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SEVOFLURAN ILISKIiLi NOROTOKSISITEDE NEAT1’IN ROLU

Doktora Tezi
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DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI SAGLIK BiLiMLERI
ENSTITUSU

Sinirbilimler Anabilim Dali
OZET

Sevofluran, pediyatrik anestezide en sik kullanilan anestezik ajanlardan biridir. Sevofluran
iliskili norotoksisitenin (SIN) ve bununla iliskili kognitif disfonksiyonun kesin mekanizmasi
hala bilinmemektedir. Nuclear Enriched Abundant Transcript 1 (NEAT1), LncRNA
molekdllerinden birisidir. NEAT1’in embriyonik kok hiicre gelisimi, néronal eksitabilite ve
immun yanit gibi pek ¢ok fizyolojik fonksiyonda rol aldig1 gosterilmistir. miR-124, NEAT1’in
valide edilmis hedeflerinden birisidir.

Bu calismada postnatal 7.glinde olan BALB/c yavru farelerin sevofluran anestezisi sonrasi
NEAT1 ve hedefi olan miR-124’iin ekspresyonun degerlendirilmesi ve olasi ekspresyon
degisikliginin hipokampal apoptoz ile iliskisinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla,
postnatal 7.glinde olan BALB/c (WT) ve NEAT1 Knockout (KO) fareler Kontrol WT grubu
(n=5), Sevofluran WT grubu (n=5), Kontrol KO grubu (n=5) ve Sevofluran KO grubu (n=5)
olmak iizere 4 gruba ayrilmustir. Sevofluran gruplarina 6 saat boyunca 6 L. dk* akim hizinda
oksijen icinde % 2,5 sevofluran solutulmus, alti saatin sonunda fareler sakrifiye edilerek
hipokampuslari ¢ikarilmis NEAT1 ve miR-124 ekspresyon degisiminin belirlenmesi icin Real
Time PCR ybntemi kullanilmistir. Sevofluran toksisitesinin paraspekl olusumuna etkisinin
belirlenmesi NEAT1 FISH (fluorescence in situ hybridization) ve SFPQ Immiin Boyamasinin
birlikte yapilmasi ile degerlendirilmistir. Ekspresyon farkliligi AACt yontemi ile analiz
edilmisgtir.

NEAT1 ekspresyonunun sevofluran uygulanan farelerde kontrol grubuna gore anlamli
(p<0.001) sekilde arttigi, miR124 ekspresyonunun ise anlamli (p<0.01) sekilde azaldigi
saptanmistir. Kresil violet boyamalarina gére noéronal dansitenin sevofluran grubunda
prefrontal kortekste anlamli olarak azaldigi saptanmistir (p < 0.001). Sevofluran grubunda CA1
bolgesinde kontrole gore Bcl-2 pozitif hiicre sayisinda azalma saptanmistir. KO gruplarda ise,
Bcl-2 immun boyamasinda azalma go6zlenirken sevofluran grubunda artis gozlenmistir.
Sevofluran grubunda kontrole gore prefrontal kortekste ve hipokampdste cleaved-caspase 3 ile
boyanan hiicrelerde artis saptanmistir. Kontrol ve sevofluran grubu farelerde yapilan NeuN
boyamasinda hipokampiis (CA1) boélgesinde anlamli azalma saptanmistir. KO gruplarinda
NeuN boyamasinda sevofluran grubunda artis gézlenmistir.



Sonug olarak, immun boyamalarda NEAT1 KO farelerde geri doniisiin saptanmasi sevofluran
iligkili norotoksisitede NEAT1’in roli oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: NEAT1, Norotoksisite, Sevofluran

Tezin Sayfa Sayisi: 28
Danisman: Prof. Dr. Sermin GENC
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ROLE OF NEAT1 IN SEVOFLURANE INDUCED NEUROTOXICITY

Master Thesis

Elvan OCMEN

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE
Department of Neuroscience
ABSTRACT

Sevoflurane is one of the most commonly used anesthetic agents in pediatric anesthesia. The
exact mechanism of sevoflurane-associated neurotoxicity (SIN) and associated cognitive
dysfunction is still unknown. Nuclear Enriched Abundant Transcript 1 (NEAT1) is one of the
LncRNA molecules discovered in 2007. NEAT1 has been shown to be involved in many
physiological functions such as breast development, corpus luteum formation, embryonic
stem cell development, neuronal excitability and immune response. miR-124 is one of the
validated targets of NEATL1. The aim of this study was to evaluate the expression of NEAT1
and its target miR- 124 after sevoflurane anesthesia in postnatal day 7 BALB/c mice and to
investigate the relationship between possible expression changes and hippocampal apoptosis.
A total of 10 BALB/c and NEAT1 Knockout mice, Control WT group (n=5), Sevoflurane
WT group (n=5), Control KO group (n=5) and Sevoflurane KO group (n=5) were included in
the study on postnatal day 7. Mice were inhaled with 2.5% sevoflurane in oxygen at a flow
rate of 6 L min for 6 hours. At the end of 6 hours, mice were sacrificed by decapitation
method and their hippocampuses were removed and Real Time PCR method was used to
determine NEAT1 and miR- 124 expression changes. The effect of sevoflurane toxicity on
paraspecule formation was evaluated by NEAT1 FISH (fluorescence in situ hybridization)
and NONO/SFPQ Immunostaining. Whether sevoflurane toxicity is mediated by NEAT1 was
examined by functional experiments using NEAT1 KO mice.

It was determined that NEAT1 expression increased significantly (p<0.001) in sevoflurane-
treated mice compared to the control group, while miR124 expression decreased significantly
(p<0.01). According to cresyl violet staining, neuronal density was found to decrease
significantly in the prefrontal cortex in the sevoflurane group (p < 0.001). A decrease in the
number of Bcl-2 positive cells was detected in the CAl region in the sevoflurane group
compared to the control. In the KO groups, a decrease in Bcl-2 immunostaining was observed,
while an increase was observed in the sevoflurane group. An increase in cells stained with
cleaved-caspase 3 was detected in the prefrontal cortex and hippocampus in the sevoflurane
group compared to the control group. A significant decrease was detected in the hippocampus
(CAZ1) region in NeuN staining in control and sevoflurane group mice. In the KO groups, an
increase in NeuN staining was observed in the sevoflurane group.

X



In conclusion, detection of reversal in NEAT1 KO mice in immunostainings showed that
NEAT1 has a role in sevoflurane-related neurotoxicity.

Keywords: NEAT1, Neurotoxicity, Sevoflurane
Page Count: 28
Thesis Advisor: Prof. Dr. Sermin GENC
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1. GIRIS VE AMAC

Pediyatrik hastalarda anestezi/cerrahi iligkili kognitif disfonksiyon olabildigini
gosteren ¢alismalar mevcuttur (1-3). Sevofluran, pediyatrik anestezide en sik
kullanilan anestezik-ajanlardan biridir. Cocuklarda anestezi sirasinda sevofluran
kullanimda EEG degisiklikleri ve postoperatif donemde uyku diizensizlikleri ve istah
kayb1 gibi davranis degisiklikleri bildirilmistir (4).

Sevofluran iliskili nérotoksisitenin (SIN) ve bununla iliskili kognitif
disfonksiyonun kesin mekanizmasi hala bilinmemektedir. Mikro RNA (miRNA) ve
long noncoding RNA (IncRNA)’ lar gibi yakin zamanda varligi gosterilen ve birgok
hiicre islevinde yer aldig1 saptanan kodlamayan RNA’larin son yillarda SIN ve
kognitif disfonksiyonun mekanizmasinda rolii olabilecegini gosteren on veriler s6z

konusudur.

Nuclear Enriched Abundant Transcript 1 (NEAT1), 2007’de kesfedilmis LncRNA
molekiillerinden birisidir. Kisa ve uzun olmak iizere 2 izoformu vardir. Uzun izoformu
(NEAT1 2) niikleusta paraspeckles adi verilen ribontikleoprotein komplekslerin bir
parcasidir. NEAT1 2’nin ii¢ alt domaini vardir. Paraspeckle yapida, 5° ve 3’ uglari
periferde, orta bolgesi ise merkezde konumlanmistir. Bu yapilar, adenozin-inozin
dontisiimii olan mRNA’larin niikleusta kalmasi yoluyla gen ekspresyonunu duzenler.
Diger LncRNA’lar gibi NEATI1’de proteinlerle kompleks yapilar olusturur. Bu

kompleksler araciligi ile pri-miRNA islenmesinde de regiilator rol iistlenir (5).

NEAT1’in meme gelisimi, korpus luteum formasyonu, embriyonik kok hcre
gelisimi noronal eksitabilite ve immun yanit gibi pek ¢ok fizyolojik fonksiyonda rol
aldig1 gosterilmistir. Post-mortem insan caligmalari, deneysel in vivo ve in vitro
caligmalar, Amyotrofik Lateral Skleroz, Alzheimer Hastaligi, Parkinson Hastaligi,
Frontotemporal demans, Epilepsi ve Travmatik beyin hasari gibi norodejeneratif
hastaliklarin pek cogunda NEATI1 ekspresyonunun degistigini gostermistir (6).
MIRNA (miR)-124, hipofiz bezi disindaki tiim beyin bolgelerinde yiiksek oranda
eksprese edilen miRNA'dir (7,8). Matiir miR-124, farelerde, siganlarda ve insanlarda
homologdur (9). Yapilan calismalar, miR-124’0n kronik stres, ndrodejenerasyon,

norogelisim, sinaps morfolojisi, myeloid hiicre fonksiyonu ve norotransmisyon



tizerinde etkilerini gostermistir. MiR-124 NEAT1’in valide edilmis hedeflerinden
birisidir.

Hem gelismekte olan hem de yetiskin beyninde bu kadar gorev alan NEAT1’ in
sevofluran iligkili norotoksisitede de rol almasi muhtemeldir. Yaptigimiz literatiir
arastirmasinda sevofluran anestezisi ile NEAT1 ekspresyonunda meydana gelen
degisikligi arastiran bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Planladigimiz bu ¢alismada yeni
dogan doneminde uygulanan sevofluran anestezi ile iligkili norotoksisitenin
mekanizmasini aydinlatabilmek i¢in farelerde sevofluran anestezisi sonrast NEAT1 ve
hedefi olan miR-124’lin ekspresyonun degerlendirilmesi ve olast ekspresyon

degisikliginin hipokampal apoptoz ile iliskisinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Her yi1l milyonlarca ¢ocuga cesitli medikal nedenlerle anestezi uygulanmaktadir.
Pediyatrik hastalarda anestezi/cerrahi iliskili kognitif disfonksiyon olabildigini
gosteren calismalar mevcuttur (1-3). Sevofluran, pediyatrik anestezide en sik
kullanilan anestezik-ajanlardan biridir. Cocuklarda anestezi sirasinda sevofluran
kullanimda EEG degisiklikleri ve postoperatif dénemde uyku diizensizlikleri ve istah
kayb1 gibi davranis degisiklikleri bildirilmistir (4). Sevofluran iliskili nérotoksisitenin
(SIN) ve bununla iliskili kognitif disfonksiyonun kesin mekanizmas1 hala
bilinmemektedir. Mikro RNA (miRNA) ve long noncoding RNA (IncRNA)’lar gibi
yakin zamanda varligi gosterilen ve birgok hicre islevinde yer aldigi saptanan
kodlamayan RNA’larin son yillarda SIN ve kognitif disfonksiyonun mekanizmasinda

rolt olabilecegini gosteren 6n veriler sz konusudur.
2.1. Sevofluran

Sevofluran, metil propil eterdir. Minimum alveolar konsantrasyonu 1,8 dir.
Coziintirliigii dustk, kan:gaz partisyon katsayist 0,65’ tir. Belirgin bir kokusunun
olmamasi ve solunum yollarina irritan olmamasi nedeniyle maske anestezisine olanak
tanir. Tim bu Ozellikleri sayesinde Ozellikle pediyatrik yas grubunda inhalasyon

indiiksiyonu i¢in ideal bir inhalasyon anestezigidir.
2.2. Uzun kodlamayan RNA (Long non-coding RNA)

Genomun %?2’sinden daha az bir kismi translasyon ile fonksiyonel proteinlere
cevrilirken, yaklasik %80’i aktif bir sekilde RNA olarak transkripsiyona ugramaktadir
(10). Kodlamayan RNA’larin (noncoding RNAS) transkriptomun oldukca buyik bir
kismint olusturdugu bilinmektedir. Uzun kodlamayan RNA’lar (Lnc RNA) 200
nikleotidden uzun kodlamayan RNA’lar (Sekil 1) olup proteine translasyonu

gerceklesmeyen RNA’lardir (11).



Non-coding RNAs
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Sekil 1: Kodlamayan RNA’lardan olan LncRNA’lar

LncRNA’larin hiicre igindeki dagilimina bakildiginda sitoplazmada (%15),
cekirdekte (%30) ve hem sitoplazma hem de ¢ekirdekte bulunabildikleri gosterilmistir
(12). LncRNA’larin hiicredeki lokasyonuna gore Ustlendikleri fonksiyonlarin oldukca
cesitli oldugu saptanmistir. Buna gbre sitoplazmada bulunanlar transkripte olmus
MRNA’lar1 hedefleyerek onlarin stabilitesini ve translasyonunu saglarken cekirdekte
bulunanlar transkripsiyonel ve epigenetik modifikasyonlar1 gerceklestirmektedirler
(13). NEATTI ise kodlamayan RNA’lardan LncRNA sinifina ait olan 2007’de bulunan
bir IncRNA’dir (5). Kisa ve uzun olmak tzere 2 izoformu mevcuttur. (NEAT1_2),
uzun izoformu, cekirdekte “paraspeckles” adi verilen ribontkleoprotein komplekslerin
bir parcasidir. NEAT1 2’nin (¢ alt domaini vardir. Paraspeckle yapida 5’ ve 3’ uglari
periferde, orta bolgesi ise merkezde konumlanmistir. Bu yapilar, adenozin-inozin
dontstimi olan mMRNA1ar1 ¢ekirdekte tutarak gen ekspresyonunu diizenlemektedirler.
Diger LncRNA’lar gibi NEAT1 de proteinlerle kompleks yapilar olusturmaktadir
(Sekil 2). Bu kompleksler araciligi ile pri-miRNA’larin islenmesinde de regulator

gorevi Ustlenmektedir (5).

NEATZ2’in meme gelisimi, korpus luteum formasyonu, embriyonik kok hiicre
gelisimi, ndronal eksitabilite ve immun yanit gibi pek ¢ok fizyolojik fonksiyonda rol
aldig1 gosterilmistir. Fizyolojik fonksiyonlarin yanisira 6zellikle enfeksiyon ve
otoimmun hastaliklar basta olmak Gizere pek ¢ok hastaligin patogenezinde de yer aldig1

bildirilmistir (5). Post-mortem insan ¢alismalari, deneysel in vivo ve in



Identification of Functional NEAT1 IncRNA Domains
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Sekil 2: NEAT1 ve paraspeckle yapis1 (18)

vitro calismalar Amyotrofik Lateral Skleroz, Alzheimer Hastaligi, Parkinson
Hastali§i, Frontotemporal demans, Epilepsi ve Travmatik beyin hasar1 gibi
norodejeneratif hastaliklarin pek c¢ogunda NEATL1 ekspresyonunun degistigini
gostermistir (6). LncRNA’larin reglilasyon mekanizmasimin miRNA’lar Uzerinden
olabilecegi dusunulmektedir. Bu ylzden cesitli biyolojik streclerdeki LncRNA

miRNA etkilesimi regulasyonda 6nemli yere sahiptir.
2.3. miR-124

MiRNA miR-124, hipofiz bezi disindaki tim beyin bdlgelerinde yiksek oranda
eksprese edilen bir miRNA'dir (7,8). Yapilan birgok galismada norogenezde kritik
rolinun oldugu gosterilmistir (14). Matur miR-124" Un, farelerde, siganlarda ve
insanlarda homolog oldugu gosterilmistir (1). Yapilan ¢calismalar, miR-124’0n kronik
stres, nérogelisim, sinaps morfolojisi, myeloid hiicre fonksiyonu ve nérotransmisyon

tzerinde etkilerini gostermistir. MiR-124 NEAT1’in valide edilmis hedeflerindendir.
2.4. NEATL’in norotoksisitedeki genetik yoni

Siklikla kullanilan bir anestetik olan sevofluranin, uzun slreli ndrotoksisiteye
ve 6grenme-hafiza gucliklerine yol actig1 bilinmektedir. Uzun kodlamayan RNA’larin

norotoksisitede araci molekillerden oldugu gosterilmistir. HT-22 hcreleri (fare



hippocampal noronal hiicre hatt1) ile yapilan ¢alismada sevofluran uygulanan HT-22
hicrelerinde NEAT1’in ekspresyonunda artis saptanmistir. NEAT1’in knockdown
edildigi kosullarda ise sevofluran aracili ndrotoksisiteyi iyilestirildigi gozlemlenmistir
(15).



3. GEREC ve YONTEM
3.1. Aragtirmanin Tipi

Bu calisma deneysel bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri, Zamani ve Plani

Ocak 2021-nisan 2021

Tez Onerisi hazirlanmasi

Mayis 2021

Etik kurul onay1

Ekim 2021-Subat 2022

BAP Proje Bagvuru siireci

Mart 2022- Haziran 2022

Malzeme Temini

Mayis 2022- Haziran 2022

Yavru ratlar ile 6n ¢alisma yapilmasi

Temmuz 2022- agustos 2022

Balb/c ve NEAT1 KO fareler icin etik

kurul onay alinmast

Kasim 2022-Agustos 2024

Deneylerin yapilmasi
Sonuglarin alinmas: ve istatistiksel

analiz

Eylul 2024- Kasim 2024

Tezin yazilmasi

Tablol: Arastirmanin planlanmasi ve yapilmasi siiregleri

3.3. Caligma Materyali

Calismaya 10 adet 7 giinliik Balb/c fare ve 10 adet NEAT1 Knockout fare dahil
edilmistir. Balb/c fareler DEU Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan, NEATI

Knockout fareler ise IBG deney hayvanlari laboratuvaridan temin edilmistir.

3.3. Arastirmanin Degiskenleri:

NEAT1 ve miR-124 bagimli degiskenlerdir.

3.5. Norotoksisitenin modellenmesi igin farelere sevofluran anestezisi uygulanmasi

Hayvan deneyleri icin Dokuz Eylill Universitesi Tip Fakiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan ¢alisma icin gerekli onay (31/2021 protokol nolu
DEU HADYEK etik kurul karar1) alimmistir. Calismaya postnatal yedinci giinde olan,
BALB/c susu ve NEAT1 KO, agirliklar1 4-6 gr arasinda degisen, 10’ ar adet yavru fare



alinmistir. Annelerinin yavru fareleri emzirdikleri g0z Oniline alinarak, kanibalizmi
Onlemek amaciyla, farelere mimkiin oldugu kadar dokunulmamaya ¢aligilmis ve eger
dokunulacaksa pamuk ile dokunulmustur. Yavru fareler dogumlarindan itibaren
standart laboratuvar kosullarinda (12 saat gundlz- 12 saat gece olacak sekilde

1siklandirma, 20-22°C oda 1sis1, % 50-60 nem) izlenmistir.
3.6. Calisma gruplari
Kontrol WT grubu (n=5): Yavru fareler 6 saat boyunca oda havasinda solutulmustur.

Sevofluran WT grubu akut (n=5): Yavru farelere 6 saat boyunca 6 L. dk™* akim hizinda

oksijen iginde % 2,5 sevofluran solutulmustur.
Kontrol KO grubu (n=5): KO fareler 6 saat boyunca oda havasinda solutulmustur.

Sevofluran KO grubu (n=5): 6 saat boyunca 6 L. dk akim hizinda oksijen iginde %

2,5 sevofluran solutulmustur.

Alt1 saatin sonunda yavru fareler dekapitasyon yontemiyle sakrifiye edilerek beyinleri

cikarilmig ve histopatolojik inceleme yapilmistir (16).
3.7. Farelere anestezi uygulamasi

Her fare igin ayri olmak Uzere 450 mL hacimli gaz giris ve ¢ikis sistemi
bulunan plastik kaplar 37°C sabit sicaklikta su banyosuna yerlestirilmis, vaporizator
(Sevofluran, Vapor 19.1, Abbott Lab, Almanya) ile 6 L. dk* akim hizinda oksijen
icinde sevofluran (Sevorane, Abbott Lab. England) % 2.5 konsantrasyonda bu
kavanozlara girisi saglanarak yavru fareler 6 saat siireyle solutulmustur Inspire edilen
oksijen, karbondioksit ve uygulanan volatil ajanin konsantrasyon duzeyleri, cikis
hattina baglanan anestezik gaz monitéri (Anesthesia Gas Monitoring 1304,

Danimarka) ile izlenerek sabit tutulmustur.

3.8. Sevofluran anestezisi uygulanan farelerde Real Time PCR yontemiyle NEAT1

seviyesinin 6l¢tlmesi

Farelerden izole edilen beyin dokusundan total RNA, “RNeasy mini kit” ile
elde edilmistir (Qiagen). Cikartilan beyinler kullanima kadar -80°C’de saklanmustir.
Kitin protokoliine gore (30mg kadar olan beyin dokusu igin) beyin dokusu RLT



tamponu kullanilarak pargalanarak homojenize edilmistir. Daha sonra bu lizata ethanol
eklenerek RNA’nin RNAeasy membranina baglanmasi saglanmistir. Sonrasinda 6rnek
RNeasy mini spin kolona yuklenmistir. Sonug olarak total RNA membrana baglanmis
ve RNAse-free water ile RNA’nin eliisyonu saglanmistir. Elde edilen RNA nin safligi
ve konsantrasyonu Nanodrop ile dlctulmustir. Komplemental DNA (cDNA) sentezi
icin 1 pg RNA kullanilmustir. Ornekler 'termal cycler' “aletinde 25°C’de 10 dakika,
37°C’de 120 dakika ve 85°C’de 5 dakika enkiibe edilerek cDNA elde edilmistir,
cDNA elde edildikten sonra kantitatif PCR Roche Lightcycler 480 kantitatif PCR
cihazinda qPCR Master Mix (Promega; ABD) kullanilarak Uretici talimatlarina gore
yapilmistir. Ekspresyon farkliligi AACt yontemi ile analiz edilmistir (Zhang ve ark.,
2019). NEAT1 ekspresyonu icin [log2 fold change| >1 ve FDR (False Discovery
Rate)> 0,05 ile tanimlanan RT-PCR’daki ekspresyon degisimi (kat degisimi) anlaml
olarak kabul edilmistir (17).

3.9. Sevofluran anestezisi uygulanan farelerde Real Time PCR yontemiyle NEAT1’in

hedefi olan miR- 124’{in 6l¢iImesi

Izole edilen beyin dokusundan miR-124’iin ekspresyonunun belirlenmesinde,
miRNA izolasyonu, miRNeasy Mini Kit kullanilarak gerceklestirilmistir Cikartilan
beyinler kullanima kadar -80°C’de saklanmistir. RNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu
Nanodrop ile 6l¢tilmuistir. Complementary DNA (cDNA) sentezi miScript RT kit
kullanilarak yapilmistir. miScript SYBR Green PCR Kiti ile housekeeping gen olan
U6 ve miR- 124"e 6zgu primerler ile SYBR green iceren qPCR mastermix kullanilarak
real-time PCR yapilmistir(Roche Lightcycler 480, Almanya). Ekspresyon farkliligi
AACt yontemi ile analiz edilmistir. miR124 ekspresyonu icin |log2 fold change| >1 ve
FDR (False Discovery Rate) > 0,05 ile tanimlanan RT-PCR’daki ekspresyon degisimi
(kat degisimi) anlamli olarak kabul edilmistir (17).

3.10. NEAT1 FISH (fluorescence in situ hybridization) ve SFPQ Iimmiin Boyamast ile

Paraspeckle formasyonunun belirlenmesi

NEATL, niikleusta, NONO, SFPQ vb. proteinlerle “paraspeckle” adi verilen
kompleks yapilar olusturmaktadir. Paraspeckle formasyonunun olustugunu géstermek
icin SFPQ antikorlar1 kullanilarak imminfloresan boyama gerceklestirilmistir. Bu

amacla, yavru fare beyin dokularindan alinan kesitlerde SFPQ ve nikleus boyamasi



icin HOECST kullanilmistir. NEAT1 2 ve SFPQ kolokalizasyonunu gostermek RNA
fluorescence in situ hybridization (FISH) yapilmistir. Bu sayede paraspeckle
formasyonu ve NEATL ile SFPQ kolokalizasyonu gosterilmistir. RNA FISH igin,
RNA problar DIG RNA Labeling Kit (Roche) kullanilarak yapilmistir. Bu amagla,
yavru fare beyin dokularindan alinan kesitler %4 paraformaldehit ile 10 dakika fikse
edilerek daha sonra PBS ile yikanmigtir. Yikama isleminden sonra PBS ile hazirlanmis
%0.5 Triton X-100/PBS ile 5 dakika permeabilize edilerek ve 3 kere PBS ile
yikanmistir. Daha sonra %100 etanol 5 dakika boyunca batirilarak ve gikartilarak
kurutulmustur. Dehidre dokular pre-hibridizasyon soltsyonu ile (50% formamide, 1x
Denhardt’s salt, 2x SSC, 100 mM EDTA, 100 mg/ml yeast tRNA ve 0.01% Tween
20) 5 dk oyunca inkiibe edilmistir. Sonra hibridizasyon solusyonu ile (50% formamide,
1x Denhardt’s salt, 2xSSC, 100 mM EDTA, 100 mg/ml yeast tRNA, 0.01% Tween
20, 5% Dextransulfate ve DIG veya FITC ile isareti RNA problar [final
konsantrasyon: 100ng/ 6rnek]) 55°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir. Hibridizasyon
sonrasinda, 6rnekler dnceden 1sitilmis yikama sollisyonu ile (50% formamide, 2x SSC
ve 0.1% Tween 20) 55°C’de 15 dakika boyunca yikanmustir. Fazla RNA problari
uzaklastirmak igin, 6rnekler 10 mg/ml RNase A/ NTET tamponu ile 37°C’de 30 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. Ornekler, tekrar tampon soliisyonu ile (2x SSC ve 0.01%
Tween 20) 55°C’de 15 dakika boyunca yikandi ve daha sonra son olarak ikinci bir
tampon sollsyonu ile (0.1xSSC ve 0.01% Tween 20) ile 55°C’de 15 dakika boyunca
2 kere yikanmustir (18). Ornekler daha sonra TBST/bloklama soliisyonu ile oda
sicakliginda 1 saat boyunca bloklandi ve sonra bloklama solusyonu igerisinde primer
antikorlar ile (SFPQ) oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ornekler,
TBST ile her biri 5 dakika olacak sekilde 3 kez yikanmistir. Daha sonra bloklama
sollisyonu igerisinde Alexa flour 488 veya Alexa flour 594 konjuge ikincil antikorlar
ile yarim saat ink(ibe edilerek ve yine TBST ile 3 kez 5 dakika boyunca yikanarak saf
su ile durulanacaktir. islem bitiminde 6rnekler HOECST (1:1000) ile 5 dakika boyunca
boyanmistir. Deney bitiminde Ornekler Zeiss LSM880 Konfokal Mikroskop ile

goruntilenmistir.
3.11. Sevofluran anestezisi uygulanan fare beyninin histolojik olarak incelenmesi

3.11.1. Rutin Isik Mikroskobik inceleme Yontemi
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Beyin dokulart %10’luk tamponlu formaldehit ile tespit edildikten sonra doku
ornekleri, fiksatifin uzaklastirilmalar1 amaciyla 1 gece akarsu altinda yikanmistir.
Rutin doku takibindeki tum islemler 60°C etiivde gerceklestirilmistir. Dehidrasyon
amaciyla 20’ser dakika %70’ten %96’ya artan etil alkol serilerinden gecirilmistir.
Ardindan 20’ser dakika 4 degisim aseton sollsyonlaridan gegirilecektir. 60°C’lik etliv
icerisinde 2 degisim parafin uygulanip 1’er saat parafin ile immersiyonu saglandiktan
sonra dokular parafin bloklar igerisine gomilmdistur. Parafin bloklardan inceleme
yapmak amaciyla mikrotom araciligi ile Sum’lik kesitler alinmistir. Paxinos’un
atlasina gore Plate 8-9 (prefrontal korteks), Plate 20-22’den (hipokampus) alinan
kesitler sirasi ile incelenmistir (19). Elde edilen kesitlerden rutin 11k mikroskobik
incelemeler ve ndron saymmi i¢in Cresyl Violet boyamasi yapilmistir. Prefrontal
korteks ve hipokampusta (CAl, CA2, CA3 ve DG) néronal dansitenin hesaplanmasi
icin kresil violet ile boyanan kesitlerden ile her denege ait 4 preparattan, rasgele 5’er

alanda Image J programinda nGronal dansite hesaplanmistir.
3.11.2. Immunohistokimyasal Inceleme

Immunohistokimyasal inceleme igin 60°C lik etiivde 1 gece ve de 3 degisim
20’ser dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate
edildikten sonra 10 dakika distile su ile yikanmistir. Dokuya zarar vermeden kurulanip
dakopen (Dako, Glostrup, Denmark) ile gevreleri sinirlanmigtir. Diger antikorlar igin
tripsin solusyonu iginde 37°C etlivde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen
peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’lik Hidrojen peroksit uygulanmistir. 3
defa 5’er dakika fosfat tampon sollisyonu ile yikanan kesitler 1 saat oda 1sisinda
bloklama sollGsyonu ile inklbe edilmis ve ardindan yikama yapilmadan: Bcl-
2/Caspase-3 (apoptoz yolagi), NeuN (nfronal hasar), antikorlari ile bir gece +4°C’de
inkibe edilmistir. Ardindan fosfatli tampon sollsyonu ile 3 defa yikanan kesitler
biyotinlenmis sekonder antikor ile 30 dk inkiibe edilmistir. PBS solisyonu ile yikama
yapildiktan sonra enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin)
30 dakika uygulanmistir. Reaksiyonun gOriintr hale getirilmesi i¢in Diaminobenzidin
(DAB) kullanilmistir. Deeclialolerechiraasyon islemi gerceklestirilen kesitler ile
seffaflagtirma isleminden sonra entellan ile kapatilmistir. Boyanan kesitlerden her
denege ait belirlenen alanlara ait 4 preparattan, rasgele 5’er alanda Imagel

programinda immunpozitif hlicreler hesaplanmistir.
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3.11.3 Sevofluran norotoksisitesinde NEAT1’in roliinlin anlasilmasi

Sevofluran anestezisinin fare beyinindeki noérotoksisitenin NEAT1 (zerine
etkisinin incelenmesi icin NEAT1 Knockout (KO) fareler kullanilmistir (2022-022
protokol nolu IBG-HADYEK etik kurul karar1). Postnatal 7.glindeki NEAT1 KO
farelerde (kontrol ve sevofluran grubu) sevofluran nérotoksisitesinin NEATL izerine
etkilerinin incelenmesi ndron sayimi (3.11.1) ve immunohistokimya (3.11.2) ile

gerceklestirilmistir.
Istatistik

Sonuglar SPSS programi ile degerlendirildi. NEAT1 ve miR-124 sonug¢lart Mann
Whitney U testi ile degerlendirildi. Neun, Bcl-2 ve cleaved-caspase 3 boyamalarinin

gruplar aras1 degerlendirilmesi ise iki yonlii Annova ile degerlendirildi.

12



4. BULGULAR

4.1. Sevofluran anestezisi uygulanan farelerde Real Time PCR yéntemiyle NEAT1

seviyesinin 6lgtlmesi

Kontrol ve Sevofluran grubundaki NEAT1 ekspresyon diizeyindeki degisiklik
Sekil 3°de verilmistir. NEAT1 ekspresyonunun sevofluran uygulanan farelerde kontrol

grubuna gore anlamli (p<0.001) sekilde artig gosterdigi saptanmuistir.

KO kontrol ve sevofluran gruplarinin NEATT1 ekspresyonlar1 Sekil 4’ de gosterilmistir.

NEATI ekspresyonlari agisindan iki grup arasinda anlamli fark bulunmamastir.

4.2. Sevofluran anestezisi uygulanan farelerde Real Time PCR yontemiyle NEAT1’in

hedefi olan miR-124’0n 6lculmesi

Kontrol ve Sevofluran grubundaki NEAT1 ekspresyon diizeyindeki degisiklik
Sekil 3’de verilmistir.

miR-124 ekspresyonunun sevofluran uygulanan farelerde kontrol grubuna gore

anlamli (p<0.05) sekilde azalma gosterdigi saptanmustir.

*%
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Sekil 3. P7 Balb/c farelerde NEAT1 ve hedefi miR-124"(in ekspresyon degisimi (Data
ortalama £ S.E.M, n =5, *p<0.05, **p < 0.001)
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Sekil 4. KO kontrol ve sevofluran gruplarinin NEATI ekspresyonlar1 (Data
ortalamaxSEM, p>0.05).

4.3.NEAT1 FISH ve SFPQ Immiin Boyamas: ile Paraspeckle formasyonunun

belirlenmesi

Sekil 5’de konfokal mikroskop goruntileri verilmektedir. Sevofluran grubunda

kontrol grubuna gore NEATI1 FISH sinyalinde anlamli bir artis saptanmistir.

DAPI SFPQ NEAT1 Merge

Sekil 5. Kontrol WT ve Sevofluran WT gruplarinda hipokampusta NEAT1 ve SFPQ
immunboyamasi i¢in yapilan florescence in-situ hybridization (FISH). Son resimdeki
beyaz kutu ayni resimdeki NEAT1 ve SPFQ kolokalizasyonunu gosteren kirmizi
kutunun biiyiitiilmiis goriintiisiidiir. Mavi DAPI ile boyanan hiicre ¢ekirdegini, kirmizi
NEAT1’ 1 ve yesil SFPQ’ yu gostermektedir. (Biiylitme 40x, Zeiss LSM880 konfokal

microskop).

Control

Sevofluran
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4.4. Sevofluran anestezisi uygulanan rat beyninin histolojik olarak incelenmesi
4.4.1. Rutin Isik Mikroskobik Inceleme Yontemi

Kresil viyole boyama, néronal yogunlugun prefrontal kortekste Kontrol KO
grubunda, Kontrol WT grubu ile Kkarsilastirildiginda belirgin olarak azaldig
saptanmistir. Ayrica Sevofluran WT grubunda Kontrol WT grubuna gére néronal
yogunlugun prefrontal kortekste anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (Sekil 6, *p <
0.05, **p < 0.01).
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> B WT Sevoflurane

7] E=1 KO Control

g 0- E=1 KO Sevoflurane
PC CA1 CA2 CA3 DG

Sekil 6. Prefrontal korteks ve hipokampusta kresil viyole boyamasi ile néronal
yogunlugu her denege ait 4 preparattan rastgele se¢ilen 5 alanda sayim yapilip Image
J programi kullanilarak hesaplanmistir. Goriintiiler 151k mikroskopunda 40X biiyiitme
ile alinmistir (Data ortalama + S.E.M, n= 5, *p <0.05, **p <0.01). PC; Scale bar 200
um, CA1, CA2, C3 ve GD; Scale bar 50pm.

4.4.2. immunohistokimyasal inceleme

Sevofluran norotoksisitesinin fare beynini nasil etkiledigini anlayabilmek i¢in
beyin dokular1 apoptozu degerlendirebilmek i¢in Bcl-2 ve cleaved-caspase 3 ile,

noronal hasar1 degerlendirebilmek i¢inse NeuN boyasi ile boyanmuistir.

Sevofluran anestezisi, degerlendirilen diger beyin bélgelerinde anlamli bir
degisiklige neden olmazken, hipokampusun CA1 bélgesinde kontrol WT grubuna gére
Bcl-2 duzeyini anlamli olarak azaltmistir. NEAT1 KO farelerde ise kontrol grubunda
diisiik olan Bcl-2 seviyeleri sevofluran uygulamasi ile artmistir (Sekil 7A). Boyanan
kesitlerden her denege ait belirlenen alanlara ait 4 preparattan, rasgele 5’er alanda

Image J programinda immunpozitif hlicreler hesaplanmistir (Sekil 7B).
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Sekil 7. A) Kontrol ve Sevofluran gruplarinda hipokampus CA1 bdlgesinde Bcl-2
boyamasi. Goriintiiler 151k mikroskobunda 40x biiyiitme ile alinmistir. Scale bar 50um.
B) Hipokampus CA1 bélgesinde kontrol ve sevofluran gruplarinin Bcl-2 boyamast ile
saptanan immunpozitif hiicrelerin grafik seklinde sunumu (Data ortalama + S.E.M, n
=5, **p <0.01).

Immunhistokimyasal Skorlama: Immiin boyanma yogunlugu 0 (boyama yok), 1 (zayif
ancak saptanabilir boyanma), 2 (orta boyanma) ve 3 (yogun boyanma) olarak skorlandi

ve gruplarin ortalamalar1 alind1 (20).

Sevofluran WT grubunda, Kontrol WT grubuna gore cleaved caspase 3
seviyeleri hipokampus CA1l, CA3 ve DG boélgelerinde yiikselmistir. Bu bulgunun
NEAT1 KO farelerde tersine dondiigii, sevofluran maruziyetinin kontrol grubuna gére

cleaved caspase 3 diizeylerini azalttig1 saptanmuisgtir.
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Sekil 8. A) Kontrol ve Sevofluran gruplarinin hipokampus CAl, CA3 ve DG
bolgelerinde cleaved-caspase 3 boyamasi. GoOruntiler 1s1ik mikroskobunda 40x
blyltmede alinmistir. Scale bar 50um B) Kontrol ve sevofluran grubunda cleaved-
caspase 3 boyamasi yapilan dokularda immunpozitif hiicrelerin grafik gosterimi (Data
ortalama £ S.E.M, n =5, **p <0.01 , ***p < 0.001, ****p < 0.0001)

Noronal hasari saptamak i¢in yapilan NeuN boyamasinda hipokampusun CA1
ve CA3 bdlgelerinde Sevofluran WT grubunda kontrol WT grubuna gore azalma
saptanmistir. NEAT1 KO farelerde bu bulgu tersine donmiis ve sevofluran grubunda

kontrol grubuna gore NeuN boyanmasinda artig saptanmustir.
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Sekil 9. A) Wild type ve Knock-out deneklerde hipokampusta (CA1, CA3) yapilan
NeuN boyamasi. GOrlntuler 151k mikroskobunda 40x blyltmede alinmistir. Scale bar
50um. B) Kontrol ve sevofluran grubunda hipokampusta (CA1, CA3) NeuN boyamasi
yapilan dokularda immunpozitif hiicrelerin grafik gésterimi (Data ortalama = S.E.M,

n=>5 **p<0.01)
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5. TARTISMA

Cok sayida bebek dogumdan sonra erken bir donemde genel anestezi altinda
ameliyat, miidahale veya muayene olmaktadir (21). FDA 2016’da yaygin olarak
kullanilan 11 sedatif ve anestezik ilacin Uglncl trimesterdeki hamile kadinlarda ve 3
yasin altindaki ¢ocuklarda potansiyel norotoksik etkileri oldugunu belirten bir ilag
guvenligi uyarist yaymlamistir. Bu bakimdan genel anestezinin nérotoksisitesi giderek
daha fazla dikkat cekmektedir. Bu ¢alismamizda da sevofluranin yenidogan farelerde

norotoksik etkileri olabilecegi gosterilmistir.

Sevofluran inhalasyon induksiyonunda dusiik kan gazi1 ¢6zunurligu sayesinde
hizl1 indiiksiyon ve uyanma sagladig: i¢in pediatrik anestezide siklikla tercih edilen
anestezik ajandir (21). Hayvan calismalarinda sevoflurana uzun sureli veya
tekrarlanan maruz kalmalarda gelismekte olan beyinde norotoksik etkileri
gosterilmistir. Farelerde yapilan deneylerde, maternal sevofluran anestezisinin
yavrularda sosyal etkilesim eksikliklerine neden oldugu gosterilirken (22) baska bir
calismada neonatal donemde sevofluran anestezisi uygulanan farelerde erigkin
donemde bilissel islev bozuklugu riskini artirabilecegi (23) ve tekrarlanan sevofluran
maruziyetlerinde yine eriskin donemde dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugu
benzeri davraniglara yol acabilecegi gosterilmistir (24). Literatiirle uyumlu olarak
bizim caligmamizda da Bcl-2 ve cleaved-caspase 3 boyamalariyla sevofluranin

yenidogan farelerde apoptoza neden oldugunu gosterdik.

NEAT1 (Nuclear Enriched Abundant Transcript 1) uzun kodlamayan
RNA'’lardandir (IncRNA) ve yaklasik 200 niikleotidden olusmaktadir. NEAT1 ¢ok
cesitli biyolojik fonksiyonlarda énemli bir regilator molekul olarak gorev almaktadir
(15). miR-124 NEATZY’in valide edilmis hedeflerinden birisidir (25). Beyinde
miRNA’lar noral gelisimin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Ozellikle
miR-124'0n noral gelisim, farklilasma ve olgunlasmanin gesitli asamalarinda aktif
olarak yer aldigi gosterilmistir (26). Bu ¢alismada postnatal 7.glinde olan BALB/c
yavru farelerin sevofluran anestezisi sonrasi NEAT1 ekspresyonunda artis saptanirken
hedefi olan miR-124-3p ekspresyonunda azalma goézlenmistir. Hipokampal apoptozda

ise artig saptanmasi sevofluran anestezisinin norotoksik etkileri oldugunu gostermistir.
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Sevofluran anestezisi postnatal 7.glinde olan BALB/c yavru farelere
uygulandiktan sonra NEAT1 ve hedefi olan miR-124-3p ekspresyonu
degerlendirildiginde NEAT1 ekspresyonunda anlamli artis saptanirken hedefi olan
miR-124-3p’nin ekspresyonunda anlamli azalma saptanmistir. Sonrasinda NEAT1
paraspeckle yapisini olusturan SFPQ proteinlerinin incelenmesi i¢cin NEAT1 FISH ve
SFPQ immiin boyamas1 yapilarak paraspeckle formasyonu belirlenmistir. NEAT1
ekspresyonuna benzer sekilde NEAT1’1in Sevofluran grubunda kontrol grubuna goére
fazla oldugu gorilmektedir. SFPQ immun boyamalarinda kontrol ve sevofluran grubu
arasinda herhangi bir fark gbzlemlenmemistir. Sevofluranin hipokampustaki
norotoksik etkilerinin incelenmesi icin néronal dansite hesaplamasi, Bcl-2, cleaved
caspase-3, NeuN, immunohistokimyasal boyamalar1 yapilmistir. Hipokampusta
kontrol grubuna goére sevofluran grubunda prefrontal kortekste ve DG (gyrus dentatus)
noronal dansitenin azaldigit gOrllmustir. Bcl-2 boyamasi incelendiginde
hipokampiste incelen tim bolgelerde kontrole gore sevofluran grubunda Bcl-2 pozitif
hlicre sayisinda azalma oldugu gorilse de anlamli azalmanin oldugu iki bélgenin
prefrontal korteks ve CA1 oldugu gorulmustir. Cleaved caspase-3 icin ise tam tersi
bir durum s6z konusudur, incelenen tim bolgelerde kontrol grubuna goére sevofluran
grubunda cleaved caspase-3 pozitif hiicre sayisinda anlamli artig (DG boélgesi harig)
saptanmistir. Son olarak NeuN boyamasi incelendiginde incelenen tim bolgelerde
kontrole gore sevofluran grubunda NeuN pozitif hiicre sayisinda azalama gorilse de
anlamli azalmanin oldugu tek bdlge CA1l bolgesi olmustur. KO Kontrol ve KO
sevofluran grubu ile yaptigimiz caligmalarda kontrol grubunda Bcl-2 immun
boyamasinda azalma gbzlenirken sevofluran grubunda artis gozlenmistir. Benzer
sekilde KO kontrol grubunda NeuN immun boyamasinda azalma g0zlenirken KO
sevofluran grubunda artis gozlenmistir. KO kontrol grubunda cleaved-caspase 3
immun boyamasinda artig gozlenirken KO sevofluran grubunda azalma gozlenmistir.
Sundugumuz caligmamiz sevofluran n0rotoksisitesinin NEAT1 araciligi ile
olabilecegi yonunde sonuclar icermektedir. Zhao ve ark., 2021 yilinda yapilan bir
calismada bizim sonucglarimizi destekler sekilde 6 saat sevofluran uygulamasi sonrasi
sevofluran grubunda kontrole gére miR-124 ekspresyonunun anlamli sekilde azaldigi

saptanmustir (27).
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Maternal siGanlara sevofluran anestezisi yapildiktan sonra postnatal 28.
giindeki yavrularda CA1l bolgesinde yapilan nOronal dansite hesaplamasinda
sevofluran grubunda azalma saptanmistir (28). Bizim calismamizda ise sadece
prefrontal korteks bolgesinde benzer sekilde sevo grubunda pozitif hiicre sayisinda
azalma, CA1 bdlgesinde ise anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. CA1 bolgesinde
noronal dansite agisindan farklilik olmasimin nedeni sigan olmasi ve yavrularin
postnatal 28. glinde olmasi (ndronal gelisim acisindan) farklilik yaratmis olabilir.
Yapilan ¢alismada bizim ¢alismamiza benzer sekilde postnatal 7. ginde sevofluran
uygulamasi yapilan sigan yavrularinda CA1 ve CA3 bolgelerinde noronal dansitede
azalma gorulmustir (29). Ayni sekilde Feng ve ark., 2012’deki postnatal 7. giinde
sevofluran uygulamasi yapilan si¢an yavrularinda da CAl ve CA3 bolgelerinde

ndronal dansitede azalma gorulmustir (30).

Sevofluranin hipokampusteki norotoksik etkilerinin incelenmesi igin Bcl-2,
cleaved caspase-3 ve NeuN, immunohistokimyasal boyamalar1 yapilmistir. Yapilan
calismalarda bizim aksimize Bcl-2 degisimlerini western blot ile incelemmistir
hipokampis bolgesinde kontrole gore sevofluran grubunda Bcl-2 pozitif hucrelerin
anlamli sekilde azaldigini gozlemlemislerdir (29, 31,32). Calismamizda yapilan
calismalardan farkli olarak IHC boyamasi ile Bcl- 2’nin  hipokamplste
incelenmesinde, calismalarla benzer sekilde hipokampuisin inceledigimiz tim
bolgelerinde (sadece PK ve CA1 bdélgesinde pozitif hiicre sayisinda anlamli azalma
mevcut) sevofluran grubunda azalma bulunmustur. Calismamizda cleaved caspase-3
bakimindan norotoksisite degerlendirmesi yapildiginda hipokampusteki DG bolgesi
haricinde PK, CA1 ve CA3 holgelerinde sevofluran grubunda pozitif hiicre sayisinda
anlamli artig Saptanmistir. Postnatal 7 glinllik siganlarda yapilan sevofluran
uygulamasinda bizim galismamiza benzer sekilde sevofluran grubunda CA1 ve CA3
boélgelerinde pozitif hiicre sayisinda artis saptanmistir (33,34). Yapilan postnatal 7
gunlik farelerde yapilan bir ¢calismada sevofluran grubu CA1 bélgesinde caspase 3
pozitif hiicre sayisinda anlamli artig gosterilmistir (35). Calismamizda NeuN pozitif
hlcreler degerlendirildiginde hipokampduste inceledigimiz tum bolgelerde sevofluran
grubundaki pozitif hiicre sayisinda azalma gOrulmustir. Farelere postnatal 6.gtinde
yapilan sevofluran uygulamasinda kontrol grubu ve sevofluran grubu arasinda tim

hipokampusteki NeuN pozitif hiicre sayis1 bakimindan fark gérilememistir (36). Bu
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caligmada bizden farkli olarak 2 saat sure ile sevofluran uygulamasi yapilmstir. 18
aylik farelerde yapilan bir galismada sevofluran grubunun NeuN pozitif hucre
sayisinda azalma bulunmustur (37). Yapilan baska bir ¢alismada, postnatal 7 ginlik
sicanlara sevofluran uygulamasinda sevofluran grubunda anlamli NeuN pozitif hiicre

sayisinda azalma g6zlemlenmistir (38).

Wang ve ark. (39) tarafindan yapilan ¢ok yeni bir ¢alismada, caligmacilar bizim
sonuglarimiza benzer sekilde sevofluran anestezisi sonrast NEAT1 ekspresyonunda
artis oldugunu gostermislerdir. Sevofluran iligkili norotoksisitede NEATI1/Nrf2
yolagini arastirdiklar1 calismalarinda NEAT1’ in Nrf2 yolagini inhibe ederek apoptoz
ve dgrenme-bellek kusurlarma yol agtigini bulmuslardir. Intraventikiiler lentiviris
enjeksiyonu ile NEAT1’ 1 susturduklar1 gruplarda bizim sonuglarimiza benzer sekilde

hipokampusta apoptozun azaldigini géstermislerdir.
6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, sundugumuz galismamizda kontrol grubuna gOre sevofluran
grubunda NEATL1 ve hedefi olan miR-124’te artis saptanmistir. Ayrica sevofluran
anestezisi uygulanan fare beyni histolojik olarak incelendiginde Bcl-2 boyamasi
yapilan beyin kesitlerinde sevofluran grubunda prefrontal korteks ve CA1 bélgesinde
kontrole gore Bcl-2 pozitif hiicre sayisinda azalma saptanmistir. Apoptoz yolagr ile
ilgili olan bir diger immun boyamasi cleaved-caspase 3 ile yapilmistir. Sevofluran
grubunda kontrole gore prefrontal kortekste ve hipokampuste artis saptanmustir.
Sevofluranin noronlar Gzerindeki etkisini incelemek icin NeuN immun boyamasi
yapilmistir. Kontrol ve sevofluran grubu farelerde yapilan NeuN boyamasinda
hipokampis (CA1l) bolgesinde anlamli azalma saptanmistir. Ayn1 immun boyamalar
NEATI1 KO farelerle yapilmistir. NEAT1 KO farelerde sevofluran anestezisi sonrasi
apoptozun pro-survival ailesinin bir liyesi olan Bcl2’ nin arttigr ve bununla uyumlu
olarak da sevofluran ile apoptoz boyamalarinda azalma ve NeuN immun boyamasinda
artts oldugu saptanmustir. Ozetle immun boyamalarda NEAT1 KO farelerde geri
donislin saptanmasi sevofluran iligkili norotoksisitede NEATZ1’in roli oldugunu
gostermistir. SIN’ de goriilebilen kognitif fonksiyon bozuklugunda da NEAT1’ 1n yeri

olup olmadiginin incelenmesi i¢in yeni ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Anestezi iliskili
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norotoksisitenin mekanizmasinin agikliga kavusturulmasi norotoksisitenin 6nlenmesi

veya tedavisinin bulunmasi agisindan 6nemlidir.
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