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OZET

Fetal Alkol Spektrum Bozukluklar™min C57BL6/J Soy Farelerde Epigenetik
Olarak Degerlendirilmesi

Gebeler tarafindan alkol kullamimi, fetal gelisimi genis bir spektrumda
gelisimsel kusurlara ve biiyiime geriliklerine neden olacak sekilde olumsuz yonde
etkilemekte ve bu durum Fetal Alkol Spektrum Bozukluklar1 (FASB) olarak
tammlanmaktadir. FASB’nin en belirgin ozelliklerinden birisi, kognitif ve
norodavranigsal hastaliklarin eslik ettigi ve genellikle hayat boyu devam eden
cesitli derecelerdeki beyin hasarlaridir. Heniiz yeni bir yol olarak sayilabilecek
epigenetik bilimi FASB sonucu ortaya ¢ikan beyin hasarlarimin altinda yatan
molekiiler temellere 151k tutmaktadir.

En temel epigenetik mekanizmalardan biri olarak kabul edilen DNA
metilasyonunun, noral tiip gelisimi sirasinda noronal farkhilasmaya paralel olarak
gerceklesen DNA Metilasyon Program (DMP) olarak adlandiran epigenetiksel bir
siire¢ oldugu ve prenatal alkol maruziyetinin, embriyonik biiyiime geriligiyle es
zamanh olarak bu program geciktirdigi bilinmektedir. S6zkonusu DMP’nin daha
lyi anlasilabilmesi i¢in, ¢alismamizda C57BL6/J farelerdeki serebral korteks
gelisimi model olarak kullamilmustir. Boylece, gerek DMP’nin normal kortikal
gelisimdeki rolii, gerekse FASB modeli olusturulmasiyla prenatal alkol
maruziyetinin DMP iizerindeki etkileri DNA metilasyon dinamikleri incelenerek
arastirilmstir.

Insanlarda gézlenen FASB’nmin etkilerini taklit edebilmek icin sivi diyet
paradigmasi kullanilarak %4’liik alkol soliisyonu iceren sivi diyet fare gelisiminin
gestasyonel 7. giiniinden (E7) E17°ne kadar uygulanmistir.

Alkol sivi diyet uygulamasi neticesinde insanlardaki FASB fenotiplerine
benzer olarak, beyin agirhklarmmin ve serebral korteks kalinhgmmin azaldig:
goriilmiistiir. Calismamizda DNA metilasyon markirlar1 5-metilsitozin (5mC), 5-
hidroksimetilsitozin (ShmC) ve onlarin baglayici proteini olan MeCP2’yi de iceren
karakterestik bir DMP’nin serebral kortekste, fenotipik noronal isaretlemelerle de
desteklendigi iizere kortikal noronal farklilasmayr ve olgunlasmay1 yonlendirdigi
gosterilmistir. Bunun yaninda alkoliin, olusturdugu gelisimsel gerilige paralel
olarak, s6z konusu DMP’nin isleyisini metilasyon markir dinamiklerini
degistirerek bozdugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fetal Alkol Spektrum Bozukluklari, Noronal Gelisim, DNA
Metilasyonu, 5mC, 5hmC
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ABSTRACT

Evaluation of Fetal Alcohol Spectrum Disorders in C57BL6/J Mice In An

Epigenetic Perspective

Maternal alcohol intake during pregnancy adversely affects the fetal
development, leading to various degrees of developmental deficits and growth
retardation, collectively referred to as Fetal Alcohol Spectrum Disorder (FASD).
One of the cardinal features, as well as the most severe consequence is the brain
deficit and accompanying cognitive and neurobehavioral disorders which often
persist into adulthood. A new path, epigenetics, shed light in understanding the
molecular mechanisms underlying the brain damages seen in FASD. Recently, it’s
shown that DNA methylation is a program (DMP), which parallel to embryonic
maturation during early neural tube development, and, alcohol exposure delayed
this DMP along with retarded embryonic growth. For further understanding the
DMP, we attempted to use developing cerebral cortex in C57BL6/J mice as a
model and studied the DNA methylation dynamics in alcohol-induced embryonic
brains.

To mimic the similar patterns of brain damage known to occur when
pregnant women drink alcohol in chronic drinking pattern, we employed Liquid
Diet (LD) paradigm [4% v/v alcohol in liquid diet on gestational (E) days 7 to E17.

Alcohol in LD paradigm reduced the brain weights on E17, and a
significant reduction in cerebral cortex thickness which is concordant with the
brain deficits seen in FASD. We found that a characteristic DMP, including 5-
methylcytidine (5mC), 5-hydroxylmethylcytidine (5hmC) and their binding protein
Methyl CpG Binding Protein 2 (MeCP2), lead the cortical neuronal differentiation
and maturation as indicated by their phenotypic marks in each cortical layer
prenatally. Overall, alcohol hinders the acquisition and progression of methylation
marks which is correlated with developmental retardation.

Key Words: Fetal Alcohol Spectrum Disorders, Neuronal Development, DNA
Methylation, 5mC, 5hmC
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1. GIRIS

Alkoliin evrimin baglangicindan beri, ayni seker gibi, yasamin her formu ile yakindan
ilgili bir madde oldugu bilinmektedir. Bir¢ok yasam formu hayatta kalmak i¢in sekere bagimli
olmakla birlikte, evrim siireci boyunca gergeklesen ¢ok sayida mutasyon ve seleksiyonun bu
bagimliligin gelismesine neden oldugu bilinmektedir. Buna bagh olarak insanlar dahil bir¢cok
canlida, tatli “sekerimsi” tadi aramaya yonelik egilim yeni bir 6grenme gerektirmemekle
birlikte bu egilimin zaten kalitimsal gegisten koken aldig diisiiniilmektedir. Diger yandan
alkol, hayatta kalmak icin gereklilik olmadigindan dolay1 evrimin, vazgecilmez olan “alkolii
arama egilimini” zevk alma gibi daha farkl bir islevde bugiine kadar genler yoluyla tasidigi
diistiniilmektedir. Alkolle ilgili hedonistlik yani zevke ait olan egilimin sonsuza kadar devam
edemeyecegi, bliylik olasilikla evrimsel siirecin alkoliin roliinii zevkten ¢ok bagimlilik
yoniinde degistirecegi diigiiniilmektedir. Alkol bagimliligi sadece insanlarda degil, maymun,
domuz, kemirgen ve meyve sinegi gibi canli gruplarinda da goriillmektedir. Evrimsel siiregte
gerceklesen mutasyonlar ve seleksiyonlarin, arastirmalarda kullanilan alkolii tercih eden ratlar
ve C57 soyu farelerde goriildiigi gibi, alkolii tercih eden “alcohol-preferring” 6zelligin genler
icerisinde bugiine kadar tasinmis oldugu diigiiniilmektedir.

Alkol gliniimiizde tiim diinyada yaygin olarak kullanilmakla birlikte genis spektrumda
gelisimsel kusurlara neden olabilen klasik teratojen bir madde olarak da kabul edilmektedir.
Prenatal donemde gebeler tarafindan alkol kullanimi genis bir dagilimda gozlenen ndro-
davranigsal ve fiziksel bozukluklara yol agabilmektedir. Bu bozukluklarin derecesi, hafif
seviyeden spontan diisliklere kadar ¢ok genis bir spektrumda gozlenebilmekte ve Fetal Alkol
Spektrum Bozukluklar: (FASB - “Fetal Alcohol Spectrum Disorders™) olarak bilinmektedir.

Fetal Alkol Spektrum Bozukluklari’’nin tanimlanmasindan kisa bir siire sonra, bu
bozukluklarin altinda yatan mekanizmalarin ortaya c¢ikarilmasi iizerine yogunlasilmistir.
Yukarida agiklandig1 tzere, intra-uterin alkol maruziyetinin klinik sonuglar ¢ok fazla
degiskenlik gostermektedir. Buna bagli olarak, bu alanda erken donemlerde yapilan
aragtirmalar cesitli hayvan modelleri kullanarak, gozlenen degiskenligin alkol maruziyetinin
zamanlamasina ve dozuna bagl olup olmadiginin iizerine yogunlagsmistir. Arastirmacilarin
konuyla ilgili diger yaklasimlar1 ise alkol teratojenitesinin genetik, biyokimyasal, hiicresel ve
morfolojik bakis agilar1 iizerine olmustur. Ornegin, alkole bagl bilyiime faktdrlerinin

seviyesinin diismesinin hiicresel proliferasyonu azalttigi ve bunun da beyin dokusu
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organizasyonunda gerilige yol agtigr gozlenmistir. FASB arastirmalarinda karsilasilan en
onemli zorluk, cok genis ve birbirinden bagimsiz olarak gdzlenen klinik durumlarin altinda
yatan mekanizmalarin nedenlerin tatmin edici sekilde agiklanamamasidir. Bu sorunun
¢Oziilmesi olduk¢a 6nemlidir ¢iinkii FASB’nin altinda yatan esas nedenlerin tek bir bakisla ele
almarak anlagilmasinin miimkiin olamayacagi, aksine FASB’nin gelisimsel bir bozukluk
olmasi nedeniyle ¢ok sayida tekrarlanan gelisimsel molekiiler yolaklarin ve etkilesimlerin bir
arada degerlendirilebilecegi bir bakis agisiyla ele alinmasinin daha dogru olacagi
bildirilmistir. Fakat giinlimiizde FASB arastirmalarinda boyle bir bakis acis1 maalesef mevcut
goriilmemektedir. Memeli embriyonik gelisiminin kendi basma bir seri ¢ok karmasik
gelisimsel molekiiler iglemler tarafindan kontrol edildigi disiiniildiigiinde, prenatal alkol
maruziyetinin embriyonik gelisimi esas olarak ne zaman, nasil ve ozellikle hangi molekiiler
mekanizmalari ne derecede etkileyerek FASB benzeri fenotiplere yol agtigina dair halen pek
az bilgi bulunmaktadir. Bu noktada, heniiz yeni gelismekte olan epigenetik biliminin FASB
aragtirmalarinda gereksinim duyulan genis perspektifte bir bakis agisini kazandirabilecegi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fetal Alkol Spektrum Bozukluklar:

Fetal Alkol Spektrum Bozukluklar1 fetal donemde alkole maruz kalma sonucu gelisen
yapisal ve nodrogelisimsel anomalilerin biitiiniinii ifade etmektedir. Dogru bir teshise
gidebilmeyi kolaylastirmak amaciyla alkole bagli ortaya ¢iktigi bilinen dogum defektleri ve
norogelisimsel hastaliklar1 kapsayan genis bir spektrumdaki bozukluklar1 ayirt edebilmek igin
cesitli klinik teshis rehberleri olusturulmustur (1-3). FASB kendisini bir takim belirtilerle
gosterir ki bunlar; kraniofasiyal dismorfoloji (ince iist dudak, diizlesmis philtrum ve kii¢tilmiis
g0z agikliklart ), pre- ve postnatal biiyiime geriligi ve hayat boyu siirebilen kognitif ve
davranigsal bozukluklara yol acan merkezi sinir sisteminin anormal biiyiime ve gelisimidir.
FASB mental bozuklugun en sik onlenebilir sebebidir. Bir¢ok iilkede FASB prevalanst 1000
canli dogumda 0,5 ile 2,0 araliginda olmakla birlikte, bir¢cok toplumda carpici bir sekilde ¢cok
daha ytksektir. Gliney Afrika’da karigik akrabalik baglarinin oldugu Western Cape
bolgesinde 1000 okul ¢agi ¢ocukda 65,2 kadar yiliksek bir prevalans ile goriilmektedir ve
Kuzey Cape bolgesinde prevalans 67,2’ ye kadar ¢ikmaktadir (4-6).

1990 yilinda, hayat boyu siiren engellilikte alkole bagli hastaliklarin global olarak
siklig1 %3,5 olarak agiklanmis, fakat 2004 yilinda c¢arpict bir sekilde bolgesel farkliliklar
olmakla birlikte bunun %4’e ¢iktig1 bildirilmistir (7). In-utero alkole maruz kalmis ¢ocuklarin
ancak %5 ila %I10’unda alkole bagli defisitler goriildiigli tahmin edilse de, bu oran
muhtemelen tahmin edileninin de altinda kalmaktadir (8,9). Otizm ile dikkat eksikligi ve
hiperaktivite hastaligi (attention deficit and hyperactivity disorder-ADHD) gibi bir¢ok
idyopatik norogelisimsel hastaligi alkol maruziyetinin nesilden nesile aktarilan etkilerine
baglamak miimkiindiir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde FASB’nin toplumun %1 ini
etkiledigi diistiniilmekle ve ¢ok ciddi boyutta saglik harcamalarina sebep oldugu tahmin
edilmekle beraber, o6zellikle orta ve alt gelirli iilkelerde prevalansin tahminlerden ¢ok daha

yiiksek oldugu diigiiniilmektedir (10-13).



2.2. FASB ve Beyin Hasarlarn

Fetal alkol sendromlu kisiler, cesitli derecelerde anormal proliferasyon, ndronal ve
glial migrasyonlar yolu ile, noral tiip defektleri, neokortikal veya serebellar morfogenezde
degisiklikler gibi yapisal farkliliklar gostermektedir (14). Bu farkliliklara, mikrosefali,
holoprozensefali, sizensefali, septoptik displazi, corpus callosum’un agenezi veya hipoplazisi,
lizensefali, polimikrogri, heterotopiler veya o6zellikle vermis’i ilgilendiren baska serebellar
degisiklikler, hipokampus, ve bazal ganglionlardaki (6zellikle nucleus caudatus) degisiklikler
ornek verilebilir (15-20). Alkole maruz kalmis laboratuvar hayvanlarinda, beynin bazi
bolgelerinde azalmis néron sayist (hipokampus’ta mossy liflerin anormal dagilimi tipiktir) ve
anormal sinaptogenez olusumuyla ilgili bozulmus néronal organizasyonlar gézlenmistir (21).
Ayrica dendritik dikensi olusumlarin gelisiminde gecikme ve anormal kortikal morfogenez de
gozlenmistir (22,23). Bu malformasyonlarin 1s1ginda, fetal alkol spektrum bozukluklarinda
epilepsi ve epileptiform anormallikler genel populasyona gore daha fazla goriilmektedir (%1-
6) (24).

Fetal alkol sendromlu veya fetal alkol spektrum bozukluklar1 olan kisilerde yapilan
norogoriintiilleme ¢alismalarinda gézlenen en sik bulgu genel olarak beyin voliimiiniin diisiik
olmas1 olarak goriilmektedir (15,16). Ayrica, FAS’u veya FASB olanlarda, bazal
ganglionlarin orantisiz bir sekilde azalmis hacime, serebellum’un kii¢iilmiis hacime ve
azalmis ylizey alanina, frontal, parietal, temporal ve daha az oranda oksipital lobun, normal
gelisim gosteren kontrol deneklerine gore nispeten daha diisiik bir hacime sahip olduklar
gorilmiistir (15,19,25). Bir¢ok vakada FASB’lu kriterlerine tam olarak uymayan ara derece
FASB’lu kabul edilen hastalarin FASB’lu hastalara ve kontrollere gore bir¢ok bolgenin hacim
Olgtimlerinin de arada degerlerde ¢iktigi gbzlenmistir (16,26). Ancak, FAS’in teshisi i¢in
gerekli fiziksel ve fasiyal malformasyon gostergelerine sahip olmayan, agir bir sekilde alkole
maruz kalmis hastalarda da Onemli derecelerde norodavranigsal hastaliklar gbzlendigi

bildirilmistir (15).

2.3. Calismalardan Cikan Sonug¢

Parental alkol kullaniminin, dogan cocuklara olan zarar verici etkileri yiizyillardir

bilinmekte ve dokiimante edilmekte olup, bu konudaki ilk bilgilerimiz 1720-1750 yillari
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arasinda Ingiltere’de yasanmis olan “gin epidemic” olayindaki gozlemlerle, 19. ve 20.
yiizyillarda yayinlanan raporlara dayanmaktadir (27). Fetal Alkol Sendromu ifadesinin
kullanim1 ve resmi medikal tarifi ilk kez 1973 yil1 gibi yakin bir tarihte olmustur (28).

In-utero etanol maruziyeti ile ilgili bircok deney hayvami calismasi sonuglar
degerlendirildiginde, klinik belirtilerin agirligiyla gelisim evresinin, alinan dozun ve

maruziyet sikliginin (kronik/akut) iligki gosterdigi goriilmektedir (29,30).

2.4. FASB’da Genetik Varyasyonlarin Rolii

In-utero alkol maruziyetinde goriilen istenmeyen etkilere yatkinlikda, genetik
varyasyonlarin roliiniin olmadigi yoniinde herhangi bir soru isareti bulunmamaktadir. Soru
isareti sadece genetik etkinin dogasi ve siddeti ile ilgilidir ve alkoliin teratojenik etkilerini
gostermede genetik varyasyonlarin c¢evresel faktorlerle (beslenme ve c¢evre etkisiyle
tetiklenmis epigenetik tekrar sekillenme-epigenetic remodeling) nasil bir etkilesimde
bulundugu ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Rodent modelleriyle yapilan birgok c¢alisma,
ayn1 sartlarda etanole maruz birakilmasina ragmen bilinen bazi yatkin inbred fare soylar1 ve
baska inbred soylarda ayni etkilerin goriilmemesinden dolayi, olast bozukluklar1 anlamada
genetik gegmisin biiyilk 6neme sahip oldugunu gostermektedir (31-33). Bu soylar arasindaki
farkliliklar soylarin alkol tercihi, alkol metabolizmasi ve davranislariyla iligkili
olabilmektedir. Ornegin; fare calismalarinda, maternal alkol dehidrogenaz enzim aktivitesi ile
maternal kan alkol diizeyleriyle nihai fetal anormallikler arasinda ters bir iliski oldugu
gosterilmis, ancak anneden ve fetiisden miras kalan diger bazi kalitimsal faktorlerin de 6nemli
oldugu da bu ¢alismalardan ¢ikan bir sonug olarak goriilmektedir (32,34-36).

Bu sonuglara ragmen, yatkinligi ve klinik durumu belirlemek i¢in insanlardaki genetik
varyasyonlarin rolii nispeten ¢ok az calismada arastirilmistir. Yine de, FAS’I1 ¢ocuklarin
kardeslerinde dramatik bir sekilde artmis FAS riski (genel popiilasyonda prevelans 1000°de
1,9 olmasina ragmen, FAS'Ii ¢ocuklarin kardesleri incelendiginde; prevelans 1000 biiyiik
kardeste 170 ve 1000 kiiciik kardeste 771 dir) oldugu bildirilmis ve monozigotik ikizlerde
FAS goriilme sikliginin, dizigotik ikizlerde goriilme sikligindan daha fazla oldugu ortaya
cikmistir (37,38). Genetik calismalar, annelerde ve onlarin FAS’l1 ¢ocuklarinda oncelikle
alkol dehidrogenazi (ADH), aldehid dehidrogenazi (ALDH) ve cytochrome P450 2E1’yi

(CYP2EL) igeren alkol metabolize edici enzimlerin roliinii agiga ¢ikarmakla birlikte, bu



calismalarda deney gruplar1 olduk¢a az sayida Ornek igermektedir (39,40). Fonksiyonel
olarak, etanoliin hizli ve daha etkili bir sekilde atilmasiyla sonuclanan ADHIB lokiiste
(ADH1B*2 ve ADH1B*3) birbirine es olmayan 6nemli varyantlarin, farkli allellere sahip
olmalarina ragmen Afrikan Amerikalilar1 kapsayan ve ortak atalar1 olan Giiney Afrikalilar
gibi bircok popiilasyondaki vaka-kontrollii ve destekleyici calismalarda hafif diizeyde
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (39-43). Etki mekanizmasi kesin olmamakla beraber,
genis bir Avrupa popiilasyonunda yeni yapilan bir ¢aligmada bu AHDI1B’in birbirine es
olmayan varyant alleli (ADH1B*2; rs1229984) ile gebelik oncesi ve gebelik sirasinda diisiik
alkol kullanimi arasinda kuvvetli bir iliski oldugu gosterilmistir (44). Fazladan alkole
maruziyet alkol metabolizmasinda farkli bir yol olan CYP2E1l ekspresyonunu
tetikleyebilmekterdir. Bazi CYP2EL allel varyantlar1 artmis metabolik kapasiteyle alakali
olup, FAS riskini module edebilmektedir. Ayrica, CYP2EI, organogenez sirasinda etanoliin
CYP2EL1 ile katalizlenmis oksidasyonunun oksidatif strese yol agabildigi plasenta, fetal
karaciger ve fetal beyinde eksprese edilmektedir (40). FASB ile ilgili genom diizeyinde
gerceklestirilen c¢aligmalar muhtemelen birgok ortak ¢evresel risk faktorlerinin
hesaplanmasinin zorlugundan ve biiylikk Oornek sayilarinin azligir ile uygun kontrollerin

olmamasindan dolay1 yapilamamustir.

2.5. Alkoliin Biyolojik Yolaklar Uzerine Etkisi

Alkol maruziyetinin, gelismekte olan ve erigskin beynine etkilerini, ayn1 zamanda diger
baz1 fizyolojik etkilerini anlamaya c¢aligmak igin yapilan, alkoliin hiicreler, organlar ve
organizmalar tizerindeki etkilerini tarif eden g¢ok genis bir literatiir bilgisi olusmustur (45-47).
Predispozisyona genetik katki belli bir diizeye kadar ortaya cikartilmis olmakla beraber,
konunun daha iyi anlasilmasi, gen ekspresyonu arastirmalari ile pre- ve postnatal alkol
maruziyetinin fizyolojik etkilerinin arastirilmasi ile saglanmistir. Bu olaylar karaciger (etanol
ve onun toksik metabolitlerinden olan asetilaldehidin metabolizmasinin gergeklestigi asil yer)
ve sinir sisteminde yapilan bircok calismada birgok yolag: ilgilendiren patolojik
mekanizmalarin ortaya ¢ikartilmasi ile anlagilmistir. Fetal maruziyet sonucunda kraniofasiyal
dismorfizm gelisiminin mekanizmalar1 arastirilmis ve alkoliin teratojenik etkilerini arttiran ve
azaltan bilesiklerin, antioksidanlar, sonic hedgehog protein ve retinoidler gibi etkenlerden

kaynaklandig1 gosterilmistir (48).



Sican ve fare modellerinde in-utero alkol maruziyeti ardindan gozlenen ortak
fonksiyonel defisitler, doku gelisimini ve tekrar sekillenmeyi (remodeling) ve 6zel olarak da
noronal biliyime ve canli kalmayi etkileyen, hiicre proliferasyonu, diferansiasyonu ve
apoptosis gibi olaylar1 icermektedir. Tiim genom diizeyinde gergeklestirilen ilk ekspresyon
caligmalar1 bu bulgularin bazilarim1 dogrulamis ve bir grup genin fonksiyon ve ortak
yolaklarla etkili oldugunu gostermistir (49-53).

Alkole maruz kalmig ya da kalmamig fetiislerden elde edilen gen ekspresyonu
mikrodizi verilerinin biyoinformatik analizleri, ortak transkripsiyon baglama bdlgeleri
(common transcription binding sites) ve farkli eksprese edilmis genler agisindan potansiyel
mikroRNA (miRNA) baglama sahalari i¢in translasyonu gerceklesmemis 5° bolgelerini ortaya
cikartmak adma yukari yonde diizenleyici bolgeleri (upstream regulatory regions)
incelemistir. Elde edilen sonuglar miRNA fonksiyonlarindaki degisikliklerin alkole bagh
teratojenitede etkin rol oynadigini diistindiirtmektedir (53). Ayrica fetal alkol maruziyetinin,
hiicre motilitesini ve ayn1 zamanda metabolik kapasitenin degigsmesine sebep olan reseptor
aktivitesini hiicre iskeleti reorganizasyonuna baglayan ortak sinyal yollarini1 degistirdigi
gosterilmistir (52). Rodentlerde gergeklestirilmis olan gen ekspresyonu caligmalari, in-utero
alkol maruziyeti sonucunda, merkezi sinir sistemi gelisimi ve ndral migrasyonu,
glikokortikoid sinyalizasyonu ile nitrik oksit, insulin ve retinol seviyelerini ortaya ¢ikartmistir
(53-58).

2.6. Epigenetik

Biyolojide ve spesifik olarak genetikte, epigenetik, DNA dizilimini degistirmeyen
mekanizmalarin sebep oldugu, gen ekspresyonunda veya hiicre fenotipinde kalitimsal
degisikliklerin g¢alisildigi bir alan olmasindan dolayr bu ¢alisma alanina epi- (Yunancada
tistiinde, disinda anlamlarina gelen) — genetik terimi kullanilmistir. Bu terim niikleotid
sirasinda bir degisiklik olmaksizin sadece genomdaki fonksiyonel agidan iligkili degisiklikleri
ifade etmek icin kullanilmaktadir (57). Bu degisikliklere 6rnek, DNA dizisini degistirmeden
gen ekspresyonunu regiile eden olaylar olan DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari
gosterilebilmektedir. Bu degisiklikler hiicrenin biitiin hayati boyunca hiicre bdliinmeleri
stiresince devam edebilir ve birgok kusak boyunca da devam edebilmektedir. Fakat bu siirecde

organizmanin DNA diziliminde herhangi bir degisiklik olmamakta ve genetik olmayan bazi



faktorlerin de katkisiyla organizmanin farkli bir sekilde davranmasina sebep olmaktadir (58).
Yine de, histon modifikasyonlarinin kimyasal tarifinde bu degisikliklerin kalitimsal oldugunu
gosteren kuvvetli deliller olmamasindan dolayi, epigenik teriminin kullanimina itirazlar da

bulunmaktadir (59).

2.7. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu DNA metiltransferaz enzimleri (DNMTlar) tarafindan katalizlenen
bir kovalent DNA modifikasyonudur. Bu islemin vertebrali genomunda bir metil grubunun
sitozin ve guanin diniikleotidleri (CpG adaciklar: olarak isimlendirilmektedir) igerisindeki
sitozine eklenmesiyle gergeklestigi bilinmektedir (59). Prokaryotlarda hem sitozin hem de
adenin metilasyonu, alic1 kisitlayici olarak isimlendirilmis bir sisteminin pargasi seklinde
ifade edilirken, daha yiiksek okaryotik canlilarda DNA metilasyonunun baskilanmis kromatin
ortamiyla iligkili oldugu gésterilmistir (61). Uygun DNA metilasyonu, normal gelisim i¢in bir
gereklilik olmakla birlikte, gen baskilama, imprinting, X-kromozom inaktivasyonu,
tekrarlayan genomik elemanlarin supresyonu ve karsinogenezis gibi bir¢ok olayin icerisinde

de yer almaktadir (62).

2.8. Kromatin, Gen Ekspresyonu ve Epigenetik

Kromatinin en temel yapi tasi olan DNA’nin, histon proteinleri ile ipteki boncuk
tanelerine benzer bir konfigiirasyonda olusturdugu yapi niikleozom olarak bilinmektedir.
Niiklozomun ana yapis1t H2A, H2B, H3 ve niikleozomlar arasinda baglayici rol iistlenen H1
histonlarindan olugsmaktadir (8, 63). Kromatinin en bilinen epigenetik modifikasyonlari, DNA
metilasyonu ve histon proteinleri arasindaki kovalent modifikasyonlar1 icermektedir. DNA
metilasyonu genellikle vertebrali genomunda metile edilen CpG diniikleotidlerinde
gerceklesmektedir. Histon modifikasyonlari ise H3 ve H4 histonlari ile H2A ve H3 histonlarin
ana govdesinin N-terminal ug¢larinda gergeklesmektedir. Bu histonlarin amino asit artiklari
asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon, ADP-ribozilasyon ve sumolasyon ile
kovalent bir sekilde modifiye edilebilmektedirler (63). Bu kovalent modifikasyonlarn,

kromatinin cesitli evrelerde kompaktlasmasi ve kivrilmasina yol acarak transkripsiyonel



mekanizmalar1 etkiledigi diisiiniilmektedir. Transkripsiyonel agidan, mikroskobik olarak az
yogun (okromatin) olarak goriilen kromatin bolgelerin yiiksek oranda aktif, ¢cok yogun
(heterokromatin) bélgelerin ise sessiz oldugu gozlenmistir. Iki asil kromatin tipinin de
belirgin epigenetik modifikasyonlar ile ilgili olmaya egilimli oldugu goriilmiistiir. Ornegin,
heterokromatin CpG diniikleotidlerin metilasyonu, H3 ve H4 histonlarin hipoasetilasyonu ve
H3 histon iizerindeki lizin 9’un (H3K9Me) dimetilasyon/trimetilasyonu ile iliskili oldugu
bilinmektedir (64). Diger taraftan, 6kromatin ise CpG diniikleotidlerin hipometilasyonu, H3
ve H4 histonlarin asetilasyonu ve H3 histon iizerindeki lizin 4’tin (H3K4Me)
dimetilasyon/trimetilasyonu ile iliskili olmaktadir (64).

Biitlin bu modifikasyonlar, histonlarin geri doniisebilir asetilasyonunu katalizleyen
histon asetiltransferazlar ve histon deasetilazlar gibi kromatin modifiye eden enzimler
tarafindan regiile edilmektedir (65). Diger 6nemli enzimler histon metiltransferazlar, devam
ettiren DNA metiltransferaz DNMT1 ve DNMT3A ve DNMT3B de novo metil transferazlar
olarak bilimektedir (66,67).

Bu epigenetik modifikasyonlar ve kromatin yapis1 arasindaki iliskinin mekanizmasi,
kromatini tekrar sekillendiren enzimler ve diger nonhiston proteinlerin yeniden diizenlenmesi
igin kismen kromatin isaretlerinin kabiliyeti ile diizenlenmektedir. Ornegin, farede H19
imprinting kontrol bolgesi denen bdlgenin paternal allelindeki metilasyon, sinirlayict eleman
olan CCCTC-binding factor denen faktdriin baglanmasini bloke etmektedir (68).

Protein baglanmasini durdurmak amacgh gerceklesen DNA metilasyonuna dayanan
yukarida belirtilen mekanizmaya aykiri olarak, diger bazi kromatin proteinlerinin tercihen
metile edilmis DNA’ya baglandigi bilinmektedir. Fonksiyonel olarak Rett sendromu ile ilgili
olan Methyl CpG-binding protein 2 (MECP2); methyl CpG-binding domain protein 1
(MBD1), MBD2, MBD4, ve kaiso bu proteinlerden bazilaridir (69-71).

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari, kromatin yapisi iizerinde etkileri
araciligla gen ekspresyonunu regiile etmektedirler. Aksine, kiigiik (20-30 nukleotidlik)
ncRNA’lar gen ekspresyonunu hem kromatin diizeyinde hem de posttranskripsiyonel olarak
isleyen RNA susturma yoluyla diizenlemektedirler (72). iki en iyi bilinen RNA susturma
yolaklarindan biri, kisa miidahaleci RNA’lar (interfering RNAS) tarafindan diizenlenen RNA
enterferansi, digeri ise mikro-RNA’lar (MmIRNA) tarafindan diizenlenen gelisimle
programlanan susturucu yolaklar1 olarak bilinmektedir. Her iki RNA da daha uzun, gift
sarmalli RNA onciilerinden dicer enzimi araciligt ile iiretilir ve bunlar homolog siralari

susturan ya da ayrigtiran (silence/degrade) protein effektdr faktorleri igin spesifik faktorler



olarak fonksiyon gérmektedir (72). RNA susturucu yolaklariyla ilgili birbiriyle rtiisen bir¢ok
mekanizma olmasma ragmen bazi Onemli farkliliklar da bulunmaktadir. Ornegin,
miRNA’larin genellikle endojen orijinli dsRNA’lardan {iretilmesine karsin, siRNA’larin
dsRNA onciilerinin ekzojen orijinleri (transgenler veya viriisler) oldugu bilinmektedir.
Ayrica, miRNA’lar genellikle diger genlerden koken alan hedef mRNA’larin translasyonunu

engellerken, siRNA’lar degredasyon i¢in genellikle kendi onciilerini hedeflemektedirler (72).

2.9. Mitoz Boliinme ile Epigenetik Kalitsalhk

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik degisimlerin mitoz
boliinmeyle bir sonraki hiicreye aktarilarak kalitimsal oldugu bilinmektedir. Ornegin, “eski”
DNA-metilasyon profillerinin yeni sentezlenen DNA sarmallar1 iizerine kopya edilmesi
tercihen yari metile edilmis DNA’y1 metile etmesiyle, DNA-metiltransferaz 1 (DNMT1)
aracilig1 ile saglanmaktadir (70). Bu yolla “eski yari”nin metilasyon profili “yeni yari”nin
sentezi i¢in bir sablon vazifesi gormektedir. Hangi histon modifikasyonlarinin mitoz yoluyla
replike edilecegi ve nakledilecegi, eski histonlarin yeni sentezlenen DNA sarmallarina
rastgele dagildiginin bilinmesine ragmen ¢ok iyi anlagilmamig bir konu olarak kalmaktadir.
Histon modifikasyonlarinin, tek oOnerilen model olmamakla birlikte DNA metilasyonuna
benzer bir sekilde replike ediliyor olabilecegi diisiiniilmektedir (66). “Nascent transcript
model” olarak ifade edilen modelde, heterokromatinin kalitiminin siRNAlar ve H3K9
metilasyonu arasindaki pozitif geribildirim dongiisiinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (72).

Kii¢iik RNA’larin, bir¢ok hiicre boliinmesi siirecinde nispeten uzun siire gen susturucu
paternlerini koruyabildikleri ve RNA-bagimli RNA polimeraz tarafindan stabil bir sekilde
replike edilebildikleri bilinmektedir. RNA tarafindan indiiklenen gen susturma isleminin,

caenorhabditis elegans’larda birkag jenerasyon boyunca siirebildigi gosterilmistir (73).

2.10. Epigenetik Modifikasyonlarin Cevresel Kokenleri

Gelisim doneminde, biiyiime faktorleri, hormonlar ve diger bazi sinyal molekiillerinin
kontrolii altinda, sayisiz sinyal ileti yolaklari, hiicre fonksiyonu {izerine etkilerini kromatin ve

gen ekspresyonu yoluyla gostermektedirler (64,66). Genomun kromatin yapisindaki
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kalitilabilir degisiklikler yoluyla gelisimsel sinyallere cevap verebilmesini saglayabilmesi
hiicre farklilasmasimin kilit bir &zelligidir ve ayni kiside hiicreler arasi fonksiyonel
varyasyonlar i¢in ¢ok agik bir sekilde 6nem arz etmektedir.

Epigenetik faktorlerin gelisimsel sinyallere cevap verebilmesinin altinda yatan sebep
ekzojen cevresel stimuluslara olan duyarliligindan kaynaklanmaktadir. Ornegin; “epigenom”,
diyet tamamlayicilar1 (folik asit, B12 vitamini, kolin ve betaine gibi), etanol, endokrin
engelleyiciler, in vitro kiiltiir teknikleri, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzopdioxin (TCDD), ve

maternal bakim ile degisime ugrayabilmektedir (73-81).

2.11. Epigenetik Tekrar Programlanma (ETP)

Gelisimsel olarak, kromatin modifikasyonlarinin olusturulmas: ya da silinmesi
epigenetik tekrar programlanma “epigenetic reprogramming” olarak bilinmektedir. Prenatal
donemin  dramatik  epigenetik  degisikliklerle karakterize oldugu bilinmektedir.
Preimplantasyon sirasinda, genom-boyu DNA metilasyonu neredeyse tamamen yok olur;
bunu gastrulasyon siirecinde genom-boyu yeniden metilasyonu izler (67). Esey hiicresi
dizilerinde de epigenetik degisiklikler diizenliligini kaybetmektedir: somatik hiicrelerde
oldugu gibi primordial germ hiicreleri de genom-boyu yeniden metilasyon kabiliyeti
kazanmaktadir, fakat genital sirt (genital ridge) adi verilen bolgeye girdikten hem isaretlenmis
hem de isaretlenmemis (imprinted and nonimprinted loci) bolgelerde DNA metilasyonu
aniden silinmektedir (82). Gelisimin sonraki donemlerinin, son farklilasma olaylarinin
baslangi¢c evresinde, sinir biiyiime faktoriince indiiklenen ndronal farklilasma yolagi,
astroglial farklilasma yolagi ve noral kok hiicrelerin farklilagmasi gibi lokalize kromatin
degisimi ile iliskili oldugu gdsterilmistir (83,84). Insan Epigenom Projesi arastirmalar1 DNA
metilasyonunun doku farklilagmasi ile uyumlu oldugu goriisiini desteklemektedir (85).
Ornegin, 12 farkli dokudaki 6, 20 ve 22. kromozomlarin bisiilfit siralanmasi, CD4 lenfositler
ve CDS8 lenfositler (%6) gibi fonksiyonel olarak benzer hiicrelerin metilasyonunda ¢ok kiiciik
farkliliklar oldugunu, spermler ve melanositler (%20) gibi fonksiyonel olarak benzer olmayan
dokulardaki hiicrelerin metilasyonunda ise nispeten daha biiyiik degisikliklerin oldugunu

gostermistir (85).
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2.12. DNA Metilasyon Dinamikleri

Genomik metilasyon kromatinin 3 boyutlu yapist ve dolayisiyla DNA paketlenmesi
tizerine etkilidir. Bu gibi degisiklikler daha sonra transkripsiyon igin gerekli biyoaktif
proteinlerin  bu bolgeye erisimini engeller. Promotér boélgelerdeki yogun CpG
metilasyonunun, DNA paketlenmesi ile iligkili olup, genlerin transkripsiyonunu ve
kodlamayan RNA’y1 inhibe ettii gosterilmistir (86). Yeni kesfedilen SmC’nin hidroksile
edilmis formu olan 5ShmC bu basit bakis agisini giiclestirmektedir. Aktif demetilasyon
stirecinde, 5mC tet 1.2.3 (on-onbir translokasyon 1/2/3) enzimleri tarafindan 5hmC’ye
oksitlenmektedir ki, bu da daha sonra 5-formilsitozine ve 5-karboksisitozine veya cytidine
deaminase araciligi ile 5-metil uracil’e deamine edilerek demetile ettigi gosterilmistir (87).
Gelisimsel demetilasyonun daha onceleri sadece replikasyon bagimli veya pasif yolaklar
araciligi ile gerceklestigi sanildigindan bu durum 6nem arzetmektedir (88).

5hmC embriyonik kok ve zigotik hiicrelerde siiregelen bir DNA metilasyon formu
olarak bulunur (89,90). Genom diizeyinde analizler ShmC’nin, transkripsiyonel olarak aktif
veya embriyonik kok hiicrelerde ve gelismekte olan beyinde aktive edici genlerle iliskili
oldugunu gostermektedir (91,92). Diger c¢alismalarda, susturulmus genlerdeki eksprese
edilmis sekle doniismekte olan ShmC’nin, embriyonik kok hiicrelerdeki aktive edici ve
baskilayici histon 3 modifikasyonlari ile iki degerlikli (bivalent) bir sekilde bagli oldugu
bulunmustur (93,94). 5ShmC’nin fonksiyonel sonuglari, gen gévdesi (gene body) ve gelisimsel
diizenleyici genlerin promotor bogeleri ile iliskili olarak ve aktive edici histon kodlari ile
iligkili bolgelerde zenginlestirilmis olarak genomik dagilimi ile daha da desteklenmistir
(91,95). Sonug olarak, SmC ve 5hmC 6zgiin metil baglama proteinlerine baglanmakta ve

sirastyla heterokromatin (5mC) ve 6kromatine (5hmC) kolokalize halde bulunmaktadir (96).

2.13. DNA Metilasyon Programi

Kohort genlerin kesin zaman-uzamsal (spatiotemporal) davraniglarla tam vaktinde
transkripsiyonunu tarif eden bir¢ok ¢aligmaya ragmen, farklilagma siirecinde onbinlerce genin
hiicresel ekspresyonunun nasil diizenlendigi halen tam olarak anlasilamamistir. Sorulara
cevaplar yetersiz olmasina ragmen, yukari yonde epigenetik regiilasyon (upstream epigenetic

regulation) bu yonde imitlendirici bir gelisme olarak goriilmektedir. DNA metilasyonunun
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epigenom boyunca rastlantisal olmadigi artik bilinmektedir. Tam tersine, gelisim siiresince
DNA metilasyonu, kok hiicreler farklilagirken planl bir sekilde isleyen dinamik bir siirectir.
Zigotta, hem 5SmC hem de ShmC gametlerden parental olarak kalitilabilmekte, ancak hiicreler
hizli bir sekilde boliinirken DNMT eksikliginde kayboldugu bilinmektedir. Daha sonra,
genomik fonksiyonun epigenetik regiilasyonunu saglamak i¢in, ¢ok iyi anlasilamamis bir
sekilde DNMT tarafindan yiiriitiilen yaygin de novo remetilasyonu ger¢eklesmektedir (97).
Totipotent embriyonik kok hiicreler de, dagilim orani, %75 olan CpG metilasyonununa karsin
%25 non-CpG metilasyonu iken, %99 CpG metilasyonu yoniinde degisim gostererek,
metilasyon tekrar programlanmasi siirecinden geg¢mektedirler (98). Bu olaylar, ShmC’nin
embriyonik kok (ES) hiicrelerinin ve totipotent zigotlarin devami ve programlanmasi ile
iligkili olmasina baglanmaktadir (89,99).

Noral tiip gelisimi déneminde, noroepitelyal hiicrelerde, kesin zaman-uzamsal bir
sekilde DNA metilasyonu belirgin bir sekilde ilerler. Bu programin kisa zaman 6nce noéral
diferansiasyon ile ayni zamana denk geldigi gosterilmistir (100). Diferansiye olmamis
noroprogenitor hiicreler immunhistokimya ile gosterildigi sekilde 5SmC’den yoksundurlar,
fakat E7-8’deki migrasyon ve diferansiasyonun baslangicinda DNA metilasyonu yetisi
kazandiklar1 gosterilmistir. Farede SmC’nin ardindan yaklagik 1 giin sonra, benzer zaman-
uzamsal ekspresyon paternleri izlenerek MBD1 ve DNMT]1 goriilmeye baslanmistir. On-arka
yonde agik bir sekilde DNA metilasyonu ilk Once arkabeyinde ve sonra rostrale dogru
onbeyine ve kaudelde noral tiipe ve medulla spinalis’e dogru ilerledigi goriilmiistiir. Bu noral
eksende uzun zamandir bilinen, diferansiasyon ilerlemesiyle ayn1 paternde gergeklesmektedir.
Dorso-ventral hatta DNA metilasyonu Once ventrale daha sonra da arka boliime dogru
gelismektedir. Bu durum, noral tipteki dorso-ventral yonde olan diferansiasyon
derecelenmesiyle hemen hemen uyumlu olmaktadir (100).

Noral progenitor hiicrelerin DNA metilasyonu devamliligi, embriyolardaki ve
farklilagmakta olan noral kok hiicrelerdeki (hiicresel heterojeniteyi kontrol etmek amagli)
DNA metilasyonunun genom boyu analizi ile dogrulanmistir (101,102). Hiper- ve hipo-
metilasyon, noriilasyon ve noral kok hiicre farklilagsmasi sirasinda embriyonik genomda ortaya
cikarilmistir (102). Bir ¢ok pluripotent genin inhibe edilmesi (Oct 4) ve noron spesifik
genlerin aktive edilmesi (MAP2) olgunlasan hiicrelerin transkripsiyonel ihtiyaglartyla uyumlu
oldugu diisiiniilmektedir (102). SmC ve ShmC’nin DNA metilasyon dinamigi normal gelisim
stiresince, SmC ve ShmC’nin zaman-uzamsal bir sekilde, ndroprogenitor hiicrelerin fenotipik

progresyonunun spesifik noronlara ve gliaya dogru farklilagmasi ile ayn1 zamana denk
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gelmesi i¢in ortaya ¢ikmasi ve doniismesi, tahmin edilebilir bir program dahilinde olur. Bu
epigetik programin, biiyiik oranda, noéral kaderin belirlenmesi ve spesifikasyonu igin

transkripsiyonel gereklilikleri destekledigi diistiniilmistiir (103).

2.14. Etanole Bagh Teratogenezde Epigenetik Tekrar Programlanma

Etanole bagli anormallikler ETP olaylarinin bozulmasi ile olusmaktadir. Bu epigenetik
perspektifin destegiyle, alkoliin, DNA transmetilasyon reaksiyonlarinda metil donérii kaynagi
olan bir-karbon metabolizmasini, DNA metil transferazi, DNA metilasyonunu ve kiigiik

ncRNA’lan etkiledigi bilinmektedir (76, 104-106).

2.14.1. Etanol ve DNA Metilasyonu

Garro ve ark. (76) yaklasik olarak gestasyonun ortalarinda gebe farelere etanol
uygulayarak 11 giinliik fetiislerinde genom-boyu hipometilasyon oldugunu géstermislerdir.
Gebe MF1 fareler %50 etanol (3g/kg(-) veya kalorik esdegeri olan gliikoz-salin karisimini
gavaj yontemiyle hamileligin 9, 10 ve 11. giinlerinde uygulamiglardir. Metil-kabul eden bir
analiz (methyl-accepting assay) ile, arastirmacilar elde edilen DNA’larin Hpall metilaz igin
substrat olusturma kabiliyetini 6lgmiislerdir. Bir metal dondrii olan S-adenosyl-L-
methionine’nin doygunluga ulastigi kosullarda, etanolle beslenmis farelerin fetiislerinin
DNA’simin, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, deney grubunda metilasyon derecesinin
azaldigin diislindiirecek sekilde daha iyi bir substrat oldugunu gostermislerdir. Arastirmacilar
ayn1 zamanda, etanol grubundan elde edilen niikleuslarin kontrol grubuyla kiyaslandiginda,
etanol uygulanmis farelerin fetiislerinde DNA metiltransferazin diisiik seviyelerde oldugunu
disiindiirecek sekilde 6nemli derecede azalmis metilaz aktivitesine sahip oldugunu
gostermislerdir. Bu etkinin mekanizmasi, DNA metiltransferaz aktivitesini in vitro olarak
%20’den %90’a varan genis bir aralikta (3-100 IM) inhibe ettigi bulunan asetaldehid ile
yiiriitiilityor olabilecegi diisiiniilmektedir. Buna karsin etanol DNA metiltransferaz aktivitesini
in vitro olarak ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bile (100 mM) inhibe edememistir (76).

Baska bir ¢alismada, erkek farelerin kronik bir sekilde alkol almasi, esey hiicresi

dizisinde DNA metilasyonundaki degisikliklerin yavruda fiziksel degisikliklere sebep
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olabilecegi goriisiinii destekler sekilde, spermdeki DNA-metiltransferaz RNA’nin  ve

yavrularin agirliginin azaldigi gézlenmistir (105).

2.14.2. Etanol ve Tek-Karbon Metabolizmasi

Alkoliin ve DNA-transmetilasyon reaksiyonlar1 arasinda 6nemli bir bag oldugunu
diistindiirten; folat ve homosisteini de igeren bir-karbon metabolizmasinin bir¢ok bileseni ile
etkilesim igerisinde oldugu ¢ok uzun yillardir bilinmektedir. Vaka-kontrollii bir caligmada 32
kronik alkolikde, alkol kullanmayan kontrol grubu ile karsilastirildiginda, azalmis kan folat
diizeyi ve artmig plazma homosistein diizeyleri rapor edilmistir (107). Kronik alkolizm
hayvan modeli ¢aligmasinda ise, etanoliin, folat kisitlanmis diyet ile beraber uygulandiginda,
artmis homosistein diizeyiyle birlikte karacigerde DNA metilasyonunda global bir diisiis ile
sonuglandigr goriilmiistiir (104).

2.15. Serebral Korteks Gelisimi

2.15.1. Ara Noronal Progenitor Hiicreler

Insanlarda serebral korteksin bu yonlii kompleks bir organizasyona ulasmasi ve
memeli evrimi boyunca benzersiz bir sekilde bolgesel 6zellesme ve bdlgesel hiicre
yapilanmas1 géstermis olmast hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (108-110). Ancak, hem
ontogeni hem de filogeni siirecinde, hiicresel ve molekiiler olaylarin neokortikal alanlari
etkileyici bir sekilde organize etmesi anlasilmaya baslanmistir (111-113). Serebral korteks
embriyonik gelisim siirecinde telensefalon’un dorsal noroepitelinden koken almaktadir.
Mitotik olarak aktif iki ¢ok belirgin tabakadaki hiicre cogalmalar1 kortikal genislemeyi
saglamaktadir. Telensefalik ventrikiiler yiizeyi doseyen radial olarak oriente olmus glial
hiicreler (RGC) ventrikiiler bolgeyi (ventricular zone-VZ) olustururken, bazal progenitorler ya
da ylizey boliicii olmayan hiicreler olarak da bilinen, subventrikiiler tabakayr (SVZ)
sekillendiren ve bazalde yerlesmis ara progenitor hiicreler (intermediate noral progenitor

cells-INP ler) ara bolgeye (intermediate zone-1Z) kadar uzanirlar (114-119). RGC’ler, hiicre
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baglantilar1 ile simirlandirilmis 6zellesmis apikal membranlar1 ventrikiile doniik 1yi tarif
edilmis apiko-bazal bir polarite gosterdigi bilinmektedir. Bu onlarin VZ’ye yapismasini ve
stabilize olmasini saglar (121-122). RGC’ler kendi hiicre gruplarinin ¢ogalmasi i¢in, erken
gelisim siirecinde, simetrik proliferasyon veya asimetrik norojenik boliinmeler gostererek
kendini yenileme kompartmani olarak gorev goriirler (123-124). Tam tersine, INP’ler apikal
ve bazal ylizeyleri ile kontagini kaybetmis ve polarite belirtileri agik bir sekilde ortadan
kaybolmus gevsek olarak dizilmis hiicreler olarak goriilmektedirler (125,126). INP’ler,
SVZ’nin olusmasi i¢in yavru hiicrelerin VZ’ye dogru yilizeyel olarak hareket etmesiyle
RGC’lerin asimetrik  boliinmelerinden  kaynaklanmaktadir. Time-lapse goriintiileme
caligmalari, sirastyla, cogu IPC’nin tek bir simetrik boliinmeye gittigini, ancak ¢ok az bir
kisminin ise bir veya iki ¢ift noron olusturan ikinci bir mitoza gittigini géstermistir (117,118).

Subventrikiiler tabakasi memeli evrimi siirecinde kortikal genisleme ile uyumlu olarak
biiytimesini  siirdiirmektedir (108,126). Dolayisiyla, INP’lerde veya simetrik mitotik
boliinmelerinde bir artis, memeli beyin evrimine eslik etmis olan kortikal yiizeyin teget
genislemesine katki saglamis oldugu diistiniilmektedir (113, 126). INP’ler iizerine onca ilgiye
ragmen, INP’lerin soyunun nihai kaderi ve yeri heniiz tam olarak ¢dziilememistir. iki birbirine
zit modelden, biri INP’lerin sadece iist tabaka kortikal ndronlarina, digerinin ise biitiin
kortikal tabakalara katkisinin oldugunu diisiindiirmektedir (118,128-130).

INP’lerin kokeninin ve proliferasyonunun molekiiler mekanizmalarinin nasil kontrol
edildigi heniiz tam olarak tespit edilememistir. Pronoral genlerden Neurogenin 2 (Ngn2) ve
Mash 1’in aktivitelerinin kortikogenez sirasinda apikal ve bazal mitozlarin birbirlerine
oranlarini belirlemede rolii bulunmaktadir (119,131). Erken evrelerde Ngn2’nin SVZ hiicre
olgunlagsmasini ve noronal farklilasmasini tesvik ederken, daha sonraki evrelerde bu genin
fonksiyonu VZ’nin proliferatif aktivitesinin prematiir tiikenigini Onlemeye yonelik
degismektedir (131). Ngn2’nin kortikal norogenez sirasinda, bu farkli fonksiyonlar: nasil
gosterdigi ve NGn2-bagimsiz mekanizmalarin SVZ’nin olusumuna katkisinin olup olmadigi

halen bilinmemektedir.

2.15.2. T-brain gene 2

T-brain gene 2 (Tbr2) serebral korteksin gelisiminde INP’lerde 6zel bir sekilde

eksprese edilmesine ragmen, fonksiyonu Thr2 mutant embriyolarin erken donemde
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olimiinden dolayr bu giine kadar gormezden gelinmistir (132,133). Tbr2’nin kondisyonel
olarak ¢ikartilmasi, mutant kortekste, gelismekte olan 6n beyindeki INP’lerin kaybina ve
farklilagmis yeni hiicrelere doniisiimiiyle sonuglandigi gosterilmistir. Merak uyandirict bir
sekilde, INP’lerin erken kaybi, kortikal yilizey alaninin genislemesinde ve kalinliginda, biitiin
kortikal tabakalarda noron sayisinda azalmaya sebep olmustur. Bu bulgular, INP neslinin her
kortikal tabakanin dogru morfogenezine katkida bulundugunu disiindiirmekte olup, Thr2
transgenik fare kullanilarak, bu farelerdeki Tbr2 + INP hiicre kaderinin izlendiginde edinilen
sonuglar bunu dogrulamaktadir. Sonug¢ olarak, INP’nin kimligini ortaya ¢ikarmada,
ventrikiiler radial glial hiicrelerde Tbr2’nin eksprese edilmemesinin yeterli oldugu
gosterilmistir (134). Biitliin bu bulgular, kortikogenez sirasinda INP’lerin 6zellesmesi i¢in

Tbr2’nin kritik bir 6neme sahip oldugunu gostermektedir.

2.15.3. Kortikal Gocg

Primatlarda, SVZ’nin {izerindeki kortikal tabakaya radial olarak go¢ eden neokortikal
noronlari liretmesinin ¢ok iyi bir sekilde ortaya konmus olmasina ragmen, E13 ve E14 fare
embriyolarindan elde edilen en son kanitlar, bu sekonder proliferatif bolgenin ayn1 zamanda
noronlar1 kortikal plaga yonlendirerek katkida bulundugu diistinilmektedir (118, 135-137). ek
olarak SVZ hiicrelerinin DNA sentezleyerek ve kortikogenezin ge¢ safhalarinda (E15-E16)
bile mitotik bdliinmeler gostererek, bu bolgenin nérogenezin biitiin sathalar1 boyunca serebral
kortekse noron sunmakta oldugunu diisiindirtmektedir (144). In situ time-lapse canli
goriintiileme kullanarak Liu ve ark. (138) VZ’deki hiicre boliinmeleri ve SVZ’ye migrasyonu
ve ardindan CP’ye dogru go¢ etmeden once gerceklesen ek boliinmelerden olusan olaylarin
tamamin1  gézlemlemislerdir. Migrasyonlar1 Oncesinde bir siire bekleyen, postmitotik
oluslarindan anlasilan INP’ler boliinmelerinin hemen ardindan VZ’ye goc¢ ettikleri
gortilmistiir. INP’lerin lokal hiicre i¢i sinyalizasyonuyla modiile edilebilen, SVZ’ye radial

gocleri sirasinda ¢ok belirgin davranislar sergiledigi sonucu ¢ikartilmistir.
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2.15.4. Kortikal Migrasyon ve P2Y1 Reseptorii

Onemli bir ¢alismada sik rastlanan ve ikincil mesajc1 olarak bilinen Ca*®nin ve
VZ’deki yarim kanallardan ve hiicreler arasi baglantilardan salinan ATP’nin INP’lerin
gociinde ve hiicre-hiicre iletisimi siirecinde iliskili olabilecegini Ongdrmiislerdir (138).
Hipotezlerini, Ca™ sinyalizasyonunun embriyonik retinada niikleer interkinetik
translokasyonunu ve noronal progenitérlerin mitozunu etkiledigi seklindeki bulgulara ve Ca*?
oynamalarinin ayni1 zamanda serebellar graniiler hiicrelerin (139-143), kiiltiir edilmis
progenitér noronlarin, ve postmitotik kortikal néronlarin hiicre migrasyonunu etkilemesi gibi
daha 6nceki bilgilere dayandirmaktaydilar (143,144). Kortikogenez sirasindaki spontan Ca*?
dalgalanmalar1 ve gecici yogunluktaki artis ile birlikte hem VZ’de hem de SVZ’de
gozlenmesi bunlarin  noéronal proliferasyon ve migrasyonda Onemli oldugunu
diisindirmektedir (145,146). Ayn1 zamanda, embriyonik VZ hiicrelerinin birbirlerine gap-
junctionlarla bagh radial glia ve néronal Onciiler igeren radial kiimeler igerisinde
konneksinleri eksprese ettigi gosterilmistir (147,148). Sonug olarak, gap junctionlarin ve
yarim kanal-bagimli ATP sinyalizasyonunun, Ca*? dalgalanmalarina bagli oldugu ve Ca*?
dalgalarinin tahrip edilmesinin hiicrenin embriyonik VZ’de S-fazina girisini engelledigi
belirtilmistir. Liu ve ark. (138) interseliiler ATP sinyalizasyonunun IPC’lerin migrasyonunda
ve embriyonik serebral duvarda SVZ’nin olusumunun 6nemli bir rol oynadig1 hipotezini test

etmislerdir.

2.15.5. P2Y1 Reseptorii ve Ara Noronal Progenitor Hiicreler

Ventrikiiler tabakadan SVZ’ye néronal migrasyonda ATP sinyalizasyonunun ilgisini
gostermek amaciyla, Liu ve ark.(138) ilk once, ATP reseptorlerinin, siganlarda rapor edildigi
sekilde olup olmadigini anlamak i¢in fare embriyosunun VZ/SVZ’sinde uygun embriyonik
yaglarda eksprese edilip edilmedigini belirlemislerdir. Aslinda, E14’den E16’ya kadar olan
donemde, ventrikiiler yiizey daha zayif bir ekspresyon gosterirken, VZ ve SVZ ara bolgesinde
yogun purinerjik P2Y1 reseptor ekspresyonu gozlenmistir. Yine de, P2Y1 reseptor
ekspresyonu SVZ’nin en ylizeyel bolimiinde azalmis ve pial yiize dogru daha da azalmis
oldugu gozlenmistir. Hem INP’ler hem de postmitotik ndronlar, noral Oncii hiicreler

tarafindan ventrikiiler yiizde asimetrik bdliinmelerle gelistirilir ve bunlar daha sonra VZ’nin
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disina dogru gog ederler (117, 149). INP’leri ayirt etmek i¢in, INP’ler ve VZ’deki postmitotik
ndronlar i¢in spesifik olan Ngn2 ile immiin boyama yapilmistir. Az sayidaki Tujl+ hiicreler
VZ/SVZ bolgesinde gbézlenmis ve bunlarin ¢ogunun P2Y1 negatif olmasi, kortekse gocleri
sirasinda P2Y1 reseptoriiniin ekspresyonunun VZ/SVZ’un postmitotik ndéronlarinda down
regiile oldugunu diistindiirmektedir (138).

Liu ve ark. (138), P2Y1 reseptori VZ/SVZ’de yogun bir sekilde eksprese
edildiginden, ATP’nin hiicrelerdeki Ca™ cevaplarimi indiikleyip indiikleyemeyecegini
gostermeye karar vermislerdir. ATP reseptor blokaji yapan suramin (100 mM) uygulamasinin
Ca* cevaplarii tamamen bloke ettigini gormelerine karsin, ATP (10 mM) uygulanmasinin
VZ/SVZ hiicrelerinde kuvvetli Ca*? cevaplari olusturdugunu gostermislerdir. Ayrica bu Ca*
cevaplar:t P2Y1 reseptoriinii bloke eden MRS2179 tarafindan da engellenmistir. ATP (1-10
mM) tarafindan indiiklenmis Ca* cevaplar1 ¢ok kiiciik miktarda desensitizasyon belirtisi ile
tekrarlanabilirken, daha 6nce rapor edildigi gibi ATP’nin yiiksek konsantrasyonlart (100 mM)
Ca*? cevaplarini genellikle desensitize etmistir (140). Tepki veren hiicreler hem VZ hem de
SVZ bolgelerinde yer almakta ve bu proliferatif bolgelerdeki total hiicre popiilasyonunun
%40-60’1n1 olusturmaktadir. Biitiin bu bulgular INP’lerin, ATP cevabini kaybetme egiliminde
olan postmitotik ndronlarin tersine, purinerjik P2Y1 reseptoriinii eksprese etmeye devam
ettigini gostermistir. Boylece, bu ¢alisma P2Y1’in VZ/SVZ’deki INP’lerin go¢ durumuyla
ilgili spesifik bir belirleyici rolii oldugunu disiindiirmektedir (138).

2.15.6. Subplate Gelisimi

Serebral korteksin subplate (SP) tabakasi en dnce gelisen néronlardan olusan heterojen
bir hiicre popiilasyonu olup gegici bir kompartman oldugu disiiniilmektedir (150). Son 60
yildir ¢esitli tlirlerde yapilan caligmalar, SP’in kortikal gelisimde ¢ok Onemli bir aktor
oldugunu gostermistir (151,152). Farkli gelisim evrelerinde subplate hiicreleri farkli farkl
roller Ustlenirler. Embriyonik subplate hiicrelerinin kortikofugal ve talamokortikal aksonlarin
yonlendirilmesinden ve topografik baglantilar saglanmasinda etkili oldugu gosterilmistir
(153,154). Rodentlerde ve kedilerde erken postnatal subplate néronlart salinimli bir aktivite
gelistirilmesinde ve eksite ve inhibe edici talamokortikal baglantilarin olgunlasmasinda ve
plastisitesinde ¢ok onemli bir rol aldiklar1 gosterilmistir (155-158). Geri kalan erigkin SP
hiicrelerinin kortikokortikal baglantilari destekledigi diisiinilmektedir (150, 159-161).
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Kortikal gelisimdeki 6nemli rolleriyle uyumlu olarak, SP anormalliklerinin ¢esitli
gelisimsel hastaliklarin patogenezinde rolii oldugu disiiniilmektedir. Bunlara 6rnek olarak,
preterm hipoksi-iskemisini takip eden viziiel ve kognitif bozukluklar, sizofreni ve otizm
spektrum hastaliklar1 verilmektedir (162-167).

Subplate fonksiyonlar1 altinda yatan molekiiler mekanizmalar hakkinda c¢ok az
bilgibulunmaktadir (168). En son ¢aligmalarda farkli gelisim evrelerindeki murin SP’in E12
ve postnatal 8. giinde (P8) ve eriskinde gen ekspresyon profilini ortaya ¢gikarmistir (169). Bu
calismalar SP’e dogru yonelmis preplate noronlarda (hippocalcin, glutamate receptor Eaacl)
veya postnatal ve eriskinde SP hiicrelere (monoxygenase MoxD1, complexin 3) spesifik olarak
eksprese edilen bazi genleri ortaya ¢ikartmistir (169,170). Enteresan bir sekilde, bu genlerin
cogunun temporal ekspresyonu gelisen SP’in dinamik dogasini ve degisen rollerini vurgular

bir sekilde ¢ok siki bir sekilde regiile ettigi bilinmektedir.

20



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismanin Asamalan

Bu tez calismasi, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi, Hayvan Etik Kurul
Bagkanligi’nin 15.07.2011 tarih ve 2011/21 sayili karari ile “Etik Kurul Onay1’n1 almistir.

Calismamizda deney hayvani modeli olusturulmasi, gerekli dokularin elde edilmesi ve
dokularm kullanim asamasina kadar muhafaza edilmesi islemleri, Mersin Universitesi (MEU)
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Aragtirma Laboratuvari, Anatomi ile Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dallar1 Laboratuvarlari’nda, dokularin uygun kosullarda transferi saglandiktan
sonra geriye kalan tiim islemlerden gecirilmesi asamalar1 ise Fulbright Doktora Tezi
Arastirma Bursu destegi ile Amerika Birlesik Devletleri Indiana ve Purdue Universitesi Tip
Fakiiltesi Anatomi ve Hiicre Biyoloji Boliimii'nde Prof. Dr. Feng C. Zhou’nun Gelisimsel

Norobiyoloji Aragtirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

3.2. Siv1 Diyet Modeli

Calismamizda Fetal Alkol Spektrum Bozukluklari’nin ortaya ¢ikmasinda etken olan
gebelik sirasinda anne tarafindan kronik olarak alkol kullaniminin taklit edilmesi amaciyla
literatiirde giivenirligi kabul gérmiis olan Istege Bagli Sivi Diyet (Volunteer Liquid Diet
Drinking Paradigm) modeli kullanilmistir. Olusturdugumuz sivi diyet modelinde MEU Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvar’’nin sagladigi genetik olarak 06zel
tasarlanmis ve alkol kullanimina yatkinligiyla (alcohol preferring) bilinen C57BL6/J altsoy
fareler kullanilmistir. Deney paradigmamizda c¢iftlestirme islemi disinda sadece disi fareler
kullanilmustir.

Sivi diyet modeli igin Ozel tasarlanmis tizeri filtre kapakli sican kafesleri (2065 mm?
taban alani - 610 x 435 x 215mm) kullanilmigtir. Bu kafeslerin igerisi krom plaklar ile dort
odaciga boliinmiis ve bu deney modeli i¢in 6zel tasarlanmis cam besleme tiipleri her bélmenin
icerisine monte edilmistir. Besleme tiiplerinin igerisine, optimum diizeyde gerekli biitiin besin
maddelerini i¢eren s6z konusu deneyler i¢in 6zel tasarlanmis toz formda ve ticari olarak elde
edilmis diyet maddesi distile su igerisine karistirilmak suretiyle farelere verilmistir. Tiiplerin

icerisindeki s1v1 diyetin hacmi literatiirdeki benzer ¢alismalarda tasarlanmis olan maksimum
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25ml olarak belirlenmistir. Deney fareleri tiim besin ihtiyacin1 s6z konusu sivi diyetten
karsilayacak sekilde ve sivi diyetten 24 saat boyunca 25ml’yi agsmayacak hacimde
tiiketmesine izin verilmistir. Sivi diyet uygulamasi disinda fareler standart fare kafeslerinde

barindirilmstir.

3.2.1. Deney Gruplan

Deneysel tasarimimizda ii¢ ana grup bulunmaktadir. Bunlar; alkol ve kalorik kontrol
olmak iizere iki s1v1 diyet grubu ve standart kontrol grubu olarak tasarlanmaistir.

Alkol (Alc) grubu farelerin sivi diyeti igerisine %95’lik yiiksek kalite etanol
karigtirillarak diyetin hacimsel olarak %4 oraninda icermesi saglanmistir. Tutarli kalori
kontrolii saglamak deneysel alkolizm s1v1 diyet modellerinin en temel unsurlarindan biri kabul
edilmektedir. Bu nedenle kalorik kontrol grubu (pair-fed, PF) farelere Alc grubunda
hazirlanan diyetin igerdigi etanoliin kalorisine denk toz formunda maltoz-dekstrin eklenmistir.
Buna gore her iki siv1 diyetteki (Alc ve PF) hacimsel kalori oran1 1ml/lkcal olacak sekilde
ayarlanmis ve PF grubu farelere verilen sivi diyetin hacmi Alc grubu farelerin tilikettigi
ortalama diyet hacmi ile sinirlandirilmistir. Buna gore PF grubundaki ve Alc grubundaki
farelerin tiikettigi diyet hacmi ve kalorisinin birbirlerine esit olmasi saglanmistir. Sivi diyet
modeli besleme tiipleri cam materyal olup lizerinde hacimsel olarak o6l¢iilebilir degerler
bulunmaktadir. Her deney giinii saat 09.00-10.00 aras1 her bir farenin agirlig ve tiikettigi sivi
diyet miktarinin 6l¢iilmesinden sonra besleme tiipii dikkatlice temizlenerek yeni hazirlanmis
stvi diyet eklendikten sonra kafes bolmeleri igerisine tekrar yerlestirilmistir. Giin igerisinde
saat 12.00-17.00 arasinda bir kez kafeslerin kapaklar1 agilmadan bdlmeler igerisindeki
sartlarin ve farelerin durumlar1 hayvanlar rahatsiz edilmeden kontrol edilmistir. Sivi diyet
deney gruplarina paralel olarak standart kontrol grubundaki (Chow) fareler deney siiresince
standart fare kafeslerinde barindirilmistir. Deney tasarimimiz dahilinde disi fareler
ciftlestirme isleminden bir hafta 6nce Alc ya da PF sivi diyetlerine alistirma amaciyla maruz
birakilmistir. Fareler bu bir haftalik siirecin ilk 2 giliniinde %2’lik ve geriye kalan 5 giin ise
%4’liikk Alkol veya PF oraninda diyete maruz birakilmistir. Disi fareler bu bir haftalik siirecin
ertesi giinii ¢iftlestirme islemine alinmistir. Gebelik tayin edilen disi fareler E7-17 gebelik
stirecinde Alc veya PF sivi diyetleri uygulamasina alinmistir. Sivi diyet gruplarina paralel

olarak s1v1 diyet uygulamasi digindaki tiim islemler standart kontrol grubu olan Chow grubu
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disi farelere de E17°e kadar uygulanmistir. E17°nde 3 farkli gruba ait gebe farelerin uygun
anestezi altinda, batinlari agilarak sezeryan yontemiyle embriyolari ¢ikartilmigtir. Deneylerde,
gebe farelerin (embriyolar: alindiktan sonra) heniiz anestezi altindayken servikal-dislokasyon
yontemi ile Otenazisi gerceklestirilmistir ve bu materyal uygun posetler igerisinde, iizerine
deneyle ilgili not yazilmak suretiyle biyolojik atik birimi gelene kadar - 20°C’de muhafaza

edilmistir.

3.3. Dokularin Elde Edilisi

Cikarilan embriyolarin sayisi not edilip, yarist %4’lik +4°C sicaklikta yeni
hazirlanmis paraformaldehit soliisyonu igerisinde immersiyon fiksasyonu saglanip
immiinohistokimya isleminde kullanilana kadar buzdolabinda +4°C’de saklanmustir. Diger
yarisinin ise ivedilikle tiim beyin dokular1 mikrocerrahi alet yardimiyla ¢ikarildiktan sonra
uygun boyuttaki ependorf tiiplerine alinarak western-blot analizinde kullanilmak {izere protein
izolasyonu yapilarak analizde kullanilana kadar -80°C’lik derin dondurucuda muhafaza
edilmistir.

Fiksatif igerisindeki tiim haldeki E17’liik embriyolarin, iki giinliik fiksasyondan sonra
hassas terazide agirliklar1 Ol¢lilmiistir. Bu islemden Once her bir embriyo kagit pecete
yardimiyla kurutularak igerisine filtre olmus fiksatif sivisinin agirlik dl¢timiinii etkilemesinin
oniline ge¢ilmistir. Agirliklart 6lgiilen embriyolarin uygun mikrocerrahi yaklasim ile tiim
haldeki beyin dokular1 c¢ikarilip yukarida tarif edildigi iizere agirliklar1 olciilerek not
edilmistir. Agirlik 6l¢iimiinden sonra E17°liik embriyo viicutlart ve beyinleri her iki haftada
bir fiksatif sollisyonu tazelenmek kosuluyla uygun biiyiiklikteki cam tiipler igerisinde

immunohistokimyasal olarak kullanilana kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.4. Ciftlestirme Paradigmasi

Ciftlestirme isleminde MEU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma

Laboratuvari’nin sagladigi, daha once ¢iftlestirme islemine hi¢ sokulmamis, ortalama agirhigi
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20g olan 3 aylik disi ve lremesi verimli olan damizlik erkek C57BL6/J altsoy fareler
kullanilmistir.

Ciftlestirme islemi Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari’nin iiretim odasinda,
karanlik evresinin baslangicinda yalniz olarak barindirilan damizlik erkek fare kafeslerine
ikiser disi farenin iki saat siireyle birakilmasiyla gerceklestirilmistir. Iki saatlik ciftlestirme
islemi sonunda disi fareler vajinal plak i¢in kontrol edilip, kontroliinde vajinal plak goriilen
disi fareler embriyonik sifirinct giin (E0Q) olarak gebe kabul edilmis ve agirliklart dlgiilerek

stvi diyet uygulamasina alinana yani E7’ne kadar ayr1 kafeslerde barindirilmistir.

3.5. Kuyruk Kam Ornegi Elde Edilisi

Kan alma islemi igin ayr1 bir grup fare (n=8) Alc grubuna uygulanan deney
paradigmasinda isleme sokulmustur. Gebeligin E7, E10 ve E15’leri kan alma giinleri olarak
tasarlanmigtir. Uygun gebelik giiniinde her bir fareden kuyruk kanlar1 alkol diyeti verildikten
iki (12:00) veya alti (16:00) saat sonra asagida agiklanan protokole uygun sekilde
toplanmistir. Kan alma isleminde kullanilan disi farelerin embriyolart bu islemin yaratacagi
stres faktoriiniin gebelik lizerindeki olumsuz etkisini elimine etmek amaciyla degerlendirmeye
alinmamustir. Her bir fareden 30uL kan toplanmistir. Bu islem i¢in; MEU Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuari’ndan saglanan farelere 6zel mekanik sabitlestirici
aleti kullanilarak fare kibarca fikse edilmistir. Daha sonra ilik su ve lamba yardimiyla
kuyrugun kokiine yakin lateral kuyruk venlerinin dilatasyonu ve aydinlatilmasi saglanmastir.
Bu sekilde venlerin dilatasyonu saglandiktan sonra, 25-30G capinda igneyle kuyruk venine
girilmis ve gelen damlaya kapiller tiip sokularak kapilleriteyle kan toplanmistir. Kuyruk
tabanina lastik bandaj uygulanarak kanin alinmasi kolaylastirilmistir. Bu islemin hemen
ardindan kuyruktaki kanamanin en kisa siirede durdurulmasi saglanmis ve deney faresi daha
once barindirilmakta olan kafesine geri birakilmistir. Elde edilen kan 6rnekleri, +4°C de 3000
rpm hizda 10 dakika santrifiij edilerek kan plazma bileseni ayristirilmis ve isleme alinana

kadar -80°C"de muhafaza edilmistir.
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3.5.1. Kan AlKol Seviyesi Olciimii

Elde edilen kan plazma 6rneklerinin alkol &lgiim analizi MEU Fen Fakiiltesi Kimya
Bolimii'nde  gaz-kromotografik  olarak  miligram/desilitre ~ (mg/dl)  cinsinden
gergeklestirilmistir. Buna gore 12:00 grubu farelerin kan alkol konsantrasyon seviyeleri
105,63 + 13.69 mg/dl ve 16:00 grubunun ise 138,60 + 22.24 mg/dl olarak olgiilmiistiir. Elde
edilen kan alkol degerleri Fetal Alkol Spektrum Bozukluklari'ni farede modellemek icin

beklenen yeterli seviyeye ulastigi goriilmistiir.

3.6. Histolojik Islemler

Chow, PF ve Alc gruplarindan 2’serli kombinasyonlarda (Chow-PF, Chow-Alc ya da
PF-Alc olacak sekilde) E17 beyin dokulari, %10’luk s1v1 jelatin soliisyonu bulunan plastik
kaliplarin igerisine rostrokaudal ve dorsoventral diizlemde ¢ok dikkatli bi¢imde yerlestirilip
+4°C’de yarim saat siireyle sivi jelatinin katilasmasi saglanmustir. Icerisinde iki beyin
dokusuyla gomiilii bulunan katilagmis haldeki jelatin blok plastik kaliptan dikkatlice siyrilarak
ayrilmistir. Daha sonra jelatin blok %4’liik +4°C sicaklikta yeni hazirlanmis paraformaldehit
sollisyonu igerisinde en az 48 saat boyunca fikse edilip blogun kesit alma islemine hazir hale
gelmesi saglanmistir. Yeterli derecede fikse olmus jelatin bloklar titresimli vibratom aletine
yerlestirilerek blok icerisindeki E17 beyin dokularindan 40pm kalinliginda koronal kesitler
alinmig ve kesitler +4°C’de 0,1M fosfat tamponu (PBS) icerisinde immiinohistokimya islemi

gergeklestirilene kadar muhataza edilmistir.

3.7. Immiinohistokimyasal Boyama

Caligmamizda hedef proteinlerin E17 beyin dokularindaki ekspresyonlarmin olup
olmadigini, eger varsa beyindeki lokalizasyonunu ve boyanma derecesini semi-kantitatif
olarak belirlemek amaciyla her bir proteine 6zel ticari olarak elde ettigimiz primer antikor
kullanilmistir. Immiinohistokimyasal tiim boyamalar asagidaki standart protokole uygun

olarak gergeklestirilmistir.
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3.7. 1. Boyama Protokolii

Immiinohistokimya islemi tim diinyada temel tip bilimleri alaninda gesitli
disiplinlerden bir¢ok arastirmada dokuda protein ekspresyonunu belirlemek amacli kullanilan
oldukg¢a temel bir metodtur. Bu boyama isleminin ardi sira birgok basamagi olmakla birlikte
her bir asamada ¢esitli kimyasallarim kullanilmas1 gerekmektedir. Ozellikle kullanilmas: sart
olan primer ve sekonder antikorlarin spesifikligi, boyanma kalitesini ve tutarliligin1 belirleyen
en 6nemli unsur olmaktadir.

Bu metodu kullanan arastirmacilarin  bir kismi, gerekli antikorlar1 kendi
laboratuvarlarinda sentez etmelerine ragmen, diger birgok aragtirmact gerekli tim
kimyasallar1 ticari olarak elde etmektedir. Biyomedikal piyasasinda immiinohistokimya
sarflart saglayan bircok iiretici firma bulunmaktadir. Ornegin belirli bir proteine spesifik
dizayn edilmis primer antikoru bir¢ok firmadan elde etmek miimkiin olmaktadir. Fakat her
iretici firma ayni antikoru farkli sekillerde iiretebilmekte ve aslinda kimyasal olarak ayni
diziyi temsil eden farkli dreticilere ait antikorlar birbirlerinden farkli sonuglar
verebilmektedir. Bu nedenle planlanan c¢alismadan tutarli ve yiiksek kalitede sonug
aliabilmesi i¢in spesifik calisan ve literatiirde kabul goren bir antikoru kullanmak oldukca
Oonem tasimaktadir. Ayrica yeteri kadar 6zellesmis olmayan bir antikorun kullanilmasi, hem
zaten oldukga pahali olan bu sarf malzemeleri i¢in harcanan paranin bosa gitmesi hem de
aragtirmacinin degerli vaktini bosa harcamasina yol agmaktadir. Bu nedenlerden otiirii
calisgmamizda kullanilmis olan tiim kimyasal sarf malzemeleri, literatiir tarafindan kabul
gormiis yiiksek kalitedeki arastirmalarda bir¢ok kere kullanilmis olanlar arasindan segilmistir.

Buna ragmen ticari olarak elde edilen her bir antikorun yiliksek kalitede calisip
calismadigr ve spesifiklik derecesi farkli konsantrasyonlar kullanilarak ve negatif kontroller
olusturularak optimum boyanma kosullar1 en az iki pilot boyama protokolii uygulanarak
birbirlerine es 3 farkli doku iizerinde belirlenmistir. Tiim bu islemlere ragmen beklenen

kaliteye ulasmayan hicbir kimyasal calismamizda kullanilmamustir.
Kesitler sirasiyla asagidaki islemlerden gegirilmistir:

. 0,1M PBS ile 3 kez 5’er dakika (3x5) yikanr.
o %73 liikk hidrojen peroksit soliisyonunda 10 dakika inkiibe edilir.
° 0,1M PBS ile 3x5 yikanir.

. PBS i¢inde hazirlanmis %1 'lik triton-X soliisyonunda bir gece muamele edilir.
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Ertesi sabah 0,1M PBS ile 3x5 yikanir.

% 0,1 Triton-X ve %1,5 normal serum igeren PBS soliisyonunda 2 saat bloklanir.
Uygun primer antikorun bloklama soliisyonu igerisinde optimum diliisyonuyla oda
sicakliginda en az 18 saat inkiibasyona birakilir.

0,1M PBS ile 6x5 yikanir.

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

0,1M 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 yikanur.

Img/ml oraninda 3,3’-Diaminobenzidine tetrahidrokloriir (DAB) soliisyonunda 15
dakika inkiibe edilir.

DAB soliisyonuna 1ml/1pl oraninda %3'lik hidrojen peroksit eklenerek renk
reaksiyonu saglanir (5-10 dakikalik siire¢ boyunca kesitler mikroskop altinda optimum
renk saglanana kadar kontrol edilir).

0,1M TBS ile 3x5 yikanur.

0,1M PBS ile 3x5 yikanir.

Lam tiizerine zarar vermeden yapistirilir (mounting) ve bir gece bekletilerek kurumalari
saglanir.

Lamlar metilen yesili (counterstaining) ile boyandiktan sonra lamel ile kapatilir.

3.8. Western Blot Analizi

Caligmamizda Chow, PF ve Alc gruplart E17 tiim beyinlerindeki MeCP2 protein

ekspresyonunun semi-kantitatif olarak karsilagtirilmasi amaciyla Western Blot yontemi

kullanilmistir. E17 tiim beyinler 1,5ml’lik ependorf tiipleri igerisinde iizerine beyin agirliginin

(ortalama 50pg) yaklasik 10 kati hacminde ticari olarak elde edilen 500ul RIPA tamponu

(radioimmunoprecipitation assay buffer) ve proteaz inhibitorii kokteyli eklenerek mekanik

doku ogiitiiclisi ile homojenize edilmistir. RIPA tamponu igerisine eklemis oldugumuz

proteaz inhibitorii proteinlerin yikilmasina neden olabilecek proteazlarin aktivitesini inhibe

etmek amaciyla koyulmustur. Homojenizasyon mutlaka buz iginde yapilmis olup RIPA
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tamponu ile doku tamamen karisip, krema haline gelinceye kadar 6glitme islemi devam
ettirilmistir. Homojenizasyonu takiben elimizdeki doku kokteyli, dokunun proteinli kismini
ayristirmak amaciyla 14000 RPM'de, +4°C derecede, 15 dakika merkezkag ettirilmistir.
Olusan siipernatantin bir kismi1 Bradford yontemine gére protein tayini amaci ile kullanilmis
diger kismi1 ise Western blot analizinde kullanilmak iizere -80°C derin dondurucuda
saklanmistir.

Daha sonra Bradford yontemi kullanilarak spektrofotometre ile protein abzorbansi
Olclilmiistiir. Bunun i¢in 50ul 6rnek (Sul slipernatan 45ul distile su ile 10 kat seyreltilmistir)
giizelce karistirilarak mikrokiivete aktarilmis ve lizerine Bradford protein assay soliisyonu
eklenmistir. Sonra elimizdeki protein kokteyli karisiminin protein konsantrasyonu 595
nm’deki abzorbans degerleri spektofotometre yontemiyle belirlenmistir.

Western blot uygulamasia baslandiginda ilk olarak %8‘lik SDS poliakrilamid jel
hazirlanarak onceden kasete yerlestirilmis olan camlarin arasina dokiilmiistiir. Jelin havayla
temasinin onlenmesi i¢in lizerine bir miktar 1-biitanol dokiilerek alt jelin polimerlesmesi i¢in
45 dakika beklenmistir. Bu asamanin ardindan iki cam arasindaki biitanol dokiilerek bolme
distile su ile yikanmistir. Daha sonra iist jel hazirlanmis ve polimerize olmus alt jelin iizerine
dokiilmiistiir. Ust jelin polimerize olmas: icin yaklasik 30-45 dakika beklendikten sonra
taraklar c¢ikarilmistir. Analizi yapilacak protein ornekleri 1:1 oraninda 2X Laemmli buffer
(Tris-HCI 0,125 M, SDS 0,14 M, gliserol %20, bromofenol mavisi 0,03 mM, 2-
merkaptoetanol 0,2 mM) ile diliie edilmis ve 95-100°C’de kaynayan suda 5 dakika siiresince
kaynatilmigtir. Hiicre lizatlar1 dereceli otomatik pipet ile jeldeki kuyucuklara Bradford
yontemi ile yapilan hesaplamaya gore uygun miktarda protein (ortalama 40ug) olacak sekilde
yiiklenmistir. Elektroforez tanki igerisine yliriime soliisyonu (100 ml 10X yiirlime tamponu
[0,025 M Tris base, 0,192 M glisin, % 0,1 SDS], 900 ml distile su) doldurularak dikey
dogrultuda elektroforez islemi 30 volt sabit gerilimde baslatilmistir. Yiiklenen 6rneklerin iist
jeli geemesinin ardindan elektroforez iglemi 120 volt sabit gerilimde devam ettirilmistir.
Elektroforez islemi, bu amacla hazirlanmis soguk ortamda 4°C’de gergeklestirilmistir.
[saretleyici boya olarak kullanilan bromofenol mavisi jelin alt ucuna ulastiginda elektroforez
islemi sonlandirilmistir.

Elektroforez isleminin bitmesinin ardindan elektroblot uygulamasina baglanmistir.
Elektroblot soliisyonu (100ml 10X yiiriime tamponu +700ml distile su + 200ml metanol) ile
doldurulmus tank igerisinde +4°C‘de 18 saat siiresince 90 miliamper sabit akim siddetinde

transfer iglemi yapildiktan sonra jel tutucu kaset acilarak membran ¢ikarilmistir. Bunun
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ardindan membran {izerinde olusabilecek non-spesifik protein baglanmasimni Onlemek
amaciyla membranlar oda 1sisinda 1 saat siiresince bloklama soliisyonunda (%35 oraninda
yvagsiz siit tozu ve %0,2 oraninda Tween-20 iceren Tris soliisyonu) bloklanmigtir. Daha sonra
membranlar TBS-T (%0,05 Tween-20 iceren Tris soliisyonu) ile 3 defa 5’er dakika
yikanmistir. Yikama islemi bitince membranlar hedef niikleer protein olan MeCP2 proteinine
kars1 rabbit anti-MeCP2 ve internal kontrol olarak kullanilacak GAPDH proteinine karsi
mouse-anti-GAPDH primer antikorlar1 ile iiretici firmanin onerdigi oranlarda kullanilarak
4°C’de en az 18 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminin ardindan membranlar
TBS-T soliisyonu ile 6 kez 5’er dakika yikanmistir. Bu asamadan sonra primer antikora
baglanacak olan bu primer antikora 6zgiil HRP (horseradish peroksidaz) enzimi ile konjuge
sekonder antikorla (iireticinin dnerdigi oranlarda) 2 saat inkiibe edilmistir. Membranlar 6 defa
5’er dakika TBS-T soliisyonu ile yikandiktan sonra goriintileme soliisyonu
(chemiluminiscence solution) ile 2-10 dakika siiresince dijital goriintiileme sistemi karanlik
kabininde muamele edilmis ve antikorun baglandigi bolgelerde olusmus olan floresan
isimanin bant seklindeki goriintiileri Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD)

yazilimi ile analiz edilmistir.

3.9. Densitometrik Goriintii Analizi

Chow, PF ve Alc gruplarna ait E17’ye ait frontal serebral korteks bdlgesindeki NeuN,
MeCP2, 5-mC ve 5-hmC niikleer protein ekspresyonlari, immiinohistokimyasal boyanma
yogunluklari acisindan densitometrik olarak semi-kantitatif ~ karsilastirmasi
gerceklestirilmistir. Bu islem i¢in, her ayri antikor i¢in ii¢ farkli deney grubundan en az 5
farkli 6rnek ayni immiinohistokimya protokoliinde birlikte boyanmistir. Tiim orneklerin ayni
anda isleme sokulmasi immiinohistokimyasal densitometrik karsilastirma i¢in on sart kabul
edilmistir. Bunun sebebi ise immiinohistokimyasal boyanmanin olustugu son basamak olan
renk reaksiyonun birka¢ dakikada bile boyanma yogunlugunu Onemli Olcilide
degistirebilmesinden ve bu farkliliktan dolayr goriintli analizi asamasinda aslinda olmayan
ekspresyon farkliliklarinin ortaya ¢ikabilmesinden kaynaklanmistir. Bu nedenle deney
gruplarimiza ait tim kesitler tek seferde ayni siireyle renk reaksiyonuna maruz birakilmistir.
Densitometrik analiz E17 beyinlerin frontal serebral korteksinin rostrakaudal hatta birbirine

denk bolgelerinin goriintiileri lizerinde gerceklestirilmistir. Birbirine es bolgeleri belirlemek
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icin corpus callosum ve lateral ventrikiil bolgeleri anatomik referans olarak kullanilmastir.
Buna gore corpus callosum’un kontralateral beyin hemisferine orta hattan gegis yaptig1 ve
ayn1 zamanda lateral ventrikiil bosluklarinin birbirlerine es oldugu bolgeler goriintiilemede
kullanilmistir. Biitiin  fotograflar Spot RT renkli kamera atagmanli Leitz Orthoplan2
mikroskop kullanilarak elde edilmistir. Parlak-alanli goriintiiler her antikora uygun kurulum
ve 151k zamanma gore alinmistir. Immiinohistokimyasal boyali goriintiiler 16-bit renk
formatina doniistliriilmiistir. Kalibrasyon ayar1 256 seviyeli gri skalaya gore yapilmistir.
Goriintiisii alinan koronal beyin kesitlerinde Image J (National Institutes of Health, Bethesda,
MD) yazilimi kullanilarak frontolateral serebral kortekste cortical plate (CP), subplate (SP) ve
ventricular zone (VZ) neokortikal tabakalarini kapsayan 150um genisliginde alanlar
cizilmigtir. Daha sonra bu alanlardaki her bir hiicrenin niikleuslarinin periferleri ayni
yazilimin ilgi alan1 (ROI-region of interest) aracinin serbest el (free hand tool) secenegi ile
cevrelenerek boyanma yogunluklari 6l¢iilmiistiir. Her bir niikleusun gri skalaya gore ol¢iilen
boyanma piksel yogunluk degerleri; 0-30 = 0 (boyanma yok), 30-60 = 1 (az boyanma), 60-90
= 2 (orta boyanma), 90-120 = 3 (orta tizeri boyanma) ve 120-150 = 4 (kuvvetli boyanma)
olacak sekilde skorlanmistir. Bunun sonucunda her bir kesit i¢in az boyanan hiicrelerin
yiizdesi x 1 +, orta boyanan hiicrelerin yiizdesi x 2 +, iyi boyanan hiicrelerin yiizdesi x 3 +,
cok iyi boyanan hiicrelerin yiizdesi x 4 denklemi ile 0-400 arasinda bir immiinohistokimyasal
H Skoru elde edilmistir. Elde edilen H Skorlar1 Chow, PF ve Alc gruplari arasinda non-
parametrik olarak karsilastirilmistic (ayrintilart istatistiksel analiz boliimiinde verilmistir).
Western blot analiziyle Chow, PF ve Alc gurubu ile E17°ne tiim beyinlerindeki MeCP2
proteinin ekspresyon farkliliklar1 elde edilen protein ekspresyonuna ait ekspresyon
farkliliklari, birbirine esit GAPDH internal kontrol proteinin ekspresyon yogunluguna gore
ayarlanmistir. Blotlama ertesinde chemiluminiscence renk reaksiyonu sonucu nitroseliiloz
membran lizerinde olusan protein ekspresyonunu temsil eden bantlarin, immiinohistokimyasal
densitometrisinde kullanilan ayni goriintii analiz yazilimi kullanilarak boyanma yogunluklar
belirlenmistir. Chow, PF ve Alc gruplarina ait bantlarin boyanma yogunluklari oransal olarak

karsilagtirilmistir.
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3.10. istatistiksel Analiz

Calismamizda parametrik ve non-parametrik olmak tizere iki farkl: istatistiksel analiz
yapilmistir. Parametrik olarak Chow, PF ve Alc gruplan arasindaki farkliliklar; maternal
agirlik degisimleri, E17 embriyo viicut ve beyin agirliklari, western blot protein ekspresyon
degisimleri one-way ANOVA testi kullanilarak belirlenmistir. Fark elde edilen degisken
bakimidan hangi gruplar arasinda fark oldugunu gormek igin ise LSD post-hoc testi
kullanilmigtir. Chow, PF ve Alc guruplar1 arasindaki immiinohistokimya ile tayin edilen
protein ekspresyon patern skorlar1 agisindan karsilagtirmak i¢in Kruskal Wallis testi
kullanilmigtir. Fark elde edilen degisken bakimindan hangi gruplar arasinda fark oldugunu
gormek icin ise Conover post-hoc testi kullanildi. Analizler MedCalc v. 12.3.0 paket

programiyla yapilmstir.

3. 11. Kullamlan Arac ve Geregler

3.11.1. Kullanilan Cihazlar

o Gaz Kromatografisi (Agilent)

o Spektrofotometre (Sigma)

o Elektroforez Sistemi (BioRad)

o Transblot Elektroforetik Transfer Sistemi (BioRad)
. Elektroforez Gii¢ Kaynagi (BioRad)

. Membran Goriintiileme Sistemi (ImageQuant)

. -86 °C Derin Dondurucu (New Brunswick Scientific)
o -20 °C Derin Dondurucu (Siemens)

. Buzdolabi (Simens)

° Titresimli Vibratome Aleti (Leica)

o Isik Mikroskobu (Leitz Orthoplan2 Ernst Leitz GMBH)
o Diseksiyon Mikroskobu (Carl Zeiss)
. Mikroskoba Atacli Dijital Kamera (Diagnostic Instruments)

o Sogutmali Mikrosantrifiij (Hettich-Universal)
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o pH Metre Cihazi (Thermo)
o Giivenlik Kabini (Heraeus-HERA safe)
. Mikrodalga Firin (Beko)

o Hassas Terazi (Sartorius)
o Vortex (Memmert)

o Su Banyosu (Memmert)
o Distile su cihazi (Niive)

o Mikropipet Seti (Gilson-Pipetman)
o Is1 blogu (Techne)

3.12. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.12.1. Western Blot Sarflan

o Methanol (sigma 494437-2L)

o Ammonium persulfate (APS) (sigma A 3678)

o TEMED (Sigma T9281)

o Ponceau Solution (Sigma P-7170)

o Sample buffer laemmli 2x (Sigma S-3401)

o Protease Inhibitor Tablet (Sigma S8820-20TAB)

o Sodium dodecyl sulfate (Sigma L4390-100G)

o Resolving Gel Buffer (Bio-rad 161-0798)

o Stacking gel buffer (Bio-rad 161-0799)

o Extra Thick Blot Paper (Bio-rad 170-3957)

o Nitrocellulose Membrane (Bio-rad 162-0115)

o Precision plus protein dual colour standarts (Bio-rad 350000506)

o Acrylamide %40 Solution (Fishers, BP1408-1)

o ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (Amersham-RPN2132)
o RIPA BUFFER (radio precipitation assay buffer) (Boston bioproducts BP-115)
o Restrore western blot stripping buffer (Pierce 21059)

o Tween-80 (Sigma P043)
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3.12.2.

Immiinohistokimya Sarflar

Triton (Sigma X-100)

Phosphate buffered saline tablet (Sigma P-4417)

Tris Buffered Saline (Sigma-T5030)

Hidroklorik asit (Sigma 920-01)

Gliserol (Sigma G516)

H,0, (Sigma H6520)

Borik asit (Merck K29935665 204)

% 3’-3’-diaminobenzidine (DAB) (Sigma D5905)

Methyl Green Certified (Sigma M 5015)

Gelatin Type B (Fishers 9000-70-8)

Normal Goat Serum (ImmunoResearch 005-000-121)
Normal Donkey Serum (ImmunoResearch 017-000-121)
Normal Donkey Serum (ImmunoResearch. 013-000-121)
Peroxidase-conjugated Streptavidin (ImmunoResearch 016-030-084)
Vectastain Elit Kit (VectorLab PK6100)

Mouse on Mouse Basic Kit (VectorLab BMK2202)
Rectangular Mold, size 22x30mm (EMS 70183)

Square Mold, size 22x22mm (EMS 70182)

F. Double Edge Stainless Steel Razor Blade (EMS 72000)
Netwell Carrier Kit, 24 mm (EMS 64736-01)

2ml’lik sample vial (EMS 60992-02)

Netwell 24 mm, Sterile 74um (EMS 64743-00)

Kullanilan Antikorlar

Anti-5-methylcytidine Primary Antibody (Eurogenetec ABIN308218)
Anti-5-hydroxymethylcytosine Primary Antibody (Active Motif 39769)
Anti-MeCP2 Primary Antibody (Cell Signaling 3456)

Anti-Methyl binding protein 1 Primary Antibody (Santa Cruz sc-10751)
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o Anti-Neun Primary Antibody (Millipore MAB377)

o Anti-Ki67 Primary Antibody (Abcam ab15580)

. Anti-P2Y1 Primary Antibody (Abcam ab85896)

. Anti-Tbr2 Primer Antikor (Abcam ab23345)

o Anti-GAPDH Primary Antibody (Sigma G9295)

. Anti-3 Tubulin Primary Antibody (Santa Cruz sc-9104)

. Goat Anti-Rabbit IgG Secondary Antibody (ImmunoResearch 111-065)
o Horse Anti-Mouse IgG (Vector BA2000)

. Peroxidase Goat Anti-Rabbit IgG Antibody (Vector PI 1000)

3.12.4. Siv1 Diyet Modeli i¢cin Kullanilanlar

Micro-Stabilized Alcohol Rodent Liquid Diet (Test Diet LD 101A)
Maltodextrin (Test Diet LD 104)

Siikroz (Merck 1.07651)

%95°1lik etil alkol (Sigma E-285 USA)

Steril Distile Su

Gradueted 30 ml. Feeding Tube 7.5" Height (Dyets 900012)
Lipped Feeding Tube Holder (Dyets 901100)

Fare Kafesi (Tecniplast 1290D)

Filtre Kapakli Sican Kafesi (Tecniplast 2000P)
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4. BULGULAR

4.1. Kan Alkol Seviyesi Ol¢iimii

Calismamizda kullandigimiz FASB deney modelinde C57BL6/J farelere uygulanan
s1v1 alkol diyetinin sistemik olarak kandaki alkol seviyelerini belirlemek amaciyla olusturulan
grupta (n=8) 3 ayr1 deney giinlinde her bir fareden sivi alkol diyetinin sunuldugu saat
10:00°dan 2 (12:00) ve 6 (16:00) saat sonra kuyruk kanlar1 toplanmis ve kan plazma
orneklerindeki kan alkol seviyeleri gaz kromatografisi kullanilarak miligram/desilitre (mg/dl)

cinsinden hesaplanmustir.

Kan Alkol Seviyesi (mg/dl)

12:00

Kan Alimm Saatlen

Cizelge 4.1. Gaz kromatografisi kullanilarak analiz edilen kan alkol degerleri saat 12:00 i¢in 105mg/dl +19 ve
16:00 i¢in 138,6 mg/dl & 32 olarak goriilmiistiir.

4.2. Fenotipik Farkhlklar

Bu calismada olusturdugumuz FASB hayvan modelinde gebe C57BL6/J farelere
uyguladigimiz alkol sivi diyetinin, izole ettigimiz E17 embriyolar: tiim viicut ve beyinlerinde

fetal biiylime geriliklerine yol agtig1 gozlenmistir.
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4.2.1. Embriyonik Viicut Agirhklarindaki Degisimler
Chow, PF ve Alc gruplar1 E17 tiim embriyo agirliklari dlgtimleri Alc grubunda Chow
ve PF gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diisiis oldugunu gostermistir (P<0,005).

Chow ve PF grubu arasinda anlamli farklilik bulunamamistir(P>0,05) .

060

Vicut Agirhig (g)

Chow PF Ale

Cizelge 4.2. Chow, PF ve Alc grubu arasindaki E17 tim viicut agirliklarinin gram (g) cinsinden dagilimlar
sunulmustur. One-way ANOVA testi ii¢ grup arasinda anlamli fark oldugunu gostermistir (P<0,005). ikili
gruplar arasinda degisim olup olmadiginin LSD post-hoc testiyle karsilastirilmasi, Alc grubunun Chow ve PF
grubuna gore anlamli diizeyde daha dusiik (P<0,005) fakat Chow ve PF gruplarinin birbirinden farkli olmadigini
gostermistir (P>0,05) (Her bir grup i¢in n=5) (* * = P<0,005).

4.2.2. Embriyonik Beyin Agirhiklarindaki Degisimler
Chow, PF ve Acl gruplart E17 tiim beyin agirliklar1 6lgiimleri Ale grubunda Chow ve

PF gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diisiis oldugunu gostermistir (P<0,005). Chow

ve PF grubu arasinda anlamli farklilik bulunamamuistir (P>0,05).
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Cizelge 4,3. Chow, PF ve Alc grubu arasindaki E17 tiim beyin agirliklarinin gram cinsinden dagilimlari
sunulmustur. One-way ANOVA testi ii¢ grup arasinda anlamli fark oldugunu goéstermistir (P<0,005) . ikili
gruplar arasinda degisim olup olmadiginin LSD post-hoc testiyle karsilastirilmasi, Alc grubunun Chow ve PF

grubuna goére anlamli diizeyde daha diisiik (P<0,005) fakat Chow ve PF gruplarinin birbirinden farkli olmadigini
gostermistir (P>0,05) (Her bir grup i¢in n=5) (* * = P<0,005).

E17 E17 E16
Chow Alc Chow

Sekil 4.1. Alc grubunda E17 tiim beyninde istatiksel olarak gozlenen biiylime geriliginin desteklenmesi amaciyla
E17 Chow, Alc ve E16 Chow grubu tiim beyinlerinin goriintiisii birarada sunulmustur. Sekildeki E17 Alc grubu
beyninin rostrakaudal hatta E17 Chow grubu beynine oranla belirgin sekilde daha kisa fakat kendisinden bir

embriyonik giin daha gen¢ olan E16 Chow kontrol tiim beynine hemen hemen esit oldugu gézlenmistir.
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4.2.3. Embriyonik Korteksteki Degisimler

Chow, PF ve Alc gruplar1 E17 frontal serebral korteks’inden alinan koronal histolojik
kesitlerde korteks’in tiim ve cortical plate (CP) tabakasinin uzunluklari pum cinsiden
Olclilmiistiir. Alc grubunda her iki Olglim acisindan da Chow ve PF gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli diislis oldugunu goézlenmistir (P<0,005). Chow ve PF grubu

arasinda anlamli farklilik bulunamamistir (P>0,05).

MZ/CP
_SPlIZ

VZ/SVZ

s
Sk

Sekil 4.2. Chow, PF ve Alc grubu arasindaki E17 frontal serebral korteksinin X6’lik biiyiitmedeki koronal
kesitleri goriilmektedir (A-C). Her bir grubun ortalama korteks kalinliklar1 mikro metre (um) cinsinden
sunulmustur (A-C). Her bir fotografin sag alt kdsesinde, kirmizi oklarla yildizlarin isaret ettigi alanlarin X40°1ik
biiylitmedeki goriintiisii sunulmustur (A-C). Yiiksek biiylitmedeki goriiniimler, her ti¢ gruptaki CP tabakasindaki
hiicre nukleuslarinin morfolojisini gostermektedir. Chow ve PF grubu CP hiicre niikleus sekillerinin yuvarlaga
yakin ya da oval oldugu goézlenirken, Alc grubu nukleuslarin diger iki gruptan farkli olarak mekik benzeri bir
morfolojide oldugu saptanmistir. Bu fotografla temsil edilen hiicresel goriiniim her bir grup i¢in 5 farkli sayidaki
(n=5) frontal korteksin genel morfolojisini yansitmaktadir. CP (Cortical Plate), 1Z (Intermediate Zone), MZ
(Marginal Zone), SP (Subplate), SVZ (Subventricular Zone), VZ (Ventricular Zone).
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Cizelge 4.4. One-way ANOVA testi ii¢ grup arasindaki frontal serebral korteksin pm cinsinden kalinliklar

arasinda anlamli fark oldugunu gostermistir. ikili gruplar arasinda degisim olup olmadiginin LSD post-hoc

testiyle karsilagtirilmasi, Alc grubunun Chow ve PF grubuna gore anlaml diizeyde daha diistik (P<0,005) fakat

Chow ve PF gruplarinin birbirinden farkli olmadigini géstermistir (P>0,05) (* *= P<0,005) (Her bir grup i¢in

n=>5).
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Cizelge 4.5. One-way ANOVA testi ii¢ grup arasindaki CP tabakasinin pm cinsinden kalmliklar1 arasinda

anlamli fark oldugunu gdstermistir. ikili gruplar arasinda degisim olup olmadigmin LSD post-hoc testiyle

karsilastirilmasi, Alc grubunun Chow ve PF grubuna gore anlamli diizeyde daha diisiik (P<0,005) fakat Chow ve

PF gruplarinin birbirinden farkli olmadigini géstermistir (P>0,05) (* *= P<0,005) (Her bir grup i¢in n=>5).

39



4.3. DNA Metilasyonu ve Noronal Markirlar

Cesitli noronal ve DNA metilasyonu markirlar1 kullanilarak E17 frontal serebral

korteks’inin norogenezi sirasindaki DNA metilasyon dinamiklerinin goriiniimii sunulmustur.

| NeuN || Tz || pav1 || k67 || smc |[ shmc || Me'CP2|

Sekil 4.3. Chow (kontrol) grubu E17 frontal serebral korteks’inde; olgun néron igin NeuN (A), ara néronal
progenitor hiicreler (INP) igin Tbr-2 ve P2Y1 (B,C), noéronal proliferasyon i¢in Ki 67 (D) ve DNA metilasyonu
5mC, 5hmC ve MeCP2 (D-F) markir proteinlerinin immunohistokimyasal ekspresyonu korteks’in farkli
tabakalarimin 150 mm?®’lik genislikteki kolonlardaki ve X25°lik biiyiitmeli reprezentasyonu goriilmektedir. Bu
fotografla temsil edilen goriiniim; 5 farkli sayidaki (n=5) E17 konrol grubu serebral korteks’in her bir
embriyonik tabakasindaki iligili protein ekspresyonlarinin genel dinamiklerini yansitmaktadir. CP (Cortical
Plate), 1Z (Intermediate Zone), MZ (Marginal Zone), SP (Subplate), SVZ (Subventricular Zone), VZ
(Ventricular Zone).
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4.4. Noronal Markir Boyama Sonuclar

Serebral korteks’teki norogenezin kontrol ve deney gruplari arasinda farkli olup
olmadigin1 anlamak igin degisik grup sinirsel hiicrelere 6zel markir proteinlerinin
ckspresyonlar1 Kalitatif ya da semi-kantitatif olarak immiinohistokimya yontemiyle

belirlenmistir.

4.4.1. NeuN Boyamasi

Chow, PF ve Alc grubu E17 frontal serebral korteks’lerinin ndronal olgunlagma
durumunu belirlemek amaciyla, bu embriyonik beyin kesitleri iizerinde olgun ndronlara
spesifik olan NeuN niikleer proteininin semi-kantitatif ekspresyonu immiinohistokimyasal

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Niikleer NeuN proteininin, Chow, PF ve Alc grubu E17 frontal serebral kortekslerinin radial eksende
tlim uzunlugunu yansitan X25’lik biiyiitmedeki kolonlarindaki ekspresyonu gériilmektedir. (A-C). CP (Cortical
Plate), 1Z (Intermediate Zone), MZ (Marginal Zone), SP (Subplate), SVZ (Subventricular Zone), VZ

(Ventricular Zone).

42



400,004

Imminohistokimyasal H Skoru
8
3
Iy
I
HIH

0,004

T T T T T T
ChowSP PFSP AlcSP ChowCP PFCP AlcCP

Cizelge 4.6. NeuN protein ekspresyonunun Chow, PF ve Alc grubu E17 frontal serebral kortekslerinin SP ve CP
tabakalarindaki immunohistokimyasal H skoru biriminden densitometrik analizine ait degisim grafigi
sunulmustur. Non-parametrik Kruskal Wallis testiyle ii¢ gruba ait SP ve CP embriyonik kortikal tabakalarimin H
skorlar1 arasinda anlamli farkliliklar oldugu tespit edilmistir (P<0,05). Ikili gruplarin Conover post-hoc testiyle
karsilagtirilmasiyla Alc grubuna ait her iki kortikal tabakanin H skorlarinin Chow ve PF gruplarina kiyasla
istatiksel olarak anlaml (P<0,05) diisiik oldugu ve Chow ve PF gruplari arasinda anlamli farklilik olmadigi tespit
edilmistir (P>0,05) ( *= P<0,005).

4.4.2. P2Y1 Boyamasi

Chow, PF ve Alc grubu E17 ve ek olarak Alc grubuyla karsilastirmak amaciyla
embriyonik gelisimsel kontrol grubu olarak kullanilan E16 Chow frontal serebral
kortekslerinde, gd¢ eden ara ndronal progenitorlerine ©6zel P2Y1 reseptdr proteninin

ekspresyonu kalitatif olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5. P2Y1 reseptor proteininin, Chow, PF ve Alc grubu E17 ve E16 Chow frontal serebral kortekslerinin
radial eksende tiim uzunlugunu yansitan X25’lik kolonlarindaki ekspresyonu goriilmektedir (A-D). P2Y1
ekspresyonu tiim kortikal tabakalar i¢cinde en ¢ok SP tabakasinda lokalize oldugu gézlenmis olup, Alc grubu SP
tabakasindaki ekspresyonunun E16 Chow’dakine benzer, E17 Chow ve PF gruplarina gore daha diisiik oldugu
kalitatif olarak goriilmektedir. Bu fotografla temsil edilen goriiniim; E17 embriyonik yas grubu i¢in 5 ve E16 i¢in
3 farkli sayida serebral korteks’teki P2Y1 ekspresyonunun genel durumunu yansitmaktadir. CP (Cortical Plate),
1Z (Intermediate Zone), MZ (Marginal Zone), SP (Subplate), SVZ (Subventricular Zone), VZ (Ventricular

Zone).
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4.4.3. Tbr2 Boyamasi

Chow, PF ve Alc grubu E17 ve ek olarak Alc grubuyla karsilastirmak amaciyla
embriyonik gelisimsel kontrol grubu olarak kullanilan E16 Chow frontal serebral
korteks’lerinde, radial glia hiicrelerine tutunmus ara ndéronal progenitorlerine 6zel Tbr2

reseptor proteninin ekspresyonu kalitatif olarak belirlenmistir.

E17 Chow

Sekil 4.6. Membran proteini olan Tbr2’nun, Chow, PF ve Alc grubu E17 ve E16 Chow frontal serebral
korteks’lerinin radial eksende tiim uzunlugunu yansitan X25’lik biyiitmedeki kolonlarindaki ekspresyonu
goriilmektedir (A-D). Tbr2 protein ekspresyonu 6zellikle alt kortikal tabakalarda lokalize oldugu gozlenmitir.
Alc grubu Tbr2 ekspresyonunun E16 Chow, E17 Chow ve PF gruplarina gore daha disiik oldugu kalitatif olarak
goriilmektedir. Bu fotografla temsil edilen goriiniim; E17 embriyonik yas grubu i¢in 5 ve E16 i¢in 3 farkli sayida
serebral korteks’teki P2Y1 ekspresyonunun genel durumunu yansitmaktadir. CP (Cortical Plate), 1Z
(Intermediate Zone), MZ (Marginal Zone), SP (Subplate), SVZ (Subventricular Zone), VZ (Ventricular Zone).
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4.5. DNA Metilasyon Markir Boyamalar

Serebral korteksteki DNA metilasyon dinamiklerinin kontrol ve deney gruplari
arasinda farkli olup olmadigini anlamak i¢in DNA metilasyonunun degisik asamalarini temsil
eden markar proteinlerinin semi-kantitatif ekspresyonlari immunohistokimyasal ya da western

blot yontemleriyle belirlenmistir.

4.5.1. 5mC Boyamasi
Chow, PF ve Alc grubu E17 frontal serebral korteks’lerinde birincil DNA

metilasyonun durumunu belirlemek amaciyla, bu embriyonik beyin kesitleri lizerinde SmC

niikleer proteininin semi kantitatif ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. 5mC protein ekspresyonu, Chow, PF ve Alc grubu E17 frontal serebral ve E17 Alc dorsal serebral
korteks’lerinin tek bir hemisferinin X6’lik biiylitmedeki koronal (A-D) ve bu hemisferlerin 1Z tabakasi harig
radial uzunlugunu boyunca diger kortikal tabakalari iceren X25°lik biiyiitmedeki kolonlarindaki durumu
goriilmektedir (E-H). CP (Cortical Plate), 1Z (Intermediate Zone), MZ (Marginal Zone), SP (Subplate), SVZ
(Subventricular Zone), VZ (Ventricular Zone).
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Cizelge 4.7. Goriiniimii Sekil 4.7.°de verilmis olan 5mC protein ekspresyonunun Chow, PF ve Alc grubu E17
frontal serebral korteks’lerinin VZ, SP ve CP tabakalarindaki immunohistokimyasal H skoru biriminden
densitometrik analizine ait degisim grafigi sunulmustur. Non parametrik Kruskal Wallis testi, her bir guruptaki
tic farkli embriyonik kortikal tabakaya ait H skorlar1 agisindan sadece CP’de anlamli bir degiskenlik tespit
etmistir (P<0.05). CP tabakasina ait H skorlarin ikili gruplar arasinda Conover post-hoc testiyle karsilagtirilmasi,
Alc grubunun Chow ve PF gruplarina kiyasla istatiksel olarak anlamli (P<0.05) sekilde daha yiiksek oldugu ve
Chow ve PF gruplari arasinda anlamli farklilik olmadig: tespit edilmistir (P>0,05) ( *= P<0.05).

4.5.2. 5hmC Boyamasi
Chow, PF ve Alc grubu E17 frontal serebral korteks’lerinde ikincil DNA metilasyonun

durumunu belirlemek amaciyla, bu embriyonik beyin kesitleri iizerinde ShmC niikleer

proteininin semi kantitatif ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.8. Niikleer 5hmC proteinin ekspresyonu, Chow, PF ve Alc grubu E17 frontal serebral ve E17 Alc dorsal
serebral kortekslerinin tek bir hemisferinin X6’lik bityiitmedeki koronal (A-D) ve bu hemisferlerin intermediate
zone tabakasi hari¢ radial uzunlugunu boyunca diger kortikal tabakalari igeren X25°’lik biiyiitmedeki
kolonlarindaki durumu gérillmektedir (E-H). CP (Cortical Plate), 1Z (Intermediate Zone), MZ (Marginal Zone),
SP (Subplate), SVZ (Subventricular Zone), VZ (Ventricular Zone).
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Cizelge 4.8. Goriiniimii Sekil 4.14.”de verilmis olan 5hmC protein ekspresyonunun Chow, PF ve Alc grubu E17
frontal serebral korteks’lerinin VZ, SP ve CP tabakalarindaki immunohistokimyasal H skoru biriminden
densitometrik analizine ait degisim grafigi sunulmustur. Non parametrik Kruskal Wallis testi, guruplar arasinda
¢ farkli embriyonik kortikal tabakaya ait H skorlar1 agisindan da anlamli degiskenlikler tespit etmistir (P<0.05).
VZ tabakasina ait H skorlarinin ikili gruplar arasinda Conover post-hoc testiyle karsilastirilmasi, Alc grubunun
Chow ve PF gruplarina kiyasla istatiksel olarak anlamli (P<0.05) sekilde daha disiik oldugunu ve Chow ve PF
gruplar1 arasinda anlamli farklilik olmadigi tespit edilmistir (P>0,05). SP tabakasina ait H skorlarmin ikili
gruplar arasinda Conover post-hoc testiyle karsilastirilmasi, PF grubunun Chow ve Alc gruplarina kiyasla
istatiksel olarak anlamli (P<0.05) sekilde daha yiiksek oldugunu ve Chow ve Alc gruplari arasinda anlaml
farklilik olmadigi tespit edilmistir (P>0,05). CP tabakasina ait H skorlarinin ikili gruplar arasinda Conover post-
hoc testiyle karsilastirilmasi, ii¢ grubunda birbirinden anlamli diizeyde farkli oldugunu gostermistir. Buna gore
PF ve Alc gruplart Chow grubuna gére anlaml diizeyde daha yiiksek ve PF grubu da Alc grubuna kiyasla daha
diisiik olarak tespit edilmistir (P<0.05) ( *= P<0.05).

4.5.3. MeCP2 Boyamasi
Chow, PF ve Alc grubu E17 frontal serebral korteks’lerinde ikincil DNA metilasyonun

durumunu belirlemek amaciyla, bu embriyonik beyin kesitleri iizerinde MeCP2 niikleer

proteininin semi kantitatif ekspresyonu immunohistokimyasal olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.9. MeCP2 proteinin ekspresyonu, Chow, PF ve Alc grubu E17 frontal serebral ve E17 Alc dorsal serebral
kortekslerinin tek bir hemisferinin X6’lik biiyiitmedeki koronal (A-D) ve bu hemisferlerin intermediate zone
tabakast hari¢ radial uzunlugunu boyunca diger kortikal tabakalart iceren X25’lik biiylitmedeki kolonlarindaki
durumu goriilmektedir (E-H). CP (Cortical Plate), 1Z (Intermediate Zone), MZ (Marginal Zone), SP (Subplate),
SVZ (Subventricular Zone), VZ (Ventricular Zone).
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Cizelge 4.9. Goriinlimii Sekil 4.16.de verilmis olan MeCP2 protein ekspresyonunun Chow, PF ve Alc grubu
E17 frontal serebral korteks’lerinin VZ, SP ve CP tabakalarindaki immunohistokimyasal H skoru biriminden
densitometrik analizine ait degisim grafigi sunulmustur. Non parametrik Kruskal Wallis testi, guruplar arasinda
ti¢ farkli embriyonik kortikal tabakaya ait H skorlar1 agisindan da anlamli degiskenlikler tespit etmistir (P<0.05).
Ikili gruplar arasinda Conover post-hoc testi ile karsilastirma, her ii¢c kortikal tabaka icin de Alc grubu H
skorlarinin Chow ve PF gruplarina kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek (P<0.05) ve Chow ve PF gruplari
arasindaysa farklilik olmadigint géstermistir (P>0,05) ( *= P<0.05).

4.5.4. Western Blot Yontemi ile MeCP2 Protein Ekspresyonu

Chow ve PF gruplarina kiyasla Alc grubu EI17 kortikal tabakalariminda
immiinohistokimya yontemiyle gosterilmis olan MeCP2 protein ekspresyondaki genel artis
egilimini teyit etmek amaciyla ayni grup tiim beyinlerdeki MeCP2 protein ekspresyonu

western blot yontemiyle de analiz edilmistir.
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Sekil 4.10. Chow, PF ve Alc grubu tiim beyinlerdeki MeCP2 ve internal kontrol (housekeeping genes) olarak

kullanilan B-Tubulin ve GAPDH protein ekspresyonlarint temsil eden bantlar goriilmektedir.
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Cizelge 4.10. Goriintii analiz yazihmiyla elde edilen MeCP2 ekspresyon bantlarinin yogunlugu B-Tubulin ve
GAPDH kontrol protein bantlarininin yogunluguna gére normalize edilmistir. One-way ANOVA testiyle, Chow,
PF ve Alc grubu tiim beyinleri i¢in elde edilen MeCP2 ekspresyon degerleri arasinda anlamli degisim tespit
edilmistir (P<0.05). ikili gruplarm LSD post-hoc testiyle karsilastiriimasi, Alc gurubu MeCP2 ekspresyonunun
Chow (P<0.005) ve PF (P<0.05) guruplarina kiyasla istatiksel olarak anamli diizeyde daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Chow ve PF guruplari arasinda anlamli farkliliga rastlanmamustir (P>0,05) (*= P<0.05 ve **=
P<0.05).
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5. TARTISMA

5.1. FASB Hayvan Modeli

Calismamizda insanlarda gézlenen FASB’nin ortaya ¢ikmasinda etken olan, gebelik
sirasinda anne tarafindan kronik olarak alkol kullaniminin taklit edilmesi amaclanmistir.
Literatiirde ¢esitli FASB deney hayvan modelleri bulunmakta ve kabul gdrmektedir
(29,49,171). Bu modellerin bir kisminda gebe deney hayvanma alkoliin akut veya kronik
olarak belirlenen zaman, doz ve hacimde gastrik gavaj veya intra-peritoneal yontemlerle
direkt (zorlamali) olarak verilmesi amaglanmaktadir. Bu sayede gebeligin hedeflenen
doneminde tasarlanan fetal alkol hasarinin olusmasini saglayan kan alkol seviyesine biiylik
oranda ulasilabilmektedir. Fakat yukarida bahsedilen alkol uygulama yontemleri gebe deney
hayvaninin her seferinde zorlamali olarak elle tutulmasini gerektirmektedir. Insanlarda da
gozlendigi iizere deney hayvanlar1 da gebelik siireclerinde oldukca hassas olmakla birlikte
cevresel faktorlerden de oldukga etkilenebilmektedirler. Bu nedenle soz konusu alkol verme
yontemleri deney hayvaninda alkoliin olusturdugu etkinin disinda bir stres olusturmakta ve bu
stresin yarattig1 etkiyi alkoliinkinden ayirt etmek olduk¢a giliglesmektedir. Fakat direkt alkol
uygulamasinin yani sira deney hayvaninin istegine bagli olarak alkol tiikettigi (volunteer
liquid diet drinking paradigm) bir deney modeli de bulunmaktadir (29). Bu deney
paradigmasinda deney hayvaninin barindig kafes igerisine alkol iceren sollisyonun
birakilmas: yoluyla hayvanin istedigi zaman ve miktarda siviyr tiikketmesi saglanmaktadir.
Boylece s6z konusu alkol uygulama yontemlerinin yukarida bahsedilen gebe deney hayvani
iizerinde olusturabilecegi stres faktorii optimum laboratuvar kosullarinda minimuma
indirilebilmektedir. Ustelik bu tip bir metod, davranissal agidan insanlarin alkol kullaniminin
en etkin sekilde modellenmesini de saglamaktadir. Bu nedenlerden dolayir ¢alismamizda
insanlarda goriilen FASB’nin gergege en uygun sekilde taklit edilmesini saglamak amaciyla,
yukarida da bahsedilmis olan farkli deney modelleri igerisinden ge¢misteki tecriibelerimiz

neticesinde en uygun olarak gordiigiimiiz s1ivi deney modelini kullanmis bulunmaktayiz.
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5.2. Serebral Korteks Gelisimi ve DNA Metilasyon Dinamikleri

Gelismekte olan E17 serebral korteksinin radiyal migrasyon goc¢ yolu iizerindeki
tabakalarinin normal ndronal gelisimi ve es zamanli olarak gergeklesen epigenetiksel durumu
fenotipik ve DNA metilasyon markirlariyla immiinohistokimyasal olarak ortaya konulmustur
(Sekil 4.3.). Embriyonik gelisim siirecindeki kortikal tabakalardaki hiicresel g¢ogalma
durumunu belirlemek i¢in Ki67 (proliferasyon markirt) boyamasi gerceklestirilmistir. Ki67
isaretlenmesi neticesinde, embriyonik korteksin en genc tabakasi olarak bilinen VZ
tabakasindaki hiicrelerin biiyiikk bir ¢ogunlugunun Ki67-immiin pozitif (im+) oldugu
gozlenmistir. Boylece korteksteki radiyal gocli gergeklestirecek olan hiicrelerin {iretimini
sagladig1 bilinen VZ tabakasindaki proliferasyon aktivitesi elimizdeki E17 kortekslerinde de
dogrulanmistir (138). Es zamanli olarak VZ tabakasinda dogan ve korteksin bir iist
kompartmanina, radiyal hiicre kolonlarina tutunarak go¢ etmekte olan INP’ler Tbr2 markir
ile isaretlenmistir. Ozellikle VZ ve SVZ arasindaki alanda olduk¢a kuvvetli yogunlukta Tbr2
immiinoreaktivitesinin gdzlenmesi, INP’lerin bu gecis bolgesindeki goc aktivitelerini isaret
etmektedir. SVZ’de de sayica fazla Ki67-im+ hiicre bulunmasina ragmen VZ’ye kiyasla daha
az sayida oldugu gozlenmistir. Boylece literatiirle uygunluk gosterir sekilde elimizdeki E17
fare beyninde, SVZ’nin VZ’den sonra korteksteki ikincil proliferasyon kompartmani oldugu
gozlenmektedir (134). VZ’den SVZ’ye gegisteki Ki67-im+ hiicre gradyantina benzer sekilde
SVZ’deki Tbr2 immiinoreaktivitesinin de VZ’ye oranla daha zayif oldugu gozlenmistir.
Bunlara paralel olarak, olgun néronlara spesifik NeuN boyamasi s6z konusu iki tabakada da
olgun néron bulunmadigimi gostermistir. Gelismekte olan E17 korteksinin en alt iki
tabakasindaki yogun proliferasyon ve INP’lerin varligi ve ayni zamanda olgun néron
bulunmayisi, bu iki tabakanin radiyal migrasyon yolundaki en alt iki tabaka olmalarinin
yaninda E17 korteksinin en gen¢ kopartmanlar1 oldugunu da dogrulamaktadir. Radiyal gog
yolundaki bir iist tabaka olan 1Z°de, SVZ’de de goriildiigii gibi proliferasyon ve INP hiicre
aktiviteleri yogun bir sekilde gozlenmekle birlikte halen olgun néron bulunmadigi tespit
edilmistir. Elimizdeki E17 korteksinde radiyal hattaki ilk NeuN-im+ olgun ndronlar SP
tabakasinda gozlenmistir. Bu ndronlarin niikleuslarinin oval seklinde bir morfolojiye sahip
olduklar tespit edilmistir. Daha alt ve heniiz olgunlasmamis tabakalardaki hiicrelerin niikleus
goriiniimleri incelendiginde hicbirinin SP tabakasindaki olgun néron niikleuslarinin sahip
oldugu oval sekle sahip olmadig1 gozlenmistir. Ornegin VZ ve SVZ tabakasinda béliinmekte

olan hiicrelerin genellikle kiibik veya mekik seklinde ya da diizensiz bir niikleer morfolojiye
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sahip olduklar1 gdzlenmistir. Ileride olgun kortikal duvarm biiyiik bir cogunlugunu
olusturacak olan CP tabakasina bakildigi zaman artik proliferasyon aktivitesinin durdugu
fakat halen INP’lerin en {ist embriyonik kortikal tabaka olan MZ’ye dogru uzandiklari
gozlenmektedir. INP’lerin radial migrasyon sonucunda CP’deki hedef katmanlara
vardiklarinda, bulunduklar1 alana gore degisik noron gruplarma farklilastiklart tahmin
edilmektedir (138). CP’nin iist yarisinda alt yarisina oranla daha fazla NeuN-im+ ndron tespit
edilmistir. Gelisimin bu evresinde CP’nin alt yarisinda Tbr2 boyamasiyla gosterildigi iizere
halen INP hiicreleri gozlenmektedir. Muhtemelen bu hiicrelerin CP’nin {ist yarisinda bulunan
daha yukar1 katmanlarina gog ettikleri diisiintilmektedir. Bundan dolayr E17°de CP’nin iist
yarisindaki ndronal olgunlasmanin alt yarisina kiyasla daha fazla oldugu disiiniilmektedir.
Ozetlemek gerekirse, embriyonik lateral ventrikiil duvarinda yogun bir proliferasyon
aktivitesiyle heniiz higbir sinir hiicresi grubuna farklilasmamis olan noroepitelyal hiicreler
bulunmaktadir. Bu hiicrelerin sayilarini arttirma asamasinda VZ’deyken daha once
bahsedildigi ilizere diizensiz bir niikleer morfolojiye sahip, radiyal glia ya da INP hiicre
gruplarina farklilagip korteksin daha {ist tabakalarina ilerlemeye basladik¢ca morfolojileri ve
ebatlar1 adeta biiylimekte olan bir cocuk gibi degismekte ve en son hedef kortikal katmanlara
ulasip gbclerini tamamlayarak muhtemelen degisik olgun ndron gruplarina farklilasmak {izere
oval sekle biiriindiikleri gézlenmistir. Fenotipik markirlar ile gergeklestirdigimiz boyamalar
gerek degisik noronal hiicre gruplarim1 ve onlarin lokalizasyonlarin1 gerekse bu hiicre
gruplarinin  morfolojilerini tanimamizi kolaylastirmistir. Korteksin farkli tabakalarindaki
hiicre gruplarinin niikleer morfolojilerini tanimak, epigenetik markirlariyla yaptigimiz tekli
boyamalar neticesinde, degisik farklilasma evresinde olan hiicrelerdeki DNA metilasyon
dinamikleri hakkinda daha saglikli yorum yapmamizi kolaylastirmaktadir.

Calisgmamizda E17 korteksinin radiyal migrasyon yolundaki DNA metilasyon
dinamikleri, her bir tabakanin noronal farklilagma durumlari goz Oniinde bulundurularak
degerlendirilmistir. Yogun hiicre artisinin ve ndronal farklilagmanin heniiz yeni baglamakta
oldugu VZ’deki hiicrelerin biiyiik cogunlugunun kuvvetli yogunlukta SmC-im+ olduklari
tespit edilmistir. Bunun yaninda kuvvetli yogunlukta olmasina ragmen daha az sayida
hiicrenin ShmC-im+ ve bu hiicrelerin 5SmC-im+ olanlara gore birbirlerinden daha uzakta ve
daginik olduklart gozlenmistir. Bu tabakadaki DNA metilasyon baglanma proteini olan
MeCP2 isaretlenmesinin ise birgok hiicrede goriilmekle birlikte diger iki markira oranla daha
az yogunlukta oldugu tespit edilmistir. Belirgin proliferasyon aktivitesinin oldugu ve

cogunlugunu heniiz diferansiye olmamis noroepitelyal hiicrelerin olusturdugu VZ’deki
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dominant 5mC ekspresyon goriiniimii, boliinmekte olan ya da bdliinmiis ve ndronal
farklilalagmaya girmekte olan hiicrelerin primer DNA metilasyonuna olan gereksinimlerini
gostermektedir. Bu tabakada daha az sayida hiicrenin ShmC metilasyonuna gereksinim
duydugu goriilmiistiir. Ikinci proliferatif tabaka olan SVZ’de her iic DNA metilasyon
markirinin da VZ’ye kiyasla belirgince daha az sayida hiicrede bulunmakla beraber, SmC’nin
yine de sayica daha fazla hiicrede eksprese oldugu goriilmiisiir.

Daha iist kortikal tabakalardaki DNA metilasyon dinamiklerini kortikal matiirasyonla
iliskilendirmek i¢in SP ve CP’nin olgunlasma seviyeleri NeuN boyanma yogunluklarina gore
belirlenmistir. Bu tabakalardaki NeuN boyanmasinin densitometrik analizi sonucu elde edilen
immiinohistokimyasal H skorlar1 karsilastiritlmistir. Buna gore, her iki tabakada da NeuN-im+
olgun noronlar bulunmasina ragmen densitometrik analiz sonucu SP tabakasindaki noronlarin
CP’ye gore daha yogunca NeuN-im+ olduklar1 tespit edilmistir. Boylece, elimizdeki E17
beyinlerinde birbirlerine komsu kortikal tabakalarin olgunluk acisindan farkli oldugunu
gostermis bulunmaktayiz. Bununla birlikte, iki tabaka arasindaki immiinohistokimyasal SmC
ve 5hmC densitometrik analiz karsilastirmasi neticesinde; 5mC-im+ hiicre niikleuslarinin
boyanma yogunlugunun SP ve CP arasinda farklilhik gostermedigi fakat ShmC-im+’lerin
SP’de CP’ye kiyasla anlamli diizeyde daha yogun sekilde boyandig1 goriilmiistiir. Buna gore
ayn1 beyin kesitleri igerisinde birbirinden farkli derecede olgunluktaki néronlarin bulundugu
tabakalardaki hiicre niikleuslarinin ayni1 diizeyde SmC metilasyonu bulundururken, daha olgun
noronlar iceren tabakadaki hiicrelerin daha fazla ShmC metilasyonu igerdikleri tespit
edilmistir. Bu farklilik, ayni1 beyin dokusunda bulunmasma ragmen farkli olgunluk
seviyesindeki noronlarda gerceklesen DNA metilasyonunun birbirinden farkli basamaklarda
gergeklestigini gostermektedir. Buna gore, gelismekte olan serebral kortekste noronal
farklilagmanin daha olgun evresinde bulunan hiicrelerin daha erken evredeki hiicrelere kiyasla
daha fazla yogunlukta ShmC gereksinimi oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda, korteksin en
genc tabakasi olan VZ’deki diferansiye olmamis ya da yeni diferansiye olmaya baslamis
hiicrelerin ShmC’den daha ¢ok SmC bulundurduklar1 goriilmiistiir. Tiim bunlar, E17 kortikal
gelisimi baz alindiginda noronal farklilagsmanin degisik evrelerindeki bir¢ok hiicrenin hem
SmC hem de 5ShmC icermesine ragmen, ShmC’nin daha ¢ok olgunlagsma, SmC’nin ise yeni
farklilagma geciren hiicrelerde daha aktif oldugunu isaret etmektedir.

ShmC’nin kesfedilmesinden beri, DNA metilasyonuyla iligkili néroepitelyal
farklilagmasimnin ¢oziimlenmesi daha da iyl anlasilmistir. 5mC artist noéronal hiicre

farklilagmast i¢in bir gereklilik olmasina ragmen, farklilagmanin baglamasi, 5mC’nin
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bulundugu durumda, hali hazirda belirgin olarak goézlenmemektedir. SmC’nin 5ShmC’ye
doniisimii bu farklilagmay1 tetikleyebilmektedir. Bu ShmC tarafindan gen aktivasyonunun
iliskili gegis gostermesiyle, promotdr bolgelerdeki CpG adaciklarindaki SmC’nin azalmasiyla
ve transkripsiyonel olarak aktive edilmis genlerin gen govdelerindeki ShmC artis1 ile gayet
uyumlu oldugu goriilmektedir (172).

DNA metilasyon programinin varliginin, geligmekte olan beyinde de ¢ok asikar
oldugu diistinilmektedir. ShmC ayn1 zamanda gelisen hipokampus ve serebellumda da
epigenomik degisiklikler oldugunu gostermistir (172). DNA metilasyon programinin,
noronlarin ve glianin tam olarak olgunlastifi ana kadar, SmC ve ShmC’nin siirekli devam
eden bir sikliis icerisinde bulunuyor olabilecegini belirtmek gerekmektedir. Soyle ki, yiiksek
miktarlarda DNA metilasyonuna sahip farklilagmakta olan néronlar beyindeki hedef
bolgelerine ulastiklarinda veya sinaptogenez ve aktif baglanmasi donemine gecis yaptiklar
sirada SmC ve ShmC’lerini kaybedebilecegi diistiniilmektedir. Bu metilasyon ve demetilasyon
sikliislerinin farklilagmanin bir¢ok evresi boyunca tekrarlanabilecegini 6ngdrmekteyiz. Bu
temporal degisiklikler, DNA metilasyon ve demetilasyonunun, noronal gelisim siiresince
spesifik noronlarin fenotipini belirleyen bir program gibi baskin ¢iktigini isaret edebilecegini

diistindiirmektedir.

5.3. Prenatal Alkol Maruziyeti Sonrasi Fetal Alkol Fenotipi

Calismamizda, kullandigimiz sivi diyet paradigmasiyla FASB fare modeli olusturmak
icin gerekli kan alkol seviyesine ulasilmistir. Birinci trimester sonlarinda baslanarak 2.
trimester boyunca devam eden (E7-17) kronik alkol maruziyeti E17 embriyo viicut ve tim
beyin agirliklarinda Chow ve PF kontrol gruplarina kiyasla diislise yol agmustir. Ayrica alkol
grubu E17 beyinlerinin kortikal kalinliginin kontrol gruplarina gore anlaml diizeyde azaldig
tespit edilmistir. Olusturdugumuz FASB modeli sonucunda elde ettigimiz fetal alkol
fenotipinin 6zellikleri yukarida genel olarak agiklanmistir. Alkoliin neden oldugu viicut ve
beyindeki biiylime geriliklerinin gros morfolojik fenotip olarak tanimlanmasi uygun
goriilmektedir. Elimizdeki gros morfolojik fenotip FASB’li insanlarda gdzlenen biiylimede
gecikme, neokortikal veya serebellar morfogenezde degisiklikler gibi bozukluklar ile uyum
gostermektedir (14). Calismamizda alkoliin etkilerini incelemek i¢in kullandigimiz hedef

anatomik yapir olan serebral korteksi histolojik olarak inceledigimizde, beyin agirliginin
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azalmasinin yanmi sira serebral korteksin gri cevherini olusturan embriyonik Kkortikal
tabakalarin kalimligimin alkol uygulamasi sonucu azaldigi gorilmiistiir (Sekil 4.2, Cizelge
44).

Korteksteki gri cevher kitlesinin azalmasinin yani sira, bu tabakalar1 olusturan hiicre
dagilimlar1 ve morfolojileri de ayrica incelenmistir. Ornegin normal gelisimde birbirinden
ayrik ve diizenli dizilimdeki CP tabakasi hiicre organizasyonunun, alkoliin etkisi sonucu
birbirlerine oldukca yakinlagmis ve dizilim diizeni bozulmus, adeta mozaik gibi bir gériiniim
aldig1 tespit edilmistir. Ayrica, muhtemelen kortikal kalinligin azalmasina paralel olarak
gelistigi diisiiniilen, lateral ventrikiil genisliklerinin belirgin bir sekilde arttigi gézlenmistir.
CP tabakasindaki hiicrelerin niikleus morfolojileri de incelenmistir. Normalde bir ¢ogu olgun
veya olgunlasma evresindeki ndron morfolojisini temsil eden yuvarlak veya ovalimsi
goriiniimiindeki hiicre niikleuslarinin alkoliin etkisi sonucu kii¢iilerek mekik seklinde bir
morfolojiye biiriindiikleri tespit edilmistir (Sekil 4.3). Daha kiigiik, mekik veya diizensiz
sekildeki niikleer morfoloji korteksin heniiz néronal farklilasmanin erken evrelerinde bulunan
daha geng tabakalarindaki (VZ ve SVZ) niikleer goriiniimle benzerlik gostermektedir.

Alkol sonras1 embriyonik beyin agirhiginin azaldigi elimizdeki gros morfolojik
fenotipin, aslinda kortikal hiicre organizasyonunun degistigi ve noronal farklilasmanin
etkilendigini gosteren anormal niikleer morfoloji gibi bozukluklarin bir sonucu olarak ortaya
ciktigr distiniilmektedir. Alkoliin fetal gelisim tizerindeki teratojenik etkileri asikar olmakla
birlikte calismamizda tespit edilen alkole bagli gelisimsel biiyiime gerilikleri FASB’nin
insanlarda gozlenen etkilerini 6zellikle beyin {izerinde modellemek agisindan hedefimize

ulagtifimizi gostermektedir.

5.4. Noronal Fenotip Degisiklikleri

Calismamizda ortaya cikan fetal alkol fenotipinin gros morfolojik ve histolojik
ozellikleri yukaridaki bdoliimde ayrintili olarak tarif edilmistir. Bu bdoliimde, alkol
uygulamasiyla ortaya cikan s6z konusu fenotipteki serebral korteksin farkli kortikal
tabakalarinin ve noronal diferansiasyonun farkli evrelerini temsil eden ayri tipteki ndronal
hiicreleri nasil etkiledigi tartisilacaktir.

Daha oncede bahsedildigi tizere kortikal kalinligin azalmasi gri cevher miktarinin

azalmasiyla iligkilendirilmistir. Buna gore E17 frontal korteksinde olgun néron markir1t NeuN
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immiinohistokimyasal boyamasi sonuglar1 degerlendirilmistir. Calismamizda da teyit edildigi
tizere normal gelisimdeki E17 fare korteksinde olgun noéronlar yalmizca SP ve CP
tabakalarinda bulunmaktadir. Alkoliin etkisi sonucu, bu tabakalardaki NeuN ekspresyonu
halen gozlenmekle birlikte, niikleer NeuN boyanma yogunlugunun Chow ve PF kontrol
gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu saptanmustir (Sekil 4.4.,
Cizelge 4.6.). Bu tablo fetal alkol fenotipindeki serebral korteksteki néronlarin dolayisiyla sz
konusu kortikal tabakalarin kontrollere gore daha az olgunlasmis oldugunu gostermektedir.
Olgun noron tespitine paralel olarak korteksteki diger bir tip noronal hiicre grubu olan
INP’lerin durumu da incelenmistir. Korteksin en geng¢ tabakasi olan VZ’de dogan
ndroepitelyal hiicreler ve farklilagma siirecine girerek radiyal glia kolonlarini adeta merdiven
gibi kullanarak daha yukaridaki kortikal hedef noktalarina dogru go¢ etmektedirler. Bu
siiregte hiicresel farklilasma da devam etmektedir. Ozellikle VZ’den SVZ’ye dogru goc
etmekte olan noroepitelyal hiicrelerden farklilasmis INP hiicreleri Tbr2 adi verilen
transkripsiyon faktoriinii yogunca eksprese etmektedirler. Elimizdeki E17 frontal serebral
korteksindeki Tbr2 boyamas: incelendiginde, INP hiicrelerinin VZ ve SVZ tabakalarinda
olduk¢a yogun ve yukan kortikal tabakalara (MZ’ve kadar) gittikce azalan yogunlukta
immiinoreaktivitede, neredeyse bir kortikal katmanin uzunlugu (VZ veya SVZ) boyunca
devamli lifler goriiniimiinde bir ekspresyon paterni gosterdigi tespit edilmistir. Prenatal alkol
maruziyeti sonucunda, 6zellikle VZ ve SVZ tabakalarinda gozlenen Tbr2 immiinoreaktivitesi
belirgince azalmakla birlikte devamlilik gésteren sagakli lif goriiniimiiniin yerini daha kisa ve
zayif lifler goriinimii almistir (Sekil 4.6.). Kontrol gruplarinda alt kortikal tabakalarina
kiyasla daha zayif olan SP ve CP tabakalarindaki Tbr2 paterninin, alkoliin etkisiyle neredeyse
gbzden kayboldugunu gostermektedir. Bu bulgu daha yukari tabakalara go¢ etmekte olan INP
hiicrelerinin ~ kontrol gruplarma goére azalmis ve diizensizlesmis olmas1 olarak
aciklanabilmistir. E17 Alc ile Chow ve PF kontrol gruplarinin karsilastirmasinin yani sira
embriyonik yas kontrol grubu olan E16 Chow serebral korteksi de Tbr2 boyamas1 agisindan
incelenmistir. Oncellikle E16 Chow grubu ve E17 Alc grubu beyinlerindeki frontal korteks
kalinliklarinin hemen hemen ayni oldugu gozlenmistir (Sekil 4.6.). Bu durum s6z konusu
alkol uygulamasinin korteks gelisiminde farede bir embriyonik giine yakin bir gecikmeye
neden olmus olabileceginin bir gostergesidir. Fakat calismamizda sadece 3 farkli gebe
anneden elde edilen E16 fare embriyosuna ait beyin ornekleri kullanilmistir. Bu nedenle

caligmamizin esas yas grubunu olusturmayan, sadece ihtiyacen kullanilan E16 Chow
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gruplariyla yaptigimiz karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli sayida olmayip yalnizca
basit goreceli karsilagtirmalarimiza katki saglamistir.

Gelismekte olan neokortekste glutamerjik ve piramidal projeksiyon noronlarini
olusturan iki tip progenitdr hiicre popiilasyonu bulundugu bilinmektedir. Bunlardan biri
radiyal gliadir ki ileride néron ve glial yapilarini olusturur ve VZ tabakasinda Pax6 adi verilen
“homeodomain” ailesinden bir transkripsiyon faktoriiyle karakterizedir. ikinci tip progenitdr
grup ise, INP’lerdir. VZ’de boliinmeye baslarlar ve ileride yalnizca noronlara farklilasirlar.
Radiyal glialarin INP’lere doniisiimiinii inceleyen bir calismada, bu islem gerceklesirken,
radiyal glia hiicrelerde Pax6 ekspresyonu dramatik diizeyde azalirken Tbr2 ekspresyonunun
tam tersi arttifi gozlenmistir. Daha sonra radiyal gliadan farklilagsan INP’lerin yogunca
Tbr2’yi eksprese etmeye devam ettigini gostermislerdir. Tbr2 ekspresyonunun CP tabakasinin
norogenezi i¢in bir hazirlik oldugu gosterilmistir. Ventrikiiler kompartmanlarda radiyal
gliadan farklilasan INP’ler CP’deki hedef noktalarina ulastiktan sonra postmitotik néronlara
farklilastiklar1 gosterilmistir. Bu farklilagsmayla beraber Tbr2 ekspresyonu bu hiicrelerde ya
olduk¢a minimum diizeyde kalmakta oldugu ya da tamamen kayboldugu gosterilmistir. Iste
INP’lerden farklilasmis bu postmitotik néronlar Tbr2 ekspresyonunu kaybetmekle birlikte
ayn1 transkripsiyon ailesinden Tbrl’i yogunca eksprese etmeye basladiklari bilinmektedir.
Kortekste postmitotik noronlara farklilagma siirecindeki transkripsiyon faktorii gradyanti
Ozetle, radiyal glia’dan-ara INP’lere donilisiimde Pax6 azalirken Tbr2 artigi, INP’ler CP’de
postmitotik ndronlara doniisene kadar yogun Tbr2 ekspresyonu devam ederken, postmitotik
ndronlara doniisiimle beraber Tbr2 ekspresyonu azalirken Tbrl artmasi yoniinde gergeklestigi
gosterilmistir (173). Tbr2’nin kondisyonel olarak ¢ikarilmasinin kortekste INP hiicre kaybina
yol agtig1 bilinmektedir (138). INP hiicreleri daha alt tabakalardaki non-diferansiye hiicrelerin
farklilagarak iist kortikal tabakalara olan trafigini ve bu iki kismin birbirine olan iletisimini
saglayarak serebral korteksin radiyal eksende genislemesine ve noronal farklilasmasina
indirek olarak 6nemli katki sagladigi bilinmektedir (135). Tbr2’den yoksun beyinlerde INP
hiicrelerin kaybinin yani sira radiyal eksendeki kortikal genislemenin yeteri kadar
gergeklesmedigi gortilmistiir (135).

Yukarida anlatildig tizere CP norogenezini indirekt olarak yonlendiren ve kortikal
genislemede Onemli rol oynayan INP hiicreleri ve bu hiicrelerle karakterize Tbr2
transkripsiyon faktoriiniin beyin gelisimindeki rolii asikardir. Fetal alkol fenotipimizdeki E17
beynindeki tiim kortikal kalinligin azalmis olmasiyla beraber, her bir kortikal kompartmanin

ayr1 ayr1 incelenmesiyle, ilging bir sekilde VZ+SVZ kalinliklariin kontrol gruplarina kiyasla
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daha uzun, SP ve CP tabakalarinin dramatik olarak daha kisa oldugu goriilmiistiir. Daha geng
olan, yukari kortikal bolgelere go¢ ederek olgun néronlar olusana kadar noéronal degisim
gecirecek olan hiicrelerin iiretildigi katmanlar daha uzun, bununla ilerideki olgun serebral
korteksin 6 katmanli duvarini olusturacak olan embriyonik CP tabakasi dramatik sekilde daha
kisa goriilmektedir. Tbr2 transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunun azalmasi ve yukari
tirmanan INP’leri ya da kismen radiyal glialar1 temsil eden lifli paterninin neredeyse ortadan
kaybolmasi, VZ ve SVZ’deki radiyal glianin INP’ye doniisiimiiniin 6nemli o6lgiide
etkilendigini isaret etmektedir.

Tbr2’den yoksun transgenik farelerde INP’lerin ortadan kalkmasi ve es zamanh
kortikal kalinlikta azalma goriilmesi, elimizdeki fetal alkol fenotipinde kortikal kalinligin
ozellikle CP’nin azalmasi1 ve VZ+SVZ basta olmak iizere diger tim kortikal bolgelerdeki
Tbr2 ekspresyonunun azalmis olmasiyla uygunluk gostermektedir. Sonu¢ olarak
calisgmamizda prenatal alkol maruziyetinin kortikal nérogenezi nasil olumsuz etkilediginin
molekiiler kanitlarindan biri olarak alkoliin Tbr2 transkripsiyon faktoriiniin igleyisini bozarak
INP formasyonunu dolayisiyla kortikal genislemeyi etkilemis olabilecegi ilk defa
gosterilmistir.

Alkole bagli kortikal biiylime geriligi tablosu iizerinde Tbr2 isleyisinin bozulmasi
sadece bir sonugtur. Alkol pis bir uyusturucu madde “dirty drug” olarak nitelenebilir.
Organizmada birgok molekiiler yolagi bagimsiz sekilde ya da tek bir tanesini etkileyerek
domino tas1 etkisi gibi birbiri ardina gelisen biyolojik olaylarin bozulmasma yol agiyor
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin bizim ¢alismamizda, belki de kortikal gelisimin daha
erken bir asamasinda ventrikiil duvarlarina yapisik olarak dogan noroepitelyal hiicre
proliferasyonu/iiremesi veya gelismesini ya da bu hiicrelerin ¢evre dokuyla molekiiler
etkilesimlerini degistirmis olabilecegi de diisiiniilmektedir. Ya da daha oOnce iizerinde
durulmus olan diger transkripsiyon faktérlerini de etkilemis olabilir. Ornegin radiyal glia
hiicrelerinin INP’lere doniisiimii i¢in gerekli olan Pax6’in regiilasyonunun azalmasi ve
bununla beraber Tbr2 ekspresyonunun artmasiyla devam eden transkripsiyon faktori
gradyantinin bozulmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Daha sonra yapilacak ¢aligmalarda Tbr2
ile beraber Pax6 ve Tbrl faktorlerinin kortikal organizasyondaki durumlarinin incelenmesiyle,
alkoliin yarattig1 kortikal teratojenitenin daha net anlasilabilecegi diistiniilmektedir.

Kortekste alkole bagl gelisen anormal kortikal gelisimin altinda yatan nedenleri daha
iyl anlamak i¢in Tbr2 davranisinin gézlenmesine ek olarak, INP’lerin migrasyonunda biiyiik

oneme sahip oldugu yakin zaman once gosterilmis olan P2Y1 reseptoriiniin de ekspresyon
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davraniglart incelenmistir (138). P2Y'1 bir purinerjik reseptdr olmakla birlikte hiicrede enerji
yolaginda rol alan bir ATP reseptorii olarak bilinmektedir (138). P2Y1 reseptoriiniin, VZ ve
SVZ’deki Ca*? yolagi ve ATP sinyalizasyonu etkilesimleri ve bunun migrasyondaki rolii
genel bilgiler béliimiinde ayrmntil1 olarak agiklanmistir. Ozetle, yukar1 kortikal tabakalara gog
etmekte olan INP’lerin siirekli olarak ATP cevabi olusturdugu ve bunun bir gostergesi olarak
P2Y1 ATP reseptoriinii eksprese etmekte oldugu ve INP’lerin postmitotik nodronlara
farklilastiktan sonra hiicreler statik duruma gecerek yani migrasyona son vererek ATP
cevabini ve P2Y1 ekspresyonunu kaybettikleri goriilmiistiir (138). Tiim bunlar go¢ etmekte
olan INP’lerin yakit olarak yogun miktarlarda ATP kullandigini ve bunun P2Y1 reseptorii ile
kolayca belirlenebilecegini isaret etmektedir. Fetal alkol fenotipinde ve kontrol beyinlerinde
gerceklestirdigimiz P2Y1 boyamasi, P2Y1 ekspresyonunun kontrol guruplarinda ¢ogunlukla
SP tabakasi ve CP’nin en alt tabakalarinda lokalize oldugunu, alkol fenetopimizde ise bu
bolgelerdeki P2Y'1 ekspresyonunun gozle goriiliir sekilde azaldigr tespit edilmistir (Sekil
4.5.). Bu durum, E17°deki normal gelisim sirasinda bu iki neokortikal katmanda agiga ¢ikan
yogun ATP cevabini temsil etmektedir. Bu cevabin olugsmasi da muhtemelen gog¢ etmekte olan
INP hiicreleri tarafindan olusturulmaktadir. Ilging olarak, P2Y 1 nin kortikal migrasyondaki
roliinlin ortaya cikarilmasi i¢cin gerceklestirilen calismada E14 ve E15 fare korteksleri
kullanilmig ve bu beyinlerde hemen hemen her neokortikal tabakada gdzlenmesine ragmen
P2Y1‘nin yogun olarak VZ ve SVZ ara bolgesinde eksprese oldugu gosterilmistir (138).
Calismamizda ise hem E16 hem de E17 beyinleri kullanilmis ve yukarida bahsedilen
calismadan farkli olarak, VZ ve SVZ kompartmanlarinda P2Y1 ekspresyonunun hi¢
bulunmadig1 goézlenmistir. Daha ziyade bu reseptoriin aktivitesinin daha tist kortikal
tabakalara kaydigi gézlenmistir. Elde ettigimiz bu farkliligin, tamamen E14-15 ile E16-17
gelisim siiregleri arasindaki kisa donemde INP’lerin muhtemelen hizlica daha st
kompartmanlara gd¢ etmis olabilecegini gostermektedir. Fakat alkol fenotipindeki
kortekslerde kontrol gruplarina kiyasla bu bolgelerdeki gozle goriiliir P2Y1 ekspresyon
azalmasi, bu alanlarda go¢ eden ¢ok az INP bulundugunu isaret etmektedir. Ayrica, spekiilatif
olarak bu alanlarin P2Y1 reseptoriinden yoksun olmasi bu alanlarda belki INP’lerin
bulunmasina ragmen ATP cevabi olusturamayip hiicre mobilizasyonlarini kaybettikleri ya da
o tabakadaki INP sayisindaki azalma olarak yorumlanabilir. Destekleyici olarak bu
bolgelerdeki Tbr2 ekspresyonunun azalmis olmast INP’lerin miktar olarak da azalmig

olabileceginin bir gostergesidir. Fakat konunun daha iyi anlasilabilmesi i¢cin P2Y1
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reseptoriiniin etkilesim halinde bulundugu Ca*? yolaginin da takibe alinmasimin oldukca
yararli olabilecegi diistiniilmektedir.

Tiim bunlara ek olarak, ilging olarak Ki67 proliferasyon markiri ile ayni kortikal
kesitler iizerinde yaptigimiz boyamalar neticesinde alkolin VZ ve SVZ tabakalarinda
gergeklesen hiicresel cogalma aktivitesinde bir degisiklige neden olmadigr gosterilmistir.
Korteksin hiicre amplifikatorii gorevi goren VZ ve SVZ’deki proliferatif tabakalardaki
cogalma islemleri etkilenmezken, Tbr2 ile gosterilen muhtemel radiyal glia ve INP
aktivasyonunun, P2Y1 ile SP ve CP’deki INP migrasyon aktivitesinin bozulmasi ve ayrica
NeuN ile gosterilen olgun néron aktivitesinin azalmis olmasi durumlari; alkoliin tek tek SP ve
CP kalinligindaki azalmaya neden olurken, VZ ve SVZ’nin kontrol gruplarina kiyasla daha
genis olmasiyla uygunluk gostermektedir. Buna gore muhtemelen alt tabakalarda yogun
proliferasyon aktivitesiyle hiicreler bu kompartmanlarda birikmekte fakat radiyal glia ve
sonrasinda INP ndronal farklilasma doniisiimiine yeterli seviyede giremedikleri i¢in kortikal
gelisimin ilerlemesine ragmen bu kompartmanlarda hapis kalmis olduklar1 diigiiniilmektedir.

Daha tist tabakalardaki INP ve ndronal azalmada ortaya atilan bu fikri desteklemektedir.

5.5.  Prenatal Alkol Maruziyeti Sonras1t DNA Metilasyon Dinamikleri

Calismamizda olusturdugumuz FASB modelinde ortaya ¢ikan fetal alkol fenotip E17
serebral korteksinin kompartmanlarindaki morfolojik ve hiicresel degisiklikler, fentotipik
noronal markirlar yardimiyla molekiiler diizeyde basitge agiklanmistir. Calismamizin
epigenetik perspektifindeki ilk amaci, eriskinde serebral korteksin 6 katmanli fonksiyonel
yapisint olusturacak olan ve gelisim sirasinda bir¢cok karmasik molekiiler mekanizmanin bir
arada isleyisiyle olugsmakta olan fetal beyin lizerindeki DNA metilasyon dinamiklerinin ortaya
konmas1 olmustur.

Bu boliimde ise prenatal alkol maruziyetinin neokortikal kompartmanlardaki DNA
metilasyon isleyisinin dogasini nasil etkiledigine ait sonuglar verilerek bunlarin ne anlama
geldigi tartigilacaktir.

Primer DNA metilasyon markirt olan SmC ekspresyonu Chow, PF ve Alc gruplari
arasindaki E17 frontal kortekslerinin VZ, SP ve CP tabakalar1 agisindan karsilastirilmistir.
Chow ve PF kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli hi¢bir farkliliga

rastlanmazken, Alc grubu CP tabakasindaki SmC ekspresyonunun kontrol gruplarina kiyasla
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arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.7., Cizelge 4.7.). Bunun yani sira ikincil DNA metilasyon
markirt olan ShmC ekspresyonun PF izokalorik kontrol ve Alc gruplarinda Chow kontrol
grubuna kiyasla artmis oldugu gorilmiistiir. Ayrica Alc ve PF gruplan arasindaki ikili
karsilagtirma Alc gurubundaki ekspresyonun PF’dekine gore anlamli diizeyde daha fazla
oldugunu da gostermistir. Neokorteksteki ShmC ekspresyonu VZ ve SP tabakalariminda da
farkliliklar gdstermistir. Ornegin Alc grubunda VZ’deki ShmC ekspresyonunun kontrol
gruplarina gore azalmis oldugu goriilmiistiir. SP tabakasinda ise Chow ve Alc gruplarina
kiyasla, PF grubunda 5ShmC ekspresyonununda artis tespit edilmistir (Sekil 4.8., Cizelge 4.8.).
Calismamizda gerek gros morfolojik ve hiicresel ya da fenotipik néronal markirlar gerekse
tiim epigenetik markirlarin karsilastirilmasi agisindan izokalorik kontrol grubu olan PF’de asil
kontrol olan Chow gurubuna kiyasla bir tek degisiklik ShmC ekspresyonu agisindan
gerceklesmistir. ShmC ekspresyonu agisindan PF gurubunda gozlenen bu degisimlerin dogru
olup olmadiginin anlasilmasi i¢in immiinohistokimyasal densitometrik analiz tekrarlanmis ve
ayni sonugclara tekrar ulagilmistir.

Caligmamizdaki en carpici epigenetik bulgu ise DNA metilasyon baglama proteini
MeCP2 ekspresyonuna aittir. Alc gurubunda her ti¢ kortikal kompartmanda da kontrol
guruplarma kiyasla ekspresyon artis1 goriilmiistiir (Sekil 4.9., Cizelge 4.9.). Bu ekspresyon
artist ayrica E17 beyinleri iizerinde gerceklestirilen Western blot yontemiyle de teyit
edilmistir (Sekil 4.10., Cizelge 4.10.).

Gerek epigenetik gerekse fenotipik noéronal markirlarin E17 VZ, SP ve CP
kompartmanlarinda analiz edilmesinin amaci, bu alanlarin gelismekte olan beyindeki ndronal
farklilasmay1 ¢cok hizli ve net degiskenlikte temsil etmesinden kaynaklanmaktadir. Onemli bir
cevresel etken olarak alkoliin fetal beyin gelisimine yapmis oldugu etki, bu tabakalardaki
néronal ve epigenetik degisimler ile net bir sekilde izlenmistir. En temel epigenetik
mekanizmalardan biri sayillan DNA metilasyonunu temsil eden cesitli markirlarin dogal
diizenlerinin alkolle birlikte, noronal olgunlasmanin sekteye ugramis oldugu E17 beyinlerinde
bozuldugu go6zlenmistir. Alkoliin DNA metilasyon mekanizmasin1 serebral korteks
gelisiminindeki gecikmeyle korele bir sekilde etkiledigini gdstermis olmamiza ragmen, bu
gecikmenin hatali DNA metilasyon programindan kaynaklanip kaynaklanmadigi geliskili bir
konudur.

DNA metilasyonu organizmada cevre ve gen ekspresyonu arasinda iletisim kuran bir
koprii vazifesi gormektedir. Bunu gen transkripsiyonunu aktive veya inhibe edici sekilde

gerceklestirmektedir. DNA metilasyonunun, kromatinin O0kromatin ve heterokromatin
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bolgelerinde gerceklestigi goriilmiistiir. Ornegin, Okromatin bdlgeler az yogunlukta
transkripsiyonel olarak aktifken, heterokromatinin genellikle kondens ve sessiz oldugu
gdzlenmistir (64). Iki asil kromatin tipinin de belirgin epigenetik modifikasyonlar ile ilgili
olmaya egilimli oldugu goriilmistiir. ShmC’nin embriyonik kok ve zigotik hiicrelerde
stiregelen bir DNA metilasyon formu olarak bulundugu bilinmektedir (89,90). Global
analizler, ShmC’nin transkripsiyonel olarak aktif veya embriyonik kok hiicrelerde ve
gelismekte olan beyinde aktivasyona dogru doniistigi genlerle iliskili oldugunu
gostermektedir (91,92). Diger ¢alismalarda, susturulmus genlerdeki eksprese edilmis sekle
dontismekte olan ShmC’nin, embriyonik kok hiicrelerdeki aktive edici ve baskilayici histon 3
modifikasyonlari ile iki degerlikli bir sekilde bagli oldugu bulunmustur (93,94). ShmC’nin
fonksiyonel sonuclari, gen govdesi ve gelisimsel diizenleyici genlerin promdotor bogeleri ile
ilisikli olarak ve aktive edici histon kodlar ile iligkili bolgelerde zenginlestirilmis olarak
genomik dagilimi ile daha da desteklenmistir (91,95). Sonug olarak, ShmC ve SmC bagimsiz
bir sekilde 6zgiin metil baglama proteinlerine (transkripsiyonel diizenleyiciler) bagimsiz bir
sekilde bagli ve sirasiyla heterokromatin ve dkromatine farkli bir sekilde kolokalize oldugu
gosterilmistir (96). Calismamizda E17 beyinlerindeki 5SmC, 5hmC ve MeCP2 protein
ekspresyonlariin E17 beyinlerindeki niikleus kromatinlerindeki lokalizasyonlarini ele alacak
olursak, SmC ve MeCP2’nun birbirine uygunluk gosterircesine hiicre niikleuslarindaki daha
acitk yani Okromatin bolgelerde kiimelendigini, ShmC’nin ise tersine daha koyu
heterokromatin bolgelerde yogunlastigi goérilmiistiir. Buna uygunluk gostererek SmC ve
MeCP2 aktivitelerinin transkripsiyon aktivitesini inhibe edici, ShmC’nin ise aktiflestirici
etkileri oldugu bilinmektedir. Bu epigenetik faktorlerin bir arada ahenk icinde calismasiyla
organizmadaki  transkripsiyonel isleyisin normal seyirde slirmesinin  saglandig
diistiniilmektedir.

Caligmamizda fetal alkol uygulamasimin etkisiyle, 5mC, 5hmC ve MeCP2
ekspresyonlarinin biiyiik ¢ogunlugunu olusturdugu DNA metilasyon dinamiklerinin, E17
beyninde, noéronal farklilasmanin essiz Orneklerinden birinin temsil edildigi neokortikal
tabakalarda bariz bi¢gimde bozuldugu gosterilmisti. DNA metilasyon dongiisiiniin
gergeklesmesini saglayan bu proteinlerin organizmadaki transkripsiyonel aktivite tizerindeki
etkileri goz oniinde bulunduruldugunda, gerek gros morfolojik ve gerekse fenotipik ndronal
markirlariyla etkin sekilde tarif ettigimiz fetal alkol fenotipik E17 neokortikal tabakalarindaki
bozulmus DNA metilasyonu neticesinde bu tabakalardaki hiicrelerin transkripsiyon

aktivitelerinin de benzer sekilde bozulmus olabilecegi tahmin edilmektedir.
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DNA metilasyon dinamiginin diizgiin isleyisinin embriyonik gelisim i¢in yasamsal
onemi bulunabilmektedir. Farkli ¢calismalarda DNMT veya TDG proteinleri gibi metilasyon
mekaniginin kondisyonel olarak silinmesi veya fazla ekspresyonunun embriyoda 6liime yol
actig1 gosterilmistir (174-176). Metil baglayici proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlarin,
Rett sendromu, Angelman sendromu ve Prader-Willi sendromu gibi gelisimsel defisitlerin
ortaya ¢ikmasma neden oldugu bildirilmistir (177-179). Bir baska calismada kiiltiirde
uygulanan DNA metilasyonu i¢in bir DNMT inhibitorii olan AZA, ndrulasyonda embriyonik
biliyiimeyi geciktirmistir (100). Benzer bir sekilde kolin eksikligi (meti/ donor olmamasi)
global olarak fare hipokampusundaki noroepitelde DNA metilasyonunu ve gen-spesifik
metilasyonunu azaltmis ve hafiza performansini bozmustur (180). Diger taraftan, diyete kolin
eklenmesinin  hipokampustaki noéronal sistemlerdeki gelisimsel defisitleri azalttig
gosterilmistir (181-183). Literatiirdeki bu bulgular 1s1ginda, DNA metilasyonunun tekrar
diizenlenmesinin FASB modellerinde alkol teratojenitesini yiriittigliniin mantikli oldugu
diisiiniilmektedir. Fakat, hangi grup genlerin metilasyon degisikliklerinde hedef oldugu
konusu halen agik degildir.

Epigenetik perspektifli yakin zaman once gerceklestirilmis bir FASB c¢alismasinda,
DNA metilasyon programi dahilinde SmC’nin aksiyel ve dorsoventral planda zaman-uzamsal
olarak noéral tiip matiirasyonu ile iliskili oldugunu ve ndral tiip matiirasyonundan da 6nce
mevcut oldugunu gostermislerdir (100). Calismamizda karmasik beyin gelisimi siirecinde,
DNA metilasyon programini SmC, ShmC ve MeCP2’yi de isin igine katarak serebral korteks
olusumunda ndronal farklilasmay1 ve olgunlasmay1 adim adim incelemis bulunmaktay1z.

Bu c¢alisma, DNA metilasyon programinin serebral korteks farklilagmasi ve
matiirasyonu sirasinda gayet iyi diizenlendigini ve alkoliin bu dengeyi bozarak normal
gelisimi geciktirdigini ilk kez gosteren bir ¢caligma niteligindedir.

Gebe anneler tarafindan veya gebelik Oncesi anne ve baba tarafindan alkol
kullaninminin embriyonik gelisim ve sonrasinda dogan ¢ocuklarda yasam boyu ¢ok olumsuz
teratojenik etkileri bulunmaktadir. Ilgili teratojenik etkiler, giris kisminda iizerinde duruldugu
iizere; beyin hasari, prenatal ve devaminda postnatal biiylime gerilikleri ve ozellikle yiiz
bolgesinde morfolojik defektleri de kapsayacak sekilde ¢ok genis spektrumda fenotipe
yanstyabilen gelisimsel kusurlara yol acabilmektedir. Ulkemizde, ulusal literatiir bilgisi
dahilinde gebelik siiresince alkol kullanimin yaygin olduguna dair hi¢bir bilimsel rapor
bulunmamaktadir. Ote yandan, iilkemizde de diger her toplumda oldugu gibi kokeni tam

olarak bilinmeyen mental retardasyon, hiperaktivite, 6grenme bozukluklar1 ve postnatal
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bliytime gerilikleri dahil birgok gelisimsel merkezi sinir sistemi hasarina bagli beyin
fonksiyon anomalileri gdzlenen ¢ocuk, geng ve yetiskin birey bulundugu. Fakat gézlenen bu
fenotiplerin altinda yatan g¢evresel ve genetik etmenlerin, bu hastalarin ve ailelerinin tibbi
gecmisleri yeterince sorgulanmadigi i¢in anlasilamadig distiniilmektedir. Verilen 6rneklere
benzer anormalliklerin, batili tilkelerde 6zellikle pediatri kliniklerinde prekonsepsiyonel ve
prenatal alkol kullanimi tespit edildigi durumlarda FASB bozukluklar1 sinifina dahil edildigi
bilinmektedir. Ulkemizde de gézlenen buna benzer fenotiplerin bir kismmin alkol veya diger
uyusturucu maddelerin teratojenik etkileri sonucunda ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir.

Gerek ulusal gerekse kiiresel Olcekte diisiiniildiigiinde, ¢agimizda hizli niifuz artisina
bagli gelisen c¢arpik sosyoekonomik gelismelerin, insanlart hizla uyusturucu madde
kullanimina yonlendirdigi ve sonucunda da madde bagimliligina yol a¢tig1r gozlenmektedir.
Maalesef, alkol basta olmak iizere uyusturucu madde bagimliliginin toplumumuz iizerine de
oldukg¢a olumsuz etkileri goriilmektedir. Ayrica, gelecek 10-20 yillik siire igerisinde
toplumumuzda alkol kullaniminin olumsuz etkilerinin daha da siddetli bicimde kendini
gosterecegi ongorillmektedir.

Calismamizda, alkol teratojenitesinin olumsuz sonuglarinin, embriyonik gelisimi
kontrol eden epigenetiksel molekiiler mekanizmalarin isleyisi iizerindeki etkileri anlagilmaya
calisilmistir. Sonug olarak; bu ¢alismayla elde edilen bilgiler kazandirilmasi amaglanmis olan
epigenetiksel bakis acisinin gelecekte sadece alkole baglh degil, ayrica toplumda diger
uyusturucu madde bagimliliklariyla ortaya cikabilecek teratojenik kusurlarin da daha iyi
anlagilabilmesi ve bu olumsuz etkilerin 6nlenebilmesi ic¢in gelistirilecek temel ve klinik

terapotik ¢aligmalara model olabilecegi ongoriilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Epigenetik kalitimsal olmakla birlikte, tabiati geregi evrimlesebilir ve modifiye olabilir
ozellikte oldugu anlasilmistir. Epigenetik olaylarin hangi c¢evresel faktorler tarafindan ve nasil

etkilendigi fetal hayatta alkol ile indiiklenmis FASB ile gosterilebilinecegi diisiintilmektedir:

e 5hmC 5mC’ye gore fazlaca cesitlilik gostermektedir ve sinir sistemi gelisimi sirasinda
oldukga etkin ve yaygindir.

e Gelisim sirasindaki DNA metilasyonu rasgele degildir, aksine dinamik ve spesifik bir
sekilde gelisimsel olaylar1 degistirmek tlizere evrimlesmistir.

e Alkol, DNA ve histon metilasyonunu, asetilasyonu ve/veya kodlanmayan RNA’lar
tizerinde etkili olmak icin, metabolik olarak metil dondrlerin varligini degistirebilir.

e Gebelikteki alkol alimi, fetal donemde biyolojik olarak bircok ilgili genin DNA
metilasyonu ve histon kodifikasyonunu degistirebilir, bu gibi degisiklikler yasamin ge¢ donemlerine
kadar devam edebilir ve gen transkripsiyonunu etkileyebilir.

e FASB’daki terapotik gelismeler alkoliin metil dondrleri gibi epigenetik Oncii bilesenlere
ulagabilmesini diizenlemeye odaklanmalidir.

e DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu hiicre veya doku spesifik oldugundan,
epigenetik ile ilgili gelecekteki analizler hiicresel ve genomik yaklasimlari igermelidir.

e FASB’da altta yatan epigenetik sebepler, epigenetik {iizerindeki cevresel etkilere en

miikemmel 6rnegi teskil etmektedir.

Epigenetigin gelecekteki tibbin merkezinde yer alacagi ongoriilmektedir. Epigenetigin
tiptaki yeri, hastalik ve tedavilere geleneksel genetik bakigin sinirlarini fazlasiyla asacak
nitelikte goziikmektedir. Kanser arastirmalar1 daha cok tibbi epigenetige dogru kaymaya
baslamistir. Bir sonraki epigenetik dalganin gelisimsel tipta olmasi1 beklenmektedir. Bunlar,
acik bir sekilde genetik hatasi olmayan gelisimsel sendromlardan (6rnegin; otizm spektrum
hastaliklar1), kisiye 0Ozel gelisimsel sendromlara, ge¢ baslangicli jenerasyonlar arasi
hastaliklara ve yaslanmaya kadar cesitlilik gostermektedir. Gelisimsel epigenetik normal
“saglikli” popiilasyondaki farkliliklar1 anlamada da onemli katkilar1 saglayabilir. Gelisimsel
tiptaki gevresel girdileri ve onlarin uzun doénem etkilerini vurgulamak igin hi¢ vakit
kaybetmeden bu konuda caligmalara baslanilmasi oldukg¢a yararli olacaktir. Erken donem
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cocuk bakimi, stres, madde bagimliligi, ¢evresel toksinler vb. epigenetik araciligi ile gen
transkripsiyonunu ve gelisim sirasinda fenotip ekspresyonunu etkileyebilecegi ve bunun hayat
boyu devam edebilecegi disiiniilmektedir. Genetik problemlere veya polimorfizme
dayandirilamayacak bir¢cok gec baslangicli hastaligin tohumlar1 gelisim doneminde atilmis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlarin olusumu, bir yasam boyu daha ileri ¢evresel
uyaranlarla uyumlu bir sekilde de gergeklesebilecegi veya bunlar tarafindan tetiklenebilir
olabilecegi varsayilmaktadir. Epigenetik tibbin daha iyi anlasilabilmesi gerekli bir durumken
ve de siirekli gelisirken, insanoglunun hastaliklarini epigenetik perspektiften agiklayabilmenin

yakin gelecekte gerceklesecegi ongoriilmektedir.
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