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OZET

Uygun, S.D., Noroinflamasyonun Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu
Patofizyolojisindeki Roliiniin Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisit Temel Norolojik Bilimler Program Doktora Tezi, Ankara,
2025. Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugunun (DEHB) etiyolojisinde yiiksek
genetik kalitim, yapisal/fonksiyonel beyin anormallikleri ve dopamin/noradrenalin
dengesizlikleri 6ne ¢ikmakta, gen-g¢evre etkilesimlerinin rolii vurgulanmaktadir. Bu
calismada, perinatal donemde nikotine maruz birakilmis (PNM) olan farelerin
prefrontal korteksinde (PFK) noéroinflamatuar sinyalizasyon ve DEHB benzeri
davranig degisiklikleri incelenmistir. PNM fareler, ¢iftlesmenin 2 hafta 6ncesinden
dogum sonras: siitten kesilene kadar igme sularinda 300 pg/ml nikotin ve %?2 siikroz
¢ozeltisine maruz birakilmis, kontrol grubuna ise yalnizca %2 siikrozlu igme suyu
verilmistir. Postnatal 5. haftada davranis testleri uygulanmis, PFK ’nin anterior singulat
korteks (ASK), prelimbik korteks (PL) ve infralimbik korteks (IL) bolgelerinde
kortikal kalimhik (KK), mikroglia aktivasyonu ve NF-kB sinyalizasyonu
immiinohistokimya ile degerlendirilmistir. PNM farelerinde dikkat bozuklugu ile
birlikte ASK’de artmis KK, NF-kB aktivasyonu, mikroglia sayis1 ve aktivasyonu
saptanmistir. Sonuglar, PNM’nin ndroinflamasyon aracilifiyla DEHB gelisimine

katkida bulunabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: DEHB, noéroinflamasyon, kortikal kalinlik, annenin sigara
kullanimi, perinatal nikotine maruz birakma

Bu calisma Hacettepe Universitesi (TDK-2021-19407) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Uygun, S. D., Investigation of the Role of Neuroinflammation in the
Pathophysiology of Attention Deficit Hyperactivity Disorder, Hacettepe
University Graduate School of Health Sciences, Doctor of Philosophy Thesis in
Basic Neurologic Sciences (Neuroscience), Ankara, 2025. In the etiology of
attention  deficit/hyperactivity disorder (ADHD), high genetic heritability,
structural/functional brain abnormalities, and dopamine/noradrenaline imbalances are
prominent, emphasizing the role of gene-environment interactions. This study
investigated neuroinflammatory signaling and ADHD-like behavioral changes in the
prefrontal cortex (PFC) of perinatal nicotine-exposed (PNE) mice. PNE mice were
exposed to a solution of 300 pg/ml nicotine and 2% sucrose in their drinking water
from two weeks before mating until weaning, while the control group received only
2% sucrose. Behavioral tests were conducted in the 5th postnatal week, and cortical
thickness (CT), microglial activation, and NF-kB signaling were assessed using
immunohistochemistry in the anterior cingulate cortex (ACC), prelimbic cortex (PL),
and infralimbic cortex (IL) of the PFC. Increased CT, microglial cell number and
activation, and NF-kB expression were observed in the ACC of PNE mice, correlating
with attentional impairment. These findings suggest that PNE may contribute to
ADHD development through neuroinflammation.

Key Words: ADHD, neuroinflammation, cortical thickness, maternal smoking,
perinatal nicotine exposure
This study is supported by Hacettepe University (TDK-2021-19407).
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1. GIRIS

Dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugu (DEHB) dikkatsizlik, hiperaktivite ve
diirtiisellik belirtileri ile karakterize edilen, ¢ocukluk caginda %5-10 gibi oldukga
yiiksek bir oranda goriilen nérogelisimsel bir bozukluktur (1). Erkeklerde kizlardan iki
kat daha sik goriilmekle birlikte, belirtilerin goriiniimii ve siddeti biyolojik cinsiyete
bagli olarak farkliliklar gosterebilmektedir (2). Erkeklerde DEHB daha ¢ok
hiperaktivite ve digsallastirma belirtileriyle, kadinlarda ise dikkat eksikligi ve
icsellestirme belirtileriyle izlenmektedir (2). Uzunlamasma yapilan gozlem
calismalarinda DEHB’nin %65-85 oraninda ergenlikte, %30-50 oraninda erigkinlikte
de devam ettigi gosterilmistir (3). Tedavi edilmemis hem kadin hem de erkek bireyler
i, aile ve sosyal yasaminda islevselligini dnemli diizeyde etkileyebilecek kayiplar
yasayabilmektedir. Bu durum, bireylerin yasam kalitesini artirmak i¢in cinsiyet
farkliliklarint da g6z Oniinde bulunduran tanmi ve tedavi yaklagimlarinin Oonemini
vurgulamaktadir.

Son yillarda DEHB’nin nérobiyolojik temeliyle iligkili olarak kortikal
kalinlikta azalma ve kortikal maturasyonda gecikme gibi anormallikler saptanmis
olmasima karsin halen genetik ve ¢evresel etkenler ile noronal siiregler arasindaki
baglantilar ve bunlarin fenotipe yansimalar1 yeterince bilinmemektedir. Arastirmalar,
dikkat eksikligi, hiperaktivite ve dirtiisellik gibi DEHB belirtilerinin dorsolateral,
anterior singulat, ventromedial ve orbitofrontal korteks gibi prefrontal korteksin (PFK)
alt bolgeleriyle baglantili devrelerle iliskili oldugunu gostermektedir (4). Goriintiileme
caligmalarinda, toplam beyin ve serebellum hacminde anlamli azalmalar, frontostriatal
alanlarda, temporoparietal loblarda, bazal ganglialarda, korpus kallozumda,
serebellumda, amigdalada, hipokampusta ve talamusta anormallikler, kortikal kalinlik
ve yapisal baglantisallikta degisiklikler, gri ve beyaz cevher hacimlerinde azalmalar,
anormal kortikal gelisim ve normal kortikal maturasyonda gecikme bildirilmistir (5-
7). Bunun yani sira fonksiyonel olarak yiirlitiicii islevlerle, bilisle, duygu ve
sensorimotor islevlerle iliskili aglarin aktivitesinde azalma saptanmistir (8). Bu
bozuklugun etkin tedavisinin yapilabilmesi ve koruyucu miidahale sec¢eneklerinin
gelistirilebilmesi i¢in  kortikal maturasyonda gecikmede yer alan noronal

mekanizmalarin aydinlatilmasina ihtiyag vardir.



Dikkat eksikligi/hiperaktivite bozukluguna yol agan molekiiler mekanizmalar
heniliz tam olarak aydinlatilamamistir. Kalitilabilirligi yiiksek bir bozukluk olan
DEHB’nin patofizyolojisinde ¢evresel etkenlerin rollinii arastiran genis Olgekli
epidemiyolojik ¢alismalarda prematiirite, diisiik dogum agirlig1 ve annenin gebelikte
sigara igmesi, DEHB acisindan 6nemli risk faktorleri olarak tanimlanmistir (9).
Prenatal donemde annenin sigara igmesinin yani sira maternal enfeksiyon, maternal
obezite ve kotli beslenme ve annenin ¢evre kirliligine maruziyeti gibi daha birgok
cevresel etkeninin erken donemde artmis in-utero inflamasyon araciliiyla
ndroinflamasyona yol agabildigi ve DEHB patofizyolojisinde rolii olabildigi ileri
striilmiistir (10). Ancak noroinflamasyona yonelik mevcut kanitlar dolayli olup
DEHB’li bireylerde ve belirli DEHB hayvan modellerinde saptanmis diisiik dereceli
periferik inflamasyon ile smirlidir (11). Bugiine kadar DEHB’ye yonelik olarak ne
postmortem insan ne de hayvan beyinlerinde dogrudan PFK’nin alt bolgelerine 6zgi
inflamatuar degisiklikleri gosteren bir ¢caligma bulunmamaktadir.

Erken donemde cevresel etkenlere maruz kalmanin, epigenetik sinyal yolaklar1
aracilifiyla gen ekspresyonu ve dolayisiyla ndronal gelisim iizerine uzun siireli bir
etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Prenatal nikotin maruziyeti, farelerde
DEHB benzeri davraniglarla birlikte frontal korteks ve striatumda dopamin
doniisiimiinlin azalmasi ve singulat kortekste hacim kiigiilmesi ile iliskilendirilmistir
(12, 13). Ayrica, farelerin CA1 piramidal néronlarinda dendritik diken yogunlugunu
azaltarak olgunlasmamis dikenleri artirirken, olgun dikenleri azaltir. Bu degisiklikler,
DEHB belirtilerine benzer sekilde kortikal maturasyonda gecikmeye isaret etmektedir.
Buna karsilik, tek doz metilfenidat, genel diken yogunlugunu etkilemeden sinaptik
diken olgunlagmasini desteklemektedir (14). Norogelisim sirasinda, Ozellikle
mikroglia aracilifiyla yiiriitiilen noroinflamatuar sinyalizasyon, programlanmis
noronal hiicre 6liimii, sinaptik budanma ve beyin gelisimi gibi siiregler i¢in kritik
oneme sahiptir (15). Bu sinyalizasyonun bozulmast DEHB gibi ndrogelisimsel
bozukluklara yol acabilir (16). Ancak, prenatal nikotin maruziyetinin fenotipik
sonuclar iizerindeki etkilerinde inflamatuar degisiklikler ve mikroglia aktivitesinin
rolii hala belirsizligini korumaktadir.

Bu c¢alismada, DEHB hayvan modeli olarak perinatal nikotin maruziyeti

(PNM) kullanilarak jiivenil doénemde PFK’nin farkli alt bdlgelerindeki



noroinflamatuar sinyalizasyon degisikliklerinin arastirilmasi amaglanmistir. Kortikal
kalinlik ve noéroinflamatuar sinyalizasyonda alt bolgeye 06zgli degisiklikler olup
olmadig1 arastirilmistir. Ayrica bu degisikliklerin hiperaktivite, diirtiisellik ve dikkat
bozuklugu gibi DEHB benzeri davranislarla iliskisi ve cinsiyet farkliliklar
incelenmistir. Bu calisma sonucunda ulasilacak bilgiler DEHB’nin ndrobiyolojik
mekanizmalarimin  aydinlatilmasina katki saglayarak bozuklugun patofizyolojik

mekanizmalarina 6zgiil tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ¢alismalaria oncii olabilir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Dikkat Eksikligi/Hiperaktivite Bozuklugunun Klinik Ozellikleri

Cocuklugun erken donemlerinde baslayan DEHB belirtileri yasam boyu siirer
(Sekil 2.1.) (17). Epidemiyolojik veriler, DEHB’nin dikkat eksikligi belirtilerinin
zamanla nispeten sabit kaldigin1 gostermistir (18). Buna karsilik, hiperaktivite ve
diirtiisellik belirtileri gelisimsel olarak azalma egilimindedir. Klinik 6zellikleri
heterojen oldugu icin dikkat eksikligi baskin gdriinlim, hiperaktivite-diirtiisellik baskin
goriiniim ve hiperaktivite ve diirtiiselligin birlikte goriildiigii bilesik gdriinlim olmak
lizere li¢ tipi tanimlanmistir (19). Yapilan arastirmalarda her iki cinsiyette de dikkat
eksikligi baskin goriiniimiin en yaygin oldugu, bunu sirastyla hiperaktivite-diirtiisellik
baskin goriiniimii ile birlesik goériiniimiiniin izledigi saptanmistir (1). Tepki ketleme,
planlama, organizasyon, soyutlama, isleyen bellek, dikkati bir yonden baska bir yone
cevirebilme, sozel akicilik, duygularin diizenlenmesi, daha onceden kazanilmis bilgi
ve becerilerin uygun ortamda amaca yonelik kullanilmasi yetilerini kapsayan yiiriitiicti
islevlerde bozulmalar gézlenebilir. Okul 6ncesi donemde DEHB’1i ¢cocuklar kres veya
anasmifi ortaminda diger cocuklarin oyunlarini bozacak sekilde siirekli hareket
halindedir, 6fke ndbetleri ve kars1 gelme davraniglar1 6n plandadir. Okul doneminde
DEHB belirtileri hem akademik basariyt hem de sosyal uyumu biiyiik o6l¢iide
etkilemekte, ikincil olarak bazi es tanilar ortaya ¢ikmaktadir. Cocukluk déoneminde 6n
planda olan hiperaktivite azalarak, ergenlikte yerini i¢ huzursuzluguna birakabilir. Bu
genclerde korumasiz/erken cinsel iligskiye girme, yasadisi davranislarda bulunma,
sigara, alkol ve madde kullanma, okulu birakma ve meslek edinememe daha sik
gortliir (19). Eslik eden psikiyatrik bozukluklar ¢ok yaygin olup yasla birlikte artis
gostermektedir. Klinik ¢aligmalarda en sik davranim bozukluklarinin, duygu durum
bozukluklarinin ve anksiyete bozukluklarinin DEHB ile birlikte gorildigi
saptanmistir. Bu c¢ocuklarda anksiyete bozukluklarinin, okul Oncesi dénemden
yetigkinlige kadar %4’ten %47’ye kadar hizla artis gostererek DEHB’ye yiiksek

oranda eslik ettigi belirlenmistir (20).
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Sekil 2.1. Kronolojik yasin gelisimsel olarak DEHB belirtilerinin goriiniimii ve
siddeti tizerine etkisi (“Stahl’s Essential Psychopharmacology:
Neuroscientific Basis and Practical Applications” kitabinin 2021
baskisindan alinmuistir.).

2.2. Dikkat Eksikligi/Hiperaktivite Bozuklugunda Anormal Kortikal
Kalinhik Bulgular:

Cok sayida calisma, DEHB’li bireylerde birden fazla yapisal anormalligin
yaygin olarak bulundugunu savunurken, bunlarla ilgili tam bir goriis birligi heniiz
saglanamamistir. Manyetik rezonans goriintileme (MRG), gri ve beyaz madde
arasindaki kontrasti gostererek, noropsikiyatrik bozukluklarda beyin yapisinin
degerlendirilmesinde kritik bir rol oynar. Kontrasta dayali olarak, cesitli beyin
bolgeleri icin kortikal kalinlik gibi biyobelirtegler belirlenir (21). Normal gelisim
sirasinda yasamin erken ddnemlerinde zirveye ulastiktan sonra kademeli olarak
azalmaya baslayan korteks kalinlig: ile ilgili olarak DEHB’li bireylere ait sonuglar
tutarsizdir. Tipik gelisim gosteren c¢ocuklarla benzer kortikal kalinlik verileri ile,
DEHB’li cocuklarda kortikal kalinlikta genel ya da PFK, parietal ve temporal bolgeler
gibi belirli beyin bolgelerinde azalmalar oldugu ve bu degisikliklerin yasla birlikte
ortadan kalktig1 ya da yetiskin DEHB’li bireylerde de benzer sekilde azalmalarin
oldugu yoniinde bulgular mevcuttur (22, 23). Buna karsin, DEHB belirtileri ile
baglantili olabilecek precuneus ve supramarginal girus gibi bazi 6nemli beyin

bolgelerinde artmis kortikal kalinlik saptanmistir (21). Bu farkli sonuglar, DEHB’deki



azalmis/gecikmis kortikal budanma ve maturasyon nedeniyle, normal isleyiste goriilen
yasa bagl kortikal kalinlik azalmalarinin bolgesel olarak azalabilecegini ya da

yavaslayabilecegini diistindiirmektedir (Sekil 2.2.) (6, 7).
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Sekil 2.2. DEHB’de kronolojik yasa gore kortikal maturasyonda gecikme ve kortikal
incelme (Shaw ve arkadaslarinin 2007 ve 2011 yillarinda yayinlanmis
makalelerinden alinmustir.).

2.3. Dikkat Eksikligi/Hiperaktivite Bozuklugu Etiyolojisinin

Néroinflamasyonla iliskisi

Karmagik etiyolojisinde hem genetik hem de ¢evresel etkenlerin rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Gii¢lii kanitlar, DEHB’nin yiiksek derecede kalitilabilir oldugunu
(%70-80) gostermektedir (19). Bununla birlikte, nérogelisimin erken evrelerinde
cevresel risk faktorlerine maruz kalma, DEHB olusumunda %10-40’lik bolimi
aciklasa da nedensellikleri halen arastirilmaktadir (24). Gelisimsel psikopatoloji
alaninda, gen-gevre etkilesimi giderek daha fazla kabul gérmekte ve DEHB’de de bu
etkilesimler incelenmektedir. Biyolojik agidan bakildiginda, gen ve gevre her zaman
birlikte etki eder. Ilk bulgular, genetik olarak yatkin bireylerin belirli gevresel risk
faktorlerine maruz kaldiklarinda DEHB gelistirme olasiliklarinin  daha yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ancak genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesiminin DEHB
tizerindeki etkilerinin kesin mekanizmasi halen net degildir. Maternal enfeksiyonlar,
maternal obezite veya yetersiz beslenme, gebelikte annenin sigara igmesi veya
cevresel toksinlere maruz kalmasi gibi bazi ¢evresel faktorler 6ne c¢ikmaktadir.
Bunlarin erken donemlerde intrauterin ortamda inflamasyona neden oldugu

diistiniilmekte, bu inflamasyonun maternal immun aktivasyon araciliiyla fetiiste



ndroinflamasyona yol acarak DEHB’nin patofizyolojisinde rol oynayabilecegi 6ne

stiriilmektedir (Sekil 2.3.) (10).
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Sekil 2.3. DEHB’de maternal immun aktivasyon aracili ndroinflamasyon hipotezi
(Dunn ve arkadaglarinin 2019 yilinda yaymlanmis makalesinden
alinmistir.).

Etiyolojiye yonelik yapilan bazi insan ve hayvan calismalarinda, DEHB
patofizyolojisinde noroinflamasyonun yer aldigina dair dolayli kanitlar elde edilmistir
(10). Postmortem beyin dokusu incelemelerinde, ¢ocukluk ¢agi DEHB olgularinda
goriilen subkortikal volumetrik azalmalar ile apoptoz, oksidatif stres ve otofaji olmak
tizere bu ili¢ yolagin gen ekspresyon profillerinin anlamli derecede korele oldugu
gosterilmistir (25). Insan calismalarinda, DEHB’li bireylerin hem periferik
dolagimlarinda hem de beyin omurilik sivis1 6rneklerinde IL-2, IL-5, IFN gama, I1L-10
ve TNF beta gibi sitokinlerin diizeylerinin yiiksek oldugu bulunmustur (Tablo 2.1.)
(26-32). Ancak bu ¢alismalarin ¢ogunda inflamatuar sitokinlerin diizeyleri periferik
dolagimda 6l¢iilmiis, calismalarda degerlendirilen sitokinlerin gesitlilik gosterdigi ve
diizeylerindeki degisikliklerin tutarli olmadig1 bildirilmistir (11). Bu c¢aligmalarin
sonuglari, sitokinlerin diizeyleri karmasik olsa da DEHB olan hastalarda diisiik
diizeyde bir periferik inflamasyonun oldugunu diisiindiirmektedir. Merkezi sinir

sistemine kandan giren immiin hiicrelerin (kan-kokenli noroinflamasyon) ve/veya



merkezi sinir sisteminde yerlesik hiicrelerin (MSS-kokenli ndroinflamasyon)
noroinflamasyona katkisi yogun bir bi¢cimde arastirilmakla birlikte, giiniimiizde
giderek artan kanitlar migren, otizm spektrum bozuklugu, depresyon ve anksiyete
bozukluklar1 gibi noropsikiyatrik hastaliklarin  patogenezinde MSS-kokenli
inflamasyonun roliinli giindeme getirmektedir (33-36). Yiiksek seviyelerde
inflamasyon sinyali artisinin sinaptik plastisite, nérogenez ve ¢esitli biligsel stirecleri
etkileyebildigi bilinmektedir (37). Bu artisin, dopaminerjik transmisyon da dabhil
olmak tlizere ¢esitli norotransmitter sistemlerini diizenleyebildigi ileri siirtilmektedir
(38). Ozetle, inflamatuar yanitin bilissel islevlerde bozulma gibi DEHB’ye benzer
belirtilere yol agmasi, DEHB’nin atopik dermatit ve tip 1 diyabet gibi otoimmiin
hastaliklarla sik birliktelik gostermesi, DEHB’li bireylerde diisiik dereceli periferik
inflamasyon ile birlikte, antibazal gangliyon antikorlar1 ve dopamin tastyicisina karsi
antikorlar gibi otoantikorlarda artis olmasi ve DEHB’nin IL-1RA geni ile birlikte
inflamasyon, hiicre adezyonu ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan
genlerle iligkili bulunmasindan yola ¢ikilarak, teorik olarak néroinflamasyonun DEHB

patofizyolojisinde rol oynayabilecegi hipotezi ortaya atilmistir (10, 39).



Tablo 2.1. Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugunda inflamasyonu degerlendiren

insan caligmalart.

Referans, Ulke Orneklem Degerlendirme Sonug
Oades ve ark. 35 DEHB, ELISA ile IFN DEHB grubunda IL-2, IL-6, IFN
2010a, Almanya 21 Kontrol gama, IL-1 beta, IL-  gama, IL-10, IL-13 ve IL-16
2, IL-3, IL-6, IL-10, daha yiiksek iken, IL-1 beta daha
IL-13, IL-16 ve TNF  diisiik olup istatistiksel olarak
alfa anlamli degildir.
Oades ve ark. 35 DEHB, ELISAile IL-1 beta,  Artmug IL-16 ve IL-13, sirasiyla
2010b, Almanya 21 Kontrol IL-2, IL-6, IL-10, hiperaktivite ve dikkatsizlik ile
IL-13, IL-16, IFN iligkili iken, azalmig IL-2, kars1
gama ve TNF alfa gelme skorlari ile iliskilidir.
Oades ve ark. 35 DEHB, ELISAile IL-1 beta,  Artmis IFN gama diigiik dogum
2011, Almanya 21 Kontrol IL-2, IL-6, IL-10, agirlig1 ve prematiiriteyle, artmisg
IL-13, IL-16, IFN IL-6 babanin sigara i¢gmesiyle,
gama ve TNF alfa azalmis TNF alfa ise obstetrik
problemlerle iliskilidir.
O’Shea ve ark. 600 MDS ile Postnatal ilk iki hafta sirasinda
2014, ABD prematiire inflamasyonla iligkili ~ periferik dolasimda tekrarlayan
¢ocuk 25 protein veya kalic1 artmig IL-6, IL-8 ve
TNF-RI seviyeleri 2 yasinda
dikkat problemleriyle iliskilidir.
Donfrancesco ve 58 DEHB, ELISAile IL-4, IL- DEHB ¢ocuklarda serum IL-6 ve
ark. 2016, italya 36 Kontrol 6, IL-10, IL-17, TNF  IL-10 seviyeleri daha yiiksektir.
alfa ve IFN gama
serum seviyeleri
Hariri ve ark. 103 DEHB ELISA ile IL-6 ve Omega-3 yag asidi tedavisini
2012, iran cocuk ITM ile CRP takiben belirtilerde iyilesme ile
seviyeleri birlikte serum CRP ve IL-6
seviyelerinde anlaml1 azalma
vardir.
Mittleman ve 42 DEHB, ELISAile IL-2, IL- BOS 6rneklerinde DEHB
ark. 1997, ABD 22 4, IL-5, IL-10, IFN ¢ocuklarin %90’ 1minda
Sizofreni, gama, TNF alfa, saptanabilir IL-2, %60’1nda
24 OKB TNF beta, TNF saptanabilir [FN gama, %70’inde

beta/LT

saptanabilir TNF beta,
%062’sinde saptanabilir IL-5 ve
%7’sinde saptanabilir IL-10
seviyeleri mevcuttur.

Noroinflamasyon DEHB iligkisi hayvan ¢alismalarinda spontan hipertansif
sican modeli iizerinde arastirilmistir (40, 41). Spontan hipertansif sigan modelinde
kontrol grubuna kiyasla serum 6rneklerinde IL-1 beta, MCP-1, RANTES ve IP-10 gibi
inflamatuar sitokin diizeyleri 5 haftalikken artmis olarak, 10 haftalikken ise benzer
bulunurken, prefrontal korteks, korteksin kalan diger bdlgeleri, striatum ve

hipokampus beyin bolgelerinde TNF alfa, IL-1 beta ve IL-10 gibi inflamatuar sitokin
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diizeyleri 90 giinlikken azalmis olarak bulunmustur (Tablo 2.2.) (40, 41).
Hipertansiyon, DEHB ile iligkili olmayip bu hayvan modelinde karistirici bir faktor
olarak yer almaktadir. Spontan hipertansif sican modelindeki davranigsal defisitler,
yiiksek kan basincinin neden oldugu islevsel bozulmayi ya da beyin hasarini yansitiyor
olabilir (42). Bu yiizden hipertansiyonun davranisi etkileyebildigi goz ardi
edilmemelidir (43). Goriildiigii tizere bu alanda kisitli sayida ¢alisma yapilmis olup
heniiz inflamasyonun nasil bir mekanizma flizerinden DEHB tablosunu ortaya
cikarabildigi ile ilgili net bilgiler elde edilememistir. Yazinda daha 6nce jiivenil
donemde DEHB’nin ii¢ temel davranigsal belirti boyutuyla kortikal kalinlik
(maturasyon) ve noroinflamasyonu iliskilendiren ve PFK’nin alt bolgelerine 6zgii

degisiklikleri ve cinsiyet farkliliklarini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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Tablo 2.2. Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugunda inflamasyonu degerlendiren
hayvan caligmalari.

Referans, Ulke

Hayvan Modeli

Sonug ve Kisitliliklar

Kozlowska ve
ark. 2019,
Polonya

Leffa ve ark.
2017, Brazilya

Chan ve ark.
2016,
Avustralya

5 ve 10 haftalik
erkek Spontan
Hipertansif
Siganlar (SHR)
(DEHB modeli)
(n=12) ve Wistar
Kyoto Sicanlar
(WKR) (Kontrol)
(n=12)

90 giinliik erkek
SHR’ler (n=7) ve
WKR’ler (n=6)

1 giinliik, 20
giinliik ve 13
haftalikken
degerlendirilen,
erkek Balb/c
farelerden olusan,
gestasyon ve
laktasyon sirasinda
maternal sigara
dumanina maruz
kalan grup ve
kontrol grubu
(Model prenatal
nikotin maruziyeti
ile benzerlik
gostermektedir.)

Serum IL-1 beta diizeyleri 5 haftalik SHR’lerde,
WKR’lerden anlamli olarak daha yiiksek iken, 10
haftalik SHR’ler ve WKR’lerde benzer olup anlaml
olarak 5. haftadaki degerlerden diistiikttir. Serum IL-6
diizeyleri 5 haftalik SHR’ler ve WKR’lerde benzer
olup sadece 10 haftalik WKR’lerde anlamli olarak
azalmistir. Serum MCP-1, RANTES ve IP-10
degerleri, 5 haftalik SHR’lerde WKR’lerden anlamli
olarak daha yiiksek iken, 10 haftalik SHR’ler ve
WKR’lerde benzerdir. Sag ve sol olmak iizere toplam
medial prefrontal kortikal (mPFC) hacimler (singulat,
prelimbik ve infralimbik korteks dahil olmak iizere) 5
haftalik SHR’lerde WKR’lerden anlamli olarak daha
diistik iken, 10 haftalik SHR’lerde WKR’lerden
anlamli olarak daha yiiksektir. Dopaminerjik
markerlar (mPFC’de D2 reseptorii igeren ndron ve
tirozin hidroksilaz igeren sinir lifi yogunlugu) 5
haftalik SHR’lerde WKR’lerden anlamli olarak daha
yiiksek iken, 10 haftalik SHR’ler ve WKR’lerde
benzerdir. 10 haftalik SHR’lerde hipertansiyon
gelismis olup goriilen nérolojik ve immiinolojik
anormallikler bununla iligkili olabilir.

Prefrontal korteks, korteks (kalan diger bolgeleri),
striatum ve hipokampusta TNF alfa, IL-1 beta ve IL-
10 diizeyleri SHR’lerde WKR’lerden daha diisiiktiir.
Bu ¢galismada 90 giinliik hipertansif SHR’ler
kullanilmaistir.

Beyin IL-1R mRNA ekspresyonu, maternal sigara
dumanina maruz kalan grupta 1 giinliik, 20 giinliik ve
13 haftalikken anlamli olarak kontrol grubundan daha
yiiksek iken, IL-1 beta mMRNA ekspresyonu her iki
grupta her yasta benzerdir. IL-6 MRNA maternal
sigara dumanina maruz kalan grupta sadece 13
haftalikken artmigtir. TNF alfa mRNA ekspresyonu,
maternal sigara dumanina maruz kalan grupta 1
giinliikken kontrol grubundan daha diistik iken, 20
giinliik ve 13 haftalikken benzerdir. TLR-4 mRNA
ekspresyonu, maternal sigara dumanina maruz kalan
grupta, kontrol grubuna gore 1 giinlilkken anlamli
olarak daha diisiik, 13 haftalikken daha yiiksek ve 20
giinliikken benzerdir. Gestasyon ve laktasyon
donemlerinde maternal sigara dumanina maruz
kalmanin erkek yavru fareler tizerine etkileri hi¢bir
zaman davranig deneyleri ile degerlendirilmemistir.
Dolayisiyla maternal sigara dumanina maruziyetin
davranigsal sonuglar1 bilinmemektedir.
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2.4. Noroinflamasyon, Mikroglia Aktivasyonu ve Sinaptik Budanma
Tliskisi

Klasik goriise gore immiin sistem kendinden olan (self) ve olmayan (non-self)
uyarilar ayirt ederek sadece kendinden olmayanlara yanit verir. Ancak son yillarda
immiin sistemin yalniz disaridan gelen patojenlere degil ayni zamanda icten
kaynaklanan tehlike ve hasarlara da yanit verdigi gosterilmistir. Dolayisiyla immiin
sistemin yanit verdigi “hasarla iligkili molekiiler paternler” (DAMP), hem endojen
“alarminler” hem de ekzojen “patojen-iliskili molekiiler paternler” (PAMP) olabilir.
PAMP ve alarminler, “patern tanima reseptorleri” (PRR) tarafindan tespit edilir (44).
Bir¢cok PRR ailesi bilinmektedir. Bunlar arasinda Toll-benzeri reseptor (TLR) ailesi,
NOD-benzeri reseptdr (NLR) ailesi ve AIM2-benzeri reseptor (ALR) ailesi sayilabilir.
Bakteriyel lipidler/proteinler, endojen proteinler, niikleik asitler ve metabolitler gibi
cok cesitli ve sayida molekiil DAMP olarak gorev alir. Tehdit durumunda alarminler
hiicre disina salinir ve PRR’ye baglanarak inflamatuar yanit1 baglatir (Sekil 2.4.) (45).
Pro-inflamatuar transkripsiyon faktorii NF-kB’yi aktive ederek mikroglia ve diger
hiicrelerden aktif hale gelen inflamatuar sitokinlerin hiicre disina salinmasin tetikler
(34). Bu sitokinlerin mikroglia aktivasyonunu arttirdigi, aktive mikroglianin
morfolojik degisiklikler gosterdigi ve kendisi ile birlikte néronun sag kalim ile ilgili
hayati gorevleri olan astrosit gibi diger hiicrelerin de aktivasyonunu etkileyen daha

fazla inflamatuar sitokin iirettigi diisiiniilmektedir (46).
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Sekil 2.4. Noroinflamasyon siirecinde néron ve glia hiicrelerinde gézlenen
morfolojik ve islevsel degisiklikler (Sama ve Norris’in 2013 yilinda
yayinlanmis makalesinden alinmustir.).

Merkezi sinir sisteminin tiim hiicrelerinin immiin yanitin farkli bilesenlerini
ifade ettigi, yaralanma, hastalik veya yaslanma gibi kosullar altinda dinlenme
durumundan aktif duruma gegerken morfolojik degisikliklerle birlikte islevlerinin de
degistigi ve immiin yanitin yalniz patolojik siireclerde degil, ayn1 zamanda nérogenez,
ndronal gog, sinaptik budanma ve maturasyon gibi fizyolojik beyin islevlerinde de rol
aldig1 gosterilmistir (45, 47). Jiivenil donemde normal gelisimin bir parcgast olarak
PFK’da mikroglia aracili sinaptik budanma ve maturasyon iizerinden iist diizey bir
yeniden yapilanma gerceklestigine dair veriler giderek artmaktadir (48-50). Bu
bulgular klinikle de uyumludur, PFK devre baglantilan ile iligkili yiiriitiicii islevlerin
olgunlagmasi ergenligin sonuna kadar devam etmektedir. Bu donemdeki mikroglia ile
iliskili anormallikler, yetiskinlikteki kotii biligsel yetiler ve morfolojik degisikliklerle
iliskilendirilmistir (48, 51). Bununla birlikte, nérogelisim sirasindaki bu ince ayar ve

yeniden diizenlemenin altinda yatan mekanizmalar hala net olarak bilinmemektedir

(Sekil 2.5.) (51).
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Sekil 2.5. Jivenil donemde PFK’da mikroglia aracili maturasyon (Popplau ve
arkadaslarinin 2024 yilinda yayinlanmig makalesinden alinmustir.).

2.5. Dikkat Eksikligi/Hiperaktivite Bozukluguna Yonelik Perinatal
Nikotin Maruziyeti Modeli

Dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugu olan ¢ocuklarda perinatal donemlerde
gizli ya da a¢ik minimal derecede merkezi sinir sistemi hasar1 oldugu belirtilmektedir
(52, 53). Bu hasara toksik, enfeksiydz, metabolik, mekanik ve dolasimla ilgili nedenler
yol agabilir. Perinatal nikotin maruziyetinin yavrularda ndronal nikotinik asetilkolin
reseptOrleri iizerinden hiicre i¢i kalsiyum artis1 ve kalsiyum bagimli sinyal
kaskadlarinin aktivasyonu araciligiyla nérogenez ve dopaminerjik ve glutamaterjik
gibi ¢esitli norotransmitter sistemlerinde bozulmalar ile DEHB benzeri bilissel ve
davranigsal sonuglara neden oldugu bilinmektedir (54, 55). Perinatal nikotin
maruziyeti, bozulmus 6grenme ve dikkat ile artmis diirtiisellik ve hareketlilik gibi
cesitli davranigsal sonuclarla iliskilendirilmis olmasina ragmen, cinsiyet bagimli
bulgular tutarli olmaktan uzaktir (56, 57). Bu modelin her iki cinsiyette de biligsel
bozulmalara neden oldugu bulunmusken, bazi calismalarda sadece yavru erkek
farelerde dikkat ve c¢alisma belleginde Onemli defisitler ortaya ¢ikardigi ve bu

davranigsal fenotiplerin DEHB ile iligkili oldugu bildirilmistir (58-60). Perinatal
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nikotin maruziyeti sonucu eriskin erkek farelerde hiperaktivite gozlenirken, bazi
calismalarda lokomotor aktivitenin anlamli derecede etkilenmedigi bildirilmistir (12,
58, 61-64). Ayrica bu modelde sadece erkek farelerde anksiyete ve kompulsiyon
benzeri davranislar goriildiigii bulunmustur (56, 57). Erkeklerde gézlenen bu anormal
davranigsal sonuglar, prefrontal kortekste glutamat reseptorii ile iliskili genlerin
ekspresyonundaki (glutamat metabotropik reseptorleri 1 ve 2 ile GluN1 ve GluN2B
icin  mRNA kodlamasimin ekspresyonunun azalmasi gibi) degisikliklerle
iligkilendirilmistir. Maternal sigara dumanina maruz kalan yavru erkek farelerin
beyinlerinde IL-1R, IL-6 ve TLR-4 mRNA ckspresyonu 13 haftalikken kontrol
grubuna kiyasla artmig olarak bulunmustur (Tablo 2.2.) (64). Bu hayvan modelinde,
DEHB’ye benzer sekilde farelerin beyinlerinde volumetrik azalmalar ve kognitif
defisitler goriilmekte olup erkek yavrularin disilerden daha fazla etkilendigi
bilinmektedir (12). Bu nedenle perinatal donemde nikotin maruziyeti olan hem disi
hem de erkek farelerin kullanimimin ndéroinflamasyonun arastirildigi DEHB

caligmalar1 i¢in uygun bir model oldugu diistiiniilmektedir (Sekil 2.6.) (12).

intrauterin sigara dumanina

maruziyet
/ \
Toll-like reseptérler
ROS™ MnSODW/
(TLR)4 T —_
Oksidatif stres % nAChR
/ v ™~
/ Oksidatif hasar Nérobilissel
| 4 l eksiklikler
inflamatuar sitokinler IL-1B, ¥ /
IL-6. TNFa. _— Mitokondriyal hasar — Hiicresel hasar

Sekil 2.6. Prenatal nikotin maruziyetinde oksidatif stres ve inflamasyon hipotezi
(Chan ve arkadaglarinin 2020 yilinda yaymlanmig makalesinden
alinmistir.).



16

3. GEREC VE YONTEM

Bu projedeki tiim deney siiregleri Hacettepe Universitesi Hayvan Yerel Etik
Kurulu tarafindan 2020/08-06 numarasiyla onaylanmis, laboratuvar hayvanlarinin

bakimi ve kullanimiyla ilgili etik standartlara uygun davranilmistir.
3.1. Perinatal Nikotin Maruziyeti Modeli

Yirmi dort digi ve 12 erkek C57BL/6 cinsi fare (10-12 haftalik) Hacettepe
Universitesi Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin
edilmistir. Bu fareler 12 saat aydinlik/12 saat karanlik donglisiinde tutulmus ve
yiyecek ile suya sinirsiz erisim saglanmistir.

Disi fareler rastgele iki gruba ayrilmistir: Nikotin + siikroz grubu ve yalnizca
siikroz grubu. Nikotin + siikroz grubundaki farelere, igme sularinda 300 pg/ml nikotin
ve %?2 siikroz i¢eren su verilmistir. Yalnizca siikroz grubundaki farelere ise sadece %2
siikroz igeren igme suyu verilmistir. Siikroz, nikotinin aci tadin1 maskelemek igin
tatlandirict olarak kullanilmistir.

Fareler deney siiresince saglikli bir goriiniime sahip olmus ve tily bakimlarini
diizenli olarak siirdlirmiistiir. Bu 6zel i¢gme sularmma 2 hafta boyunca maruz
birakilmalarinin ardindan disi fareler, herhangi bir maddeye maruz kalmamis (ilag-
naif) erkek farelerle ciftlestirilmistir. Her kafese iki disi ve bir erkek fare
yerlestirilmistir. Disi farelerde vajinal tikaclar gozlemlendiginde (bu durum gebeligin
basladigin1 gosterir), erkek fareler kafeslerden ¢ikarilmigtir.

Deneyin her iki grubundaki disi fareler, gebelik ve emzirme siireci boyunca
deneyde belirtilen igme sularina maruz birakilmaya devam etmistir (Sekil 3.1.).
Nikotin + siikroz grubundaki disi farelerden 17 yavru (9 erkek, 8 disi), yalnizca siikroz
grubundaki disi farelerden ise 8 yavru (4 erkek, 4 disi) diinyaya gelmistir. Yavrular,
stitten kesilene kadar dogduklar1 gruba ait igme sularmi tiiketmeye devam etmistir.
Dogumdan sonra 21. giinde siitten kesilen yavrular, cinsiyetlerine gore ayrilarak her
kafese 4-5 fare yerlestirilmistir. Tiim deney gruplarinin igme sulari haftalik olarak

degistirilmistir.
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Sekil 3.1. Perinatal nikotin maruziyetini gosteren zaman ¢izelgesi.

3.2. Davramssal Analizler

Dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugunun hiperaktivite, dikkat bozuklugu
ve diirtlisellik olmak tizere temel belirtilerini degerlendirmek amaciyla dogumdan
sonraki 5. haftada bazi1 davranis testleri uygulanmistir. Lokomotor aktivite (LMA) ve
acik alan testi (AAT) hiperaktiviteyi, Y-labirent testi (YLT) dikkat bozuklugunu ve
ucurumdan kaginma reaksiyonu testi (UKRT) ise diirtiiselligi 6l¢mek icin
kullanilmistir. Bu testler, DEHB belirtilerinin 6ncelikle PFK ve baglantili sinir
devreleriyle iliskili olmas1 nedeniyle tercih edilmistir (4). Ayrica, acik alan testi ile
DEHB’ye siklikla eslik eden anksiyete benzeri davraniglar da degerlendirilmistir.

Cevresel faktorlerin DEHB ile iliskili degisikliklerin yaklasik %10-40’indan
sorumlu oldugu tahmin edildiginden, anne karninda nikotine maruz kalmig tiim
yavrularin DEHB benzeri davraniglar gelistirmesi beklenmemistir (24). Bu nedenle,
dogumdan sonra 5. haftada Y-labirent testinde dikkat bozuklugunu gosteren diisiik
spontan degisim skoru sergileyen disi ve erkek yavrular se¢ilmis, daha sonraki
analizlerde kontrollerle birlikte bu fareler kullanilmistir (Sekil 3.2.). Bu sec¢im, dikkat
eksikligi belirtilerinin hiperaktivite ve diirtiisellikten daha uzun siire devam etme
egiliminde olmasi ve DEHB’nin seyrinde daha kalici ve istikrarli bir model

sergilemesi goz oniinde bulundurularak yapilmistir (65). Perinatal donemde nikotine
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maruz kalan toplam 17 yavrudan %47,1’ini temsil eden 8 fare yukarida belirtilen
kritere gore secilmistir. Kontrol grubu olarak, yalnizca siikroz igeren igme suyuna
maruz kalan disi farelerden dogan 8 yavru ¢alismaya dahil edilmistir. Her cinsiyet

grubu i¢in 6rneklem sayisi (n) 4 olarak belirlenmistir.

100

80

60

40—

Y-Labirent Testi
Spontan Degisim Skoru (%)

Yalnizca slikroz grubu Nikotin + stkroz grubu

Sekil 3.2. Perinatal donemde nikotine maruz kalanlar arasindan DEHB fare modelini
se¢cmek icin kullanilan kriterin gésterimi (Mavi noktalar ile belirtilen
hayvanlar ¢alismaya dahil edilmistir.).

3.2.1. Lokomotor Aktivite ve Acik Alan Testi

Acik alan testi, hem lokomotor aktiviteyi (LMA) hem de anksiyete benzeri
davraniglar1 degerlendirmek amaciyla uygulanmigtir. Her fare, 22.5 x 22.5 x 30 cm
boyutlarindaki bir arenaya yerlestirilmis ve ortami1 kesfetmesi i¢in 10 dakika boyunca
serbest birakilmistir (Sekil 3.3.). Bu siire boyunca farelerin hareketleri bir video
kamera ile kaydedilmistir. Lokomotor aktiviteyi 6l¢gmek i¢in farelerin 10 dakika iginde
arenada kat ettikleri toplam mesafe kaydedilmistir. Anksiyete benzeri davraniglari
degerlendirmek i¢in ise ilk 5 dakika boyunca arenanin merkezindeki 5 x 5 cm?’lik
alanda gegirilen toplam siire analiz edilmistir. Davranis analizleri Ethovision XT-8

yazilimi1 kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.3. Davranis testlerinin diizenekleri (soldan saga sirasiyla; lokomotor aktivite
ve acik alan testi, Y-labirent testi ve ugurumdan kaginma reaksiyonu testi).

3.2.2. Y-Labirent Testi

Dorsal PFK ile iliskili uzamsal calisma bellegi ve dikkat gibi prefrontal
islevleri degerlendirmek icin 6zel olarak olusturulmus bir Y-labirenti kullanilmistir
(59). Labirent, liggen merkezden Y seklinde acilan {i¢ koldan (her kol 35 cm
uzunlugunda x 6 cm genisliginde x 10 cm yiiksekliginde) olusmaktadir (Sekil 3.3.).
Tiim kollarin ve test odasinin duvarlarina, her bir kolun fare tarafindan farkli olarak
taninmasint  kolaylastirmak i¢in ticgen, daire ve kare gibi gorsel ipuglar
yerlestirilmistir. Davranigsal gorev, farenin Y-labirentinin merkezine konulmasiyla
baglamis ve 3 kolun tiimiine serbest erisim saglanmigtir. Farenin davranisi, video
kamera kullanilarak 10 dakikalik bir siire boyunca kaydedilmistir. Her bir kola
girislerin sayisini ve kollara girislerinin sirasini hesaplamak i¢in video kayitlari analiz
edilmistir (bu amacla kollar A, B ve C olarak etiketlenmistir). Farenin dort bacaginin
da bir kola girmesi o kola giris olarak kabul edilmistir. Spontan degisim, tekrarlanan
giris olmaksizin ii¢ ardisik kola girme (6rn. ABC, BCA, CBA) olarak tanimlanmuistir.
Spontan degisim skoru, kollar aras1 degisimler + (giris sayis1 - 2) x 100 formiilii ile
hesaplanmistir. Bu skor, uzamsal calisma bellegi ve dikkat performansi olarak

degerlendirilmistir.
3.2.3. Ucurumdan Ka¢inma Reaksiyonu Testi

Ventral PFK ile iligkili diirtiiselligi degerlendirmek i¢in uygulanmistir (66). Bu
amagla 50 cm yiiksekligindeki yuvarlak bir platform (¢ap1 20 cm) kullanilmistir (67).

Test, hayvanin platformun merkezine yerlestirilmesiyle baslatilmigtir (Sekil 3.3.).
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Farenin davranisi, platformun istiine yerlestirilecek bir video kamera ile 30 dakikalik
bir siire boyunca kaydedilmistir (59). Platformun 1/3’liik merkezinde gegirilen siire
Ethovision XT-8 yazilimi kullanilarak hesaplanmistir. Bu siirenin daha kisa olmasi

diirtiiselligin gdstergesi olarak degerlendirilmistir.
3.3. Kortikal Kalinhgin Degerlendirilmesi

Prefrontal korteksin alt bolgelerinin kortikal kalinliklari, kortikal maturasyonu
degerlendirmek amaciyla ol¢iilmiistiir. Farelerin PFK bolgelerinden elde edilen 20
mikrometre kalinligindaki kesitler, Nikon Eclipse E600 floresan mikroskobu ile 1x
biliylitmede goriintiillenmistir. Fare beyin atlasina gore stereotaksik koordinatlarla
belirlenen anterior singulat korteks (ASK: 1.10 mm — 0.02 mm), prelimbik korteks
(PL: 2.80 mm — 2.46 mm) ve infralimbik korteks (IL: 1.98 mm — 1.54 mm)
bolgelerinin kortikal kalinliklari, elde edilen goriintiiler iizerinden Imagel yazilimi

kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 3.4.) (68).

Sekil 3.4. Prefrontal korteksin alt bolgelerinin (ASK: Anterior Singulat Korteks, PL:
Prelimbik Korteks, IL: Infralimbik Korteks) kortikal kalinlik 8l¢iimii
(Sagdaki fare beyin atlas1 goriintiisii “Paxinos and Franklin’s the mouse
brain in stereotaxic coordinates” kitabinin 2019 baskisindan alinmustir.).
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3.4. Immiinofloresan Boyama

Perinatal nikotin maruziyeti ile DEHB’nin modellendigi fareler ile kontrollerde
PFK’nin tiim alt bolgelerinde (ASK, PL, IL) inflamatuar sinyal yollarindaki
farkliliklar immiinohistokimyasal isaretlemeler ile arastirilmistir. Davranis testleri
tamamlandiktan sonra, fareler anestezi altinda 1X fosfat tamponlu salin (PBS) ve %4
paraformaldehit (PFA) ile perfiize edilmistir. Beyinler kafatasindan ¢ikarildiktan sonra
%4 PFA c¢ozeltisinde 24 saat siireyle post-fiksasyona birakilmistir. Daha sonra
beyinler, %30 silikroz ¢dzeltisinde tamamen dibe ¢okene kadar dehidrate edilmistir.
Ardindan, Leica kriyostat kullanilarak 20 pm kalinliginda koronal kesitler seri sekilde
almmustir. Immiinofloresan boyama igin siireklilik gosteren dondurulmus kesitler
arasindan fare beyin atlasina gore stereotaksik koordinatlarla belirlenmis beyin
kesitleri secilmistir. Calismamizda, Iba-1 (mikroglia belirteci) ve g¢ekirdek igindeki
pro-inflamatuar transkripsiyon faktorii NF-«B’nin isaretlenmesine odaklanilmistir.

Gorintiiler Leica konfokal mikroskobu ile kaydedilmis ve FIJI J yazilim ile
islenmistir. Iba-1 ile isaretlenmis mikroglia hiicrelerinin sayis1 belirlenmistir.
Mikroglia belirteci Iba-1 igin Z-yiginli (Z-stack) goriintiiler de elde edilmis ve
analizler MATLAB tabanli 3DMorph yazilimi kullanilarak yapilmistir (69). Mikroglia
morfolojisini degerlendirmek i¢in, toplam hiicre hacmi (dallanma i¢in dolayli bir
gosterge) ve ramifikasyon (dallanma) indeksi (Z-yiginli goriintiilerde mikroglia
uzantilarinin otomatik izlenmesiyle elde edilen, karmasikligi ve dallanmay1 nicel
olarak Olcen bir deger) hesaplanmistir. NF-kB sinyalinin ¢ekirdek bdolgesinde
gozlenmesi, NF-kB aktivasyonu olarak yorumlanmistir. NF-kB aktivasyonu, ¢cekirdek
bolgesinde NF-kB ile isaretlenmis toplam hiicre sayisinin, Hoechst pozitif toplam

hiicre sayisina orani ile hesaplanmustir.
3.4.1. Iba-1’in Immiinofloresan Isaretlenmesi

Beyin kesitleri, 1X PBS ile yikandiktan sonra, %0,5 Triton X igeren PBS
(PBST) ile 15 dakika boyunca gegirgen hale getirilmistir. Daha sonra kesitler, %10
normal ke¢i serumu (NGS) iceren PBST ile oda sicakliginda 1 saat bloke edilmistir.
Blokajin ardindan kesitler, Iba-1 antikoru (1:200) ile 4°C’de 2 giin boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kesitler, 1X PBS ile 5 dakika boyunca 3 kez yikanmis

ve ardindan 488/594 anti-tavsan sekonder antikoru (1:200) ile oda sicakliginda 1 saat
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inkiibe edilmistir. Bu islemi takiben kesitler, 1X PBST ile 15 dakika yikanmis ve

Hoechst boyasi eklenerek ¢ekirdekler gorsellestirilmistir.
3.4.2. NF-kB’nin immiinofloresan Isaretlenmesi

Beyin kesitleri, 1X PBS ile yikandiktan sonra, %10 sitrat tamponu i¢inde
80°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyonun ardindan kesitler, 1X PBS ile
5 dakika boyunca 3 kez yikanmis, ardindan 1X PBST ile 15 dakika boyunca gecirgen
hale getirilmistir. Kesitler, %10 NGS i¢eren PBST ile oda sicakliginda 1 saat bloke
edilmistir. Blokajin ardindan, kesitler NF-kB antikoru (1:200) ile 4°C’de 2 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kesitler, 1X PBS ile 5 dakika boyunca 3 kez ytkanmis
ve ardindan 488/594 anti-tavsan sekonder antikoru (1:200) ile oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilmistir. Bu islemi takiben kesitler, 1X PBST ile 15 dakika yikanmis ve
Hoechst boyasi1 eklenerek c¢ekirdekler gorsellestirilmistir.

3.5. istatistiksel Analiz

Calismamizin istatistiksel analizleri SPSS yazilimi (stiriim 25.0) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Perinatal nikotin maruziyeti ile DEHB’nin modellendigi fareler ile
kontrollerin sonuglari, ortalama =+ standart hata (SEM) seklinde sunulmustur.
Cinsiyetler ve gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar: degerlendirmek i¢in iki yonlii
varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. Gruplar (PNM ve kontrol fareleri) arasinda,
cinsiyete gore eslestirilmis ikili karsilagtirmalar icin Mann-Whitney U testi kullanilmig
ve sonuglar medyan + ceyrekler arasi aralik (IQR) ile raporlanmistir. Mikroglia
morfolojisi ile ilgili veriler ise Bonferroni diizeltmeli tek yonli ANOVA testi ile
degerlendirilmistir. P < 0,05 anlamlilik esigi olarak kabul edilmistir. Grafikler, Prism

yazilimi (siiriim 8.0) kullanilarak olusturulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Davramissal Sonuclar
4.1.1. Lokomotor Aktivite ve Acik Alan Testi

Lokomotor aktivite karsilastirildiginda, PNM grubu ve kontrol grubu arasinda
kat ettikleri toplam mesafe benzer bulunmustur (Sekil 4.1., F(1,15)=1,632, p=0,226).
Lokomotor aktivite bulgulari cinsiyetler arasinda da benzerdi (F(1,15)=0,007,
p=0,933). Bu veriler, ergenlik doneminde cinsiyetten bagimsiz olarak PNM
farelerinde kontrollere benzer LMA gozlendigine dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.1. A¢ik alan testi davranig sonuglari: (A) Gruba gore lokomotor aktivite
diizeyi (LMA; cm) (Ortalama + SEM olarak gosterilmistir.), (B) Cinsiyete
gore LMA (Medyan + IQR olarak gosterilmistir.), (C) Gruba gore agik
alan testinde merkezde gecirilen siire (sn: saniye) (Ortalama + SEM olarak
gosterilmistir.), (D) Cinsiyete gore merkezde gegirilen siire (Medyan +
IQR olarak gosterilmistir.), (*) p < 0,05 anlamlilik diizeyini
gostermektedir.
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Perinatal nikotin maruziyeti ile DEHB’nin modellendigi farelerin kontrol
grubuna kiyasla AAT’de merkez alanda daha az zaman gecirdigi saptanmistir, bu
durum anksiyete benzeri davranislarin bir gostergesiydi (Sekil 4.1., F(1,15)=5,274,
p=0,040). Cinsiyetin bu siire ilizerine etkisi saptanmamistir (F(1,15)=2,820, p=0,119).
Bu bulgular, PNM farelerinde anksiyete benzeri davranmis diizeylerinin arttigin

gostermektedir.
4.1.2. Y-Labirent Testi

Y-labirent testinde, PNM farelerinin spontan degisim skorlari, cinsiyetten
bagimsiz olarak kontrol farelerine kiyasla anlamli derecede daha diisiik bulunmustur
(Sekil 4.2., F(1,15)=13,092, p=0,004). Cinsiyetin, spontan degisim skoru iizerine etkisi
saptanmamustir (F(1,15)=1,656, p=0,222).

Ozellikle, PNM disi farelerin, kontrol grubundaki disi farelere kiyasla YLT de
daha az spontan degisim sergilemistir (Sekil 4.2., z=-2,309, p=0,021). Bu bulgular,
PNM ile DEHB’nin modellendigi farelerin, dorsal PFK ile iligkili uzamsal ¢alisma

bellegi ve dikkat fonksiyonlarinda bozulmalar gdsterdigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.2. Y-Labirent ve ugurumdan kaginma reaksiyonu testleri davranis sonuglart:
(A) Gruba gore Y-labirent testinde spontan degisim skoru (SDS; %)
(Ortalama + SEM olarak gosterilmistir.), (B) Cinsiyete gore SDS (Medyan
+ IQR olarak gosterilmistir.), (C) Gruba gore ugurumdan kaginma
reaksiyonu testinde merkezi 1/3 alanda gegirilen siire (sn: saniye)
(Ortalama + SEM olarak gosterilmistir.), (D) Cinsiyete gore merkezi 1/3
alanda gegirilen siire (medyan + IQR olarak gosterilmistir.), (*) p < 0,05
anlamlilik diizeyini gostermektedir.
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4.1.3. Ucurumdan Ka¢inma Reaksiyonu Testi

Ugurumdan kag¢inma reaksiyonu testinde, platformun 1/3’likk merkezinde
gecirilen siire PNM grubu ile kontrol fareleri arasinda benzer bulunmustur (Sekil 4.2.,
F(1,15)=0,006, p=0,939). Cinsiyetin, 1/3’liik merkez alanda gegcirilen siire {izerine
etkisi saptanmamustir (F(1,15)=0,192, p=0,669).

Ozetle, PNM farelerinin dikkat ve ¢alisma belleginde bozulmalar sergilerken,
hiperaktivite veya artmis diirtlisellik gostermemektedir. Tiim bu veriler, perinatal
nikotin maruziyetinin DEHB’nin dikkat eksikligi baskin goriiniimiinii modelledigini

Onermektedir.
4.2. Kortikal Kalinhk Sonuclari

Prefrontal korteksin ASK, PL ve IL olmak {lizere alt bolgelerinin kortikal
kalinlig1 degerlendirildiginde, PNM farelerinin ASK kalinlig1, kontrol farelerine gore
daha yiiksek bulunmustur (Sekil 4.3., F(1,15)=8,156, p=0,014). Cinsiyetin ASK
kalinlig1 iizerine etkisi saptanmamustir (F(1,15)=0,504, p=0,491), ancak cinsiyet-PNM
etkilesimi anlamli bulunmustur (cinsiyet-grup etkilesimi: F(1,15)=11,091, p=0,006).
Ozellikle, PNM disi farelerinde kontrol disi farelere kiyasla ASK kalinligi daha
yiiksekti (Sekil 4.3., z=-2,309, p=0,021). Ne cinsiyetin ne de grubun (PNM’nin), PL
kortikal kalinligi tizerine etkisi yoktu (Sekil 4.3., sirasiyla F(1,15)=1,322, p=0,273; ve
F(1,15)=0,526, p=0,482). Benzer sekilde, IL kortikal kalinlig1 da ne cinsiyetten ne de
gruptan etkilenmedi (Sekil 4.3., sirastyla F(1,15)=0,217, p=0,650; ve F(1,15)=1,098,
p=0,315).
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Sekil 4.3. Prefrontal korteksin alt bolgelerinin kortikal kalinlik sonuglari: (A) Gruba
gore anterior singulat korteksin kalinlig1 (ASK; pum) (Ortalama + SEM
olarak gosterilmistir.), (B) Cinsiyete gore ASK kalinligi (Medyan + IQR
olarak gosterilmistir.), (C) Gruba gore prelimbik korteksin kalinlig1 (PL;
pm) (Ortalama + SEM olarak gosterilmistir.), (D) Cinsiyete gore PL
kalinligi (Medyan + IQR olarak gosterilmistir.), (E) Gruba gore
infralimbik korteksin kalinlig1 (IL; pm) (Ortalama += SEM olarak
gosterilmistir.), (F) Cinsiyete gore IL kalinlig1 (medyan + IQR olarak
gosterilmigtir.), (*) p < 0,05 anlamlilik diizeyini gostermektedir.

4.3. immiinofloresan Boyama Sonuclari

Perinatal nikotin maruziyeti ile DEHB’nin modellendigi farelerin ASK, PL ve

IL bolgelerinde, kontrol farelerine kiyasla daha yiiksek sayida Iba-1 ile isaretlenmis
mikroglia bulunmustur (Sekil 4.4. ve Sekil 4.5., sirasiyla F(1,15)=143,257, p<0,001;
F(1,15)=87,824, p<0,001; ve F(1,15)=32,413, p<0,001). Cinsiyetin, ASK ve IL
bolgelerindeki Iba-1 ile isaretlenmis mikroglia sayisi iizerine etkisi saptanmamistir

(Siwrasiyla F(1,15)=0,009, p=0,928; ve F(1,15)=2,125, p=0,171,). Bununla birlikte,
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PL’de disi farelerdeki mikroglia sayisinin erkek farelere gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (F(1,15)=7,564, p=0,018).
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Sekil 4.4. Prefrontal korteks alt bolgelerinde 1ba-1 ile isaretlenmis mikroglia sayilari:
(A) Gruba gore anterior singulat korteksteki (ASK) mikroglia sayis1
(Ortalama + SEM olarak gosterilmistir.), (B) Cinsiyete gére ASK
mikroglia sayisi (Medyan + IQR olarak gdsterilmistir.), (C) Gruba gore
prelimbik korteksteki (PL) mikroglia sayisi (Ortalama + SEM olarak
gosterilmistir.), (D) Cinsiyete gore PL mikroglia sayis1 (Medyan + IQR
olarak gosterilmistir.), (E) Gruba gore infralimbik korteksteki (IL)
mikroglia sayis1 (Ortalama + SEM olarak gosterilmistir.), (F) Cinsiyete
gore IL mikroglia sayis1 (Medyan + IQR olarak gdsterilmistir.), (*) p <
0,05 anlamlilik diizeyini gostermektedir.
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Deney (PNM ve kontrol) gruplari cinsiyet bazinda ayr1 ayri karsilagtirildiginda
hem erkek hem de disi PNM farelerinde kontrol erkek ve disi farelerine kiyasla ASK
(Sekil 4.4. ve Sekil 4.5., sirasiyla z=-2,323, p=0,020; ve z=-2,309, p=0,021), PL (Sekil
4.4., sirastyla z=-2,309, p=0,021; ve z=-2,323, p=0,020) ve IL (Sekil 4.4, sirasiyla z=-
2,309, p=0,021; ve z=-2,309, p=0,021) bolgelerinde dnemli farkliliklar gozlenmistir.

Iba-1 Birlesik

Kontrol grubu

PNM grubu

Sekil 4.5. Prefrontal kortekste mikroglialarin Iba-1 ile isaretlenmesi: Perinatal
nikotin maruziyeti ile DEHB nin modellendigi fareler ile kontrol
farelerinde mikroglialarin Iba-1 ile isaretlenmesini (yesil) gosteren temsili
goriintiiler. Mavi sinyal, hiicre ¢ekirdeklerinin Hoechst boyamasi ile
isaretlendigini gostermektedir.

Mikroglia morfolojisinin analizi, PNM farelerinin tiim PFK alt bolgelerinde
toplam mikroglia hacminde onemli bir azalma oldugunu ve bunun da mikroglia
aktivasyonunu isaret ettigini gostermistir (Sekil 4.6., tiim p’ler<0,001). Ozellikle,
PNM farelerinin PL ve IL bolgelerinde anlamli derecede daha diisiik ramifikasyon
indeksleri oldugu (sirasiyla p=0,004 ve p=0,009), ASK’deki mikroglia

dallanmalarinin ise kontrol farelerinkiyle kiyaslanabilir oldugu saptanmistir
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(p=0,243). Ayn1 zamanda, her iki cinsiyet icinde PNM ve kontrol gruplarinin ASK,
PL ve IL bolgelerindeki toplam mikroglia hacmi karsilastirildiginda benzer anlaml
bulgular elde edilmistir (Sekil 4.6., tiim p’ler<0,001). Ramifikasyon indeksi agisindan
ise, disi cinsiyetinde PNM ve kontrol gruplariin ASK bolgesindeki ramifikasyon
indeksi karsilagtirmas1 disinda, her iki cinsiyet icindeki gruplar arasi tim
karsilagtirmalar benzer sekilde anlamliydi (Sekil 4.6., tiim p’ler<0,05). Ayrica, kontrol
grubundaki PL’de yerlesik mikroglialarin ASK ve IL boélgelerine gore anlamh
derecede daha fazla dallanmis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6., sirasiyla p=0,019 ve
p=0,028). Bu durum, mikroglianin hem dinlenme hem de aktivasyon durumlarinda

bolgesel farkliliklar gosterebilecegini yansitmaktadir.



32

A Kontrol PNM *
% ” b | ns * Rk |
< g 80000 I FERE ” *K I FEEK
g | l
E 60000 . .
= AS o PL
5 40000 .
z ’ (2
g 20000
2 E @ : * ol
! Kontrol ~ PNM Kontrol PNM Kontrol ~ PNM
*
ns *
_ ns *% **
% 15 AS . IL : PL
= E 10 *
4 o 3 L
0 T T T T T T
Kontrol ~ PNM Kontrol PNM Kontrol ~ PNM
B
— IL PL
M‘g 25000~ % % %k % %k %k %k %k % % Xk % % %k % %k % %k % %k % Xk %
£ { ' I
= 20000 -
: e : =
< 15000
T [ i s e
% 10000 Y ° % s . L
= - ? s ooty
= 30 oot
kY . ¥
£ 4
§ 0 T T T T T < T
Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
= Kontrol PNM
20 * AS ns %* %k IL %* % %k % %k % PL %k % %k %
; N |
-~
5]
E 15 ‘ . o o . ’
g E: h] et L z .
£ & > % &
]
= ?
g5 ¥ g ~ b 4
& ¢ K H s 3
0 T T T T T T
Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi

Sekil 4.6. Prefrontal korteksin alt bolgelerinde mikroglia morfolojisi: (A) Perinatal
nikotin maruziyeti ile DEHB nin modellendigi fareler ile kontrol
farelerinde anterior singulat korteks (ASK), prelimbik korteks (PL) ve
infralimbik korteksteki (IL) toplam hiicre hacmi ve ramifikasyon
(dallanma) indeksi verileri, (B) Cinsiyete gére ASK, PL ve IL
bolgelerindeki mikroglia morfolojisi verileri, (*) p < 0,05, (**) p <0,01,
(***) p<0,001 ve (¥****) ise p <0,0001 anlamlilik diizeylerini
gostermektedir.
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Perinatal nikotin maruziyeti ile DEHB’nin modellendigi farelerin ASK ve IL
bolgelerinde NF-kB’nin niikleer translokasyonunun (yani aktivasyonun) kontrol
grubuna kiyasla arttig1 saptanmistir (Sekil 4.7. ve Sekil 4.8., sirasiyla F(1,15)=31,175,
p<0,001; ve F(1,15)=14,062, p=0,003), bu durum PL’ye kiyasla anlamli farklilik
gostermektedir (F(1,15)=1,002, p=0,337). Cinsiyetin ASK’deki ¢ekirdege transloke
olmus NF-kB hiicre oran1 (NF-kB aktivasyonu) iizerine etkisinin anlamli oldugu ve
erkek farelerde ¢ekirdek bolgesinde NF-kB ile isaretlenme oranlarinin daha yiiksek

oldugu belirlenmistir (F(1,15)=19,030, p=0,001).
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Sekil 4.7. Prefrontal korteks alt bolgelerinde NF-«xB ¢ekirdek translokasyonu: (A)
Gruba gore anterior singulat korteksteki (ASK) c¢ekirdek icinde NF-«B ile
isaretlenmis hiicrelerin orani (%) (Ortalama + SEM olarak gosterilmistir.),
(B) Cinsiyete gore ASK’deki NF-«B niikleer translokasyon orani (%)
(Medyan + IQR olarak gdsterilmistir.), (C) Gruba gore prelimbik
korteksteki (PL) ¢ekirdek i¢cinde NF-«B ile isaretlenmis hiicrelerin orani
(%) (Ortalama + SEM olarak gdsterilmistir.), (D) Cinsiyete gore PL’deki
NF-«B niikleer translokasyon orani (%) (Medyan + IQR olarak
gosterilmistir.), (E) Gruba gore infralimbik korteksteki (IL) ¢ekirdek
icinde NF-«kB ile isaretlenmis hiicrelerin oran1 (%) (Ortalama + SEM
olarak gosterilmistir.), (F) Cinsiyete gore IL’deki NF-«xB niikleer
translokasyon orani (%) (Medyan £ IQR olarak gdsterilmistir.), (*) p <
0,05 anlamlilik diizeyini gostermektedir.
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Deney (PNM ve kontrol) gruplari cinsiyet bazinda ayr1 ayri karsilastirildiginda
hem erkek hem de disi PNM farelerinde kontrol erkek ve disi farelere kiyasla ASK
(Sekil 4.7. ve Sekil 4.8., sirastyla z=-2,309, p=0,021; ve z=-2,309, p=0,021) ve IL
(Sekil 4.7 ve Sekil 4.8, sirasiyla z=-2,021, p=0,043; ve z=-2,021, p=0,043)

bolgelerinde 6nemli farkliliklar gozlenmistir.

NF-xB Birlesik

Kontrol grubu

PNM grubu

Sekil 4.8. Prefrontal kortekste NF-xB ¢ekirdek isaretlemesi: Perinatal nikotin
maruziyeti ile DEHB’nin modellendigi fareler ile kontrol farelerinde NF-
«B’nin ¢ekirdek isaretlemesini gosteren temsili goriintiiler. Turuncu oklar,
cekirdek translokasyonunu vurgulamaktadir. Mavi sinyal, hiicre
cekirdeklerinin Hoechst boyamasi ile isaretlendigini gdstermektedir.
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5. TARTISMA

Bu calismada PNM modeli kullanilarak farede erken ergenlige tekabiil eden bir
donem olan postnatal 5. haftada DEHB benzeri davraniglarla birlikte PFK’nin alt
bolgelerinde kortikal kalinlik ve noroinflamatuar degisiklikler degerlendirilmistir.
Perinatal nikotin maruziyeti ile farelerin yalnizca %47,1’inin DEHB benzeri dikkat
bozuklugu gelistirdigi gozlemlenmistir. Bu farelerde lokomotor aktivite ve diirtlisellik
kontrol grubundan farklilik gostermez iken, anksiyete benzeri davranislarda belirgin
bir artis gdzlenmistir. Calismanin davranis verileri, hem kiz hem de erkek ¢ocuklarinda
DEHB’nin en yaygin goriilen tipi olan dikkat eksikligi baskin goriiniimii ile
uyumludur.

Cesitli kohort ve meta-analiz ¢alismalarinda annenin gebelik doneminde sigara
kullantminin ¢ocukta DEHB gelisme riskini arttirdigr gosterilmistir (70). Sigara
dumaninda bu etkiye potansiyel olarak aracilik edebilecek bir¢ok kimyasal
bulunmasina ragmen, hayvan ¢aligsmalarinda nikotinin sorumlu ajan oldugu tutarl bir
bicimde bildirilmistir (56, 57, 71). Nikotin, plasentadan ge¢me ve fetal dokularda
birikme 6zelligine sahiptir. Teratojeniktir ve fetiiste noronal asetilkolin reseptdrlerini
aktive ederek progenitor hiicreler arasindaki sinyal iletimini potansiyel olarak
bozabilir. Bu bozulma, proliferasyon, go¢ ve maturasyon gibi siire¢leri etkileyebilir ve
dogum sonrasi donemde DEHB benzeri davranislara yol acabilir (56, 57, 72).
Caligmamizda, onceki bulgularla tutarli olarak, perinatal nikotin maruziyeti ile bir
DEHB modeli olusturulmustur. Ancak, kontrol grubuyla karsilastirildiginda
lokomotor aktivite ve diirtiisellikte onemli bir fark gdézlemlenmemistir. Literatiir
incelendiginde, perinatal nikotin maruziyeti sonrasi yavrulardaki lokomotor
aktivitenin kontrol gruplariyla karsilastirildiginda daha yiiksek, daha diisiik veya
benzer olabilecegi anlasilmistir. Lokomotor aktivite sonuglari cinsiyet, nikotin dozajt
ve uygulama zamanu ile testin yapildigi yas gibi faktorlerden etkilenmektedir (59, 60,
71, 73-77). Bu ¢alismada DEHB modelini olusturan farelerin eslik eden Onemli
anksiyete benzeri davranislart diistiniildiigiinde, lokomotor aktiviteyi degerlendiren
testte acik alan bileseninin olmas1 PNM farelerinde hareketliligi kisitlamis olabilir. Bu
nedenle, gelecekteki caligmalarda hiperaktivitenin farelerin dogal yasam alanim
andiran bir ortamda degerlendirilmesi onerilmektedir (77). Ote yandan, davranis

testleri ergenlige denk gelen bir zaman diliminde uygulanmistir, DEHB’ nin yagsam
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boyu siiren seyri sirasinda okul dncesi donem sonrasinda hiperaktivite ve diirtlisellik
belirtilerinin azaldig1, dikkat eksikligi belirtilerinin daha kalict oldugu, zaman
igerisinde hiperaktivite-diirtiisellik baskin goriinlimiin sikliginin azalarak, dikkat
eksikligi baskin goriiniimiin sikliginin arttigi, ii¢ tip arasinda bu yonde bir gecis
olabilecegi bilinmektedir (19). Lokomotor aktivite ile benzer sekilde, diirtiiselligi
degerlendirmek i¢in kullanilan ugurumdan kaginma reaksiyonu testine anksiyete
benzeri davranislarin olasi katkis1 géz ardi edilmemelidir (59). Ayn1 hayvan modelinin
(PNM) kullanildig1 ¢aligmalarda ugurumdan kaginma reaksiyonu ile ilgili sonuglar
tutarsiz bulunmus, PNM erkek yavrulari daha az ugurumdan kaginma davranisi
gosterirken (diirtiisellik benzeri davranislar), disiler arasinda farklilik gézlenmemistir
(59). Baska bir ¢calismada PNM yavrular1 bu testte ugurumdan kaginma pozisyonunda
anlamli derecede daha fazla zaman harcarken, disi yavrular daha hareketsizmis, daha
az mesafe kat etmis ve AAT’ de merkezde daha az zaman geg¢irmis (78). Bu bozukluga
en sik eslik eden durumlardan biri olan artmis anksiyetenin karistirici etkisinden
bagimsiz olarak diirtiisellik benzeri davraniglar1 daha dogru bir sekilde degerlendirmek
icin gelecekteki c¢aligmalarin, git/dur testi (go/no-go testi) gibi davranisi
engelleyememe yetenegini 6zel olarak Olgen bir paradigmadan faydalanabilecegi
diistiniilmektedir (79).

Davranigsal bulgularla uyumlu olarak, PNM farelerinde ASK’nin kontrol
farelerine kiyasla anlamli derecede daha ytiksek kortikal kalinlig1 oldugu bulunmustur.
Ozellikle, disi PNM farelerinde ASK kalinlig1 disi kontrollere gore belirgin fazlaydi.
Yapisal goriintiileme ¢alismalari, DEHB’li ¢cocuklarda 6zellikle ASK gibi dikkatle
iliskili bolgelerin nispeten yavas kortikal incelme gosterdigini ortaya koymustur (80).
Calismalar, dorsomedial (DM-PFK; farelerdeki ASK’nin homologu) ve ventromedial
(VM-PFK; PL ve IL’nin homologu) prefrontal bolgelerdeki kortikal incelme hizi ile
hiperaktivite ve diirtiisellik belirtilerinin siddeti arasinda negatif bir korelasyon
oldugunu da gostermistir (7, 81). Sinaptik budanma gibi ndral baglantilarin
tyilestirilmesini igeren tipik gelisimsel siire¢lerin, DEHB’li bireylerde gecikebilecegi,
bu durumun da beyin yapis1 ve iglevindeki gozlemlenen varyasyonlara yol acabilecegi
diisiiniilmektedir (48). Bu ¢alismanin ASK kalinlig1 bulgusu gecikmis kortikal incelme
ile tutarli olmakla birlikte, DEHB’de bélgeler bazinda gézlemlenen artmis kortikal

kalinlik goriisiinii de yansitmaktadir (21). Ancak, DEHB ile ilgili arastirmalarda,
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genellikle yaygin beyin bolgelerinde daha ince kortikal kalinliklar gosterilmis olmakla
birlikte literatiirde metodolojik farkliliklar ve muhtemelen bunlardan kaynakli tutarsiz
sonuglar mevcuttur (82). Ergenlik doneminde, farelerin PFK yap1 ve islevinde 6nemli
bir yeniden organizasyon gergeklestirdigi gosterilmis, cogu biligsel islevle iliskili olan
prefrontal gelisimin dogrusal olmayan bir seyir izledigi vurgulanmigtir (51).
Calismalar arasindaki tutarsizlik, PFK maturasyonunun diger beyin bolgelerine
kiyasla zamanlama farkliliklarindan kaynaklaniyor olabilir. Diger alt bolgelerin (PL
ve IL’nin) kortikal kalinliklari ASK’nin aksine benzerdi. Kortikal kalinliktaki bu
varyasyonlar aslinda gecikmis maturasyonla ilgili temel sorunlari, dolayisiyla da
budanma siireglerini diisiindiirmektedir. Genellikle daha erken olgunlagmasi
(maturasyonu) beklenen motivasyonel kontrol ve 6diille iligkili karar verme gibi sicak
yiiriitiicl islevlerdeki eksiklikler, ventral PFK baglantili devrelerdeki degisikliklerle
aciklanmaktadir (83). Kontrol grubu ile benzer kalinliktaki PL ve IL bolgeleri her iki
grupta da benzer maturasyon siireglerini tamamlamis ve dolayisiyla hiperaktivite ve
diirtiisellik benzeri davranislarda gruplar arasinda fark gézlemlenmemis olabilir (65).
Ayrica, DEHB’li bireylerde agirlikli olarak dorsal PFK baglantili devrelerdeki
aktivasyon degisiklikleri, motor inhibisyon ve stirdiiriilebilir dikkat gibi daha geg
olgunlagsan (maturasyonunu ge¢ tamamlayan) soguk yiirlitiicii islevlerdeki
eksikliklerle iliskilendirilmektedir (84). Boylece, PNM farelerindeki artmis ASK
kalinlig1 ve dikkatle ilgili bozukluk, gecikmis kortikal maturasyon (gecikmis incelme
ve budanma) ile iliskili olabilir. Bu ¢aligmada kortikal kalinliklar ASK, PL ve IL
bolgelerini iceren daha on bolgelerden alinan koronal kesitlerden hesaplanmustir.
Bunun aksine, Zhu ve ark. (2012) dogum sonras1 42. giinde sakrifiye edilen PNM
grubu farelerde singulat korteks hacminde ve singulat korteks uzunlugunda (radyal
kalinlik) anlaml1 bir azalma tespit etmistir. Ancak, singulat korteksin tiim rostrokaudal
uzantisint temsil eden koronal kesitlerde genisliginde (yani kalinliginda) azalma
gozlenmemistir (77). Bu bolgedeki azalmis radyal kalinligin hiicre sayilari, dendritik
dallar veya akson terminallerindeki azalmay1 yansittig1 ileri siiriilse de metodolojik
farkliliklardan da kaynaklaniyor olabilir. Soyle ki, PNM fare modeli kullanilan diger
hayvan ¢aligmalarinda nikotinin dendritik diken yogunlugunda kalic1 degisikliklere
neden oldugu bildirilmistir (85-87). Gelisimsel nikotin maruziyetinin gesitli kortikal

alanlardaki néron morfolojisini degistirdigi (genellikle gri maddede degisiklikler) ve
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difiizyon tensor goriintiilemesi ile Olciilen fraksiyonel anizotropide dnemli bir artiga
yol actigt bulunmustur. Bu degisiklikler, dendritik diken yogunlugu, dendritik
arborizasyon ve karmasiklikta artislar seklinde olup gecikmis maturasyon ve budanma
siireclerinin dolayli bir kanit1 olarak yorumlanabilir (85). Bununla birlikte, son yillarda
yapilan biiylik 6lgekli goriintilleme calismalari, DEHB ile iliskilendirilen yapisal
degisikliklerin daha once rapor edilenlerden belirgin sekilde daha az oldugunu
vurgulamaktadir (88). Ergen Beyni Bilissel Gelisimi (ABCD: Adolescent Brain
Cognitive Development) ¢alismasinda DEHB’de daha 6nce bildirilen kortikal kalinlik
degisikliklerinde anlamli farkliliklar bulunamamustir (89).

Kortikal ~kalinlikla iligkili molekiiler mekanizmalar hald gizemini
korumaktadir; bu nedenle, nérogelisimin dogumdan erigkinlige kadar bolge bazinda
incelendigi mikroglia aracili sinaptik budanma gibi siireclere odaklanan calismalara
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mikroglialarin dendritik aga¢ ve dolayisiyla kortikal hacim {izerine etkileri
bilindiginden, mikroglia sayis1 ve aktivasyonundaki degisiklikler arastirilmistir.
Kontrollere kiyasla PNM farelerinin tiim PFK alt bolgelerinde mikroglia sayilar
artmis, mikroglialarin toplam hiicre hacimleri azalmis ve ASK disindaki alt bolgelerde
dallanmalar1 (ramifikasyon indeksleri) azalmis olarak bulunmus, dolayisiyla artmis
mikroglial aktivasyon seklinde yorumlanmistir. Ozellikle, PNM farelerinde dikkat
bozukluguna katkida bulunabilecek ASK’deki bu degislikler kortikal kalinlikta ve NF-
kB aktivasyonunda artiglarla birliktelik gostermektedir. Kontrollere kiyasla NF-xB
aktivasyonundaki artis, PNM farelerinde ASK ile birlikte IL’de de gozlenmistir.
Ozellikle, IL’deki NF-kB aktivasyonu ile birlikte PL ve IL’deki mikroglial aktivasyon
bulgulari, kontrollere kiyasla anksiyete benzeri davranislardaki dikkate deger artigla
iligkilendirilebilir. Erkeklerden farkli olarak, PNM disi fareleri disi kontrollere kiyasla
belirgin dikkat bozuklugu ve artmig ASK kalinlig1 sergilemistir.

Bu calismanin bulgularina benzer sekilde, spontan hipertansif siganlarin (SHS)
beyinlerinde mikroglial aktivasyonla birlikte proinflamatuar sitokinlerin arttig
bulunmus, 6 haftalik SHS’lerin PFK’sinde Iba-1 isaretlenmesi yiiksek diizeyde
saptanmistir (90, 91). Bu calismalarin sonucglari, DEHB patofizyolojisinde
noroinflamatuar  sinyalizasyonun roliinii, kan-beyin bariyeri yapisinin ve

gecirgenliginin bozulmasini ve otofaji dengesinin normal fizyolojik bir yanittan
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patolojiye kaymasint desteklemektedir. Ayrica, DEHB tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir uyarici olan metilfenidat, medial PFK’deki mikroglia sayisini (Iba-1 ile
ifade edilen) ve bilissel bozulmay1 azaltmistir (92). Metilfenidat tedavisi SHS’lerde
mikroglial hiicrelerin morfolojisini aktif durumdan dinlenim durumuna degistirmis,
mikroglialarin dallanmalarmin sayisini ve uzunlugunu arttirmistir (93). Pozitron
emisyon tomografisi kullanilarak, DEHB’li bireylerin PFK’sinde artmis mikroglial
aktivasyon gozlemlenmistir. Bu bulgu, islemleme hiz1 ve dikkat eksikligi gibi DEHB
belirtilerinin siddeti ile de iliskili bulunmustur (94). Bu ¢alisma ayn1 zamanda NF-kB
aktivasyonunun, 6zellikle dorsal PFK’de, mikroglial aktivasyon ile birlikte arttigini
gostermistir. Hiicre kiiltlirii ¢alismalari, alarminlerin mikroglial hiicrelerin gogiinii,
proliferasyonunu ve fagositoz kapasitesini diizenledigini bildirmistir. Alarminler
TLR4/NF-xB yolaklarini aktive ederek, mikroglial hiicrelerde NF-kB’nin ¢ekirdege
translokasyonuna yol agar ve hiicre iskeletini diizenleyerek fagositozu arttirir (95, 96).
Bu bulgular, Uzay ve ark. (2024) tarafindan Onerilen NF-«kB aracili mikroglia
proliferasyonu ve aktivasyonu yolaklartyla tutarlidir (97). Mikroglial morfolojideki
degisiklikler mikroglial proliferasyona eslik etmekte ve mikroglial aktivasyonu
gostermektedir. Benzer sekilde, prekonsepsiyon, gebelik ve laktasyon sirasinda
nikotine maruz kalma, hipokampal nérogenezi etkilemekte, mikroglial aktiviteyi
arttirmakta ve ergenlik doneminde yavrularda anksiyete benzeri davranislara yol
acmaktadir (78). Ergenlik doneminde gegici olarak prefrontal bolgede mikroglia
eksikligi/yetersizligi, PFK’nin 6zellikle dorsal alt bolgelerindeki piramidal néronlarda
sinaptik yogunlukta azalma ile birlikte biligsel yeteneklerde bozulmaya neden
olmaktadir (49). Mikroglial degisiklikler, mikroglia aracili sinaps budanmasi yoluyla
sinaps olusumunu ve maturasyonunu etkileyebilir ve potansiyel olarak sinaptik
baglantilarda kusurlar ile birlikte bilissel bozulmalara neden olabilir (48). Bu
calismada dorsal PFK’deki noroinflamatuar degisikliklerin dikkatle iliskili bozuklukla
baglantili olabilecegine dair tutarli kanitlar sunulmustur.

Embriyonik gelisim sirasinda mikroglialarin kolonizasyonu biiyiik dl¢iide kan
damarlar1 ve dolagima baglhdir. Mikroglialarin gelisimi, kan damarlarina konum ve
uzakliklarindan etkilenir, beslenmesi daha iyi olan bolgelerde daha karmagsik
dallanmalar gelisir (98). Perinatal nikotin maruziyeti, fetal beyindeki kilcal kan

akimini1  azaltarak mikroglialarin  dallanmig formuna uygun maturasyonunu
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geciktirebilir ve yavrularda mikroglial kusurlara yol agabilir (78, 98, 99). Normal
gelisim sirasinda, medial prefrontal korteksin aktivitesi ve biligsel performans,
ergenlik doneminde artis gosteren bir desen izler (49). Sinaptik yogunlugun ve
dendritik dallanmanin yeniden sekillenmesi gibi mikroglia aracili yapisal degisiklikler
gerceklesir (50). Bunlarin yani sira islevsel olarak da yeniden organizasyon gozlenir
(51). Bu donemde PFK’de aktif mikroglialar daha yuvarlak ve daha az dallanmis bir
morfolojiye sahiptir. Fagositoz aktivitesi artmistir ve néronal devrelerin gelisimi ve
iist diizey biligsel becerilerin kazanilmasi i¢in kritik 6neme sahiptir. Ancak, bu
asamada mikroglial aktivitede kusurlar olursa prefrontal morfoloji ve baglantili
devrelerin aktivitesi degisebilir, dendritik diken yogunlugunda degisikliklerle birlikte
yetiskinlige kadar devam eden biligsel bozulmalara neden olabilir (49, 51). Ergenlik
déneminde yasa bagli mikroglia aracili budanma, bolgeye 6zgii yapisal ve islevsel
maturasyon saglar, bunun sonucunda PFK ile iligkili bilissel yetiler gelisir (48). Benzer
bir hiyerarsinin PFK’nin alt bdlgeleri arasinda da var olmasi muhtemeldir (100).
Kontrol grubunda, PL’de yerlesik mikroglialarin ASK ve IL’deki mikroglialara
kiyasla anlaml1 derecede daha fazla dallanma gosterdigi saptanmistir. Bu mikroglialar
dinlenim durumunda olup PL’nin diger alt bolgelerden daha erken olgunlasmis
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ilging bir sekilde, muhtemelen en son olgunlasan alt
bolge olan ASK’de, mikroglialarin kontrollere kiyasla daha dallanmis olmasi ve
dolayisiyla mikroglial aktivasyonun daha az olmasi nedeniyle artmis kortikal kalinlik
ve dikkat bozuklugu gozlemlenmis olabilir. Bu bulgular PNM farelerinin dorsal
PFK’sinde gecikmis maturasyonu desteklemektedir. Sinaptik budanmanin ergenlik
doneminde disilerde erkeklerden daha erken gerceklestigi tahmin edilmekte,
gozlemlenen farkliliklarin gruplar arasinda disilerde daha belirgin oldugu
izlenmektedir (48).

Bu calismada ASK ve IL’de artmis NF-xB aktivasyonu gozlenmistir.
Transkripsiyon faktorii NF-kB, sitokinler, kemokinler ve adezyon molekiilleri gibi
cesitli proinflamatuar genlerin ifadesi ve salinimi ile birlikte mikroglial fagositozunu
arttirarak néroinflamatuar sinyalizasyon, ndroproteksiyon ve apoptozu diizenler (101).
Norogelisimsel bozukluklardan otizm spektrum bozuklugu (OSB) patofizyolojisini
inceleyen insan ¢alismalarinda, periferik kan orneklerinde ve postmortem beyin

dokularinda NF-xB aktivasyonu ile ilgili yolaklar1 igeren inflamatuar sinyalizasyon
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gosterilmistir. Benzer sekilde, OSB modelleri kullanan hayvan c¢alismalarinda da
beyin dokularinda néroinflamasyon bulgulart tutarli olarak sunulmustur (102).
Dogrudan NF-kB diizeyleri yerine, DEHB’li ¢ocuk ve ergenlerin periferik kan
orneklerinde NF-kB yolaklar ile iligkili sitokinler ve kemokinlerin diizeyleri genis
capta arastirllmigtir. Bu calismalarda ilgili inflamatuar belirteclerde diisiik diizeyde
artiglar tespit edilmistir (103). Ayrica, bir prospektif calisma, gebelik sirasinda
annelerin periferik kan oOrneklerindeki NF-kB yolaklariyla iligkili sitokinlerin
seviyelerinin, 4-6 yas araligindaki c¢ocuklarda DEHB belirtilerini ongordiigiinii
gostermistir (104). Tim bu kanitlar 1s1831nda, gebelikte stres, obezite ve annenin sigara
kullanimi gibi prenatal risk faktorlerinin, maternal inflamasyonu tetikleyebilecegi ve
cocuklarda ndroinflamatuar degisikliklere yol acarak DEHB gibi ndrogelisimsel
bozukluklara neden olabilecegi sdylenebilir. Ancak, bu bulgular1 desteklemek igin,
cevresel risk faktorlerine karsi genetik duyarliligi ve bunlarla iligkili epigenetik
mekanizmalar arastiran daha fazla calismaya ihtiyag¢ vardir.

Bu caligmanin bulgular1 degerlendirilitken bazi kisithiliklar g6z oniinde
bulundurulmalidir. Davranissal ve molekiiler degisiklikleri arastirmak i¢in kullanilan
kapsamli fare modeli, perinatal nikotin maruziyeti yoluyla ¢evresel risk faktorlerine
yonelik koruyucu miidahaleler gelistirmek i¢in degerli iggoriiler sunsa da, DEHB nin
yiiksek kalitilabilirligi bu ¢evresel temelli modelden elde edilen bulgularin
genellestirilebilirligini sinirlamaktadir. Davranis testlerinden Y-labirent, agik alan ve
ucurumdan kacinma reaksiyonu testleri, PFK islevleri ile ilgili degerlendirmeler i¢in
yeterli kanitlar sunsa da, DEHB’nin klinik heterojenitesi nedeniyle ek davranissal
testlerin dahil edilmesi dikkat ve diirtii kontrolii iizerine PFK’ye 6zgii daha spesifik
degerlendirmeler saglayabilir. Kortikal maturasyonun degerlendirilmesinde alt
bolgeye 6zgii kortikal kalinlik 6l¢timleri, PFK gelisiminin dogrusal olmayan sekilde
ilerledigi ergenlik doneminde dikkatle yorumlanmalidir. Ayrica, jlivenil donemde
prefrontal korteksin alt bolgelerinde mikroglial aktivasyon ve ilgili néroinflamatuar
sinyal yolaklar arastirilarak bolgeye 6zgii degisiklikler aydinlatilmaya caligilsa da,
bunlarin kortikal maturasyonla iligkisi halen net degildir. Dikkate deger bir sinirlilik
da kullanilan hayvan sayisinin gérece az olmasidir, buna ragmen erkek ve disi fareler
arasindaki cinsiyet farkliliklarina odaklanilmis olmasi, gelecekteki aragtirma cabalari

icin bir temel olusturabilir.
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Sonug olarak, bu calismada PNM farelerinde dikkatle iligkili bozukluga temel
olusturan ASK’de artmig NF-kB aktivasyonu ile birlikte artmis kortikal kalinlik,
mikroglia sayisi ve aktivasyonu gosterilmistir. Noroinflamatuar sinyalizasyonun
DEHB patofizyolojisindeki roliinii a¢iklayan bu bulgular, bozuklugun patofizyolojik
mekanizmalaria 6zel tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in dncii ¢abalarin yolunu
acacaktir. Ayrica, PNM disi ve erkek farelerinin DEHB benzeri davranislar, PFK’de
kortikal kalinlik ve noroinflamatuar sinyalizasyon konusunda kiigiik farkliliklar
gosterebilecegi gozlemlenmistir. Bu g¢alisma gorece kiiclik drneklem biiyiikligi
nedeniyle, cinsiyetler arasinda farkliliklar olabilecegine dair pilot veriler sunmakta,

daha biiyiik 6rneklerde bu konunun ele alinmasinin gerekliligini vurgulamaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER
6.1. Sonuclar
6.1.1. Davramissal Sonuclar

PNM ile deney grubunun neredeyse yarisinda DEHB’nin dikkat eksikligi
baskin goriiniimiiyle uyumlu DEHB modeli olusturulmustur.

PNM fareleri, kontrol farelerine kiyasla YLT de daha diisiik spontan degisim
skorlar1 gostermistir. Bu durum, dikkat ve c¢alisma bellegi bozuklugunu isaret
etmektedir.

PNM ve kontrol gruplart arasinda AAT’de LMA (hiperaktivite benzeri
davraniglar) ve UKRT’de ugurumdan kaginma tepkisi (diirtiisellik benzeri davraniglar)
acisindan fark saptanmamustir.

PNM fareleri, AAT’de kontrol grubuna kiyasla merkezde daha az zaman

gecirmistir, bu da anksiyete benzeri davranislarin arttigini géstermektedir.
6.1.2. Kortikal Kalinhik Sonuclar

PNM farelerinde ASK kalinlig1 kontrol grubuna gore artmistir, PL ve IL

kalinliklarinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir.
6.1.3. Mikroglial Aktivasyon ve NF-kB Sonuglari

PNM farelerinde ASK, PL ve IL bdlgelerinde mikroglia sayis1 ve aktivitesi
artmigtir.

PNM farelerinde ASK, PL ve IL’de toplam mikroglia hacminde ve ASK
disindaki bolgelerde mikroglia ramifikasyon (dallanma) indekslerinde belirgin
azalmalar tespit edilmis, artmis mikroglial aktivasyon gozlenmistir.

PNM farelerinde ASK ve IL’de artmis NF-kB aktivasyonu gozlemlenmistir.
6.1.4. Cinsiyet Farkhihklarina Mliskin Sonuclar

Kontrol grubuna kiyasla PNM grubundaki dikkat bozuklugu ve artmig ASK
kalinlig1 bulgular1 disilerde daha belirgindi.
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PNM grubunun ASK’sinde yerlesik mikroglialarin kontrol grubuna benzer
dallanmis olmasi disilerde belirgindi.

Diger bulgular her iki cinsiyette benzer gozlenmistir.
6.1.5. Genel Sonuclar

PNM farelerinde dikkat bozuklugu ile birlikte dorsal PFK’de artmis kortikal
kalinlik, NF-kB sinyali ve artmig mikroglial aktivasyon ile iligkili néroinflamatuar
degisiklikler saptanmistir.

PNM farelerinde eslik eden anksiyete davranisi ile birlikte ventral PFK’de
artmis NF-«kB sinyali ve artmis mikroglial aktivasyon ile iligkili néroinflamatuar
degisiklikler saptanmugtir.

Bu bulgular, PNM’nin DEHB’nin tiplerinden dikkat eksikligi baskin

goriiniimii ile iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.
6.2. Oneriler
6.2.1. Gelecek Calismalar icin Oneriler

DEHB’nin yiiksek kalitimi bilindiginden ¢evresel faktorlere genetik duyarlilik
arastirilabilir.

DEHB’nin klinik olarak heterojen olmasi nedeniyle farkli tiplerini de
incelemek i¢in ek davranigsal testler eklenebilir.

Jiivenil donemde PFK’nin alt bolgelerine 6zgii farkliliklar degerlendirilirken
normal nérogelisimsel siireclerin yasa bagli seyri dikkate alinarak deney prosediiriiniin
zamanlamasi planlanabilir.

Daha biiyiik orneklem gruplart ile calisilarak cinsiyet farkliliklar1 daha
kapsaml1 degerlendirilebilir.

Kortikal maturasyonu molekiiler diizeyde degerlendirebilmek icin daha ileri

arastirma teknikleri kullanilmalidir.
6.2.2. Klinik Uygulamalar icin Oneriler

DEHB patofizyolojisinde noroenflamasyonun roliinii dogrulayan bu bulgular,

anti-inflamatuar tedavi yaklagimlarinin aragtirilmasini desteklemektedir.
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Ozellikle erken yaslarda mikroglial aktivasyon ve kortikal gelisimi

diizenleyebilecek terapotik yaklasimlar degerlendirilmelidir.
6.2.3. Toplum Saghg Icin Oneriler

Gebelikte sigara ve nikotin maruziyetinin potansiyel zararlar1 konusunda
farkindalik kampanyalar1 diizenlenmelidir.

Perinatal donemde sigara kullanimin1 6nleyici politikalar desteklenmelidir.
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