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Onsoz

Akademik hayatima basladigim giinli daha diin gibi hatirlarken, bir anda kendimi
doktora egitimimin sonunda buldum. Avustralya’da doktoraya baslama planlar
yaparken bir anda ani bir karar ile Tiirkiye’ye doniip Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda 2019 yilinda doktora egitimime basladim. Aldigim
bu kararm ne kadar dogru oldugunu yillar i¢inde yasayarak gérdiim. Bu egitimim
boyunca gerek aldigim dersler gerekse laboratuar ¢aligmalar ile akademik bilgi ve
birikimimi genislettim. Igimde higbir zaman sénmeyen merak duygusu her zaman
kendime fazla seyler katmami sagladi.
Bir bilim insan1 olmak iizere ¢iktiZim bu yolda, zorluk ¢ektigim zamanlarda oldu
fakat her karanligin sonu mutlaka aydmlktir diyerek higbir zaman pes etmedim.
Simdi ise bu bilim yolculugunda Amerika’da tezimi yaziyorum.
Bu ¢iktigim yolda bana her zaman gilivenen, firsat veren hocalarimi ve ailemi
gururlandirmak i¢in her zaman daha ¢ok ¢alisacagim.
Doktora egitimimin bitmesi benim i¢in bir son degil, bilim i¢in ¢iktigim bu yolda
baslangigtir.

Izmir, 29.09.2024 Saygilarimla,

Ibrahim Halil CITCI
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Ozet

Nikotin Bagimh Sican Soylarinda TCF7L2’nin Nikotin Bagimhiligir ve Glukoz

Metabolizmasi Uzerine Etkileri

Gilinlimiizde sigara kullanimi Onlenebilir 6liim nedenleri arasinda birinci sirada
bulunmaktadir. Diinyada her yil yaklasik 5 milyon kisi sigara-iligkili hastaliklardan
kaybedilmektedir. Sigaray1 birakmaya calisan kisilerin %10’undan daha azi bunu
basarabilmektedir. Sigara dumanindaki temel bagimlilik yapici ajan nikotindir.
Nikotin beyinde psikostimiilan etkili bir maddedir, ayn1 zamanda 6diil duygusunu
uyarmaktadir, stresi ve anksiyeteyi ise azaltmaktadir. Sigaraya baslama, bagimli hale
gelme ve sigarayi birakabilme agisindan herediter 6zelliklerin 6nemli oldugu pek ¢ok

yayinda ileri siirtilmektedir.

Son galigmalar, nikotin bagimliliginin glikoz metabolizmasi ile iliskili oldugunu
gostermistir. 7cf712'nin (The transcription factor 7-like 2) pankreastaki rolii birkag
yildir aragtirma konusu olmustur. Bununla birlikte, bu transkripsiyon faktoriiniin
beyin bolgelerindeki kesin islevi belirsizligini korumaktadir. Bu ¢alismada, tcf712
sinyal yolunu analiz ederek nikotin bagimliligindan baglica sorumlu molekiiler

mekanizmalar1 aydinlatmay1 amagladik.

Siganlara alt1 hafta boyunca igme sularina nikotin (baslangic dozu: 10 pg/ml, bakim
dozu: 20 pg/ml) eklenerek verildi. Kontrol grubuna sadece musluk suyu verildi.
Nikotin uygulamasinin ardindan tiim hayvanlar dekapite edildi. Nukleus akkumbens
(NAc), Ventral Tegmentel Area (VTA), medial habenula (mHb) ve pankreas
sisteminde 7c¢f7/2, Brain-Derived Neurotrophic Factor (Bdnf), Glycogen synthase
kinase-3 beta (Gsk3p), glucagon like peptide 1 receptor (Glplr) ve cholinergic
receptor nicotinic alpha 7 subunit (Chrna7) genlerinin mRNA seviyeleri qRT-PCR
ile 6lctildii. Aclik kan sekeri seviyeleri stripler kullanilarak belirlenirken, insiilin ve

glukagon gibi hormon seviyeleri ELISA yontemi ile belirlendi.

Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR) analizi, kronik nikotin
tedavisinin NAc, VTA, mHb ve pankreasta 7cf712 ve glplr mRNA seviyelerinde
azalmaya yol ac¢tigin1 ortaya koydu. Buna karsilik, kronik nikotin tedavisi, NAc,
VTA, mHb ve pankreasta gsk3p, bdnf ve chrna7 mRNA seviyelerinin artmasina

neden oldu. Bu degisikliklerin tamamu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05).

III



Ayrica, nikotin uygulamasmin aclik kan sekeri ve insiilin seviyelerinde artisa yol
actigr gozlendi (p<0,05). Ayrica, dolagimdaki glukagon seviyelerinde azalma
meydana geldi.

Bu calismanin sonuglari, nikotinin NAc, VTA, mHb ve pankreasta TCF7L2 sinyalini
artirma etkisine sahip oldugunu gostermektedir. Bu, beyin ve pankreas arasindaki
glikoz metabolizmasini diizenlemede Onemli bir mekanizma olabilir. Bu calisma,
Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenmistir

(Proje numarast: 28522, EUHADYEK 2022-072R1).

Anahtar Kelimeler; Nikotin, Diyabet, TCF7L2, Medial Habenula, Glikoz

Metabolizmasi
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Abstract

The Effects of TCF7L2 on Nicotine Addiction and Glucose Metabolism in
Nicotine Dependent Rat Breed

Today, smoking is taking the first place amongst the causes of preventable death. 5
million deaths occur in the world each year, because of smoking-related diseases.
Less than 10% of people who try to quit smoking succeed. The main addictive agent
in smoking is nicotine. Nicotine is a psychostimulant effected substance at the brain,
it also stimulates the reward emotion and reduces stress and anxiety. It is asserted in
so many publishing that the hereditary features are playing an important role at

starting smoking, becoming addicted and quitting smoking.

Recent studies have demonstrated that nicotine addiction is associated with glucose
metabolism. The role of TCF7L2 in the pancreas has been the subject of
investigation for several years. Nevertheless, the precise function of this transcription
factor in brain regions remains uncertain. In this study, we aimed to elucidate the
molecular mechanisms primarily responsible for nicotine addiction by analyzing the

TCF7L2 signalling pathway.

The rats were administered nicotine (initial dose: 10 pg/ml, maintenance dose: 20
pg/ml) in their drinking water for a period of six weeks. The control group was
provided only with tap water. Following the administration of nicotine, all animals
were decapitated. mRNA levels of the Tcf712, Bdnf, Gsk3p, Glpl-r, and Chrna7
genes in the NAc, VTA, mHb, and pancreas system were quantified by qRT-PCR.
Fasting blood glucose levels were determined using strips, while hormone levels

such as insulin and glucagon were determined using the ELISA method.

gRT-PCR analysis revealed that chronic nicotine treatment resulted in a decrease in
TCF7L2 and GLP1R mRNA levels in the NAc, VTA, mHb and pancreas.
Conversely, chronic nicotine treatment resulted in increased mRNA levels of
GSK3B, BDNF, and CHRNA7 in the NAc, VTA, mHb, and pancreas. All of these
changes were found to be statistically significant (p<0,05). Furthermore, it was
observed that nicotine administration resulted in elevated fasting blood glucose and
insulin levels (p<0,05). Furthermore, it resulted in a reduction in circulating

glucagon levels.



The results of this study indicate that nicotine has the effect of enhancing TCF7L2
signaling in the NAc, VTA, mHb, and pancreas. This could be a crucial mechanism
involved in regulating the glucose metabolism between the brain and pancreas. This
study is supported by Ege University Scientific Research Projects Commission

(Project number: 28522, EUHADYEK 2022-072R1).

Keywords; Nicotine, Diabetes, TCF7L2, Medial Habenula, Glucose Metabolism
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1. GIRIS

1.1. Arastirmanin Problemi

Yapilan aragtirmalara gore sigara tiikketimi ya da tiitlin kullanimu ile iligkili olusan
hastaliklar (TUD), diinya genelinde Ozellikle de gelismis olan iilkelerde
engellenebilir 6liimlerin basini ¢ekmektedir. Elde edilen son verilere gore ise, sigara
kullanim1 diinya genelinde yillik olarak 5 milyondan fazla prematiire dliimlere yol
actig1 gosterilmistir Jamal (2016). Tiitiinlin icerisinde bulunan ve ana bileseni olan
nikotin, sigara i¢enlerde bagimlilia sebep olan temel maddedir (Benowitz, 2009;

Valentine & Sofuoglu, 2018).

Nikotinin bagimliliga sebep olan etkilerine baktigimizda, etkilerini beynin 6diil
sistemi olarak adlandirilan mezokortikolimbik dopaminerjik sistem yapilarinda
bulunan sodyum, potasyum ve kalsiyum iyonlarina gegirgen bir merkezi gézenek
etrafinda diizenlenmis olusan ligand kapili iyon kanallar1 olan nikotinik asetilkolin
reseptorleri (nAChRs) iizerinden gdosterir. Bu reseptdrler 9 a alt birimi (a2-a10) ve 3
B (B2-p4) alt biriminin ¢esitli pentamerik kombinasyonlarindan olugmaktadir.
Mezokortikolimbik sistemde; VTA, NAc, Prefrontal Korteks (PFC), Amigdala
(AMG), hipokampiis gibi yapilar yer alir. NAc’teki MSN’lar (medium-spiny
noronlar) VTA’dan DA(dopamin)erjik girdiler alirlar ve VTA’a negatif geri bildirim
gonderirler. PFC piramidal noronlart VTA ve NAc’e projeksiyonlar gondererek
DAerjik ndron aktivitesinin hedef beyin bolgelerindeki etkilerini kontrol ederler. Bu
projeksiyonlarin ¢ogu nAChR’leri igerir. Beyindeki en belirgin nAChR'ler 04p2 ve
a7 alt tipleridir (De Biasi & Dani, 2011; Picciotto & Kenny, 2013).

Yapilan ¢alismalarda, mHb néronlarinin %90-100'e kadarimin nAChR'leri eksprese
ettigini ve c¢ogunlugunun o3, o4, a5, a7, B2 ve/veya P4 alt birimini igerdigi
gosterilmistir. Buna ek olarak, nikotinin mHb ndronlari tizerindeki uyarict etkilerini
diizenleyen mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Nikotinin bilissel islev
tizerindeki etkilerinin altinda yatan ndrobiyolojik mekanizmalar iyi tanimlanmamis
olsa da, farkli analiz seviyelerinde veriler ortaya ¢ikmaya devam etmektedir (Fowler

& Kenny, 2014; McLaughlin, Dani, & De Biasi, 2015).



Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, Duncan ve ark., nAChR’lerin yiiksek
seviyelerde ifade edildigi noronlar ile pankreastaki kan glukoz seviyesinin
diizenlenmesi arasindaki iligskiyi birbirine baglayan bir yolak tanimladilar. Diyabet
iliskili transkripsiyon faktorii oldugu bilinen TCF7L2, bu yolagin en 6nemli elemani
olarak ise karsimiza ¢ikmaktadir. Temel olarak, TCF7L2, pankreasta glukagon-
benzeri peptid 1 (GLP-1) iiretilmesi ile ardindan bunun salgilanmasi iglevlerini
diizenleyen sinyal yolaginin 6nemli bir pargasidir. Ayni zamanda bu peptid hormonu,
pankreatik B hiicrelerinden insiilin saliniminin da uyarilmasini diizenlemektedir.
Biitiin bunlar goz oniline alindiginda, TCF7L2 ifadesindeki degisiklikler kan glukoz
seviyelerinin degisimi tizerinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir (Bruschetta &

Diano, 2019; Duncan et al., 2019).

GLP-1 beyin sapinda bulunan niikleus traktus solitarius (NTS)’da iiretilmektedir ve
cesitli beyin bolgelerinde bir ndrotransmitter olarak salinmaktadir (Mette Kruse

Klausen, 2022).

Nikotinin son zamanlarda GLP-1'1 sentezleyen arka beyindeki noronlar1 aktive ettigi
gosterilmistir. Bu noronlar, lokal olarak salinan GLP-1'in mHb'daki sinyali
interpeduncular nucleus (IPN)'ye ulastirir. Bu eylem nikotin 6diilii mekanizmasini
ortadan kaldirarak kagimma davraniglarini tesvik etmektedir (Bruschetta & Diano,

2019; McLaughlin, Dani, & De Biasi, 2017).

Ayni zamanda GLP-1 reseptorleri, 6diil mekanizmast ve bagimlilikla ilgili oldugu
bilinen beyin bolgelerinde eksprese edilmektedir. Farelerde yapilan arastirmalar,
birkag GLP-1 reseptdr agonistinin, sistemik olarak uygulandiginda en azindan bir
dereceye kadar kan-beyin bariyerini gecebilecegini gostermektedir (Egecioglu et al.,

2013).

Nikotin bagimliliinda GLP-1 reseptdr agonistlerinin tedavi olarak kullanildig:
calismalar mevcuttur. Bu c¢alismalardan birinde, akut sistemik ecksenatid
uygulamasinin nikotin kaynakli lokomotor hiperaktivite ve nikotin kaynakli dopamin
salmmminin zayiflamasint gostermistir. Diger bir calismada ise, sistemik olarak
uygulanan eksenatid veya Dipeptidyl Peptidase IV (DPP-4) inhibitorii sitagliptinin,

farelerde nikotin alinimini azalttigin1 géstermistir.



Ayn1 zamanda, GLP-1 reseptorii nakavt farelerin, wild type kontrollerden daha fazla
nikotin aldig1 sonucuna ulasilmistir. Calisma ayrica, IPN’ye enjekte edilen
eksenatidin, nikotin alinimini azalttigin1 gostermektedir. NTS'de GLP-1 noronlarinin
kemogenetik aktivasyonu, benzer sekilde nikotin aliminin azalmasini saglamaktadir.
Son olarak ise, NTS'den salinan endojen GLP-1'in, mHb-IPN dongiisiinii aktive
ederek nikotin alimini azalttig1 gosterilmistir (Damla Erbil, 2019; Egecioglu et al.,
2013).

GSK3, programlanmis hiicre oliimii proteini-1 (PD-1) ekspresyonunun merkezi bir
diizenleyicisidir. Yapilan c¢alismalarda, GSK-3p yiiksek aktivitesinin Parkinson
hastalig1 (PD) patogenezine katkida bulundugunu gdstermektedir (Mojtaba Golpich,
2015). GSK-3B'nin inhibisyonu ise, parkinson tedavisinde potansiyel gii¢lii bir
segenek olarak kabul edilmistir (Przemystaw Duda, 2018). GSK-3p aktivasyonu,
iskeminin neden oldugu hiicre 6liimiiniin temelleri olan inflamasyon ve apoptozu
indiiklemektedir. Ayrica Dikkat c¢ekici bir sekilde, GSK3-B, son zamanlarda
mikrogliadaki inflamatuar yanitin birgok yolak {izerinden 6nemli bir diizenleyicisi

olarak tanimlanmistir.

GSK-3f aktivasyonunun, IL-1, IL-6, TNF-a iiretimini tesvik ettigi ve ayni1 zamanda
JNK-, STAT3/5- ve NF-kB sinyallesmesini aktive ettigi gosterilmistir. GSK-3B'nin
yiksek ekspresyonu, insiilin duyarhiliginin azalmasina, kan glukozu seviyesinin
degismesine, ve insiilin direncine yol agmaktadir. Bu nedenle, GSK-3f ile diyabetes
mellitus (DM) olusumu arasindaki iliskinin arastirilmasina giderek daha fazla ilgi
gosterilmistir. Wnt sinyal yolaginin bir pargasi olan GSK-3, TCF7L2’nin upstream
bolgesinde bulunmaktadir ve bu transkrisiyon faktoriiniin ekspresyonunu
diizenlemektedir. Bundan yola ¢ikarak, nikotin tiiketiminin beyinde ve pankreasta bu
genin ifadesini degistirdigi diisliniilmektedir. Bu genin ifadesinin degismesi ise,
TCF7L2’nin ifadesinin degismesine yol acabilmektedir (Beurel, Grieco, & Jope,
2015; Constantin Polychronakos, 2011).

Bunlara ek olarak, nikotinin beyinde etkisini gosterdigi reseptor olan a7 nAChR ile
IL-1B ve TNF a gibi bazi inflamatuar faktorler arasinda cift yonlii bir diizenleme
olabilecegi dogrulanmistir. Ayrica, nikotinin inflamatuar yaniti, GSK-3p’yi igeren

coklu sinyal yollarini aktive edebilir.



a7-nAChR, merkesi sinir sistemi (MSS) ve periferde immiin yanitlarin ve oksidatif
stresin diizenlenmesinde ¢ok Onemli bir oyuncu olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Geleneksel bir ligand kapili iyon kanalindan daha fazlasi olan a7-nAChR, 6grenme,
bellek konsolidasyonu, hareket ve dikkat siire¢lerinde yer almaktadir. a7 nAChR'nin
uyarilmasi, c¢oklu hiicre i¢i sinyal yollarmin aktivasyonu ile baglantihdir. o7-
nAChR'nin  downstreminde bulunan PI3K/AKT yolagmin aktivasyonu,
proinflamatuar sitokinlerin salinimin1 engelleyen, GSK-3B’yi inhibe etmektedir (Xue

etal., 2019; Zhou et al., 2020).

Tim bu bilgiler 1518inda arastirmanin problemi o6zetlenecek olursa, GSK-3,
downstream bdlgesinde bulunan TCF7L2 ve GLP-1 basta olmak tizere CHRNA7 ve
BDNF genlerinin NAc, VTA, mHb ve pankreas bolgelerindeki ifalerini belirlemek
birinci Onceligimiz olmaktadir. Bunun glukoz metabilizmas: {izerine etkisi ana

problemimizi olusturmaktadir

Nikotin bagimliligi 6zelinde diisliniilecek olunursa, nikotinin bu genlerin
ekspresyonunu degistirdigi diisiiniilebilir. Ayn1 zamanda, bu genlerin inhibe ya da

aktive edilmesi nikotin bagimliligini tersine ¢evirecek etkiye sahip olabilir.

1.2. Arastirmanin Sorusu

Giinlimiizde sigara bagimliliginin tedavisinde kullanilan birgok farmakoterapotik
ajan bulunmakla beraber, tedaviye yanit her kiside ayni olmamaktadir. Bunun altinda
yatan birgok sebep olmakla birlikte, en 6nemlisi genetik yatkinlik ve farkliliklardir.
Bu yiizden nikotin bagimliliginda kullanilacak olan tedavi sekli ve siiresi kisiye 6zel
olmak zorundadir. Yapilan c¢alismalarda, kanser gibi bircok hastalikla
iliskilendirilmis olan Wnt sinyal yolaginin yukar1 (upregulation) ya da asagi
(downregulation) diizenlenmesinin potansiyel olarak norodejeneratif ve psikiyatrik
hastaliklar {izerine olumlu etkileri gosterilmistir. Bu etkiler gz oniine alindiginda;
arastirmada, bu yolagin 6nemli bir parcasi olan ‘TCF7L2 ifadesindeki degisimler,
nikotin bagimliliginin etkisini tersine ¢evirebilecek potansiyelde bir aksiyon

gosterebilir mi?’sorusuna cevap alabilmek i¢in yola ¢ikilmistir.



Ayn1 zamanda,‘Oral nikotin tercih uygulamasi ile olusturulan deney modelininsi¢an
NAc, VTA ve mHb beyin bélgelerindeki ve pankreastaki Tcf712, Bdnf, Gsk3p, Glp1-r,
Chrna7 mRNA ifade diizeyleri iizerine etkisi var mi?’; ‘Nikotin a¢hk kan glukoz
seviyesini nasil etkiler?’; ve‘Nikotinin dolasimdaki insulin ve glukagon gibi

hormonlar iizerine etkisi var midir?’sorularia da cevap aranmaktadir.
1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Son yillarda yapilan caligmalarda, nikotin bagimliligmin glukoz metabolizmasi
tizerindeki etkisi basta olmak tizere, cesitli psikolojik ve norolojik hastaliklarla da
iligkili oldugunu gosterilmistir. Fakat Wnt sinyal yolagmin bir pargasi olan
Tcf712’nin  nikotin bagimliligindaki rolii ve oOzellikle de medial habenula-
interpedikiiler nucleus noron devresindeki, VTA, NAc gibi beyin bdlgelerindeki etki
mekanizmasi bilinmemektedir. Buna ek olarak, nikotin bagimlilig1 iizerindeki etkisi
de heniiz aydinlatilamamistir.
Oral nikotin uygulamas ile olusturulan nikotin tercihi deney modelinde nikotinin,
mHb, VTA ve NAc beyin bolgelerinde Tcf7/2, Bdnf, Gsk3p, Glpl-r, Chrna7 mRNA
diizeyleri tizerinde etkisi oldugu 6ngoriilmektedir. Bu deney modelinde,
1. Nikotin belirlenen genleri upregiile ya da downregiile olarak ifadesini
degistirecegi diisiiniilmektedir.
2. Nikotin aliminin aglik kan glukoz seviyelerini arttiracagi dngoriilmektedir.
3. Insiilinin ve glukogonun nikotin 6diil ve yoksunluk mekanizmasmi nasil
etkiledigi aydmlatilamamakla beraber, nikotinin dolagimdaki insulin

seviyesini arttirarak hiperinsiilinemiye yol agacagi 6n goriilmektedir.
1.4. Arastirmanin Varsayimlari

TCF7L2 nin Tip 2 diyabetle olan iliskisi uzun yillardir bilinmektedir; ki, bu sebepten
dolay1 ‘Tip 2 diyabet iliskili transkripsiyon faktorii’ olarak da bilinmektedir. Fakat
diyabet ve istah mekanizmalari lizerindeki etkilerinin yani sira; depresyon, sizofreni,
bipolar bozukluk, major depresif bozukluk, psikoz gibi bir¢ok psikolojik hastalikla
da iligkili oldugu goriilmektedir. Nikotin bagimliliginin, diyabet, istah ve viicut
agirhgl tlizerine olan etkileri uzun yillardir aragtirma konusudur ve bazi etkileri
bilinmektedir. Nikotinin bu etkilerini TCF7L2 aracilig1 ile gosteriyor olmasi

mumkundiir.



Bu ¢alismada, bu sorunun yaniti aranmaktadir. Fakat bu mekanizmalar karmasik
olup, bircok norotransmitter sistemlerin ortak aktivasyonlar1 ile ortaya ¢ikmaktadir.
Bu yiizden, tek bir geni arastirmak ile bu sorulara tiimiiyle yanit
verilemeyeceginden, TCF7L2transkripsiyon faktoriiniin upstream ve downstream
bolgesinde yer alan Gsk3f ve Glpl-r genleri de incelenecektir. Bunlarin yani sira,
nikotinin bagimmlilik etkisini gdsterdigi reseptdr olan Chrna7 ve biligsel
fonksiyonlarda 6nemli oldugu bilinen Bdnf’in mRNA seviyelerinin de incelecek

olmasi, bu konu hakkinda daha ¢ok bilgi liretecektir.
1.5. Arastirmanin Simirhliklar:

Calismada kaynak sorunu sebebi ile sadece erkek Sprague-Dawley sican cinsi
kullanilmistir. Cinsiyetin bagimlilik ve diyabet {izerindeki etkisi bilindiginden bu
caglismanin en biiyiik sinirliligi bu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diger yandan 6diil
sisteminin pargasini olusturan, mezokortikolimbik sistemden sadece ii¢ bolge
incelenebilmistir. Calismada, belirlenen genlerin mRNA ifade diizeylerinin yani sira

protein seviyelerinin incelenememis olmasi ¢caligmanin sinirliliklarindan bir digerdir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu arastirmada, TCF7L2 geninin nikotin bagimliligindaki ve komorbiditeleri
tizerindeki potansiyel roliiniin anlagilmas: i¢in epitalamusta bulunan habenulanmn
yanit sira VTA, NAc ve pankreas gibi bdlgelerdeki molekiiler fonksiyonlarini

nitelendirilmesi hedeflenmistir.

- Calisma kapsaminda, TCF7L2 geninin incelenmesiyle birlikte, temel olarak
nikotin bagimliligindan sorumlu molekiiler mekanizmalarin aydinlatiimasi
amaglanmaktadir. Buna ek olarak, Tcf712, Bdnf, Gsk3p, Glpl-r, Chrna7 gibi
genlerin diyabet ve nikotin bagimliligindaki rollerinin ayrintili bir sekilde

incelenmesi hedeflenmektedir.

- TCF7L2  transkripsiyon  faktoriinin =~ pankreastaki  rolii  yillardir
arastirilmaktadir ve kismen bilinmektedir. Ancak, beyindeki gorevi hala
gizemini korumaktadir; dolayisiyla da beyin bolgelerideki islevinin detayl

bir sekilde arastirilmasi amaglanmastir.



Bu hedefler dogrultusunda,

- Bagimli soydan gelen Sprague-Dawley cinsi siganlarda, icme suyu araciligi
ile verilen nikotinin soy hayvanlar1 tarafindan daha ¢ok tiiketildigini
gostererek, nikotin bagimhiliginin kusaklar arasi kalitilabilecegini kanitlamak

amaclanmuistir.

- Olusturulan tercihe bagl nikotin tiiketimi modelinde, yoksunluk yaratilmadan
odiil iligkili beyin bolgelerinden olan mHb, VTA ve NAc’in yam sira;
pankteastaki 7cf712, Bdnf, Gsk3p, Glpl-r, Chrna7 genlerin ifade diizeylerinin
qRT-PCR araciligi ile degerlendirilmesi hedeflenmistir.

- Deney sonunda, sakrifikasyon oncesinde elde edilecek kandan; aglik kan
glukozu, hemogram degerlerinin Hasvet VH5Rlazer kan sayim cihazi ile
tespit edilmesinin yani sira, insiilin ve glukagon gibi hormon seviyelerinin

ELISA yontemi ile tespit edilmesi amaglanmuistir.

TCF7L2’nin Wnt sinyal yolagmin énemli bir efektorii oldugu diisiiniildiigiinde; bu
calisma, TCF7L2 transkripsiyon faktoriiniin diyabet ve nikotin bagimlilig1 tizerindeki

roliinlin daha iyi anlasilmasini hedeflemektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Nikotin Etki Mekanizmasi

Bir alkaloid olarak siniflandirilan  nikotin, yalnizca tiitiin  bitkilerinde
sentezlenmektedir. Tersiyer amin olarak iglev goren nikotinin yapisinda pirolidin ve
piridin halkalar1 bulunur. Ozellikle beyin, néromiiskiiler kavsaklar, adrenal medulla
ve gangliyonlar dahil olmak iizere cesitli bolgelerde bulunan nikotinik-kolinerjik
reseptorlere baglanir. Sigara i¢imi yoluyla solundugunda, nikotin akcigerler yoluyla
kan dolasimia niifuz eder ve sonunda beyne ulasir. Etkisi limbik sistem igindeki
odiil sistemine odaklanir ve beynin korteks bdlgesi tizerinde tesvik edici bir etkiye
katkida bulunur. Bu, frontal korteks, mezolimbik bolge ve korpus striatum gibi
bolgelerde dopamin salinimini tetikleyerek zevkli hislere yol acar. Son arastirmalar
nikotinin, bagimlihig1 tesvik etmede kritik bir faktdr olan dopamin yikiminda rol
oynayan Monoamin Oksidaz A (MAO-A) ve B enzimlerinin aktivitesini potansiyel

olarak etkiledigini gostermistir (Tiwari, Sharma, Pandey, & Shukla, 2020).

Nikotin Replasman Tedavileri (NRT'ler) sigara igmenin ortaya ¢ikardigir nikotin
tepkisini taklit etmeyi amaglamaktadir. Ozellikle, daha yiiksek NRT dozlar1 daha
odiillendirici hisler verme egilimindeyken, daha diisiik nikotin seviyeleri daha
yiiksek bir tesvik edici sonug iiretmektedir (Loukas, Marti, & Perry, 2019; Zhu,
Nelson, Toth, & Muscat, 2019).

Devam eden arastirmalar nikotinin bilissel yetenekler iizerindeki etkisini anlamaya
odaklanmistir. Nikotinden etkilenen kesin bilissel yetenekler ve bilissel etkisindeki
bireysel farkliliklar konusunda bazi tartigmalar devam etse de, hem hayvanlari hem
de insanlar1 igeren calismalardan elde edilen ¢ok sayida kanit, nikotinin bilissel
islevleri gelistirme potansiyelinin nikotin psikofarmakolojisinin 6nemli bir yonii
olarak kabul edilmesini saglamistir. Buna ek olarak, bu etkilerin altinda yatan
norobiyolojik mekanizmalarin ¢oziilmesinde onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bu
ilerlemeler nAChR biligsel islev ve giiclendirmede oynadigi roliin daha 1yi
kavranmasini (Changeux, 2010; dos Santos Coura & Granon, 2012), nikotinin
biligsel yetenekler iizerindeki etkisine aracilik etmekten sorumlu beyin bdlgelerinin
tam olarak belirlenmesini (Jasinska, Zorick, Brody, & Stein, 2014) ve 6zellikle a7 ve
a4B2 nAChR'ler olmak fizere belirli nAChR alt tiplerinin tanimlanmasini

kapsamaktadir.



Bu alt tipler, farmakolojik miidahaleler yoluyla noropsikiyatrik bozukluklarda ve

TUD’un bilissel eksikliklerin giderilmesi i¢in uygun hedefler sunmaktadir.

Son olarak, klinik yaklasimlar yoluyla TUD'lu bireylerde bilissel bozukluklar: ele
almay1 amaglayan yenilik¢i terapotik stratejiler onerilmistir(Robinson, Waters, Kang,

& Sofuoglu, 2017; Valentine & Sofuoglu, 2018).

2.2. Nikotin Bagimhhg

Nikotin, bagimhilik yapict Ozelliklerini beynin 6diil mekanizmasint harekete
gecirerek ortaya c¢ikarmaktadir. Beynin 0Odiil sistemi, ozellikle dopamin adh
norotransmitterin  salinimi ile iligkilidir. Nikotin, beyin hiicrelerindeki nikotinik
asetilkolin reseptorlerine baglanarak bu hiicreleri uyarmaktadir ve dopamin
salinimimi artirmaktadir. Bu siireg, 6diill ve zevk duygularimi tetikleyerek kisinin

nikotin kullanmaya devam etme istegini artirarak ve bagimliliga yol agmaktadir.
Nikotin bagimliligi ile ilgili olarak beyin 6diil sisteminin belirli bolgeleri sunlardir:

VTA: Bu boélgedeki dopaminerjik noronlar, dopamini nucleus accumbens'e

salgilamaktadir.
NAc: Dopaminin etkisiyle, 6diil ve motivasyon duygularini ortaya ¢ikarmaktadir.

PFC: Karar verme ve diirtii kontrolii ile ilgilidir. Nikotin, bu bdlgeyi de etkileyerek
bagimliligin devamini saglamaktadir (Benowitz, 2010; Egemen KAYA, 2019).

Diger bagimlilik yapici ajanlara bakildigi zaman nikotin de uyusturucu madde
sinifina giren kokain ve eroin maddeleri gibi yiiksek orandan bagimlilik yapici etkiye

sahip bir madde olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Egemen KAYA, 2019).

Asetilkolin (acetylcholine; ACh), nikotinin dogal agonist oldugu reseptorlere
baglanmaktadir. ACh’nin sentezlenmesi i¢in kolin asetil transferaz enzimi
gerekmektedir. Bu enzim ACh’i kolin ve AsetilCoA maddelerinden sentezlemektedir
ve etkisini gosterdigi baslica iki reseptor bulunmaktadir; bunlardan biri nAChR iken,
digeri ise muskarinik asetilkolin reseptorleri (muscarinicacetylcholinereceptor;
mAChR) olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Nikotin ise bu reseptorleden, bagimlilik
yapict etkilerini nAChR {iizerinden gostermektedir. Bu reseptorler, beyin odiil
sisteminin 6nemli bilesenleri olan VTA ve NAc gibi bolgelerde yiiksek oranlarda

bulunmaktadir.



VTA bolgesinde nAChR reseptorleri GABA- (gamma-aminobutyric acid) ve
DAerjik sinir hiicrelerinde etkili olurken, sinir uglart ve sinapslarda da

bulunabilmektedir (Laviolette, 2004; Ruby Klink, 2001).

Nikotinin etkileri, reseptorlerinin dagilimi ve karmasiklii nedeniyle sadece
dopaminerjik sistem tizerinden degil, ayn1 zamanda diger mekanizmalar iizerinden de
ortaya ¢ikarmaktadir. Buna 6rnek olarak, nikotin yoksunlugunda goriilen stres ve
anksiyete, ekstrahipotalamik CRF (corticotropin-releasingfactor) seviyelerindeki
artis ve CRF'nin CRHR1’e (corticotropin releasing hormone receptor 1) olan

afinitesinin artmasiyla iliskilendirilmistir (Olivier George, 2007).

Nikotinin bagimlilik etkisi, daha sonraki nesillerin biligsel bozukluklarinda zihinsel
performansta diisiis, bilissel islevlerde zorluklar, diisiik zeka (intelligence quotient;
IQ) seviyeleri ve psikososyal goriilmesinde artisa sebep olabilmektedir (Wakschlag,
1997).

Nikotine maruziyet, konsantrasyon gii¢liigli ve motor kontrol sorunlari i¢in bir risk
faktorii olarak kabul edilmektedir. Buna ek olarak, prenatal nikotin maruziyeti deney
hayvanlarinda, anksiyete gibi psikososyal bozukluklarin gelistigini de gdstermistir

(Schneider et al., 2011; Winzer-Serhan, 2008).

2.3. Nikotin Bagimhihginin Norobiyolojisi

Hem beyinde hem de periferik sinir sisteminde, tiitiindeki birincil psikoaktif bilesik
olan nikotini tantyan nAChR'ler bulunmaktadir. Bu reseptorler genellikle nAChR
olarak adlandirilir ve c¢esitli alt birim kombinasyonlarmna sahip pentamerik iyon
kanallar1 olarak islev gérmektedir (Le Foll et al., 2022). Ozellikle, o alt birimi TM1
(transmembrane domain 1) baslangicina yakin bir Cys-Cys (cysteine-cysteine)
ciftine sahipken, P alt biriminde bu 0zellik yoktur. Bu alt birimlerin degisen
kombinasyonlarma bagli olarak heteromerik ve homomerik nAChR'ler olusur.
Bunlar arasinda beyinde en yaygin olan alt tipler a7 homomerik ve a4p2 heteromerik
nAChR'lerdir. Bir etken maddenin (6rn.: nikotin), azami etkisinin yarisini ortaya
cikaran konsantrasyon degerine ECS50 (50% effecitive concentration) denirken,
inhibitdr etkisinin yarisin1 ortaya ¢ikaran konsantrasyon degerine de ICS50

(50%inhibitory concentration) denir.
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nAChR'lerin bilesimi, nikotin bagimliliginin, up-regiilasyonunda ve duyarsizlagtirma
oranlarinin etkisinin anlasilmasinda ¢ok énemli bir rol oynar (Turner, Gold, Schnoll,
& Blendy, 2013). Ornegin, sican a7 ve a3p4 reseptorleri karsilastirildiginda, ayni
diizeyde yanit elde etmek i¢in a7 reseptorlerinin (EC50 513) a3p4 reseptorlerine
(EC50 14) kiyasla daha fazla agonist asetilkolin iiretimi gerekmektedir. Alt {inite
bilesimine bagli EC degerine ek olarak, IC50 degerleri ayni agonist kullanildiginda
bile farkli olabilmektedir. Ornegin, sigan a4P2 reseptorlerinde, yaniti yari yariya
azaltmak i¢in ¢cok az miktarda nikotin gerekirken (IC50 < 0.01), sigan a7 reseptorleri
icin daha fazla miktarda nikotin gerekmektedir (IC50 1.3) . Ayrica, B2 igeren
nAChR'nin duyarsizlastirilmasi a7 icerenlere kiyasla daha hizli gerceklesmektedir
(Le Foll et al., 2022). Nikotinin insan beynindeki etkilerini anlamak i¢in nAChR'lerin

alt birim tiplerinin ¢ok 6nemli bir rol oynadig1 agik¢a goriilmektedir.

Ekstraseliiler olarak yerlestirilmis noéronal heteromerik nAChR'ler, her bir alt birim
arasinda bes baglanma bdlgesine sahip olan a7'den olusan ve agirlikli olarak daha
fazla bulunan homomerik nAChR'lere kiyasla agonistin baglanmasi icin iki
baglanma bdlgesine sahiptir. Agonistin nAChR iizerindeki baglanma bdlgelerinden
birine baglanmasi1 iizerine, reseptdr ig¢inde bir dizi konformasyonel degisiklik
baslatilmaktadir (Gipson & Fowler, 2020). Bu degisiklikler dizisi, sodyum ve
kalsiyum iyonlarinin hizli akisina izin veren bir kap1 olusumuyla sonu¢lanmaktadir
(Le Foll et al., 2022). Dikkat cekici bir sekilde, tiim bu siire¢ sadece mikrosaniyeler

siirmektedir ve bu ise reseptoriin hizli dogasinin altin1 ¢izmektedir.

Ligandin (agonist) baglanmasini takiben, ligand baglama bolgesinin yakininda
bulunan amino asitler arasinda hidrojen baglar1 kurulmaktadir. Bu baglar, bu amino
asitlerin yeniden dilizenlenmesine yol agarak C-loop'un reseptoriin merkezi
gozenegine dogru kaymasina neden olmaktadir. C-loop bu sekilde hareket ettikce,
ligand nAChR'nin alt birimleri iginde hapsolmaktadir (Gipson & Fowler, 2020). Bu
karmasik siire¢lerin ardindan, iyon akis1 ve reseptdriin yapisal bilesenlerinin yeniden
diizenlenmesi sonucunda beynin belirli bdlgelerinden, 6zellikle VTA ve NAc’ten
dopamin adli ndrotransmitterin salimimi ger¢eklesmektedir. VTA ve NAc’i igeren
mezolimbik yolakta dopamin salinimi, 6diil sistemi ve haz duygulariyla ilgili olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yol, beynin 6diil sisteminin ayrilmaz bir pargasidir ve

bagimlilikla iliskilendirilmektedir (Le Foll et al., 2022).
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Nikotin kosullu yer tercihi (CPP) kullanilarak, nikotinin ddiillendirici ve pekistirici
etkilerinin B2*nAChR'lerin varligina bagli oldugu, B2 alt birimi eksik farelerin
kullanildig1 deneysel bir modelde gosterilmistir. f2 alt biriminin a6 ve a4 alt
birimleriyle diizenlenmesi, VTA ve NAc birbirine baglayan devrede 6zellikle aktif
olan a6B2, 04P2 ve od4a6P2 gibi ¢esitli nAChR alt tiplerinin olusmasina yol
acmaktadir. Buna ek olarak, genetik olarak etkisiz hale getirilmis B2, a6 ve o4
nAChR alt birimlerine sahip fareleri igeren arastirmalarda, farelerin nikotin
tilketiminde bir zayiflama oldugunu ortaya koymustur. Bu etki, bu alt birimlerin
lentiviral vektor kullanilarak VTA'ya yeniden entegre edilmesiyle tersine dondiigi
gosterilmistir. Ayrica, a4 alt biriminde spesifik bir mutasyon (Leu9' Ala) ile
tasarlanan fare modellerinin, kontrollere kiyasla daha diisiik dozda nikotin tercih

ettigi gosterilmistir (Fowler, Turner, & Imad Damaj, 2020).

Beyindeki 6diil sistemi, tiitlin Uriinlerinden nikotine uzun siire maruz kaldiktan sonra
adaptasyona ugramakta ve bu da nikotin bagimmliligmmin gelismesine katkida
bulunmaktadir (Fowler et al., 2020). Nikotin kullaniminin birakilmasiyla birlikte
fiziksel, duygusal ve bilissel semptomlari kapsayan yoksunluk sendromu ortaya
cikmaktadir (Le Foll et al., 2022). Ornegin, anksiyete ve benzeri davranislar gibi bazi
duygusal yoksunluk semptomlar1 B2, a6, p4 ve a7 nAChR alt birimlerinden

etkilenmektedir.

Bununla birlikte, nikotinin glutamat, GABA ve dopamin dahil olmak {izere ¢esitli
norotransmitterlerin  salinimin1 etkileme kabiliyeti nedeniyle ndronal aktivitenin

artmasina ya da engellenmesine yol agabilmektedir.

Bu nedenle, nikotinin VTA, NAc ve mHb beyin bdlgelerini nasil etkilediginin
kapsamli bir sekilde arastirilmasi, sadece nikotin bagimliligint ndronal devre
diizeyinde anlamamizi gelistirmekle kalmamakla birlikte, ayn1 zamanda etkili
tedaviler gelistirmek i¢in potansiyel yollar da saglayabilmektedir (Fowler et al.,

2020).

Ilging bir sekilde bagimlilik, yoksunluk ve psikolojik durumlarin temelini olusturan
mekanizmalara iliskin arastirmalarda, ortak bir yolu isaret edilmektedir, bu yol ise
mHb ve IPN’u igermektedir. Dorsal diensefalik iletim sisteminin (DDC) bu iki
bileseni evrimsel olarak korunmustur ve limbik 6n beyin araciligi ile orta beyin ile
arka beyin bolgesine sinyaller iletmektedir.
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DDC sistemi, alkol, opioidler ve nikotin dahil olmak iizere birden fazla ilaca
bagimliligin patofizyolojisinde énemli bir nokta olarak ortaya ¢ikmaktadir. Madde
kullanim1 ve bagimmlilik buna dahil olmasma ek olarak, DDC'in psikiyatrik
durumlarn da diizenledigi goriilmektedir. Bunu destekleyecek nitelikteki veriler,
DDC'nin ve 06zellikle mHb-IPN yolunun, hem bagimlilikta hem de psikolojik
kosullarda 6nemli oldugunu gostermektedir ve mHb-IPN iletisimi, her iki kosul
kiimesinin altinda yatan sinyallemenin bir kavsagi olarak temsil edilebilmektedir.
mHb-IPN yolunda nAChR'lerin varlig1 g6z oniine alindiginda, bu iletisim, her iki
kosul kiimesinin tedavi sonuclarinmi iyilestirmek i¢in farmakolojik terapotikler igin
stratejik hedefler saglayabilir. Bununla ilgili yapilan bir ¢calismada, kronik nikotin
maruziyetini takiben, mHb veya IPN'ye nAChR antagonisti olan mekamilamin
inflizyonunun, anksiyete ile iligkili davraniglar1 ve nikotin yoksunlugu semptomlarini
indiikledigi tespit edilmistir. Bundan yola g¢ikarak, mHb-IPN noronal devresinin
yoksunluk ve bagimlilik altinda yatan sinyale katkida bulundugu diisiiniilmektedir.
Sekil 1’de bu iletisim 6zetlenmistir. (Hitoshi Okamoto, 2012; McLaughlin et al.,
2017).

Ry
bac
k from Mid- & hind-brain

Sekil 1: mHb-IPN yolunun afferent ve efferent baglantilari. Medial habenula-interpeduncular ndronal
devresi, 6n limbik bdlge ile orta beyin ve arka beyin arasindaki 6dil sinyali ile birlestirir. Medial
habenula, ¢esitli 6n beyin limbik yapilarindan afferent girdiler alir ve interpeduncular nucleus,
bagimliligin ve ¢esitli ruh hali ile ilgili psikiyatrik durumlarin altinda yatan ndrofizyolojide yer alan
cesitli orta beyin ve arka beyin yapilarina efferent projeksiyonlar gonderir. Kirmiz1 ¢izgiler, MHb
veya IPN'ye afferent projeksiyonlart gosterir ve yesil ¢izgiler, efferent'i tanimlar (McLaughlin et al.,
2017).
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2.4. Nikotinin inflamatuar Etkisi

Yapilan ¢aligmalar sonucunda elde edilen bilgiler, ¢esitli nérolojik ve psikiyatrik
hastaliklarda  beyindeki inflamasyonun o6nemli bir roliiniin  oldugunu
vurgulamaktadir. Noroinflamasyonun nedenleri genel olarak viral enfeksiyon,
otoimmiin hastaliklar, periferik organlardan kaynaklanan inflamasyon, zihinsel stres,
metabolik bozukluklar ve yasam tarzi faktorleri olarak siniflandirilabilmektedir. Kan-
beyin bariyerinin bozulmasi, sistemik immiin aktivasyonla baglantili glial hiicrelerin
aktivasyonu ve organ-beyin ekseni yoluyla otonom sinirler iizerindeki etkiler,
periferik inflamasyon kaynakli néroinflamasyona neden olan bazi mekanizmalardir

(Sun, Koyama, & Shimada, 2022).

Tiitliin yapraklarinda bulunan bir bilesik olan ve nikotinin birincil metaboliti olan
kotinin, potansiyel terapotik 6zellikleriyle dikkat ¢ekmektedir. Kotinin glivenlidir ve
bagimlilik yapmamaktadir. Arastirmalar, kotininin serotonerjik, kolinerjik ve
dopaminerjik yollar gibi ndrotransmitter sistemlerini modiile ederken antipsikotik,
anksiyolitik ve antidepresan Ozellikler sergiledigini gostermistir. Bunlara ek olarak,
nAChR'lerinin pozitif allosterik modiilatdrii olan kotinin anti-enflamatuar etkiler de
gostermektedir. Kolinerjik sistemin aktivasyonundan kaynaklanan
noroinflamasyondaki azalma, kotininin ¢esitli ndrolojik ve psikiyatrik kosullardaki

yararli etkilerinin olabilecegini gdstermektedir (Valentina Echeverria, 2016).

Daha once yapilan g¢alismalarda, a7nAChR agonisti olan nikotinin inflamasyonu
diizenleme yetenegine sahip oldugu kesfedilmistir. a7nAChR'nin néroproteksiyon
acisindan koruyucu etkileri, global iskemi, Parkinson hastaligi, siyatik sinir ezilme
hasar1 ve pankreatit gibi durumlarin hayvan modellerinde noéroinflamasyonun
azaltilmasiyla iligkilendirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, a7nAChR'nmin uyarilmasinin
preeklampsi ve eklampside koruyucu bir etki sagladigini1 ve bunun potansiyel olarak
yiksek sistemik inflamasyonu azaltarak elde edildigini gostermistir (Han, Zhou, Hu,

Li, & Liu, 2020).

a7 nAChR hem makrofajlarda hem de T hiicrelerinde inflamasyonu azaltmak i¢in bir

hedef olarak tanimlanmistir.

Bu reseptoriin bagisiklik hiicreleri {izerindeki varligi, epidemiyolojik verilere
dayanarak sigara i¢imi ile ¢esitli inflamatuar hastaliklar arasinda gozlenen negatif

korelasyonu agiklayabilmektedir (Nizri et al., 2009).
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Bu reseptoriin makrofajlar {izerindeki aktivasyonunun TNF-a, IL-18 ve IL-6 gibi
inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini azaltti§1 gosterilmistir. Bununla birlikte, IL-
10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin tiretimi etkilenmemistir (Nizri et al., 2009; Skok,
Grailhe, Agenes, & Changeux, 2007). Biitiin bunlardan yola c¢ikarak nikotinin
bagisiklik sistemi {izerine olan etkisi, bu hiicrelerde bulunan a7 nAChR'leri aktive

etme kabiliyetinden kaynaklanmaktadir (Nizri et al., 2009).

Ozet olarak, inflamasyon ve ndrolojik/psikiyatrik hastaliklar arasindaki karmasik
iliskinin var oldugu goriilmektedir. Buna ek olarak, kotinin ve a7 nAChR gibi
bilesiklerin noroinflamasyonu ve iliskili yan etkileri azaltmadaki potansiyel terapotik
rolii géze ¢arpmaktadir. Diger bir deyisle nikotin farkli dozlarda farkli amaclarla
kullanilabilecegi gibi, kullanilis amacma gore dost veya diisman olarak da

tanimlanabilmektedir (Sekil2).

Withdrawl
/ Effect

Adolescent

/ exposure

\ Pregnant
exposure
\ High dose

exposure

Smoking [:\ g 4

|

Nicotine /
o

|  Cognition

Sekil 2: Nikotinin kullamm amacma gore etkileri. Daha sonra nikotinin Alzheimer hastaligi, Parkinson
hastaligi, Sizofreni, Stres kaynakli Anksiyete, Depresyon ve ilag kaynakli hafiza bozuklugu gibi
patolojik kosullar altinda bilis tizerindeki yararli etkisini 6zetliyoruz. Nikotinin etkisinin altinda yatan
olas1 mekanizma da arastirilmistir. Son olarak, nikotinin dogum 6ncesi ve ergenlik donemleri de dahil
olmak iizere bilis lizerindeki zararli etkisi tartisilmakta ve yiiksek doz nikotin ve yoksunluga bagli
hafiza bozuklugu vurgulanmaktadir. Dolayisiyla nikotin hem dost hem de diisman olarak hizmet
etmektedir (Wang et al., 2023).
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2.5. Nikotinin Epigenetik Biyobelirtecleri

Epigenetik biyobelirtecler, nikotin bagimliliginda o6nemli bir potansiyel olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Epigenetik degisiklikler, zaman i¢inde hem dalgalanma hem
de kararlilik gosterebilen cesitli modifikasyonlar1 kapsamaktadir. Bu degisiklikler,
gelisim, yaslanma gibi siire¢ler boyunca ve farkli yasam tarzi se¢imleri ve ¢evresel
etkilere tepki olarak gen ifadesi iizerinde bir etkiye sahiptir. Cesitli epigenetik
modifikasyonlar arasinda DNA metilasyonu (DNAm) en kapsamli sekilde
arastirllmis modifikasyon olarak goriilmektedir. DNAm, genellikle DNA dizileri
icindeki belirli  Sitozin-Guanin (CpG) niikleotidlerine metil gruplarinin
baglanmasiyla karakterize edilen kimyasal degisimleri ifade etmektedir. Bu
degisiklik, periferik kan veya tiikiiriik gibi kolaylikla elde edilebilen 6rneklerle tespit
edilebilirken, sigara igme aliskanliklarinin ve birakmanm molekiiler bir isareti olarak
hareket edebilme potansiyeline sahiptir (Bird, 2007; Fang, Andersen, Philibert, &
Hancock, 2023). Kotinin veya karbon monoksit seviyeleri gibi geleneksel dl¢limlerin
aksine DNAm, bir kisinin ne kadar nikotine maruz kaldigina dair daha hassas bir
gosterge sunabilmektedir. Bununla ilgili ¢alismalar ¢ok smirli olup, daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Nikotin bagimhiligi ile ilgili bir epigenetik
biyobelirtecin kesfedilmesi durumunda, tiikiiriik yoluyla bile kisinin nikotine
bagimlilik seviyesi tespit edilebilir ve buna uygun tedaviler secilebilir (Chang et al.,

2017).

2.6. Nikotin, Diyabet ve Bagimhhk

Sigara igmek, glukoz mekanizmasini etkileyerek aglik kan sekerinin yiikselmesine
neden olmaktadir, bu ise diyabete karsi daha fazla hassasiyet olusturmaktadir
(Chiolero, Faeh, Paccaud, & Cornuz, 2008). Nikotin, beyin mHb bolgesinde bulunan
ve nAChR proteinlerini ifade eden bir grup néronu aktive etmektedir (Benowitz,
2010). Bu noronlar nikotine kars1 aversif tepkileri tesvik etmektedir (Bruschetta &
Diano, 2019). Ayrica, sigaranin diyabetle iligkili etkilerini de yonetip yonetmedikleri

ve bunun arkasindaki mekanizma heniiz bilinmemektedir.

Duncan ve arkadaglari, yakin zamanda yaptiklar1 bir ¢alismada mHb'de nAChR ifade
eden ndronlar ile pankreas tarafindan kan glukoz diizenlemesi arasinda bir sinyal

yoluna igaret etmislerdir.
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Bu yolak igerisinde, diyabetle iliskilendirilen bir transkripsiyon faktorii olan TCF7L2
yer almaktadir. TCF7L2, GLP-1 hormonunun iiretimini ve salinimini diizenleyen bir
sinyal yolunun bir parcasi olarak yer almaktadir. GLP-1, pankreastan insulin
salmimini tegvik etmektedir ve insulin kan dolagimindan dokulara glukoz emilimini
artirarak yag olarak depolanmasini saglamaktadir. Dolayisiyla, TCF7L2'nin ifade
veya aktivitesindeki degisiklikler glukoz metabolizmasini etkileyebilmektedir.
Nikotinin, mHb néronlarin1 TCF7L2'ye bagimli bir sekilde uyararak, pankreasa
noronal sinyal gonderdigi ve bodylece kan glukoz seviyelerini degistirdigi
diistiniilmektedir (Bruschetta & Diano, 2019; Duncan et al., 2019; Z. Liu & Habener,
2008) (Sekil 2).

Medial habenula
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Sekil 3: TCF7L2'nin nikotinin motivasyonel o6zelliklerini ve kan sekeri homeostaz iizerindeki yikici
etkilerini diizenledigi onerilen mekanizma. Fasciculus retroflexus araciligtyla monosinaptik olarak
IPn'ye (her ikisi de mavi renkte) ve polisinaptik bir yol (kesik ¢izgi) aracilifiyla pankreasa
projeksiyon yapan bir mHb néronunun temsili gosterilmektedir (Duncan et al., 2019).
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2011 yilinda yayimlanan bir rapor, her yil sigara i¢cenlerin yalnizca %6'sinin sigaray1

basarili bir sekilde biraktigini ve verilerin diyabet hastalarinin sigaray1 birakmasinin,

bu rahatsizlig1 olmayanlara gore daha zor oldugunu gosterdigini belirtmistir. Bir dizi

deneyde, Duncan ve arkadaslar farelere 6 hafta boyunca her giin siikroz vermis ve

kan sekerindeki miiteakip artisin TCF7L2 seviyelerinin diigmesine ve nAChR

eksprese eden noronlarda nikotinle uyarilan aktivitede azalmaya yol agtiini

gostermigstir. Bu gozlem, diyabetli kisilerin sigaray1 birakmasinin neden daha zor

oldugunu agiklayabilecek bir geri bildirim mekanizmasina isaret etmektedir

(Bruschetta & Diano, 2019; Solberg, Desai, O'Connor, Bishop, & Devlin, 2004)

(Sekil3).
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Sekil 4: Nikotin, diyabet ve bagimhlk arasindaki iliski. Nikotin, ndronlardaki nikotin asetilkolin reseptdr
(nAChR) proteinlerini aktive eder. Beynin medial habenula (mHb) bolgesindeki nAChR eksprese
eden ndron popiilasyonunun aktivasyonu nikotine karsi aversif tepkilere yol agar (Bruschetta &
Diano, 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

Oral Nikotin Uygulamas:

Medizl Habenula VTA,
NAC ve Pankreas
Diseksiyonu

b i
‘:-' 5

Szkrifikasyon
sirasinda alinan

kandan serum eldesi
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Sekil 5: Tiim Deney Protokoliiniin Sematik Olarak Ozeti
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3.1. Arastirmanin Tipi

Aragtirma in vivo ve ex vivo calismalardan olusmus olup, deneysel bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirmanin in vivo kismini olusturan biitiin ¢aligmalar, dekapitasyon ve diseksiyon
da dahil olmak iizere Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’'nde yapilmis olup, dokular elde edildikten sonraki molekiiler
calismalarm hepsi Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
gergeklestirilmistir. Caligmalar Agustos 2023 tarihinde baglamig olup, Mayis 2024
tarithinde tamamlanmistir. Tez savunmasinin ise Agustos 2024 tarihinde yapilmasi

planmaktadir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Calismada kullanilacak tiim deney hayvanlar1 Sprague-Dawley cinsi olup, Mayis
2023 dogumludur ve Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir. Disi siganlarin menstriiel dongiilerinden
dolay1r hormonsal degisikliler yasayabilmektediler, bunun beyin {iizerinde cesitli
etkilere sebep olarak nikotin tiiketimini etkilecegi diisliniilmektedir. Bu ise elde
edilecek verilerin etkilenme potansiyeli sebebi ile erkek sicanlar tercih edilerek
calisma planlanmistir. Bu ¢alismada nesiller boyu iiretilen ve maksimum oranda
nikotin tiiketen 30. nesilden 20 adet erkek si¢an, ayni tarihlerde dogan 20 adet naive
erkek sigan olmak iizere toplamda 40 adet 12 haftalik Sprague-Dawley erkek sican

kullanilmastir.

/il

Sekil 6: Nikotin Uygulamasindan énce deney hayvani
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3.4. Arastirmanin Bagimh ve Bagimsiz Degiskenleri

Nikotin bagimli soydan gelmeleri ve nikotin uygulamasi bagimsiz degiskenken,
icilen su miktari, cinsiyet, belirlenen genlerin izole edilen beyin ve pankreasta
ekspresyon seviyeleri ile kan ve serumdan bakilan glukoz seviyesi, dolasimdaki

glukagon ve instiilin seviyeleri bagimli degiskenler arasinda yer almaktadir.

3.5. Veri Toplama Yontemleri

Calismada, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’ndan temin

edilecek nikotin bagimli sican soylari kullanilmigtir.

Elde edilen veriler, unpaired t-test, Mann-Whitney U testi, one-way
ANOVA/Bonferroni ¢oklu karsilagtirma testleri uygun olduklar1 testlere gore
kullanilarak analiz edilecektir. Veriler ortalama (+SD) ya da medyan ve ¢eyrekler

aciklig1 olarak yayinlanacaktir.

Tcf712, Bdnf, Gsk3p, Glpl-r, Chrna7 ACTB genlerin ekspresyon diizeyleri qRT-PCR
ile LightCycler® 480 cihazinda belirlenmistir.

Ayrica, deney ve kontrol gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar Windows SPSS
22.0 programi kullanilarak post-hoc testleriyle analiz edilmistir ve p<0.05 degerleri
anlamli olarak kabul edilmistir. qRT-PCR sonuglar1 AACT yontemiyle hesaplanmis

olup, deneyler 3-tekrarl olarak gergeklestirilmistir.

3.6. Deney Gruplari ve Hayvanlara Nikotin Uygulanmasi

Tiim deney hayvani ¢aligmalar, hayvanlari refah1 gozetilerek ve T.C. Tarim Orman
Bakanlig1 yonergeleri izlenerek gerceklestirilmistir. Tiim bu c¢alismalar Ege
Universitesi HADYEK ’ten alinan etik kurul onaymndan sonra gerceklestirilmistir

(Etik Kurul Onay No: 2022-072R1).

Bu caligmada, se¢ici tohumlama ydntemi kullanilarak olusturulmus nikotini yiiksek
oranda tercih eden sican soyu kullanilmistir. Kullanilan deney hayvanlari, bu yontem
ile tretilen 30. nesile ait siganlardir. Calisma boyunca 12:12 aydimnlik-karanlik
dogiisii (07:00am-07:00pm) takip edilerek oda sicaklign 21-22°C olarak tutulmustur.

Deney sirasinda hayvanlarin tamami tekli olarak kafeslenmistir.
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Yem, su ve nikotine erisimleri ad libitum olarak tutulmustur. Hayvanlarin agirlik ve
nikotin takipleri deney sirasinda diizenli olarak takip edilmistir. Deney gruplart Tablo

1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Deney Gruplar

1. Grup Naive Kontrol + Su (n=10)

2. Grup Naive Kontrol + Nikotin (n=10)

3. Grup Nikotin Tercih Eden Soy + Su (n=10)
4. Grup Nikotin Tercih Eden Soy + Nikotin (n=10)

Deney hayvanlarmin biitiin besleme, bakim ve nikotin uygulamalar1 Ege Universitesi

HAYMER merkezinde yapilmistir.

Calisma baslamadan Once Gtenazi kriterleri belirlenmis olup bunlar; %20’den fazla
kilo kaybi, kambur durma egilimi, zayiflamis fiziksel ve/veya metal durum, nobet
durumlari, kaseksi, uysukluk durumu ve norolojik semptomlardir. Fakat deney

stiresince herhangi bir kayip yasanmamastir.

In vivo oral nikotin uygulanmasi sorununda deney hayvanlar1 dekapite edilip, beyin
dokular1 ve pankreas diseke edilmistir. Bunun yani sira her hayvandan alinan kan,
tiplere toplanmistir. Elde edilen doku ve kanlar daha sonraki g¢aligmalarda

kullanilmak iizere -80°C’de saklanmustir.

Sekil 7: Tekli kafeslere ayrilmadan énce deney hayvanlan
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3.7. Nikotin Uygulamasi

40 adet Sprague-Dawley sican Ege Universitesi HAYMER merkezinden temin
edildikten sonra, tekli kafeslenerek ortama adapte olmalar1 i¢in iki hafta

beklenmistir.

Daha sonrasinda olusturulan gruplara nikotin uygulamasma baslanmistir. Nikotin
icme sularma karigtirilacak hayvanlara verildigi i¢in, suluklar1 kafeslere takmadan
once pH degerleri 7,4 olarak ayarlanmistir. Her kafeste 2 adet suluk bulunmaktadir.
Nikotin uygulanan gruplardaki hayvanlarin kafeslerindeki bir suluk nikotin igerirken,
diger suluk ise saf icme suyu igermektedir. Boylelikle nikotin zorunlu kilinmamis
olup, tercihe birakilmistir ve bu sekilde sicanlarin nikotin tercih edip etmeyecegi
arastirtlmistir. Nikotinin olusturdugu ac1 tadi gidermek i¢in normalde hacimce %0,2
sakkarin eklenebilmektedir, bu sekilde deney hayvanlariin nikotine aligma siirecleri
hizlandirilmis olmaktadir. Fakat sakkarin uygulamasi ¢galismamizda incelenecek olan
insulin, glukogon ve aclk kan glukozu gibi biyokimyasal parametreleri
etkileyeceginden tercih edilmemistir. Ayn1 zamanda yapilan bazi g¢aligmalarda
sakkarinin 6diil mekenizmasini uyaracagi gosterilmistir. Bu sebepten dolay1 sulara
sakkarin eklenmeyip, diisiik dozda nikotin uygulamasi ile baslayarak bagimlilik
modeli olusturulmustur. 1ki haftalik adaptasyon siiresi sonrasinda deney
hayvanlarinin arastirmacilara aligmasi amaciyla handling uygulamas: yapilmistir.
Sekil 3°deki deney planinda da gosterildigi lizere, nikotin uygulamasina baglamadan
once tiim gruplardaki tiim hayvanlardan bazal seviyedeki biyokimyasal parametreleri

tespit etmek i¢in kan alinmagtir.

Daha sonra nikotin uygulancak gruplara, ilk iki haftada litrede 10mg olacak sekilde
(10mg/L) igme sularna nikotin karistirllarak uygulanmistir. Bu iki haftadan sonra
nikotinin dozu iki katina ¢ikarilarak nikotin uygulancak gruplara litrede 20mg olacak
sekilde (20mg/L) uygulanmistir. Caligsma sonu olan 6. haftanin sonuna kadar bu doz
uygulanmistir. Gruplara uygulanan dozlar Tablo 2’deki ¢alisma dizayni tablosunda

gosterilmistir.
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Tablo 2. Calisma Dizayni

Gruplar 2 Hafta 1.Hafta 2.Hafta 3-6.Hafta 7.Hafta
Kontol+Su Su Su Su
Kontrol+Nikotin 10mg/L 10mg/L 20mg/L

Adaptasyon | Nikotin Nikotin Nikotin 0 saat

Nikotin Tercih & Su Su Su yoksunluk
Eden Soy + Su Handling &
Nikotin Tercih 10mg/L 10mg/L 20mg/L Dekapitasyon
Eden Soy + Nikotin Nikotin Nikotin
Nikotin

Sekil 8. Nikotin bagimlh soydan gelen deney hayvam

Caligmadaki tiim gruplar 6. hafta bittiginde dekapitasyon islemine tabi tutulmustur.

Biitiin

deney hayvanlarmin dekapitasyon islemleri 09:00am-11:00am zaman

diliminde gergeklestirilmistir. PCR ve biyokimyasal sonuglardan elde edilecek

verilerin etkilenmemesi i¢in dekapitasyon islemi sirasinda anestezik bir madde

kullanilmamastir.
Biyokimyasal
Parametrelerin
Olgimu
[ Biyokimyasal &
Ortama \J Pargmetrelerin Dekapitasyon
Adaptasyon [ 4 Olglimi
o] (‘" o 4
Fa . 10 mg/L 20 mg/L
- Nikotin Nikotin
Sprague-Dawley N - *
Handling Start «® Nikotin Tedavisi End
L /L 1 1 L
L) ,I L L) Ll P
0 # Haftalar 2 4 8

Sekil 9. Calisma Plam
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3.8. Dokularin Diseksiyonu

Nikotin uygulamasindan sonra, sicanlar bir giyotin kullanilarak baslar1 kesilmis,
beyinleri ¢ikarilmis ve ilgilenilen beyin bdlgeleri buz iizerinde diseke edilmistir.
Diseksiyon teknigi daha once Birdogan ve arkadaslar tarafindan tarif edilmistir
(BIRDOGAN A., 2021). Diseksiyonun basinda dort koronal beyin dilimi
hazirlanmigtir. Beyin dilimlerini elde etmek i¢in Paxinos ve Watson'in sican beyin
atlasinda belirtilen stereotaksik koordinatlar1 kullanilmistir (Paxinos G, 2006).

Bregmaya gore rostral-kaudal dilim koordinatlar;

IIk dilim i¢in 5.20-2.20 mm,

Ikinci dilim i¢in 2.20-0.20 mm,

Ugiincii dilim i¢in -1.40--3.30 mm,

Dordiincii dilim i¢in -4.30--6.30 mm olarak belirlenmistir.

[Ik dilim mPFC ve infralimbik, prelimbik ve anterior singulat korteksleri
icermektedir. Dorsal striatum (DST), NAc ve septum (lateral ve medial septal
alanlar) doku ornekleri ikinci dilim igerisinde yer almaktadir. Medial hipotalamik
alan (MHA), AMG, hipokampus (HIP) ve mHb doku Ornekleri tigiincii dilimde

bulunmaktadir. Son olarak, VTA ise dordiincii dilimde yer almaktadir.

Bu calismada kullanilan NAc ilk dilimden, mHb iigiincii dilimden ve VTA ise

dordiincii dilimden kesilerek ¢ikarilmistir.

NAc, mHb ve VTA'nin diseksiyonu beyin punch aparati kullanilarak yapilmaistir.

25



NAc

mHb

VA

Dorsal view

Coronal brain slices

Sekil 10. Koronal Beyin Kesitleri

3.9. Biyokimyasal Analizler

Nikotin ~ uygulamasindan  sonra  siganlar  sakrifiye  edilirken  “trunk
bloodtoplanmistir. Akan kanimn bir kism1 mor kapakli K2 EDTA igeren bu tiiplere
almirken, bir kismi ise serum eldesi i¢in 6zel jel formiilasyonu igeren sar1 kapakli

tiiplere alinmustir.

Mor kapakl tiiplere alinan kanlar alt {ist yapilarak pihtilasmasi engellenmistir. Bu

tiiplerdeki kanlardan aglik kan glukozu ve hemogram degerleri analiz edilmistir.

Kan glukoz degerleri strip yardimi ile tespit edilirken, hemogram degerleri Ege
Universitesi HAYMER merkezinde bulunan hasvet vh5r lazer kan sayim cihaz ile

tespit edilmistir.

Sar1 kapakli tiiplerdeki kanlar ise 1000 xg de 15 dakika santrifiij edilerek serum elde
edilmistir. Bu serumlar daha sonraki analizlerde kullanilmak {izere -20°C’de
saklanmistir. Elde edilen serumlardan dolagimdaki insulin ve glukagon

hormonlarinin seviyeleri ELISA yontemi kullanilarak tespit edilmistir.

Insulin i¢in, Elabscience® Rat INS(Insulin) ELISA Kit (Catalog No: E-EL-R3034)
kullanilirken, glukagon i¢in Elabscience® Rat GC(Glucagon) ELISA Kit (Catalog
No: E-EL-R0425) kullanilmaistir.
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Bu analizler iiretici firmanin protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir.

Insulin Analiz Protokolii;

Deneylere baslanmadan once kit icerigindeki reagent’lar iretici firmanin

talimatlarina uyularak hazirlanmistir.

Standart soliisyonu, referans standart ve numune dilue edici reagent ile Sekil
6’da gosterildigi gibi hazirlanmigtir. Bu sekilde 400 pg/mL'lik standart

soliisyon hazirlamis olmaktadir.

Biyotinlenmis Ab soliisyonu ve HRP Konjugat ¢ozeltisi 100x
konsantrasyonundadir ve bunlar kullanilmadan 6nce numune dilue edici

reagent ile 1:99 oraninda seyreltilerek kullanilmistir.

Kullanilacak olan numunelerin konsantrasyon araligi bilinmedigi igin,
konsantrasyonu belirlemek amaci ile 6n deneyler yapilmistir ve bu oran

insulin i¢in 1:10 diliisyon olarak tespit edilmistir.

Deney asamasma gecildiginde, uygun kuyucuklara standart, blank ve
numunenin her bir diliisyonundan 100 pL eklenmistir. Plate iizeri seal ile

kaplanarak 37°C’de 90 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivi uzaklastirilarak, her bir kuyucuga
hizli bir sekilde 100 pL Biyotinlenmis Ab soliisyonu eklenmistir. Plate yeni
bir seal ile kapatilarak, 37°C'de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivi uzaklastirilarak, her bir kuyucuga
350 pL yikama tamponu eklenmistir. 1 dk bekledikten sonra, yikama
soliisyonu aspire edilerek bu islen li¢ kez tekrarlanmistir (bu asamada her bir

yikama arasinda kuyucuklarin kurumasina izin verilmemelidir).

Yikama agsamasindan sonra, her bir kuyucuga 100 pL HRP Konjugat
sollisyonu eklenmistir. Plate yeni bir seal ile kaplanarak, 37°C'de 30 dakika

boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivi uzaklagtirilarak, 3. basamaktaki

yikama asamasi 5 kez tekrar edilmistir.

Bu asamadan sonra ise, her bir kuyucuga 90 pL Substrat Reaktifi eklenmistir.

Plate yeni bir seal ile kaplanarak, 37°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir.
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Bu asamada plate 1s1iktan korunmalidir. Not: Reaksiyon siiresi gercek renk

degisimine gore kisaltilabilir veya uzatilabilir, ancak 30 dakikadan fazla

olmamalidir.

7. Son olarak her bir kuyucuga 50 pL Stop Soliisyonu eklenmistir.

8. Ardindan, Plate hizli bir sekilde 450 nm (Optical Density- OD degeri)

ayarlanmis bir mikro plaka okuyucu ile tek seferde okutulmustur.

Standart soliisyonlarin OD degerlerine gore standart egri grafigi cizilmistir. Bu

egrinin denkleminden yola ¢ikarak herbir 6rnegin insiilin degerleri hesaplanmigtir.

500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL

= Wen Wean Wen Wan W |

Reference

Standard

A RN N

-

400 200 100 50 25 12.5 6.25 0

Sekil 11. Elabscience® Rat INS(Insulin) ELISA Kit (Catalog No: E-EL-R3034) standart soliisyon

hazirlama

Glukagon Analiz Protokolii;

Deneylere baglanmadan Once kit icerigindeki reagent’lar iiretici firmanin

talimatlarina uyularak hazirlanmistir.

Standart soliisyonu, referans standart ve numune dilue edici reagent ile Sekil
7’de gosterildigi gibi hazirlanmistir. Bu sekilde 4000 pg/mL'lik standart

soliisyon hazirlamis olmaktadir.

Biyotinlenmis Ab soliisyonu ve HRP Konjugat ¢ozeltisi 100x
konsantrasyonundadir ve bunlar kullanilmadan 6nce numune dilue edici

reagent ile 1:99 oraninda seyreltilerek kullanilmistir.
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e Kullanilacak olan numunelerin konsantrasyon araligi bilinmedigi igin,
konsantrasyonu belirlemek amaci ile 6n deneyler yapilmistir ve bu oran

insulin i¢in 1:50 diliisyon olarak tespit edilmistir.

1. Deney asamasma gecildiginde, uygun kuyucuklara standart, blank ve
numunenin her bir diliisyonundan 50 pL eklenmistir ve bunun iizerine hemen
50 upL Biyotinlenmis Ab soliisyonu eklenmistir. Plate tiizeri seal ile

kaplanarak 37°C’de 45 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir.

2. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivi uzaklastirilarak, her bir kuyucuga
350 pL yikama tamponu eklenmistir. 1 dk bekledikten sonra, yikama
soliisyonu aspire edilerek bu islem ti¢ kez tekrarlanmistir (bu asamada her bir

yikama arasinda kuyucuklarin kurumasina izin verilmemelidir).

3. Yikama asamasindan sonra, her bir kuyucuga 100 plL HRP Konjugat
soliisyonu eklenmistir. Plate yeni bir seal ile kaplanarak, 37°C'de 30 dakika

boyunca inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivi uzaklastirilarak, 2. basamaktaki

yikama asamasi 5 kez tekrar edilmistir.

5. Bu asamadan sonra ise, her bir kuyucuga 90 pL Substrat Reagent eklenmistir.
Plate yeni bir seal ile kaplanarak, 37°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu
asamada plate 1siktan korunmalidir. Not: Reaksiyon siiresi gercek renk
degisimine gore kisaltilabilir veya uzatilabilir, ancak 30 dakikadan fazla

olmamalidir.
6. Son olarak her bir kuyucuga 50 pL Stop Soliisyonu eklenmistir.

7. Ardindan, Plate hizli bir sekilde 450 nm (OD degeri) ayarlanmis bir mikro

plaka okuyucu ile tek seferde okutulmustur.

Standart soliisyonlarin OD degerlerine gore standart egri grafigi cizilmistir. Bu

egrinin denkleminden yola ¢ikarak herbir 6rnegin glukagon degerleri hesaplanmustir.
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Sekil 12. Elabscience® Rat GC(Glucagon) ELISA Kit (Catalog No: E-EL-R0425) standart soliisyon

hazirlama

3.10. Total RNA Izolasyonu

Taze bir sekilde diseke edilen VTA, NAc, mHb ve pankreas dokulart RNAlater™

Stabilization Solution (Cat No. AM7021) igersinde, ¢alismalar gergeklestirilinceye

kadar protokoliine uygun olacak sekilde saklanmistir.

RNAlater icerisinde doku saklama protokolii;

RNAlater sadece taze dokularin uzun siireler saklanabilmesi i¢in gerekli olan

bir soliisyondur.

Doku RNAlater soliisyonu igersine birakilmadan 6nce <0.5 cm’den kiigiik

parcalara kesilmelidir.

Bu islemden sonra doku, hacminin 5-10 kat1 hacimdeki RNAlater soliisyonu
icerisine birakilmaktadir. Bu sekilde soliisyon hiicrelere niifuz ederek RNA'y1

stabilize etmektedir.

RNAlater® Soliisyonundaki ¢ogu numune, RNA kalitesinden 6diin vermeden
oda sicakliginda 1 hafta veya -20°C veya -80°C'de siiresiz olarak

saklanabilmektedir.

Ornekleri RNAlater® Soliisyonu i¢inde hemen dondurulmamaktadir; gece
boyunca 4°C'de saklanmaktadir (soliisyonun dokuya iyice niifuz etmesini

saglamak icin)
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e Daha sonra siipernatant uzaklastirilarak, uzun siireli saklama i¢in -80°C'ye

kaldirilmistir.

Ornekler daha sonra siiresiz olarak -20°C veya -80°C'de saklanabilmektedir. Bunun

yani sira bir aya kadar 4°C'de veya bir haftaya kadar 25°C'de saklanabilmektedir.

RNA izolasyonu i¢in doku basitce RNAlater soliisyonundan ¢ikarilir ve yeni alinmis
gibi muamele edilmektedir. Cogu doku dogrudan bir lizis tamponuna
aktarilabilmekte ve homojenize edilebilmektedir. RNAlater soliisyonu ile muamele
edilip dondurulan numuneler havan yardimi ile o6giitiilebilir veya ¢ozdiiriilebilir.
RNazlar zaten inaktive edildiginden hiicre riiptiiri ve RNaz salmimi endisesi

olmadan taze doku gibi islenebilmektedir.

Total RNA izolasyon Oncesinde, doku steril forsepsle RNAlater® Soliisyonundan
alindi, fazla RNAlater® Soliisyonunu steril kurutma kagitlar1 araciligi ile hizlica
kurulandi ve ardindan 6rnegi RNA izolasyon lizis sollisyonu igerisine alindi. Dokuyu

lizis/denatiirasyon soliisyonu igerisine alindiktan hemen sonra homojenize edilmistir.

Total RNA izolasyonu ig¢in iki farkli yontem kullanilmigtir. Bunlardan birinde
NucleoZOL reagent (MACHEREY-NAGEL, Ref No. 740404.200) kullanilmisken,
digeri ise NucleoSpin RNA, Mini kit for RNA purification (MACHEREY-NAGEL,
Ref No. 740955.50) kit kullanilmistir.

NucleoZOL reagent aracilig1 ile Total RNA izolasyonu protokolii;

e RNAlater® Soliisyonu igerisinden alinan 100 mg doku i¢in 1 ml NucleoZOL
reagent eklenerek pellet pestle araciligit mekanik olarak doku parcalanmistir
(bu oran DNA igerigi bakimindan zengin dokularda 50mg doku i¢in 1 ml

NucleoZOL reagent olarak kullanilmalidir).

e Beyin dokular1 yag agisindan zengin dokular oldugu i¢in, mekanik pargalama

sonrasinda drnekler 12,000 x g’de 5 dk santrifiij edilmistir.

Santiflij sonrasinda yag tabaka tiiplin en iistiinde yer almaktadir. Pipet ucu
araciligi ile bu tabaka delinerek siipernatant bagka bir tiipe aktarilmistir ve bu

ornekler lizerinden ¢alismaya devam edilmistir.

e Daha sonra 1 ml NucleoZOL lizat1 i¢in 400 pLL RNase-free su tiip igersine
eklenmistir, 15 sn. boyunca 6rnekler hizli bir sekilde ¢alkalanmistir ve 15 dk.

boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmstir.
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e Inkiibasyon sonrasinda ornekler 12,000 x g’de 15 dk santrifiij edilmistir

(santrifiij 4-28 °C arasinda olmalidir).

e Santrifiij sonrasinda, 1 ml siipernatant yeni bir tiipe transfer edilmistir ve
bunun iizerine Iml isopropanol eklenerek oda sicakliginda 10 dk. boyunca
oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir (Burdaki amac¢ kisaca RNA
¢okmesini saglamaktir. Isopropanol, niikleik asitleri kromatografik olarak
izole etmek ve izole edilen niikleik asitlerin hiicrelerdeki transfeksiyon
verimliligini artirmak i¢in RNA izolasyonunda kullanilmaktadir. Ayrica
Isopropanol RNA'y1 ¢okeltmede etanolden daha etkilidir. Inkiibasyon siiresi 4
°C'de 30 dakikaya kadar arttirilabilir).

e Inkiibasyon sonrasinda &rnekler 12,000 x g’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda tlipiin dibinde beyaz RNA pelleti goriilmektedir.

Siipernatant uzaklastirilarak pelletin yikanmasi agsamasina gegilmistir.

e Santrifiij sonrasinda, isopropanol uzaklastirilarak pellet iizerine 600 uL 75 %
ethanol eklenmistir. Sonrasinda 3dk. 8,000 x g’de santrifiij edilmistir. Bu
asama bir kez daha tekrarlanmistir (Pelletin kurumamasina dikkat etmek

lazim, kuruyan pelletin sudaki ¢6ziinmek orani diigmektedir.)

e Yikama asamasindan sonra etanol pipet yardimiyla tamamen
uzaklagtinnlmistir ve 2-5 dk arasinda oda sicakliginda beklenerek kalan

etanoliin ugmasi saglanmstir.

e Daha sonrasinda 1-2 pg/ul. konsantrasyon olacak sekilde pelletler RNase-

free suda ¢Ozilmistiir.

NucleoSpin RNA, Mini kit for RNA purification kiti araciligr ile Total RNA

izolasyonu protokolii;
e Kullanilan bu kit 200 pg RNA baglama kapasitesine sahiptir.

e RNAlater® Soliisyonu igerisinden aliman 30 mg doku i¢in 350 pL. RA1
Buffer ve 3.5 pL B-mercaptoethanol eklenerek pellet pestle araciligi mekanik

olarak doku pargalanmustir.

32



Bu asamada kuvvetli bir sekilde vorteks yapilabilir (B-ME'e alternatif olarak
indirgeyici ajan DTT veya TCEP kullanilabilmektedir.)

Vizkoziteyi azaltmak i¢in lizatt NucleoSpin® Filtre’den (mor halkali
filtreden) gecirmek gerekmektedir. Lizat filtre {izerine eklenerek 11.000 x

g'de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Filtre atilmistir ve filtreden gegen lizat {izerine 350 pL %70’lik ethanol

eklenerek iyice pipetaj yapilmistir.

Daha sonra bu lizat NucleoSpin® RNA Kolon’a (a¢ik mavi halkali filtre)
yuklenmistir ve 11.000 x g'de 30 saniye santrifiij edilmistir (NucleoSpin®
RNA Kolonlarinin maksimum yiikleme kapasitesi 750 pL'dir. Daha biiyiik

hacimler islenecekse prosediirii tekrarlanmalidir.)

Filtreden gecen kisim atilarak, filtre iizerine 350 pL MDB (Membrane
Desalting Buffer) eklenmistir ve 11.000 x g'de 1 dakika santrifiij edilmistir
(buradaki MDB devam eden basamaktaki rDNase asamasini daha etkili hale
getirmektedir.)

Santriflij sonrasinda 95 pL DNaz reaction mix dogrudan kolonun igerisindeki
silika membraninin ortasia eklenmistir ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edilmistir (DNaz reaction mix steril bir 1,5 mL mikrosantrifiij tlipiinde
hazirlanmalidir: Her 6rnek i¢in 10 pL sulandirilmig rDNaz iizerine 90 pL
rDNaz reaction buffer eklenmektedir ve totalde 100 pL olan karisimdan 95
uL kullanilmaktadir).

Bu asamadan sonra silica membran1 yikama ve kurutma asamasi gelmektedir.
200 uL RAW2 Buffer NucleoSpin® RNA Kolon’a eklenerek, 11.000 x g'de
30 saniye santrifiij edilmistir (her santrifiij sonrasi 2ml’lik toplama tiipi
degistirilmistir.)

Santrifiij sonrasinda filtreyi gecen kisim atilarak, filtre iizerine 600 uL RA3
Buffer eklenmis ve 11.000 x g'de 30 saniye santrifiij edilmistir.

Son asama tekrarlanarak filtreyi gecen kisim atilmis olup, filtre {izerine 250

uL RA3 Buffer eklenmis ve 11.000 x g'de 2 saniye santrifiij edilmistir.

33



e Bu santrifiij sonrasinda yikama asamasi tamamlanarak elution kismina

gecilmistir.

o Santrifiij sonrasinda filtreyi gecen kisim atilarak, filtre iizerine 60 pL 60 pL
RNase-free H2O eklenip ve 11.000 x g'de 1 dakika santrifiij edilmistir (Daha
yliksek RNA konsantrasyonlar1 isteniyorsa elution 40 pL ile yapilabilir.

Ancak daha kiiciik hacimler kullanildiginda genel verim azalacaktir.)

NuUCleoSpIn® RNA

1 Homogenze

sumple (T, H0mg
2 Lyse cells 350 ul AAT
g 1.5 pl. B-mecaptosthann
J Mix
3 |Fitrate ysate
t-:hhf; M000xg.
] = 1 man
4 Adjust ANA 350 L 70% ethana
binding i
oonditions L
& Bind ANA P
f:? 11.000xg.
s
& Desalt sifica
membmane 350l MDE
f €9 110w
i min
T Dige=t DMA 06 1l Diinse
E- miacion ML
AT, 15 min
& 'Wash and dry _— - —
silica membans wash 200 pl HAWS2
eywash B0 Pl AT
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Sekil 13. NucleoSpin RNA, Mini kit for RNA purification kiti araciii ile Total RNA izolasyonu 6zeti

3.11. izole Edilen RNA’larin Kalite ve Miktar Tayini

RNA  ekstraksiyonu sonrasinde elde edilen RNA’larin  safligin1  ve
konsantarasyonunu belirlemek amaci ile UV spektrofotometre ile (NanoDrop ND-

1000 UV/VIS, Thermo Scientific) 6rneklerin 6l¢limleri gergeklestirilmistir.
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Buna ek olarak cDNA sentezi Oncesinde tim RNA’lar1 ayni konsantrasyonda

reaksiyona tabi tutmak amaci ile spektrofotometrik 6l¢timler gerceklestirilmistir.

Niikleik asitler ve proteinler sirasiyla 260 ve 280 nm'de maksimum absorbans
degerlerine sahiptirler. Bu dalga boylarindaki absorbanslarin orant hem niikleik asit
hem de protein ekstraksiyonlarinda safligin bir 6l¢iisti olarak kullanilmaktadir. DNA
icin ~1.8'lik bir oran genellikle "saf" olarak kabul edilirken; RNA i¢in ~2.0'lik bir

oran genellikle "saf" olarak kabul edilmektedir

Benzer sekilde, 230 nm'deki absorbansin organik kontaminasyonlarin sonucu oldugu
kabul edilmektedir; bu nedenle A260/A230 oram1 da siklikla hesaplanmaktadir.
Niikleik asitin "Saf" olarak degerlendirilebilmesi i¢in 260/230 degerleri genellikle
ilgili 260/280 degerlerinden daha yiiksektir. Beklenen 260/230 degerleri 2.0-2.2

araliginda oldugunda genellikle "Saf" olarak nitelendirilmektedir.

Olgiilen 6rneklerimiz RNA oldugu icin, OD260 absorbans degerine karsilik gelen

degerler dikkate alinarak hesaplamalar yapilmistir.

cDNA sentez kitinin, RNA template miktari i¢in bize Onerdigi aralik reaksiyon
basina 1 ng - 2 pg total RNA’dir. Bu goz Oniine alinarak cDNA sentezi 6ncesinde
RNA konsantrasyonlar: tiim ornekler i¢in 1 pg /uL  olarak ayarlanmistir. Bu oran
bilerek yiiksek tutulmustur ¢iinkii RNA izolasyonu sirasinda mRNA degil total RNA
izolasyonu yapilmigtir. Daha sonra gergeklestirilecek olan qPCR deneylerinde, bir
genin ekspresyon seviyesini mRNA tespit edilmektedir. Diger bir deyisle, total
RNA’nin ~%80 kadarini rRNA’larin olusturdugunu diisiiniirksek 1 pg /uL  total
RNA’dan c¢cDNA sentezi yaptiZimizda 1:1 oraninda ters transkriptaz oldugunu
varsaysak bile mRNA miktariin bunun i¢inde az oldugu goriilmektedir. Bu nedenle

cDNA sentez dncesinde RNA konsantrasyonu yiiksek seviyelerde esitlenmistir.

Biitiin bunlara ek olarak ¢cDNA sentezi 6ncesi RNA’nin degrede olup olmadigini

gorebilmek i¢in, %1,5 denatiire edici agaroz jel lizerinde yiriitilmiistiir.

RNA orneklerinde 18S ve 28S ribozomal RNA bantlarinin agik¢a goriilmesinden
dolayr RNA’larin denatiire olmadigina karar verilip, cDNA sentez asamasina

gecilmistir.
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3.12. ¢cDNA sentezi

Total RNA’lardan cDNA’lar OneScript® Plus cDNA Synthesis Kit (Cat. No. G236)
kullanilarak sentezlenmistir.OneScript® Plus cDNA Sentez Kiti, termal stabilite elde
etmek i¢in RNase H aktivitesini ortadan kaldiran genetik modifikasyonlara sahip bir
Moloney-Murine Losemi Viriisii Ters Transkriptaz enzimi icermektedir. Bu 6zel
mutant enzim daha yiiksek ¢cDNA verimi ile 12 kb'ye kadar daha uzun cDNA
sunmaktadir. Ayn1 zamanda GC bakimindan zengin RNA templateleri ile iliskili
sekonder yapilarin ortadan kaldirilmasini kolaylastiracak yiiksek sicakliklarda (50°C
- 55°C) calisabilmektedir. OneScript® Plus, abm'nin yiiksek oksidasyona duyarli
insan RNaz inhibitorlerine kiyasla oksidasyona kars1i gelismis diren¢ sunan
RNaseOFF Riboniikleaz Inhibitérii ile formiile edilmistir. RNaseOFF cok diisiik
DTT konsantrasyonlarinda (<1 mM) bile kararlidir, bu da onu nihai RNA korumasi
icin en iyi se¢im haline getirmektedir. Total RNA’dan cDNA sentez protokolii;

e RT reaksiyonlar1 RNaz icermeyen bir ortamda birlestirilmelidir.

e Kitin igerisinden ¢ikan bilesenler kullanmadan 6nce iyice ¢éziinmelidir ve 1yi
bir bir pipetajla karistirilmalidir. Biitiin reaksiyonlar buz iizerinde

birlestirilmelidir.

e Tablo 2’ye gore reaksiyon bilesenleri buz iizerinde hazirlanip, RNA

konsantrasyonu 20 pL hacim igerisinde 1ug olacak sekilde ayarlanmigtir.

e Reaksiyonun sabit bilesenleri eklendikten sonra toplam hacim Nuclease-free

H>O ile 20 pL’ye tamamlanmistir.

Tablo 3. cDNA sentez bilesenleri (OneScript® Plus cDNA Synthesis Kit)

Bilesenler Tepkime Hacmi Konsantrasyon
5X RT Buffer 4 uL 5x

dNTP 1 pl

Primers 1 ul

Total RNA or poly(A) + mRNA Degisken (1 ng - 2 pg/rxn)
OneScript® Plus RTase 1 ul

Nuclease-free H,O 20 pl'ye kadar

Toplam Hacim 20 ul
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e Elde edilen reaksiyon karigimi, Senso Quest Labcycler 96 Thermal Cycler
(Germany) cihaz1 kullanilarak Tablo 3°deki tepkime kosullarina gore revers

transkripsiyon tabanli cDNA sentez islemi gergeklestirilmistir.

Tablo 4. cDNA sentez protokolii

Sicaklik (°C) Zaman(dk)

50-55°C 15 dk

85 °C (Ops) 5 dk

e Elde edilen cNDA’lar daha uzun siireler kullanilmasit amaci ile -80 °C’de

saklanmustir.

3.13. Primer Tasarimi

Bu calismada kullanilan genlerin 7cf7/2, Bdnf, Gsk3p, Glpl-r, Chrna7 rat
genomundaki mRNA dizileri NCBI (National Center for Biotechnology Information)
nukleotid veri tabin1 kullanilarak elde edilmistir. Bu genlerin ekspresyon analizinde
ise hiicrelerde yapisal olarak ifade edilen ve temel hiicresel islevler icin gerekli
genler olan, ayn1 zamanda housekeeping genler olarak da adlandirilan B-actin ve

GAPDH secilmistir.

Kullanilan primer dizileri ve primerlerin 6zellikleri ayrintili olarak Tablo 4’te
gosterilmistir. Ilgilenilen genlerin qPCR amplifiksayonu igin kullanilacak olan bu
primerler Beacon Designer 8 programi kullanilarak tasarlanmistir. Program
kullanilirken primerler SYBR Green kosullarina gore dizayn edilmistir ve exon-exon
junction olarak tasarlanmistir. Primerler self-dimer, cross-dimer, hairpin yapilarindan
kaginilarak tasarlanmistir. Primerlerin Ty, dereceleri ~60 °C olarak tasarlanmistir.
Tasarlanan primerlerine rat genomundaki homoloji bdlgerinde diismemesine 6zen

gosterilmistir, bu sekilde bagka bir geni amplifiye etmesi miimkiin olmayacaktir.
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Tablo 5. Primer Dizileri

RefSeq Oligoniikleotid Dizisi
Gen Ad1 Accession No
BDNF NM 125134 Forward 35 '- CTTTGTGTGGACCCTGAGTTCC -3'

Reverse 5 '-GCCTTCATGCAACCGAAGTATG -3'
TCF7L2 NM—OO 1415805.2 Forward 3'- GTACCACAGCAAGGTCAGCC-3'
Reverse 35'- GTGTGCAGAGTGTGATGGGG-3'
GSK3B NM_032080.1 Forward 35'- GCCACAGCAGCCTCAGATAC-3'
Reverse 5'- TGGGGCTGTTCAGGTAGAGT-3'
IS BMB(127284 Forward 3 -ACAGGTCTCTTCTGCAACCG -3'
Reverse 35'- ATGCCCTTGGAGCACACTAC -3'
CHES PIv_01 288873 Forward 5'- CTGGTCAAGAACTACAACCC -3'
Reverse 5'-GGTTCTTCTCATCCACATCC -3'

ACTB NM_031144.3 g oard 5 - CAGGTCATCACTATCGGCA-3

Reverse 5 - ACAGGATTCCATACCCAGG-3'

3.14. Kantitatif Real Time PCR (qPCR-RT)

gqRT-PCR reaksiyonlar1 BlasTag™ 2X qPCR MasterMix (Cat. No. G891, ABM,
CA) kullanilarak 96 kuyucuklu PCR platelerinde total hacim 20 pl olacak sekilde
gergeklestirilmistir. Biitiin qPCR ¢alismalar1 LightCycler® 480 (Roche Diagnostics)

cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Elde edilecek amplifikasyon sonuglarindaki varyasyonlarin olusabilmesi ihtimaline

kars1 biitiin 6rnekler tiim genlerde ii¢ tekrar olacak sekilde ¢alisilmistir.
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BlasTag™ 2X qPCR MasterMix kiti icerisinde bulunan kullanima hazir yeni nesil
BlasTaqg™ DNA Polimerazi igermektedir.

Bu polimeraz, 6zel reaksiyon kosullari ile daha ytiksek islenebilirlik, verim ve
hassasiyet saglarken, reaksiyon siirelerini wild-type Taq DNA polimeraza kiyasla

%70'e kadar kisaltmaktadir.

qPCR c¢alismalar tiretici firmanin Onerdigi protokolde ve reaksiyon kosullaninda
calisiimistir. Bu calismalart gergeklestirmek i¢in kullanilan bilesenlerin reaksiyon

bilgileri Tablo 5’de detayli olarak belirtilmistir.

Tablo 6. PCR calismalari i¢in kullanilan bilesenlerin hacim ve konsantrasyonlari

Bilesenler Hacim Konsantrasyon
BlasTag™ 2X qPCR MM ! 10 pl

Forward Primer (10 pM) 0.5 ul

Reverse Primer (10 uM) 0.5 ul

Template DNA Degisken (100 ng genomik DNA)
Nuclease-free H,O 20 pl'ye kadar

Toplam hacim 20 pl

! Reaksiyon tamponu 1,5 mM Mg2+ igermektedir.

e Kitin igerisinden ¢ikan bilesenler kullanmadan dnce iyice ¢oziinmelidir ve 1yi
bir bir pipetajla karistirilmalidir.  Biitiin  reaksiyonlar buz iizerinde

birlestirilmelidir.

e Tablo 5’¢ gore reaksiyon bilesenleri buz lizerinde hazirlanip, RNA:cDNA
doniisiimiiniin 1:1 oraninda oldugu varsayilarak, cDNA konsantrasyonu 20 pl
hacim igerisinde 1pg olacak sekilde ayarlanmistir. Bu ¢cDNA Orneklerinde

reaksiyon basma 1 pl kullanilmistir.

e Reaksiyonun sabit bilesenleri eklendikten sonra toplam hacim Nuclease-free

H>O ile 20 pl’ye tamamlanmuistir.
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e Elde edilen reaksiyon karigimi, LightCycler® 480 (Roche Diagnostics) cihazi

kullanilarak Tablo 6’daki iiretici firmanin onerdigi tepkime kosullarina gore

qPCR ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Tablo 7. qPCR tepkime kosullar1 BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix (Cat. No. G891, ABM, CA)

qPCR Basamagi Sicaklik (°C) Zaman Dongii
Enzim Aktivasyonu 95 °C 3 dk } 1 dongii
Denatiirasyon 95 °C 15 sn
Annealing/Extension 60 °C 1 dk 40dongii

Melting Curve

Amplifikasyon sonucu elde edilen Ct (crosses a threshold line) degerleri ve melting

curve grafikleri daha sonra analiz edilmek tizere kayit edilmistir.

Cihazdan alinan plate’deki iirlinler ise %1°’lik agoroz jelde yiiriitiilerek {iriinlerin

uzunluklar1 ve primer dimeri ya da kontaminasyon durumlar1 kontrol edilmistir.

Sekil 14. LightCycler® 480 cihazi1 (Roche Diagnostics, USA)
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3.15. istatistiksel Analiz

gPCR deneyleri sonucunda elde edilen Ct degerlerinin analizinde, biitiin gruplar
arasinda, VTA, NAc, mHb ve pankreas bolgelerindeki ilgili genlerin mRNA ifade
farkliliklarii belirlemek amaci ile ilk 6nce One-way ANOVA sonrasinda ise post-
hoc Tukey gibi coklu karsilastirma testleri kullanilarak veriler analiz edilmistir. Elde
edilen sonuglardan p<0,05 olanlar anlamli olarak kabul edilmistir. Biitiin istatistiksel

analizler ve grafikler GraphPad Prism 9 programi kullanilarak olusturulmustur.

Etik Kurul izni: Biitin deney hayvani c¢aligmalari Ege {iniversitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 2022-072R1 sayili ve 28.12.2022 tarihli etik kurul

izni ile gergeklestirilmistir. Alinan etik kurul onay1 ekte gosterilmistir.
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4. BULGULAR

Yapilan ¢aligmalarin sonucunda, her gruptan 10 deney hayvani olmak {izere toplam 4
gruptan 40 hayvanin, agirlik, nikotin tiiketim, ag¢hik kan glukozu, hemogram,
dolagimdaki insiilin-glukagon verileri toplanmistir. Bunun yani sira diseke edilen
NAc, mHb, VTA ve pankreas dokularinda tcf712, glplr, gsk3b, chrna7 ve bdnf
genlerinin ekspresyonlar1 incelenmistir. LightCycler® 480 cihazi1 kullanilarak
gergeklestirilen bu c¢alismalar sonucu elde edilen Ct (crosses a threshold line)

degerleri analiz i¢in kullanilmigtir.

4.1. Nikotin Tiiketim Sonuclari

Tercihe sunulan nikotin uygulama modelinde NTE ve NKE gruplarina 6 hafta
boyunca igme sularma karigtirlarak nikotin uygulanmustir. Ilk iki hafta boyunca
10mg/L dozunda nikotine tabi tutulurken, deneyin geri kalan kisminda bu doz iki

katina ¢ikarilip 20mg/L olarak uygulanmustir.

Haftalik olarak her deney hayvanlarmin sulari tartilip ne kadar nikotin tiikettikleri

hesaplanmistir. Haftalik Ortalama Nikotin Tiiketimi Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Gruplarin Haftalik Ortalama Nikotin Tiiketimi

Gruplar | HONT | Gruplar | HONT
(ml) (ml)
N-KE1 |92 N-TE1 |79
N-KE2 | 4538 N-TE2 | 105,6
N-KE3 | 6,2 N-TE3 | 65
N-KE4 | 158 N-TE4 | 694
N-KES | 404 N-TES | 94,4
N-KE6 |52 N-TE6 | 27,6
N-KE7 | 96,8 N-TE7 | 47
N-KE8 | 434 N-TE8 | 39,6
N-KE9 | 52 N-TE9 | 838
N-KE10 | 4,8 N-TE10 | 74,8

Gruplar arasindaki nikotin tliiketme farkini belirlemek amaci ile unpaired student t-
test kullanilarak veriler analiz edilmistir. Elde edilen sonug¢lardan p<0,05 olanlar

anlamli olarak kabul edilmistir. Elde edilen sonuglar grafik 1’de gosterilmistir.
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Grafik 1. Ortalama Nikotin Tiiketim Grafigi (*P<0,05, unpaired student t-test - t, df t=2,180, df=18,

F, DFn, Dfd 1,038,9,9)
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Her deney hayvaninin agirligi farkli oldugu icin, kilogram basina tiikettikleri nikotin

miktar1 mg cinsinden hesaplanarak Tablo 9°da gdsterilmistir.

Tablo 9. Kg basina nikotin tiiketimi (mg)

NTE NKE
1.hafta | 3,316 1,871
2.hafta | 2,262 1,495
3.hafta | 1,125 0,5188
4.hafta | 10,0376 | 4,2536
5.hafta | 8,3326 | 1,318
6.hafta | 1,56 0,3454

Gruplar arasindaki Kg basina nikotin tiikketimi farkini belirlemek amaci ile unpaired
student t-test kullanilarak veriler analiz edilmistir. Elde edilen sonuglardan p<0,05
olanlar anlamli olarak kabul edilmistir. Elde edilen sonuglar grafik 2’de

gosterilmistir.
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Grafik 2. Kg Basina Nikotin Tiiketim Grafigi (*P<0,05, unpaired student t-test - t, df t=4,936, df=10,

F, DFn, Dfd 13,78, 5,5)
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Gruplar arasindaki Kg basina nikotin tiikketimi farkin1 daha net bir sekilde gorebilmek
icin Pyton yazilimi kullanilarak grafik 3 olusturulmustur. Burada nikotin bagimli
soydan gelen grup olan NTE’nin naive grubuna gore Kg basina tiikettigi nikotin

miktarinin ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Grafik 3. Kg Basina Nikotin Tiiketim Grafigi
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4.2. Haftahk Agirhk Degisim Sonuglar:

Calismanin sonlandirildigi 7. haftaya kadar, haftalik olarak her deney hayvani

tartilmis olup elde edilen sonuglar Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 10. Gruplarin Haftahk Agirhk Degisimi

GRUPLAR | Haftal | Hafta2 | Hafta3 | Hafta4 | Hafta5 | Hafta6 | Hafta7
S-KE1 358 372 386 395 399 420 423
S-KE2 351 370 387 391 398 405 410
S-KE3 300 316 318 316 320 320 324
S-KE4 289 294 300 299 299 301 297
S-KE5 278 296 312 317 321 332 344
S-KE6 266 278 290 300 308 314 320
S-KE7 290 313 325 335 343 354 363
S-KE8 265 259 265 280 290 298 305
S-KE9 311 316 332 347 352 356 360
S-KE10 372 378 388 396 411 415 420
S-TE1 243 249 257 252 252 251 255
S-TE2 260 255 265 268 262 260 263
S-TE3 259 270 279 286 285 288 293
S-TE4 212 215 217 231 228 230 235
S-TES 247 250 257 266 264 263 263
S-TE6 230 237 238 245 251 254 256
S-TE7 231 232 239 250 251 255 253
S-TES8 233 241 251 270 270 270 280
S-TE9 211 210 224 228 215 226 228
S-TE10 258 262 258 258 282 279 282
N-KE1 395 400 418 426 431 440 447
N-KE2 286 295 293 299 297 298 293
N-KE3 242 252 261 273 281 284 286
N-KE4 300 314 325 343 350 346 358
N-KE5 377 378 369 376 378 390 394
N-KE6 290 312 307 318 321 323 317
N-KE7 375 376 393 404 407 406 416
N-KE8 280 290 299 308 318 324 323
N-KE9 334 338 350 360 364 366 374
N-KE10 330 332 351 362 370 379 382
N-TE1 254 257 245 269 263 266 258
N-TE2 243 246 256 255 256 255 243
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N-TE3 207 208 211 216 218 219 227
N-TE4 257 247 261 271 267 275 267
N-TES 214 215 224 232 233 231 233
N-TE6 212 207 207 208 211 212 213
N-TE7 228 234 241 242 245 244 237
N-TE8 225 224 219 229 216 214 216
N-TES 224 232 240 248 244 245 244
N-TE10 224 225 230 230 236 232 234

Haftalik agirlik degisimlerinin daha iyi anlasilmasi i¢in her bir gruptaki hayvanlarin

agirliklarinin ortlamasi alinarak Grafik 4’de detayl bir sekilde gosterilmistir.

Grafik 4. Haftahk Agirhik Takibi Grafigi
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Gruplardaki deney hayvanlarinin hepsi ayni giin dogumludur (+ 1giin) fakat nikotin
bagimli soydan gelen hayvanlarin agirliklari, ayni yasta olmalarina ragmen daha

dustiktiir.

Viicut agirliklarina bakildigr zaman, hi¢ nikotin almamis ve nikotin bagimli soydan
gelmeyen grup olan SKE’deki artis goze carpmaktadir. Ayni zamanda nikotin
almasia ragmen NKE grubunda agirlik artis1 goriilmektedir. Nikotin bagimli soydan
gelen gruplara bakildigi zaman, nikotin almamig STE grubunda agirhik artisi
goriilmektedir fakat bu artigin bagimli soydan gelmeyen gruplara gére nispeten daha
az oldugu goriilmektedir.
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Nikotin uygulamasi yapilmigs NTE grubuna bakildig1 zaman ise, belli bir noktaya
kadar kilo artis1 goriilmiis olup, 4. haftadan sonra az da olsa agirliliklarinda diisiis

gozlemlenmistir.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak nikotinin viicut agirhigi tizerindeki etkisine genel olarak
bakildigr zaman, viicut agirhigmi arttirr ya da distlirir gibi bir yorum
yapilamamaktadir. Fakat, nikotin bagimli soydan gelmenin viicut agirlig1 iizerine

etkisi agikca goriilmektedir.

4.3. Acik Kan Glukoz Degerleri

Calisma sonunda deney hayvanlar1 dekapite edilmeden 6nceki gece yeme erigimleri
kisitlanmistir ve 12 saat aclik yaratilmigtir. Su ve nikotine erisimleri herhangi bir
sekilde kisitlanmamistir. Hayvanlar dekapite edilirken mor kapakli K2 EDTA igeren
tiipleri igerisine alinan kanlardan stripler yardimi ile aglik kan glukoz degerleri tespit
edilmigtir. Veriler ile ilk dnce One-way ANOVA sonrasinda ise post-hoc Tukey
coklu karsilastirma testleri kullanilarak analiz edilmistir. Bu degerler Grafik 5’de
gosterilmistir. Nikotin bagimli soydan gelen grup olan NTE’deki aglik kan glukoz
degerleri artis1 goze ¢arpmaktadir. Bu artisin diger gruplarla kiyaslandiginda anlamli

oldugu goriilmektedir (p<0,0001)

Grafik 5. A¢chk Kan Glukozu Degerleri (****P<0,0001, One-way ANOVA sonrasinda ise post-hoc Tukey)
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Gruplar arasindaki karsilastirmalar ve anlamlilik degerleri Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11. Achik Kan Glukoz Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's Anlamliik? | Ozet Adjusted P

¢oklu Value
karsilagtirma

testi

NTE vs. Evet i <0,0001
STE

NTE vs. Evet o <0,0001
NKE

NTE vs. Evet i <0,0001
SKE

4.4. Dolasimdaki Insulin ve Glukagon Degerleri

4.4.1. Insulin Degerleri

Dekapitasyon sonucu, sar1 kapakli tiiplere alinip serum elde edilen kanlardan insulin
analizi i¢in, Elabscience® Rat INS(Insulin) ELISA Kiti kullanilmistir. Deney
protokolii uygulandiktan sonra 96’lik plate Thermo Scientific Multiskan Mikroplaka
Okuyucu araciligi ile 450 nm’de okutulup, absorbans degerleri elde edilmistir. Elde
edilen absorbans degerleri kullanirak GraphPad Prism 9 programinda her serum
Ornegine ait insiilin degerleri elde edilmistir. Yine bu program araciligi ile ilk once
One-way ANOVA sonrasinda ise post-hoc Tukey coklu karsilastirma testleri
kullanilarak veriler analiz edilmistir. Elisa deneyi sonucunda elde edilen veriler
Tablo 12°de gosterilmistir (pg/mL cinsinden). Biitliin 6rnekler cift tekrarl ¢aligiimig

olup ortamalar1 alinmigtir.

Tablo 12. pg/mL cinsinden insiilin degerleri

NTE NKE STE SKE
168,9052 | 140,6301 | 76,6078 | 74,6870
109,2624 | 49,7158 | 41,5521 | 71,1526
178,3270 | 81,1257 | 55,6320 | 86,7692
148,3328 | 101,8287 | 109,3009 | 56,6924
132,0896 | 104,4219 | 73,2079 | 52,5817
170,5187 | 92,1514 | 47,0650 | 70,0193
155,9662 | 133,3308 | 65,2363 | 90,0346
148,9336 | 108,7630 | 140,2651 | 60,5602
139,4007 | 134,2486 | 57,7258 | 66,2797
181,2947 | 94,2029 | 83,4077 | 95,6435
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1 pg/mL insiilin = 6,945 pU/mL insiilin olarak alinarak birim dontisimi

gerceklestirilmistir.

gosterilmistir.

Bu formiil

sonucu elde edilen degerler

Tablo 13. pU/mL cinsinden insiilin degerleri

NTE

NKE

STE

SKE

24,32040042

20,249113

11,030645

10,75406

15,73253359

7,1585013

5,9830291

10,24515

25,6770336

11,681166

8,0103729

12,49376

21,35821054

14,662162

15,738065

8,163047

19,0193763

15,035548

10,541095

7,571157

24,55272904

13,268745

6,7768185

10,08197

22,45734292

19,198102

9,3932813

12,96395

21,44472465

15,660622

20,196562

8,71997

20,07210028

19,330258

8,3118469

9,543519

26,10434689

13,564133

12,009744

13,77157

13°de

Elde edilen bu degerler GraphPad Prism 9 programinda analiz edilmis olup, Grafik

6’da gosterilmistir.

Grafik 6. Dolasimdaki Insiilin Hormonu Seviyeleri (****P<0,0001, ***P=0,0018, One-way ANOVA

sonrasinda ise post-hoc Tukey)
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Yapilan analiz sonucu NTE grubundaki deney hayvanlarinin insiilin seviyesindeki

artis goze ¢arpmaktadir. Diger tiim gruplar ile kiyaslandiginda bu artis anlamli bir

artis olarak gorilmektedir (P<0,0001). Naive soydan gelen ama nikotin uygulanan

grup olan NKE grubundaki hayvanlarin insiilin seviyelerinde de yine artis

goriilmektedir. NKE grubu gerek STE grubu ile kiyaslandiginda (p=0,0018), artisin

anlamli oldugu goze carpmaktadir. STE ve SKE gruplar arasinda anlamli bir

degisim saptanamamuistir.

Gruplar arasindaki karsilagtirmalar ve anlamlilik degerleri Tablo 14’de gosterilmistir.

Tablo 14. Elisa insulin Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's coklu | Anlamhlik? | Ozet Adjusted P

karsilastirma Value
testi

NTE vs. NKE Evet e 0,0018

NTE vs. STE Evet el <0,0001

NTE vs. SKE Evet b <0,0001

Insilin direnci (IR) hesaplamalar

kullanilmastir.

icin pU/mL cinsinden

instilin  degerleri

Elde edilen bu degerler GraphPad Prism 9 programinda analiz edilmis olup, Grafik

7’de gosterilmistir.

Grafik 7. HOMA-IR Grafigi (****P<0,0001 One-way ANOVA sonrasinda ise post-hoc Tukey)
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Sonuglara bakildigi zaman gruplar arasindaki HOMA-IR farki anlamli olarak
karsimiza ¢ikmatadir. NTE grubu diger gruplar ile kiyaslandiginda anlamli artis
goriilmektedir. NKE ve NTE gruplarinin HOMA-IR degerleri normal araligin
istinde yer almalta olup, insiilin direnci olusumu goriilmektedir. Nikotin

uygulanmayan SKE ve STE gruplarinda bu etki goriilmemektedir.

Pankreastaki B-hiicre fonsiyonlar1 degerlendirilmis olup, sonuclar Grafik 8’de

gosterilmistir. Elde edilen sonuglarda gruplar arast anlamli bir degisimin olmadigi

tespit edilmisgtir.
Grafik 8. HOMA-$ Grafigi (NS, Anlamli Degil)
ns
200 i
] ns
|
150-

HOMA-B

NTE NKE STE SKE

4.4.2. Glukagon Degerleri

Dekapitasyon sonucu, sar1 kapakli tiiplere alinip serum elde edilen kanlardan
glukagon analizi i¢in, Elabscience® Rat INS(Glocagon) ELISA Kiti kullanilmistir.
Deney protokolii uygulandiktan sonra 96’lik plate Thermo Scientific Multiskan
Mikroplaka Okuyucu araciligr ile 450 nm’de okutulup, absorbans degerleri elde

edilmistir.
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Elde edilen absorbans degerleri kullanirak GraphPad Prism 9 programinda her serum
ornegine ait glukagon degerleri elde edilmistir. Yine bu program araciligi ile ilk 6nce
One-way ANOVA sonrasinda ise post-hoc Tukey c¢oklu karsilastirma testleri

kullanilarak veriler analiz edilmis olup, Grafik 9’de gdsterilmistir.

Grafik 9. Dolasimdaki Glukagon Hormonu Seviyeleri *P<0,05 One-way ANOVA sonrasinda ise post-hoc
Tukey)

250 i
ns

‘ ns

200+

150

Serum Glucagon Levels (pg/ml)
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Yapilan analiz sonucu NTE grubundaki deney hayvanlariin glukagon seviyesindeki

azalis gdze carpmaktadir.

SKE grubu ile kiyaslandiginda bu artis anlamli bir artis olarak goriilmektedir
(P<0,05). Diger gruplar karsilastirildiginda anlamli bir degisim saptanamamastir.
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4.5. Gen Ekspresyon Analiz Sonuclari

Deney gruplarindaki her bir deney hayvanina ait NAc, mHb, VTA ve pankreas
dokularinda Tcf712, Bdnf, Gsk3p, Glpl-r, Chrna7 mRNA ifade diizeyleri tespit
edilmistir. Bunu tespit etmek i¢in qRT-PCR ¢aligmalarindan elde edilen Ct degerleri
kullanilmistir. Bu degerler kullanilarak gruplar arasindaki kat degisim farklari 2-44¢t

formiilii kullanilarak hesaplanmistir.

2-AACt — 2-[6mek ACt ( Gen- Referans) — kontrol ACt (Gen- Referans)]

2-ACt — 2-A(Gen Ct- Referans Ct)

Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Tiim istatistik islemleri
GraphPad Prism 9 programinda gergeklestirilmis olup, ilk 6nce One-way ANOVA
sonrasinda ise post-hoc Tukey coklu karsilagtirma testleri kullanilarak veriler analiz

edilmistir. Analiz sonuglarinda p<0,05 olan degerler anlamli kabul edilmistir.

4.5.1. Nikotinin TCF7L2 mRNA ifadesi iizerindeki etkisi

TCF7L2’nin NAc bolgesindeki ifade degisimlerine bakildigi zaman, nikotin tiiketimi
ile bu genin ifadesi arasinda ters oranti oldugu gorilmektedir. En fazla kat
degisiminin NTE ve SKE gruplar1 arasinda oldugu goze carpmaktadir. NTE’deki
TCF7L2’nin ifadesi SKE’ye gore neredeyse %50 oraninda diismektedir, bu iki grup
arasindaki kat degisimi anlamli bir degisim olarak karsimiza ¢ikmaktadir (p<0,0001).

Gruplar arasindaki kat degisim orani Grafik 9°da gosterilmistir.

Nikotin gruplar1 ile kontrol gruplar karsilastirildiginda bu genin ifade seviyesi
degisirken, nikotin gruplar1 kendi arasinda ya da kontrol gruplar1 kendi arasinda
kargilastirildiginda bu genin ifadesinin pek degismedigi goriilmektedir. NTE-NKE ve
STE-SKE gruplar arasindaki degisimlerin anlamli bir degisim olmadigi tespit
edilmistir. Bu da bize, nikotinin bu genin ifadesi lizerine etkisini gosterirken, nikotin
bagimli soydan gelmenin tek basina bir etkisi olmadigimi gostermektedir. Gruplar

arasindaki analiz sonucu elde edilen degerler Tablo 15°de gosterilmistir.
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Grafik 10. TCF7L2’nin NAc bdolgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 15. TCFL2 NAc Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's coklu | Anlamhlik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi

STE vs. NTE Evet i 0,0085
STE vs. NKE Evet * 0,0488
STE vs. SKE Hayir ns 0,2451
NTE vs. NKE Hayir ns 0,8953
NTE vs. SKE Evet e <0,0001
NKE vs. SKE Evet i 0,0003

TCF7L2’nin ayni zamanda mHb bolgesindeki ifade degisimleri de incelenmistir.
NAc bolgesinde oldugu gibi nikotin tiikketimi ile bu genin ifadesi arasinda ters oranti
oldugu goriilmektedir. En fazla kat degisiminin NTE ve SKE gruplar1 arasinda
oldugu goze carpmaktadir ki bu iki grup arasindaki kat degisimi anlamli bir degisim
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (p=0,0037). Gruplar arasindaki kat degisim orani

Grafik 10°da gosterilmistir.

Yapilan analizler sonucu sadece NTE-STE ve NTE-SKE gruplari arasinda anlamlilik
saptanmistir. Gruplar arasindaki anlamlilik derecesi ve p degerleri tablo 16°da

gosterilmistir.
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Grafik 11. TCF7L2’nin mHb bélgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 16. TCFL2 mHb Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's ¢coklu | Anlamhhk? Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi

STE vs. NTE Evet * 0,0362
STE vs. NKE Hayir ns 0,6991
STE vs. SKE Hayir ns 0,8131
NTE vs. NKE Hayir ns 0,3169
NTE vs. SKE Evet b 0,0037
NKE vs. SKE Hayir ns 0,2175

TCF7L2’nin bir diger beyin bolgesi olan VTA’daki ifadesi de degerlendirilmistir.
Diger iki beyin bdlgesinde de oldugu gibi nikotin tiiketimi ile bu genin ifadesi
arasinda ters orant1 oldugu goriilmektedir. Fakat STE grubundaki TCF7L2 ifadesinin
azalmasi dikkat cekici bir sekilde karsimiza ¢ikmaktadir. Diger iki beyin bolgesi ile
kiyaslandiginda bu sonucun farkli oldugu goriilmektedir ve diger iki beyin bolgesinin
aksine STE-SKE arasinda anlamli kat degisimine yol acmistir (p<0,0001). VTA
bolgesinde nikotinin bu genin ifadesi lizerine etkisi agik¢a goriiliirken, nikotin
bagimli soydan gelmenin nikotin bagli soydan gelmenin bu beyin bdlgesinde

TCF7L2’nin ifadesini degistirdigi diisiiniilmektedir.
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En fazla kat degisimi yine NTE ve SKE gruplar arasinda oldugu géze carpmaktadir
ki bu iki grup arasindaki kat degisimi anlamli bir degisim olarak karsimiza
¢tkmaktadir (p<0,0001). Gruplar arasindaki kat degisim oran1 Grafik 11°de

gosterilmistir.

Yapilan analizler sonucu sadece NTE-SKE, NKE-SKE ve STE-SKE gruplari
arasinda anlamlilik saptanmistir. Gruplar arasindaki anlamlilik derecesi ve p

degerleri tablo 17°de gosterilmistir.

Grafik 12. TCF7L2’nin VTA bolgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 17. TCFL2 VTA Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's goklu | Anlamhlik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi

STE vs. NTE Hayir ns 0,9995
STE vs. NKE Hayir ns 0,6400
STE vs. SKE Evet bl <0,0001
NTE vs. NKE Hayir ns 0,5717
NTE vs. SKE Evet i <0,0001
NKE vs. SKE Evet e 0,0002

TCF7L2’nin beyin ile pankreas arasindaki bagi daha da aydinlatmak i¢in yaptigimiz

bu ¢alismada pankreastaki bu genin ifadesi de degerlendirilmistir.
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Beyin bolgelerindeki ekspresyonuna kiyasla TCF7L2’nin NTE grubundaki ifade

degisimi carpici olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu genin ifadesinin pankreasta ciddi dl¢iide arttig1 goriilmektedir ve bu degisim diger
biitin  gruplarla  kiyaslandiginda  anlamli  bir  degisim oldugu  goze
carpmaktadir(p<0,0001). Gruplar arasindaki kat degisim oran1 Grafik 12°de
gosterilmistir.

Yapilan analizler sonucu gruplar arasinda anlamlilik saptanmistir ve gruplar

arasindaki anlamlilik derecesi ve p degerleri tablo 18’de gosterilmistir.

Tim bu sonuglar birlikte yorumlandiginda beyin bdlgelerinde TCF7L2
ekspresyonunun diistiigii tespit edilirken pankreasta, TCF7L2 ekspresyonunun arttig1
tespit edilmistir. NTE-STE arasindaki olusan anlamli fark bagimli soydan gelmenin

ekspresyon seviyesini degistirdigi ve bunlarin anlamli oldugunu gdstermektedir.

Grafik 13. TCF7L2’nin Pankreas bolgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 18. TCFL2 Pankreas Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's coklu | Anlamhlik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi

STE vs. NTE Evet ek <0,0001
STE vs. NKE Hayir ns 0,0698
STE vs. SKE Hayir ns 0,9999
NTE vs. NKE Evet * 0,0462
NTE vs. SKE Evet ke <0,0001
NKE vs. SKE Evet ns 0,0592
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4.5.2. Nikotinin GLP1R mRNA ifadesi tizerindeki etkisi

GLP-1 Wnt sinyal yolagiin bir pargast olup TCF7L2’nin downstream bdlgesinde
bulunmaktadir. GLPIR beyinde ve pankreasta yiiksek miktarlarda ifade
edilmektedir.

Bu gen kan glukoz seviyenin diizenlenmesi, insiilin ve glukagon hormonlarinin
salinimi gibi bir ¢ok metabolik yolakta gorev almaktadir. TCF7L2 ve GLPIR
genlernin ko-eksprese oldugu bilinmektedir. Yani TCF7L2 ifadesinde artiglar bu
genin ifadesini arttirirken, genin ifadesindeki azalislar GLPIR ifadesinin de
azalmasina yol agmaktadir. Nikotin GLP1R geninde de TCF7L2’ye benzer olarak bu

genin ifadesinin azalmasini saglamaktadir.

Grafik 13 incelendigi zaman, GLP1R’nin NTE grubundaki ifadesinin azalis1 goze
carpmaktadir. Bu diger gruplarla kiyaslandiginda anlamli bir azalistir. Nikotinin bu
genin ifadesi iizerine etkisi agiktir. NTE-NKE gruplart ise STE-SKE gruplar
karsilastirildiginda, gruplar arasinda GLPI1R ifadesinin anlamli bir gsekilde
degismedigi goriilmektedir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak nikotin bagimli soydan

gelmenin bu genin ifadesi iizerine etkisi oldugu diistiniilmemektedir.

Yapilan analizler sonucu sadece gruplar arasinda anlamlilik saptanmistir. Gruplar

arasindaki anlamlilik derecesi ve p degerleri tablo 19°da gosterilmistir.

Grafik 14. GLP1R’nin NAc bélgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 19. GLP1R NAc Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's goklu | Anlamlilik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Evet el 0,0008
STE vs. NKE Evet > 0,0072
STE vs. SKE Hayir ns 0,8352
NTE vs. NKE Hayir ns 0,8574
NTE vs. SKE Evet e <0,0001
NKE vs. SKE Evet e 0,0007

GLPI1R’nin ayn1 zamanda mHb bolgesindeki ifade degisimleri de incelenmistir. NAc
bolgesinde oldugu gibi nikotin tiiketimi ile bu genin ifadesi arasinda ters oranti
oldugu goriilmektedir. En fazla kat degisiminin NTE ve SKE gruplar1 arasinda
oldugu goze carpmaktadir ki bu iki grup arasindaki kat degisimi anlamli bir degisim
olarak karsimiza c¢ikmaktadir (p<0,0001). Gruplar arasindaki kat degisim orani

Grafik 14°de gosterilmistir.

Yapilan analizler sonucu sadece NTE-STE, NTE-SKE ve NKE-SKE gruplar
arasinda anlamlilik saptanmistir. Gruplar arasindaki anlamlilik derecesi ve p

degerleri tablo 20°de gosterilmistir.

Grafik 15. GLP1R’nin mHb bélgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 20. GLP1R mHb Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's goklu | Anlamlilik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Evet el 0,0007
STE vs. NKE Hayir ns 0,2432
STE vs. SKE Hayir ns 0,6364
NTE vs. NKE Hayir ns 0,0973
NTE vs. SKE Evet e <0,0001
NKE vs. SKE Evet * 0,0189

Diger bir beyin bolgesi olan VTA’da GLPIR’nin ifadesi incelendiginde,
TCF7L2’nin VTA’daki ifadesinden farkli oldugu goriilmektedir. Sonuglar genel
olarak mHb ve NAc bolgesinden elde edilen ifade sonuglari ile paralellik
gostermektedir. NTE grubunda GLPIR ifadesinin STE ve SKE gruplarindaki
ifadesine gore anlaml bir sekilde azaldig1 goriilmektedir (p=0,0009 ;p<0,0001). Ayn1
zamanda NKE-SKE grubu arasinda da anlamli bir degisim oldugu goze ¢carpmaktadir
(p=0,0419). Nikotin bagimli soydan gelmenin bu genin ifadesi lizerine yine etkisi
olmadig1 goriilmektedir. Gruplar arasindaki kat degisim oran1 Grafik 15°de

gosterilmistir.

Yapilan analizler sonucu sadece NTE-STE, NTE-SKE ve NKE-SKE gruplar
arasinda anlamlilik saptanmistir. Gruplar arasindaki anlamlilik derecesi ve p

degerleri tablo 21°de gosterilmistir.

Grafik 16. GLP1R’nin VTA bélgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 21. GLP1R VTA Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's goklu | Anlamlilik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Evet el 0,0009
STE vs. NKE Hayir ns 0,3341
STE vs. SKE Hayir ns 0,6133
NTE vs. NKE Hayir ns 0,0721
NTE vs. SKE Evet e <0,0001
NKE vs. SKE Evet * 0,0419

GLPI1R’nin beyin ile pankreas arasindaki bagi daha da aydmnlatmak i¢in yaptigimiz
bu calismada pankreastaki bu genin ifadesi de degerlendirilmistir. GLP1R agonisti
olan GLP-1 hormonunun pankreastan insiilin salinimini diizenledigi bilinmektedir
(Damla Erbil, 2019). Insulinin artmasindan dolayr GLP1R’nin ifadesinin pankreasta
ciddi olgtide arttig1 goriilmektedir. Gruplar arasindaki kat degisim orami Grafik 16’da

gosterilmistir.
Yapilan analizler sonucu sadece gruplar arasinda anlamlilik saptanmistir ve gruplar

arasindaki anlamlilik derecesi ve p degerleri tablo 22°de gosterilmistir.

Tiim bu sonuglar birlikte yorumlandiginda nikotinin hem beyin bdlgelerinde GLPIR
ekspresyonunu diisiirdiigii tespit edilmisken, pankreasta arttig1 bulunmustur. Bagimli
soydan gelmenin ekspresyon seviyesini degistirdigi fakat bunlarin anlamli oldugu

tespit edilmistir.

Grafik 17. GLP1R’nin Pankreas bolgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 22. GLP1R Pankreas Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's goklu | Anlamlilik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Evet * 0,0142
STE vs. NKE Hayir ns >0,9999
STE vs. SKE Hayir ns 0,9959
NTE vs. NKE Evet * 0,0143
NTE vs. SKE Evet * 0,0249
NKE vs. SKE Hayir ns 0,9962

4.5.3. Nikotinin GKS3p mRNA ifadesi iizerindeki etkisi

GKS3p, Wnt sinyal yolaginda TCF7L2’nin upstream bolgesinde bulunmaktadir ve
bu genin ifadesindeki artis TCF7L2 ve dolayisiyla GLPIR genlerinin ifadesinin
azalmasina yol agmaktadir. GKS3p bir ¢esit TCF7L2 inhibitorii olarak ¢alismaktadir
(Przemystaw Duda, 2018). Wnt sinyal yolaginin bir diger parcast olan GKS3p’nin
beyin bolgeleri ve pankreastaki mRNA ifadesi incelenmistir. Nikotinin bu genin
ifadesini NAc bolgesinde arttirdig1 net bir sekilde goriilmektedir. Grafik 17°de NTE-
SKE gruplart arasindaki degisime bakildiginda, bu artisin anlamli oldugu
goriilmektedir (p=0,0003). NTE-STE gruplar arasindaki degisime bakildiginda ise
yine anlamli bir artis gdze carpmaktadir(p=0,0005). Dikkat ¢ekici bir sekilde nikotin
alan iki grup arasindaki degisime bakildiginda ise, NTE grubundaki artisin anlamli
oldugu gortilmektedir (p=0,0369). Diger dikkat ¢ekici sonug ise, NKE-STE ve NKE-
SKkE gruplar1 arsinda ise anlamli bir degisim saptanmamasi diger dikkat c¢ekici

sonuglar arasinda yer almaktadir.

Yapilan analizler sonucu sadece gruplar arasinda anlamlilik saptanmistir. Ayni
zamandaNKE-NTE, NTE-STE ve NTE-SKE arasindaki degisimin anlamli oldugu
goriilmektedir. Gruplar arasindaki anlamlilik derecesi ve p degerleri tablo 23’de

gosterilmistir.
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Grafik 18. GSK3f’nin NAc bolgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 23. GSK3p NAc Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's goklu | Anlamlilik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Evet e 0,0005
STE vs. NKE Hayir ns 0,3841
STE vs. SKE Hayir ns 0,9993
NTE vs. NKE Evet * 0,0369
NTE vs. SKE Evet o 0,0003
NKE vs. SKE Hayir ns 0,3196

Grafik 18’e¢ bakildiginda, GKS3B’nin mHb boélgesindeki ifade degisimi NAc
bolgesindekine paralellik gdstermektedir. NTE grubundaki GKS3f ifade degisimi
diger ii¢ grupla kiyaslandiginda anlamli oldugu goze c¢arpmaktadir. Fakat diger

gruplar arasinda anlamli bir degisime saptanmamastir.

Yapilan analizler sonucu sadece gruplar arasinda anlamlilik saptanmis olup, gruplar

arasindaki anlamlilik derecesi ve p degerleri tablo 24’°de gosterilmistir.
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Grafik 19. GSK3p’nin mHb bélgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 24. GSK3p mHb Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's goklu | Anlamlilik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Evet * 0,0166
STE vs. NKE Hayir ns 0,9880
STE vs. SKE Hayir ns 0,9901
NTE vs. NKE Evet * 0,0369
NTE vs. SKE Evet o 0,0075
NKE vs. SKE Hayir ns 0,9221

Grafik 19°da VTA beyin bolgesindeki GKS3pB’nin gruplar arasindaki kat degisimi
goriilmektedir. Sonuclar diger beyin bdlgeleri ile paralellik gostermektedir. NTE
grubundaki GKS3p ifade degisimi diger SKE ve STE gruplar ile kiyaslandiginda
anlaml oldugu gbze ¢arpmaktadir. Fakat diger gruplar arasinda anlamli bir de§isime

saptanmamigtir.

Yapilan analizler sonucu sadece gruplar arasinda anlamlilik saptanmis olup, gruplar

arasindaki anlamlilik derecesi ve p degerleri tablo 25°de gosterilmistir.
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Grafik 20. GSK3f’nin VTA bélgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 25. GSK3p VTA Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's coklu | Anlamhlik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Evet ** 0,0070
STE vs. NKE Hayir ns 0,8132
STE vs. SKE Hayir ns 0,9999
NTE vs. NKE Hayir ns 0,0602
NTE vs. SKE Evet * 0,0189
NKE vs. SKE Hayir ns 0,8819

GKS3p’nin beyin ile pankreas arasindaki bagi daha da aydinlatmak igin yaptigimiz
bu c¢alismada pankreastaki bu genin ifadesi de degerlendirilmistir. Alzheimer
hastaligi, parkinson hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklarda ve inflamasyon iliskili
hastaliklarda beyinde bu genin ifadesi arttig1 bilinmektedir (Mojtaba Golpich, 2015;
Przemystaw Duda, 2018; Zhou et al., 2020). Bu islevinden dolay1 nikotinin
pankreasta bu genin ifadesi iizerine etkisinin fazla oldugu goriilmektedir. GKS3p
mRNA ifadesinin pankreasta gruplar arasinda anlamli bir degisime neden olmadigi

gbze ¢arpmaktadir. Gruplar arasindaki degisim Grafik 20°de gosterilmistir.
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Yapilan analizler sonucu sadece gruplar arasinda anlamlilik saptanmamistir ve

gruplar arasindaki anlamlilik derecesi tablo 26’da gdsterilmistir.

Tim bu sonuglar birlikte yorumlandiginda nikotinin beyin bolgelerinde GKS3f
ekspresyonunu arttidig1 tespit edilirken pankreasta, GKS3f ekspresyonu az da olsa

azaldig1 fakat bunun anlamli olmadig: tespit edilmistir.

Grafik 21. GSK3p’nin Pankreas bolgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 26. GSK3p Pankreas Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's coklu | Anlamhlik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Hayir ns 0,9378
STE vs. NKE Hayir ns 0,9656
STE vs. SKE Hayir ns 0,9985
NTE vs. NKE Hayir ns 0,9995
NTE vs. SKE Hayir ns 0,8809
NKE vs. SKE Hayir ns 0,9225

4.5.4. Nikotinin CHRNA7 mRNA ifadesi iizerindeki etkisi

Nikotinik asetil kolin reseptorleri beyinde genis c¢apli ekspresyon gostermektedir.
Nikotinin etkisini gosterdigi reseptorlerden biri de a7 nAchR olarak karsimiza
cikmaktadir. Nikotin, P altbirimi igeren reseptorlerine kiyasla, a7 nAchR’ye

baglanma kapasitesi daha diisiiktiir (Gipson & Fowler, 2020; Le Foll et al., 2022).
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Odiil mekanizmasinda onemli bir yeri olan CHRNA7’nin beyin bdlgeleri ve
pankreastaki mRNA ifadesi incelenmistir. Nikotinin bu genin ifadesini NAc
bolgesinde arttirdigi net bir sekilde goriilmektedir. Grafik 21°de NTE-SKE gruplari
arasindaki degisime bakildiginda, bu artisin anlamli oldugu goriilmektedir
(p<0,0001). NTE-STE gruplar1 arasindaki degisime bakildiginda ise yine anlamli bir
artis goze ¢arpmaktadir(p=0,0015). Dikkat cekici bir sekilde nikotin alan iki grup
arasindaki degisime bakildiginda ise, NTE grubundaki artisin anlamli oldugu
goriilmektedir (p=0,0219).

Yapilan analizler sonucu sadece gruplar arasinda anlamlilik saptanmistir. Ayni
zamanda, NKE-STE arasindaki degisim hari¢ diger gruplarin arasindaki degisin
anlaml oldugu goriilmektedir. Gruplar arasindaki anlamlilik derecesi ve p degerleri

tablo 27°de gosterilmistir.

Grafik 22. CHRNA7’nin NAc bolgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 27. CHRNA7 NAc Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's goklu | Anlamlilik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Evet o 0,0015
STE vs. NKE Hayir ns 0,7503
STE vs. SKE Evet * 0,0468
NTE vs. NKE Evet * 0,0217
NTE vs. SKE Evet ek <0,0001
NKE vs. SKE Evet * 0,0036

Grafik 22’ye bakildiginda, NAc bolgesindeki CHRNA7 mRNA ifade degisimlerinin
aksine VTA bolgesinde sadece NTE’deki artis diger gruplarla kiyaslandiginda
anlamlilik gostermektedir (p=0,0002). Gruplar arasindaki anlamlilik derecesi ve p

degerleri tablo 28’de gosterilmistir.

Grafik 23. CHRNA7’nin VTA bdlgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 28. CHRNA7 VTA Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's goklu | Anlamlilik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Evet * 0,0148
STE vs. NKE Hayir ns >0,9999
STE vs. SKE Hayir ns 0,9548
NTE vs. NKE Evet * 0,0127
NTE vs. SKE Evet * 0,0085
NKE vs. SKE Hayir ns 0,9674

CHRNA7 genini mHb bolgesindeki mRNA ifade degisimlerine bakildigi zaman,

artiglar diger iki bolge ile paralellik gostermektedir. Grafik 23°de de goriildiigii lizere,

en anlamh artis NTE-SKE gruplar arasinda goriilmektedir (p<0,0001). Gruplar

arasindaki anlamlilik derecesi ve p degerleri tablo 29°da gdsterilmistir.

Grafik 24. CHRNA7’nin mHb bélgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 29. CHRNA7 mHb Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's goklu | Anlamlilik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Evet > 0,0027
STE vs. NKE Hayir ns 0,7314
STE vs. SKE Evet * 0,0227
NTE vs. NKE Evet * 0,0394
NTE vs. SKE Evet i <0,0001
NKE vs. SKE Evet * 0,0014
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4.5.5. Nikotinin BDNF mRNA ifadesi iizerindeki etkisi

BDNF hipokampusta yiiksek seviyelerde ifade edilen, bilissel fonksiyonlar ile iliskili
bir norotrofik faktordiir. Sigara icenlerde BDNF ekspresyonu dokuya spesifik
degisirken serum diizeyinde BDNF seviyesinin arttig1 goriilmektedir. Bu genin
ifadesini artmasi anti-inflamatuvar etki gosterebilirken, biligsel fonksiyonlar

tyislestirmektedir (Zeyi Huang 2020).

Biligsel fonksiyonlar {izerine Onemli etkisi olan BDNF’in beyin bolgeleri ve
pankreastaki mRNA ifadesi incelenmistir. Nikotinin bu genin ifadesini NAc
bolgesinde azalttig1 goze carpmaktadir. Grafik 24’de NTE-SKE gruplari arasindaki
degisime bakildiginda, bu azalisin anlamli oldugu goriilmektedir (p=0,0014). NTE-
STE gruplar1 arasindaki degisime bakildiginda ise yine anlamli bir azaliy goze

carpmaktadir (p=0,0037).

Yapilan analizler sonucu sadece gruplar arasinda anlamlilik saptanmistir. Aym
zamanda, gruplar arasindaki anlamlilik derecesi ve p degerleri tablo 30’da

gosterilmistir.
Grafik 25. BDNF’nin NAc bélgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 30. BDNF NAc Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's goklu | Anlamlilik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Evet > 0,0037
STE vs. NKE Hayir ns 0,2419
STE vs. SKE Hayir ns 0,9858
NTE vs. NKE Hayir ns 0,2877
NTE vs. SKE Evet * 0,0014
NKE vs. SKE Hayir ns 0,1284

Grafik 25’e bakildiginda, NAc bolgesindeki BDNF mRNA ifade degisimlerinin
aksine mHb bolgesinde sadece NTE-SKE gruplar1 arasindaki azalis anlamlilik
gostermektedir (p=0,0458). Gruplar arasindaki anlamlilik derecesi ve p degerleri

tablo 31°de gosterilmistir.

Grafik 26. BDNF’nin mHb bélgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 31. BDNF mHb Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

Tukey's goklu | Anlamlilik? | Ozet | P Degeri
karsilastirma
testi
STE vs. NTE Hayir ns 0,2904
STE vs. NKE Hayir ns 0,7545
STE vs. SKE Hayir ns 0,7880
NTE vs. NKE Hayir ns 0,8510
NTE vs. SKE Evet * 0,0458
NKE vs. SKE Hayir ns 0,2360
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BDNF genini VTA boélgesindeki mRNA ifade degisimlerine bakildigi zaman,

azaliglar diger iki bolge ile paralellik gostermektedir. Grafik 26’da da goriildigi

izere, en anlamli artig NTE ile STE diger gruplar arasinda goriilmektedir (p=0,0095).

Gruplar arasindaki anlamlilik derecesi ve p degerleri tablo 32°de gosterilmistir.

Grafik 27. BDNF’nin VTA bélgesindeki kat degisim grafigi
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Tablo 32. BDNF VTA Verilerinin One-way ANOVA analizi sonucu

I I
STE NTE NKE SKE
VTA

Tukey's coklu | Anlamhlik? | Ozet | P Degeri
karsilagtirma
testi
STE vs. NTE Evet * 0,0095
STE vs. NKE Hayir ns 0,1452
STE vs. SKE Hayir ns >0,9999
NTE vs. NKE Hayir ns 0,6373
NTE vs. SKE Evet * 0,0202
NKE vs. SKE Hayir ns 0,2057
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TARTISMA

Bu tez calismasinda tercihe dayali oral nikotin uygulasinin beyin bdlgelerinde ve
pankreasta molekiiler diizeyde TCF7L2, GLP1R, GSK38, CHRNA7, BNDF mRNA
ifadelerindeki degisimi gostermek ve serum diizeyinde de insulin-glukagon

hormonlarinin degisimlerini gézlemlemek amaglanmaistir.

Insanlarda yapilan bircok c¢alismalar, sigaraya baslama, bagmmlilik, sigaray:
birakmada basarisizlik ve nikotin yoksunlugu dahil olmak iizere sigarayla ilgili
cesitli fenotiplerin kalitsalligina isaret etmektedir (Berger et al., 2010; Nesil, Kanit,
Ugur, & Pogun, 2015; Rezvani et al., 2010). Daha 6nce yapilan birgok ¢alisma,
nikotine verdikleri yanit agisindan bireyler arasinda 6nemli farkliliklar oldugunu
ortaya koymustur (Portugal & Gould, 2008). Hem insanlarda hem de hayvanlarda
molekiiler mekanizmalar ve genetik farkliliklar lizerine yapilan ¢alismalar, nikotine
kars1 duyarliligin hem genetik hem de genetik olmayan faktorlerden biiyiik dlgiide
etkilendigini gostermistir (Chen, Hiler, Tolley, Matta, & Sharp, 2012; Hall, Markou,
Levin, & Uhl, 2012; Nesil, Kanit, Li, & Pogun, 2013). Bununla birlikte, insan
popiilasyonundaki genetik ve fenotipik heterojenlik nedeniyle nikotin bagimlilig: ile
ilgili davranislarin kalittiminin genetik mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamaistr.
Sigaraya baslama ve devam etme, yoksunluk belirtileri ve birakma basarisindaki
degiskenlik kalitsal faktorlere baglanmaktadir. Kalitsal faktorlere iliskin rapor edilen
etki oranlart %29 ile %84 arasinda degismektedir (Maisonneuve & Glick, 2003;
Nesil et al., 2015). Bunun yani sira, aile, ikiz ve evlat edinme ¢aligmalarindan elde
edilen dnemli miktarda veri, sigaraya baslama, bagimlilik ve birakma dahil olmak
lizere sigarayla ilgili ¢esitli fenotiplerin kalitilabilirligine iliskin kanitlar saglamistir
(Vink, Willemsen, & Boomsma, 2005). Hayvan modelleri, bagimlilikla ilgili
davranislarin gelisiminde rol oynayan genetik faktorlerin etkisini belirleme firsati

sunamaktadir ve bagimlilikla ilgili genlerin tanimlanmasina yardimci olmaktadir.

Kemirgenlerde yapilan ¢aligmalar, nikotine fiziksel bagimliligin gelisimi sirasinda
hem genetik hem de genetik olmayan faktorlerin nikotin kaynakli fizyolojik ve
davranigsal tepkileri etkiledigini gostermistir (Leao, Cruz, Marin, & Planeta Cda,
2012). Goniilli oral nikotin kendi kendine uygulama paradigmasi, nikotin alim

davranigindaki bireysel farkliliklar1 belirlemek i¢in etkili bir model sunmaktadir.
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Bu modelle, hayvanlar uzun bir siire boyunca gilinde 24 saat oral nikotin se¢imine
maruz birakilabilir (Collins, Pogun, Nesil, & Kanit, 2012). Smirsiz erisim, serbest
se¢im ve uzun bir deney siiresi, hayvanlarin siirekli nikotin tiiketim oranlarma gore
nikotin bagimlilig1 asamalarin1 deneyimlemelerine olanak tanir. Sicanlara serbest
oral nikotin se¢imi verildiginde, goniillii tiikketim oranlarina bagl olarak minimum

veya maksimum nikotin tercih eden olarak siiflandirilabilirler (Nesil et al., 2013).

Bununla birlikte, bagimliligin ilerlemesinde nikotin alim davramisindaki genetik
varyasyonlar etkisi hakkinda nispeten az sey bilinmektedir. C57BL/6 J x C3H/Hel
F2 ¢apraz farelerde yapilan bir haritalama ¢alismasi, oral nikotinin serbest se¢iminin
en az dort quantitative trait loci (QTL) tarafindan etkilendigini gdstermistir. Dahasi,
oral nikotine maruz kalmanin 6diil mekanizmas ilgili molekiiler sinyal yolaklarimni
degistirdigini gostermekterdir (Brunzell, Russell, & Picciotto, 2003; X. C. Li et al.,
2007).

Secici tohumlama yontemi ile yetistirme, karmasik 6zelliklerin genetik modellerini
olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Nesil ve ark., 2011 yilinda tercihe
dayali oral nikotin alim davranisi i¢in ¢ift yonlii kitle seleksiyonu kullanarak Sprague
Dawley sicanlarindan ilk kez nikotin tercih eden soy olusturmuslardir. Sonug olarak
ise, yliksek oranda nikotin tercihi i¢in siganlarin segici olarak yetistirilmesinin, dokuz
nesil se¢imden sonra 0.26'lik bir kalitimsalliga sahip nikotin tiiketiminin artmasiyla

sonuglandigi gosterilmistir (Nesil et al., 2013).

2006 yilinda baglanan projede, yliksek oranda nikotin tercih eden soydan 30. nesil bu
calisma igin kullanilmistir. I¢me suyunda nikotin uygulamasinm normal
protokoliinde, nikotinin aci1 tadinin baskilanmasi i¢in sakkarin ile karigtirilarak
verilmektedir. Sakkarinin ag¢lik kan glukozu ve insiilin-glukagon gibi hormonlarin

seviyelerini etkileyeceginden, nikotin saf olarak uygulanmistir.

Ik iki hafta boyunca, deney hayvanlarmin nikotine alisma asasinda nikotinin dozu
10mg/L olarak uygulanmis olup, ¢alismanin geri kalaninda bu doz iki katina

cikarilarak 20mg/L olarak uygulanmistir (BIRDOGAN A., 2021).

Elde edilen sonuglara bakildiginda, naive soydan gelen siganlar haftalik ortalama
olarak 31,96 ml nikotinli su tiikketirken, bagimli soydan gelen sigcanlarin haftalik
ortalama olarak 61,12 ml nikotinli su tiikettigi tespit edilmistir. Burada nikotin

bagimli soydan gelen sicanlarin 2 kat daha fazla nikotinli su tiikettigi goriilmektedir.
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Her hayvanin ne kadar su tiikettigine bagli olarak, suyun icerdigi nikotin miktarina
gore ka¢ mg nikotin tiikettikleri hesaplanmistir. Tabi bu asamada her deney
hayvaninin agirligi farkli oldugu igin kilogram bagina tiikettikleri nikotin miktarlari
g6z oniline alimmistir. Kilogram basina tiikettikleri nikotin miktarina bakildiginda ise
NTE grubundaki her siganin haftalik ortama 4,44 mg nikotin tiikettigi goriilmektedir.
Diger taraftan bu miktarin NKE grubunda 1,63 mg oldugu goze ¢arpmaktadir. Bu
sonucglar ise bize tiiketilen nikotin miktarinin gruplar arasinda yaklasik 3 kat
degistigini gostermektedir. Farkin bu kadar artmasmin sebebi ise, nikotin bagiml
soydan gelen siganlarin, naive sicanlara gore daha zayif olamasidir. Tiim bu sonuglar
birlikte ele alindiginda ise nikotin bagimli soydan gelmenin, nikotin tiiketimini ciddi
bir sekilde arttirdig1 goriilmektedir. Literatiirdeki veriler ile bizim elde ettigimiz

sonuglar benzerlik gostermektedir.

Epidemiyolojik ¢aligmalar nikotin tiiketimi ile T2D riskinin artmas1 arasinda agik bir
iliski oldugunu gosterirken, klinik veriler nikotinin viicut kompozisyonu, insiilin
duyarliligt ve pankreatik [ hiicre fonksiyonu {izerinde etkisi oldugunu
gostermektedir. Insan, kemirgen ve in vitro ¢alismalar, nikotin ve sigaraya maruz
kalmanin glukoz homeostazin1 etkiledigi molekiiler mekanizmalar hakkinda
caligmalar ortaya ¢ikmaya baslamaktadir (Maddatu, Anderson-Baucum, & Evans-

Molina, 2017).

Klinik dncesi ¢alismalar nikotinin 6diil mekanizmasi tizerindeki etkilerinin ve nikotin
yoksunluk semptomlarmin tip 1 ve tip 2 diyabet rat modellerinde arttigimi

gostermektedir (Ibias, O'Dell, & Nazarian, 2018; Pipkin et al., 2017).

Bunun yani sira, nikotinin beslenme davranisi ve viicut agirligi tizerindeki etkileri bir
cok calismada gosterilmis olup nikotinin istah1 ve viicut agirligini bastirdigi inanci
yaygin olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Cepeda-Benito, 2020). Yapilan diger bir
calismada, yiliksek enerjili diyetle (yagdan %31,8 kcal) beslenen yetiskin erkek
sicanlarin viicut agirligl artigi obeziteye egilimli (OP), obeziteye direngli (OR) ve
standart kemirgen yemi (Chow) verilen gruplar olusturulmustur. Bu siganlara cerrahi
olarak intravendz kateterler yerlestirilmis ve ardisik 20 giin boyunca 1 saatlik
seanslar halinde nikotin (0 veya 60ug/kg/inflizyon, standart bir kendi kendine
uygulama dozu) uygulanmasi gerceklestirilmistir. Kendi kendine nikotin uygulayan
OP ve Chow sicanlarinda viicut agirhigi artisint dnemli lgiide baskilamis oldugunu

ancak gida alimini baskilanmamis oldugu tespit edilmistir.
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OR grubu sicanlarida ise nikotinin viicut agirlig1 artis1 iizerinde bir etkisi olmadigi
gosterilmistir. Arastirmacilar burdan su sonuca varmaktadirlar: 1) OR sig¢anlar1 da
nikotinin viicut agirlig1 artisin1 baskilamasina direnglidir; ve 2) nikotin, obeziteye
egilimli sigara igenlerin bir alt kiimesinde obezite seviyelerini azaltabilmektedir

(Rupprecht, Smith, Donny, & Sved, 2017).

Diyabet, aclik kan sekeri testi veya tokluk kan sekeri testi gibi hiperglisemi
biyobelirtecleri ile teshis edilebilmektedir. Diyabetik hastada kan glukozunu
etkileyen birgok faktor oldugu bilinmektedir; bunlar arasinda sigara gibi yasam tarzi
faktorleri de yer almaktadir (Ardisson Korat, Willett, & Hu, 2014). Nikotin tiiketen
kisilerde diabetes mellitus insidansi daha yiiksek olarak goriilmektedir. Sigaranin
neden oldugu oksidatif stresin kan glukozu {izerinde etkisi olabilecegi gibi, kan
glukozu homeostazin1 dogrudan degistirebilir ve insiilin direncine neden olabilir. Bu
teorinin biyolojik yolu tam olarak aydinlatilamamistir. Son yillarda yapilan bir
caligmada sigara i¢enlerde aclik kan glukoz degerinin anlamli bir sekilde arttigi
gosterilmistir (Sari, Sari, Darlan, & Prasetya, 2018). Ozellikle, sigarada bulunan
nikotin kan glukoz seviyelerinde artisa neden olabilmektedir ve tiitlin igme
aliskanlig1 tip 2 diyabet riskini belirgin sekilde arttirmaktadir (Collaborators, 2017,
Willi C, 2007). Nikotinin kan glikozunu nasil artirdigi veya bu etkinin sigara
aligkanhiginin devamlilifi veya sigara igenlerde diyabetin patofizyolojisi ile ilgisi

bilinmemektedir.

Bunun yani sira son zamanlarda yapilan ¢alimalarda, nikotinin dolagimdaki insiilin
seviyelerini arttirabilecegi ve insiilin direncine sebep olabilecegi goriilmektedir. Son
raporlar ayrica diyabetli kisilerin genel niifusa kiyasla sigara igme oranlarimin
(%12,3) diyabetli olmayanlara (%8,6) gore biraz daha yiliksek oldugunu
gostermektedir. Nispeten benzer sigara igme davranig oranlarina ragmen, nikotinin
insiilin direncini arttirdig1 ve T2D gelisimini kolaylastirdig1 goriilmektedir (Brath,
Kaser, Tatschl, & Fasching, 2019; Ortegon et al., 2023).

Yapilan son in vitro ve in vivo ¢alismalar, nikotin kronik olarak uygulandiginda
insiilin direncini arttirict etkilere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (Michael &
Olatunji, 2018). Sonu¢ olarak nikotinin uzun zamandir insiilin direncine neden
oldugu diisiintilmektedir, ancak simdiye kadar klinik ve hayvan ¢aligmalarindan elde

edilen sonuglarin ¢eligkili oldugu goriilmektedir.
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Yapilan ¢aligmalar 1518inda bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglara baktigimizda;
nikotin bagimli soydan gelen siganlarin viicut agirliklarinin, ayni yasta olmalarina
ragmen naive siganlara gore daha diisiilk goriilmektedir. Nikotin bagimli soydan
gelen ve nikotin uygulanan grup olan NTE grubundaki agirlik degisimi goze
carpmaktadir. Diisiik doz nikotin uygulanan haftalar boyunca bu gruptaki kilo artisi
diger gruplara gore daha az oldugu goriilmektedir. Diger taraftan uygulanan nikotinin
dozu 2 katina ¢ikarildiginda ise viicut agirhgindaki diisiis goze ¢arpmaktadir. Buna
ek olarak, oteki nikotin uygulanan grup olan NKE de dahil olmak iizere diger
gruplardaki siganlarin hig¢birinin viicut agirliginda azalma goriilmemektedir. Burdan
¢ikarilacak sonug¢ ise, nikotin yiiksek dozlarda uygulandiginda viicut agirliginda
diistislere sebep olabilmektedir. Ayn1 zamanda, nikotin bagimli soydan gelmenin de
viicut agirhigr tizerindeki etkisi géze carpmaktadir. Burdan elde edilen sonuglar

literatiirde yapilan diger ¢aligmalar ile paralellik gostermektedir.

Aclik kan glukozu sonuglarina bakildiginda, nikotin uygulanan gruplardaki kan
glukoz seviyelerindeki artislar géze ¢arpmaktadir. Nikotin tercih eden soydan gelen
ve maksimum oranda nikotin tiikketen grup olan NTE grubunun ortalama aclik kan
glukoz seviyesinin 137 mg/dL oldugu goriilmektedir. Bu deger diger gruplarla
kiyaslandiginda artigin anlamli oldugu géze carpmaktadir (P<0,0001). Diger taraftan
nikotin bagimli bir soydan gelmeyen fakat nikotin uygulanan grup olan NKE
grubunun ortalama aghik kan glukoz seviyesinin ise 113.3 mg/dL oldugu
goriilmektedir. Diger gruplar ile kiyaslandiginda burdaki artisin da anlamli oldugu
goriilmektedir (P<0,0001). STE grubunun ortalama aclik kan glukoz degeri SKE’nin
ortalama aglik kan glukoz degerine gore az da olsa ytiksektir fakat bu artisin anlaml
olmadig1 tespit edilmistir. Buna ek olarak nikotin uygulanan NTE ve NKE gruplari
arasindaki aglik kan glukoz degeri fark: dikkat ¢ekmektedir. Her iki gruba ayni dozda
nikotin uygulansa da NTE grubu yiiksek oranda nikotin tiiketen bir soydan geldigi
icin, daha fazla nikotin tiiketmistir. Bu ise iki grup arasindaki aclik kan glukoz degeri
farkinin olusmasina yol agmistir. Her iki grup kiyaslandigi zaman NTE’deki artisin
anlamli oldugu gboze carpmaktadir (P<0,0001). Tim bu sonuclar birlikte
yorumlandiginda, literatiirdeki sonuclar ile benzerlik géstermektedir.

Dolasimdaki insiilin sonuclarina bakildiginda ise aclik kan glukozu ile paralellik
gosterdigi goriilmektedir. Bu mantiklidir ¢iinkii aglik kan glukoz seviyesi arttikga,

bunu diisiirmek i¢in daha fazla insulin salinim1 ger¢eklesmektedir.
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Sonuglara baktigimizda NTE grubunun ortalama dolasimdaki insulin seviye 22,074
uU/ml olarak karsimiza ¢ikmaktadir. NKE’nin 14,98 pU/ml, STE’nin 10,799 pU/ml,
SKE’nin ise 10,43 pU/ml oldugunu gérmekteyiz. Burada nikotinin insiilin seviyesini
onemli bir sekilde arttirdig1 goriilmektedir. NTE grubundaki bu artis diger gruplar ile
kiyaslandiginda anlamli olarak karsimiza c¢ikmaktadir (p<<0,0001). Her iki nikotin
verilen grup arasindaki insulin seviyesinin bu kadar farkli olmasi, ilk baslarda
bagimli soydan gelmenin de bu hormonun seviyesini yiikseltebilecegini diistindiirse
de SKE-STE gruplart arasinda fark olamamasi bagimli soydan gelmenin insulin
seviyesi iizerine etkisi olmadigini gostermektedir. NKE-NTE gruplar arasindaki fark
ise bagimli soydan gelen siganlarin daha fazla nikotin tiiketmesi ve bu da dolayisiyla
insiilin seviyesinin daha olmasina yol agmaktadir.

Aclik kan glukozu verileri ile insiilin verileri birlikte ele anilip her bir grup igin
HOMA-IR degerleri (insiilin direnci) hesaplanmistir. HOMA-IR degerlerinin 0,5 ile
1,4 arasinda olmas1 normal kabul edilmektedir, >1,9 olmasi erken IR, >2.9 olmasi ise
IR gostergesidir (Jimenez-Maldonado, Garcia-Suarez, Renteria, Moncada-Jimenez,
& Plaisance, 2020; Shanik et al., 2008). NTE grubunun ortalama HOMA-IR degeri
7,50667 olarak bulunmustur. Bu deger iist sinir olan 2,9’un cok iistiindedir, bu
ylizden bu grupta insiilin direnci gelismistir. Diger nikotin alan grup NKE’de ise bu
degerin 4,19308 oldugu goriilmektedir. Yine bu grupta da insiilin direnci geligsmistir.
Kontrol gruplarinda ise bu degerin STE’de 2,504588 SKE’de 2,335441 oldugu
goriilmektedir ve bu gruplarda insiilin direncinden s6z etmek miimkiin degildir.
Biitiin bu sonuglar birlikte ele alindiginda, nikotinin aclik kan glukoz seviyesini
arttirdig1 ve dolasimdaki insiilin seviyelerinin artmasina yol agtig1 tespit edilmistir.
Nikotin tiiketimi ile bu sonuglarin yiiksekligi arasinda dogru oranti oldugu
goriilmektedir. Sonu¢ olarak yiikselen insiilin ve kan glukoz degerleri insiilin
direncine yol agmistir. Ayni zaman insiilinin panktreastan salindig1 hiicreler olan -
hiicre fonksiyonlar1 incelenmistir fakat gruplar arasinda anlamli bir degisimin
olmadig1 tespit edilmistir. Bu da bize nikotinin B-hiicre tahribati olusturmadigini
gostermektedir. Bu sonu¢ mantiklidir, dolasimdaki insiilin seviyesinin yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Kronik nikotin kullanimmin gida alimini baskiladigi, viicut agirligr artisimi azalttigi

ve enerji harcamasini artirdig1 gosterilmistir.
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Bu nedenle toklugu artiran dolasimdaki leptin, insiilin, glukagon, GLP-1, PYY gibi
hormonlarda bir artis olabilecekken, aclig1 ve beslenmeyi tesvik eden ghrelinde bir
azalma olacagi varsayilabilmektedir. (Shankar, Ramborger, Bonnet-Zahedi, Carrette,
& George, 2024). Kronik nikotin kullanimi tip 2 diyabet gibi metabolik bozukluklara
egilimle iliskilendirilmistir ve bu kismen kronik nikotin kullanimini takiben insiilin
direncinin indiiklenmesinden kaynaklanabilmektedir (Cruz et al., 2019). Son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada, bagimli si¢anlarda kronik nikotin alimi, GLP-1,
glukagon ve PYY seviyeleri ile kisa stireli gida alim1 arasindaki iliskiyi degistirmis
ve GLP-1 ve glukagon seviyelerini azaltmistir (Shankar et al., 2024). Bizim
calismamizda ise nikotin kullanimimin kontrol gruplarma kiyasla dolasimdaki
glukagon seviyelerini azalttig1 gosterilmistir. Fakat bu azalislarin anlamli olmadig:
goriilmektedir. Ayrica nikotinin bu beslenme hormonlar tizerindeki etkisini 6lgen
caligmalar farkli sonuglar icermektedir, bu yilizden nikotinin glukagon iizerindeki

etkisini inceyelen daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Nikotin gibi bagimlilik yapici maddelerin, dogal odiiller pahasina uyusturucu
Odiiliiniin asir1 degerlenmesine yol acarak pekistirme 6grenme mekanizmalarini ele
gecirdigi varsayilmaktadir. Uyusturucu kaynakli pekistirme 6grenmesi genellikle
nucleus accumbens'de (NAc) hiicre dis1 DA konsantrasyonunda bir artis icermesine
ragmen, altta yatan molekiiler ve hiicresel mekanizmalar uyusturucuya baglhdir

(Luscher, 2016).

Hiicre tipi spesifik optogenetik manipiilasyonlar, DA hiicre aktivasyonunun
bagimhiliga gecisi saglamak icin yeterli oldugunu ve DA ndron aktivasyonu ile
uyusturucuya uyumlu davraniglar arasinda nedensel baglantilar kurdugunu

dogrulamistir (Pascoli, Terrier, Hiver, & Luscher, 2015).

Ancak, boyle bir goriis, orta beyin DA néronlarmin heterojenligini ve ventral
tegmental alandaki (VTA) DA noronlarindan paralel olarak farkli mesajlarin
iletilebilme olasiligin1 dikkate almamaktadir. Ger¢ekten de, VTA DA ndronlar
anatomik olarak farkli devrelere aittir, molekiiler 6zelliklerinde farklilik gosterir ve

dis uyaranlara ¢esitli tepkiler vermektedir (Nguyen et al., 2021).

Nikotin bagmmliliginin hayvan modelleri, tekrarlanan nikotin uygulamalarimin
mezokortikolimbik sistemi aktive ederek NAc, VTA ve PFC’te dopamin saliniminda

artisa yol agtigini gdstermistir (BIRDOGAN A., 2021).
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NAc, VTA gibi beyin bolgeleri uzun yillardir arastirilan ve bagimlilik, 6diil
mekanizmlar ile iliskilendirilmis beyin bélgeleridir. Fakat son yillarda yapilan
arastirmalar bagimlilik ve yoksunluk gibi durumlarda orta beyin bolgesinde bulunan
dorsal diensefalik iletim sistemnin aktif oldugunu tespit etmislerdir. Medial
Habenula ve IPN bu sistemin iki 6nemli par¢asidir ve evrimsel olarak yiiksek oranda
korunmustur (Aizawa, Kobayashi, Tanaka, Fukai, & Okamoto, 2012; McLaughlin et
al., 2017). Epitalamik medial habenula (MHDb), liggen septal ¢ekirdek, septofimbral
cekirdek, ventral tegmental alan ve rafe ¢ekirdekleri de dahil olmak iizere ¢esitli
yapilardan girdiler alir. Arastirmalar ayrica, MHb'nin nucleus accumbens'ten de
girdiler aldigin1 gostermektedir (McLaughlin et al., 2017). Habenulanin (Hb)
islevlerini anlamaya yonelik artan ilgiyle birlikte, nérobilimciler Hb aktivitesindeki
degisikliklerin, ruh hali, bagimlilik, kardiyovaskiiler bozukluk ve solunum
hastaliklar1 dahil olmak {tizere ¢esitli hastaliklarin patolojilerinde hayati bir rol
oynadig1 gosterilmistir (Qu et al., 2020). Daha once, Paulson ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada streptozotosin (STZ) ile indiiklenen hiperglisemik siganlarda
habenula (Hb) aktivitesinde degisiklikler tespit edilmistir (Paulson PE, 2007).
Yapilan diger bir calismada ise, Hb'deki asir1 ndronal aktivite artiginin depresyonu
tetikleyen temel bir faktor oldugu belirtilmistir. Ancak, diyabet patogenezinde Hb'nin
mekanizmalari hala tam olarak anlagilmamistir (Qu et al., 2020). Biitiin bu literatiir
bilgileri bize habenula bolgesinin bagimlilikla ve glukoz metabolizmasi ile iligkili

olabilecegini gostermektedir.

TCF7L2 (eski adiyla TCF4), beyin, bagirsak ve pankreas dahil olmak {izere ¢esitli

dokularda ifade edilen Wnt sinyali ile iligkili bir transkripsiyon faktortidiir.

Periferik instilin direnci tip 2 diyabet gelisimine katkida bulunmaktadir. TCF7L2 bu
hastalikla siki  bir sekilde iliskilendirilmistir, ancak kesin mekanizmanin
anlasilamamigtir. TCF7L2'nin 17903146 ve rs12255372 gibi yaygin SNP'leri tip 2
diyabet ile iliskilidir. Gergekten de, ¢esitli ¢calismalar bu SNP'leri tagiyan hastalarin
bu hastaligin gelisimi i¢in artmis riske sahip olabilecegini gostermistir. Yapilan bir
calismada, TCF7L2'nin sistemik asir1 ekspresyonu, BAC transgenik modellerinde
hiperglisemiyi tesvik ettigi gosterilmistir (Oh et al., 2012).
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Yapilan arastirmalar, TCF7L2'nin glikozla uyarilan insiilin salgilanmasinin
diizenlenmesinde onemli bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte,
B-hiicrelerinde salgilama tlizerindeki etkilerin arkasindaki molekiiler mekanizma hala
belirsizligini korumaktadir. Son zamanlarda yapilan bir caligmada, siRNA ile 48 saat
boyunca inkiibe edilen olgun fare adaciklarinda, TCF7L2'nin ekspresyonu hem
mRNA hem de protein diizeyinde etkili bir sekilde azalmis ve glikoz uyaranlarina
yanit olarak insiilin salgilanmasi bozulmustur. Insiilin salgilanmasindaki azalma
TCF7L2 mRNA seviyelerindeki diisiisle orantili olarak tespit edilmis ve daha yiiksek
knockdown daha biiyiik bir salgi inhibisyonuna sebep olmustur(Loder, da Silva
Xavier, McDonald, & Rutter, 2008). Ayni1 c¢alismada, TCF7L2'nin asir1
ekspresyonunun GLP-1'in salgi yamtini etkilemedigi goriilmiistiir. TCF7L2'nin
azaltilmas1 ayni zamanda birka¢ B-hiicresine 0zgii genin ifadesini de degistirmistir;
insiilin mRNA seviyelerindeki azalmaya glukagon mRNA seviyelerindeki artis eslik
etmistir. Dolayistyla TCF7L2, olgun B-hiicrelerinde insiilin salgilanmasin1 dogrudan
diizenlemektedir (Loder et al., 2008). TCF7L2 varyantlari, bozulmus insiilin
salgilanmasi ve islenmesi, artmis insiilin direnci ve hiperglisemi dahil olmak {izere
bozulmus bir B-hiicre fonksiyonu ile iliskilendirilmistir. Yapilan gesitli calismalarda,
TCF7L2 ekspresyonunun diyabetik deneklerden alman pankreas adaciklarinda
upregiile oldugu ve insiilin sekresyonu ile negatif korelasyon gosterdigini one
stiriilmiistiir (Lee et al., 2008; Lyssenko et al., 2007). Bununla birlikte, TCF7L2'nin
insan pankreas adaciklarinda B-hiicre sagkalimmin ve islevinin diizenlenmesinde
gerekli oldugu diisiiniilmiis ve azalmig bir TCF7L2 protein ekspresyonunun,
bozulmus GLP-1 sinyali yoluyla glikoza yanit olarak azalmis adacik insiilin
sekresyonundan sorumlu oldugu o6ne siiriilmiistiir (Yang, Li, Lee, & Shu, 2012).
Genel olarak, in vivo ¢alismalar TCF7L2'nin global olarak asir1 ekspresyonunun tip 2
diyabete kars1 artan bir duyarlilifa yol agabilecegini desteklemektedir. Bu hipotezle
tutarli olarak, Savic ve arkadaslari yakin zamanda Tcf712 asir1 eksprese eden
transgenik farelerin, heterozigot Tcf712 null farelere kiyasla karsilikli fenotipler
gostererek, HFD beslenmesinden sonra diyabet ve glukoz intoleransi gelistirme
olasihigmim yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Savic et al., 2011). Tlging bir sekilde,
TCF7L2 ifadesinin diizenlenmesi farkli dokularda degiskenlik gosteriyor gibi
gorinmektedir (Yang et al.,, 2012). Ayrica, TCF7L2 geninin birka¢ ekzon ve

alternatif splicing ile karmasik bir varyant modeli sergiledigi bilinmektedir.
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Bu TCF7L2 ek varyantlar1 dokuya 6zgii bir sekilde dagitilir ve bu da TCF7L2'nin
WNT sinyalinin niikleer bir efektorii olarak dokuya 6zgii etkilerini gii¢lii bir sekilde
etkileyebilmektedir (Yang et al., 2012).

Tcf712'nin  susturulmasini takiben yapilan gen ifadesi analizi, fare pankreas
adaciklarinda GLP-1 reseptoriinii kodlayan genin ifadesinde degisiklikler oldugunu
ortaya koymustur (da Silva Xavier et al., 2012).

Ayrica GLP-1, b-cat Ser675 fosforilasyonunu uyararak ve TCF7L2 seviyelerini
artirarak beyin Wnt sinyal yolunu olumlu sekilde diizenler. Bu ¢apraz konusmanin
periferik insiilin duyarliliini1 ve glukoz atimini nasil kontrol ettigi bilinmemektedir

ve daha fazla arastirilmasi gerekmektedir.

B-Hiicre apoptozunun diyabette P hiicrelerinin kaybinin baslica nedeni oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada geniposid, oksidatif stres kaynakli néron
apoptozunu Onleyebildigi ve INS-1 hiicrelerinde glukagon benzeri peptid 1
reseptoriinii (GLP-1R) aktive ederek glukozla uyarilan insiilin salgisini iyilestirebilir
(L.X. Guo, J.H. Liu, & Yin, 2014). GLP-1 reseptorii knockout edilmis farelerden
alinan adaciklarin normal glukozla uyarilmis insiilin salgisi sergiledigi, ancak GLP-1

ile insiilin salgisinin artmasimin bozuldugu bildirilmistir (J. Liu et al., 2012).

GLP-1 reseptorleri (GLP-1R) de beyinde yaygmn olarak ifade edilir ve
noroproteksiyondaki roliiniin yani sira 6diil yollarim1 da etkiler. Mevcut kanitlar
GLP-1'in 6diil mekanizmasim etkiledigini gostermistir. GLP-1R'ler, niikleus traktus
solitariustan (NTS) dogrudan projeksiyonlar alan mezolimbik 6diil yolunun
alanlarinda yaygin olarak ifade edilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, GLP-1
antagonistinin, Nucleus accumbens (NAc) fazik dopamin salmimmin lityum kloriir
ile indiiklenen baskilanmasint azalttig1 gosterilmistir(Eren-Yazicioglu, Yigit,
Dogruoz, & Yapici-Eser, 2020; Fortin, Chartoff, & Roitman, 2016). Mezolimbik
odiil sistemindeki GLP-1R 06zellikle hedonik yemenin kontroliinii etkilemektedir
(Hernandez, O'Donovan, Ortinski, & Schmidt, 2019). Exendin-4, 39 amino asitli bir
peptit hormondur. Dogal glukagon benzeri peptit 1 (GLP-1) ile amino asit
bilesiminde %50 homolojiye sahiptir ve GLP-1 reseptorii i¢in bir agonist oldugu
bulunmustur. Exendin-4 klinik olarak insiilinoma ve tip 2 diyabet hastalarmin

tedavisinde kullanilmaktadir.
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Ex-4, bazal lokomotor aktiviteyi etkilemeyen dozlarda, nikotin kaynakli lokomotor
davranig1 azaltmis, dopamin salimimini hizlandirmis ve farelerde nikotin kaynakli
CPP (kosullu yer tercihi) 'yi bloke etmistir (Egecioglu et al., 2013). Ex-4 ayrica
nikotin kaynakli lokomotor duyarliligmi da ortadan kaldirmistir. Yapilan bir
calismada, Ex-4 (10 pg/kg) ve sitagliptin nikotin alimini azaltirken, GLP-1R KO
fareleri nikotin alimin1 artirmis, ancak higbiri gida tepkilerini degistirmemistir. NTS
GLP-1 noronlarinin kemogenetik aktivasyonu da nikotin alimint azaltmistir. NTS
GLP-1 noronlart interpedunkiiler ¢ekirdege (IPN) medial habenula (MHDb)
projeksiyonlari aktive etmis ve IPN'ye GLP-1 uygulamasi nikotin alimini azaltmis ve
halsizlige neden olmadan nikotin 6diiliinii zayiflatmistir (Eren-Yazicioglu et al.,
2020; Tuesta et al., 2017). Mevcut ¢alismalar, GLP-1R stimiilasyonunun Alzheimer,
Parkinson, damar tikanikligi, travma, metabolik dejenerasyon, nobet ve hatta
Huntington hastaligi gibi ¢oklu hastaliklar iizerindeki faydalarin1 gostermektedir.
GLP-1, Alzheimer hastalifinda gézlenen ndrobiyolojik degisikliklere karst koruma
saglayan onemli bir molekiildiir. AD'nin erken evrelerinde bile glikoz kullanimi ve
enerji metabolizmasindaki eksiklikler yaygin olarak goriiliir ve GLP-1'in beyindeki
etkileri, periferdeki pankreatik beta hiicrelerinin korunmasi, c¢ogalmasit ve
farklilasmasindaki roliine benzer. GLP-MA hayvanlarin viicut agirhigini, kan
glikozunu veya insiilin seviyelerini degistirmeyebilir; ancak beyindeki insiilin
direncini azaltir ve derin bir noroprotektif etkiye sahiptir. GLP-1 ile yapilan
caligmalar, beyin insiilin direncinin azaltilmasinin tau fosforilasyonuna karsi da

koruma saglayabilecegini gostermektedir (Damla Erbil, 2019; Xu et al., 2015).

Sinaptik plastisite agisindan, kemirgen g¢aligmalart GLP-1R stimiilasyonunun ve
GLP-1R agonist uygulamasinin LTP'yi destekledigini ve hipokampusa bagh iliskisel
ve uzamsal 6grenmeyi gelistirdigini géstermektedir. GLP-1R antagonisti ile birlikte
tedavi bu etkileri tersine ¢evirerek, iyilesmelere GLP-1 sinyalinin aracilik ettigini
diisiindiirmektedir. Ote yandan, GLP-1R nakavtlar1 LTP bozukluklari sergiler ve
nesne tanima, Morris Su Labirenti ve baglamsal korku 6grenme performansi dahil
olmak iizere ¢esitli gorevlerde bellek olusumunda eksikliklere sahiptir. Dolayisiyla,
GLP-1"in sinaptik gii¢, yeni sinaps olusumu ve ndrogenez i¢in de onemli oldugu

goriilmektedir (Damla Erbil, 2019).
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Nikotinin direkt olarak GSK3-B ekspresyonunu etkileyip etkilemedigine dair bir
calisma bulunmamaktadir. Fakat AD, PD gibi bircok ndrodejeneratif hastaliklarla
iliskisi oldugu bilinmektedir.

Postmortem PD beyinlerinde nigral pigmentli ndronlarda GSK-3f ekspresyonunun
arttig1 bulunmustur (Nagao & Hayashi, 2009). Ayn1 zamanda, PD hastalarinda
periferik kan lenfositlerinde de artmig GSK-3B protein seviyeleri bildirilmistir
(Armentero et al., 2011). Son yillarda yapilan 6nemli bir ¢aligmada, ilk kez, GSK-
3B'nin farmakolojik inhibisyonunun bir parkinson modelinde noéroprotektif etkiler
ortaya ¢ikardigini gdstermektedir (J. Li et al., 2020). Bunlara ek olarak, GSK-3
aktivasyonu, iskeminin neden oldugu hiicre Oliimiiniin temel katkilar1 olan
inflamasyon ve apoptozu indiiklemektedir. CNS’de, GSK3-f daha c¢ok

bulunmaktadir ve ekspresyon diizeylerinin yasla birlikte artti1 bilinmektedir.

Tiadiazolidinon ailesinden bir GSK-3f inhibitdrii olan Tideglusib, cesitli ndrolojik
bozukluklarda klinik olarak test edilmistir ve mikromolar aralikta GSK-3f’y1 inhibe
ettigi gosterilmistir (Mathuram, Reece, & Cherian, 2018). Tideglusib tedavisi ayrica
Alzheimer hastalarinin beyin omurilik sivisindaki beta-sekretaz 1 (BACE-1) ve
fosfo-tau diizeylerini de azaltmistir (Baird, Westwood, & Lovestone, 2015). GSK3-
sinyalinin AD'min patofizyolojisi ile ilgisi gbz Oniine alindiginda, inhibisyonunun

terapotik potansiyeli, klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalarda genis ¢apta aragtirilmistir.

Bunlara ek olarak, GSK-3Bin yiiksek ekspresyonu, insiilin duyarliliginin azalmasi,
kan glukozunun regiilasyonu, insiilin eksikligi ve insiilin direnci ile iligkilidir. Bu
nedenle, GSK-3f ile diyabet olusumu arasindaki iliskinin arastirilmasina giderek
daha fazla ilgi gosterilmistir. GSK-3f'nin DM'de 6nemli bir rol oynadigini, kan
glukozunun dinamik diizenlenmesinin anahtar1 oldugunu ve ayrica insiilin
eksikligine ve insiilin direncine yol agan kilit faktdrlerden biri oldugu bilinmektedir

(Beurel et al., 2015).

Literatlir 15181nda bu ¢alismadan elde ettigimiz qPCR sonuglar1 kiyaslandigindan,
benzerlikler ve farkliliklar gériilmektedir. Oncelikle nikotinin beyinde TCF7L2,
GLPI1R ve GSK3p ekspresyonlarini inceleyen ¢alisma bulunmamaktadir. Bunun yani
sira bu genler Tip 2 diyabet ile iligkilendirildigi i¢in, daha ¢ok glukoz metabolizmasi

tizerine etkileri inceleyen ¢alismalar mevcuttur.
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Fakat TCF7L2 ve GLP1R genlerinin knockout edilmesi ya da siRNA aracilig: ile
susturulmasimin nikotin alimini arttirdig1 gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda ise bu
iki genin calisilan biitin beyin bolgelerinde ekspresyonunun azaldigi tespit
edilmistir. TCF7L2’nin NAc’taki ekspresyonunu bakildiginda, nikotin alan grupta bu
genin ifadesinin diistiigi tespit edilmistir. NTE grubunda, NKE’ye gore fazla diisiis
olmasmin sebebi NTE grubunun daha fazla nikotin tiilketmesi olarak
yorumlanmaktadir. Nikotin alan iki grup arasinda ve kontrol iki grup arasinda
anlaml degisimler goriilmemektedir. Bu ise bize nikotin bagimli soydan gelmenin bu
gen lizerine etkisi olmadigini géstermektedir. Bunun yani sira, gen ekspresyonundaki
bu degisimin nikotin kaynaklimi yoksa kan glukoz seviyesinin yiikselmesinden

dolay1 salman instilin kaynakli m1 olup olmadig1 bilinmemektedir.

Ayni genin mHb bolgesindeki ekspresyonuna bakildiginda ise, gruplar arasi
anlamlilik farki sadece NTE-STE ve NTE-SKE arasinda goriilmektedir. Bu genin
mHb bolgesinde yiiksek seviyelerde eksprese edilmesi ve nikotin alan gruplardaki
ekspresyon seviyelerindeki diisiis, degisimlerin nikotin kaynakli oldugunu
diistindiirmektedir. Diger nikotin alan grup olan NKE’nin kontrol gruplar ile
arasinda anlamli bir degisim goriilmemektedir. Sebebinin ise yine bu iki grup

arasinda tiiketilen nikotin farkindan kaynaklanmakta oldugu diisiiniilmektedir.

Bu genin VTA’daki ifadesinde ise SKE ile karsilastirildiginda biitiin gruplarda
anlaml diisiis gortilmektedir. STE grubunun VTA bolgesindeki bu degisimin sebebi

tam olarak bilinmemektedir.

Pankreasta ise bu genin ekspresyonunun beyindekinin tersine arttig1 goriilmektedir.
Burdaki artisin daha ¢ok artan aglik kan glukoz seviyesinin yol a¢tig1 insiilin oldugu
diistintilmektedir. Yani diger bir deyisle, nikotinin pankreasta direkt olarak bu genin
ekspresyonunu etkilemedigi, bunu aghik kan glukoz seviyesinin yol agtig1 insiilin

araciligi ile yaptigi diisiiniilmektedir.

Bilindigi tlizere GLP-1, TCF7L2’nin downtream bolgesinde bulunmaktadir ve
TCF7L2’deki herhangi bir degisim GLP-1 salinimim1 GLPIR araciligi ile
degistirmektedir. GLP1R ve TCF7L2’nin ko-eksprese oldugu diisliniildiiglinde,
TCF7L2’deki azaliglar GLPIR geninin ekspresyonlarinin azalmasina sebep
olmaktadir. GLPIR’nin beyin bdlgelerindeki ekspresyonu TCF7L2 ile paralellik

gostermektedir.
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Ayni sekilde bu genin ekspresyonundaki diisiislerin nikotin kaynakli m1 yoksa artan
aclik kan glukoz seviyesinin yol ag¢tigr insilin aracihigi ile mi oldugu

bilinmemektedir.

GLPIR’nin ekspresyonu pankreasta insiilin salinimi ile dogrudan iligsdir. Bu genin
artan  ekspresyonlar1  pankreatik [ hiicrelerinden  inslilin  salinimini
gerceklestirmektedir. Biz ise bu calismada, GLPIR gen ifadesinin pankreasta
artigim1 tespit ettik. Bu artislarin insiilin seviyesindeki artiglara sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Sonug olarak elde ettigimiz veriler literatiir bilgileri ile benzerlik

gostermektedir. Bunun tam tersinin gosterildigi ¢aligmalar da mevcuttur.

GSK3p i1se TCF7L2’nin upstream bdlgesinde bulunmaktadir. Bu genin ifadesinin
artmas1t TCF7L2 nin ifadesini azaltmaktadir. Beyin bdlgelerinde bu genin ifadesinin
arttigin1  tespit ederken, pankreasta anlamli bir degisiklige ugramadigi tespit

edilmistir.

Nikotinin etkisini gdsterdigi reseptorlerden biri olan a7 nAChR, CHRNA7 geni
tarafindan kodlanmaktadir. Beyinde a7 alt birimi, 6zellikle hipokampus ve serebral
korteks olmak iizere 0grenme ve hafizayla ilgili bolgeler de dahil olmak iizere
yiiksek seviyelerde ifade edilmektedir. Son zamanlarda yapilan gen nakli ve antisens
calismalari, a7 nAChR'lerin belirli bilissel ve dikkat gerektiren gorevlerde dnemli
roller oynadigin1 gdstermistir. Bu reseptoriin geninden yoksun fareler, dikkat ve
calisma/epizodik hafiza alanlar1 da dahil olmak iizere biliste eksiklikler
gostermektedir(Waring et al., 2008). Bir¢ok nikotin bagimliligi ¢aligmasinda, farkli
beyin bolgelerinde bu genin ekspresyonu incelenmistir. Genel olarak kronik nikotin
tedavisini takiben, a7 alt birimi mRNA seviyeleri SNpc, SNpr, VTA ve NAc gibi
bolgelerde onemli Olglide arttig1 tespit edilmistir (Gozen, Nesil, Kanit, Koylu, &
Pogun, 2016; R. H. Liu, Mizuta, & Matsukura, 2004; Waring et al., 2008; Zhang et
al., 2020).

Bizim g¢aligmamizda ise NAc, VTA ve mHb bolgelerinde nikotine bagli olarak bu
genin ekspresyonunun arttigr tespit edilmistir. Her beyin bolgesinde gruplar arasi
anlamlilik degismekle birlikte, genel olarak fazla nikotin tiikketiminin bu genin
ekspresyonunu arttirdig1 tespit edilmistir. Pankreasta ise bu genin ifadesi olmadigi

tespit edilmistir.
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Yapilan ¢aligmalar BDNF seviyelerinin nikotin maruziyeti ile degistigini
gostermektedir. Bu caligmalar nikotinin yetiskin siganlarin hipokampus, frontal
korteks ve striatumunda BDNF, sinir biiyiime faktorii (NGF) ve fibroblast biiyiime
faktori-2 (FGF-2) dahil olmak iizere birka¢ farkli ndrotrofin konsantrasyonunu
artirdigini bildirmistir. Deney hayvani ¢aligmalarinda, yeni dogan sigan yavrularinda
kronik nikotin uygulamasi, dogum sonras1 gelisim sirasinda BDNF, ndorotrofin-3
(NT-3), FGF-2 ve insiilin benzeri biiylime faktorii-1'in (IGF-1) mRNA ifadesini
artirmistir, ancak NGF mRNA ifadesini degistirmemistir. Kronik nikotin siganlarin
hipokampiisinde BDNF mRNA seviyelerini artirirken, akut nikotin uygulamasi 2 ve
24 saatlik uygulamadan sonra hipokampiisteki BDNF seviyelerini azaltmistir. Kenny
ve arkadaslari, tekrarlanan nikotin maruziyetinin ardindan si¢an striatumunda BDNF
ifadesinin hem protein hem de mRNA seviyelerinde azaldigin1 bulmustur. Bununla
birlikte, uzun siireli nikotin kullanimindan sonra, nikotinin BDNF mRNA
ekspresyonu iizerindeki inhibitor etkisi tolere edilebilir hale gelebilir, bu da
beyindeki BDNF seviyelerini kademeli olarak artirabilmektedir(Kenny PJ, File SE,
& M, 2000; Romano et al., 2014).

Yapilan farkli caligmalarda, nikotin uygulamasimin beynin corteks ve hipokampus
bolgelerinde BDNF gen ekspresyonunu arttirdigi gésterilmistir (Romano et al., 2014;
Romano, Fuso, & Laviola, 2013).

Diger taraftan yiikselmis insiilin seviyesinin ve insiilin direncinin hem serum
seviyesinde hem de gen ifadesi seviyesinde BDNF seviyelerini diislirdiigii tespit
edilmistir. Aynm1 zamanda nikotin aracili salgilanan pro-inflamatuar sitokinler de
BDNF ifadesinin azalmasina sebep olabilmektedir (Berbert-Gomes C et al., 2024;
Elesawy, Raafat, Mugbali, Abbas, & Sakr, 2021; Kale M et al., 2020; Price et al.,
2021; Sangiiesa G et al., 2018).

Daha once mHb bolgesinde BDNF’in ekspresyonunun ¢alisildigi bir aragtirmaya
rastlanmamigtir. Calismamizda BDNF’in  beyin bolgelerinde genel olarak
ekspresyonunun azaldigi goriilmektedir. Literatiire bakildigi zaman nikotinin, farklh
beyin bolgelerinde BDNF ekspresyonunu arttirdigi, insiilin ve glukozun ise azalttigi

goriilmektedir.
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Ayn1 zamanda GLPIR direkt olarak beyinde BDNF’in ekspresyonunu
diizenlemektedir. GLPIR gen ifadesindeki diisiisler BDNF’in de ekspresyonunun
diismesine yol agabilmektedir(Damla Erbil, 2019; Eren-Yazicioglu et al., 2020).

Biitlin bunlar birlikte ele alindiginda, bu genin ifadesindeki degisimlere bir¢ok etken
sebep olabilmektedir. Calismamizda buldugumuz sonuclar1 destekleyecek literatiir
bilgileri mevcutken, tam tersini gosteren calismalar da bulunmaktadir. Norotrofik
ailesinin bir parcasi olan BDNF ‘in ifadesi bir¢ok etken araciligi ile degismektedir.
Bu yiizden bizim sonuglarimizda gordiigimiiz BDNF ‘in ifadesindeki azalma farkli
yolaklar araciligi ile de ger¢ceklesmis olabilmektedir. Bunun i¢in genom ¢apinda daha
fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Ayrica BDNF’in pankreasta ekspresyonuna

rastlanmamuistir.
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SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, nikotin tiiketiminin kan glukoz seviyelerinde artisa sebep oldugunu
tespit ettik. Bu artis pankreatik B hiicrelerinden insulin salinimin1 desteklemektedir.
Artan insulin seviyesi ise NTE ve NKE gruplarinda insulin direnci olusturmustur.
Ayn1 zamanda nikotin bagimli soydan gelmenin nikotin tiikketimini arttirdigini tespit
ettik, fakat nikotin uygulamasi yapilmayan soy grubu hayvanlarinda gen diizeyinde
ve hormon diizeyinde degisiklik tespit edemedik. Buradan, nikotin bagimli soydan
gelmenin tek basina bir etkisi olmamaktadir sonucunu ¢ikarmak miimkiiniidiir. Fakat
nikotin bagimli soya nikotin tercihi sunuldugunda naive siganlara gore daha fazla
tilketmektedirler.

Yapilan calismalar artan glukoz seviyesinin ve nikotinin dolasimdaki glukagon
seviyesini arttiracagina dair kanitlar sunsa da bizim ¢alismamizda, glukagon miktari
azalmistir. Fakat bu azalmadaki anlamli farklilik sadece NTE-SKE gruplar1 arasinda
goriilmektedir, diger gruplar arasinda anlaml bir farklilik yoktur.

Bunun yani sira HOMA- B degerleri hesaplanmis olup, herhangi bir pankreatik
hiicre tahribati gozlenmemistir. Bu mantiklidir ¢iinkii, boyle bir tahribat goriilseydi
insulin saliniminin azalma gerekmekteydi.

Gen seviyesinde ise beyin dokularinda TCF7L2, GLPIR, BDNF ekspresyonlarinin
azaldigmi tespit ederken, CHRNA7 ve GSK3p ifalerini azaldigimi tespit ettik.
Pankreasta CHRNA7 ve BDNF ekspresyonu saptanmamistir. Buna ek olarak,
pankreasta beyin dokalarma ters olarak TCF7L2, GLPIR ifadelerinin arttigini tespit
ederken, GSK3p ifadesinin azaldigini tespit ettik.

Bu sonuglar birlikte ele alindiginda, artan glukoz ve insulin degerleri pankreasta
TCF7L2, GLPIR ifadelerinin artmasina sebep olmustur. BDNF ekspresyonunun
azalmasi dikkat ¢ekmektedir. Bu nikotinin etkisi degil artan glukoz ve insulinin
etkisi oldugu diisiiniilmektedir.

Ozetle, bu c¢alisma TCF7L2'min nikotin ve glukoz metabolizmasinin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynadigini ve biyolojik islev degisikliginin tip 2
diyabete yatkinlikta degisiklige neden olabilecegini gostermistir. Bulgularimiz, tip 2
diyabetin etiyolojisine iligkin i¢goriiler ve TCF7L2'nin metabolik diizenlemedeki
roliinii degerlendirmek icin gerekli dnemli bilgiler saglayabilir. Fakat nikotin

bagimliligindaki rolii i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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TCF7L2  gibi  transkripsiyon faktorleri birgok gen ailesi tarafindan
diizenlenebilmektedir. O yuzden bu tarz kompleks c¢alismalarda sadece gen
ekspresyon verileri ¢ok fazla bilgi vermemektedir. Bunun iizerine bu genlerin protein
cevaplarma bakilmasi, konunun daha da aydinlanmasini saglayabilir.

Ayrica, nikotinin uygulandigi doza ve etki ettigi dokuya gore pre-inflamatuar ya da
pro- inflamatuar etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Pankreasta ve beyinde nikotinin
inflamasyonu nasil etkiledigini gérmek icin TNF-o, IL-18, IL-6, IL-10 gibi genlerin
protein cevaplarina bakilabilir.

Buna ek olarak nikotin dopamin salimini etkiledigi bilinmektedir. Bu yiizden elde
edilen verilerin dogrulugunu arttirmak i¢in ndrotransmitterler {izerinde arastirma
yapilabilir. Ayrica son yillarda GABAerjik ndronlarin da bagimhilikla iliskili oldugu
diistiniilmektedir GABA reseptorlerinin knockout oldugu sicanlar tizerinde nikotinin
etkisi arastirilabilir.

Son olarak ise GLP-1 ve GLP1R’niin uzun yillardir glukoz ve insulin metabolizmasi
ile iliskisi bilinmektedir. Son yillarda artan bir trend olarak GLPIR agonistlerinin

bagimlilik iizerindeki etkileri arastirilabilir.
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TESEKKUR

Ilk olarak doktora egitimim boyunca beni siirekli destekleyen, her zor animda
yanimda olan danigmanim Prof. Dr. Buket KOSOVA hocama tesekkiilerlerimi
sunarim. Bana tanidig1 sayisiz firsatlar icin minnettarim ve ayrica bana gostermis
oldugu olaganiisti mentorlugu doktora egitimim boyunca bircok alanda benim
gelismemi sagladi. Kendisinin bu essiz destegi olmasa tezin tamamlanmast miimkiin
olmazdi. En zor anlarim da bile yanimda oldugu ve hicbir zaman beni geri

cevirmedigi i¢in kendisine minnettarim.

Ikinci danmismanim olan ve akademik alanda birgok sey &grendigim Fizyoloji
Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Oguz GOZEN’e tesekkiirlerimi sunarim. Ayni
zamanda deney hayvani ¢calismalarinda beni her zaman destekleyen Dr. Ramanzan
Can GOKMEN hocama, Prof. Dr. Liitfiye KANIT’a, Prof. Dr. Ersin OGUZ

KOYLU’ya siikranlarim1 sunmak isterim.

Her zaman bize kapisi agik olan ve her sordugumuz sorunun cevabini bulabildigimiz
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali bagkan1 Prof. Dr. Cumhur GUNDUZ’e, bana kattig
essiz tecriibelerden dolay1 Prof. Dr. Vildan BOZOK CETINTAS’a ve bana verdigi
firsatlardan dolay1 Dog. Dr. Nur SELVI GUNEL e tesekkiirlerimi sunarim.

Her animda yanimda olan, isteklerimi hicbir zaman geri ¢evirmeyen, yardimini
benden esirgemeyen, zor zamanlarimda destek olan ve bana her zaman miikemmel
bir komsu olan Ayse CEKIN’e, gerek boliimde gerekse sosyal hayatta hep yanimda
olan ve izmir’de giizel zamanlar gegirmemi saglayan Cagla YURT, Kutay BULUT,
frem KARACAN, Zeynep Gaye HAMARAT ve Sude TINAZ’a tesekkiirlerimi

sunuyorum.

Ege Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri koordinatorliigiine bu tez ¢alismasina

destek olduklarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Son olarak, maddi manevi her tiirlii yanimda olan, desteklerini her zaman hissettigim
canim annem Hiilya CITCI’ye, babam Omer Faruk CITCI’ye, abim Muzaffer
CITCI’ye ve kardesim Mustafa CITCI’ye bana inandiklar1 ve bu yolda giivendikleri

icin sonuz tesekkiirlerimi sunuyorum. Onlarin varlig1 bana her zaman gii¢ olmustur.

Izmir, 29.09.2024 ibrahim Halil CITCI
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