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ÖZET 
 

FARELERDE NİKOTİN YOKSUNLUĞUNUN HİPOKAMPUS’TAKİ ETKİLERİNİN DAVRANIŞSAL 
VE EPİGENETİKSEL OLARAK İNCELENMESİ 

 
 

İnsanlarda kronik sigara içiciliğinin bırakılması sonucunda oluşan nikotin yoksunluğu 
(NY) sırasında davranışsal fonksiyonların normal dışı seyrettiği sağlık problemleri 
görülebilmektedir. Bu olgu deney hayvanları üzerinde gerçekleştirilen araştırmalarda da bazı 
boyutlarıyla teyit edilmiştir. Literatürdeki deneysel çalışmalardan elde edilen davranışsal, 
hücresel ve moleküler düzeydeki bilgiler konunun halen önemli deneysel sorulara gebe 
olduğunu ortaya koymaktadır. 

Çalışmamızda erkek C57BL6 farelere 12 gün boyunca günde 6 mg/kg dozunda nikotin 
subkutan enjeksiyonla verilmiş, en son nikotin uygulamasından 24 saat sonra yoksunluk modeli 
oluşturulduğu kabul edilmiştir. NY grubu farelere denk yaş ve ağırlıkta Sham grubu farelere ise 
aynı zaman ve şekilde serum fizyolojik enjeksiyonu uygulanmıştır. Sham grubuna kıyasla NY 
grubu farelerde; enjeksiyon günlerindeki vücut ağırlığı değişimleri; açık alan (ATT) ve 
yükseltilmiş artı labirent testleriyle (YALT)  lokomotor aktivite ve anksiyete/anksiyolite 
durumları; akım sitometrik analizler ile hipokampus (HP) dokusunda aktif nöron oranı ve RT-
PCR ile HP’da DNA metilasyon/demetilasyon ve nöral farklılaşma/aktifleşme ile ilişkili 
genlerinin ekspresyon seviyeleri değerlendirilmiştir. 

Sham grubuna kıyasla NY grubunda vücut ağırlığı, ATT ve YALT parametreleri, akım 
sitometrik analizle aktif nöron oranı ve ekspresyonu belirlenen genlerin çoğunluğu açısından 
anlamlı bir farklılık görülmemiştir (p>0,05). Fakat akım sitometrik olarak saflaştırılan aktif 
nöronların tüm olgun nöronlara oranı ayrıca Tet2 ve Arc genlerinin ekspresyon düzeylerinin, 
Sham grubuna kıyasla anlamlı düzeyde artmış olduğu tespit edilmiştir. 

Yoksunluk oluşturduğumuzu kabul ettiğimiz hayvanlarda naif kontrollere kıyasla vücut 
ağırlığı, lokomotor kabiliyet, anksiyete/anksiyolite durumlarında anlamlı farklılık bulunmaması, 
çok yönlü sonuçlar içeren NY literatürüyle kısmen örtüşmektedir. Ayrıca, yoksunluk neticesinde 
HP’da aktif nöron oranının ve aktifleşen nöronlarda verimli biçimde eksprese olduğu bilinen Arc 
geni ekspresyonun artması literatürle büyük ölçüde tutarlılık göstermektedir. DNA metilasyon/ 
demetilasyon dinamiklerinin NY sırasında durumunu ortaya koyan bir araştırma görülmemiş: 
DNA metilasyonunu katalizleyen DNMT1/3a enzimlerini kodlayan gen ekspresyonlarının 
oluşturduğumuz yoksunluktan etkilenmediği, DNA demetilasyonunu oluşturan Tet1/2/3 
enzimlerinden ise yalnızca Tet2’nin ekspresyonunun kontrollere kıyasla anlamlı artış gösterdiği 
literatürde yeni bilgilerdir. 
  
Anahtar Kelimeler: Nikotin Yoksunluğu, Anksiyete/Anksiyolite, DNA metilasyon/demetilasyon 
Dinamikleri, Epigenetik 
 
Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Nail Can ÖZTÜRK, Mersin Üniversitesi, Anatomi Anabilim Dalı, 
Mersin. 
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ABSTRACT 
 

İNVESTİGATİON OF NİCOTİNE WİTHDRAWAL ON BEHAVİORAL AND EPİGENETİCS 
EFFECTS ON HİPPOCAMPUS İN MİCE 

 
 

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 naïve 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 
(Tet1/2/3), 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 ÖZTÜRK, PhD, Department of Anatomy, University of Mersin, Mersin 
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1. GİRİŞ 

 

Tüm dünyada halk sağlığını ağır biçimde tehdit eden sağlık problemlerinin başında 

sigara kullanımı gelmektedir [1]. Nikotin; sigaradaki en güçlü toksik bileşendir ve düzenli sigara 

kullanımı sonucu bağımlılığa yol açmaktadır [2]. Nikotin bağımlılığının ise kronik ve yineleme 

riski yüksek olan bir bozukluk olduğu, en az 5-7 başarısız bırakma girişiminin bulunduğu 

belirtilmektedir [3]. Nikotin bağımlılığı gelişmiş bir bireyin nikotin alımını azaltması ya da 

bırakması durumunda yaşadığı yoksunluk belirtileri nikotin yoksunluğu (NY) olarak 

tanımlanmıştır [4]. NY’nun oluşum sürecinde beyindeki özellikle hipokampus (HP), nucleus 

accumbens gibi spesifik bazı bölgelerde normal nörobiyolojik işleyşin değişimlere uğradığı ve 

bunun sonucunda depresyon, stres, anksiyete, uykusuzluk, huzursuzluk, lokomotor aktivitenin 

zayıflaması, öğrenme ve hafıza bozuklukları vb. bir takım davranışsal bozuklukların ortaya 

çıkabildiği bilinmektedir [5-9]. NY’nda meydana gelen bu değişimlerin daha derin düzeyde 

deneysel soruların cevaplanması gerektiği düşünülmektedir. 

Öğrenme ve hafıza gibi bilişsel fonksiyonların düzenlendiği HP, aynı zamanda stres ve 

anksiyete gibi anormal durumların da yönetildiği bir nörobiyolojik fabrika ve yönetim merkezi 

gibi düşünülebilir [10, 11]. NY’nda en çok olumsuz etkilenen nörobiyolojik olaylardan birinin 

HP’da gerçekleşen erişkin hipokampal nörogenez (EHN) olduğu bilinmektedir [12-14]. EHN 

sonucunda olgun nöronlar oluşmaktadır, fakat ilk etapta bu nöronlar sinaps içermeyen pasif 

durumdadır, yani henüz fonksiyonel değillerdir. Daha sonra bu olgun ve pasif nöronların önemli 

bir kısmı iç ve dış etmenlerin etkisiyle sinaps yapar yani elektrofizyolojik olarak aktif nöronlara 

(EFAN) dönüşürler. HP’daki mikro-sinaptik ağ içerisinde işlev gören bu EFAN’lar hipokampal 

bağımlı oluşan birçok davranışsal fonksiyonun temelini oluşturmaktadır. Literatürde NY’nun 

EHN’in proliferasyon, farklılaşma ve olgunlaşma gibi çeşitli basamaklarını sekteye uğrattığını 

gösteren çalışmalar mevcuttur. Bu çalışmalar NY’nda hücresel dönüşüm kararlarının 

bozulduğuna dair bilgi birikimi sunmakla birlikte, NY durumunda gerçekleşen nöronal 

aktifleşme mekanizma/larının altında yatan moleküler olaylar ve bu durumla ilişkili ortaya 

çıkabilecek farklı davranışsal durumlar göz önüne alındığında aydınlatılmayı bekleyen birçok 

soru bulunmaktadır. C57BL6 erkek fareler kullanılarak oluşturulan bu NY modelinde; stres 

durumu, HP içerisindeki nöronal aktifleşme ve altında yatan DNA metilasyon/demetilasyon 

dinamikleri; fizyolojik, akım sitometrik ve gen ekspresyon teknikleri kullanılarak davranışsal ve 

epigenetiksel bir bakış açısıyla analiz edilmiş ve yorumlanmıştır. 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMALARI 

 

2.1. Nikotin 

 

Sigara kullanımının pek çok kanser türüne sebep olduğu rapor edilmiştir [15-17]. Sigara 

dumanı, içeriğinde 7000’den fazla zehirli kimyasal madde barındırmasına rağmen sigara 

dumanının zararlı içeriğini oluşturan en önemli bileşeni nikotin olarak bilinmektedir [18].  

Nikotin, doğada Nicotiana tabacum ve Nicotiana rustica olarak bilinen tütün bitkilerinin 

yapraklarında yüksek oranda bulunan toksititesi oldukça yüksek sıvı alkaloit bir maddedir [19]. 

 

2.2. Nikotinin Farmakokinetik Özellikleri 

 

Nikotinin, ilk absorbsiyonunun solunum yolları ile akciğer alveollerinde gerçekleştiği, 

beyne yaklaşık 7 saniyede, tüm dokulara ise 15-20 saniye gibi kısa bir süre içerisinde hızla 

yayıldığı ve bu aşamada arteriyel kanda bulunan nikotinin, venöz kandakinden altı kat fazla 

olduğu bilinmektedir  [20, 21].  

Nikotin absorbsiyonu, sigara dumanının inhalasyon süresi ve derinliğine bağlı olarak 

farklılık göstermektedir fakat her bir sigara kullanımı sonunda duman inhalasyonuyla yaklaşık 

0,5-1,5 mg nikotin insan vücuduna absorbe olmaktadır [22, 23]. İnsanlarda nikotinin yarı 

ömrünün yaklaşık 2 saat olduğu ve vücuda alınan nikotin miktarına göre plazmadaki nikotin 

seviyesinin farklılık gösterdiği belirtilmektedir [24, 25]. Nikotinin en hızlı absorbsiyonunun 

akciğer alveollerinde gerçekleştiği, en yavaş absorbsiyonunun ise asidik ortamı nedeniyle mide 

de gerçekleştiği bilinmektedir [26]. 

 

2.3. Nikotinin Sinir Sistemi Üzerine Etkileri 

 

Nikotin sinir sistemini aktive eden psikoaktif bir maddedir ve bu tür keyif arttırıcı 

etkinliği olan maddelerin düzenli olarak kullanılması zaman içerisinde bağımlılığa yol 

açmaktadır [27]. Yapılan araştırmalarda, düzenli olarak sigara kullanan kişilerin eroin ve kokain 

bağımlılığına benzer bir bağımlılık karakteri gösterdiği [28, 29], sigara ve tütün kullanımı 

olanlarda depresyon, anksiyete, huzursuzluk vb. psikotik bozukluklar gibi bazı psikiyatrik 

sorunların bunları kullanmayanlara göre daha fazla olduğu belirtilmektedir [30-33]. Uzun 

yıllardır gerçekleştirilen araştırmalar, nikotine bağlı ortaya çıkan bu belirtilerin önemli bir 

kısmının hangi beyin bölgelerinde değişimlere yol açtığının haritasını çıkarmıştır. Örneğin, akut 

nikotin uygulamasının, dopamin, nöradrenalin, seratonin gibi beyin mono amino oksidazlarının 

salınımını değiştirdiğini ve beyinde spesifik anatomik bölgelerde (HP, nucleus accumbens, 
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insular korteks, corpus striatum vb) hasara neden olduğu [34-37] ve bu hasar derecesinin dozla 

doğru orantılı olduğu bildirilmektedir [38, 39].  

 

2.4. Nikotin Yoksunluğu 

 

Herhangi bir maddeye karşı bağımlılık gelişmiş kişilerde bağımlılığın psişik ve fiziksel 

(fizyolojik) bağımlılık olmak üzere iki durumu ayırt edilmektedir. Bağımlının, madde 

kullanımını sürdürme arzusu psişik bağımlılık olarak ifade edilirken, madde kullanımının 

kesildiği zaman bağımlının madde arama davranışı fizyolojik bağımlılık olarak tanımlanmıştır. 

Fizyolojik bağımlılığın en belirgin göstergesi ise, yoksunluk sendromu olarak bilinmektedir 

[40].  

Nikotine bağımlı kişilerde, nikotin kullanımını bıraktıktan veya azalttıktan sonra gelişen 

duyusal, bilişsel ve somatik yoksunluk belirtileri NY olarak ifade edilmektedir [8]. NY’nun sigara 

kullanan kişilerde, sigaranın günlük içilme sıklığı ve ne kadar süredir kullanıldığına bağlı olarak 

haftalar veya aylar boyunca devam edebileceği belirtilmektedir [41]. NY'nun genellikle son 

nikotin maruziyetinden 2-3 saat sonra oluşmaya başladığı 24-48 saat içerisinde ise, zirveye 

çıktığı bilinmektedir [42]. NY’da en sık görülen bulguların şiddetli bir açlık hissi, stres, 

anksiyete, konsantrasyon güçlüğü, uyku bozuklukları, kalp hızının ve kan basıncının düşmesi, 

iştah artışına bağlı olarak vücut ağırlığı artışı, motor aktivitede azalma, depresyon ve kas 

gerginliğinde artış olduğu bilinmektedir [43, 44]. Nikotin kullanımının bırakılması veya 

azaltılmasından sonra bu bulgulardan en az dördünün ortaya çıkması, DSM-V (Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders) zihinsel hastalıkların tanı ölçütüne göre; NY kriteri 

olarak sayılmaktadır ve bu klinik bulguların toplumda önemli sorunlara neden olabileceği 

düşünülmektedir [45].  

Yapılan bir çalışmada, sigarayı bırakan kişiler bir yıl boyunca izlenmiş, süre sonunda 

elde edilen bulgularda vücut ağırlığı değişimi ve sinirlilik durumunun halen devam etmekte 

olduğu; NY’nun, fazla sigara kullanan kişilerde daha az sigara kullanan kişilere kıyasla oldukça 

şiddetli seyrettiği bildirilmiştir [46]. NY’nun beyinde nörotransmiter seviyeleri, nikotinik asetil 

kolin reseptörleri (nAChRs) yoğunluğu, nörotrofik faktörlerin ekspresyonlarında ve 

kortikosteron plazma konsantrasyonlarında değişimlere yol açtığı [47-49] bu nedenle 

insanlarda; duygu durumu, motivasyon, öğrenme ve hafıza gibi çeşitli bilişsel davranışları 

etkileyebileceği düşünülmektedir [50-52]. Araştırmalar, NY sonucunda ortaya çıkan stres, 

anksiyete, depresyon, sinirlilik ve uykusuzluk gibi bir takım davranışsal sorunlardan kaçınmak 

için insanların sigara içme davranışını sürdürdüğü ve bu nedenle sigara kullanımının yeniden 

nükseden bir davranış olduğu ileri sürülmektedir [53-55].  
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2.5. Deney Hayvanlarında Nikotin Yoksunluğu 

 

 İnsanlarda gelişen NY’nun pek çok belirtisi, kemirgenler üzerinde de deneysel nikotin 

bağımlılığı ve NY modeli oluşturularak incelenebilmektedir. Literatürde kemirgenlerde NY 

modeli oluşturulması değişkenlik göstermektedir. Kemirgenlere, farklı doz ve uygulama 

yöntemleriyle (ozmotik mini pompa (omp), subkutan, transdermal, oral, intraperitoneal vb) 

akut veya kronik nikotin uygulamaları gerçekleştirilmiş, bu uygulamaların  

sonlandırılmasıyla birlikte insanlarda görülen duyusal, somatik ve bilişsel yoksunluk 

belirtilerinin hayvanlarda da geliştiği gözlenmiştir [56-59]. Kemirgenlerde en sık gözlenen 

somatik belirtiler; bruksizim (diş gıcırdatma), dispne (solunum güçlüğü), pitozis (gözkapağı 

düşüklüğü), kas seğirmesi, göz kırpma, titreme ve huzursuzluk olarak bilinmektedir [60]. 

Yoksunluğun şiddetine göre ise bu belirtilerin sıklığının arttığı belirtilmektedir [61].  Nikotin 

uygulamasının sonlandırıldığı durumlarda ortaya çıkan bu davranışsal semptomlar takip 

edilerek yoksunluk durumunun zirve yaptığı zaman aralıkları belirlenebilmekte (uygulanan doz 

miktarına, süresi ve şekline göre farklılıklar göstermektedir) ve NY modellemeleri 

yapılmaktadır [47-50, 56]. Yoksunluk durumunda davranışsal durumların değerlendirilmesinin 

yanında kanda kortikosteron ve kortizol seviyeleri analiz edilerek ortaya çıkabilecek stres 

durumlarının dereceleri ve ortaya çıktığı zaman aralıklarının belirlendiği bildirilmektedir [62]. 

Tüm bu bilgiler ışığında literatürde oldukça geniş ölçekte farklı NY çalışmaları bulunmaktadır  

[9, 48, 63-65].  

Yukarıda bahsedilen belirtilere ek olarak, kemirgenlerde, NY’na bağlı ortaya çıkan stres, 

anksiyete, anksiyolite ve depresyon gibi bozukluklar çeşitli davranışsal testlerle de kısmen 

ölçülebilmektedir. Söz konusu bozuklukları ölçmek için en sık kullanılan testler; Açık Alan Testi 

(ATT), Yükseltilmiş Artı Labirent Testi (YALT), Zorunlu Yüzdürme Testi (ZYT) ve Korku 

Şartlanması Testi (KŞT)’dir [48, 51, 60, 65 ].  

 

2.6. Hipokampus  

 

 Limbik sistem, öğrenme ve hafıza fonksiyonları açısından oldukça önemli olan formatio 

hippocampi (FH); HP, gyrus dentatus (GD), subiculum (SB) ve entorhinal korteks (EK)’i içeren 

primitif kortikal bir yapıdır [66]. 

İnsan beyninde lobus temporalis’in derinine yerleşmiş olarak bulunan HP, ventriculus 

lateralis’in cornu inferius’unun tabanı boyunca uzanan yaklaşık 5cm uzunluğunda limbik 

sistemin en önemli oluşumlarından biridir (Şekil 2.1). İnsanlarda fissura choroidea’nın dış 

kısmından gelişen HP, bu bölgede gelişmiş olan nöral progenitörlerin çoğalıp göç etmesi ve 
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ventrikül duvarının medial’ine doğru giderek kalınlaşan bir çıkıntı oluşturması sonucu meydana 

gelmektedir [67, 68].  

Hipokampus, içe doğru katlanarak Cornu Ammonis (CA) bölgelerini (CA1,CA2,CA3) 

oluşturan ve GD olarak uzananan iki laminadan oluşmaktadır ve bu morfolojik yerleşmeden 

dolayı koronal beyin kesitlerinde C harfi şeklinde görüldüğü bilinmektedir [68] (Şekil 2.2). 

Ayrıca, Pes hippocampi olarak isimlendirilmiş geniş bir ön uca sahiptir ve burada bulunan 

çıkıntılar digitationes hippocampi olarak isimlendirilmektedir [69, 70].  

Hipokampus’un ventriküler yüzeyi konveks olup ependim hücreleri ile örtülmüş 

durumdadır ve burada hipokampal aksonların oluşturduğu alveus denilen beyaz cevher 

tabakası yer almaktadır. Ependim hücrelerinin altında yerleşmiş olarak bulunan alveus’un lifleri 

ise medial’e doğru bir araya gelerek hipokampal aksonların izlediği ana efferent yolu (fornix) 

oluşturmaktadır [71, 72](Şekil 2.3). 

Hipokampus’ta düzenlenen fonksiyonların işlerliğini sağlayan en temel hücresel işleyiş 

EHN olarak bilinmektedir. EHN; HP’un GD’unun subgranüler tabakasında kök hücrelerin olgun 

nöronlara dönüştüğü adeta bir nöronal fabrikasyon süreci olarak iş gören ve öğrenme, hafıza 

gibi davranışsal durumların gerçekleşmesinde görevli yolaklarda esas rolü üstlenecek 

fonksiyonel nöronların aktifleşmesi olarak sonuçlanan bir hücresel farklılaşma basamakları 

bütünü olarak tanımlanmıştır [73-75]. Bunun yanı sıra, HP’un bağlantı oluşturduğu yapılar ile 

ilişkisi oldukça önemlidir. EK’ten perforant lifler ile tek yönlü iletilen sinyaller; GD’da sinaps 

yapmakta, GD’dan CA3 bölgesine mossy lifleri ile yönlendirilmektedir (Şekil 2.4). Bu bölgeden 

ise karşı tarafa yönlendirilen kommissural lifler schaffer kollateral yolağını oluşturarak CA1 

bölgesinde sonlanmaktadır. HP ve bu yolakların öğrenme ve bellek gibi davranış fonksiyonları 

üzerinde etkili olduğu bilinmektedir [76-78].  
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Şekil 2.1. İnsanlarda sağ beyin hemisferinde HP’un yerleşimi [79]. 

 

 

 

 

Şekil 2.2. İnsan beyninde HP’un yerleşimi (koronal kesit) [80]. 
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Şekil 2.3. İnsan beyninde HP, GD, fornix ve ilgili yapıların yerleşimi [79].  

 

 

 

Şekil 2.4. Rat beyninde hipokampal devreler ve yolakların görüntüsü [81]. 
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2.7. Nikotin Yoksunluğu ve Hipokampus İlişkisi 

 

Hipokampus, beyinde her biri önemli işlevlere sahip olan; cortex cerebri, amigdala, 

hipothalamus ve corpus mammillare gibi hereketlerin davranışlara dönüştürülmesinde etkili 

olan temel limbik sistem bölgeleriyle sayısız ama dolaylı pek çok bağlantı göstermekte ve 

böylece davranışların düzenlenmesinde rol oynamaktadır [82]. Ayrıca her türlü duyusal uyaran 

HP’u aktive etmektedir. Bu nedenle HP, öğrenme ve hafıza gibi normal; stres, anksiyete, 

anksiyolite ve depresyon gibi patolojik davranışsal durumların düzenlendiği en önemli 

merkezlerden birisi olarak kabul edilmektedir [83, 84]. Hem insanlarda hem de kemirgenlerde 

NY’da gelişen semptomların çeşitliliği göz önüne alındığında, HP’un yoksunluk durumundan 

etkilenen önemli anatomik oluşumlardan biri olduğu bilinmektedir [8].  

Literatürde akut ve kronik nikotin kullanımının davranış fonksiyonları üzerinde farklı 

etkilere neden olduğu bildirilmektedir. Örneğin; sigara kullanımına yeni başlayan bireylerde, 

nikotinin sürekli dikkat gerektiren işlerde performansı arttığı fakat düzenli kullanım sonucunda 

nikotine karşı gelişen tolerans ile bu etkinin giderek azaldığı belirtilmektedir [85]. Bununla 

birlikte sigara kullanan insanların stresli olduklarında daha fazla sigara tükettiği, stresin 

insanlarda sigara içme davranışında önemli bir faktör olduğu belirtilmektedir [86]. Sigara 

kullanımını bırakan bireylerin incelendiği çalışmalarda, NY yaşayan bireylerde gelişen davranış 

bozukluklarının durumu: nikotin maruziyetinin süresi, şiddeti (ağır ya da hafif) vb. faktörlere 

bağlı olarak çeşitlilik göstermektedir [87-88]. Deneysel hayvan çalışmalarında ise, hipokampal 

fonksiyona dayanan öğrenme ve hafıza gibi önemli bilişsel süreçlerin, akut ve kronik nikotin 

maruziyetinin etkilerine karşı oldukça duyarlı olduğu gözlenmiştir [84]. Kemirgenlerde akut 

veya kronik nikotin maruziyetinin sonlandırılmasının ardından NY’na bağlı olarak ortaya çıkan 

stres ve anksiyete vb. gibi bilişsel bozuklukların HP’a bağlı öğrenme ve bellek fonksiyonlarını 

değiştirdiği bildirilmektedir [89-91]. HP’un öğrenme ve bellek fonksiyonları üzerindeki rolü, 

hipokampal nöronlarda gerçekleşen uzun süreli potansiyalizasyon (LTP) ile açıklanmaktadır 

[92]. Bugün yapılan pek çok çalışmada, NY’da ortaya çıkan bu bozuklukların LTP’a zarar verdiği 

ve böylece HP’ta gerçekleşen gen transkripsiyon dolayısıyla gen ekspresyon mekanizmalarını 

etkileyerek söz konusu davranış fonksiyonlarının temelini oluşturan EHN’de değişikliklere 

neden olabileceği ileri sürülmektedir [93-95].   

 

2.8. Gen İfadesinin Düzenlenmesi 

 

Tüm canlı organizmalar için kalıtım materyalı olan DNA’nın, her hücredeki dizisi aynı 

olmasına rağmen hücrelerin şekil ve fonksiyonel açıdan farklılaşarak birbirlerinden ayrıldığı 

bilinmektedir [96]. Hücrelerin çoğalması ve farklılaşması için gen ekspresyon mekanizmalarının 
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belirli bir düzende işlemesi gerekmektedir. Hücrelerin fonksiyonlarına göre bazı genlerin açık 

(aktif) bazı genlerin ise kapalı (pasif) konumda olduğu bilinmektedir. Canlılık devam ettiği 

sürece her bir proteini kodlayan genin, çeşitli hücresel ve moleküler mekanizmalar ile 

transkripsiyon durumu devamlı olarak kontrol altındadır. Örneğin; pasif ya da diğer bir 

söylemle uyku halindeki nöronların aktif moda geçmeleri çevredeki diğer nöronların uyarısıyla 

gerçekleşebilmektedir [97, 98].  Burada önemli olan, hücreye gelen uyaranın; protein üretimi, 

hormonlar ve nörotransmitter gibi maddelerin açığa çıkması için gerekli olan kimyasal 

tepkimelerin başlatılmasını sağlayan enzimlerin üretilmesini sağlamasıdır [99, 100].  

Hücre çekirdeğinde DNA ve bazik proteinden (histon) meydana gelmiş nükleoprotein 

kompleksi kromatini oluşturmaktadır  [101]. Kromatin yapısı ise; yüksek oranda yoğunlaşan ve 

esas olarak inaktif genleri içeren heterokromatin ile nispeten az olan ve aktif genlerin çoğunu 

içeren ökromatin olarak ikiye ayrılmaktadır [102]. Yapılan çalışmalar, epigenetiksel 

mekanızmaların gen ifadesinin düzenlenmesi için önemli ipuçları sunduğunu ortaya 

koymaktadır. Bugün en iyi bilinen epigenetiksel mekanizmalar DNA metilasyon/demetilasyon 

ve çeşitli histon modifikasyonları olarak bilinmektedir [103, 106].   

  DNA metilasyon/demetilasyon döngüsünün, normal (gelişim, hücresel göç ve 

farklılaşma vb) ve patolojik (kanser, gelişimsel bozukluklar vb) biyolojik işleyiş üzerinde kilit 

öneme sahip epigenetik mekanizmalardan olduğu bilinmektedir [107, 108].  Basit bir ifadeyle, 

DNA metilasyonu, DNA metil transferaz enzimlerinin (DNMT) DNA’nın 5 ucundaki karbon 

grubuna (5C) bir metil grubu eklenmesi (5 metilsitozin-5mC) işleminin katalizlendiği bir 

kovalent modifikasyon olarak bilinmektedir [109]. Öte yandan, Ten Eleven Translocation 

(Tet1/2/3) ailesi enzimleri 5mC’ni oksidatif yolla 5 hidroksimetilsitozine (5hmC) çevirerek 

metile olmuş DNA’yı aktif bir şekilde demetilasyona uğratabilmektedir [110]. 5mC’nin varlığı 

kromatinin paketlenmesi (heterokromatin) ve ilgili kromatin bölgesindeki transkripsiyonel 

aktivitenin baskılanması (Transcriptional Repression) ile karakterize olduğu, 5hmC’nin ise 

paketlenmiş (heterokromatin) durumdaki kromatini açarak ökromatine dönüştürdüğü, böylece 

pasif durumda bulunan gen ekspresyonlarının aktifleştiği bilinmektedir [110, 111]. Ayrıca 

(Tet1/2/3=5hmC; DNMT1/2/3a/3b/3L=5mC) enzim ailelerinin ayrı ayrı DNA’nın 5mC ve 

5hmC hallerini katalizleyebilme fonksiyonuna sahip olduğu bilinmekle birlikte, bu genlerin 

manipüle edildiği çalışmalarda her bir genin hücresel farklılaşma aşaması, farklı yaşamsal evre 

vb. durumlardaki davranışlarının değişkenlik gösterdiği anlaşılmıştır. Örneğin: fetal beyin 

gelişimi için DNMT1 geninin nöral gelişim için olmazsa olmaz işleve sahip olduğu gözlenirken, 

DNMT3a geninin bu evrede baskılanmış olduğu fakat postanatal beyin gelişimi sırasında bunun 

tam tersinin olduğu gözlenmiştir [112]. Literatür Tet enzimlerine ait de benzer mukayeseler 

içermektedir. DNA metilasyon çalışmalarında gelinen noktada artık 5mC/5hmC’nin öneminden 
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öte bu iki temel epigenetik faktörün kanser ve birçok hastalıkla çok yakından ilişkisi olduğu 

gösterilmiştir [113, 114].  

 

2.9. Erken Cevap Genleri 

 

Yaşamımız boyunca edindiğimiz her duyusal deneyim, beynin düzgün gelişimi ve nöral 

plastisite için oldukça önemlidir [115]. Beyin; madde bağımlılığı, madde yoksunluğu, stres, 

heyecan, korku vb. gibi dışarıdan gelen uyarılara adaptasyon ya da cevap oluşturabilme 

özelliğine sahiptir. Örneğin, nikotin maruziyetinin HP’un düzenlediği normal fonksiyonları 

olumsuz yönde etkileyerek çeşitli derecelerde sağlık problemlerine yol açtığı [9, 116, 117], 

benzer şekilde stresin ileri yaş dönemlerinde depresyon ve anksiyete başta olmak üzere çeşitli 

davranışsal bozukluklara neden olduğu belirtilmektedir [118-120].   

Canlıların stres gibi dışarıdan gelen herhangi bir uyaranla karşılaşması, davranışları 

oluşturmaya yönelik enerjileri harekete geçiren fizyolojik değişimlerin başlamasına neden 

olmaktadır [121]. Basit bir ifadeyle bu süreç, belirli duyusal uyaranların ilgili nöral devrelerde 

nöronal aktivasyonu başlatması ve böylece aktifleşen nöronların hücre dışı sinyalleri alarak bir 

cevap oluşturmasına dayanır [115] .  

Stres durumunda hipotalamo pituiter adrenokortikal (HPA) aktivasyon artışına bağlı 

olarak açığa çıkan adrenokortikotropik hormonun (ACHT),  adrenal bezleri uyarmasıyla kanda 

stres hormonu olarak bilinen kortizol (CORT) seviyesi artmaktadır [122]. CORT’un kan beyin 

bariyerlerini geçerek, glikokortikoid (GC) reseptörlerine bağlandığı ve böylece limbik sistemde 

her biri önemli işlevlere sahip olan; HP, amigdala ve prefrontal kortekside içeren nöronların 

aktivasyonunu (nöronların uyarılır olması, nöronal ateşleme (nöronal firing) vb durumları) 

başlattığı bilinmektedir [123, 124].  

Stres ve strese bağlı olayların uzun dönemde etkilerinin açığa çıkmasını hücre içi gen 

transkripsiyon sisteminde oluşan değişikliklerin yönettiği düşünülmektedir [125]. Bu hücresel 

değişikliklerin ise, erken cevap genleri (ECG- Immediate Early Genes ) olarak tanımlanmış bir 

grup transkripsiyon faktörünün stres, heyecan, korku vb gibi durumlarda hızla transkripsiyona 

uğraması ve devamında ilgili proteinlerin sentez edilmesi yani eksprese edilmesine bağlı olduğu 

keşfedilmiştir [126, 127].  Herhangi bir hücresel uyarana karşı çok kısa bir süre içerisinde cevap 

oluşturan bu genlerin uyarılması; kısa dönemde nörotransmitter, peptit ve reseptör 

seviyelerinde değişikliğe neden olurken, uzun dönemde yapısal değişikliklere neden olmaktadır 

[128]. 

Erken cevap genlerinin transkripsiyonu ile ilişkilendirilen stresin; hipokampal bağımlı 

bellek fonksiyonlarının altında yatan moleküler mekanizmalarda oluşturduğu değişiklikler, 

sıçanlarda morris su tankı testi (MSTT) kullanılarak yapılan bir çalışmada incelenmiştir. MSTT 
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sonunda; NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptörlerinin harekete geçmesi nöronlarda MAPK/ERK 

(Mitojenle aktive edilmiş kinaz/ dış sinyal düzenleyici kinaz ) sinyal yolağının aktivasyonunu ve 

böylece nükleusta ERK1/2’nin fosforilasyonunu (pERK 1/2) başlattığı bildirilmektedir. Bir 

yandan GC’nin nükleer kinazların (MSK1 ve Elk-1) aktivasyonunu başlattığı ve bunun 

sonucunda; pERK1/2 ile nükleusta etkileşime girdiği, daha sonra ise epigenetiksel 

mekanizmalar (histon H3’te serin-10 fosforilasyonu ve lizin-14 asetilasyonu) uyarılarak 

kromatin yapısının açıldığı bilinmektedir [129](Şekil 2.5).  

Yapılan çalışmalara göre, ECG’leri; Jun (C-Jun, JunB, JunD), Fos (c-Fos, FosB) ve Krox 

(Krox20, Krox24) olarak sınıflandırılmaktadır. Bu sınıfta tanımlanan ilk proto-onkogen, 

hücresel işlevler yönünden ana anahtar olarak tanımlanan Fos grubuna ait olan c-Fos genidir. c-

Fos geninin, nüklear bir transkripsiyon faktörü olarak hücre çoğalması ve hücre farklılaşması 

sırasında gen ekspresyonlarının düzenlenmesinden sorumlu olduğu bilinmektedir [130, 131].  

Sinir sisteminde, c-Fos geninin nöronal aktifleşme belirteci olduğu kabul edilmektedir fakat 

araştırmalar, bu genlerin aktif nöronların belirteci olmasının dışında nöral plastisitenin 

sağlanması ve hafıza oluşumunun düzenlenmesi gibi önemli bilişsel işlevlerde de görev aldığını 

belirtmektedir [132, 133].  
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Şekil 2.5. Hipokampus’a bağlı bilişsel fonksiyonların altında yattığı düşünülen moleküler 
mekanizmalar [129]. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

 Bu tez çalışması, Mersin Üniversitesi (MEÜ) Tıp Fakültesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu Başkanlığı’nın 23.02.2016 tarihinde 52602694-050/E.43172 nolu onay raporu ile 

yürürlüğe girmiştir. Çalışmamızda deney hayvanı modeli oluşturulması, gerekli dokuların elde 

edilmesi ve dokuların kullanım aşamasına kadar muhafaza edilmesi işlemleri, MEÜ Deney 

Hayvanları Araştırma Laboratuvar’ı (DEHAL) ile MEÜ Anatomi Anabilim Dalı (AD) 

Laboratuvarı’nda gerçekleştirilmiştir. Çalışmamızın esas tasarısını oluşturan NY modelinin, 

davranış testleri ile değerlendirilmesi MEÜ Fizyoloji AD Davranış Laboratuarı’nda, akım 

sitometrik ve Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu  (RT-PCR) ile gen ekspresyon 

analizleri ise MEÜ İleri Teknoloji ve Araştırma Merkezi’nde (MEİTAM)  gerçekleştirilmiştir.  

 

3.1. Deney Hayvanlarının Elde Edilmesi 
 

Çalışmamızda, DEHAL’den elde edilmiş olan 44 adet 60 günlük C57BL6 soy erkek fareler 

kullanılmıştır. DEHAL’den resmi olarak teslim alınan fareler, MEÜ Fizyoloji AD Davranış 

Laboratuvar’ına taşınmış ve deneyler başlamadan önce bir hafta süre ile bu yeni ortama 

alışmaları sağlanmıştır. Bu laboratuvarda, alıştırma ve asıl deneylerin gerçekleştirildiği tüm 

süreçler boyunca deney fareleri 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık döngüsünde, uygun nem ve 

sıcaklık (22-25°C) koşullarının kontrolü altında barındırılmıştır. İçme suları kafeslerinin üzerine 

hayvanların erişebileceği şekilde yerleştirilmiş ve herhangi bir kısıtlama uygulanmamıştır. 

Hazır pellet yem kullanılmış ve haftada 2 gün farelerin barındıkları kafesler temizlenmiştir. 

Alıştırma süreci boyunca deney fareleri tek bir deneyci tarafından günde iki kez kafeslere 

müdehale edilmeden izlenmiştir (Şekil 3.1).  

 

 

Şekil 3.1. Çalışma süresince C57BL6 soy erkek farelerin laboratuar ortamında barındırılması 
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3.2. Nikotin Yoksunluğu Modelinin Oluşturulması ve Çalışmanın Aşamaları 

 

Çalışmamız, NY ve Sham olmak üzere iki ana grubu içermektedir. NY grubu farelere 12 

gün boyunca her gün vücut ağırlıklarına göre her seferinde 2 mg/kg dozunda olmak üzere 

günde üç kez serum fizyolojik (SF) içerisinde çözdürülmüş nikotin solüsyonu subkutan 

enjeksiyon yoluyla verilmiştir (Şekil 3.2). Sham grubuna ise 12 gün boyunca NY grubuna 

uygulanan enjeksiyon saatlerine eş olacak şekilde her gün toplam üç kez SF solüsyonu enjekte 

edilmiştir. Enjeksiyon uygulamaları laboratuvarın aydınlık evresinde saat 09.00, 12.00 ve 15.00 

saatlerinde gerçekleştirilmiştir. Son nikotin ve SF enjeksiyon uygulamalarından (12. gün) 24 

saat sonra yoksunluk oluşturulduğu varsayılmıştır [56]. NY’nun farelerde oluşturabileceği stres, 

anksiyete vb. normal dışı durumların davranışsal olarak test edilmesi için aynı laboratuvarda 

bulunan ATT ve YALT testlerinin uygulamalarına başlanmıştır. Davranışsal testlerin 

uygulanmasının ardından uygun aneztezi altında HP dokuları diseke edilmiş ve elde edilen HP 

dokuları akım sitometrik analizlerde kullanılmak üzere diasosiyasyon işlemine alınmıştır. 

Çalışmamızın akım sitometrik analizleri için MEİTAM’da bulunan BD Facs Aria III cihazı 

kullanılmıştır (Şekil 3.3). 

 

         

Şekil 3.2. Farelere subkutan enjeksiyon yoluyla nikotin ve SF uygulanması 
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Şekil 3.3. Çalışmamızın akım sitometrik analizlerinin gerçekleştirildiği BD Facs Aria III cihazı 

 

3.3. Nikotin Dozunun Hesaplanması 

  

Çalışmamızda NY grubu farelere 2 mg/kg dozunda sıvı nikotin solüsyonu ve Sham grubu 

farelere ise ona denk hacimde serum fizyolojik sıvısı günde üç kez subkutan enjeksiyon yoluyla 

verilmiştir. Nikotin dozu hesaplanmadan önce tüm farelerin vücut ağırlıkları ölçülmüştür. 

Ölçüm sonucuna göre, 12 günlük deney süresince tüm farelerin ortalama 22,5 gram ağırlığında 

olduğu kabul edilerek nikotin dozu hesaplanmıştır. Her bir fareye tek seferde 2 mg/kg dozunda 

nikotin solüsyonu 1 dizyem (100 µl) hacim içerisinde enjekte edilmiştir. 

2 mg/kg doz için; 22,5 gram bir farenin alması gereken nikotin miktarı 0,045 mg olarak 

hesaplanmıştır. Çalışmamız için ticari olarak elde ettiğimiz nikotin solüsyonu, 98 µl olup içinde 

100 mg nikotin içermektedir. Buna göre bu solüsyonun 0,044 µl hacminde 0,045 mg nikotin 

olduğu hesaplanmıştır. Söz konusu hacimdeki nikotin solüsyonuna 99,956 µl hacminde steril 

serum fizyolojik solüsyonu ekleyerek bir fareye tek seferde vereceğimiz 100 µl hacimde ve 

2mg/kg dozunda nikotin solüsyonu elde edilmiştir. Fakat söz konusu hacimlerin küçüklüğü ve 

12 gün boyunca her gün 22 fareye nikotin uygulaması yapılacağı düşünüldüğünde ilgili 

solüsyonun çoklu hazırlık aşamalarındaki hata payının yüksek olabileceği öngörüldüğünden 

dolayı, tek seferde tüm deneyler için gerekli olan (12 gün X 22 fare X günde 3 kez) nikotin 

solüsyonu hazırlanmıştır.  
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Bunun için, ticari olarak elde ettiğimiz nikotin solüsyonundan;  

12 gün X 22 fare X günde 3 kez X 0,044 µl = 34,848 µl hacminde nikotin solüsyonu uygun 

bir mikro pipet aracılığıyla çekilerek; üzerine 12 gün X 22 fare X 3 kez X 99,956 µl = 79165.152 

µl serum fizyolojik solüsyonu eklenmek suretiyle nikotin solüsyonu hazırlanmıştır. Tüm bu 

işlemler steril koşullarda gerçekleştirilmiş, ortam her defasında %70’lik alkol ile temizlenmiştir. 

Hazırlanan bu ana stoktan her 3-4 deney gününde bir yeteri miktarda solüsyon 5mL’lik steril 

50mL’lik tüp içerisine alınıp daha sonra her deney günü steril insülin enjektörlerine 1 dizyem 

(100µl = 0,1cc = 0,1mL) çekilerek farelere subkutan enjeksiyon yoluyla verilmiştir. Sham grubu 

farelerine ise; NY grubu farelere denk olarak her bir uygulamada 1 dizyem hacmindeki SF 

solüsyonu aynı yöntemle uygulanmıştır. Deney süresince her bir farenin subkutan enjeksiyonu 

her seferinde yeni ve steril insülin enjektörü kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  

 

3.4. Vücut Ağırlıklarının Kayıt Altına Alınması 

 

Çalışmamızda NY ve Sham grubu farelerin vücut ağırlıkları 12 günlük deney süresince 

her gün ilk enjeksiyon uygulamalarından önce (saat 08.30-09.00) ölçülerek elektronik ortamda 

düzenli olarak kayıt altına alınmıştır. Vücut ağırlığının ölçümünde kullanılan hassas terazinin 

her kullanımdan önce kalibrasyonu kontrol edilmiştir. 

 

3.5. Açık Alan Testi 

 

Çalışmamızda, NY ve Sham grubu farelerin stres ve lokomotor aktivite kabiliyetlerini 

değerlendirebilmek için MEÜ Fizyoloji AD Davranış Laboratuvarı’nda bulunan düzenek 

kullanılmıştır. Üstü açık kare şeklindeki platformun tabanının bir kenarının uzunluğu 50 cm ve 

yan duvarların yüksekliği 23 cm ölçülerinden oluşup, beyaz opak pleksiglastan yapılmıştır (Şekil 

3.4). ATT’ne başlamadan bir gün önce fareler platforma serbest bir şekilde bırakılarak 5 dakika 

ortamı keşfetmelerine izin verilmiştir. Deney aşamasında çalışmaya alınan her bir fare 

düzeneğe merkez bölgeden bırakılarak 10 dakika süreyle teste tabi tutulmuş, her bir farenin kat 

ettiği toplam mesafe (cm), hızı (cm/sn) ve merkezde geçirdikleri süre (sn) Noldus Ethovision XT 

(Version 4) kayıt sistemi ile kayıt altına alınmıştır. Düzenek her hayvan uygulamasından sonra 

%50’lik alkol ile temizlenmiştir. 
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Şekil 3.4. Açık alan testi düzeneği 

 

3.6. Yükseltilmiş Artı Labirent Testi 

 

Çalışmamızda YALT, MEÜ Fizyoloji AD Davranış Laboratuvarı’nda bulunan, farelerin 

yüksek ve açık alana karşı korku hissetmeleri prensibine göre geliştirilen düzenek ile 

gerçekleştirilmiştir. Düzenek beyaz opak pleksiglastan yapılmış olup; artı şeklinde ve yerden 40 

cm yükseklikte, 2’si kapalı (35 cm uzunluk x 5 cm genişlik x 15 cm yükseklik),  2’si ise açık (35 

cm uzunluk x 5 cm genişlik) olmak üzere toplam 4 koldan oluşmaktadır (Şekil 3.5). YALT’ne 

başlamadan bir gün önce fareler platforma serbest bir şekilde bırakılarak 5 dakika ortamı 

keşfetmelerine izin verilmiştir. Ana deney gününde, 5 dakikalık deney süresi içerisinde 

düzeneğin merkezine bırakılan farelerin açık ya da kapalı kola giriş çıkış sayıları ve bu kollarda 

geçirdikleri süre Noldus Ethovision XT (Version 4) kayıt sistemi ile kayıt altına alınmıştır. 

Düzenek her hayvan uygulamasından sonra %50’ lik alkol ile temizlenmiştir.  

 

23 cm 

50 cm 

50 cm 
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Şekil 3.5. Yükseltilmiş artı labirent testi düzeneği 

 

3.7. Fare Beyinlerinden Hipokampus Dokularının Elde Edilmesi 

 

 Davranış testlerinin ardından kesim saati gelen fareler vücut ağırlığına göre 10 mg/kg 

Ksilazin ve 100 mg/kg dozda Ketamin kullanılarak intraperitoneal enjeksiyon yoluyla derin 

anestezi altına alındı ve sırasıyla aşağıdaki işlemler uygulandı. 

İlk olarak, büyük cerrahi makas kullanılarak farelerin baş kısmı kraniyoservikal 

bileşkeden kesildi. Ardından ince uçlu cerrahi makas kullanılarak rostrokaudal hattın 

ortasından bir kesi yapılarak deri kafatasından ayrıldı.  

Yine ince uçlu cerrahi makas yardımıyla kafa tabanına yakın bir noktadan longitudinal 

bir insizyon yapılarak sutura sagittalis superior boyunca kesi ilerletildi. Orta hattan ikiye ayrılan 

kafatası uygun uçlu forseps kullanılarak her iki hemisfer tarafına doğru kaldırılarak beyin 

ortaya çıkarıldı. Çıkarılan beyin dokusu +4°C sıcaklıkta 0,1 M'lık sodyum fosfat tampon (PBS) 

içeren ve buz üzerinde tutulan petri kabına yerleştirildi (Şekil 3.6.). 

Beyin dokusu fissura longitudinalis cerebri’den sagittal bir kesi ile iki hemisfere ayrıldı 

(Şekil 3.7 ve 3.8) ve koronal kesiler ile sırasıyla beyin sapı-cerebellum bileşkesi (colliculus 

superior’ların birleşim yerinden kesilerek) ve her iki bulbus olfactorius (BO) beyin dokusundan 

uzaklaştırıldı. Çıkarılan her iki hemisfer petri kabına medial yüzleri görünecek şekilde 

yerleştirildi (Şekil 3.9) ve mikropenset yardımı ile thalamus diseke edilerek çıkartıldı (Şekil 3.7 

ve 3.8). HP’un hem rostral hem kaudal bölümünü serbestleştirebilmek için rostral ve kaudal 

hatta cortex cerebri ile olan bağlantıları kesilerek HP’un ön-arka kompartmanı serberstleştirildi 
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(Şekil 3.7 ve 3.9). Daha sonra HP’un dorsal ve ventral bölümleri üzerinde iğne yardımı ile kesiler 

yapılarak HP dağılmadan ittirilerek (kesilerek)  dikkatlice diseke edildi (Şekil 3.9). 

 

      

Şekil 3.6. Soğuk PBS içerisine yerleştirilen beyin dokusunun görüntüsü 

 

                            

Şekil 3.7. Hipokampus diseksiyonunun şematik resmi. Beyin dokusu üzerinde bulbus 
olfactorius’lar, beyin sapı ve cerebellumun uzaklaştırılması (A), sagittal kesi ile sağ ve sol 
hemisferin ayrılması (B), bir hemisferin medial yüzünde Thalamus’un diseke edilip çıkartılması 
(C), HP’un dorsal ve ventral bölümlerinde kesiler yapılarak çıkartılması (D), diseke edilen HP 
dokusu (E). 
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Şekil 3.8. Beyin sapı, Cerebellum, BO ve Thalamus’un beyin dokusundan uzaklaştırılması 
 

 

 

Şekil 3.9. Hipokampus dokusunun diseksiyon aşamaları 
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3.8. Hipokampal Hücrelerin Enzimatik Yöntemle Tekli Canlı Hücre Süspansiyonuna 

Ayrıştırılması 

 

Yukarıda tarif edildiği şekilde izole edilen HP dokuları ivedimle soğuk HBSS (Hank’s 

Balanced Salt Solution) tamponu içine alındı. Tüm HP dokuları, mikro cerrahi makas ile HBSS 

içinde takriben 1 mm3’lük küçük parçalara ayrıldı ve parçalar üzerine DNAse1 içeren soğuk 

HBSS eklenerek ajite edildi ve dokular insülin enjektörüyle yıkandı.  Bu sürede, HBSS’nin fazlası 

çekilerek atıldı ve her bir dokunun üzerine 370C sıcaklıktaki ticari olarak elde edilmiş olan 

TrypleSelect (rProtease ve EDTA içeren enzimli tampon solüsyonu) enziminden 1 mL hacminde 

eklendi.  

Dokular bu enzim içinde orbital çalkalayıcılı inkübatörde devamlı ajite edilerek ve 15 

dakikada bir sırasıyla; bir kez plastik transfer pipeti, iki kez 1000 μL ve son olarak 200 μL’ lik 

mikropipet ucu ile pipetaj yapılarak, 370C sıcaklıkta 60 dakika inkübe edildi. Bu süreç sonunda 

görsel olarak solüsyon içerisinde doku parçası kalıp kalmadığı kontrol edildi. Neredeyse tüm 

deneylerde bir saat sonunda tüp içerisinde beyaz bulutsu renkte ve yoğun kıvamda bir hücre 

süspansüyonu olduğu teyit edildi. 

İnkübasyon süresi dolunca örnekler soğutuculu bir santrifüjde 40C sıcaklıkta 300 g 

(RCF) devir hızında 10 dakika santrifüj edildi. Çöktürme işleminden sonra üst fazı atılarak 

dipteki hücre pelletinin üzerine DNAse1 içeren 1 mL soğuk HBSS konuldu ve 1000 μL’lik 

mikropipet ile yumuşak hareketlerle resüspande edildi.  

Süspansiyon buz üzerinde 5 dakika bekletilerek parçacıkların çökelmesi beklendi. 

Çökeltinin üzerinde kalan bulanık üst faz bir pipetle yavaşça çekilerek buz üzerindeki 15 mL’lik 

tüpe toplandı. Tüpte kalan çökelti üzerine çekilen süspansiyon hacmi kadar soğuk HBSS eklenip 

yine yumuşak bir şekilde 8 kez olmak üzere 1000 μL’lik mikropipet pipetle resüspande edildi ve 

süspansiyon yine buz üzerinde 5 dakika bekletilerek büyük parçaların çökmesi beklendi. Daha 

sonra ise, üstte kalan bulanık faz mikropipetle alınarak yine daha önce toplanan ve buz üzerinde 

tutulan süspansiyonun üzerine eklendi. Yine çökeltinin üzerinden alınan miktarda soğuk HBSS 

çökelti üzerine konularak 1000 μL’lik mikropipet ile yumuşak hareketlerle resüspande edildi. 

Süspansiyon yine buz üzerinde 5 dakika bekletilerek büyük parçaların çökmesi beklendi. Aynı 

şekilde çökelti üzerindeki sıvı faz mikropipetle alınarak daha önce toplananların üzerine 

eklendi.  

Toplanan hücre süspansiyonu önce 50 mL’lik tüp üzerine yerleştirilmiş ve önceden PBS 

ile ıslatılmış 70 µm gözenek çapına sahip hücre eleğinden geçirildi. Elekten geçirilen 

süspansiyon tekrardan başka bir 50 mL’lik tüp üzerine konan ve HBSS ile ıslatılan 40 µm 

gözenek çapına sahip hücre eleğinden geçirildi. Daha sonra tüp 200 g hızında 30 dakika çevrildi. 

Hedeflediğimiz hücreler, hücre süspansiyonu arasındaki arayüzde kalırken, hücresel debrisler 
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(hücre kalıntıları) tüpün dibine çöktü. Ara yüzdeki hücreler toplanarak bir tüpe alındı ve 

üzerine 3 mL kadar soğuk HBSS eklendikten sonra pipetle karıştırıldı. Hücrelerin üzerine 500 

µL-1 mL arası soğuk HBSS eklenerek resüspande edildi. 

Diasosiyasyon işlemleri başarılı bir şekilde gerçekleştirildikten sonra akım sitometri 

öncesinde ilgili hücre gruplarının immünfloresan olarak işaretlenmesi işlemleri gerçekleştirildi. 

 

3.9. Akım Sitometrik Analiz 

 

 FAAS ve saflaştırma için Mersin Üniversitesi İleri Teknoloji ve Araştırma Merkezi’nde 

(MEİTAM) bulunan BD Facs Aria III cihazı kullanıldı. 

 

 Her kullanım öncesi cihazın uzmanı olan Öğr. Gör. Derya Yetkin tarafından 70’lik nozzle 

ile performans kontrolü ve drop delay değer tespiti yapıldı. 

 

 İlk etapta, 1x106 sayıda kontrol hücre grubu (hiçbir boya ile işaretlenmemiş) cihaza 

yüklenerek hücre ve debris ayrımı yapmak amaçlı Forward Scatter Area (FSC-A)/Side 

Scatter Area (SSC-A) plotunda analiz edildi ve istenen popülasyon (P) P1 kapısı içerisine 

alındı (Şekil 3.10). 

 

 P1 kapısı içerisine alınan örnekler daha sonra APC-A’ya (Allophycocyanin) karşın FITC 

(Fluorescein isothiocyanate) plotunda analiz edilerek, P1 kapısında bulunan işaretsiz 

hücrelerimizin APC-A ve FITC lazerleri açısından negatif kontrol değerlendirmesi yapıldı 

(Şekil 3.10). Buna göre P1 kapısındaki işaretsiz hücrelerimizin %85,9’unun söz konusu 

iki lazerle de ışıma vermediği kadran (Q)  olan Q3 kadranında görüldü (Şekil 3.10). 

Geriye kalan %14,1 popülasyon çalışma dışı bırakılarak, Q3 kadranı işaretli hücrelerin 

kullanılacağı analizler için taslak olarak kullanıldı. 

 

 Daha sonra 1x106/ml’er konsantrasyonunda hücre örnekleri alınarak primer antikorla 

uygun dilüsyonda (1/1000’er dilüsyonlarda mouse-Anti-NeuN ve rabbit-Anti-c-Fos 

primer antikorlar) +4°C 40’ar dakika inkübe edildi. 

 

 Primer antikor inkübasyonları biten örnekler soğutuculu santrifüjde +4°C sıcaklıkta 300 

g devir hızında 5 dakika çevrildi. Süpernatant atıldıktan sonra, pellet üzerine 1 mL 

içersinde sekonder antikor içeren (1/500’er dilüsyonlarda Alexa-488 konjuge goat-anti 

mouse ve Alexa-633 konjuge goat-anti-rabbit sekonder antikorlar) tampon eklenerek 

+4°C sıcaklıkta ve karanlıkta 20 dakika inkübe edildi. Bu işlemden sonra örnekler aynı 
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şekilde çöktürülmüş ve pellet üzerine 1 mL soğuk tampon eklenerek örnekler Akım 

Sitometri cihazına alınana dek buz üzerinde muhafaza edildi.  

 

Not: Yukarıdaki dilüsyon değerleri baz alınarak; 1mL’de 2-3x105 sayıda hücre içeren 3 ayrı 

tüpte (1- Hiçbir boya içermeyen Kontrol 1; 2- mouse-anti-NeuN + Alexa 488 konjuge goat-anti-

mouse sekonder antikor boyaması içeren Kontrol 2 (Şekil 3.11); 3- rabbit-anti-c-Fos + Alexa 

633 konjuge goat-anti-rabbit sekonder antikor boyaması içeren Kontrol 3 (Şekil 3.12); 4- Tüm 

boyamaları içeren esas deneyi temsil eden popülasyonlar cihazda okutturularak floresan 

boyalar arasında emisyon çakışmaları (spillover) var ise voltaj ayarları optimize edilerek 

kompensasyon ayarları oluşturuldu (Şekil 3.13). Bu ayarlar her akım sitometri deneyi günü 

tekrarlandı. 

 

Şekil 3.10. Kontrol 1, hücrelerin hiçbir boya ile muamele edilmediği negatif kontrol okuması 
(Unstained popülasyon). Tüm hücrelerin P1 kapısında debris eliminasyonu görülmektedir (A), 
P1 kutusu/kapısı dışında kalan hücreler debris olarak kabul edilmiş ve analize katılmamıştır. P1 
popülasyonunun APC-A/FITC plotunda toplanması (B), Q3 kadranı (B) ve bu Q3’ün temsil ettiği 
popülasyonun tüm popülasyon içeresindeki oranı görülmektedir (C).   
 

 

Şekil 3.11. Kontrol 2, yalnızca mouse-anti-NeuN + Alexa 488 konjuge goat-anti-mouse sekonder 
antikor boyaları ile NeuN-immün-reaktif NeuN-(+) hücrelerin işaretlendiği kontrol boyaması. 

A B C 

D E 

A                                                  B                                                  C 
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Şekil 3.11’de tüm hücrelerin P1 kapısında debris eliminasyonu (A), P1 popülasyonunun APC-
A/FITC plotunda toplanması (B), Q3= NeuN-(-), Q4 = NeuN-(+) alt popülasyonları (B) ve bu alt-
popülasyonların tüm popülasyon içerisindeki oranları görülmektedir (C). Okutulan örneklerin 
FITC ve APC-A kanallarında voltaj değerlerini göstermektedir (D,E). Alexa-488 konjuge 
sekonder antikor ile işaretli NeuN-(+) hücreler APC-A kanlında okutulduğunda, düşey 
eksendeki voltaj değerinin 10-2 civarlarında kaldığı görülmektedir (D). Aynı hücreler FITC 
kanalında okutulduğunda ise düşey eksendeki voltaj değerlerinin 10-3 ‘ün sağına kadar kaydığı 
görülmektedir (E). 
 
 

 
Şekil 3.12. Kontrol 3, sadece rabbit-anti-c-Fos + Alexa 633 konjuge goat-anti-rabbit sekonder 
antikor boyaları ile c-Fos-immün-reaktif c-Fos-(+) hücrelerin işaretlendiği kontrol boyaması. 
Tüm hücrelerin P1 kapısında debris eliminasyonu (A), P1 popülasyonunun APC-A/FITC 
plotunda toplanması (B), Q3= c-Fos-(-), Q1= c-Fos-(+) alt popülasyonları ve bu alt-
popülasyonların tüm popülasyon içerisindeki oranları görülmektedir (C). Okutulan örneklerin 
FITC ve APC-A kanallarında voltaj değerlerini göstermektedir (D,E). Alexa-633 konjuge 
sekonder antikor ile işaretli c-Fos-(+) hücreler APC-A kanlında okutulduğunda, düşey eksendeki 
voltaj değerinin 10-4 civarlarında kaldığı görülmektedir (D). Aynı hücreler FITC kanalında 
okutulduğunda ise düşey eksendeki voltaj değerlerinin 10-2 değerinin biraz sağına kadar kaydığı 
görülmektedir (E). 

 

 

A B C 

D E 
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Şekil 3.13. Esas akım sitometrik okutma. Kontrol 3, Şekil 2 ve 3’teki her iki boyama 
kombinasyonun bir arada gerçekleştirilmiştir. Tüm hücrelerin P1 kapısında debris 
eliminasyonu (A), P1 popülasyonunun APC-A/FITC plotunda toplanması (B), Q1 = NeuN-(-)/c-
Fos-(+), Q2= NeuN-(+)/c-Fos-(+), Q3= NeuN-(-)/c-Fos-(-), Q4= NeuN-(+)/c-Fos-(-) alt 
popülasyonları görülmektedir. (B,C). Okutulan örneklerin FITC ve APC-A kanallarında voltaj 
değerlerini göstermektedir (D,E).  Alexa-633 ve Alexa 488 konjuge sekonder antikorlar ile 
işaretli c-Fos-(+) ve NeuN-(+) hücreler APC-A ve FITC kanallarında okutulduğunda düşey 
eksendeki voltaj değerleri görülmektedir (D,E) 
 

3.10. Akım Sitometrik Saflaştırma 

Yukarıda verildiği üzere diasosiyasyon ve işaretleme protokollerini sınandıktan sonra 

geriye kalan bir sıçan beynine ait iki ayrı tüm HP’un birleştirilmesiyle elde edilen Sham ve NY 

grubu hücre popülasyonun saflaştırılmasına ait örnek bir cihaz görüntüsü eklenmiştir (Şekil 

3.14 ve 3.15). Saflaştırma işlemi üç adet steril akım sitometri tüpü içerisine gerçekleştirilmiştir. 

Akım sitometri tüpleri içerisine önceden RNA izolasyon kitinin lizis tamponu eklenmiştir. 

Saflaştırılan popülasyonlar:1-NeuN-(+)/c-Fos-(+), 2-NeuN-(+)/c-Fos-(-) ve 3-NeuN-(-)/c-Fos(-). 

A B C 

D  
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Şekil 3.14. Sham grubuna ait akım sitometrik saflaştırma işlemlerinin tasarlanma ve 
gerçekleştirilmesine ait cihazın yazılımından alınan görüntü. Saflaştırılan popülasyonlar 1-
NeuN-(+)/c-Fos-(+)= Q2-2 (turuncu renkli), 2-NeuN-(+)/c-Fos-(-)= Q4-2 (mavi renkli) ve 3-
NeuN-(-)/c-Fos(-)= Q3-2 (yeşil renkli) kadranları içerisinde görülmektedir. 



Burçin ÜN, Yüksek Lisans Tezi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2018 

27 
 

 

Şekil 3.15. Nikotin yoksunluğu grubuna ait akım sitometrik saflaştırma işlemlerinin tasarlanma 
ve gerçekleştirilmesine ait cihazın yazılımından alınan görüntü. Saflaştırılan popülasyonlar 1-
NeuN-(+)/c-Fos-(+)= Q2-2 (turuncu renkli), 2-NeuN-(+)/c-Fos-(-)= Q4-2 (mavi renkli) ve 3-
NeuN-(-)/c-Fos(-)= Q3-2 (yeşil renkli) kadranları içerisinde görülmektedir. 
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3.11. Total RNA İzolasyonu  

 

3.11.1. Akım Sitometrik Olarak Saflaştırılan Örneklerden RNA İzolasyonu 

Yukarıda bahsedilen akım sitometrik saflaştırma toplamda n=5/grup sayıda fareden 1-

NeuN-(+)/c-Fos-(+), 2-NeuN-(+)/c-Fos-(-) ve 3-NeuN-(-)/c-Fos-(-) üçer adet hücre alt 

popülasyonu saflaştırılmış ve sonrasında total RNA izolasyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Hedef 

popülasyonlar, ticari olarak elde ettiğimiz (Plus Micro Kit-74034) kitlerinin lizis tamponu olan 

RLT Plus içeren saflaştırma tüpleri içerisine gerçekleştirilmiştir. Devamında ise bekletilmeksizin 

ilgili kitin protokolüne harfiyen uyularak tRNA izolasyonu gerçekleştirildi. 

Protokolün en son aşamasında önerilen elüsyon hacmi 14µl’lik kitin verdiği distile su ile 

gerçekleştirildikten sonra, MEİTAM’da bulunan 1,5 µl’lik örnekle spektofometrik Q-Drop 

cihazında RNA’nın miktar ve saflık tayini yapıldı ve geriye kalan RNA sıvı azot içerisinde hızla 

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

 

3.11.2. Tek Beyin Hemisferinden Elde Edilen HP Dokusundan RNA izolasyonu 

 Gerçekleştirilen ikinci grup deneylerde her bir farenin tek bir beyin hemisferindeki HP 

dokusundan Qiagen RNeasy Mini (74104) Kit, (aynı üretici fakat yukarıda belirtilen kitten 

farklı), kullanılarak total RNA izolasyonu gerçekleştirilmiştir.  

 HP dokuları farelerden çıkarıldıktan sonra RNase etkisini minimize etmek dolayısıyla 

örneğimizdeki RNA’yı korumak için RNase inhibitörü içeren RNA-Later solüsyonu 

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

 

 Nükleik asit tutucu spin kolona sahip bu kiti kullanmaya başlamadan önce, doku 

örnekleri tüpleriyle birlikte kısa süre (1 dakika) sıvı nitrojen içine alındı, tüpün 

lümenine uygun bir metal doku ezici yardımıyla örnek doku 7-8 kez ezilerek toz haline 

getirildi. 

 

 Elde edilen soğuk doku tozu ısınmadan, ticari kitin lizis tamponu (buffer RLT) tüpün 

içerisine eklenerek uygun parçalama işlemi sağlandı. Böylece doku örneklerinin tüpün 

içerisinden çıkarılıp ortamdaki çeşitli kontaminantlara maruziyeti önlendi. 

 

 Sonraki tüm işlemler ticari kitin protokolüne uygun şekilde gerçekleştirildi. Bu 

basamaklar sonucu elde edilen total RNA örnekleri, ivedimle MEİTAM’da bulunan Q-

Drop cihazında konsantrasyon ve nükleik asit saflık analizi için ölçüldü, sonrasında ise 
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sıvı nitrojen içerisinde hızlıca dondurularak bir sonraki işlemlere kadar -80°C derin 

dondurucuda saklandı. Okutma sonucu sadece 280/260 ve 260/230 absorbans değeri 

1,7≤X olan örnekler çalışmaya dahil edildi. 

 
3.12. cDNA Sentezi  

 

 Her bir total RNA örneği MEİTAM’da bulunan RT-PCR cihazının gerektirdiği başlangıç 

miktarı olan 100 ng’a uygun sulandırma ile normalize edildi.  

 

 Örnekler bu miktara göre sulandırılarak (Not: Saflaştırılmış total RNA numunelerinin 

yarıdan fazlasında miktar 100 ng’dan aşağıda kalmıştır) üretici firmanın önerdiği 

Reverse Transcription Master Mix kitinden (Fluidigm, Cat.No: 100-6298) 1μl ile 96’lı 

plate içerisinde karıştırılarak cDNA sentezi için üstten ısıtmalı bir thermal cycler 

cihazında uygun programa alındı.  

 

 cDNA Thermal Program: 5 dakika 25°C, 30 dakika 42°C, 5 dakika 85°C ve 4°C. Daha 

sonra yine üretici firmanın önerdiği protokoller takip edilerek örnekler 218 döngüde 

preamplifikasyon işlemine alındı. 

 

 PreAmp Thermal Programı: 2 dakika 95°C, (15 saniye 94 °C +4 dakika 60 °C) X 18 döngü 

ve 4°C.  

 

3.13. RT-PCR ile Gen Ekspresyon Tayini 

 

 Çalışmamızda araştırmak istediğimiz hedef genlerden dokuz tanesi (DNMT1/3a, 

Tet1/2/3, c-Fos, Arc, Doublecortin, Ascl1) ve üç adet endojen kontrol geninin (Gapdh, 

Hprt, Ppia) ekspresyon seviyelerini çalışmak için gereken primer dizileri, Taqman Assay 

kitleri şeklinde ticari olarak elde edildi.  

 

 Daha sonraki işlemler için gerektirdiği üzere bu assay’ler kullanılarak primer havuzu 

oluşturuldu. Her assay’den ikişer μl alınarak (12 assay için 24 μl) DNase ve RNase 

içermeyen 176 μl’lik su ile 200 μl’ye tamamlandı.  

 

 Öte yandan preamplifikasyon işlemi bittikten sonra örneklerimizi içeren plate thermal 

cycler cihazından oda sıcaklığına çıkarıldı ve her örnek içeren kuyuya 20 μl DNA 

süspansiyon tamponu eklendi.  
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 Plate üzerine film bant yapıştırılarak plate karıştırıcıda 3000 rpm’de 3 dakika 

karıştırıldı. Daha sonra plate vorteks ile 2 saniye karıştırılarak (bu işlem 2 kez 

tekrarlandı) plate santrifüjünde 1 dakika santrifüj ettirildi.  

 

 En son işlemden sonra cDNA örnekleri Felxsix adındaki tek kullanımlık nano-chip 

teknolojisi ile çalışan plate içerisine çalışılması planlanan 12 primer Taqman Assay 

örnekleri ile birlikte üretici firmanın protokollerine uygun şekilde yüklendi. Felxsix 

plate’e tek bir seferde elimizdeki her bir cDNA örneğinden üçer adet, pozitif ve ticari 

negatif kontrollerden ise ikişer adet örnekleri yüklendi. Bu işlem iki defa tekrar edildi. 

Böylece elimizdeki her bir biyolojik örnek için üç veya dört kez tekrar gerçekleştirilmiş 

olundu. Bu işlemler birlikte üretici firmanın protokolleri takip edilerek gerçekleştirildi 

[133, 134].  

 

 RT-PCR cihazının verdiği ham CT ekspresyon değerlerinden delta (d) CT değerleri, 

dCT’den ise ddCT, sonrasında ise 2-ddCT değerleri elde edildi. Böylece hedef genlerin 

endojen kontrol Hprt genine kıyasla rölatif ekspresyon seviyelerinin Sham ve NY 

grupları arasındaki değişimleri analiz edildi [135, 136].  

  
 
3.14. İstatistiksel Analiz 

 

Çalışmamızda istatistiksel olarak analiz edilen günlük vücut ağırlığı değişim, ATT’de kat 

edilen mesafe, ortalama hız, merkezde geçirilen sürenin tüm süreye oranı, YALT’de açık ve 

kapalı kollarda geçirilen sürenin tüm süreye oranları, akım sitometrik analizlerde hedef alt-

popülasyonların oranları, akım sitometrik saflaştırmayla elde edilen alt popülasyonlarının 

oranları ve son olarak endojen kontrol Hprt genine kıyasla hedef genlerde elde edilen dCT 

ekspresyon değerleri SPSS yazılımı kullanılarak normalite testlerine tabi tutuldu. 

 

 Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testlerinde p>0,05 anlamlılık değeri elde edilen 

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

 

 p≤0,05 olan veri setleri için ise non-parametrik Mann Whitney U testi uygulandı. 

 

 Student-t testi içerisindeki Levene testinde anlamlık düzeyi p>0,05 çıkan veri setleri 

varyans değişkenliği açısından eşit, p≤0,05 olanlar ise varyans değişkenliği açısından 
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eşit olmayan şeklinde değerlendirildi. T-testi uygulanmış veri setlerini temsil eden nihai 

p değerleri Levene testine göre belirlendi. 

 

 Non-parametrik Mann Whitney U uygulanan veri setleri içinse SPSS yazılımın verdiği 

Asymp Sig. 2 tailed anlamlılık değeri p değeri olarak alındı. Mann Whitney U değeri de 

ayrıca verildi.  

 

 T testi uygulanan veri setleri ortalama, standart sapma içeren tablo ve uygun grafikle; 

non-parametrik testler ise median, minimum ve maksimum değerleri içeren tablo ve 

box-plot şeklindeki grafiklerle sunuldu. Grafikler Microsoft sürüm 15.32’de oluşturuldu. 
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4. BULGULAR  

 

4.1. Vücut Ağırlığı Değişimi 

 

Çalışmamızda nikotin veya SF uygulamalarına bağlı ortaya çıkması muhtemel normal 

vücut ağırlık değişimlerini karşılaştırmak amacıyla her bir gruba ait farenin düzenli zaman 

aralıklarıyla kesim gününe kadar vücut ağırlıkları kayıt altına alınmıştır.  

Şekil 4.1’de elde edilen vücut ağırlık ölçüm ortalamalarının gruplar arası değişimi 

verilmiştir.  
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Şekil 4.1. Gruplar arasında vücut ağırlığı ortalamalarının değişimi  
 

Çalışmamızda alıştırma enjeksiyonu yapıldığı ilk günden başlamak üzere, devam eden 

on iki günlük esas enjeksiyon günleri ve son olarak kesim günü de dahil hiçbir günde Sham ve 

NY grubu farelerin vücut ağırlıkları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık tespit 

edilmemiştir (p≥0,05).  

 

4.2. Açık Alan Testi ile Lokomotor Aktivite ve Stres Durumlarının Değerlendirilmesi 

 

Sham ve NY gruplarının stres ve lokomotor aktivite kabiliyetlerini değerlendirmek için 

ATT’nde hayvanların merkezde geçirdikleri süre ve total olarak kat ettikleri mesafe (cm), 

ortalama hız (cm/sn) açısından değerlendirilmiştir (Şekil 4.2 ve 4.3). 

Sham ve NY gruplarının kat ettikleri toplam mesafe (cm) ve hız (cm/sn) parametreleri 

karşılaştırıldığında lokomotor aktivite kabiliyeti açısından aralarında istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark olmadığı (p>0,05) tespit edilmiştir (Tablo 4.1). Bunun yanı sıra, merkezde geçirilen 
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sürenin tüm süreye oranı baz alındığında gruplar arasında yine istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark olmadığı tespit edilmiştir (p>0,05) (Şekil 4.4 ), (Tablo 4.1). 
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Şekil 4.2. Açık alan testinde toplam kat edilen mesafenin gruplar arasındaki değişimi. 
  

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

parametrik Mann Whitney U testine göre gruplar arasında istatistiksel anlamlılık bulunamadı 

(p>0,05) (B). 
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Şekil 4.3. Açık alan testinde gruplar arasında ortalama hız (cm/sn) değişimi  
 

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

parametrik Mann Whitney U testine göre gruplar arasında istatistiksel anlamlılık bulunamadı 

(p>0,05) (B). 
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Şekil 4.4. Açık alan testinde merkezde geçirilen sürenin gruplar arası karşılaştırılması.  
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Gruplara ait verilerin normal dağılıma uymadığı (p<0,05) tespit edildi (A). Non-

parametrik Mann Whitney U testine göre gruplar arasında istatistiksel anlamlılık bulunamadı 

(p>0,05) (B) 

Tablo 4.1. Açık alan testinde Sham ve NY grubu farelerden elde ettiğimiz üç adet parametreye 
(% merkezde geçirilen süre, hız ve kat edilen mesafe) ait median, minimum ve maksimum 
değerleri, gruplar arasında Mann Whitney U testi açısından anlamlılık değerleri   
*Med (ortanca); Min (minimum); Max (maksimum) 

Test İsmi                                Açık Alan Testi 

Parametre 
%Merkezde 
Geçirilen Süre 

Hız (cm/sn) 
Kat Edilen Mesafe 
(cm) 

 Sham NY Sham NY Sham NY 
 
Med 
 
Min 
         
Max 
 

6,13 
 
1,76 
         
11,66 

4,43 
 
 0,33 
          
 13,9 

4,58 
 
3,63 
         
6,79 

4,81 
   
3,8  
  
7,43 

 
2747    
 
2137  
           
4074 

 
2889    
 
2285 
           
4459 

P değeri (Asymp Sig. 
2 tailed) 
 

               0,577              0,369                0,382 

Mann Whitney-U 
Değeri 
 

                79,5               72,5                   73 

 

4.3. Yükseltilmiş Artı Labirent Testi ve Davranışsal Durumların Değerlendirilmesi 

 

Sham ve NY grupları arasında YALT testinde açık ve kapalı kollarda geçirilen süre (sn) 

arasındaki farklılıklar değerlendirilmiştir (Şekil 4.5 ve 4.6). 
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Şekil 4.5. Yükseltilmiş artı labirent testinde açık kollarda geçirilen yüzdelerin gruplar arası 
karşılaştırılması.  
 

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

parametrik Mann Whitney U testine göre gruplar arasında istatistiksel anlamlılık bulunamadı 

(p>0,05) (B). 

 



Burçin ÜN, Yüksek Lisans Tezi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2018 

35 
 

A  B

0

20

40

60

80

100

Sham NY

% Kapalı Kolda Geçirilen Süre

 
Şekil 4.6. Yükseltilmiş artı labirent testinde kapalı kollarda geçirilen yüzdelerin gruplar arası 
karşılaştırılması.  
 

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

parametrik Mann Whitney U testine göre gruplar arasında istatistiksel anlamlılık bulunamadı 

(p>0,05) (B). 

NY ve Sham gruplarının YALT’nde açık ve kapalı kollarda geçirdikleri sürelerin yüzdeleri 

(geçirilen sürenin toplam süreye oranı) değerlendirildiğinde benzer davranışlara sahip olduğu 

ve gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı (p<0,05)  tespit edilmiştir 

(Tablo 4.2).  

 
Tablo 4.2.  Yükseltilmiş artı labirent testinde Sham ve NY grubu farelerden elde ettiğimiz iki 
adet parametreye (% açık kol ve kapalı kolda geçirilen süre) ait median, minimum ve 
maksimum değerleri, gruplar arasında Mann Whitney U testi açısından anlamlılık değerleri  
* Med (ortanca); Min (minimum); Max (maksimum)  

Test İsmi                     Yükseltilmiş Artı Labirent Testi 

Parametre %Açık Kolda Geçirilen Süre %Kapalı Kolda Geçirilen Süre 

 Sham NY Sham NY 
 
Med  
     
Min 
 
Max 
 

2 
    
0,2 
 
16,13 

5,67 
  
0,07 
 
24,6 

81,3 
 
66,8 
 
90,07 

76,6 
 
54,87 
  
96,0 

P değeri (Asymp 
Sig. 2 tailed) 
 

                0,149                  0,627 

Mann Whitney-
U Değeri 

                 47                    81 

 

4.4. Akım Sitometrik Analizlerin Değerlendirilmesi 

   

Çalışmamızda Sham ve NY gruplarına ait HP’lar enzimatik olarak diasosiye edildikten 

sonra pasif ve aktif durumdaki olgun nöronları belirlemek için immün olarak işaretlenmiş ve 

yöntemler kısmında etraflıca bahsedildiği üzere söz konusu nöral alt popülasyonların tüm 
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popülasyonlara oranları akım sitometrik olarak analiz edilmiştir. Pasif =% NeuN-(+)/c-Fos-(-) 

ve aktif=% NeuN-(+)/c-Fos-(+) alt popülasyonlar açısından gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılık görülmemiştir (p>0,05). 
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Şekil 4.7. Sham ve NY gruplarında Pasif =% NeuN-(+)/c-Fos-(-) nöronların karşılaştırılması.  
 

Gruplara ait verilerin normal dağılıma uyduğu (p≥0,05) tespit edilmiştir (A). Student-t 

testi uygulandığında gruplar arasında istatistiksel anlamlılık bulunamamıştır (p>0,05) (B). 
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Şekil 4.8. Sham ve NY gruplarında Aktif =% NeuN-(+)/c-Fos-(+) nöronların karşılaştırılması.  
 

Gruplara ait verilerin normal dağılıma uyduğu (p≥0,05) tespit edildi (A). Student-t testi 

uygulandığında gruplar arasında istatistiksel anlamlılık bulunamamıştır (p>0,05) (B). 

 

4.5. Akım Sitometrik Saflaştırma ile Elde Edilen Nöral Alt Popülasyon Oranlarının 

Değerlendirilmesi 

 

Çalışmamızda Sham ve NY gruplarında akım sitometrik saflaştırma ile ayrıştırılan Neun 

(+) / c-Fos (+)  işaretli aktif nöron sayısının Neun (+) / c-Fos (-) işaretli tüm olgun nöron 

sayısına oranı Sham ve NY grupları arasında karşılaştırılmış ve bu oranın NY grubunda Sham 

grubuna kıyasla anlamlı biçimde artmış olduğu görülmüştür (p=0,044). 
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Şekil 4.9. Saflaştırılan aktif nöronların tüm olgun nöronlara oranını gösteren grafik 
 

Saflaştırılan aktif nöron (NeuN-(+)/c-Fos-(+) ) sayısının tüm olgun nöron sayısına ( 

NeuN-(+)/c-Fos-(+) + NeuN-(+)/c-Fos-(-) ) oranı her bir grup içerisinde hesaplandı. Bu 

oranların normal dağılıma uyduğu (p≥0,05)  tespit edildi (A). Bu oran iki grup arasında 

karşılaştırmak için Student-t testi uygulandığında gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık tespit edildi p=0,044 (B). * =(p≤0,05). 

 

4.6. HP’tan Akım Sitometrik Olarak Saflaştırılan Popülasyonlardan RT-PCR ile Gen 

Ekspresyonu Belirlenmesi 

 

DNA metilasyonunu katalizleyen DNMT1, DNMT3a, DNA demetilasyonunu katalizleyen 

Tet1, Tet2, Tet3, kök hücre belirteci olarak bilinen Ascl1 proteinini kodlayan Ascl1, aktif nöron 

belirteçlerinden olan Arc ve c-Fos proteinlerini kodlayan Arc ve c-Fos hedef genlerinin 

ekspresyon seviyeleri Sham ve NY grupları arasında karşılaştırmak için MEİTAM’da bulunan 

RT-PCR cihazı kullanılmıştır. RT-PCR cihazının yazılımı her bir reaksiyon neticesinde her bir 

numune için cycle threshold/eşik döngü değeri adı verilen CT değeri vermektedir. Fakat ilgili 

yazılım, numunelerimizin büyük çoğunluğu için ekspresyon değeri vermemiştir. CT değeri 

aldığımız örnek sayısı (her bir gen için grup başına hayvan sayısı n<3) ise istatistiksel analiz 

yapmaya yeterli görülmemiştir.  

 



Burçin ÜN, Yüksek Lisans Tezi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2018 

38 
 

 

Şekil 4.10. Akım sitometrik olarak ayrıştırılan popülasyonlar kullanılarak RT-PCR reaksiyonu 
sonucu yazılımın verdiği grafik 
 

Şekil 4.10’da görüldüğü üzere akım sitometrik olarak ayrıştırılan alt popülasyonlar 

kullanılarak gerçekleştirilen RT-PCR reaksiyonu sonucunda yazılımın verdiği grafiklerde, CT 

değeri görülmemektedir.  

 

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

 

Her bir hayvana ait tek HP dokusundan sentez edilen cDNA örnekleri kullanılarak 

endojen kontrol Hprt ve Gapdh genlerine kıyasla 4.6. bölümde de verilen hedef genlerin Sham 

ve NY grupları arasındaki ekspresyon değişimleri test edilmiştir. Hprt endojen kontrol en tutarlı 

kontrol olarak tespit edilmiştir. Hprt endojen geninin ekspresyon seviyesi baz alındığında Sham 

ve NY grupları HP dokularında DNMT1, DNMT3a, Tet1, Tet3, Ascl1 ve Dcx genleri ekspresyon 

seviyeleri açısından anlamlı bir değişim gözlenmemiştir (p>0,05). Tet2 ve Arc gen 

ekspresyonlarının NY grubu HP dokularında Sham grubuna kıyasla anlamlı derece yüksek 

olduğu tespit edilmiştir. Öte yandan, ilgili yazılım c-Fos gen ekspresyonu için hiçbir biyolojik 

numune açısından CT yani ekspresyon değeri vermemiştir.  Dolayısıyla c-Fos gen ekspresyonu 

açısından bir değerlendirme yapılamamıştır. 

 



Burçin ÜN, Yüksek Lisans Tezi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2018 

39 
 

 

Şekil 4.11. HP dokusunda RT-PCR ile gerçekleştirilen bazı genlerin ekspresyonuna ait CT grafik 
görüntüleri 
 

Şekil 4.11’de görüldüğü üzere yazılımın verdiği CT raporunda, RT-PCR reaksiyonu 

neticesinde elde edilen CT grafiklerinin kalitesi yeterli görülmüş ve CT değerleri istatistiksel 

olarak değerlendirmeye alınmıştır. 

 

Tablo 4.3. Endojen kontrol geni Hprt’ye kıyasla hedef genlerde elde edilen dCT ekspresyon 
değerlerinin normalite sonuçları 

Gen İsmi DNMT1 DNMT3a Tet1 Tet2 Tet3 Ascl1 DCX Arc 
Kolmogorov-

Smirnov 
 

0,2 0,112 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,175 

Shapiro-
Wilk 

0,823 0,120 0,622 0,958 0,691 0,131 0,516 0,079 

 

Tablo 4.3’ e göre, HP dokusunda RT-PCR ile elde edilen CT değerlerinin normal dağılıma 

uyduğu (p≥0,05)  tespit edildi. 

 

Tablo 4.4. Sham ve NY HP dokuları arasında endojen kontrol geni Hprt’ye kıyasla hedef 
genlerde elde edilen kat (2^-ddCT) cinsinden değişim ve istatistiksel olarak anlamlılık tablosu   

Gen İsmi DNMT1 DNMT3a Tet1 Tet2 Tet3 Ascl1 DCX Arc 
Sham 

Grubuna 
Kıyasla NY 

Grubundaki 
Kat 

Değişimi 
 

1,21 1,59 1,53 3,12 2,03 0,99 1,52 2,39 

Student-t 
Testi 

Anlamlılık 
Değeri (p) 

0,966 0,996 0,979 0,0018 0,247 0,583 0,432 0,036 
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Gruplar arasında Sham grubuna kıyasla NY grubunda Tet2 ve Arc genleri ekspresyon 

seviyelerinde 3,12 ve 2,39 kat artışın istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edilmiştir 

(p≤0,05).  
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Şekil 4.12. Sham grubu HP dokularına kıyasla NY grubu dokularda, Hprt geni baz alındığında 
hedef genlerdeki değişim grafiği. 
 

Tet2 ve Arc gen ekspresyonları dışında hiçbir hedef gen ekspresyonunda gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir değişim görülmemiştir (p>0,05). Tet2 ve Arc gen 

ekspresyonları açısından gruplar arasındaki istatistiksel anlamlılık Tablo 4.12’de verilmiştir. 

*=(p≤0,05); **=(p≤0,005). 
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5. TARTIŞMA  

 
Bu çalışmada, fareler üzerinde oluşturulan NY sırasında ortaya çıkması muhtemel 

davranışsal bozukluklar davranışsal testler kullanılarak incelenmiş, buna paralel HP 

içerisindeki nöronal aktifleşme ve DNA metilasyon/demetilasyon dinamikleri akım sitometrik 

ve RT-PCR yöntemleri ile araştırılmıştır. 

 

5.1. Sham ve NY Grupları Arasında Vücut Ağırlığı Durumlarının Değerlendirilmesi 

 

Çalışmamızda 12 gün boyunca farelere günde üçer kez vücut ağrılıklarına göre 2 mg/kg 

dozunda nikotin uygulanmış ve son uygulamadan sonra 24 saat bekleyerek yoksunluk modeli 

oluşturulduğu kabul edilmiştir. Deneye başladığımız ilk gün vücut ağırlıkları denk olan Sham ve 

NY grubu farelerin, nikotin uygulanan 12 gün boyunca ve yoksunluğun oluşturulduğu 13. günde 

vücut ağırlıkları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark görülmemiştir (Şekil 4.1). 

Literatürde sigara içiciliğinin bırakılmasıyla birlikte gelişen NY’nda huzursuzluk, uykusuzluk, 

stres, anksiyete, konsantrasyon güçlüğü vb. davranışsal şikayetlere ek olarak vücut ağırlığında 

anormal artış şeklinde ortaya çıkan sağlık problemleri olabildiği rapor edilmiştir [42, 43]. Bazı 

çalışmalarda, sigara kullanan bireylerin, aynı yaş ve cinsiyette sigara kullanmayan bireylerden 

daha düşük vücut ağırlığına sahip olduğu [137] ve sigaranın bırakıldığı durumlarda vücut 

ağırlığı artışları gözlendiği rapor edilmiştir [138]. Bunun yanı sıra, nikotin maruziyeti ve 

yoksunluk durumlarında insanlarda olduğu gibi kemirgenlerde de beslenme alışkanlıklarının 

değişmesine bağlı olarak vücut ağırlığı üzerinde oldukça geniş bir ölçekte değişimler gözlendiği 

bildirilmiştir (Tablo 5.1). Aşağıdaki tablo incelendiğinde [65, 66, 139-141] deney hayvanlarında 

nikotin maruziyetinin vücut ağırlığı üzerindeki etkileri kullanılan deney hayvanına, uygulanan 

doz, süre vb. faktörlere bağlı olarak değişkenlik gösterebilmektedir. Çalışmamızda ise nikotin 

uygulamasının vücut ağırlığı üzerinde anlamlı bir değişiklik oluşturmaması aşağıdaki tablo 

içeresindeki profil ile uyumluluk göstermektedir. 
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Tablo 5.1. Nikotin maruziyeti ve yoksunluğu çalışmalarında ortaya çıkan vücut ağırlığı 
değişimleri ile ilgili literatür özeti [65, 66, 139-141]. 
(K: Kontrol grubu, N: Nikotin maruziyeti grubu, NY: Nikotin yoksunluğu grubu, (+): Vücut 
ağırlığı değişimleri açısından artış, (-): Vücut ağırlığı değişimleri açısından azalma, (X): Vücut 
ağırlığı değişimleri açısından gruplar arası fark yoktur, (Ø): İlgili gruplar çalışılmamıştır). 

 

 

5.2. Davranışsal Testlerden Elde Edilen Bilgilerin Değerlendirilmesi 

 

Çalışmamızda oluşturulan yoksunluğun fareler üzerindeki davranışsal etkisini görmek 

için ATT ve YALT deneyleri gerçekleştirilmiştir. Elde ettiğimiz davranışsal verilere göre NY 

grubu hayvanların, ATT’nde Sham grubu denklerine kıyasla kat edilen toplam mesafe, hızları ve 

merkezde geçirdikleri sürenin toplam test süresine oranı açısından anlamlı bir farklılıkta 

performans göstermedikleri (p>0,05)  tespit edilmiştir (Şekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4). YALT’nde ise 

açık ve kapalı kollarda geçirilen süreler açısından gruplar arasında karşılaştırma yapıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı görülmüştür (Şekil 4.5 ve 4.6). Literatürde ATT 

testinde kat edilen mesafe, ortalama hız gibi parametreleri lokomotor aktivite kabiliyetini, 

merkezde geçirilen sürenin ise anksiyolitik (anksiyete azalışı) ya da tam tersi anksiyojenik 

(anksiyete artışı) gibi davranışsal durumları yorumlamak için kullanıldığı bilinmektedir [64, 65, 

143]. YALT’nde ise açık (daha rahat yani daha az anksiyete içeren) ve kapalı kollarda (yüksek 
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anksiyete yani daha fazla stres içeren) geçirilen sürelerin tüm test süresine oranları ATT’ndeki 

gibi davranış durumlarını yansıtan belirteçler olarak kullanılabilmektedir [65, 119, 144].  

 Açık alan ve YALT paradigmalarından alınan verilere göre, oluşturduğumuz yoksunluk 

modelinde NY grubu farelerimizin naif Sham grubu denklerine kıyasla benzer (anksiyete ya da 

anksiyolitik yönde bir farklılık olmayan) davranışsal durumda oldukları tespit edilmiştir.  

Literatürdeki nikotin maruziyeti ve NY çalışmaları incelendiğinde, davranış testlerinde 

deney hayvanlarının anksiyolitik/anksiyojenik durumlarıyla ilgili çok yönlü bilgiler mevcuttur. 

Literatürdeki çalışmaları daha sağlıklı değerlendirebilmek adına bu testlerle ilgili bazı teknik 

bilgiler hakkında zihin aritmetiği yapmanın yararlı olacağını düşünmekteyiz. Örneğin; bir NY 

modelinde, NY grubu hayvanların kontrol grubu denklerine kıyasla merkezde daha az süre 

geçirmeleri, kontrollerine kıyasla daha fazla anksiyete yani stres içerisinde oldukları şeklinde 

yorumlanabilirken; daha fazla vakit geçirmeleri ise anksiyolitik yani daha az stresli ya da daha 

fazla rahatlamış şeklinde yorumlanabilir [65, 119, 143]. Benzer şekilde YALT deneylerinde NY 

deneklerinin kontrollerine kıyasla açık kolda daha az süre geçirmeleri, kontrollerine kıyasla 

daha fazla anksiyete yani stes içinde bulundukları; daha fazla süre geçirmeleri ise denklerine 

kıyasla daha rahat yani anksiyolitik bir durumda oldukları şeklinde yorumlanabilir [65, 119, 

145].  

Önceki kısımlarda da vurgulandığı üzere, NY modellerinde kullanılan deneğin türü, 

uygulanan nikotinin dozu ve süresine göre ATT ve YALT’lerinde söz konusu parametreler 

açısından çok yönlü davranışsal durumlar oluşabildiği rapor edilmiştir (Tablo 5.2) [48, 51, 60, 

63-66, 119, 145, 149- 151]. Daha ayrıntılı incelendiğinde, aynı tür ve benzer dozlar, ya da 

benzer dozlar ve farklı türler kullanılarak oluşturulan NY modellerinde ATT ve YALT 

parametrelerine göre birbirlerinin tam tersi davranışsal durumların rapor edildiği 

görülmektedir [65, 119, 144, 146, 147].  Bu noktada akla gelen ilk sorulardan birisi, YALT ve 

ATT deney parametrelerine göre anksiyojenik ya da anksiyolitik yönünde değerlendirilen 

sonuçların, kandaki kortizol ve kortikostreoid seviyelerinin belirlenmesi gibi fizyolojik 

kontroller ile desteklenip desteklenmediğidir. Fakat biz de dahil olmak üzere birçok çalışmada 

söz konusu fizyolojik kontrollerin oluşturulmadığı bilinmektedir. Söz konusu fizyolojik 

kontrollerin oluşturulduğu çalışmalar incelendiğinde ise bir takım çelişkiler olduğu 

görülmüştür. Örneğin; Varani ve ark. erkek BALB/C fareler üzerinde oluşturduğu NY modelinde, 

NY grubu ile kontrol grubu hayvanların YALT testine göre benzer anksiyete durumlarına sahip 

olduğunu fakat kandaki stres faktörlerinin bunun aksini gösterdiğini bildirmişlerdir [50]. Bu 

çalışmada davranış testleri sonunda her iki grubumuza ait hayvanlardan beyin dokuları 

çıkarılmadan önce, derin anestezi altındalar iken, kardiyal kan örnekleri toplanmış, bu 

örneklerden ise denk hacimlerde kan serum ve plazma elde edilip, derin dondurucuda 

muhafaza edilmiştir. Hayvanlar sakrifiye edilmeden bu kan numunelerin elde edilmesinin amacı 
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söz konusu stres faktörlerinin ve/veya nikotin seviyelerinin kanda oranlarını belirleme 

gereksinimi için olmuştur. Buna göre ilk etapta, söz konusu analizlerin tarafımızdan neden 

gerçekleştirilmediği sorusu akla gelebilir. Öyle ki, bu tip analizleri gerçekleştirmek için 

muhtemel analiz yöntemlerinden en doğrusunun seçilmesi sağlıklı bir değerlendirme için büyük 

öneme sahiptir. Çoğu araştırmacı ticari olarak elde edilen ELISA kitleri yardımıyla bu tip 

analizleri gerçekleştirebilmektedir. Öte yandan, bu yöntemin ilgili faktörleri belirlemekte kendi 

başına yeterli olup olmayacağı ile ilgili tartışmalarda mevcuttur [148]. Ayrıca ticari olarak 

temini oldukça maliyetli olan bu kitlerin, mevcut teknik tartışmalar da göz önünde 

bulundurulduğunda elde edilmesine, tez projemiz dışı kaynaklara bağımlılıktan dolayı 

tereddütle yaklaşılmış ve ikinci plana alınmıştır. 

 Çalışmamızın sonuçları ele alındığında; 1-ATT’nde kat edilen toplam mesafe açısından 

gruplar arasında anlamlı bir fark tespit edilmemesi 2-YALT testinde elde edilen açık kolda 

kalma sürelerinin arasında fark görülmemesi sonuçları NY grubu deneklerimizin 

anksiyojenik/anksiyolitik yöndeki davramış durumlarının naif kontrollere kıyasla farklılık 

göstermediğini işaret etmektedir. Aynı davranış durumlarının ölçülmesinde kullanılan iki farklı 

testte de benzer yönde sonuçlar elde edilmesi, oluşturduğumuz modelin kendi içerisindeki 

tutarlılığını göstermektedir. Literatürdeki çok yönlü sonuçlar ele alındığında çalışmamızın 

sonuçları literatürle kısmen örtüşmektedir [64, 65].  

Özetle, birçok içsel ve çevresel faktöre bağlı olarak değişkenlik gösterdiği anlaşılan NY 

durumunun davranışsal testlerin yanı sıra fizyolojik, hücresel ve moleküler düzeyde 

argümanlarla desteklenmesinin daha sağlıklı olduğu açıktır. 
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Tablo 5.2. Nikotin yoksunluğu çalışmalarında ortaya çıkan farklı davranışsal durumlar ile ilgili 
literatür özeti [48, 51, 60, 63-66, 119, 145, 149- 151]. 
(K: Kontrol Grubu, NY: Nikotin yoksunluğu grubu, Omp: Osmotik pompa ile nikotin enjeksiyon 
yöntemi, Sc: Subkutanöz (deri altı) nikotin enjeksiyon yöntemini ifade etmektedir. (+): İlgili 
davranışsal durumlar açısından Artış, (-): İlgili davranışsal durumlar açısından Azalma, (X): İlgili 
davranışsal durumlar açısından gruplar arası fark yoktur, (Ø): İlgili davranış deneyi 
uygulanmamıştır). 
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5.3. Akım Sitometrik Deneylerin Değerlendirilmesi 

 

Özetlemek gerekirse, Sham ve NY gruplarına ait HP dokuları enzimatik olarak tekli 

hücre süspansiyonuna dönüştürülmüş, NeuN ve c-Fos antikorları kullanılarak olgun ve aktif 

nöronları işaretlenmiş ve daha sonra ise floresan aktive akım sitometri cihazında bu 

popülasyonlar hem saflaştırılmış hem de tüm popülasyon içerisindeki yüzdesel oranları 

belirlenmiştir. Akım sitometrik saflaştırma gerçekleştirildikten sonra pasif =% NeuN-(+)/c-Fos-

(-) ve aktif=% NeuN-(+)/c-Fos-(+) gruplar olarak isimlendirdiğimiz alt popülasyonlar her bir 

hayvan için birer tüpe hücre süspansiyonu seklinde toplanmıştır. Bu tüplerden ivedimle total 

RNA elde edilmiş ve tüm RNA örneklerinden eş zamanlı olarak cDNA sentez edilip; hedef 

genlerin (DNMT1, DNMT3a, Tet1, Tet2, Tet3, Ascl1, Dcx, c-Fos ve Arc) ekspresyon seviyelerini 

Sham ve NY grupları arasında karşılaştırmak için RT-PCR analizi gerçekleştirilmiştir. 

Çalışmamızda, akım sitometik olarak saflaştırılan nöral popülasyonlarda epigenetik belirteçlere 

ait genlerin ekspresyon seviyelerini gruplar arasında mukayese edilmesi amaçlanmıştı. Fakat 

bulgular bölümünde (4.6) bahsedildiği ve Şekil 4.10’da kanıt sunulduğu üzere, saflaştırdığımız 

popülasyonlardan elde ettiğimiz cDNA numuneleri ile CT değeri alabilecek kalitede sonuç 

alınamamıştır. RT-PCR analizinin değerlendirebilecek sonuç vermemesi saflaştırma ile elde 

edilen popülasyonlardaki hücre sayısının azlığı olarak görülmektedir. Öyle ki, saflaştırma ile 

elde ettiğimiz popülasyonların sayısı 1000-10000 arasında değişkenlik göstermektedir. Söz 

konusu skaladaki hücre hacmi genel birçok biyolojik araştırmadaki total RNA izolasyon 

çalışması için oldukça düşük olarak kabul edilebilir. Bir karşılaştırma yapmak gerekirse erişkin 

bir fare beyin hemisferi içerisinden çıkarılan 10-20 mg ağrılığındaki tek bir HP dokusu 5-10 

milyon kadar hücre ihtiva etmektedir. Böyle bir karşılaştırma içerisinde, maksimum 10000 

hücreden verimli RNA elde etmenin zor olabileceği aşikardır. Kullandığımız RNA izolasyon 

kitinin kapasitesi bu hücre sayısı profiline uymakla birlikte, RNA izolasyonunun çok çeşitli 

aşamalarında sorun yaşanmış ve olması mümkün görülmektedir. Özellikle, ampirik 

tecrübelerimizce, birçok santrifüj aşaması içeren izolasyon protokolünde sıkıntılar olma 

ihtimali oldukça yüksektir. Öyle ki hücre/numune hacminin verimli olduğu izolasyon 

protokollerindeki santrifüj işlemleri neticesinde deney tüplerinin dibinde gözle görülebilir 

pellet oluşmaktadır. Yine tecrübemiz gereği, gözle görülebilecek minimal seviyede bir pelletin 

oluşabilmesi için en az birkaç milyon hücre veya dengi doku izolatı olması gerekmektedir. 

Çalışmamızda ise akım sitometri cihazının da verdiği raporlar neticesinde maksimum 10000 

sayıda hücre tüpler içerisine saflaştırılabilmiştir. Şaşırtıcı olmayacak şekilde, izolasyon 

protokolünün hiç bir aşamasında gözle görülebilen bir pellet tespit edilememiştir.  

Yaşanan bu sıkıntı neticesinde, yeni bir yol haritası çizilmiştir. Buna göre her bir 

hayvanın bir beyin yarımındaki HP akım sitometrik analizle popülasyon yüzdesi belirlemek için 
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(saflaştırma yapmadan) diğer hemisferdeki HP ise total RNA izole edip, RT-PCR analizi yapmak 

için kullanılmıştır. Yapılan stratejik değişikliği daha iyi tarif etmek üzere aşağıdaki şematik 

çizim oluşturulmuştur (Şekil 5.1). 

 

B                                                                                            C

total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Epigenetik ve Nöral Genlerin Ekspresyon Seviyelerinin 

RT-PCR ile Belirlenmesi

Bir fareye ait her iki beyin 

hemisferindeki 

HP dokuları birleştirilerek 

enzimatik olarak diasosiye edilir

Diasosiyasyon sonrası ana 

hücre süspansiyonunda 

immünositokimyasal 

boyamalar yapılır, işaretlenen 

hedef popülasyonlar akım 

sitometrik olarak analiz edilir

Akım sitometrik analiz sonrası 

söz konusu hedef 

popülasyonlar  saflaştırılır
Diasosiyasyon sonrası, ana hücre süspansiyonunda
immünositokimyasal boyama yapılır, işaretlenen
hedef popülasyonlar akım sitometrik olarak analiz

edilir, yani hedef alt-popülasyonların tüm
popülasyona oranları kantitatif olarak belirlenir. 
Fakat cihazın sorting aparatıyla ayrıştırılmaz.

Her bir fareye ait bir beyin
yarımındaki HP dokusu izole

edildikten sonra
enzimatik olarak diasosiye

edilir

Aynı sıçanın diğer beyin
yarımındaki HP dokusu çıkarılır ve
HP dokusundan total RNA izole

edilir

Epigenetik ve Nöral Genlerin Ekspresyon 

Seviyelerinin 

RT-PCR ile Belirlenmesi

total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Orijinal Akım Sitometrik Deney Tasarısı                                                      R evize Edilen Plan

Günde 3X 

SF

Enjeksiyonu                                  

Günde 3 X 2mg/kg 

N/SF Enjeksiyonu
Enjeksiyon 

Yok                                                   

3 Gün 

Alıştırma
12 Gün 

Gerçek Deney
24 Saat 

Yoksunluk

ATT                        YALT

Davranış Deneyleri                                                Kesim

Deney Modelinin Oluşturulması ve Davranış Testlerinin UygulanmasıA

 

Şekil 5.1. Deneysel tasarımızda gerçekleştirdiğimiz stratejik planlar.  
(A-Deney modelinin oluşturulması ve davranış testlerinin uygulanması, B-Orijinal akım 
sitometrik deney tasarısı, C-Revize edilen plan).  
 

5.3.1. Akım Sitometrik Analizle Belirlenen Nöral Popülasyon Oranlarının 

Değerlendirilmesi 

 

Sham ve NY grubu farelerinde akım sitometrik analiz ile pasif ve aktif nöron popülasyon 

yüzdesel oranlarının arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmemiştir (Şekil 4.7 

ve 4.8). Literatür incelendiğinde, NY modellerinde c-Fos ve Arc gibi genlerin kodladığı 

proteinlerin immünohistokimyasal ekspresyonlarını inceleyen çalışmalar görülmektedir [12, 

83, 117,152-156] (Tablo 5.3). Bu çalışmalarda elektrofizyolojik olarak aktif yani sinaps yapabilir 

nöronları belirleyen işaretleyicilerin NY gruplarında kontrol denklerine kıyasla daha yüksek 

seviyede eksprese oldukları bildirilmiştir [117, 152, 153]. NY’na bağlı oluşan davranışsal 

değişimlerin bir yansıması olarak HP’da bu belirteçlerin artması nöronal ateşlenme denilen bir 

kavram olarak yorumlanmıştır [123, 124]. Akım sitometrik analizle elde ettiğimiz sonuçlar ise 

söz konusu literatürden farklılık göstermektedir.  
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Tablo 5.3. Nikotin maruziyeti ve yoksunluğu çalışmalarında Nörogenez basamaklarından 
gözlenen farklı durumlar ile ilgili literatür özeti [12, 83, 117,152-156]  
(K: Kontrol grubu, N: Nikotin maruziyeti grubu, NY: Nikotin yoksunluğu grubu, (+) : Vücut 
ağırlığı değişimleri açısından artış, (-): Vücut ağırlığı değişimleri açısından azalma, (X): Vücut 
ağırlığı değişimleri açısından gruplar arası fark yoktur, (Ø): İlgili gruplar çalışılmamıştır). 

 

 

5.3.2. Akım Sitometrik Saflaştırma Verilerine Göre Belirlenen Nöral Popülasyon 

Oranlarının Değerlendirilmesi 

 

Çalışmamızda her seferinde 10000 hücrenin okutulduğu akım sitometrik analiz 

sonuçlarına göre c-Fos eksprese eden yani nöronal olarak aktifleşen hücre popülasyon yüzdesi 

NY grubunda Sham kontrollere kıyasla anlamlı değişim göstermemiştir. Bunun üzerine, daha 

önce her bir seferinde bir milyona yakın hücrenin akım sitometrik olarak taratıldığı saflaştırma 

verilerinin analiz edilmesi yönünde karar verilmiştir. Buna göre öncelikle Sham grubu 

içerisinde Neun (+)/c-Fos (+)  işaretli aktif nöron sayısı tüm olgun nöron sayısına yani Neun 
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(+)/c-Fos (+) ve Neun (+)/c-Fos (-) işaretli popülasyonlarının toplam sayısına oranlanmıştır. Bu 

oran kontrol grubumuzdaki olgun ve aynı zamanda aktif olan tüm nöronların, diğer tüm olgun 

nöronlara olan yüzdesel oranını ifade etmektedir. Aynı işlem NY grubu içinde gerçekleştirilmiş 

ve bu oran iki grup arasında karşılaştırıldığında NY grubu fare HP’larında aktif nöronların tüm 

olgun nöronlara oranının Sham grubuna kıyasla daha yüksek (p=0,044) olduğu tespit edilmiştir 

(Şekil 4.9). Temel sitometrik analiz sonuçlarında gruplar arasında farklılık gözlenmezken, 

saflaştırma verilerine göre farklılık gözlenmesi ilerleyen cümlelerdeki gibi açıklanabilir. Basit 

akım sitometrik analiz yapılırken çok süre almaması için analiz eşik değeri 10000 hücre sayısı 

ile sınırlanmaktadır. Fakat saflaştırma yapılan deneylerde, yani belirli bir hücre grubunun, tek 

bir tüp içerisine toplandığı ve bu popülasyonlardan daha ileri moleküler analizlerin icrasının 

tasarlandığı deneylerde maksimum sayıda hücre analiz edilmeye çalışılmaktadır. Bu sebeple 

çalışmamızda da her bir saflaştırma işlemi için cihazın sitometrik olarak taradığı toplam hücre 

sayısı, temel sitometrik analiz için eşik değeri olan 10000 hücre sayısının onlarca katı düzeyinde 

ölçülmüştür. Dolayısyla elde edilen akım sitometrik verilerimiz ilk yapılan temel analize kıyasla 

daha güvenilir seviyededir. Sonuç olarak, saflaştırma verilerinin istatistiksel olarak analiz 

edilmesiyle, NY grubu fare HP’larında kontrollere kıyasla nöronal aktifleşme artışı literatürdeki 

immünohistokimyasal bilgilerin yönüyle örtüşmektedir.  

Öte yandan, başka hiçbir NY çalışmasında akım sitometrik analiz ile aktif nöron 

popülasyonu belirlendiğine dair bilgiye rastlanmamıştır. Hedef hücrelerin belirlenmesi için 

kullanılabilecek doku kesitleri üzerinde yapılan immünohistokimyasal işaretleme ve akım 

sitometrik analiz yöntemlerinin güçleri karşılaştırıldığında birbirlerine kıyasla birtakım avantaj 

ve dezavantajları bulunmaktadır. Öncelikle iki yöntemin de ortak yönleri antikor antijen 

ilişkisine bağlı immünohistokimyasal bir yöntem olmalarıdır. Yani gösterilmek/ sayılmak/ 

belirlenmek istenen hücreler spesifik antikorlar kullanılarak işaretlenirler. İmmünohistokimya 

yönteminde işaretlenen hücreler mikroskop altında histolojik olarak görüntülenirken, akım 

sitometrik yöntemde floresan olarak işaretlenmiş hücreler sitometri cihazının içerisindeki 

spesifik lazerler yardımıyla seçilirler. İmmünohistokimyasal yöntemin diğerine kıyasla en 

büyük avantajı, işaretlenen hücrelerin dokunun üzerinde net yerini ve diğer histolojik 

tabakalardaki hücrelerle lokal ilişkilerinin mikroskobik olarak görüntüleyebilmektir. Sitometrik 

yöntemde ise, ilgili doku enzimatik olarak bir hücre kokteyline çevrildiği için işaretlenen 

hücrelerin görsel ve histolojik ayrımını yapmak mümkün değildir. Ayrıca, immünohistokimyasal 

işaretlemede sayısal olarak doğru bir ölçüm yapabilmek ancak çok meşakkatli stereolojik 

yöntemlerin uygulanmasıyla mümkün olabilmektedir, yine de tam bir kantitasyon yapmak 

teknik olarak mümkün değildir, daha ziyade semi-kantitatif düzeyde veriler elde edilmektedir. 

Akım sitometrik yöntemde ise tüm popülasyon içerisindeki işaretlenen hücre sayısını tam 

netlikte belirlemek mümkündür, bu nedenle akım sitometrik olarak elde edilen veriler tam 
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kantitatif olarak kabul edilebilir. İki yöntem karşılaştırılırken değerlendirilmesi gereken önemli 

bir faktör ise, immünohistokimyasal yöntem birçok araştırma laboratuvarında 

uygulanabilirken, akım sitometrik imkanın her merkezde olmayışıdır. Çok pahalı bir cihaz 

olması nedeniyle, bu cihaz her araştırma merkezinde bulunmamaktadır. Ayrıca bulunsa bile çok 

kozmopolit hücresel çeşitliliğe sahip beyin dokusundan sağlık analiz yapabilmek ancak hatırı 

sayılır bir teknik tecrübeye mümkün görülmektedir. Ekibimiz iki farklı TÜBİTAK projesinde son 

beş yıldır beyin dokusu üzerinde kazandığı akım sitometrik tecrübeyi bu tez çalışmasına 

yansıtmıştır.  

 
5.4. Hipokampus Dokularından Elde Edilen Gen Ekspresyonu Verilerinin 

Değerlendirilmesi 

 

Yukarıdaki kısımlarda açıklandığı üzere saflaştırılan popülasyonlar kullanılarak 

gerçekleştirilen RT-PCR sonucunda CT ekspresyon değeri elde edilememiş ve bunun üzerine 

deney tasarısı revize edilerek tüm HP dokuları üzerinde RT-PCR analizi yapılmasına karar 

verilmişti (Şekil 4.10). Bunun üzerine HP dokularında gerçekleştirilen RT-PCR analizleri çok 

büyük ölçüde kaliteli yani istatistiksel olarak analiz edilebilecek netlikte CT değerleri vermiştir. 

Bu analiz neticesinde Hprt endojen geninin ekspresyon seviyesi baz alındığında Sham ve 

NY grupları HP dokularında DNMT1, DNMT3a, Tet1, Tet3, Ascl1 ve Dcx genleri ekspresyon 

seviyeleri açısından anlamlı bir değişim gözlenmemiştir (p>0,05). Öte yandan, Tet2 ve Arc gen 

ekspresyonlarının NY grubunda kontrollere kıyasla anlamlı artış gösterdiği tespit edilmiştir 

(Tablo 4.4) ve (Şekil 4.12). Öte yandan, 2 kez tekrar etmemize rağmen c-Fos geninin RT-PCR ile 

ekspresyon analizi CT değeri vermemiştir. Bu problem ticari olarak temin ettiğimiz farelerdeki 

c-Fos genine özgü primer dizilerindeki bir yanlışlığa ya da bozulmuş olduklarına bağlanmıştır. 

Eğer kullanılan diğer ikincil seviyedeki kimyasal sarflarda veya elde edilen cDNA örneklerinde 

bir hata ve/veya bozulma olsaydı, diğer 8 hedef ve 2 adet kontrol genin ekspresyon seviyeleri 

görüntülenemezdi. Yine de ekspresyon seviyesini sağlıklı olarak tespit edebildiğimiz Arc geni, c-

Fos gen ekspresyon bilgisinin yokluğunu büyük ölçüde kapatmaktadır. Öyle ki iki genin veya 

genin kodladığı proteinlerin benzer bir eğilimde aktif nöronlarda ortak şekilde eksprese 

olduğunu gösteren birçok çalışma bulunmaktadır [153, 157]. Sonuç olarak aktifleşen 

nöronlarda verimli biçimde eksprese olan, c-Fos ile birlikte en bilindik erken cevap geni sınıfı 

içerisinde bulunan Arc geninin ekspresyonu NY grubu fare HP’larında kontrollere kıyasla 

anlamlı düzeyde artış göstermiştir. Bu artış yukarıdaki bölümlerde (5.3) tartışıldığı üzere NY 

durumunda HP’da gerçekleşen nöronal ateşlenme ya da aktif nöron popülasyon oranlarının 

arttığı yöndeki literatür bilgileriyle örtüşmektedir. Arc geni ekspresyonundaki artış verisi, akım 
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sitometrik saflaştırma ile elde ettiğimiz, NY’da gözlenen aktif nöron popülasyon yüzdesindeki 

artışla da uyuşmaktadır. 

 
5.5. Epigenetik Dinamiklere Ait Gen Ekspresyonu Verilerinin Değerlendirilmesi 

 

DNA metilasyonunu katalizleyen DNMT1 ve DNMT3a enzimlerini kodlayan genlerin 

ekspresyon seviyelerinin yoksunluktan etkilenmediği görülmüştür. DNA demetilasyonu 

kodlayan üç ana enzimden Tet1/2/3’ten sadece Tet2’yi kodlayan genin ekspresyonunda kontrol 

grubuna kıyasla anlamlı bir değişim (üç kat artış) olduğu gözlenmiştir. RT-PCR analizi 

hassaslığında elde ettiğimiz bulgular, DNA metilasyonunun yoksunluk durumda değişmediğini 

işaret etmektedir. Fakat demetilasyon mekanizmasında rol oynayan üç kilit enzimden bir 

tanesinin ekspresyon seviyesinin artması yoksunluk durumunda DNA demetilasyonunun 

değişime uğrama ihtimalini ortaya koymaktadır. Çünkü Tet2 geninin ekspresyon seviyesinin 

artması, bu genin kodladığı Tet2 enzimine ait proteini aynı oranda sentez edeceği anlamına 

gelmemektedir. Peki bu durum daha derin nasıl araştırılabilirdi? Tet2 geninin kodladığı Tet2 

enziminin fonksiyonellik kazanması için bu genin transkripte olduktan sonra translasyona 

uğraması yani en basit biyoloji kitaplarında da belirtildiği üzere protein sentezi olması 

gerekmektedir. Bunu tespit etmek için ise immünohistokimya ve western-blot yöntemleri 

kullanılabilir. Fakat Tet2 proteinini spesifik bir şekilde belirlemek için daha önce ekibimizce de 

iki alternatif kullanılarak sınanan ticari primer antikorların yeterince spesifik olmadığı 

gözlenmiştir. Öte yandan, olaya varsayımsal olarak yaklaşacak olursak; Tet2 protein ekspresyon 

seviyesini oldukça spesifik bir primer antikor yardımıyla test etseydik ve bu proteinin NY 

grubunda kontrollere kıyasla anlamlı düzeyde artmış olduğunu belirleseydik: nasıl bir tartışma 

ya da değerlendirme yapabilirdik? Tet2 proteinin ekspresyon seviyesindeki artışı gösteren bu 

varsayımsal veri, Tet2 geninin ekspresyon seviyesindeki anlamlı artışa dair elde edilen veriye 

kıyasla kesinlikle daha değerli olurdu. Ancak, bu bilgi HP dokusundaki tüm hücrelere ait oldukça 

bir genel bilgi olurdu. Yani, HP dokusu içerisinde çok çeşitli özellikteki on binlerce hücrenin 

birbirlerinden bağımsız seviyelerde sentez ettiği Tet2 proteininin tek bir kotada toplanması ya 

da ortalamasının alınması sonucu ortaya çıkardı. Halbuki bu çalışmada özellikle merak ettiğimiz 

husus HP içerisindeki aktif nöronların DNA metilasyon/demetilasyon profillerinin nikotin 

yoksunluğundan ne düzeyde etkilendiğiydi. Eğer saflaştırdığımız aktif nöronlardan başarılı 

biçimde RT-PCR gerçekleştirebilseydik, elde ettiğimiz bilgilere kıyasla daha derin düzeyde 

epigenetik sorular cevaplanabilirdi. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Bu çalışmada, NY’da ortaya çıkan davranışsal bozukluklar ve kognitif kabiliyetlerdeki 

zayıflama ya da hasarların altında yatan moleküler patogenez mekanizmaların epigenetiksel 

olarak daha derin düzeyde anlaşılması hedeflenmiştir.  

Bulgularımız neticesinde; 

1. Oluşturduğumuz NY modelinde, davranışsal olarak bir stres durumu oluştuğu 

gözlenmemiştir fakat aktif nöronların HP’ta akım sitometrik olarak arttığı gözlenmiştir.  

2. Aynı zamanda HP’ta nöronal aktifleşmeyi veren önemli genlerden bir tanesinin 

seviyesinin arttığı gözlenmiştir.  

3. Ayrıca DNA metilasyonunun değişmediği, DNA demetilasyonu ile ilgili parametrelerden 

bir tanesinin değiştiği görülmüştür.  

4. NY’nda DNA metilasyonu değişmezken, NY durumunda DNA demetilasyonunun artması 

literatürde şuan için henüz olmayan bir bilgidir ve bu konunun daha detaylı bir şekilde 

araştırılması gerekmektedir.  
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