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OZET

Nikotin Maruziyetinin Fare Embriyonik Kok Hiicrelerinde Noronal Farklilasma
Uzerine Etkisi

Giinliik hayatimizin her evresinde bircok biyolojik, fiziksel ve kimyasal
ajanlara maruz kalmamiz ciddi saghk problemlerine yol acmaktadir. Hatta bu
ajanlara maruziyetimiz, belki de yasamimizin en 6nemli evresi diyebilecegimiz
organizmanin temelinin atihip olusturuldugu fetal donemden baslamaktadir.
Nikotin de, bu kimyasal ajanlardan biridir. Fetal gelisim sirasinda nikotine maruz
kalmanin hem anne hem de fetiis icin zararh etkilerinin oldugu ileri siiriilmiis
ancak bu etkilerin hiicresel diizeyde anlasilabilmesi icin bu konudaki ¢alismalarin
artirilmasi gerekmektedir. Biz de bu tez ¢alismasinda gelisim siirecinde nikotine
maruz kalmanin etkilerini incelemeyi amacladik.

Bu amacla fare embriyonik kok hiicrelerini in vitro ortamda nikotine
maruz birakarak farkhlastirdik. Farkhlasma sirasinda ve sonunda kiiltiirdeki
hiicreleri toplayarak Gfap, Nestin, O4, B-3 Tubulin ve Map2 proteinlerine
immiinohistokimyasal boyama (IHC) ile baktik. Real Time PCR analizi ile de
NEUROG2, RBFOX3, TUBB3, GSK3B ve PAX6 genlerinin ekspresyonlarina
baktik.

Calismamizin sonunda; nikotine maruz kalan grubumuzda gen
ekspresyonlarimin degistigi, kontrol grubuna nazaran gen ekspresyonlarinda
azalma oldugu goriildii. IHC sonuclarinda Map2, B-3 Tubulin ve O4
ekspresyonlarinda nikotinli gruplarda nikotinsizlere nazaran azalma olduguGfap
ve Nestinde ise 21. giin hari¢ diger giinlerde azalma oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Embriyonik kok hiicreler, Fetal gelisim, Nikotin, Noronal
farkhlasma
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ABSTRACT

The Effects of Nicotine Exposure on Neural Differentiation in Mouse Embryonic
Stem Cells

Exposure to many biological, physical and chemical agents in our daily life
threatens our health. This exposure begins in our early life stages like fetal period
that is the most important period in our lives. Nicotine is one of these chemical
agents. It has been suggested that exposure to nicotine during fetal development
has harmful effects for both mother and fetus, but studies on this subject need to
be increased in order to understand these effects at the cellular level. In this thesis,
we aimed to examine the effects of nicotine exposure during the development
process.

For this purpose, we differentiated mouse embryonic stem cells by exposing
them to nicotine in vitro. We looked at Gfap, Nestin, O4, -3 Tubulin and Map2
proteins by immunohistochemical staining (IHC) by harvesting cells in culture
during and at the end of differentiation. We looked at the expressions of
NEUROGZ2, RBFOX3, TUBB3, GSK3B and PAX6 genes with Real Time PCR
analysis.

At the end of our study; It was observed that gene expressions were
changed in our group exposed to nicotine, and there was a decrease in gene
expressions in the nicotine-exposed group compared to the control group. In IHC
results, it was observed that Map2, B-3 Tubulin and O4 expressions were
decreased in nicotine groups compared to non-nicotine groups, and Gfap and
Nestin decreased on days other than 21 days.

Keywords: Embryonic stem cells, Fetal development, Nicotine, Neuronal
differentiation
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1. GIRIS

Glinlimiizde dogal kaynaklarin geri doniisiimsiiz sekilde tliketimi ve artan
sanayilesme ile birlikte saglhigimizin ¢ok daha ciddi bir sekilde tehdit edildigini
gormekteyiz. Artik hayatimizin her asamasinda birgok biyolojik, fiziksel ve kimyasal
ajanlara maruz kalmamiz ciddi saglik problemlerine yol agmaktadir. Hatta bu ajanlara
maruziyetimiz, belki de yasamimizin en onemli evresi diyebileceg§imiz organizmanin
temelinin atilip olusturuldugu fetal donemden baslamaktadir. Nikotin, bu kimyasal
ajanlardan biri olarak, en ¢ok karsilastigimiz tehlikeli kimyasallarin basinda
gelmektedir. Alkaloid bir bilesik olan nikotin dogada ¢esitli bitkilerin yapraklarinda
bulunabilmesinin yami sira laboratuvar ortaminda sentetik olarak da iiretilmektedir’.
Amerika kitasina 6zgii olan bu bitkinin kullanimi yaklasik 2000 yillik bir gecmise
sahiptir. Ik olarak elde edildiginde zehirli olarak goriilmiis ve bdcek ilaci olarak
kullanilmistir®.  Giiniimiizde ise en yogun olarak sigara kullamminda karsimiza
cikmaktadir. Kisilerin sigara kullanmasi kendileri ile birlikte ¢evrelerindeki insanlar1 da
bu zararli maddeye maruz birakmalarma neden olmaktadir. Ozellikle hamile kadinlarin
bu donemde sigara kullanmasi, dogacak bebeklerin ileriye dontik cesitli saglik
problemleri ile karsilagsmasina neden olacaktir®.

Nikotinin, kardiyovaskiiler, gastrointestinal, solunum ve sinir sistemini de
kapsayan bir¢cok doku ve organa zararh etkileri oldugu gosterilmistir. Norolojik sistem
ve beyin fonksiyonlarindaki bozukluklardan kaynaklanan ndrogelisimsel hastaliklarin
nikotin ile iligkisini ¢alisgan ve baglantili olduklarim1 savunan bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Norogelisimsel hastaliklarin  sebebinin arastirildigir  ¢alismalarda,
belirsizlikler devam etse de, bugiine kadarki bulgular, bu hastaliklarin genetik ve
cevresel faktorlerin ortak etkisinden kaynaklandigini gostermektedir. Cevresel faktorler
lizerine yapilan arastirmalar daha ¢ok fetal ortama odaklanmistir*. Fetal donemde maruz
kalinan nikotinin hem anneyi hem fetiisii hem de yenidogani olumsuz sekilde etkiledigi
ve yasamin sonraki déoneminde bireyde kalici zararli etkilerinin oldugu gosterilmistir.
Her ne kadar, gebelikte sigara kullaniminin nérogelisimsel hastaliklar ile iligkili oldugu
savunulmus ve gosterilmis olsa da, bu etkinin hiicresel diizeyde nasil ve ne sekilde
oldugu tam olarak anlagilamamustir®. Nikotinin gen diizeyindeki etkilerinin tam olarak

bilinmemesi, arastirmacilarin bu konudaki merakini cezbetmektedir.



Biz de bu tez ¢alisgmamizda, gelecek neslin sagligini riske ederek toplum
sagligini tehdit eden ve bir¢ok calisma tarafindan zararli etkileri gosterilen gebelik
dénemi nikotin kullaniminin etkilerini, hiicresel diizeyde arastirmayi, bu c¢alismalar ile
basta gebelerde olmak {izere tiim toplumda farkindalik olusturmay1 amacladik. Bu amag
ile ¢iktigimiz yolda, in vitro olarak farklilastirma yaparak nikotinin gelisimsel siiregte
sinir sistemi olusumu ve gelisimi lizerine etkisini arastirdik. Bu c¢aligmada fare
embriyonik kok hiicreleri sinir hiicrelerine farklilastirilmistir. Farklilagtirma sirasinda

hiicreler nikotine maruz birakilarak nikotinin etkisi arastirilmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Nikotin
Nikotin, ¢esitli bitkilerin yapraklarinda bulunan alkaloid bir bilesiktir*. Nikotin
tarith boyunca tedavi edici bir ilag olarak kullaniminin yani sira bocek ilaci olarak da

23 Zamanla nikotinin

kullanilmistir dolayisiyla olduk¢a uzun bir ge¢mise sahiptir
memeliler lizerindeki zararli etkisinin goriilmesiyle birlikte nikotin yerini modern
sentetik bocek ilaglarina blrakm1$tlr2’3. Bir bocek ilac1 olarak nikotin lizerine cesitli
calismalar yapilmistir. Ozellikle, nikotinin saglik iizerine zararl etkileri bakimindan bir
farkindalik olusmasi ile birlikte nikotin kullanimi, bilim insanlar1 ve halk tarafindan
takip edilmeye baslanmistir’.

Giliniimiizde nikotin farkli sekillerde kullanilmaktadir. Giinliilk hayatimizda
cokca maruz kalma sebebimiz ise, kendimizin, ailemizden birinin veya topluma acik
ortak alanlarda ig¢iincii sahislarin kullandigi sigaralardir. Sigara literatiirde Nicotiana
tobacum adi verilen halk arasinda ise tiitiin olarak bilinen bir bitkiden yapilmaktadir®.
Bu bitkinin yapraklarinda bolca bulunan bu alkaloid bilesik, baslica sigara ve diger
kullanilan gesitli tiitiin iirlinleri vasitasiyla sikca maruz kaldigimiz zararh bir maddedir’.

Tiittlirme, emme, ¢igneme gibi yontemler ile kullanilan, tiitiin yapragindan imal
edilmis maddeler tiitlin {riinii olarak kabul edilir. Tim tiitiin {rlnleri nikotin
icermektedir; bu sebeple nikotinin zararlarindan bahsederken tiitiin bagimliligi ya da
tiitlin zararlar1 terimleri de kullanilabilir. Ancak, pratikte en sik kullanilan tiitiin tirtinii
sigara olmasindan dolay1 genel olarak sigara bagimlilig1 ve sigaranin zararlarindan s6z
edilmektedir’.

Sigara kullanimi1 esnasinda, agiz burun mukozasi, solunum yollar1 ve alveoller,
hatta deriden kolaylikla emilebilen nikotinin beyne ulagsmasi 10-20 saniye icinde
gerceklesir. Yarilanma Omrii 2 saatten kisadir. Kan beyin bariyerini hizla gecerek
nikotinik asetilkolin reseptorlerine baglanan nikotin, dopamin salinimina neden olur.
Dopaminin kisi {izerindeki keyif wverici, rahatlatici etkisi bagimlilifa neden olur.
Zamanla azalan dopamin kiside strese neden olarak nikotin acligi semptomlari olusturur
ve bagimhilig: giiglendirir®,

Sigara diinyadaki en yaygin saglik sorunlarindan birisidir™*®.  Viicuttaki

neredeyse her organa zarar vermekte olup bircok hastaliga sebep olmaktadir'. Sigara,



diinya genelinde halk sagligin1 olumsuz yonde etkilerken, onlenebilir 6liim nedenleri

9,10 T : : <
. Ulkemizde sigaranin neden oldugu 6lim sayisinin

arasinda ilk sirada gelmektedir
yilda 100.000'den fazla oldugu bildirilmistir. Gerekli tedbirler alinmadiginda bu sayinin
2030 yilinda 240.000'e kadar g¢ikacagi on goriilmektedir. Sigara kullanimiin son
zamanlarda 6zellikle kadinlar ve ergenler arasinda yayginlagsmasiyla sigarayla miicadele
ihtiyag haline gelmistirlz. Ulkemizde yapilan gesitli arastirmalara gére kadinlarin sigara
igme oranmin yiikseldigi ve yaklastk 6 kadindan 1’inin sigara kullandigi

saptanmlstlrlz‘lg.

Kadmlarin bulunduklar1 sosyokiiltiirel ortamlara gore gebelik
déneminde farkli oranlarda sigara kullanmaya devam ettikleri gosterilmistir™. Yine
yapilan cesitli caligmalarca sigara kullanan kadinlarin %50-70’inin gebelik esnasinda da

sigara kullanmaya devam ettigi belirlenmistir'®,

2.1.1. Nikotin Emilimi ve Dagilimi

Nikotin zayif bir alkaloiddir. Nikotin, solunum yoluyla alinan katran
damlaciklari ile viicuda transferi gergeklesmektedir. Nikotin, hiicre zarindan ortamin
pH’ sina bagh olarak emilmektedir. Oral boslukta, deride, akcigerde, gastrointestinal

1415 " Bir baz olan nikotin;

sistem ve mesanede nikotin emilimi ger¢eklesmektedir
alveoller ve ince barsak gibi alkali ve genis yiizey alanina sahip ortamlarda ¢ok hizli bir
sekilde emilirken, mide gibi asidik ortamlarda iyonize olup kismen emilimi
gergeklegmektedir“’15’16.

Tiitlin dumani, akcigerlerin kii¢liik hava yollarina ve alveollerine ulastiginda,
nikotin hizla emilir; sigara igilirken solunan nikotinin yaklasik %25'1 kan dolagimina
katilir ve degisik dokulara ulasir. Hamilelerde hizli bir sekilde plasentadan gecerek
amniyotik siviya karigip fetus derisi tarafindan emilimi gergeklesir ve fetal dolasima
katilir'’. Beyne ulagmasi ise 15 saniye iginde gergeklesmektedirlB.

Bu esnada arteriyel kanda bulunan nikotinin, venéz kandakinden alt1 misli fazla
olmasindan dolayi beyinde yiiksek konsantrasyona ulasir'®. Nikotinin plazmadaki
seviyesi beyindeki gibi yiiksek olup siiratle azalir. Bu azalma ile periferik alanlar
doyurulurken, bir taraftan da nikotin elimine edilir. Bir giin iginde birden ¢ok kere
sigara i¢ildiginde, nikotin birikim yapmaya baslar. Bu birikim yapmanin baslamasindan
sonra da gece boyunca nikotin seviyesinde bir korunma olur. Giin iginde nikotinin

plazma seviyesi 20- 40 ng/ml arasinda degisir™.



Nikotinin birikim yaptig1 organlara bakildiginda; akciger, bobrek, karaciger,
dalak ve beyinde en fazla oranda biriktigi, yag dokusunda birikimin ise en diisiik

oranda oldugu sigara kullananlarin otopsi 6rneklerinde gésterilmistir”.

2.1.2. Gebelikte Sigara Kullanimi

Glinlimiizde halk saghigin1 etkileyen ve en Onemli toplumsal saglik
problemlerinden biri olan sigara kullanimi sebebiyle nikotin maruziyeti gebelik
doneminden itibaren baslamaktadir. Ozellikle beyin gelisiminin ¢ok hizli oldugu 3.
trimester en riskli donemdir. Hayvan modellerinin kullanilarak yapildigi ¢alismalarda
gebelik doneminde nikotin maruziyetinin néroteratojen oldugu gosterilmistir®. Gebelik
sirasinda annenin sigara igmesi sebebi ile fetiisiin nikotine maruziyeti, dogumdan sonra
davranis degisiklikleri ve biligsel fonksiyonlarda azalmaya neden olmaktadir®.
Gebelikte sigara igilmesi veya ortamdaki sigara dumaninin solunmasi gebeligi, fetiis
gelisimini, dogumu ve bebek saghigini etkileyebilmektedir. Diinya saglik orgiitiiniin
verilerine gore gelismis Tllkelerdeki kadinlarin yaklasik %20°si sigara igerken,
gelismekte olan iilkelerdeki kadinlarin yaklagik %9’u sigara i¢mektedir. Bu kadinlarin
¢ogu sigara icmeye gebe kaldiklarinda da devam etmektedirler. Bu, bir halk sagligi
problemidir. Ciinkii sigara i¢cimi sadece kadinin sagligina zarar vermekle kalmaz ayni
zamanda gebelik komplikasyonlarina ve yenidoganda ciddi saglik problemlerine de yol
acabilir. Amerika Birlesik Devletleri’nde biitiin gebe kadinlarin sigarayr birakmasi
durumunda 6li dogumlarda %11 ve yenidogan dliimlerinde %5 azalma olacagi tahmin
edilmektedir. Yapilan bir calismada gebelerde sigara tiiketimi perinatal ve fetal
mortalite riskini artirdigi gosterilmistir. Gebelikte sigara i¢cimi plasentada degisikliklere
ve dogum komplikasyonlarina neden olur. Yapilan ¢aligmalarda gebelikte sigara i¢imi
ile plasenta previa arasinda iligki oldugu saptanmigtir. Bunun nedeni tam olarak
bilinmemektedir. Sigara i¢cen annelerin plasentalarinda kontrollere gore farkliliklar
saptanmistir. Sigara igenlerde plasenta genisliginin ve agirliginin daha fazla oldugu, cap
kalinlik oraninin arttigi gosterilmistir. Buna bagli olarak plasentanin yiizey alani
genislemekte ve plasenta previa riskinin attig1 diisiiniilmektedir®’,

Gebelik doneminde bir sekilde nikotine maruz kalinmasi, hem anne hem de fetiis
icin saghk risklerini artirir, ayrica yenidoganda saglik problemlerine sebep olur™.

Gebelik doneminde sigara dumanina veya sigaranin 6nemli bir bileseni olan nikotine



maruziyetin, deney hayvanlarinda ve farelerde norolojik gelisimi degistirdigi, benzer
sekilde insanlarda da nérolojik hastaliklar agisindan risk olusturdugu bilinmektedir?.
Dogum oncesi nikotin maruziyeti ile birlikte olusan norokimyasal degisiklikler,
yetigskinlerde uzun vadeli devam eden davranigsal problemlere yol acabilmektedir®.
Nikotin, dnemli gelisimsel asamalar sirasinda sinaptik fonksiyonlar1 hedef alan tehlikeli
bir noroteratojendir. Son arastirmalar, merkezi sinir sisteminin (CNS) gelisiminin ve
zararli cevresel etkilere karsi hassasiyetinin sigara i¢menin tipik olarak basladigi
ergenlik donemine kadar uzandigini gt')stermektedir24. Gebelik doneminde nikotine
maruz kalan bebek ve ¢ocuklarda, nikotinin ndrotransmitter fonksiyonlarim
duyarsizlastirdigt bu duyarsizlastirmanin ise hastalarin tiim hayatin1 etkileyen bir
olumsuzlukla sonuc¢landigr goriilmiistiir. Hayvan modellerinde yapilan g¢alismalarda;
nikotin maruziyetinin, beyin gelisiminde noéral yolaklarin gelisimini riske atan bir
noroteratojen oldugu kesin bir sekilde gosterilmistir. Bu nedenlerle dogum Oncesi
donemde annenin sigara i¢cmesi veya nikotine maruz kalma fetiis gelisiminde
anormalliklere yol acabilir. Genglik ve yetiskinlik doneminde ise ndrolojik problemler
agisindan riskleri artirabilir®.

Sigara igmenin ve nikotin maruziyetinin arastirildig ¢esitli hayvan deneylerinde
sigara dumani veya nikotine maruz kalmanin fetal sinir gelisimi lizerinde genis ¢apta bir
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Hamilelik sirasinda annenin sigara igmesi ile
cocugun davranigsal ve biligssel gelisimi arasindaki iligkiyi inceleyen bir c¢alisma,
hamilelik sirasinda maternal sigara igmenin dolayisi ile nikotin maruziyetinin 3 ila 24
aylik ¢ocuklarin sinirsel gelisimi lizerinde dnemli yan etkileri oldugunu gbstermistirs.
Dogum 6ncesi donemde sigara igmenin ve nikotin maruziyetinin fetiisteki nérokimyasal
ve davranigsal degisiklikler iizerindeki etkilerini belirlemek ve incelemek i¢in yapilan
baska bir calismada, 58 Long-Evans sicam1 kronik olarak dogum oncesi ve sonrasi
nikotine maruz birakilmistir. Bu maruziyet sonucunda dogan yavrularda uzamsal
ogrenmede eksiklikler, davranis ve dikkat bozukluklari oldugu goézlenmistir. Biligsel
islevdeki bu anormalliklerin, nikotin maruziyetinden uzun siire uzak durduktan sonra
bile devam ettigi gosterilmistir’.

Gebelik doneminde annenin sigara igmesi ile fetiisiin nikotine maruz kalmasi
yenidoganda diisiik dogum agirlig1 ve dogum defektleri gibi ¢esitli zararh etkilere sebep

olmaktadir. Cok sayida ¢alisma gebelik doneminde maruz kalinan nikotinin sinirsel



gelisim tizerine ¢ok cesitli yan etkileri oldugunu gdstermistir. Ancak, bu etkinin gelisim
sirasinda  Ozellikle embriyonik hiicrelerin sinir hiicrelerine farklilasmasi sirasinda
hiicresel diizeyde ne gibi degisiklikler yaptigr ile ilgili anlagilmayan noktalar

bulunmaktadir®.

2.1.3. Nikotinin Norogelisimsel Etkileri

Norogelisimsel bozukluklar, dncelikle norolojik sistem ve beynin isleyisi ile
iligkili bozuklulardir. Cocuklardaki norogelisimsel bozukluklarin Grnekleri arasinda
dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugu (DEHB), otizm, 0grenme giicliigli, zihinsel
Oziir, davranis bozukluklari, serebralpalsi, gorme ve isitme bozukluklar1 sayilabilir.
Norogelisimsel rahatsizliklarda genetik etmenlerin 6nemli bir rolii vardir, hatta zihinsel
Oziirliilik gibi bazi norogelisimsel hastaliklarin belirli genlerle iliskili oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, ¢ogu norogelisimsel hastaligin, herhangi belirli bir
nedenden ziyade karmasik ve c¢oklu sebepleri vardir. Bu bozukluklarin ortaya
cikmasinda; muhtemelen genetik, biyolojik, psikososyal ve cevresel risk faktorlerinin
etkilesimi s6z konusudur. Annenin hamilelik sirasinda alkol, tiitlin veya yasadist
uyusturucu kullaniminida iceren c¢ok c¢esitli cevresel risk faktorleri norogelisimi
etkileyebilir. Ornegin; dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugunun, genetik ve cevresel
faktorlerin ortak etkisinden kaynaklandigini gostermektedir®. Cevresel faktorler iizerine
yapilan aragtirmalarin ¢ogu fetal ortama odaklanmistir. Gebelikte sigara kullaniminin
norogelisimsel bozukluklar {izerinde etkili olduguna dair raporlar vardir. Hamilelik
sirasinda annenin sigara i¢cmesi, ¢ok sayida calismada c¢ocukta DEHB riskinin
artmasiyla iliskilendirilmistir4.

Kemirgenler iizerinde yapilan preklinik ¢alismalar gostermektedir ki asetilkolin,
fonksiyonel olarak ligand iliskili iyon kanali olan nikotinik asetilkolin reseptorlerini
(nACRNh) aktive ederek beyin maturasyonunde dnemli bir rol oynamaktadir. Nikotinik
asetilkolin reseptorleri fetiisiin santral sinir sisteminde fazla miktarda bulunur ve kritik
gelisme periyodunda beynin belirli bolgelerinde yogunlugu artar. Bu reseptorlerin
aktivasyonu norotransmitter salimimini, gen ekspresyonunu, hiicre devamliligi,
maturasyonu ve sinaps olusumunu diizenler. Nikotin de asetilkolin gibi bu resptorlere
etki eder. Prenatal ve postnatal nikotin maruziyeti beynin seksiiel farklilasmasini,

hiicrenin yasam siiresini ve sinaps olusumunu olumsuz yénde etkilemektedir®’.



Prenatal ve postnatal nikotine maruz kalan hayvan modellerinde goriilmiistiir ki
nikotin ndroteratojendir; noronal hiicrelerin replikasyon ve farklilagsmasini kotii yonde
etkilemektedir. Ayn1 zamanda sinaps bolgesindeki biyokimyasal anormalliklere sebep
olmaktadir®’. Bazi yapilan invitro calismalarda, nikotin hipokampiisteki progenitor
hiicrelerde apoptozisi tetikledigi goOsterilmistir. Bundan dolayi, sigara icenlerin
cocuklarinda dikkat ve kognitif bozukluklar, 6grenme giicligii ve hafizada azalma,
diisiik IQ seviyesi, davranis bozukluklarinin insidansinda artis goriilmektedir. Nikotinin
kognitif fonksiyonlar iizerine olan teratojenik etkisi yasa ve cinsiyete baglidir, uzun

siirelidir ve AMPA reseptér fonksiyonu ile iligkilidir®.

2.1.4. Nikotinin Sinir Sistemine Etkileri

Nikotinin sinir sistemi iizerindeki etkisi daha ¢ok sempatik sinir sisteminde
gozlenmektedir. Nikotin, adrenal medullada epinefrin salgilanmasini artirir. Epinefrin
salinimi preganglionik sempatik yollardaki nikotinik asetilkolin reseptorlerini uyarir ve
asetilkolin saliniminda biiyiik oranda artis meydana gelir. Periferik sinir sisteminde
noromiiskiiler kavsak, otonomik ganglionlar, adrenal medullanin kromafin hiicreleri ve
duyusal sinir uglarinda nACRh’lerinin aktiflesmesinden dolayi sigara birakilmasinin zor
oldugu belirtilmistir®2.

Nikotinin sempatik sistemini uyarmasi kardiyovaskiiler sistemde kalp hizi,
miyokart kontraktibilitesini yiikselterek kalp debisinde artisa neden olur. Nikotin,
iskelet kasi gibi dokularda damar genislemesine, deri ve bazi bolgelerde de damar
daralmasima sebep olmaktadir®.

Nikotinin baz1 psikoaktif etkileri oldugu da saptanmistir. Nikotin bazi
reseptorlerle hizli bir sekilde etkilesip (dopamin, serotonin, asetilkolin, gammaamino
butirik asit, glutamat) noradrenalin gibi uyarict maddelerin salinimina neden
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olmaktadir Bu wuyarici maddeler insanda akatizi’ye (huzursuzluk, yerinde

duramama), istah azalmasi ve metabolizma hizinim artmasi gibi olaylara sebep olur®’.



2.2. Kok Hiicreler

Kok hiicreler viicudun dogal rezervuaridir, kullanilmis veya hasar gormiis 6zel
hiicre stoklarini yeniler. Hepimizin iginde calisan ¢esitli kok hiicreler bulunmaktadir.
Ornek olarak; su anda, kemik iligimizde bulunan kdk hiicreler her giin ihtiyacimiz olan
milyonlarca yeni kan hiicresini yapmaktadir®®. Viicudumuzun galismasim saglamak icin
stirekli olarak yeni hiicreler tiretmeye ihtiyacimiz vardir. Kan ve kas hiicreleri gibi bazi
Ozellesmis hiicreler, hiicre boliinmesi yoluyla kendi kopyalarimi yapamazlar, bunun
yerine kok hiicre popiilasyonlari vasitasiyla yenilenirlerzg.

Eskiden beri bilim insanlari, ¢esitli hastaliklara ¢are bulmaya ¢alismistir. Bu
calismalar giiniimiizde de devam etmektedir. Ozellikle doku-hiicre-organ nakillerinde
karsilasilan zorluklar sonucunda; bireyin kendisinden alinan hiicrelerin (kok hiicreler)
kullanim1 giindeme gelmistir. Yenileyici veya tamir edici tip alaninda kok hiicrelerden
yararlanilmaktadir. Kok hiicre; uzun zaman dilimleri boyunca boliinebilme ve kendini
yenileyebilme yeteneginde olan, 6zellesmemis, farkli hiicre tiplerine farklilasabilme
yetenegi olan ve hasarli dokularda dokunun islevini kazanmasini saglayan hiicreler
olarak tanimlanmaktadir. Bu 6zellikleriyle viicuttaki somatik hiicrelerden farklidirlar.

Kok hiicre terimi ilk olarak 1868 yilinda Alman biyolog Ernst Haeckel
tarafindan filogenik iliskilerin arastirilmasinda “tiim c¢ok hiicreli organizmalarin tek
hiicreli atas1” anlaminda kullanilmigtir. Sonraki yillarda Haeckel, bu terimi filogeniden
embriyolojiye genisleterek “organizmanin tiim hiicrelerine yol acan déllenmis yumurta”
anlaminda kullanilmasin1 6nermistir. 1892 yilinda germ hiicrelerinin embriyonik
gelisimde ayrimini inceleyen Theodor Boveri, Haeckel'in bu tanimini bir adim daha ileri
gotiirerek, kok hiicreyi “dollenmis yumurta ile olgunlasmis germ hiicreleri arasindaki
germ hatti soyundaki hiicreler” olarak tanimlamistir. Ayni yillarda, hematopoietik
sistemin gelisimi ve yenilenmesi ile ilgili yapilan c¢aligmalarda, kanda ¢esitli hiicre
tiplerinin ortak bir oncii hiicresinin oldugu gosterilmistir. Bu gelismeleri takiben, kok
hiicreler hematopoietik sistemin ortak Onciisiinii ifade etmek icin kullanilmaya
baslanmigtir. Hematopoietik sistemde kok hiicrelerin varliginin gosterilmesi ile merkezi
sinir sistemi, bagirsak, deri gibi birgok dokuda kok hiicreler belirlenmistir. Kok hiicre
terimi ilk olarak yalnizca ilkel germ hiicreleri i¢cin kullanilsa da giliniimiizde hem
kendilerini yenileyebilen hem de bir veya bircok hiicre tipine farklilagabilen hiicreler

olarak tan1m1anmaktad1r30(Sekil 1).



Kok hicre nedir?

kendini yenileyebilir veya

Farkhlasmamis bir hicre

' birgok farkl hiicre tipine

/«S&/" farklilasabilir
f :'. < =

Sekil 1. Kok hiicre nedir? Viicudu olusturan hiicre tiplerine farklilagabilen ayni zamanda kendini
p Y
yenileyebilme 6zelligine sahip hiicrelerdir®.

2.2.1. Kok Hiicrelerin Tarihcesi

Kok hiicreler, insan viicudunun 6zellesmemis hiicreleridir. Bir organizmanin
herhangi bir hiicresine farklilagabilme ve kendini yenileme yetenegine sahiptirler. Kok
hiicreler hem embriyolarda hem de yetiskin hiicrelerde bulunur. Birka¢ o6zellesme
basamagi vardir. Gelisimsel potansiyeli her basamakta azalir ki bu, unipotent bir kok
hiicrenin, pluripotent bir kok hiicre gibi birgok hiicre tipine farklilasamayacagi anlamina
gelir.

Kok hiicreler tiim doku ve organlarin gelisimi, biiylimesi, bakimi ve onarimi i¢in
hayati 6nem tasir. Gelisimin erken asamalarindan Olene kadar insan viicudunda
bulunurlar. Kok hiicrelerin en 6nemli 6zelligi, hiicre boliinmesi yoluyla kendilerini
yenileyebilmeleri ve genis bir hiicre yelpazesine farklilasabilmeleridir. Kendini-
yenileme, kok hiicrelerin sayisiz kez boliinlirken kok hiicre 6zelliklerin korunmasi
ozelligidir. Bu 6zellik gelisim sirasinda kok hiicre sayisinin artmasini saglar ve daha
sonra bu hiicrelerin yetiskin viicudunda yasam boyu korunmasini saglar. Bu olay, kok
hiicrelerin ana hiicreye benzer kok hiicre 6zelliklerine sahip bir veya 2 yavru hiicre
olusturmak i¢in asimetrik veya simetrik olarak bdliinmesiyle gerceklesir. Hiicrelerin

kendini yenileme kapasitesi, hiicre mikrocevresinden gelen sinyaller tarafindan
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diizenlenen hiicre i¢i mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir. Bu mikrogcevre kok
hiicreleri korumakla birlikte bu hiicrelerin fonksiyonunu diizenlemektedir.

Kok hiicrelerin diger bir o6zelligi, potensidir. Kok hiicreler viicutta birgok
dokudan izole edilebilmekle birlikte bu hiicrelerin farklilasma potansiyeli birbirlerinden
farklidir. Potensi, kok hiicrelerin farkli hiicre tiplerine farklilagabilme potansiyelidir.
Kok hiicreler, bu farklilagsma potansiyellerine gore farkli gruplara ayrilabilir.

K&k hiicrelerin potansiyeli, Waddington’un epigenetik modeli ile gosterilebilir®.
Bu modelde, en tepedeki top en yiiksek potansiyele sahip kok hiicreyi temsil eder. Top
ancak bir yone dogru gitmektedir ve gittigi bu yonde kok hiicre asama asama farklilagir.

Yolun sonunda ise en nihayet 6zellesmis bir hiicre tipi ile sonlanir (Sekil 2).

,‘,._” £ \ (
[ "1 ’ L ,”‘s"‘ ||‘l i {
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Sekil 2. Waddington’un epigenetik modeli. Ayn1 noktadan baslayan vadinin tepesindeki misketlere,
metaforda belirtilen asagi yuvarlanma esnasinda kanalize olunan farkli yollarin (A ve B)
goriinmesi i¢in diger misketler eklenmis ve sonlanimlarinin farkli oldugu sematize edilmistir®.

2.2.2. Kok Hiicre Tiirleri

Kok hiicreleri farkli sekillerde siniflandirmamiz miimkiindiir. Kok hiicrelerin
farklilagabilme kapasiteleri g6z Oniine alindiginda 4 farkli grupta kok hiicre oldugunu
goriiriiz (Sekil 3). Hiyerarsinin en iist sirasinda totipotent hiicreler yer almaktadir.
Totipotent hiicrelerin bir alt basamaginda pluripotent hiicreler yer alir. Pluripotent
hiicreler blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilirler. Gelisim ilerledik¢e hiicreler
pluripotensi  ozelliklerini  kaybederek daha Ozellesmis hiicrelere doniisiirler.
Bulunduklar1 dokuya 6zgii hiicreleri olusturabilen kok hiicreler multipotent kok hiicreler
diye adlandirilir. Son donemde multipotent kok hiicrelerle yapilan ¢aligmalarda, sadece

bulunduklar1 dokuya ait hiicreleri degil farkli dokulara ait hiicreleri de meydana
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getirebildikleri gosterilmistir®. Bu tip farklilagma transfarklilasma veya plastisite olarak
adlandirilir. Hiyerarsinin en altinda ise unipotent kok hiicreler ya da progenitor hiicreler
bulunur. Progenitor hiicreler, kendini yenileme oOzelligine sahip olmayip, sadece

Ozellesmis hatlara farklilasma yetenegindedirlergz.
2.2.2.1. Farkhilasma Ozelliklerine Gore Kok Hiicreler

2.2.2.1.1. Totipotent kok hiicreler

Totipotent hiicreler, bir oosit bir sperm tarafindan dollenip zigot gelistiginde
meydana gelir. Zigot tim bir organizmay1r meydana getirebilme yetenegindedir. Yani
totipotent hiicreler bir organizmanin gelisimi igin gerekli olan embriyoyu ve embriyoya
ait ekstraembriyonik membran ve dokulari olusturabilirler®. Zigotun ilk 2 béliinmesi
sonucu olusan 4 hiicreli asamasindaki olusan hiicreler totipotent oOzelliktedir.
Dolayisiyla totipotent kok hiicreler en yiiksek farklilasma potansiyeline sahip kok

hiicrelerdir®,

2.2.2.1.2. Pluripotent kok hiicreler

Pluripotent hiicreler (embriyonik kok hiicreler), embriyoya ait li¢ germ
yapragindan gelisen tiim hiicreleri yani; endoderm, mezoderm ve ektoderm olarak
bilinen 3 germ tabakasina farklilasabilme kapasitesine sahip hiicrelerdir. Fakat
ekstraembriyonik  yapilari  olusturamazlar. Bu nedenletim bir organizmay1
olusturabilme yeteneginde degillerdir®®. Zigotun birbirini izleyen 5-6 bélinmesiyle
blastokist denilen yapi1 olusmakta ve bu asamadaki hiicreler ¢ogalip, farklilasarak
organizmadaki tiim hiicre tiplerini olustururlar. Insanda 5-6 giinliik blastokistin I¢ Hiicre
Kiitlesinde (IHK) (Inner cell mass) yer alan hiicreler pluripotenttir ve biitiin hiicre
tabakalarim1 ve onlardan koken alacak diger doku ve organ sistemlerini olusturabilme

kapasitesine sahiptir®.

2.2.2.1.3. Multipotent kok hiicreler
Yetiskin dokularda bulunan ve bir organ icindeki bircok belirli hiicre soylarina
farklilasabilen kok hiicrelerdir. Yetiskin viicudundaki kok hiicreler multipotent veya

unipotent Szelliktedir™.
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2.2.2.1.4. Unipotent kok hiicreler

Sadece tek bir hiicre tipine farklilasabilmektedir, ancak kok hiicre olmayan diger

hiicrelerden farkli olarak kendini yenileme kapasitesine sahiptir. Ornegin, progenitor

hiicreler tek bir hiicre tipine farklilasabilmelerine ragmen, kendini yenileyebilme

kapasitesine sahip degildir®*

@ Dollenmis yumurta
. 4

Totipotent (é) Zigot
) 4
é,% 8 hicreli basamak
L Blastokist
iHK ==p-EKH'ler
\ V¥
Pluripotent
Endoderm Mezoderm Ektoderm
wuttiootens @ \Q ke
C" MKH' Ier D
HKH'ler —— —w NKH'ler
FKH' |er FKH'ler FKH'ler
e e @ @
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Progenitérier S ‘ C‘ ‘ >
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Farklilasmis .: / 50
hucreler - B
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Sekil 3.Kdk hiicre potensilerine gore siniflandirilmasi. Déllenme sonrasi olusan zigottan eriskin hiicrelere
kadar farkli hiicre soylarina farklilasma yetenegine gore, yani potensilerine gore kok hiicre
cesitlerinin sematik gosterimi. THK (¢ hiicre kitlesi), EKH’ler (Embriyonik kok hiicreler),
iPKH’ler (indiiklenmis pluripotent kok hiicreler), MKH’ler (Mezenkimal kok hiicreler),
HKH’ler (Hematopoietik kok hiicreler), FKH’ler (Fetal kok hiicreler), NKH’ler (Noral kok

hiicreler)®.



2.2.2.2. Elde Edildikleri Kaynaklara Gore Kok Hiicreler

Kok hiicreleri bir baska sekilde siniflandirmamiz da miimkiindiir. Kok hiicrelerin
elde edildigi kaynak bakimindan bir baska deyisle organizmada bulundugu yer
acisindan siniflandirmak da mimkiindiir. Kok hiicreleri elde edildigi kaynak

bakimindan smiflandiracak olursak (Sekil 6);

2.2.2.2.1. Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

Gelisimin ilk 8-hiicre asamasindan sonra, blastomerler totipotensi ozelliklerini
asamal1 olarak kaybederek 2 farkli soya farklilasirlar. Bunlar; i¢ hiicre kitlesi IHK ve
Trofoektoderm (TE). IHK fetiisii olusturan hiicre grubu iken, TE ekstraembriyonik
yapilarin  olusumuna katilirlar. Embriyonik Kok Hiicreler (EKH), blastokist
asamasindaki IHK icindeki endoderm, ektoderm ve mezoderm farklilasabilen
pluripotent hiicrelerdir. In vivo’da IHK igindeki bu EKH’ler fetiisiin gelisimi devam
ettikce hizli bir sekilde farklilasmaktadirlar. Ancak, bu hiicreler izole edilip in vitro
kiiltiire edildiginde, istenilen herhangi bir hiicre tipine farklilasabilmektedir. 1981
yilinda Martin ve Evans farelerin IHK’den EKH’leri elde etmislerdir (Sekil 4). 1998°de
ise Thomson ve arkadaslart In Vitro Fertilizasyondan (IVF) fiiretilmis insan
embriyolarindan insan EKH hiicrelerini izole etmislerdir®. Embriyonik kok hiicreler
biyomedikal arastirmalarda ve gelisimin erken donemlerinin arastirilmasinda yogun

olarak kullanilmaktadir®*.

14



. Morula

j
i

- \ Blastokist

\Jg hicre kitlesi

Kék hucre
kaltara

Farkhlasmamis
embriyonik kék
hucreler

Ozellesmis hiicre tiplerine farklilasma

Sekil 4. Embriyonik kok hiicreler. Embriyonik gelisimin 4-5. Giinlerine uterusa implante olmadan 6nceki
150-200 hiicrelik blastokist asamasinda i¢ hiicre kitlesinden elde edilen pluripotent kok
hiicreler®.,

2.2.2.2.2. Fetal Kok Hiicreler

Gebeligin sekizinci haftasindan itibaren anne karnindaki canliya fetiis
denmektedir. Fetliste bulunan kok hiicre 6zelligindeki hiicrelere fetal kok hiicreler
denmektedir. Fetal kok hiicreler; fetiisiin kan ve kemik iligi dokusu dahil diger fetal
dokularindan da elde edilebilmektedir. Fetusta bulunan fetal kok hiicreler genellikle
puliripotent 6zellikteki kok hiicrelerdir®’. Bu pluripotent dzellikteki kok hiicrelerin
yaninda; fetal kan dokusu hematopoetik kok hiicre kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Fetal kan dokusundan elde edilen hematopoetik kok hiicrelerin, kordon kani veya
yetiskin kemik iliginde bulunan hematopoetik kok hiicrelere nazaran daha hizh

cogaldigt gésterilmistir38.
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2.2.2.2.3. Kordon Kam Kok Hiicreleri

Giliniimiizde yapilan arastirmalar neticesinde yenidogan gobek kordonundan elde
edilen hiicrelerin farklilasma kapasiteleri daha sinirli olan multipotent 6zellikte kok
hiicreler oldugu gésterilmistir34. Son zamanlardayeni dogan kordon kani veya bu

kandan izole edilen kok hiicreler saklanmaktadir.

2.2.2.2.4. Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler

Ilag gelistirilmesi, hastalik modellerinin olusturulmas1 ve ozellikle gelisimsel
biyoloji gibi calisma alanlarinda embriyonik kok hiicrelerin sebep oldugu etik
sorunlarin asilmasi i¢in 6ne ¢ikan bu hiicreler, embriyonik kdk hiicreler gibi pluripotent
ozellige sahip hiicrelerdir®®,

Bu  hiicreler tamamen laboratuvar ortaminda somatik hiicrelerin geri
programlanmasi, bu hiicrelere yeniden farklilagsabilme yetenegi kazandirilmasi ile
olusturulurlar (Sekil 5). 2006 yilinda Shinya Yamanaka ve ekibi OCT4, SOX2, KLF4
ve C-MYC transkripsiyon faktorlerini kullanarak deri fibroblast hiicrelerini geri
programlayarak  6zellesmis bu hiicrelere pluripotensi  ozelligi  kazandirarak

iiretmislerdir®.

{indﬁklenmis Pluripotent Kok Hucreler (iPKH)J

Yamanaka Faktorleri

@ct3/4 @

Retrovirusler

Fibroblastlar IPKH

Fare iPKH insan iPKH
2006 yilinda 2007 yilinda

Sekil 5. indiiklenmis pluripotent kok hiicreler. Yamanaka faktorleri olarak bilinen faktérlerin (Oct4/3,
Sox2, c-Myc ve Klf4) ilk olarak 2006 yilinda hayvan ve 2007 yilinda insan somatik hiicresine
viral transfeksiyon ile aktarilmasi yoluyla iiretilmis pluripotent kok hiicrelerdir®.
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2.2.2.2.5. Yetiskin Kok Hiicreler

Yetiskin kok hiicreler; yetiskin organizmada bulunan totipotent veya multipotent
Ozellikteki, organizmada yasam boyu siiregelen yenilenme ve doku onarimi gibi
yasamsal stireglerden sorumlu olan kok hiicrelerdir. Doku biitiinliigii ve yasamin devami
icin gerekli olan; yeni hiicreler liretme veya hasarli dokularin yenilenmesi gibi gorevler
icin gereklidir. En énemli gorevleri bulunduklari dokuyu korumak ve yenilemektir®.
Yillarca boliinmeden kalabilirler. Hastalik ve doku zedelenmesi gibi durumlarda
aktifleserek gorevlerini yaparlar. Yetiskin kok hiicreler diger kok hiicrelerin aksine,
merkezi sinir sistemi, kemik iligi, retina, iskelet sistemi gibi bircok dokuda
bulunmaktadirlar®. Adipoz kaynakli kok hiicreler, endoteliyal kok hiicreler, kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicreler gibi hiicre ¢esitleri yetiskin kok hiicrelere 6rnek

olarak verilebilir®*,

Embriyonik
Kok
Hucreler

Kok Erigkin
Hicreler B Kok

Hucreleri

Embriyonik : :
Olmayan ; F'::;":
Kok (7

Hucreler Hicreteri

Kadavra
Kok
Hicreleri

Sekil 6. Kaynaklarina gore kok hiicreler™.
2.2.2.2.6. Fare Embriyonik kok hiicreleri

Fare embriyolarindan elde edilen fare embriyonik kok hiicreleri (EKH) ilk

olarak petri kabinin altindaki besleyici hiicre tabakasi olarak kullanilan fare embriyonik
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fibroblastlar1 (FEF) {izerinde biiyiitiilmiis, daha sonra biiyliyen koloniler pasajlanarak
fare EKH firetilmistir. Bu asamalarda, kullanilan bazi fare suslarinin daha basarili
oldugu goriilmiistiir. EKH bir kez elde edildikten sonra kuramsal olarak sonsuz kez
cogalabilir ve tiim hiicre tiplerine farklilasabilir. Kiiltiir kosullarinda pasajlar boyunca
normal bir karyotip sergiler, sayilarim1 her 12-15 saatte iki katina g¢ikarir ve hiicre
bsliinme dongiisii i¢inde kisa bir Gl evresi gegirirler™.

EKH'nin kiiltiir ortaminda ¢ogalabilmesi i¢in mitozu durdurulmus olan FEF'e
gereksinim duymasi bu hiicrelerin EKH iizerinde o6zellikle kendini yenileme ve
kendiliginden farklilasmay1 engelleyen bazi 6nemli faktdrleri barindirdigini gosterir.
Birbirinden bagimsiz calisan iki arastirmaci grubu bu etkenin 16semi engelleyici faktor
(LiF) oldugunu ortaya koymustur* “*, LIF sitokin grubu proteinlerin interlékin-6 (IL-6)
ailesinin iiyelerinden eriyik bir glikoprotein olup etkisini hiicre zarinda bulunan gp130
sinyal molekiilii iizerinden gosterir.Cok sayida hiicresel olayda yer alan bu sinyal
molekiili STAT sinyal yolagini etkinlestirir. Diger sitokin ailesi tiyeleri olan IL-11,
onkostatin M (oncostatin M, OSM), siliyer norotrofik faktor (ciliary neurotrophic factor,
CNTF) ve Kkardiyotrofin-l (cardiotrophin-l, CT-1) de EKH'nin pluripotensilerini
korumada benzer etki gosterir. IL-6 ailesi sitokinlerinin yoklugu, FEF'in ortadan
kalkmasi veya STAT3"in etkinligini yitirmesi gp130 molekiiliiniin devre dis1 kalmasina
ve boylece hiicrelerin farklilasmaya baslamasma neden olur®. EKH'in kiiltiir
ortamlarinda fenotipik 6zelliklerinden olan embriyonumsu cisim (EC) olusturma ve bir
transkripsiyon faktorii (TF) olan Oct4 ifade diizeyi goz 6niine alindiginda optimum LIF
derigsiminin 2500 PM (pikomol; 10-12 M) oldugu bulunmustur.Bu etki reseptor-ligand
etkilesiminin belli bir esik degerde oldugunu ve ancak uygun sitokinlerin bu etkilesimi
saglayabildigini gosterir.

Bilindigi iizere kok hiicrelerin tanimlanmasinda en yaygin kullanilan olgiitler
hiicredeki 6zgiin yiizey isaretleyicilerinin ve molekiillerin belirlenmesidir (Cizelge 1).
Bir bagka ifadeyle bir hiicre grubunda bu isaretlerin yogunlugu o hiicre grubunun
kokliiliik diizeyini gosterir. Fare kaynakli EKH'de bugiin kabul edilen en belirgin
isaretler SSEA-1, 9130, Oct4, alkalin fosfataz (AF) ve telomeraz enzimi etkinligidir®.
Ozellikle blastokiste giden siiregte Oct4'{in ortaya ¢ikis1 ve IHK hiicrelerine 6zgii hale
gelmesi, EKH'nin pluripotensi 6zelligini kazandigi anlamina gelir. Oct4'lin

pluripotensiyi koruyan diizeyinin yarisina diismesi hiicrelerin ilkel endoderm,
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mesoderm ve ektoderm tabakalarini olusturmasina sebep olur. Bir baska TF olan

Nanog'un da pluripotenside &nemli bir etken oldugu kabuledilir. implantasyon éncesi

embriyolarda Nanog ifadesi sadece epiblast hiicrelerinde bulunur®*,

SSEA-1 + - +
SSEA-3, SSEA-4 - +
TRA-1-60, TRA-1-81 - +
TRA-2-54

GCTM-2 -
TG343 bilinmiyor
TG30 bilinmiyor
CD9 +
CD133

Oct4

Nanog

Sox2

FGES ve brachyury

bilinmiyor
bilinmiyor

4+ B8+ R 4+ S - BEE 4

+ B8 + i+
+ EUE + [N +

2.3. Farkhilasma

Farklilagma, bir hiicrenin (kdk hiicre) daha 06zellesmis islevleri
gerceklestirebildigi baska bir hiicre tipine doniismesidir. Farklilasma bir dizi
biyokimyasal ve fenotipik olaylarin yani sira gen ifadelerinin de degistigi karmasik bir
stirectir. Farklilagma tek bir hiicre olan zigottan, doku ve organ sistemlerinin oldugu ¢ok
hiicreli organizmalarin gelisimi sirasinda sayisiz kez meydana geldigi gibi yetiskin
viicudunda da doku tamiri veya yenilenmesi gibi siireclerde de gergeklesir45. Hiicrelerin
farklilagsmasini kontrol eden mekanizmalarda sinyal iletim sistemi oldukca onemli bir
rol oynar. Ozellikle biiyiime faktorleri, ligand gibi davranarak hiicrede bulunan
kendilerine spesifik reseptorlere baglanarak, hiicre i¢inde bir dizi fosforilasyon olayma
sebep olur boylece transkripsiyon faktorleri, hiicre i¢i iskelet proteinleri gibi dnemli
proteinler aktif hale gelir. Sonugta hiicrede kdkten bir degisim meydana gelmis olur®*,

Bir hiicrenin yapisal ve islevsel olarak yeni 6zellikler kazanmasina farklilagsma
(diferansiasyon) denir. Ayrica, kdk hiicre biyolojisinde kullanilan, geriye farklilagma
(dedifferansiasyon) ve oOteye farklilagma (transdiferansiasyon) gibi bazi terimler

vardir*®. Farklilasma siirecini tamamlamis veya bu yolda ilerleyen bir progenitdr
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hiicrenin, erken gelisim evresindeki diizeyine geri donmesine dediferansiasyon denilir
ve indiiklenmis pluripotent hiicreler bunun bir 6rnegidir. Transdiferansiasyon yetigkin
bir hiicrenin, yetiskin bagka bir hiicreye farklilagsmasina denir. Transdiferansiasyonda
siire¢ ya direk gergeklesir ya da ara basamak olarak dedifferansiasyon da g6rﬁlebilir46.
Fibroblastlarin endotelyal hiicrelere doniisiimii direk transdiferansiasyona bir drnektir.

Farklilasmanin baslama asamast ‘“kararlanma (determinasyon)” olarak
adlandirilir. Kararlanma stirecinde kok hiicreler geri doniisiimsiiz olarak farklilasma
kararin1 vermektedir. Bir kok hiicre, spesifik bir hiicre tipine farklilasacak sekilde
kararlanmigsa, ortamda farklilasma i¢in gerekli kosullar bozulsa bile o hiicre
kararlastirdig hiicre karakterini kazanir boylece o hiicreye ulagsmay1 garantiler. Bir kok
hiicrenin farklilasma yolundaki kararlanma asamasi, bu hiicrenin béliinme zamanini ve
ne yonde farklilasacagin belirler®’,

Gelisimde farklilasma hem hiicredeki gen seti hem de hiicrenin bulundugu
cevreden gelen sinyal tarafindan indiiklenir. Cevreden gelen sinyaller, komsu
hiicrelerden gelen sinyaller olabildigi gibi uzak hiicrelerden hiicreler arast matriks
araciligi ile de gelebilir. Ayrica bu sinyallerin hiicrenin mikrogevresinde bulunma stiresi
de farklilasmada 6nemli rol oynar.

Farklilasmada etkili olan baska bir mekanizma ise asimetrik hiicre boliinmesidir.
Hiicrenin sitoplazmasinda ve/veya cevresinde meydana gelen sinyallerin yonii ve
uzaysal dagilimlarinin farkli olmasina bagli olarak iki yavru hiicre birbirinden farkl: bir
fenotipe sahiptir. Bu durumda, farklilagma sinyalleri, buna yanit veren reseptorlerin
diizeyi ve gen diizenleyicileri de farkli olacaktir. Sonugta her iki hiicre farkli bir yol
secerek bu hiicrelerden biri daha 6zellesmis bir hiicre olma yolunda ilerlerken, digeri ise
farklilasmamis halde kalmaya devam edecektir.

In vitro fare EKH iizerinde yapilan deneylerde, bu hiicrelerin kardiyojenik,
miyojenik, noronal, epiteliyal ve vaskiiler diiz kas hiicrelerine farklilasabildigi ve

dokuya 6zgii genleri, proteinleri ve iyon kanallarini eksprese edebildigi gésterilmistir34.

2.3.1. Farkhlasmanin Epigenetik Kontrolii
Gametler hari¢ viicuttaki her hiicre ayn1 genetik yapiya sahip olup bir hiicre
tipini diger bir hiicre tipinden ayiran sey ise gen ifade farkliliklaridir. Dolayisiyla bir

kok hiicrenin, kok hiicre, oncii hiicre veya 6zellesmis olgun hiicre olarak kalmasinin
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karar1, epigenetik mekanizmalar tarafindan verilmektedir ve epigenetik mekanizmalar
hiicrenin farklilagmasinda ©nemli bir faktdrdiir. Hiicrelerin pluripotensi diizeyini
belirlemede en etkili transkripsiyon faktorleri olan Oct4, Sox2 ve Nanog proteinleri,
kromatin yapisi, histon degisimleri ve DNA metilasyonu ile hedef genlerin ifadesini
indiikler veya baskilar. Ayrica DNA metiltransferazlar tarafindan gergeklestirilen CpG
dintikleotidlerindeki sitozinlerin metilasyonu DNA {izerinde kalitilabilen bir bask1
olusturur. Ornegin EKH’lerde CpG bdlgelerinin biilyiikk boliimii metilsiz olmakla
birlikte, farklilasma ile Oct4 ve NANOG gibi baz1 gen grubu metile olur ve bu genlerin
ifadeleri baskilanir. Farklilasmayi diizenleyen epigenetik mekanizmalar ise hiicrede
sinyal iletim sisteminden etkilenir, hiicrenin bulundugu ¢evrede bulunan biiyiime
faktorleri veya komsu hiicrelerden salgilanan sinyal molekiilleri hiicre iginde
transkripsiyon faktorleri tizerinden gen ifadesini degistirebilmektedir48.

1957 yilinda C. H. Waddington tarafindan ortaya atilan Epigenetik Vadi
Modeli’nde, farklilasma kararini vermekte olan hiicrelerin vadiden asagi yuvarlanan
miskete benzetilmistir. Waddington hiicrelerin farklilasmaya dogru giderken bazi ortak
noktalardan gegctigini, bir noktada birbirinden ayrildigin1 ve her bir hiicre grubunun
farkl1 yollara girip yolun sonuna kadar ilerledigini 6ne siirmiistiir*®. Bu vadide kromatin
diizenleyicileri, DNA metilasyonunda yer alan proteinler (DNA metiltransferazlar ve
DNA demetilazlar), histon degisimleri yapan proteinler (histon asetiltransferazlar,
histon demetilazlar, histon metiltransferazlar histon demetilazlar) ve transkripsiyon

faktorleri 6nemli rol oynamaktad1r48.

2.3.2. Noronal Farklilasma

Memelilerin sinir sisteminin karmasik gelisimi, embriyogenez ve erken postnatal
stirecte bir dizi epigenetik ve hiicrenin endojen sinyalleri ile kontrol edilir.
Gastrulasyondan sonra ilk gelisen doku taslaklarindan birisi sinir sistemidir. Sinir
sisteminin gelismesi noral kok hiicre farklilagmasini gerektirmektedir. Baslangicta
ektoderm tabakas1 noral yol ve epidermis yolu olmak iizere 2 farkli yone farklilagabilir.
Noral farklilasma siirecinde, ektoderm kokenli hiicrelerden ndral plaka gelismesi
uyarici-diizenleyici sinyaller tarafindan baslatilir. Bu noral uyarim rastgele olmamakla
beraber, epidermis yoniindeki gelisimin baskilanmasiyla olusur. Gelisim siirecinde,

gastrulasyon sirasinda kemik morfogenetik protein (BMP) sinyallerinin baskilanmasiyla
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noral doku olusmaya baslar, eger bu sinyaller baskilanmaz ise ndral farklilasma yerine
epidermis yoniine farklilasma gergeklesir. Notokordda, chordin, noggin ve follistalin
proteinleri sentezlenir ve bu proteinler BMP’1 baskilar.

Ayrica noronal gelisimde olduk¢a Onemli olan Fibroblast Biiylime Faktorii
(FGF) sinyalleri de gastrulasyondan hemen once ortaya ¢ikmaktadir. insiilin benzeri
biiyiime faktorleri (IGF) ve anti-Wnt sinyal molekiilleri olan cerberus, dickkopf ve frzb
noral uyarimda rol oynayan diger faktorler arasinda gésterilebilirSl.

Noral plakanin olusumundan sonra, buradaki hiicreler bir dizi fenotipik ve
molekiiler degisiklikler gecirerek noral katlantilart olusturur ve daha sonra noral tiip
meydana gelir. Noral tiip olusumundan sonra, noral tiipiin iki ucu kapanir. Tiim bu siireg
insanda 25-27. giinlerde gergeklesir. 5-6. Haftalarda 6n beyin (prozensefalon), orta
beyin (mezensefalon) ve arka beyin (rombensefalon) taslaklar1 olusarak bunlar da alt

béliimlere ayrilir®,

2.3.3. Noral Kok Hiicreler

Noral plakalardan sonra olusan noral katlantilar, néroepitel hiicrelerin simetrik
olarak boliinmesi ile cogalir. Bu hiicreler, Radiyal gliya (RG) olarak adlandirilan
spesifik hiicrelere dontisiir. Bu RG hiicreleri bipolar bir hiicre olup, bir kolu beyin
zarinin altindaki marfinal bolge denilen beyin dokusuna uzanirken, diger bir kolu
ventrikiiler bolgesine (VB) uzanir. Ayrica bu hiicreler gliya hiicrelerinde bulunan GFAP
(glial fibrillmy acidic protein) ve astrositlere 6zgii olan GLAST (glutamate aspartate
transporter) proteinlerini sentezlemesi gibi glial hiicrelerin pek ¢ok 6zelligine sahiptir.
Ayrica BLBP (brain lipid-binding protein), tenascin C (TN-C), nestin, vimentin
sentezini de gergeklestirir. Bu RG hiicreleri, gerektiginde ¢ogalarak noron veya gliyaya
farklilagabilen bir ara progenitdr hiicreye doniisiirler. Dolayisiyla RG hiicreleri sinir
sisteminin ilk ortaya ¢ikan noral kok hiicreleridir (NKH). Bu ara progenitor hiicrelerin
cogalmasi subventrikiiler bolgede (SVB) gerceklesir. Embriyogenezin erken
stireclerinde VB ve SVB'de baslayan norojenik etkinlik yenidogan ve yetiskin
doneminde de siirer. Noron alt tipleri belirli bir gé¢ yolunu izleyerek, hedef bolgelerine
ulasir ve bu bolgede akson ve dentritlerini uzatip sinapslar olusturarak farklilagsmalarini
tamamlarlar. NKH olan RG hiicrelerinin farkli ara progenitdr hiicrelere veya farklh

néron olusturabilme yetenekleri farkli transkripsyon faktorlerine sahip olmasindan
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kaynaklanmaktadir. Farkli RG hiicrelerinin Pax6, EmxI, Gshl, Gsh2, Er81, Sp8, Nkx2-

1, DIXI, DIx2 ve Olig2 gibi transkripsiyon faktorleri i¢erdikleri belirlenmistir. Bunlarin

her biri tek basina veya birlikte bulunmasi, gelismekte olan sinir sisteminde farkli ndron

alt tiplerinin ortaya ¢ikmasina yol acar>*,
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Sekil7. Noron hiicrelerin farklilagma basamaklari. Eflatun-mavi renkli boncuklar néroepitel hiicrelerinden
yetiskinde ki NKH asamasina kadar olan hiicreleri gostermektedir. Orta ¢izginin {stiinde kalan
boliim embriyo-fetiis donemindeki gelismeyi, altinda kalan boliim ise yenidogan ve yetiskindeki
gelismeyi gostermektedir. Diiz ¢izgiler deneysel verilere, kesikli ¢izgiler ise varsayimlara gore

¢izilmistir™.

Sinir sisteminin gelisimi postnatal evrede de devam etmektedir ve bu nedenle

postnatal déonemde ve yetiskin beyninde de NKH bulunur. Bu hiicreler hem néronlari da

hem de gliya hiicrelerini iiretebilmektedir (Sekil 7). Postnatal ve yetiskin beyninde

noronlar lateral ventrikiillerin duvarlarindaki SVB’de olusur. Embriyo doéneminde

olusan RG hiicrelerinin bir kism1 multipotent 6zelliklerini koruyarak dogum sonrasi

donemlerde kullanilir.
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2.3.4. In Vitro Farkhlastirma
EKH’lerin in vitro farklilasma kapasiteleri ¢ok yiiksektir. EKH'nin uygun néron
alt tiplerine yonlendirilebilmesi i¢in Oncelikle noéronal uyarimin uygun bigimde

gerceklestirilmesi gerekir. Bunun i¢in 3 teknik uygulanabilir;

1) Embriyonik body (EB) olusturulmasindan sonra néronal uyarim,
ii) stroma hiicrelerinden olusan besleyici tabaka tizerinde néronal uyarim,
iii) herhangi bir destekleyici hiicre ile kiiltiire etmeksizin néronal uyarimin var olan

programa gore kendiliginden olusmasinin gerceklestigi kiiltiir yaklagimlar

EKH’ler embriyonik body olusturmasindan sonra (yaklasik 4 giin) FGF
(Fibroblast growth factor, fibroblast biiylime faktorii) igeren kiiltiir ortamina tekrar
ekilerek noron Onciilleri ¢ok katli rozetler olusturur. Noron onciileri c¢evrelerindeki
hiicrelerden enzimle ayristirildiktan sonra ndrokiire olusturma ortamlarinda ve yine
FGF2 varliginda kiiltiire edildiginde ndron ve astrositler olugsmaya baglar. Ortaya ¢ikan
en temel hiicrelerden birisi GABAerjik ve glutamaterjik ndronlardir. Bu rozetlerin in
vitro ortamda ndral tiibe benzer yapilar1 olusturabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Insana ait
EKH’lerde ¢ok sayida rozet benzeri yapilar olusurken, fare EKH’lerinde bu rozet
benzeri yapilan nadiren goriiliir. Embriyonik kok hiicre hatlarinin Retinoik asit (RA)
muamelesi sonucu ndral hiicrelere farklilagtigi gosterilmistir. Embriyonik kok
hiicrelerin noral farklilasmanin uyarilmasi i¢in RA haricinde BNGF (Beta Nerve Growth
Factor, beta sinir biiyiime hormonu), FGF, N2 medyumu da kullanilmaktadir®.

Noral farklilasmay: desteklemek icin ayrica insan EKH’leri, gonad ve kemik
iligi gibi bircok organda bulunan gevsek bag doku hiicreleri olan ve diger hiicrelerin
islev gormesinde matriks destegi saglayan stromal hiicreler (PA6, MS5, S2 gibi) ile
birlikte kiiltiire edilebilmektedir. Bu destek hiicreleri kullanarak dopaminerjik
noronlarin basari ile olusturulmasi, néral farklilasma icin stromal tlirevli indiikleyici
aktivitelerin gerekli oldugunu gostermektedir™".

RA, noral gelisimde olduk¢a onemli olup, yetiskinlikte akson rejenerasyonu,
erken embriyonik donemde ise ndral plakanin ve noral tiipiin ndronal farklilagmasinda
onemli rol oynar. RA aracili ndronal ve glial farklilasma, transkripsiyon faktorlerini

(BRN2, NFkB, SOX1, SOX6 vb.), hiicre sinyal molekiillerini veya iligkili hiicre
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yapilarii (seramid, PSEN1, MAP2 vb.) ve hiicre dis1t molekiilleri (WNT sinyallemesi)
iceren farklt genlerin aktivasyonu ile meydana gelir. Bu farkli molekiillerin
aktivasyonu, kompleks molekiiler yolaklarin ndronal farklilasmay1 diizenledigini
gostermektedir. Fare ve insan EKH’lerinin noral farklilagsmasi i¢in RA hiicre kiiltiir
ortaminda 1-10 uM konsantrasyonlarda kullanilabilmektedir®®,

Kemik morfogenik proteinleri (BMP), TGFp (doniistiiriicii bliylime faktorii)
stiper ailesinin iiyeleri olup, merkezi ve periferik sinir sisteminin gelisiminde ¢ok sayida
rol oynar. Omurgalilarda notokord ve taban plakasindan salgilanan noggin, kordin,
follistatin gibi BMP-antagonistlerinin BMP sinyalinin baskilanmasi, gastrulasyon
sirasinda ektodermden gelen noéral indiiksiyonu saglar. Ancak gelisimin ilerleyen
asamalarinda, BMP sinyalleri noral ve astro-gliyal hiicrelerin olusumunu indiikleyerek
Onbeyin hiicrelerinin 6zellesmesini saglar. Noral farklilasmay1 indiiklemek i¢in, BMP
antagonisti olan noggin, laminin veya matrigel iizerinde kiiltiire edilen insan
EKH’larinin  veya EB Kkiiltiiriinde kullanilmigtir.  Noggin ile muamele, noral
transkripsiyon faktorleri olan Pax6 ve Sox2’nin ve nestin gibi diger noral belirteclerin
ekspresyonunu artirmaktadir. Noggin ile muamele edilen insan EKH’lerinin néral
progenitorler olusturdugu ve ndrogenezi artirdign gosterilmistir™”.

Raf, MEK (mitojenle aktive edilmis ve hiicre dis1 sinyal regiile edilmis kinaz) ve
MAPK (mitojenle aktive edilmis protein kinaz) gibi kinaz yolaklarini aktive eden FGF
reseptorleri araciligiyla etki gosteren FGF omurgali embriyolarinda néral hiicrelerin ve
noral dokularin indiiksiyonunda rol oynamaktadir. FGF, erken embriyonik gelisim
sirasinda noral farklilagmada iki farkli rol oynayabilir; 1) erken agsamada noral durumu
indiikleyebilir. 2) BMP sinyallerinin antagonisti olarak davranarak noral farklilasmay:
stabilize eder. Dolayisiyla FGF sinyallemesi ile erken donemde on beyin ndral hiicre
onciillerinin hayatta kalmas1 ve ¢ogalmasini artirdig: i¢in, EKH lerin in vitro ortamda
noral hiicrelere farklilagtirilmasi, nodral progenitorlerin izolasyonu ve Kkiiltiiriiniin

devamliliginin saglanmasinda FGF kullammaktadir®.

2.4. Tez cahsmasinda incelenen genler
Zigot olusumu ile baslayip bir dizi hiicresel boliinme, farklilasma ve ¢ogalmanin
gerceklestigi perinatal donemde; cesitli ¢evresel ajanlara maruziyetin, yasamimizin

sonraki evrelerinde iz birakacak etkileri olabilecegi diisiincesi ile yola ¢iktigimiz bu tez
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calismamizda; fare embriyonik kok hiicrelerini in vitro ortamda noéron hiicrelerine
farklilastirip, farklilasma esnasinda nikotine maruziyetin etkilerini inceledik.

Nikotine maruziyetinin yetiskinler ve fetiis iizerinde zararli etkileri oldugu
gosterilmistir. Ancak bu durumun, gelisim ve noéronal farklilagsma sirasinda, 6zellikle
hiicresel seviyede nasil oldugu arastirilmaya muhtag bir konu olmustur. Bu sebeple, bu
tez calismamizda O6zellikle sinirsel farklilasmada rol alan genlerin ifadesinde herhangi
bir farklilik olup olmadigi, dahasi bu farkliliklarin, ileriki donemlerde herhangi bir
hastalik ile iligkili olma olasiligin1 aragtirmayi amaclayarak; noronal farklilasma ve
olgunlagmada rol aldigi bilinen ve c¢esitli hastaliklar ile iligkilendirilmis aday genleri
literatiir 15181nda sectik. Bu genlerin birbiri ile muhtemel iliskisini arastirmak igin bir
biyoinformatik ara¢ olan string veritabani kullanilmistir. Bu genler arasinda bulunan
iliski asagidaki sekilde gosterilmistir (Sekil 8).

Bu amacla tez ¢alismamizda RBFOX3, GSK3B, NEUROG2, PAX6 ve TUBB3

genleri arastirtlmistir.
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Sekil 8.Secilen genlerin arasindaki iligki

2.4.1. RNA Baglayia Fox-1 Homolog 3 (RNA Binding Fox-1 Homolog

3/RBFOX3)

RNA baglayict Fox-1 ailesinin {i¢ iiyesinden biri olan Rbfox3 alternatif
kirpilmanin diizenlenmesinde rol aldigi diisiiniilen RNA baglayici bir proteindir53.

Memelilerdeki Rbfox ailesi, Rbfox1 (Fox-1 veya A2BP1 olarak da bilinir), Rbfox2
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(Fox-2, Rbm9 veya Fxh olarak da bilinir) ve Rbfox3 (Fox-3, D11Bwg0517e veya NeuN
olarak da bilinir) olmak iizere ii¢ iiyeden olusur™**®. Rbfox ailesi, bir RNA baglayici
protein ailesi olup, alternatif kirpilmay1 diizenler ve yukarida bahsettigimiz yiiksek
oranda korunmus ii¢ gen tarafindan kodlanir: Rbfox1, Rbfox2 ve Rbfox3%°". Rbfox1,
noronlarda, kalpte ve iskelet kast miyositlerinde eksprese edilirken, Rbfox2, néron ve
embriyonik kok hiicreler dahil olmak iizere yaygin olarak cesitli doku ve hiicre
tiplerinde  eksprese  edilir. Buna  karsilik, Rbfox3  ifadesi  ndronlarla
sm1r11d1r54‘55.0murgal1 merkezi sinir sisteminde (MSS), lic Rbfox proteininin tiimii ifade
edilmektedir®®. Yapilan ¢alismalar Rbfox3’iin beyin fonksiyonunda énemli bir rolii
oldugunu gostermektedir. Alternatif kirpilmanin agirlikli olarak beyinde oldugu ve bu
kirpilmanin sonucu olarak olusan proteinin; noronal devre gelisimi, sinaptik fonksiyon
veya sinaptik plastisite gibi farkli gérevler icin ¢esitlendigi gésterilmistirSg.

Fare embriyonik karsinoma hiicrelerinin retinoik asit ile farklilastirildig
calismalarda noronal farklilasma sirasinda Rbfox3’iin indiiklendigi gésterilmistirSs’eo.
Yine omurilik gelisimini arastiran, siRNA aracili fonksiyon kaybi calismalarinda;
postmitotik ndronlarin; noronal farklilagmasi icin Rbfox3'lin gerekli oldugu
gosterilmistir. Ayrica bir sinyal adaptor proteini kodlayan Numb pre-mRNA’sinin
Rbfox3’tin hedefinde oldugunun gosterilmesi, Rbfox3 bagimli Numb alternatif
kirpilmasinin noronal farklilagma ve beyin gelisimi siirecinde dnemli bir rol aldigina
kanit olusturmaktadlrSB.

Kayda deger bir diger nokta ise, Rbfox3'iin NeuN antijeni oldugu konusundaki
kesiftir. Bu antijen 20 yildir omurgali gelisimi ve kok hiicre farklilagmasinda rol alan
Néronal markir olarak tanimlanmistir®>®, Pre-mRNA alternatif kirpilma regitilatorii olan
ve sonradan Rbfox3 olarak tanimlanan Noronal gekirdekler Geni (Neuronal nuclei
/Neu N)56’57 farkl: tiirler arasinda yiiksek oranda korunmustur ve post-mitotik ndronlarin
iyi bilinen bir belirtecidir>®-?,

Rbfox3’lin insanda noérolojik fonksiyonlarda rol aldigir diislincesi, Rbfox3
mutasyonlarinin insanlarda norogelisimsel gecikm663’64, bilissel bozukluklar®, otistik

% ve epilepsi® ile iliskilendirildigi calismalar sebebiyle ortaya c¢ikmuistir.

ozellikler
Rbfox3 mutasyonlu bireylerde gozlemlenen bilissel bozukluklar ve nobete yatkinlik ile
birlikte Rbfox3'lin noronal farklilasma ve olgunlagsmadaki muhtemel 6nemi de goz

Oniline alindiginda, dentat graniil ndronlarin yasam boyunca siirekli olarak subgraniiler
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bolgedeki noral progenitdr hiicrelerden iiretilmeye devam ettigi beyindeki benzersiz bir
bolge olarak goriilen hipokampusun dentat girusunun Rbfox3'iin genetik bozulmasindan
ozellikle etkilenebilecegi sonucuna varilmistir™’. Hipokampal (Dentate Gyrus) DG’nin
O0grenme, hafiza, bilis ve anksiyetide onemli bir roli vardir® %, Dahasi, DG, aksi
takdirde temporal lob ndbetlerine sebep olabilecek hipereksitabiliteye karst koruma
saglamak i¢in 6nemli bir filtre gérevi goriir. Bu sebeple Rbfox3 mutasyonlu bireylerde

gozlenen primer fenotiplere DG islev bozuklugunun sebep oldugu diisiiniilmektedir®®.

GL

-

. X
2 AstrositN)
“ Néron

Sekil 9.Yetiskin Dentate Gyrus’unda Neurogenesis. Granuler tabaka (GL), Subgranular zone (SGZ)®°.

2.4.2. Glikojen sentaz kinaz 3-p (GSK3B)

Glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3), c¢esitli substratlarin serin ve treonin bolgelerini
fosforile eden bir kinazdir’. ilk olarak 1980'lerde kesfedildi ve fosforilasyon yoluyla
inhibisyonuna neden oldugu glikojen sentaz aktivitesini diizenleyen kinazlardan biri
olarak tanimlandi’".

GSK3 baglarda glikojen sentazi fosforile etme ve glikoz metabolizmasini
diizenleme fonksiyonu gtz Oniline alinarak adlandirilmigtir. Ancak, bu cok islevli
kinazin, daha sonra hiicre boliinmesi, hiicre farklilagmasi, farkli hiicrelerde sinyal
diizenlenmesi, apoptoz, hiicre proliferasyonu ve biiylimesini de igeren c¢ok sayida

77 Buna ilaveten, son

hiicresel islevde kritik bir bilesen oldugu bulunmustur
zamanlarda artan kanitlar, GSK3 sinyal yolunun, ndronal farklilagma, proliferasyon ve

norogenez, gibi noral gelisimin farkli yonlerinin diizenlenmesinde kilit rol oynadigini
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gostermektedir’"®,  Dahast GSK3 reseptor trafigi ve sinaptik plastisitenin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir’. Tavsan iskelet kasindan GSK3’iin elde edildigi
bir bagka ¢alismada, GSK3’lin hiicre apoptozu, farklilasma, ¢ogalma ve mikrotiibiil
morfolojisi dahil olmak iizere birgok hayati hiicresel siirecin diizenlenmesinde yer aldigi
gosterilmistir %,

GSKa3 temel olarak aktif bir gendir ve merkezi sinir sisteminde yiiksek diizeyde
ifade edilmektedir®. Kesfinden sonra GSK3 ile ilgili aragtirmalar biiyiik oranda
artmistir. GSK3-a ve GSK3-B (olarak adlandirilan); 19. ve 3. kromozomlar iizerinde
farkli genler tarafindan kodlanmis olmalarina ragmen yap1 olarak %98 oraninda benzer
olan iki izozimi tammlanmustir®. Benzer yapilarimin aksine, bu izozimlerin farkli
substratlar tizerinde etkili oldugu bilinmektedir®. Aslinda, in-vivo caligmalarda, GSK3-
B'nin tamamen ortadan kaldirilmasinin embriyoda 6liime neden olurken, GSK3-a’nin
genetik  delesyonunun hayatta kalma {lizerinde oOnemli bir etkisi olmadigi
gésterilmistir83'84.

Son donemde artan ¢aligmalar, beyin gelisimi sirasinda progenitor
proliferasyonu ve farklilagmanin koordinasyonu i¢in GSK3 sinyalinin gerekli oldugunu
gostermektedir’"®. Norogenez sirasinda, GSK3 inaktivasyonunun néral progenitor
proliferasyonunu uyardigini, GSK3 aktivasyonunun ise noronal farklilasmay1
indiikledigini gosteren calismalar vardir. GSK3'iin norogenezdeki roliiniin, protein
stabilitesinin ve mikrotiibiil olusumunun diizenlenmesi yoluyla oldugu gésterilmistir%.

GSK3’iin Alzheimer hastalarinin merkezi sinir sisteminde asir1 ifade oldugunun
gosterilmesi ile Gsk3’iin tau proteinin hiperfosforilasyonuna sebep olarak Alzheimer
hastaliginda (AH) roli oldugu belirlenmistir. Dolayis1 ile GSK-3Mn tau
fosforilasyonundaki belirgin rolii, bu kinazin ¢ogunlukla AH ile iliskili oldugunu
diigiindiirmekteydi. Ancak, inflamasyon, ER-stresi, mitokondriyal disfonksiyon ve
apoptoz gibi hiicresel hasar siireglerinde GSK3'lin rol aldigin1 gosteren calismalar ile
anormal GSK3 aktivasyonunun ayrica Parkinson Hastaligi (PH) gibi diger

norolojik/nérodejeneratif bozukluklarda da rol oynadig: bulunmugtur®#+8’,

29



LPA, RA?

RhoA

v

Diigiik GSK AKHVIteS] s Yiiksek GSK Aktivitesi
DISC1

*

Wnt, FGF

VZ yiizeyine tutunmak icin Mikrotiibiillerin Yikilmasi
ninein beqzen mlkrot}lbullelm yoluyla VZ yiizeyinden
yeniden dizenlenmesi aynlma

Asimetrik hiicre holiinmesi

\

IPC

Yiiksek GSK Aktivitesi
Diisiik GSK Aktivitesi

Kendini yenileme
C NPC

Sekil 10. Norogeenez sirasinda GSK3 sinyallesmesinin rolii i¢in uyarlanan bir model. Radyal glial
hiicrelerin asimetrik boliinmesi sirasinda hiicreler, upstream diizenleyicilerin asimetrik kalitimi
yoluyla (Ornegin. Par3, Sizofrenide Bozulmus (DISC1) veya RhoA) veya hiicre dis1 faktorlerin
yoluyla (6rn. Wnt, fibroblast biiyiime faktorii (FGF), lizofosfatidik asit (LPA), retinoik asit
(RA)) farkli GSK3 aktivitelerine sahip olabilirler. Daha diigitk GSK3 aktivitesine sahip yavru
hiicrede, B-katenin, Gli ve c-Myc gibi proliferasyon faktorleri birikir. Mikrotiibiil iliskili
proteinler (Ninein gibi), hiicreyi ventrikiiller bolge (VZ) ylizeyine tutturmak icin astral
mikrotiibiilleri organize eder. Bdylece hiicre progenitdr kadere yonlenmis olur. Tersine, daha
yiiksek GSK3 aktivitesine sahip yavru hiicre, proliferatif proteinleri ve Ninein gibi mikrotiibiil
iligkili diger proteinleri, muhtemelen ubikuitin-proteazom sistemi (UPS) aracili protein yikimi
yoluyla uzaklastirir. Sonug olarak, hiicre VZ yiizeyinden ayrilir ve bir néron veya bir ara
progenitér hiicre (IPC) haline gelir®.

Noron Noron  Noron

2.4.3. Neurogenin 2 (Neurog2)
Norogeninler (Ngn1/2/3) yiiksek oranda korunmus noral basic heliks-loop-heliks

(bHLH) protein sinifi transkripsiyon faktorleri olarak omurgali nérogenezinin temel
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diizenleyicisidir. Transkripsiyon faktorleri, embriyonik gelisim sirasinda hiicre kaderi
belirleme ve farklilagma dahil bircok biyolojik siireci diizenler. Transkripsiyon
faktorlerinin (TF'ler) ifadeleri, EKH'lerin kan, kas, hepatosit, pankreas ve noéronal
hiicreler dahil olmak {izere ¢esitli hiicre tiplerine farklilagmasini indiiklemektedir®.
Norogeninlerin noral hiicreler tarafindan ifade edildigi ve gelisim sirasinda 6nemli
roller oynadig1 gosterilmistir® % NEUROG2, NEUROD1 ve NEUROD?2 TF'lerinin
beraberce arastirildig1 bir calismada, bu TF'lerinin fibroblast hiicrelerini bile néronlara
yeniden programlayabildiginin gosterilmesi ile noronal farklilasmadaki 6nemli roli
kanltlanmlstlr%. Ayrica NEUROGI, NEUROG2, NEUROG3, NEURODI ve
NEUROD2 TF'lerinin topluca ve teker teker etkilerinin arastirildig1 bagka bir ¢alismada
ise; bu bes transkripsyon faktorlerinden birinin ifadesindeki artisin ndronal
farklilasmay1 sagladigi ve farklilagsma siirecinin daha hizli oldugu gosterilmistir. Yine
noral farklilasmay1 arastiran baska bir ¢alismada Neorog2'nin pluripotent hiicrelerden
olgun noron olusumunu indiikledigi ve bu siire¢ icin yeterli oldugu
gésterilmistirg4. Farkli hiicre tiplerinin farklilagmasinin arastirildigi calismalarda
Neurog2'min ¢esitli retinal yolaklar1 indiikledigi gosterilmistir. Periferal sinir
sistemindeki Neurog2 noéronlarin farklilasmasinda rol oynarken, Retinada bulunan
neurog2 noral olmayan retinal pigment epitel hiicrelerinin retinal noronlara
farklilasmasina neden olabilmektedir®.

Embriyonik kortekste NEUROG2, fare kortikal néronlar1 olusur olusmaz gog
etmeye baslamadan Once kiigiik GTP-baglayan protein Rnd2 'nin ekspresyonunu
indiiklemektedir. NEUROG2 geninin  baskilanmasi araciligit ile Rnd2'nin
ekspresyonunun azaltilmasi, kortikal néronlarin radyal gogiinde kusurlara neden
olmaktadir. Boylece Neurog2’nin, Rnd2 genini transkripsiyonel olarak aktive etmesiyle
baslattig1 yolak lizerinden hiicre gogiinii kontrol ettigi sonucuna ulaglabilir®.

NEUROG2'nin diizenlenmesi ile ilgili baz1 ¢alismalarda NEUROG2'nin kinazlar
tarafindan birgok bdolgesinden fosforile edilerek aktivitesinin  degisebilecegi ileri
striilmekle  birlikte, Neurog2'nin farklilasmaya indiikleme kapasitesinin tez
calismamizda inceledigimiz diger bir gen olan GSK3B tarafindan diizenlendigi rapor
edilmistir. Diger taraftan, Neurog2'nin ekspresyonu, tez calismamizda inceledigimiz bir
diger gen olan PAX6'nin yani sira NURR ve MASHL1 gibi diger TF'ler tarafindan da

diizenlenebilmektedir. NEUROG2'nin ekspresyonunun retinoik asit, sonic hedgehog ve
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fibroblast biiylime faktorii tarafindan diizenlenebildigini gosteren calismalar da
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar araciligiyla artan NEUROG2 ekspresyonu ve

aktivitesi kok hiicre farklilasmasmi  indiikleyebilmektedir®”

.Tim bu c¢alismalar
neticesinde; NEUROG2'nin noéronal farklilasmada olduk¢a Onemli bir rolii oldugu
goriilmektedir®.

NEUROG2' nin mutasyonlu oldugu farelerde, kraniyal ve spinal duyu
ganglionlari ve ventral omurilik noron Kkayiplarinin gosterildigi ¢alismalarda

kanitlandigi gibi, NEUROG2 néronal baglant: i¢in gereklidir™.

2.4.4. Paired-Box 6 (PAX6)

Ik kez Drosophila da homolojisi olan paired-box (PAX) gen ailesine iiye olarak
klonlanan PAX6, beyin gelisiminde anahtar bir rol oynayan transkripsiyon
faktorlerinden biridir'®. PAX6 iki DNA’ya baglanma bolgesi igerir; biri, paired box-
domain ve digeri homeodomaindir. Paired-box bolgesi, PAI ve RED motifleri olmak
tizere iki DNA’ya baglanma bdolgesine ayrlhrwl. PAX6'nin islevleri tiirler arasinda
degisiklik gosterebilmektedir buna ragmen PAX6'min molekiiler yapisi iyi
korunmustur'®. PAX6'nin goz olusumunun yami sira beyin gelisiminde de énemli rolleri
oldugu bulunmustur. Embriyonik ve yetiskin donemde beynin farkli bdlgelerinde
PAX6’nin eksprese edildigi gosterilmistir'®'%*1% PAX6 néral kok hiicreler ve néral
progenitor hiicreler tarafindan eksprese edilirken, farklilasmis noron hiicreleri tarafindan
eksprese edilmez. Neokortekste PAX6 fonksiyon kaybi prematiir nérogeneze ve néron
sayisinda net bir azalmaya neden olmaktadir™".

Korteksteki norogenez ile ilgili bircok ¢alisma yapilmistir ve memeli evrimi
stiresince beyin yapisinin boyut ve karmasiklik agisindan arttigi gésterilmistirl%. Beyin
yapisinda meydana gelen bu degisikliklerin, PAX6'nin noral kok/progenitor hiicrelerin
cogalmast ve farklilagmasini dengelemedeki roliinden kaynaklaniyor olabilecegi
diistiniilmektedir. Ciinkii bir transkripsiyon faktorii olarak PAX6 korteks gelisiminde rol
almaktadir. Son zamanlarda yapilan genom capindaki transkriptom analiz ¢aligmalari,
PAX6’nin kontrol ettigi binlerce genin (downstream genleri) korteks gelisiminde rol
aldigmi  gostermistir'®.  Kortikogenez ~ siirecinde  ortaya ¢ikan  anormallikler
mikrosefaliye sebep olurken, benzer sekilde, noral gelisimde ortaya ¢ikan anomalilerde,

zihinsel engellilik, dikkat eksikligi-hiper aktivite bozuklugu ve otizm spektrum
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bozuklugu (OSB) gibi norogelisimsel rahatsizliklara neden olabilmektedir. Yine

PAX6’nin OSB’e sebep oldugunu savunan ¢alismalar bulunmaktadir*®'%,

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

C-terminal

PST domain

peptide

Paired domain Homeodomain

Sekil 11. PAX6 cDNA s1 ve proteini. cDNA, yatay cubuk (iistte) olarak temsil edilmektedir. Dikey
cizgiler ekzon sinirlarini gostermektedir. PAX6, 4-13 olmak iizere 10 temel kodlama ekzonuna
ve alternatif kirpilma ekzonuna, (5a) sahiptir. Ekson 5a'nin dahil edilmesi, paired domaine 14
amino asidin eklenmesiyle sonuglanir. PB, paired-box (kirmizi); LNK, baglayic1 bolge; HB,
homeobox (sar1); PST, prolin, serin, treonin a¢isindan zengin domain; CT, C-terminal bdlgesini
(yesil) temsil etmektedir. PAX6 proteininin (altta) grafiksel bir temsili, transle edilmis
proteinin farkli domainlerini gostermektedir. Paired domain (kirmizi) ve homeodomain (sar1)
DNA ile temas halinde gosterilmektedir. Homeodomain 3 sarmaldan olusurken, paired domain
6 sarmaldan olusur. PST domainin ve C-terminal peptidinin yapilart bilinmemektedir. N ve C,
sirastyla proteinin N- ve C-terminallerini gosterir'®.

2.4.5. Tiibiilin-p3 (TUBB3)

Merkezi sinir sisteminin gelisimi sirasinda, belirli bir uzaysal ve zamansal
pencere i¢inde cok sayida hiicre béliinmesi ve go¢ olaymin dogru bir sekilde
diizenlenmesini gerektiren ti¢ hiicresel siire¢ bulunmaktadir: ndrogenez, noronal goc ve

noronal farkhlasmalo9

. Noronlar ve glial hiicreler ¢cogalmali, serebral kortekste uygun
alanlara go¢ etmeli ve sinaps olusturmak i¢in diger hiicresel uzantilar (aksonlar ve
dendritler) olusturarak, diger noronlarla iletisime gegebilmeli ve boylece sinirsel aglarin
olusturulmasini  saglamalidirlar. Bu temel siiregclerde mikrotiibiiller 6nemli rol
oynamaktadlrlog’llo.

Mikrotiibiiller; hiicre seklinin belirlenmesinde, hiicre i¢i tasimada, mayozda ve

mitozda islev goren hiicre iskeletinin bir parcasini olustururken, ayni zamanda o ve 3
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tiibiilinin yapisina katilmaktadirlar —". Mikrotiibiiller ayrica, serebral korteks gelisiminin

asamalar1 sirasinda uygun hiicre yapisininin olugsmasi ve noronlarin go¢ edebilmesi igin
de  gereken  hiicre i¢i  kuvveti  olusturarak  kilit  rol oynarlarllo.
Tibiilin-3, Tubulin-f3 (TUBB3) geni tarafindan kodlanan, normal olarak noronal
hiicreler ve testislerde eksprese edilen yedi B-tiibiilin proteininden biridir'*. Cesitli
makalelerde, TUBB3'lin sinir sistemi gelisimi ve noronal hastaliklarda énemli bir rol
oynadigi bildirilmistir™. TUBB3 geninde meydana gelen mutasyonlar, ilk olarak
okiiler motilite bozuklugunda, otozomal dominant kalitim gosteren oldukga yiiksek
penetransl ekstra okiiler kas konjenital fibrozis tip 3 te (CFEOM3) tanimlanmustir*°.
Tubb3’lin ayrica asimetrik kortikal displazi, polimikrogiri benzeri kortikal displazi ve
multifokal displazi ile iligkili oldugu gosterilmistir™***?2, TUBB3’iinde dahil oldugu 7

tiiblilin proteinin mutasyonlarinin bir dizi kortikal gelisim malformasyonuna (MCD)

sebep oldugu gosterilmistir™®.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamizda kisaca; fare embriyonik kok hiicrelerini in vitro ortamda ndron
hiicrelerine farklilastirdik. Farklilasma siirecinde hiicrelerin bir kismini nikotine maruz
birakarak nikotinin farklilasma iizerine etkisini ve bu etkinin c¢esitli noérogelisimsel
hastaliklar ile iliskisini aragtirdik. Bu etkilerin incelenmesi i¢in, literatiir taramasinda
belirlenen, hem noronal farklilasmada rol alan hem de norogelisimsel hastaliklar ile
iligkili oldugu diistiniilen GSK3B, RBFOX3, PAX6, TUBB3 ve NEUROG?2 genlerinin
ekspresyon analizleri ile birlikte hiicrelerin immiinohistokimyasal (IHC) analizi
yapilmistir. Calismamizda kullanilan Fare embriyonik kok hiicreleri ile Fare Embriyonk
Fibroblast hiicreleri Manisa Celal Bayar Universitesi Histoloji Embriyoloji Anabilim
Dal1 6gretim liyesi Prof.Dr. Seda VATANSEVER’den temin edilmistir. Calismamizin,
hiicre kiiltiirii asamas1 ve IHC analizi Manisa Celal Bayar Universitesi Histoloji ve
Embriyoloji AD’da yapilmistir. Ekspresyon calismalart Cukurova Universitesi Tibbi
Biyoloji AD’da yapilmustir.

Calismamiz Ozetle su basamaklardan olusmaktadir;

1. Fare Embriyonik Fibroblast Hiicrelerinin (STO) in vitro ortamda ¢ogaltiimasi

2. STO hiicrelerinin mitomisin-c ile muamele edilmesi

.

Embriyonik Kok Hiicrelerinin (EKH) mitomisin-c ile muamele edilmig STO
tizerine ekilmesi

EKH lerin LIF’e maruz birakilmasi ve ¢ogaltilmasi

Hanging drop yontemi ile Embriyonik cisimlerin olusturulmasi

Farklilagtirma asamasi

N oo g &

21 giin siiren farlilastirma asamasinda her haftanin sonunda bir kisim hiicrenin
Ekspresyon analizi ve IHC analizi amaci ile toplanmasi
8. Real Time PCR’1n yapilmasi

9. Real Time PCR ve IHC sonuglarinin degerlendirilmesi
3.1. Arac ve Gerecler

Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler markalar1 ile birlikte, cihazlar ve

teknik malzemeler asagida listelenmistir.

35



3.1.1. Kimyasal Malzemeler

1
2
3
4
5.
6
7
8
9

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.

DMEM High Glucose with Nadium Pyruvate (Dmem-Hpa, Capricorn)
Fetal Bovine Serum (Fbs-11b, Capricorn)

L-glutamin (GIn-B Capricorn)
Penicillin-Streptomycin (Ps-b, Capricorn)

Non Essential Aminoacids (Neaa-b, Capricorn)
2-Mercaptoethanol (M7522, Sigma)

Leukemia Inhibitory Factor (Lif1005, Merck)
Mitomicin C (M4287, Sigma)

Phosphate Buffer Saline (Pbs-1a, Capricorn)

Gelatin From Bovine Skin Type B (G9391, Sigma)
N-2 Plus Media Supplement (Ar003, R&D)
Recombinant Human FGF basic (233-FB-025, R&D)
Recombinant Human EGF (236-EG-200, R&D)
Bovine Fibronectin (1030-FN-01M, R&D)

High Pure RNA Isolation Kit (Roche)

cDNA Synthese Kit (Roche)

Etanol (Antalya Alkollii igecek San.ve Tic. A.S.)
DEPC su (Invitrogen)

Plate kapagi (Applied Biosystem)

Sybr Green Master Mix (Applied Biosystem)
96-kuyucuklu plate (Applied Biosystem)

Primerler (Macrogen)

Anti-Map?2 (Sc-32791 - Santa Cruz Biotechnology)
R&D Neural Lineage Functional Identification Kit (SC028, R&D)
Paraformaldehit (PFA TP704404-415, Merck)
Triton®-X-100 (A4977-0100, AppliChem)

Hidrojen Peroksit (K31355100 303, Merck)
Bloklama soliisyonu (TP-125-HL, Thermo Scientific)
Zytovision Sekonder Kit

Diaminobenzidin (DAB, Thermo Scientific)

Hematoksilen (Thermo Scientific)
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3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler

1. Inkiibatoér (nemlendirilmis ve %5 CO,’li ortam)
2. Isik Mikroskopu

3. Invert mikroskop

4. Lamin air flow

S. Steril petri kab1

6. Steril Plate 6 gozlii (Kiiltiir igin)

7. Steril Plate 12 gozlii (Kiiltiir igin)

8. Steril falkon (15ml, 50ml)

9. Steril enjektorler (20 ml)

10.  Steril filtre (2um)

11.  Steril Serolojik Pipetler (5ml, 10ml, 20ml)
12.  Thoma Lam

13. Lamel

14, Pipet Tabancasi

15. Mikropipet

16. Sogutmali Santrifiij

17. PCR tiipii (0,2ml, 1,5ml)

18. Mikro Santrifiij

19. 96 kuyucuklu plate (Real Time PCR igin)
20. Plate kapagi (Real Time PCR igin)

21. Steril Mikropipet uglari

22.  Vortex

23.  Thermal Cycler

3.2. Yontem

3.2.1. STO Hiicrelerinin kiiltiir asamasi

Manisa Celal Bayar Universitesi Histoloji ve Embriyoloji ABD’dan temin edilen
STO hiicreleri, embriyonik kok hiicreler i¢in besleyici tabaka (Feeder Layer) olmasi
amact ile kiiltiire edilmistir. Oncelikle, distile su kullanilarak %1 lik jelatin hazirland:. 6

gozli plate’in ekim yapilacak hergdziine Iml eklendi. 1 saat oda kosullarinda
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beklendikten sonra kalan jelatin ortamdan uzaklastirildi. Kuyucuklar STO igin
hazirlanan medyum (Ek 1) ile yikandi ve STO hiicreleri 2ml medyum i¢ine ekildi.

Hiicreler iki giine bir kontrol edilerek medyumlar1 degistirildi. Hiicreler ¢ogalip,

plate’i kaplayimcaya kadar (5-7 giin) kiiltlir devam ettirildi.

Sekil 12. STO hiicrelerinin kiiltiir asamalar1. A,B: STO hiicre kiiltiirii 2. Giin C,D: STO hiicre kiiltiirii 4.
gilin
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3.2.2. STO Hiicrelerinin Mitomisin-c ile muamele edilmesi
Yeteri kadar ¢ogaltilan STO hiicrelerine, boliinmelerini engellemesi amaci ile
mitomisin-c (20pg/ml) eklendi. Mitomisin-c uygulanmis STO hiicreleri inkiibatorde 2.5

saat inkiibe edildi. Siire sonunda mitomisin-c uzaklastirildi.

Sekil 13. Mitomisin-C uygulanmisg STO hiicreleri

3.2.3. EKH’lerin iiretilmesi, LIF’e maruz birakilmasi ve ¢ogaltilmasi

Embriyonik kok hiicreler, Mitomisin-C ile muamele edilmis STO {izerine ekildi.
37°C’de %5 CO; olan inkiibatorde kiiltiire edildi. Kiiltiir sirasinda farklilasmay1 nleyici
olarak kullanilan LIF’inde bulundugu EKH i¢in hazirlanmis medyum (Ek 2) kullanildi.
Giin asir1 hiicreler kontrol edilerek, medyum degistirildi. Istenen hiicre miktari elde

edilinceye kadar kiiltiir devam ettirildi.
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Sekil 14. EKH kdiltiir asamalar1 A: Kiiltiirde 0.giin B: Kiiltlirde 2.glin C: Kiiltiirde 4.giin

3.2.4. Hanging Drop yontemi ile Embriyonik Cisimlerin olusturulmasi

EKH’lerin kiiltiirii sonunda hiicreler Tripsin edta yardimi ile kaldirilarak
Embriyonik cisimler (EB) i¢cin hazirlanan medyum (Ek 3) igine alindi. Ornekler 1000
devirde 5dk. santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Pellet {izerine 500pul EB medyum
konarak homojenize edildi. Daha 6nceden 1sitilmig steril PBS konmus petri kutularinin
kapagina 20p] hacminde ve herbirinde yaklasik olarak 3x10* - 4x10* farklilasmamis
embriyonk kok hiicre igeren droplar kondu. Sonrasinda kapaklar dikkatlice ters ¢evrilip

kapatildi. Bu sekilde inkiibator i¢inde 2 giin inkiibe edildi.
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Sekil 15.Hanging Drop yontemi ile Emriyonik cisimlerin olusturulmasi

3.2.5. Farkhlastirma Siireci

EB’lerin inkiibasyonu bitmeden 1 giin 6nce nikotinli ve nikotinsiz gruplar igin
I’er tane olmak {lizere 2 tane 6 gozlii plate, EB medyum kullanilarak hazirlanan
fibronectin (1png/ml) ile gece boyunca inkiibatorde tutularak kaplandi. Siire sonunda
kuyucuklarda kalan fazla miktar atilarak, EB medyum ile yikandi. Kiiltiir siiresi dolan
EB’ler fibronektin kapli platelere ekilerek inkiibatére kaldirildi. iki giin sonra
konsantrasyonu 25ng/ml olacak sekilde hazirlanan nikotinli veya nikotinsiz farklilasma

medyumu (Ek 4, Ek 5) konmaya baslandi.

‘d e }’ .m\\

Sekil 16. EB’lerin fibronektin kapli plate’e aktarilmasi
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Sekil 17. EB inkiibasyonu ve farklilasma siireci: A, B: EB’lerin plate aktarildg1 giin ¢ekimleri. C, D:
EB’lerin aktarimdan sonraki 2. giin ¢ekimleri. E: Nikotinli grupta farklilasmanin 5. giinii, F:
Nikotinsiz grupta farklilagmanin 5.giinii. G: Nikotinli grupta farklilagmanin 7. giini. H:
Nikotinsiz grupta farklilagmanin 7.giinii J: Nikotinli grupta farklilasmanin 14.giini K:
Nikotinsiz grupta farklilagmanin 14.giinii L: Nikotinli grupta farklilasmanin 21.giini M:
Nikotiniz grupta farklilasmanin 21. giinii gosterilmistir.

43



3.2.6. Total RNA izolasyonu

Nikotinli ve nikotinsiz olmak {izere iki grup farklilagtirma yaptigimiz

calismamizda her grup ic¢in 7. 14. ve 21. gilinlerde olmak {izere toplamda 6 grup RNA

izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu i¢in, Roche High Pure RNA izolasyon Kkiti

kullanilmistir. izolasyon sirasinda asagidaki adimlar siras1 ile gerceklestirilmistir.

N o g &~ w

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

Kiiltiiri devam eden hiicreler 7. 14. ve 21. gilinlerinde tripsin kullanilarak
kaldirildi.

Hiicre saymmi yapildiktan sonra 200 pl PBS’te 10° hiicre olacak sekilde
ayarlanarak ¢ozelti eppendorf tiiplere aktarildi.

Her eppendorfa 400 pl Lizis Binding Buffer eklenip yaklasik 15 s vortex yapildi.
Cozelti, toplama tiipiine yerlestirilmis filtreli tiipe aktarildi.

8000g de sogutmali santrifiijde 15 s santrifiij yapildi.

Toplama tiipiine gecen ¢ozelti dokiildil.

Ayri bir yerde her 6rnek i¢in 90 ul DNase inkiibasyon Buffer ile 10 pl DNase
karistirildi. Bu karisimdan her tiipe 100 pl konarak oda kosullarinda 15dk inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonunda her tiipe 500 pl Wash Buffer-I eklendi.

8000g de sogutmali santrifiijde 15 s santrifiij yapildi Stiziilen ¢ozelti atildi

500 pl Wash Buffer-II eklendi. (gerek goriiliirse tekrar edilebilir)

8000g de sogutmal1 santrifiijde 15 s santrifiij yapildi. Siiziilen ¢ozelti atild

200 pl Wash Buffer-11 eklendi.

13000g de 2dk. santrifiij edildi.

Filtreli tiip toplama tiipinden ¢ikarilarak nihai saklama tiipiine alindi.

Her 6rnege 50-100 ul Elution Buffer eklendi.

8000g de sogutmali santrifiijde 1dk santrifiij yapildi.

Elde edilen RNA oncelikle spektrofotometrik yontemler ile 6lgiildii. Daha sonra

saklanmak iizere boliinerek -80 °C’ ye kaldirildu.
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3.2.7. Total RNA’dan Ters Transkripsiyon ile Komplementer DNA’ya
(cDNA) Sentezi
Elde edilen RNA’larin cDNA’ya ¢evrilmesinde Roche c¢cDNA sentez kiti

kullanilmistir. Su basamaklar izlenmistir.

1. lIzole edilen total RNA’dan 1pg Random Hexamer Primer’den 2 ul olacak
sekilde karistirildi ve lizeri molekiiler su ile 13 pl’ye tamamlandi.

2. Daha dnceden 1sitilmis PCR cihazinda 10dk. 65°C de tutuldu.

Siire sonunda cihazdan ¢ikarilan 6rnekler hizli bir sekilde sogutuldu. Ayri bir
yerde, reaksiyon basina asagidaki c¢izelgede belirtilen kimyasallar ve miktarlari

hazirlanarak ornekler iizerine dagitildi. Totalde 20 pl hacimde reaksiyon ortami elde

edildi.

Cizelge 2.cDNA reaksiyonu i¢in reaktif ve miktarlari

Transkriptor Reverse Transkriptaz Reaction Buffer 4 nl
Protector RNase Inhibitor 0,5 ul
Deoksiniikleotid karisimi 2l
Transkriptor Reverse Transkriptaz 0,5 ul

Reaksiyon i¢in asagida verilen tablodaki dongii kullanilmustir.

Cizelge 3.cDNA reaksiyon dongiisii

25°C°de | 10 dakika

55°C°de | 30 dakika

85°C’de | 5 dakika

3.2.8. Real-Time PCR (RT-PCR) Reaksiyonu
Calismamizda, SYBR green kullanarak Real-Time PCR reaksiyonu tabloda

verilen primerler kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.Realtime PCR’de kullanilan Primer dizileri

Gen Adi: Mus musculus Glycogen Synthase Kinase 3 beta (Gsk3b)

(5'-3")
Forward Primer: GGCTGTGTGTTGGCTGAATT
Reverse Primer: CTCTAATTTGCTCCCTTGTTGGT

Gen Adi: Mus musculus Paired box gene 6 (Pax6)

(5'-3")
Forward Primer: TACCAGTGTCTACCAGCCAAT
Reverse Primer: TGCACGAGTATGAGGAGGTCT

Gen Adi: Mus musculus RNA binding protein fox-1 (Rbfox3)

(5'—3")
Forward Primer: GGCAAATGTTCGGGCAATTCG
Reverse Primer: TCAATTTTCCGTCCCTCTACGAT

Gen Adi: Mus musculus Tubulin, beta 3 class 111 (Tubb3)

(5'—3")
Forward Primer: TAGACCCCAGCGGCAACTAT
Reverse Primer: GTTCCAGGTTCCAAGTCCACC

Gen Adi: Mus musculus Neurogenin 2 (Neurog 2)

(3'—>3")
Forward Primer: AACTCCACGTCCCCATACAG
Reverse Primer: GAGGCGCATAACGATGCTTCT
Gen Adi: Mus musculus B-Actin (Actb)

(5'—3")
Forward Primer: GTGTGACGTTGACATCCGTA
Reverse Primer: GTACTCCTGCTTGCTGATCC

RT-PCR asamasi i¢in reaksiyon basina kullanilan malzeme ve miktarlar asagida

verilen tablodaki gibidir:
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Cizelge 5.Real Time PCR reaktif ve miktarlar1

Sybr Green Master mix 12,5 nl
Molekiiler Su 9 ul
Forward primer 1,25 pl
Reverse primer 1,25 pl
cDNA 1
Toplam Reaksiyon 25 ul

3.2.9. Real-Time RT-PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Her bir gen icin deney ve kontrol gruplarindan alinan cDNA 6rnekleri duplike
olarak ¢alisilmistir ve bu reaksiyonlardan elde edilen Ct degerlerinin ortalamasi alinarak
kullanilmistir. Calismamizda, referans gen olarak bir housekeeping gen olan B-ACTIN
(ACTB) geni kullanmilmistir. GSK3B, RBFOX3, PAX6, TUBB3 ve NEUROG2
genlerine ait ekspresyon degerleri, 22T yontemine gore asagidaki formiil kullamlarak

belirlenmistir:

Deney Grubu ACt = Ct Hedef gen — Ct Referans gen
Kontrol grubu ACt = Ct Hedef gen — Ct Referans gen
AACt = Deney Grubu ACt - Kontrol grubu ACt
Ekspresyon degeri = 2744

3.2.10. immunohistokimyasal Boyamalar

Immunohistokimyasal analiz igin rnekler %4 “liikk paraformaldehit igersinde 30
dk tespit edildikten sonra 3 defa 5’ er dakika fosfat tamponu PBS ile yikandh.
Hiicrelerin permeabilizasyonu %1’ lik Triton X-100 ile 15 dk oda sicakliginda
yapildiktan sonra 3 defa 5 er dakika PBS ile yikandi ve immunohistokimya
protokoliine alindi. Tiim gruplardaki drnekler (hiicre ve kesitler) 10 dk %3’ lik H,O;
ile oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 3 defa 5’er dakika PBS ile yikanildi.
Ornekler bloklama soliisyonunun 1 saat inkiibasyonundan sonra yikama yapilmadan
primer antikorlar (anti-c-kit, anti- CD90, anti-akrozin ) 1/50 diliisyonda olacak Sekilde
konularak bir gece +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin 6rnekler PBS soliisyonu ile 3 defa
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yikandiktan sonra, biotinlenmis ikincil antikor ilave edilerek 30 dk inkiibe edildi ve 3
defa 5 dk yikama igleminden sonra streptavidin-peroksidaz ilave edilerek 30 dk oda
sicakliginda bekletildi. Immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak
amaciyla diaminobenzidin (DAB) ile 1 dk boyandiktan sonra 6rnekler distile su ile
yikandi ve artalan boyamasi amaci i¢in Ornekler Mayer’s hematoksilen ile 3 dk
boyandiktan sonra immunohistokimyasal kapatma vasati ile kapatildi ve 151k

mikroskobunda analiz edildi.
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda; gelisim sirasinda maruz kalinan nikotinin, ndron olusumu
ve sinir sistemi gelisimi tizerindeki muhtemel zararlarin1 ve bu zararlarin hiicrede ne
gibi degisiklikler yaparak sebep olduguna dair bilgi edinebilmeyi amagladik. Bu amag
ile ¢iktigimiz yolda fare embriyonik kok hiicrelerini in vitro ortamda sinir hiicrelerine
farklilastirdik. Farklilasma sirasinda biri kontrol digeri nikotine maruz biraktigimiz 2
grup ile calistik. Embriyonik kok hiicrelerin ¢ogaltilmasi isleminden sonra farklilastirma
asamasi 21 gilin siirmiistiir. Bu siiregte yedinci ve ondordiincii giinlerde bir kisim hiicre
immiinohistokimyasal boyama ve ekspresyon analizi i¢in toplanmis kalan kisim ile
kiiltiir devam ettirilmistir. Farklilasmanin tamamlandig1 21. giinde hiicreler [HC boyama
ve ekspresyon analizi i¢in kullanilarak kiiltiire son verilmistir.

Bu ¢alismada IHC analizi i¢in Adobe llustrator programindan faydalanilmistir.
Sybr Green karisimimin kullanildigi Real-Time PCR A A Ct yontemi yardimiyla analiz

edilmistir.

4.1.immiinohistokimyasal Bulgular

21 giin siiren farklilastirma sirasinda 7. 14. ve 21. giinlerde hiicreler toplanip
[HC boyamasi yapildi. IHC boyamasinda Gfap, Map2, B-3 Tubulin, Nestin ve O4
immiinoreaktivitelerine bakildi. Her hafta sonuglar1 nikotinli ve nikotinsiz olmak iizere
asagidaki sekillerde gosterilmistir. Sekiller incelendiginde MAP2, -3 Tubulin ve O4
ekspresyonlarinda nikotinli gruplarda nikotinsizlere nazaran azalma oldugu Gfap ve

Nestinde ise 21. giin hari¢ diger giinlerde azalma oldugu goriilmiiitiir.

4.1.1. Ik Hafta Immiinohistokimyasal Bulgular

Farklilagtirmamizin 1. Haftasinda toplanan hiicreler ile yapilan analiz
sonuglarina gore; -3 Tubulin ve Nestin immiinoreaktivitelerinin nikotinsiz grupta daha
siddetli oldugu goriilmektedir. Gfap, Map2 ve O4 immiinoreaktivitelerinde belirgin bir
fark yoktur.
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E F
Sekil 18. 7. giin nikotinli grup IHC sonucu. Embriyonik kok hiicrelerden farklilastirilan néron benzeri

hiicrelerin nikotin uygulamasi ile 7. giin farklilagtirmasinda -3 Tubulin (A), GFAP(B),

MAP2(C), Nestin(D) ve O4(E) immunoreaktivitesi. Kontrol immunohistokimya boyamast (F).
Olgek: 20um
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Sekil 19. 7. giin nikotin uygulamasi yapilmayan grup IHC sonuglari. Embriyonik k&k hiicrelerden
farklilasgtirillan néron benzeri hiicrelerin nikotin uygulamasi yapilmaksizin 7. giin
farklilagtirmasinda B-3  Tubulin  (A), GFAP(B), MAP2(C), Nestin(D) ve O4(E)
immunoreaktivitesi. Kontrol immunohistokimya boyamasi (F). Olgek: 20um.
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Cizelge6: 7. glin immiinoreaktivitelerinin kiyaslanmasi

ESC 7. Guin No6ron farkhlastirma Nikotinli Nikotinsiz
B-3 Tubulin ++ +++
GFAP + +
MAP2 + +
Nestin + ++
04 + +

4.1.2. ikinci Hafta Immiinohistokimyasal Bulgular
Farklilagtirmamizin 2. Haftasinda toplanan hiicreler ile yapilan analiz
sonuglarina gore; B-3 Tubulin, Map2 ve Nestin immiinoreaktivitelerinin nikotinsiz

grupta daha yogun oldugu goriilmektedir. Gfap, ve O4 immiinoreaktivitelerinde belirgin

bir fark yoktur.
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E F

Sekil 20.14. giin nikotinli grup IHC sonuglariEmbriyonik kok hiicrelerden farklilastirilan ndron benzeri
hiicrelerin nikotin uygulamasi ile 14. giin farklilagtirmasinda -3 Tubulin (A), GFAP(B),
MAP2(C), Nestin(D) ve O4(E) immunoreaktivitesi. Kontrol immunohistokimya boyamasi (F).
Olgek: 20um
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Sekil 21. 14. giin nikotin uygulamas1 yapilmayan grup IHC sonuglari. Embriyonik kok hiicrelerden
farklilagtirilan ndron benzeri hiicrelerin nikotin uygulamasi yapilmaksizin 14. giin
farklilagtirmasinda  B-3  Tubulin  (A), GFAP(B), MAP2(C), Nestin(D) ve O4(E)
immunoreaktivitesi. Kontrol immunohistokimya boyamasi (F). Olgek: 20pum.
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Cizelge7: 14. Giin immiinoreaktivitelerinin kiyaslanmasi

ESC 14. Giin No6ron farkhlastirma Nikotinli Nikotinsiz
B-3 Tubulin ++ ot
GFAP + +
MAP2 ++ +++
Nestin ++ +++
04 + +

4.1.3. Uciincii Hafta Immiinohistokimyasal Bulgular
Farklilagtirmamizin 3. Haftasinda toplanan hiicreler ile yapilan analiz
sonuglarina gore; B-3 Tubulin ve Map2 immiinoreaktivitelerinin nikotinsiz grupta daha

siddetli oldugu goriilmektedir. Gfap, Nestin ve O4 immiinoreaktivitelerinde belirgin bir

fark yoktur.
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E F

Sekil 22.21. giin nikotinli grup IHC sonuglar1. Embriyonik kok hiicrelerden farklilastirilan noron benzeri
hiicrelerin nikotin uygulamasi ile 21. Giin farklilastirmasinda B-3 Tubulin (A), GFAP(B),
MAP2(C), Nestin(D) ve O4(E) immunoreaktivitesi. Kontrol immunohistokimya boyamasi (F).
Olgek: 20um



A B
C D
E F
Sekil 23.21. giin nikotin uygulamasi yapilmayan grup IHC sonuglari. Embriyonik kok hiicrelerden
farklilagtirllan ndron benzeri hiicrelerin nikotin uygulamasi yapilmaksizin 21. Giin

farklilagtirmasinda -3 Tubulin  (A), GFAP(B), MAP2(C), Nestin(D) ve O4(E)
immunoreaktivitesi. Kontrol immunohistokimya boyamasi (F). Olgek: 20pum.
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Cizelge8: 21. Giin immiinoreaktivitelerinin kiyaslanmast

ESC 21. Giin N6ron farkhlastirma Nikotinli Nikotinsiz
B-3 Tubulin ++ +++
GFAP + +
MAP2 ++ +++
Nestin ++ ++
04 +++ +++

4.2. Real Time PCR Bulgular:
Real Time PCR testi sonuglar1 asagidaki grafiklerde gosterilmistir.

4.2.1. Ik Hafta Real Time PCR Bulgulari

Calismamizda; fare embriyonik kok hiicrelerinin sinir hiicrelerine farklilagsmasi
21 giin stirmistiir. Her hafta hiicrelerin bir kismi alinarak GSK3B, RBFOX3, PAXG6,
TUBB3 ve NEUROG2 genlerinin ekspresyonlari Real Time PCR yontemi ile analiz

edilmistir. Kontrol olarak ACTB geni kullanilmis olup, 24"

yontemine gore analiz
edilmistir. Kontrol ekspresyon degeri 1 kabul edilmistir. ilk hafta sonuglarinda GSK3B,
RBFOX3, PAX6 ve TUBB3 genlerinin ekspresyon seviyelerinin yari yariya diistigi
(0,5 kat) gorilmistiir. Neurog2’ nin ekspresyonu ise yaklasik olarak 1000 kat azalmistir

(Sekil 24).

1.HAFTA

0,501
0,451
0,401
0,351
0,301
0,251
0,201
0,151
0,101

0,051 .
0,001 T T T T 1

RBFOX3 TUBB3 NEUROG2 GSK3B PAX6

Sekil 24.7. Giin Real Time PCR sonuglari
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4.2.2. ikinci Hafta Real Time PCR Bulgular:

Farklilagtirmamizin 2. Haftasinda toplanan hiicreler ile yapilan analiz
sonuclarina gore; RBFOXS3, PAX6 ve TUBB3 genlerinin ekspresyon seviyelerinin yari
yartya (0,5 Kkat) distigii gortilmistiir. GSK3B’ nin ekspresyonun azaldigi ancak
kontrole ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir. Yine NEUROG2’ nin ekspresyonunda yaklasik
olarak 1000 kat azalma oldugu goriilmustiir (Sekil 25).

2. HAFTA

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

0,4
0,3
0,2
0,1
0 . — .

RBFOX3 TUBB3 NEUROG2 GSK3B PAX6

Sekil 25.14. Giin Real Time PCR sonuglari

4.2.3. Uciincii Hafta Real Time PCR Bulgular

Farklilagtirmamizin 3. Haftasinda toplanan hiicreler ile yapilan analiz
sonuglarina gore tiim aday genlerin ekspresyonunda artis oldugu goriilmektedir. Bu
artistn NEOROG2 de yaklasik 5 kat oldugu, RBFOX3, PAX6, GSK3B ve TUBB3
genlerinde ise yaklasik 2 kat oldugu goriilmistiir. (Sekil26).
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3. HAFTA

]IIIl

RBFOX3 TUBB3 NEUROG2 GSK3B PAX6

Sekil 26.21. Giin Real Time PCR sonuglar1
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5. TARTISMA

Giinlik hayatimizda cesitli biyolojik, fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz
kalmaktayiz. Sigara lrlinlerinin bir bileseni olarak bu kimyasal ajanlardan biri olan
nikotin, sigara kullanmasak dahi maruz kaldigimiz toplum sagligimi tehdit eden bir
ajandir”®. Sigara kullanimina bagh hastaliklar diinyadaki en yaygin saglik sorunlarindan
birisi olup, 6nlenebilir dliimlerin en sik sebebidir®'®. Bununla beraber sigara kullanim
yas1 iyice diismiistiir™. Bagimlilik yapan bu kimyasal ajan1 bir¢ok gebeninde kullandig:
gésterilmistir5.

Dikkat eksikligi/Hiperaktivite bozuklugu, otizm, gérme ve duyma problemleri,
mental retardasyon ve serebral palsi gibi birinci olgiide norolojik sistem ve beyin
fonksiyon bozukluklarinin sebep oldugu; bir¢ok norogelisimsel hastaligin sebebi tam
olarak bilinmemektedir. Norogelisimsel hastaliklarda genetik ¢ok ©Onemli rol
oynamaktadir ve bazi hastaliklar i¢in spesifik bir genden bahsedilmektedir. Ancak ¢cogu
norogelisimsel hastalik komplekstir ve kesin bir sebepten ziyade c¢esitli birden fazla
etkilesimden kaynaklanmaktadir. Bu hastaliklarin, genetik, biyolojik, psikososyal ve
cevresel risk faktorlerinin bir karisimi olarak ortaya ¢iktig1 gézlenmistir. Bilim insanlar
bu risk faktorlerinden ¢evresel faktorleri arastirirken, 6zellikle fetal ¢evre ilizerinde
durmuslardir®. Maternal sigara kullaniminin, ileriye doniik ndérogelisimsel hastaliklara
neden olabilecegi gésterilmistirll3.

Birgok hayvan modeli kullanilarak yapilan caligmalarda gebelik doneminde
nikotin maruziyetinin noroteratojen oldugu gosterilmistir. Bu da annenin saghg ile
birlikte geligim siirecindeki bebegin saghginda da risk olusturmaktadir®. Fetal dénemde
nikotine maruz kalmanm ileriki donemlerde ¢esitli saglik problemlerine yol actig
bir¢cok ¢alismada gﬁsterilmistir24. Fetiisiin nikotine maruziyeti, dogumdan sonra
davranis degisiklikleri ve bilissel fonksiyonlarda azalmaya neden olmaktadir®.
Nikotinin, noron hiicrelerinde replikasyon ve farklilasmasini kotii yonde etkiledigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda sinaps bolgesindeki biyokimyasal anormalliklere sebep
oldugu da gérﬁlmﬁstﬁr21. Hamilelik sirasinda annenin sigara i¢mesi ile ¢ocugun
davranigsal ve biligsel gelisimi arasindaki iligkiyi inceleyen bir ¢alismada, hamilelik
sirasinda maternal sigara icmenin dolayist ile nikotin maruziyetinin 3 ila 24 aylk

cocuklarin sinirsel gelisimi tizerinde 6nemli yan etkileri oldugunu géstermistir5. Sigara
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icmedigi halde arkadaslar1 veya akrabalari gibi kisilerin sigara igmesi sebebi ile
nikotine maruz kalan kadinlarda pasif i¢iciligin erken dogan bebeklerdeki etkilerini
incelendigi bir ¢alismada nikotinin néronal gelisim iizerine zararli etkileri oldugunu
géstermislerdirlm. Dogum o6ncesi donemde sigara igmenin ve nikotin maruziyetinin
fetiisteki norokimyasal ve davranigsal degisiklikler tizerindeki etkilerini belirlemek ve
incelemek i¢in yapilan bagka bir ¢calismada, 58 Long-Evans sicani kronik olarak dogum
Oncesi ve sonrast nikotine maruz birakilmistir. Bu maruziyet sonucunda dogan
yavrularda uzamsal 6grenmede eksiklikler, davranis ve dikkat bozukluklari oldugu
gozlenmistir. Bilissel islevdeki bu anormalliklerin, nikotin maruziyetinden uzun siire
uzak durduktan sonra bile devam ettigi gosterilmistir’. Cok sayida ¢alisma gebelik
déneminde maruz kalinan nikotinin sinirsel gelisim {izerine ¢esitli yan etkileri oldugunu
géstermistirllg. Dogum o6ncesi nikotine maruz kalmanin zararh etkilerini inceleyen bir
baska arastirmada, beyin organoid modellemesi ile nikotin maruziyetinin bozulmus
nérogenezise ve anormal kortikal gelisime neden oldugu gdsterilmistir™*. Nikotin ve
sizofreni arasinda bir iliski oldugunu savunan bir ¢aligmada, sigara i¢ilmesi ile artan
plasma kotin miktar ile sizofreni arasinda bir iliski oldugu gé')sterilmistirlls.

Nikotine maruz kalan kisilerde; nikotinin, hiicreye ‘distan ige’ ve ‘igten disa’
olmak iizere iki farkli sekilde etki ettigi 6ne siiriilmiistiir. Ilk olarak en iyi bilinen etkisi

b

olan ‘distan ice’ etkisi agiklanmistir. Bu etkide, nikotin nikotinik asetilkolin
reseptorlerine (nACRh) baglanip asetilkolin benzeri olarak bu reseptorleri
aktiflestirmektedir. Bir siire sonra nACRh’ lerinde duyarsizlasma meydana gelir ki bu
nikotinin kronik etkisidir. Ikinci olarak nikotinin hiicreden igeri hatta Endoplazmik
Retikulum i¢ine girmesi ve burada iiretilen nACRh’lerine baglanarak saperon gibi
davrandig “igten disa’ etkisidir'™.

Sonug olarak nikotinin fetal donem etkileri ¢ok¢a arastirilmistir. Ancak, bu
etkinin gelisimde Ozellikle embriyonik hiicrelerin sinir hiicrelerine farklilagmasi
sirasinda hiicresel diizeyde ne gibi degisiklikler yaptig: ile ilgili anlasilmayan noktalar
bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda noral gelisim ve farklilasmada rol alan, bununla
birlikte cesitli norogelisimsel hastaliklar ile iligkilendirilmis genlerin ekspresyonunu
arastirmayl amacgladik. Bu arastirma icin ulusal ve uluslararasi literatiir taranarak;

noronal farklilagma sirasinda rol aldigi savunulan ancak daha 6nce nikotin ile iligkisine

bakilmamis, ¢esitli c¢alismalarca noérogelisimsel hastaliklar ile baglantili oldugu
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savunulan veya noronal farklilasmada rolii oldugu diisiiniilen genler se¢ilmistir. Bu
yoniiyle de calismamiz literatlire yeni bilgiler 1s18inda farklir bir bakis acist sunmayi
amaglamistir. Bu genler ile birlikte literatiirde noron belirtegleri olarak kabul edilen
proteinlerede IHC boyamasi yaparak hem kiiltiir sonunda ndron hiicrelerini gdstermeyi
hem de immiinoreaktivite siddetlerini yorumlayarak nikotinin farklilasma tizerine
etkilerini nitel olarak da gorebilmeyi amagladik. In vitro olarak 21 giin siiren
farklilasma siirecinde 7. 14. ve 21. giinlerde elde edilen hiicrelere IHC ve ekspresyon
caligmalar1 yapildi.

Calismanmizin IHC bulgular1 gdz oniine alindiginda, néron belirtegleri olan
Map2, Gfap ve 04 (gliyal ve oligodentrosit hiicre belirteci)**® immiinoreaktiviteleri;
nikotinli ve nikotinsiz gruplar kiyaslandiginda 7. giinde goriilen siddet farki belirgin
degildir. Ote yandan B-3 tiibiilin (noron belirteci) ve Nestin (ndron 6nciilii hiicre

belirteci)**®

immiinoreaktivitesinin nikotinsiz grupta daha belirgin oldugu goriildi. Bu
da bize nikotinli grupta farklilagsmanin geciktigini diisiindiirtmektedir. 14. glinde Map?2,
B-3 tiibiilin ve Nestin immiinoreaktivitelerinde nikotine maruz birakilmayan grupta
nikotinli gruba nazaran siddetlerinde artis oldugu gortilmiistiir. Ki bu durum farklilagsma
stirecinin nikotinsiz grupta daha yogun gerceklestigini diisiindiirmektedir.14. gilinde
Gfap ve O4 immiinoreaktiviteleri agisindan bir fark bulunmamasi populasyonun
norogliyal veya oligodendrit hiicreleri degilde ndron hiicreleri yoniinde
farklilasmasindan kaynaklandigini disiindiirtmektedir. Farklilasmanin 21. giiniinde
nikotinli grupta nikotinsiz gruba nazaran Map2 ve B-3 tiibiilin proteinlerinin siddetinde
azalma vardir. Bu bulgular ilk izlenim olarak nikotinsiz grupta farlilasmanin daha
belirgin gergeklestigini diisiindiirtmektedir. Nestin immiinoreaktivitesinin 7. ve 14.
giinde nikotinsiz grupta daha yogunken 21. gilinde bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Bu
durumun, farklilasmada daha etkili olan nestin proteininin farklilasma ile downregiile
oldugunu savunan calismalar™® ile uyumlu oldugunu diisiinmekteyiz. 21. glinde yine
Gfap proteini agisindan nikotinli ve nikotinsiz gruplar arasinda belirgin bir fark
goriilmemistir. Bu da farklilagmanin glial yonde olmadigini gdstermektedir.

Nikotinin etkilerinin arastirildig1 ¢alismamizda beyin fonksiyonunda 6nemli bir
rolii olan RBFOX3 geninin ekspresyonuna bakilmistir. Bu gen ile ilgili yapilan ¢esitli

calismalarda RBFOX3’iin ndronal farklilasmada roli oldugu gésterilmistir55'58'60.

Bununla birlikte RBFOX3 mutasyonlarimin insanlarda norogelisimsel gecikme®®,
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bilissel bozukluklar®, otistik 6zellikler® ve epilepsi® ile iliskilendirildigi ¢alismalar
bulunmaktadir. Calismamizda RBFOX3’tin 7. 14. ve 21. giinlerdeki ekspresyonuna
baktigimizda RBFOX3 ekspresyonunun 7. ve 14. giinlerde azaldigi gorilmektedir
(Sekil 24-25). Nikotine maruz kalmanin, ndral farklilagmada 6nemli bir rolii olan bu
genin ekspresyonunda azalmaya sebep olmasi; nikotinin néral farklilasmayr olumsuz
yonde etkileyebilecegini diislindiirtmektedir. Bununla birlikte 21. giin RBFOX3
ekspresyonunun kontrole nazaran arttig1 goriilmektedir (Sekil 26). Bu bize uzun vadede
nikotinin etkisinin akut etkisinden daha farkli bir mekanizma ile gen ekspresyonunu
etkiledigini ancak her sekilde gen ekspresyon paterninde degisikliklere sebep olarak
norogelisimsel  hastaliklar icin  tehlikeli bir kimyasal ajan olabilecegini
diistindiirtmektedir.

Calismamizda belirledigimiz bir bagka aday gen GSK3B’ dir. Bu gen ile ilgili
yapilan ¢aligmalar incelendiginde son zamanlarda artan kanitlar, GSK3 sinyal yolunun,
noronal farklilasma, proliferasyon ve norogenez, gibi noral gelisimin farkli yonlerinin
diizenlenmesinde kilit rol oynadigini géstermektedir77’78. Dahas1 GSK3 reseptor trafigi
ve sinaptik plastisitenin diizenlenmesinde rol oynadigi belirtilmistir.” yine in vivo
yapilan arastirmalarda, GSK3B' nin tamamen ortadan kaldirilmasinin embriyoda 6liime
neden oldugu gosterilmistir®®®!. GSK3B geni ile norogelisimsel hastaliklarin
iligkilendirildigi ¢alismalarda; GSK3’tin Alzheimer hastalariin merkezi sinir
sisteminde asir1 ifade oldugu ve tau proteinin hiperfosforilasyonuna sebep olarak
Alzheimer hastaliginda (AH) rolii oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, inflamasyon,
ER-stresi, mitokondriyal disfonksiyon ve apoptoz gibi hiicresel hasar siireglerinde
GSK3'lin rol aldigin1 gosteren calismalar ile anormal GSK3 aktivasyonunun ayrica
Parkinson Hastaligi (PH) gibi diger norolojik/norodejeneratif bozukluklarda da rol

808187 Caligmanuzin sonuglarma gore; GSK3B ekspresyonu 7. ve

oynadigt bulunmustur
14. giinlerde azalmistir. (Sekil 24-25). Ancak, 21. giinde GSK3B ekspresyonu kontrole
nazaran artmaktadir (Sekil 26). Farkli haftalarda farklilasma siirecinin
tamamlanmamasindan kaynakli olarak farkli tipte hiicrelerde nikotinin etkisinin farkli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Farklilagmanin tamamlandigi 21. giinde GSK3B
ekspresyonunun artmasi ise Parkinson Alzheimer gibi ndrogelisimsel hastaliklar ile bu
genin iliskili oldugunu gosteren calismalar1 destekler niteliktedir. Nikotinin, organizma

tizerindeki zararli etkilerini, hiicrelerde GSK3B ekspresyonunu degistirerek gostermis
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olabilecegi sonucuna varilabilir.

Bir baska aday gen olarak diistiniilen PAX6'nin géz olusumunun yani sira beyin
gelisiminde de 6nemli rolleri oldugu ¢esitli ¢alismalarca gosterilmistir. Embriyonik ve
yetiskin  donemde beynin farkli bolgelerinde PAX6’nin  eksprese edildigi
bulunmustur'®%!% PAX6 noral kok hiicreler ve néral progenitor hiicreler tarafindan
eksprese edilirken, farklilasmis noron hiicreleri tarafindan eksprese edilmez.
Neokortekste PAX6 fonksiyon kaybi prematiir nérogeneze ve ndron sayisinda net bir
azalmaya neden olmaktadir’®. Bir transkripsiyon faktorii olarak PAX6’ nin korteks
gelisiminde rol aldigi ispatlanmistir. Son zamanlarda yapilan genom ¢apindaki
transkriptom analiz ¢aligmalari, PAX6’nin kontrol ettigi binlerce genin (downstream
genleri) korteks gelisiminde rol aldigini géstermistirml. Kortikogenez siirecinde ortaya
¢ikan anormallikler mikrosefaliye sebep olabilmektedir. Benzer sekilde, noral gelisimde
ortaya ¢ikan anomaliler de, zihinsel engellilik, dikkat eksikligi-hiper aktivite bozuklugu
ve otizm spektrum bozuklugu (OSB) gibi noérogelisimsel rahatsizliklara neden
olabilmektedir. Yine PAX6’nin OSB’¢ sebep oldugunu savunan ¢alismalar

bulunmaktadir'®+*%’

. Calismamizda, PAX6 ekspresyonunda normal siiregten farkl
olarak 7. ve 14. giinde gen ifadesinde yaklasik olarak yari1 yariya (0,5 kat) bir azalma
oldugu goriilmektedir. 21. giinde ise gen ifadesinde artis vardir ancak bu degisimin yine
de nornal siiregten farkli olmasi (Sekil 24-25-26), PAX6’ nin gelisimsel 6nemi de goz
oniinde bulunduruldugunda, nikotinin ¢esitli biligsel ve norogelisimsel hastaliklar ile
iliskili olabilecegini diistinmekteyiz.

Cesitli makalelerde, TUBB3'in sinir sistemi gelisimi ve noronal hastaliklarda
6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir***. TUBB3 geninde meydana gelen mutasyonlarin,
okiiler motilite bozuklugunda, otozomal dominant kalitim gdsteren oldukg¢a yliksek
penetransli ekstra okiiler kas konjenital fibrozis tip 3’ e (CFEOMS3) sebep oldugu
gésterilmistirllo. TUBB3’1lin ayrica asimetrik kortikal displazi, polimikrogiri benzeri
kortikal displazi ve multifokal displazi ile iliskili oldugu gdsterilmistir'",
Caligmamizin sonuglarina gore; TUBB3 ekspresyonu 7. ve 14. giinlerde azalmistir.
(Sekil 24-25). Ancak, 21. giinde ekspresyonu kontrole nazaran artmaktadir (Sekil 26).
Farklilagma sirasinda goriilen bu degisimlerin normalden sapma olarak goriilmesi

nikotinin beklenildigi gibi néronlar iizerinde muhtemel etkisini géstermektedir.

Yiiksek oranda korunmus noral basic heliks-loop-heliks (bHLH) protein siifi
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transkripsiyon faktorleri olarak omurgali ndrogenezinin temel diizenleyicisi olan
Norogeninler (Ngnl/2/3) den NEOROG?2 bir baska aday gen olarak calismamizda
arastiritlmistir. NoOrogeninlerin noral hiicreler tarafindan ifade edildigi ve gelisim
sirasinda  Onemli roller oynadigi gésterilmistirsg'go’gl’gz. Cesitli  transkripsiyon
faktorlerinin arastirildigir ¢alismalarda NEUROG2’nin, fibroblast hiicrelerini bile
noronlara yeniden programlayabildiginin gosterilmesi ile ndronal farklilasmadaki
Onemli roli kanltlanmlst1r93. Ayrica; noronal farklilasmanin arastirildigi bir bagka
calismada, NEUROG2’nin ifadesindeki artisin noronal farklilasmay1 sagladigr ve
farklilagsma siirecini hizlandirdigi gésterilmistir%. Yine noral farklilasmayr arastiran
baska bir calismada NEOROG2'nin pluripotent hiicrelerden olgun néron olusumunu
indiikledigi ve bu siire¢ icin yeterli oldugu gésterilmistir94. Farkli hiicre tiplerinin
farklilasmasinin arastirildigr calismalarda NEUROG2'nin ¢esitli retinal yolaklar
indiikledigi gosterilmistir. Periferal sinir sistemindeki NEUROG2 ndronlarin
farklilasmasinda rol oynarken, Retinada bulunan NEUROG2 noéral olmayan retinal
pigment epitel hiicrelerinin retinal ndronlara farklilagmasina neden olabilmektedir®™. Bu
tez ¢alismasinda 7. ve 14. giinlerde 1000 kata yakin azalmistir. (Sekil 24-25). Bu durum
nikotinin farklilagsma siirecini geciktirdigini diislindiirtmektedir. Ancak, 21. giinde
NEOROG2’ nin ekspresyonu kontrole nazaran 5 kat artmaktadir (Sekil 26).
NEUROG2'nin farklilagsmay1 indiikleme kapasitesinin tez ¢alismamizda inceledigimiz
diger bir gen olan GSK3B tarafindan diizenlendigi rapor edilmistir. Diger taraftan,
NEUROGZ2'nin ekspresyonu, tez ¢alismamizda inceledigimiz bir diger gen olan PAX6
tarafindan da diizenlenebilmektedir. NEUROG2'nin ekspresyonunun retinoik asit, sonic
hedgehog ve fibroblast biiylime faktorii tarafindan diizenlenebildigini gosteren
caligmalar da bulunmaktadir®"%,

Calismamizin bulgulart incelendiginde kok hiicrelerden noéronlara farklilasma
stirecinde nikotine maruz kalmanin gen ekspresyonlarinda degisimlere sebep oldugu
goriilmektedir. Farklilasmada ve olgun ndron olusumunda rollerinin yani sira
norogelisimsel hastaliklar ile ilgkilendirilen bu genlerin ifadesindeki diizensizliklere
nikotinin sebep olmasi, nikotin ile yapilan diger ¢caligmalarda nikotinin ndronal gelisim

24,116,114 1 - N )
524116114 1 iteratiirdeki

stirecini kotii yonde etkiledigine dair kanitlar1 giiglendirmektedir
nikotin ile ilgili ¢alismalarin sonuglar1 tezimizi destekler niteliktedir. Yine gelisim

doneminde ¢evresel ajanlar sebebi ile degisen gen ifadesindeki farkliliklarin ileriye
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5,10,20,23,24 . .
. Normal siire¢ gbz Oniine

doniik saglik problemlerine yol agtig1 bilinmektedir
alindiginda gen ifadelerinde meydana gelen degisimlerin (azalmalar veya artmalar)
tehlikeli olabilecegi diisliniilmelidir. Mekanizmasi bilinmemekle birlikte birbiri ile
iliskili oldugunu diistinerek sec¢tigimiz aday genlerin nikotine verilen cevapta
benzerlikler gdstermesi bu genlerin iligkili olabilecegini gostermistir. Bu bulgu ise
ileriye doniik ¢aligmalar icin arastirmacilara fikir olacak niteliktedir.

Genel olarak, farklilasma siirecinin basinda diyebilecegimiz 7. ve 14. giinlerde
gen ifadeleri kontrole nazaran azalmistir. Bu nikotinin farklilasmay1 geciktirdigini
diistindiirebilir. Bu diisiince immiinohistokimyasal bulgularimiz ile Ortiismektedir.
Birinci ve ikinci hafta immiinohistokimyasal bulgularimiz noral farklilagmada rolii olan
nestin immiinoreaktivitesinin nikotin uygulanmayan grupta daha yogun olmasi nikotin
uygulamasinin, farklilagmay1 olumsuz yonde etkiledigini diislindiirmektedir. Bununla
birlikte immiinohistokimyasal bulgularimizin, Map2, -3 Tubulin ve 04
immiinoreaktivitelerinde nikotinli gruplarda nikotinsizlere nazaran azalma olmasi Gfap
immiinoreaktivitesinde bir degisiklik olmamasina ragmen, nikotin uygulamasinin,
farklilasmay1 olumsuz yonde etkiledigine dair diisiincemizi desteklemektedir.

Calismamizin bulgularindan yola ¢ikarak ilk haftalarda gen ifadelerinin azalmasi
sonrasinda tiim gen ifadelerinde kontrole nazaran artis olmasi, 6ncelikle nikotinin uzun
stireli etkisinin bir sonucu olarak nACRh’de duyarsizlasmaya neden olmasindan
kaynaklanabilecegini akla getirmektedir. Ancak son zamanlarda gdsterilen nikotinin
‘igten disa’ etkisinin, nikotinin maruziyet siiresinin artmasi ile birlikte artmasi sonucu
olabilecegini diisiindiirtmektedir. Bununla birlikte nACRh’ lerinin farkli alt {initelerinin
nikotine farkli hassasiyette olmasi ve gelisimin farkli zamanlarinda eksprese
edilmeleri™”  nikotinin  farklilasmanin  farkli asamasindaki hiicrelerde  gen

ekspresyonuna farkli sekillerde etki etmesinin bir sebebi olabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢aligmamizda, gelisim siirecinde maruz kalinan nikotinin, hayatimizin
daha ileriki evrelerinde, sebebini tam olarakta agiklayamadigimiz kompleks
hastaliklarin kaynagi olabilecegi hipotezi ile yola ¢iktik. Kompleks bir hastalik olan
norogelisimsel hastaliklarin fetiisiin maruz kaldig1 nikotinden kaynaklanabilecegini
savunduk. Bu tezimizi ispatlamak i¢in, fare embriyonik kok hiicrelerini in vitro ortamda
nikotine maruz birakarak ndron hiicrelerine farklilagtirdik. 21 giin siiren farklilagsma
siirecinde 7. 14. ve 21. giinlerde hiicreler, IHC ve Real Time PCR yontemleri
kullanilarak incelendi. Bu analiz sonuglar1 gbz oniine alindiginda asagidaki sonuglara

ulagtlmistir,

1. Nikotin, noral farklilasmada rolii olan genlerin ifadesini degistirmesiyle
gelisim siirecinde noral farklilagsma tizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir.

2. Nikotinin etkisi maruz kalinan stireye gore farklilik gostermektedir.

3. Farklilasmanin yam1 sira ndrogelisimsel hastaliklar ile ilskilendirilmis
genlerin ifadelerinde farkliliklara sebep olarak nikotin, noérogelisimsel
hastaliklar agisindan risk faktoriidiir.

4. Gebelik esnasinda sigara kullanim1 gelecek nesillerin sagligini tehdit eden

toplumsal bir sorundur.

Nikotinin zararlar1 arastirilirken Ozellikle fetal ¢evreye odaklanilmasi ve bu
caligmalarin artirilmasi, toplumsal bilincin uyandirilmasin1  saglayacaktir. Sigara
kullaniminin muhtemel zararlarinin aragtirilmasi gerekmektedir. Ayrica nikotinin
hiicreye olan etkilerinin altinda yatan mekanizmalar ortaya cikarilmalidir. Gelisim

lizerine yapilan in vitro ¢alismalar hayvan deneyleri ile desteklenmelidir.
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EKLER

EK-1. STO Hiicre Kiiltiirii I¢cin Besiyeri Icerigi
STO ig¢in medyum,High Glucose DMEM i¢inde asagida verilen igerik ve

konsantrasyonlarda olacak hazirlanmustir.

FBS %10
L-Glutamin %1
Penicilin-Streptomisin %1
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EK-2. Embriyonik Kok hiicreler I¢in Besiyeri Icerigi
Embriyonik kok hiicreler igin medyum, High Glucose DMEM i¢inde asagida

verilen icerik ve konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlanmistir.

FBS %15
Non Essential Aminoasit (NEAA) 0,1mM
SodyumPiriivat 1ImM
B-Mercaptoetanol 10°M
L-Glutamin 2mM
Penicilin-Streptomisin %,1
LIF 1000iu/ml
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EK-3.Embriyonik Cisimler I¢in Hazirlanan Besiyeri I¢erigi
Embriyonik cisimer i¢in medyum, High Glucose DMEM iginde asagida verilen

icerik ve konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlanmustir.

FBS %15
Non Essential Aminoasit (NEAA) 0,1mM
SodyumPiriivat 1ImM
B-Mercaptoetanol 10°M
L-Glutamin 2mM
Penicilin-Streptomisin %,1
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EK-4. Farklilasma Icin Hazirlanan Nikotinsiz Besiyeri Icerigi
Farklilagma i¢in medyum, High Glucose DMEM iginde asagida verilen igerik ve

konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlanmistir.

FBS %15
Non Essential Aminoasit (NEAA) 0,1ImM
SodyumPiriivat 1ImM
B-Mercaptoetanol 10°M
L-Glutamin 2mM
Penicilin-Streptomisin %,1
N2 Max %1
FGF %0,1
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EK-5. Farklilasma Icin Hazirlanan Nikotinli Besiyeri Icerigi
Farklilagma i¢in nikotinli medyum, High Glucose DMEM i¢inde asagida verilen

icerik ve konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlanmistir.

FBS %15
Non Essential Aminoasit (NEAA) 0,1mM
SodyumPiriivat 1ImM
B-Mercaptoetanol 10°M
L-Glutamin 2mM
Penicilin-Streptomisin %,1
N2 Max %1
FGF %0,1
Nikotin 25ng/ml
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