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OZET

Hokelekli, F.O. Prefrontal Kortekste NUDT6 ifadesindeki Degisikliklerin Sicanda
Depresyon-Benzeri ve Anksiyete-Benzeri Davranisa Etkileri, Hacettepe Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Temel Norolojik Bilimler (Neuroscience) Programi Doktora
Tezi, Ankara, 2018. Dogal “antisense” transkriptler ¢ogunlukla protein kodlayan bir
“sense” DNA zincirinin karsi zincirinden sentezlenen ve “sense” mRNA’ya tamamlayici
olup onun ifadesini dizenleyen mRNA molekilleridir. NUDT6, FGF2'nin dogal
“antisense” transkriptidir, FGF2 ifadesinin kontroliinde yer almaktadir. FGF2
antidepresan ve anksiyolitiktir, bu nedenle NUDT6'nin afektif davranigtaki roll
arastirilmalidir. Laboratuvarimizdaki sigan ¢alismalarinda, kronik hareketsiz birakma
stresinin prefrontal kortekste (PFK) NUDT6 ifadesini azalttigi gosterilmistir. Buna
dayanarak, bu calismada, sican PFK’sinda NUDT6 ifadesindeki degisikliklerin
depresyon- ve anksiyete-benzeri davranisla iliskisi incelenmistir. Prelimbik ve
infralimbik kortekslerde AAV2 aracihgiyla NUDT6 fazla ifade ettirilmis ve ifadesi
baskilanmistir. Depresyon-benzeri davranis sukroz tercihi ve zorla ylzdirme;
anksiyete-benzeri davranis ylkseltilmis arti labirenti ve aydinhk-karanlik kutu;
0grenme pasif kacinma testiyle degerlendirilmistir ve hayvanlar sakrifiye edilerek
PFK’daki molekiler degisiklikler incelenmistir. PFK'da NUDT6 fazla ifadesinin
depresojenik ve anksiyojenik oldugu, ancak ifade baskilamasinin davranista 6nemli
bir degisiklige yol acmadigl gosterilmistir. Ek olarak, NUDT6 fazla ifadesinin
dirtisellik-benzeri davranisa etkisi olabilecegi gozlenmistir, bu baglanti ileri
¢calismalarla netlestirilmelidir. NUDT6’nin etkilerine aracilik eden mekanizmalarin
ortaya konmasi, depresyonun ve anksiyete bozukluklarinin patogenezinin daha iyi

anlasilmasi i¢in biylik 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: NUDT6, FGF2, “antisense”, depresyon, anksiyete

Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan THD-2016-11687 proje numarasi ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

Hokelekli, F.0. The Effects of NUDT6 Expression Changes in Prefrontal Cortex on
Depression- and Anxiety-like Behaviour in Rats, Hacettepe University, Graduate
School of Health Sciences PhD thesis in Basic Neurological Sciences (Neuroscience),
Ankara, 2018. Natural antisense transcripts are mRNA molecules, which are
synthesized from the anti-sense strand of a protein coding gene. They are
complementary to the sense transcript and thought to regulate its expression.
NUDT®6 is the natural antisense transcript of FGF2 and is involved in the control of
FGF2 expression. The antidepressant and anxiolytic effects of FGF2 makes it worth to
study the role of NUDT6 in affective behaviour. Previously in our lab, chronic restraint
stress was shown to decrease NUDT6 expression in prefrontal cortex (PFC). Based on
this finding, we investigated the effects of NUDT6 expression changes in rat PFC on
depression- and anxiety-like behaviors. NUDT6 was overexpressed and NUDT6
expression was knocked down by AAV2 injections. Depression-like behaviour was
tested using sucrose preference test and forced swim test, anxiety-like behaviour was
evaluated by elevated plus maze and light-dark box test and learning was
investigated using passive avoidance test. The animals were sacrificed for molecular
investigations. It was shown that NUDT6 overexpression in PFC is depressogenic and
anxiogenic. NUDT6 knockdown in PFC, on the other hand, does not cause any
significant changes on behavior. Additionally, it was shown that NUDT6
overexpression in PFC might have an influence on impulsivity-like behaviour, which
needs to be addressed in future studies. It is of great importance to elicit the
molecular mechanisms underlying NUDT6 effects in order to understand the

pathogenesis of major depression and anxiety disorders.

Key Words: NUDT6, FGF2, antisense, depression, anxiety

This study was supported by Hacettepe University Research Projects Coordination
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1. GIRIS

Dogal “antisense” transkriptler cogunlukla protein kodlayan bir DNA zincirinin
(“sense” zincir) karsi zincirinden (“antisense” zincir) sentezlenen ve “sense” mRNA’ya
tamamlayici (“complementary”) olan, onun ifadesini diizenlemekte gérev alan mRNA
molekdilleridir. Fare ve insan transkriptomundaki transkriptlerin %72’ye yakininin
“antisense” partnerleri oldugu ve ylzlerce “sense-antisense” ciftinin tirler arasinda
korundugu; dolayisiyla dogal “antisense” transkriptlerin yaygin bir fenomen oldugu
bilinmektedir (1). Bu ciftlere bir 6rnek FGF2 ve onun “antisense” partneri Nudiks

Hidrolaz 6 (NUDT6)'dir (diger isimleriyle FGF-AS ya da GFG) (2,3).

NUDT6, FGF2 ifadesini diizenleyen bir dogal “antisense” transkripttir. Bu
calismada NUDT6’nin duygudurum diizenlenmesindeki rolliniin arastirilma nedeni
“sense” partneri FGF2'nin depresyon ve anksiyete patofizyolojisindeki roliiniin 6nceki
¢alismalarda ortaya konmus olmasidir. Depresyonun nérotrofik hipotezinde son 10
yilda en ¢ok ele alinan molekillerden biri FGF2’'dir. Major depresif bozuklugu olan
hastalarin 6limardi beyin incelemesinde, hipokampusta, dorsolateral prefrontal
kortekste ve anterior singulat kortekste FGF2’nin ifadesinin azaldiginin gosterilmesi
(4,5) norotrofik hipotezde diger bliyime faktérlerinin yani sira FGF2’nin rollinii de
glindeme getirmis ve sonrasinda vyapilan hayvan calismalari ile bu bulgular
desteklenmistir. Hayvanlarda depresyonu modellemek icin kullanilan sosyal yenilgi
stresinde hipokampal FGF2 ifadesinin azaldigi (6), depresyona meyilli ve anksiyetesi
ylksek olacak bicimde secilerek kendi aralarinda ciftlestirilen hayvan gruplarinda
FGF2 ifadesinin nesiller boyu dlstk seyrettigi gosterilmistir (7). Buna karsilik,
FGF2’'nin parenteral ve intraserebroventrikiler verilmesinin antidepresan ve
anksiyolitik etkinligi oldugu ortaya konmustur (7—10). Ayrica, antidepresan tedavi ile
FGF2 dizeyinin kortekste ve hipokampusta arttigi gosterilmistir (11,12). FGF
reseptorini antagonize eden bir molekiliin verilmesinin, antidepresanlarin kronik
tahmin edilemeyen stres paradigmasi ile olusturulan depresyon-benzeri davranisi
engelleyici etkisinin 6nline ge¢mesi de (10), FGF2’'nin depresyon patogenezindeki

rolini  destekleyen oOnemli bir bulgudur. Tim bu veriler bir arada



degerlendirildiginde, FGF2 afektif davranisin diizenlenmesinde énemli roli olan bir
molekildir. FGF2 ifadesini dizenleyen molekillerin arastirilmasi hem depresyon
patofizyolojisinin daha iyi anlasiimasini hem de yeni antidepresan tedavi hedefleri
belirlenmesini saglama potansiyeline sahiptir. S6z konusu dizenleyici molekiller
arasinda yer alan NUDT®6 literatirde az ele alinmistir ve bu baglamdaki roli ortaya

¢ikarilmalidir.

Literatirde NUDT6’ya yer verilen oldukca az sayidaki calismada, cogunlukla
molekilin proteine c¢evrildigi, hicrenin c¢ekirdek ve mitokondrisinde c¢okga
bulunurken lizozomlarda neredeyse hi¢ bulunmadigi, yiksek oksidatif strese maruz
kalan karaciger, beyin ve testis gibi dokularla ifadesinin arttigi ortaya konmustur (13—
15). Bununla birlikte, molekiile net bir islev atfedilememistir. Bu molekill iceren
hiicre kilttirid ve doku calismalarinda NUDT6’nin FGF2'yi diizenleyici etkisine yer
verilmistir ve ¢ogunlukla bu iki molekiliin ifadesinin ters iliskili oldugu, yani biri
artarken digerinin azaldigi gosterilmistir (16—19). Ancak bunun aksini gosteren
calisma bulgusu da vardir (20). NUDT6 ve stres iliskisi ise literatlirde yalnizca bir tek
calismada ele alinmigtir. Bu ¢alismada, akut stres, kuyruk soku ile modellenmis ve
soku takiben hipokampusta NUDT6 mRNA’sinin azaldig, FGF2 mRNA dlizeyinin ise
degismedigi gosterilmistir. Sokun ardindan 2.saatte ise NUDT6 dizeyi bazal
seviyesine donmiustlir ve FGF2 mRNA’si artmistir (21). Laboratuvarimizda daha
onceden yapilmis bir calismada, kronik hareketsiz birakma stresinin PFK'da NUDT6
protein ifadesinde azalmaya neden oldugu saptanmistir (22). Bu calismalarin ortak
sonucu, stresle NUDT6 ifadesinin azalmasidir. Bu bulguyu iki bicimde yorumlamak
mimkiindir: ilki, NUDT6, stres etkisiyle azaliyor olabilir veya ikinci olarak, stresin
etkilerini dengelemek amaciyla NUDT6 ifadesi, organizma tarafindan, telafi edici bir

yontem olarak azaltiliyor olabilir.

Bu bulgulardan yola gikilarak bu calismada NUDT6 molekiil seviyesindeki artma
ve azalmanin depresyon- ve anksiyete-benzeri davranisa etkisi incelenmistir. Calisma
icin insanda depresyon ve anksiyete ile baglantisi oldugu ortaya konmus olan medyal

PFK'ya sican beyninde karsilik gelen prelimbik ve infralimbik korteksler segilmistir. Bu



bolgenin  segilmesinin  bir nedeni yukarndaki paragrafta belirtildigi  gibi
laboratuvarimizda kronik stresin PFK NUDT6 diizeylerinde azalmaya yol agtiginin tespit
edilmesidir. Bunun yani sira literatiirde hem depresyon hastalarinin PFK hacminde
kigulme (23,24) hem de 6limardi beyin incelemelerinde PFK sinaps sayisinda azalma
gosterilmistir (25). Bu bulgulari destekleyecek sekilde, kemirgenlerde stres ile PFK'da
noronal atrofi ve glia kaybi bildirilmistir (26,27). Prelimbik ve infralimbik bolgelerin
birlikte segilmesinin nedeni, literatiirde stres ve depresyon alanindaki ¢alismalarin

bircogunda iki korteksin birlikte ¢alisiimis olmasidir (28—-31).

Bu calisma, NUDT6’nin depresyon- ve anksiyete-benzeri davranis ile iliskisini
ortaya koymak uzere iki bolimden olusturulmustur. Calismanin ilk bélimiinde NUDT6
fazla ifadesi; ikinci boliminde ise NUDT6 ifade baskilamasi sican prelimbik ve
infralimbik kortekslerinin her ikisine de AAV2 enjekte edilerek gergeklestirilmistir.
Enjeksiyon etkisinin yerlesmesi icin 4 hafta beklenmis, bu slirenin ardindan depresyon-
benzeri davranis sikroz tercihi testi ve zorla ylUzdirme testi ile; anksiyete-benzeri
davranis yikseltilmis arti labirenti ve aydinlik-karanlk kutu testi ile; 6grenme ise pasif
kaginma testi ile degerlendirilmistir. Medyal PFK'da NUDT6 fazla ifadesinin
depresojenik ve anksiyojenik oldugu, fakat baglamsal 6grenmeyi degistirmedigi
gosterilmistir. Buna ek olarak, NUDT6 fazla ifadesinin dirtisellik-benzeri davranisi
artiriyor olabilecegi ortaya konmustur. NUDT6 ifade baskilamasi deneyleri sonucunda
0grenmeyi de icerecek bicimde ne depresyon- ne de anksiyete-benzeri davranista
onemli bir degisiklik gdzlenmistir. Bu sonu¢ medyal PFK'da NUDT6 fazla ifade eden
grubun sonuclariyla celismektedir. Viral enfeksiyonun gerceklestigi gosterildigi halde,
NUDT6 ifadesinin baskilandiginin molekiiler deneylerle teyit edilememesi, baskilanma
saglanamamis olmasi olasiligini akla getirmektedir. NUDT6 ifadesinin baskilanmamis
olmasi, fazla ifade ve ifade baskilamasi deneylerinin afektif davranisla iliskili sonuclari

arasindaki celiskiyi aciklayabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Depresyon

Major depresif bozukluk; ¢okkin duygudurum, hayattan zevk alamama,
umutsuzluk, istah ve uyku problemleri, artmis ya da azalmis aktivite, ener;ji
yoksunlugu, sucluluk ve degersizlik distinceleri, dikkat ve odaklanmada gliclik, 6lim
ve intihar dustnceleri ile karakterize klinik bir sendromdur. Depresyon uzun stireli ve
agir hal alabilir, bu durumda kisinin glinliik yasamini, is performansini, aile ve arkadas

iliskilerini etkileyen dnemli bir saglik sorunu teskil eder (32).

Depresyon hem disiuk hem yiiksek gelirli Glkelerde gorilmektedir, diinya
toplumlari igin ortak bir sorundur (33). Dilinya ¢apinda en az 300 milyon insan
depresyonla yasamaktadir (32). Her yil yaklasik 20 milyon depresyon hastasi intihara

tesebbiis etmekte, bunlardan 1 milyonu hayatina son vermektedir (34).

Depresyon c¢ocukluktan vyashhiga kadar neredeyse her yas grubunda
gorilmektedir, ozellikle Uretime katilan yastaki bireylerde depresyon oldukca siktir
(35). Depresyonun en carpici etkisi hastaliga bagh yeti yitimi ile gecirilen yillar (“years
lived with disability”- YLD) Uzerinedir. Ruhsal hastaliklar ve madde bagimhliklari
diinya gapinda %22.9 ile YLD'de ilk sirayi almaktadir ve bu grup iginde en buylk pay
ise %42.5 ile depresif bozukluklara aittir (35).

Depresyon tedavisinde kullaniimakta olan antidepresanlarin etkinligini
sinirlayan ¢ok sayida 6nemli sorun vardir. Bunlardan ilki, kismi ve tam ila¢ cevapsizlgi,
diger adiyla ilag direncidir. Depresyon hastalarinin yaklasik %30’u tedaviye direnglidir
(36). ikinci sorun, geg ila¢ yanitidir: ilaca cevap veren hastalarda klinik cevabin ortaya
cikmasi haftalari  bulabilmektedir. Son olarak da, ilaglarin etkinlik sireleri
kullanildiklari dénemle sinirlidir (37) ve kronik depresyonda hasta, yasami boyu ilag

kullanmak durumunda kalmaktadir.

Yayginhginin ve tedavi glgliginin dogal bir sonucu olarak, depresyonun

ekonomik yiikd, yalnizca Amerika Birlesik Devletleri’'nde 2010 yilinda 210.5 milyar



dolardir. Bu yukin %45’i dogrudan depresyonla ilgili harcamalara aitken, %5’i
intiharla iligkili, %50’si ise gidememe ve isglicl kaybini icerecek sekilde isyeri iligkili
harcamalara aittir (38). Depresyon, iliskili oldugu belirtiler nedeniyle bireyin yasami
ve yasam kalitesi ile ilgili oldugu kadar, toplumsal yiki nedeniyle halk saghgi

acisindan da ¢ok 6nemli bir sorundur.

Antidepresan tedavideki zorluklarin yani sira, depresyon tanisinda ve tedavi
takibinde kullanilabilecek bir biyolojik belirtecin olmamasi, hastaligin tani ve takibini
giclestirmektedir. ila¢ direncinin yiiksekligi diisiiniildiigiinde, kullaniimakta olan
ilacin tedavide etkin olmadiginin erken dénemde belirlenmesi ¢ok 6nemlidir.
Depresyon patofizyolojisinin  daha iyi anlasiimasi, hem tani ve tedavide
kullanilabilecek biyolojik belirteglerin tespitine hem de daha etkin ve hizli etkili
antidepresanlarin gelistiriimesine katki saglayacaktir. Bu nedenle depresyon

patofizyolojisinin ortaya konmasi bliyik dnem tasimaktadir.
2.2. Prefrontal Korteks

Prefrontal korteks (PFK), degisen cevresel ihtiyaclara gore davranisi yoneten
bilissel, davranissal ve noéroendokrin siirecleri dizenleyen yiritlclh islevlerin
merkezidir (39) ve depresyonda 6nemi literatlirde ¢okga calisiimis bir beyin bolgesidir.
Major depresyon tanisi almis hastalarda yapilan goriintiileme ¢alismalari, hastalarin
PFK hacminin kicaldGglinG (23,24); olim-ardi beyin arastirmalari depresyon
hastalarinin PFK’larinda sinaps sayisinin azaldigini géstermistir. Bunu destekleyecek
sekilde kemirgenlerde depresyonu modellemek amaciyla uygulanan stresin PFK'da

noron ile glia kaybina ve dendritik atrofiye neden oldugu bildirilmistir (26,27).

PFK, fonksiyonlarinin karmasikhg! ile uyumlu olarak pek c¢ok alt bolgeye
sahiptir. Primat PFK’si en genel haliyle 3 bolgeye ayrilir: medyal, orbital ve
dorsolateral. Medyal PFK evrimsel slirecte en korunmus olan bolimdir ve insanda
Broadmann’in 10, 24, 25 ve 32 numarali alanlarini kapsayan kisimdir (40). Sicanda ise
medyal PFK birbirinden net yapisal sinirlarla ayrilmayan prelimbik ve infralimbik

korteks olmak tzere iki boliimden olusmaktadir. Sinirlarin belirsizligine binaen bélge,



prelimbik korteksi icine alan dorsomedyal korteks ve infralimbik korteks ile ventral
prelimbik korteksi icine alan ventromedyal korteks olarak da siniflandiriimaktadir (41;

Sekil 2.1). Bu ¢alismada prelimbik ve infralimbik korteks ifadeleri tercih edilmistir.
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Sekil 2.1: Karsilastirmali olarak insan ve sican medyal PFK’si.

Alan 32, prelimbik kortekse; alan 25 ise infralimbik kortekse karsilik gelmektedir. Sekil, Gass, 2017’den
uyarlanmistir (41).

Anatomik baglantilarina ve hilicresel mimari organizasyona (cytoarchitecture)
dayanarak yapilan belirlemelere gore sican infralimbik korteksi insanda 25 numarall
subgenual alana denk gelmektedir. Prelimbik korteks ise, kabaca, insanin
Broadmann’in 32 numaral perigenual korteksine denk gelmektedir. Detayli olarak
degerlendirildiginde ise, bu korteksin 32ac ya da 32 pl bolimine karsilik geldigi
gorisuni destekleyen arglimanlar bulunmaktadir (Bu konudaki gbzden gecirme igin
bakiniz (42)). Sican ve insan beyin boélimleri arasindaki bu analoji, fonksiyonel

benzerlikten ¢cok anatomik benzerlige dayanmaktadir (43).

Sican medyal PFK’si beyinde pek c¢ok bolge ile baglanmaktadir. Prelimbik ve
infralimbik kortekslerin talamus ve olfaktdér 6nbeyin ve kortekse projeksiyonlari
ortaktir, fakat bunun disindaki projeksiyonlari énemli farklihklar gostermektedir.
Buna gore prelimbik korteks temel olarak insula, akkumbens cekirdegi, raphe
cekirdekleri, amigdalanin santral ve basolateral cekirdeklerine projeksiyonlara

sahipken; infralimbik korteks hipotalamusa, beyin sapinin soliter ve parabrakial



cekirdegine, amigdalanin medyal, basomedyal, santral ve kortikal ¢ekirdeklerine
projekte olmaktadir. iki bolgenin bu farkli projeksiyon ériintiileri prelimbik korteksin
limbik ve bilissel fonksiyonlariyla ve infralimbik korteksin viseral ve otonomik

fonksiyonlariyla uyumludur (44).

insanda, sicandaki prelimbik ve infralimbik korteksin karsiligi olan subgenual
ve perigenual kortekslerin fonksiyonuna iliskin c¢esitli ¢alismalar vardir.
Gorintiuleme calismalari, depresyonda subgenual kortekste aktivite artisi oldugunu
(45—49), antidepresan ilag ve derin beyin uyarimina cevap veren hastalarda tedaviyi
takiben bu bolgenin aktivitesinde azalma egilimi oldugunu gostermistir (14-16).
Hatta saglikli bireylerde olumsuz duygulanimda bu bdlgenin aktiflestigi (51-53) ve
bu bolgenin olumlu ya da nétr uyaranlardan ¢ok itici (aversive) uyarana cevap verme
egilimde oldugu ortaya konmustur (54). Aksine, depresyonda perigenual anterior
singulat kortekste aktivitenin azaldig gdsterilmistir (42). insan korku ¢alismalarinda
ventromedyal PFK'nin korku ifadesini (fear expression) baskiladigi ve korku sonmesi
(fear extinction) sirasinda aktivitesinin arttigi gosterilmisse de bu etkilerin
gozlendigi bolgelerin sicandaki herhangi bir bélgenin dogrudan analogu olmadigi

ifade edilmistir (42).

Sicanda prelimbik ve infralimbik korteksi korku, stres ve depresyon
alanlarinda ele alan birgok ¢alisma yapilmistir. Korku galismalarinda, prelimbik
korteksin elektriksel uyariminin korku ifadesini artirdigi ve korku sonmesini
engelledigi gosterilmistir (55). Bu bolgenin farmakolojik inaktivasyonunun korku
ifadesini azalttigi (56,57), ancak korku sonmesine etkisiz oldugu bildirilmistir (57).
infralimbik korteksin elektriksel uyariminin ise prelimbik korteksin elektriksel
uyariminin tam aksine, korku ifadesini azalttigi ve korku sénmesini glclendirdigi
gosterilmistir (58). Yine prelimbik korteksin tersine, infralimbik korteksin farmakolojik
inaktivasyonunun korku ifadesine etkisinin olmadigi ancak korku sénmesini bozdugu
ifade edilmistir (57). Dolayisiyla iki bolgenin korku alaninda birbiri ile uyumsuz, yer

yer birbirine ters etkileri literatiirde ortaya konmustur.



Siganda prelimbik ve infralimbik korteksi stres ve depresyon alanlarinda ele
alan c¢alismalara gelindiginde, stres vyanitinda bu bolgelerin etkili oldugu
gosterilmistir. Akut hareketsiz birakma stresinin siganda belirgin tasikardiye yol actigi
bilinmektedir. Korku c¢alismalari bulgularindan farkli olarak, prelimbik korteksin
farmakolojik inaktivasyonu akut hareketsiz birakma stresi ile tetiklenen tasikardiyi
artirirken infralimbik korteksin farmakolojik inaktivasyonu tasikardiyi azaltmaktadir
(28). Laboratuvarimizda onceki calismalarda kronik hareketsiz birakma stresinin
prelimbik ve infralimbik korteksi icine alan PFK'da NUDT6 ifadesinde %40’a ulasan
anlamli bir azalmaya neden oldugu literatiirde ilk kez gosterilmistir. Bu bulgular, akut
ve kronik stres ile prelimbik ve infralimbik korteksin baglantisini ortaya koymakta ve
NUDT6’y1 bu baglantida arastirilmasi gereken bir molekil olarak éne c¢ikarmaktadir

(22).

Prelimbik ve infralimbik korteksin akut hareketsiz birakma stresi uzerine
birbirine zit fonksiyonlari ile uyumlu bigimde, depresyon ¢alismalarinda da bu beyin
bolgelerinde aktivite farkhliklari gosterilmistir. Sicanda infralimbik korteksin, tek
basina, optogenetik olarak uyariminin ketaminin hizli baslayan ve uzun siiren
antidepresan etkilerini taklit ettigi, yani antidepresan nitelikte oldugu gosterilmistir.
Buna karsilik prelimbik korteks benzer sekilde uyarildiginda depresyon-benzeri
davranista degisiklik olmadigl ifade edilmistir (29). Bunun yani sira, infralimbik
korteksin farmakolojik aktivasyonunun hizli bir antidepresan etki yaptigi, fakat
prelimbik korteksin farmakolojik aktivasyonunun etkisiz oldugu da ortaya konmustur
(30). infralimbik korteksin bu alandaki énemini destekler sekilde, bu bdlgeye
dogrudan ketamin ya da sitalopram enjeksiyonunun antidepresan etki ile
sonuclandigi gosterilmistir (29,30). Bu calismalardan farkl olarak, prelimbik korteksin
ve infralimbik korteksin ayri ayr farmakolojik inaktivasyonunun her ikisinin de
antidepresan etki gosterdigi de bildirilmistir (59). Bu calisma ile uyumlu olarak,
insanda tedaviye direncli depresyon tedavisinde etkili oldugu bildirilen ve inhibitor
mekanizmalari uyararak etki gosterdigi diisiinlilen subkallosal singulat girus derin
beyin uyarimini modellemek amaciyla, siganda infralimbik ve ventral prelimbik

korteksi icine alan genis bir bolgeye derin beyin uyarimi yapilmis ve antidepresan ile



anksiyolitik etkinlik gézlenmistir (31). Bir arada degerlendirildiginde, bu ¢alismalar iki
bolgenin depresyonda ve antidepresan etkinlige araciliktaki rollinde literatiirde bir

birlik olmadigini ortaya koymaktadir.

Literatlir 6zetlendiginde, prelimbik ve infralimbik korteksin ve bunlara karsilik
gelen insan perigenual ve subgenual korteksinin stres, depresyon ve korku 6grenimi
alaninda 6nemli beyin bdlgeleri oldugu goriilmektedir. Bu nedenle NUDT6 ifade
degisiklerinin depresyon- ve anksiyete-benzeri davranisa etkilerine bu bolgelerin

aracilik edip etmediginin arastirilmasi 6nem tasimaktadir.

2.3. Depresyonda FGF2

Depresyon patofizyolojisinde bliyime faktorlerinin roli bircok calismada
ortaya konmustur ve "depresyonun norotrofik hipotezi" olarak literatiirde yerini
almistir. S6z konusu blylime faktorlerinden biri fibroblast blylime faktori 2
(FGF2)'dir (4). FGF2, norotrofik, anjiojenik, onkojenik aktivitesi bulunan, yaygin
sentezlenen bir proteindir (3). Erken embriyonik gelisim sirasinda noéral tip
tarafindan ifade edilmekte ve noral indiksiyonda gorev almakta (60); embriyonik
gelisimin daha geg¢ safhalarinda gelismekte olan korteks ile néral prekirsor hiicreler
tarafindan ifade edilmekte ve néral kok hiicrelerin ¢ogalmasinda etkili olmaktadir
(61). Eriskinde ise, noronlar ve glial hiicreler tarafindan yaygin olarak ifade edilmekte
(62); bu hucrelerin hayatta kalimi, farklilasmasi ve cogalmasinda rol almaktadir.
Bununla uyumlu olarak, yeni sinaps olusumu, nérogenez, 6grenme ve bellekte etkili

oldugu da ortaya konmustur (63-65).

Son 15 yilda yapilan 2 calismada major depresif bozuklugu olan hastalarin
Olim sonrasi beyinlerinde FGF2 ifadesinin hipokampusta ve dorsolateral PFK ile
anterior singulat kortekste azaldigi gosterilmistir (4,5). Bununla uyumlu olarak,
hayvanlarda depresyonu modellemek icin kullanilan sosyal vyenilgi stresinde
hipokampal FGF2 ifadesinde diisme oldugu (6), antidepresan tedavi ile serebral
korteks ve hipokampusta FGF2 diizeyinin arttigi gosterilmistir (11,12). Ancak

antidepresan tedavi sirasinda FGF reseptor antagonisti (SU5402) verildiginde FGF2
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artisi gortlmemistir. SU5402 uygulamasi, antidepresan etkiyi de ortadan kaldirmistir
(10). Takip eden c¢alismalarda, FGF2'nin periferden ya da beyne dogrudan
intraserebroventrikller olarak verilmesinin antidepresan ve anksiyolitik etkinligi
oldugunun gosterilmesi FGF2'nin depresyon patofizyolojisinde dogrudan roli

oldugunu ortaya koymustur (7-10).

Buna ek olarak, anksiyete-benzeri davranis bakimindan anksiyetesi dustk ya
da yiksek olarak siniflanarak birbiriyle ciftlestirilen ve boylece nesiller boyu
depresyona meyilli ve anksiyetesi ylksek seyreden hayvan gruplarinda, FGF2 ifadesi
disik bulunmustur. Bu hayvan gruplarinda FGF2'nin periferal verilmesinin
anksiyeteyi azalttigi gosterilmistir. Kemirgenlerde anksiyete-benzeri davranisi
azalttigl bilinen cevresel zenginlestirmenin, bu hayvan grubunda hipokampal FGF2
dizeyini artirdigi belirtilmistir (3,7,10). Tim bunlarla uyumlu olarak, PFK’nin
prelimbik bolimine yapilan FGF2 inflizyonunun, kronik 6ngorilemeyen stres
paradigmasi tarafindan olusturulan depresyon- ve anksiyete-benzeri davranis
gelisimini engelledigi ortaya konmustur (10). Benzer sekilde, FGF2 ifadesinin
hipokampusta RNA interferansiyla baskilanmasinin anksiyete-benzeri davranisi
artirmasi (66), FGF2'nin endojen bir anksiyolitik molekil olabilecegi hipotezini

giindeme getirmistir (67).

Anksiyolitik ve antidepresan oOzellikleri yaninda, FGF2 bilinen bir onkojendir;
ifadesinin bozulmasinin glial kokenli santral sinir sistemi timorlerinin patogenezinde
yer aldigi gosterilmistir. Malign gliomlarin %90’dan cogunda FGF2 ifade edilmektedir
(68). Dolayisiyla, antidepresan ve anksiyolitik 6zelliklerine ragmen, FGF2 timor
gelisimine neden olmaktadir ve bu durum, FGF2'nin klinikte antidepresan olarak
kullanilmasini  sinirlandirmaktadir. Buna karsin, FGF2 ifadesini dlzenleyen
molekillerin arastiriilmasi hem depresyon patofizyolojisinin daha iyi anlasiimasini

hem de yeni antidepresan tedavi hedefleri belirlenmesini saglayabilir.
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2.4. Dogal “Antisense” Transkriptler

Dogal “antisense” transkriptler cogunlukla protein kodlayan bir DNA zincirinin
“sense” zincir) karsi zincirinden (“anti-sense” zincir) sentezlenen ve “sense”
mRNA’ya kismen ya da tamamen tamamlayici (“complementary”) olan mRNA
molekdilleridir. “Sense” ve “antisense” giftlerin genomdaki yerlesimi ve birbirlerini
tamamlayiciliklarinin derecesi ele alinan “sense-antisense” ¢iftine gore blylk
degisiklik gostermektedir. Genelde, “sense” zincirden protein sentezlenirken,
“antisense” mRNA proteine c¢evriimemektedir, fakat bu durumun istisnalari da

mevcuttur (2).

Dogal “antisense” transkriptlerin islevine yonelik en cok kabul goren gorise
gore dogal “antisense” transkriptler, fizyolojik ve patolojik kosullar altinda “sense”
mRNA ifadesinin dizenlenmesinde gérev almaktadir ve bunu mRNA'dan proteine
cevirimin neredeyse her asamasiyla etkileserek yapabilmektedir (69). Bu
molekdillerin, prokaryotlarda “sense” mRNA'dan protein sentezini dizenledigi
onyillardir biliniyor olmasina ragmen, son yillarda daha yiksek yapili canlilarda da
benzer roll oldugu ortaya konmustur (70,71). “Sense” ve “antisense” transkriptler
arasindaki iliski oldukca karmasiktir, birbirlerinin ifadelerini benzer veya zit yonde

etkileyebilirler. Baska bir deyisle birinin ifadesindeki artis digerinin ifadesini artirabilir

(benzer yonde) ya da azaltabilir (zit yonde) (2,69).

Yapilan calismalar, 6nceden kabul edilenin aksine, dogal “antisense”
transkriptlerin nadir bir fenomen olmadigini, fare ve insan transkriptomundaki
transkriptlerin %72’ye yakininin “antisense” partnerleri oldugunu ve yizlerce “sense-
antisense” ciftinin turler arasinda korundugunu géstermektedir (1). Bu ciftlerden biri
FGF2 ve onun “antisense” partneri Nudiks Hidrolaz 6 (NUDT6)'dir (Diger isimleriyle
FGF-AS ya da GFG) (2,3). p15 ve p15-AS, p21 ile p21-AS, ApoE ve ApoE-AS “sense-

I “"

antisense” giftlere 6rnek olarak verilebilir (2). Dogal “antisense” transkriptler
odaklanmis etkileri ve diisiik yan etki profilleri nedeniyle klinik calismalarda da
kullanilmaktadir. Ornegin, fomivirsen sodyum insan sitomegaloviriisiinin "major

immediate early region 2" mRNA’sinda bir bolgeyi tamamlayici diziye sahiptir, bu
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tamamlayicilik neticesinde s6z konusu mRNA’ya baglanmakta ve onun proteine
cevrilmesini, dolayisiyla virlisiin ¢ogalmasini ve CMV retinitini engellemektedir
(69,72). Fomivirsen sodyum, FDA tarafindan 1998’de onaylanarak tedavide kullanilan

ilk “antisense” antiviral ilag olmustur.

FGF2’'nin bir dnceki bélimde bahsedilen, depresyon ve anksiyete ile iligkisi gbz
ontine alindiginda, FGF2 ve NUDT®6, dogal “antisense” transkriptlerin bu alanlardaki

olasi roltinlin agiga ¢ikarilmasi igin iyi birer aday olabilir.
2.5. NUDT6

FGF2 geninin  “antisense” transkripti NUDT6, FGF2 mRNA'sinin
diizenlenmesinde ve stabilitesinde rol oynayan bir molekiildir (2,3). insan
kromozomunda 4qg26'da bulunan FGF2 geni, FGF2'nin yani sira, FGF2'nin
sentezlendigi zincirin karsi zincirinden NUDT6 transkriptini de ifade eder (19). insanda
“sense” ve “antisense” transkriptler FGF2'nin 3’ proteine ¢evrilmeyen ucunda 2 ayri
bolgede sirasiyla 583 ve 56 baz ciftini icerecek sekilde birbirini tamamlayicidir (Sekil
2.2). NUDT6’nin varligi ilk kez Xenopus laevisin déllenmemis oositlerinde; ardindan
tavuk, sican ve insani da iceren pek cok tlirde gosterilmistir (73). FGF2 ve
antisense'inin yer aldig1 gen bolgesinin omurgali tirleri boyunca iyi korunmus olmasi

bu etkilesimin dnemli bir isleve hizmet ettigine isaret etmektedir (19).

FGF2’'nin “antisense” transkripti olan NUDT6, protein kodlayan bir dogal
“antisense” transkripttir ve 35 kDa agirhginda, islevi henliz bilinmeyen bir proteini
kodlamaktadir. NUDT6 proteininin Nudiks Hidrolaz (NUDT) enzim ailesinin bir alt kolu
olan ve spontan mutasyonlari engellemekte etkili olan MutT enzimlerinin

karakteristik MutT bolgesine sahip oldugu bilinmektedir (73).

NUDT®6 karaciger, beyin, bobrek, bobrek Ustl bezi, testisi de iceren pek ¢ok
dokuda ifade edilmektedir (13—-15). Sican beyninde hipotalamus, hipokampus,
hipofiz, serebellum ve korteks gibi farkli bélimlerde ifade edildigi ortaya konmustur
(17). En yuksek doku dagiliminin karaciger, bobrek ve beyin gibi yliksek oksidatif

metabolizmaya sahip dokularda gorilmesi dikkat cekicidir (14). Hicre icindeki
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dagilimina bakildiginda, NUDT6 proteinin en ¢ok cekirdekte, daha az mitokondride ve
sitoplazmada bulundugu; fakat mikrozom ya da lizozomda bulunmadig gésterilmistir

(29).

FGF2 —>

FGF2 Exon 1 2 3
sense = - - - - - - I - - - - - - - - -
antisense = = = = - - - - - === S s s e e == - 8-
NUDT6 Exon 5 4 32 1a 1b
NUDT6

FGF2
&

AAAAAAAA

NUDT6

Sekil 2.2: FGF2 ve NUDT6 genleri.

Bu genler, FGF2'nin 3’ proteine ¢evrilmeyen ucunda proksimal ve distal poliadenilasyon bolgelerini icine
alacak sekilde kuyruk kuyruga ortlisme gostermektedir. Poliadenilasyon bolgeleri RNA stabilitesinde ve
translasyonun baslatiimasinda 6nem tasir. Sekil MicEachern, 2014’ten alinmistir (74).

Farkli hiicre hatlarinda in vitro olarak NUDT6 ve FGF2’nin ayni hiicrede birlikte
ifade edildikleri gdsterilmistir. Bu hiicre hatlari arasinda C6 sican glioma, Segl insan
akciger adenokarsinomu ve insan ile sican lenfoma ve [6semi hiicre hatlari sayilabilir
(18,75,76). C6 sican glioma hiicre hatti calismalarinda, NUDT6 ve FGF2'nin mRNA
dizeylerinin karsilikli olarak birbirini etkiledigi ortaya konmustur. Buna gore, FGF2 ya
da NUDT6 mRNA’larindan herhangi birinin kisa araya giren RNA (siRNA) aracili ifade
baskilanmasinin diger molekiiliin mRNA veya protein diizeyinde belirgin bir artisa yol

actig ifade edilmistir (75).
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Sekil 2.3: Segl insan akciger adenokarsinomu hticre hattinda FGF2 ifadesinin NUDT6

ile kontrold.

Bu hiicre hattinda, siRNA aracili, sirasiyla, FGF2 ya da NUDT6 ifade baskilamasi tamamlayici transkriptin
stabilitesini artirmakta; tamamlayici transkript ve proteinde artisa neden olmaktadir. Sekiller
MacFarlane L.,2010°dan alinmistir (19).

Midahaleler sonucu NUDT6 ve FGF2 diizeylerindeki karsilikli degisimlerin
hiicre siklusuna etkisi bircok calismada ele alinmistir (16,18,19,75). C6 sican glioma
hiicre hattinda, NUDT6 mRNA’sinin fazla ifadesi, FGF2 ifadesini azaltmis, FGF2
izoformlarinin gekirdekte birikmesini engellemis ve hicrenin siklusun S fazina
girmesinde gecikmeye neden olmustur (16). Buna karsilik, hem FGF2 hem de NUDT6
ifadelerinin baskilanmasinin, benzer bir etkiyle, hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi,
hiicre-ortam yapismasini engelledigi, yara iyilesmesinde belirgin gecikmeye yol actigi

da gosterilmistir (75).

Segl insan akciger adenokarsinomu hiicre hattinda ise, NUDT6 ifade
azaltilmasi, C6 sican glioma hattinda oldugu gibi, FGF2 ifadesini artirmis, fakat C6
sican glioma hiicre hattinin aksine, hiicre-ortam yapismasinda ve invazyonda belirgin
artisa yol agmistir. Ote yandan, bu her iki hiicre hattindan ¢ok daha farkl olarak,
hipofiz kaynakli GH4 mammosomatotrop hiicre hattinda NUDT6 fazla ifadesinin FGF2
diizeylerinde degisime yol agcmaksizin hiicre ¢ogalmasini engelledigi gosterilmistir
(20). Literatirde NUDT6’ya iliskin hiicre kiltiiri disinda yapilmis az sayida ¢alisma
vardir. Bu calismalarda, insan hipofiz adenomu ve 6zofagus adenokarsinomunda
FGF2 diizeyi yuksek, NUDT6 diizeyi diisik bulunmustur (20,77). Bir diger ¢alismada

ise NUDT6 ve FGF2'nin domuzlarin karaciger, yag, akciger, kalp, dalak ve bobrek
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dokusunda ters ifade edildigi ve domuzda yag depolanmasinda 6nemli olabilecegi
ortaya konmustur (78). Hiicre kiiltlr ve doku g¢alismalari kisaca Tablo 2.1’de bir araya
getirilmistir. Tabloda iki molekiiliin pek ¢cok doku ve hiicrede bir arada ifade edildigi

ve kimi dokularda ifadelerinin karsilikh olarak diizenlendigi goriilmektedir.

Tim bu calismalar gostermektedir ki NUDT6 ve FGF2 arasindaki iliski
karmasiktir ve farkli dokularda, farkl kosullarda ve gelisimin farkli evrelerinde
degisiklik gostermesi olasidir. Bu iliskinin ileri g¢alismalarla derinlestirilmesi

gerekmektedir.

Tablo 2.1: NUDT6 ve FGF2'yi bir arada ele alan hiicre kiiltirl ve doku ¢aligmalari.

Hiicre Hatti ya da Doku NUDT6 ve FGF2

Ayni hiicrede birlikte ifade edilir.

C6 sigan glioma hiicre NUDT6 mRNA fazla ifadesi, FGF2 ifadesini azaltir (16,17).

hatti NUDT6 ve FGF2 ifade baskilanmasi diger molekiilin mRNA diizeyini

artirir (75).

Segl insan akciger Ayni hiicrede birlikte ifade edilir.

adenokarsinomu hticre NUDT6 ve FGF2 ifade baskilanmasi diger molekiiliin mRNA diizeyini
hatti artirir (18,19).

- Normal hipofiz dokusunda yalnizca NUDT6 ifade edilirken hipofiz
Hipofiz kaynakli GH4 adenomunda ikisi birlikte ifade edilir.
mammosomatotrop hiicre
hatti GH4 hiicre hattinda NUDT6 fazla ifadesinde FGF2 diizeyinde degisme

yoktur (20).

Cesitli insan ve sican Ayni hiicrede birlikte ifade edilir.
:?:S;:: v Jttetne e Serum ve sitokin uyarimiyla FGF2 ve NUDT6 dizeyleri ylikselir (76).
insan 6zofagus kanser Ayni dokuda birlikte ifade edilir.
dokusu FGF2 fazlaligi ve NUDT6 azligi rekiirrens ve mortalite riskini artirir (77).

Ayni dokuda birlikte ifade edilir. Yag depolanmasiyla NUDT6 ifadesi

(S UHCRTEC e CIET arasinda bir iliski olabilir (78).

Literatirde NUDT6’y!1 iceren ¢ok az sayidaki in vivo ¢alismadan biri, NUDT6-
ogrenme iliskisine dairdir. Bu calisma NUDT6’yi1 hizli ve yavas 6grenen fareler arasinda
ifadesi anlamli olarak farklihk gdsteren proteinlerden biri olarak ortaya g¢ikarmistir

(79). Bu calismaya gore NUDT®6, hizli 6grenen farelerin PFK'sinda daha dusiik hizda
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O0grenen farelere gore daha fazla ifade edilmistir. NUDT6 ve 68renme arasindaki

iliskiye dair ileri ¢calismalara ihtiyag vardir.

Psikiyatri literatirinde NUDT6 ve FGF2'yi karsilikli olarak inceleyen yalnizca
bir ¢calisma mevcuttur (21). Bu g¢alismada, stresin FGF2 ve NUDT6 ifadeleri Gzerine
etkileri incelenmistir. Stresi modellemek icin kacinilabilen ve kaginilamayan kuyruk
soku uygulanmistir. Buna gore, benzer 6zellikte kafeslerde 6zdes (ayni siddette, ayni
sikhkta ve ayni sire) kuyruk soklari verilen sicanlardan birinde sican beklenilen
davranisi gercgeklestirdiginde (¢cemberi cevirdiginde) sok sona ermektedir. Bu kafeste
sicanin soku sonlandirmasi, paralel kafeste bulunan ve 6zdes soka maruz kalan siganin
da sokunu sonlandirmaktadir, baska bir deyisle her iki hayvan ayni siddette, ayni
siklikta ve ayni slire ayni soka maruz kalmaktadir, fakat bir grubun soku sonlandirmak
Uzerine higbir kontroli bulunmazken (kaginilamayan sok grubu), diger siganlar soku
kontrol edebilmektedir (kaginilabilen sok grubu). Bu c¢alismada, kuyruk soku ile
indiiklenen stresin, soktan hemen sonra hipokampal NUDT6 mRNA’sini azalttigi, FGF2
mRNA dizeyini etkilemedigi, dolayisiyla FGF2/NUDT6 oranini arttirdigi saptanmistir.
Hem kaginilabilir hem de kaginilamayan kuyruk sokunun benzer etkileri oldugu
bulunmustur. Sonu¢ olarak goriilen etki stresériin kontrol edilebilirligi ile iliskili
bulunmamistir. Soklardan sonraki 2.saatte ise NUDT6 mRNA’sinin bazal dizeyine
dondigi ve FGF2 mRNA’sinin ise arttigi, dolayisiyla FGF2/NUDT6 oransal ifadesinin
arttigl gorulmustur. Bu nedenle FGF2/NUDT6 orani tek basina bu iki molekdlin

dizeylerini degerlendirmekten daha iyi bir belirteg olabilir (21).

Stresin etkilerine glukokortikoidlerin aracilik edip etmedigini anlamak igin, ayni
calismada glukokortikoid enjeksiyonundan yaklasik 2 saat sonra NUDT6 ve FGF2
ifadeleri incelenmistir (21). Kuyruk soklari ile indiiklenen stres paradigmasini taklit eder
sekilde, hipokampal NUDT6 mRNA diizeyi degismemis bulunmus, fakat FGF2
MRNA’sinin arttigl goézlenmistir. Bu c¢alismada NUDT6 ve FGF2 dizeylerinde
glukokortikoid enjeksiyonundan hemen sonraki degisim degerlendirilmemistir. Bu
nedenle NUDT6’da erken dénemde olusan degisim gozlenmemis olabilir. Stresére bagh

FGF2 ve NUDTG6 ifade degisikliklerinin glukokortikoid aracili olup olmadigi anlamak igin,
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akut hareketsiz birakma stresi sirasinda glukokortikoid sentez inhibitérleri verilmis ve
sentez inhibitorlerinin her iki molekilin diizeyinde stresi takiben olusan degisiklikleri
onledigi gorilmustlr. Buna gore, stresin FGF2 ve NUDT6 dlzeylerini glukokortikoid

aracili olarak degistirdigi sonucuna varilmistir (21).

Laboratuvarimizda daha 6nceden yapilan calismalarda sicanda 1 saatlik akut
hareketsiz birakma stresinin stresin uygulanmasindan 2, 6 ve 24 saat sonra sakrifiye
edilen hayvanlarin prefrontal NUDT6 protein ifadesinde herhangi bir degisiklik
yapmadig; FGF2'nin ise stresten sonraki 2.saatte arttigl, 6 ve 24. saatte kontrol
seviyesine dustigu saptanmistir (80). Bu bulgular, Frank’in ¢calismasi ile, akut strese
cevaben 2.saatte dizeyi degismeyen NUDT6 ve artan FGF2 diizeyleri agisindan
uyumludur. Fakat ele alinan doku (hipokampusa karsilik PFK) ve degerlendirilen 6rnek
cesidinin farki (mRNA’ya karsilik protein) géz o6nlinde bulundurulmaldir. Buna
karsilik, 21 glin boyunca her giin 1 saat uygulanan kronik hareketsiz birakma stresinin
PFK'da NUDT®6 protein ifadesinde stresten 2, 6 ve 24 saat sonra anlamli bir azalmaya
neden oldugu saptanmistir (22). FGF2 protein ifadesinin ise stresten sonraki 2.saatte

degismedigi, 6. ve 24. saatte ise anlamli olarak azaldigi ortaya konmustur.

Her iki grubun calismalarinin karsilastirilmasina Tablo 2.2’de yer verilmistir.
Degerlendirilen beyin bdlgesi ve 6rnek farkina ragmen, her iki grubun ¢alismasinda
da, akut stres NUDT6 dlizeyini stres sonrasi 2.saatte degistirmezken FGF2 diizeyini

artirmistir.
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Tablo 2.2: Stres ile NUDT6 ifadesindeki degisimi inceleyen galisma sonuglarinin

karsilagtirmasi.

Kullanilan
Paradigma

Stres
Cesidi

Calisan
Grup

Frank ve Ka i
cilabilen ve
arkadaglari Akut kagilamayan
stres
kuyruk soku
Akut
Ak
str::, hareketsiz
birakma stresi
Eren-Kogak
ve
arkadaslari
B il Kronlk.
hareketsiz
stres

birakma stresi

Kontrole Gore

Degerlendirilen Degisim
Beyin Bolgesive  Degerlendirilen
Ornek Zaman NUDT6 FGF2
0.dakika Azalma Fark
Hipokampus- yok
mRNA
2.saat Fark Artma
yok
2.saat Fark Artma
yok
PFK- Protein 6.saat Fark Fark
yok yok
24 saat Fark Fark
yok yok
2.saat Azalma Fark
yok
PFK- Protei
roteig 6.saat Azalma Azalma
24.saat Azalma Azalma

Bu galismalarin ortak sonucu, stresle NUDT6 ifadesinin azalmasidir. Bu bulgu

iki sekilde yorumlanabilir: NUDTS6, stres etkisiyle azaliyor olabilir veya stresin etkilerini

dengelemek amaciyla telafi edici bir ydntem olarak NUDT6 ifadesi azaltiliyor olabilir.

Tim bu bilgilerin 1s518Inda, depresyon patofizyolojisinde NUDT6’nin roliiniin

ileri

artirmak acisindan gereklidir.

calismalarla derinlestirilmesi depresyon patogenezine

iliskin bilgilerimizi
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Deseni

Bu tez ¢alismasinda yapilan deneyler Sekil 3.1’de gosterilmistir. Calismanin
birinci ve ikinci asamasi igin ayni sema izlendi. Buna gére Kasim 2016- Ocak 2017
arasinda NUDT®6 fazla ifadesi deneyleri yapildi (1. Grup deneyler). Subat- Nisan 2017
arasinda NUDT®6 ifade baskilamasi grubu deneyleri yapildi (2. Grup deneyler).

Sekil 3.1’de gorildlgi tzere, siganlar temin edildikleri kaynaktan deneylerin
yapilacagl laboratuvara getirildikten sonra 1 hafta boyunca hayvanlarin yeni
laboratuvar ortamina alismalari igin beklendi. Takiben virlis enjeksiyonlari 4 gilin
icinde tamamlandi. Virls enjeksiyonlarinin ardindan yaklasik 4 hafta boyunca virisle
hedeflenen etkinin yerlesmesi igin beklendi. Virlis enjeksiyonundan 3 hafta sonra
(davranis deneylerinden énceki hafta) her bir sican tez &grencisi Fatma Ozlem
Hokelekli tarafindan ele alinarak arastiriciya alismalari (“handling”) saglandi. Virls
enjeksiyonlarindan 4 hafta sonra davranis deneylerine baslandi, sicanlarda
depresyon-benzeri davranis stikroz tercihi testi ve zorla ylzdirme testi ile; anksiyete-
benzeri davranis yiikseltilmis arti labirenti ve aydinlik-karanlik kutu testi ile; 6grenme
pasif kacinma testi ile degerlendirildi. Davranis testleri hayvanlarin sirkadien
ritmlerindeki degisikliklerin davranis deney sonuglarina etkisini kontrol etmek
amaciyla 8.30-14.00 arasinda gergeklestirildi. Testler arasinda en az 2-3 gin
beklenerek testlerin birbirini etkilemesinin 6niine gecildi. Tim testler 4 hafta icinde
tamamlandi. Deneylerin tamamlanmasindan sonraki giin hayvanlar sakrifiye edildi ve

elde edilen dokular ile molekdiler ¢alismalar gerceklestirildi.

Laboratuvara nm :> Davranis
gelis Deneyleri

Sekil 3.1: Deneylerin akis semasi. Bu sema 1. grup deneyleri ve 2. grup deneyleri igin

Molekiler
galismalar

Sakrifikasyon

aynidir.
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3.2. Kullanilan Hayvanlar ve Barindirma Kosullari

Sicanda yapilmis olan bu tez calismasi, Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlari Etik Kurulu tarafindan 07.06.2016 tarihli, 2016/24 sayili toplantida
onaylanmistir. Karar numarasi 2016/24-02'dir. Bu calismada toplamda 66 adet erkek,
baslangic agirliklari 200-300 gr arasinda olan yetiskin, yabanil tip (“wild type”)
Sprague Dawley sican kullanildi. Hayvanlar enstitii laboratuvarina getirilmelerinden
itibaren 22+3°C'de, saydam pleksiglas kafeslerde her bir kafeste iki sican olacak
sekilde barindirildi. 2. Grup deneylerinde kullanilan si¢anlar kavga edip birbirlerini
yaraladiklarindan bu grup her kafeste tek sican olacak sekilde barindirildi. Glinilin 12
saati aydinlk, 12 saati karanlk donglide yasayan hayvanlara su ve yem ad libitum

olarak saglandi.
3.3. Adeno-iligkili Viriis

Adeno-iliskili viris [adeno-associated virus (AAV)] tek zincirli, zarfsiz,
ikozohedral kapside sahip bir virlstlir. Yardimci bir viris olmaksizin tek basina
cogalamaz ve yayilamaz. insan dahil, pek cok hayvan dokularindan izole edilmis
olmasina ragmen herhangi bir hastalikla iliskilendirilmemistir. Bugline dek gdsterilen
¢ok sayida serotipi ile genis bir doku tropizmine sahiptir; hem bdlinen hem de
bolinmeyen hicreleri enfekte edebilmektedir. Disaridan verildiginde bagisiklik
sistemini minimal uyarmaktadir. Uzun siireli ve etkili gen transferi saglayabilir (81).
AAV aracili gen ifadesindeki degisikligin enjeksiyon sonrasi 2. hafta kadar erken
baslayip 3-4.haftada stabil diizeye ulastigi ve 18 aya dek sirdiigi gosterilmistir (82—
85). Tim bu 6zellikleri nedeniyle AAV son yillarda pek ¢ok alanda yaygin olarak gen
ifadesinin degistirilmesinde, yeni gen transferlerinde kullanilmaktadir. insanda
Parkinson Hastaligi, Alzheimer Hastaligi, epilepsi, ge¢ infantil néronal lipofuksinozis,
muskiler distrofi ve Canavan Hastalig gibi hastaliklarda gen transferinde kullanimini

arastiran cok sayida Faz 1 calismasi vardir (86).

AAV ile PFK'da gen ifadelerinin basarili bir sekilde degistirilebildigi cok sayida

yayinda gosterilmistir (87—94). Bu yayinlarda farkli serotiplerin enjeksiyonu ile basari
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lebilmistir. Bu projede literatlirde en cok tercih edilmis olan, noronlari

ettigi bilinen AAV2 serotipi kullaniimistir. 1. Grup ve 2. Grup deneylerinde

kullanilan AAV2'ler ve 6zellikleri soyle 6zetlenebilir:

N

. Grup NUDT®6 Fazla ifadesi Deneyleri

Sican NUDT®6 proteini ifade eden, promoteri CMV, isaretleyicisi (reporter)
giclendirilmis yesil floresan protein (eGFP) olan adeno-iliskili virlis (NUDT6
AAV-CMV- GFP): Ticari bir firmadan (Abmgood) kullanima hazir sekilde,

titresi 1 x 10° genom kopyasi/mL olacak sekilde temin edildi.

NUDT®6 protein ifade etmeyen, promoteri CMV olan ve isaretleyici ifade
etmeyen bos (blank) kontrol adeno-iliskili virlisii (AAV blank control virus —
CMV): Ticari bir firmadan (Abmgood) titresi 1 x 10° genom kopyasi/mL

olacak sekilde kullanima hazir halde temin edildi.
. Grup NUDT6 ifade Baskilamasi Deneyleri:

NUDT6 protein ifadesini baskilayacak siRNA ifade eden AAV (NUDT6 AAV
siRNA pooled virus): Ticari bir firmadan (Abmgood) titresi 1 x 10° genom

kopyasi/mL olacak sekilde temin edildi.

Kontrol karma (“Scrambled”) siRNA ifade eden AAV: Ticari bir firmadan
(Abmgood) titresi 1 x 10° genom kopyasi/mL olacak sekilde temin edildi.

Kontrol siRNA hicbir memeli genini hedef almayacak bir diziye sahipti.

NUDT®6 ifadesini baskilayacak diziler daha o6nce laboratuvarimizda yapilan

deneylerde NUDT6 ifadesinde baskilamaya yol actigi tarafimizca gosterilen diziler

(mRNA dizisinde 1 ve 2 olarak numaralanan diziler) ve bu dizilere ek olarak, s6z

konusu dizilere yakin yerlesimli olan fakat bu dizilerle st lGste gelme icermeyen,

Uretici firmanin tavsiye ettigi 2 dizi (mRNA dizisinde a ve b olarak isaretlenmis diziler)

segilerek belirlendi. Firma tarafindan bu 4 dizi tek bir viris icinde bir araya getirildi,

boylece ifade baskilamasinin etkinliginin artirilmasi amaclandi.
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AATTCGGCACGAGCTGAAAGGCAAGGTGCAACAATGTGGTGGGCGAGCAGAGCGCGATGGTTGTTCTCGGC
TTTGCTCGACGTGGGCGGAGTCGGACTCCGGGCTAGGCGGCGCACTGCCTCGAGCGGCCTGGAGATCACGG
GCTCCTGCGGGGGCGAGCTACAAGGCGAGCTGGACAGATTTGGGGGCATCTCGGTGCACTTGTCGCGGCACC
GCACCCTGCACCGGCTGGATGCCG CCGCCTTCCGGAGGCTCTTGCAGGCCGCCAT'TCAGCAGTGGCGAGCG
GAAGGAAGGATCGCTGCATGGCTGCACATCCCCATCCTGCAGAGCCACTTCATCGCCCCTGCTGCCTCTCTGG

GCTTCTGCTTCCACCaACGOAGAACECOACTTGTCARCGETGAGECTGTGGTTGGGAGAAGGACCCAGCAGAC

TCCCGGGGTATGCCACACACCAAGTAGGGGTTGCAGGTGCCGTATTTGATGTTAGCACCAGGAAAGTACTGG
TTGTACAAGATCGAAATAAATTGAAAAACATGTGGAAGTTTCCAGGAGGCChTGTCAGAGECT COAGAAGAT
BFTGGAGAEA CAGCAGTCCGAGAGGTGTTTGAAGAGACTGGTGTCAAGTCAGAATTCAGGTCTCTGTTGAGC
ATCCGGCAGCAACACAGGAGCCCTGGGGCCTTTGGGATGTCAGACATGTACCTGATCTGCCGCCTGCAGCCG
CGTTCCTTCACCATCAACTTCTGCCAGCAGGAATGCTTGAAGTGTGAATGGATGGATCTAGAAAGCCTGGCCA
GGACTAAACACACAACCCCCATCACCAGCAGGGTGGCTAGGCTACTACTATABCGGACACAGGGAAGGGTTT
GACAAGATTGACCTCAGCATGGAGGAACTCCCTGCAGTATACACAGGCCTGTTCTACAAGCTCTACCACAGGG
GACTGCCTGAGAGGTACAAGGCTGAAATGGGAACAGATTGAATGCCAGCCTTCCTCACATACTTGTGTTTCCA
GGGTAGAAATTCACAAATGTGAATTTTGTGAATATATGTTTAAATCCTCTTTTCAAATAAAGGAAATACGTGAC
AAAAAAAAAAAAAAAAAA

Sekil 3.2: Sican NUDT6 mRNA dizisi (95).

Bu dizide 1 ve 2 rakamlari ile baslangiglari isaretlenmis olan diziler, daha énce
gerceklestirdigimiz ifade baskilamasi deneylerinde davranis degisimine yol actigini
gosterdigimiz diziler olup a ve b ile isaretlenmis diziler ise firma tarafindan 6nerilmis

dizileri gostermektedir.
3.4. Cerrahi

Sicanlar deney protokoliinde belirtilen zamanda, stereotaksik enjeksiyon icin
negatif basincli in vivo deney odasina getirildi. Odaya yalnizca gorevlilerin girmesine izin
verildi, odanin kapisina Biohazard etiketi herkesin gorebilecegi sekilde yapistirildi.
Odada her hayvan icin su protokol takip edildi: Ketamin (100 mg/kg)- ksilazin (5 mg/kg)
kokteylinin intraperitoneal enjeksiyonu ile anestezi saglandi. Anestezi cevabi tirnak
yatagina verilen agrili uyaran ile degerlendirildi. Hayvan stereotaksiye yerlestirildi.
Cerrahi boyunca rektal termometre ile sicakhk takibi yapildi ve hayvan elektrikli

battaniye ile isitilarak viicut sicakhgi normal aralikta tutuldu.
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Enjeksiyon koordinatlarini belirlemek igin literatiir tarandi. Literatirde
kemirgenlerde bu bolgeyi degerlendiren ¢alismalarin prelimbik ve infralimbik korteks
ayrimi yapmaksizin medyal PFK’yi bir bitiin halinde ele aldigi ve elde edilen sonuglari
genel olarak medyal PFK islevi olarak yorumladigr goruldiu (87,90,91,94,96).
Literatlrle uyumlu olarak, laboratuvarimizda yapilan 6nceki sican ¢alismalarinda da
PFK, prelimbik ve infralimbik kortekslerin ikisini de icine alir sekilde degerlendirilmisti.
Ayrica, prelimbik ve infralimbik korteksleri yapisal olarak ayiran anatomik bir sinir
olmamasi ve kullanilan maddenin ya da virisin diflizyonu nedeniyle tek bir bélgeye
0zgl enjeksiyonun pratikte yapilabilirligi tartismal bulundu. Bunlara dayanarak, bu
tez calismasinda, PFK'da NUDT6 ifadesinin depresyon patofizyolojisinde dogrudan
roli olup olmadiginin incelenmesi icin, enfeksiyon basarisini artirmak amaciyla,
sicanda prelimbik ve infralimbik kortekslerin ikisinde birden NUDT6 ifadesinde
deneysel olarak olusturulan artis ve azalmanin depresyon-benzeri ve anksiyete-

benzeri davranis ile baglamsal 6grenme Uzerine etkilerinin incelenmesi amaclandi.

Literatirdeki calismalardan yola c¢ikarak belirlenen koordinatlarin
uygunlugunu teyit etmek icin kasim 2016’da 6 adet eriskin yabanil tip Sprague Dawley
sicana ketamin (100mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg) anestezisi altinda literatliirde gecen
3 farkli koordinata (90,91,96) (a. 3.0 mm anteroposterior (AP); 0.7 mm mediolateral
(ML); 3.5 mm dorsoventral (DV); b. +2.7 mm AP, £0.5 mm ML, 4.5 mm DV (96); c. +3.5
mm AP, #0.5 mm ML, -4.0 mm DV) %1 metilen mavisi enjekte edildi.
Laboratuvarimizda Uretilmis iki tarafli kantil tutucu kullanilarak ulasilabilen en uygun
koordinatin AP: +3.2 mm, ML: 0.7 mm ve DV: -4.0 mm (prelimbik korteks icin) ve DV:
-5.0 mm (infralimbik korteks icin) olduguna karar verildi. S6z konusu koordinatlarin

beyin atlasindaki karsiliklari Sekil 3.3’te gortlmektedir.
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Sekil 3.3: Sican beyin atlasinda hedeflenen enjeksiyon koordinatlari

PrL: prelimbik korteks, IL: infralimbik korteks http://labs.gaidi.ca/rat-brain-atlas/ adresinden
alinmistir (97).

Kafa cildi bistri ile orta hattan 2-3 cm acildi, cilt alti dokusu ayrildi. Bregma ve
lambda bulundu, bregma ve lambdanin ayni DV hizada olduklarina emin olundu.
Bregmanin koordinatlari kaydedildi, bregmaya goére enjeksiyon koordinatlari
isaretlendi ve isaretlenen bolgede kafatasi drillenerek inceltildi. Kemik doku tamamen
drillendiginde enjektor -4.0 mm (DV) koordinatina yavasca indirildi. Pompal sisteme

bagl enjektor yardimiyla buzda beklemekte olan ilgili AAV enjekte edildi.

1. Grup deneylerinde NUDT6 ifade eden AAV (n=16) ya da bos kontrol
plazmidi iceren AAV (n=13) enjekte edildi. 2. Grup deneylerinde ise NUDT6 ifadesini
azaltacak siRNA-AAV (n=16) ya da karma kontrol siRNA-AAV (n=13) enjekte edildi. Her
iki grupta da viris enjeksiyonu, 0.25 mikrolitre/dakika hizinda 1 mikrolitre hacminde
gerceklestirildi. Enjeksiyonun ardindan 5 dakika beklendi, enjektér -5.0 mm (DV)
koordinatina getirilip bu bolgeye de 0.25 mikrolitre/dakika hizinda 1 mikrolitre

enjeksiyon yapildi. Bu enjeksiyonun ardindan da virdsin yayilmasi icin 5 dakika
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beklendi. Bu islem iki kollu enjektdr tutucusu yardimiyla her iki hemisfere eszamanli
olarak yapildi. Kesilen cilde eriyebilen dikis atildi. Cerrahi bitiminde vicut sicakligina
isitilmis 1 mL serum fizyolojik intraperitoneal olarak enjekte edilerek hayvanlarin
dehidrate olmalari 6nlendi. Fluniksin (2,5 mg/kg, subkutan) ile cerrahi sonrasi agri

kontroll saglandi.

Hayvanlar anesteziden uyanincaya dek kafeslerde tek baslarina tutuldu, kafes
altlarinda elektrikli battaniye ile viicut sicakliklarinin diismesi énlendi. Gida alabilir
hale geldiklerinde eski diizenlerine gore kafeslere kondu ve cerrahinin ertesi glini

tekrar sigan odasina alindi.
3.5. Cerrahi Sonrasi G6zetim

Cerrahiden davranis deneylerinin bitimindeki sakrifikasyona dek hayvanlarin
saghk durumlari belirtilen sekilde takip edildi: Haftada 2 giin agirlik tartimi, 5 gilin
genel inceleme (davranis, aktivite ile postir degisikliklerinin ve kirk durumunun
kontrolii). Ozellikle cerrahiyi takip eden yaklasik 10 giin cerrahi yapilan bélge
enfeksiyon belirtileri (sislik, kizariklik, kasinti, akinti, hayvanda belirgin huzursuzluk)
acisindan dikkatle incelendi. Hayvan agirhigi, genel saglhk durumu ve iyi beslenmenin
bir gostergesi olarak ele alindi. Kirk durumu hayvanin 6zbakiminin bir yansimasi
olarak degerlendirildi. Davranis, aktivite ile postir degisiklikleri de hayvanin genel

saglik durumu agisindan incelendi.

Hayvanlarin izlemlerinin devam ettigi iki ay boyunca beklendigi gibi, zamanla

tarti kazandiklari goriildi ve saglklarinda herhangi bir bozulma izlenmedi.
3.6. Davranis Deneyleri
3.6.1. Siikroz Tercihi Testi (STT)

Siganlar sikrozlu suyu, gesme suyuna tercih etmeye meyillidir. Stikrozlu suyun
tiketiminde azalmanin depresif bir belirti olan anhedoniyi (hayattan keyif alamama)

modelledigi diistiniilmektedir.
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ilk glin her bir kafese, kafesin sagina ve soluna olmak uizere, ikisinde de %1'lik
suikroz ¢ozeltisi olan 2 suluk kondu. Béylece hayvanlarin siikrozlu su tadina alismalari
saglandi. Ertesi glin, hem NUDT®6 ifadesi degistirilen hem de kontrol gruplarindaki tek
numaral kafeslerin (kafes 1, kafes 3,...) sag tarafina %1'lik siikroz, sol tarafina cesme
suyu iceren suluk yerlestirildi. Cift numarali kafeslerinse (kafes 2, kafes 4, ...) kafesin
soluna %1'lik sikroz, sagina cesme suyu igeren suluklar kondu. Suluklarin

yerlestirilmesinden 24 saat sonra tiim su ve siikroz tiiketimleri 6lctldi (1.6l¢tim).

Olgiimiin ardindan tiim suluklar, bu kez yénleri bir giin éncekinin tam tersi
olacak sekilde kondu. Bu durumda 3.glin tek numarali kafeslerin saginda su, solunda
siikroz; cift numarali kafeslerin saginda slikroz, solunda ise su bulunuyordu. Suluklari
bu sekilde yerlestirilerek hayvanlarin olasi yon egilimlerinin test sonuglari lizerine
etkisini kontrol etmek amaclandi. Suluklar 24 saatin sonunda kaldirildi, su ve siikroz

tuketimleri 6l¢uldi (2.6lgtim).
Hayvanlarin siikroz tercihi her 2 6lciim icin asagidaki formille hesaplandi:
Siikroz Tercih indeksi= Siikroz Tiiketimi/ (Su Tiiketimi+Siikroz Tiiketimi)* 100
3.6.2. Yikseltilmis Arti Labirenti (YAL)

Hayvanin anksiyete-benzeri davranisinin degerlendirilmesi icin uygulanan bir
testtir. Karsilikh ikisi kapali ve ikisi agik, yerden ylksekligi 50 cm olan, 45 cm uzunlugunda
ve 12 cm genisliginde 4 kola sahip bir diizenektir ve deney los i1sikta gerceklestirilir. Sican
bu diizenege yizi kapal kollardan birine bakar sekilde kollarin kesistigi bolgeden konup
5 dakika boyunca serbestce hareket etmesine izin verildi. Bu siirede hareketi videoya
alindi, video kayitlari Ethovision XT v.8 yazilimi ile kor bir gozlemci tarafindan skorlandi ve
degerlendirildi. Acik ve kapali kollara giris sikligi, bu kollarda gecirdigi zaman ve acik
kollara girme gecikmesi hesaplandi. Hayvanin acik kola girmesi ve burada zaman

gecirmesi anksiyetesinin azligi lehine yorumlanmaktadir.
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3.6.3. Aydinlik-Karanlik Kutusu (AKK)

Hayvanin anksiyete-benzeri davranisinin degerlendirilmesi i¢in uygulanan bir
testtir. Aydinlik-karanlik kutusu her biri 22cmx22cmx22cm boyutlarinda olan ve
birbirine sicanin gecebilecegi blylklikte bir kapi ile baglanan biri kapali, siyah ve
karanlk; digeri beyaz, camla kapanmis ve aydinlatilan iki bélmeden olusan bir
diizenektir. Sican bu diizenege yizl duvara bakar sekilde karanlik bélmeden kondu
ve hareketi 5 dakika boyunca gozlemlendi. Hayvanin aydinlk bélmeye girme sikhgi,
bu bdlmede gecirdigi zaman ve ilk kez aydinlik bélmeye girene kadarki gecikmesi kor
gozlemci tarafindan elle bir kronometre yardimiyla kaydedildi. Anksiyetesi daha az
olan hayvanlarin aydinlik kutuya daha c¢ok girmesi ve burada daha cok zaman

gecirmesi beklenmektedir.

3.6.4. Zorla Yiizdliirme Testi (ZYT)

Hayvanin depresyon-benzeri davranisinin degerlendirilmesi icin uygulanan bir
testtir. Zorla ylzdirme testi icin sicanlar ilk giin 15 dakikaligina 30 cm derinlikte 22-
24°C sicaklikta su bulunduran, 26 cm c¢apinda, 43 cm ylksekliginde ve kendi
cabalariyla icinden ¢ikamayacaklari su tanklarina kondu ve videoya kaydedildi. 15
dakikanin sonunda sicanlar sudan ¢ikarilip kurulandi. Ertesi giin sicanlar 5 dakika ayni
diizenege birakildi, diizenek videoya kaydedildi. Strenin sonunda hayvanlar sudan
cikarihp kurulandi. Video kayitlari kor bir gbzlemci tarafindan Ethovision programinin
manuel secimi araciligiyla skorlandi. Hareketsizlik siiresi, depresyonun bir belirtisi

olan umutsuzlugun bir modeli olarak degerlendirilmektedir.
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3.6.5. Pasif Kaginma Testi (PK)

Baglamsal 6grenmeyi degerlendirmekte kullanilan bir testtir. Siganlar her biri
22cmx22cmx22cm boyutlarinda olan ve birbirine kigik bir kapi ile baglanan biri
kapali ve karanlik; digeri beyaz ve aydinlik iki bélmeden olusan bir diizenege aydinhk
bolimden kondu, aradaki kapi baslangicta kapal idi. Kapi otomatize sistem
tarafindan hayvan diizenege girdikten 5 saniye sonra acildi. Hayvan dogal egilimi
geregi kapi acildiktan sonra karanlik bolmeye gecti. Hayvan karanlik bdlmeye
girdiginde kapi kapandi, sigan 2 saniye sureli 0.9 miliamper siddetinde elektrik soku
aldi. Hayvan soku aldigi karanlik bélmede 15 saniye daha tutuldu ve béylece ortami
tanidi, 15 saniyenin ardindan arastirici tarafindan kafesine alindi. Ogrenme asamasi
olan bu fazi takiben bellegi degerlendirmek amaciyla ayni prosediir 6 ve 24 saat sonra
elektrik verilmeksizin tekrarlandi. Karanhk boélmeye gegmeyen hayvanlar 5 dakikanin
bitiminde aydinlik bolmeden alinip kafesine kondu. Hayvanin karanlk bélmeye gecip
gecmedigi ve gectiyse ka¢ saniye sonra gectigi (gecikmesi) kaydedildi. Hayvanin
karanlik bélmeye gecmemesi veya gecmekte gecikmesi elektrik sokunu hatirladigi ve
karanlik  kutuyu elektrik  sokuyla iliskilendirmeyi  Ogrendigi  seklinde

yorumlanmaktadir.
3.7. Sakrifikasyon

Davranis deneylerinin tamamlanmasinin ardindan 1. Grup ve 2. Grup
deneylerdeki 16’sar hayvan (n=16/grup) dekapitasyon ile sakrifiye edildi, beyinleri
hizla cikarilarak PFK ayrildi. Sag hemisfer PFK’si polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
c¢alismalarinda kullanilmak (izere RNA later c¢ozeltisine alindi ve -20 derecede
saklandi. Sol hemisfer PFK’si ise Western blotlama (WB) calismalarinda kullaniimak
Uzere beynin kalanindan ayrildi, izopentanda hizla donduruldu. Beyinler WB’de

kullanilana dek -80°C’de saklandi.

Bu galismada, PFK’nin gikarilmasinda, prelimbik ve infralimbik korteksi iceren
bolgeyi mumkin oldugunca cevre vyapilari almadan c¢ikarip bolgesel etkinin

seyrelmesinin 6niine gecmek icin literatiirde daha 6nce denenmemis bir diseksiyon
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yontemi uygulandi. Bu yontemde WB ve PCR yapilacak olan beyinler buz {izerine
alindiginda oncelikle serebellum ayrildi, ardindan beyin hemisferlerine ayrildi.
AAV2’nin yaklasik 1 mmlik bir capta yayildigi (98) ve enjeksiyon koordinatinin ML: 0.7
mm oldugu disinilerek, hemisfer medyalden laterale yaklasik 2 mmlik bir
parasaggital insizyon ile ayrildi. Boylece medyal PFK lateraldeki yapilardan diseke

edildi. insizyonun yerlesimi Sekil 3.4’te gériilmektedir.
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Sekil 3.4: Parasaggital insizyon.

http://labs.gaidi.ca/rat-brain-atlas/ adresinden alinmistir (97).

Medyaldeki 2 mmlik doku, laterali asagida kalacak ve medyali yukari bakacak
sekilde diseksiyon camina yatirildi. Korpus kallosumun gorilebilen en anterior
kivrimindan yaklasik 45 derecelik bir agiyla PFK dorsal ve posteriordaki; korpus
kallosumun en ventral ucundan yaklasik 105 derecelik bir insizyon ile ventraldeki
diger beyin yapilarindan ayrildi. Son olarak olfaktér bulbus ayrildi. insizyonlar ve kalan

beyin bolgesi Sekil 3.5’te goriilmektedir.
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Sekil 3.5: Diger insizyonlar.

http://labs.gaidi.ca/rat-brain-atlas/ adresinden alinmistir (97).

immunohistokimya yapilmasi planlanan sicanlar (n=13/grup) yiiksek doz (250
mg/kg) kloralhidrat intraperitoneal enjeksiyonu ile uyutuldu, %0,4 heparin ve +4°C'de
saklanan %4’lik 6nceden sizilmis paraformaldehit (PFA) ile perfiize edildi. Perfiize
edilen hayvanlarin beyinleri dokuya zarar vermemeye 0zen gosterilerek cikarildi.
Cikarilan beyinler 24 saat boyunca +4°C’deki %4’liik PFA’da bekletildi, ardindan %30’luk
sukroz ¢Ozeltisine alindi. +4°C’'de beyinlerin %30’luk sukroz ¢ozeltisinde ¢dkmeleri
beklendi. Beyinlerin %30’luk siikrozda g¢6kmelerinin ardindan, beyinler siikrozdan

cikarildi ve immunohistokimyada kullanilana dek -80°C’de saklandi.
3.8. Molekiiler ve istatistik Verilerin Analizi
3.8.1. Western Blotlama

Western Blotlamada (WB) kullaniimak tizere -80°C'de saklanmakta olan
beyinler buz tizerine alindi, 1/50 proteaz(1x), 1/100 fosfataz inhibitori eklenen RIPA
tamponu (igerigi icin bkz. EK3) icinde sonikatérle homojenize edildi. Ornekler

tamponda 30 dakika buz (stiinde bekletilerek hiicrelerin pargalanmasina zaman
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tanindi. Ardindan o6rnekler +4°C’'de 14.000 rpm'de 10 dakika santriflj edildi,
sipernatan ayrildi. Stipernatandan iki kez distile edilmis suyla 1/100 ve 1/500’luk
dilisyonlar hazirlandi. Bu dilisyonlarda Pierce BCA Assay ile protein tayini yapildi. Her
bir kuyucuga 50 mikrogram (ug) total protein yiiklemek igin 6rnekten alinmasi gerekli

hacim belirlendi.

Yiiklenmesi Gereken Protein Hacmi (uL)= 50(ug) /Ornek Toplam Protein

Konsantrasyonu (pg/ul)

Kuyucuga vyiklenecek toplam hacmin %25'i 6rnek tamponu, %10'u
merkaptoetanol olacak ve yukaridaki formile gére hesaplanan proteini icerecek
sekilde, iki kez distile edilmis su ile hesaplanan hacme ulasildi. Her bir ependorf santrifiij
cihazinda 3000 rpm’e gelene dek cevrildi. Ornekler protein denatiirasyonu igin 5 dakika
95 °C’de isitildi. Ornekleri yiiklemek icin ticari hazir jeller (Thermo Fisher NUPAGE %4-
12 Bis-Tris) kullanildi. En basa ladder (7 mikrolitre) olmak Ulzere tim ornekler jeldeki

kuyucuklara yiiklendi. Orneklerin jele yiiklenme siralamasi not edildi.

Yiuridtme dizeneginin kapagl anot-katota dikkat edilerek kapatildi. Gig
kaynagi 75 volta ayarlandi, ylritme 75 voltta 15-20 dakika devam ettikten sonra 100
volta ylkseltildi. Yirlitme bittikten sonra jeller lzerinde yiritiilmus olan proteinler
PVDF membranlarina (Thermo Fisher Invitrolon PVDF filter paper) transfer edildi:

Ladder solda kalacak sekilde transfer sandvici hazirlandi:

e 3 tabaka kagit havlu

e Whatmann kartonu

o Jel

e Membran

e Whatmann kartonu

e 3 tabaka kagit havlu
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Sandvi¢ transfer tamponu ile slatilarak hazirlanip transfer cihazina

yerlestirildi. Eger birden fazla sandvi¢ hazirlandiysa sandviglerin birbirine temas

etmemesine 6zen gosterildi. Transfer cihazi vidalari sikilandi ve membran basina 120

miliamper olacak sekilde transfer gerceklestirildi.

Blokaj ve Antikorlar

1.

Membran oda sicakliginda 1 saat blokaj karisiminda [tris ile tamponlanmis
salin-Tween (%0.1) (TBS-T) igcine hazirlanmis %5’lik yagsiz sit tozu] bir

karistirici Gzerinde bekletildi.

. Primer antikorlar asagida belirtilen* dillisyonlarda blokaj karisiminda

hazirlandi, membran primer antikorda +4°C'de gece boyu (12-16 saat) bir

karistirici izerinde inkibe edildi.

. Primer antikor sonrasi membran oda sicaklhiginda 3 kez 10’ar dakika

boyunca bir karistirici Gizerinde TBS-T ile yikandi.

Sekonder antikorlar asagida belirtilen* dillisyonlarda TBS-T’de hazirlandi,
membran sekonder antikor ile bir karistirici Gizerinde oda sicakliginda 1 saat

inkUbe edildi.

. Membran oda sicakhginda 3 kez 10’ar dakika boyunca TBS-T ile bir

karistirici Gizerinde yikandi.

* Kullanilan primer ve sekonder antikor dillisyonlari ve primer antikorlarin

Uretildikleri canli tirl ile kodlari antikorlara gore asagida sirasiyla

belirtilmistir:
NUDT6 1/500 1/5000 (tavsan, Proteintech 11881-1AP)
FGF2 1/500 1/5000 (fare, Milliapore 05-118)

R-Aktin 1/7500 1/7500 (fare, Sigma A5441)
GFP 1/1000 01/15000 (tavuk, Abcam ab13970)

eGFP 1/1000 01/15000 (fare, Abcam ab184601)
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Gorintiileme: Membran Kodak cihazinda Uzerine kemoliminesan (West

Femto Maximum Sensitivity Substrate) eklenerek gorintilendi. Goruntiler ilgili

dosyaya kaydedildi ve TIFF formunda RGB Color’a gevrilerek Image J programinda

analiz edildi. Bant blyukllkleri integrated density olarak 6lglldi ve ylikleme kontroli

olan R-Aktin’e oranlanarak degerlendirildi.

3.8.2. immunohistokimya (iHK)

IHK icin beyinlerden 20 mikrometre kalinlikta free float kesitler kizakli

mikrotom ile donma karsiti ¢dzeltiye (icerigi icin bkz. EK4) alindi ve -20°C’ta saklandi.
Kesitlerde NUDT6 ve eGFP iHK’si yapildi.

lgili NUDT6 ve eGFP iHK protokolii asagida maddeler halinde sunulmustur:

1.

Beyin kesitleri oda sicakhiginda 3 kez 5’er dakika boyunca fosfat ile

tamponlanmis salin-Triton X (%0.3) karisimi (PBS-T) ile yikandi.

Yikanan kesitlerde antijenlerin agiga c¢ikarimi (antigen retrieval) igin
tripsin calisma solisyonu kullanildi. Kesitler, 6nceden 37 °C'ye isitilmis
tripsin ¢alisma sollisyonunda 15 dakika boyunca 37 °C’'de inkiibatérde

bekletildi.
Kesitler oda sicakliginda 3 kez 5’er dakika boyunca PBS-T ile yikandi.

Kesitler 30 dakika boyunca oda sicakliginda PBS-T icine hazirlanmis
%10’luk normal kegi serumunda bekletilerek antijenik epitoplar bloke
edildi.

Blokajin ardindan kesitler, blokaj soliisyonuna 1/200 oraninda hazirlanan
tavsan anti-NUDT6 antikoru ya da 1/250 oraninda hazirlanan fare anti-

eGFP antikoru icinde gece boyu +4 °C’de bekletildi.
Kesitler oda sicakliginda 3 kez 5’er dakika boyunca PBS-T ile yikandi.

NUDT6 IHK’si icin blokaj soliisyonuna 1/200 oraninda Cy3 kegi anti-tavsan
sekonder antikoru; eGFP iHK’si icin 1/500 oraninda Cy2 keci anti-fare
antikoru hazirlandi. Kesitler, sekonder antikorda 90 dakika boyunca oda

sicakhginda bekletildi.

Kesitler oda sicakliginda 3 kez 5’er dakika boyunca PBS-T ile yikandi.
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9. Serbest ylizmekte olan kesitler poli-I-lizin kapl lamlara aktarildi, DAPI

cekirdek boyasi ile lamel lam Uzerine kapatildi.

10. Lamel cevresi ojelenerek lam ile lamel arasina hava girmesi onlendi.
Kesitler ojeleri kuruduktan sonra floresan ve konfokal mikroskopta

incelendi.

3.8.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Deneyleri (PCR)

RNA later saklama soliisyonunda bekletilen dokulardan RNAeasy Miniprep Kit
(QIAGEN) ile RNA izole edildi. Nanodrop ile RNA konsantrasyonu ve kalitesi 6lgilda.
Komplementer DNA sentezi RevertAid First Strand cDNA sentez kiti ile gergeklestirildi.

Sentezlenen komplementer DNA, PCR igin kullanildi.

eGFP PCR'1icin ileri (“forward”) primer dizisi CACTACCAGCAGAACACCCC; geri
primer dizisi (“reverse”) TTGTACAGCTCGTCCATGCC olarak segildi. 1 ul ileri, 1 ul geri
primer dizisi, 10 ul DNA polimerazi ve deoksinlkleotitleri iceren Hot Start Tag master
karisim, 1 ul komplementer DNA ve 7 ul nikleazdan arindirilmis su her bir 6rnek igin
bir ependorfta bir araya getirildi. PCR reaksiyonu Thermal Cycler aletinde
gerceklestirildi. Baslangic denatlirasyonu 30 saniye boyunca 95°C’ta gergeklestirildi.
Ardindan 35 dongi boyunca, sirasiyla, 30 saniyelik 95°C’ta denatlirasyon, 30 saniyelik
57°C’ta primerlerin baglanmasi ve 20 saniyelik 68°C’'ta polimerizasyon basamaklari
meydana geldi. Bunu, 5 dakika boyunca 68°C’ta yapilan son polimerizasyon basamagi
izledi. Béylece 173 baz ciftlik DNA iriinleri elde edildi. Uriinler agaroz jelde yiiriitiildi,

etidyum bromid ile goriintilendi.

Kantitatif PCR deneylerinde Tagman prob teknolojisinden yararlanildi. NUDT6
geni icin Tagman prob kodu Rn00710461_m1 olan, R-aktin geni icin Tagman prob
kodu Rn00667869 _m1 olan problar kullanildi. Her bir 6érnek icin 1 ul Tagman probu,
10 ul Tagman gen ekspresyon karisimi, 2 ul komplementer DNA ve 7 ul niikleazdan
arindirilmis su bir ependorfta bir araya getirildi. Reaksiyon Applied Biosystem Step
One Plus aletinde 30 saniyelik 95°C’ta denatiirasyon ile basladi, ardindan 40 doéngi
boyunca 30 saniyelik 95°C’'ta denatlirasyon ve 1 dakikalik 60 °C’ta primer baglanmasi

ve polimerizasyon gergeklestirildi. Pipetlemeden kaynaklanan hatalarin dnlenmesi
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icin reaksiyona ROX pasif referans boyasi eklendi. Endojen kontrol olarak, R-aktin geni

kullanildi ve normalize edilmis relatif gen ifadesi alet tarafindan hesaplandi.
3.8.4. Yontem Optimizasyonu ile iliskili Calismalar

Bu galismada, viral enfeksiyonun gercgeklestigini teyit etmek icin AAV2’lerin
reporteri olan eGFP’nin dokudaki ifadesinin belirlenmesi planlandi. GFP endojen ifade
edilmediginden, saptanan miktarin tamami viral enfeksiyona bagh olacakti. GFP
ifadesini degerlendirmek amaciyla yapilan WB'larda pozitif kontrolde GFP bandi
(yaklasik 28 kDa) gozlenmesine ragmen fazla ifade, kontrol, NUDT6 siRNA ile karma
siRNA gruplarini temsilen yiklenen 6rneklerin higbirinde GFP oldugu distnilen ve

yaklasik 28 kDa’ya denk gelen spesifik banda rastlanmadi.

62 kDa
49 kDa w — -
38 kDa
28 kDa

PK PK Bos F KS NS Bos K Bogs N N

Sekil 3.6: Pozitif ve negatif kontrolii ile GFP WB’si.

GFP ifade ettigi bilinen 6rneklerin yiklendigi ilk iki kuyucukta belirgin sinyal olmasina ragmen fazla ifade,

sinyal goriilmemektedir. Orneklerin hangi gruba ait oldugu altlarindaki kisaltmalarla ifade edilmistir (PK:
Pozitif Kontrol, F: Fazla ifade, KS: Karma siRNA, NS: NUDT6 siRNA, K: Kontrol, N: Naif.)

Bununla birlikte, molekil agirhigi yaklasik 40 kDa, 50 kDa ve 60 kDa civarinda
olan bantlara rastlandi (Sekil 3.6). WB’de rastlanan fakat molekil agirhg
GFP’ninkinden daha yiliksek olan bu bantlarin, ilk 6nce, eGFP dimerleri ya da

oligomerleri olabilecegi disiinildi; fakat GFP ifade etmedigi bilinen kontrol virisi
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enjekte edilmis ornekte ve naif hayvanlarda da bu bantlarin gérilmesi bu fikirden
uzaklasilmasina neden oldu. Bu bantlarin bir kisminin molekil agirhklarinin, sican
immunoglobulin G’sinin molekdiler agirligi 50 kDa olan agir zinciri ile uyumlu oldugu
gorildi. WB igin dokunun perfiize edilmeksizin alindigl géz oniline alinarak, bu
bantlarin GFP’ye spesifik olmadigi, poliklonal olan tavuk karsiti sekonder antikorunun
beyin dokusundaki immunoglobulin G fragmanlarina ya da olasi baska proteinlere
spesifik olmayan baglanmalari olabilecegi sonucuna varildi. Virlisteki eGFP’yi daha iyi
ortaya c¢ikarabilecegi ve anti-tavuk sekonder antikorun spesifik olmayan
baglanmalarindan kurtulmak duslincesiyle farede Uretilmis eGFP antikoru temin
edildi. Farede Uretilmis eGFP antikoru ve anti-fare sekonder antikoru kullanilarak
farkli eGFP WB protokolleri denenmesine ragmen (blokaji 1 saatten gece boyuna
¢ikarma, primer antikoru daha konsantre verme, sekonder antikoru blokaj sollisyonu
icinde ancak daha disik konsantrasyonda verme) pozitif kontrolde sinyal

gorilmesine karsin orneklerde spesifik bir eGFP sinyaline rastlanmadi (Sekil 3.7).

- -

- -

Sy

28 kDa

Naif Pozitif NUDT®6 Fazla ifade Kontrol
Kontrol

Sekil 3.7: Pozitif ve negatif kontroli ile eGFP WB'si.

ilk kuyucukta naif hayvana ait rnek varken ikinci kuyucukta pozitif kontrol gériilmektedir. Pozitif kontroliin
ardindan gelen iki kuyucuk bos birakilmistir. Bunun saginda birbirini takip eden 5 kuyucuga fazla ifade ve
bunlar takip eden 4 kuyucuga kontrol 6rnekleri yiklenmistir. Pozitif kontrolde yaklasik 28 kDa’da belirgin
sinyal varken naifte ve 6rneklerde bu molekuler agirlikta banda rastlanmamistir. Yiiklenen tiim orneklerde
yaklasik 50 kDa’da gériilen bantlar sigan immunoglobulin G’sinin agir zinciri olabilir.
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Literatiirde, insan hemoglobin zincirleri ve a-sinlklein proteininin WB sirasinda
kolayca membrandan ayrilabildigi ve WB’de konvansiyonel degisiklikler denenmesine
ragmen gosterilemeyebildigi, fakat bu molekillerin WB’sinde, membranin PFA ile
muamelesi sonucu bantlarin ortaya ¢iktigi ifade edilmistir (99,100). Bu galismalara gore,
PFA ile muamele ile proteinler membrana fikse olmakta ve WB prosediirii sirasinda
membrandan ayrilmayarak goriintiilenebilmektedir. Bundan hareketle, érneklerin bir
kismina rutin protokolle WB yapildi, protokol sirasinda transferin ardindan membran
blokaja alinmadan evvel 30 dakika oda sicaklig§inda %4’lik PFA ile muamele edildi.
Ardindan rutin protokole devam edildi. Fakat bu girisim de eGFP bantlarinin

gorintilenmesini saglamadi.

3.8.5. Veri Analizi

Davranis deneylerinin verileri Ethovision yazilimi aracihigiyla ya da elle
degerlendirildi. Verilerin degerlendiriimesinde kullanilan her bir parametre SPSS
programinda normal dagilima uygunluk agisindan incelendi. Ortalamanin iki standart
sapma Ustlinde ve altinda kalan degerler asiri u¢ deger kabul edilerek analiz disi
birakildi. Normal dagilan veriler Student t testi ile gruplar arasinda karsilastirilirken,
normal dagilima uymayan veriler icin Mann Whitney U testi ya da sayisal veriler
gruplanarak capraz tablo istatistigi yapildi. Capraz tablo istatistiginde ki kare testi
kullanildi, ki kare testi varsayimlarinin saglanmadigl durumlarda ise Fisher testi
yapildi. 300 saniyelik deney siiresi nedeniyle tavan etkisine ugrayan davranis testi
verilerinde tavan etkisinin veri Uzerine etkisini kontrol etmek amaciyla Kaplan Meier
sagkalim analizi yapildi ve gruplar Log rank karsilastirmasi ile karsilastirildi. WB sonucu
elde edilen bantlarin dansiteleri Image J programi ile ol¢lildii, 6lclilen NUDT6
dansiteleri yikleme kontroli olan R-Aktin’e oranlanarak Student t testi ile
karsilastirildi. NUDT6 gercek zamanh kantitatif PCR verisi internal kontrol olan R-
Aktin’e oranlanarak relatif miktar olarak degerlendirildi, gruplar Student t testi ile

karsilastirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Molekiiler Deneyler
4.1.1. WB ve Kantitatif PCR

ilk olarak, NUDT6 fazla ifadesi ve ifade baskilamasinin gerceklestigini
molekiler diizeyde kanitlamak tGizere NUDT6 WB’si yapildi. Ne NUDT6 fazla ifadesi ve
kontrol grubu karsilastirmasinda ne de NUDT6 siRNA ile karma siRNA grubu
karsilastirmasinda NUDT6 protein ifadesi farkh bulundu (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

NUDT6- 72 kDa

R-Actin - 42 kDa

Protein ifadesi
o o o
=y N o]

NUDT6/ R-Aktin Relatif
o
N

Kontrol NUDT®6 Fazla ifade

Sekil 4.1: NUDT®6 fazla ifadesi ve kontrol grubu érneklerinin WB’si.

72 kDa’da NUDT6 bantlari ve 42 kDa’da R-Aktin bantlari gorilmektedir (F: NUDT6 fazla ifadesi, K:
kontrol). NUDT6 fazla ifadesi ve kontrol grubu arasinda NUDT6’nin ylikleme kontrolii olan B-Aktine
oranlanmis ifadesi farkli degildir (t=0,297, p=0,771).
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NUDT6- 72 kDa

R-Actin - 42 kDa

o o
B o

o
N

NUDT6/ B-Aktin Relatif
Protein ifadesi

Karma siRNA NUDT6 siRNA
Sekil 4.2: NUDT6 siRNA ile karma siRNA grubu 6rneklerinin WB’si.

72 kDa’da NUDT6 bantlari ve 42 kDa’da B-Aktin bantlari gorilmektedir (N: NUDT6 siRNA, K: karma
siRNA). NUDT6 siRNA ile karma siRNA grubu arasinda NUDT6’nin yiikleme kontroli olan R-Aktine
oranlanmis ifadesi farkh degildir (t=-0,810, p=0,439).

WB’de, NUDT6'nin “antisense” partneri oldugu ve hiicre hatti calismalarinda
cokca birlikte ele alindigi FGF2'nin ifadesi degerlendirildi. NUDT6 fazla ifade ile
kontrol grubu; NUDT6 siRNA ile karma siRNA grubu arasinda FGF2'nin B-aktine relatif
ifadesi farkh bulunmadi (Sekil 4.3). FGF2 ifadesi ve NUDT6 ifadesinden daha iyi bir
belirtec olabilecegi icin NUDT6/FGF2 oransal ifadesi de gruplar arasinda ele alindi ve

bu oran da gruplar arasinda benzer bulundu (Sekil 4.4).
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1,2

Relatif Protein Ifadesi

0,8
0,6
0,4

0,2

FGF2/R-Aktin NUDT6/FGF2
# Kontrol 2 NUDT®6 Fazla ifade

Sekil 4.3: NUDT6 fazla ifade grubunun RB-Aktine oranlanmis FGF2 ve FGF2'ye
oranlanmis NUDT6 protein ifadesi.
PFK’da NUDT6 fazla ifadesi FGF2’nin yilikleme kontroli olan R-Aktine oranlanmis ifadesini

degistirmemektedir (t=0,829, p=0,426). NUDT6/FGF2 oransal ifadesi de gruplar arasinda benzerdir
(t=0,983, p=0,345).

Relatif Protein Ifadesi

0,8

0,6

0,4

0,2

FGF2/R-Aktin NUDT6/FGF2
+ Karma siRNA  # NUDT6 siRNA

Sekil 4.4: NUDTG6 ifade baskilamasi grubunun RB-Aktine oranlanmis FGF2 ve FGF2'ye
oranlanmis NUDT6 protein ifadesi.

PFK’da NUDT®6 ifade baskilamasi FGF2’nin R-Aktine oranlanmis ifadesini degistirmemektedir (t=0,494,
p=0,631). NUDT6/FGF2 oransal ifadesi de gruplar arasinda farkh degildir (t=-1,184, p=0,261).
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NUDT6 fazla ifadesinin ve eGFP ifadesinin WB’de gosterilemiyor olmasina
karsin, fazla ifade grubunda kontrol grubuna gore davranissal farklar tespit edilmesi
nedeniyle AAV2 aracili molekiler degisikliklerin gelistigi ve davranigsal yansimalara
donlstigl distnildi. Mesajci RNA'nin (mRNA) proteinden daha hassas bir gosterge
olmasi nedeniyle NUDT6 fazla ifadesi ve ifade baskilamasi kantitatif PCR ile
gosterilmek istendi. Fakat her iki grubun da PCR’inda varyasyon ¢ok genisti ve fazla
ifade ile kontrol grubu; NUDT6 siRNA ile karma siRNA grubu arasinda NUDT6'nin 3-
aktine relatif ifadesi farkli bulunmadi (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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Kontrol NUDT6 Fazla ifade
Sekil 4.5: Fazla ifade grubu deneylerinde NUDT6 kantitatif PCR'inda NUDT6 mRNA
ifadesinin i¢ kontrol olarak olarak kullanilan B-aktinin mRNA ifadesine

orani.

NUDT6 fazla ifade grubunda NUDT6 mRNA’sinin 3-Aktin mRNA’sIna relatif ifadesi kontrol grubundan
farkh degildir (t=-0,948, p=0,360).
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Sekil 4.6: ifade baskilamasi grubu deneylerinde NUDT6 kantitatif PCR'iInda NUDT6
mRNA ifadesinin i¢ kontrol olarak olarak kullanilan R-aktinin mRNA

ifadesine orani.
NUDT6 siRNA grubunda NUDT6 mRNA’sinin B-Aktin mRNA’sina relatif ifadesi karma siRNA grubuna
benzerdir (t=0,375, p=0,714).

Gergeklestigi ve davranissal fark yarattigi diisiiniilen molekiler degisikliklerin
WB ve PCR yonteminden kaynaklanan dezavantajlar nedeniyle bu teknikler ile ortaya
konamamis olabilecegi dislintildi. Her iki yontem icin de en 6nemli dezavantaj,
teknigin kisithihgr nedeniyle, enjeksiyon alani disinda kalan cevre dokularin da
alinmasiyla etkinin seyrelmesidir. Buna AAV2’'nin dokuda az sayida hicreyi enfekte
etmesinin de etkisinin olabilecegi disinildi. Bu nedenle molekiler degisikliklerin

boélgesel olarak ufak alanlarda degerlendirilebilecegi iHK ile gbsterilmesi planlandi.
4.1.2. iHK ve PCR

Fazla ifade ve kontrol gruplarindan alinan kesitler GFP sinyali agisindan 6nce
GFP antikoruyla isaretleme yapilmaksizin konfokal mikroskopta degerlendirildi.
Kesitlerde yaygin ve enjeksiyon boélgesinden uzakta da gézlenen perinikleer noktasal
yesil sinyal oldugu gorildi (Sekil 4.7a). Bu noktasal sinyal disinda fazla ifade grubunda
kimi hticrelerde periniikleer halo seklinde yesil bir sinyal oldugu fark edildi (Sekil

4.7d).
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Sekil 4.7: Fazla ifade grubundan bir hayvanin isaretleme olmaksizin DAPI ¢ekirdek
boyasi ile kapatilmig kesidinin yesil ve kirmizi kanallardaki gorintileri.

Yesil kanalda periniikleer noktasal sinyal belirgindir (a), bu sinyal birebir kirmizi kanalda da
goriilmektedir (b). iki gériintii st Uste kondugunda séz konusu noktalarin rengi birebir értiisme ile
uyumlu olacak sekilde sariya dénmektedir (c), bu da s6z konusu noktalarin GFP igin spesifik dalga
boyunda degil, daha genis dalga boyunda sinyal veren bir molekil oldugunu diisindirmektedir. Yesil
kanalda periniikleer halo seklideki sinyalin blyutilmis gorintisiine yer verilmistir (d).
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Noktasal sinyallerin baskinligi nedeniyle bu halo seklindeki sinyal ileri
degerlendirilemedi. Noktasal sinyal en basta GFP olarak dislniilmis olmasina
ragmen, bu sinyalin yayginhgi ve kirmizi kanalda daha diistik lazer glici altinda birebir
gorilmesi (Sekil 4.7), eGFP ifade etmedigi bilinen kontrol hayvanlarinda ve hatta naif
hayvanda da olmasi nedeniyle goérilenin spesifik olmayan bir sinyal olduguna kanaat
getirildi. GFP’nin perflizyonla floresan sinyalinin azaldigini ifade eden gozlemlerden
yola ¢ikarak GFP sinyalini artirmak icin eGFP antikoru ile iHK yapildi. Bu antikorla
boyanan fazla ifade grubu kesitlerinde hiicrelerde perinikleer halo seklinde yesil
floresan sinyale rastlandi (Sekil 4.8a). Kontrol grubu hayvaninda benzer sinyale
rastlanmamasi UGzerine bu sinyalin eGFP olduguna ve viral enfeksiyonun

gerceklestigine protein diizeyinde emin olundu (Sekil 4.8b).

Sekil 4.8: Fazla ifade grubundan bir hayvanin eGFP isaretlemesi.

Yaygin perinikleer yesil sinyal goriilmektedir, sinyallerden birkagi kirmizi ok ile gosterilmistir (a).
Kontrol grubundan bir hayvanin eGFP isaretlemesinde ise fazla ifade grubuna benzer sinyalin olmamasi
dikkat cekmektedir (b).

Viral enfeksiyonun gergeklestigini bir de mRNA diizeyinde teyit etmek icin
eGFP PCR’1I yapildi. eGFP ifade eden virlslerin verildigi NUDT6 fazla ifade, NUDT6
siRNA ile karma siRNA gruplarinin tiim hayvanlarinda eGFP bandi oldugu gorildi.
Aksine, eGFP icermedigi bilinen bos kontrol viriisii enjekte edilmis hicbir hayvanda
eGFP bandina rastlanmadi (Sekil 4.9). Bdylece iHK’daki protein bulgulari mRNA

diizeyinde desteklendi.
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Sekil 4.9: Tim gruplarda eGFP PCR'I.

Kontrol grubunda hig bant yokken diger li¢ grupta eGFP ile uyumlu bantlarin oldugu gorilmektedir.

Viral enfeksiyonun molekiler olarak mRNA ve protein dizeyinde
kanitlanmasinin ardindan NUDT6 fazla ifadesi ve ifade baskilamasi iHK araciligiyla
gosterilmek istendi. NUDT®6 sinyali PFK’da yaygin ve nikleerdi (Sekil 4.10 b,d). Fazla
ifade grubu hayvanlarinda niikleer sinyale ek olarak, sitoplazmik NUDT6 sinyaline de
rastlandi ve bu sinyalin eGFP ifade eden hiicrelerde oldugu gorilda (Sekil 4.10a ve b).
Bu sitoplazmik sinyalin eGFP ifade etmeyen hiicrelerde olmamasi nedeniyle AAV2
iliskili fazla ifadeden kaynaklandigina kanaat getirildi. Kontrol grubu kesitleri
incelendiginde niikleer NUDT6 sinyalinin oldugu, fakat sitoplazmik sinyalin olmadigi

gorildi (Sekil 4.10c ve d).
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Sekil 4.10: NUDT®6 fazla ifadesi ve kontrol grubundan birer hayvandan alinan kesidin
NUDT®6 isaretlemesi.

Fazla ifade grubundaki hayvanda eGFP sinyali gérilmektedir (a). Ayni hayvanda niikleer ve yaygin
NUDT®6 sinyali vardir (b). Buna ek olarak, eGFP sinyalinin oldugu, okla gosterilmis hlicrede sitoplazmik
NUDT®6 sinyali gbzlenmektedir (b). S6z konusu hiicrenin blyutiilmis yesil kanal gérintisa e, kirmizi
kanal gorintisu f sekillerinde yer almaktadir. Kontrol grubu hayvaninin NUDT6 isaretlemesinde ise
eGFP ifadesi yoktur(c) ve NUDT6 sinyali nikleerdir (d).

ifade baskilamasi grubunun NUDT6 iHK degerlendirmelerinde yaygin niikleer
NUDT®6 ifadesi her iki grupta da gorildi ve iki grup arasinda fark gézlenmedi (Sekil
4.11). Ancak bazi hiicrelerin hi¢ endojen NUDT6 ifadesi olmadig fark edildi, bu
nedenle ifade baskilamasinin saglikh degerlendirilemeyecegi disindldi. Ancak
NUDT®6 ifade eden ve etmeyen hiicrelerin hangi tip hiicreler olduguna dair ¢alismalar
aracihgiyla NUDT6 ifadesindeki endojen farklarin daha iyi anlasiimasinin ardindan
NUDT6 iHK’si ile NUDT6 ifade baskilamasinin etkin degerlendirilebilecegine kanaat
getirildi.
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Sekil 4.11: NUDT6 siRNA ve karma siRNA grubundan birer hayvanin NUDT6

isaretlemesi.

NUDT6 siRNA grubundaki hayvanin eGFP sinyali gorilmektedir (a). NUDT6 isaretlemesinde NUDT6
yaygin ve niikleerdir, kimi hiicrelerde hig ifade edilmemektedir (b). a’da okla gosterilen hiicrede eGFP
sinyali oldugu halde NUDT®6 sinyali olmamasi dikkat c¢ekicidir. Karma siRNA grubundan bir hayvanin
eGFP sinyali gorilmektedir (c). NUDT6 siRNA grubuna benzer sekilde NUDT6 isaretlemesinde sinyal
yaygin ve niikleerdir (d).

4.2. Davranis Deneyleri
4.2.1. NUDT6 Fazla ifadesinin Davranigsal Etkileri

Hayvanlarin arastiriciya alistirilmalari icin ele alinmalarinin ardindan sikroz

tiketim testi (STT), aydinlik-karanlik kutusu (AKK), yukseltilmis arti labirenti (YAL),
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zorla yuzdirme testi (ZYT) ve pasif kacinma (PK) testleri daha Once belirtilen
prosediirlere uygun sekilde gerceklestirildi. Her iki grupta da degerlendirme deney
gruplarina kor bir gézlemci tarafindan yapildi. Analizlerde ortalamanin 2 standart
sapmasinin altinda ve Ustiinde kalan ug¢ degerler analiz disi birakildi. Grafiklerde
veriler ortalama (* SEM) olarak gosterildi. Anlamli degerler * semboli, anlamhliga

yaklasan degerler # sembolii ile ifade edildi.
NUDT®6 Fazla ifadesinin Anksiyete- benzeri Davranisi Uzerine Etkileri
Yiikseltilmis Arti Labirenti (YAL)

Lokomotor aktivitenin gostergesi olarak degerlendirilen bir parametre olan
test sliresince kat edilen toplam mesafe iki grup arasinda benzer bulundu: NUDT6
fazla ifade eden grup (n=16) test boyunca ortalama 1379 (+69) cm hareket ederken

kontrol grubu (n=13) 1441 (+70) cm hareket etti (t=0,619, p=0,541).

NUDT®6 fazla ifade eden grup (n=16) acik kolda 55 (+7) saniye, kontrol grubu
(n=13) 75 (£8) saniye kaldi. Medyal PFK’da NUDT6 fazla ifadesi, YAL'de agik kolda
gecirilen sireyi azaltti ve bu etki istatistiksel anlamlilik sinirinda bulundu (t=1,898,
p=0,068) (Sekil 4.12). Acik kolda gecirilen siireyle uyumlu olacak sekilde, NUDT6 fazla
ifadesi (n=16), karanlik kolda gegirilen siireyi kontrol grubuna (n=12) gére uzatti ve bu
etki de istatistiksel anlamlilik sinirinda bulundu [sirasiyla, 147 (£11) saniyeye karsin

119 (+8) saniye; t=-2,052, p=0,051] (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: NUDT®6 fazla ifadesi grubunda YAL'de acik kolda ve kapali kolda stire

bulgulari.

NUDT6 fazla ifade eden grup kontrol grubuna gore agik kolda daha az, kapali kolda ise daha fazla zaman
gecirmektedir, bu etki istatistiksel anlamlilik sinirindadir. (#p<0,13)

NUDT®6 fazla ifade eden grup (n=15) kontrol grubundan (n=12), acik kola girme
gecikmesi agisindan farkli degildi [14 (£2) saniye ile 11 (£2) saniye; Mann Whitney U
testi, p=0,183] (Sekil 4.13a). Uyumlu olarak, NUDT6 fazla ifade grubu (n=15) ile kontrol
grubunun (n=13) acik kola girme sayilari [8 (+1) ile 10 (*1)] da benzerdi (t=1,412,
p=0,170, Sekil 4.13b).
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50

Q
o

16 12
&
>
12 3
o o 8
= =
c =
S 8 C)
- )
(o]
N 4
4 -
O
<
0 0
Kontrol NUDTS6 Fazla ifade Kontrol NUDTG6 Fazla ifade

Sekil 4.13: NUDT®6 fazla ifadesi grubunda YAL'de acik kola girme gecikmesi (a) ve

acik kola girme sayisi (b).

Medyal PFK’da NUDT®6 fazla ifadesi, YAL'de acik kola girme gecikmesini ve gegis sayisini degistirmemektedir.

Acik kollarin daha distal ucuna gidebilme disiik anksiyete ile korele
oldugundan, acik kollarin distal yarisinda gecirilen sire, distal acik kola girme sayisi ve
distal acik kola girme gecikmesi ayrica degerlendirildi. Gruplar arasinda bu
parametrelerin hicbirinde fark bulunmadi (sirasiyla, Mann Whitney U p=1,000;
p=0,820 ve p=0,648).

Aydinhk-Karanlk Kutusu (AKK)

Bu deneyde anksiyete-benzeri davranisi degerlendirmek igin kullanilan, karanlik
bolmeden aydinlik bélmeye gegcme gecikmesi NUDT6 fazla ifade eden grup (n=14) icin
12 (+2) saniye iken bu deger kontrol grubu(n=13) icin 41 (+14) saniye olarak bulundu.
Medyal PFK’da NUDT6 fazla ifadesi, aydinlik bélmeye gecme gecikmesini istatistiksel
olarak anlamli bicimde kisaltti (Mann Whitney U testi, p=0,009, Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: NUDT®6 fazla ifadesi grubunda AKK’de gecikme.

Medyal PFK’da NUDT®6 fazla ifadesi, aydinhk bélmeye gegcme gecikmesini istatistiksel olarak anlamli
azaltmaktadir (*p<0,05).

Bu testte aydinlik bolmeye testin tiim siresi olan 300 saniye boyunca hig
gecmeyen bir hayvan vardi. Bu hayvanin gecis gecikmesi test sliresi olan 300 saniye
olarak degerlendirildi, ancak deney 300 saniyeden daha uzun sirse idi bu hayvanin ne
zaman aydinlik bélmeye gececegi net olarak bilinebilecekti. Bu nedenle veri, sansirli
veri olarak degerlendirildi ve Kaplan Meier sagkalim analizi yapildi. Asagida sunulan
sagkalim grafiginde, iki gruba ait egrilerin hicbir noktada kesismedigi gériilmektedir
(Sekil 4.15). Buna gore, iki grubun aydinlik bélmeye gecme gecikmeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark vardir (Kaplan Meier sagkalim analizi, Log Rank

karsilastirmasi, p=0,008).
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Sekil 4.15: NUDT®6 fazla ifadesi grubunda AKK’de gecikmenin sagkalim grafigi.

Medyal PFK’da NUDT®6 fazla ifadesi, aydinlik bélmeye ge¢me gecikmesini istatistiksel anlamli sekilde
kisaltmaktadir.

Aydinlik bélmeye gegis sayisi ele alindiginda, NUDT6 fazla ifade eden grup
(n=15) icin aydinlik bdlmeye gecis sayisi 5,4 (£0,4) iken bu deger kontrol grubu (n=13)
icin 4,2 (+0,6) idi ve NUDT6 fazla ifadesinin gecisleri artirma yoniinde egilimi oldugu
goruldi (t=-1,697, p=0,102) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: NUDT6 fazla ifadesi grubunda AKK’de gecis sayisi.

Medyal PFK’da NUDT6 fazla ifadesi, AKK’da aydinlik bolmeye gegis sayisini artirma egilimindedir. (#p<0,13)

AKK bulgularinin bir diger 6nemli 6zelligi ise, hayvanlarin aydinlik bélmeye
gecme davranisinin niteligi idi. Buna gore, fazla ifade grubu hayvanlari, aydinlk
bolmeye aniden giriyor, bolmeyi oldukga hizli tarayip yine aniden ve hizlica karanlik
bolmeye geciyordu. Bununla uyumlu olacak sekilde, NUDT6 fazla ifade grubu kontrole
gore cok daha erken aydinlik bolmeye girdigi halde, iki grubun aydinlik bélmede
gecirdikleri zaman benzer bulundu. NUDT6 fazla ifade grubu (n=15) aydinlik bélmede
96 (+9) saniye gecirirken kontrol grubu (n=13) 79 (+12) saniye gecirdi (t=-1,223,
p=0,232) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17: NUDT6 fazla ifadesi grubunda AKK’'de aydinlikta toplam sire.

Medyal PFK’da NUDT6 fazla ifadesi, AKK’da aydinlik bélmede gegirilen toplam siireyi

degistirmemektedir.

NUDT®6 fazla ifade grubu hayvanlarinin aydinlik bolmeye daha erken ve daha
stk girmelerine ragmen, burada gegirdikleri slrenin kontrol grubundan farkl
olmamasi bu davranisin dirtisellikle iliskili olabilecegini diisiindiirdl. Bu baglamda,
AKK’de hayvanin risk degerlendirme davranisinin ve durtiselliginin bir o6lctti
olabilecek aydinlik bélmeye gecis basina siire degerlendirildi, bu parametre NUDT6
fazla ifade grubu (n=15) ve kontrol grubu (n=12) arasinda fark géstermedi (t=0,151,
p=0,487).

AKK’nin durtusellik-benzeri davranista artma gostermesi Uzerine, YAL
parametreleri bu bakimdan incelendi ve eldeki veriden bu davranisi degerlendirmekte
kullanilabilecek yeni parametreler arastirildi. Dirtlselligin bir 6l¢titl olabilecek, acik
kola gecis basina gecirilen siire (acik kolda gecen siire/acgik kola giris sayisi) ve tum
kollara giris sayisi gruplar arasinda farkli bulunmadi (Sirasiyla, Mann Whitney U testi,

p=0,786 ve Student t testi t=0,352, p=0,728).
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NUDT6 Fazla ifadesinin Depresyon- benzeri Davranisa Etkileri
Siikroz Tercihi Testi (STT)

Sukroz tercih indeksi hem 1.glin, 2.glin 6lgiimleri igin ayri ayri hesaplandi.
Hesaplanan indeksler NUDT6 fazla ifade eden grup (n=9 kafes) ve kontrol grubu (n=7
kafes) arasinda karsilastirildi. Her iki grupta her iki glinde tiketilen toplam sivi

miktarlari benzerdi (Sirasiyla, t=-0,873, p=0,397 ve t=-1,416, p=0,179).

NUDT®6 fazla ifadesi grubunun (n=8 kafes) 1.glinki siikroz tercih indeksi 85,1
(£3,7) iken ayni grubun (n=9 kafes) 2.giinkl silikroz tercih indeksi 82,0 (%5,8) olarak
hesaplandi. Kontrol grubunda (n=7 kafes) bu deger 1.glin icin 84,5 (+5,5) ve 2.glin igin
84,1 (16,2) idi. Gruplar arasinda 1.glin ve 2.glin Olcimleri icin yapilan ayri ayri
karsilastirmalarda stkroz tercihi farkli bulunmadi (Mann Whitney U, sirasiyla p=0,694
ve p=0,470) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: NUDT6 fazla ifadesi grubunda STT bulgulari.

Stikroz tercihleri NUDT6 fazla ifade eden grup ve kontrol grubu arasinda 1.giin ya da 2.giin farkli degildir.

Zorla Yiizdiirme Testi (ZYT)

ZYT'de 2. giin 5 dakika boyunca hareketsiz kalmaya kadar gecen sire,

hareketsiz gecirilen sire, ylizme ve tirmanma siireleri degerlendirildi. Bu testte, test
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boyunca deney yapilan varile tutunmasi nedeniyle kontrol grubundan bir hayvan

analiz disi birakildi.

NUDT®6 fazla ifade grubu(n=15) ile kontrol grubu(n=12) arasinda hareket edilen
toplam mesafe benzerdi (t=0,236, p=0,815).

NUDT®6 fazla ifade grubu (n=15) 145 (£11) saniyeyi testte hareketsiz gegirirken
bu sire kontrol grubu (n=12) icin 113 (+16) saniye idi; ylizme siresi ise sirayla, 80
(£10) saniye ve 112 (+16) saniye olarak hesaplandi. Medyal PFK’da NUDT6 fazla ifadesi
ZYT'de hareketsiz gecen zamani uzatma ve ylzerek gecen zamani kisaltma egiliminde
bulundu (sirasiyla, t=-1,734, p=0,095 ve t=1,748,p=0,093). Tirmanma sliresi NUDT6
fazla ifade grubunda 69 (+5) saniye iken kontrol grubunda 75 (+15) saniye idi ve iki
grup arasinda farkh bulunmadi (t=0,396, p=0,698) (Sekil 4.19a).

Hareketsiz kalmaya kadar gegen siire de iki grup arasinda fark gostermedi
[sirasiyla; 75 (+12) saniye ile 69 (+18) saniye, Mann Whitney U testi p=0,568] (Sekil
4.19hb).
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Sekil 4.19: NUDT6 fazla ifadesi grubunda ZYT bulgulari.

NUDT6 fazla ifadesi hareketsiz gecen zamani uzatma, yizerek gegcen zamani kisaltma egiliminde iken
tirmanma zamanini degistirmemektedir (a). Hareketsiz kalmaya kadar gegen sire iki grupta benzerdir
(b). (#p<0,13)

NUDT®6 Fazla ifadesinin Ogrenme Davranisina Etkisi- Pasif Kaginma (PK)

PK'da 6grenmeden 6 saat sonra NUDT6 fazla ifade eden grup (n=16) ortalama
56 (+16) saniyelik bir gecikme ile elektrik sokunun verildigi karanlk bélmeye gecerken
kontrol grubu ayni bélmeye 83 (+28) saniyelik bir gecikme ile gecti. 24.saatte ise bu
gecikme NUDT6 fazla ifadesi icin 134 (+32) saniye iken kontrol grubunda 158 (+36)
saniye olarak bulundu. 5 dakikalik deney sliresi boyunca karanlik b6lmeye gecmemis
hayvanlarin sansurli veri oldugu distndldigiinde, tavan etkisini kontrol edecek bir
yontem olan Kaplan Meier testi ile analizler yapildi. Bu analizlerle PK’'da 6grenme
asamasinin hem 6 saat ve hem de 24 saat sonrasinda 2 grup arasinda 6grenme
performanslari benzer bulundu (Sirasiyla, Kaplan Meier analizi, Log rank testi p=0,397

ve p= 0,672) (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: NUDT®6 fazla ifadesi grubunda PK bulgulari.

Medyal PFK’da NUDT6 fazla ifadesi, PK ile degerlendirilen 6grenme performansinda 6 ve 24.saatlerde
degisime yol agmamaktadir.

4.2.2. NUDT6 ifade Baskilamasinin Davranigsal Etkileri
NUDT6 ifade Baskilamasinin Anksiyete- benzeri Davranisa Etkileri
Yiikseltilmis Arti Labirenti (YAL)

YAL'de degerlendirilen ilk parametre test boyunca kat edilen mesafeydi. NUDT6 siRNA
grubu (n=14) test boyunca 1305 (+42) cm kat ederken karma siRNA grubu (n=12) 1447
(£85) cm kat etti ve NUDT6 siRNA grubunun lokomotor aktivitesi daha az olma egiliminde

bulundu (t=1,566, p=0,130) (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21: NUDT6 ifade baskilamasi grubunda YAL'de kat edilen toplam mesafe.

Medyal PFK’da NUDT6 ifade baskilamasi YAL'de kat edilen toplam mesafeyi kisaltma egilimindedir.
(#p<0,13)

NUDT®6 siRNA grubu (n=15) acik kolda 63 (+6) saniye gecirdi, 6te yandan bu
siire karma siRNA grubu (n=13) icin 55 (+5) saniye idi. iki grubun, YAL’de acik kolda
gecirdigi stire benzer bulundu (t=-0,962, p=0,345) (Sekil 4.22). Bununla benzer olarak,
kapali kolda gecirilen siire de NUDT6 siRNA grubu (n=15) ve karma siRNA grubu (n=13)
arasinda benzer bulundu (t=0,873, p=0,391) (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22: NUDT6 ifade baskilamasi grubunda YAL'de acik ve kapali kolda siire

bulgulari.

Medyal PFK’da NUDT6 ifade baskilamasi YAL'de acgik kolda ve kapal kolda gegirilen sireyi
degistirmemektedir.

YAL'de agik kola girme gecikmesi NUDT6 siRNA grubunda (n=15) 14 (+2) saniye
iken karma siRNA grubunda (n=12) bu deger 9 (+2) saniye olarak hesaplandi ve
medyal PFK’da NUDT6 ifade baskilamasi acik kola girme gecikmesini artirma
egiliminde bulundu (Mann Whitney U testi, p=0,083) (Sekil 4.23a). Buna karsilik, agik
kola girme sayist NUDT6 siRNA grubu (n=16) icin 8,63 (+1,14) iken karma siRNA grubu
(n=12) icin 7,92 (+0,92) olarak bulundu ve iki grup arasinda bu parametrede fark
gozlenmedi (t=-0,460, p=0,649) (Sekil 4.23b). Diger parametrelerin iki grup arasinda
benzer oldugu goz onilinde bulunduruldugunda, NUDT6 siRNA grubunun YAL'de kat

ettigi toplam mesafenin daha az olmasinin bu grubun acik kola girme gecikmesinin
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Sekil 4.23: NUDT®6 ifade baskilamasi grubunda YAL’de acik kola girme gecikmesi (a)

ve acik kola girme sayisi (b).

Medyal PFK’da NUDT6 ifade baskilamasi YAL'de acik kola girme sayisini degistirmemektedir; acik kola
girme gecikmesini ise artirma egilimindedir. (#p<0,13)

2.Grup deneylerinde distal acik kola gecen hayvan sayisinin her iki grupta da
az olmasi nedeniyle distal agik kola gegme durumu ¢apraz tablo istatistigi yapilarak
degerlendirildi. Buna gore, NUDT6 siRNA grubunun (n=16) %31,3’l distal agik kola
gecerken bu yilizde karma siRNA grubunda %15,4 olarak bulundu. Bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (Fisher testi, p=0,410) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Medyal PFK’da NUDT6 ifade baskilamasi YAL’de distal agik kola girme

ylzdeleri.
Distal Agik Kola Gegme Durumu
Ge¢meyen Gegen Toplam
Sayi Yiizde Sayi Yiizde Sayi Yiizde
NUDT6 siRNA Grubu 11 68,8 5 31,3 16 100
Karma siRNA Grubu 11 84,6 2 15,4 13 100
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Aydinlik-Karanlk Kutusu (AKK)

AKK’de aydinlik bélmeye gecme gecikmesi NUDT6 siRNA grubunda (p=15) 40,7
(£10,2) saniye iken karma siRNA grubunda (p=12) 44,2 (+16,2) saniye idi. Gecikme
acisindan iki grup arasinda fark bulunmadi (Mann Whitney U testi, p=0,486, Sekil
4.24).
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Sekil 4.24: NUDT®6 ifade baskilamasi grubunda AKK’de gecikme.

Medyal PFK’da NUDT6 ifade baskilamasi AKK’de aydinlik bélmeye gegme gecikmesini degistirmemektedir.

Bu grupta 300 saniye boyunca aydinlk bélmeye gecmeyen iki hayvan vardi. Bu
hayvanlarin deney siresi nedeniyle tavan etkisine ugramasini engellemek amaciyla
Kaplan Meier sagkalim analizi yapildi. iki grubun egrisinin pek cok noktada kesistigi ve
gruplarin gecikmeleri arasinda bir fark olmadigi goriildii (Kaplan Meier sagkalim

analizi, Log Rank karsilastirmasi, p=0,975) (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25: NUDT6 ifade baskilamasi grubunda AKK’de gecikmenin sagkalim grafigi.

Medyal PFK’da NUDT6 ifade baskilamasi AKK’de aydinlik bélmeye gecme gecikmesinde degisiklige
neden olmamaktadir.

Aydinik bolmeye gecis sayisi ele alindiginda, NUDT6 siRNA grubu (n=16) icin
aydinlik bélmeye gecis sayisi 4,6 (+0,6) iken bu deger karma siRNA grubu (n=13) icin
4,3 (+0,7) idi ve iki grubun aydinlik bélmeye gecis sayilari benzer bulundu (t=-0,281,
p=0,780) (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26: NUDT6 ifade baskilamasi grubunda AKK’de gegis sayisi.

NUDT®6 siRNA grubu ve karma siRNA grubu arasinda aydinik bélmeye gegis sayisi farkli degildir.

NUDT6 siRNA grubu (n=16) aydinlik bolmede 68 (+11) saniye gecirirken karma
siRNA grubu (n=13) 72 (+13) saniye gecirdi. iki grubun aydinlkta gecirdigi siire benzer
bulundu (t=-0,231, p=0,819) (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27: NUDT6 ifade baskilamasi grubunda AKK’de aydinlikta toplam sire.

Medyal PFK’da NUDT6 ifade baskilamasi, AKK’da aydinlik bolmede gegirilen streyi degistirmemektedir.
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NUDTS6 ifade Baskilamasinin Depresyon- benzeri Davranisa Etkileri
Siikroz Tercihi Testi

Sukroz tercih indeksi hem 1.giin, 2.gln olglimleri icin ayri ayri hesaplandi. Bu
analizlerde talaslarinin islak oldugu gorilen kafesler, sularin suluklardan dokilmis
oldugu dustnilerek analiz disi birakildi (1.glin 27 numarali; 2.giin 17, 19 ve 20

numarali kafesler).

1.glin NUDT6 siRNA grubu (n=15) 73 (£4) ml sivi tiketirken bu saylr karma
siRNA grubu (n=13) icin 85 (+8) ml idi ve iki grup arasinda 1.glinki toplam sivi tiketimi
benzer bulundu. Buna karsilik, toplam sivi tiketim degerleri 2. giinde NUDT6 siRNA
grubu (n=15) icin 68 (+4) ml iken karma siRNA grubunda (n=13) 88 (+6) ml olarak
hesaplandi ve 2.gliinki toplam sivi tiiketimi NUDT6 siRNA grubunda istatistiksel
anlamli olacak sekilde azalmis bulundu (Sirasiyla, t=1,412, p=0,175 ve t=2,958,
p=0,007).

Sukroz tercih indeksi NUDT6 siRNA grubu (n=15) icin 1.glin 70,2 (+6,9) idi, 2.
gin ise 90,7 (+1,3) idi. Bu parametre karma siRNA grubunda 1.glinde (n=12) 80,5
(+4,5) ve 2.glinde (n=11) 89,8 (+3,0) olarak hesaplandi. Her iki glinde de gruplarin
sukroz tercihleri benzer bulundu (Mann Whitney U testi, p=0,277 ve p=0,467; Sekil
4.28).

100

(o)
o
s *“n‘éiﬁ
AR
7 ""53",3,;21_.
A
SESE]

oy
03
2,

.

k?’&"(
SR
Sy
_
T

2]
o
£33t
3o,

{’

433
URRS
o
o
BRI

AL
45

Yede
A
R

2

|
%

S
o

s

o
R
i

,,(,.
ST

N

o

By

5
'&%23%”
43,3;«'

AR
Lgede?
'2«‘5{?'!
LR
AT
A

&
i

Siikroz Tercihi indeksi (%)

P

-
4T

Ry

o

2.Glin
@ Karma siRNA & NUDTG6 siRNA

Sekil 4.28: NUDT6 ifade baskilamasi grubunda STT bulgulart.

Medyal PFK’da NUDT®6 ifade baskilamasi slikroz tercih indeksini degistirmemektedir.
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Zorla Yuzdiirme Testi

ZYT'de 2. giin 5 dakika boyunca hareketsiz kalmaya kadar gegen sire,
hareketsiz gecirilen siire, ylizme ve tirmanma sureleri degerlendirildi. Bu testte, deney
yapilan varile tutunmasi nedeniyle NUDT6 siRNA grubundan bir hayvan analiz disi

birakildi.

NUDT6 siRNA grubu (n=15) ile karma siRNA grubu (n=13) arasinda hareket

edilen toplam mesafe benzerdi (t=-0,668, p=0,510).

ZYT'de NUDT6 siRNA (n=15) grubu 138,7 (x16,1) saniyeyi hareketsiz gegcirirken
karma siRNA grubu (n=13) 142,0 (+21,3) saniyeyi hareketsiz gecirdi. NUDT6 siRNA
(n=15) grubu 112 (+£15) saniyeyi yuzerek gegirdi, karma siRNA grubu (n=12) ise
97(+£17) saniye boyunca ylzdi. Degerlendirilen bir diger parametre olan tirmanma
suresi ise NUDT6 siRNA (n=14) grubunda 44 (+7) saniye iken karma siRNA grubunda
(n=13) 50 (+9) saniye olarak bulundu. Hareketsiz gecen siire, ylizme siiresi ve
tirmanma siresi iki grupta benzerdi (Sirasiyla, t=0,125, p=0,901; t=-0,662, p=0,514;
t=0,553, p=0,585) (Sekil 4.29a). ZYT'de degerlendirilen son parametre hareketsiz
kalmaya kadar gecen sireydi. NUDT6 siRNA (n=14) grubu icin bu deger 45,1 (19,2)
saniye iken karma siRNA grubunda (n=12) 46,5 (+9,8) saniye olarak bulundu. iki grup
hareketsiz kalmaya kadar gecen siire bakimindan da benzerdi (Mann Whitney U testi,

p=0,820; Sekil 4.29b).
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Sekil 4.29: NUDT®6 ifade baskilamasi grubunda ZYT bulgulari.

Medyal PFK’da NUDT6 ifade baskilamasi ZYT'de hareketsizlik, ylizme ya da tirmanma siresini
degistirmemekte (a) ve hareketsiz kalmaya kadar gecen siirede farka neden olmamaktadir (b).
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NUDT6 ifade Baskilamasinin Ogrenme Davranisina Etkisi- Pasif Kaginma(PK)

PK'da 6grenmeden 6 saat sonra NUDT6 siRNA grubu (n=16) ortalama 64 (£26)
saniyelik bir gecikme ile elektrik sokunun verildigi karanlik bélmeye gegerken karma
siRNA grubu (n=13) ayni bélmeye 52 (+24) saniyelik bir gecikme ile gecti. Ogrenmeden
sonraki 24.saatte ise, NUDT6 siRNA grubu (n=16) 140 (+31) saniye, karma siRNA grubu
ise (n=13) 131 (£35) saniye gecikmeyle karanlik bolmeye gecti. Bes dakikalik deney
siresi boyunca karanlik bolmeye gecmemis hayvanlarin sansirli veri oldugu
dislintldigiinde, tavan etkisini kontrol edecek bir yéntem olan Kaplan Meier testi ile
analizler yapildi. Bu analizlerle PK’da 6grenme asamasinin hem 6 saat ve hem de 24
saat sonrasinda 2 grup arasinda 6grenme performanslari benzer bulundu (sirasiyla,

Kaplan Meier analizi, Log rank testi p=0,838 ve p=0,856; Sekil 4.30).
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Sekil 4.30: NUDT6 ifade baskilamasi grubunda PK bulgulari.

Medyal PFK’'da NUDT6 ifade baskilamasi PA’daki 6grenme performansini 6.saatte ve 24.saatte
degistirmemistir.
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5. TARTISMA

5.1. Viral Enfeksiyonun ve AAV2 Aracili NUDT6 Degisikliklerinin Molekiiler
Teyidi

Bu calismada, NUDT6'nin depresyon- ve anksiyete-benzeri davranis ile
iliskisini ortaya koymak Uzere, insandaki medyal PFK’'nin sicanda analogu olarak ele
alinan prelimbik ve infralimbik kortekslerin her ikisine de NUDT6 ifadesini artirmak
veya azaltmak lzere desenlenmis plazmidleri igeren AAV2 enjekte edilmistir. NUDT6
ifade artisinin ve ifade baskilamasinin gergeklestigi hem protein (WB) hem de mRNA
(kantitatif PCR) dlizeyinde teyit edilmek istenmis, ancak her ikisinde de iki grup
arasinda fark bulunmamistir. WB ve kantitatif PCR ile NUDT6 ifadesinde degisiklik
goériilmemesinin asagida belirtilen bircok nedeni olabilir. ilk olarak, AAV2’nin néron
secici oldugu bilinmektedir (98,101-103). Oysaki enjeksiyon bolgesinden WB ve PCR
icin g¢ikarilan dokuda, néron ve glial hiicreler karisiktir. Bunlarin yani sira AAV2’nin
diger AAV suslarina gore daha sinirli bir yayilim gosterdigi ve etkinliginin daha az
oldugu da bilinmektedir (98,104—-106). Dolayisiyla AAV2’nin néronlarin sadece belli
bir bolimini enfekte etmesi beklenmektedir. Literatlirde AAV2’nin enfekte ettigi
noron sayisinda beyin bdlgesine gore onemli degisiklikler oldugu gosterilmistir.
Ornegin, substantia nigra pars kompaktadaki noéronlarin énemli kismini enfekte
ediyorken (107) hipokampusun dentat granliler hiicre tabakasinin AAV2
enfeksiyonuna direncli oldugu ifade edilmistir (103). Ancak literatiirde AAV2'nin
medyal PFK’daki néronlarin ne kadarini enfekte ettigini gdsteren bir calisma yoktur.
Tim bu faktorler AAV2’'nin dokudaki etkisinin sinirh oldugunu goéstermektedir. Bu
nedenle etki, WB ve PCR ile gdsterilememis olabilir. Ote yandan, WB ve PCR’da
diseksiyon sirasinda cevre dokularin da teknigin kisithligi nedeniyle alinmasi, zaten
sinirh ve lokal olan etkinin molekiler analiz icin ¢ikarilan dokuda seyrelmesine neden

olmus, boylece etkinin belirtilen yontemlerle gosterilmesini glclestirmis olabilir.

Fazla ifade grubu hayvanlarda NUDT6 ifadesinde goriilen varyasyon bazi
enjeksiyonlarin basarisiz olma olasiligini akla getirdiginden, medyal PFK'da AAV2 ile

enfeksiyon basarisini teyit etmek U{zere virus “reporter”t olan eGFP ifadesi
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incelenmistir. eGFP ifadesi, yani viral enfeksiyonun gergeklestigi, eGFP WB’sinde
gosterilememistir, ancak PCR ile eGFP mRNA'sinin varligr deney gruplarinda teyit
edilmistir. Bos viris (eGFP ifade etmeyen viris) enjekte edilen kontrol grubunun
PCR’Inda beklendigi gibi eGFP bandina rastlanmamustir. Diger tiim gruplarin (NUDT6
fazla ifade eden grup, NUDT6 siRNA ve karma siRNA gruplari) PCR’Inda eGFP bandi
oldugu gosterilmistir. eGFP ifadesinin WB ile gosterilemezken, PCR ile gosterilebilmis
olmasi dikkat gekicidir. Buna gore, AAV2 aracili ifade, eGFP WB’sine yansimayacak
kadar sinirli ve lokal gerceklesmis olabilir ve eGFP mRNA'sinin amplifikasyonunu

icerdigi icin PCR ile gosterilebilmis olabilir.

Viral enfeksiyonun gergeklestiginin teyit edilmesinin ardindan, FGF2
ifadesindeki degisiklikler WB ile incelenmistir. NUDT6/FGF2 oraninin tek basina bu iki
molekilin dizeylerini degerlendirmekten daha iyi bir belirte¢ olabileceginden
hareketle, hem FGF2 ifadesi hem de NUDT6 ifadesinin FGF2 ifadesine orani her iki
grupta ele alinmistir. NUDT6 fazla ifadesi ve ifade baskilamasi gruplarinin higbirinde
degerlendirilen parametreler kontrol grubu ile miidahale grubu arasinda farkh
bulunmamistir. Bu sonu¢ WB’a iliskin yukarida belirtilen yontemsel kisitliliklarla ilgili
olabilecegi gibi, sican PFK’sinda NUDT6 ve FGF2 arasinda sican hicre hatti

¢alismalarindaki kadar dogrudan bir iliskinin olmadigini da dislindurebilir.

Viral enfeksiyonun yalnizca eGFP PCR’1 ile gosterilebilmesi (izerine, molekdler
degisikliklerin bolgesel olarak ufak alanlarda degerlendirilebilecegi iHK'da kesitler
incelenmistir. PCR’da eGFP bandi gorilen (¢ gruba ait hayvanlarin kesitlerinin
konfokal mikroskopta incelenmesiyle de eGFP ile uyumlu sitoplazmik yesil floresan
sinyal gortlmustir. Yine beklendigi gibi, NUDT6 fazla ifade grubu deneylerinin kontrol
grubundan alinan kesitlerde sinyale rastlanmamistir. Viral enfeksiyonun
gerceklestiginin GFP ile ortaya konmasinin ardindan AAV2 aracii NUDT6 ifade
degisikliklerini teyit etmek icin NUDT6 IHK’si yapilmistir. NUDT6’nin PFK’da endojen
olarak sadece niikleer ifade edildigi gortilmis, ancak fazla ifade grubu hayvanlarinda
nikleer sinyale ek olarak, sitoplazmik NUDT6 sinyaline de rastlanmis ve bu sinyalin
yalnizca eGFP ifade eden hiicrelerde oldugu gosterilmistir. Kontrol grubu kesitlerinde

ise NUDT6 ifadesi yaygin ve nulkleer bulunmustur, sitoplazmik NUDT6 sinyaline
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rastlanmamistir. Dolayisiyla NUDT6 fazla ifadesinin ozellikle sitoplazmada NUDT6
ifadesini artirdigl sonucuna varilmis, bu yolla NUDT6 fazla ifadesinin gerceklestigi

molekdiler olarak teyit edilmistir.

NUDT6 siRNA ve karma siRNA gruplarinin NUDT6 iHK’si degerlendirildiginde,
her ikisinde de nukleer ve yaygin NUDT6 ifadesi gérilmustir. Bununla birlikte, NUDT6
siRNA grubu hayvanlarinda kimi hiicrelerde eGFP sinyali oldugu halde NUDT6 sinyalinin
olmadigi gbézlenmistir. Fakat bu hiicrelerin baslangicta endojen olarak NUDT6 ifade
edip etmedikleri bilinmemektedir, dolayisiyla hiicrelerin NUDT6 ifade etmiyor olma
nedeninin siRNA aracili ifade baskilamasi olup olmadigi degerlendirilememektedir. Bu
nedenle, NUDT6 siRNA ve karma siRNA gruplarinda beyinde GFP ifadesinin gorilmesi
ile viral enfeksiyonlarin gergeklestigi teyit edilmis olmakla birlikte, NUDT6 siRNA
grubunda NUDT6 ifadesindeki azalma gosterilememistir. Literatlirde beyinde
NUDT6'nin hangi hiicrelerde ifade edildigini ortaya koyan calisma yoktur, NUDT6
sadece noronlarda ya da glial hiicrelerde ifade ediliyor olabilir ya da néronal ya da glial
hiicre alttiplerinde (glutamaterjik-GABAerjik, oligodendrosit-mikroglia ve benzeri)
farkli oranlarda ifade ediliyor olabilir. Gozlemlerimiz beyinde bazi hiicrelerde
NUDT6'nin hi¢ ifade edilmedigine, bazilarinda ise yogun olarak cekirdekte ifade
edildigine isaret etmektedir. Dolayisiyla, NUDT6’nin ifade edildigi hiicre ¢esidinin ileri
calismalarla gosterilmesine ihtiyac vardir. Hiicre cesidinin belirlenmesi sonrasinda
NUDTG6 ifade ettigi saptanmis hiicre ¢esidine ve NUDT6’ya yonelik ikili isaretlemenin bir
arada degerlendirilmesi siRNA deneylerinin basarili bir sekilde gerceklestirilip

gerceklestirilmedigine dair bilgi verebilir.
5.2. NUDT6 Asiri ifadesinin Davranissal Etkileri

Sican medyal PFK’sinda NUDT6 fazla ifadesi YAL'de acik kolda gegirilen sireyi
azaltma, buna karsilik kapal kolda gecirilen siireyi artirma egilimi gostermistir; yani
anksiyojenik etkilidir. Bu bulgu, daha 6nce laboratuvarimizda yapilan calismalarin
sonuglari ile uyumludur. Bu calismalarda, kronik intraserebroventrikiiler NUDT6 ifade
eden plazmid enjeksiyonunun YAL'de agik kolda gegirilen zamani kisaltma, yani
anksiyeteyi artirma egiliminde oldugu gosterilmisti (Emine Eren Kocak, 2014,

yayinlanmamis data). Yine bu galismalarda, anksiyete- ve depresyon-benzeri davranisi
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artirdigi bilinen kronik hareketsiz birakma stresinin PFK NUDT6 ifadesinde %40’a ulagan
anlamli bir azalmaya neden oldugu ortaya konmustu. ilk bakista birbiriyle uyumsuz gibi
goriinen bu bulgular, organizmanin kendini kronik stresin olumsuz etkilerinden
korumak igin kronik strese PFK'da NUDT6 dizeylerini azaltarak yanit verdigini

disindiirmektedir.

PFK'da NUDT6 fazla ifadesinin AKK’de aydinlik bélmeye ge¢me gecikmesini
azaltmasi ve aydinlk bélmeye gegme sayilarini artirma egiliminde olmasi literatiirde
klasik olarak anksiyetenin azligi seklinde degerlendirilir; ancak bu bulgu PFK’da NUDT6
fazla ifadesiyle anksiyetede artis yoninde kuvvetli bir egilim oldugunu gosteren YAL
deneyleri ile c¢elisir goérinmektedir. Bununla beraber, AKK verileri dikkatle
incelendiginde, hayvanlarin aydinhk bdlmeye ge¢me davranisinin niteligi dikkat
cekicidir. Buna gore, fazla ifade grubu hayvanlari, aydinlik bélmeye girdikten sonra
tekrar hizla karanhk bodlmeye gecmistir, dolayisiyla aydinlik bdélmede uzun zaman
gecirmemistir ve bununla uyumlu olarak aydinlik bélmede gecirdikleri stre kontrol
grubundan farkli bulunmamistir. Belirtilen nitelikleri itibariyle bu davranisin, dirtlsel

davranisla uyumlu oldugu distiniilmastir (108,109).

Kaba bir tanimlamayla, dirtisellik iki bilesenden olusmaktadir: dirtisel
eylem ve dirtisel secim. Dirtlsel eylemde, birey, yiyecek, cinsellik gibi kazanglari
elde etmeye vyonelik motor eylemleri engelleyememekte, dirti kontrolini
gerceklestirememektedir. Dirtlsel secim ise bireyin daha uzak zamanda gelecek
daha buyik bir 6dil ile yakin zamandaki daha kiiclik bir 6diil arasinda se¢imi yakin
zamanlidan yana kullanmasini ifade eder (110). Bu calismada, sicanlarda gézlemlenen
bulgunun dirtisel eylem oldugu dislintlmustir. Literatirdeki insan calismalarinda
PFK’nin davranisin inhibitér kontroliinde etkili oldugu bilinmektedir. Ornegin,
dirtisel eylemi degerlendirmekte kullanilan dur isareti tepki siiresi testinde frontal
lezyonlarin dur isaretine verilen yaniti geciktirdigi, dolayisiyla dirtiselligi artirdigi
gosterilmistir (111). Benzer sekilde, yine dirtlisel eylemin degerlendirilmesinde
kullanilan ve motor inhibisyon gerektiren yap-yapma testinde, frontal lezyonlar
takiben yanit engellenmesinde bozukluklar meydana gelmistir, yani bireyler daha

dirtisel davranmistir (112). Bu bulgulardan hareketle, siganlarda da PFK’nin
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durtisellikle iliskisi calisilmistir. Sicanda infralimbik korteksin bilateral inhibisyonunun
bes secenekli sirali tepki zamani testinde uygunsuz ve dirtlisel prematir cevaplari
artirdigi gosterilmistir (113). Buna karsilik, daha yakin zamanli bir galismada
infralimbik korteksin optogenetik inaktivasyonunun prematir cevaplari engelledigi,
buna karsilik prelimbik korteksin optogenetik inaktivasyonunun prematiir cevaplari
artirdigl da ortaya konmustur (114). Yoniu ne olursa olsun prelimbik ve infralimbik
kortekslerin dirtusellik-benzeri davranigla baglantili oldugu agiktir. Bu baglanti goz
oninde bulunduruldugunda, AKK’deki davranislarin anksiyeteyle degil, diirtisellikle
iliskili olabilecegi dustnilmistir. ileride yapilacak calismalarin, dirtiselligi
degerlendiren bes secenekli sirali tepki zamani testi gibi testlere de yer vermesi,
NUDT6 ve dirtusellik-benzeri davranis iliskisinin daha iyi anlasilmasi acisindan

onerilmektedir.

Bu calismada PFK’da NUDT6 fazla ifadesinin depresyon-benzeri davranisa
etkisi STT ve ZYT'de incelenmistir. NUDT6 fazla ifadesinin ylizme siresini kisaltma ve
hareketsiz gecen slireyi uzatma egiliminde oldugu ortaya konmustur. ZYT'de
depresojenik etki gorilirken, STT ile depresojenik etki saptanmamistir. Bu bulgu,
daha 6nce laboratuvarimizda yapilan ve intraserebroventikiiler NUDT6 enjeksiyonu
ile olusturulan NUDT6 fazla ifadesinin ZYT'de hareketsiz gecen zamani uzatma egilimi
oldugunu, yani depresojenik oldugunu, fakat STT’de degisiklige yol agmadigini
gosteren c¢alisma sonuglari ile uyumludur. ZYT’'nin esas olarak davranissal
umutsuzlugun, STT'nin ise anhedoninin modeli oldugu distnilirse medyal PFK’'da
NUDT®6 ifadesindeki artisin davranissal umutsuzlukla dahailiskili oldugu diistintlebilir.
Anhedoniye aracilik eden diger beyin bolgelerinde NUDT6'nin etkilerinin incelenmesi
bu konunun daha iyi anlasilmasini saglayabilir. Ote yandan, STT’nin uygulanis bicimi
de deney sonuclarini etkiliyor olabilir. Bu ¢calismadan sonra laboratuvarimizda yapilan
deneylerde edinilen tecriibe, arka arkaya glinler boyu siikroz hayvanlara
sunuldugunda, hayvanlarin siikrozlu suya alisiyor olabilecegini gostermis ve 3.glinki
siikroz tliketiminin anhedoninin iyi bir gostergesi olmayabilecegi siphesini glindeme
getirmistir. Bunu destekleyecek sekilde, laboratuvarimizda gergeklestirilen diger
deneylerde 2.glin ve 3.glin arasinda STT'ye 1 gln ara verildiginde, 2.glinki siikroz

tercih indeksleri benzer oldugu halde 3.giin sonuclarinda farkhlik gérilmistir. Bir
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diger gbz oOnlinde bulundurulmasi gereken nokta, hayvanlarin sosyal yapilari
nedeniyle kafeslerde ikiserli barindirilmis oldugundan STT bireysel tercih indeksi
degil, kafese ait bir indeksi iki hayvan igin hesaplamistir. Bu durum ayni kafesin iki
Uyesinin  birbirinden farkli olabilecek tercih indekslerinin ayniymis gibi

degerlendirilmesine neden olmus olabilir.

Son olarak, NUDT6 ve baglamsal 6grenme iliskisi PK ile degerlendirilmistir. Bu
testte NUDT®6 fazla ifade ile kontrol gruplari arasinda 6.saat ve 24.saatteki 6grenme
performanslari benzer bulunmustur. NUDT6-6grenme iliskisine yer veren literatlirdeki
tek galisma, NUDT6’nin, hizli 6grenen farelerin PFK’sinda RNA diizeyinde daha fazla
ifade edildigini ortaya koymustur (79). Bu calismada yazarlar 6grenmeyi aralarinda
PK’'nin da oldugu bir set deneyi bir arada degerlendirerek hayvanlara 6grenme skoru
atamis, ardindan bu skoru hayvanlar arasinda karsilastirarak daha hizli 6grenen
farelerde NUDT6’nin daha fazla ifade edildigini bulmuslardir. Bulgular arasindaki
uyumsuzluk, 6grenmeyi degerlendirmek amaciyla kullanilan testlerin farkhiligi ile ilgili
olabilir. NUDT6-0grenme iliskisi 6grenmeyi degerlendiren daha cesitli testler yapilarak
derinlestirilebilir. Sonuglari yorumlarken deneyde kullanilan hayvan tirlerinin farkhlig

(fareye karsi sican) da g6z 6nlinde bulundurulmalidir.

TUim bulgular bir arada degerlendirildig§inde, medyal PFK'da NUDT6'nin
ifadesinin depresojenik ve anksiyojenik oldugu, baglamsal 6grenme (izerine etkisinin

olmadigi ve dirtisellik- benzeri davranisi artiriyor olabilecegi gorilmustr.
5.3. NUDT6 ifade Baskilamasinin Davranissal Etkileri

Bu calismanin ikinci boélimiinde prelimbik ve infralimbik kortekslerin her
ikisindeki NUDT6 ifade baskilamasinin anksiyete- ve depresyon-benzeri davranis ile
baglamsal 0grenmeye etkisi degerlendirilmistir. Anksiyete-benzeri davranisi
degerlendiren YAL'de NUDT6 ifade baskilamasi grubunun lokomotor aktivitesinde
azalma egilimi oldugu goérilmis ve agik kola gegcme gecikmesinin arttigl, fakat
anksiyete-benzeri davranisi degerlendiren diger YAL parametreleri ile AKK'nin hicbir
parametresinde fark olmadigi ortaya konmustur. Bu nedenle, agik kola gegme

gecikmesindeki artisin azalmis lokomotor aktiveye bagh oldugu disiinilmis ve bu
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davranig anksiyete-benzeri davranis ile iliskilendirilmemistir. Ayni sekilde, depresyon-
benzeri davranisi degerlendiren STT ve ZYT'de NUDT®6 ifade baskilamasi karma siRNA
grubuna gore davranissal farklihiga neden olmamistir. STT'de iki grup arasinda
gozlenen tek fark, NUDT6 ifade baskilamasi grubunun 2.glinkii toplam sivi
tiketimlerinin azalmasi olmustur. Siukroz tercih indeksi toplam sivi tlketimin
miktarindan bagimsiz olacak sekilde tasarlandigindan bu durum siikroz tercihlerinin

degerlendirilmesini etkilememistir.

Medyal PFK'da NUDT6 fazla ifadesi ve ifade baskilamasinin davranis
testlerinde birbirine ters etki yapmasi beklenirken, bdyle bir etki gbzlenmemistir. Bu
durumun istisnasi, hem NUDT6 fazla ifadesi ve hem de ifade baskilamasinin STT'de
stikroz tercihini ve PK’da 6grenme performansini degistirmemesi olmustur. Diger bir
deyisle, fazla ifadenin davranissal etki yaptig gosterilen AKK, YAL ve ZYT'de ifade
baskilamasi etki yapmamistir. Bu durumun olasi birka¢ nedeni vardir. Bunlardan ilki,
viral enfeksiyon gerceklestigi halde AAV aracili ifade baskilamasinin gerceklesmemis
olmasi olabilir. Bu ¢alismada ifade baskilamasi etkinligini artirmak igin farkli siRNA
sekanslari havuzlanarak ayni viris icinde bir araya getirilmis ve bu virls kullanilmistir
(NUDT®6 siRNA AAV). Bu sekanslardan ikisi daha dnceden laboratuvarimizdaki sican
deneylerinde lentivirlslerle ayri ayrn ifade ettirildiginde davranigsal etkileri
gosterilmis olan siRNA sekanslaridir. Simdiki calismada NUDT6 ifade baskilanmasinin
gerceklesmemis olmasi havuzlanan sekanslarin birbiri ile etkilesmesi ve boéylece
etkilerinin azalmasi gibi siRNA’larin havuzlanmasindan dogacak etkilerden
kaynaklanmis olabilir. Bir diger olasilikta ise, siRNA aracili ifade baskilamasi
gerceklesmistir, fakat davranissal degisiklige yol acan esik diizeye ulasmamistir. Buna
gore, NUDT6 endojen olarak yaygin ifade edilmekte olan bir molekildir ve disaridan
AAV verilerek yapilan ifade baskilamasi, NUDT6 ifade diizeyinde 6zellikle néronlari
etkileyen ve lokal kalan ufak bir degisime yol agcmis; bu degisim de davranissal ¢ikti
olusturmak icin yeterli olmamistir. Daha sonraki calismalarda ilgili siRNA’larin ayri ayri
virtslerde verilmesi ve toksik olmayacak en yiksek virus titrelerinin segilmesi etki

glclint artirmak icin iyi bir yontem olabilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu c¢alismada, sican medyal PFK’sindaki NUDT6 fazla ifadesinin
anksiyojenik ve depresojenik oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak, bu
calisma, NUDT6'nin bu o6zelliklerine aracilik eden bolgelerden birinin PFK

oldugunu disindirmektedir.

NUDT6 fazla ifadesinde depresojenik etkinin FST'de gosterilmesine
ragmen STT'de gosterilememesi STT'nin yontemsel Ozellikleri ile iliskili
olabilir. ilerleyen calismalarda, STT'nin ardisik giinlerde yapilmamasi

onerilir.

NUDT6 ve dirtusellik-benzeri davranis iliskisi ilk kez bu c¢alismada
glindeme gelmistir, bu iliskinin dirttselligi degerlendiren testlerle

ilerleyen calismalarda ele alinmasi 6nerilir.

NUDT6-6grenme iliskisi bu calismada sadece PK ile degerlendirilmis ve iliski
bulunmamistir. NUDT6-68renme iliskisinin 6grenmeyi degerlendiren daha

cesitli testler yapilarak daha detayh arastiriimasi onerilir.

Bu calismada NUDT6’nin endojen olarak tiim hiicrelerde ifade edilmedigi
gorilmustir. NUDT6 ifade eden hiicre tiplerinin belirlenmesi NUDT6
ifade baskilamasini endojen ifade etmemeden ayirt etmekte kritiktir.
Sonraki calismalarda hiicrelerin NUDT6 ifade profillerinin ortaya konmasi

onerilir.

NUDT6 fazla ifadesinin tersine, PFK'da NUDT6 ifade baskilamasi
davranissal degisiklige neden olmamistir. Daha belirgin etki icin ilerleyen
calismalarda mRNA'sina yonelik farkli siRNA sekanslarinin ayri ayri

virlslerde ve daha yliksek viris titresinde verilmesi dnerilir.

Bu c¢alismada prelimbik ve infralimbik korteksler bir arada

degerlendirilmistir ve gorilen etki ikisi Gzerinden yorumlanmistir. Bu
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beyin bdlgelerinin anksiyete ve depresyon Uzerine bireysel etkilerinin
anlasilmasi igin ilerleyen arastirmalarda bu bdlgelerin ayri ayri ¢calisiimasi

onerilir.



10.

11.

78

KAYNAKLAR

Werner A, Sayer JA. Naturally occurring antisense RNA: function and

mechanisms of action. Curr Opin Nephrol Hypertens. 2009;18(4):343-9.

Faghihi MA, Wahlestedt C. Regulatory roles of natural antisense transcripts.
Nat Rev Mol Cell Biol. 2009;10(9):637-43.

Turner CA, Watson SJ, Akil H. The Fibroblast Growth Factor Family:
Neuromodulation of Affective Behavior. Neuron. 2012;76(1):160-74.

Evans SJ, Choudary P V, Neal CR, Li JZ, Vawter MP, Tomita H, vd. Dysregulation
of the fibroblast growth factor system in major depression. Proc Natl Acad Sci
US A.2004;101(43):15506-11.

Gaughran F, Payne J, Sedgwick PM, Cotter D, Berry M. Hippocampal FGF-2 and
FGFR1 mRNA expression in major depression, schizophrenia and bipolar
disorder. Brain Res Bull. 2006;70(3):221-7.

Turner CA, Calvo N, Frost DO, Akil H, Watson SJ. The fibroblast growth factor
system is downregulated following social defeat. Neurosci Lett.
2008;430(2):147-50.

Perez JA, Clinton SM, Turner CA, Watson SJ, Akil H. A New Role for FGF2 as an
Endogenous Inhibitor of Anxiety. J Neurosci. 2009;29(19):6379-87.

Turner CA, Clinton SM, Thompson RC, Watson SJ, Akil H. Fibroblast growth
factor-2 (FGF2) augmentation early in life alters hippocampal development
and rescues the anxiety phenotype in vulnerable animals. Proc Natl Acad Sci.
2011;108(19):8021-5.

Turner CA, Gula EL, Taylor LP, Watson SJ, Akil H. Antidepressant-like effects of
intracerebroventricular FGF2 in rats. Brain Res. 2008;1224:63-8.

Elsayed M, Banasr M, Duric V, Fournier NM, Licznerski P, Duman RS.
Antidepressant Effects of Fibroblast Growth Factor-2 in Behavioral and Cellular
Models of Depression. Biol Psychiatry. 2012;72(4):258-65.

Bachis A, Mallei A, Cruz MI, Wellstein A, Mocchetti |. Chronic antidepressant



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

79

treatments increase basic fibroblast growth factor and fibroblast growth

factor-binding protein in neurons. Neuropharmacology. 2008;55(7):1114-20.

Mallei A, Shi B, Mocchetti I. Antidepressant treatments induce the expression
of basic fibroblast growth factor in cortical and hippocampal neurons. Mol
Pharmacol. 2002;61(5):1017-24.

Knee R, Li AW, Murphy PR. Characterization and tissue-specific expression of
the rat basic fibroblast growth factor antisense mRNA and protein. Proc Natl
Acad Sci U S A. 1997;94(10):4943-7.

Li AW, Too CKL, Murphy PR. The basic fibroblast growth factor (FGF-2)
antisense RNA (GFG) is translated into a MutT-related protein in vivo. Biochem
Biophys Res Commun. 1996;223(1):19-23.

Zhang S, MacDonald KA, Baguma-Nibasheka M, Geldenhuys L, Casson AG,
Murphy PR. Alternative splicing and differential subcellular localization of the
rat FGF antisense gene product. BMC Mol Biol. 2008;9:1-15.

Baguma-Nibasheka M, Li AW, Murphy PR. The fibroblast growth factor-2
antisense gene inhibits nuclear accumulation of FGF-2 and delays cell cycle
progression in C6 glioma cells. Mol Cell Endocrinol. 2007;267(1-2):127-36.

Li AW, Murphy PR. Expression of alternatively spliced FGF-2 antisense RNA
transcripts in the central nervous system: Regulation of FGF-2 mRNA
translation. Mol Cell Endocrinol. 2000;162(1-2):69-78.

MacFarlane LA, Murphy PR. Regulation of FGF-2 by an endogenous antisense
RNA: Effects on cell adhesion and cell-cycle progression. Mol Carcinog.
2010;49(12):1031-44.

MacFarlane L-A, Gu Y, Casson AG, Murphy PR. Regulation of Fibroblast Growth
Factor-2 by an Endogenous Antisense RNA and by Argonaute-2. Mol
Endocrinol. 2010;24(4):800-12.



20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

80

Asa SL. The Endogenous Fibroblast Growth Factor-2 Antisense Gene Product
Regulates Pituitary Cell Growth and Hormone Production. Mol Endocrinol.
2001;15(4):589-99.

Frank MG, Der-Avakian A, Bland ST, Watkins LR, Maier SF. Stress-induced
glucocorticoids suppress the antisense molecular regulation of FGF-2

expression. Psychoneuroendocrinology. 2007;32(4):376-84.

Eren-Kogak E, Basar K, Yilmaz M, Ayhan Y, Dalkara T. The role of FGF2-AS in
stress and depression-like behavior in rats [Poster]. Society for Neuroscience
Meeting; 2013; San Diego, ABD.

Kumar A, Schweizer E, Zhisong J, Miller D, Bilker W, Swan LL, vd.
Neuroanatomical Substrates of Late-Life Minor Depression. Arch Neurol.
1997;54(5):613.

Chang C-C, Yu S-C, McQuoid DR, Messer DF, Taylor WD, Singh K, vd. Reduction
of dorsolateral prefrontal cortex gray matter in late-life depression. Psychiatry
Res Neuroimaging. 2011;193(1):1-6.

Kang HJ, Voleti B, Hajszan T, Rajkowska G, Stockmeier CA, Licznerski P, vd.
Decreased expression of synapse-related genes and loss of synapses in major
depressive disorder. Nat Med. 2012;18(9):1413-7.

Banasr M, Dwyer JM, Duman RS. Cell atrophy and loss in depression: reversal
by antidepressant treatment. Curr Opin Cell Biol. 2011;23(6):730-7.

Krishnan V, Nestler EJ. The molecular neurobiology of depression. Nature.
2008;455(7215):894-902.

Tavares RF, Corréa FMA, Resstel LBM. Opposite role of infralimbic and
prelimbic cortex in the tachycardiac response evoked by acute restraint stress
in rats. J Neurosci Res. 2009;87(11):2601-7.

Fuchikami M, Thomas A, Liu R, Wohleb ES, Land BB, DiLeone RJ, vd.
Optogenetic stimulation of infralimbic PFC reproduces ketamine’s rapid and
sustained antidepressant actions. Proc Natl Acad Sci. 2015;112(26):8106-11.



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

81

Gasull-Camds J, Arrés-Gatius MT, Artigas F, Castafié A. Glial GLT-1 blockade in
infralimbic cortex as a new strategy to evoke rapid antidepressant-like effects
in rats. Transl Psychiatry. 2017;7(2):1-10.

Hamani C, Diwan M, Macedo CE, Brandao ML, Shumake J, Gonzalez-Lima F, vd.
Antidepressant-Like Effects of Medial Prefrontal Cortex Deep Brain Stimulation
in Rats. Biol Psychiatry. 2010;67(2):117-24.

Diinya Saglik Orgiitii [internet]. 2018 [Erisim Tarihi 27 Nisan 2018]. Erisim

adresi: http://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/depression.

Kessler RC, Bromet EJ. The Epidemiology of Depression Across Cultures. Annu
Rev Public Health. 2013;34(1):119-38.

WHO. Depression, a global public health concern. WHO Dep Ment Heal Subst
Abus. 2012;1-8.

Whiteford HA, Degenhardt L, Rehm J, Baxter AJ, Ferrari AJ, Erskine HE, vd.
Global burden of disease attributable to mental and substance use disorders:
Findings from the Global Burden of Disease Study 2010. Lancet.
2013;382(9904):1575-86.

Al-harbi KS. Treatment-resistant depression: therapeutic trends, challenges,

and future directions. Patient Prefer Adherence. 2012;6:369.

Gaynes BN, Warden D, Trivedi MH, Wisniewski SR, Fava M, Rush AJ. What Did
STAR*D Teach Us? Results From a Large-Scale, Practical, Clinical Trial for
Patients With Depression. Psychiatr Serv. 2009;60(11):1439-45.

Greenberg PE, Fournier A-A, Sisitsky T, Pike CT, Kessler RC. The Economic
Burden of Adults With Major Depressive Disorder in the United States (2005
and 2010). J Clin Psychiatry. 2015;2010(February):155-62.

McLaughlin RJ, Hill MN, Gorzalka BB. A critical role for prefrontocortical
endocannabinoid signaling in the regulation of stress and emotional behavior.

Neuroscience and Biobehavioral Reviews Elsevier Ltd; 2014. s. 116-31.



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

82

Ongtlir D, Price JL. The organization of networks within the orbital and medial
prefrontal cortex of rats, monkeys and humans. Cereb cortex. 2000;10(3):206—
19.

Gass JT, Chandler LJ. The Plasticity of Extinction: Contribution of the Prefrontal
Cortex in Treating Addiction through Inhibitory Learning. Front Psychiatry.
2013;4(May):1-13.

Myers-Schulz B, Koenigs M. Functional anatomy of ventromedial prefrontal
cortex: Implications for mood and anxiety disorders. Molecular Psychiatry
Nature Publishing Group; 2012. s. 132-41.

Wallis CU, Cardinal RN, Alexander L, Roberts AC, Clarke HF. Opposing roles of
primate areas 25 and 32 and their putative rodent homologs in the regulation
of negative emotion. Proc Natl Acad Sci. 2017;114(20):E4075-84.

Vertes RP. Differential Projections of the Infralimbic and Prelimbic Cortex in
the Rat. Synapse. 2004;51(1):32-58.

Greicius MD, Flores BH, Menon V, Glover GH, Solvason HB, Kenna H, vd.
Resting-State Functional Connectivity in Major Depression: Abnormally
Increased Contributions from Subgenual Cingulate Cortex and Thalamus. Biol
Psychiatry. 2007;62(5):429-37.

Keedwell P, Drapier D, Surguladze S, Giampietro V, Brammer M, Phillips M.
Neural markers of symptomatic improvement during antidepressant therapy
in severe depression: Subgenual cingulate and visual cortical responses to sad,
but not happy, facial stimuli are correlated with changes in symptom score. J
Psychopharmacol. 2009;23(7):775-88.

Matthews SC, Strigo IA, Simmons AN, Yang TT, Paulus MP. Decreased
functional coupling of the amygdala and supragenual cingulate is related to
increased depression in unmedicated individuals with current major
depressive disorder. J Affect Disord. 2008;111(1):13-20.

Mayberg HS, Lozano AM, Voon V, McNeely HE, Seminowicz D, Hamani C, vd.
Deep brain stimulation for treatment-resistant depression. Neuron.
2005;45(5):651-60.



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

83

Mayberg HS, Brannan SK, Tekell JL, Silva JA, Mahurin RK, McGinnis S, vd.
Regional metabolic effects of fluoxetine in major depression: serial changes

and relationship to clinical response. Biol Psychiatry. 2000;48(8):830-43.

Drevets WC, Bogers W, Raichle ME. Functional anatomical correlates of
antidepressant drug treatment assessed using PET measures of regional

glucose metabolism. Eur Neuropsychopharmacol. 2002;12(6):527-44.

Kross E, Davidson M, Weber J, Ochsner K. Coping with Emotions Past: The
Neural Bases of Regulating Affect Associated with Negative Autobiographical
Memories. Biol Psychiatry. 2009;65(5):361-6.

Mayberg HS, Liotti M, Brannan SK, McGinnis S, Mahurin RK, Jerabek PA, vd.
Reciprocal limbic-cortical function and negative mood: Converging PET
findings in depression and normal sadness. Am J Psychiatry. 1999;156(5):675—
82.

Zald DH, Mattson DL, Pardo J V. Brain activity in ventromedial prefrontal cortex
correlates with individual differences in negative affect. Proc Natl Acad Sci.
2002;99(4):2450-4.

Kawasaki H, Adolphs R, Oya H, Kovach C, Damasio H, Kaufman O, vd. Analysis
of Single-Unit Responses to Emotional Scenes in Human Ventromedial
Prefrontal Cortex. J Cogn Neurosci. 2005;17(10):1509-18.

Vidal-Gonzalez |, Vidal-Gonzalez B, Rauch SL, Quirk GJ. Microstimulation
reveals opposing influences of prelimbic and infralimbic cortex on the
expression of conditioned fear. Learn Mem. 2006;13(6):728-33.

Corcoran KA, Quirk GJ. Activity in Prelimbic Cortex Is Necessary for the

Expression of Learned, But Not Innate, Fears. ] Neurosci. 2007;27(4):840-4.

Sierra-Mercado D, Padilla-Coreano N, Quirk GJ. Dissociable roles of prelimbic
and infralimbic cortices, ventral hippocampus, and basolateral amygdala in the
expression and extinction of conditioned fear. Neuropsychopharmacology.
2011;36(2):529-38.



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

84

Milad MR, Vidal-Gonzalez |, Quirk GJ. Electrical Stimulation of Medial
Prefrontal Cortex Reduces Conditioned Fear in a Temporally Specific Manner.
Behav Neurosci. 2004;118(2):389-94.

Scopinho AA, Scopinho M, Lisboa SF, Correa FM de A, Guimaraes FS, Joca SRL.
Acute reversible inactivation of the ventral medial prefrontal cortex induces
antidepressant-like effects in rats. Behav Brain Res. 2010;214(2):437-42.

Ford-Perriss M, Abud H, Murphy M. Fibroblast Growth Factors In The
Developing Central Nervous System. Clin Exp Pharmacol Physiol.
2001;28(7):493-503.

Vaccarino FM, Schwartz ML, Raballo R, Nilsen J, Rhee J, Zhou M, vd. Erratum:
Changes in cerebral cortex size are governed by fibroblast growth factor during
embryogenesis. Nat Neurosci. 1999;2(3):246-53.

Gonzalez AM, Berry M, Maher PA, Logan A, Baird A. A comprehensive analysis
of the distribution of FGF-2 and FGFR1 in the rat brain. Brain Res. 1995;701(1-
2):201-26.

Gdémez-PinillaF, So V, Kesslak J. Spatial learning and physical activity contribute
to the induction of fibroblast growth factor: neural substrates for increased

cognition associated with exercise. Neuroscience. 1998;85(1):53-61.

Turner CA, Akil H, Watson SJ, Evans SJ. The Fibroblast Growth Factor System
and Mood Disorders. Biol Psychiatry. 2006;59(12):1128-35.

Mason . Initiation to end point: the multiple roles of fibroblast growth factors

in neural development. Nat Rev Neurosci. 2007;8(8):583-96.

Eren-Kocak E, Turner CA, Watson SJ, Akil H. Short-Hairpin RNA Silencing of
Endogenous Fibroblast Growth Factor 2 in Rat Hippocampus Increases Anxiety
Behavior. Biol Psychiatry. 2011;69(6):534—40.

Turner CA, Watson SJ, Akil H. Fibroblast growth factor-2: an endogenous
antidepressant and anxiolytic molecule? Biol Psychiatry. 2012;72(4):254-5.



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

85

Takahashi J a, Mori H, Fukumoto M, Igarashi K, Jaye M, Oda Y, vd. Gene
expression of fibroblast growth factors in human gliomas and meningiomas:
demonstration of cellular source of basic fibroblast growth factor mRNA and
peptide in tumor tissues. Proc Natl Acad Sci U S A. 1990;87(15):5710-4.

Su WY, Xiong H, Fang JY. Natural antisense transcripts regulate gene
expression in an epigenetic manner. Biochem Biophys Res Commun.
2010;396(2):177-81.

Yelin R, Dahary D, Sorek R, Levanon EY, Goldstein O, Shoshan A, vd.
Widespread occurrence of antisense transcription in the human genome. Nat
Biotechnol. 2003;21(4):379-86.

Katayama S, Tomaru Y, Kasukawa T, Waki K, Nakanishi M, Nakamura M, vd.
Molecular biology: Antisense transcription in the mammalian transcriptome.
Science (80- ). 2005;309(5740):1564—6.

Detrick B, Nagineni CN, Grillone LR, Anderson KP, Henry SP, Hooks JJ. Inhibition
of human cytomegalovirus replication in a human retinal epithelial cell model
by antisense oligonucleotides. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2001;42(1):163-9.

Li AW, Too CKL, Knee R, Wilkinson M, Murphy PR. FGF-2 antisense RNA
encodes a nuclear protein with MutT-like antimutator activity. Mol Cell
Endocrinol. 1997;133(2):177-82.

McEachern LA, Murphy PR. Chromatin-Remodeling Factors Mediate the
Balance of Sense-Antisense Transcription at the FGF2 Locus. Mol Endocrinol.
2014;28(4):477-89.

Baguma-Nibasheka M, Macfarlane LA, Murphy PR. Regulation of fibroblast
growth factor-2 expression and cell cycle progression by an endogenous
antisense RNA. Genes (Basel). 2012;3(3):505-20.

Baguma-Nibasheka M, Li AW, Osman MS, Geldenhuys L, Casson AG, Too CKL,
vd. Coexpression and regulation of the FGF-2 and FGF antisense genes in
leukemic cells. Leuk Res. 2005;29(4):423-33.



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86

Barclay C, Li AW, Geldenhuys L, Baguma-Nibasheka M, Porter GA, Veugelers
PJ, vd. Basic fibroblast growth factor (FGF-2) overexpression is a risk factor for
esophageal cancer recurrence and reduced survival, which is ameliorated by
coexpression of the FGF-2 antisense gene. Clin Cancer Res. 2005;11(21):7683—
91.

Sun L, YuS, Wang H, Fan B, Liu B. NUDT®6, the FGF-2’s antisense gene, showed
associations with fat deposition related traits in pigs. Mol Biol Rep.
2012;39(4):4119-26.

Kolata S, Light K, Wass CD, Colas-Zelin D, Roy D, Matzel LD. A dopaminergic
gene cluster in the prefrontal cortex predicts performance indicative of

general intelligence in genetically heterogeneous mice. PLoS One. 2010;5(11).

E Eren-Kogak E, Yilmaz M, Basar K, Ayhan Y, Ozdemir H, Sen ZD. The role of
fibroblast growth factor antisense in modulation of affective behaviour

[Poster]. ECNP Congress; 2013; Barselona, ispanya.

Zinn E, Vandenberghe LH. Adeno-associated virus: fit to serve. Curr Opin Virol.
2014;8:90-7.

Klugmann M, Symes CW, Leichtlein CB, Klaussner BK, Dunning J, Fong D, vd.
AAV-mediated hippocampal expression of short and long Homer 1 proteins
differentially affect cognition and seizure activity in adult rats. Mol Cell
Neurosci. 2005;28(2):347-60.

Richichi C, Lin E-JD, Stefanin D, Colella D, Ravizza T, Grignaschi G, vd.
Anticonvulsant and Antiepileptogenic Effects Mediated by Adeno-Associated
Virus Vector Neuropeptide Y Expression in the Rat Hippocampus. J Neurosci.
2004;24(12):3051-9.

Xu R, Janson C, Mastakov M, Lawlor P, Young D, Mouravlev A, vd. Quantitative
comparison of expression with adeno-associated virus (AAV-2) brain-specific
gene cassettes. Gene Ther. 2001;8(17):1323-32.

Kaplitt MG, Leone P, Samulski RJ, Xiao X, Pfaff DW, O’Malley KL, vd. Long-term
gene expression and phenotypic correction using adeno-associated virus

vectors in the mammalian brain. Nat Genet. 1994;8(2):148-54.



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

87

Daya S, Berns KIl. Gene therapy using adeno-associated virus vectors. Clin
Microbiol Rev. 2008;21(4):583-93.

Murray AJ, Woloszynowska-Fraser MU, Ansel-Bollepalli L, Cole KLH, Foggetti A,
Crouch B, vd. Parvalbumin-positive interneurons of the prefrontal cortex
support working memory and cognitive flexibility. Sci  Rep.
2015;5(November):1-14.

Nakajima M, Gorlich A, Heintz N. Oxytocin modulates female sociosexual
behavior through a specific class of prefrontal cortical interneurons. Cell.
2014;159(2):295-305.

Soumier A, Sibille E. Opposing effects of acute versus chronic blockade of
frontal cortex somatostatin-positive inhibitory neurons on behavioral

emotionality in mice. Neuropsychopharmacology. 2014;39(9):2252-62.

Ota KT, Liu R-J, Voleti B, Maldonado-Aviles JG, Duric V, lwata M, vd. REDD1 is
essential for stress-induced synaptic loss and depressive behavior. Nat Med.
2014;20(5):531-5.

Dietz DM, Kennedy PJ, Sun H, Maze |, Gancarz AM, Vialou V, vd. AfosB
induction in prefrontal cortex by antipsychotic drugs is associated with
negative behavioral outcomes. Neuropsychopharmacology. 2014;39(3):538—
44,

Jakovcevski M, Bharadwaj R, Straubhaar J, Gao G, Gavin DP, Jakovcevski |, vd.
Prefrontal cortical dysfunction after overexpression of histone deacetylase 1.
Biol Psychiatry. 2013;74(9):696—705.

Suska A, Lee BR, Huang YH, Dong Y, Schluter OM. Selective presynaptic
enhancement of the prefrontal cortex to nucleus accumbens pathway by
cocaine. Proc Natl Acad Sci. 2013;110(2):713-8.

Cao X, Li LP, Wang Q, Wu Q, Hu HH, Zhang M, vd. Astrocyte-derived ATP
modulates depressive-like behaviors. Nat Med. 2013;19(6):773-7.



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

88

Rattus norvegicus nudix hydrolase 6 (Nudt6), mRNA [Internet]. [Erisim Tarihi
3 Mayis 20138]. Erisim adresi:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/31343426

Klugmann M, Goepfrich A, Friemel CM, Schneider M. AAV-Mediated
Overexpression of the CB1 Receptor in the mPFC of Adult Rats Alters Cognitive
Flexibility, Social Behavior, and Emotional Reactivity. Front Behav Neurosci.
2011;5(July):1-10.

Gaidi M. Rat Brain Atlas [Internet]. 2016. [Erisim Tarihi 26 Mayis 2018]. Erisim
adresi: http://labs.gaidi.ca/rat-brain-atlas/

Burger C, Gorbatyuk OS, Velardo MJ, Peden CS, Williams P, Zolotukhin S, vd.
Recombinant AAV viral vectors pseudotyped with viral capsids from serotypes
1, 2, and 5 display differential efficiency and cell tropism after delivery to
different regions of the central nervous system. Mol Ther. 2004;10(2):302-17.

Lee BR, Kamitani T. Improved immunodetection of endogenous a-synuclein.
PLoS One. 2011;6(8):23939.

SuzukiY, Takeda Y, lkuta T. Immunoblotting conditions for human hemoglobin
chains. Anal Biochem. 2008;378(2):218-20.

Murlidharan G, Samulski RJ, Asokan A. Biology of adeno-associated viral
vectors in the central nervous system. Front Mol Neurosci.
2014;7(September):1-9.

Davidson BL, Stein CS, Heth J a, Martins |, Kotin RM, Derksen T a, vd. vectors :
Transduction of variant cell types and regions in the mammalian central
nervous system. Pnas. 2000;97(7):3428-32.

Bartlett JS, Samulski RJ, McCown TJ. Selective and Rapid Uptake of Adeno-
Associated Virus Type 2 in Brain. Hum Gene Ther. 1998;9(8):1181—6.

Watakabe A, Ohtsuka M, Kinoshita M, Takaji M, Isa K, Mizukami H, vd.
Comparative analyses of adeno-associated viral vector serotypes 1, 2, 5, 8 and
9 in marmoset, mouse and macaque cerebral cortex. Neurosci Res.
2015;93:144-57.



105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

89

Aschauer DF, Kreuz S, Rumpel S. Analysis of Transduction Efficiency, Tropism
and Axonal Transport of AAV Serotypes 1, 2, 5, 6, 8 and 9 in the Mouse Brain.
Qiu J, editor. PLoS One. 2013;8(9):e76310.

Taymans J-M, Vandenberghe LH, Haute C Van Den, Thiry |, Deroose CM,
Mortelmans L, vd. Comparative Analysis of Adeno-Associated Viral Vector
Serotypes 1, 2, 5, 7, And 8 in Mouse Brain. Hum Gene Ther. 2007;18(3):195—
206.

Klein RL, Meyer EM, Peel AL, Zolotukhin S, Meyers C, Muzyczka N, vd. Neuron-
specific transduction in the rat septohippocampal or nigrostriatal pathway by

recombinant adeno-associated virus vectors. Exp Neurol. 1998;150(2):183-94.

Ozdemir P, Selvi Y, Aydin A. Impulsivity and Its Treatment. Psikiyatr Guncel
Yaklasimlar - Curr Approaches Psychiatry. 2012;4(3):293.

Evenden JL. Varieties of impulsivity. Psychopharmacology (Berl).
1999;146(4):348-61.

Yazici K YA. DURTUSELLIK Noéroanatomik ve Nérokimyasal Temelleri. Curr
approaches psyciatry. 2010;2(2):254-80.

Aron AR, Robbins TW, Poldrack RA. Inhibition and the right inferior frontal
cortex. Trends Cogn Sci. 2004;8(4):170-7.

Godefroy O, Rousseaux M. Divided and focused attention in patients with
lesion of the prefrontal cortex. Brain Cogn. 1996;30(2):155-74.

Chudasama Y, Passetti F, Rhodes SEV, Lopian D, Desai A, Robbins TW.
Dissociable aspects of performance on the 5-choice serial reaction time task
following lesions of the dorsal anterior cingulate, infralimbic and orbitofrontal
cortex in the rat: Differential effects on selectivity, impulsivity and
compulsivity. Behav Brain Res. 2003;146(1-2):105-19.

Hardung S, Epple R, Jackel Z, Eriksson D, Uran C, Senn V, vd. A Functional
Gradient in the Rodent Prefrontal Cortex Supports Behavioral Inhibition. Curr
Biol. 2017;27(4):549-55.



EKLER

EK 1: ETIK KURUL iZNi

i)
T.C.
(m) HACETTEPE UNIVERSITESI

= - s 7 ~yr -
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruly

Sayr :52338375 -7

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURUL KARARI

TOPLANTI TARIHI : 07.06.2016 (SALD

TOPLANTI SAYISI ©2016/04

DOSYA KAYIT NUMARASI 201624

KARAR NUMARASI 22016724 - 02

ARASTIRMA YURUTUCUST ¢ Dog. Dr. Emine Eren KOCAK

HAYVAN DENEYLERINDEN

SORUMLU ARASTIRMACI : Dr. Fatma Ozlem HOKELFKLL Dog. Dr. Emine
Eren KOCAK

YARDIMCT ARASTIRMACILAR + Prof. Dr. Turgay DALKARA., Prof. Dr. Miige

Yemisgi OZKAN, Dog. Dr. Hiilya Karatag KURSI?
ONAYLANAN HAYVAN TURU ve .
SAYISI © 78 Adet Sprague Dawley Sican (Erigkin 200-300
Gram)

Universitemiz Norolojik Bilimler ve Psikiyatri Enstitiisti dgretim tiyelerinden Dog. Dr. Emine
Eren KOCAK ' arasurma Yiriitiictsi oldugu 2016/24 kayit numaral “Prefrontal Kortekste
NUDTG6 Ifadesindeki Degisikliklerin Si¢anda Depresyon-Benzeri ve Aunksiyete-Benzeri
Davramisa Etkileri” isimli calisma Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi‘ne gére
uveun bulunarak oy birligi ile onay lanmasina Karar verilmistir,

Sorumlu arastirmact deneylere baglangig tarihini Etik Kurula bildirmekle yiktimldiir

ESSEC s
r. Sema CALIS ~

J »
Etik Kurul Bagkam

Hacettepe Universitesi Havvan Deneyleni Yerel Frik Kuruly 06100 Sthhiyve-Ankara

S St . - ‘ A o Avoinnh Bilet igin
Telefon: 0(312) 305 1090-1082 « Fake 0(312) 310 0380 .

wiww.etikkurul hacettepe, edutr index hdk php

90



EK 2: TEZ CALISMASININ POSTERI

E. Eren-Kogak, O. Hokelekli, H. Karatas-Kursun, M. Yemisci, T. Dalkara. FGF-AS
Overexpression in medial prefrontal cortex regulates anxiety-like behavior in rats

[Poster]. 30. ECNP Kongresi; 2017; Paris, Fransa.

91



EK 3: RIPA tamponu asagidaki tarife gore hazirlandi.

10 mL tampon igin:

e 89,1 mg Sodyum klorir (NaCl)

e 10 ulL Triton-100-X

e 52 mg Sodyum deoksikolik asit

e 333,5 ul Tris Buffer (pH=8.00, 1,5 M)
e 50 ul %10 SDS

EK 4: Donma karsiti ¢dzeltinin tarifi asagida verilmistir.

1 litre ¢ozelti igin:

13,75 gram NaH;P04.H.0

25,75 gram NA;HPO4.7H20

400 mililitre distile su

300 mililitre etilen glikol

300 mililitre gliserol

92



V-

93

0ZGECMIS

KiSISEL BILGILER

Adi Soyadi : Fatma Ozlem Hoékelekli
Dogum Yeri ve Tarihi : Yozgat, 20.07.1992
Uyrugu : Tlrkiye Cumhuriyeti

iletisim Adresi ve Telefonu : Kibris Caddesi, 14/9, Kurtulus, Ankara.

EGiTiMI
2012-2018

2010-2018
2006-2010

05558561619

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi MD-PhD biitiinlesik programi,

Temel Norolojik Bilimler (Neuroscience) Programi
Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi

Ankara Gazi Anadolu Lisesi

MESLEKLi DENEYiMi

2017-2018

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’'nde Intern Doktor

BiLIMSEL FAALIYETLERI

2012-2018

Eyliil 2016

Ocak 2016

Posterleri

Eyliil 2017

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi MD-PhD biitiinlesik programi,
Temel Norolojik Bilimler (Neuroscience) Programinda MD-PhD
ogrencisi

Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan onaylanan hizli destek projesi (THD-2016-11687)

Temel Norolojik Bilimler(Neuroscience) alaninda yeterlilik

FGF-AS Overexpression in Medial Prefrontal Cortex Regulates
Anxiety-like Behavior in Rats, E. Eren-Kocak, O. Hokelekli, H.
Karatas-Kursun, M. Yemisgi, T. Dalkara. 30. ECNP Kongrresi, 2017,

Paris, Fransa.



Mayis 2017

Mayis 2017

Mayis 2017

Nisan 2017

94

The Effect of NUDT6 Expression on Contextual Learning Assessed
by Passive Avoidance Test, Fatma Ozlem Hokelekli, Murat Yilmaz,
Emre Cem Esen, Koray Basar, Yavuz Ayhan, Turgay Dalkara, Emine
Eren-Kogak. Annual Meeting of American Psychiatric Association
2017, San Diego, ABD (Sunucu).

Role of a Natural Antisense Transcript, FGF2-AS, in Affective
Behavior, Fatma Ozlem Hokelekli, Murat Yilmaz, Koray Basar,
Yavuz Ayhan, Turgay Dalkara, Emine Eren-Kogak. 72nd Annual
Scientific Convention of Society of Biological Psychiatry 2017, San
Diego, ABD (Sunucu).

The Relationship of NUDT6-Overexpression with Dendritic Spine
Density, Fatma Ozlem Hokelekli, Murat Yilmaz, Emre Cem Esen,
Koray Basar, Yavuz Ayhan, Turgay Dalkara, Emine Eren-Kocak.

15.Ulusal Sinirbilim Kongresi, Sakarya, Turkiye.

Hippocampal NUDT6 Knockdown Promotes Learning in Passive
Avoidance Test, Fatma Ozlem Hokelekli, Turgay Dalkara, Emine
Eren-Kocak. The Brain Conference on Learning, Memory and
Synaptic Plasticity of Federation of European Neuroscience

Societies 2017, Kopenhag, Danimarka (Sunucu).

Odiilleri ve Burslari

Temmuz 2018

MD-PhD bitlinlesik program basari plaketi

Ekim 2015- Mayis 2017 Vehbi Kog Vakfi Bursu

Nisan 2015
Mayis 2011

Prof. Dr. Seref Zileli Yilin Basarili Stajyeri Oduilii

7. Tipta insan Bilimleri Kongresi’'nde “Doktor-Hasta
lliskisine Sanatsal Bir Bakis: Sana Gul Bahgesi

Vadetmedim” sunumu ile sunum birincilik 6dla

Ocak 2011- Ocak 2017  Kredi ve Yurtlar Kurumu ilk 100 Bursu

Ekim 2010
Haziran 2010

Is Bankasi “Altin Gengler” basari plaketi ve bursu

Ankara Gazi Anadolu Lisesi okul birinciligi plaketi



	Blank Page

