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OZET

Iyonize Radyasyonun Fare Beyni Uzerine Olan Etkilerinin Epigenetik

Olarak Degerlendirilmesi

Kraniyel radyasyon terapisi malignensilerin tedavisinde etkili bir ara¢ olmasiyla
birlikte kisa ve uzun donemde istenmeyen yan etkiler gosterdigi bilinmektedir. Kognitif
kusurlar kraniyel radyoterapinin uzun dénemde ortaya cikabilen esas etkilerinden biri
olarak kabul edilmektedir.

Rodentlerde beynin yeni gelismeye basladigi donemlerde kraniyel radyasyona
maruziyeti, eriskin doneme gelindiginde bu uygulamanin hipokampal ndrogenezde
degisikliklere yol agabildigi gosterilmistir. Calismamizda C57BL6/J fare beyinlerine
erken donemdeki kraniyal radyasyon uygulamasinin eriskin dénemdeki hipokampal
ndrogenezi azaltmasinin yaninda, epigenetik olaylarda da degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir. Deneysel tasarimimizda; postnatal 14. Giinde (P14) yavrulara tek doz
olarak 8 Gray (Gy) (Rad+ grubu) ile P14 ve P21 de birer doz 8 Gy olmak iizere ¢ift doz
(toplam16 Gy) (Rad++) tim kraniyel radyasyon uygulanmistir. Ayrica yas ve viicut
agirligr bakimindan es bir grup yavru da sham (anestezik) ve normal kontrol gruplari
olarak deneye dahil edilmistir. Kraniyel radyasyon uygulamasindan 7 ay sonra, biitiin
gruplar ilk dnce lokomotor aktivitelerinin sinanmasi agisindan Acik Alan Testi’ne daha
sonrasinda ise hipokampal bagimli mekansal 6grenme ve uzun donem hafizay:
degerlendirmek i¢in Morris Su Tanki Testi (MSTT) paradigmasina tabi tutulmuslardir.
Acik Alan testinde gruplar arasinda 6nemli farkliliklar goriillmemistir. Fakat MSTT nde
Rad+ ve Rad++ gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla kognitif becerilerde gesitli
derecelerde azalma kaydedilmistir. Ayrica, bu farkliligin 6nemli derecede doza bagimli
oldugu anlasilmistir. MSTT testlerini takiben, tiim gruplara ait P231 beyinlerinin
hipokampuslarinda mevcut nérogenezi ve epigenetik olaylar1 degerlendirebilmek i¢in
fenotipik noronal ve epigenetik isaretleyiciler kullanilarak immiinhistokimyasal
boyamalar gerceklestirilmistir. Radyasyona maruz birakilan fare beyinlerinde gyrus
dentatus’un i¢ graniiler tabakasinda kontrol gruplarina kiyasla Doublecortin (DCX)
(olgunlagsmamis noron isaretleyicisi) ile isaretlenmis hiicre popiilasyonunda onemli
miktarda azalma tespit edilmistir. Calismamizda ayrica ayn1 hipokampal bdlgelerde en
temel DNA metilasyon faktorlerinden biri olarak kabul goren Methyl-CpG Binding
Protein 2 immiinohistokimyasal ekspresyonunun radyasyona bagli olarak belirgin
diizeyde azaldig1 gosterilmistir.

Biitiin bulgularimiz 1s181nda genel olarak erken donemdeki kraniyal radyasyon
uygulamasinin sadece norogenezi degil, ayn1 zamanda MSTT deneylerinde gbzlenen
zayiflamis  kognitif yeteneklerin hiicresel diizeydeki yansimasi olan erigkin
hipokampusundaki epiegenetigi de degistirdigini gosterilmistir. Iyonize radyasyonun
epigenetik programlamayr ne sekilde etkilediginin mekanizmalarinin anlagilmasi
radyasyon maruziyetinin zararh etkilerine kars1 alinabilecek dnlemlerin gelismesine 151k
tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Eriskin Hipokampal Norogenez, Kraniyal Radyasyon
Maruziyeti, DNA metilasyonu, Epigenetik
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ABSTRACT

Epigenetic Evaluation of The Effects of Cranial Irradiation On Mice Brain

Cranial radiotherapy is an effective tool in the treatment of pediatric
malignancies but it is associated with adverse side effects, both short and long term.
One of the cardinal late onset effects is cognitive deficits. Exposure of cranial
irradiation to the early brain in rodents has been shown to potentially change the
hippocampal neurogenesis levels in adulthood. Here, we demonstrated that epigenetics
is also altered accompanying with the reduced hippocampal neurogenesis in the adult
brain of C57BL6/J mice after the early cranial irradiation.

For the experimental design, a single dose of 8 Gray (Gy) whole cranial
irradiation at postnatal day 14 (P14) (Rad+ Group) or double doses (Rad++ Group) of 8
Gy both at P14 and P21 (total of 16 Gy) were administered to the pups. Additionally, a
group of age and body weight matched mice were assigned as sham (anesthetic) or
naive controls. Seven months after the cranial irradiation, three main groups of mice
(Control, Sham and Rad) were first assigned for Open Field test to measure the
locomotor activity, and afterwards for Morris Water Maze paradigm to test the
hippocampal dependent spatial learning and long term memory. No significant
difference was observed between the groups in Open Field test. Meanwhile, in the
Morris Water Maze experiments, Rad+ and Rad++groups displayed significantly
weaker cognitive abilities as compared to the controls. Lastly, a significant dose-
dependent difference of irradiation was also detected.

Following Morris Water Maze experiments, we employed immunohistochemical
stainings (im) with phenotypic neuronal and epigenetic markers to test the ongoing
neurogenesis and epigenetic events in the P231 hippocampi. We found a significant
decrease of Doublecortin (DCX)-im (immature neuron marker) at the inner granule cell
layer of dentate gyrus of irradiated mice as compared to the controls. In the same
hippocampal regions, there were also significant reduction of Methyl-CpG Binding
Protein 2-im positive cells a well-known DNA methylation determinant.

Our overall data suggests that exposure of cranial irradiation to the young brain
alters not only the neurogenesis but also the epigenetic profile in adult hippocampus
which may reflect the cellular base of the weakened cognitive abilities observed in the
Morris Water Maze experiments. understanding the mechanisms by which ionizing
radiation affects epigenetic programming will provide insight into how to develop
protection against the potentially harmful risks associated with radiation exposure.

Keywords: Adult Hippocampal Neurogenesis, Cranial Irradiation, DNA
methylation, Epigenetics
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GIRIS

Gilinlimiizde, kraniyal iyonize radyasyon (KR) maruziyetinin 6grenme ve hafiza
tizerinde olusturdugu hasarlarin patogenez mekanizmalar1 heniiz istenen diizeyde
aydinlatilabilmis degildir. Bir¢ok deneysel ¢alismada, KR maruziyetinin 6grenme ve
hafiza fonksiyonlarmin altinda yatan hipokampal norogenez adi verilen ndérobiyolojik
olayr bozdugu gosterilmistir. Yakin ge¢miste, c¢evresel faktorlerin epigenetiksel
programlar1 degistirerek hiicresel ve gen diizeyinde bozukluklar olusturdugu
bilinmektedir. Fakat KR maruziyetinin hipokampal nérogenez {iizerinde olusturdugu
olumsuz etkinin epigenetikle iliskisi bilinmemektedir.

Memelilerde kalitimsal bilgiye ait talimatlari igeren genlerin ifade olabilmeleri,
yani genlerin gerekli zamanda ve dokuda fonksiyonel protein iiriinlerine doniisebilmesi
ya da tam tersi susturulmasi islemlerinin kontroliinde g¢evresel faktorlerin biiyiik rol
oynadigi bilinmektedir. Diger bir deyisle kalitimsal materyalde bulunan genetik bilginin
ancak cevresel yonlendirmeyle isler hale gecebilecegi diisliniilmektedir. Kalitimsal
bilgiyi iceren DNA iizerindeki genlerin normal ya da diizensiz bi¢gimde ifade olmalar
cevresel uyaranlarin kalitimsal materyal iizerinde olusturdugu genetik {istii yani
Epigenetiksel mekanizmalar ile gerceklesmektedir. Ornegin DNA ve histon proteinleri
tizerinde gergeklesen kimyasal modifikasyonlar ya da bu modifikasyonlarin isleyisinde
rol oynayan molekiillerin beyin gelisimindeki davraniglarinin bir¢ok nodral genin
aktivasyon ve inhibisyonunu kontrol ettigi bilinmektedir. Kisacasi, séz konusu
epigenetik mekanizmalarin, intrinsik faktor olarak kabul edilen kalitimsal materyalin ya
da kromatinin ii¢ boyutlu yapisini ¢evresel uyarilarla birlikte dinamik bir sekilde
degistirerek genler ile ¢evre arasinda bir koprii vazifesi gordiigli diisiiniilmektedir. Son
yillarda Biyoloji ve Tip alaninda yapilan arastirmalarda, hiicresel cogalma, farklilagma,
olgunlasma ve hiicresel hayatta kalma gibi bircok 6nemli biyolojik olayin yukarida
Ozetlenen epigenetik mekanizmalarin sagladigi transkripsiyonel orkestrasyon sayesinde
diizenlendigi anlasilmaya baslanmistir.

Bu tez c¢aligmasinda, postnatal beyin gelisimi sirasinda uygulanan kraniyal
radyasyon maruziyetinin ge¢ donem eriskin beyninde, uzun dénem sonra hipokampal

bagimh 6grenme (HBO) ve hafiza iizerine etkisi ve bu dinamikleri olusturan eriskin



hipokampal nérogenez’in (EHN) norobiyolojik isleyisi epigenetiksel bir bakis acistyla
anlagilmaya calisilmistir.

Calismamizdan elde edilecek bulgular dogrultusunda, KR maruziyetinin neden
oldugu bozukluklarmin etiyolojisinin anlagilmasi i¢in gerceklestirilecek temel ve klinik

arastirmalara yeni bir bakis acis1 kazandirilabilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tyonize Radyasyon

Radyasyon, elektromanyetik dalga veya pargaciklar bicimindeki enerji yayimi ya
da aktarimi olarak bilinmekte ve iyonize/iyonize olmayan seklinde siniflandirilmaktadir
(1, 2). Iyonize radyasyon ise doku ve hiicrelerde bulunan atom ve molekiillerden
elektron kopararak degisiklik yapabilen, yliksek frekansl ve dolayisiyla yiiksek enerjili
olan X 1sinlar1 ve gama 1sinlar1 olarak tanimlanmaktadir (3). Yasadigimiz ylizyilda,
radyoaktif izotoplarin ve radyasyonun temel bilim, tip, tarim ve endiistri gibi ¢esitli
uygulama alanlarinda kullanilisinin ¢ok biiyiik boyutlara ulastig1 bilinmektedir.

Radyoterapi (RT), primer ve metastatik beyin tiimorleri, merkezi sinir sistemi
odakli 16semik lenfomalar ve bas boyun kanserlerinde baslica tedavi yontemi olarak
kullanilmaktadir (4, 5). Yakin dénem arastirmalar, Amerika Birlesik Devletleri’nde
yilda 200.000 kadar hastanin 1s51n tedavisi amagli kismi veya tiim KR'a maruz kaldigini
gostermektedir (6).

Radyasyon tedavisine olumlu yanit olarak hayatta kalma siiresi artmakla birlikte
radyasyon maruziyetinin yan etkisi olarak ortaya ¢ikan kognitif bozukluklarin biiyiik bir
saglik problemi olusturdugu bilinmektedir (6, 7). Farkli beyin bolge ve hiicre
gruplarinda olusan radyasyona bagli biyolojik hasarin derecesi maruziyetin dozu, siiresi
ve sikligina bagl olarak degiskenlik gosterebilmektedir (8, 9). Agir yapisal ve
fonksiyonel hasarlarin ¢ogunlukla yliksek dozlardaki maruziyete (>60 Gray (Gy) ) bagh
ortaya ¢iktig1 bilinmekle birlikte, daha diisiik dozlarin da belirgin bir morfolojik
degisimin gozlenmedigi kognitif bozukluklara neden oldugu goézlenmistir (10, 11).
Genis bir yelpazede degiskenlik gostermekle birlikte, RT ger¢eklestikten birkac ay ile
birka¢ yil sonraki siiregte hastalarin bircogunda kisa donem hafiza, mekansal algilama,
goriintiisel motor fonksiyonlarda bozulma, sayisal yeteneklerde zayiflama ve dikkat
bozuklugu gibi anormallikler gdzlendigi bilinmektedir (12). Ozellikle akut lenfoblastik
16semili (ALL) ¢oguklarda kraniyal RT uygulandigi (13, 14, 15) ve bu tip
malignitelerden kurtulanlarda uzun donemde cesitli kognitif bozukluklarin sikga ikincil
hasar olarak ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (16, 17, 18, 19). Bu hastalarda uzun donemde
ogrenme glicliikleri, hafiza ve dikkat bozukluklari, depresyona ve madde bagimliligina

egilim bagta olmak tizere gesitli saglik problemleri goriilmiistiir. Uzun donem hayatta



kalan pediyatrik hastalarin akranlarina kiyasla daha diisiik Zeka Kat Sayist (ZK)
degerlerine sahip olmalari; 6grenme ve entelektiiel fonksiyon bozukluklarinin altina
yatan esas yapisal unsurlardan biri olarak kabul edilmektedir (20, 21). Ayrica bu
hastalardaki ZK seviyelerindeki diisiikliik ile RT gérme yasi arasinda ters bir iliski
oldugu saptanmustir (22, 23, 24). Buna gore daha erken yasta RT goren ¢ocuklarin
ZK’nin daha gec¢ gorenlere kiyasla diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu hastalarin bir
kisminin 6nceden 6grenilen bilgilerin hatirlanmasinda sorunlar yasadiklar1 gézlenmistir.
Diger bir kisminin ise eski bilgileri hatirladiklar1 fakat yeni bilgilerin 6grenilmesinde
zorluk yasadiklari bildirilmistir (25). Cesitlilik gosteren bu klinik tablonun altinda yatan
patogenez ¢ok iyi bilinmemekle birlikte beyinde farkli anatomik yapilarin (6rnegin;
subventrikiiler tabaka (SVT) ve hipocampus’un (HC) gyrus dentatus’u (GD) ve bu
tabakalarda degisime ugrayan hiicre gruplarinin (6rnegin; noéral kok hiicreler (NKH),
immatiir ndronlar (IMR), matiir ndronlar (MN) ve astrositler vb.) radyasyondan
olumsuz etkilenmis oldugu in-vivo ve in-vitro olarak gosterilmistir (26, 27, 28, 29).
Bahsedilen mikro ve makro anatomik yapilarin hasara ugradiginin deneysel olarak
gosterilmesine ragmen radyasyona bagli gelisen patogenez mekanizmalar1 halen
istenilen diizeyde anlasilamamistir. Literatiir incelendiginde RT sonrasi gozlenen
kognitif bozukluklarin altinda yatan temellerin molekiiler diizeyde daha iyi
anlagilabilinmesi ic¢in konunun farkli bakis agilarindan degerlendirilmesi gerektigi
gortilmektedir.

Ozetlemek gerekirse, birgok deneysel hayvan modeli ve klinik bulgulara ait
bilimsel raporlar g6z oniinde bulunduruldugunda, radyasyon maruziyetinin genetik veya

genetik kokenli olmayan gelisimsel kusurlara yol agtig1 bilinmektedir.

2.2. Formatio Hippocampi Anatomisi

Formatio hippocampi, 6grenme ve hafizada anahtar rol oynadigi diisiiniilen
limbik sistem pargasi olarak bilinmektedir. Bu anatomik yapiy1 hipocampus (HC), GD,
subiculum ve entorhinal korteks olusturmaktadir (30, 31).

Formatio hippocampi, ventriculus lateralis’in cornu inferius’unun (cornu
temporale) tabani boyunca uzanan kivrilmis bir korteks boliimii olarak bilinmektedir ve
sekil olarak deniz atina benzedigi i¢cin yunanca deniz at1 anlamina gelen hippocampus

(Yunanca: wtrog, hippos = at, kaumrog, kampos = deniz) adi verilmistir (Sekil 2.1) (32).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Yunanca

Bilaminer yapidaki HC’un bir laminasi ice dogru katlanarak cornu ammonis (CA) ya
da HC proper’i olusturmakta; diger lamina ise GD (fascia dentata, gyrus involutus)
olarak uzanmaktadir (Sekil 2.2) (33). Gyrus parahippocampalis — CA gegis boliimiinde
yer alan subiculum (area 27) da formatio hippocampi kapsaminda
degerlendirilmektedir. Cornu ammonis insanlarda en 1iyi bilinen limbik sistem
olusumudur. Cornu ammonis ve GD’taki kortikal yap1 filogenetik olarak en eski korteks
(archicortex) Ozelligindedir. Genislemis 6n ucu pes hippocampi olarak adlandirilmakta
ve buradaki 3-4 yuvarlak ¢ikintiya digitationes hippocampi adi verilmektedir (31).

Hipocampus’un konveks olan ventrikiiler yiizii ependim tabakasi ile kaplidir.

Ependim tabakas1 ile korteks arasinda alveus tabakasi yer almaktadir ve alveus HC’tan
cikan efferent lifler tarafindan olusturulmaktadir. Bu lifler toplanarak HC un konkav i¢
kenar1 boyunca (HC ile GD arasinda) uzanan fimbria hippocampi’yi olusturmaktadir
(31).
Hipocampus’un korteks yapisi, stratum oriens (polimorfik tabaka), stratum pyramidale,
stratum moleculare olmak tizere 3 tabakadan olusmaktadir. Cornu ammonis ise temel
hiicreler olan piramidal hiicre tabakasindaki hiicrelerin ¢esitli bolgelerde cok farkl
goriiniisleri dikkate alinarak CA1, CA2, CA3 ve CA4 alanlarina ayrilmustir. insanlarda
en biiyiik alan subiculum ile HC’nin gegis yerinde bulunan CA1 alanidir. Bu alanlarin
her birinin spesifik islevlerinin ve patolojilerinin mevcut oldugu bilinmektedir (31, 34,
35).

Fornix, formatio hippocampi’nin 1,5 — 2 milyon lif igeren temel efferent lif
demeti olarak bilinmektedir. Gyrus dentatus ise fimbria hippocampi ile gyrus
parahippocampalis arasinda yer alan 3 katmanli dar, ¢entikli bir bdliimdiir. Bu
katmanlarda bulunan hiicreler HC’tan impulslar alarak; subiculum ve HC’a impulslar

gondermektedir (31, 36, 37)



Sekil 2.1. Hipocampus ve deniz at1 (32)
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Sekil 2.2. Hipocampus’un yerlesimi ve ¢evre yapilarla olan iligkisi (33)



2.3. Hipocampus’un Uclii Yollag

Hafiza ile iliskili sinirsel uyarilarin, perforant lifler adi verilen lifler ile
enthorhinal korteks’ten geldigi ve GD’un graniiler hiicreleri ile sinaps yaptigi
bilinmektedir (1. yolak). Graniiler hiicrelerden baslayan mossy lifler, CA3 bolgesindeki
piramidal hiicrelere projekte olmaktadirlar (2. yolak). Buradan baslayan aksonlarsa iki
dala ayrilarak karsi taraf HC’una projekte olan komissural lifleri ve CA1 alanindaki
hiicrelerle baglant1 kuran Schaffer’in kollateral yolagini olusturmaktadir (3. yolak). Bu
yolaklardaki hiicresel haberlesme, yani sinaptik olaylarin 6grenmenin temelini

olusturdugu diistiniilmektedir (Sekil 2.3) (34, 35).

B Gyros
| eniati
Perforant yn]z/ . Mossy lifler
[ CA3
Entorhinal Schaffer
cortex Yolag
Subi

Sekil 2.3. Hipocampus’un {iglii yolagi. (A: rodent beyninde yolaklarin goriintiisii, B: yolaklarin sematik
gOriintiisii).



2.4. Eriskin Hipokampal Norogenez

Norogenez, prenatal ve neonatal yasam sirasinda genlerin i¢ ve dis hiicresel
faktorler ile etkilesimiyle, temel anatomik yapinin sekillenmesi ve olusmakta olan bu
anatomik yapinin fizyolojik olarak aktif bir sisteme doniismesi periyodu olarak
bilinmektedir (38).

1975 yilina kadar, Santiago Ramon y Cajal’in 6ne siirdiigii lizere nérogenezin
gelisim tamamlandiktan sonra beynin tiim bolgelerinde durdugu ve hiicrelerin hayatin
sonuna kadar sabit oldugu fikri kabul gormekteydi (39).

Ancak Goldman ve ark. (40) kanaryalarda yaptiklart ¢alismalarda Cajal’in
yanildigini 6ne slirmiislerdir. Bu ¢alismada, kanaryalarin kigin 6tme davranisinin yogun
oldugunu ve sonbaharda ise bu davranisin durdugundan yola ¢ikarak kanaryalarin vokal
korteksini incelemislerdir. Kisin kanaryalarin 6tme fonksiyonu yogunken vokal
korteks'inde ¢ok sayida yeni ndron olusumu oldugunu, 6tme davranisinin durdugu
sonbaharda ise néronlarin programli hiicresel 6liime gittigini tespit etmislerdir. Boylece
Goldman ve ark. (40), Santiago Ramoén y Cajal’in (39) yapmis oldugu tanimlamanin
aksine erigkin yasamda hiicrelerin statik olmadigini ve siirekli degisim halinde oldugunu
One stirmiisler ve bu olay1 da Erigkin Norogenez olarak isimlendirmislerdir.

Ilerleyen yillarda gerceklestirilen arastirmalarda, eriskin yasamda norogenez’in
beynin sadece iki tabakasinda sinirlandigi anlagilmistir. Bunlardan birincisi beynin
lateral ventrikiillerini ¢evreleyen subventrikiiler tabaka (SVT), ikincisi ise HC’un
GD’unun subgraniiler tabakasi (ST) olarak bilinmektedir (41, 42, 43, 44). Bu iki
tabakanin hayat boyu siirekli bir kok hiicre tireticisi gibi gorev yaptig1 bilinmektedir. Bu
tabakalarda dogan kok hiicreler hizlica sayilarini arttirarak ve farklilagsmaya baslayarak
hedef bolgelere gbo¢ etmektedirler. Gog ettikleri bolgelerde 6zel noral kimliklere
farklilagarak o bolgeyle ilgili fonksiyonlar1 gergeklestirmek iizere farkli ndron
karakterlerinde (GABAerjik, dopaminerjik ve bunun gibi) elektrofizyolojik olarak aktif
(sinaps yapabilir) fenotiplere doniistiikleri bilinmektedir (45, 46, 47, 48).

Ornegin Erigkin Olfaktor Norogenez’de SVT’da dogan kok hiicrelerin
cogalmalarini takiben hizli bir bicimde farklilasarak bulbus olfactorius’a dogru gog
ettikleri bilinmektedir (45, 46, 47). Goglerini tamamlayan hiicrelerin ise bulbus

olfactorius’da farkli tip noral kimliklere, 6rnegin GABAerjik ya da dopaminerjik



noronlara olgunlagsmalariyla birlikte kokuya bagli 6grenme ve koku ayirt edebilmede
gorev aldiklar bilinmektedir (49, 50, 51, 52).

Yukarida Erigkin Olfaktor Norogenez’le benzer bir sekilde hippokampus’un
subgraniiler tabakasinda dogan hiicrelerin ise hizlica ¢ogalarak farkli CA bolgelerine
g0c ettigi ve bu tabakalarda olgun graniil néronlara farklilagarak 6grenme yolaklarinda
gorev yapacak esas hiicreleri olusturduklari bilinmektedir. Bu tezin aragtirma konusu
kapsaminda da olan HC’un GD’u ile ST arasinda gergeklesen bu ndrobiyolojik hiicresel
dontistimler olaymna ise Eriskin Hipokampal Norogenez (EHN) adi verilmektedir (53,
54, 55, 56, 57).

2.5. Eriskin Hipokampal Norogenez’deki Hiicre Tipleri ve Bunlarin Tayininde
Kullanilan isaretleyiciler

Erigkin hipokampal nérogenezin gergeklestigi ST’nin yasam boyu siiren bir
noral kok hiicre (NKH) ireticisi gibi gorev yaptigi bilinmektedir (41, 42, 43, 44).
Ayrica, rodentlerde ST da 12-24 saatlik bir siirecte yaklagik 8000 ile 10000 arasi yeni
noron olusumunun gerceklestigi bildirilmektedir (58). Yakin donemdeki caligmalarda,
hipokampal noérogenez dongiisii kisaca 4 basamak tanimlanmaktadir: yeni NKH
olusumu ve c¢ogalma, cogalmadan sonraki hiicrenin kaderinin belirlendigi (fate
differentiation) ve noral progenitér hiicre (NPH) olusumu (58), NPH’lerin maturasyon
icin go¢ ederek noroblastlara ve ndroblastlardan olgunlasmamis néronlara farklilagma
ve son asama olan elektrofizyolojik olarak inaktif haldeki olgun ndronlara doniismesi
(60, 61). Noral kok hiicre (NKH) olusumundan elektrofizyolojik olarak aktif hale gelme
asamasi yaklagik olarak 28 giin siirdigii bilinmektedir (61) .

Yenidogan NKH’ler ve onlarin ¢ogalmalari SRY (sex determining region Y)-
box 2 (SOX2), Glial fibrillary acidic protein (GFAP), nestin, mammalian hairy and
enhancer-of-split homologs (Hes5), Achaete-scute homolog 1 (Ascll), Paired box
protein (Pax6) gibi NKH ve Antigen KI-67 (Ki67) gibi bilindik proliferasyon
isaretleyicileri ile gosterilmistir (50, 62, 63, 64). Subgraniiler tabakada ¢ogalan
NKH’lerin ilk olarak ara gegis formu olarak bilinen NPH’lere farklilastigi T-box brain
protein 2 (Thr2) ve Neurogenin-2 (Neurog2) gibi bilindik NPH isaretleyiciler
kullanilarak tespit edilebilmektedir (50, 65, 66, 67, 68). Maturasyon yoniindeki

farklilasmanin gergeklesmesi i¢in ndral progenitor hiicrelerin noroblastlara doniismesi



ve goce baslamasi ise Transcription factor SOX-2 (Sox2), Neurogenic differentiation 1
(NeuroD1), Neuronal migration protein doublecortin (DCX) ve Neural Cell Adhesion
Molecule (PSA-NCAM) gibi isaretleyiciler kullanilarak gosterilmektedir (69).
Matiirasyon ve gociin gergeklestigi ve elektrofizyolojik olarak aktif hale gelmeden
onceki son formu olan olgun nérona doniisiimii ise Neuronal nuclear antigen (Neun)
isaretleyici kullanilarak gosterilmistir (70, 71). Eriskin hipokampal nérogenez’in bir
sonraki asamasi ise noronal Ozellesme olarak bilinmektedir. Olgun noéronlarin
elektrofizyolojik olarak aktif hale doniiserek CA bolgeleriyle ve entorhinal korteksle
baglant1 kurarak hafiza ve O6grenme yolaklarinda fonksiyonellik kazanma siirecini

igermektedir (55, 56, 57, 72).
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Sekil 2.4. Eriskin hipokampal nérogenez basamaklari

2.6. Hipokampal Bagimh Ogrenme ve Hafiza

Erigkin hipokampal nérogenez’deki hiicresel ve molekiiler diizeydeki degisimler
cesitli histolojik ve molekiiler isaretleme teknikleriyle basariyla belirlenebilmektedir
(50, 62, 65, 66, 69, 70, 61). Bunun yan1 sira rodentlerde hipokampal bagimli 6grenme
ve hafiza, bilissel ve motor yetilerin degerlendirilmesi amaciyla pek ¢ok farkli davranis
deney diizenekleri kullanilmaktadir. Bu amaglarla kullanilan en yaygin yontemler; T

labirent (73, 74), agik alan testi (AAT) (64) ve Morris su tanki testi (MSTT) olarak
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bilinmektedir (75, 76, 77, 78). Morris su tanki, Morris (76) tarafindan tanimlandigindan
bu yana rodentlerde HBO ve hafizay1 test edebilmek amacli yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Morris su tanki testi uygulayici tarafindan amaca uygun sekilde modifiye
edilebilmekle birlikte, genellikle dairesel veya silindir seklinde, igi 21- 26°C sicaklikta
su ile dolu bir tank kullanilarak, tank icerisine yerlestirilen yiikseltinin fare tarafindan
bulunabilmesinin test edilmesi temeline dayanmaktadir (76, 79, 80). Hafiza yetisi ise bu
deney diizeneginde yiikseltinin olmadig1 ve birakilan farenin en uzak yonden atilarak
onceden yiikseltinin bulundugu yerde ne kadar siire gegirdigi olciiliirek belirlenmektedir
(78, 79, 81, 82). Sozkonusu Ogrenme ve hafiza deneyleri 5 ile 13 giin arasinda
stirdiiriilebilmektedir.

Radoslaw Rola ve ark. (81) yaptiklar1 ¢alismada KR’un EHN’de hasara yol
actigin1 ve buna paralel olarak Morris su tanki testiyle de radyasyon grubu farelerin
kontrol grubundakilere kiyasla 6grenme ve hafizayla ilgili parametrelerinde 6nemli
diisiis oldugunu rapor etmistir. Daha yakin dénem ¢aligmalarda da MSTT’ nin, KR’a
bagli olusan EHN hasarlarinin 6grenme ve hafiza iizerindeki yansimasini teyit etmek
amaciyla ana belirteg olarak yer aldig1 goriilmektedir (29, 81, 82).

Acik alan testleri ise rodentlerin duygusal durumunu, anksiyete benzeri
davraniglarini, otonom islevlerini ve lokomotor aktivitelerini de i¢eren cesitli durumlari
degerlendirmek amaciyla farkli deney kurgulart tasarlanarak yaygin olarak
kullanilmaktadir (83). Calismamizda da kullanildigi tizere AAT’inde lokomotor aktivite
O0lcmek amaciyla temel prensip olarak, iistii agik kare veya dairesel bir platforma kisith
bir stireyle birakilan farelerin kat ettikleri yol ve hiz degerlendirmeye alinmaktadir (29,

77,83, 84).

2.7. DNA Metilasyonu

Bilindik genetik degisimlerden farkli olarak, DNA diziliminde herhangi bir
degisime neden olamayan fakat hiicrelerin kalitimsal materyali olan kromatinde {i¢
boyutlu yapisal degisimlere yol acabilen ve kalitimsal olan tiim biyolojik olaylar igin
Epigenetik terimi kullanilmaktadir. Yukaridaki tarife uyan bircok biyolojik olay

bulunmakla birlikte DNA metilasyonu normal biyolojik isleyis iizerinde olmazsa olmaz
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etkiye sahip oldugu bilinen ve islevi en ¢ok anlagilabilmis epigenetik mekanizmalarin
basinda gelmektedir.

Basit bir tanimla, DNA metilasyonu, DNA metil transferaz enzimlerinin
(DNMT) DNA’nin 5 ucundaki karbon grubuna bir metil grubu eklenmesi (5
metilsitozin-5mC) isleminin katalizlendigi basit bir kovalent modifikasyon olarak
bilinmektedir. DNA  metilasyonu’nun  varligt ~ kromatinin ~ kondensasyonu
(heterokromatin) ve ilgili kromatin bolgesindeki transkripsiyonel aktivitenin
baskilanmasi (Transcriptional Repression) ile karakterize oldugu gosterilmistir (85, 86,
87). Yakin ge¢mise kadar SmC’nin stabil bir modifikasyon oldugu ve metile olmus
DNA’nin zamanla seri hiicresel boliinmeler yoluyla pasif sekilde seyrelerek demetile
oldugu diisiiniilmekteydi. Yakin zaman Once kesfedilen Ten Eleven Translocation
(Tetl/2/3) ailesi enzimlerinin 5mC’ni oksidatif yolla 5 hidroksimetilsitozine (5hmC)
cevirdiginin gosterilmesiyle metile olmus DNA’nin aktif bir sekilde demetile olabildigi
anlasilmistir (Sekil 2.6) (88).

Bu yakin kesiften ¢ikan bilgi, yani metile olmus DNA’nin aktif sekilde demetile
olabilmesinin gen ekspresyonu kontroliinde ne gibi bir énemi vardir sorusunu akla
getirmektedir. Buna gore aktif demetilasyon islemi, kisalmis ve kondense
(heterokromatik) halde bulunan kromatin bdlgesinin tekrar agilarak okromatik yapiya
dontismesi  ve  heterokromatik  bolgelerdeki  baskilanmis  durumdaki  gen
ekspresyonlarmnin tekrar aktiflesmesi anlamina gelmektedir. Ozetlemek gerekirse, DNA
metillendigi zaman (5SmC) metile olmus DNA bdlgesindeki gen ekspresyonlar1 global
olarak baskilanmakta, demetile oldugunda ise (ShmC) tekrar aktif duruma ge¢mektedir.
DNA’nin ii¢ boyutlu yapisii biiylik dinamiklerle degistirerek DNA’da global diizeyde
gen ekspresyonunu kontrol eden bu epigenetik modifikasyonlarin hiicresel farklilasma
stirecinde postmitotik yolla bir sonraki hiicreye aktarildigi (DNA diziliminde bir
degisiklige neden olmadan) ve hiicrelerin yeni kimlikler kazanmasimi yani
farklilagsmasin1 kontrol ettigi anlasilmistir (89). Son yillarda, DNA metilasyonunun
beyin gelisimi sirasinda noral farklilagma ve olgunlagma gibi kritik ndrobiyolojik
olaylara paralel olarak degisen, rastgele olmayan, aksine zamansal ve uzaysal (Spatio-
Temporal) olarak dinamik sekilde degisen bir program oldugu gosterilmistir (90, 91, 92,
93). Ayrica, DNA metilasyon mekanizmalariin sinaptik plastisite, 6grenme, hafiza ve

yaslanmaya paralel beyindeki kognitif degisikliklerin yonlendirilmesi gibi bir¢ok
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sinirsel olayin altinda yatan ndrobiyolojik islemlerde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir
(94, 95).

Tiim bu bilgi birikimi EHN isleyisi hakkinda yapilacak c¢alismalara yon
gostermekle birlikte bu ndrobiyolojik olaylarin rastgele gerceklesmedigini isaret
etmektedir. Aksine yasam boyu dongiisel olarak tekrarlanan bu islemler sirasinda
hiicrelerin farkli kimlikler kazanarak bir bagska noronal fenotipe doniisiimiiniin hiicre
icinde transkripsiyonel olarak ¢ok siki bir sekilde kontrol edilmesi gerektigi sorusunu
akla getirmektedir. Mevcut literatiir, farklilasma basamaklarinda ¢esitli hiicre i¢i ve dis1
belirleyici faktorlerin varligini sunmakta, fakat bu faktorlerin aktiflesmesinden sorumlu
genlerin ekspresyonlarinin hiicre iginde nasil programlandigmin yanitint vermekte

yetersiz kalmaktadir.

DNM\{T1/3a/3b Tetl/2/3
S-sitozin e 5-matilsitozin S-hidroksilmetilsitozin

s.c “Me ~OH

5 =

== 5-mC

5-bmC

Genlere it kodlar .
De.\!;.-::;iez:’zinge Gen ifadasi!! ¢ Gen ifadasi!! T

Sekil 2.5. DNA metilasyon ve demetilasyonu. (5C: DNA’nin 5’ucundaki sitozin, DNMT1/3a/3b: DNA
metiltransferaz enzimleri, +Me: metil grubu eklenmesi, 5mC: 5 Metilsitozin, Tet1/2/3: Ten Eleven

Translocation enzimleri, +OH: hidroksil grubu eklenmesi, 5hmC: 5 Hidroksimetilsitozin).
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GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢aligmasi, Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanlig1’nin onay raporu ile yiiriirliige girmistir. Calismamizda deney hayvani modeli
olusturulmasi, gerekli dokularin elde edilmesi ve dokularin kullanim asamasina kadar
muhafaza edilmesi islemleri, Mersin Universitesi (MEU) Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvarit ile Anatomi Anabilim Dali Laboratuvari’nda
gergeklestirilmistir. Calismamizin esas deney tasarimini olusturan radyasyon maruziyeti
deneyleri Mersin ili Kamu Hastaneleri Birligi Genel Sekreterligi’nin 5451 numarali
onayiyla Mersin Devlet Hastanesi Radyo-Onkoloji Unitesi’nde gerceklestirilmistir.

Calismamizda, insanlardaki postnatal gelisim siiresinde radyasyon maruziyetinin
uzun donemde hafiza ve 6grenme temelli hasarlarin, X 1511 cihazi kullanilarak C57
BL6/J fareler {izerinde taklit edilmesi planlanmistir. Bu amagla MEU Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari’ndan elde edilmis 14 giinlikk disi C57BL/6J
soy fare kullanilmistir. Deney tasarimimiz radyasyon, anestezik ya da sham ve normal
kontrol olmak iizere ii¢ ana grubu (her bir grup i¢in n=7-9) igermektedir.

Calismamizda asagida detayli sekilde tarif edilen deney protokollerinin

gerektirdigi islemler uygulanmstir.

3.1. Cahismanin Asamalari ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada olusturdugumuz deney modeline ait bilgiler Sekil 3.1°de ayrintili bir
sekilde gosterilmistir. Radyasyon grubu (Rad) iki alt gruba ayrilmistir. Anestezi
etkisindeki postnatal 14. giin (P14) farelerin bas bolgesi tek bir seferlik 8 Gy dozunda
KR’a (X 1s1n1) maruz birakilmistir. Bu grup tek doz radyasyon grubu (Rad+) olarak
adlandirilmigtir. Ayn1 sayida diger bir grup fare ise hem P14’de 8 Gy hem de P21°de 8
Gy dozunda KR’a maruz birakilarak bu grup Cift Doz Radyasyon (Rad++) olarak
adlandirilmistir. S6z konusu radyasyon deneyleri Mersin Devlet Hastanesi Radyo-
Onkoloji Unitesinde Lunac-Siemens marka Premius 3D Plus model X 1smi1 cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 3.2). Rad+ ve Rad++ grubu fareler daha sonra
P231’e kadar standart laboratuvar kafeslerinde barindirilmistir.

Anestezik Kontrol (Sham): Tek ve ¢ift radyasyon grubu farelere uygulanacak

anestezi isleminin sham kontrollerini saglamak amaciyla, Rad+ ve Rad++ grubu
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farelere denk agirlik ve yasta birer grup fare radyasyon grubundaki farelere ile ayni
anestezi islemine maruz birakilarak P231’e kadar standart laboratuvar kafeslerinde
barindirilmistir. S6z konusu Anestezik gruplar tek (Sham+) ve ¢ift doz anestezi
(Sham++) gruplar1 olarak adlandirilmastir.

Normal Kontrol (K): calismamizin bu grubunda diger gruplara denk yas, agirlik
ve cinsiyetteki fareler P231’e dek standart laboratuvar kafeslerinde baridirilmstir.

Calismamizda Rad+ (P14) ve Rad++ (P14+P21) grubu ve bu gruplarin anestezik
kontrolii olan Sham+ (P14) ve Sham++ (P14+P21) grubu farelere radyasyon
uygulamasindan hemen Once gegici anestezi uygulanmistir. Yalnizca Rad ve Sham
gruplarina ait laktasyon dénemindeki yavru fareler ilgili uygulama giinlerinde ME. U.
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari’ndaki annelerinin
kafeslerinden alinarak binek bir aragla Mersin Devlet Hastanesi Radyo-Onkoloji
Unitesi’ne tasmmuslardir. Bu uygulamalara baslamadan 6nce her bir seferde farkli
kafeslerden alinan degisik sayilardaki hayvanin tasinmasi isleminin yavru farelerin
birbirine karismasi riskini tasidigi ongoriilmiistiir. Bu sebeple olusabilmesi kuvvetle
muhtemel karigikliklar, her bir yavru farenin kulag: isaretlenerek ve her bir anneden
alinan yavrular ayr1 ayri, lizerinde grup ve anne kimligi olan kutular igeresinde taginarak
Onlenmistir.

Radyasyon uygulamasindan hemen 6nce her iki ana grup fareler de 50 mg/kg
Ketamin ve 8 mg/kg dozda Ksilazin kullanilarak intraperitoneal enjeksiyon yoluyla
derin anestezi altina alinmistir. Kuyruk kistirma yontemiyle anestezi altinda oldugu teyit
edilen Radyasyon gruplarina ait fareler radyasyona maruz birakilirken, Sham gruplarina
ait fareler radyasyona maruz birakilmamistir. Radyasyon uygulamasindan hemen sonra
hi¢ vakit kaybetmeden tiim fareler Deney Hayvanlar1 Aragtirma Laboratuvari’na geri
gotiirilerek her bir fare kendi annesinin kafesine dikkatlice geri yerlestirilmistir.
Laktasyon siirecinde bulunan annelerin, s6z konusu fiziksel islemlere bagli olarak strese
girip siitten kesilmesi veya kendi yavrularina kanibalizm davraniglarinda bulunmasini
onlemek amaciyla kafeslerin i¢ine gerek yavru fareler kafeslerden alinmadan, gerekse
tekrar geri yerlestirilmeden en az 15 dakika once 1lik suda yumusatilmis haldeki
standart fare peletleri birakilmistir. Ilik suda yumusatilmis pelet takviyesi Rad
gruplarinda oldugu gibi Sham gruplarina da verilmistir. Kontrol grubu farelere higbir

zaman bu uygulama yapilmamistir. Bu calisma Oncesinde elde ettigimiz ampirik
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tecriibeler 1slak pelet uygulamasinin, C5BL6/J fareler iizerinde g¢esitli sekillerde
olusabilen stresi azalttigin1 gostermistir. Yukarida tarif edilen sekilde gergeklestirilen
uygulamalar sonucunda c¢alismamizda anestezi dozundan dolay1 6liim ya da siitten

kesilme veya maternal kannibalizm vakasi goriillmemistir.

P14 & P14+P21 P7-P231
Kraniyel Radyasyon Morfolojik Takip & Viicut Agirhigi Olciimii

P224-P231 P231 Hipokampus
Davranis Deneyleri imunohistokimya

Wﬁ ~ Fenotipik Néral &  Epigenetik
. Markirlar

i ,T —], DCX DNMT3a
o i 5

" | MeCP2
S Osnted s SRS

Sekil 3.1. Deney modeli semasi

3.2. Kraniyal iyonize Radyasyon Modelinin Olusturulmasi

Calismamizda ALL vakalarindaki KR maruziyetinin etkilerini modellemek
amaciyla ayni anda 12 adet fareye radyasyon uygulayabilecegimiz kendi tasarladigimiz
bir sistem kullanilmistir (Sekil 3.3). Uygun anestezi altindaki fareler s6z konusu sistem
igerisine yliziikkoyun pozisyonunda yatirilmis ve bu da polistren bir platform iizerine
yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Bu diizenekte 12 adet farenin bas bélgesi X ve Y
diizlemlerinde 6,5 cm ve 22,5 cm?lik ii¢ boyutlu bir alanin merkezine denk gelecek
sekilde yerlestirilmistir. Hedeflenen bolgeye homojen bir radyasyon maruziyeti
olusturabilmek amaciyla 1 cm’lik dokuya denk Bolus adi verilen materyal farelerin bas
bolgesine yerlestirilmistir.

Dizayn ettigimiz diizenek; bahsedilen X: 6,5 cm ve Y: 22,5 cm®’lik radyasyon
alanina farelerin sadece bas bolgeleri denk gelecek sekilde yerlestirilmistir. Bu alanla 1
cm’lik Bolus materyali ya da farelerin derisi ve radyasyon kaynaginin arasindaki mesafe
“ Source to Skin Distance (SSD)” 100 cm olarak tasarlanmistir. Bu diizenekte her bir
farenin tiim beyninin ortasina denk gelen SSD degeri 101,5 cm olup bu noktadaki dozun

maksimum derinlik degeri “ Depth of Dose Maximum (dmax)” degeri ya da %100’liik
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on doz noktasi 1,5 cm olarak hesaplanmistir. Her bir uygulamada tek bir seferde 8-Gray
(Gy) dozunda (2,0 Gy/dakika) iyonize X 1sin1 radyasyonu (Siemens, Primus 3D Plus
model Linear Accelarator, 6 MV Photon Beam) (Sekil 3.2) marka ve model radyason
kaynagi kullanilarak uygulanmistir. X: 6,5 cm ve Y: 22,5 cm®lik alana yukarida tarif
edilen doz ve diizenekte, ylizilkkoyun pozisyonundaki fare baslarinin en iist noktasina
%97,35, merkezine % 100 ve taban kismina % 98, 6 oraninda radyasyon uygulanmistir.
Buna gore dokudaki doz varyasyonu + %2,7 olarak hesaplanmaigtir.

Uygulamasim yaptigimiz 8 Gy’lik doz LQ modelinde (Fowler, 1989) tekrarli 2
Gy dozluk fraksiyonlar seklinde toplamda 18 Gy doza denk gelmekte olup normal beyin
dokusundaki uzun donem etkisi o boli B oran1 3 olarak hesaplanmistir (29).
Uygulamasini yaptigimiz bu doz, klinikte pediyatrik ALL vakalarinda uygulanan doza
denk gelmektedir (29). Calismamizda her bir radyasyon uygulamasinin toplam siiresi 4
dakika siirmiis olup bu uygulamalar sirasinda ilgili islemlere bagli higbir fare kaybi

yasanmamistir. Her bir uygulamadan sonra laktasyon siirecinde bulunan fare yavrular

annelerinin kafesine geri birakilmigtir.

Sekil 3.2. Radyasyon kaynagi: Mersin Devlet Hastanesi Radyo-Onkoloji Unitesi’nde bulunanSiemens,
Primus 3D Plus model Linear Accelarator, 6 MV Photon Beam marka ve model cihaz
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Sekil 3.3. Radyasyon paradigmasinin olusturulmasi (resminde 6zetle; uygulama 6ncesince radyasyon
alaninin belirlenmesi (A), anestezi altindaki farelerin yiiziikoyun pozisyonda yerlestirildigi (uygulama/12
adet fare) diizenek (B) ve son olarak radyason uygulamasi sirasindaki (C) fareler goriilmektedir)
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3.3. Deney Gruplarimin Fenotipik Olarak Takip Edilmesi

Yaklisik 8 ay siiren hayvan deneylerimiz siiresince, kullandigimiz fareler; viicut
agirhigr degisimleri, radyasyon ve aneztezi uygulamasina bagli biyolojik manipiilasyon
ya da farelere gergeklestirilen fiziksel miidahelelerden kaynaklanabilecek strese bagl
tily degisimleri ve sadece radyasyon maruziyeti sonucunda ortaya ¢ikabilecek sorunlari
tespit edebilmek iizere yakin takip altina alinmistir. Tiim fare gruplarinin kilolar1 P7°den
itibaren 2 giin arayla ardisik olarak P231’ne kadar kadar diizenli olarak olgiilerek kayit
altina alindi. Kilo 6lgiimlerinin yapildig1 sirada her fare fotograflanarak kayit altina

alindi.

3.4. Morris Su Tanki Testi

Calismamizda Kontrol, Sham+/Sham++ ve Rad+/ Rad++ gruplarina ait P224’e
gelen farelerin 6grenme ve hafiza performansinin MSTT ile dl¢iimii amaciyla 150 cm
capli, 60 cm derinliginde, sicaklik kontrollii, paslanmaz celikten yapilmig Fizyoloji
Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda bulunan deneysel kullanima 6zel bir su tanki
kullanilmistir (Sekil 3.4). Tankin ¢evresine goriilebilir ve yerleri sabit gorsel ipuclar
yerlestirilmistir. Tlim deneyler her giin saat 09:00-13:00 arasinda gergeklestirilmistir.
S6z konusu tank 50 cm derinlikte ve 22 = 1 C° sicakliginda siit tozu ile karistirilmig
suyla doldurulmustur (Sekil 3.4). Bilgisayar ekranindaki goriintii {izerinden su tanki
bati, kuzey, dogu ve giiney olmak iizere dort esit kadrana boliinmiistiir (Sekil 3.5).

Deney paradigmamizin 5 giinliik isleyisi, ilk giin goriiniir platform, 2-5. giinler
aras1 gizli platform ve 6. giin ise platformun olmadig1 tek denemeden olusmaktadir
(Sekil 3.6) (77). Deneyin ilk giiniinde 15 cm ¢apli platform su seviyesinde yani 50 cm
yiikseklige ayarlanarak hem 4 kadran ve hem de merkeze yerlestirilmistir. Deneyin ilk
giinii tim fareler platformun oldugu kadrana olan uzakliklarina goére toplam 5 kez,
baslar1 su tanki duvarina doniik olacak sekilde suya birakilmigtir. Deneyin 2 ve 5.
giinleri arasinda giinde 5 kere yapilmak {izere giineybati kadranina platform su
seviyesinin 1 cm altina gelecek sekilde yerlestirilerek farelerin platformu bulmalar
gbzlenmistir. Fareler her birakilista 60 sn siire ile yiizdiiriilerek, bu silire zarfinda
platform {izerinde 5 sn kalan farelerin deneyin bu asamasini tamamlamis oldugu kabul
edilmistir. Platformu bulamayan farelerin ise plastik bir cubuk yardimi ile

yonlendirilerek ylikseltiyi bulmalar1 ve 20 sn siireyle platform {izerinde kalmalari
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saglanmistir. Deney farelerinin 5 giin boyunca her atista platformu bulma siireleri (sn),
kat ettikleri toplam mesafe (cm) ve hizlar1 (cm/sn) kaydedilmistir. Deneyin son giinii
olan 6. gilinde ise platform ¢ikarilarak kuzey yoniinden tek atis yapilip 60 sn boyunca
kayit yapilmistir. Bu siire sonunda farelerin dnceden platformun bulundugu hedef

kadran olan giineybati kadraninda ortalama gecirdikleri siirenin toplam siireye orani

hesaplanmustir.

Sekil 3.4. Morris su tanki

Sekil 3.5. Morris su tanki testi kalibrasyonunun uygulanmasi
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Goriiniir Platform Sabit Platform (Platform: Giineybat1) Platform Yok
(tek deneme)
1.Giin 2.Giin 3.Glin 4.Glin 5.Giin 6.Giin
Platform Baslangi¢ Baslangig Baslangic Baglangic Baslangic | Baglangi¢c Yonii
Yontu Yonu Yoni Yonu Yoni
Giineybat1 Gliney Bati Kuzey Kuzey Dogu
Kuzeybat Kuzey Giiney Bat1 Dogu Gtliney
Kuzeydogu Giiney Kuzey Dogu Bati Bati Kuzey
Merkez Dogu Dogu Bati Giiney Dogu
Gilineydogu Bati Gliney Gtliney Kuzey Kuzey

Sekil 3.6. Morris su tanki testi deney tasarisi

3.5. Acik Alan Deneyi

Calismamizda AAT, Rad+/Rad++ ve Sham+/Sham++ grubu farelerin hem kendi

arasinda hem de K grubu farelere kiyasla lokomotor aktivitelerinde farklilik olup

olmadigint belirlemek igin gergeklestirilmistir (75). Diizenegin zemin ve merkez

kadrani bilgisayar programi yardimu ile Sekil 3.7°deki gibi kalibre edilmistir. Calismaya

alman her bir farenin bu diizenege

degerlendirilmesi amaciyla kat ettigi

10 dakika siireyle birakilarak lokomotor aktivite

toplam mesafe ve hiz1 6l¢tilmiistiir.

e

T B
|
: Merkez Icm

-

Acik Alan

Sekil 3.7. Acik alan test paradigmasi
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3.6. Intrakardiyak Perfiizyon

231. giine gelen fareler viicut agirliklarina gére 10 mg/kg Ksilazin ve 100 mg/kg
dozda Ketamin kullanilarak intraperitoneal enjeksiyon yoluyla derin anestezi altina
alimmistir. Daha sonra gogiis kafesleri uygun cerrahi yontem ile agilarak ve Kkalp
kontraksiyona devam ederken, bir kaniil ile kalbin apeksinden sol ventrikiil igine
girilerek oda sicakligindaki serum fizyolojik sivisi dolasima verilmeye baslanmistir.
Sonra sag atriuma makasla bir kesi yapilarak, kanin disar1 akis1 gozlenmistir. Ardindan
aynt sekilde, +4°C sicaklikta 0.1M'lik sodyum fosfat ile tamponlanan % 4'liikk
paraformaldehit tespit sollisyonu sol ventrikiilden dolasima verilmistir. Bu islem
sonrasinda uygun cerrahi aletler yardimiyla ilk 6nce deri ve ardindan da kafatasi agilip
beyin dokusunun dikkatli bir sekilde izole edilerek +4°C sicaklikta yeni hazirlanmis
paraformaldehit soliisyonu igerisinde en az 48 saat boyunca tespit edilmesi saglanmaistir.
Uzun donem saklanmasi gereken beyin dokular1 48 saatlik %4’ liikk paraformaldehit
fiksasyonundan sonra %0,1’lik paraformaldehit soliisyonu igerisine alinarak her iki
haftada bir tazelenerek immunohistokimyasal islemlerde kullanilana kadar +4°C

sicaklikta muhafaza edilmistir.

3.7. Dokularin immunohistokimyasal islemler i¢cin Hazirlanmasi

Calismamizdaki tiim immunohistokimyasal islemler serbest yiizdiirme (Free
Floating) teknigiyle gerceklestirilmistir. Serbest yiizdiirme teknigiyle isaretleme
islemine sokulacak beyinlerden vibratom aleti ile kesitler alinmistir. Calismamizda
belirlenen proteinlerin immunohistokimyasal ekspresyonlarinin  koronal kesitler
tizerinde tespit edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle her beyin uygun fiksasyon
isleminden sonra sagittal hatta ortadan ikiye ayrilarak her bir beyin yar1 kiiresinden
amaca yoOnelik olarak koronal planda kesitler alinmas1 amaglanmaigstir. Serbest ylizdiirme
teknigiyle isaretleme yapacagimiz beyin kesitlerinden vibratom kesitler almak i¢in
beyinler %10’luk jelatin bloklara gomiilmiistiir. Bu c¢aligmada labarotuarimizda rutin
olarak kullanmakta oldugumuz protokole gore ayni jelatin bloguna 2 veya 3 beyin
yarimint bir arada gdmme islemi gerceklestirilmistir. Boylece gerceklestirilecek
immunohistokimya igleminde birden fazla grubun aym jelatin kesitler igerisinde es

zamanli olarak tiim islemlere maruz kalmasi saglanmistir (90, 96).
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3.8. Jelatin Blok Hazirlanmasi

Bu islem i¢in en basta distile su kullanilarak %10’luk jelatin soliisyonu
hazirlanmistir. Ik asamada jelatin soliisyonu plastik kalibin yarisina kadar doldurulup
+4°C’de yarim saat siireyle bekletilerek jelatinin polimerize olmasi saglanmistir. Beyin
yarimlart cam bir petri kabinin igerisindeki sivi haldeki jelatin soliisyonuna batirilip
cikarilarak hizli bir sekilde katilasmis olan yarist dolu halde bulunan jelatin blogunun
tizerine rostrokaudal ve dorsoventral diizlemde dikkatli bigcimde pozisyona sokulmustur
(Sekil 3.8). Beyin yarimlar1 yerlestirilmis olan blogun geri kalan kismi dikkatli bir
sekilde jelatin sollisyonu ile tamamlanarak blogun +4°C’de yarim saat siireyle
katilasmas1 beklenmistir. Katilagtig1 anlasilan jelatin blogun plastik kalip icerisinden
cikarilarak en az 24 en ¢ok 48 saat siireyle +4°C sicaklikta % 4'liik paraformaldehit
sollisyonu igerisinde immersiyon tespiti saglanmistir. Yeterli derecede fikse olmus
jelatin bloklar titresimli vibratom aletine yerlestirilerek blok igerisindeki beyin
dokularindan 40um kalinliginda koronal kesitler alinarak ve +4°C’de PBS igerisinde
immiinohistokimyasal islemler gergeklestirilene kadar muhafaza edilmistir (90, 96).
Elde edilen beyin kesitleri 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) yontemiyle amaca yonelik
hiicre tiplerine 0zgii primer antikorlarla immunohistokimyasal olarak isaretlenmistir.
Immunohistokimyasal ~ olarak  boyanan  kesitler 13tk  mikroskobu  altinda

degerlendirilmistir.
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Sekil 3.8. Jelatin blok goriintiisii

3.9 Serbest Yiizdiirme immunohistokimya Islemi

Bu yontemde antikor inkiibasyonu dahil kesitlerin isleme alinmasi gereken tim
basamaklar, 6’11 kuyucuklu hiicre kiiltiirii tabaklar1 ve 4 ml’lik cam tiipler kullanilarak
kesitlerin serbest olarak ilgili soliisyonlarda yiizdiiriilmesi prensibine dayanmaktadir.
Tim bu islemler orbital calkalayici kullanilarak gergeklestirilmistir. Serbest yiizdiirme
teknigi kullanarak daha oOnce gergeklestirdigimiz caligmalara ait bilgilere ilgili
referanslardan ulasilabilir (90, 96).

Yeteri kadar Ozellesmis olmayan bir antikorun kullanilmasi, zaten oldukca
pahali olan bu sarf malzemelerinin, degeri tartismasiz olan hayvan dokularinin ve de
arastirma i¢in harcanan zamanin bosa gitmesi ile sonuglanabilmektedir. Calismamizda
planladigimiz ticari olarak elde edilecek primer veya sekonder antikorlarmm ya da
peroksidaz enzimi gibi 6nemli kimyasallarin ¢ogunlugu bugiinedek kullandigimiz ve
giivenilirligini bir¢ok defa smadigimiz sarf malzemeleridir. Bu calismada ilk defa
kullanilmis kimyasallar ise literatlir tarafindan kabul gormiis yiiksek kalitedeki
arastirmalarda bir¢ok kere kullanilmis olanlar arasindan secilmistir. Buna ragmen ticari
olarak elde edilen her bir kimyasalin yiliksek kalitede ¢alisip calismadigr ve 6zgiinliik
derecesi farkli konsantrasyonlar kullanilarak ve mutlaka negatif kontroller olusturularak

optimum boyanma kosullariyla en az iki farkli pilot boyama protokoliiyle birbirlerine es
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3 farkli doku iizerinde belirlenmistir. Tiim bu islemlere ragmen beklenen kaliteye

ulagmayan higbir antikor ¢alismamizda kullanilmamastir.

Isik mikroskobik, DAB yontemiyle immunohistokimya islemi icin kesitler sirasiyla

asagidaki islemlerden gecirilmistir:

0,1M PBS ile 3 kez 5'er dakika (3x5) yikanir.

%73 liik hidrojen peroksit soliisyonunda 10 dakika inkiibe edilir.

0,1M PBS ile 3x5 yikanir.

PBS iginde hazirlanmis % 1'lik triton-X100 soliisyonunda bir gece muamele
edilir.

Ertesi sabah 0,1M PBS ile 3x5 yikanir.

% 0,1 Triton-X ve %1,5 normal serum igeren PBS soliisyonunda 90 dakika
bloklanir.

Ilgili primer antikorun bloklama soliisyonu igerisinde uygun diliisyonu saglanir
ve oda sicakliginda en az 18 saat inkiibasyona birakilir.

0,IM PBS ile 6x5 yikanir.

Uygun sekonder antikorun bloklama soliisyonu igerisinde optimum diliisyonuyla
oda sicakliginda en az 90 dakika inkiibasyona birakilir.

0,IM PBS ile 6x5 yikanir.

Peroksidaz konjuge streptavidin soliisyonu ile 90 dakika inkiibe edilir.

0,1M PBS ile 3x5 yikanir.

0,1M Tris-HCL tamponu (TBS) ile 3x5 yikanr.

Img/ml oraninda (DAB) soliisyonunda 15 dakika inkiibe edilir.

DAB soliisyonuna Iml/1pul oraninda %3'liikk hidrojen peroksit eklenerek renk
reaksiyonu saglanir.

Genellikle 5-10 dakikalik stire¢ boyunca kesitler mikroskop altinda uygun renk
saglanana kadar kontrol edilecektir. Not: Bu basamagin siiresi her primer antikor
icin optimize edilmistir.

0,1M TBS ile 3x5 yikanur.

0,IM PBS ile 3x5 yikanir.
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e Lam ilizerine zarar vermeden yapistirilir (mounting) ve bir gece bekletilerek
kurumalari saglanir.

e Lamlar metil green (counterstaining) ile boyandiktan sonra lamel ile kapatilir.

3.10. istatistiksel Analiz

Calismamizda farkli gruplarin; viicut agirliklarinin zamana bagli degisimi,
MSTT’nde kat edilen toplam mesafe, yiizme hizi, platformu bulma siiresi ve hedef
kadranda gegirilen siirenin toplam zamana orant ve AAT nde kat edilen toplam mesafe
ve hiz parametrelerinin karsilagtirtlmasinda ANOVA (Tek Yonli Varyans Analizi),
post-hoc olarak da LSD testi kullamlmustir. Istatistik anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak
kabul edilmistir. Elde edilen veriler grafiklerde, ortalama + standart hata biciminde

sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Radyasyon Bagimh Fenotipik Degisimler

Yaklisik 8 ay siiren hayvan deneylerimiz siiresince, kullandigimiz fareler; viicut
agirhigi degisimleri, radyasyon ve aneztezi uygulamasina bagli biyolojik manipiilasyon
ya da farelere gergeklestirilen fiziksel miidahelelerden kaynaklanabilecek strese bagli
tily degisimleri ve sadece radyasyon maruziyeti sonucunda ortaya ¢ikabilecek sorunlari

tespit edebilmek iizere yakin takip altina alinmigtir.

4.1.1. Viicut Agirhiklarinin Zamana Bagh Degisimi

Radyasyon veya aneztezi uygulamlarina bagli ortaya ¢ikmasi muhtemel normal
viicut agirlik degisimlerinin normal kontrol grubuyla karsilagtirmak amaciyla her bir
gruba ait farenin diizenli zaman araliklariyla sakrifiye edilecekleri P231°e kadar viicut
agirliklarn kayit altina alinmistir. Her bir agirlik 6l¢iim giiniinde ilk 6nce kullanilan
hassas terazinin kalibrasyonunun dogru olup olmadigi kontrol edilmistir. Her bir 6l¢tim
giininden Once kalibrasyon islemi gerek cihazin su terazisi kompartmani kontrol
edilerek gerekse sabit bir nesnenin (¢ay kasigi) agirliginin 6l¢iilmesiyle teyit edilmistir.
Bu nesne ayrica birbirinden farkli 3 hassas terazide de dl¢iilerek kullandigimiz terazinin
dogrulugundan emin olunmustur.

Biitiin fare gruplarimin viicut agirliklart P7 - P231’ler arasindaki periyotta
diizenli araliklarla dl¢iilmiistiir (Cizelge 4.1). Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul

edilmistir.
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Cizelge 4.1. Tiim gruplarin viicut agirliklarinin (gr) degisimi

30
= Control
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4.1.2. Tity Fenotipi

Yukarida da bahsedildigi iizere, radyasyon bagimli fenotipik degisimleri takip
edebilmek amaciyla calismada kullanilan her bir farenin viicut agirliklar bir veya birkag
giinliik kisa araliklarla diizenli olarak kayit altina alinmistir. Ayrica farkli gruplara ait
her fare viicut agriligit Olgiimleri sirasinda kafeslerinden  ¢ikarildiklarinda
fotograflanarak strese ya da radyasona bagli olusabilmesi muhtemel tiily dokiim,
dokiilen tiiylerin yeniden ¢ikmasi ve tiily rengi degisimleri agisindan takip altina
alinmistir. Bu gozlemler ¢aligmanin tiim gruplan i¢in sakrifiye edilecekleri P231°e
kadar devam etmistir.

Titizlikle arsivlenen bu fotograflar daha sonra tek tek incelenerek ozellikle
radyasyon ve anestezi uygulanan gruplarda tily dokiilmeleri, tiiylerin tekrar ¢ikma ve
tekrar c¢ikan tiiylerdeki renk farkliliklari postanatal zaman araliklari seklinde
gruplandirilmistir. Bu siire¢ icerisinde kontrol grubundaki farelerin higbirinde Sham ve
Rad gruplarindaki farelerde gozlenen tiiy dokiilmesi ya da tiiy renginin farklilagmasi
gibi fenotipik degisimlere rastlanmamistir. Yukarida bahsedilen fenotipik degisimler ve
gruplandirma sonucu belirlenen periyotlar agisindan bir tablo olusturulmustur (Cizelge
4.2). Buna gore sham ve radyasyon grubundaki biitiin farelerde P24 ile P36 giinleri

arasinda tily dokiilmelerinin oldugu tespit edilmistir. Tiiy dokiilmesinin gézlendigi en
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son giin olan P36’den yaklasik 4-10 giin sonraki bir siiregte tily yenilenmesi siirecinin
basladig1 gozlenmistir. Bu siire¢ ise gruplar arasinda gesitlilik gdstermekle birlikte P40-
P68’ler arasinda gerceklestigi tespit edilmistir. Yenilenen tiiy renginin her iki sham
grubunda da bu fare soyunun orijinal rengi olan siyah renginde oldugu gozlenmistir.
Rad gruplarindaki biitiin farelerde ise yeni ¢ikan tliylerin gri renkte oldugu tespit
edilmistir. Rad+ grubu farelerde yeniden ¢ikan gri renkteki tily fenotipi P231°ne kadar
degismezken, Rad++ grubunda gri renk tiiylerin P108’den itibaren hizli bir sekilde
beyaz renge doniistiigii ve P231°ne dek ayni1 kaldig1 gézlenmistir. Bahsedilen tiiy rengi
fenotipik degisimlerini gostermek amaciyla bu degisim siirecinin kritik zamanlari olan
P26, P44, P68 ve P185 giinlerde her bir grubu temsilen birer farenin ayni pozisyonda

fotograflar1 kullanilarak bir resim olusturmustur (Sekil 4.1)

Cizelge 4.2. Fenotipik Tiiy Degisimleri

Grup Tily Dokme Siireci Dokiilen Tiiylellin Y.eniden Cikma
Siireci
Sham+ P24-P35 . P44-P68 .
(n=7) Yeniden ¢ikan tiiyler koyu siyah renk
P46-P53
Rad+ Fzﬁi-gl;% Yeniden ¢ikan tiiyler gri renkte ve
P230’e kadar ayn1 kalmistir
Sham++ P24-P35 P40-P53
(n=7) Yeniden ¢ikan tiiyler koyu siyah renk
P40-P53
Yeniden ¢ikan tiiyler gri renkte
Rad++ 55315)36 P69- P108
Gri renkteki tiiyler beyaza doniligsmiistiir
ve P230’e kadar ayn1 kalmistir
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P44 P68 P185

Kontrol

P26
- m

Rad+

Rad++

Sekil 4.1. Fenotipik Tiiy Degisimleri: Gruplarin P231’e kadar tiiy degisimlerinin takibi. (Kirmiz1 oklar
dokiilmenin oldugu boliimii gostermektedir. Kirmizi asteriks yeni ¢ikan tiiylerin farkli renke siyah
olmadgini isaret etmektedir)

4.1.3. Radyasyon Maruziyetine Bagh Go6z Kapagi Hasarlarn

Yukarida bahsedildigi iizere viicut agirligr ve tiiy degisimlerini tespit etmek
amaciyla yaptigimiz gozlemlerde radyasyonun ayrica cesitli derecelerde goz kapagi
anormalliklere yol agtig1 tepit edilmistir. Uzun bir siirecte periyodik olarak her bir fare
icin yaptigimiz gozlemler ve kayit altina aldigimiz fotograflar incelenerek s6z konusu
g6z kapagi defektleri derecelendirilmistir. Goz kapagi defektlerinin K ve Sham
gruplarinda gozlenmez iken yalnizca Rad gruplarinda ortaya ¢iktigi tespit edilmistir.
Gozlenen defektlerin derecesi hafif,orta ve ileri siddette siniflandirilmigtir. Yaptigimiz
gozlemlerde Rad grubu farelerde kontrol gruplariyla veya ayni hayvanin saglam
goziiyle karsilastirildiginda; hafif, orta veya ileri derecede pitozis benzeri goz kapak
diistikliigli ya da orbita agikligmin daralmis oldugu goézlenmistir. Hafif veya orta
siddetde pitozisli fareler arasindaki fark ¢ok net bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.2).
Hafif veya orta siddetli orbita darliginin yanisira bazi Rad grubu farelerde ise tek ve cift
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tarafli tam g6z kapaklar1 tamamen kapanmus ileri derecede hasarlar oldugu gézlenmistir.
Her iki gruptaki gesitli derecelerde goz kapagi hasarina sahip fare sayisiyla ilgili bir
tablo olusturulmustur (Cizelge 4.3). Buna gére Rad+ grubundaki toplam 7 fare’nin
4’linde g6z kapagi hasari (2’ser adet hafif ve orta siddette), Rad++ grubunda ise toplam
11 farenin 7’sinde (2 adet hafif, 1 adet orta siddetli ve 4 adet ileri derecede) g6z kapagi
hasar1 tespit edilmistir. Rad+ grubuna ait hicbir farede ileri derecede g6z hasari

gbzlenmemistir.

Cizelge 4.3. Radyasyon grubu farelerde ortaya ¢ikan 9oz kapag: hasarlarinin siniflandiriimasi

Hafif
Siddetli . . | Tleri Derece
Toplam Goz Goz Or"ta Slddefh Goz Kapag
< o Goz Kapag
Grup Kapagi Hasarh Kapag Hasar1 Olan
Hasarh Fare
Fare Sayis1/ n Hasarh Fare Sayis1 /
Sayis1/n
Fare Sayis1 n
/n
Rad+ a7 2[7 217 0
Rad++ 7/11 2/11 1/11 4/11

Sekil 4.2. Gruplarda gozlenen goz kapagi hasarlart (Kirmiz1 oklar g6z kapagi hasarlarini gostermektedir.
Kontrol ve Sham gruplarinda gz kapagi hasarina rastlanmadr).
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4.2. Ogrenme ve hafizanin degerlendirilmesi

Gizli platform deneyinde, Rad++ grubunun; yiizme mesafesi ve platformu bulma
stireleri degerlerinin 2, 4 ve 5. giinlerde ve yiizme hiz1 degerinin ise sadece 5. giinde K
ve Sham++ gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Hafizanin test edildigi deney giiniinde (6. giin), platformun
bulunmadig1 ve deneyin 2-5. giinlerinden itibaren secilen sabit kadran etrafinda K grup
farelerin Sham++ ve Rad++ gruplarina kiyasla anlamli diizeyde daha uzun siire
yiizdiigii kaydedilmistir (Sekil 4.3). Tekli doz ve K gruplarinin tiglii karsilagtirmalarinda
ise gizli platform deneyinde, 2-5 giinler arasinda ii¢ grup arasinda yiizme mesafesi,
platformu bulma siireleri ve ylizme hizi degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadig: tespit edilmistir. Fakat prop denemelerinde K grubu farelerin secilen
sabit kadran etrafinda Sham+ ve Rad+ gruplaria kiyasla anlamli diizeyde daha uzun
stire yiizdiigii kaydedilmistir (Sekil 4.4).

S6z konusu tiim parametreler acisindan Sham+ ve Sham++ gruplar1 arsinda
hi¢bir anlamli farklilik goézlenmezken Rad+ ve Rad++ gruplarinin arasinda istatiksel
olarak anlamli farkliliklar bulunmustur. Gizli platform deneylerinde Rad++ grubu
farelerin ylizme mesafesi (2 ve 5. giinler), platformu bulma siireleri (2 ve 4. giinler) ve
ylizme hizinin ise sadece 5. glinde Rad+ grubuna kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Prop denemelerinin yapildig1 6. giinde ise se¢ilen sabit kadran
gizli platform etrafinda gegcirilen yiizme siiresi agisindan iki grup fare arasinda anlamli

bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.3. Kontrol, Sham ++ ve Rad ++ gruplarinin MSTT performansinin istatistiksel degerlendirilmesi
(*: LSD testi agisindan gruplar arasi istatistiksel fark p<0,05, **: LSD testi agisindan gruplar arasi
istatistiksel fark p<0,005, Siyah tek yildizz ANOVA analizinde 3’lii gruplar arasinda istatistiksel fark
p<0,05, G: giin)
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Sekil 4.4. Kontrol, Sham + ve Rad + gruplarinin MSTT performansinin istatistiksel degerlendirilmesi.

(*: LSD testi agisindan gruplar arasi istatistiksel fark p<0,05, **: LSD testi agisindan gruplar arasi
istatistiksel fark p<0,005, Siyah g¢ift yildizz ANOVA analizinde 3’lii gruplar arasinda istatistiksel fark
p<0,005, G: giin)
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o
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Sekil 4.5. Rad + ve Rad++ gruplarinin MSTT performansinin istatistiksel degerlendirilmesi.
(*: LSD testi agisindan gruplar arasi istatistiksel fark p<0,05, **: LSD testi agisindan gruplar arasi
istatistiksel fark p<0,005, G: giin)

4.3. A¢cik Alan Test Paradigmasi ve Lokomotor Aktivitenin Degerlendirilmesi

Tim  gruplarin  katettikleri  toplam  mesafe ve hiz  parametreleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.6)
(p<0,05).
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Sekil 4.6. Tiim gruplarin AAT performansinin istatistiksel degerlendirilmesi. (A: Tek doz Sham ve Rad
gruplari ile kontrol grubunun karsilastirilmasi, B: Cift doz Sham ve Rad gruplart ile kontrol grubunun
karsilastirilmasi, C: Istatistiksel veriler).

4.4. Gyrus Dentatus Tabakalarinda Doublecortin Immunohistokimyasal
Ekspresyonu

Gergeklestirdigimiz DCX immunohistokimyasal analizleri neticesinde, P231 K
ve sham gruplari GD tabakalarinin belirgin bir DCX- immuno pozitif (im+) hiicre
popiilasyonuna sahip oldugu gozlenirken (Sekil 4.7. A,B), Rad+ ve Rad++ gruplar1 GD
tabakalarinda hi¢cbir DCX- immuno pozitif (im+) hiicreye rastlanmamistir (Sekil 4.7. C).
Ote yandan K ve Sham gruplar arasinda belirgin bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.7
AB).
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Sekil 4.7. DCX Immunohistokimyasal Ekspresyonu: GT (Graniiler Tabaka), H (Hilus), MT (Molekiiler
Tabaka), SGT (Subgraniiler Tabaka)

4.5. Gyrus Dentatus Tabakalarinda DNMT3a Immunohistokimyasal Ekspresyonu

P231 beyinler iizerinde gergeklestirdigimiz iki DNMT3a immunohistokimya
islemi neticesinde higbir grup fare beyininde DNMT-3a-(im+) hiicreye rastlanmamustir.
Ugiincii denememizde ise erken dénem normal kontrol beyin kesitleri (her yas gurubu
icin 3’er beyin) ve P231 kesitleri bir arada kullanmilarak ayni immunohistokimya
protokolil tekrar edilmistir. Bunun neticesinde P22 beyin kesitlerinde GD’unda gayet
kaliteli bir sekilde DNMT-3a-(im+) hiicreler gozlenirken P231 beyin kesitlerinde yine
higbir pozitif hiicreye rastlanmamustir (Sekil 4.8. A,B).

| P231K

P2 K @\& :
Shus
)IWQ‘Q. ; ét’
. ©
by
e
" 4 %
fA % B

Sekil 4.8. DNMT3a Immunohistokimyasal Ekspresyonu: GT (Graniiler Tabaka), H (Hilus), MT
(Molekiiler Tabaka), SGT (Subgraniiler Tabaka)

4.6. Gyrus Dentatus Tabakalarinda MeCP2 Immunohistokimyasal Ekspresyonu
Gergeklestirdigimiz ~ Methyl  CpG  binding  protein 2 (MeCP2)
immunohistokimyasal analizleri neticesinde, P231 K ve Sham gruplann GD

tabakalarinin karakteristik bir MeCP2- immuno pozitif (im+) hiicre paternine sahip
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oldugu gozlenirken (Sekil 4.9 A,B), Rad+ ve Rad++ gruplar1 GD tabakalarinda MeCP2-
immuno reaktivitesinin nerdeyse kaybolmus oldugu gozlenmistir (Sekil 4.9 C). Ote
yandan K ve Sham gruplar1 arasinda belirgin bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.9
A,B).

Sekil 4.9. MeCP2 immunohistokimyasal Ekspresyonu: GT (Graniiler Tabaka), H (Hilus), MT (Molekiiler
Tabaka), SGT (Subgraniiler Tabaka)
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5. TARTISMA

Tedavisi sirasinda kraniyal RT gormiis, beyin timori ve diger tip
malignitelerden kurtulan pediyatrik hastalarda uzun doénemde ¢esitli  kognitif
bozukluklarin sik¢a ikincil hasar olarak ortaya ¢iktigi bilinmektedir (16, 18, 97, 98). Bu
hastalarda uzun donemde ogrenme giicliikleri, hafiza ve dikkat bozukluklari,
depresyona ve madde bagimliligina egilim basta olmak tizere ¢esitli saglik problemleri
gorilmistiir. Uzun donem hayatta kalan pediyatrik hastalarin akranlarina kiyasla daha
diisiik ZK degerlerine sahip olmalari; 6grenme ve entelektiiel fonksiyon bozukluklarinin
altina yatan esas yapisal unsurlardan biri olarak kabul edilmektedir (20). Ayrica bu
hastalardaki ZK seviyelerindeki diistikliik ile RT gérme yasi arasinda ters bir iligki
oldugu saptanmistir (21, 22, 23). Buna gore daha erken yasta RT goren ¢ocuklarin
ZK’nin daha gec¢ gorenlere kiyasla diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu hastalarin bir
kisminin dnceden 6grenilen bilgilerin hatirlanmasinda sorunlar yasadiklar1 gozlenmistir.
Diger bir kisminin ise eski bilgileri hatirladiklar1 fakat yeni bilgilerin 6grenilmesinde
zorluk yasadiklari bildirilmistir (24). Gelismis iilkelerde biiyiik bir saglik problemi
olarak kabul edilen pediyatrik RT sonras1 uzun dénemde 6zellikle 6grenme ve hafizaya
bagli bozukluklar gozlenmesi, iyonize radyasonunun beynin bu fonksiyonlarinin
olusmasini saglayan esas organ olan hipokampusun c¢alismasinda bozukluklara yol
actigini isaret etmektedir. Bu nedenle gectigimiz birkac onyillik siiregte fare ve siganlar
basta olmak tizere deney hayvanlar1 kullanilarak, KR maruziyetinin hipokampus
caligmas1 lizerindeki etkileri hem noérobiyolojik hem de davranigsal diizeylerde
arastirilmaktadir (25, 26). Bu arastirmalarda KR maruziyeti sonras1t HBO ve HBH’y1
test etmek amaciyla bu tez ¢alismasinda da ayn1 amagla uygulanan MSTT ve benzer
davranigsal deney modelleri kullanilmigtir. Bu ¢alismada P14 ve P14+P21’lerde 8Gy
dozunda uyguladigimiz KR nun uzun dénem sonra HBO ve HBH kabiliyetlerinde bir
degisime neden olup olmadigini test edebilmek amaciyla MSTT paradigmasi
kullanilmistir. Fakat bu test farelerin lokomotor yeteneklerini kullanmalar1 temeline
bagli gergeklesmesi sebebiyle, uygulama oOncesi gruplar arasinda motor aktivite
acisindan bir farklilik olup olmadiginin anlagilabilmesi i¢in tiim fareler ilk 6nce AAT ne

tabi tutulmustur.
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Morris su tanki testi’ne baslamadan once gerceklestirilen AAT nde gruplar
arasinda lokomotor aktivite agisindan bir fark gozlenmemistir. Ayrica AAT nden
hemen sonra MSTT’nin 1. gliniinde gergeklestirilen goriilebilir platform denemelerinde
gruplar arasinda kat edilen toplam mesafe, hiz ve platform bulma siiresi parametreleri
bakimindan da higcbir farklilik gozlenmemistir. Goriilebilir platform testinde gruplar
arasinda farklilik olmamas1 ATT nde de gosterilmis olan gruplarin lokomotor aktivite
acisindan birbirine denk oldugu bulgusunu desteklemistir. Daha 6nce yapilan benzer bir
arastirmada 6 Gy dozunda KR verilen P9’liilk C57BL6/J farelerin motor aktivitelerinin
yaklagik 5 ay sonra AAT’inde kontrol grubu farelere kiyasla anlamli diizeyde
bozuldugu gosterilmistir (99). Aynmi arastirma grubu bir baska calismada, P14’lik
farelere uyguladiklar1 8 Gy dozunda KR maruziyetinin uzun dénem sonra motor aktivite
yeteneginin kontrol grubuna kiyasla degismedigini rapor etmislerdir (24). Bahsedilen
ikinci calismada KR dozunu arttirmalarina ragmen motor aktivitede degisim
olmamasini, P9 ve P14’liik beyinlerin gelisimsel agidan farkliliklar tagimasiyla
iliskilendirmistir (96). Buna gore P9’de fare beyninin halen hizla gelismekte oldugu
P14’e gelindiginde ise temel gelisimin P9’deki beyine kiyasla biiyiik oOlgiide
tamamlandig1 ve bu nedenle P14 fare beyninin daha yliksek dozda bile olsa KR’ na daha
diren¢li oldugu seklinde yorumlanmistir (24). Ayrica klinik bulgular géz Onilinde
bulunduruldugunda, daha erken cocukluk yaslarinda tedavi amagli uygulanan KR’ nun
gec yaslara kiyasla daha genis capta kusurlara yol a¢tig1 goriilmektedir (19). Bu nedenle
klinikte 4 yasinda daha geng olan ¢ocuklara ¢ok nadiren KR uygulandig: bilinmektedir
(91). Gruplarimizin motor aktivite yeteneklerinin denk olmasi benzer literatiirle
ortiismekle birlikte MSTT nde HBO ve HBH’nin test edilebilirligi agisindan 6n sart
olarak kabul edilmistir. Eger ATT ve MSTT nin ilk giiniinde gruplar arasinda motor
aktivite acgisindan bir farklilik gozlenmis olsaydi farelerin motor aktivitelerinin
kullanilmasina bagli olarak gerceklestirilen MSTT nin 2-5 ve 6. giinlerinde HBO ve
HBH yeteneklerinin karsilagtirilmasinin giivenirliginin azalacag: diistintilmektedir.

Morris su tanki testi’nin 2-5. giinleri arasinda ise ilk giinde farelerin maruz
birakildig1 goriilebilir platformun gizlenmesi ile farelerin goremedikleri fakat su
seviyesinin altina konumlandirilmis haldeki platformunu bulabilmelerine bagli olarak
o0grenme kabiliyetlerinin  Ol¢lilmesi  temeline dayandirilmistir.  Gizli  platform

deneylerinde Rad+, Sham+ ve K grup fareler arasinda yapilan tglii karsilagtirmalarda
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kat edilen toplam mesafe, hiz ve platform bulma siiresi parametreleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdzlenmemistir. S6z konusu parametreler HBO
ya da mekansal 6grenme kabiliyetini isaret etmektedir. Daha 6ncede bahsedildigi tizere
KR’nun kisa veya uzun donemdeki etkisi maruziyetin hangi gelisimsel yasta
uygulandig1 ve dozu degiskenlerine bagl olarak dinamiklik gostermektedir. Literatiirde
farkli gelisimsel donemlerde ve dozlarda KR denemesi yapan c¢alismalar mevcut
olmakla birlikte ¢alismamiza denk olarak gosterilebilecek birka¢ arastirma
bulunmaktadir. Ornegin: Karlsson ve ark. (24) 8 Gy dozda KR’a maruz biraktiklar:
P14’liikk C57BL6/J farelerde uygulamadan yaklasik 5 ay sonra Trace Fear Conditioning
(TFC) testini kullanarak uzaysal 6grenme yeteneginde sham kontrollere kiyasla bir
farklilik olmadigini gostermislerdir. Fakat ayni ¢alismada mekansal 6grenme ve ek
olarak tekrar 6grenme kabiliyetleri ticari olarak elde edilen IntelliCage paradigmasinda
test edildiginde bu iki kognitif yetinin de KR’ndan olumsuz sekilde etkilendigi
gosterilmistir (96). Yabanci literatiirde “Reversal Learning” olarak bilinen tekrar
O0grenme kabiliyeti 6zetle rodentlerin daha 6nceden 6grendikleri bilgileri kullanarak
sunulan farkli durumlara gosterdikleri adaptasyon olarak tanimlanmaktadir (79, 100).
IntelliCage veya Morris gibi paradigmalarda, rodentlere testte ilk basta 6gretilen 6devin
yerinin degistirilerek olusan yeni duruma gosterdikleri hizli &grenme yetisi
degerlendirilebilmektedir (24, 100, 101) Bir baska arastirma ise ayni doz ve yasta
uygulanan KR maruziyetinden 1 yil sonra IntelliCage sisteminde mekansal 6grenme
kabiliyeti bakimindan radyasyon ve sham gruplart arasinda bir farklilik olmadig:
bildirilmistir (102). Fakat bu ¢alismada mekansal 6grenmenin yani sira tekrar 6grenme
kabiliyetinde radyasyon grubu farelerde sham grubuna kiyasla gerileme oldugu
gostermiglerdir (102). Diger bir ¢alismada ise P9’liik C57BL6 farelere 6 Gy dozunda
KR uyguladiktan iki ay sonra IntelliCage sistemi kullanilarak mekansal 6grenmenin
kontrol grubuna kiyasla geriledigi gosterilmistir (99). Calismamizda P14 farelere
uygulanan 8 Gy dozda KR maruziyetinden 7 ay sonra MSTT ile mekansal 6grenmenin
kontrol gruplarina kiyasla degismedigi gosterilmistir. Yukaridaki s6z edilen
caligmalarda ise mekansal 6grenme parametrelerinin ayni hayvanlar lizerinde degisik
davranigsal testlerle farkli sonuglar verebilecegini gostermektedir. Calismamizin
deneysel tasar1 siirecinde literatiirde son yillarda MSTT gibi klasik davranis testlerine

alternatif olarak kullanilmaya baglanilan IntelliCage paradigmasinin kullanilmasi
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diistiniilmiis, fakat ticari olarak elde edilebilen bu sistemin ¢ok pahali olmas1 sebebiyle
laboratuvarimiza dahil edilememistir. Buna ragmen, bu ¢aligmalarda KR maruziyetinin
mekansal 6grenme lizerindeki uzun donem sonraki etkileri arastirmamizin bulgulariyla
kismen ortiismektedir.

Literatiirde ¢calismamizda KR modeli i¢in tasarladigimiz ayni1 gelisimsel yas ve
doza uygun radyasyon uyguladiktan sonra MSTT nin 2-5. giinleri arasinda test edilen
mekansal 6grenmeyi degerlendiren baska bir ¢alisma goriilmemistir. Fakat bizimkinden
farkl1 zaman ve dozda KR uygulamasi ve ertesinde aymi paradigma ile 6grenme
kabiliyetini test eden caligmalar mevcuttur. Ornegin, Zhang ve ark. (103) bir aylik
Sprague Dawley sigcanlara 20 Gy dozunda KR uyguladiktan iki ay sonra MSTT ile
radyasyon grubu farelerin kontrollere kiyasla mekansal O6grenme ve hafiza
kabiliyetlerinin  gerilemis oldugunu bildirmislerdir. Dong ve ark. (104) ise
calismalarinda P21°liik farelere 10Gy dozunda KR uygulamis ve 6 hafta sonra MSTT
ile kontrol grubuna kiyasla mekansal 6grenmede bir farklilik gézlememislerdir. Bu
caligmada KR maruziyetinden sonra mekansal 6grenmenin etkilenmemis olmasi bizim
sonuclarimizla ortiislirken, maruziyet yasinin daha ge¢ ve dozun daha yiiksek olmasi
sebebiyle direkt olarak sonuglarimizla karsilastirilabilir 6zellikte goriilmemistir.

Mekansal hafizanin test edildigi 6. giiniindeki prop denemelerin de ise, daha
once gizli platformun oldugu kadran etrafinda ylizme siiresinin gegirilen tiim siireye
orani agisindan Sham+ ve Rad+ fareler arasinda bir farklilik gézlenmezken, Sham++ ve
Rad++ farelerin K grubuna kiyasla anlamli diizeyde daha az siire gecirdikleri
gbzlenmistir. Bu sonug, kontrol grubu farelerle kiyaslandiginda daha 6nce 6grenilen
bilgilerin hatirlanmasini yansitan HBH kabiliyetinin sham+ ve rad+ gruplarinda benzer
diizeyde azaldigimi isaret etmektedir. Sonu¢ olarak, P14’de 8 Gy dozundaki KR
maruziyeti uzun doénem sonra Sham+ ve K grubuyla kiyaslandiginda mekansal
o0grenmenin degismedigi, fakat hafizanin bu erken gelisimsel donemde uygulanan hem
anestezi hem de anestezi+KR maruziyetinden olumsuz etkilendigi goriilmektedir.

Calismamizda ayrica P14 ve devaminda P21’de 8 Gy dozunda iki kez radyasyon
verdigimiz Rad++ ve onlara denk anestezik kontrol grubu olan Sham++ gruplar1 da K
grubuyla beraber yukaridaki s6z edilen tiim testlere tabi tutulmustur. AAT ndeki tek
doz gruplarin sonuglariyla ortiisiir nitelikte; Rad++, Sham++ ve K gruplari arasinda da

higbir farklilik goézlenmemistir. Ayrica Sham+/Sham++ ya da Rad+/Rad++ gruplari
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arasinda ayni parametreler agisindan yapilan iki karsilastirmalarda da anlamli higbir
farklilik gézlenmemistir. Literatiir incelendiginde ¢alismamizla karsilastirabilecek erken
gelisimsel donemde tekrarlayan dozlar seklinde KR maruziyeti calismasi
bulunmamaktadir. AAT’ nin hemen ardinda MSTT’ine tabi tutulan c¢ift doz gruplari
mekansal 6grenme ve hafiza agisindan tek toz gruplarina kiyasla istatiksel olarak
anlamli farkliliklar icerdigi gozlenmistir. Yukarida bahsedildigi iizere MSTT nin 2-5.
giinleri arasinda rad+, sham+ ve K+ gruplar arasinda yiizme mesafesi, kagig latansi ve
ylizme hiz1 parametreleri agisindan anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Rad++ grubu
farelerin ise ilgili parametreler agisindan deney giinlerinin yaris1 kadarinda diger tiim
gruplara kiyasla (K, Sham+, Sham++, Rad++) istatiksel olarak anlamli diizeyde daha
zayif performans gosterdigi goriilmistiir. Literatiirde heniiz siitten kesilmemis
rodentlere yani P28’den 6nceki gelisimsel donemde birden fazla kez KR uygulayan ve
uzun donem sonra kognitif fonksiyonlar1 davranissal olarak test eden baska bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu g¢alisma literatiirde gelisimsel donemdeki tekrarlayan KR
maruziyetinin uzun donemdeki doza bagimli 6grenme ve hafiza iizerindeki etkisini
gosteren ilk calisma oOzelligi tasimaktadir. Diger yandan, hafizanin test edildigi
MSTT’nin 6. giliniinde, Rad++ ve Sham++ gruplari arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmezken her iki grubunun kontrol grubuna gore anlamli diizeyde daha diisiik
performans gosterdigi gozlenmistir. Bu bulgu sham+ ve rad+ gruplarindaki bulgularla
ortismekle birlikte bu test agisindan Sham+, Rad+, Sham++ ve Rad++ gruplari arasinda
da herhangi bir anlamli farklilhik gozlenmemistir. Tiim bu sonuglar erken dénemdeki
gerek tek gerekse ¢ift doz anestezi ya da anestezi + KR maruziyetinin mekansal
hafizayi, hi¢bir uygulamaya sokulmayan normal kontrol farelerle (K) kiyaslandiginda
geriletebildigine isaret etmektedir. Deney modelimizin diger bir 6zglin yani ise
radyasyon gruplariyla kiyaslamak {izere yalnizca anestezik kontrollerin degil ek olarak
hicbir uygulamaya alinmayan normal kontrol grubunun da kullanilmasidir. Literatiir
incelendiginde hicbir ¢alismada anestezik kontrol disinda normal kontrol gruplarinin
deney modellerine dahil edilmedigi goriilmektedir. Deney modelimizi tasarlarken K
grubu olusturmamizin ¢esitli nedenleri olmustur. Esas nedenimiz ilk uygulama yasimiz
olan P14’de fare beyninin halen gelismekte oldugu ve yalnizca KR’ nun degil anestezi
icerigindeki ketamin ve ksilazin maddelerinin de gelismekte olan beyindeki

norobiyolojik isleyisi lizerinde norotoksik etki olusturabilecegi ihtimali olmustur. Yakin
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gecmis literatiirde, deneysel ¢aligmalarda genel anestezik olarak kullanilan kimyasal
ajanlarin EHN’in ndrobiyolojik isleyisi tizerindeki etkilerini in-vivo ve in-vitro olarak
inceleyen ¢alismalarin varligi gézlenmektedir (105, 106, 107, 108, 109). Fakat bu
calismalarda kullanilan anestezik madde, dozu ve uygulanan zaman araligi genis bir
spektrumda degiskenlik gosterdiginden elde edilen sonuglar da oldukga farklilik
gostermektedir. Bu nedenle tam olarak hangi anestezik maddelerin hangi yasta, dozda
ve ne kadar sonra hipokampal norogenez iizerine etki ettigi tam olarak agiklik
kazanmamustir. Erasso ve ark. (110) isofluran ve propofol gibi deneysel ¢alismalarda
anestezik ajan olarak kullanilan maddelerin geng¢ rodentlerde postnatal hipokampal
norogenezin  hiicresel farklilagma basamaklarinda bozukluklara yol agtiginm
gostermislerdir. Ikincil neden ise, her iki uygulama yasinda da farelerin halen
anneleriyle birlikte laktasyon siirecinde olmasidir. C57BL6 farelerde elde ettigimiz
deneysel tecriibeler laktasyon siirecindeki annelerin fiziki g¢evresel uyaranlara karsi
oldukca hassas olduklarini gdstermistir. Deney modelimizde her bir KR maruziyeti
giiniinde, hem radyasyon hem de Sham gruplarina ait fareler annelerinin kafesinden
alinarak ME.U. Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari'ndan Mersin Devlet
Hastanesi’ne kadar binek bir aragla transfer edilmis ve islemler bittikten ayni sekilde
annelerinin kafeslerine birakilmistir. Bu islemler sonrasinda gozle goriiliir bir siitten
kesilme veya kanibalizm benzeri bir vakaya rastlanmamasina ragmen annelerin Strese
girmis olduklar1 kafes icerisindeki motor aktivitelerinin artistyla gézlenmistir. Fakat
anneler lizerinde gdzlenen bu stresin ¢calismamiza ne derece yansidigr bilinmemektedir.
Yukarida pargalar halinde verilen MSTT’ne ait bulgular, kraniyel x-15in1
radyasyonu maruziyetinin P14’de 8 Gy dozunda uygulanmasinin uzun doénem sonra
eriskin farelerde HBO’de bir degisiklik olusturmazken hafizayr etkiledigi, P14 ve
P21°de 8Gy’lik iki parca seklinde uygulandiginda ise her iki kognitif kabiliyette de
gerilige yol actigin1 gostermektedir. Erken donem anestezi maruziyetinin ise eriskin
beynindeki HBO kabiliyetini degistirmezken, HBH kabiliyetini istatiksel olarak anlamli
diizeyde etkilemesi ¢alismamizin tasarisinda beklenmeyen bir sonug olarak karsimiza
cikmistir. Benzer literatiir incelendiginde; radyasyon gruplariyla karsilagtirmak iizere
sadece anestezik kontroller kullanilmistir. Bunun yaninda anestezik kontrollerle
karsilastirmak amaciyla deney paradigmalarinda normal kontrol gruplarinin

tasarlanmadig1 goriilmektedir. Bu nedenle kendi ¢aligmamizin bulgulariyla kiyaslamak
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icin normal ve anestezik kontrollerin radyasyon gruplartyla karsilastirildigi bir
caligmaya rastlanmamustir.

Yukarida etraflica agiklandig1 lizere davranigsal testler sonucunda elde ettigimiz
O0grenme ve hafiza degisimlerinin altinda yatan hiicresel diizeydeki EHN ve DNA
metilasyon dinamiklerini anlayabilmek tiizere P231’e ait beyinler noral ve DNA
metilasyon isaretleyicileri kullanilarak immunohistokimya iglemine alinmistir. Farkli
gruplar arasindaki hiicresel diizeydeki fenotipik EHN durumunu karsilastirmak iizere
GD’un farkli tabakalarindaki DCX immuno pozitif (im+) hiicreler karsilastirilmistir.

Immatiir ndéron &nciil hiicrelerini ya da olgunlasmakta olan néroblastlari
gozlemlemek i¢in kullanilan DCX isaretleyicisi EHN seviyesinin tespiti i¢in en yaygin
olarak kullanilan belirteclerden biri olarak bilinmektedir. Gergeklestirdigimiz DCX
immunohistokimyasal analizleri neticesinde, P231 normal ve anestezik kontrol gruplari
GD’larinin belirgin bir paternde ve sayida DCX - (im+) immatiir ndron popiilasyonuna
sahip oldugu gozlenirken, Rad+ ve Rad++ gruplarinda neredeyse hic DCX - (im+)
hiicreye rastlanmamistir. Ote yandan DCX - (im+) hiicre paterni ve sayisi agisindan
normal ve anestezik kontrol gruplari arasinda anlaml bir farklilik gézlenmemistir. P231
DG’larinda DCX immunohistokimyasal analizine temel alindiginda, DCX - (im+)
hiicrelerin kontrol gruplarma (K, Sham+ ve Sham++) kiyasla radyasyon gruplarinda
azalmasi ya da hi¢ rastlanmamasi, erken postnatal donemdeki KR maruziyetinin eriskin
beyninde EHN’in ndrobiyolojik degisim hizini belirgin diizeyde yavaslatarak nerdeyse
durma noktasina gelindigi gostermistir. Radyasyon bagimli EHN’in azalmasi ya da
durmasi daha onceki benzer galismalarda da gosterilmistir. Bostrom ve ark. (2013)
P14’liik farelere 8 Gy dozda KR uyguladiktan 1 ve 7 hafta ve ayrica 1 yil sonra
GD’daki DCX - (im+) hiicreleri degerlendirmislerdir. GD’da kontrol grubuna kiyasla
DCX-im (+) hiicre sayisinin 1 hafta sonra % 77, 7 hafta sonra % 86 ve 1 yil sonra ise %
98 oraninda azaldigi tespit edilmistir (25). Kalm ve ark. (102) ise P14’liik farelere 8Gy
dozda uyguladiklar1 KR’dan 1 yil sonra GD’da DCX - (im+) hiicre sayisinin % 99
oraninda azaldigin1 gdstermislerdir. Bu ¢aligmada ayrica KR maruziyetinden 1 yil sonra
IntelliCage sistemi kullanilarak mekansal o6grenmenin kontrol grubuna kiyasla
degismedigi fakat tekrar 6grenmenin bozuldugu da gosterilmistir. S6z konusu ¢alisma
P14’de 8Gy KR uygulamasindan sonra mekansal 6grenme degismezken GD’da DCX

isaretlemesiyle EHN’in norobiyolojik olarak neredeyse durma noktasina gelmesi
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calismamizin sonuglartyla oldukca Ortlismektedir. Bir baska ¢alismada ise 8 haftalik
C57BL6 farelere 1Gy ve 10Gy dozda KR verildikten 1, 2, 8, 30 ve 90 giinler sonra
DCX - (im+) hiicre sayis1 kontrol grubuna kiyasla degerlendirilmistir (111). DCX -
(im+) hiicre sayisinin 10Gy doz KR verilen hayvanlarda kontrollere kiyasla s6z konusu
zamanlarda artan bir hizda azaldigin1 gostermislerdir. DCX - (im+) hiicre sayist 1Gy
doz uygulamasindan sonra ise 1, 2 ve 8. giinlerde kontrollere kiyasla anlamli diizeyde
azalmis oldugu tespit edilirken 30 ve 90. giin radyasyon grubu ve kontrol gruplari
arasinda anlamli bir farklilik gbzlemlememislerdir (111).

Olusturdugumuz deney modeli sonucunda bu noktaya kadar ozetle; erken
postnatal donemden eriskinlige kadar tasman KR maruziyetine bagli bozulmus
durumdaki HBO ve HBH ve buna paralel hiicresel diizeyde norobiyolojik isleyisin
sekteye ugramis oldugu gosterilen bir hipokampus fenotipi bulunmaktadir. Davranigsal
testlerle HBO ve HBH kabiliyetlerinde bozukluklarn yansimasi olarak hiicresel
diizeyde EHN’in DCX - (im+) hiicre sayis1 goz Oniinde bulundurularak yavaslamig
olmasi ¢aligmamiz agisindan sasirtict ve literatlir agisinda da yeni bir bulgu degildir.
Aksine, yukarida tartigildigir tlizere bu sonuglar literatiirdeki benzer calismalarla
ortiismektedir. DCX isaretlemesi, KR maruziyetinin EHN {izerindeki olumsuz etkisini
gostermemizi saglayarak c¢alismanin bir sonraki asamasit olan epigenetiksel
degerlendirme igin temel olusturmustur. Bu sonuglar1 elde ettikten sonra GD’da
gerceklesen EHN dongiisiindeki hiicrelerin immunohistokimyasal DNA metilasyon
karakterleri incelenmeye calisilmustir. Ik etapta bir DNMT enzimi olan DNNM-3a
isaretleyicisi kullanilmigtir. P231 beyinler lizerinde gergeklestirdigimiz ilk DNMT-3a
immunohistokimya islemi neticesinde hipokampusda hi¢cbir DNMT-3a-(im+) hiicreye
rastlanmamistir. Literatiirde de en sik kullanilmis olan ve performansindan emin
oldugumuz ticari olarak elde ettigimiz DNMT-3a primer antikoruyla ikinci
denememizde de ayni sonucu aldiktan sonra; acaba elde ettigimiz sonuglar teknik bir
aksakliktan m1 yoksa gergekten DNMT-3a proteininin P231 beyninde eksprese
olmamasindan m1 kaynaklandig: ikilemi ortaya ¢ikmistir. Bu soruyu cevaplamak igin
elimizdeki diger calismalardan elde edilmis farkli postnatal yaslardaki (P15 ve P22)
beyin kesitleri (her yas gurubu icin 3’er beyin) ve P231 kesitleri bir arada kullanilarak
ayn1 immunohistokimya protokolii tekrar edilmistir. Bunun neticesinde sasirtict olarak

P15 ve P22 beyin kesitlerinde GD’da dahil olmak iizere bir¢ok beyin bolgesinde gayet
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kaliteli bir sekilde DNMT-3a-(im+) hiicreler gozlenirken P231 beyin kesitlerinde yine
higbir pozitif hiicreye rastlanmamustir. Ugiincii deneme neticesinde P231 beyinlerinde
hicbir DNMT-3a-(im+) hiicrenin gozlenmemesi teknik bir hatadan dolayr degil,
DNMT-3a proteininin ekspresyonunun gergeklesmediginden dolayr oldugu tespit
edilmistir. Literatiir incelendiginde DNMT-3a ekspresyonunun P231 beyinlere denk
gelen yaklasik 7,7 aylik fare beyinlerinde incelenmemis oldugu gozlenmistir. Fakat
DNA metilasyonuyla karakterize ¢esitli gen ya da protein ekspresyonlarinin fetal, erken
postnatal ve geriye kalan tiim yagsam siirecinde sabit olmadigi, aksine zamansal ve
dokuya hatta aym1 doku igerisindeki hiicre gruplarinin iginde bulundugu biyolojik
duruma 6zel olarak dinamik bir bigimde degistigi goriilmektedir. Bu sonuglarin {izerine
bir bagka temel DNA metilasyon isaretleyici olan Methyl CpG binding protein 2
(MeCP2) proteininin ekspresyonu immunohistokimyasal olarak incelenmistir. Her iki
radyasyon grubu GD’unda da sham ve kontrol gruplariyla karsilastirildiginda MeCP2
immunohistokimyasal ekspresyonunun belirgin bir bicimde azaldig1 gozlenirken bdyle
bir fark K ve sham gruplari arasinda gézlenmemistir. Literatiirde suana kadar iyonize
radyasyona maruz kalmis beyin dokusunda DNA metilasyon faktorlerinin incelendigi
baska bir calisma bulunmamaktadir. Bu sebeple calismamiz iyonize radyasyon
maruziyetinin beyinde hiicresel DNA metilasyon dinamikleri iizerine etkisini inceleyen
ilk aragtirma oOzelligini tasimaktadir. Yalnizca bir arastirmada, 50 giinlik C57BL6
farelere kafatasi hari¢ tiim viicut kursundan bir koruyucuyla ortiilerek 0,5Gy dozunda
KR verilmis ve daha sonra deri ve dalak dokularinda 6, 96 saat ve 14 giin sonra global
DNA metilasyonunda ve MeCP2 protein ekspresyonunda degisimler gozlenmistir.
Fakat bu ¢alismada KR maruziyetinin beyin dokusu iizerindeki etkileri incelenmemistir
(112).

DNA metilasyon ve demetilasyon dongiisiiniin hiicresel gen ekspresyonu
tizerindeki global kontrol edici etkileri bu tezin genel bilgiler kisminda ayrintili bir
sekilde islenmistir (2.6. DNA Metilasyonu). Bu dongli DNMT’ler ile metile olmus
DNA bolgelerinin (5mC) heterokromatin haline doniiserek gen ekspresyonunun
baskilandigi, Tet enzimleriyle hidroksilenerek 5hmC’ye doniistiiglinde ise
heterokromatin haldeki DNA bdlgesinin tekrar agilarak Okromatine doniistiigii ve
ekspresyonu baskilanmis genlerin tekrar aktive olmalart durumuyla 6zetlenebilir (85,

86, 87). DNA’nin ii¢ boyutlu yapis: siirekli olarak degistirerek hiicresel gen ekspresyon
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sistemi lizerinde kontrol saglayan bu dongiiye ek olarak metile olmus DNA’ya segici
olarak baglanabilen ve ilgili DNA boélgesinin daha siki paketlenmesini saglayan ve
boylece gen ekspresyonunun baskilanmasina yardimci olan DNA metil baglayici bir
protein ailesi bulunmaktadir. Bu protein ailesinin fonksiyonlar1 en temel DNA
metilasyon faktorlerinden biri olarak kabul edilmekle birlikte ailenin ilk kesfedilen
tiyesinin MeCP2 proteini oldugu bilinmektedir (113). Beyin dokusunda verimli sekilde
bulunan MeCP2 proteininin Brain Derived Neurotrophic Factor gibi noral farklilasmada
kilit 6neme sahip genlerin ekspresyonunu spesifik olarak diizenledigi bilinmektedir. Bu
proteinin gelisim sirasinda dendritik morfolojinin gelismesi ve sinaps olusumu gibi
onemli sinirsel olaylarin diizenlenmesinde kritik 6neme sahip oldugu gosterilmistir
(114, 115). Ayrica insanlarda gbzlenen en agir gelisimsel sendromlarindan biri olarak
kabul edilen Rett Sendromu’nun MeCP2 genindeki mutasyonlardan kaynaklandigi
gosterilmistir (116). Insanlardaki Rett sendromunda gozlenen gelisimsel kusurlar ayrica
MeCP2 geninin manipiile edilmesiyle olusturulan transgenik fare modelinde de teyit
edilmistir (116). Yukarida 6zetlendigi izere MeCP2 proteinin, kromatin materyalindeki
gen ekspresyon sistemi tizerindeki diizenleyici etkisiyle noral gelisim, farklilasma ve
olgunlagma gibi bircok ndrobiyolojik olayda kilit 6neme sahip oldugu asikardir.
Calismamizda postnatal beyin gelisimi i¢in kritik bir yas olan P14’de uygulanan KR
maruziyetinden ¢ok uzun donem sonra mekansal 6grenme ve hafiza gibi kognitif
fonksiyonlarin bozuldugu ve EHN’in hiicresel diizeyde gerilemis oldugu aynit GD
tabakalarinda MeCP2 protein ekspresyonunun kontrol gruplarina gére azalmis olmasi
oldukga carpici bir bulgu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu galisma pediyatrik kraniyal
timorlerin tedavisi amaciyla kullanilan kraniyal RT’nin bu hastalarin {izerinde
yasamlarinin ge¢ evrelerine kadar taginabilen ve geri dondiiriilemeyecek derecede
kognitif fonksiyonlarda olusturdugu hasarin olus mekanizmasini aydinlatabilmek igin
gerceklestirilmistir. S0z konusu klinik olguya ait kognitif diizeydeki hasari deney
fareleri kullanarak hem davranigsal hem de hiicresel boyutta literatiirle de biiyiik 6l¢iide
ortliglir nitelikte modelledigimizi diistinmekteyiz. Literatiirdeki mevcut bilgilere ek
olarak gosterdigimiz beyin gelisimi sirasindaki KR maruziyetinin uzun dénem sonra s6z
konusu kognitif fonksiyonlarin altinda yatan EHN doniisiimiindeki hiicrelerin
epigenetik kodu degistirdigi bilgisinin bu ndrobiyolojik olgunun anlagilabilmesine daha

derin bir bakis acis1 kazandirdigini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda radyasyona bagli ortaya ¢ikan epigenetik etki tek bir epigenetik
parametre kullanilarak gosterilmesir. Fakat temel DNA metilasyon gostergelerinden biri
olan MeCP2’daki degisim kendi basmma EHN’nin DNA metilasyon karakterinin
degisebileceginin gostergesidir.Fakat KR maruziyetinin EHN {izerindeki etkileri
hiicresel DNA metilasyon ve demetilasyon dongiisiiniin; birincil DNA metilasyon igin
5mC ve bunu katalizleyen DNMT-3a’nin yan1 sira DNMT-3b ve DNMT-1a, aktif
demetilasyon i¢in ShmC ve ilgili katalizor Tetl/2/3 enzimleri gibi diger temel
epigenetik faktorler acisindan da immunohistokimyasal olarak degerlendirilmesi
gerekmektedir. Yukarida bahsedildigi gibi bircok temel isaretleyici kullanilarak KR
maruziyetinin EHN iizerindeki olumsuz etkisinin bir sinyal yolu haritas1 seklinde
cikarilmasimnin konunun daha derin anlasilmasi icin bir alternatif arastirma konusu
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin aym veya farkli dozlarda KR maruziyetinin BrdU
gibi DNA boyalarinin yardimiyla GD hiicrelerindeki kisa akut periyottaki (6rnegin;
maruziyetten 6, 12, 24, 48 saat veya 1 hafta sonra vb.) zamana bagl etkisi takip
edilebilir. Boylece KR maruziyetinin erken sathada zamana bagli etkisinin haritasi
cikarilabilir. Diger yandan c¢alismamizda kognitif fonksiyonlarin degerlendirilmesi ve
EHN durumu KR maruziyetinden 7 ay gibi olduk¢a uzun bir siire sonra fareler
eriskinlige ulastiginda degerlendirilmistir. Kisa akut dénemdeki etkinin anlasilmasina
ek olarak benzer sorular; 7 aydan daha kisa siiredeki, 6rnegin farelerin 3 ay gibi daha
orta bir donem sayilabilecek yasamsal evrelerdeki (puberte veya ergenlik donemi
baslangici, ortast ve sonu vb.) durumu agisindan cevaplanabilir.

Ilerleyen zamanlarda bu konuyla ilgili bizim veya diger arastirma gruplarinca
birgok degerli ana hipotezler iiretilip bu hipotezlerle ilgili bilimsel sorularin test
edilecegi Ongoriilmektedir. Ornegin yukaridaki arastirma alternatifleri KR bagiml
epigenetik dozun zamana bagl degisimi ile ilgili sorular1 igermektedir. Ote yandan
Sekil 2,1’de  EHN’in  dinamiklerini olusturan yenidogan kok hiicrelerden
elektrofizyolojik olarak aktif noronlara dogru farklilasan ve olgunlagsan ara basamak
noral hiicre fenotipleri dzetlenmistir. Ornegin bu hiicre alt gruplarindan birisi segilerek
(noral kok hiicreler, noral onciil hiicreler, ndroblastlar vb.) ilgili hiicre fenotipiyle

karakterize ve epigenetik isaretleyicileriyle ¢coklu immiinfloresan olarak incelenebilir.
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Boyle belirli bir hiicre fenotipinin KR maruziyetine tepki olarak degiseme ugrarken
DNA metilasyon karakterinin degisip degismedigi ve eger degistiyse ne dinamikte
farklilastig1r anlasilabilir. Bahsedilen alternatif calisma stratejilerinin uygulanmasi
durumunda ilk etapta EHN isleyisindeki DNA metilasyon karakterinin; KR
maruziyetinin gelisimsel yasa, uygulandigi doz veya dozlarin oranina, uygulama sonrast
zamana bagli degisimine bagl olarak ya da spesifik bir noral fenotip lizerindeki etkileri
baglaminda bir¢ok temel ve 6nemli soru isaretlerinin cevaplanmasi miimkiin olabilir.

Bu konuyla ilgili bir¢ok sorunun farkli arastirma gruplarinca da teyit edilerek
cevaplanmasi gerektigi diistiiilmektedir. Radyasyon bagimli EHN fenotipindeki ayrintili
DNA metilasyon davranisi haritasinin ¢ikarilmasindan sonra ise bir ileri asama olan gen
diizeyinde daha spesifik calismalar tasarlanabilir. Ornegin KR maruziyeti sonrasi deney
hayvanlarinin hipokampus dokusundan flow sitometri gibi bir yontemle hedef hiicre
fenotipiyle karakterize antikorlar kullanilarak spesifik hiicre tipleri ayristirilabilir
(6rnegin; GD’daki immatiir noronlar). Ayristirilan spesifik tip hiicrelerde gen ve protein
diizeyinde bir¢ok analiz gerceklestirilebilir. Mesela ndroblast hiicrelerinin ayristirildigi
diisiiniildliginde, gen-spesifik metilasyon yontemleri kullanilarak bu hiicrelerin
farklilagmasi i¢in kilit 6neme sahip genlerin DNA metilasyon seviyelerini 6grenmek
miimkiin olabilir. Boylece yapilan ilk ¢alismalarda KR maruziyetinden en ¢ok hangi
hiicre tiplerinin ne diizeyde etkilendigi ortaya ¢ikarildiktan sonra olumsuz etkilenen
hedef hiicrede metilasyon-spesifik gen analizleri yardimiyla bu olumsuz etkiden
sorumlu genlerin haritas1 ¢ikarilabilir. Spesifik genler belirlendikten sonra ise gen
manipiilasyon yontemleriyle transgenik fare modelleri olusturulabilir ya da cesitli gen
tedavisi stratejileri gelistirilebilir.

Yukaridaki 6nerilerden anlasilabilecegi lizere tez ¢alismamizla primitif diizeyde
giris yapilan bu konunun bir¢ok temel bilimsel sorunun cevaplanmasina bakir oldugu
anlasilmaktadir. Bu tez calismasinin sonuglarinin bu konuda ileride yapilmasi muhtemel
bircok arastirmaya temel olusturacagi diisiinlilmektedir. Boylece biiyiik bir saglik
problemi olusturan ¢ocukluk doénemi kanserlerini tedavi etmek amaciyla uygulanan
kraniyel radyoterapinin akut ve kronik dénemde olusturdugu kognitif hasarlarin olus
mekanizmalarinin aydinlatilabilecegi ve bu olumsuz etkilerin 6nlenebilmesi i¢in etkin

tedavi yontemleri gelistirilmesine 151k tutulacagi ongoriilmektedir.
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