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OZET

Subaraknoid kanama (SAK) mortalite ve morbidite orani ylksek olan
bir inme c¢esididir. SAK sonrasi en ¢ok karsilasilan kognitif bozukluklar
hafiza, ydnetsel islevier ve konusma fonksiyonlariyla ilgilidir. Bu islevier
genel olarak medial temporal lobun hipokampls kismi ve frontal lob
bolgeleri tarafindan kontrol edilmektedir. SAK disindaki durumlarda izole
ortam kosullarinin bu fonksiyonlar Uzerine olumsuz, zenginlestirilmis
ortam kosullarinin ise olumlu etkileri oldugu bilinmektedir. Glnimuzde
subaraknoid kanamali hastalar izole ortam ile benzerlikleri bulunan
kosullarda tutularak tedavi edilmektedir. Bircok mikroRNA sinaptik
plastisiteye firekt ya da dolayl yoldan etki yapmaktadir. Bu mikroRNA’larin
basinda miR-132, miR-134 ve miR-138 gelmektedir. Bu nedenle
subaraknoid kanama sonrasi farkli ortam kosullarinda tutulan hayvanlarin
dokularindaki miR-132, miR-134 ve miR-138 ekspresyon seviyelerinde
farklihklar olabilecedi 6ngortlmektedir.

Deneyde sisterna magna icerisine c¢ift enjeksiyon ydntemi ile
subaraknoid kanama modeli olusturulan siganlar 7 ve 14 gunlik ayn
gruplar halinde farkl ortam kosullarinda tutulduktan sonra plazma, frontal
lob ve hipokampUls drnekleri toplandi. Bu dokulardaki miR-132, miR-134
ve miR-138 seviyeleri, uygun primerler kullanilarak real-time PCR ydntemi
ile belirlendi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak dederlendirildi.

Kisa donem ve uzun dénem farkh ortam kosullari ile SAK olusumunun
frontal lob, hipokampls ve plazma dokularinda secilen mikroRNA
seviyeleri Uzerinde farklh etkileri oldugu go6rildid. SAK sonrasi kisa
dénemde alinan o&rneklerin hepsinde batin mikroRNA seviyelerinin
ylkseldigi gorilirken, uzun dénemde bu seviyelerin distligiu tespit edildi.
Istisna olarak hipokampiis dokularindaki miR-134 ve miR-138
seviyelerinin uzun donemle kisa donem arasinda farkliik gdéstermedigi
belirlendi. Frontal lob dokularinda mikroRNA seviyeleri degiskenlik
gbsterdi. SAK sonrasi kisa dénem zenginlestiriimis ortamda tutulan
hayvanlarin frontal loblarinda UG¢ mikroRNA seviyesi de anlamli dlglide
azalirken, uzun dénem zenginlestirilmis ortamda butin mikroRNA’larin
seviyelerinin anlaml olglde yukseldigi goruldi. SAK sonrasi izole ortamda
tutulan hayvanlarin frontal loblarinda ise zenginlestirilmis ortamin aksine
kisa donemde artis uzun dénemde dlsus gorulmektedir. Frontal lobda SAK
sonrasli 7 gunlik izole ortam kosullarinda zengin ortama gdre sinaptik
yeniden yapilanmanin daha yodun oldugu, buna karsin SAK sonrasi 14
gunlik zenginlestirilmis ortam kosullarinin izole ortam kosullarina goére
sinaptik yeniden yapilanmaya ve iyilesmeye daha c¢ok katki sagladig
goérulmustar.

Anahtar Kelimeler: SAK, Zenginlestiriimis Ortam, Izole ortam, miR-
132, miR-134, miR-138



SUMMARY

Subarachnoid hemorrhage (SAH) is a stroke type with a high
mortality and morbidity rate. The most common cognitive impairments
after SAH are related to memory, executive and speech functions. These
functions are generally controlled in the frontal lobe and hippocampal
region of the medial temporal lobe. It is known that social isolation
conditions affect negatively while enriched environment have positive
effects on these functions in healthy individuals. Nowadays, after SAH
patients receive treatment at the social isolation like environments during
recovery period. Many microRNAs cause direct or indirect effects on
synaptic plasticity. The most important of these microRNAs are miR-132,
miR-134 and miR-138. In this thesis study, it was aimed to observe the
changes of miR-132, miR-134 and miR-138 levels in the tissues of animals
which were kept in various environmental conditions after subarachnoid
hemorrhage.

Rats in control groups and cisterna magna double-hemorrhage model
of subarachnoid hemorrhage group were kept in different environmental
conditions for 7 and 14 days. Then, animals were sacrificed and blood,
frontal lobe and hippocampus samples were collected. miR-132, miR-134
and miR-138 levels in these tissues were measured using specific primers
for these microRNAs and real-time PCR. Statistical differences between
different groups were determined by Student's two-tailed t-test.

It has been determined that living short term and long term in
different environmental conditions and SAH formation have different
effects on selected microRNA levels in frontal lobe, hippocampus and
plasma tissues. All of the samples taken from the short term after SAH
group showed that all the microRNA levels were increased, whereas those
from the long term group were decreased. As an exception, miR-134 and
miR-138 levels in hippocampal tissues do not differ between the long term
and short term groups. The levels of microRNAs in the frontal lobe tissues
are highly variable. While the levels of all three microRNAs in the frontal
lobes of the animals who were maintained in the short term enriched
environment after SAH were significantly reduced, microRNA levels of
animals from the long term enriched environment group were significantly
increased. However, in social isolated environment microRNA levels were
increased in short-term and decreased in long-term conditions as opposite
to the enriched environment. In the frontal lobe, it was observed that the
synaptic reconstruction was more intense in the 7-day social isolation
condition compare to the enriched environment. On the other hand, 14-
days enriched environment conditions after SAH showed more positive
effect on the synaptic reconstruction and healing compare to the isolated
conditions.

Key words: SAH, enriched environment, social isolation
environment, miR-132, miR-134, miR-138
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piwi-interacting RNA
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microtubule-associated protein tau, MAPT
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1. GIRIS VE AMAC

Beyin, beyincik ve spinal kordun subaraknoid araligi icerisine
genellikle arteriel nedenlere bagli olarak olusan kanamaya subaraknoid
kanama (SAK) denir. Inme vakalarinin %10’y ve serebrovaskiiler
dlimlerin %25’i SAK sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Akdemir, 2005).

SAK olusumunu ve sonrasinda goérilen sorunlarn inceleyebilmek
amaciyla hayvanlar Uzerinde olusturulabilen cgesitli deneysel SAK modelleri
gelistirilmistir. Calismamizda kullandigimiz sisterna magna igerisine
enjeksiyon modeli en sik kullanilan yéntemdir. Bu model secilen miktarda
otolog kani sisterna magna araciligi ile subaraknoid bosluga enjekte
ederek SAK olusturma prensibine dayanmaktadir. Otolog kan bir defa
enjekte edilebildigi gibi (tek kanama) genellikle 48 saat aralikli olarak iki
defa (cift kanama) da enjekte edilebilmektedir (Prunell, Mathiesen, &
Svendgaard, 2002).

SAK sonrasi en ¢ok karsilasilan kognitif bozukluklar hafiza, ydnetici
islevler ve konusma fonksiyonlariyla ilgilidir. Bu islevler genel olarak
medial temporal lobun hipokampls ve frontal lob bdlgelerinde kontrol
edilmektedir ve bu islevlerde goérilen bozukluklar da bu bdlgelerdeki
fonksiyon bozuklugu ile iliskilidir. SAK gecgiren hastalarin g¢ogunda
depresyon, anksiyete, yorgunluk ve uyku bozukluklari gibi sorunlar da
bildirilmistir (Al-Khindi, Macdonald, & Schweizer, 2010). Cesitli calismalar,
SAK sonrasi hipokampls aracili 6grenme ve hafiza fonksiyonlarinda
bozukluk oldugunu goéstermektedir (Han et al., 2014; Provencio et al.,
2016; Silasi & Colbourne, 2009; Takata et al., 2008).

SAK sonrasi gorilebilen o6grenme ve hafiza bozukluklarinin
fizyopatolojisini anlayabilmek icin yapilan bircok calisma mevcuttur. LTP
(uzun dénemli potansiyasyon) ile iliskili olan moleklller, reseptér
seviyeleri, sinaps miktari, néron sayisi gibi parametreler cesitli
arastirmalara konu edilmistir. MikroRNA’lar (miRNA’lar) ile 6grenme ve
hafiza bozukluklari da bu arastirmalara konu olmustur.

Dendritler post-sinaptik bdlgede uyari alan bdélgelerdir ve dendritlerin
uzunlugu, dallanmasi gibi faktorler sinaptik plastisite acisindan 6nemlidir.
Bir néronun dendritleri ne kadar cok alan kapliyorsa o kadar cok uyari
almak icin uygun ylizey alanina sahiptir. Néronal aktivitenin fazla oldugu
bolgelerdeki néronlarin dendritleri daha cok dallanma gésterir ve daha
uzundur (Y. Chen & Ghosh, 2005).

Dendritlerde bulunan dendritik dikensi c¢ikintilar yuzey alanini
genisleten yapilardir (Colonnier, 1968). Bu cikintilarda bulunan glutamat
reseptorlerinin, aktin filamentlerinin dinamigini etkileyen proteinlerin ve
diger post-sinaptik boélge proteinlerinin miktari gibi faktorler dikensi
cikintinin morfolojisini dolayisiyla sinaptik plastisiteyi etkilemektedir. S6z
konusu proteinlerin sentezinin dendritik dikensi gikintilarin taban ve boyun



bélgelerinde yodunlastigini gbz ontne alirsak miRNA etkili mRNA
translasyonu baskilamasinin da bu bodlgelerde olmasi gerektigini
soyleyebiliriz. Ozellikle glutamat reseptorlerinin seviyesini ve aktin
filamentlerinin dinamigini dizenleyen proteinlerin sentezinin regllasyonu
acisindan miRNA'lar sinaptik plastisite icin cok 6énemlidir (Hering & Sheng,
2001; Matsuzaki, Honkura, Ellis-Davies, & Kasai, 2004; Okamoto, Nagai,
Miyawaki, & Hayashi, 2004; G. Schratt, 2009; Shi et al., 1999; Zito,
Knott, Shepherd, Shenolikar, & Svoboda, 2004).

miRNA’'lar yaklasik yirmi ¢ nikleotid uzunlugunda kisa cift iplikli ve
kodlamayan bir RNA tariddiar (Bartel, 2009). MikroRNA'larin gbérevi genel
olarak komplementer mRNA molekullerinin islevini translasyonel seviyede
reglle etmektir (Kim, 2005; Winter, Jung, Keller, Gregory, & Diederichs,
2009).

Bircok mikroRNA sinaptik plastisiteye direkt ya da dolayli yoldan etki
yapmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalardan ¢ikan sonuglara gore
dendrit morfolojisi, dendritik dikensi cikintilarin morfolojisi, dendritik
dikensi cikintilarin yogunlugu gibi 6nemli faktorleri en cok etkileyen
mikroRNA’larin basinda miR-132, miR-134 ve miR-138‘'in geldigi
sOylenebilir (Bicker, Lackinger, Weiss, & Schratt, 2014; Siegel, Saba, &
Schratt, 2011).

Subaraknoid kanamada mikroRNA’lar simdiye dek cok az calismaya
konu edilmistir. Farkli iskemi durumlarinda miR-132 seviyesinin ylkseldigi
belirlenmekle birlikte bu mikroRNA'nin seviyesinin iskemik durumlarda
noroprotektif olarak yukseldigi dastnilmektedir (Keasey, Scott,
Bantounas, Uney, & Kelly, 2016; Lei et al., 2015). miR-134 seviyesinin de
iskemik durumlarda yukseldigi ve farkli yolaklar Gzerinden hticre 6limi ve
apoptozu indikledigi daha 6nce yapilan calismalar sonucunda bildirilmistir
(Chi et al., 2014). miR-138 seviyesi ise serebral iskemik durumlarda mir-
132 ve mir-134’Un aksine dismektedir. miR-138‘in hedef proteinlerinden
biri olan Lcn-2 (Lipocalin 2) proteininin ndronal hicre o6limU Uzerine
indUkleyici etkisi vardir. Bu sebeple miR-138 seviyesindeki dlsls bu yolak
Uzerinden hilcre 6lumund arttirmaktadir (Rathore et al., 2011; X. J. Tang
et al., 2016).

Guncel arastirmalar beyin ve davranigsal plastisite olusumlari
Uzerinde ortam kosullarinin insan ve hayvanlar lzerindeki etkisini ortaya
koymaktadir (Cymerblit-Sabba et al., 2013; Leger et al., 2012; Moodie et
al., 2013; Vazquez-Sanroman et al., 2013; Y. Y. Zhao et al., 2012).

Zenginlestirilmis ortam; sosyal etkilesim, fiziksel egzersiz ve sirekli
degisen materyallerin birlesiminden olusan 06grenme ve hafizayi
gelistirmeye vyonelik o6zellikleri barindiran alan olarak tanimlanabilir.
Hayvanlar Uzerinde yapilan deneylerde genellikle daha bluylk kafesler,
slirekli degisen objeler, egzersiz icin materyaller ve daha ¢ok hayvanin bir
arada tutulmasi gibi kosullar saglanmaktadir. Deney hayvanlarinin sosyal
etkilesiminin ve fiziksel aktivitesinin kisitlandigi, zenginlestirilmis ortam ile
karsilastirmalar yapmak icin kullanilan diger bir yasam ortami ise izole
ortam kosullaridir (Franklin, Murphy, Myers, Clarke, & Currie, 2006;
Volkers & Scherder, 2011) (Sekil 2.21, Sekil2.22).



Zenginlestirilmis ortamin nérokimyasal degdisikliklere yol actigi ve bu
ortamda tutulan hayvanlarin  kortekslerinin daha yogun oldugu
bilinmektedir. Bu yogunluk noéronal somalarin genislemesi, dendritlerin
uzunlugunun ve sayllarinin artmasi ve dendritik dikensi gikintilarin
yogunlugu ve bluyukligindeki artislara baghdir (Rosenzweig, 1984).

Zenginlestirilmis ortam kosullarinin nérodejeneratif hastaliklar ve
iskemik durumlarda da olumlu etkileri vardir (Segovia, Yague, Garcia-
Verdugo, & Mora, 2006; Steiner et al., 2006; Will, Galani, Kelche, &
Rosenzweig, 2004).

Zenginlestirilmis ortam kosullari hem hipokampis hem de korteks
bdlgelerindeki ndronlarin dendritlerinde bulunan dendritik dikensi gikinti
yogunlugu Uzerinde olumlu etki yapmaktadir (Johansson & Belichenko,
2002; Jung & Herms, 2014; Rojas et al., 2013). iskemi modeli uygulanmis
sicanlarda bu cikinti sayilarinin distigl fakat zenginlestirilmis ortam
kosullarinin iskemi sonrasi iyilesmeye katkisi oldugu ve dikensi cikinti
miktarini yeniden arttirdigi gosterilmistir (Johansson & Belichenko, 2002).

Hem farkli ortam kosullarinin incelendigi hem de SAK modeli
uygulanmis hayvanlar Gzerinde yapilan calismalarda miRNA’lara ¢ok az
deginilmistir. Calismamizda hem farkli ortam kosullarinin hem de SAK
olusumunun ozellikle hafiza (zerine etkisi oldugu bilinen miRNA seviyeleri
Uzerine etkisi gortlmek istenmistir. Calismadan gikan sonuglar neticesinde
SAK hastalarinin farkli ortam kosullarinda tutulmasinin hafiza fonksiyonu
acisindan 6nemli bazi miRNA'lar (izerinde neden oldugu farkhliklari ortaya
koymak amacglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Noronlar ve Sinaptik Yapilar

2.1.1. Néronlar ve Sinaptik Iletim

Noéronlar, elektriksel ve kimyasal sinyalleri kullanarak aldiklari bilgiyi
bir bolgeden baska bir bdlgeye tasima yetenegine sahip hicrelerdir.
Beyinde c¢ok sayida bulunan ndronlarin bilgileri en hizli sekilde iletme
ozelliklerine uygun morfolojileri diger hiicre tiplerinden oldukca farkhdir.
Diger hucrelerle bilgi alisverisini saglayan sinaps bolgeleri ve elektriksel
uyarilma yetenedine sahip olmalar bitlin néron tiplerinde goérilen ortak
ozelliklerdir. Buna ragmen her néron hicresini bir digerinden ayirmaya
yarayan farkl 6zellikleri de mevcuttur.

Bir néron genel olarak 4 ana bdélgeden olusmaktadir. Soma adi da
verilen hlicre goévdesi ndéron hicrelerinin metabolik merkezidir. Gen
transkripsiyonunun ve protein sentezinin yUuritlldigi cekirdek hicre
govdesinde yer almaktadir. Soma ayni zamanda bilgi iletimini saglayan iki
temel birim olan akson ve dendritlerin giktigi bolgedir.

Dendritler hiicre govdesinden gikan ve adac dallarina benzer sekilde
dallanan, diger hicrelerden bilginin alinmasindan sorumlu olan kisimlardir.
Aksonlar ise dendritlere gére daha uzun yapilar olup, bilginin elektriksel
sinyal biciminde baska hucrelere iletiimesinden sorumlu olan uzantilardir.
Bu elektriksel sinyaller, yaklasik 1 milisaniyelik gecici ve hizli uyarilarin
hep ya hi¢c yasasina uygun aksiyon potansiyeline doéntsmdus halleridir
(Sekil 2.1).
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{Iemlrrl f /

} PRESINAPTIK HUCRE
Apikal Bazal /
dendritler (Ien{lrnler

Akson tepecidi

P =

| /]// Akson
Soma Ilukleus baglangig
I

Miyelin

segmeml kalef

L
. e O
Ranvier - ge—.q
bodumu 'J_\C\

POSTSIHAPTIK HUCRELER

Sekil 2.1: Noéron hiicreleri ve sinaps bélgelerinin genel yapisi (Kandel, 2013b)

Her bir néron, biatin néron hicrelerinde sentezlenen ortak molekdulleri
ve kendi noron tipine bagh olarak sentezlenen 6zel molekilleri karisik
olarak sentezleyebilme yetenegine sahiptir. NoOronlarda sentezlenen
molekiller genel olarak enzimler, yapisal proteinler, hlicre zari bilesenleri
ve salgl molekdlleridir. Bu molekdllerin ve yapisal kisimlarin farkhhklari
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noronlari yapisal ve fonksiyonel olarak siniflandirabilme olanadini
vermektedir.

Néronlarin  morfolojisi; elektrofiziksel 6zellikler, ndérotransmiter
Uretimi, diger hlcrelerden alinan uyarilara bagl olarak gelisen anatomik
farkliliklar ve polariteye gore degiskenlik géstermektedir.

Sinaptik iletisim, vezikilller yardimiyla presinaptik bdélgedeki akson
terminallerinden salinan nérotransmiterler ile genellikle dendritler Gzerinde
bulunan postsinaptik bdlgede gerceklesen reseptdér sentezi arasindaki
iliskiye bagh olarak olusmaktadir. Postsinaptik membran potansiyelindeki
degisim esik dederini gececek diizeyde ise, aksiyon potansiyeli olusarak
ndron boyunca yayilip bir sonraki hiicreye sinyal génderimi saglanir.

Noérotransmiter ve reseptdr etkilesiminin hlicre zari potansiyelini
degistirme durumuna gore sinapslar inhibitdr veya eksitator karakterde
olabilmektedir. Inhibitdr sinapslar postsinaptik bélgede aksiyon potansiyeli
olusma olasihdini azaltirken, eksitator sinapslar ise postsinaptik bdlgede
aksiyon potansiyeli olusma olasiligini arttirma yetenedine sahiptir (Kandel,
2013b).

2.1.2. Mikrotiibiiller ve Mikrotiibiil Baglayici proteinler (MAPIlar)

Okaryotik hicrelerin cesitli sekillere dénismesi ve hareketlerinin
koordineli olarak ydnlendirilmesi, sitoplazma icerisinde yaygin halde
bulunan hicre iskeleti olarak adlandirilan kompleks bir protein agi
tarafindan saglanmaktadir. Kemiklerden olusan vicut iskeletinden farkl
olarak bu vyapi, hicrenin seklinin dedismesi, bolinmesi ve cevre
uyaranlarina cevap vermesi ile yeniden organize olabilmesini saglayan
oldukca dinamik bir olusumdur.

Hicre iskeletinin yapisinda bulunan mikrotlibul adi verilen yapilar,
yaklasik iki yiz Angstrom(A) capinda ve birkac mikron uzunlugunda olup,
alfa (a) tubullin ve beta (B) tubullin adi verilen proteinlerden olusan on (g
tane protofilamentin biraraya gelerek olusturdugu ici bos silindir biciminde
yapilardir. a-tlibulin ve B-tUbllin heterodimerlerinin a-B-a-B-a-B tubdlin
seklinde ucuca eklenmesi sonucu mikrotUbullerde bir kutuplasma ortaya
cikar. Mikrotubuller oldukga dinamik yapilar olup, rahatlikla kisalip
uzayabilirler. Yapilan deneysel calismalar, mikrotibullere yeni tibdulin
altbirimlerinin ilavesi veya alt birimlerin ayrilmasinin, her iki ucta da
olmakla birlikte, tercihen bir ucta daha fazla oldugu yodninde deliller
ortaya koymustur. Bu ug¢ (+) uc olarak adlandinilir. Hizla biytyen bir (+)
ug ve yavas bilyuyen bir (-) uctan kaynaklanan polarite mikrotibdl
boyunca hareketin yonini belirlemede 6nemlidir. Bu hareketi saglayan
kinezin proteinleri (+) uca dogru hareket ederken, dinein proteinleri ise (-)
uca dodgru hareket ederler. Bu proteinler bir uglarindan mikrotlbdl
ylizeyine diger uclarindan tasinacak diger hicresel elemanlara baglanir ve
mikrotlibil UGzerindeki ylrimesi ile birlikte bu tasidigi elemanlarin da
tasinmasini saglar. Tibdlin dimerleri polimerlesebildikleri gibi ayrisabilirler
ve hizli bir yapillanma ve ayrisma ddéngusline girebilirler. Hem a-tibdlin
hem de B-tabllin GTP (Guanozin trifosfat)’ye badlanir. B-tubulline bagli
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GTP polimerlesme sirasinda ya da kisa bir sire sonra GDP
(Guanozindifosfat)’ye hidrolize olur. Bu GTP hidrolizi tibulinin komsu
molektllere baglanma egdilimini azaltir, béylece ayrismaya yardimci olur ve
mikrotUbdllerin dinamik degiskenligini saglar (Sekil 2.2). Genellikle bir
uclari sentrozoma badli olup diger uclan sitoplazmada serbest olarak
bulunur. Mikrotlbdullerin hizasinda hareket eden motor proteinler ile
Okaryotlardaki membran ile cgevrili organellerin hicre ici lokalizasyonu
saglanir. Hicre iskeletini olusturan elemanlardan biri olan mikrotibdllerin
hicreye desteklik yapmak, htcre ici madde iletiminde rol almak, hucre
bélinmesi sirasinda kromozomlarin kutuplara c¢ekilmesini saglamak,
sentriol, bazal cisim, sil ve flagellat gibi olusumlarin yapisinda bulunmak
gibi 6nemli gérevleri vardir (Conde & Caceres, 2009; Teksen, 2006).

Dogal dinamik kararsizliklari nedeniyle ¢cogu mikrottbul hiicre icinde
ayrismis durumda bulunur. Bu dinamik davranis, ancak mikrotubdller
baska proteinler ile etkilesime girerlerse degisebilir. Mikrotibll baglayici
proteinler (MAPlar) mikrotlbdllere baglanir ve onlarin kararhlik durumlarini
belirler (Sekil 2.3). Bir MAP grubu, tibilin/GTP kompleksine baglandiklari
ve uzayan mikrotibdlleri hiicredeki spesifik yerlesimlerine dogru izledikleri
icin, arti ug izleyici proteinler olarak adlandinlir. Diger MAP'lar
mikrotUbullerin ya arti ya da eksi uglarini kapatir. Bu gibi etkilesimler,
mikrotUbdllerin hiicrede belli yerlesimlerde kararli kalmasini saglar ve
hicre seklinin ve polaritesinin belirlenmesinde énemli bir mekanizma
olusturur. Cok sayida MAP tanimlanmistir ve bunlar hiicre tipine bagh
olarak c¢ok farkl olabilirler. En iyi tanimlanmis olanlar, néronal hicrelerden
elde edilen MAP-1, MAP-2, tau ve noéronal olmayan tim omurgali
hiicrelerinde bulunan MAP-4'tlir. MAP’larin aktiviteleri fosforillenme ile
diizenlenir, bu da hicrenin mikrotibil kararhidini kontrol etmesini saglar.
Sinir hicrelerinde akson ve dendritlerdeki mikrotibullerin dldzenlenisi
farklidir ve farkli MAP’lar ile baghdir. Aksonlarda mikrotlbullerin hepsi
diger hicre tiplerindeki mikrottbdllerin genel yonelimlerine benzer olarak,
arti uglan ile hicre gévdesinden uzadga yonelmislerdir. Bu mikrottbdullerin
eksi uglari sentrozoma tutunmamis olup, hem arti hem eksi uclar
sitoplazmada sonlanmaktadir. Dendritlerde mikrotUbdtller her iki tarafa da
yonlenmistir. Mikrotibdl yapilanmasindaki bu fark ile MAP’lardaki
farkliliklar paraleldir. Aksonlarda tau protein bulunurken MAP-2 bulunmaz,
dendritlerde ise MAP-2 oldugu halde tau protein bulunmaz (Sekil 2.3)
(Conde & Caceres, 2009; Glnes, 2013; Sakizli, 2006).

Birbiriyle iliskili bagintilar ve olgiimler yoluyla elde edilen deneysel
kanitlarin birkagi 6drenme ve bellek olusturmanin mikrotibdllerin
reorganizasyonu sonucu oldugunu desteklemektedir.
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Sekil 2.2: Mikrotlbdillerin polimerizasyonu ve depolimerizasyonunun sematik gdsterimi.
a- GTP ile baglanan tubilin monomeleri uzayan (+) uca eklenerek polimerizasyonun
devamini saglar, b- Mikrottbdllerin polimerizasyon ve depolimerizasyon déngisit (Conde
& Caceres, 2009)
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Sekil 2.3: Akson ve dendritlerdeki MAP-2 ve tau proteinlerinin yerlesimi (Conde &
Caceres, 2009)

Amiloid B proteinleri Alzheimer gibi hafiza fonksiyonlarinda bozulma
gorilen hastaliklarda seviyesinde normale goére degisiklik gorilen
proteinlerdir. Ozellikle Alzheimer hastaliginda bu proteinlerin birikip plak
olusturdugu bilinmektedir. Olusan plaklarin néronlar arasindaki baglantilari
etkiledigi ve bu sebeple hafiza fonksiyonlarinda azalma goraldiga
ddstndlmektedir (Roberson & Mucke, 2006; Shankar et al., 2008).
Amiloid B oligomerlerinin indlksiyonu sonucu tau proteinlerinin dendritlere
yayllmasiyla mikrotubdullerin sekilsel batinliglinde bozulmalar
gbriulmektedir (Zempel, Thies, & Mandelkow, 2010) (Sekil 2.4).
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Sekil2.4: TEM ydéntemi kullanilarak belirlenmis AR indlksiyonu sonucu dendrit ve akson
bolgelerinde gorilen mikrotlibil dejenerasyonu. a- Primer hipokampal néron hicrelerinin
akson bodlgesindeki kontrol sartlarinda goérilen dizenli mikrotibll vyapisi, b- Ap
indlksiyonu saglandiktan sonra mikrotibdllerin dizenli gériniminin bozulmasi ve
serbest norofilamentlerin dadilmis gérinimi, c- Primer hipokampal néronlarin dendrit
bélgesinde kontrol sartlarinda gorilen mikrotibdl vyapisi. (Mikrotibdller oklarla
gosterilmistir) d- AP induiksiyonu sonucu dizenli mikrotibil goériniminde bozulmalar
gorilmektedir. (Mikrotibdller yine oklarla, dadinik nérofilamanlar ise Uggenler ile
gosterilmistir) (Zempel et al., 2010).

2.1.3. Dendritik Dikensi Cikintilar

Beyin aldigi bilgileri sinirler vasitasiyla bir bolgeden bir diger bolgeye
elektrik sinyalleri seklinde tasimaktadir. Bu sinyaller bir sinir hlcresinin
aksonundan post-sinaptik hicrenin membranina direkt olarak temas ile
aktarilamaz. Arada bulunan sinaptik yariktan bu elektriksel sinyallerin
gecebilmesi icin 6ncelikle kimyasal sinyale donustidrdlmesi gerekir. Pre-
sinaptik bdlgeden salinan bu kimyasal sinyaller nérotransmiter
maddelerdir. Norotransmiterler pre-sinaptik néronun akson ucunda
salgilanir ve uyar geldiginde veziklller icinde sinaptik yariga birakilir.
Post-sinaptik bdlgedeki reseptérler bu nérotransmiterler ile etkilesime
girer ve kimyasal sinyaller yine elektriksel sinyale doénustlrulerek bir
sonraki norona iletilmek Uzere akson ucuna godnderilir. Post-sinaptik
membran (zerinde proteinden zengin PSD (post-sinaptik yogunluk)
boélgeleri bulunur. PSD reseptorler, yapisal proteinler, adezyon molekdulleri
ve hucre iskeleti elemanlarini iceren c¢esitli proteinleri barindiran
makromolekller sinyal kompleksi olarak tanimlanabilir. Bu bdlgenin
gbrevinin nérotransmiterlerden alinan kimyasal uyariyi elektriksel uyariya



cevirmek ve iletimin devamlihdini saglamak oldugu disintlmektedir (X.
Chen et al., 2008; Kennedy, 2000). Dendritik dikensi ¢ikinti olusumlarinin
bu PSD bdlgelerine sahip oldugu ve PSD miktarinin dikensi cikintilarin
seklinin degismesini etkiledigi bilinmektedir (Yuste & Bonhoeffer, 2001).

Dendritik dikensi cikintilar bircok néronun dendritlerden c¢ikan ve bir
agacin dallarindaki yapraklar gibi dendrit kollarini saran kiguk
olusumlardir (Sekil 2.5-A). Sekilleri ve blyUklikleri degisiklik gosterse de
hepsinin yaklasik 1pm kalinliginda kiglk bir bas bdlgesi ve bas bolgesini
dendrit koluna baglayan vyaklasik 0,2um kalinhginda ve 0,5um
uzunlugunda bir boyun bolgesi bulunmaktadir (Sekil 2.6). Dendritik
dikensi c¢ikintilar halkali solucanlardan primatlara kadar birgok turde
bulunmakla birlikte en bol gézlemlendikleri bdlge omurgalilarin merkezi
sinir sistemindeki néron hucreleridir (Yuste, 2010).

A Dendrit c B

Pre-sinaptik
bolge
.‘ ) Caz+

Mitokondri P " kanal

< || e Dendritik dikensi
. cikintilar
d &, <~

I 5 Sinaptik
vezikil

.....
.‘. '--l
£ 1 rre,
: 3 o g,
g i
&

v, 5
e, Waases

Norotransmitterler —» ' . Sinaptik yark

vy

Post-sinaptik dansite
(PSD)

Post-sinapt'ik
dikensi cikint

Sekil 2.5: Dendritler ve dendritik dikensi cikintilarin sematik gdsterimi. A- Bir néronda
dendritik dikensi gikintilarin yerlesimi ve sinapslarin genel gériinimu. B- Dendritik dikensi
cikinti ve diger néronun akson ucu arasindaki sinaptik bélgelerin goériinimu (Smrt &
Zhao, 2010).
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Sekil 2.6: Mantarimsi bir dendritik dikensi gikintinin sematik c¢izimi (Hotulainen &
Hoogenraad, 2010)

Bugln artik dendritik dikensi cikintilarin eksitatdér uyarilarin blyuk
kismini alan vyapilar oldugunu biliyoruz. Tam dikensi cikintilarin bas
boéliminde sinaps bdlgesi bulunmaktadir (Arellano, Benavides-Piccione,
DeFelipe, & Yuste, 2007) (Sekil 2.5). Dikensi cikintilar dendritlerin ylzey
alanini arttirmakta ve bdylece uyari alabilmek icin dendrit Gzerinde daha
fazla alan olusmaktadir (Colonnier, 1968).

Dikensi cikintilar; PSD, glutamat reseptoérleri, aktin filamentleri gibi
yapilar  barindirmaktadir. Bunun disinda endoplazmik retikulum,
mitokondri, endozom gibi organelleri de icermektedir (Sheng &
Hoogenraad, 2007).

Elektron mikroskopi calismalari dendritik dikensi c¢ikintilarin
morfolojisine gére 4 ana gruba ayrilabilecegini ortaya koymustur. Bunlar
filopodlar, ince ve filopod benzeri cikintilar (ince dendritik dikensi
cikintilar), dizgln bir bas bdlgesine sahip olmayan kisa cikintilar (giduk
dendritik dikensi gikintilar) ve genis bir bas bdlgesine sahip dendritik
dikensi cikintilar (mantarimsi dendritik dikensi cikintilar)’dir (Bourne &
Harris, 2008) (Sekil 2.7, Sekil 2.8). Sinaptik baglantinin giicli gibi bazi
etkenlerle, dendritik dikensi c¢ikintilarin morfolojileri sirekli olarak
degismektedir. Dikensi cikinti dinamiklerinin ndronal aktivite ile birlikte
degistidi in vivo ve in vitro ydntemlerle gosterilmistir (Holtmaat, Wilbrecht,
Knott, Welker, & Svoboda, 2006; Matsuzaki et al., 2004; Roberts,
Tschida, Klein, & Mooney, 2010).
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Sekil 2.7: Degdisik dendritik dikensi gikinti morfolojilerinin sematik olarak gosterimi
(Hering & Sheng, 2001)

Sekil 2.8: Hipokamplsin CAl bolgesindeki piramidal néronlarin  dendritlerindeki
dendritik dikensi gikinti cesitlerinin TEM ile cekilmis fotograflari. A- Ince dikensi ¢ikinti, B-
Guduk dikensi gikinti, C- Mantarimsi dikensi gikinti (Kandel, 2013a)

Hafiza ve 6grenme fonksiyonlarinda 6nemli role sahip olan LTP (uzun
sureli potansiyasyon) induksiyonu sonucunda dikensi cikintilarin bas
bdlgesinde genisleme gorilmektedir. LTD (uzun sdreli depresyon)
indiksiyonu sonucunda ise dikensi cikintilarin bas bélgelerinin kiguldigi
gbzlemlenmistir (van Spronsen & Hoogenraad, 2010).

BDNF (Beyin-Turevli Norotrofik Faktor) indiksiyonu sican hipokampal
néronlarinin dendritlerinde dendritik  dikensi cikinti miktarini
arttirmaktadir. BDNF cikintilarin hem sayisina hem de morfolojisine etki
etmektedir (Lu, Park, & Poo, 2014). BDNF gibi CREB (cAMP response
element-binding protein) proteinlerinin miktarindaki artisin hafiza ve
6grenme ile dogrudan iliskili oldugu bilinmektedir. Sicanlarin amigdala
ndronlar Gzerine yapilan bir galisma sonucunda CREB indlUksiyonunun da
dendritik dikensi c¢ikinti morfolojisi ve sayisi (izerine olumlu etki yaptigi
gorulmustur (Sargin et al., 2013) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9: BDNF indidksiyonunun sigan hipokampal ndéronlarindaki ve CREB
indUksiyonunun lateral amigdala néronlarindaki dendritik dikensi gikintilar Gzerine etkisi.
a- Kontrol sartlarinda hipokampal ndron dendritlerinin 6érnek gérintisi. b- Akut BDNF
indiksiyonu sonucunda mantarimsi dikensi gikintilarin sayisinin arttigi goralmektedir. c-
Kademeli BDNF indiksiyonu sonucunda filopod benzeri ve ince dikensi gikintilarin
miktarinin arttigi goértlmektedir. d,e,f- Sirasiyla ince, mantarimsi ve filopod yapisindaki
dendritik dikensi ¢ikintilarin gérinimu. g- kontrol sartlarinda amigdala ndéronlarinda
dendrit gérinumdi. h- CREB proteinlerinin indiiksiyonu sonucunda dendritik dikensi gikinti
miktarinda artis gérilmektedir (Lu et al., 2014; Sargin et al., 2013).

Dendritik dikensi cikintilarin  icinde bulunan aktin filamentlerin
dinamigi cikintilarin seklini belirlemektedir. Bu filamentlerin dallanmasi ve
tekrar ayrismasi sonucu dendritik dikensi cikintinin boyutu artmakta ya da
azalmaktadir (Hotulainen & Hoogenraad, 2010) (Sekil 2.10). Dikensi
cikintilarin iginde aktin filamentler ile birlikte MAP-2 (Mikrotabdul iligkili
protein-2) proteinlerinin kolokalize oldugu bilinmektedir. Ayrica MAP-2
proteinleri dikensi cikintilarin PSD bdlgesinde cok miktarda bulunmaktadir.
Aktin filamentlerinin dallanmasini reglile eden asil proteinin MAP-2 oldugu
disinulmektedir. Nitekim MAP-2 dendritler boyunca uzanan
mikrotlbuillerin  sekilsel butinligini de korumakla goérevli olan
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proteinlerdir (Conde & Caceres, 2009; Morales & Fifkova, 1989). MAP-2
seviyesindeki azalmanin dendritik dikensi c¢ikinti  yodunlugunun
azalmasiyla iliskili oldugu disiunutlmektedir (Shelton et al., 2015).

— mikrotiibller R i /}\%
\\% aktin

filamentleri Olgunlagma
— X

Sekil 2.10: Dendritik dikensi cikintilarin hacminin aktin filamentlerinin polimerizasyonu
sayesinde blyumesinin sematik olarak gdsterimi (Korobova & Svitkina, 2010).

Alzheimer hastaligi ile iliskili olan amiloid B proteinlerinin
seviyesindeki ylkselme, hipokamplsin CA1l bdélgesindeki dendritlerde
dikensi cikinti yogunlugunu azaltmaktadir (Chang, Boridy, McKinney, &
Maysinger, 2013). Ayrnica amiloid [ gibi intraselller fosforile tau
molekdillerinin Alzheimer hastaliginda édnemli rolleri vardir. Bu molekdllerin
normalde akson bdlgesinde olmasi gerekirken cesitli etkenler sebebiyle
dendrit bolgesine dogru yayilmasi sonucu dendritik dikensi ¢ikinti miktarini
azalttigi bilinmektedir. Amiloid B oligomerlerinin indiksiyonu sonucu tau
proteinlerinin dendritlere yayilmasiyla hem mikrotiblllerde hem de
dendritik dikensi c¢ikinti morfolojisinde bozulmalar goérilmektedir (Merino-
Serrais et al., 2013; Zempel et al., 2010) (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11: Amiloid B ile muamele edilen hipokampal néronlarda dendritik dikensi gikinti
morfolojindeki dedisimler. Amiloid B indiksiyonu sonrasinda hem ince hem de mantarimsi
cikintl sayisinda anlamli 6lgide azalma meydana gelmektedir (Chang et al., 2013).

Zenginlestirilmis ortam kosullari hem hipokamplis hem de korteks
bdlgelerindeki ndronlarin dendritlerinde bulunan dendritik dikensi gikinti
yogunlugu Uzerinde olumlu etki yapmaktadir (Johansson & Belichenko,
2002; Jung & Herms, 2014; Rojas et al., 2013). Iskemi modeli uygulanmis
sicanlarda bu cikinti sayilarinin distigld fakat zenginlestirilmis ortam
kosullarinin iskemi sonrasi iyilesmeye katkisi oldugu ve dikensi cikinti
miktarini yeniden arttirdigi gosterilmistir (Johansson & Belichenko, 2002)
(Sekil 2.12).
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Sekil 2.12: Zenginlestiriimis ortamda ve standart ortamda tutulan siganlarin parietal
korteksinde gorilen dendritik dallanma yodunlugu ve dendritik dikensi c¢ikinti
morfolojisindeki farkhliklar. A- standart ortamda tutulan siganlarin parietal korteksinden
alinan bir piramidal néron gérintlisl, B- Zenginlestirilmis ortamda tutulan bir siganin
parietal korteksinden bir piramidal néron gérintlsid. zenginlestirilmis ortam kosullarinin
dendritik dallanma ve dikensi cikinti morfolojisine olumlu etki yaptigi gérilmektedir. Ust
sag bodlgede buyutulmuUs olarak tek bir dendritteki dikensi cgikintilar karsilastiriimistir
(Johansson & Belichenko, 2002).

2.1.4. Dendritik protein sentezi

Aktiviteye bagh sinaptik kuvvet dedisimleri yeni protein senteziyle
birlikte dendritik protein kompozisyonunun degisimi sonucu ortaya
clkmaktadir. 1981 yilinda Stewart ve arkadaslarinin yaptigi calismalar
dendritik proteinlerin sentezini ylriten mRNA’larin ndronlarin somasinda
dedil dendritik dikensi cikintilarda tranlasyona ugradigini gostermistir.
Sicanlarin dentate gyrus bdlgelerinde bulunan grantler hlcreler TEM ile
incelendiginde MRNA molekdllerinin translasyonundan sorumlu
poliribozomlarin dendritik dikensi cikintilarin boyun kisminda bulundugu
gosterilmistir (Steward & Levy, 1982) (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13: Dentante gyrus bdlgesindeki graniler hiicrelerde poliribozomlarin dagilimi.
Somanin proksimalinde dendritik dikensi cikintilarin baz bdlgesinde poliribozomlarin
yerlesimi gosterilmistir. Poliribozomlar ok ile, dikensi cgikintinin bas bdlgesi ise S ile
gosterilmistir (Steward & Levy, 1982).

2.2, Subaraknoid Kanama (SAK)

2.2.1. Subaraknoid Kanama Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Beyin, beyincik ve spinal kordun subaraknoid aralik igerisine
genellikle arteriel nedenlere bagli olarak olusan kanamaya subaraknoid
kanama (SAK) denir. Inme vakalarinin %10'u ve serebrovaskiiler
Olimlerin %25’i SAK sonucu ortaya cikmaktadir (Akdemir, 2005). Yapilan
epidemiyolojik arastirmalar sonucunda hastalarin %15'lik kisminin
hastaneye getirilmeden, diger %?20’lik kisminin ise ilk 48 saat icinde
oldiga belirtilmistir (Bonita & Thomson, 1985). Popilasyonlar (zerinde
yapilan calismalar SAK gecirdikten 1 yil sonra hastalarin vyarisinin
tamamen iyilesmis olarak glindelik hayatina geri donebildigini gostermekle
birlikte evine ddnen bircok hastada genellikle kognitif olmak Uzere
birtakim sikintilar ileriki zamanlarda da strmektedir (Nieuwkamp et al.,
2009; Passier, Visser-Meily, Rinkel, Lindeman, & Post, 2011).

Diger inme turleri ile karsilastirildiinda SAK vakalarinin daha erken
yaslarda ortaya cikabildigi belirtilmistir. SAK vakalari ortalama 55 vyas
civarinda daha sik gérilmektedir (de Rooij, Linn, van der Plas, Algra, &
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Rinkel, 2007; Nieuwkamp et al., 2009). Ayrica SAK vakalarinin irklar
arasinda da oransal farkhlik gosterdigi goridlmustir. Bati Glkelerinde her
100.000 insandan 9'unun SAK gecirdigi, Finlandiya ve Japonya’da 100.000
kisiden 20’sinde SAK gérullirken, GUney Amerika ve Amerika’nin
merkezinde bu sayinin 100.000 kiside 4 oldugu goérilmistir (de Rooij et
al., 2007). SAK Ulzerine 48 calisma Ulzerinde yapilan bir meta-analiz
arastirmasinda SAK vakalarinin kis mevsiminde 6zellikle de Ocak ayinda
daha ¢ok gorildigu saptanmistir (de Steenhuijsen Piters, Algra, van den
Broek, Dorhout Mees, & Rinkel, 2013).

Cesitli calismalar SAK icin en 6nemli risk faktorlerinin sigara kullanimi
ve hipertansiyon oldugunu gostermektedir (Clarke, 2008; Rapsomaniki et
al., 2014).

2.2.2. Deneysel Subaraknoid Kanama Modelleri

Bir hastaligi ayrintili inceleyebilmek ve ileriki asamalarda tedavi
gelistirebilmek icin hayvanlar lzerinde bu hastaligi olusturabilmek ya da
semptomlarini taklit edebilmek énemlidir. SAK modeli olusturabilmek igin
simdiye kadar fare, sican, tavsan, kopek ve maymun gibi bircok hayvan
tirinden yararlaniimistir (Jeon et al., 2009).

Son zamanlarda SAK calismalarinda cogunlukla sigan
kullanilmaktadir. Vazospazm ve SAK sonrasi gorltlen komplikasyonlarin bu
modellerde ortaya cikmasi sicanlart bu hastalikla ilgili calismalar igin
avantajli kilmaktadir. Ayrica ucuz ve kolay elde edilebilir oluslari, sican
biyolojisi ve davraniglari hakkinda ¢ok sayida literatlr bilgisi bulunmasi bu
hayvanlari SAK calismalar igin tercih sebebi yapmaktadir (Prunell et al.,
2002).

SAK modeli uygulamasinin dezavantajlari ise modeli olusturmak igin
teknik bilgi ve ekipman gereksinimi olmasidir. Genellikle kullanilan 3 cesit
deneysel SAK modeli bulunmaktadir:

- Sisterna magna igerisine kan enjeksiyonu (tek ya da 1-2 gln
aralikl cift enjeksiyon)

- Prekiazmatik sisterna igerisine kan enjeksiyonu

- Endovaskller ya da transkranial ydntemler kullanilarak
intrakranial arterin perforasyonu (Prunell, Mathiesen, Diemer, &
Svendgaard, 2003).

Sisterna magna ve prekiazmatik sisternaya enjeksiyon modellerinin
ortak prensibi subaraknoid aralik icerisine kan enjekte etmeye
dayanmasidir. Endovasukler perforasyon modeli ise SAK modelleri
arasinda tek non-kraniyotomik modeldir.

Sisterna magna igerisine enjeksiyon modeli sik kullanilan bir
yontemdir. Bu model secgilen miktarda otolog kani sisterna magna araciligi
ile subaraknoid bosluga enjekte ederek SAK olusturma prensibine
dayanmaktadir. Otolog kan bir defa enjekte edilebildigi gibi (tek kanama)
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genellikle 48 saat aralikh olarak iki defa (gift kanama) da enjekte
edilebilmektedir (Prunell et al., 2002).

Fare, sican, tavsan ve kopeklerde en cok kullanilan SAK olusturma
yontemidir. Cift enjeksiyon yontemi daha buylk hayvanlarda tercih
edilirken farelerde genellikle tek enjeksiyon ydntemi tercih edilmektedir
(Jeon et al., 2009). Enjekte edilen kanin spinal bosluga yayilabilmesinden
dolayr SAK etkileri bazi hayvanlarda daha az gé6zlenebilmektedir. Bu
sebeple ikinci enjeksiyonun yapilmasi daha saglikli sonuglar icin gereklidir
(Lee, Sagher, Keep, Hua, & Xi, 2009; Prunell, Mathiesen, & Svendgaard,
2004).

2.2.3. SAK ve Vazospazm

Vazospazm, anevrizmal SAK nedeniyle hastaneye bagvuran
hastalarda mortalite ve morbiditenin en dnde gelen nedenidir (Kassell et
al., 1990). SAK sonucu olusan ve ge¢ dénemde goérilen daralmanin en
onemli ve kritik 6zelligi mevcut tedavi yéntemlerine cok az veya hic cevap
vermemesidir (Kahyaoglu, 2006).

GunumuUzde genel olarak kabul edilen; subaraknoid mesafe icindeki
arterlerin adventisyasina temas eden kan elemanlarinin 6zellikle de
oksihemoglobinin vazospazm nedeni oldugu ve kanamadan hemen sonra
intrakranyal basincin arttigi, serebral kan akiminin ve serebral perfiizyon
basincinin aniden distigli ve kanamanin siddetine goére bu dederlerin
dakikalar ve saatler icinde normale dondigidir. Tekrarlayan kanamalarin
ise arter duvarinda degisikliklere neden olarak damar duvarinda
kalinlasmalar ve arter limeninde daralma sonucu gelisen vaskulopati ile
gec vazospasma Yol actigi gosterilmistir. Arteriyel daralma, SAK sonrasi
ileri donemde goérulen nodrolojik bozukluklarin da sebebi olarak
gorulmektedir. Vazospazmin semptomlari saatler ginler boyunca yavas
gelisir. BlylUk miktarda mortalite ve morbidite oranina sahip olmasinin
sebebi ise serebral vazospazm sonucu olusan iskemidir. Olusan gec
dénemli serebral iskemi sonucunda uzun ddénemli ndrolojik bozukluklar
olusmaktadir (Kahyaoglu, 2006).

SAK calismalarinin  blydk  béliminin  vazospazm  Uzerine
yogunlasmasina ragmen serebral iskemi ve norolojik bozukluklara;
vazospazma ilaveten artan intrakraniyal basing, dusuk serebral perfiizyon
basinci, subaraknoid kanama pihtisi, akut hipertansiyon gibi baska
faktorlerin de sebep olabilecedi gosterilmistir. Bu faktorlerin sebep oldugu
tromboemboli, beyin 6demi ve apopotoza veya diger mekanizmalara bagh
néron oOlumleri gibi sekonder etkiler de iskemi olusmasinda ve
norodejenerasyon Uzerinde etkilidir (Jeon et al., 2009).
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2.2.4. SAK ve Kognitif Bozukluklar

SAK sonrasi en cok karsilasilan kognitif bozukluklar hafiza, yonetici
islevler ve konusma fonksiyonlariyla ilgilidir. Bu islevler genel olarak
medial temporal lobun hipokamplis ve frontal lob bdlgelerinde kontrol
edilmektedir ve bu islevlerde gdérilen bozukluklar da bu bdlgelerdeki
fonksiyon bozuklugu ile iligkilidir. SAK geciren hastalarin ¢odunda
depresyon, anksiyete, yorgunluk ve uyku bozukluklari gibi sorunlar da
bildirilmistir (Al-Khindi et al., 2010).

Morris su tanki (MWM), hayvanlar Uzerinde yapilan calismalarda
kognitif kayiplari goézlemlemek icin yapilabilecek testlere imkan saglayan
bir dlzenektir. Hipokampls aracilli 6grenme ve hafiza fonksiyonlarini
gézlemlemeyi mimkin kilmaktadir. Bu test icin su dolu bir tank icerisine
bir platform yerlestiriimektedir. Deneklerin bu platformun yerini 6grenmesi
ve yerini bulup Ustline cikmasi gerekmektedir. Birkac denemeden sonra
denekler platforma giden en kisa yolu bulmakta ve arama sureleri gittikce
kisalmaktadir (Morris, 1984).

SAK modeli uygulanmis hayvanlarin hem endovaskller perforasyon,
hem prekiazmatik sisternaya enjeksiyon, hem de sisterna magnaya cift
enjeksiyon yontemi uygulanmis farkh calismalardan ¢ikan sonuglara gore
platforma cikis sirelerinin anlamli olgtide arttigr ve platformu bulmak igin
daha uzun bir yol katettikleri gézlemlenmistir. Bu da SAK sonrasi
hipokampis aracili 6grenme ve hafiza fonksiyonlarinda bozukluk oldugunu
gbstermektedir (Han et al., 2014; Provencio et al., 2016; Silasi &
Colbourne, 2009; Takata et al., 2008).

2.2.5. SAK Sonrasi Goriilen Kognitif Bozukluklarin Molekiiler
Temeli

SAK sonrasi 6grenme ve hafiza bozukluklarinin fizyopatolojisini
anlayabilmek icin yapilan bircok calisma mevcuttur. LTP ile iligkili olan
molekdller, reseptdr seviyeleri, sinaps miktari, néron kaybi gibi potansiyel
sebepler cesitli arastirmalara konu edilmistir.

Bir sinaptik plastisite formu olan LTP, EPSP (eksitator post-sinaptik
potansiyel) amplitidlerinin uzun dénemli ylkselmesidir. LTP hafiza ve
6grenme fonksiyonlarinin temeli olarak goérilmektedir. LTP seviyesindeki
ylkselmeler hafiza ve 6grenme fonksiyonlarinda iyilesmeye sebep olurken,
LTP'nin kognitif bozukluklarin goérildigi durumlarda seviyesinin 6nemli
Olclide distiigd vyapilan cesitli arastirmalarda gosterilmistir (Kandel,
2013c). SAK sonrasi Ozellikle hipokampls bdélgesinde LTP kaybi
gorulmektedir (Tariq et al., 2010).

Sinaptik plastisitenin aktiviteye bagl degisimine etki eden LTP
indiksiyonu durumunda, iyonotropik glutamat reseptérlerinin bir cesidi
olan NMDA (N-metil-d-aspartat) reseptorlerinin arttigi gosterilmistir
(Fitzgerald, 2012). NR2B (N-methil D-aspartat reseptdr altbirimi 2B),
NMDA reseptorlerinin bir alt birimidir ve glutamat icin agonist baglanma
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boélgesi olarak gbérev yapmaktadir. Sinaptik bdlgelerde ve memelilerin yeni
gelisen néron hicrelerinde gok miktarda bulundugu bilinmektedir (Mathur,
Graybeal, Feyder, Davis, & Holmes, 2009). Sinaptik fonksiyonlar ve
kognitif yeteneklerle iliskili oldugu daha ©6nce yapilan calismalarla
gosterilmistir (Guscott et al., 2003; Y. P. Tang et al., 1999; M. G. Zhao et
al., 2005). Ayrica yine sinaptik plastisite Uzerinde etkili oldugu bilinen
diger bir glutamat reseptor cesidi olan AMPA (a-amino-3-hydroksi-5-metil-
4-izoksazole propiyonik asit) reseptorlerinin ve alt birimlerinin seviyesi de
kognitif fonksiyonlar Gzerinde etkili olmaktadir. SAK sonrasi hem NMDA
hem AMPA reseptoér alt birimlerinin seviyelerinde dedisiklikler oldugu farkl
calismalar sonucunda goésterilmistir (Bendel et al., 2005; G. Chen et al.,
2013; Han et al., 2014).

MAP-2 dendritlerdeki mikrotUbullerin stabilizasyonundan sorumlu
proteindir. Aksonlarda bulunmayip sadece dendritlerde lokalize olmasi
sebebiyle bir postsinaptik belirteg olarak da kullanilmaktadir. Ayrica MAP-2
seviyesindeki disise bagli olarak dendritik dikensi cikintilarin miktarinin
azaldigi da bilinmektedir (Shelton et al., 2015). Farkli calismalarda SAK
sonrasl bu proteinin seviyesinin distigu bildirilmistir (Han et al., 2014;
Kooijman et al., 2014).

Beyaz madde kaybini yani aksonlardaki dejenerasyonu
gbzlemleyebilmek icgin ise aksonlarda bulunan MBP (Miyelin Basic Protein)
proteinleri belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar SAK
sonrasl dendritlerdeki kadar kritik dizeyde olmasa da aksonlarda da
bozulmalar oldugunu gostermektedir (Han et al., 2014; Kooijman et al.,
2014). Ayrica dendritlerdeki MAP-2 gibi aksonlarda tau proteinlerinin de
mikrotlbullerin stabilizasyonundan sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu
proteinlerin yapisindaki bozukluklar ya da asiri fosforillenmesi durumunda
kognitif bozukluklar gorildigd bilinmektedir. SAK hastalarinda tau
proteinlerinin seviyesinde normale gore farkllik bulundugu ve bu farkhligin
uzun donemli kognitif fonksiyon kayiplarina sebep olabilecegi
gozlemlenmistir (Cheng et al., 2014; Helbok et al., 2015; Stomrud,
Hansson, Blennow, Minthon, & Londos, 2007).

Sinaptik plastisitede kritik 6neme sahip olan BDNF seviyesinin
sisterna magnaya cift enjeksiyon yéntemi ile SAK modeli uygulanmis olan
sicanlarda olcllmesi sonucu bu molekullerin seviyesinde 6énemli dlgide
disis oldugu gosterilmistir. Ayrica noéronal plastisitede yine BDNF gibi
blylik éneme sahip olan fosforile CREB dlizeyinde de SAK sonrasi azalma
oldugu bildirilmistir (T. Li et al., 2016).

Subaraknoid kanamada mikroRNA’lar simdiye dek cok az calismaya
konu edilmistir. Farkli iskemi durumlarinda miR-132 seviyesinin ylkseldigi
belirlenmekle birlikte bu mikroRNA'nin seviyesinin iskemik durumlarda
noroprotektif olarak ylkseldigi distntlmektedir (Keasey et al., 2016; Lei
et al., 2015). miR-132 seviyesindeki artisin SAK sonrasi seviyelerinin
distigl bilinen NR2B ve AMPA reseptor altbirimlerinden olan GluR1
(Glutamat reseptor 1) seviyelerini 6nemli Olglide arttirdigi bilinmektedir
(Kawashima et al., 2010).

21



2.3. Hafiza ve Ogrenme ile iliskili MikroRNA’lar

2.3.1. RNAi (RNA Interferans Mekanizmasi)

RNA interferans (RNAi), uygun cift zincirli RNA'nin hicreye girdigi
zaman, endojenik komplementer mRNA dizisinin parcalanmasina yol acan,
transkripsiyon sonrasi gen susturma mekanizmasidir (Glindogdu & Celik,
2009).

Okaryotlarda RNAi mekanizmasini siRNA’lar (small interfering RNAs),
mikroRNA’lar ve piRNA’lar (piwi-interacting RNAs) olusturur. siRNA'lar
komplementer nlkleotid diziler olarak spesifik hedef genlerin
ekspresyonunu baskilarken, piRNA’lar germ hatti butinlik ve fertiliteyi
sirdiren aktif mobil elementlerin fonksiyonunu engellemektedir.
MikroRNA'lar ise mRNA’larin yikimindan ya da translasyonunun
inhibisyonundan sorumlu post-transkripsiyonel dlizeyde gen ekspresyonu
dizenleyicileridir (Hitit, Kurar, & Glzeloglu, 2015) (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14: RNAI interferans mekanizmasi. a- mikroRNA yolagi, b-siRNA yolagi, c-piRNA
yolagi (Gangaraju & Lin, 2009)
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2.3.2. MikroRNA’lar

mikroRNA’lar (miRNA’lar) yaklasik yirmi (¢ nikleotid uzunlugunda
kisa cift iplikli ve kodlamayan bir RNA turudur (Bartel, 2009).

1993 yilinda Caenorhabditis elegans ile calisan Victor Ambros ve
arkadaslar ilk mikroRNA'y1 (/in-4) kesfetmislerdir (Lee, 1993). 7 yil sonra
yine ayni canlida yapilan galismalar sonucunda ikinci mikroRNA (/et-7) da
kesfedilmistir (Reinhart et al., 2000).

miRNA’lar tek hicreli ve cok hicreli tim organizma cesitlerinde
bulunabilir ve protein kodlayan genlerin yaklasik %30’unu reglle ederler.
Yuksek dkaryotlarda genomun yaklasik %1’ini olusturduklari ve tir basina
iki ylzden fazla cesit miRNA oldugu ele alindiginda miRNA’lar igin en
bliyuk gen ailelerinden biridir diyebiliriz (Bartel, 2004; Molnar, Schwach,
Studholme, Thuenemann, & Baulcombe, 2007). Bugin sadece insanlarda
tespit edilen 2000°den fazla mikroRNA bulunmaktadir (Mwangi, 2016).

2.3.3. MikroRNA Biyogenezi ve Fonksiyonlari

miRNA biyogenezi yolagi genellikle RNA polimeraz II enzimi
tarafindan baslatilan ve islemin sonunda vylzlerce hatta binlerce
nukleotidten olusan pri-miRNA (primary miRNA) molekilinin olusmasiyla
son bulan bir transkripsiyon asamasiyla baslar. Pri-miRNA molekilli cok
sayida nikleotid icermesinin yani sira 60-80 nilkleotid uzunlugunda bir
sap-ilmik (stem-loop) bdlgesi bulundurur.

Nukleus icinde pri-miRNA'lar Rnaz III endonukleaz “Drosha” enzimi ve
cift iplikcikli RNA badlayici protein “Pasha” (DiGeorgie syndrome critical
region gene 8 (DGCR8)) adi verilen iki enzimden olusan mikroprosesér adi
verilen enzim kompleksi tarafindan kesilir ve sap-ilmik bdlgesi ayrilir. Bu
islem sonucunda pre-miRNA (intermediate precursor miRNA) molekdlleri
olusur.

Bir cekirdek zari proteini olan exportin-5 (Exp-5) aracihdiyla sitozole
aktarilan pre-miRNA’lar baska bir Rnaz III endonlkleaz enzimi olan
“Dicer”a baglanir. Dicer, pre-miRNA sap-ilmigini kestikten sonra, iki
tamamlayict kisa RNA moleklli meydana gelir. Bunlardan biri Argonaute
(AGO) tastyan RNA-uyartili susturma kompleksine (RISC) dahil olurken
digeri yolcu iplikgik olarak adlandirilir ve degrade edilir (Ha & Kim, 2014;
Lund, Guttinger, Calado, Dahlberg, & Kutay, 2004; Winter et al., 2009)
(Sekil 2.15).
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Sekil 2.15: miRNA biyogenezinin sematik olarak gésterimi (Winter et al., 2009)

MikroRNA'larin ~ gbrevi genel olarak komplementer  mRNA
molekdllerinin islevini translasyonel seviyede reglile etmektir (Kim, 2005;
Winter et al., 2009). Birgok mikro RNA hedef mRNA’sI ile neredeyse tam
eslesme gosterir ve hedef mRNA'nin yikimini saglar. Bazi mikroRNA'lar ise
CCR4-NOT enzim kompleksi yardimi ile etkilesime girerek hedef mRNA'nin
poli(A) kuyrugunun deadenile olmasini sadlar. Okaryotik mRNA’larin
kararligini koruyan ve Adenin bazlarinin dizilmesiyle olusan poly(A)
kuyrugunun deadenile olmasiyla mRNA yikima hazir hale gelir ve diger
mekanizmalar tarafindan degrade edilir (Garneau, Wilusz, & Wilusz,
2007). Diger mikroRNA'lar ise hedef mikroRNA ile tam baz eslesmesi
gbstermezler ve ribozomu inaktive etme, olusan proteini degrade etme
gibi ydntemlerle hedef mRNA’larinin translasyonunu inhibe ederler
(Filipowicz, Bhattacharyya, & Sonenberg, 2008; Ryan, Joilin, & Williams,
2015) (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16: miRNA fonksiyonu. Hedef mRNA ile miRNA arasinda tama yakin eslesme
varsa reaksiyonun sonucunda hedef mRNA yikimi goérilirken, kismi eslesme goérilmesi
durumunda mRNA’nin translasyonu inhibe edilir. Bazi miRNAlar ise hedef mRNA'nin
deanilasyonunu saglarlar (Cordes & Srivastava, 2009; Ryan et al., 2015).

2.3.4. Sinaps MikroRNA’lari

Dendritler post-sinaptik bélgede uyari alan bdlgelerdir ve dendritlerin
uzunlugu, dallanmasi gibi faktorler sinaptik plastisite agisindan 6nemlidir.
Bir néronun dendritleri ne kadar cok alan kapliyorsa o kadar c¢ok uyari
almak icin uygun ylizey alanina sahiptir. Néronal aktivitenin fazla oldugu
bolgelerdeki néronlarin dendritleri daha c¢ok dallanma gésterir ve daha
uzundur (Y. Chen & Ghosh, 2005).

Dendritlerde bulunan dendritik dikensi gikintilar da dendritlerin ylzey
alanini genisleten yapilardir (Colonnier, 1968). Bu cikintilarda bulunan
glutamat reseptorlerinin, aktin filamentlerinin dinamigini etkileyen
proteinlerin ve diger PSD proteinlerinin miktari gibi faktorler dikensi
cikintinin morfolojisini dolayisiyla sinaptik plastisiteyi etkilemektedir. S6z
konusu proteinlerin sentezinin dendritik dikensi ¢ikintilarin taban ve boyun
bélgelerinde yodunlastigini gbz onltne alirsak miRNA etkili mRNA
translasyonu baskilamasinin da bu bdlgelerde olmasi gerektigini
soyleyebiliriz. Ozellikle glutamat reseptorlerinin seviyesini ve aktin
filamentlerinin dinamigini dizenleyen proteinlerin sentezinin regilasyonu
acisindan miRNA’lar sinaptik plastisite igin gok dnemlidir (Hering & Sheng,
2001; Matsuzaki et al., 2004; Okamoto et al., 2004; G. Schratt, 2009; Shi
et al., 1999; Zito et al., 2004).

Bircok mikroRNA sinaptik plastisiteye direkt ya da dolayli yoldan etki
yapmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalardan ¢ikan sonuglara gore
dendrit morfolojisi, dendritik dikensi cikintilarin morfolojisi, dendritik
dikensi cikintilarin yogunlugu gibi 6nemli faktorleri en ¢ok etkileyen
mikroRNA’larin  basinda miR-132, miR-134 ve miR-138'in geldigini
sOyleyebiliriz (Bicker et al., 2014; Siegel et al., 2011).
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2.3.5. miR-132 ve Sinaptik Plastisite Uzerine Etkileri

miR-132 seviyesi sinaptogenez siresince CREB proteini tarafindan
reglle edilmektedir. Norotrotropik faktdrler ve ndéronal aktivite gibi
bilesenlerin olusturdugu hiicresel sinyaller, cCAMP sinyallerini ve sonucunda
CREB proteinlerinin aktivasyonunu saglamaktadir. BDNF indiksiyonu
sonucunda diger ©6nemli sinaptik mikroRNA’larin seviyesinde degisim
gorulmezken mir-132 seviyesi anlaml dlgude yukselmektedir (Kawashima
et al., 2010).

miR-132 hedefleri arasindan evrimsel agidan iyi korunmus bir protein
olan GAP (GTPaz aktive edici proteinler)’larin Rac/Rho ailesinden p250GAP
proteini (GTPase-activating protein p250GAP) &zellikle sinaptik plastisite
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. P250GAP proteinleri dendritik dikensi
cikinti  morfolojisi Uzerine pozitif yonde etki yapan Rac yolaginin
inhibisyonundan sorumludur. Rac proteinlerinin de aktin filamentlerinin
polimerizasyonunu sadlayan kofilin proteinlerinin katalizérii olan Limk1
(LIM Domain Kinase 1) proteinleri lzerine eksitator etkisi bulunmaktadir.
Ayrica p250GAP seviyesi norit yodunlugunu ve uzunlugunu da
arttirmaktadir (Vo et al., 2005). miR-132 p250GAP (izerinden etki ettigi
Rac vyolagini reglle ederek dendritik dikensi c¢ikinti yogunlugunu
arttirmaktadir. Antimir uygulamasi ile miR-132 seviyesi dusirildiginde
ise dikensi cikintilarin yogunlugu da azalmaktadir (Impey et al., 2010)
(Sekil 2.17).

Kontrol

2'0M-132

miR132

sh-p250GAP

Sekil 2.17: Hipokampal ndéron kaltlirli hicrelerinin kesitlerinde CA1l bdélgesindeki
piramidal ndronlarin dendritlerinde miR-132 ekspresyonu ve p250GAP inhibisyonunun
dendritik dikensi cikintilarin yogunlugu Gzerine etkisi. mir-132 seviyesinin 2’ O-methyl
RNA kullanilarak inhibisyonu sonucu dendritik dikensi gikinti yogunlugunda kontrol grubu
néronlarina gore daha az oldugu gorilmektedir. mir-132 ekspresyonunun arttirildigi ve
p250GAP seviyesinin shRNA (short hairpin RNA) kullanilarak inhibe edildigi durumlarda
ise birbirine benzer sekilde dendritik dikensi gikinti yogunlugunda anlaml élglide bir artis
gorilmektedir (Impey et al., 2010).



2.3.6. miR-134 ve Sinaptik Plastisite Uzerine Etkileri

Limk1l ADF/cofilin yolaginin inhibisyonunu kontrol ederek aktin
filamentlerinin dinamigini reglile eden bir proteindir (Bamburg, 1999).
miR-134" Un Limk1l seviyesini regille ettigi ve bu proteinin seviyesi
Uzerinden dendritik dikensi cikintilarin hacmini etkiledigi bilinmektedir.
mir-134 seviyesinin ylkseldigi durumlarda dikensi cgikintilarin hacminde
disls gozlenir ve ince dikensi cikintilarin sayisi artarken, miR-134 seviyesi
cesitli antimir uygulamalar ile dUsdridldiginde mantarimsi dikensi
cikintilarin sayisinin arttigi gézlemlenmistir (G. M. Schratt et al., 2006)
(Sekil 2.18).

Sekil 2.18: miR-134'Un hipokampal ndéron hlcre kaltirindeki dendritik dikensi
gikintilarin morfolojileri Gzerine etkileri. A-  kontrol vektéri, B- miR-134 ekspresyon
vektdrd transfeksiyonu (ince dikensi cikintilar fazla sayida), C- 2’ -O-Me kontrol, D- 2’
-O-Me-134 oligonukleotid transfeksiyonu (mantarimsi dikensi cikintilar fazla sayida) (G.
M. Schratt et al., 2006)

2.3.7. miR-138 ve Sinaptik Plastisite Uzerine Etkileri

miR-138 transfeksiyonu sonrasinda minyatlr uyarici sinaptik
akimlarin (mEPSCs) d6lcimUu sonucunda kontrol hlicrelerine gére miR-138
ekspresyonu yapilan hiicrelerde mEPSCs amplitiidiiniin daha disik oldugu
bilinmektedir (Siegel et al., 2009).

Gal3 alt birimlerinin palmitoilasyonu plazma membrani gecirgenligi
ve RhoA yolaginin aktivasyonu icin gereklidir (Bhattacharyya &
Wedegaertner, 2000). APT1 (Acyl-protein thioesterase), Gal3 alt
birimlerinin G proteini'ne depalmitoilasyonunu reglile eden proteindir ve
miR-138‘in hedef proteinlerinden biri oldugu bilinmektedir. RhoA yoladi
aktomiyosin kontraksiyonu ve dendritik dikensi c¢ikinti genislemesini
kontrol etmektedir. miR-138 APT1 Uzerinden RhoA yolagina etki ederek
dendritik dikensi cikinti hacimleri Gzerine de etki etmektedir (Tada &
Sheng, 2006) (Sekil 2.19). miR-138’in seviyesi antimir uygulamasi ile
azaltildiginda dikensi cikinti  hacimlerinin anlamli  dlgide arttigi
gbérulmektedir (Siegel et al., 2009).
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Sekil 2.19: miR-138'in dendritik dikensi cikinti hacimleri Uzerine etkisi. miR-138
inhibitérleri (2'-O-methyl (2’0-me) modifiye antisens (AS) oligoribonikleotidler) ile
muamele edilmis sican hipokampal néronlari konfokal mikroskop altinda incelenerek
dendritik  dikensi  cikintilarin  hacminin  miR-138 inhibisyonu sonucu arttidi
gosterilmistir(Siegel et al., 2009).

2.3.8. miR-132, miR-134 ve miR-138 Uzerine Genel Bakis

2.3.8.1. Iskemik durumlarda miR-132, miR-134 ve miR-138 seviyeleri ve
etkileri

Iskemik durumlarda miR-132 seviyesinin ve miR-132 tarafindan
reglle edilen, néronal gelisimi regile eden bir protein olan MeCP2 (methyl
CpG-binding protein 2) seviyesinin ndroprotektif etki gdsterecek sekilde
ylUkseldigi gortulmektedir. Bu durumun iskemiye karsi toleransi sagladigi
disinulmektedir (Keasey et al., 2016; Lusardi et al., 2010).

miR-134 seviyesinin de iskemik durumlarda yikseldigi ama etkisinin
miR-132’den farkli oldugu bilinmektedir. HSPA12B (heat shock protein
A12B) proteini seviyesi serebral iskemik durumlarda dismektedir. miR-
134’Un hedef proteini olan HSPA12B seviyesinin dlusmesiyle birlikte
néronal hlcre o&lumleri ve apoptoz induklenmektedir. miR-134
seviyesindeki disisin de ters etki yaparak HSPA12B proteinlerinin
seviyesini yukselttigi ve noéronal hicre o6limlyle apoptozu azalttigi
gorulmektedir (Chi et al., 2014). Ayrica miR-134 seviyesinin yukselmesi
CREB ve anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)
seviyelerini distrdigu icin bu yol Gzerinden de noéronal hicre 6limind
indiklemektedir (Huang et al., 2015).
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miR-138 seviyesi ise serebral iskemik durumlarda miR-132 ve miR-
134’Un aksine dismektedir. miR-138’in hedef proteinlerinden biri olan
Lcn-2 (Lipocalin 2) proteininin ndéronal hicre 8lUumuU Gzerine etkisi vardir.
miR-138 seviyesinin  duismesiyle birlikte Lcn-2  seviyesi artisi
gorulmektedir. Omurilik hasari sonrasinda Lcn-2 geni kapali olan farelerin
lokomotor fonksiyonlarinin daha kolay iyilestigi, noronal ve doku
hasarlarinin daha az oldugu bilinmektedir (Rathore et al., 2011; X. J. Tang
et al., 2016).

2.3.8.2. Dendritik dikensi ¢ikinti morfolojisi zerine miR-132, miR-134 ve
miR-138’in etkileri

Dendritik  dikensi  cikintilarda  bulunan  aktin  filamentlerinin
polimerizasyonu sonucu cikintilarin  hacimlerinde artis gdérilirken,
depolimerizasyonu sonucu ise c¢ikinti hacimlerinde azalma meydana
gelmektedir.

miR-132 ekspresyonu hedef molekil olan p250GAP seviyesini dlsutrur
ve p250GAP’In inhibe ettigi Rac yolagi Gzerinde eksitator etki yapar. Rac
yolagi aktin polimerizasyonunu indikleyerek dikensi cikintilarin hacminin
artmasina neden olur.

miR-134 ekspresyonu Limkl proteinlerini inhibe eder. Limk1
proteinlerinin azalmasi sonucuaktin polimerizasyonu azalir ve buna bagli
olarak dikensi gikinti hacimlerinde azalma meydana gelir.

miR-138 ekspresyonu hedef protein olan APT1 seviyesini
disirmektedir. APT1’in Rho yolagi Gizerinde eksitator etkisi bulunmaktadir.
Dolayisiyla miR-138 seviyesinde gorilen artis Rho yolagini inhibe ederek
aktin depolimerizasyonu sonucunda dikensi ¢ikinti hacimlerinde azalma
meydana getirir (G. Schratt, 2009) (Sekil 2.20).
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Sekil 2.20: miR-132, miR-134 ve miR-138’in farkl yolaklar Gzerinden dendritik dikensi
gikinti hacimleri tzerine olan etkisinin sematik gésterimi (G. Schratt, 2009)
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2.4. Farkh Ortam Kosullari ve Kognitif Fonksiyonlar
Uzerine Etkileri

Sinir sistemi plastisitesi ve kognitif fonksiyonlarda, yaslanma ile
birlikte bozulmalar goérilmektedir. Medial temporal lob ve prefrontal
kortekse badli 6grenme, hafiza ve yonetici fonsiyonlar gibi kognitif
fonksiyonlarda vyaslanmaya bagli olarak gerileme goérildigd ve bu
fonksiyonlarin yaslanmaya karsi savunmasiz oldugu bilinmektedir (Burke
& Barnes, 2006).

Yaslanmayla birlikte 06zellikle prefrontal ve parietal korteks
bélgelerinde sinaptik plastisite azalmaktadir. Yasam kosullari bu azalmaya
etki etmektedir. HipokampUs ve korteks bdlgelerinde nérogenez olusumu,
glutamat, GABA (Gamma-aminobltirik asit), dopamin, asetilkolin gibi
nérotransmiter madde seviyeleri Uzerine ortam kosullarinin zenginliginin
etkisi gozlenmektedir (Mora, Segovia, & del Arco, 2007).

Glncel arastirmalar beyin ve davranissal plastisite olusumlari
Uzerinde ortam kosullarinin insan ve hayvanlar Uzerindeki etkisini ortaya
koymaktadir (Cymerblit-Sabba et al., 2013; Leger et al., 2012; Moodie et
al., 2013; Vazquez-Sanroman et al., 2013; Y. Y. Zhao et al., 2012).

Zenginlestirilmis ortam; sosyal etkilesim, fiziksel egzersiz ve sirekli
degisen materyallerin birlesiminden olusan 0dgrenme ve hafizayi
gelistirmeye yoénelik 06zellikleri barindiran alan olarak tanimlanabilir.
Hayvanlar Uzerinde yapilan deneylerde genellikle daha buylk kafesler,
slrekli degisen objeler, egzersiz icin materyaller ve daha ¢ok hayvanin bir
arada tutulmasi gibi kosullar saglanmaktadir. Deney hayvanlarinin sosyal
etkilesiminin ve fiziksel aktivitesinin kisitlandigi, zenginlestirilmis ortam ile
karsilastirmalar yapmak icin kullanilan diger bir yasam ortami ise izole
ortam kosullandir (Franklin et al., 2006; Volkers & Scherder, 2011)(Sekil
2.21, Sekil2.22).

Zenginlestirilmis ortamin nérokimyasal degisikliklere yol actigi ve bu
ortamda tutulan hayvanlarin  kortekslerinin daha yogun oldugu
bilinmektedir. Bu yodunluk noéronal somalarin genislemesi, dendritlerin
uzunlugunun ve sayllarinin artmasi ve dendritik dikensi cikintilarin
yogunlugu ve blylkligindeki artislara baghdir (Rosenzweig, 1984).

Sinaptik vezikillerde bulunan ve presinaptik belirteg olarak kullanilan,
kognitif bozukluk gérilen néropatolojik bircok durumda ve yaslanmayla
birlikte seviyesinin distligd bilinen synaptophysin proteinlerinin seviyesi
de zenginlestirilmis ortamda tutulan farelerde artmaktadir (Frick &
Fernandez, 2003; X. Liu, Erikson, & Brun, 1996).

Zenginlestirilmis ortam kosullarinin ndrodejeneratif hastaliklar ve
iskemik durumlarda da olumlu etkileri vardir. Parkinson hastaligi modeli
uygulanmis hayvanlarda zenginlestiriimis ortamin sinaptik glcglenmeyi
arttirdigi belirtilmistir (Steiner et al., 2006). Kafa travmasi ve beyin hasari
durumlarinda ndérotransmiter sentezinin zenginlestirilmis ortamda tutulan
hayvanlarda iyilesme gosterdigi ve noroprotektif gorev yaptigi da
bilinmektedir. Ayrica periferal sinir zedelenmesi sonrasi da sinir
rejenerasyonunu  sagladigi  ve rehabilitasyona yardimc  oldudu
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gosterilmistir. Zenginlestirilmis ortamin beyin lezyonlari sebebiyle motor
ve duyusal fonksiyonlarda gorilen bozukluklar Uzerine de ndroprotektif
etkisi vardir (Segovia et al., 2006; Will et al., 2004).

Uzun dénemli hafiza bilginin kodlanmasi, saklanmasi ve daha sonra
o0zel beyin bdlgelerinden bu bilgiyi caginp kullanmak esasina
dayanmaktadir (Kessels, de Haan, Kappelle, & Postma, 2001; Kessels,
Hendriks, Schouten, Van Asselen, & Postma, 2004). Ortamdaki objelerin
yerini hatirlamak ve o objeye giden yolu bulabilmek uzun dénemli hafiza
ornegidir. Bu fonksiyon 0zellikle hipokampal sistem tarafindan
saglanmaktadir (Fortin, Agster, & Eichenbaum, 2002).

Bircok zenginlestirilmis ortam c¢alismasinda uzun ddénemli hafizaya
yonelik oOlgimlerde Morris su tanki (MWM) testi kullaniimistir.
Zenginlestirilmis ortam kosullarinda tutulmus olan hayvanlarin Morris su
tankinda yapilan 6lcimlerde standart ortamda tutulan hayvanlara goére
platformu bulma strelerinin daha kisa oldugu ve platformu bulana kadar
katettikleri yolun daha kisa oldugu goérilmektedir (Fares et al., 2013;
Williams et al., 2001).

Zenginlestirilmis ortam kosullarinda tutulan hayvanlarin LTP
seviyelerinde de yukselme gdérilmektedir. Hipokamptsin CA1l bdlgesinde
patch-clamp teknigi ile LTP 6lcimU yapilmis ve 1-2 hafta gibi kisa donem
siren zenginlestirilmis ortam sartlarinin bile LTP amplitiddni anlaml
Olcide arttirdigi goézlemlenmistir (Fares et al., 2013; Hu, Long, Pigino,
Brady, & Lazarov, 2013).

Bircok calismada ndéronal baglantilari, aksonal bliylmeyi, sinaptik
plastisiteyi ve noOrotransmiter salinimini kontrol ettigi bilinen BDNF
proteinlerinin seviyesinin zenginlestirilmis ortam kosullarinda tutulan
hayvanlarda standart ortamda tutulan hayvanlardan daha ylksek seviyede
oldugu gosterilmistir (Fares et al., 2013; Gobbo & O'Mara, 2004; Hu et al.,
2013; Nithianantharajah & Hannan, 2006). Zenginlestirilmis ortamin
tersine izole ortamda tutulan sicanlarda BDNF seviyesinde azalma
olmaktadir (Franklin et al., 2006).

Sinaptik plastisitede glutamat reseptoérleri blylik o6neme sahiptir.
Hipokampis bdlgesinde bu reseptérlerin  NR2B, NR2A ve GIluRl1l
altbirimlerinin protein seviyesinde zenginlestirilmis ortam sonrasi artis
olmaktadir. Bu da hem NMDA hem de AMPA reseptdr sayisinda artis
oldugunu gostermektedir (Y. P. Tang, Wang, Feng, Kyin, & Tsien, 2001).

Alzheimer hastaligi ile dogrudan iliskili olan amiloid-beta proteinlerinin
ve fosforile tau proteinlerinin patolojik durumlarda seviyelerinin ylikseldigi
bilinmektedir. Zenginlestirilmis ortam kosullarinin  bu proteinlerin
seviyelerini de dislrdigi gozlemlenmistir (Hu et al., 2013; Lazarov et al.,
2005).

Postsinaptik belirteg olarak da kullanilan MAP-2 proteinleri
dendritlerde mikrotubdullerin organizasyonunu reglle eden proteinlerdir.
Bu proteinlerin seviyesi daha glclli dendritik yapilanmay! gdstermektedir.
Zenginlestirilmis ortam sonrasi MAP-2 seviyesi dorsal ve ventral
hipokampuls boélgelerinde anlamh 6élgcide yukselmektedir (Fares et al.,
2013).
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Ayrica zenginlestirilmis ortam kosullarinin sinaptik plastisiteye etki
eden mikroRNA’lardan olan miR-132'nin seviyesini arttirdigi, miR-134
seviyesini dislrdiglu de gosterilmistir. MiR-132'nin seviyesindeki artis
dendritik cikintilar Gzerine olumlu etki yaparken miR-134'GUn dendritik
cikintilar  Gzerine negatif yonde etki yaptigi da bilinmektedir.
Zenginlestirimis ortam sonrasi miR-134 seviyesindeki dlsls de sinaptik
plastisiteye olumlu etki yapmaktadir (Brenes et al., 2016; G. M. Schratt et
al., 2006; Wayman et al., 2008).

Zenginlestirilmis ortam kosullari hem hipokampis hem de korteks
bdlgelerindeki ndronlarin dendritlerinde bulunan dendritik dikensi gikinti
yogunlugu Uzerinde olumlu etki yapmaktadir (Johansson & Belichenko,
2002; Jung & Herms, 2014; Rojas et al., 2013). iskemi modeli uygulanmis
sicanlarda bu cikinti sayilarinin distigl fakat zenginlestirilmis ortam
kosullarinin iskemi sonrasi iyilesmeye katkisi oldugu ve dikensi cikinti
miktarini yeniden arttirdigi gosterilmistir (Johansson & Belichenko, 2002).

motor

Sekil 2.21: Zenginlestiriimis ortamin gesitli beyin fonksiyonlarina etkisinin sematik
gosterimi (Nithianantharajah & Hannan, 2006)
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Sekil 2.22: izole ve zenginlestiriimis ortam resimleri. Yukaridaki resimde izole ortam
kosullar olusturulmus kafesler gorilmektedir. Hayvanlar tek tek normalden daha kiglk
boyutlu kafeslerde tutulmaktadir. Asadidaki resimde ise fiziksel ve sosyal aktivitelerin

mevcut oldugu zenginlestirilmis ortam 6rnedi gosterilmektedir (Renner & Rosenzweig,
1987).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Deney Hayvanlanri

Calismamizda Spraque-Dawley irkindan yaklasik 3 aylik, 250-350
gram agirhdinda 122 adet disi sican kullanildi. Calismaya baslayana kadar
hayvanlar standart kafeslerde, 5’erli gruplar halinde, 12 saat karanlik 12
saat aydinlik doéngusiinde, sicakhdi (21+£2°C) kontrol edilen odada
tutuldular. Deney boyunca hayvanlara su ya da yem kisitlamasi
uygulanmadi.

Deneyler Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi
Arastirma Merkezi (TICAM) biinyesinde yapildi. Hayvanlara yapilacak
uygulamalar icin ESOGU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK)'ndan tarihinde dosya numarasi ile etik kurul onayr (439-
1/2015) alindi.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

80 adet deney hayvani Ulizerinde TICAM biinyesindeki cerrahi
operasyon odasinda, sisterna magna bdlgesine ¢ift enjeksiyon ydntemi ile
SAK modeli olusturuldu. Ikinci enjeksiyon birinci enjeksiyondan 48 saat
sonra uygulandi. Cerrahi operasyon uygulanmis olan hayvanlardan 38’i
operasyon sirasinda ya da operasyon sonrasi donemde 06ldi. Kalan 42
hayvan farkl ortam kosullarina alinmadan énce 1 gin boyunca her kafeste
1 hayvan kalacak sekilde tutuldu. Izole, zenginlestirilmis ve standart
ortam sartlarini olusturmak icin degisik blyUklikte kafesler kullanildi.
Standart ortam (SO) icin standart sican kafesleri kullanilirken,
zenginlestirilmis ortam (ZO) icin daha blyldk kafesler ve bu kafeslerin igine
yerlestirilmis gesitli oyuncaklar temin edildi. izole ortam (I0) olusturmak
icin standart kafeslerden daha kliclk olan fare kafesleri kullanildi ve bu
kafesler hayvanlarin dis ortami ve birbirlerini géremeyecekleri sekilde
aliminyum folyo kullanilarak kaplandi. ikinci operasyondan 1 giin sonra
her grup icin 7’ser hayvan farkli ortam kosullari igin daha &6nceden
hazirlanmis olan kafeslere alindi.

42 deney hayvani kontrol gruplarinin olusturulmasi igin cerrahi
operasyon uygulanmadan her grupta 7 hayvan olacak sekilde farkli ortam
kosullari icin hazirlanmis kafeslere alindi. Farkli ortam kosullarinin SAK
modeli uygulanmis sicanlardaki iyilesme sirecine etkisi hem kisa dénemli
hem de uzun doénemli incelendi. Farkli ortam kosullarinin kisa dénemli
etkilerini gézlemleyebilmek icin hayvanlar farkh ortam kosullarinda 7 gln,
uzun doénemli etkileri gbézlemleyebilmek igin ise 14 gin tutuldu. Deney
gruplarinin listesi ve deney gruplarinin olusturulma sdreci Tablo 3.1 ve
Sekil 3.1’de belirtilmigtir.
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Tablo 3.1: Deney Gruplarn ve uygulanan islemler

Kontrol+ 7 giin STANDART ortam
Kontrol+ 7 giin IZOLE ortam

Kontrol+ 7 giin ZENGINLESTIRILMIS ortam
SAK+ 7 gun STANDART ortam

SAK+ 7 gln IZOLE ortam

SAK+ 7 giin ZENGINLESTIRILMIS ortam
Kontrol+ 14 gin STANDART ortam
Kontrol+ 14 giin IZOLE ortam

Kontrol+ 14 giin ZENGINLESTIRILMIS ortam
SAK+ 14 gin STANDART ortam

SAK+ 14 giin IZOLE ortam

SAK+ 14 giin ZENGINLESTIRILMIS ortam

7. Grup

122 Sprague-Dawley sican

#
#
#
#
#
#
#
~ -1

Kontrol Gruplan (n=42) SAK uygulamasi (n=80)

-7 glin standart ortam (n=7)

-7 glin izole ortam (n=7) e
-7 glin zengin ortam (n=7) P
-14 giin standart ortam (n=7)

-14 giin izole ortam (n=7) SAK gruplar (n=42)

=14 giin zengin ortam (n=7)
-7 giin standart ortam (n=7)
-7 giin izole ortam (n=7)
-7 glin zengin ortam (n=7)
-14 glin standart ortam (n=7)
-14 giin izole ortam (n=7)
-14 glin zengin ortam (n=7)

Sekil 3.1: Deney akis semasi
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3.3. Sisterna Magnaya Cift Enjeksiyon Yontemi ile SAK
Modeli Olusturma Islemi

Cerrahi operasyon uygulanacak olan sicanlara intramuskuler 0,1cc
xylazine ve 0,2cc ketamin hidroklorid enjeksiyonu yapilarak anestezi
saglandi. Anestezi uygulanmis olan sicanlar baslan fleksiyona gelecek
sekilde vylzlsta yatinldi. Oksipitoservikal boélgeleri traslandiktan sonra
povidon iyot ile bdlge temizligi saglandi. Vertikal ve suboksipital cilt
dokular cilt insizyonuyla gecildi ve kaslar ayrilarak atlanto-oksipital
membrana ulasildi. Steril insllin ignesiyle sicanin kuyruk arterinden
yaklagik 0,5ml kan cekildi. Igneyle atlanto-oksipital membrandan
girildikten sonra (Sekil 3.2) otolog kan enjekte edilmeden &6nce hafif
negatif basing uygulanarak BOS geldigi gorildi. Cekilen otolog kan
sisterna magnaya yavasca (yaklasik 10 saniye) enjekte edildi. Anatomik
katlar dikisle kapatildi ve hayvanlar vyaklasik 15 dakika boyunca
tredelenburg pozisyonunda yatirildi.

Operasyon sonrasi 48 saat boyunca tekli kafeslerde tutulan sicanlar
48 saatin sonunda ikinci enjeksiyona maruz birakildi. Tekrar 48 saat tekli
kafeslerde tutulan sicanlar 48 saatin sonunda farkli ortam kosullarina
alinmak Utzere ayrildi.

Sekil 3.2: Sisterna magnaya enjeksiyon yolunun sematik olarak gdsterimi (Raslan,
2012)
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3.4. Farklhi Ortam Kosullari Icin Kafeslerin Hazirlanmasi
ve Deney Hayvanlarinin Farkli Ortamlardaki Bakimi

SO gruplarindaki hayvanlar igin TICAM biinyesindeki standart sican
kafesleri kullanildi. Her kafeste 3-4 hayvan birlikte tutuldu. Hayvanlarin
yem ve suya gin boyu erisimi saglandi (21+2°C) ve 12 saatlik gece-
glindliz dénglsi sartlan sagland.

I0 gruplarindaki hayvanlar icin TICAM biinyesindeki standart sican
kafeslerinden daha klguk boyutlu olan fare kafesleri kullanildi. Kafeslerin
dis tarafi aliminyum folyo kullanilarak kapatildi (Sekil 3.3). Her kafese 1
hayvan yerlestirildi. Hayvanlarin yem ve suya glin boyu erisimi saglandi.
(21+£2°C) ve 12 saatlik gece-gindiz dongisl sartlar sagland.

Sekil 3.3: Calismada kullanilan izole Ortam Kafesleri

Z0 gruplarindaki hayvanlar igin 6zel zenginlestirilmis ortam kafesleri
hazirlandi (Sekil 3.5). Her kafese 7 hayvan yerlestirildi. Standart sigan
kafeslerinden daha buylk boyutlu olacak sekilde dizayn edilen kafesler iki
kath olacak ve hayvanlarin ortadan merdivenle Ust katina cgikabilecegi
sekilde yaptirildi. Cesitli oyuncaklar kafesin icine birakildi ve oyuncaklar 48
saatte 1 degistirildi. Her gin 19.00-20.00 saatleri arasinda hayvanlara
rahatsiz olmayacaklari gsekilde kisik sesli klasik muzik dinletildi.
Hayvanlarin yem ve suya gln boyu erisimi saglandi (21+2°C) ve 12
saatlik gece-glindliz dongulsu sartlari saglandi.
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Sekil 3.4: Calismada kullanilan zenginlestirilmis ortam kafesleri
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Sekil 3.5: Zenginlestirilmis ortam resimler
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3.5. Kan ve Beyin Dokusu Orneklerinin Toplanmasi ve
Saklanmasi

Farkh ortam kosullarinin kisa dénemli etkilerinin izlendigi hayvanlara
ortama alindiktan 7 glin sonra, uzun dénemli etkilerin gozlemlenecedgi
hayvanlara ise 14. ginlin sonunda anestezi uygulandi.

3.5.1. Kan Orneklerinin toplanmasi ve saklanmasi

Anestezi uygulanan hayvanlardan torakotomi sonrasi kalbin sol
ventrikdlinden yaklasik 10ml kan cgekildi. Plazma elde etmek icin cekilen
kandan 5ml EDTA'lI (etilendiamin tetra asetik asit) tuplere alindi. 2500
rpom ve 4°C sartlant kullanilarak santrifij edilen kan &rneklerinin
supernatantlar alinarak énceden hazirlanmis eppendorf tiplere aktarildi.
Eppendorf tlpler 6lcim asamalarina kadar -80°C’de saklandi.

3.5.2. Frontal lob ve hipokampiis orneklerinin toplanmasi ve
saklanmasi

Kan alimini takiben oksipital kemikten baslayarak kraniektomi yapildi
ve zarar vermeden beyin butlin olarak ¢ikarilarak buz Gstine alindi (Sekil
3.6). Sol hipokampds ile sol frontal lob bdlgelerinin diseksiyonu yapildi ve
icinde RNA later (RNAlater® Stabilization Solution, Ambion) solisyonu
olan eppendorf tlplere ayri ayri konularak -80°C’de saklandi.
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Sekil 3.6: Beyin dokularinin diseksiyonu ve SAK grubundaki hayvanlarin beynindeki SAK
olusumlari. A,B- Beyin ve beyin dokularinin diseksiyonu, C-D- SAK grubundaki
hayvanlarin beyninde olusan SAK gérintuleri.
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3.6. Real-Time PCR Uygulamasi ile Frontal Lob,
Hipokampiis ve Plazma Orneklerinde miR-132, miR-134
ve miR-138 Seviyelerinin Belirlenmesi

3.6.1. Doku ve plazma orneklerinden total RNA izolasyonu
1. Frontal lob ve hipokampls dokularinin total RNA izolasyonu
islemi icin 30-50mg frontal lob veya hipokampus dokusu 1.5ml’lik
tlp icine alindi ve tupin igine 3-4 boncuk eklendi.

2. Tuplerin icine 400ul Tissue Lizis Buffer(1) solisyonu eklendi.

3. Ornekler homojenizatér (BIOPREP24, ALLSHENG) kullanilarak 1
dakika boyunca homojenize edildi.

4, Tdaplerin igine 200pl Tissue Lizis Buffer(2) sollsyonu eklendi ve
15 saniye vorteks yapildi.

5. Ornekler 5 dakika boyunca buz iizerinde inkiibasyona birakildi.
6. Tupler 12.000rpm ve +4°C sartlarinda 15 dakika santriftj edildi.

7. Slpernatant kismindan alnan 200 pllik sivi DNA/RNA Kiti'nin
(BIONEER) 1 numarali kartusunun drnek g6ézine aktarildi.

8.  Plazma 6rneklerinin izolasyonu igin daha 6nceki adimlar atlanarak
200 pl'lik 6rnek DNA/RNA Kiti'nin  (BIONEER) 1 numarali
kartusunun 6rnek gézine aktarildi.

9. Kartuslar ekstraksiyon robotu (Bioneer Exiprep 16 Plus)

icerisindeki yerlerine vyerlestirildikten sonra uygun protokol
numarasi segilerek RNA izolasyonu islemi yapildi.

10. Islem sonucunda elde edilen RNA miktari spektrofotometre
(DENOVIX, DS-11+) kullanilarak 260 nm’de dlguldd.
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3.6.2. cDNA (Komplementer DNA) eldesi

1. RNA izolasyonu isleminde elde edilen total RNA’lardan her 6rnek
icin ayr tiplere 10pul alindi.

2. Total RNA'larin bulundugu tiplere 3ul primer (Bioneer, Reverse
Primer GAPDH) eklendi.

3. 13 pllik karnisim 70°C’de 5 dakika inkUbasyon edildi ve buz
kaliplarina alindi.

4. 13pl'lik karisima 37ul deiyonize steril su eklendi ve elde edilen
50ul’lik karisim kit tdplerine (Bioneer, AccuPower® Dual-
HotStart™ RT-qPCR PreMix, K-6704) aktarildi.

5. 50°C'de 20 dakika termal inkibasyon sonucu komplementer
DNA’lar elde edildi.

6. Islem sonucunda elde edilen cDNA miktari spektrofotometre
(DENOVIX, DS-11+) kullanilarak 260 nm’de dlguldd.

3.6.3. Real-Time PCR

1. Her 6rnek icin 5 pl cDNA, 1 pl forward primer, 1 ul reverse primer
ve 13 pl deiyonize steril su kullanilarak 20 pl PCR karisimi
hazirlandi. Kullanilan primerlerin listesi Tablo 3.2'de verilmistir.

2. Elde edilen PCR karisimi GreenStar™ gPCR PreMix (AccuPower
GreenStar ™ gPCR PreMix, Bioneer) tuplerine alindi.

3. Tupler 3000 rpm’de 2 dakika santrifij edildi.

4. RT-PCR asamasinda ilk 6nce 95€C'de 1 dakika tutuldu, daha
sonraki asamada 95%€’de 5 saniye ve daha sonra 55¥C’'de 40
saniye tutuldu. Tarama asamasindan sonra bir sonraki dénguye
gecildi. Toplamda her 6rnek icin 40 dénglu yapildi.Real-Time PCR
islemi icin Real Time PCR cihazi (ExiCycler 96, Bioneer)
kullaniimistir.

5. 40 doéngil sonunda ¢ikan sonuglar alinarak islem sonlandirildi.
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miR-132

miR-132

miR-134

miR-134

miR-138

miR-138

GAPDH

GAPDH

Tablo 3.2: Real-Time PCR isleminde kullanilan primerler

reverse

forward

reverse

forward

reverse

forward

reverse

forward

5- CCGCGTCTCCAGGGCAAC-3'

5'-CCTCCGGTTCCCACAGTAACAA-3'

5'-GGGTTGGTGACTAGGTGGCC-3'

5'-GGGTGTGTGACTGGTTGACCA-3'

5'-
CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAA
TTCAGTTGAGCGGCCTGAT-3'

5'-
ACACTCCAGCTGGGAGCTGGTGTTG-
3 1

5'-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3'

5'-GACATGCCGCCTGGAGAAAC-3'

3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Bu calismada Real-Time PCR sonucunda elde edilen CT dederleri

kullanilarak degisim katsayisi

(22AACT) degerleri hesaplandi. Farkli

gruplarin degisim katsayisi dederleri t testi ile analiz edildi ve ortalama =
standart sapma (ort+ss) seklinde goésterildi. Analizler icin SPSS 21.0
programi (IL, Chicago, USA) kullanildi. istatistiksel anlamhlik duzeyi olarak
p<0.05 degeri alindi.
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4. BULGULAR

hayvanlarin

farkh

Olgiilen

4.1. Kisa donemli (7 giin) farkh ortam sartlarinda tutulan
dokularinda
seviyelerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

miRNA

Tablo 4.1: SO7 ve 107 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

S07 (n=7) 107 (n=8) P

ortxss ortkss
FL miR-132 1,03+0,28 2,59+1,79 0,045
HK miR-132 1,07+0,41 5,73%3,22 0,009
PL miR-132 1,02+0,24 7,72+3,14 0,001
FL miR-134 1,16+0,61 4,99+3,99 0,030
HK miR-134 1,12+0,56 3,15%2,41 0,049
PL miR-134 1,02+0,24 18,78+9,33 0,001
FL miR-138 1,14+0,68 0,92+0,61 0,523
HK miR-138 1,06+0,41 6,42+2,21 0,000
PL miR-138 1,19+0,71 10,81+5,94 0,002

ortxss: ortalama= standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampdus

PL: Plazma

SO7: 7 gun standart ortamda tutulan hayvanlar

I07: 7 gun izole ortamda tutulan hayvanlar

Kisa dbénem izole ortam kosullarina birakilan hayvanlarda, standart
ortamdakilere gore, FL mir-138 dederleri acisindan istatistiksel olarak fark
goérilmezken (p>0,05), FL miR-132, FL miR-134, HK miR-134 (p<0,05),
HK miR-132, PL miR-132, PL miR-134, PL miR-138 (p<0,01) ve HK miR-
artis oldugu

138 (p<0,001) degerlerinde

gbzlenmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.2: SO7 ve ZO7 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

S07 (n=7) Z07 (n=7) P

ort+ss orttss
FL miR-132 1,03+0,28 4,43+1,28 0,000
HK miR-132 1,07+0,41 2,66+1,06 0,001
PL miR-132 1,02+0,24 2,18+1,16 0,018
FL miR-134 1,16+0,61 20,16+5,57 0,000
HK miR-134 1,12+0,56 1,57+0,67 0,166
PL miR-134 1,02+0,24 5,76+3,72 0,005
FL miR-138 1,14+0,68 8,17+3,75 0,001
HK miR-138 1,06£0,41 1,24+0,64 0,537
PL miR-138 1,194+0,71 21,1949,85 0,000

ortxss: ortalama= standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampus

PL: Plazma

SO7: 7 gun standart ortamda tutulan hayvanlar

Z07: 7 gun zenginlestirilimis ortamda tutulan hayvanlar

Kisa donem zenginlestirilmis ortam kosullarina birakilan hayvanlarda,
standart ortamdakilere gére, HK miR-134, HK miR-138 dederleri acisindan
istatistiksel olarak fark goérilmezken (p>0,05); PL miR-132 (p<0,05); PL
miR-134, FL miR-138 ve HK miR-132 (p<0,01); PL miR-138, FL miR-132
ve FL miR-134 (p<0,001) dederlerinde istatistiksel olarak anlamli artis

oldugu goézlenmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.3: 107 ve ZO7 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilagtiriimasi

107 (n=7) Z07 (n=7) P

ort£ss ort£ss
FL miR-132 2,59+1,79 4,43+1,28 0,035
HK miR-132 5,73%3,22 2,66+1,06 0,024
PL miR-132 7,72+3,14 2,18+1,16 0,001
FL miR-134 4,99+3,99 20,16+5,57 0,000
HK miR-134 3,15+2,41 1,57+0,67 0,109
PL miR-134 18,78+9,33 5,76%3,72 0,005
FL miR-138 0,92+0,61 8,17+3,75 0,001
HK miR-138 6,42+2,21 1,24+0,64 0,000
PL miR-138 10,81+5,94 21,19+9,85 0,021

ortxss: ortalama= standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampus

PL: Plazma

107: 7 giin izole ortamda tutulan hayvanlar

Z07: 7 gun zenginlestirilimis ortamda tutulan hayvanlar

Kisa donem zenginlestirilmis ortam kosullarina birakilan hayvanlarda,
izole ortamdakilere gore, HK miR-134 dederleri acgisindan istatistiksel
olarak fark gorilmezken (p>0,05); FL miR-132, PL miR-138 (p<0,05), FL
miR-138 (p<0,01); FL miR-134 dederlerinde (p<0,001) istatistiksel olarak
anlamh artis oldugu; HK miR-132 (p<0,05), PL miR-132, PL miR-134
(p<0,01) ve HK miR-138 (p<0,001) degerlerinde istatistiksel olarak

anlaml disus oldugu gozlenmistir (Tablo 4.3).
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4.2. Uzun donemli (14 giin) farkh ortam sartlarinda
tutulan hayvanlarin farkhh dokularinda olgiilen miRNA
seviyelerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi

Tablo 4.4: SO14 ve 1014 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

S014 (n=7) |1014 (n=7) P

ortxss ortxss
FL miR-132 4,11+1,68 2,61+1,85 0,140
HK miR-132 6,85+0,51 9,04+2,21 0,039
PL miR-132 0,46+0,16 2,7942,29 0,024
FL miR-134 0,66+0,31 1,77+1,88 0,172
HK miR-134 2,57+1,56 0,51+0,55 0,012
PL miR-134 1,11+0,68 24,51+13,39 0,002
FL miR-138 4,86+3,39 4,06+4,25 0,704
HK miR-138 3,43+1,07 0,75+0,56 0,000
PL miR-138 71,5249,92 54,36+27,92 0,137

ortxss: ortalama= standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampus

PL: Plazma

S014: 14 glun standart ortamda tutulan hayvanlar

I014: 14 giin izole ortamda tutulan hayvanlar

Uzun dénem izole ortam kosullarina birakilan hayvanlarda, standart
ortamdakilere gére, FL miR-132, FL miR-134, FL miR-138 ve PL miR-138
degerleri acisindan istatistiksel olarak fark goridlmezken (p>0,05); HK
miR-132 ve PL miR-132 (p<0,05), PL miR-134 (p<0,01) dederlerinde
istatistiksel olarak anlamh artis oldugu; HK miR-134 (p<0,05), HK miR-
138 (p<0,001) dederlerinde istatistiksel olarak anlamli dislis oldugu
gbézlenmistir (Tablo 4.4).

a7



Tablo 4.5: SO14 ve Z014 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

S014 (n=7) Z014 (n=7) P

ortkss ortxss
FL miR-132 4,11+1,68 5,89+3,15 0,205
HK miR-132 6,85+0,51 31,04+9,15 0,000
PL miR-132 0,46%0,16 5,41+3,71 0,007
FL miR-134 0,66+0,31 2,79+1,44 0,004
HK miR-134 2,57+1,56 10,14+7,76 0,042
PL miR-134 1,11+0,68 8,58+3,17 0,000
FL miR-138 4,86+3,39 4,96+4,46 0,960
HK miR-138 3,43%1,07 2,21+1,73 0,141
PL miR-138 71,52+9,92 594,48+214,38 0,000

orttss: ortalama= standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampls

PL: Plazma

S014: 14 giun standart ortamda tutulan hayvanlar

Z014: 14 gun zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlar

Uzun dénem zenginlestirilmis ortam kosullarina birakilan hayvanlarda,
standart ortamdakilere gére, FL miR-132, FL miR-138 ve HK miR-138
degerleri acisindan istatistiksel olarak fark gorilmezken (p>0,05); HK
miR-134 (p<0,05), PL miR-132, FL miR-134 (p<0,01), HK miR-132, PL
miR-134 ve PL miR-138 (p<0,001) degerlerinde istatistiksel olarak anlaml
artis oldugu gozlenmistir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.6: 1014 ve Z014 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

i014 (n=7) Z014 (n=7) P

ortxss ortxss
FL miR-132 2,61+1,85 5,89+3,15 0,032
HK miR-132 9,04+2,21 31,04+9,15 0,001
PL miR-132 2,79+2,29 5,41+3,71 0,114
FL miR-134 1,77+1,88 2,79+1,44 0,256
HK miR-134 0,51+0,55 10,14+7,76 0,017
PL miR-134 24,51+13,39 8,58+3,17 0,006
FL miR-138 4,06+4,25 4,96+4,46 0,695
HK miR-138 0,75+0,56 2,21+1,73 0,070
PL miR-138 54,36+27,92 594,48+214,38 0,000

orttss: ortalama= standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampls

PL: Plazma

1014: 14 giin izole ortamda tutulan hayvanlar

Z014: 14 gun zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlar

Uzun dénem zenginlestirilmis ortam kosullarina birakilan hayvanlarda,
izole ortamdakilere goére, PL miR-132, FL miR-134, FL miR-138 ve HK
miR-138 dederleri acisindan istatistiksel olarak fark gorilmezken
(p>0,05); FL miR-132, HK miR-134 (p<0,05), HK miR-132 (p<0,01), PL
miR-138 (p<0,001) dederlerinde istatistiksel olarak anlaml artis oldugu;
PL miR-134 (p<0,01) dederlerinde istatistiksel olarak anlamli disls
oldugu gozlenmistir (Tablo 4.6).
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4.3. SAK sonrasi kisa donem ve uzun donem standart
ortamda tutulan hayvanlarin farkh dokularinda odlgiilen
MIiRNA seviyelerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi

Tablo 4.7: SO7 ve SAK SO7 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

SO7 (n=7) SAK SO7 (n=7) P

ortxss ortxss
FL miR-132 1,03+0,28 119,88+74,65 0,006
HK miR-132 1,07£0,41 17,12+9,57 0,004
PL miR-132 1,02+0,24 2,14+1,34 0,071
FL miR-134 1,16%0,61 632,41+141,59 0,000
HK miR-134 1,12+0,56 0,48+0,33 0,021
PL miR-134 1,02+0,24 36,66+17,66 0,002
FL miR-138 1,14+0,68 5817,29+3001,28 0,002
HK miR-138 1,06+0,41 1,09+1,26 0,952
PL miR-138 1,1940,71 26,23+12,81 0,002

orttss: ortalama=x standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampdus

PL: Plazma

SO7: 7 gun standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK SO7: SAK sonrasi 7 gun standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK sonrasi kisa dbénem standart ortam kosullarina birakilan
hayvanlarda, standart ortamdakilere goére, PL miR-132, HK miR-138
degerleri agisindan istatistiksel olarak fark gorilmezken (p>0,05); FL miR-
132, HK miR-132, PL miR-134, FL miR-138,PL miR-138 (p<0,01) ve FL
miR-134 (p<0,001) dederlerinde istatistiksel olarak anlaml artis oldugu;
HK miR-134(p<0,05) degerlerinde istatistiksel olarak anlamh disUs
oldugu gozlenmistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.8: SO14 ve SAK S014 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

S014 (n=7) SAK SO14 (n=7) P

orttss ort+ss
FL miR-132 4,11+1,68 2,78+2,96 0,318
HK miR-132 6,85+0,51 7,03+2,09 0,820
PL miR-132 0,46+0,16 1,72+0,68 0,006
FL miR-134 0,66+0,31 7,56+4,72 0,008
HK miR-134 2,57+1,56 0,89+0,71 0,030
PL miR-134 1,11+0,68 3,03+2,72 0,146
FL miR-138 4,86+3,39 2,71+1,88 0,147
HK miR-138 3,43+1,07 3,15+3,53 0,843
PL miR-138 71,52+9,92 172,55+101,67 0,059

ortxss: ortalama= standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampus

PL: Plazma

S014: 14 glun standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK S0O14: SAK sonrasi 14 gln standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK sonrasi

uzun doénem standart ortam kosullarina birakilan

hayvanlarda, standart ortamdakilere gére, FL miR-132, HK miR-132, PL
miR-134, FL miR-138, HK miR-138 ve PL miR-138 dederleri agisindan
istatistiksel olarak fark goérilmezken (p>0,05); PL miR-132, FL miR-134
(p<0,01) degerlerinde istatistiksel olarak anlaml artis oldugu; HK miR-

134 (p<0,05) degerlerinde

g6zlenmistir (Tablo 4.8).

istatistiksel
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Tablo 4.9: SAK SO7 ve SAK S014 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

SAK SO7 (n=7) SAK SO014 (n=7) P

orttss orttss
FL miR-132 119,88+74,65 2,78+2,96 0,006
HK miR-132 17,12+9,57 7,03+2,09 0,031
PL miR-132 2,14+1,34 1,72+0,68 0,505
FL miR-134 632,41+141,59 7,56+4,72 0,000
HK miR-134 0,48+0,33 0,89+0,71 0,167
PL miR-134 36,66+17,66 3,03+2,72 0,002
FL miR-138 5817,29+3001,28 2,71+1,88 0,002
HK miR-138 1,09+1,26 3,15+3,53 0,170
PL miR-138 26,23+12,81 172,55+101,67 0,017

ortxss: ortalama= standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampus

PL: Plazma

SAK SO7: SAK sonrasi 7 gin standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK S0O14: SAK sonrasi 14 gln standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK sonrasi

uzun doénem standart ortam kosullarina birakilan

hayvanlarda, SAK sonrasi kisa donem standart ortamdakilere gbére, PL
miR-132, HK miR-134 ve HK miR-138 dederleri agisindan istatistiksel
olarak fark gorilmezken (p>0,05); PL miR-138 (p<0,05) dederlerinde
istatistiksel olarak anlamli artis oldugu; HK miR-132 (p<0,05), FL miR-

132, PL miR-134 ve FL miR-138 (p<0,01),

FL miR-134 (p<0,001)

degerlerinde istatistiksel olarak anlamli disls oldugu goézlenmistir (Tablo

4.9).
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4.4. SAK sonrasi kisa donemli farkli ortam kosullarinda
tutulan hayvanlarin farkhh dokularinda olgiilen miRNA
seviyelerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi

Tablo 4.10: SAK SO7 ve SAK 107 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

SAK SO7 (n=7) SAK 107 (n=7) P

ortxss ortxss
FL miR-132 119,88+74,65 2167,95+850,52 | 0,001
HK miR-132 17,1249,57 31,28+9,63 | 0,017
PL miR-132 2,14+1,34 47,15+25,38 | 0,007
FL miR-134 632,41+141,59 66,53+48,42 | 0,000
HK miR-134 0,4840,33 3,55+2,91 | 0,032
PL miR-134 36,66+17,66 19,41+10,18 0,059
FL miR-138 5817,29+3001,28 3230,31+3406,22 0,158
HK miR-138 1,09+1,26 3,36+2,01 | 0,026
PL miR-138 26,23+12,81 3553,31+1697,47 | 0,004

ortxss: ortalama= standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampus

PL: Plazma

SAK SO7: SAK sonrasi 7 gun standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK 107: SAK sonrasi 7 giin izole ortamda tutulan hayvanlar

SAK sonrasi kisa dénem izole ortam kosullarina birakilan hayvanlarda,
SAK sonrasi kisa donem standart ortamdakilere gbére, PL miR-134 ve FL
miR-138 dederleri acisindan istatistiksel olarak fark gorilmezken
(p>0,05); HK miR-132, HK miR-134, HK miR-138 (p<0,05), FL miR-132,
PL miR-132, PL miR-138 (p<0,01) degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
artis oldugu; FL miR-134 dederlerinde (p<0,001) istatistiksel olarak
anlaml disis oldugu gozlenmistir (Tablo 4.10).
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Tablo 4.11: SAK SO7 ve SAK Z0O7 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

SAK SO7 (n=7) SAK Z07 (n=7) P

ortxss ortxss
FL miR-132 119,88+74,65 0,63+0,51 0,006
HK miR-132 17,12+9,57 4,48+1,68 0,013
PL miR-132 2,14+1,34 4,26+3,81 0,204
FL miR-134 632,41+141,59 2,05+2,05 0,000
HK miR-134 0,48%0,33 2,11+1,95 0,070
PL miR-134 36,66+17,66 12,97+11,69 0,012
FL miR-138 5817,29+3001,28 0,14+0,08 0,002
HK miR-138 1,09+1,26 3,04+2,52 0,102
PL miR-138 26,23+12,81 633,01+264,34 0,001

orttss: ortalama=x standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampds

PL: Plazma

SAK SO7: SAK sonrasi 7 gun standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK ZQO7: SAK sonras! 7 gin zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlar

SAK sonrasi kisa dénem zenginlestirilmis ortam kosullarina birakilan
hayvanlarda, SAK sonrasi kisa ddénem standart ortamdakilere goére, PL
miR-132, HK miR-134 ve HK miR-138 dederleri acisindan istatistiksel
olarak fark gortlmezken (p>0,05); PL miR-138 (p<0,01) dederlerinde
istatistiksel olarak anlamh artis oldugu; HK miR-132, PL miR-134
(p<0,05), FL miR-132, FL miR-138 (p<0,01), FL miR-134 (p<0,001)
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli dists oldugu gozlenmistir (Tablo
4.11).
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Tablo 4.12: SAK 107 ve SAK ZO7 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

SAK 107 (n=7) SAK Z0O7 (n=7) P

ort+ss orttss
FL miR-132 2167,95+850,52 0,63+0,51 0,001
HK miR-132 31,2849,63 4,48+1,68 0,000
PL miR-132 47,15+25,38 4,26%3,81 0,009
FL miR-134 66,53+48,42 2,05+2,05 0,012
HK miR-134 3,55+2,91 2,11+1,95 0,299
PL miR-134 19,41+10,18 12,97+11,69 0,317
FL miR-138 3230,31+3406,22 0,14+0,08 0,046
HK miR-138 3,36+2,01 3,04+2,52 0,795
PL miR-138 3553,31+1697,47 633,01+264,34 0,008

orttss: ortalama=x standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampdus

PL: Plazma

SAK 107: SAK sonrasi 7 giin izole ortamda tutulan hayvanlar

SAK ZO7: SAK sonras! 7 gun zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlar

SAK sonrasi kisa dénem zenginlestirilmis ortam kosullarina birakilan
hayvanlarda, SAK sonrasi kisa dénem izole ortamdakilere gére, HK miR-
134, PL miR-134 ve HK miR-138 dedgerleri acisindan istatistiksel olarak
fark goérilmezken (p>0,05); FL miR-134, FL miR-138 (p<0,05), FL miR-
132, PL miR-132, PL miR-138 (p<0,01) ve HK miR-132 (p<0,001)
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli dists oldugu gozlenmistir (Tablo

4.12).

55




Tablo 4.13: SO7 ve SAK 107 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

S07 (n=7) SAK 107 (n=7) P

ort£ss ort£ss
FL miR-132 1,03+0,28 2167,95+850,52 0,001
HK miR-132 1,07+0,41 31,28+9,63 0,000
PL miR-132 1,02+0,24 47,15+25,38 0,007
FL miR-134 1,16+0,61 66,53+48,42 0,012
HK miR-134 1,12+0,56 3,55+2,91 0,070
PL miR-134 1,02+0,24 19,41+10,18 0,007
FL miR-138 1,14+0,68 3230,31+3406,22 0,046
HK miR-138 1,06+0,41 3,36+2,01 0,023
PL miR-138 1,1940,71 3553,31+1697,47 0,004

orttss: ortalama=x standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampdus

PL: Plazma

SO7: 7 gun standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK 107: SAK sonrasi 7 giin izole ortamda tutulan hayvanlar

SAK sonrasi kisa déonem izole ortam kosullarina birakilan hayvanlarda,
kisa dénem standart ortamdakilere gore, HK miR-134 dedgerleri agisindan
istatistiksel olarak fark goértlmezken (p>0,05); FL miR-134, FL miR-138,
HK miR-138 (p<0,05), FL miR-132, PL miR-132, PL miR-134, PL miR-138
degerlerinde (p<0,01) ve HK miR-132 (p<0,001) degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli artis oldugu go6zlenmistir (Tablo 4.13).
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Tablo 4.14: SO7 ve SAK Z0O7 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

S07 (n=7) SAK 207 (n=7) P

ort£ss ort+ss
FL miR-132 1,03+0,28 0,63+0,51 0,099
HK miR-132 1,07+0,41 4,48+1,68 0,001
PL miR-132 1,02+0,24 4,26+3,81 0,065
FL miR-134 1,16+0,61 2,05+2,05 0,305
HK miR-134 1,12+0,56 2,11+1,95 0,190
PL miR-134 1,02+0,24 12,97+11,69 0,036
FL miR-138 1,14+0,68 0,14+0,08 0,008
HK miR-138 1,06+0,41 3,04+2,52 0,085
PL miR-138 1,19+0,71 633,01+264,34 0,001

orttss: ortalama=x standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampls

PL: Plazma

SO7: 7 gun standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK ZO7: SAK sonrasi 7 gun zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlar

SAK sonrasi kisa dénem zenginlestirilmis ortam kosullarina birakilan
hayvanlarda, kisa dénem standart ortamdakilere gbére, FL miR-132, PL
miR-132, FL miR-134, HK miR-134 ve HK miR-138 dederleri agisindan

istatistiksel olarak fark gortlmezken (p>0,05); PL miR-134 (p<0,05),

HK

miR-132 ve PL miR-138 (p<0,01) dederlerinde istatistiksel olarak anlamli
artis oldugu; FL miR-138 (p<0,01) degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
dlsis oldugu gézlenmistir (Tablo 4.14).
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4.5. SAK sonrasi uzun donemli farkh ortam kosullarinda
tutulan hayvanlarin farkhh dokularinda oOlgiilen miRNA
seviyelerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Tablo 4.15: SAK SO14 ve SAK 1014 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

SAK SO14 SAK i014 P

(n=7) (n=7)

ortxss ortxss
FL miR-132 2,78+2,96 0,81+0,81 0,111
HK miR-132 7,03£2,09 19,32+18,66 0,086
PL miR-132 1,72+0,68 6,7943+4,77 0,031
FL miR-134 7,56+4,72 1,1186+1,67 0,010
HK miR-134 0,89+0,71 4,3700+5,17 0,127
PL miR-134 3,03+2,72 | 10,5418+6,41 0,022
FL miR-138 2,71+1,88 1,2567+1,14 0,121
HK miR-138 3,15+3,53 2,0328+2,18 0,482
PL miR-138 172,55+101,67 | 91,7214+45,39 0,117

orttss: ortalama=x standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampds

PL: Plazma

SAK S0O14: SAK sonrasi 14 gln standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK 1014: SAK sonrasi 14 giin izole ortamda tutulan hayvanlar

SAK sonrasi uzun ddénem izole ortam kosullarina birakilan
hayvanlarda, SAK sonrasi uzun dénem standart ortamdakilere goére, FL
miR-132, HK miR-132, HK miR-134, FL miR-138, HK miR-138 ve PL miR-
138 degerleri acisindan istatistiksel olarak fark gorilmezken (p>0,05); PL
miR-132 ve PL miR-134 (p<0,05) dederlerinde istatistiksel olarak anlamli
artis oldugu; FL miR-134 (p<0,05) degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
dlsis oldugu gézlenmistir (Tablo 4.15).
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Tablo 4.16: SAK SO14 ve SAK 2014 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastirilmasi

SAK SO14 (n=7) |SAK Z014 (n=7) P

ortxss ortkss
FL miR-132 2,78+2,96 439,98+231,56 0,002
HK miR-132 7,03+£2,09 9,08+6,15 0,390
PL miR-132 1,72+0,68 2,29+1,75 0,470
FL miR-134 7,56+4,72 370,71+164,81 0,001
HK miR-134 0,89+0,71 1,39+0,86 0,241
PL miR-134 3,03+2,72 76,96+28,29 0,000
FL miR-138 2,71+1,88 23485,91+16598,93 0,010
HK miR-138 3,15+3,53 0,06+0,11 0,043
PL miR-138 172,55+101,67 14,54+5,16 0,012

orttss: ortalama=x standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampus

PL: Plazma

SAK S0O14: SAK sonrasi 14 gln standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK Z014: SAK sonrasi 14 glun zenginlestirilmis ortamda tutulan

hayvanlar

SAK sonrasi uzun dénem zenginlestirilmis ortam kosullarina birakilan
hayvanlarda, SAK sonrasi uzun dénem standart ortamdakilere gére, HK
miR-132, PL miR-132 ve HK miR-134 dederleri acgisindan istatistiksel
olarak fark gorilmezken (p>0,05); FL miR-138 (p<0,05), FL miR-132, FL
miR-134 (p<0,01) ve PL miR-134 (p<0,001) dederlerinde istatistiksel

olarak anlamh artis oldugdu;

HK miR-138 ve PL miR-138 (p<0,05)

degerlerinde istatistiksel olarak anlamli disls oldugu gozlenmistir (Tablo

4.16).
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Tablo 4.17: SAK 1014 ve SAK Z0O14 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

SAK 1014 (n=7)

SAK Z014 (n=7)

P

ort+ss ort£ss
FL miR-132 0,81+0,81 439,98+231,56 0,002
HK miR-132 19,32+18,66 9,08+6,15 0,193
PL miR-132 6,7943+4,77 2,29+1,75 0,049
FL miR-134 1,1186+1,67 370,71+164,81 0,001
HK miR-134 4,3700+5,17 1,39+0,86 0,181
PL miR-134 10,5418+6,41 76,96+28,29 0,001
FL miR-138 1,2567+1,14 23485,91+16598,93 0,010
HK miR-138 2,0328+2,18 0,06+0,11 0,054
PL miR-138 91,7214+45,39 14,54+5,16 0,004

orttss: ortalama=x standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampdus

PL: Plazma

SAK 1014: SAK sonrasi 14 giin izole ortamda tutulan hayvanlar

SAK Z014: SAK sonrasl 14 glun zenginlestirilmis ortamda tutulan

hayvanlar

SAK sonrasi uzun dénem zenginlestirilmis ortam kosullarina birakilan
hayvanlarda, SAK sonrasi uzun dénem izole ortamdakilere gére, HK miR-
132, HK miR-134 ve HK miR-138 dederleri acisindan istatistiksel olarak
fark goéridlmezken (p>0,05); FL miR-138 (p<0,05), FL miR-132, FL miR-
134 ve PL miR-134 (p<0,01) dederlerinde istatistiksel olarak anlaml artis
oldugu; PL miR-132 (p<0,05) ve PL miR-138 (p<0,01) degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli diisis oldugu g6zlenmistir (Tablo 4.17).
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Tablo 4.18: SO14 ve SAK 1014 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

S014 (n=7) SAK 1014 (n=7) P

ort+ss orttss
FL miR-132 4,11+1,68 0,81+0,81 0,001
HK miR-132 6,85+0,51 19,32+18,66 0,128
PL miR-132 0,46+0,16 6,7943+4,77 0,013
FL miR-134 0,66+0,31 1,1186+1,67 0,490
HK miR-134 2,57+1,56 4,3700+5,17 0,408
PL miR-134 1,11+0,68 10,5418+6,41 0,008
FL miR-138 4,86+3,39 1,2567+1,14 0,031
HK miR-138 3,43+1,07 2,0328+2,18 0,163
PL miR-138 71,524+9,92 91,7214+45,39 0,290

ortxss: ortalama= standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampds

PL: Plazma

S014: 14 gun standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK 1014: SAK sonrasi 14 giin izole ortamda tutulan hayvanlar

SAK sonrasi uzun dbénem izole ortam kosullarina birakilan
hayvanlarda, uzun dénem standart ortamdakilere goére, HK miR-132, FL
miR-134, HK miR-134, HK miR-138 ve PL miR-138 degerlerinde
istatistiksel olarak fark goérilmezken (p>0,05); PL miR-132 (p<0,05) ve
PL miR-134 (p<0,01) dederlerinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugu;
FL miR-138 (p<0,05) ve FL miR-132 (p<0,01) dederlerinde istatistiksel
olarak anlaml disls oldugu gbézlenmistir (Tablo 4.18).
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Tablo 4.19: SAK SO7 ve SAK 107 gruplarinin miRNA seviyelerinin karsilastiriimasi

S014 (n=7) SAK Z014 (n=7) P

ort+ss ort+ss
FL miR-132 4,11+1,68 439,98+231,56 0,003
HK miR-132 6,85+0,51 9,08+6,15 0,376
PL miR-132 0,46%0,16 2,29+1,75 0,033
FL miR-134 0,66+0,31 370,71+164,81 0,001
HK miR-134 2,57+1,56 1,39+0,86 0,105
PL miR-134 1,11+0,68 76,96+28,29 0,000
FL miR-138 4,86+3,39 23485,91+16598,93 0,010
HK miR-138 3,43%1,07 0,06+0,11 0,000
PL miR-138 71,5249,92 14,54+5,16 0,000

orttss: ortalama=x standart sapma

FL: Frontal lob

HK: Hipokampus

PL: Plazma

S014: 14 gun standart ortamda tutulan hayvanlar

SAK Z0O14: SAK sonrasi 14 gun zenginlestirilmis ortamda tutulan
hayvanlar

SAK sonrasi uzun dénem zenginlestirilmis ortam kosullarina birakilan
hayvanlarda, uzun dénem standart ortamdakilere gére, HK miR-132 ve HK
miR-134 dederleri acisindan istatistiksel olarak fark gorilmezken
(p>0,05); PL miR-132, FL miR-138 (p<0,05), FL miR-132, FL miR-134
(p<0,01), PL miR-134 (p<0,001) degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
artis oldugu; HK miR-138 ve PL miR-138 (p<0,001) degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli diisis oldugu g6zlenmistir (Tablo 4.19).

62




5. TARTISMA

Subaraknoid kanamalar ve miRNA’larin iligkisine literatlirde cok az
deginilmistir. Calismamizda ekspresyon dlzeyleri acisindan arastirilan
miR-132, miR-134 ve miR-138'nin hafiza, 6grenme gibi fonksiyonlarin
yaninda bazi ndropatolojik durumlarla ilgisi hakkinda cesitli bilgilere
rastlanmakla birlikte, subaraknoid kanama ve subaraknoid kanama
sonrasi farkl ortam kosullarinda etkileri hakkinda yapilmis bir arastirma
henliz mevcut degildir.

Bu calismanin sonucunda subaraknoid kanama sonrasi farkli ortam
kosullarinda tutulan hayvanlarin  gesitli dokularinda ilgili miRNA
ekspresyonlarinin farklihk gosterdigi gézlenmistir. Bu bolimde literatlirde
rastlanan c¢esitli calismalarin sonuclarn ile calismamizdan elde edilen
sonuclar basliklar halinde tartisilarak verilmektedir.

5.1. Degisik Ortam Kosullarinin Farkhi Dokulardaki miR-
132 Seviyesi Uzerine Olan Etkisi

BDNF uyarani karsisinda kortikal ndéronlarin CREB proteinleri aktive
olmakta ve bununla birlikte miR-132 ekspresyonu da yukselmektedir.
miR-132  seviyesi yukseltilmis kortikal ndéronlarda ndérit blyldmesinin
arttigi ve 2’ O-methyl RNA inhibitorleri yardimiyla miR-132 seviyesi inhibe
edildiginde ise norit blylUmesinin 6nemli 0&lglide azaldigi daha o6nce
gosterilmistir (Vo et al., 2005).

miR-132 hedefleri arasindan evrimsel acidan iyi korunmus bir protein
olan GAP (GTPaz aktive edici proteinler)’larin Rac/Rho ailesinden p250GAP
proteini (GTPase-activating protein p250GAP) 06zellikle sinaptik plastisite
gelisiminde édnemli rol oynamaktadir. P250GAP proteinleri dendritik dikensi
cikinti morfolojisi Uzerine pozitif yonde etki yapan Rac yolaginin
inhibisyonundan sorumludur. Rac proteinlerinin de aktin filamentlerinin
polimerizasyonunu sadlayan kofilin proteinlerinin katalizéri olan Limk1
proteinleri lzerine eksitator etkisi bulunmaktadir (Impey et al., 2010; Lin
& DeFea, 2010; Vo et al., 2005).

Vo ve arkadaslarinin calismalari sonucunda miR-132'nin p250GAP
seviyesinin regulasyonunu saglayarak noéron uzantilarinin bayUkligind
dogrudan etkiledigi gérilmektedir (Sekil 5.1-A) (Vo et al., 2005). miR-132
seviyesinin 2’ O-methyl RNA kullanilarak inhibisyonu sonucu dendritik
dikensi cikinti yogunlugunda kontrol grubu néronlarina gore daha az
oldugu gorilmektedir. miR-132 ekspresyonunun arttirildigi ve p250GAP
seviyesinin shRNA kullanilarak inhibe edildigi durumlarda ise birbirine
benzer sekilde dendritik dikensi c¢ikinti yogunlugunda anlamli 6lciide bir
artis goérulmektedir (Sekil 5.1-B)(Impey et al., 2010).
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A vector miR1-1 miR132

Kontrol

2'0M-132

sh-p250GAP

Sekil 5.1: miR-132'nin noéritler ve dendritik dikensi cikintilar zerine olan etkileri A-
Neonatal kortikal néronlarin GFP ile etkilesime sokulduktan sonra kontrol, miR-1-1 ve
miR-132 ile transfekte edildikten sonraki konfokal mikroskop gérintileri. B- Hipokampal
néron kaltird hicrelerinin kesitlerinde CA1 bdlgesindeki piramidal ndronlarin
dendritlerinde miR-132 ekspresyonu ve p250GAP inhibisyonunun dendritik dikensi
cikintilarin yogunlugu tzerine etkisi (Vo, 2005; Impey, 2010)

Zenginlestiriimis ortam kosullarinin  BDNF seviyesini yUkselttigi
bilinmektedir (Kuzumaki et al.). Calismamizin sonuglarina benzer olarak
daha oOnce sadece hipokampls bdlgesini de iceren beyin kesitleri
kullanilarak real-time PCR d6lcimu yapilmis bir baska calisma sonucunda
da miR-132 seviyesinin zenginlestirilmis ortamda bulunan hayvanlarda
kontrol gruplari ile karsilastirildiginda yukseldigi gorilmistir (Brenes et
al., 2016). Bu bilgiler 1siginda zenginlestirilmis ortam kosullarinin miR-132
seviyesine etki ederek kismen de olsa sinaptik plastisite ve dendritik gikinti
morfogenezini reglile ettigi sdylenebilir.

Calismamizda miR-132 seviyesinin kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda hem kisa dénem izole ortam hem de kisa dénem zengin
ortamda tutulan hayvanlarda arttigi gortlmustir. Hipokampls ve plazma
dokularinda vyapilan o6lcimler sonucunda kisa dbénem zengin ortam
sartlarinda tutulan hayvanlarda kisa donem izole ortam sartlarinda tutulan
hayvanlarla kiyaslandiginda miR-132 seviyesinin daha dislik oldugu
gorulmektedir. Yalniz 7 gin zengin ortamda tutulan hayvanlarin frontal lob
orneklerinde 7 glin izole ortamda tutulan hayvanlarla karsilastirildiginda
daha yuUksek seviyede miR-132 oldugu gorulmektedir.

Zengin ortam kosullarinin noronal aktivasyon sagdladigi ve bunun
sonucunda BDNF artisina bagli olarak hafiza ve 6grenme fonksiyonlarina
olumlu etki yaptigi daha dnce yapilan calismalar sonucunda bilinmektedir.
miR-132 seviyesinin bu hayvanlarda artmasi da beklenen bir sonuctur.

izole ortam kosullarinin anksiyete benzeri duruma yol actiyi ve BDNF
seviyesini yukselttigi bilinmektedir. Bu hayvanlarin plazma ve
hipokampus dokularinda miR-132 seviyesinin 7 gin ve 14 gin sonunda
arttigr gorilmektedir. Frontal lob dokularinda yapilan 6lcimlerde 7 gin
izole ortamda tutulan hayvanlarin miR-132 seviyesinde artis goriltrken 14
gin izole ortamda tutulan hayvanlardan alinan 6&rneklerde miR-132
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seviyesinin distigiu goérilmektedir. izole ortamin frontal lob dokularinda
miR-132 seviyesine kisa donemde indlkleyici etkisi olmasina karsin uzun
donemde bu etkinin kayboldugu ve hatta miR-132 seviyesinin kontrol
dederlerinin de altina distigd goérulmistir. Benzer sekilde uzun dénem
zengin ortamda tutulan hayvanlarin frontal loblarindaki miR-132 seviyesi
neredeyse kontrol seviyesine dismektedir.

5.2. SAK Sonrasi miR-132 Seviyesinin Farkli Dokulardaki
Degisimi

SAK sonrasi vazospazm ve apoptoz ile ilgili oldugu daha oOnceki
calismalarda gosterilmis olan p53 proteini ayni zamanda kan beyin
bariyerininin stabilitesini olumsuz yonde etkileyen MMP-9
(metaloproteinaz-9) molekdlllerinin ekspresyon ve aktivite seviyesini de
yukseltmektedir (Park et al., 2004; Yan et al., 2008; Zhou, Yamaguchi M
Fau - Colohan, Colohan Ar Fau - Zhang, & Zhang). p53 proteinlerinin
transkripsiyonel aktivitesinin ylkselmesi icin asetillenmesi gerekmektedir.
SIRT1 molekillerinin deasetilasyon mekanizmasiyla p53 aktivitesini reglile
ettigi bilinmektedir (Hasegawa & Yoshikawa, 2008). Ayrica sirtiin
ailesinden olan SIRT1 proteinleri p53 gibi baska apoptoz ve hicre
proliferasyonu ile ilgili moleklllerin seviyesini de reglle etmektedir.
Forkhead box O (FOXO) ailesi 6zellikle SIRT1 tarafindan deasetilasyon ile
reglle edilen bir bagka dnemli gen ailesidir (Brunet et al., 2004). SIRT1
proteinlerinin korteks, hipokampus, hipotalamus ve striatum bdlgelerinde
bulundugu gosterilmistir. Alzheimer, Parkinson, Amniyotropik lateral
skleroz, multiple skleroz, aksonal zedelenme, travmatik beyin hasari ve
serebral iskemi gibi bircok akut ve kronik nérolojik bozukluklarda
néroprotektif rol oynadigi bilinmektedir (Y. Li et al., 2011).

Zhou ve arkadaslarinin 2014 vyilinda vyaptiklarn c¢alismalarin
sonuglarina gére SAK modeli uygulanmis sicanlarin kan enjeksiyonundan
24 saat sonra beyin dokularindaki SIRT1 seviyesi kontrol grubuna gére
ylkselmekte oldugu goridlmuistir. Bununla biirlikte SAK gruplarinda MMP-9
ve p53 seviyesinin de kontrol gruplar ile karsilastirildiginda ylkseldigi
goérilmastar. SIRT1 inhibitéri olan sirtinol kullanilarak SIRT1 seviyesi
inhibe edildiginde MMP-9 ve p53 seviyesinin SAK gruplarinda daha da fazla
ylkseldigi belirlenmistir. Bu sonuglar da SIRT1 proteinlerinin p53 ve MMP-
9 seviyelerini regile ettigini dogrulamaktadir. SAK sonrasi SIRT1 seviyesi
noroprotektif olarak ylkselmekte ve hilicre proliferasyonu ile ilgili
molekdlleri regile etmektedir.

MMP-9 proteinlerinin SAK sonrasi 3. glnde en yuksek seviyesine
eristigi ve sonrasinda kademeli olarak seviyesinin distligld gosterilmistir.
SAK sonrasi 3. Gun serebral vazospazmin ve SAK sonrasi erken dénemde
beyin hasarinin da en yogun gelistigi glin olmakla birlikte vazospazmin ve
erken donem beyin hasarinin MMP-9 seviyesinin ylkselmesiyle baglantili
oldugu soylenebilir. SAK sonrasi 14. Gin yapilan 6lcimlerde MMP-9
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seviyesi neredeyse kontrol seviyesine dénmektedir (Guo et al., 2010;
Wang et al., 2012).

SIRT1 ve MMP-9 ayni zamanda miR-132'nin de hedef molekdllleridir.
MMP-9 mRNA’larinin néronal stimilasyon sonucunda devreye giren lokal
translasyon mekanizmasi direkt olarak miR-132 kontrollindedir. Bununla
birlikte MMP-9 proteazlarinin dendritik dikensi cikinti morfolojisi Uzerinde
pozitif yonde kritik roli oldugu gosterilmistir (Jasinska et al., 2015). MMP-
9’un ndrolojik hasar goérulen durumlarda da seviyesinin artmasi sonucunda
normal aktivitesine zit olarak dendritik dikensi cikinti ve sinaptik baglanti
kayiplarina yol actigi da gosterilmistir (Stawarski, Stefaniuk, &
Wlodarczyk, 2014). Zhang ve arkadaslarinin 2014 vyilinda vyaptidi
calismalarin sonucunda SIRT1 mRNA’larinin da miR-132'nin direkt olarak
hedef molekilld oldugu goridlmistir (Zhang et al., 2014).

Calismamizin sonuglarinda bUtin bu verilere paralel olarak SAK
sonrasi miR-132 seviyesinin hipokampls ve frontal lob dokularinda kisa
donemde (7.gin) seviyesinin arttigi gordlmustir. 14. ginde alinan
orneklerde kisa donem sonuclari ile karsilastirildiginda miR-132
seviyelerinin hipokampls ve frontal lob Orneklerinde dliismis oldugu
gorulmektedir. Plazma 0&rneklerinde ise uzun dénem sonunda miR-132
seviyesinin kisa déneme goére daha duslk olmakla birlikte kontrol grubu
seviyesinden ylksek oldugu gorialmistdr.

Bu bilgilerin 1siginda, miR-132 seviyesinin SAK sonrasinda SIRT1 VE
MMP-9 gibi hedef molekdillerinin seviyesinin artmasiyla birlikte olasi geri
besleme mekanizmalarinin devreye girmesiyle vylkseldigi ve uzun
dénemde hedef molekillerin seviyesinin normale dénmesiyle birlikte miR-
132 seviyesinin de azaldigi soylenebilir.

5.3. SAK Sonrasi Farkh Ortam Kosullarinin miR-132
Seviyesi Uzerine Olan Etkisi

N6rolojik hasar sonrasi sosyal izolasyon sartlarinda tutulan
hayvanlarin standart ortamdaki hayvanlara goére daha zor iyilesme
gosterdigi ve motor hareketlerinin daha zayif oldugu bilinmektedir.
Ogrenme ve hafiza fonksiyonlarinda da yine izole ortamdaki hayvanlarin
daha zayif oldugu ve sinaptik plastisite ile ilgili bazi faktorlerin bu
hayvanlarin beyin dokularinda daha distk seviyede bulundugu da
literatiirde yer almaktadir. Odrenme ve hafiza ile ilgili fonksiyon
kayiplarinin 14. ginde hala ylksek seviyedeyken 3-4 hafta sonra yapilan
Olcimlerde bu seviyenin normale déndigid goérilmektedir (Verma et al.,
2016).

Bizim yaptigimiz 6lcimlerde miR-132 seviyesinin SAK sonrasi kisa
dénem izole ortam sartlarinda tutulan hayvanlarin hipokampdus, frontal lob
ve plazma o6rneklerinde hem kontrol gruplarina hem de SAK sonrasi
standart ortamda tutulan hayvanlarin dederlerine gore ylksek seviyede
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oldugu gorulmustir. SAK sonrasi uzun doénem izole ortamda tutulan
hayvanlarin hipokampls bolgesinde ise miR-132 seviyesinin distigu,
kontrol ve SAK sonrasi standart ortamda tutulan hayvanlarin
hipokampislerindeki miR-132 degerlerine yaklastigi gortlmektedir. Frontal
lob 6rneklerinde ise hipokampis 6rneklerinde oldugu gibi miR-132 seviyesi
kontrol grubu ve SAK sonrasi uzun dénem standart ortamda tutulan
hayvanlarla karsilastirildifinda diismektedir. Ozellikle kontrol grubuyla
karsilastirildiginda miR-132 seviyesinin kontrol dederlerinin altina distigi
gorilmektedir. SAK sonrasi uzun dénem izole ortam kosullarinda tutulan
hayvanlarin plazma &rneklerinde miR-132 seviyesinin frontal lob ve
hipokampus drneklerinden farkli olarak hala kontrol grubu ve SAK sonrasi
standart ortamda tutulan hayvanlarin plazma 6érneklerinden ytksek oldugu
goérialmastar.

miR-132 seviyesinin ndrolojik hasar durumlarinda néroprotektif olarak
arttigini ve izole ortam sartlarinin da bu mikroRNA’nin seviyesini arttirdigi
dislindldiginde SAK sonrasi izole ortamda tutulan hayvanlarda miR-132
seviyesinin yukselmesi beklenen bir sonuctur. Daha 0©nceki benzer
calismalarin sonuglari da géz 6nlne alindiginda SAK sonrasi izole ortamda
tutulan hayvanlarin kisa donemde hafiza ve 6grenme fonksiyonlarinda
azalma oldudgu, bu donemde noroprotektif etkisi oldugu bilinen miR-132
seviyesinin ylkseldigi soylenebilir. 14. glin sonunda yapilan o6lcimlerde
miR-132 seviyesinin kontrol degerlerine yaklasmasi da Verma ve
arkadaslarinin inme sonrasi uzun dénemli sosyal izolasyon calismalarinin
sonuglarina benzerlik géstermektedir (Verma 2016).

SAK sonrasi kisa donem zengin ortamda tutulan hayvanlarin frontal
lob dokularinda miR-132 seviyesinin SAK sonrasi standart ortamda tutulan
hayvanlardan alinan 6rneklerdeki miR-132 seviyesinden dlsik oldudu,
uzun dénem (14 gln) zengin ortam sartlarinda tutulan hayvanlarin frontal
lob dokularinda ise SAK sonrasi standart ortamda tutulan hayvanlar ile
karsilastirildiginda miR-132 seviyesinin yikseldigi gérilmektedir. miR-134
ve miR-138 seviyeleri ile benzerlik gbsteren bu durum ortak hedef
molekiller ve olasi geri besleme mekanizmalarindan kaynaklaniyor
olabilir.

Plazma dokularinda yapillan miR-132 d&lglimleri sonucunda SAK
sonrasi kisa déonem zenginlestirilmis ortamin miR-132 seviyesine herhangi
bir etkisi olmadigi gorilmustir. Uzun doénem zenginlestiriimis ortamda
tutulan hayvanlarda ise kontrol degerlerinden daha ylksek miR-132
seviyesi goridlmesine ragmen, SAK sonrasl standart ortamda tutulan
hayvanlar ile karsilastirildiginda degerler arasinda farklihk olmadigi
gorulmustar.

SAK sonrasi zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlarin
hipokampus dokularinda yapilan miR-132 dlgimleri sonucunda kisa donem
zenginlestirilmis ortamin miR-132 dederlerini kontrol gruplarina gore
ylUkselttigi gorilmastir. Bunun yaninda SAK sonrasi standart ortamda kisa
donem tutulan hayvanlarda vyilkseldigi gorilen miR-132 seviyesinin
zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlarda daha distk oldugu
gbzlemlenmistir.
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Bu degerlerinin kalici veya gegici olarak dedismesi konusunda sadece
iki zaman araligindaki verileri kullanarak yorum yapmak yaniltici olabilir.
Bu sebeple ileriki calismalarda SAK sonrasi izole ve zenginlestirilmis
ortama alinmis hayvanlarin daha farkli glnlerdeki degerleri de 6lgilerek
kiyaslama yapilmalidir.

5.4. Degisik Ortam Kosullarinin Farkli Dokulardaki miR-
134 Seviyesi Uzerine Olan Etkisi

Hem izole ortamda hem de zengin ortamda tutulan hayvanlarin
plazma o&rneklerinde vyapilan miR-134 O&lgumleri sonucunda kontrol
ortamlarina kiyasla miR-134 seviyesinin kisa dénemde vyikseldigi
gorulmuistir. Sadece kisa doénem zenginlestiriimis ortamda tutulan
hayvanlarin hipokampuslerinde artis goérilmemistir. Zengin ortamda
tutulan hayvanlarin plazmasindaki miR-132 seviyesinin izole ortamdakiler
ile karsilastirildiginda daha disik oldugu goérilmektedir.

Hipokampus dokularinda yapilan élcimler sonucunda zengin ortamda
kisa dénem tutulan hayvanlarin miR-134 seviyesinde henliz bir degisim
gbzlemlenmezken wuzun dénem zengin ortam sartlarinin miR-134
seviyesini kontrol gruplariyla karsilastirildiginda yukselttigi gortlmustdr.
izole ortam sartlarinda ise kisa dénemde miR-134 seviyesinde yiikselme
goérilirken uzun dénem izole ortam sartlari miR-134 seviyesini kontrol
grubu degerlerinin de altina dislirmektedir.

Frontal lob dokularinda yapilan miR-134 o&lcimleri sonucunda hem
izole hem zengin ortam kosullarinda tutulan hayvanlarin miR-134
seviyesinin kontrol gruplarina gore daha ylksek oldugu goérilmustir.
Sadece uzun ddénem izole ortamda tutulan hayvanlarin miR-134
seviyesinde artis gortlmemistir. Zengin ortam sartlarinda tutulan
hayvanlarin miR-134 seviyesi hem kisa dénem hem de uzun dénemde
izole ortam sartlarinda tutulan hayvanlarin miR-134 seviyesinden daha
fazla yukselmistir.

miR-134 seviyesindeki dedisimlerin sinaptik plastisiteye iki 6énemli
etkisi vardir. Bu farkh etkiler farkli hedef molekdiller UGzerinden farkli
yolaklara etkisinden kaynaklanmaktadir. Ilk olarak miR-134 Pum-2
molekdlleri Gzerindeki inhibe edici etkisi ile dendritik dallanmaya olumliu
yonde etki etmektedir. Ayrica Limkl molekilleri Gzerindeki baskilayici
etkisi ile de dendritler Uzerinde bulunan dikensi c¢ikintilarin hacminin
azalmasina da etki etmektedir. BDNF tarafindan da bu iki farkli etkiyle
alakali olarak iki farkl yénde de reglle edilebilmektedir. BDNF miR-134
seviyesine hem inhibe edici hem de uyarici etkiye sahiptir. Bu sebeplerle
bolgesel olarak miR-134 seviyesinin regllasyonu ndronal aktivasyon
durumunda farkliik gdstermektedir (Schratt, 2006). Calismamizin
sonucglarina bakildiginda farkli ortam kosullarinda ve farkli zaman
araliklarinda yapilan 6&lgimlerde miR-134 seviyesinin cok degiskenlik
gosterdigi gorilmuistir. Ileride yapilacak olan calismalarda daha farkli
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zaman araliklarinda yapilacak o&lcimler daha net yorum vyapilabilme
sansinl verecektir.

5.5. SAK Sonrasi miR-134 Seviyesinin Farkli Dokulardaki
Degisimi

miR-134 seviyesi iskemik beyin hasari sonrasi néron hucrelerinde 7
gine kadar artmakta ve apoptozdan sorumlu olan heat shock protein
A12B (HSPA12B) seviyesini azaltarak hticre 6limund engellemektedir (Chi
2014).

SAK sonrasi frontal lob dokulan Uzerinde yaptigimiz miR-134
Olcimleri sonucunda bu galismanin sonuglarina benzer olarak SAK sonrasi
kisa donemde (7 gliin) miR-134 seviyesinin ylkseldigi ve uzun dénemde
hala ylksek olmasina ragmen bu seviyenin kontrol dederlerine dogru
distigld gozlemlenmistir.

Hipokampis dokularinda yapilan élgimlerde hem kisa dénemde hem
uzun doénemde alinan o&rneklerde miR-134 seviyesinin frontal lob
sonuglarinin tersine distk seviyede oldugu gorialmustar.

Plazma o&rneklerinde ise SAK sonrasi kisa dénemde miR-134
seviyesinin ylkseldigi fakat uzun donemde bu seviyenin distigd ve
kontrol gruplari ile farki kalmadigi gértlmektedir.

5.6. SAK Sonrasi Farkh Ortam Kosullarinin miR-134
Seviyesi Uzerine Olan Etkisi

SAK modeli uygulanmis sicanlarin frontal lob doku &rneklerinde
yapilan délgimler sonucunda miR-134 seviyesinin kontrol gruplarina gore
ylkseldigi gortlmistir. SAK sonrasi kisa donem izole ortamda tutulan
hayvanlarda bu seviyenin standart ortamda tutulan hayvanlarin
dederlerine goére daha dlsik oldugu goridlmuistir. SAK sonrasi uzun
dénem izole ortamda tutulan hayvanlarin frontal loblarinda miR-134
seviyesi kontrol gruplarinin (SO14) dederlerine kadar dismektedir. SAK
sonrasl kisa dénem zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlarin frontal
loblarinda ise miR-134 seviyesinin kontrol grubu (S07) dederine yakin
degerde oldugu gozlemlenmistir. Bu dederin SAK sonrasi standart ortamda
tutulan hayvanlarin miR-134 dederinden ise dislik oldugu gordlmustar.
SAK sonrasi uzun dbénem zengin ortamda tutulan hayvanlarin frontal
loblarindaki miR-132 seviyesinde ylkselme gérilmektedir. SAK sonrasi
kisa dénemli zengin ortam sartlarinda miR-134 seviyesinin, uzun dénemde
ise izole ortamda tutulan hayvanlarda miR-134 seviyesinin disik seviyede
olmasi; ayni sekilde kisa dénem izole ortamda tutulan hayvanlarin miR-
134 seviyesi ylkselirken uzun dénem zengin ortamda tutulan hayvanlarin
miR-134 seviyesinin ylksek seviyede 6lgilmesi bu iki farkli ortam sartinin
frontal lobdaki miR-134 seviyesine ters vyonde etki vyaptigini
gOstermektedir. Ayni ters dederler miR-132 ve miR-138 olglimlerinde de
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elde edilmistir. Konu hakkinda bildirilmis bir arastirma sonucu
bulunmadigindan ileride yapilacak daha kapsamli 6lgimler bu konuda
daha ayrintili yorum yapabilme olanagini saglayacaktir.

SAK sonrasi izole ortamda tutulan hayvanlarin hipokampus
dokularinda yapilan élcimler sonucunda kisa dénemde ve uzun dénemde
miR-134 seviyesinin SAK sonrasi standart ortamda tutulan hayvanlarin
degerlerine gore ylkselirken uzun dénemde bu artisin 6nemli olmadigi
gorilmektedir. Bu grubun dederleri kontrol gruplarinin (S07,5014)
degerlerine yaklasmistir. SAK sonrasi zenginlesttirilmis ortamda tutulan
hayvanlarin hem kisa dénemde hem de uzun dénemde alinan hipokampdus
orneklerinde vyapillan miR-134 d&lgimleri sonucunda bu gruplarinin
degerlerinin kontrol gruplarindan da SAK sonrasi standart ortamda tutulan
hayvan gruplarindan da farkllik gostermedigi gdzlemlenmistir.

SAK sonrasi kisa doénemli izole ortamda tutulan hayvanlarin
plazmasinda miR-134 seviyesinin SAK sonrasi standart ortamda
tutulanlara gore farkh olmadigi, uzun dénem izole ortamda tutulan
hayvanlarda ise miR-134 seviyesinin standart ortama ve kontrol grubuna
gore ylkseldigi gorilmektedir. SAK sonrasi kisa donemli zengin ortamda
tutulan hayvanlarin miR-134 seviyesinin izole ortamdaki hayvanlarin
degerlerinden de disik oldugu ama uzun donem zengin ortamda tutulan
hayvanlarda miR-134 seviyesinin standart ve izole ortama gore oldukga
ylkseldigi gorilmektedir.

5.7. Degisik Ortam Kosullarinin Farkhh Dokulardaki miR-
138 Seviyesi Uzerine Olan Etkisi

Lo Iacono ve arkadaslani 2015 yilinda izole ortamda tuttuklari
farelerin hem kan hem de beyin dokularinda SIRT1 seviyesinin distigunu
belirtmislerdir. miR-138 ve SIRT1 arasindaki geri besleme mekanizmasi
géz ontne alindidinda izole ortamda tutulan hayvanlarin miR-138
seviyesinin ylkselmesi beklenmektedir.

miR-138 seviyesinin izole ortam ya da zengin ortam ile iliskisi
hakkinda kesin bir fikir verebilecek herhangi bir bilgi henilz literattrde yer
almamaktadir. miR-138 '‘in miR-134 gibi Limkl molekdlleri Uzerinde
baskilayici etkisi oldugu, ayrica palmitolasyon ve sinaptik proteinlerin
membran lokalizayonunu dlizenleyen Aptl proteinlerinin transkripsiyonunu
baskiladigi ve bu iki yolak Uzerinden de dendritik dikensi cikintilarin hacmi
Uzerinde negatif etki yaptigi bilinmektedir (Siegel et al., 2009; Tan et al.,
2016). Dendritik dikensi cikintilarin hacminde azalma olmasi tanima
hafizasi (recognition memory) acisindan olumlu gérilmektedir. Nitekim
tanima hafizasi Gzerinde miR-138 seviyesindeki artisin olumlu, dendritik
dikensi cikintilarin hacmini arttirdigi bilinen miR-132 seviyesindeki artisin
olumsuz etki yaptigi daha 6nce belirtiimistir (Hansen, Sakamoto K Fau -
Wayman, Wayman Ga Fau - Impey, Impey S Fau - Obrietan, & Obrietan,
2010; Tatro et al., 2013). miR-138 ekspresyonu sonrasinda akson
uzunlugunda kontrol grubuna goére azalma gorilirken miR-138
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inhibisyonundan sonra akson uzunluklarinda artis gortldigi de daha 6nce
gosterilmistir (Sekil 5.2) (C. M. Liu et al., 2013).

Kontrol miR-138 Anti-138

Sekil 5.2: mir-138 seviyesinin kortikal néronlarin aksonlarinin uzunlugu Uzerine etkisi
(Liu, 2013).

Calismamizda plazma dokularinda vyapillan miR-138 d&lgimu
sonucunda zengin ortamda tutulan hayvanlarda miR-138 seviyesinin hem
kisa dénemde hem de uzun dénemde arttigi gorilmustir. Izole ortada
tutulan hayvanlarda ise kisa ddénemde miR-138 seviyesinde artis
gorulirken uzun donemde miR-138 seviyesinin kontrol dederi seviyesine
distiiglu gozlemlenmistir. Kisa dénem izole ortam sartlari sonucunda
gorulen mir-138 seviyesindeki artis néroprotektif etkili SIRT1 seviyesinin
azalmasi ile baglantil olabilir. Bilindigi Gzere SIRT1 ile miR-138 birbirlerini
reglile eden iki molekuldir. Zengin ortamda tutulan hayvanlarin
plazmasindaki miR-138 artisinin sebepleri hedef molekdllerinin iliskisinin
de incelenecedi ileride yapilacak olan calismalar sonucunda daha net bir
sekilde yorumlanabilecektir.

KCI (potasyum klorit) enjeksiyonu ve elektrokonvilsiv sok
uygulanarak ndronal aktivite stimulasyonu uygulanan iki ayri calismada
hipokampiste miR-138 seviyesinin distligu belirtilmistir (Eacker, Keuss Mj
Fau - Berezikov, Berezikov E Fau - Dawson, Dawson VI Fau - Dawson, &
Dawson, 2011; Siegel et al., 2009). Bilindigi gibi zenginlestirilmis ortam
sartlari da noronal aktivasyon saglamaktadir. Bu sonuglara benzer olarak
calismamizda zengin ortamda tutulan hayvanlarin hipokampuls dokularinda
yapilan miR-138 dlgimleri sonucunda kisa donemde miR-138 seviyesinin
kontrol dederiyle herhangi bir farkhlik géstermezken uzun dénemde miR-
138 seviyesinin distigi gdzlemlenmistir. Izole ortamda tutulan
hayvanlarin hipokampduslerinde yapilan dlgimlerin sonuglarl ise plazma
Olcimlerine benzerlik gdstermektedir. Kisa dénem izole ortamda tutulan
hayvanlarin hipokampulstinde miR-138 seviyesi yukselirken uzun dénemde
miR-138 seviyesi kontrol degerlerinin de altina dismektedir. Kisa donem
izole ortamda tutulan hayvanlarin hipokampuslerindeki miR-138 seviyesi
zengin ortamdakilere gére daha yuksekken, uzun dénem izole ortamda
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tutulan hayvanlarin hipokampduslerindeki miR-138 seviyesinin zengin
ortamda tutulan hayvanlardan daha distk oldugu gorilmastir.

Frontal lob dokularinda yapilan 6lcimlerde kisa dénem ve uzun
dénem izole ortamda tutulan hayvanlarin miR-138 seviyesinin kontrol
degerlerinden farkhlik gostermedigi,buna karsin kisa donem zengin ortada
tutulan hayvanlarin frontal lob dokularinda miR-138 seviyesinin
ylikselmekte oldugu ve uzun donemde bu seviyenin tekrar kontrol
degerlerine donmekte oldugu da gozlemlenmistir. Kisa dénemde de uzun
dénemde de vyapilan o&lcimler sonucunda zengin ortamda tutulan
hayvanlarin frontal lob dokularinda izole ortamda tutulan hayvanlarin
degerleri ile karsilastirildiginda daha ylksek seviyede miR-138 oldugu
goérulmustar.

5.8. SAK Sonrasi miR-138 Seviyesinin Farkli Dokulardaki
Degisimi

Serebral iskemi modeli uygulanmis sicanlarin beyin dokularinda miR-
138 seviyesinin dastigd ve buna bagh olarak miR-138'in  hedef
molekdllerinden biri olan ve apoptozu reglile ettigi bilinen Lcn-2 (Lipocalin
2) proteinlerinin seviyesinin iskemiye karsi sistemik bir cevap olarak
ylkseldigi Tang ve arkadaslan tarafindan 2016 yilinda yapilan calismalar
sonucunda gosterilmigtir.

Tang ve arkadaslarinin serebral iskemi modelinde bulduklari
sonuglarindan farkh olarak SAK modeli uygulanmis hayvanlarin
hipokampils bolgelerinde yaptigimiz o&lgimler sonucunda miR-138
seviyesinin kontrole goére farkhlik gostermedigi goézlemlenmistir. Buna
karsin frontal lob ve plazma 6rneklerinde yapilan 6lgiimler sonucunda SAK
sonrasl kisa donemde miR-138 seviyesinin kontrole gore ylkseldigi ve
uzun dénemde bu degerlerin  kontrol degerlerine yaklastig
gbézlemlenmistir.

SAK sonrasli kisa dénem (7.gln) sonunda alinan plazma ve frontal lob
orneklerindeki yliksek miR-138 seviyesi hedef molekdillerin de ele alinacadi
ileride yapillacak calismalar sonucunda daha saglkhh bir sekilde
yorumlanabilecektir. Tang ve arkadaslarinin farklh sonucglara ulasmasi farkli
modeller kullanilmasindan ve butlin beyin dokusu kullanmalarina karsilik
bizim farkli olarak hipokampls, plazma ve frontal lob 6érneklerinde ayri
ayri O6lcimler yapmamizdan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica SAK modeli
uygulamasindan sonra miR-138 seviyesinin 6lclldigd herhangi bir calisma
bulunmamaktadir.
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5.9. SAK Sonrasi Farkh Ortam Kosullarinin miR-138
Seviyesi Uzerine Olan Etkisi

SAK sonrasl 7.gun sonra sicanlardan alinan plazma 6rneklerinde miR-
138 seviyesinin kontrol dederlerine gore yikseldigi gorilmektedir. SAK
sonrasi kisa dénem izole ortama alinan hayvanlarda miR-138 seviyesinin
standart ortamda tutulan hayvanlarin miR-138 dederlerinden yilksek
oldugu, SAK sonrasi kisa donem zengin ortamda tutulan hayvanlarda ise
miR-138 seviyesinin izole ortam ve standart ortam seviyelerinin arasinda
oldugu gozlemlenmistir. SAK sonrasi uzun donem izole ortamda tutulan
hayvanlarin miR-138 seviyesi kontrol degerlerine yaklasmaktadir. SAK
sonrasi uzun dénem zengin ortamda tutulan hayvanlarin miR-138 seviyesi
ise kontrol degerlerinin altina diismektedir. Ozellikle SAK sonrasi zengin
ortamda tutulan hayvanlarin plazmalarinda miR-138 seviyesinin diger
gruplar ile karsilastinldiginda c¢ok disik oldugu gordlmistir. SAK
uygulanmamis olan ve 14 gin zengin ortamda tutulan hayvanlarin
plazmasinda miR-138 seviyesi yukselirken, SAK sonrasi miR-138
seviyesinin dismesi SAK sonrasi seviyesinin dedistigi bilinen ve miR-138’in
hedef molekill olan SIRT1 seviyesiyle iliskili olabilir.

SAK sonrasi kisa ddénemde frontal lob doku &6rneklerinde miR-138
seviyesinin ylkseldigi gorilmustir. SAK sonrasi kisa donem izole ortamda
tutulan hayvanlarin miR-138 seviyesinin standart ortamda tutulan
hayvanlarin dederleri gibi kontrol degerlerinden ylksek oldugu
gozlemlenmistir. SAK sonrasi kisa dénem zengin ortamda  tutulan
hayvanlarin frontal loblarinda sasirtici olarak miR-138 seviyesinin kontrol
degerlerinin de altina indigi gorilmektedir. miR-138'in hedef molekili
olan SIRT1 seviyesinin degismesi bu etkiye sebep olabilir. Nitekim SAK
sonrasl uzun dénem standart ve izole ortamlarda tutulan hayvanlarda
miR-138 seviyesinin kontrol dederlerinin de altina distiga gozlenirken,
zengin ortamda vylkseldigi goérdlmuistir. Kisa ve uzun ddnem izole
ortamda tutulan hayvanlarin frontal lob érneklerinde ve yine kisa ve uzun
dénem zengin ortamda tutulan hayvanlarin frontal lob érneklerindeki miR-
138 seviyesinin bu sekilde birbirine ters olacak sekilde dedismesi bu iki
zaman araliginda farkli molekdillerin iyilesme sirecinde rol oynadigini ve
farkli ortam kosullarinin birbirine zit etkili olabilecegini gostermektedir.Bu
zit etkinin miR-132 ve miR-134 seviyelerinde de goridlmesi bu miRNA’lar
arasindaki etkilesim ve ortak hedef molekiller araciliiyla geri besleme
mekanizmalarinin isleyisi sonucu olabilir.

SAK sonrasi hipokampis dokularinda miR-138 seviyesi az da olsa
dlismektedir. Bu durum SAK sonrasi seviyesi ylkseldigi bilinen miR-138’in
bir hedef molekUli olan SIRT1 seviyesiyle alakali olabilir. SAK sonrasi kisa
dénem izole ortamda tutulan hayvanlarin hipokampls dokularinda
standart ortamin aksine miR-138 seviyesinin yikseldigi gorilmektedir.
Bununla birlikte SAK sonrasi kisa dénem zengin ortamda tutulan
hayvanlarin hipokampuslerinde 06lglilen miR-138 dederleri standart
ortamla benzer olarak farklilik géstermemektedir. Uzun dénemde ise SAK
sonrasl zengin ortamda tutulan hayvanlarin dederlerinin standart ortamda
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tutulan hayvanlara ve kontrol dederlerine goére anlamli derecede disik
oldugu goézlemlenmistir. SAK sonrasi uzun dénem izole ortamda tutulan
hayvanlarin  hipokampduslerinde ise miR-138 seviyesinin  kontrol
dedgerlerine  yaklasmakta oldugu gdzlemlenmistir. Plazmada ve
hipokampuiste SAK sonrasi uzun dbénem zengin ortamda tutulan
hayvanlarin mir-138 seviyesinin dismesinin SIRT1 seviyesi ile iligkisi
incelenmelidir. Bu proteinin norolojik fonksiyonlara olumlu etkisi oldugu
bilinmektedir. SAK sonrasi miR-138'in seviyesinin dismesi iyilesme
slireciyle baglantil olabilir.

5.10. miR-132, miR-134 ve miR-138 Arasindaki
Etkilesimler ve Olasi Geri Besleme Mekanizmalari

Hafiza ve 06drenme fonksiyonlarina etkisi oldugu dlsinilen ve
sinaptik plastisitede 6nemli goérevleri olan miR-132, miR-134 ve miR-
138’in bircok yolak Uzerinden ortak ya da birbirini tamamlayici gérev
yaptigi bilinmektedir. Ortak hedef molekiller ya da farkli hedef molekuller
Uzerinden kendi sentezleri Uzerine etki edebildikleri gibi birbirilerinin
sentezlerini de etkilemektedirler.

miR-132'nin organizmada normal seviyede sentez edildigi durumlarda
bu mikroRNA sinaptik plastisiteye olumlu ydnde etki etmektedir. Ogrenme
ve hafiza fonksiyonlarinin aktif calistigi dénemlerde bu mikroRNA'nin
seviyesinin belirli dlizeyde arttigi daha o6nce gosterilmistir. miR-132'nin
asiri sentezlenmesi durumunda ise bu etkilere ters olarak hafiza ve
ogrenme fonksiyonlarina toksik etki yaptigi ve 6grenmeyi engelledigi
Hansen ve arkadaslari tarafindan yapilan calismalarda gdsterilmistir.
Hansen ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismalarda miR-132'nin asiri
ekspresyonu durumunda farelerin hipokampal ndéronlarinda MeCP2
ekspresyonunun distigu ve dendritik dikensi cikinti yogunlugunun arttigi
gbsterilmistir. Buna karsilik bu farelerin yeni obje tanima konusunda
sikinti cektigi gozlemlenmistir. Dlisik miR-132 seviyesinde 06grenme
yetenedinde c¢ok blylk artis gorilarken, fizyolojik dizeyinden yilksek
miR-132 seviyesinin 6grenmeyi engelledigi goértlmistir. Bu veriler baz
alindiginda miR-132 seviyesinin hafiza ve 6grenme fonksiyonlari lizerinde
limitleyici etkiye sahip oldugu sdylenebilir (Sekil 5.3) (Hansen et al., 2013)
(Hansen et al., 2010).
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Kognitif Kapasite

L

dikensi ¢ikinti yoﬁunlﬂﬁu - -

miR-132 Ekspresyonu

Sekil 5.3: miR-132 seviyesinin ylkselmesinin kognitif kapasite lzerine etkisi. miR-132
seviyesinin belirli bir seviyeye kadar dendritik dikensi cikinti yogunlugu Utzerine olumlu
etkisi olmaktadir. Dendritik dikensi cikintilarin artisi bir yerden sonra kognitif kapasiteye
limitleyici etki yapmaktadir (Hansen, 2013)

Farkl ifade seviyelerinin farkl etkiler yaptigi distnilecek olursa bu
miRNA'nin seviyesinin aktiviteye bagli olarak dizenlenmesi gerekmektedir.
Nitekim miR-132'nin kendi aktivatéri olan MeCP2 ve BDNF molekdulleri
Uzerinde inhibe edici etkisi bulunmaktadir. Ayrica yine bir miR-132
aktivatorli olan CREB molekdlleri Gzerinde miR-134 ‘Gn inhibe edici etkisi
vardir. Yani miR-132 seviyesi hem kendi Uuzerindeki geri besleme
mekanizmasl hem de miR-134 seviyesine bagh olarak regiile edilmektedir.

miR-134 daha 6nce de belirtildigi gibi sinaptik plastisite olusumunda
farkli iki etkiye sahip olan bir miRNA’dir. miR-134 seviyesindeki artis hem
dendritik dallanma olusumuna pozitif yonde etki yaparak sinaptik
plastisiteye olumlu etki ederken, hem de dendritik dikensi c¢ikinti
hacimlerini azaltarak sinaptik plastisiteye olumsuz yénde de etki
etmektedir. miR-134'Un aktiviteye bagli olarak farkli bolgelerdeki farkh
ifade seviyesini dizenlemek igin de farkli etkilesimler bulunmaktadir. Buna
ornek olarak miR-134 transkripsiyonu Uzerinde inhibe edici etkisi bulunan
SIRT1 molekilleri miR-132 ve miR-138 tarafindan reglle edilmektedir.
miR-132 ve miR-134'lUn birbirlerinin sentezine etki etmeleri s6z konusudur
(Sekil 5.4).

Hafiza ve 6grenme fonksiyonlarina etki eden Gglnci 6nemli miRNA
olan miR-138 seviyesi SIRT1 molekdilleri tarafindan reglle edilmektedir.
miR-138‘in de SIRT1 molekdllleri tzerinde direkt olarak inhibe edici etkisi
bulunmaktadir. Bu geri besleme mekanizmasi sayesinde miR-138 seviyesi
aktiviteye bagli olarak regule edilmektedir.

75



Calismamizda ele aldigimiz ¢ mikroRNA'nin da direkt ya da dolayl
yoldan SIRT1 ve BDNF molekiilleri ile ortak iligkileri vardir. Ozellikle SIRT1
molekillerinin  SAK sonrasi seviyesinin degistiginin  bilinmesi bu
molekullerin SAK sonrasi hafiza ve 6grenme fonksiyonlarindaki kayiplara
da etki ettigini disindirmektedir. Bu mikroRNA’larin SAK sonrasinda ve
farkli ortam kosullarinda daha cesitli zaman araliklarinda alinacak olan
seviye Olciimleri ileride daha kesin yorum yapma olanagi saglayacaktir.

Beyin hasari sonrasinda hasar géren ve uyari almayan bdlgelerindeki
dendritik yapilarin yikima ugradigi ve baska boélgelerdeki dendritik
yapilarin giiclenmeye basladidi literatiirde yer almaktadir. Ozellikle frontal
lob bdélgesinde SAK sonrasi kisa donem izole ortamda ve uzun ddénem
zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlarin miR-132, miR-134 ve miR-
138 seviyelerinin yilkselmesinin sebebi artik kullanilmayan badglantilar
yikima ugrarken yeni baglantilarin olusmasi olabilir. Bilindigi gibi miR-132
dendritik dikensi gikintilarin genislemesine, miR-134 ve miR-138 ise
hacimlerinin azalmasina sebep olmaktadir. Ayrica miR-132 ve miR-134'ln
dendritik dallanmaya pozitif, miR-138’in ndrit uzunluklarina negatif etkisi
oldugu da bilinmektedir. miR-132 seviyesinin artmasi yeni dendrit
dallarinin ve dikensi gikintilarin olusmasini, artan miR-134 seviyesi hasar
gbéren bdlgelerdeki sinaptik yapilarin yikilmasini ve yeni dendrit dallarinin
olusmasini, artan miR-138 seviyesi de hem kaybedilen sinaps
bolgelerindeki dendritik dikensi cikintilarin azalmasini hem de bu
bélgelerdeki noritlerin  yikima udgramasindan kaynaklaniyor olabilir
(Perederiy and Westbrook, 2013).

aktivasyon

\/b/
Mecr, >
’8-—@32;% . @

BDNF

Sekil 5.4: miR-132, miR-134 ve miR-138'in birbirlerinin ifade seviyesine etkilerinin sematik
gOsterimi (Bicker, 2014)
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismanin sonucunda, subaraknoid kanama sonrasi farkli ortam
kosullarinda tutulan hayvanlarin gesitli dokularinda ilgili miRNA
ekspresyonlarinin farklihk gosterdigi belirlenmistir. Ayrica subaraknoid
kanama modeli olusturulmayan hayvanlarda da miRNA’larin ekspresyon
dlzeylerinin farkli ortam sartlarinda degisebilecegi gosterilmistir. Bununla
birlikte subaraknoid kanama sonrasi gecen slrelerde de farkhliklarin
oldugu gorilmastir.

Elde edilen tim sonuglar 6zetlendiginde;

1. Hem izole ortamda hem zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlarin
frontal loblarindaki miRNA seviyelerindeki dedisimlerin daha cok 7.
glnldn sonunda gorildigd, 14. gin sonunda bu etkilerin azaldigi
belirlendi.

2. SAK modeli olusturulduktan 7 gun sonra frontal lobda miR-132, miR-
134 ve miR-138 seviyelerinin yukseldigi, 14. gin sonunda distligu
gbézlemlendi.

3. SAK sonrasi izole ortama alinan hayvanlarin frontal lob bélgelerinde
7. gun sonunda Olgilen miR-132, miR-134 ve miR-138 seviyeleri
yukselirken, 14. gin sonunda bu artan seviyelerin kontrol grubu
dedgerlerine vyaklasacak sekilde dustiglu gorildi. SAK sonrasi
zenginlestirilmis ortama alinan hayvanlarin frontal loblarinda ise izole
ortamin aksine 7. gundn sonunda miRNA seviyelerinin kontrol
grubuna vyaklasacak sekilde dustigd, 14. glnde ise arttigi
gbzlemlendi.

4. miR-132 seviyesinin frontal lob, hipokampls ve plazma dokularinda
hem 7 gun hem de 14 gln zenginlestiriimis ortamda tutulan
hayvanlarda arttigi belirlendi.

5. SAK modeli olusturulduktan 7 glin sonra frontal lob ve hipokampls
bélgelerinde kontrole goére artan miR-132 dederlerinin, SAK sonrasi
izole ortamda tutulan hayvanlarda da benzer sekilde arttigi gozlendi.
Zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlarda hipokampls degerleri
artarken frontal lob degerlerinin kontrole yaklasacak sekilde distugu
gbézlemlendi.

6. SAK sonrasi 14. gunde frontal lob ve hipokampuste standart kontrole
gore farkl gortlmeyen miR-132 dederinin, SAK sonrasi izole ortamda
tutulan hayvanlarin frontal loblarinda standart kontrole goére dustk
oldugu tespit edildi.

7. SAK sonras! 7. glinde miR-134 dederi frontal lob dokularinda artarken
hipokampuste azalmistir. SAK sonrasi izole ortama alinan
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hayvanlarda da benzer olan bu degerlerin zenginlestiriimis ortamda
tutulan hayvanlarda kontrol dederlerine yaklastigi gézlendi.

8. SAK modeli olusturulduktan 14 gin sonra miR-134 degerlerinin
frontal lob bdlgesinde artti§i, hipokampiste ise azaldi§i gérildi. izole
ortamda tutulan hayvanlarda hipokamplis ve frontal Ilob
bélgelerindeki miR-134 dederlerinin kontrol grubuna yakin oldudu,
zenginlestirilmis ortamda hipokampls dederlerinin izole ortam
degerleri gibi kontrole yakin ancak frontal lob degerlerinin yilksek
oldugu tespit edildi.

9. SAK sonrasi 7. gunde frontal lob bdlgesinde artan miR-138
degerlerinin izole ortamda da benzer sekilde arttigi, zenginlestirilmis
ortamda ise azaldigi gorulda.

10. SAK olusturulduktan 14 gin sonra frontal lob ve hipokampisteki miR-
138 dederlerinin kontrol grubuna goére degismedigi belirlendi. SAK
sonrasl izole ortama alinan hayvanlarda hipokampis dederinin benzer
sekilde degismedigi, bununla birlikte frontal lobda distigid gordlda.
Zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlarda ise hipokampdusteki
miR-138 degerleri diserken frontal lob dederlerinin yilkseldigi
belirlendi.

11. Plazma 6rneklerindeki miRNA dederlerinin frontal lob ve hipokampls
degerleri ile uyumlu olmadigi ve farkliliklar gosterdigi tespit edildi.

SAK sonrasi kisa donem izole ortamda ve SAK sonrasi uzun dénem
zenginlestirilmis ortamda tutulan hayvanlarin frontal loblarinda miR-132,
miR-134 ve miR-138 seviyelerinin yikselmis oldudgu belirlendi. Bu
mikroRNA'larin sinaptik yapilanmaya ters ydnde etkileri bulunmaktadir.
Noérolojik hasar sonucu zarar géren bdlgelerdeki sinaptik bdlgelerin yikima
ugrayarak yeni sinaps bdlgelerini olustugu bilgisini ele alirsak, miRNA
seviyelerinin ylkselmesi frontal lobdaki iyilesme ve sinaptik yapilarin
yeniden duzenlenmesinden kaynaklaniyor olabilir. Bu durumda frontal
lobda SAK sonrasi 7 glunlik izole ortam kosullarinda zengin ortama goére
sinaptik yeniden vyapillanmanin daha yogun oldugu, buna karsin SAK
sonrasi 14 gunlik zenginlestirilmis ortam kosullarinin izole ortam
kosullarina goére sinaptik yeniden yapilanmaya ve iyilesmeye daha cok
katki sagladigi sonucuna ulasilabilir.
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