyolite ve depresyon gibi patolojik davranissal durumlarin diizenlendigi en ©6nemli
merkezlerden birisi olarak kabul edilmektedir [83, 84]. Hem insanlarda hem de kemirgenlerde
NY’da gelisen semptomlarin gesitliligi géz oniine alindiginda, HP’un yoksunluk durumundan
etkilenen 6nemli anatomik olusumlardan biri oldugu bilinmektedir [8].

Literatiirde akut ve kronik nikotin kullaniminin davranis fonksiyonlar iizerinde farkl
etkilere neden oldugu bildirilmektedir. Ornegin; sigara kullanimina yeni baslayan bireylerde,
nikotinin siirekli dikkat gerektiren islerde performansi arttigi fakat diizenli kullanim sonucunda
nikotine karsi gelisen tolerans ile bu etkinin giderek azaldig1 belirtilmektedir [85]. Bununla
birlikte sigara kullanan insanlarin stresli olduklarinda daha fazla sigara tiikettigi, stresin
insanlarda sigara icme davranisinda onemli bir faktér oldugu belirtilmektedir [86]. Sigara
kullanimini birakan bireylerin incelendigi calismalarda, NY yasayan bireylerde gelisen davranis
bozukluklarinin durumu: nikotin maruziyetinin siiresi, siddeti (agir ya da hafif) vb. faktorlere
bagl olarak cesitlilik gostermektedir [87-88]. Deneysel hayvan calismalarinda ise, hipokampal
fonksiyona dayanan 6grenme ve hafiza gibi 6nemli bilissel siireclerin, akut ve kronik nikotin
maruziyetinin etkilerine karsi olduk¢a duyarli oldugu gozlenmistir [84]. Kemirgenlerde akut
veya kronik nikotin maruziyetinin sonlandirilmasinin ardindan NY’na bagh olarak ortaya ¢ikan
stres ve anksiyete vb. gibi bilissel bozukluklarin HP’a bagh 6grenme ve bellek fonksiyonlarim
degistirdigi bildirilmektedir [89-91]. HP’'un 6grenme ve bellek fonksiyonlar: tizerindeki roli,
hipokampal néronlarda gerceklesen uzun siireli potansiyalizasyon (LTP) ile aciklanmaktadir
[92]. Bugiin yapilan pek ¢ok ¢alismada, NY’da ortaya ¢ikan bu bozukluklarin LTP’a zarar verdigi
ve boylece HP’ta gerceklesen gen transkripsiyon dolayisiyla gen ekspresyon mekanizmalarini
etkileyerek s6z konusu davranis fonksiyonlarinin temelini olusturan EHN’de degisikliklere

neden olabilecegi ileri siiriilmektedir [93-95].
2.8. Gen ifadesinin Diizenlenmesi
Tlm canli organizmalar i¢in kalitim materyali olan DNA’'nin, her hiicredeki dizisi ayni

olmasina ragmen hiicrelerin sekil ve fonksiyonel a¢idan farklilasarak birbirlerinden ayrildig

bilinmektedir [96]. Hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilasmasi icin gen ekspresyon mekanizmalarinin
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belirli bir diizende islemesi gerekmektedir. Hiicrelerin fonksiyonlarina gére baz1 genlerin acik
(aktif) baz1 genlerin ise kapali (pasif) konumda oldugu bilinmektedir. Canlilik devam ettigi
strece her bir proteini kodlayan genin, cesitli hiicresel ve molekiiler mekanizmalar ile
transkripsiyon durumu devamh olarak kontrol altindadir. Ornegin; pasif ya da diger bir
soylemle uyku halindeki néronlarin aktif moda gecmeleri ¢evredeki diger néronlarin uyarisiyla
gerceklesebilmektedir [97, 98]. Burada dnemli olan, hiicreye gelen uyaranin; protein iiretimi,
hormonlar ve noérotransmitter gibi maddelerin a¢iga c¢ikmasi icin gerekli olan kimyasal
tepkimelerin baslatilmasini saglayan enzimlerin tiretilmesini saglamasidir [99, 100].

Hiicre ¢ekirdeginde DNA ve bazik proteinden (histon) meydana gelmis niikleoprotein
kompleksi kromatini olusturmaktadir [101]. Kromatin yapisi ise; yiiksek oranda yogunlasan ve
esas olarak inaktif genleri iceren heterokromatin ile nispeten az olan ve aktif genlerin ¢ogunu
iceren Okromatin olarak ikiye ayrilmaktadir [102]. Yapilan c¢alismalar, epigenetiksel
mekanizmalarin gen ifadesinin diizenlenmesi i¢in 6nemli ipuclar1 sundugunu ortaya
koymaktadir. Bugiin en iyi bilinen epigenetiksel mekanizmalar DNA metilasyon/demetilasyon
ve cesitli histon modifikasyonlari olarak bilinmektedir [103, 106].

DNA metilasyon/demetilasyon dongiisiiniin, normal (gelisim, hiicresel go¢ ve
farklilasma vb) ve patolojik (kanser, gelisimsel bozukluklar vb) biyolojik isleyis lizerinde Kkilit
oneme sahip epigenetik mekanizmalardan oldugu bilinmektedir [107, 108]. Basit bir ifadeyle,
DNA metilasyonu, DNA metil transferaz enzimlerinin (DNMT) DNA'nin 5 ucundaki karbon
grubuna (5C) bir metil grubu eklenmesi (5 metilsitozin-5mC) isleminin katalizlendigi bir
kovalent modifikasyon olarak bilinmektedir [109]. Ote yandan, Ten Eleven Translocation
(Tet1/2/3) ailesi enzimleri 5mC'ni oksidatif yolla 5 hidroksimetilsitozine (5hmC) c¢evirerek
metile olmus DNA’y1 aktif bir sekilde demetilasyona ugratabilmektedir [110]. 5mC’'nin varlig
kromatinin paketlenmesi (heterokromatin) ve ilgili kromatin bdlgesindeki transkripsiyonel
aktivitenin baskilanmasi (Transcriptional Repression) ile karakterize oldugu, 5ShmC’nin ise
paketlenmis (heterokromatin) durumdaki kromatini agcarak ékromatine doniistiirdiigii, béylece
pasif durumda bulunan gen ekspresyonlarinin aktiflestigi bilinmektedir [110, 111]. Ayrica
(Tet1l/2/3=5hmC; DNMT1/2/3a/3b/3L=5mC) enzim ailelerinin ayr1 ayri DNA'nin 5mC ve
5hmC hallerini katalizleyebilme fonksiyonuna sahip oldugu bilinmekle birlikte, bu genlerin
manipiile edildigi ¢calismalarda her bir genin hiicresel farklilasma asamasi, farkli yasamsal evre
vb. durumlardaki davramslarinin degiskenlik gosterdigi anlasilmistir. Ornegin: fetal beyin
gelisimi icin DNMT1 geninin noéral gelisim icin olmazsa olmaz isleve sahip oldugu gozlenirken,
DNMT3a geninin bu evrede baskilanmis oldugu fakat postanatal beyin gelisimi sirasinda bunun
tam tersinin oldugu goézlenmistir [112]. Literatiir Tet enzimlerine ait de benzer mukayeseler

icermektedir. DNA metilasyon calismalarinda gelinen noktada artik 5mC/5hmC’nin 6neminden
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ote bu iki temel epigenetik faktoriin kanser ve bir¢ok hastalikla ¢cok yakindan iliskisi oldugu
gosterilmistir [113, 114].

2.9. Erken Cevap Genleri

Yasamimiz boyunca edindigimiz her duyusal deneyim, beynin diizgiin gelisimi ve noral
plastisite icin oldukca 6nemlidir [115]. Beyin; madde bagimliligi, madde yoksunlugu, stres,
heyecan, korku vb. gibi disaridan gelen uyarilara adaptasyon ya da cevap olusturabilme
ozelligine sahiptir. Ornegin, nikotin maruziyetinin HP’un diizenledigi normal fonksiyonlar
olumsuz yonde etkileyerek cesitli derecelerde saglik problemlerine yol actigi [9, 116, 117],
benzer sekilde stresin ileri yas donemlerinde depresyon ve anksiyete basta olmak iizere cesitli
davranissal bozukluklara neden oldugu belirtilmektedir [118-120].

Canlilarin stres gibi disaridan gelen herhangi bir uyaranla karsilasmasi, davranislar
olusturmaya yonelik enerjileri harekete geciren fizyolojik degisimlerin baslamasina neden
olmaktadir [121]. Basit bir ifadeyle bu siireg, belirli duyusal uyaranlarin ilgili noral devrelerde
noronal aktivasyonu baslatmasi ve boylece aktiflesen néronlarin hiicre dis1 sinyalleri alarak bir
cevap olusturmasina dayanir [115] .

Stres durumunda hipotalamo pituiter adrenokortikal (HPA) aktivasyon artisina bagh
olarak a¢iga cikan adrenokortikotropik hormonun (ACHT), adrenal bezleri uyarmasiyla kanda
stres hormonu olarak bilinen kortizol (CORT) seviyesi artmaktadir [122]. CORT’un kan beyin
bariyerlerini gecerek, glikokortikoid (GC) reseptorlerine baglandigi ve boylece limbik sistemde
her biri dnemli islevlere sahip olan; HP, amigdala ve prefrontal kortekside iceren néronlarin
aktivasyonunu (néronlarin uyarilir olmasi, néronal atesleme (néronal firing) vb durumlari)
baslattig1 bilinmektedir [123, 124].

Stres ve strese bagh olaylarin uzun dénemde etkilerinin agiga ¢ikmasini hiicre i¢i gen
transkripsiyon sisteminde olusan degisikliklerin yonettigi diisiiniilmektedir [125]. Bu hiicresel
degisikliklerin ise, erken cevap genleri (ECG- Immediate Early Genes ) olarak tanimlanmis bir
grup transkripsiyon faktorinin stres, heyecan, korku vb gibi durumlarda hizla transkripsiyona
ugramasi ve devaminda ilgili proteinlerin sentez edilmesi yani eksprese edilmesine bagli oldugu
kesfedilmistir [126, 127]. Herhangi bir hiicresel uyarana karsi ¢ok kisa bir siire icerisinde cevap
olusturan bu genlerin uyarilmasi; kisa dénemde norotransmitter, peptit ve reseptor
seviyelerinde degisiklige neden olurken, uzun dénemde yapisal degisikliklere neden olmaktadir
[128].

Erken cevap genlerinin transkripsiyonu ile iliskilendirilen stresin; hipokampal bagimh
bellek fonksiyonlarinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarda olusturdugu degisiklikler,

sicanlarda morris su tanki testi (MSTT) kullanilarak yapilan bir ¢alismada incelenmistir. MSTT
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sonunda; NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptorlerinin harekete gecmesi néronlarda MAPK/ERK
(Mitojenle aktive edilmis kinaz/ dis sinyal diizenleyici kinaz ) sinyal yolaginin aktivasyonunu ve
boylece niikleusta ERK1/2'nin fosforilasyonunu (pERK 1/2) baslattigi bildirilmektedir. Bir
yandan GC'nin niikleer kinazlarin (MSK1 ve Elk-1) aktivasyonunu baglattigi ve bunun
sonucunda; pERK1/2 ile niikleusta etkilesime girdigi, daha sonra ise epigenetiksel
mekanizmalar (histon H3’te serin-10 fosforilasyonu ve lizin-14 asetilasyonu) uyarilarak
kromatin yapisinin acildig1 bilinmektedir [129](Sekil 2.5).

Yapilan calismalara gore, ECG’leri; Jun (C-Jun, JunB, JunD), Fos (c-Fos, FosB) ve Krox
(Krox20, Krox24) olarak siiflandirilmaktadir. Bu sinifta tanimlanan ilk proto-onkogen,
hiicresel islevler yoniinden ana anahtar olarak tanimlanan Fos grubuna ait olan c-Fos genidir. c-
Fos geninin, niiklear bir transkripsiyon faktorii olarak hiicre ¢ogalmasi ve hiicre farklilasmasi
sirasinda gen ekspresyonlarinin diizenlenmesinden sorumlu oldugu bilinmektedir [130, 131].
Sinir sisteminde, c-Fos geninin noronal aktiflesme belirteci oldugu kabul edilmektedir fakat
arastirmalar, bu genlerin aktif noronlarin belirteci olmasinin disinda noral plastisitenin
saglanmasi ve hafiza olusumunun diizenlenmesi gibi 6nemli bilissel islevlerde de gorev aldigini

belirtmektedir [132, 133].
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Sekil 2.5. Hipokampus’a bagh bilissel fonksiyonlarin altinda yattigi diisiiniilen molekiler
mekanizmalar [129].
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez calismasi, Mersin Universitesi (MEU) Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Bagkanligi'min 23.02.2016 tarihinde 52602694-050/E.43172 nolu onay raporu ile
yurirlige girmistir. Calismamizda deney hayvani modeli olusturulmasi, gerekli dokularin elde
edilmesi ve dokularin kullanim asamasina kadar muhafaza edilmesi islemleri, MEU Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari (DEHAL) ile MEU Anatomi Anabilim Dali (AD)
Laboratuvar’'nda gerceklestirilmistir. Calismamizin esas tasarisini olusturan NY modelinin,
davranis testleri ile degerlendirilmesi MEU Fizyoloji AD Davranis Laboratuari’'nda, akim
sitometrik ve Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile gen ekspresyon

analizleri ise MEU ileri Teknoloji ve Arastirma Merkezi’'nde (MEITAM) gerceklestirilmistir.

3.1. Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi

Calismamizda, DEHAL'den elde edilmis olan 44 adet 60 giinliik C57BL6 soy erkek fareler
kullanilmigtir. DEHAL'den resmi olarak teslim alinan fareler, MEU Fizyoloji AD Davranis
Laboratuvar'ina tasinmis ve deneyler baslamadan once bir hafta siire ile bu yeni ortama
alismalar1 saglanmistir. Bu laboratuvarda, alistirma ve asil deneylerin gerceklestirildigi tiim
stirecler boyunca deney fareleri 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik déngiisiinde, uygun nem ve
sicaklik (22-25°C) kosullarinin kontrolii altinda barindirilmistir. igme sular kafeslerinin iizerine
hayvanlarin erisebilecegi sekilde yerlestirilmis ve herhangi bir kisitlama uygulanmamistir.
Hazir pellet yem kullanilmis ve haftada 2 gilin farelerin barindiklar1 kafesler temizlenmistir.
Alistirma siireci boyunca deney fareleri tek bir deneyci tarafindan giinde iki kez kafeslere

miidehale edilmeden izlenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Calisma stiresince C57BL6 soy erkek farelerin laboratuar ortaminda barindirilmasi
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3.2. Nikotin Yoksunlugu Modelinin Olusturulmasi ve Calismanin Asamalar1

Calismamiz, NY ve Sham olmak iizere iki ana grubu icermektedir. NY grubu farelere 12
gilin boyunca her giin viicut agirliklarina gore her seferinde 2 mg/kg dozunda olmak {iizere
glinde ili¢ kez serum fizyolojik (SF) icerisinde ¢ozdiriilmiis nikotin soliisyonu subkutan
enjeksiyon yoluyla verilmistir (Sekil 3.2). Sham grubuna ise 12 giin boyunca NY grubuna
uygulanan enjeksiyon saatlerine es olacak sekilde her giin toplam ti¢ kez SF soliisyonu enjekte
edilmistir. Enjeksiyon uygulamalari laboratuvarin aydinlik evresinde saat 09.00, 12.00 ve 15.00
saatlerinde gerceklestirilmistir. Son nikotin ve SF enjeksiyon uygulamalarindan (12. giin) 24
saat sonra yoksunluk olusturuldugu varsayilmistir [56]. NY’nun farelerde olusturabilecegi stres,
anksiyete vb. normal dis1 durumlarin davranissal olarak test edilmesi i¢in ayni laboratuvarda
bulunan ATT ve YALT testlerinin uygulamalarina baslanmistir. Davranigsal testlerin
uygulanmasinin ardindan uygun aneztezi altinda HP dokulari diseke edilmis ve elde edilen HP
dokular1 akim sitometrik analizlerde kullanilmak {izere diasosiyasyon islemine alinmistir.
Calismamizin akim sitometrik analizleri icin MEITAM’da bulunan BD Facs Aria III cihazi

kullanilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.2. Farelere subkutan enjeksiyon yoluyla nikotin ve SF uygulanmasi
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Sekil 3.3. Calismamizin akim sitometrik analizlerinin gerceklestirildigi BD Facs Aria III cihazi

3.3. Nikotin Dozunun Hesaplanmasi

Calismamizda NY grubu farelere 2 mg/kg dozunda siv1 nikotin soliisyonu ve Sham grubu
farelere ise ona denk hacimde serum fizyolojik sivis1 glinde {i¢ kez subkutan enjeksiyon yoluyla
verilmistir. Nikotin dozu hesaplanmadan 6nce tiim farelerin viicut agirliklar1 ol¢iilmistiir.
Ol¢iim sonucuna gére, 12 giinliik deney siiresince tiim farelerin ortalama 22,5 gram agirlifinda
oldugu kabul edilerek nikotin dozu hesaplanmistir. Her bir fareye tek seferde 2 mg/kg dozunda
nikotin soliisyonu 1 dizyem (100 pl) hacim icerisinde enjekte edilmistir.

2 mg/kg doz i¢in; 22,5 gram bir farenin almasi gereken nikotin miktar1 0,045 mg olarak
hesaplanmistir. Calismamiz i¢in ticari olarak elde ettigimiz nikotin soliisyonu, 98 ul olup icinde
100 mg nikotin icermektedir. Buna gore bu soliisyonun 0,044 pl hacminde 0,045 mg nikotin
oldugu hesaplanmistir. S6z konusu hacimdeki nikotin soliisyonuna 99,956 ul hacminde steril
serum fizyolojik soliisyonu ekleyerek bir fareye tek seferde verecegimiz 100 pl hacimde ve
2mg/kg dozunda nikotin soliisyonu elde edilmistir. Fakat s6z konusu hacimlerin kiiciikligi ve
12 giin boyunca her giin 22 fareye nikotin uygulamasi yapilacagi disiiniildigiinde ilgili
soliisyonun ¢oklu hazirlik asamalarindaki hata payinin yiiksek olabilecegi ongoriildiigiinden
dolayi, tek seferde tiim deneyler icin gerekli olan (12 giin X 22 fare X glinde 3 kez) nikotin

soliisyonu hazirlanmistir.
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Bunun igin, ticari olarak elde ettigimiz nikotin soliisyonundan;

12 giin X 22 fare X glinde 3 kez X 0,044 pl = 34,848 pl hacminde nikotin soliisyonu uygun
bir mikro pipet aracilifiyla ¢ekilerek; tizerine 12 giin X 22 fare X 3 kez X 99,956 ul = 79165.152
ul serum fizyolojik soliisyonu eklenmek suretiyle nikotin sollisyonu hazirlanmistir. Tim bu
islemler steril kosullarda gerceklestirilmis, ortam her defasinda %70°lik alkol ile temizlenmistir.
Hazirlanan bu ana stoktan her 3-4 deney giiniinde bir yeteri miktarda soltiisyon 5mL’lik steril
50mL’lik tiip icerisine alinip daha sonra her deney giinii steril insiilin enjektorlerine 1 dizyem
(100pl = 0,1cc = 0,1mL) cekilerek farelere subkutan enjeksiyon yoluyla verilmistir. Sham grubu
farelerine ise; NY grubu farelere denk olarak her bir uygulamada 1 dizyem hacmindeki SF
sollisyonu ayni yontemle uygulanmistir. Deney stiresince her bir farenin subkutan enjeksiyonu

her seferinde yeni ve steril insiilin enjektori kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.4. Viicut Agirhiklarinin Kayit Altina Alinmasi

Calismamizda NY ve Sham grubu farelerin viicut agirliklar1 12 giinliik deney siiresince
her giin ilk enjeksiyon uygulamalarindan 6nce (saat 08.30-09.00) ol¢iilerek elektronik ortamda
diizenli olarak kayit altina alinmistir. Viicut agirliginin 6l¢timiinde kullanilan hassas terazinin

her kullanimdan énce kalibrasyonu kontrol edilmistir.

3.5. Acik Alan Testi

Calismamizda, NY ve Sham grubu farelerin stres ve lokomotor aktivite kabiliyetlerini
degerlendirebilmek icin MEU Fizyoloji AD Davranis Laboratuvar’'nda bulunan diizenek
kullanilmigtir. Ustii acik kare seklindeki platformun tabaninin bir kenarinin uzunlugu 50 cm ve
yan duvarlarin yiiksekligi 23 cm 6l¢iilerinden olusup, beyaz opak pleksiglastan yapilmistir (Sekil
3.4). ATT ne baslamadan bir giin dnce fareler platforma serbest bir sekilde birakilarak 5 dakika
ortami kesfetmelerine izin verilmistir. Deney asamasinda calismaya alinan her bir fare
diizenege merkez bolgeden birakilarak 10 dakika siireyle teste tabi tutulmus, her bir farenin kat
ettigi toplam mesafe (cm), hizi (cm/sn) ve merkezde gecirdikleri siire (sn) Noldus Ethovision XT
(Version 4) kayit sistemi ile kayit altina alinmistir. Diizenek her hayvan uygulamasindan sonra

%50’lik alkol ile temizlenmistir.
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Sekil 3.4. Acik alan testi diizenegi

3.6. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Calismamizda YALT, MEU Fizyoloji AD Davranis Laboratuvarr’nda bulunan, farelerin
yliksek ve acik alana karsi korku hissetmeleri prensibine gore gelistirilen diizenek ile
gerceklestirilmistir. Diizenek beyaz opak pleksiglastan yapilmis olup; art1 seklinde ve yerden 40
cm yiikseklikte, 2’si kapali (35 cm uzunluk x 5 cm genislik x 15 cm ytkseklik), 2’si ise acik (35
cm uzunluk x 5 cm genislik) olmak tizere toplam 4 koldan olusmaktadir (Sekil 3.5). YALT'ne
baslamadan bir giin dnce fareler platforma serbest bir sekilde birakilarak 5 dakika ortami
kesfetmelerine izin verilmistir. Ana deney giiniinde, 5 dakikalik deney siiresi igerisinde
diizenegin merkezine birakilan farelerin acik ya da kapal kola giris cikis sayilari ve bu kollarda
gecirdikleri siire Noldus Ethovision XT (Version 4) kayit sistemi ile kayit altina alinmistir.

Diizenek her hayvan uygulamasindan sonra %50’ lik alkol ile temizlenmistir.
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Sekil 3.5. Yiikseltilmis art1 labirent testi diizenegi

3.7. Fare Beyinlerinden Hipokampus Dokularinin Elde Edilmesi

Davranis testlerinin ardindan kesim saati gelen fareler viicut agirhigina gére 10 mg/kg
Ksilazin ve 100 mg/kg dozda Ketamin kullanilarak intraperitoneal enjeksiyon yoluyla derin
anestezi altina alind1 ve sirasiyla asagidaki islemler uygulandi.

Ilk olarak, biiyiik cerrahi makas kullanilarak farelerin bas kismi kraniyoservikal
bileskeden Kkesildi. Ardindan ince uglu cerrahi makas kullanilarak rostrokaudal hattin
ortasindan bir kesi yapilarak deri kafatasindan ayrild.

Yine ince uglu cerrahi makas yardimiyla kafa tabanina yakin bir noktadan longitudinal
bir insizyon yapilarak sutura sagittalis superior boyunca kesi ilerletildi. Orta hattan ikiye ayrilan
kafatasi uygun uclu forseps kullanilarak her iki hemisfer tarafina dogru kaldirilarak beyin
ortaya c¢ikarildi. Cikarilan beyin dokusu +4°C sicaklikta 0,1 M'lik sodyum fosfat tampon (PBS)
iceren ve buz iizerinde tutulan petri kabina yerlestirildi (Sekil 3.6.).

Beyin dokusu fissura longitudinalis cerebri’den sagittal bir kesi ile iki hemisfere ayrildi
(Sekil 3.7 ve 3.8) ve koronal kesiler ile sirasiyla beyin sapi-cerebellum bileskesi (colliculus
superior’larin birlesim yerinden kesilerek) ve her iki bulbus olfactorius (BO) beyin dokusundan
uzaklastirildi. Cikarilan her iki hemisfer petri kabina medial yiizleri goriinecek sekilde
yerlestirildi (Sekil 3.9) ve mikropenset yardimi ile thalamus diseke edilerek ¢ikartildi (Sekil 3.7
ve 3.8). HP’un hem rostral hem kaudal béliimiini serbestlestirebilmek icin rostral ve kaudal

hatta cortex cerebri ile olan baglantilari kesilerek HP'un 6n-arka kompartmani serberstlestirildi
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(Sekil 3.7 ve 3.9). Daha sonra HP’un dorsal ve ventral boliimleri iizerinde igne yardimi ile kesiler

yapilarak HP dagilmadan ittirilerek (kesilerek) dikkatlice diseke edildi (Sekil 3.9).

.2 »5
@ ] )
(
7

) 7
Bulbus : Beyin sapi ve Sol ve sag . S Thalemus Hipgkampis
olfactorius cerebellum hemisferler )% Hipokampus

Rostral &———> Kaudal

Sekil 3.7. Hipokampus diseksiyonunun sematik resmi. Beyin dokusu iizerinde bulbus
olfactorius’lar, beyin sap1 ve cerebellumun uzaklastirilmasi (A), sagittal kesi ile sag ve sol
hemisferin ayrilmasi (B), bir hemisferin medial yliziinde Thalamus’un diseke edilip ¢ikartilmasi
(C), HP’un dorsal ve ventral bolimlerinde kesiler yapilarak c¢ikartilmasi (D), diseke edilen HP
dokusu (E).
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8) Kesiyapilan hatlarda igne yardim ile Hipokampus'un izole edilmesi

Sekil 3.9. Hipokampus dokusunun diseksiyon asamalari
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3.8. Hipokampal Hiicrelerin Enzimatik Yontemle Tekli Canli Hiicre Siispansiyonuna

Ayristirilmasi

Yukarida tarif edildigi sekilde izole edilen HP dokular: ivedimle soguk HBSS (Hank’s
Balanced Salt Solution) tamponu icine alindi. Tim HP dokulari, mikro cerrahi makas ile HBSS
icinde takriben 1 mm3'liikk kiigiik parcalara ayrild1 ve parcalar iizerine DNAsel iceren soguk
HBSS eklenerek ajite edildi ve dokular instilin enjektériiyle yikandi. Bu siirede, HBSS'nin fazlasi
cekilerek atildi ve her bir dokunun tlizerine 37°C sicakliktaki ticari olarak elde edilmis olan
TrypleSelect (rProtease ve EDTA iceren enzimli tampon soliisyonu) enziminden 1 mL hacminde
eklendi.

Dokular bu enzim icinde orbital ¢alkalayicili inkiibatérde devaml ajite edilerek ve 15
dakikada bir sirasiyla; bir kez plastik transfer pipeti, iki kez 1000 pL ve son olarak 200 pL’ lik
mikropipet ucu ile pipetaj yapilarak, 370C sicaklikta 60 dakika inkiibe edildi. Bu siire¢ sonunda
gorsel olarak sollisyon icerisinde doku parcasi kalip kalmadig1 kontrol edildi. Neredeyse tiim
deneylerde bir saat sonunda tiip icerisinde beyaz bulutsu renkte ve yogun kivamda bir hiicre
slispansiiyonu oldugu teyit edildi.

Inkiibasyon siiresi dolunca érnekler sogutuculu bir santrifiijde 4°C sicaklikta 300 g
(RCF) devir hizinda 10 dakika santrifiij edildi. Coktiirme isleminden sonra iist faz1 atilarak
dipteki htcre pelletinin lizerine DNAsel iceren 1 mL soguk HBSS konuldu ve 1000 pL’lik
mikropipet ile yumusak hareketlerle restispande edildi.

Siispansiyon buz tizerinde 5 dakika bekletilerek parcaciklarin ¢dkelmesi beklendi.
Cokeltinin lizerinde kalan bulanik {ist faz bir pipetle yavasca ¢ekilerek buz tizerindeki 15 mL'lik
tiipe toplandi. Tiipte kalan ¢okelti lizerine ¢ekilen stispansiyon hacmi kadar soguk HBSS eklenip
yine yumusak bir sekilde 8 kez olmak iizere 1000 pL’lik mikropipet pipetle resiispande edildi ve
slispansiyon yine buz iizerinde 5 dakika bekletilerek biiyiik pargalarin ¢okmesi beklendi. Daha
sonra ise, listte kalan bulanik faz mikropipetle alinarak yine daha 6nce toplanan ve buz iizerinde
tutulan stispansiyonun iizerine eklendi. Yine ¢okeltinin tizerinden alinan miktarda soguk HBSS
¢oOkelti tizerine konularak 1000 pL’lik mikropipet ile yumusak hareketlerle restispande edildi.
Siispansiyon yine buz lzerinde 5 dakika bekletilerek biiyiik pargalarin ¢cokmesi beklendi. Ayni
sekilde cokelti lizerindeki sivi faz mikropipetle alinarak daha o6nce toplananlarin iizerine
eklendi.

Toplanan hiicre siispansiyonu 6nce 50 mL’lik tiip lizerine yerlestirilmis ve 6énceden PBS
ile 1slatilmis 70 pm gozenek capina sahip hiicre eleginden gecirildi. Elekten gecirilen
slispansiyon tekrardan baska bir 50 mL’lik tiip lizerine konan ve HBSS ile i1slatilan 40 pm
gozenek capina sahip hiicre eleginden gegirildi. Daha sonra tiip 200 g hizinda 30 dakika ¢evrildi.

Hedefledigimiz hiicreler, hiicre slispansiyonu arasindaki arayiizde kalirken, hiicresel debrisler
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(hiicre kalintilar1) tlplin dibine ¢oktii. Ara ylizdeki hiicreler toplanarak bir tiipe alindi1 ve

lizerine 3 mL kadar soguk HBSS eklendikten sonra pipetle karistirildi. Hiicrelerin tizerine 500

uL-1 mL arasi soguk HBSS eklenerek resiispande edildi.

Diasosiyasyon islemleri basarili bir sekilde gerceklestirildikten sonra akim sitometri

oncesinde ilgili hiicre gruplarinin immiinfloresan olarak isaretlenmesi islemleri gergeklestirildi.

3.9. Akim Sitometrik Analiz

FAAS ve saflastirma icin Mersin Universitesi Ileri Teknoloji ve Arastirma Merkezi’nde

(MEITAM) bulunan BD Facs Aria III cihaz1 kullanild.

Her kullanim 6ncesi cihazin uzmani olan Ogr. Gér. Derya Yetkin tarafindan 70’lik nozzle

ile performans kontrolii ve drop delay deger tespiti yapildi.

Ik etapta, 1x106 sayida kontrol hiicre grubu (hicbir boya ile isaretlenmemis) cihaza
yuklenerek hiicre ve debris ayrimi yapmak amach Forward Scatter Area (FSC-A)/Side
Scatter Area (SSC-A) plotunda analiz edildi ve istenen popiilasyon (P) P1 kapisi icerisine
alindi (Sekil 3.10).

P1 kapisi igerisine alinan érnekler daha sonra APC-A’ya (Allophycocyanin) karsin FITC
(Fluorescein isothiocyanate) plotunda analiz edilerek, P1 kapisinda bulunan isaretsiz
hiicrelerimizin APC-A ve FITC lazerleri agisindan negatif kontrol degerlendirmesi yapildi
(Sekil 3.10). Buna gore P1 kapisindaki isaretsiz hiicrelerimizin %85,9’unun s6z konusu
iki lazerle de 1s1ma vermedigi kadran (Q) olan Q3 kadraninda gorildi (Sekil 3.10).
Geriye kalan %14,1 popiilasyon calisma dis1 birakilarak, Q3 kadrani isaretli hiicrelerin

kullanilacag analizler icin taslak olarak kullanildi.

Daha sonra 1x10¢/ml’er konsantrasyonunda hiicre érnekleri alinarak primer antikorla
uygun diliisyonda (1/1000’er diliisyonlarda mouse-Anti-NeuN ve rabbit-Anti-c-Fos
primer antikorlar) +4°C 40’ar dakika inkiibe edildi.

Primer antikor inkiibasyonlari biten 6rnekler sogutuculu santrifiijde +4°C sicaklikta 300
g devir hizinda 5 dakika ¢evrildi. Siipernatant atildiktan sonra, pellet iizerine 1 mL
icersinde sekonder antikor iceren (1/500’er diliisyonlarda Alexa-488 konjuge goat-anti
mouse ve Alexa-633 konjuge goat-anti-rabbit sekonder antikorlar) tampon eklenerek

+4°C sicaklikta ve karanlikta 20 dakika inkiibe edildi. Bu islemden sonra 6rnekler ayni
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sekilde coktiirtilmiis ve pellet lizerine 1 mL soguk tampon eklenerek 6rnekler Akim

Sitometri cihazina alinana dek buz tizerinde muhafaza edildi.

ot: Yukaridaki diliisyon degerleri baz alinarak; 1mL’de 2-3x105 sayida hiicre iceren 3 ayri

tiipte (1- Hicbir boya icermeyen Kontrol 1; 2- mouse-anti-NeuN + Alexa 488 konjuge goat-anti-

mouse sekonder antikor boyamasi iceren Kontrol 2 (Sekil 3.11); 3- rabbit-anti-c-Fos + Alexa

633 konjuge goat-anti-rabbit sekonder antikor boyamasi iceren Kontrol 3 (Sekil 3.12); 4- Tim

boyamalar1 iceren esas deneyi temsil eden popiilasyonlar cihazda okutturularak floresan

boyalar arasinda emisyon cakismalar1 (spillover) var ise voltaj ayarlar1 optimize edilerek

kompensasyon ayarlari olusturuldu (Sekil 3.13). Bu ayarlar her akim sitometri deneyi glinii

tekrarlandi.
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Sekil 3.10. Kontrol 1, hiicrelerin hi¢bir boya ile muamele edilmedigi negatif kontrol okumasi

(Unstained poptilasyon). Tiim hiicrelerin P1 kapisinda debris eliminasyonu goériilmektedir (A),
P1 kutusu/kapisi disinda kalan hiicreler debris olarak kabul edilmis ve analize katilmamistir. P1

popiilasyonunun APC-A/FITC plotunda toplanmasi (B), Q3 kadrani (B) ve bu Q3’lin temsil ettigi
popiilasyonun tiim popiilasyon iceresindeki orani goriilmektedir (C).
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Sekil 3.11. Kontrol 2, yalnizca mouse-anti-NeuN + Alexa 488 konjuge goat-anti-mouse sekonder
antikor boyalari ile NeuN-immiin-reaktif NeuN-(+) hiicrelerin isaretlendigi kontrol boyamasi.
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Sekil 3.11’de tiim hiicrelerin P1 kapisinda debris eliminasyonu (A), P1 popiilasyonunun APC-
A/FITC plotunda toplanmasi (B), Q3= NeuN-(-), Q4 = NeuN-(+) alt popiilasyonlar1 (B) ve bu alt-
popiilasyonlarin tiim popiilasyon igerisindeki oranlari goriilmektedir (C). Okutulan érneklerin
FITC ve APC-A kanallarinda voltaj degerlerini gostermektedir (D,E). Alexa-488 konjuge
sekonder antikor ile isaretli NeuN-(+) hiicreler APC-A kanlinda okutuldugunda, diisey
eksendeki voltaj degerinin 10-2 civarlarinda kaldig1 goriilmektedir (D). Ayni hiicreler FITC
kanalinda okutuldugunda ise diisey eksendeki voltaj degerlerinin 10-3 ‘lin sagina kadar kaydig
gorilmektedir (E).
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Sekil 3.12. Kontrol 3, sadece rabbit-anti-c-Fos + Alexa 633 konjuge goat-anti-rabbit sekonder
antikor boyalari ile c-Fos-immiin-reaktif c-Fos-(+) hiicrelerin isaretlendigi kontrol boyamas:.
Tim hiicrelerin P1 kapisinda debris eliminasyonu (A), P1 popiilasyonunun APC-A/FITC
plotunda toplanmasi (B), Q3= c-Fos-(-), Q1= c-Fos-(+) alt popilasyonlar1 ve bu alt-
popiilasyonlarin tiim popiilasyon icerisindeki oranlar1 goriilmektedir (C). Okutulan drneklerin
FITC ve APC-A kanallarinda voltaj degerlerini gostermektedir (D,E). Alexa-633 konjuge
sekonder antikor ile isaretli c-Fos-(+) hiicreler APC-A kanlinda okutuldugunda, diisey eksendeki
voltaj degerinin 10+ civarlarinda kaldig1 gorilmektedir (D). Ayni hiicreler FITC kanalinda
okutuldugunda ise diisey eksendeki voltaj degerlerinin 10-2 degerinin biraz sagina kadar kaydigi
goriilmektedir (E).
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Sekil 3.13. Esas akim sitometrik okutma. Kontrol 3, Sekil 2 ve 3’teki her iki boyama
kombinasyonun bir arada gergeklestirilmistir. Tim hiicrelerin P1 kapisinda debris
eliminasyonu (A), P1 popiilasyonunun APC-A/FITC plotunda toplanmasi (B), Q1 = NeuN-(-)/c-
Fos-(+), Q2= NeuN-(+)/c-Fos-(+), Q3= NeuN-(-)/c-Fos-(-), Q4= NeuN-(+)/c-Fos-(-) alt
popiilasyonlar1 goriilmektedir. (B,C). Okutulan 6rneklerin FITC ve APC-A kanallarinda voltaj
degerlerini gostermektedir (D,E). Alexa-633 ve Alexa 488 konjuge sekonder antikorlar ile
isaretli c-Fos-(+) ve NeuN-(+) hiicreler APC-A ve FITC kanallarinda okutuldugunda diisey
eksendeki voltaj degerleri goriilmektedir (D,E)

3.10. Akim Sitometrik Saflastirma

Yukarida verildigi iizere diasosiyasyon ve isaretleme protokollerini sinandiktan sonra
geriye kalan bir sican beynine ait iki ayr1 tiim HP'un birlestirilmesiyle elde edilen Sham ve NY
grubu hiicre popiilasyonun saflastirilmasina ait 6rnek bir cihaz goriintiisii eklenmistir (Sekil
3.14 ve 3.15). Saflastirma islemi {li¢ adet steril akim sitometri tiipii icerisine gerceklestirilmistir.
Akim sitometri tiipleri icerisine dnceden RNA izolasyon kitinin lizis tamponu eklenmigtir.

Saflastirilan popiilasyonlar:1-NeuN-(+)/c-Fos-(+), 2-NeuN-(+)/c-Fos-(-) ve 3-NeuN-(-) /c-Fos(-).
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Sekil 3.14. Sham grubuna ait akim sitometrik saflastirma islemlerinin tasarlanma ve
gerceklestirilmesine ait cihazin yazilimindan alinan gorintii. Saflastirilan poptlasyonlar 1-
NeuN-(+)/c-Fos-(+)= Q2-2 (turuncu renkli), 2-NeuN-(+)/c-Fos-(-)= Q4-2 (mavi renkli) ve 3-
NeuN-(-)/c-Fos(-)= Q3-2 (yesil renkli) kadranlari igerisinde goriilmektedir.

26



Burg¢in UN, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

_ hicotin1-nicotin sart _ Dicotini-nicotin sort  Tube: nicotin son
37 G Population #Everts %Parent %Total
- s 8 B 2 Events 10,000 #1000
Ia 3 2l kel [ o1 7924|  ra2| 792
% < E g| s E ol fi 0.1 0.1
= . [ a3 2070 07| 207
2 ! D4 a4 0 0.0 nao
----- B a1 1082 105 105

S0 100 150 700 250 S0 100 150 200 .
FSC-A g 1.000) FECA e % gj.l :;Eg iig Eg
----- B 41 323 ] B
nicotint-nicoingort i | & 3,401 940 940
7 1 . B 9587 958 049
. Pa 0 0o 0.a
. - 12 g 0l 0
< [ az2 3352 350 335
o, - as-2 3116 328 312
I 2 [ a4-2 3,110 324 314
) - P 1856 208 286
s - r7 2640|275 264
] [ s 3047 318 305
2 - i B 1-3 3784|378 378
10

..... B az3 B 0.1 0.1
----- (< 033 52100 B21| B2
nicotind-nicotin 5c ghicotint-nicotinsot 7 E Q4-3 0 o 0.0
< =5 e e — N B4 a1-4 2414 241|241
. § B T B4 az-4 2 0o oa
T P B IR I 0 034 7504|758 758
&3 ol R, | B 44 0 oo ooa
E S, | 4 1-5 3486) 348 349
e - =] B a5 11 0.1 01
TERT TR B en oo
..... Q4-5 0 0ol 00

nhicatin1-nicatin sc nicoting -nicotin sc

2 o
o o
o o
ES S o
2@ =g nicotind-nicotin sor
Ll O o
“g - ap
k3 a B
=1 o]
a = 9} B 2-5
7 g T 1t 10?0t e <
0° " 10 10 PE-A E.
APC-A wa
- Q35 | 045
a

1wt et 10

PE-A

3

Sekil 3.15. Nikotin yoksunlugu grubuna ait akim sitometrik saflagtirma islemlerinin tasarlanma
ve gerceklestirilmesine ait cihazin yazilimindan alinan goriintii. Saflastirilan poptlasyonlar 1-
NeuN-(+)/c-Fos-(+)= Q2-2 (turuncu renkli), 2-NeuN-(+)/c-Fos-(-)= Q4-2 (mavi renkli) ve 3-
NeuN-(-)/c-Fos(-)= Q3-2 (yesil renkli) kadranlari igerisinde goriilmektedir.
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3.11. Total RNA izolasyonu

3.11.1. Akim Sitometrik Olarak Saflastirilan Orneklerden RNA izolasyonu

Yukarida bahsedilen akim sitometrik saflastirma toplamda n=5/grup sayida fareden 1-
NeuN-(+)/c-Fos-(+), 2-NeuN-(+)/c-Fos-(-) ve 3-NeuN-(-)/c-Fos-(-) ilicer adet hiicre alt
popiilasyonu saflastirilmis ve sonrasinda total RNA izolasyon islemi gerceklestirilmistir. Hedef
popiilasyonlar, ticari olarak elde ettigimiz (Plus Micro Kit-74034) kitlerinin lizis tamponu olan
RLT Plus igeren saflastirma tiipleri icerisine gerceklestirilmistir. Devaminda ise bekletilmeksizin

ilgili kitin protokoliine harfiyen uyularak tRNA izolasyonu gergeklestirildi.

Protokoliin en son asamasinda onerilen eliisyon hacmi 14pl’lik kitin verdigi distile su ile
gerceklestirildikten sonra, MEITAM’da bulunan 1,5 ul'lik érnekle spektofometrik Q-Drop
cihazinda RNA'nmin miktar ve saflik tayini yapildi ve geriye kalan RNA siv1 azot icerisinde hizla

dondurularak -80°C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.11.2. Tek Beyin Hemisferinden Elde Edilen HP Dokusundan RNA izolasyonu

Gerceklestirilen ikinci grup deneylerde her bir farenin tek bir beyin hemisferindeki HP
dokusundan Qiagen RNeasy Mini (74104) Kit, (ayn1 lretici fakat yukarida belirtilen kitten
farkl), kullanilarak total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

o HP dokular: farelerden ¢ikarildiktan sonra RNase etkisini minimize etmek dolayisiyla
ornegimizdeki RNA’y1 korumak i¢in RNase inhibitorii iceren RNA-Later soliisyonu

icerisinde +4°C’de 24 saat bekletildi ve -86°C’lik derin dondurucuya alindi.

e Niikleik asit tutucu spin kolona sahip bu kiti kullanmaya baslamadan once, doku
ornekleri tiipleriyle birlikte kisa siire (1 dakika) sivi nitrojen icine alindi, tlipiin
liimenine uygun bir metal doku ezici yardimiyla 6rnek doku 7-8 kez ezilerek toz haline

getirildi.

o Elde edilen soguk doku tozu i1sinmadan, ticari Kkitin lizis tamponu (buffer RLT) tlipin
icerisine eklenerek uygun parcalama islemi saglandi. Boylece doku 6rneklerinin tiipiin

icerisinden ¢ikarilip ortamdaki cesitli kontaminantlara maruziyeti 6nlendi.

e Sonraki tim islemler ticari kitin protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi. Bu
basamaklar sonucu elde edilen total RNA érnekleri, ivedimle MEITAM’da bulunan Q-

Drop cihazinda konsantrasyon ve niikleik asit saflik analizi icin 6l¢iildii, sonrasinda ise
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s1v1 nitrojen icerisinde hizlica dondurularak bir sonraki islemlere kadar -80°C derin
dondurucuda saklandi. Okutma sonucu sadece 280/260 ve 260/230 absorbans degeri
1,7<X olan ornekler ¢calismaya dahil edildi.

3.12. cDNA Sentezi

e Her bir total RNA 6rnegi MEITAM’da bulunan RT-PCR cihazinin gerektirdigi baslangic

miktari olan 100 ng’a uygun sulandirma ile normalize edildi.

e Ornekler bu miktara gore sulandirilarak (Not: Saflagtirilmis total RNA numunelerinin
yaridan fazlasinda miktar 100 ng’dan asagida kalmistir) iretici firmanin onerdigi
Reverse Transcription Master Mix kitinden (Fluidigm, Cat.No: 100-6298) 1pl ile 96’
plate icerisinde karistirilarak cDNA sentezi i¢in iistten isitmali bir thermal cycler

cihazinda uygun programa alindu.

e cDNA Thermal Program: 5 dakika 25°C, 30 dakika 42°C, 5 dakika 85°C ve 4°C. Daha
sonra yine Uretici firmanin onerdigi protokoller takip edilerek drnekler 218 dongiide

preamplifikasyon islemine alindi.

e PreAmp Thermal Programi: 2 dakika 95°C, (15 saniye 94 °C +4 dakika 60 °C) X 18 dongi
ve 4°C.

3.13. RT-PCR ile Gen Ekspresyon Tayini

e (Calismamizda arastirmak istedigimiz hedef genlerden dokuz tanesi (DNMT1/3a,
Tet1/2/3, c-Fos, Arc, Doublecortin, Ascl1) ve ili¢ adet endojen kontrol geninin (Gapdh,
Hprt, Ppia) ekspresyon seviyelerini calismak icin gereken primer dizileri, Tagman Assay

kitleri seklinde ticari olarak elde edildi.

e Daha sonraki islemler icin gerektirdigi lizere bu assay’ler kullanilarak primer havuzu
olusturuldu. Her assay’den ikiser pl alinarak (12 assay icin 24 pl) DNase ve RNase
icermeyen 176 pl'lik su ile 200 pl’'ye tamamlandi.

e Ote yandan preamplifikasyon islemi bittikten sonra érneklerimizi iceren plate thermal
cycler cihazindan oda sicakligina cikarildi ve her o6rnek iceren kuyuya 20 pl DNA

slispansiyon tamponu eklendi.
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Plate iizerine film bant yapistirilarak plate Kkaristiricida 3000 rpm’de 3 dakika
karistirlldi. Daha sonra plate vorteks ile 2 saniye karistirilarak (bu islem 2 kez

tekrarlandi) plate santrifiijiinde 1 dakika santrifiij ettirildi.

En son islemden sonra cDNA oOrnekleri Felxsix adindaki tek kullanimlik nano-chip
teknolojisi ile calisan plate icerisine calisilmasi planlanan 12 primer Tagman Assay
ornekleri ile birlikte iiretici firmanin protokollerine uygun sekilde yiiklendi. Felxsix
plate’e tek bir seferde elimizdeki her bir cDNA 6rneginden licer adet, pozitif ve ticari
negatif kontrollerden ise ikiser adet érnekleri yiiklendi. Bu islem iki defa tekrar edildi.
Boylece elimizdeki her bir biyolojik 6rnek icin ii¢ veya dort kez tekrar gerceklestirilmis
olundu. Bu islemler birlikte tretici firmanin protokolleri takip edilerek gerceklestirildi
[133, 134].

RT-PCR cihazinin verdigi ham CT ekspresyon degerlerinden delta (d) CT degerleri,
dCT’den ise ddCT, sonrasinda ise 2-ddCT degerleri elde edildi. Boylece hedef genlerin
endojen kontrol Hprt genine kiyasla rolatif ekspresyon seviyelerinin Sham ve NY

gruplari arasindaki degisimleri analiz edildi [135, 136].

3.14. Istatistiksel Analiz

Calismamizda istatistiksel olarak analiz edilen giinliik viicut agirhigr degisim, ATT’de kat

edilen mesafe, ortalama hiz, merkezde gecirilen siirenin tiim stireye orani, YALT'de agik ve

kapali kollarda gegirilen siirenin tiim siireye oranlari, akim sitometrik analizlerde hedef alt-

popiilasyonlarin oranlari, akim sitometrik saflastirmayla elde edilen alt popiilasyonlarinin

oranlar1 ve son olarak endojen kontrol Hprt genine kiyasla hedef genlerde elde edilen dCT

ekspresyon degerleri SPSS yazilimi kullanilarak normalite testlerine tabi tutuldu.

Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testlerinde p>0,05 anlamlilik degeri elde edilen

veri setleri normal olarak kabul edilip, Student-t testi ile parametrik olarak analiz edildi.

p<0,05 olan veri setleri icin ise non-parametrik Mann Whitney U testi uygulandu.

Student-t testi icerisindeki Levene testinde anlamlik diizeyi p>0,05 cikan veri setleri

varyans degiskenligi acisindan esit, p<0,05 olanlar ise varyans degiskenligi acisindan
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esit olmayan seklinde degerlendirildi. T-testi uygulanmis veri setlerini temsil eden nihai

p degerleri Levene testine gore belirlendi.

o Non-parametrik Mann Whitney U uygulanan veri setleri icinse SPSS yazilimin verdigi
Asymp Sig. 2 tailed anlamlilik degeri p degeri olarak alindi. Mann Whitney U degeri de

ayrica verildi.
e T testi uygulanan veri setleri ortalama, standart sapma iceren tablo ve uygun grafikle;

non-parametrik testler ise median, minimum ve maksimum degerleri iceren tablo ve

box-plot seklindeki grafiklerle sunuldu. Grafikler Microsoft siirtim 15.32’de olusturuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhigi Degisimi

Calismamizda nikotin veya SF uygulamalarina bagh ortaya cikmasi muhtemel normal
vicut agirhik degisimlerini karsilastirmak amaciyla her bir gruba ait farenin diizenli zaman
araliklariyla kesim giintine kadar viicut agirliklar1 kayit altina alinmistir.

Sekil 4.1'de elde edilen viicut agirlik olciim ortalamalarinin gruplar arasi degisimi

verilmistir.

ZamanaBagh Viicut Agirhign Degigm Grafidi (g)

= L e e S A S fo T S

® Sham -4--NY

A= Aligirma Giinii (Esas deneyler bagamadan énce)
D= Deney/enj eksiyon giinii
K= En son enj eksiyondan 24 saat sonra, kesm giinii

Al D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 K

Sekil 4.1. Gruplar arasinda viicut agirligi ortalamalarinin degisimi

Calismamizda alistirma enjeksiyonu yapildig ilk giinden baslamak iizere, devam eden
on iki giinliik esas enjeksiyon giinleri ve son olarak kesim giinti de dahil hicbir giinde Sham ve
NY grubu farelerin viicut agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklhilik tespit

edilmemistir (p=0,05).

4.2. Acik Alan Testi ile Lokomotor Aktivite ve Stres Durumlarinin Degerlendirilmesi

Sham ve NY gruplarinin stres ve lokomotor aktivite kabiliyetlerini degerlendirmek i¢in
ATT’'nde hayvanlarin merkezde gecirdikleri silire ve total olarak kat ettikleri mesafe (cm),
ortalama hiz (cm/sn) agisindan degerlendirilmistir (Sekil 4.2 ve 4.3).

Sham ve NY gruplarinin kat ettikleri toplam mesafe (cm) ve hiz (cm/sn) parametreleri
karsilastirildiginda lokomotor aktivite kabiliyeti agisindan aralarinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark olmadig1 (p>0,05) tespit edilmistir (Tablo 4.1). Bunun yani sira, merkezde gecirilen
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slrenin tiim siireye orani baz alindiginda gruplar arasinda yine istatistiksel olarak anlaml bir

fark olmadig tespit edilmistir (p>0,05) (Sekil 4.4 ), (Tablo 4.1).

A B
Normal Q-Q Plot of ACIKALANMESAFECM 5000
4000 ‘|'
3000
E L
5 2000 L
H
L 1000
0
Sham NY
20m a0 4000 5000 Kat Edilen Mesafe (cm)

Sekil 4.2. Acik alan testinde toplam kat edilen mesafenin gruplar arasindaki degisimi.

Gruplara ait verilerin normal dagilima uymadig (p<0,05) tespit edildi (A). Non-

parametrik Mann Whitney U testine gore gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik bulunamadi
(p>0,05) (B).

A B
Normal 0.0 Pt of ACKALANHIZCMSN 8
7
L

5

B 4 s u
H 3
i 2
. 1
. 0

Sham NY

baerved Vakue ' ' Hiz (cm/sn)

Sekil 4.3. Acik alan testinde gruplar arasinda ortalama hiz (cm/sn) degisimi

Gruplara ait verilerin normal dagilima uymadigi (p<0,05) tespit edildi (A). Non-
parametrik Mann Whitney U testine goére gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik bulunamadi
(p>0,05) (B).

Mormal Q-0 Plot of ACIKALANSTRESVERI

20

15

S b o

/ 0 .

Expacted Hormal

Sham NY

% Merkezde Gegirilen Siire

Sekil 4.4. Acik alan testinde merkezde gecirilen siirenin gruplar arasi karsilastirilmasi.
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Gruplara ait verilerin normal dagilima uymadigi (p<0,05) tespit edildi (A). Non-

parametrik Mann Whitney U testine gore gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik bulunamadi

(p>0,05) (B)

Tablo 4.1. Acik alan testinde Sham ve NY grubu farelerden elde ettigimiz ii¢c adet parametreye
(% merkezde gegirilen siire, hiz ve kat edilen mesafe) ait median, minimum ve maksimum
degerleri, gruplar arasinda Mann Whitney U testi acisindan anlamlilik degerleri

*Med (ortanca); Min (minimum); Max (maksimum)

Test ismi Acik Alan Testi
Parametre %Merkezde Hiz (cm/sn) Kat Edilen Mesafe
Gecirilen Siire (cm)
Sham NY Sham NY Sham NY
Med 6,13 4,43 4,58 4,81 2747 2889
Min 1,76 0,33 3,63 38 2137 2285
Max 11,66 13,9 6,79 7,43 4074 4459
P degeri (Asymp Sig.
2 tailed) 0,577 0,369 0,382
Mann Whitney-U
Degeri 79,5 72,5 73

4.3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi ve Davranissal Durumlarin Degerlendirilmesi

Sham ve NY gruplar arasinda YALT testinde acik ve kapal kollarda gecirilen siire (sn)

arasindaki farkliliklar degerlendirilmistir (Sekil 4.5 ve 4.6).

Expected N
oo

N

o,
\(

T

Sham NY

=

% Agk Kolda Gegrilen Siire

Sekil 4.5. Yiikseltilmis arti labirent testinde agik kollarda gecirilen yiizdelerin gruplar arasi

karsilastirilmasi.

Gruplara ait verilerin normal dagilima uymadigi (p<0,05) tespit edildi (A). Non-

parametrik Mann Whitney U testine gore gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik bulunamadi

(p>0,05) (B).
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Normal Q-Q Plot of PLUSKAPALIKOLVERI
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Sekil 4.6. Yiikseltilmis art1 labirent testinde kapal kollarda gegirilen ytizdelerin gruplar arasi
karsilastirilmast.

Gruplara ait verilerin normal dagilima uymadig1 (p<0,05) tespit edildi (A). Non-
parametrik Mann Whitney U testine gore gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik bulunamadi
(p>0,05) (B).

NY ve Sham gruplarinin YALT’'nde acik ve kapali kollarda gegirdikleri siirelerin yiizdeleri
(gecirilen siirenin toplam siireye orani) degerlendirildiginde benzer davranislara sahip oldugu
ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi (p<0,05) tespit edilmistir
(Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Yiikseltilmis arti labirent testinde Sham ve NY grubu farelerden elde ettigimiz iki
adet parametreye (% acik kol ve kapali kolda gecirilen siire) ait median, minimum ve
maksimum degerleri, gruplar arasinda Mann Whitney U testi acisindan anlamlilik degerleri

* Med (ortanca); Min (minimum); Max (maksimum)

Test ismi Yiikseltilmis Arti Labirent Testi

Parametre %Aci1k Kolda Gecirilen Siire %XKapal Kolda Gegirilen Siire
Sham NY Sham NY

Med 2 5,67 81,3 76,6

Min 0,2 0,07 66,8 54,87

Max 16,13 24,6 90,07 96,0

P degeri (Asymp

Sig. 2 tailed) 0,149 0,627
Mann Whitney-
U Degeri 47 81

4.4. Akim Sitometrik Analizlerin Degerlendirilmesi

Calismamizda Sham ve NY gruplarina ait HP’lar enzimatik olarak diasosiye edildikten
sonra pasif ve aktif durumdaki olgun néronlar1 belirlemek i¢cin immiin olarak isaretlenmis ve

yontemler kisminda etraflica bahsedildigi lizere s6z konusu noral alt popiilasyonlarin tim
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popiilasyonlara oranlar1 akim sitometrik olarak analiz edilmistir. Pasif =% NeuN-(+)/c-Fos-(-)
ve aktif=% NeuN-(+)/c-Fos-(+) alt popiilasyonlar agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik gériilmemistir (p>0,05).

75

60

Wormal Q-Q Plot of NACEVERI

45

30

15

Expactad Normal

Sham NY

% NeuN-(+)/c-Fos-(-) Alt-Popiilasyonu

Sekil 4.7. Sham ve NY gruplarinda Pasif =% NeuN-(+)/c-Fos-(-) néronlarin karsilastirilmasi.

Gruplara ait verilerin normal dagilima uydugu (p=0,05) tespit edilmistir (A). Student-t

testi uygulandiginda gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik bulunamamistir (p>0,05) (B).

Normal Q-Q Plot of MACAVER|

Sham NY

% NeuN-(+)/c-Fos-(+) Alt-Populasyonu

Sekil 4.8. Sham ve NY gruplarinda Aktif =% NeuN-(+)/c-Fos-(+) ndéronlarin karsilastirilmasi.

Gruplara ait verilerin normal dagilima uydugu (p=0,05) tespit edildi (A). Student-t testi

uygulandiginda gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik bulunamamistir (p>0,05) (B).

4.5. Akim Sitometrik Saflastirma ile Elde Edilen Noéral Alt Popiilasyon Oranlarinin

Degerlendirilmesi

Calismamizda Sham ve NY gruplarinda akim sitometrik saflastirma ile ayristirilan Neun
(+) / c-Fos (+) isaretli aktif noron sayisinin Neun (+) / c-Fos (-) isaretli tim olgun néron
sayisina oranit Sham ve NY gruplari arasinda karsilastirilmis ve bu oranin NY grubunda Sham

grubuna kiyasla anlamli bicimde artmis oldugu goriilmistiir (p=0,044).
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Sekil 4.9. Saflastirilan aktif néronlarin tiim olgun ndéronlara oranini gosteren grafik

Saflastirilan aktif noron (NeuN-(+)/c-Fos-(+) ) sayisinin tiim olgun néron sayisina (
NeuN-(+)/c-Fos-(+) + NeuN-(+)/c-Fos-(-) ) orani her bir grup igerisinde hesaplandi. Bu
oranlarin normal dagilima uydugu (p=0,05) tespit edildi (A). Bu oran iki grup arasinda
karsilastirmak i¢in Student-t testi uygulandiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklilik tespit edildi p=0,044 (B). * =(p<0,05).

4.6. HP’tan Akim Sitometrik Olarak Saflastirilan Popiilasyonlardan RT-PCR ile Gen

Ekspresyonu Belirlenmesi

DNA metilasyonunu katalizleyen DNMT1, DNMT3a, DNA demetilasyonunu katalizleyen
Tetl, Tet2, Tet3, kok hiicre belirteci olarak bilinen Ascll proteinini kodlayan Ascl1, aktif ndron
belirteclerinden olan Arc ve c-Fos proteinlerini kodlayan Arc ve c-Fos hedef genlerinin
ekspresyon seviyeleri Sham ve NY gruplar1 arasinda Karsilastirmak icin MEITAM’da bulunan
RT-PCR cihazi kullanilmistir. RT-PCR cihazinin yazilimi her bir reaksiyon neticesinde her bir
numune icin cycle threshold/esik dongii degeri adi verilen CT degeri vermektedir. Fakat ilgili
yazilim, numunelerimizin biiyiik ¢ogunlugu icin ekspresyon degeri vermemistir. CT degeri
aldigimiz 6rnek sayisi (her bir gen icin grup basina hayvan sayisi n<3) ise istatistiksel analiz

yapmaya yeterli goriilmemistir.
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Sekil 4.10. Akim sitometrik olarak ayristirilan popiilasyonlar kullanilarak RT-PCR reaksiyonu
sonucu yazilimin verdigi grafik

Sekil 4.10’da goruldiigi lUzere akim sitometrik olarak ayristirilan alt popiilasyonlar
kullanilarak gergeklestirilen RT-PCR reaksiyonu sonucunda yazilimin verdigi grafiklerde, CT

degeri gorilmemektedir.

4.7. HP Dokularindan Direkt Olarak RT-PCR ile Gen Ekspresyonu Belirlenmesi

Her bir hayvana ait tek HP dokusundan sentez edilen cDNA ornekleri kullanilarak
endojen kontrol Hprt ve Gapdh genlerine kiyasla 4.6. boliimde de verilen hedef genlerin Sham
ve NY gruplari arasindaki ekspresyon degisimleri test edilmistir. Hprt endojen kontrol en tutarl
kontrol olarak tespit edilmistir. Hprt endojen geninin ekspresyon seviyesi baz alindiginda Sham
ve NY gruplar1 HP dokularinda DNMT1, DNMT3a, Tetl, Tet3, Ascll ve Dcx genleri ekspresyon
seviyeleri agisindan anlamli bir degisim gozlenmemistir (p>0,05). Tet2 ve Arc gen
ekspresyonlarinin NY grubu HP dokularinda Sham grubuna kiyasla anlamli derece yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Ote yandan, ilgili yazihm c-Fos gen ekspresyonu igin hi¢bir biyolojik
numune acgisindan CT yani ekspresyon degeri vermemistir. Dolayisiyla c-Fos gen ekspresyonu

acisindan bir degerlendirme yapilamamaistir.
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Sekil 4.11. HP dokusunda RT-PCR ile gerceklestirilen bazi genlerin ekspresyonuna ait CT grafik
goriintiileri

Sekil 4.11’de goriildigi Uzere yazilimin verdigi CT raporunda, RT-PCR reaksiyonu
neticesinde elde edilen CT grafiklerinin kalitesi yeterli goriilmiis ve CT degerleri istatistiksel

olarak degerlendirmeye alinmistir.

Tablo 4.3. Endojen kontrol geni Hprt'ye kiyasla hedef genlerde elde edilen dCT ekspresyon
degerlerinin normalite sonuclari

Gen ismi DNMT1 DNMT3a Tetl Tet2 Tet3 Ascll DCX Arc

Kolmogorov-
Smirnov 0,2 0,112 0,2 0,2 0,2 0,2 02 0175
Sh\;iv?hl;o_ 0,823 0,120 0,622 0,958 0,691 0,131 0,516 0,079

Tablo 4.3’ e gore, HP dokusunda RT-PCR ile elde edilen CT degerlerinin normal dagilima
uydugu (p=0,05) tespit edildi.

Tablo 4.4. Sham ve NY HP dokular1 arasinda endojen kontrol geni Hprt'ye kiyasla hedef
genlerde elde edilen kat (2*-ddCT) cinsinden degisim ve istatistiksel olarak anlamlilik tablosu

Gen ismi DNMT1 DNMT3a Tetl Tet2 Tet3 Ascll DCX Arc

Sham
Grubuna
Kiyasla NY
Grubundaki 1,21 1,59 1,53 3,12 2,03 0,99 1,52 2,39
Kat
Degisimi

Student-t
Testi
Anlamhlik

Degeri (p)

0,966 0,996 0,979 10,0018 0,247 0,583 0432 0,036
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Gruplar arasinda Sham grubuna kiyasla NY grubunda Tet2 ve Arc genleri ekspresyon
seviyelerinde 3,12 ve 2,39 kat artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir

(p<0,05).

Endojen KontrolHprt GenineXiyaslaPHedef@Genlerin®ham veNY&GruplarifArasindakifEkspresyon?
DegisimlerininBKat{2" (-ddCT)ZCinsindenE egisimiGrafigi

5

4

i

0

Sham NY Sham NY Sham NY Sham NY Sham NY Sham NY Sham NY Sham NY

1 DNMT1 DNMT 3a Tel Tet2 Te3 Ascll Dex Arc
DNA metilasyon Katalizorleri DNA demetilasyon Katalizorleri Noral Farklilagma Aktif Noron
Gostergesi

Sekil 4.12. Sham grubu HP dokularina kiyasla NY grubu dokularda, Hprt geni baz alindiginda
hedef genlerdeki degisim grafigi.

Tet2 ve Arc gen ekspresyonlar1 disinda hicbir hedef gen ekspresyonunda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0,05). Tet2 ve Arc gen
ekspresyonlar acisindan gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik Tablo 4.12’de verilmistir.

*=(p<0,05); **=(p<0,005).
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5. TARTISMA

Bu calismada, fareler lizerinde olusturulan NY sirasinda ortaya c¢ikmasi muhtemel
davranissal bozukluklar davranissal testler kullanilarak incelenmis, buna paralel HP
icerisindeki noéronal aktiflesme ve DNA metilasyon/demetilasyon dinamikleri akim sitometrik

ve RT-PCR yontemleri ile arastirilmistir.

5.1. Sham ve NY Gruplar1 Arasinda Viicut Agirligi Durumlarinin Degerlendirilmesi

Calismamizda 12 giin boyunca farelere giinde tliger kez viicut agriliklarina gore 2 mg/kg
dozunda nikotin uygulanmis ve son uygulamadan sonra 24 saat bekleyerek yoksunluk modeli
olusturuldugu kabul edilmistir. Deneye basladigimiz ilk giin viicut agirliklar1 denk olan Sham ve
NY grubu farelerin, nikotin uygulanan 12 giin boyunca ve yoksunlugun olusturuldugu 13. giinde
viicut agirhiklart arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark goriilmemistir (Sekil 4.1).
Literatiirde sigara igiciliginin birakilmasiyla birlikte gelisen NY'nda huzursuzluk, uykusuzluk,
stres, anksiyete, konsantrasyon giicliigli vb. davranigsal sikayetlere ek olarak viicut agirliginda
anormal artis seklinde ortaya ¢ikan saglik problemleri olabildigi rapor edilmistir [42, 43]. Bazi
calismalarda, sigara kullanan bireylerin, ayni yas ve cinsiyette sigara kullanmayan bireylerden
daha diisiik viicut agirhigina sahip oldugu [137] ve sigaranin birakildigi durumlarda vicut
agirhgr artislart gozlendigi rapor edilmistir [138]. Bunun yani sira, nikotin maruziyeti ve
yoksunluk durumlarinda insanlarda oldugu gibi kemirgenlerde de beslenme aliskanliklarinin
degismesine bagli olarak viicut agirlig iizerinde oldukga genis bir dlgekte degisimler gozlendigi
bildirilmistir (Tablo 5.1). Asagidaki tablo incelendiginde [65, 66, 139-141] deney hayvanlarinda
nikotin maruziyetinin viicut agirlig: tizerindeki etkileri kullanilan deney hayvanina, uygulanan
doz, siire vb. faktorlere baglh olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Calismamizda ise nikotin
uygulamasinin viicut agirhigr iizerinde anlamh bir degisiklik olusturmamasi asagidaki tablo

iceresindeki profil ile uyumluluk géstermektedir.
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Tablo 5.1. Nikotin maruziyeti ve yoksunlugu calismalarinda ortaya ¢ikan viicut agirhgi
degisimleri ile ilgili literatiir 6zeti [65, 66, 139-141].

(K: Kontrol grubu, N: Nikotin maruziyeti grubu, NY: Nikotin yoksunlugu grubu, (+): Viicut
agirhgl degisimleri acisindan artis, (-): Viicut agirhgi degisimleri agisindan azalma, (X): Viicut
agirhig1 degisimleri agisindan gruplar aras fark yoktur, (@): ilgili gruplar calhisilmamigtir).

Viicut Agirhig: Degisimi

Literatiir Nikotin Uygulanan Cinsiyet/Tiir/Soy
Uygulama Siiresi/ Doz

Istatistiksel Anlamlilik Orani

K N K NY
Falkeborn ve ark. 1981 Spraque Dawley Sican/ 28 giin/ 4 mg/kg + - - +
Ijomone ve ark. 2014 Wistar sigan/ 28 giin/ 0,25 - 2 - 4mg/kg + = o
Spraque Dawley Disi Sican/ 16 gin/ X
Grunberg ve ark. 1987 12mg/kg
+ -
Spraque Dawley Erkek Sican/ 16 gin/
12mg/kg - +
Price ve ark. 2014 C57BL/6 ] fare/ 28 glin/24mg/kg X (%]
Iniquez ve ark. 2009 Spraque Dawley si¢an/15 giin/ 0,16-0,32- X
0,64mg/kg
Abreu-Villaga ve ark. 2007 C57BL/6 fare/ 15 giin/ 50mg/kg + - 1)

5.2. Davranissal Testlerden Elde Edilen Bilgilerin Degerlendirilmesi

Calismamizda olusturulan yoksunlugun fareler ilizerindeki davranissal etkisini gormek
icin ATT ve YALT deneyleri gercgeklestirilmistir. Elde ettigimiz davranigsal verilere gore NY
grubu hayvanlarin, ATT'nde Sham grubu denklerine kiyasla kat edilen toplam mesafe, hizlari ve
merkezde gecirdikleri siirenin toplam test siliresine orani agisindan anlamlh bir farklilikta
performans gostermedikleri (p>0,05) tespit edilmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4). YALT'nde ise
acik ve kapali kollarda gecirilen siireler acisindan gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir (Sekil 4.5 ve 4.6). Literatiirde ATT
testinde kat edilen mesafe, ortalama hiz gibi parametreleri lokomotor aktivite kabiliyetini,
merkezde gecirilen siirenin ise anksiyolitik (anksiyete azalis1) ya da tam tersi anksiyojenik
(anksiyete artis1) gibi davranissal durumlari yorumlamak icin kullanildigi bilinmektedir [64, 65,

143]. YALT'nde ise acik (daha rahat yani daha az anksiyete iceren) ve kapali kollarda (yiiksek
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anksiyete yani daha fazla stres iceren) gecirilen stirelerin tiim test siiresine oranlar1 ATT’'ndeki
gibi davranis durumlarini yansitan belirtecler olarak kullanilabilmektedir [65, 119, 144].

Acik alan ve YALT paradigmalarindan alinan verilere gore, olusturdugumuz yoksunluk
modelinde NY grubu farelerimizin naif Sham grubu denklerine kiyasla benzer (anksiyete ya da
anksiyolitik yonde bir farklilik olmayan) davranissal durumda olduklari tespit edilmistir.

Literatiirdeki nikotin maruziyeti ve NY calismalari1 incelendiginde, davranis testlerinde
deney hayvanlarinin anksiyolitik/anksiyojenik durumlariyla ilgili ¢ok yonlii bilgiler mevcuttur.
Literatiirdeki calismalar1 daha saglikli degerlendirebilmek adina bu testlerle ilgili baz1 teknik
bilgiler hakkinda zihin aritmetigi yapmanin yararh olacagimi diisiinmekteyiz. Ornegin; bir NY
modelinde, NY grubu hayvanlarin kontrol grubu denklerine kiyasla merkezde daha az siire
gecirmeleri, kontrollerine kiyasla daha fazla anksiyete yani stres icerisinde olduklar1 seklinde
yorumlanabilirken; daha fazla vakit gecirmeleri ise anksiyolitik yani daha az stresli ya da daha
fazla rahatlamis seklinde yorumlanabilir [65, 119, 143]. Benzer sekilde YALT deneylerinde NY
deneklerinin kontrollerine kiyasla acik kolda daha az siire gecirmeleri, kontrollerine kiyasla
daha fazla anksiyete yani stes icinde bulunduklari; daha fazla siire gecirmeleri ise denklerine
kiyasla daha rahat yani anksiyolitik bir durumda olduklarn seklinde yorumlanabilir [65, 119,
145].

Onceki kisimlarda da vurgulandigl iizere, NY modellerinde kullanilan denegin tiirii,
uygulanan nikotinin dozu ve siiresine gore ATT ve YALTlerinde s6z konusu parametreler
acisindan cok yonlii davranissal durumlar olusabildigi rapor edilmistir (Tablo 5.2) [48, 51, 60,
63-66, 119, 145, 149- 151]. Daha ayrintili incelendiginde, ayni tiir ve benzer dozlar, ya da
benzer dozlar ve farkhi tiirler kullanilarak olusturulan NY modellerinde ATT ve YALT
parametrelerine gore birbirlerinin tam tersi davranigssal durumlarin rapor edildigi
gorilmektedir [65, 119, 144, 146, 147]. Bu noktada akla gelen ilk sorulardan birisi, YALT ve
ATT deney parametrelerine gore anksiyojenik ya da anksiyolitik yoniinde degerlendirilen
sonuclarin, kandaki Kkortizol ve kortikostreoid seviyelerinin belirlenmesi gibi fizyolojik
kontroller ile desteklenip desteklenmedigidir. Fakat biz de dahil olmak iizere bir¢ok ¢alismada
soz konusu fizyolojik kontrollerin olusturulmadigi bilinmektedir. S6z konusu fizyolojik
kontrollerin olusturuldugu calismalar incelendiginde ise bir takim celigkiler oldugu
goriilmistiir. Ornegin; Varani ve ark. erkek BALB/C fareler iizerinde olusturdugu NY modelinde,
NY grubu ile kontrol grubu hayvanlarin YALT testine gore benzer anksiyete durumlarina sahip
oldugunu fakat kandaki stres faktorlerinin bunun aksini gosterdigini bildirmislerdir [50]. Bu
calismada davranis testleri sonunda her iki grubumuza ait hayvanlardan beyin dokular:
cikarilmadan Once, derin anestezi altindalar iken, kardiyal kan oOrnekleri toplanmis, bu
orneklerden ise denk hacimlerde kan serum ve plazma elde edilip, derin dondurucuda

muhafaza edilmistir. Hayvanlar sakrifiye edilmeden bu kan numunelerin elde edilmesinin amaci
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so6z konusu stres faktorlerinin ve/veya nikotin seviyelerinin kanda oranlarini belirleme
gereksinimi i¢in olmustur. Buna gore ilk etapta, s6z konusu analizlerin tarafimizdan neden
gerceklestirilmedigi sorusu akla gelebilir. Oyle ki, bu tip analizleri gerceklestirmek icin
muhtemel analiz yontemlerinden en dogrusunun secilmesi saglikli bir degerlendirme icin biiytik
oneme sahiptir. Cogu arastirmaci ticari olarak elde edilen ELISA kitleri yardimiyla bu tip
analizleri gerceklestirebilmektedir. Ote yandan, bu yontemin ilgili faktérleri belirlemekte kendi
basina yeterli olup olmayacag ile ilgili tartismalarda mevcuttur [148]. Ayrica ticari olarak
temini olduk¢a maliyetli olan bu kitlerin, mevcut teknik tartismalar da g6z Oniinde
bulunduruldugunda elde edilmesine, tez projemiz dis1 kaynaklara bagimliliktan dolay:
tereddiitle yaklasilmis ve ikinci plana alinmistir.

Calismamizin sonuglar ele alindiginda; 1-ATT’'nde kat edilen toplam mesafe agisindan
gruplar arasinda anlaml bir fark tespit edilmemesi 2-YALT testinde elde edilen agik kolda
kalma siirelerinin arasinda fark gorilmemesi sonuclari NY grubu deneklerimizin
anksiyojenik/anksiyolitik yondeki davramis durumlarinin naif kontrollere kiyasla farklilik
gostermedigini isaret etmektedir. Ayni davranis durumlarinin él¢iilmesinde kullanilan iki farkh
testte de benzer yonde sonuglar elde edilmesi, olusturdugumuz modelin kendi icerisindeki
tutarlihgin1 gostermektedir. Literatiirdeki ¢ok yonli sonuglar ele alindifinda g¢alismamizin
sonugclari literatiirle kismen ortiismektedir [64, 65].

Ozetle, bircok icsel ve cevresel faktére bagl olarak degiskenlik gosterdigi anlagilan NY
durumunun davranigsal testlerin yami sira fizyolojik, hiicresel ve molekiiler diizeyde

argiimanlarla desteklenmesinin daha saglikli oldugu agiktir.
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Tablo 5.2. Nikotin yoksunlugu calismalarinda ortaya ¢ikan farkli davranissal durumlar ile ilgili
literatiir 6zeti [48, 51, 60, 63-66, 119, 145, 149- 151].

(K: Kontrol Grubu, NY: Nikotin yoksunlugu grubu, Omp: Osmotik pompa ile nikotin enjeksiyon
yontemi, Sc: Subkutanéz (deri alt1) nikotin enjeksiyon yontemini ifade etmektedir. (+): ilgili
davranigsal durumlar agisindan Artis, (-): Ilgili davranigsal durumlar agisindan Azalma, (X): ilgili
davranigsal durumlar agisindan gruplar arasi fark yoktur, (@): Ilgili davramis deneyi
uygulanmamistir).

NY’ nu (gmek igin Uygulanan Davramg Deneyleri

YALT AAT KST ZYT
Literatiir Secilen Davramg xollarda Merkezde
Cinsiyet/Ta Den ini iri a
iyet/Tiir/Soy/Uygula eylerinin !g ilen gecirilen siire ve Anksiyete d u
masiresi/Uygulama  Yapildigh Giin g Lokomotor
Yontemi aktivite
Istatistiksel Anlamhilik Oram
K NY K NY K NY K NY
Qixve ark. 2016 *Spraque Dawley Sican 3 hafta sonra 4 .
+ - + -
*3,16mg/kg*28giin *omp
*Spraque Dawley Sican
*5mg/kg *5 gii 17-19 gii
Slawecki ve ark. 2003 s g @ X '] ']
*Transdermal sonra
*Spraque Dawley Sican 24saat sonra X
*0,16-0,32- 0,64mg/kg X X
Iniquez ve ark. 2009 30giin sonra ]
*15 giin *sc - +
] *C57BL/6 Fare )
12,6m, 12 giin *om)| - + - +
Holiday ve ark.2016 ), *12 gin *omp 30giin sonra p &
k uld *C57BL/6] Fare
Raybuckve Gould 2009 24 saat sonra
*6 mg/kg *12 glll'l *omp "] 4] - + ]
ibeew Villa . *C57BL/6 Fare ;
reu- cave ark. 2007 giln sonra
*15 giin *oral *50pg/mL - + 4 4 o
*Spraque Dawley Sican *2
Pandey ve ark.2001 18saat g g g
mg/kg *10giin*sc + -
*C57BL/6 Fare
Jacksonve ark. 2008 *10mg/kg *14gin *omp 18saat _ + @ @ @
. *C57BL /6] Fare
Damajve ark. 2003 *24mpg kg *14giin *omp 24saat + - o @ )
*C57BL/6] Fare
Gouldve ark.2015 *6,3mg/kg *4giin *omp 24 saat ] ] - + a
. *C57BL/6 Fare
Wilkinson ve Gould 2013 *18mg/kg * 12 giin *omp 24 saat 7] "] - + ]
*Spraque Dawley Sican *6,3
Motaghinejad ve ark. 2016 prad ey ean 31-35giin g g
mg/kg *12giin *omp + - + h
*C57BL/6 Fare
Davis ve Gould 2009 *6mg/kg*12 giin *omp 24 saat [} ) - + [}
*C57BL /6] Fare
Portugal ve ark.2012 *6,3mg/kg *12giin *omp 24 saat ] ] - + ]
*C57BL6 Fare *2 mg/kg
Bugahsma 12 giin giinde 3 kez 24 saat X X @ ]
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5.3. Akim Sitometrik Deneylerin Degerlendirilmesi

Ozetlemek gerekirse, Sham ve NY gruplarina ait HP dokular1 enzimatik olarak tekli
hiicre silispansiyonuna doéntstiiriilmiis, NeuN ve c-Fos antikorlar1 kullanilarak olgun ve aktif
noronlar1 isaretlenmis ve daha sonra ise floresan aktive akim sitometri cihazinda bu
popiilasyonlar hem saflastirilmis hem de tiim popilasyon icerisindeki ytlizdesel oranlari
belirlenmistir. Akim sitometrik saflastirma gergeklestirildikten sonra pasif =% NeuN-(+)/c-Fos-
(-) ve aktif=% NeuN-(+)/c-Fos-(+) gruplar olarak isimlendirdigimiz alt popiilasyonlar her bir
hayvan i¢in birer tiipe hiicre siispansiyonu seklinde toplanmistir. Bu tiiplerden ivedimle total
RNA elde edilmis ve tim RNA o6rneklerinden es zamanli olarak cDNA sentez edilip; hedef
genlerin (DNMT1, DNMT3a, Tetl, Tet2, Tet3, Ascll, Dcx, c-Fos ve Arc) ekspresyon seviyelerini
Sham ve NY gruplan arasinda karsilastirmak icin RT-PCR analizi gergeklestirilmistir.
Calismamizda, akim sitometik olarak saflastirilan néral popiilasyonlarda epigenetik belirteclere
ait genlerin ekspresyon seviyelerini gruplar arasinda mukayese edilmesi ama¢lanmisti. Fakat
bulgular béliimiinde (4.6) bahsedildigi ve Sekil 4.10’da kanit sunuldugu tizere, saflastirdigimiz
popiilasyonlardan elde ettigimiz cDNA numuneleri ile CT degeri alabilecek kalitede sonuc
alinamamistir. RT-PCR analizinin degerlendirebilecek sonu¢ vermemesi saflastirma ile elde
edilen popiilasyonlardaki hiicre sayisinin azlig1 olarak goriilmektedir. Oyle ki, saflastirma ile
elde ettigimiz popiilasyonlarin sayis1t 1000-10000 arasinda degiskenlik gostermektedir. So6z
konusu skaladaki hiicre hacmi genel bir¢ok biyolojik arastirmadaki total RNA izolasyon
calismasi icin oldukca diisiik olarak kabul edilebilir. Bir karsilastirma yapmak gerekirse eriskin
bir fare beyin hemisferi icerisinden ¢ikarilan 10-20 mg agriligindaki tek bir HP dokusu 5-10
milyon kadar hiicre ihtiva etmektedir. Boyle bir karsilastirma igerisinde, maksimum 10000
hiicreden verimli RNA elde etmenin zor olabilecegi asikardir. Kullandigimiz RNA izolasyon
kitinin kapasitesi bu hiicre sayis1 profiline uymakla birlikte, RNA izolasyonunun c¢ok cesitli
asamalarinda sorun yasanmis ve olmasi miimkiin goriilmektedir. Ozellikle, ampirik
tecriibelerimizce, bircok santrifiij asamasi iceren izolasyon protokoliinde sikintilar olma
ihtimali oldukca yiiksektir. Oyle ki hiicre/numune hacminin verimli oldugu izolasyon
protokollerindeki santrifiij islemleri neticesinde deney tiiplerinin dibinde gozle goriilebilir
pellet olusmaktadir. Yine tecriibemiz geregi, gozle goriilebilecek minimal seviyede bir pelletin
olusabilmesi icin en az birka¢ milyon hiicre veya dengi doku izolati olmasi1 gerekmektedir.
Calismamizda ise akim sitometri cihazinin da verdigi raporlar neticesinde maksimum 10000
saylda hiicre tiipler icerisine saflastirilabilmistir. Sasirtict olmayacak sekilde, izolasyon
protokoliiniin hi¢ bir asamasinda gozle gortlebilen bir pellet tespit edilememistir.

Yasanan bu sikinti neticesinde, yeni bir yol haritasi cizilmistir. Buna gore her bir

hayvanin bir beyin yarimindaki HP akim sitometrik analizle popiilasyon ytizdesi belirlemek icin
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(saflastirma yapmadan) diger hemisferdeki HP ise total RNA izole edip, RT-PCR analizi yapmak
icin kullanilmistir. Yapilan stratejik degisikligi daha iyi tarif etmek lzere asagidaki sematik

¢izim olusturulmustur (Sekil 5.1).

@ enzimatik olarak diasosiye edilir
27 o
Neo) Diasosiyasyon sonrasi ana
hiicre siispansiyonunda
immiinositokimyasal
»1 boyamalar yapilir, isaretlenen
hedef popiilasyonlar akim
\L sitometrik olarak analiz edilir
Akim sitometrik analiz sonrasi
s6z konusu hedef

L4 L4 .
& \l/ popiilasyonlar saflastirilir

total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

v

yanmindaki HP dokusu izole
edildikten sonra
enzimatik olarak diasosiye
edilir

¥

Diasosiyasyon sonrasi, ana hiicre slispansiyonunda
imminositokimyasal boyama yapilir, isaretlenen
hedef poptilasyonlar akim sitometrik olarak analiz
edilir, yani hedef alt-popilasyonlann tim
poptilasyona oranlan kantitatif olarak belirlenir.

A Deney Modelinin Olugturulmast veDavranigTestlerinin Uygulanmasi
Giinde 3X . H .
) oF Giinde 3 X 2r_ng/kg Enjeksiyon Davranig Deneyleri Kesim
’ Enjeksiyonu N/SF Enjeksiyonu Yok -
— | I | L
= 3G 12 Giin " 245amt — — TP
Alistirma Gergek Deney Yoksunluk
B Orijinal Akim Sitometrik Deney Tasarisi C R evize Edilen Plan
"™,
e pr
» Birfareye ait her iki beyin
hemisferindeki "\
\l/ HP dokulart birlestirilerek Her bir fareye ait bir beyin Ayni sicanin diger beyin

yanmindaki HP dokusu gikarlir ve
HP dokusundan total RNA izole
edilir

total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

¥

Epigenetik ve Noral Genlerin Ekspresyon
Seviyelerinin
RT-PCR ile Belirlenmesi

Epigenetik ve Noral Genlerin Ekspresyon Seviyelerinin fjgkatclhazin scitipefaparatiylglaygstinimaz.

RT-PCR ile Belirlenmesi

Sekil 5.1. Deneysel tasarimizda gergeklestirdigimiz stratejik planlar.
(A-Deney modelinin olusturulmasi ve davranis testlerinin uygulanmasi, B-Orijinal akim
sitometrik deney tasarisi, C-Revize edilen plan).

5.3.1. Akim Sitometrik Analizle Belirlenen Néral Popiilasyon Oranlarinin

Degerlendirilmesi

Sham ve NY grubu farelerinde akim sitometrik analiz ile pasif ve aktif néron popiilasyon
ylizdesel oranlarinin arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.7
ve 4.8). Literatiir incelendiginde, NY modellerinde c-Fos ve Arc gibi genlerin kodladig1
proteinlerin immiinohistokimyasal ekspresyonlarini inceleyen calismalar goriilmektedir [12,
83,117,152-156] (Tablo 5.3). Bu ¢alismalarda elektrofizyolojik olarak aktif yani sinaps yapabilir
noronlar belirleyen isaretleyicilerin NY gruplarinda kontrol denklerine kiyasla daha yiiksek
seviyede eksprese olduklar1 bildirilmistir [117, 152, 153]. NY'na bagh olusan davranissal
degisimlerin bir yansimasi olarak HP’da bu belirteclerin artmasi néronal ateslenme denilen bir
kavram olarak yorumlanmistir [123, 124]. Akim sitometrik analizle elde ettigimiz sonuclar ise

soz konusu literatiirden farklilik gostermektedir.
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Tablo 5.3. Nikotin maruziyeti ve yoksunlugu calismalarinda Norogenez basamaklarindan
gozlenen farkl durumlar ile ilgili literatiir 6zeti [12, 83, 117,152-156]

(K: Kontrol grubu, N: Nikotin maruziyeti grubu, NY: Nikotin yoksunlugu grubu, (+) : Viicut
agirhgl degisimleri acisindan artis, (-): Viicut agirhgi degisimleri agisindan azalma, (X): Viicut
agirhig1 degisimleri agisindan gruplar arasi fark yoktur, (@): lgili gruplar calisiimamstir).

Nirogenez basamaklan icin segilen isaretleyiciler

GFAP Ki67 PSA-NCAM NeuN c-Fos
JDCX
Literatiar . S
Noral kok hiicre ‘ Néoronal
Proferilasyon i
olusumuve . Nironal Olgunlasma ve Aktiflesme
far ma (CoBalma) Farkhlagma
istatistiksel Anlamhlik Oram
K NY K NY K NY K NY
Faillace ve ark. 2015 X @ X @
Maharve ark. 2012 @ X X &
Cohenve ark. 2015 @ ) N } N @
Abrous ve ark. 2002 X _ A X @
Csabaive ark. 2016 @ g + _ @
Bachtell ve ark. 2007 @ @ @ _ +
Sodestromve ark. 2007 ] ) a - +
Montana ve ark. 2015 ] @ ) - +
Bu calig
ma @ @ @ - +

5.3.2. Akim Sitometrik Saflastirma Verilerine Gére Belirlenen Noral Popiilasyon

Oranlarinin Degerlendirilmesi

Calismamizda her seferinde 10000 hiicrenin okutuldugu akim sitometrik analiz
sonuglarina gore c-Fos eksprese eden yani noronal olarak aktiflesen hiicre popiilasyon ylizdesi
NY grubunda Sham kontrollere kiyasla anlamli degisim gostermemistir. Bunun iizerine, daha
once her bir seferinde bir milyona yakin hiicrenin akim sitometrik olarak taratildig1 saflagtirma
verilerinin analiz edilmesi yoniinde karar verilmistir. Buna gore oncelikle Sham grubu

icerisinde Neun (+)/c-Fos (+) isaretli aktif néron sayisi tiim olgun noron sayisina yani Neun
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(+)/c-Fos (+) ve Neun (+)/c-Fos (-) isaretli popiilasyonlarinin toplam sayisina oranlanmistir. Bu
oran kontrol grubumuzdaki olgun ve ayni zamanda aktif olan tiim néronlarin, diger tiim olgun
noronlara olan yiizdesel oranini ifade etmektedir. Ayni islem NY grubu i¢inde gerceklestirilmis
ve bu oran iki grup arasinda karsilastirildiginda NY grubu fare HP’larinda aktif néronlarin tim
olgun ndronlara oraninin Sham grubuna kiyasla daha yiiksek (p=0,044) oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.9). Temel sitometrik analiz sonug¢larinda gruplar arasinda farklilik gozlenmezken,
saflastirma verilerine gore farklilik gozlenmesi ilerleyen ciimlelerdeki gibi aciklanabilir. Basit
akim sitometrik analiz yapilirken cok siire almamasi icin analiz esik degeri 10000 hiicre sayisi
ile sinirlanmaktadir. Fakat saflastirma yapilan deneylerde, yani belirli bir hiicre grubunun, tek
bir tilip icerisine toplandig1 ve bu popiilasyonlardan daha ileri molekiiler analizlerin icrasinin
tasarlandigl deneylerde maksimum sayida hiicre analiz edilmeye c¢alisilmaktadir. Bu sebeple
calismamizda da her bir saflastirma islemi i¢in cihazin sitometrik olarak taradigi toplam hiicre
sayis], temel sitometrik analiz i¢in esik degeri olan 10000 hiicre sayisinin onlarca kat1 diizeyinde
Olciilmistiir. Dolayisyla elde edilen akim sitometrik verilerimiz ilk yapilan temel analize kiyasla
daha giivenilir seviyededir. Sonu¢ olarak, saflastirma verilerinin istatistiksel olarak analiz
edilmesiyle, NY grubu fare HP’larinda kontrollere kiyasla néronal aktiflesme artisi literatiirdeki
immiinohistokimyasal bilgilerin yoniiyle 6rtiismektedir.

Ote yandan, baska hicbir NY c¢alismasinda akim sitometrik analiz ile aktif noron
popiilasyonu belirlendigine dair bilgiye rastlanmamistir. Hedef hiicrelerin belirlenmesi icin
kullanilabilecek doku kesitleri iizerinde yapilan immiinohistokimyasal isaretleme ve akim
sitometrik analiz ydntemlerinin giicleri karsilastirildiginda birbirlerine kiyasla birtakim avantaj
ve dezavantajlari bulunmaktadir. Oncelikle iki yéntemin de ortak yonleri antikor antijen
iliskisine baglhh immiinohistokimyasal bir yontem olmalaridir. Yani gosterilmek/ sayilmak/
belirlenmek istenen hiicreler spesifik antikorlar kullanilarak isaretlenirler. immiinohistokimya
yonteminde isaretlenen hiicreler mikroskop altinda histolojik olarak goriintiilenirken, akim
sitometrik yontemde floresan olarak isaretlenmis hiicreler sitometri cihazinin icerisindeki
spesifik lazerler yardimiyla secilirler. Immiinohistokimyasal yéntemin digerine kiyasla en
biiylik avantaji, isaretlenen hiicrelerin dokunun iizerinde net yerini ve diger histolojik
tabakalardaki hiicrelerle lokal iliskilerinin mikroskobik olarak gériintiileyebilmektir. Sitometrik
yontemde ise, ilgili doku enzimatik olarak bir hiicre kokteyline ¢evrildigi icin isaretlenen
hiicrelerin gorsel ve histolojik ayrimini yapmak miimkiin degildir. Ayrica, immiinohistokimyasal
isaretlemede sayisal olarak dogru bir 6l¢iim yapabilmek ancak ¢ok mesakkatli stereolojik
yontemlerin uygulanmasiyla miimkiin olabilmektedir, yine de tam bir kantitasyon yapmak
teknik olarak miimkiin degildir, daha ziyade semi-kantitatif diizeyde veriler elde edilmektedir.
Akim sitometrik yontemde ise tiim popiilasyon icerisindeki isaretlenen hiicre sayisini tam

netlikte belirlemek miimkiindiir, bu nedenle akim sitometrik olarak elde edilen veriler tam
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kantitatif olarak kabul edilebilir. iki yontem karsilastiriirken degerlendirilmesi gereken énemli
bir faktér ise, immiinohistokimyasal yontem Dbircok arastirma laboratuvarinda
uygulanabilirken, akim sitometrik imkanin her merkezde olmayisidir. Cok pahali bir cihaz
olmasi nedeniyle, bu cihaz her arastirma merkezinde bulunmamaktadir. Ayrica bulunsa bile ¢cok
kozmopolit hiicresel cesitlilige sahip beyin dokusundan saglik analiz yapabilmek ancak hatiri
sayilir bir teknik tecriibeye miimkiin gériilmektedir. Ekibimiz iki farkli TUBITAK projesinde son
bes yildir beyin dokusu lizerinde kazandigi akim sitometrik tecriibeyi bu tez calismasina

yansitmistir.

5.4. Hipokampus Dokularindan Elde Edilen Gen Ekspresyonu Verilerinin

Degerlendirilmesi

Yukaridaki kisimlarda aciklandigr {izere saflastirilan popiilasyonlar kullanilarak
gerceklestirilen RT-PCR sonucunda CT ekspresyon degeri elde edilememis ve bunun tlizerine
deney tasarisi revize edilerek tiim HP dokular iizerinde RT-PCR analizi yapilmasina karar
verilmisti (Sekil 4.10). Bunun iizerine HP dokularinda gerceklestirilen RT-PCR analizleri ¢ok
biiytik 6l¢lide kaliteli yani istatistiksel olarak analiz edilebilecek netlikte CT degerleri vermistir.

Bu analiz neticesinde Hprt endojen geninin ekspresyon seviyesi baz alindiginda Sham ve
NY gruplar1 HP dokularinda DNMT1, DNMT3a, Tetl, Tet3, Ascll ve Dcx genleri ekspresyon
seviyeleri acisindan anlaml bir degisim gozlenmemistir (p>0,05). Ote yandan, Tet2 ve Arc gen
ekspresyonlarinin NY grubunda kontrollere kiyasla anlamli artis gosterdigi tespit edilmistir
(Tablo 4.4) ve (Sekil 4.12). Ote yandan, 2 kez tekrar etmemize ragmen c-Fos geninin RT-PCR ile
ekspresyon analizi CT degeri vermemistir. Bu problem ticari olarak temin ettigimiz farelerdeki
c-Fos genine 6zgl primer dizilerindeki bir yanlishiga ya da bozulmus olduklarina baglanmistir.
Eger kullanilan diger ikincil seviyedeki kimyasal sarflarda veya elde edilen cDNA 6rneklerinde
bir hata ve/veya bozulma olsaydi, diger 8 hedef ve 2 adet kontrol genin ekspresyon seviyeleri
gorlintiilenemezdi. Yine de ekspresyon seviyesini saglikli olarak tespit edebildigimiz Arc geni, c-
Fos gen ekspresyon bilgisinin yoklugunu biiyiik 6lgiide kapatmaktadir. Oyle ki iki genin veya
genin kodladig1 proteinlerin benzer bir egilimde aktif noronlarda ortak sekilde eksprese
oldugunu gosteren bir¢cok calisma bulunmaktadir [153, 157]. Sonug¢ olarak aktiflesen
noronlarda verimli bigcimde eksprese olan, c-Fos ile birlikte en bilindik erken cevap geni sinifi
icerisinde bulunan Arc geninin ekspresyonu NY grubu fare HP’larinda kontrollere kiyasla
anlaml diizeyde artis gostermistir. Bu artis yukaridaki boliimlerde (5.3) tartisildig: tizere NY
durumunda HP’da gerceklesen noronal ateslenme ya da aktif néron poptilasyon oranlarinin

arttig1 yondeki literatiir bilgileriyle ortiismektedir. Arc geni ekspresyonundaki artis verisi, akim
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sitometrik saflastirma ile elde ettigimiz, NY’'da gozlenen aktif néron popiilasyon ytlizdesindeki

artisla da uyusmaktadir.

5.5. Epigenetik Dinamiklere Ait Gen Ekspresyonu Verilerinin Degerlendirilmesi

DNA metilasyonunu katalizleyen DNMT1 ve DNMT3a enzimlerini kodlayan genlerin
ekspresyon seviyelerinin yoksunluktan etkilenmedigi goriilmiistiir. DNA demetilasyonu
kodlayan {i¢ ana enzimden Tet1/2/3’ten sadece Tet2'yi kodlayan genin ekspresyonunda kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir degisim (i¢ kat artis) oldugu gozlenmistir. RT-PCR analizi
hassasliginda elde ettigimiz bulgular, DNA metilasyonunun yoksunluk durumda degismedigini
isaret etmektedir. Fakat demetilasyon mekanizmasinda rol oynayan ii¢ kilit enzimden bir
tanesinin ekspresyon seviyesinin artmasi yoksunluk durumunda DNA demetilasyonunun
degisime ugrama ihtimalini ortaya koymaktadir. Ciinkii Tet2 geninin ekspresyon seviyesinin
artmasi, bu genin kodladig1 Tet2 enzimine ait proteini ayn1 oranda sentez edecegi anlamina
gelmemektedir. Peki bu durum daha derin nasil arastirilabilirdi? Tet2 geninin kodladig1 Tet2
enziminin fonksiyonellik kazanmasi i¢in bu genin transkripte olduktan sonra translasyona
ugramasl yani en basit biyoloji kitaplarinda da belirtildigi iizere protein sentezi olmasi
gerekmektedir. Bunu tespit etmek icin ise immiinohistokimya ve western-blot yontemleri
kullanilabilir. Fakat Tet2 proteinini spesifik bir sekilde belirlemek icin daha 6nce ekibimizce de
iki alternatif kullanilarak sinanan ticari primer antikorlarin yeterince spesifik olmadigl
gozlenmistir. Ote yandan, olaya varsayimsal olarak yaklasacak olursak; Tet2 protein ekspresyon
seviyesini oldukga spesifik bir primer antikor yardimiyla test etseydik ve bu proteinin NY
grubunda kontrollere kiyasla anlamli diizeyde artmis oldugunu belirleseydik: nasil bir tartisma
ya da degerlendirme yapabilirdik? Tet2 proteinin ekspresyon seviyesindeki artis1 gosteren bu
varsayimsal veri, Tet2 geninin ekspresyon seviyesindeki anlamli artisa dair elde edilen veriye
kiyasla kesinlikle daha degerli olurdu. Ancak, bu bilgi HP dokusundaki tiim hiicrelere ait oldukca
bir genel bilgi olurdu. Yani, HP dokusu igerisinde ¢ok ¢esitli 6zellikteki on binlerce hiicrenin
birbirlerinden bagimsiz seviyelerde sentez ettigi Tet2 proteininin tek bir kotada toplanmasi ya
da ortalamasinin alinmasi sonucu ortaya ¢ikardi. Halbuki bu calismada 6zellikle merak ettigimiz
husus HP igerisindeki aktif noronlarin DNA metilasyon/demetilasyon profillerinin nikotin
yoksunlugundan ne diizeyde etkilendigiydi. Eger saflastirdigimiz aktif néronlardan basarili
bicimde RT-PCR gerceklestirebilseydik, elde ettigimiz bilgilere kiyasla daha derin diizeyde

epigenetik sorular cevaplanabilirdi.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, NY’da ortaya ¢ikan davranissal bozukluklar ve kognitif kabiliyetlerdeki
zayiflama ya da hasarlarin altinda yatan molekiiler patogenez mekanizmalarin epigenetiksel
olarak daha derin diizeyde anlasilmasi hedeflenmistir.

Bulgularimiz neticesinde;

1. Olusturdugumuz NY modelinde, davranissal olarak bir stres durumu olustugu
gozlenmemistir fakat aktif noronlarin HP’ta akim sitometrik olarak arttig1 gézlenmistir.

2. Ayn1 zamanda HP’ta néronal aktiflesmeyi veren onemli genlerden bir tanesinin
seviyesinin arttig1 gézlenmistir.

3. Ayrica DNA metilasyonunun degismedigi, DNA demetilasyonu ile ilgili parametrelerden
bir tanesinin degistigi gorilmiistiir.

4. NY’'nda DNA metilasyonu degismezken, NY durumunda DNA demetilasyonunun artmasi
literatiirde suan icin heniliz olmayan bir bilgidir ve bu konunun daha detaylh bir sekilde

arastirilmasi gerekmektedir.
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