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Cinkonun beyinde 6zellikle de hipokampusta sinaptik cevabi etkiledigi; yapisal, diizenleyici
ve katalitik pek ¢ok proteinin yapisinda kritik rol oynadigi bilinmektedir. Beyin ¢inko dengesindeki
bozulma norolojik hastaliklarin olusumunda kritik bir faktordiir. N6ron aktivitesinin diizenlenmesi ve
beyin gelisiminde etkili olan pek ¢ok diizenleyici molekiiller arasinda Nogo-A, Ng-R ve p75-NTR ile
bir ¢inko parmak proteinleri arasinda olan 2b/7ZFMyt1’de yer alir.

Bu c¢alismada ¢inko eksik diyetle beslenen gebe siganlarin erkek yavrularinda, ¢inko eksikligi
ve uygulamasinin hipokampus dokusundaki Nogo-A, Ng-R ile p75-NTR, 2b/7ZFMytl molekiillerin
gen ifadesi diizeylerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla her grupta 10 hayvan olacak sekilde
toplam 40 hayvan kullamilmigtir. Deney gruplari su sekilde olusturulmustur; ¢inko eksik diyetle
beslenen grup (Grup 1), normal diyetle beslenen grup (Grup 2), ¢inko takviyeli diyetle beslenen grup
(Grup 3), kontrol grubu (Grup 4). Grup 1, 2 ve 3’deki hayvanlar maternal ¢inko eksikligi olan
annlerden dogdular. Grup 4’deki hayvanlar normal gebelik sonucu dogan kontrol siganlardan
meydana geldiler. Caligmalarin deneysel asamalar1 tamamlandiktan sonra tim hayvanlar genel
anestezi altinda sakrifiye edilmis ve hipokampus dokulari alinmistir. Alinan doku o6rneklerinde
hipokampal Nogo-A, Ng-R p75-NTR ve 2b/7ZFMytl genlerinin ifade diizeyleri RT-qPCR ydntemi
ile belirlenmistir.

Calismamizin sonuglar1 ¢inko eksikliginin Nogo-A, Ng-R, p75-NTR ve 2b/7ZFMytl gen
ifade diizeylerinde dnemli bir baskilanmaya yol agtigin1 géstermektedir. Bu ¢alisma ¢inko durumu ile
hipokampal Nogo-A, Ng-R, p75-NTR ve 2b/7ZFMytl gen ekspresyonu arasindaki iligkiyi arastiran
ilk ¢aligmadir.

Anahtar Sézciikler: Beyin gelisimi; Cinko eksik diyet; Ng-R; NOGO-A; Noéron aktivitesi;
p75-NTR; 2b/7ZFMytl
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Zinc affects the synaptic response in the brain, especially in the hippocampus; It is known
that it plays a critical role in the structure of many structural, regulatory and catalytic proteins.
Disruption in brain zinc balance is a critical factor in the formation of neurological diseases. Among
the many regulatory molecules that are effective in the regulation of neuron activity and brain
development, Nogo-A, Ng-R and p75-NTR and 2b/7ZFMyt1, a zinc finger proteins, are included.

In this study, it was aimed to determine the gene expression levels of Nogo-A, Ng-R and
p75-NTR, 2b/7ZFMyt1 molecules in the hippocampus tissue of zinc deficiency and administration in
male offspring of pregnant rats fed a zinc deficient diet. For this purpose, a total of 40 animals were
used, with 10 animals in each group. Experimental groups were formed as follows; Zinc deficient diet
group (Group 1), normal diet group (Group 2), zinc supplemented diet group (Group 3), control group
(Group 4). Animals in groups 1, 2, and 3 were born from maternal zinc-deficient mothers. Animals in
Group 4 consisted of control rats born after normal pregnancy. After the experimental stages of the
studies were completed, all animals were sacrificed under general anesthesia and hippocampus tissues
were taken. Expression levels of hippocampal Nogo-A, Ng-R p75-NTR and 2b/7ZFMytl genes in
tissue samples were determined by RT-qPCR method.

The results of our study show that zinc deficiency causes a significant suppression of Nogo-
A, Ng-R, p75-NTR and 2b/7ZFMytl gene expression levels. This is the first study to investigate the
relationship among zinc status and hippocampal Nogo-A, Ng-R, p75-NTR and 2b/7ZFMytl gene
expression.

Key Words: Brain development; Zinc deficient diet; Ng-R; Nogo-A; Neuron activity; p75-
NTR; 2b/7ZFMytl



1. GIRIS

Cinko merkezi sinir sisteminde yer alan, normal beyin fonksiyonu ve
devamliliginda kritik énemde olan bir eser elementtir (Rojas ve ark 2005). Insan
beyninin gri cevher ve hipokampus alanlar1 ¢inko bakimindan zengindir. Cinko
bircok sinirsel iletimde merkezi sinir sistemi tarafindan kullanilir (Tarak¢1 ve Oner
2006). Beyindeki ¢inko konsantrasyonu, ¢ocukluk doneminde artis gdstermektedir.
Yetiskinlikte belirli konsantrasyonda olan beyin ¢inko seviyesi, yaslilikla birlikte
onemsenecek derecede azalis gostermez. Beslenme ile yeteri kadar ¢inko
alinmadiginda, mental fonksiyon ve 6grenme yetenegini azalir (Ozmert 2005,
Akdeniz ve ark 2016). Cinko eksikliginin norolojik ve davranigsal etkileri ¢esitli
hayvan caligmalar1 ile kanitlanmistir. Gebelik doneminde annenin diisiik ¢inko
diizeylerine sahip olmasi, bebegin prenatal ve postnatal davraniglarina etkisi oldugu
primatlarda yapilan calismalarda gdsterilmistir (Halas ve ark 1977, Ozmert 2005).
Ayrica beyindeki ¢inko homeostazisi korunamadiginda Alzheimer ve depresyon gibi

durumlarin ortaya ¢iktig1 da rapor edilmistir (Akdeniz ve ark 2016).

Yasamsal fonksiyonlarin devaminda vazgecilmez Onemi olan niikleik asit
sentezi ve protein metabolizmasinda ¢inkonun 6nemli rolii vardir. DNA sentezinde
gerekli olan DNA polimeraz c¢inko bagimli bir enzimdir. Bu nedenle ¢inko
eksikliginde hiicre c¢ekirdegindeki DNA ve RNA’nin yapist da bozulmaktadir.
Bununla birlikte besinsel ¢inko eksikligi DNA sentezi lizerine etki ederek gelisme
geriligine neden olur. Cinko eksikligi hiicrelerin toplam RNA igerigini degistirmez,
fakat mRNA kompozisyonunu etkiler. Boylece biyolojik agidan ¢inko, niikleik asit
ve diger gen regiilator proteinlerinde yapisal element olarak yer alir (Ali 1993,

Prasad 2002, Tarak¢1 ve Kiiglikoner 2006, Akdeniz ve ark 2016).

Intrakortikal ~ inhibisyondaki gelisimsel artigm  sinaptik  plastisitenin
azalmasina katkida bulundugunu gosteren raporlar yayinlanmistir (Berardi ve ark
2003). Membranla iliskisi bilinen retikiilon ailesinin bir {iyesi olan Nogo faktor,
merkezi sinir sisteminin miyelinde giiglii bir norit biiylimesi ve kortikal plastisite
inhibitorii olarak tanimlanmistir (Grandpré ve Strittmatter 2001, Ng ve Tang 2002,
Satoh ve ark 2005, Gonzenbach ve Schwab 2008). Nogo-A, miyelinle iliskili bu
inhibitorler arasinda en giiglii biiylime inhibitorlerinden biridir (Taketomi ve ark

2002). Bu engelleyici sinyallere, ligand baglayict Nogo reseptorii (NgR) (Barton ve
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ark 2003, Hu ve ark 2005) ve iki sinyal ileten baglayici ortak, p75 (Wong ve ark
2002) ile Lingo-1 (Mi ve ark 2004) igeren bir reseptor kompleksi aracilik eder (Wu
ve ark 2012).

No0go-66 reseptor ailesi (Ng-R veya NgR1) esas olarak merkezi ve periferik
memeli  sinir  sistemindeki  noronlar  tarafindan  eksprese  edilen g
glikofosfatidilinositol (GPI) baglantili reseptorden (NgR1, NgR2 ve NgR3) olusur
(Borrie ve ark 2012). NgR'lerden herhangi birinin kaybi, in vitro sinaps sayisinda bir
artisa neden olurken, ii¢liniin de kaybi, in vivo olarak anormal derecede yiiksek
sinaptogenez icin gereklidir. NgR1'in, koreseptor TROY ve RhoA araciliiyla sinyal
gondererek postsinaptik néronda yeni sinaps olusumunu engeller (Wills ve ark

2012).

Norodejenerasyon ve noroplastisite siirecinde rol oynayan faktorlerden biri de
Nogo-A molekiiliidiir. N0go-A nogo geninin en biiyiik transkriptidir ve merkezi
sinir sisteminde aktif olarak rol oynar. Bu protein hasar sonrasi sinir liflerinin
biiylimesini engeller. Boylece giiglii bir inhibitor etki gosterir (GrandPre ve ark 2002,
Huber ve ark 2002, Clementi 2014, Bulut 2016). Noronal Nogo-A, fetal ve erken
dogum sonrasit beyinde yiliksek oranda eksprese edilir. Ancak, néronal Nogo-A
ekspresyonunun fazla oldugu yiiksek plastisiteye sahip bazi bolgeler (6rnegin,
hipokampus) harig, yetiskinlikte cogu bolgelerde asagi yonde regiile edilir (Huber ve
ark 2002). Ozellikle yetiskin hipokampusundeki CA3 ve CA1 piramidal hiicreleri
dahil olmak tizere presinaptik ve postsinaptik noronlarda yiiksek oranda ifade edilir
(Lee ve ark 2008). Anti-Nogo-A antikorlar1 veya Nogo-A nakavt fare modelleri
kullanan bazi g¢alismalarda, CA1 ve CA3 noronlarinin bazal ve apikal dendritik
dallanmanin  karmagikliginda belirgin = degisikliklerin indiiklendigi ve CA3
aksonlarmin yogun sekilde filizlenmesine yol agtigi gostermistir (Zagrebelsky ve ark
2010).

Son raporlar, p75-NTR ve Nogo reseptorii (NgR) arasindaki etkilesimin norit
biiyiimesini inhibe ettigini gostermektedir (Miki ve ark 2014). P75-norotrofin
reseptOrii (p75-NTR), hayatta kalma, apoptoz ve aksonal biiylime gibi bir¢ok farkl
hiicresel fonksiyona aracilik edebilir. Bu farkli islevler, hiicresel baglanmaya, uyarici
liganda, koreseptorlerin birlesmesine ve spesifik sinyal yollarii aktive etmek icin

hiicre i¢i baglayic1 proteinlerin etkinlesmesine baghdir. Ayrica, p75-NTR, Nogo
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reseptor sinyal kompleksinin bir pargasidir ve aksonal biiylimeyi inhibe etmek i¢in
miyelin proteinleri tarafindan aktive edilmistir. P75-NTR 6nemli rollerinin oldugu
bilinmesine ragmen, belirli sinyal yollarini aktive ettigi mekanizmalar hakkinda ¢ok
az sey bilinmektedir (Volosin ve ark 2008). Miyelin Transkripsiyon Faktorii 1
(NZF2b/7ZFMytl) ise oligodendrositlerin gelismesinde ifade edilir. PLP1, MAL2
vb. gibi miyeline 6zgl ¢esitli gen irlinlerinin ifadesinde 6nemli bir role sahiptir
(Chandrasekar ve Dreyer 2010).

Yukarida sunulan bilgilerden yola ¢ikarak beyindeki ¢inko homeostazisi
bozuldugunda Alzheimer hastalig1 ve depresyon gibi hastaliklarda etkili oldugu ve
cinkonun o6zellikle hipokampusta sinaptik cevabi etkiledigi ve beyinde yapisal,
diizenleyici ve katalitik pek cok proteinin yapisinda kritik rol oynadigi sdylenebilir.
Ayrica noron aktivitesinin diizenlenmesi ve beyin gelisiminde etkili olan pek ¢ok
diizenleyici molekiiliin bulundugu son zamanlarda yapilan ¢alismalarda bildirilmistir.
Bu nedenle, ¢alismamizda c¢inko eksik diyetle beslenen gebe siganlarin erkek
yavrularinda, ¢inko eksikligi ve uygulamasmin hipokampus dokusundaki bu
diizenleyici molekiillerin gen ifadesi diizeylerinin belirlenmesi amaglanmistir.
Boylelikle beyin gelisimini diizenleyen molekiiler yolaklarda c¢inkonun olasi

etkilerini géstermek miimkiin olabilecektir.
1.1. Cinko

Cinko insan viicudunda en bol bulunan temel elementlerden biridir. Emilimi
duodenum ve jejunumda gergeklesir ve tiim organlara, dokulara, sivilara ve salgilara
dagilir (Golan ve ark 2017). Yetiskin bireylerde, ortalama ¢inko miktar1 1,4-2,3 g
olmakla birlikte, ~%60" iskelet kasinda, %30'u kemikte, %5'i karacigerde ve deride
depolanir (Chasapis ve ark 2012, Kambe ve ark 2014). Ayrica ¢ogunlukla testis ve
beyin dokular1 da ¢inko igerir. Beyinde ise hipokampus, amigdala, serebral korteks,
talamus ve olfaktor kortekste en yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (Kumar ve ark
2016). Yetiskin beynindeki toplam ¢inko konsantrasyonu yaklasik 200 uM kadardir.
Bu cinko miktarinin 1 uM'den ¢ok daha az miktarinin ekstraseliiler matrikste yer
aldigi tahmin edilmektedir. Ayrica, beyin omurilik sivisindaki (BOS) ¢inko
konsantrasyonu yaklasik 0.15 uM iken, plazmadaki c¢inko konsantrasyonu ise

yaklagik 15 uM kadardir (Takeda ve Tamano 2009).



Cinko, tiim gida gruplarindan temin edilebilir, ancak bazi 6nemli ¢inko diyet
kaynaklar1 arasinda kirmizi et, kiimes hayvanlari, balik, diger deniz {irilinleri,
baklagiller, kuruyemisler, tam tahillar ve siit tirtinleri bulunur (Dixon ve ark 2001,
Ervin ve Kennedy-Stephenson 2002). Pek ¢ok takviye gidalarda kullanilan ginko
formlar1 ¢inko asetat, ¢inko glukonat, ¢inko metionin, ¢inko karbonat, ¢inko kloriir
gibi amino asit selatlaridir. Cinko oksit ve ¢inko siilfat ise en sik kullanilan
formlaridir. ABD Gida ve ilag¢ Dairesi (FDA) tarafindan genel olarak giivenli olarak
kabul edilen bes ¢inko tuzu vardir. Bunlar ¢inko siilfat, ¢inko kloriir, ¢inko glukonat,
cinko oksit ve c¢inko stearattir. Ancak, higbir ¢inko bilesiginin gidaya dogrudan
eklenmesinin FDA tarafindan giivenli olmadig1 da bildirilmistir (Salgueiro ve ark
2002).

Cinko, canli organizmalarda demirden sonra ikinci en bol bulunan gegis
metal iyonudur. Ancak hemoglobine bagli demir dikkate alinmazsa en bol gegis
metali olarak degerlendirilir (Vasak ve Hasler 2000). Ayrica 300'den fazla enzimin
kofaktorii olan tek metal oldugu da bilinir (Rink ve Gabriel 2000). Bununla birlikte
yapisal proteinlerin ve metaloproteazlar, nitrik oksit sentaz ve siiperoksit dismutaz,
hidrolazlar, transferazlar, oksidorediiktazlar, ligazlar, izomerazlar ve ligazlar gibi
yaklagik 2.700 enzimin yapisinda bulunur (Andreini ve Bertini 2012, Nuttall ve
Oteiza 2012, Prasad 2013, Terrin ve ark 2015, Golan ve ark 2017). Ayrica
reseptorler, enzimler ve hiicre sinyal yolaklarinda yer alan proteinler dahil olmak

lizere bir¢ok proteinin iglevini diizenler (Adamo ve Oteiza 2010).

Insan proteomundaki proteinlerin ~%10'u ¢inkoya bagimhidir ve bundan
dolay1 ¢inko viicuttaki en onemli eser elementlerden biridir. Viicuttaki ¢ogu ¢inko,
metal selasyonu, antioksidan koruma, hiicresel onarim siirecleri, beslenme
bagisiklig, biiyime ve farklilasma i¢in Onemli bir protein sinifi olan

metallotiyoneinlere (MT) baglidir (Brion ve ark 2021).
1.1.1. Cinko Eksikligi

Cinko insan saglig1 icin o kadar kritik bir elementtir ki en ufak bir eksikligi
bile ¢ok biiyilk problemlere neden olabilir (Chasapis ve ark 2012). Cinko,

homeostazda, bagisiklik fonksiyonunda, oksidatif streste, apoptozda ve yaslanmada



kritik etkiye sahiptir ve halk sagligi agisindan biiylk Onem tasiyan Onemli
bozukluklar ¢inko eksikligi ile iligkilidir (Kumar ve ark 2016).

Beslenmede c¢inko eksikligi gelismekte olan iilkelerde yaygindir (Black
2003). Diinya niifusunun yaklasik %50'si ¢inko eksikligi ile risk altindadir.
Cocuklarda ise ¢inko eksikligi hem gelismekte olan hem de gelismis iilkelerde bir
beslenme ve saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Takeda ve Tamano 2009).
Cocukluk ¢aginda ¢inko eksikliginin ciicelige, zihinsel ve fiziksel gelisme geriligine,
bagisiklik fonksiyon bozukluguna ve Ogrenme glgcliigline neden oldugu
bilinmektedir (Kumar ve ark 2016). Hatta g¢ocuklarda ¢inko eksikligi normal
biiylimenin yan1 sira entelektiiel gelisimi ve tlreme sistemi saglhigini da

engelleyebilmektedir (Bhowmik ve ark 2010).

Cinko eksikligi, anne ve yeni dogan morbidite ve mortalite riskinde artisa yol
acar. Yapilan bir ¢calismada normal dogumla dogan olgun bebekleri olan kadinlar,
hamilelik sirasinda anormal dogum yapan ve/veya anormal gelismis bebekleri olan
kadinlara gore Onemli Ol¢iide daha yiliksek serum c¢inkoya sahip oldugunu
gostermistir (Jameson 1976). Bununla birlikte birgok g¢alismada, ¢inko alimlarinin
onerilenlere kiyasla cok diisiik olmasi nedeniyle hamile kadinlarin ¢inko eksikligi
riski altinda oldugunu gostermistir. Bu riske sahip kadinlarin ¢ogunun tiikettigi
diyetin yiiksek fitat icerigine sahip oldugunu da bildirmistir. Geng kizlar, ¢ogul
gebeligi olan kadinlar, hastalik veya ilaglar nedeniyle bagirsak emilimi bozulmus
kadinlar ve 6zellikle diisiik proteinli, yiiksek fitatli diyet tiiketen kadinlar, hamilelik
sirasinda ¢inko eksikligi gelistirme riski tasiyor olabilecegini One siiriilmistiir

(Huddle ve ark 1998, Odland ve ark 1999, Ortega ve ark 1999).

Maternal serum ¢inko konsantrasyonu, hemodiliisyon, hormonal
degisiklikler, idrar ile ¢inko atiliminin artmasi, maternal dokular tarafindan ¢inko
alimmin artmasi ve aktif maternal-fetal ¢inko transferi gibi nedenlerle gebelik
doéneminin 35. haftasina kadar azalir (Donangelo ve King 2012). Annenin beslenme
durumu perinatal ve neonatal saglik durumunun 6nemli bir belirleyicisidir. Diinya
capinda hamile kadinlarin %82'sinin genellikle diizenli ¢inko alimindaki yetersizlik
ve muhtemelen c¢inko eksikligine bagli saglik problemlerinden muzdarip oldugu
tahmin edilmektedir (Caulfield ve ark 1998). Gebelikte ¢inko eksikligi, noral tiip

defektleri gibi fetal malformasyonlar, intrauterin biiyiime geriligi ve eriskin yasamda
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kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklari yoniinden risk olusturabilir (Tomat ve ark
2013, Moghimi ve ark 2017, Akdas ve Yazihan 2020). Bununla birlikte, gebe
kadinlarda ¢inko eksikligi fetal beyin hiicrelerinin azalmasina neden olabilir ve

gelisimlerini etkileyebilir (Bhowmik ve ark 2010).

Gebelik ve dogum sonrasi erken gelisim sirasinda diisiik seviyedeki ¢inko
alimi teratojenik degildir, ancak norotransmisyon ve hiicre sinyalini etkiler
(Chowanadisai ve ark 2005, Aimo ve ark 2010 ). Ayrica, erken dogum sonrasi ¢inko
eksikligi sepet ve yildiz hiicreleri, purkinje hiicreleri ve serebellum graniil
noronlarmin sayisini ve farklilasmasini etkiler (Dvergsten ve ark 1983, Dvergsten ve
ark 1984, Dvergsten ve ark 1984). Ayrica ¢inko eksikliginin, néronlarda muhtemelen
yag asidi metabolizmasinin bozulmasina neden olan uzun ®-3 ve ®-6 zincirlerinin
azaldigini gosteren bazi kanitlar vardir (Wauben ve Wainwright 1999). Bununla
birlikte ¢inko, tiroid hormonlarinin metabolizmasinda, reseptor islevinde ve merkezi
sinir sistemini etkileyebilecek diger hormonlarin tasinmasinda da rol oynar (Morley
ve ark 1980).

Cinko eksikliginin siganlarin biligsel yeteneginin bozuldugunu gosteren ilk
calisma Caldwell ve ark (1970) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu bulgulari
destekleyen caligmalarda yapilmistir ve ¢inko eksikliginde elektriksel uyari
sonrasinda yosun liflerinin sira dis1 tepkilerin oldugu belirlemislerdir (Hesse 1979,

Hesse ve ark 1979).

Maternal ¢inko eksikliginin deney hayvanlarinda fetiis biiylimesi lizerindeki
etkisi cok agik bir sekilde gosterilmistir. Dogumdan birkag ay sonra azalmis
bagisiklik ve 6grenme veya hafiza bozukluklar1 gibi sonraki donem etkilerinin
oldugu da belirlenmistir (Caulfield ve ark 1998). Sicanlarin gebeligin son tigte birlik
doneminde veya laktasyon boyunca siddetli maternal ¢inko yoksunlugunun, sonraki
yasamda besinsel olarak takviye edilen soylarda anormal noéropsikolojik performansa
neden oldugu belirlenmistir. Ayrica belirtiler arasinda davranista bozukluklar, kisa ve

uzun siireli bellekte azalma ve artan saldirganlik oldugu da tespit edilmistir

(Sandstead 1985, Halas ve Eberhardt 1987).



1.1.2. Cinkonun Diizenlenmesi

Cinkonun organizmada katalitik, yapisal ve diizenleyici olmak {izere ii¢ ana
biyolojik rolii vardir (Chasapis ve ark 2012). DNA sentezi, biiylime, davranis, beyin
gelisimi, fetal gelisim, tireme, membran gegisleri, kemik olusumu ve yara iyilesmesi
dahil olmak iizere bir¢ok hiicre siirecini kontrol eden enzimlerin Kkataliz ve ko-

katalizde dogrudan iligkilidir (Mocchegiani ve Fabris 1995, Barceloux 1999).

Uygun kosullar altinda, fazla miktarda ¢inko birikimini veya eksikligini
onlemek i¢in homeostatik kontroller devam eder. Bu homeostaz, ¢inkonun alimu,
atilm1 ve hiicre i¢i depolanmasi/trafiginde yer alan farkli proteinler tarafindan
gerceklestirilen senkronize bir diizenleme sonucunda olmaktadir. Bu proteinler,
hiicre i¢i ¢inko seviyelerini kontrol eden membrandz tasiyicilar: (ZnT ve ZIP aileleri)
ve metallotiyoneinleri igerir (Sekler ve ark 2002, Kambe 2013, Kambe ve ark 2015,
Kambe ve ark 2017). ZIP proteinleri, hiicre dis1 ve vezikiiler ¢inkoyu hiicre igerisine
alimidan sorumludur ve sitoplazmik ¢inko seviyesini arttirir. Bu protein tastyicilar
ZIP1-ZIP14 olarak adlandirilan 14 iiyeden olusur ve Solute Carrier Family 39
(SLC39) olarak isimlendirilirler. ZnT proteinleri ise, hiicre i¢i ¢inkonun disar
akisini artirarak veya ¢inkonun vezikiiler alimini sinirlandirarak uzaklastirir. ZnT1—
ZnT10 olarak adlandirilan on iiyeden olusur ve Solute Carrier Family 30'a (SLC30)
olarak isimlendirilirler (Huang ve Tepaamorndech 2013, Jeong ve Eide 2013,
Schweigel-Rontgen 2014). ZIP1 beyin sapi, beyincik, én beyin ve hipokampusta
bulunur (Qian ve ark 2011). Metallotiyoneinler, tek zincirli bir proteindir ve
korunmus amino asit dizisine sahiptir. Bir metallotiyonein molekiilii 7 atom ¢inko ile
baglanabilir. Hidroksil radikali veya nitrik oksit salinimi, apoptoz ve agir metallerin
(Zn, Cu ve gibi) baglanmasi ve degisimi gibi gorevleri mevcuttur. (Burdette ve
Lippard 2003, Florianczyk ve ark 2003, Thirumoorthy ve ark 2011, Ruttkay-
Nedecky ve ark 2013, Krezel ve Maret 2017). Metallotiyoneinler, nérolojik
hiicrelerde temel ¢inko dengesinin korunmasinda kilit bir role sahiptir. Memelilerde,
lic tanesi merkezi sinir siteminde olmak iizere toplam dort adet (MTI-MTIV)
metallotiyoneinlerin oldugu bilinmektedir (Babula ve ark 2012, Kumar ve ark 2021).
Bunlardan MTIII’den salinan ¢inkonun ise hipokampal CA1 bolgesi ve talamus dahil
olmak {lizere bazi beyin bolgelerinde noronal oliime katkida bulundugu

diistiniilmektedir (Lee ve ark 2003, Lee ve Koh 2010, Babula ve ark 2012).



Beyin bariyer sisteminin de beyindeki ¢inko homeostazisine olduk¢a biiyiik
katkis1 vardir. Plazmadan beyin hiicre dis1 sivisina ve beyin omurilik sivisina ¢inko
tasinmasi, beyin bariyer sistemi (kan-beyin ve kan-BOS bariyeri) tarafindan ciddi bir
seklide diizenlenmektedir. Bu nedenle beyindeki ¢inko homeostazi norolojik
hastaliklarla yakindan iligkilidir (Takeda ve ark 2000, Takeda 2001, Capasso ve ark
2005, Mocchegiani ve ark 2005, Bressler ve ark 2007, Takeda ve Tamano 2009).

Cinko salinimi, hipokampusa bagimli 6grenme ve hafiza i¢in gereklidir
(Yang ve ark 2013). Beyindeki ¢inko homeostazisinin, diyetle alinan ¢inko eksikligi
ile kolayca bozulmadigini bildiren ¢aligmalar vardir (Takeda 2000, 2001). Bununla
birlikte, arastirmacilar kronik ¢inko eksikliginin  hipokampustaki ¢inko
konsantrasyonunu  azaltabilecegini  bildirmislerdir. Bunun nedeninin  ise
hipokampusun beyindeki ¢inko eksikligine duyarli olmasindan ileri gedigini one

stirmiislerdir (Takeda 2001).
1.1.3. Beyin Gelisiminde Cinkonun Onemi

Beyin gelisimi i¢in beslenme faktorleri arasinda enerji, protein, yag,
karbonhidrat, demir, bakir (Cu), ¢inko (Zn), iyot, tiamin, folat, selenyum, kolin, A,
B12, C, D vitaminlerinin ve uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerinin ideal

oranlariin uygun sekilde verilmesi ve alinmasi yer alir (Brion ve ark 2021).

Cinkonun sinir sistemindeki fizyolojik islevleri, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ¢inko
konsantrasyonlarinin hassas dengesine baglidir (Colvin ve ark 2003, Frederickson ve
ark 2005). 1943 yilinda ilk olarak fare ve kopeklerde yapilan bir calismada
radyoaktif isaretleme yapilarak, bu hayvanlarin dokularinda ¢inkonun varlig tespit
edilmistir (Sheline ve ark 1943). Yaklasik 70 yi1l once ise Maske (1955), dentat
girusta ortaya ¢ikan yosunlu lifler olarak adlandirilan graniiler hiicre aksonlarinin
¢inko agisindan zengin oldugunu tespit etmistir. Sonraki baska bir aragtirmaci CA3
piramidal hiicrelerin dendritleri ile sinaps yapan terminallerde ¢inkonun
bulundugunu belirtmistir (McLardy 1960). Daha sonra hipokampal g¢inkonun
yaklagik %8'ini olusturmak i¢in vesikiillerde yer aldig1 gosterilmistir (Frederickson
ve ark 1982).

Gelisme sirasinda uygun sayida sinaptik baglanti kurulmasi, normal beyin

fonksiyonu i¢in 6nemlidir. Bu siiregteki basarisizliklar, zihinsel gerilik, otizm ve
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sizofreni dahil olmak {izere norolojik bozukluklarin temelini olusturabilir (Eastwood

2004, Bassell ve Warren 2008, Stidhof 2008, Wills ve ark 2012).

Cinko iyonlar1 beyinde bol miktarda bulunur ve toplam beyin ¢inkosunun
yaklasik %10'u, uyarma ile salinabilen ve sinaptik sinyallemenin modiilasyonunda
rol oynayan sinaptik vezikiillerde yer alir (Frederickson ve ark 2005). Amigdala,
hipokampus, serebral korteks, talamus ve olfaktor kortekste en yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Ozellikle sinaptik plastisite, dgrenme, bilgi isleme,
hafiza ve néronal gelisimin diizenlenmesinde 6nemli gorevler tstlenir (Gulya ve ark

1991, Ono ve Cherian 1999, Frederickson ve ark 2000, Kumar ve ark 2021).

Cinko beyinde proteinlere bagli olarak bulunur (Bhatnagar ve Taneja 2001).
Sinir sisteminin fizyolojisinde noéronal hiicre oksidan {iretiminin diizenlenmesinde,
sinyal akisinin saglanmasinda, hiicrenin hayatta kalmasinda, noéronal hiicre
cogalmasinda ve farklilasmasinda yer alan 6nemli bir mikro besindir (Adamo ve
Oteiza 2010). Cinko bagimli enzimlerin beyin biiylimesinde rol oynamasinin yani
sira, ¢inko-parmak proteinlerinin beyin yapisi ve sinir iletimine katilmasi, ¢inko
bagimli  norotransmitterlerin  beyin  hafiza  fonksiyonunda yer almasi,
norotransmiterlerin  6ncli tretiminde yer almast ve metallothionein-111 gibi
noronlarda ¢inko baglayan proteinler i¢in gerekli olmasi yoniiyle ¢inko merkezi sinir
sisteminin geligimi igin kritik bir besindir (Salgueiro ve ark 2002). Bu nedenle

yasamin her asamasinda gereklidir.

Cinko, merkezi sinir sisteminin normal gelisimi i¢in gereklidir. Ozellikle
norogelisim sirasinda kok hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasini yonlendiren cesitli
proteinlerin, enzimlerin, hormonlarin ve biiylime faktorlerinin olusumu ve islevi i¢in
vazgecilmezdir. Ornegin, DNA sentezinde kritik rol oynayan DNA polimeraz gibi
anahtar enzimlerin ¢inko gerekliligi gelismekte olan beyin i¢in onem arz eder. Bu
nedenle, gebelik sirasindaki hafif ¢inko eksikliginin bile yavrularda 6grenme ve

hafiza anormalliklerine yol agmasi sasirtict degildir (Duncan ve Hurley 1978).

Merkezi sinir sisteminde bulunan ¢inkonun yaklasik olarak %20'si serbest
formdadir ve glutamaterjik noronlarin presinaptik vezikiillerinde yer alir. Bu
vezikiillerdeki ¢inko beyin aktivitesine bagli olarak sinaptik yariga salinir. Daha

sonra AMPA, NMDA, GABA, glisin reseptorleri gibi bir¢ok ndrotransmitter



reseptdriiniin ve voltaja baglt iyon kanallarimin aktivasyonunu diizenler (Kumar ve
ark 2021). Bu nedenle g¢inko, sinaptik iletimde Onemli rol oynar ve endojen
noromodiilatér olarak hizmet eder. Ayrica ¢inko, postsinaptik yogunluk (PSD)
stabilitesinin diizenlenmesi i¢in de onemlidir (Takeda ve ark 2014, Prakash ve ark
2015).

Hayvanlar iizerinde yapilan ¢ogu takviye ¢alismasinin, beynin hizli biiylimesi
doneminde ciddi ¢inko eksikliginin duygusal gelisimi, rehavet durumunu,
ogrenmeyi, dikkat ve hafizayr degistirdigini gostermistir (Golub ve ark 1995, Golub
ve ark 2000). Cinko eksikligi olan hayvanlardan dogan yavrularda 6grenme ve
ezberleme giicliiklerinin oldugu rapor edilmistir. Bu bulgular, néron sayisinda
azalma olan yasamin ilk haftalarindaki donemlerde yetersiz ¢inko alimi ile
iliskilendirilmistir (Favier 1992, Caulfield ve ark 1998). Bu nedenle hamileligin
ortasindaki maternal ¢inko durumu, optimal merkezi sinir sistemi gelisimini
saglamak icin 6zellikle dnemli olabilir. Ciinkii hizli nérojenez ve yapisal gelisim

tiglincii trimesterden once gergeklesmektedir (Caulfield ve ark 1998).

Piechal ve ark (2012) yaptiklar1 ¢alismada, dogum Oncesi ve sonrasi ¢inko
takviyesi alan deney gruplarindan dogan sigcan yavrulari, hafizada Onemli
gelismelerin yan1 sira kontrollere kiyasla serum ¢inko seviyelerinde bir artig
gosterdigini ve c¢inko takviyesinin erken biligsel gelisimi olumlu etkiledigini
bildirmistir. Ayrica, bagka bir ¢alismada dogumdan sonra ¢inko destekli bir diyetle
beslenen siganlarin, sonraki diyet kaynakli ¢inko eksikligine karsi daha direngli
olabilecegini gosteren bazi kanitlarda 6ne siiriilmistiir (Opoka ve ark 2010). Yapilan
bir baska calismada, siganlarda gebeligin son iicte birlik doneminde ¢inko
eksikliginin fiziksel olarak belirgin sekil bozukluklarina neden olmadigi, ancak fetal
biiylime gerilik ve beyin hiicrelerinin sayisinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir
(McKenzie ve ark 1975).

Cinkonun ayrica hiicresel sinyal iletim siireclerini modiile ettigi ve hatta
beyindeki ¢inko igeren ndronlarin sinaptik nérotransmisyon modiilatorii olarak islev

gordiigii de belirlenmistir (Beyersmann 2002).

Beyin gelisimi sirasinda ¢inkonun rollerinin karmasik oldugunu gosteren bazi

veriler de mevcuttur. Bu durum apaotoz bakimindandir. Ciinkii apoptotik hiicre
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oliimii, noronlarin gelisimsel kisalmasi ve plastisite donemlerine katkida bulunur.
Cho ve ark (2010)’nin gergeklestirdikleri bir ¢alismanin bulgularina gore, erken
neonatal donemde merkezi sinir sistemini igermeyen ¢inkonun selasyonu, normal
proapoptotik yolaklarda bir diisiise ve antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunda
eszamanl bir artisla iligkili ndronal apoptoza yol agtig1 belirlenmistir. Bu verilerin,
serbest ¢inkonun, gelisim donemleri sirasinda programlanmis apoptotik ndronal

kisalmanin kontroliinde anahtar bir faktor olabilecegini diistindiirmiistiir.
1.1.4.Cinko ve Hipokampus

Insan viicudu, viicuda dagilmis olan 2-3 gram ¢inko igerir ve
konsantrasyonlari 6zellikle hipokampus, hipotalamus ve amigdala dahil olmak tizere

limbik sistemde yiiksektir (Bhowmik ve ark 2010).

Cinko beyinde bol miktarda bulunur. Ozellikle isitsel beyin sap1, koku alant,
amigdala, hipokampus ve kortekste miktar1 oldukca fazladir. Beyinde bulunan
¢inkonun ¢ogunlugu (%80-90) metal baglayici proteinlere bagliyken, kalan kisim
uyarict néronlarin biiylik bir alt popiilasyonunun sinaptik vezikiillerinde paketlenir.
Bu sinaptik veya vezikiiler ¢inko, aktiviteye bagli bir sekilde salinir ve NMDA,
AMPA, GABAA ve glisin reseptorlerinin yani sira voltaja bagli iyon kanallar1 dahil
olmak {izere birgok norotransmitter reseptoriiniin aktivasyonunu diizenler (Weiss ve
ark 2000, Singla ve Dhawan 2012, Pekun ve ark 2014). Ayrica hipokampusta, uzun
stireli gliclenmenin (LTP) uyarilmasi, ¢inko iyonlarinin konsantrasyonuna baglidir
(Kumar ve ark 2021). Yapilan birka¢ ¢alismada, beyinlerinde yaralanma meydana
getirilen hayvanlarin hipokampusunde noéronal oOncii hiicre proliferasyonunu ve

norojenezi arttirdigi da bildirilmistir (Cope ve ark 2016, Levenson 2020).

Cinko oOzellikle hipokampusta sinaptik cevabi etkilemektedir ve beyinde
yapisal, diizenleyici ve katalitik pek ¢ok proteinin yapisinda kritik rol oynamaktadir
(Akdeniz ve ark 2016). Son arastirmalar, salgilanan ¢inkonun bilgi isleme, sinaptik
plastisite, 0grenme ve hafizada ¢ok Onemli roller oynadigini One siirtilmiistiir.
Gergekten de, c¢inkonun hipokampusta bellek olusumunun altinda yatan

mekanizmalar i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Kumar ve ark 2016).

Gelisimsel c¢inko eksikliginin daha sonraki néropsikolojik performansi

etkiledigi mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Ancak diyet ¢inko eksikliginin
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O0grenme ve hafiza bozukluguna neden olabilecegini gosteren ¢ok sayida arastirma
mevcuttur (Halas ve ark 1986, Halas ve Eberhardt 1987, Bhatnagar ve Taneja 2001,
Gao ve ark 2011). Bununla birlikte ¢inkonun fazla miktarda alinmasi ile beyin ginko
homeostaz1 ve hafiza iizerindeki etkileri hakkinda birka¢ ¢alisma mevcuttur. Flinn
ve ark (2005) ve Turner ve Soliman (2000) c¢inko takviyeli siganlarin uzamsal

referans hafiza eksikligi gosterdigini bildirmistir.

Hunt (1984) gebelik ve emzirme boyunca hafif maternal ¢inko eksikliginin
(10 mg ¢inko/kg maternal diyet) yetiskin yavrularda inflamasyon bulgusu olmaksizin

hipokampal piramidal hiicrelerin asir1 lekelenmesine neden oldugunu gostermistir.

Beyin bariyer sisteminin siki  bir sekilde diizenlenmesine ragmen,
hipokampusun ¢inko eksikligine olduk¢a duyarli oldugu yapilan bir g¢alismada
belirlenmistir. Bu ¢alismada 12 hafta boyunca ¢inkodan eksik diyetle beslenen
siganlarin beyinlerindeki ¢inko konsantrasyonu ve Zn (65) alimi incelenmistir. Cinko
eksikligi olan siganlarda hipokampus disinda beyindeki ¢inko konsantrasyonlarinin
onemli dl¢iide azalmadigi tespit edilmistir. Cinko eksikligi olan siganlar ZnCl(2) (65)
enjeksiyonundan 6 giin sonra Zn (65) ile beyin otoradyografisine tabi
tutulduklarinda kontrol siganlarindan 6nemli dl¢iide daha yiiksek (artis oran1 yaklasik
%150) oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismanin bulgulari, hipokampusun yetiskin
beynindeki diyet ¢inko yoksunluguna en duyarli bélgesi oldugu ve beyindeki ¢inko
homeostazinin ¢inko yoksunlugu ile degistirildigi gostermistir (Takeda 2001). Bu
bulgulara karsilik in-vivo mikrodiyaliz deneyleri ise, hipokampustaki ekstraseliiler
¢inkonun, 2 haftalik ¢inko eksik diyetle beslenen geng¢ sicanlarda 6nemli Glgiide
degismedigini gostermistir (Takeda ve ark 2006). Ancak yapilan bagka galigmalarda
da 4 haftalik ¢inko yoksunlugundan sonra geng sigcanlarda hipokampustaki hiicre disi
cinkonun azaldigi da belirlenmistir (Takeda ve ark 2003a, Takeda ve ark 2003b).

1.2. Beyin Gelisimi, Cinko ve Gen ifadesi

Yapilan ilk caligmalarda erken dogum sonrasi ¢inko eksikliginin DNA ve
protein sentezinde bozulmalara neden oldugu ve beyin polisomlarinda azalmalarin
gozlemlendigi bildirilmistir (Sandstead ve ark 1972, Fosmire ve ark 1975, Duerre ve
ark 1977).
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Cinko, kromatinin yapisi, DNA'nin replikasyonu ve transkripsiyon faktorleri
ve RNA ve DNA polimerazlarin aktivitesi yoluyla RNA'nin transkripsiyonu dahil
olmak iizere cesitli sekillerde genetik stabilite ve gen ekspresyonu siireclerinde yer
alir. DNA onariminda ve programlanmis hiicre 6liimiinde rol oynar (Falchuk 1998).
Ayrica makromolekiillerin sentezi, sinyal kaskadlarinin ve gen transkripsiyonunun
diizenlenmesi ve tasima siirecleri dahil olmak T{izere c¢ok sayida islemin
diizenlenmesinde yer alan reseptorler ve enzimler gibi proteinlerin aktivitesini
diizenler. Bu siire¢lerde hiicre i¢i sinyal iletiminin ikinci habercisi olarak ¢inkonun
Oonemi son zamanlarda daha da anlasilmistir. (Yamasaki ve ark 2007). Ayrica ¢inko
redoks homeostazinin diizenlenmesi, DNA onarimi, sentezi ve metilasyonu da dahil
olmak iizere ¢esitli etkilerle genomik dengenin korunmasinda rol oynar (Nuttall ve
Oteiza 2012, Nuttall ve Oteiza 2014, Kumar ve ark 2016). Ayrica ¢inko, enzimlerin,
proteinlerin ve sinyal transkripsiyon faktorlerinin biyolojik aktivitesinin yani sira
DNA ve RNA polimerazlar, histon deasetilazlar ve DNA ligazlar1 gibi cesitli
enzimler i¢in yapisal, diizenleyici ve katalitik kofaktorler olarak gérev yapan cesitli

homeostatik mekanizmalarin korunmasinda da rolii vardir (Choi 2012).

Proteine bagl ve serbest ¢cinkonun homeostazi normal beyin fonksiyonu i¢in
kritik oneme sahiptir. Ciinkii, ¢inko ¢esitli transkripsiyon faktorleri icin yapisal
stabilite saglar. Bunu yaparken de gen ifadesinin diizenlenmesinde onemli bir rol
oynar ve ndronal metabolizmadaki diizinelerce anahtar enzimin aktivitesinden

sorumludur (Gower-Winter ve Levenson 2012).

Cinko, ¢inko parmak proteinleri olarak bilinen molekiilleri olusturmak igin
benzersiz bir yetenek yoluyla bir¢ok transkripsiyon faktoriinin DNA baglama
yeteneginden sorumludur. Her yerde bulunan bu proteinler, gen ekspresyonunu
dogrudan diizenler. Ayrica RNA ile ara yiizey olusturup, protein-protein
etkilesimlerini kolaylastirdig1 diistiniilmektedir. Bununla birlikte néronal biiylime ve
gelismede rol oynayan tiroid hormon reseptorii ve noéronal farklilagsmaya katilan hem
retinoik asit reseptorleri hem de D vitamini reseptorlerini igerir (Gower-Winter ve

Levenson 2012).
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1.2.1. Norotrofin Reseptorii (p75-NTR)

Sinir sisteminin gelisimi ve korunmasi, sinir hiicrelerinin yayilimi ve bunlara
karsilik gelen hiicre ylizeyi reseptorleri arasindaki karmasik bir etkilesim tarafindan
diizenlenir (Roux ve Barker 2002). p75-norotrofin reseptorii (p75-NTR), 1970'lerde
ve 1980'lerde ilk tanimlanmistir. O yillardan bu yana bu reseptoriin iglevlerini ve bir
hiicre belirteci olarak roliinii agiklamaya c¢alisan ¢ok sayida calisma
gerceklestirilmistir.  Altta yatan mekanizmalar1 anlamada Onemli ilerleme
kaydedilmis olsa da, p75-NTR'nin kararsiz islevleri heniiz tam olarak anlasilmig
degildir (Becker ve ark 2018). Ancak hiicre oOlimii ve hayatta kalmasinin
diizenlenmesi, yara olusumu, enerji harcamasi ve hipoksik tepki dahil olmak tizere
cok ¢esitli biyolojik siireglerde merkezi bir rol oynadig ileri siiriilmektedir. Boylece
doku onarimi, metabolizma ve nérodejenerasyon i¢in hayati 6nem tasiyan biyolojik

islevlere katkida bulunur (Malik ve ark 2021).

Tiimor nekroz faktor reseptorii 1 (TNFR1) ve TNFR2, Fas, RANK ve CD40
dahil olmak iizere yaklasik 25 reseptor igeren TNF reseptor siiper ailesinin ilk
tanimlanan tiyesi p75-NTR’dir (Baker ve Reddy 1998). p75ntr geni, yaklasik insan
kromozomunun 17q12-17q22’yi kapsayan alti ekzon icerir (Huebner ve ark 1986,
Sehgal ve ark 1988). Yaklasik 300 niikleotitlik 5' UTR bdlgesi ve bir tane korunmus
poliadenilasyon sinyali igeren ve ~2000 niikleotid uzunlugunda 3’UTR bolgesi olan
3.8 kb'lik bir mRNA'y1 kodlar (Johnson ve ark 1986). p75-NTR promotor dizisi

sican, fare ve insanda oldukg¢a benzerdir (Metsis 2001).

Simdiye kadar iyi tanimlanan memeli ndronal farklilagma faktorleri arasinda
norotrofinler yer alir. Notrofinler 6nceden hayatta kalma faktorleri olarak tanimlansa
da daha sonra noroblast ve noral krest hiicre proliferasyonunun diizenlenmesini, norit
biiylimesinin diizenlenmesini, sinaptik 6zelliklerin modiilasyonunu, hayatta kalma ve
apoptozun indiiklenmesini igeren genis bir cevaba aracilik ettigi diisiiniilmektedir
(Purves ve ark 1988, Oppenheim 1991, Lewin ve Barde 1996, Bibel ve Barde 2000,
Huang ve Reichardt 2001). Norotrofinlerin gesitli biyolojik islevlerine aracilik eden
sinyal iletim sistemleri, iki hiicre ylizeyi reseptorii ile baslatilir. Bu reseptdrlerden
biri tropomiyozin ile iliskili kinaz (Trk) tirozin kinaz reseptorleri, digeri ise p75-
NTR’dir. Bu reseptdrler, norotrofine bagimli farkli sinyal yollarin1 aktive ederler.

Bazi durumlarda ise, sadece otonom yollar1 aktive etmekle kalmaz, ayn1 zamanda
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norotrofinlerin etkilerine aracilik etmek igin de birlikte hareket ederler (Roux ve
Barker 2002).

p75-NTR, sitoplazmik alan1 katalitik aktiviteden yoksun oldugu igin
geleneksel yollardan sinyal olusturmaz (Liepinsh ve ark 1997, Caporali ve Emanueli
2009). Bu nedenle, bu reseptoriin sinyalizasyonu kismen, norotrofinlere yanit olarak
reseptOr tarafindan alinan veya reseptorle iligkilendirilen diger etkilesimli proteinler

tarafindan gergeklestirilir (Hempstead 2002, Roux ve Barker 2002).

p75-NTR mRNA gelisimin en erken donemlerinden itibaren merkezi, otonom
ve duyusal sinir sisteminde ifade edilir (Heuer ve ark 1990, Roux ve Barker 2002).
Bununla birlikte p7SNTR ekspresyon seviyeleri, ¢ok ¢esitli dokularda sinir sistemi
hasar1 ile artarmistir (Armstrong ve ark 1991, Dusart ve ark 1994, Kokaia ve ark
1998, Martinez-Murillo ve ark 1998). Ozellikle yaralanma sonrasinda aksonal
bliyiimeyi ve rejenerasyonu da inhibe ettigi belirlenmistir (Choi 2012). Birgok
durumda da apoptoz siirecinin baslatilmasinda yakindan iligkili oldugu belirlenmistir
(Bagum ve ark 2001, Casha ve ark 2001, Roux ve ark 2001). p75NTR aracili
apoptozun sinyal iletim yollar1 heniiz tam olarak tanimlanmamistir. Ancak seramid
liretimini, c-jun kinaz aktivasyonunu, p53 birikimini ve g¢esitli kaspazlarin
aktivasyonunu igerdigi diisiiniilmektedir (Allington ve ark 2001). TNF reseptori gibi
bir¢ok 6liim reseptorleri kaspaz-8'in bir dizi ardigik kaspaz olayini aktive etmek i¢in
dahil oldugu ekstrinsik apoptotik sinyal yolunu aktive ederken, p75-NTR ise kaspaz-
9, 6 ve 3’1lin aktive edildigi intrinsik apoptotik kaskadin gerceklestigi yolagin aktive
edilmesinde gorev alir (Locksley ve ark 2001, Troy ve ark 2002). Boylece p75-
NTR'nin beyin gelisimde programlanmis hiicre oliimiine katki saglanmis olur
(Majdan ve ark 1997). Ayrica p75-NTR, aksonal biiylimeyi inhibe etmek igin
miyelin proteinleri tarafindan aktive edilen Nogo reseptdr sinyal kompleksinin bir

parcasi olarak da bilinmektedir (Wang ve ark 2002, Wong ve ark 2002).

Sinir biiylime faktorii (NGF), hiicre sag kalimi ve biliylimesinde 6nemli bir
role sahiptir. Cinko, NGF'nin N-terminalinin histidin kalintilarina baglanir ve p75-
NTR ve Trk reseptoriine baglanma seklini degistirir. Boylece c¢inko biyolojik
aktivitelerin inhibisyonu ile sonuglanan konformasyonel degisiklikleri indiiklemis
olur (Kumar ve ark 2021). Bu nedenle ¢inkonun p75-NTR iizerinde etkisi vardir.

Ayrica civciv noral retina kiiltiirii ile yapilan bir ¢alismada kdltiir ortamina 100 pM
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¢inko eklenmesinin NGF/p75-NTR aracili sinyallesmeyi inhibe ettigi ve apoptozu
azalttig1 belirlenmistir (Allington ve ark 2001).

Oderfeld-Nowak ve ark (2003) si¢anlarda ¢evresel gegici serebral iskeminin
ardindan, hipokampusun CA1 bolgesindeki astrositlerin cogunda p75-NTR’in yukari
yonde regiilasyona ugradigi immiinohistokimya ve ¢ift immiinofloresan yontemi ile
gosterilmistir. Bagka bir ¢alismada ise, p7/5SNTR nakavt farelerde dogum sonrasi
hipokampal piramidal hiicrelerin kontrol tip farelere goére daha fazla yiiksek omurga
yogunluguna ve daha fazla dendritik karmasikliga sahip oldugunu belirlenmistir. Bu
durum p75-NTR'nin hipokampal piramidal néronlarda dendritik morfolojiyi negatif
yonde diizenledigi diisiindiirmektedir (Zagrebelsky ve ark 2005).

1.2.2. Nogo Reseptor (Ng-R) ve Nogo-A

Nogo reseptor ailesinin yapisinda bulunan l0sin agisindan zengin tekrar
dizilerinin beyin gelisimi sirasinda olusan uyarict sinapslarin sayisini kisitlama islevi
bulunmaktadir (Wills ve ark 2012). Nogo ailesinin ii¢ iiyesinden biri olan Nogo-A
merkezi sinir sisteminin miyelinlerinde bulunur. Ozellikle nérogelisimsel,
norodejenerasyon ve noroplastisite rol oynayan faktorlerdendir. Merkezi sinir
sisteminde meydana gelen hasar sonrasinda sinir lif hiicrelerinin biiylimesini inhibe

eder (Spillmann ve ark 1998, GrandPre ve ark 2002, Huber ve ark 2002)

Nogo-A, yasam boyunca sinaptik plastisitede merkezi rol oynayan
hipokampusta CA3 ve CAl'in piramidal hiicreleri dahil pre ve postsinaptik néronlar
ile miyelin olusumundan 6nce gelismekte olan ve olgunlasmamis noronlar tarafindan
yiiksek oranda ifade edilir. Bu nedenle Nogo-A; korteks, hipokampus ve dorsal kok
gangliyon gibi merkezi sinir sisteminin bolgelerinde yiiksek bir seviyeye ulasir
(Huber ve ark 2002, Peng ve ark 2011, Clementi 2014, Bulut 2016). Bununla
birlikte, yetiskinlikte ise Nogo-A, ekspresyonun yiiksek oldugu hipokampus gibi bazi
yiiksek plastisite bolgeleri hari¢ ¢ogu anatomik yapida asagi yonde regiile edilir
(Huber ve ark 2002, Willi ve ark 2010). Her ne kadar tartismali olsa da bazi insan
calismalari, norogelisimsel kokenli, yani sizofreni ve bipolar bozukluk olan birkag
noropsikiyatrik hastalikta Nogo-A ve kromozomal konumunun degistigini
bildirmistir (Coon ve ark 1998, Shaw ve ark 1998, Novak ve ark 2002, Tan ve ark
2005, Willi ve ark 2010).
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Nogo66 reseptorii veya Reticulon 4 reseptorii olarak da bilinen Nogo
Reseptor ailesinin NgR1, NgR2 ve NgR3 olmak iizere 3 iiyesi bulunmaktadir. Bu
NgR'lerden herhangi birinin kayb1 in vitro sinaps sayisinda bir artisa neden olurken,
lcliniin de kaybi, in vivo olarak anormal derecede yiiksek sinaptogenez igin
gereklidir. NgR1'in, koreseptor TROY ve RhoA araciligiyla sinyal gondererek
postsinaptik noéronda yeni sinaps olusumunu engeller. Bu durum daha Once
yetiskinlerde akson biiylimesini kisitladigi gosterilen bir reseptér olan NgR1'in, beyin
gelisimi sirasinda uyarici sinaps sayisini siirlayan bir bariyer olarak dendritte islev

gordiigiini gostermektedir (Wills ve ark 2012).

Yetigkin merkezi sinir sisteminde Nogo-A reseptori olan NgR1 (Nogo
Reseptor 1)’in fonksiyonu hakkinda ¢ok sey bilinmektedir. NgR1, Nogo-A disinda
ayrica MAG, OMgp, FGF-1 ve FGF-2 gibi gesitli ligandlara da baglanmaktadir (Lee
ve ark 2008). NgR1 ekspresyonunun susturulmasi bu fenotipleri dendritik ve omurga
seviyesinde ¢ogaltabilir. Ayrica, akut hipokampal dilimlerdeki elektrofizyolojik
kayitlar, Nogo A veya NgR1'in fonksiyon bloke edici antikorlar kullanarak veya
NgR1’in nakavt edilmesi ile inaktivasyonun saglanmasi sonucunda LTP'nin arttigi
ortaya ¢ikmistir (Raiker ve ark 2010, Delekate ve ark 2011). NgR, sizofrenide
genetik yatkinlik icin 1y1 bilinen ve sorunlu bdlge olan 22q11 kromozomu tizerinde
bulunan bir gen tarafindan kodlanir (Liu ve ark 2002). Sizofreniden etkilenen farkli
bireylerde yapilan bir ¢aligmada, bazilar1 Nogo baglanmasini dogrudan etkileyen
birka¢ nokta mutasyon tanimlanmistir. NgR nakavt farelerde, bazi sizofreni

semptomlarina benzeyen davraniglar sergilendigi gosterilmistir (Clementi 2014).

Nogo-A'nin aksine, NgR oligodendrositler iizerinde tanimlanmaz, ancak
serebral kortikal piramidal néronlar ve serebellar purkinje hiicreleri de dahil olmak
tizere noronlarin bir alt kiimesinde ve aksonlarinda yapisal olarak eksprese edilir
(Fournier ve ark 2001, Hunt ve ark 2002, Josephson ve ark 2002). NgR'nin aracilik
ettigi sinyal yolagi, ayn1 zamanda Trk norotrofin reseptdrleri ailesi i¢in bir koreseptor
gorevi goren diisiik afiniteli sinir biliyiime faktorii reseptorii olan p75NTR ile
iliskisine baglhdir (Satoh ve ark 2005). Ayrica, NgR nakavt fareler, beyindeki
iskemik inmeden sonra gelismis bir aksonal plastisite sergilemislerdir. Bununla
birlikte gelismis fonksiyonel iyilesme saglamistir (Lee ve ark 2004). Bu gozlemler,

Nogo-A ve NgR etkilesiminin merkezi sinir sisteminde de patolojik kosullar altinda

17



aksonal rejenerasyonun inhibisyonunda merkezi bir rol oynadigini diisiindiirmektedir

(Satoh ve ark 2005).
1.2.3. Miyelin Transkripsiyon Faktorii 1 (NZF2b/7ZFMyt1)

Canlilarin gelisimi ve bagisiklik sisteminin gelisimi belirli bir hiicre tipinin
erken donemlerinde ifade edilen transkripsiyon faktorleri tarafindan kontrol altinda
tutulur. Bu durum sinir sistemi i¢in de gegerlidir. Gelismekte olan sinir sisteminde
spesifik noronlarin  olusumundan karmasik farklilasma programlar1 boyunca

transkripsiyon faktorlerinin rolii iyi bilinmektedir (Yee ve Victor 1998).

Cinko parmaklar, iglevsel yapilarini aktive etmek i¢in en az bir ¢inko
iyonundan olusan ve okaryotik transkripsiyon faktorlerinde en sik kullanilan DNA
baglama motiflerini temsil eden kii¢iik protein alanlar1 grubudur (Kanakoglou ve ark
2022). Beyin gelisimi ve homeostazisi biiyiik 6l¢tide kontrollii hiicre farklilagsmasina
dayanir. Noral kok hiicreler sirasiyla noronlara ve glial hiicrelere, astrositlere ve
oligodendrositlere doniisiirler. Terminal olarak farklilagmis néronlar ve gliyal
hiicreler, tiim beyin aktiviteleri i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu nedenle farklilagsma

slirecinin sik1 kontroliiniin saglanmasi gerekir (Al-Naama ve ark 2020).

Noral ¢inko parmak proteinleri (NZF'ler), bir C2HC tipi ¢inko parmak
motifinin DNA baglama alanlarina sahip transkripsiyon faktorleridir (Kim ve
Hudson 1992, Jiang ve ark 1996, Yee ve Victor 1998). Noral spesifik ¢inko parmak
faktorii 1 (NZF-1) ve NZF-2 olarak da bilinen miyelin transkripsiyon faktori 1
(MyT1) olmak {izere iki ¢inko parmak proteini tanimlanmistir. Bunlar sirasi ile f3-
retinoik asit reseptorii ve miyelin proteolipid protein genlerinin promotdriinde
bulunan cis-diizenleyici elementine baglanmaktadir (Kim ve Hudson 1992, Jiang ve
ark 1996). MyTl1, ozellikle oligodendrositlerde fibroblastlarin  néronlara
farklilagsmasinda rol oynar. Noronal gelisimde 6nemli bir rol oynayan embriyogenez

sirasinda yogun bir sekilde ifade edilir (Manukyan ve ark 2018).

NZF-2/Mytl iki izoformdan olusur. Bunlardan bir tanesi insan ve farenin 20.
kromozomunda yer alan ve diisiik seviyelerde ifade edilen ifade edilen NZF-2a/Myt1l
(6-¢inko parmak formu) dir. Digeri ise insan ve farenin 2. kromozomunda yer alan ve
yiiksek seviyelerde ifade edilen NZF-2b/7ZFMytl (7-¢inko parmak formu) dir
(Nagase ve ark 1998, Kikuno ve ark 1999, Deloukas ve ark 2001, Matsushita ve ark
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2002, Nielsen ve ark 2004). 7 ¢inko parmak Miyelin Transkripsiyon Faktorii-1
(7ZFMytl) olarak da adlandirilan NZF2b hem noéronlarda hem de proteolipid
proteinlerinin miyeline 6zgii gen ekspresyonunu kararli bir sekilde diizenler ve
oligodendrositlerde ifade edilir (Kim ve Hudson 1992, Strausberg ve ark 2003,
Nielsen ve ark 2004). NZF2b/7ZFMytl, agirlikli olarak gelismekte olan merkezi
sinir sisteminde ifade edilir. Bu protein ii¢ ¢inko parmak geninden [Mytl, MytlL
(Mytl-Like) ve NZF3] olusan néral spesifik transkripsiyon faktorii gen ailesinin bir
tiyesidir (Kim ve Hudson 1992, Armstrong ve ark 1995, Kim ve ark 1997, Strausberg
ve ark 2003). Hem Mytl hem de MytlL proteinleri, ndronal ve oligodendrosit
cekirdeklerinde farkli alanlarda bulunur (Armstrong ve ark 1995, Kim ve ark 1997).
Bu c¢inko parmak proteinlerinin anormal ekspresyonu ve yanlis diizenlenmesi
sonucunda sendromal zihinsel engellilik, sizofreni ve periventrikiiler 16semi ile
iliskili oldugu belirlenmistir (Kim ve ark 1997, Hirayama ve ark 2003, Stevens ve
ark 2011).
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2. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Selcuk Universitesi Deneysel Tip Arastrma ve Uygulama
Merkezi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulunun 28.02.2020 tarih ve 2020-8 karar
numarali etik kurul izni ile yapildi (Bkz. EK A). Hayvan uygulama deneyleri Selguk
Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinde, molekiiler analiz
asamalari ise Selguk Universitesi T1p Fakiiltesi Molekiiler Fizyoloji Laboratuvarinda

gergeklestirildi.
2.1. Hayvan Materyali ve Gruplar

Calismada Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezinden elde edilen Wistar cinsi erkek si¢anlar kullanildi. Erkek sicanlarin 30
tanesi maternal ¢inko eksikligi olusturulan 15 anne sicandan, 10 tanesi de standart
sican yemiyle beslenen 5 adet anne sicandan elde edildi. Tiim si¢anlarin yem ve su
ihtiyaclart ad libitum olarak giderildi. Normal diyetle beslenen siganlarin yemi
Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama merkezinden temin edildi.
Bu diyetteki rasyonun bilesimi; %89 kuru madde, %21 ham protein (hp), en fazla %5
seliiloz, en fazla %10 kiil, %1-2 kalsiyum, %0,5-1 fosfat, %0,5 sodyum kloriir, 2850
kcal/kg metabolik enerji (ME) seklinde oldu. Cinko eksik diyetle beslenen siganlarin
yemleri ise Arden Arastirma ve Deney firmasindan (Ankara-Tiirkiye) ticari olarak

satin alindi.
2.1.1.Hayvan Materyali

Calismada kullanilacak olan Wistar cinsi erkek sigcanlarin elde edilmesi i¢in

asagidaki protokol uygulandi;

Cinko eksik diyetle beslenen deney gruplari i¢in 15 adet erigkin disi sigan ve
normal diyetle beslenen anne grubu i¢in 5 adet eriskin disi si¢an rastgele seg¢ildi.
Sicanlar ¢iftlesmesi ve gebelik olusturulmasi harem usulii yoluyla gerceklestirildi.
Yaklagik 10 giin sonra erkek siganlar kafeslerden ayrildi. Daha sonra disiler sabah
saat 8:00 ve aksam 17:00 saatlerinde olmak iizere giinde 2 defa gebelik agisindan

kontrol edildi. Gebelik vajinal plagin (embriyonik giin 0) varlig1 ile saptandi.
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2.1.2.Deney Gruplar:

Gebeligi saptanan 15 adet disi sigan gebelik baslangicindan dogum sonrasi
yavrularindan ayrilacaklar1 21. giine kadar ¢inko eksik (28,20 ug/kg ¢inko) diyetle
beslendi. Yine gebeligi saptanan 5 adet disi sican gebelik baslangicindan dogum
sonrast yavrularindan ayrilacaklar1 21. giine kadar standart sican yemiyle beslendi.
Yavru erkek siganlar (21 giinliik) annelerinden ayrildiktan sonra asagidaki sekilde

gruplara ayrildi (Hellemans ve ark 2004);

Grup 1 (n=10) Cinko eksik diyetle beslenen grup: Cinko eksik diyetle
beslenen annelerinden ayrildiktan sonra, cinsel deneyimi olmayan zamana (66

giinliik) kadar yine ¢inko eksik diyetle beslenen erkek yavrulardan olusturulan grup.

Grup 2 (n=10) Normal diyetle beslenen grup: Cinko eksik diyetle beslenen
annelerinden ayrildiktan sonra, cinsel deneyimi olmayan zamana (66 giinliik) kadar

standart sigan yemiyle beslenen erkek yavrulardan olusturulan grup.

Grup 3 (n=10) Cinko takviyeli diyetle beslenen grup: Cinko eksik diyetle
beslenen annelerinden ayrildiktan sonra, standart sigan yemine ilave olarak cinsel
deneyimi olmayan zamana (66 giinliik) kadar ¢inko takviyeli (5 mg/kg/giin

intraperitoneal ¢inko siilfat) diyetle beslenen erkek yavrulardan olusturulan grup.

Grup 4 (n=10) Kontrol grubu: Bu grubu olusturan siganlar normal diyetle
beslenen annelerden dogan yavrular arasindan rastgele olarak seg¢ilmistir. Bu grubu
olusturan hayvanlar standart sican yemiyle beslenmis, cinsel deneyimi olmayan (66

giinliik) erkek sicanlardan olusturuldu.
2.2. Hipokampus Dokusunun Elde edilmesi

Genel anestezi altinda hayvanlar sakrifiye edildikten hemen sonra makasla
foramen magnum’u agiga ¢ikarmak i¢in kafatasi lizerindeki deri ve kas tabakalar
ayrildi. Daha sonra makasin bir ucu Foramen magnum’un i¢inden sokularak (sagl ve
sollu olarak) beyine dokunulmadan kafatas1 kemigi kesildi. Kesilen kemik bir pens
yardimiyla kaldirilarak beyin, foramen magnum’un alt tarafindan ucu kiint bir pens

ile sinir baglantilar1 kesilerek bulundugu yerden cikartildi. Zaman kaybetmeden
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beynin sag ve sol hipokampus bélgesi siv1 azot icerisine almarak, Real-Time qPCR

analizlerine kadar -80°C’de muhafaza edildi.
2.3. Real-Time gPCR Analizi
2.3.1. Hipokampus Dokusundan RNA izolasyonu

Real-Time gPCR analizi ile Nogo-A, Ng-R, p75-NTR, 2b/7ZFMytl
genlerinin ifadesinin belirlenmesi i¢in 6ncelikle hazir ticari kit (Bio Basic; Kanada)

kullanilarak total RNA izole edildi.

Hipokampus dokusundan 25-50 mg alindt ve 1 ml lizis buffer
(miRNAExtractor) ilave  edilerek buz  iizerinde bir  homojenizator
(SONOPULSmini20, BANDELIN; Almanya) kullanilarak pargalanmasi sagland.
Homejenizasyon sonrasinda, 6rneklerin tamamen pargalandigindan emin olmak i¢in
oda sicakliginda 5-10 dakika bekletildi. Tamamen pargalanmayan 6rnekler yeniden
homojenize edildi. Ardindan 30 saniye vortekslenerek 0,2 ml (200 pl) kloroform
eklendi. Bu islemin ardindan kit kilavuzunda belirtildigi gibi 4°C'de 10 dakika
boyunca 12000xg'de santriflij edildi. Sanrtifiijleme sonunda siipernatant temiz bir
RNaz icermeyen santrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 1,5 hacimde %100 etanol ilave
edildi ve homojen hale gelmesi i¢in pipet yardimi ile iyice karistirildi. Elde edilen
cozelti kit icerisinde bulunan Spin Kolonuna aktarildi ve 12000xg'de 2 dakika
santrifiij edildi. Boylece niikleik asit molekiilti kolana sabitlendi. Spin Kolona 0,5 ml
RPE soliisyonu eklendi. Ardindan 30 saniye boyunca 12000xg'de santrifiij edildi. Bu
islem birkag kez tekrar edildi. Daha sonra yeni bir santrifiij tiipline kolon yerlestirildi.
Uzerine 50 pl RNaz icermeyen su eklendi ve 2 dakika siire ile bekletildi. Ardindan
30 saniye boyunca 12000xg'de santrifiij edildi. Elde edilen RNA ¢o6zeltisi -20°C'de

saklandi.

Elde edilen RNA’larin miktar1 ve safligin1 belirlemek i¢in nanodrop (SMA
1000, Merinton, China) kullanildi. Bu asamada optik dansitelerinden hareketle
(OD260/280) OD260/280 orani1 hesaplanarak, elde edilen degerlerden 1,9 ve

tizerinde olan RNA’lar ¢calismada kullanildi.

Ayrica RNA’larin  kullanilabilir olup olmadigt %1°lik agaroz jelde
yiiriitiilerek ve spesifik 18S ve 28S bantlar1 goriilerek belirlendi. Ardindan ¢cDNA
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sentezine gec¢ildi. cDNA islemine kadar elde edilen total RNA’lar -80°C’de

saklandi.
2.3.2.¢cDNA’larmn Elde Edilmesi

Elde edilen total RNA igerisindeki mRNA’y1 ¢cDNA’ya doniistiirmek igin
hazir ticari kit (OneScript Plus, ABM; Canada) kullanildi ve her bir 6rnekten esit
miktarda RNA alinarak iiretici firmanm 6nerdigi protokolde belirtilen basamaklar
stirast ile uyguland1. Oncelikle Tablo 2.1° da belirtildigi gibi RNA-primer karisimi
hazirlanarak 65°C'de 5 dakika siireyle inkiibe edilerek denatiire edildi. Ardindan

tiipler buz tizerine alindu.

Tablo 2.1. mRNA’dan ¢cDNA elde etmek i¢in uygulanan RNA-primer
karisimi

Bilesim Miktar
Total RNA 25ng
Random Primer 1wl
10mM dNTP mix 1 ul
RNAse igcermeyen su 2,5 ul

Buz iizerinde bekletilen numunelere eklenmek iizere Tablo 2.2°de belirtildigi
gibi cDNA sentez karisimi hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in 10 pl bu karigimdan alinip
RNA-primer karisimi iizerine ilave edildi. Her bir numune dikkatlice karistirildiktan
sonra Thermal Cycler (Biorad, ABD) cihazina alindi ve revers transkripsiyon
programi c¢alistirildi. Bu program oncelikle 25°C'de 10 dakika primer baglanmasi,
ardindan 50°C'de 50 dakika cDNA sentezi ve ardindan 85°C'de 5 dakika
denatiirasyon ve +4°C'de bekleme basamagini icermektedir. Elde edilen cDNA
%?2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi ve gPCR gergeklestirilinceye kadar -
20°C'de saklandi.
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Tablo 2.2. mRNA’dan cDNA elde etmek i¢in uygulanan cDNA sentez karigimi

Bilesim Miktar
RT buffer 4 ul
Rinhibitor 0,5 ul
OneScriptRT 1 ul

2.3.3.Genlerin ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

Real-Time qPCR reaksiyonlart1 hazirlanirken, hipokampus dokusunda
standart egrilerin cizilebilmesi amaciyla herhangi bir uygulama yapilmayan (Kontrol
grubu) dokulardan elde edilen cDNA 6rneginden 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32
oranlarinda seri diliisyonlar hazirlandi. PCR reaksiyonlar1 yapilarak standart egriler
cizildi. Ayrica primerin uygun sicaklikta baglanabilmesi icin sicaklik araliklari

denenerek standardizyon yapildi.

Hedef genlerin mRNA diizeyinde ekspresyon analizi i¢in kullanilan primer
setleri her bir transkripsiyon analizi igin spesifik olup kullanilacak olan primer
dizileri referans makalelerinden alind1 (Tablo 2.3). Bu belirlenen primerler, iiretici
firmada (Sentebiolab, Tiirkiye) sentezi yaptirilarak elde edildi. Kontrol olarak
GAPDH geni (housekeeping gene) kullanildi. Caligmada kullanilan primerlerden her
bir reaksiyonda yaklasik 50 ng olacak sekilde kullanildi.

Tablo 2.3. Gergek zamanli qPCR igin kullanilan primerler

Gen Primer dizisi Referans
075-NTR  fleri: 5-CCTGCCTGGACAGTGTTACA-3’ (Miki ve ark
Geri: 5-GCCAAGATGGAGCAATAGAC-3' 2014)
Ng-R fleri: 5-ATCTTCCTGCACGGCAACCGAAT-3'  (Miki ve ark
Geri: 5-AGAGGTTGTTGGCAAACAGGTAG-3 2014)
NOGO-A fleri: 5'- TCAAAGGTGACTGAGGCAGC-3’ (Wu ve ark
2012)

Geri: 5- ACTGGGCTGCACTACAGA-3’
NZF2b/7Z  fleri: 5-GCA GAC CTC AGT TGT CCT ACC-3'  (Chandrasekar
FMYtL  Geri: 5.CTT GGA TAC CAG GTG CTC AG-3' V& Dreyer 2010)
GAPDH ileri: 5- GGGCCAAAAGGGTCATCATC-3®  (Wu ve ark
Geri: 5'- AACCTGGTCCTCAGTGTAGC-3’ 2012)
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gPCR reaksiyonlar1 i¢in hazir ticari kit (FastStart Essential DNA Green
Master, Isvigre) kullanildi. Reaksiyonlar toplamda 20 ul hacimde uygulandi.
Reaksiyon igerigi 10 pul Master mix karisimi (Enzim, dNTP, Mg, tampon ve su), 1 pl
cDNA, 1 ul ileri ve 1 ul geri primerler (10 pmol/ul) ve 7 ul RNAse icermeyen su
seklide hazirlandi.

Primerlerin optimizasyonu sonrast PCR sartlari; ilk denatiirasyon, 95°C’de 10
dakika, denatiirasyon 95°C’de 10 saniye, baglanma 60°C’de 10 saniye ve
polimerizasyon 70°C’de 10 saniye olarak gergeklestirildi ve dongu sayis1 45 olarak
yapildi. Melting curve analizi, 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 10 saniye, 95°C’de 10
saniye olmak iizere 1 dongu seklinde yapildi. Tiim reaksiyonlar CFX96 TouchTM
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Amerika) cihazinda gerceklestirildi.

2.4. Istatistiksel Degerlendirmeler

gPCR analizinin sonuglari  Livak ve Schmittgen (2001)’in gelistirmis

olduklar1 2-22CT yontemi kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen verilen istatistiksel

acidan yorumlanmasi SPSS 26.0 bilgisayar paket programi ile yapildi. Biitiin
parametrelerin aritmetik ortalamalar1 ve standart sapmalart hesaplandi. Verilerin
homojenliginin belirlenmesi amaciyla “Shapiro-Wilk” testi yapildi ve verilerin
normal dagilim gosterip gostermedigi belirlendi. Gruplar arasindaki farkin tespitinde
“Kruskall-Wallis” testi, farkliliklarinin hangi gruptan kaynaklandigiin belirlenmesi
igin ise ikili karsilagtirma testlerinden olan “Mann-Whitney U” testi kullanildi.
P<0,05 diizeyindeki farkliliklar anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Bu ¢alismada kullanilan hayvan gruplarina ait hipokampus dokularinin Nogo-
A, Ng-R, p75-NTR ve NZF2b/7ZFMytl genlerinin ifade diizeyleri Real-Time qgPCR
kullanilarak gergeklestirildi. Verilerin normalizasyonu igin referans gen olarak

GAPDH geni kullanilmastr.

3.1. Norotrofin Reseptorii (p75-NTR) Gen Ifadesi Bulgular

Beyin gelisiminde ve ndron aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynayan
yolakta yer alan p75-NTR geninin hipokampus dokusundaki ifade diizeyi ile ¢inko

durumu arasindaki iligski Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. p75-NTR geninin hipokampus dokusundaki ifade diizeyi

75-NTR
Gruplar N (Oftalama:l:SS)
Grup 1 (Cinko eksik diyet) 10 0,85+0,83 P
Grup 2 (Normal diyet) 10 2,00+0,89 2
Grup 3 (Cinko takviyesi) 10 1,97+1,36 2
Grup 4 (Kontrol) 10 1,83+0,73 @

a,b,c: Ayni siitunda degisik harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik 6nemlidir
(P<0,05).

Elde edilen verilere gore kontrol grubuna (Grup 4) kiyasla ¢inko eksik diyetle
beslenen grupta (Grup 1) p75-NTR geninin ifade diizeyi olduk¢a azalmistir (P<0,05).
Maternal ¢inko eksikligi olusturulan annelerden dogan ve devaminda standart sican
yeni ile beslenen Grup 2 ve ¢inko destegi alan Grup 3’iin ayni parametreleri
Grupl’den yiiksek (P<0,05), kontrol grubundan (Grup 4) farkli degildi (Tablo 3.1,
Sekil 3.1)
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Sekil 3.1. p75-NTR geninin hipokampus dokusundaki ifade diizeyi

3.2. Nogo Reseptor (Ng-R) Gen Ifadesi Bulgular:

Beyin gelisiminde ve ndron aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynayan
yolakta yer alan Ng-R geninin hipokampus dokusundaki ekspresyon seviyeleri Tablo

3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Ng-R geninin hipokampus dokusundaki ifade diizeyi

Ng-R
Gruplar N (Ortalgma:i:SS)
Grup 1 (Cinko eksik diyet) 10 1,08+0,78 P
Grup 2 (Normal diyet) 10 1,29+0,67 2
Grup 3 (Cinko takviyesi) 10 1,52+0,63 2
Grup 4 (Kontrol) 10 1,14+0,61 2

a,b,c: Ayni siitunda degisik harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik 6nemlidir
(P<0,05).

Elde edilen verilere gore Grup 4’e¢ kiyasla Grup 1’in Ng-R geninin ifade
diizeyi oldukga azalmistir (P<0,05). Cinko eksikliginde azalan Ng-R gen ifadesi hem
standart sigan yemi ile beslenen Grup 2 ve hem de ¢inko destegi alan Grup 3’te
kontrol (Grup 4) diizeylerine ulagsmistir (Tablo 3.2., Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Ng-R geninin hipokampus dokusundaki ifade diizeyi

3.3. Nogo-A Gen ifadesi Bulgulari

Beyin gelisiminde ve ndron aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynayan
yolakta yer alan Nogo-A geninin hipokampus dokusundaki ifade diizeyi ile ¢inko

durumu arasindaki iliski etkisi Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.3. Nogo-A geninin hipokampus dokusundaki ifade diizeyi

Nogo A
Gruplar N (Ortalz?ma:tSS)
Grup 1 (Cinko eksik diyet) 10 0,54+0,46 P
Grup 2 (Normal diyet) 10 1,46+1,18 2
Grup 3 (Cinko takviyesi) 10 1,761,912
Grup 4 (Kontrol) 10 1,13+0,53 2

a,b,c: Ayni siitunda degisik harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik 6nemlidir
(P<0,05).

Calismamizin  sonuglart ¢inko eksikliginin hipokampal Nogo-A gen
ekspresyon seviyelerinde diger gruplarin tamamina oranla Onemli sekilde
baskilanmaya yol agtigini gostermektedir (P<0,05). Cinko eksikliginde baskilanan
hipokampal Nogo-A gen ifadesi hem standart sigan yemi (Grup 2) ile hem de ¢inko
destegiyle (Grup 3) kontrol degerlerine (Grup 4) ulasmistir (Tablo 3.3., Sekil 3.3.).
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Nogo-A

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 3.3. Nogo-A geninin hipokampus dokusundaki ifade diizeyi

3.4. 2b/7ZFMyt1 Gen ifadesi Bulgular

Beyin gelisiminde ve ndron aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynayan
yolakta yer alan Ng-R geninin hipokampus dokusundaki ekspresyon seviyeleri Tablo

3.4’de gosterilmistir.

Tablo 3.4. 2b/7ZFMytl geninin hipokampus dokusundaki ifade diizeyi

2b/7TZFMytl
Gruplar N (Ortalamai/SS)
Grup 1 (Cinko eksik diyet) 10 0,59+0,58 P
Grup 2 (Normal diyet) 10 1,27+0,91 2
Grup 3 (Cinko takviyesi) 10 1,80+0,99 2
Grup 4 (Kontrol) 10 1,15+0,60 2

a,b,c: Ayni siitunda degisik harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik 6nemlidir
(P<0,05).

Cinko eksik diyetle beslenen Grup 1’in hipokampal 2b/7ZFMytl gen
ekspresyon seviyeleri diger gruplarin tamamiyla mukayese edildiginde anlamh
sekilde baskilanmistir (P<0,05). Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’lin hipokampal
2b/7ZFMytl gen ifadeleri arasinda 6nemli bir farklilik yoktu (Tablo 3.3., Sekil 3.3.).
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 3.4. 2b/7ZFMytl geninin hipokampus dokusundaki ifade diizeyi
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4. TARTISMA

Bu calismada ¢inko eksik diyetle beslenen gebe sicanlarin erkek yavrularinin
hipokampus dokusunda, c¢inko eksikligi ve uygulamasinin beyin gelisimindeki
yolaklarda etkili olan baz1 genlerin ifade diizeyleri iizerine olan etkileri

arastirilmistir.

Cinko, beyin fonksiyonunda yer alan en yaygin ve temel elementlerden
biridir. Cinko igeren noronlar, korteks, amigdala, koku sogani ve hipokampal
noronlar dahil olmak iizere beynin gesitli bolgelerinde bulunur. Bu element
enzimlerin, proteinlerin ve sinyal transkripsiyon faktorlerinin biyolojik aktivitesinde
ve ayrica histon deasetilazlar ve DNA ligazlar, DNA ve RNA polimerazlar gibi
cesitli enzimler i¢in yapisal, diizenleyici ve katalitik kofaktorler olarak hareket eden
cesitli homeostatik mekanizmalarin korunmasinda yer almistir. Ayrica hiicre
biiylimesi ve genomik stabilite i¢in de dnemlidir (Corniola ve ark 2008, Gao ve ark
2009, Suh ve ark 2009, Adamo ve Oteiza 2010, Moon ve ark 2018). Bu nedenle bir
noromodiilator olarak ¢inko, beyin dokusunda gesitli fizyolojik islevleri yerine getirir
(Choi ve ark 2020).

4.1. Norotrofin Reseptorii (075-NTR) Gen ifadesi Bulgularimin Tartisilmasi

Norotrofinlerin 6ncii formlan diisiik bir afiniteye sahip olan p75 nérotrofin
reseptorii (p75-NTR) igin giiglii ligandlardir ve apoptozu indiikler. Bu reseptor
intrinsik tirozin kinaz aktivitesine sahip degildir, bunun yerine asagi etkileri igin
Trk’lar, Nogo ve miyelinle iliskili glikoprotein (MAG) dahil olmak {izere diger

transmembran proteinleri ile birlesir (Sajanti ve ark 2020).

p75-NTR, pro-apoptozu igeren c-Jun N-terminal kinaz (JNK) yolagini,
NF«xB, PI3K-AKT ve Ras/mitojenle aktive olan protein kinaz dahil olmak {izere
hayatta kalma yolagin1 ve hiicre iskeletini ve hiicre yenilenmesini modiile eden

RhoA/Rho kinazi yolagini igeren tiim hiicre i¢i sinyalizasyonunu aktive edebilir

(Geerts 2007).

NGF'nin embriyonik civciv retinasi lizerindeki proapoptotik etkileri iizerine

yapilan birkag ¢aligmada NGF'nin p75-NTR’ye baglanma yoluyla apoptoza aracilik
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ettigi hiicrelerde yiiksek afinite ile reseptoriine baglandigini ve c¢inkonun NGF
konformasyonunu degistirdigi, TrkA aracili hayatta kalma fonksiyonlarini
etkiledigini ve proapoptotik aktiviteleri de zayiflattigini bildirmislerdir (Maria Frade
ve ark 1996, Ross ve ark 1997, Frade ve Barde 1998, Wang ve ark 1999, Allington
ve ark 2001). Ayrica gelisen sinir sisteminde hiicre 6liimiine aracilik etmede p75-
NTR'nin 6nemli bir rolii sempatik néronlarda (Bamji ve ark 1998) ve bazal 6n beyin

kolinerjik noronlarinda (Naumann ve ark 2002) da gosterilmistir.

Ross ve ark (1997) ve Maitra ve ark (2000) tarafindan yapilan reseptor
baglama ve konformasyonel analizin birlestirilmesi ile ilgili modelleme g¢alismalart,
iki degerlikli metal katyonlarinin norotrofin sinyalini engelledigini dogrulamis,
cinkonun NGF inhibisyonu baglaminda belki de en iyi karakterize edilen metal
oldugu bildirilmistir. Ayrica ¢inkonun yaklasik 50 uM konsantrasyonunun TrkA
veya p75NTR'ye NGF baglanmasii engelledigi de gosterilmistir (Maitra ve ark
2000). Bu calisma ile uyumlu olarak civciv noral retina kiiltiirii ortamina 100 pM
¢inko eklenmesinin NGF/p75-NTR aracili sinyallesmeyi inhibe ettigi belirlenmistir
(Allington ve ark 2001). Bu tez ¢alismasinda p75-NTR geninin baskilanmig yiiksek
ifade diizeyi maternal ¢inko eksikligi olusturulduktan sonra ¢inko eksik diyetle
beslenen grupta (Grup 1) belirlenmistir. Maternal ¢inko eksikligi olusturulduktan
standart sigan yemiyle beslenen (Grup 2) ile yine maternal ¢inko eksikligi
olusturulduktan sonra ilave ¢inko takviyesi yapilan grubun (Grup 3) hipokampal
p75-NTR gen ifadesi diizeyi kontrol grubunun (Grup 4) seviyelerine ulagmistir.
Mevcut ¢alismada elde edilen bulgular ¢inko eksikliginde 6nemli sekilde baskilanan
hipokampal p75-NTR gen ifadesinin 66 giinliik standart sican yemiyle ve/veya ¢inko
destegiyle kontrol degerlerine ulastigini géstermektedir. Cinkonun hipokampal p75-
NTR gen ifadesi lizerine etkisi doz bagimli olabilir ve yukarida sunulan arastiricilarin

bulgulariyla da paralellik gosterir.

4.2. Nogo Reseptor (Ng-R) ve Nogo-A Gen ifadesi Bulgularinin Tartisiimasi

Nogo ve Ng-R genlerinin tiimii, embriyonik gelisim sirasinda ilk ifade edilen
genlerdir. Nogo transkriptleri bircok ndral ve noral olmayan dokuda ifade edilirken,

Ng-R ise sadece sinir sistemi ile sinirhidir (Escandon ve Chao 1989).

Zebra balig1 ilizerinde yapilan bir calismada arastirmacilar Nogo/NgR'nin

periferik sinir sistemi gelisimi sirasinda akson biiyiimesinde ve bellek performansi
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tizerinde etkili oldugunu gostermislerdir (Brosamle ve Halpern 2009). Memelilerde,
Nogo sinyali iizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogu, yetiskin merkezi sinir sistemindeki
rejenerasyon ve plastisitedeki rolii tizerinde odaklanilmistir. Gelisim esnasinda ise
Nogo sinyalinin islevleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Farelerle yapilan birkag
calismada Nogo veya Ng-R yoniinden homozigot mutant olan yetiskin farelerin
genel sinir sistemi anatomisinin normal oldugu ve fertil oldugu belirlenmistir
(Simonen ve ark 2003, Zheng ve ark 2003). Ancak Kim ve ark (2003) ve Kim ve
ark (2004) yaptiklar1 ¢alismada Nogo-A/B ve Ng-R eksikligi olan farelerin daha az
aktif oldugunu ve acik bir alanin merkezinde daha az zaman harcadiklarini,
genellikle artan bir kaygi seviyesinin bulundugunu bildirmislerdir. Ayrica Ng-R
nakavt farelerin motor kusurlarinin oldugu da belirlenmistir. Bu bulgular, adaptif
mekanizmalar yoluyla kismen telafi edilen ancak heniiz tanimlanamayan gelisimsel
kusurlarin olabilecegini diistindiirebilir. Alzheimer hastaliginda Nogo-A'nin gen
ekspresyonu ifadesini ayrintili olarak incelendigi baska bir ¢alismada bu genin
hipokampus dokusunda asir1 sekilde ifade edildigi ve oOzellikle bu hastaligin
baslamasinda temel etken olarak bilinen AP olusumunu diizenledigi bildirilmistir

(Gil ve ark 2006).

Ng-R ve Nogo-A ile cinko iligkisini net arastiran herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Ancak noronal hiicrelerde NgR'nin diizenlenmesinde yer alan
potansiyel yolaklar1 belirlemek igin insan néroblastom hiicrelerinde ifade edilen
NgR'nin, bir ¢inko metalloproteinazin etkisiyle proteolitik olarak islendigi
gosterilmistir. Ayrica Ng-R’nin kendine 6zgili ligandin1 baglamada yeterli oldugu
ancak NgR yardimci reseptorii olan p75-NTR'yi baglayamadigi da belirlenmistir.
(Walmsley ve ark 2004).

Bu tez ¢alismasinda hem Nogo-A hem de Ng-R genlerine ait en diisiik ifade
diizeyi maternal ¢inko eksikligi olusturulduktan sonra ¢inko eksik diyetle beslenen
grupta (Grup 1) elde ettik. Maternal ¢inko eksikligi olusturulduktan sonra normal
diyetle (Grup 2) ve/veya ¢inko uygulamasit (Grup 3), baskilanan hipokampal Nogo-A
ile Ng-R gen ekspresyon seviyelerini kontrol grubu (Grup 4) degerlerine
ulastirmistir. Mevcut ¢alismada elde edilen bulgular ¢inko durumunun hipokampal
Nogo-A ve Ng-R gen ifadeleri tizerine kritik etkileri oldugunu goéstermektedir.

Yapilan bu ¢alisma ndrogelisimsel, ndrodejenerasyon ve noroplastite de rol oynayan
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hipokampal Nogo-A ve Ng-R gen ifadesiyle ile ¢inko arasindaki iligkisini konu alan

ilk ¢aligmadir.

4.3. 2b/7ZFMyt1 Gen ifadesi Bulgularinin Tartisilmasi

Miyelin transkripsiyon faktorii 1 (Mytl), noronal onciil hiicrelerde ve olgun
ndronlarin bazi alt popiilasyonlarinda bulunur (Bellefroid ve ark 1996, Kim ve ark
1997). Bununla birlikte gelisen oligodendrositlerde de ifade edildigi bildirilmis bir
¢inko parmak DNA baglayicit proteindir (Armstrong ve ark 1995). Farenin 2.
kromozomunda yer aldigi igin NZF-2b/7ZFMytl olarak adlandirilan miyelin
transkripsiyon faktorii ile sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Chandrasekar ve Dreyer
(2010) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada NZF2b/7ZFMyt1’in kronik kokain
uygulamasindan sonra beyin 6diil yolunda dnemli 6l¢iide indiiklendigi gosterilmistir
ve kokainin lokomotor etkilerini diizenlemede 6nemli bir rol oynayabilecegi One
stiriilmistiir. Bu calismanin devami olarak yapilan baska bir ¢calismada arastiricilar
beyindeki bagimlilik ve haz ile ilgili yolaklarin kesisimi olan nucleus accumbens’de
NZF-2b/7ZFMytl asir1 ekspresyonunun, kokainin kendi kendini yonetmesi énemli
Ol¢iide engelledigini, buna karsin NZF-2b/7ZFMytl'in susturulmasinin ise kokainin
kendi kendine uygulama motivasyonunu arttirdigin1 gostermislerdir (Chandrasekar
ve Dreyer 2010).

NZF-2b/7ZFMytl geni ve ¢inko ile ilgili herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamis olup, bu konu ile ilgili ilk rapor bu tez ¢alismasi ile sunulmaktadir. Bu
caligmada elde edilen verilere gore, NZF-2b/7ZFMytl geninin en diisiik ifade diizeyi
maternal ¢inko eksikligi olusturulduktan sonra ¢inko eksik diyetle beslenen grupta
(Grup 1) elde edildi. Cinko eksikliginde bastirilan hipokampal NZF-2b/7ZFMytl gen
ifadesi hem standart sican yemiyle (Grup 2) hem de ¢inko uygulamasiyla (Grup 3)
geriye donmiistiir. Bu verilere gore hipokampal NZF-2b/7ZFMytl gen ifadesi ile
¢inko durumu arasinda kritik bir iliskinin oldugu sOylenebilir. Mevcut ¢alismada;
beyin geligimi ile ilgili molekiiler yolaklardaki etkileri diisiiniildiigiinde hipokampal
NZF-2b/7ZFMytl gen ifadesinin ¢inko eksikliginde onemli sekilde baskilandiginin
ortaya konulmas1 oldukca kritik bir bulgudur.

Calismamizin sonuglart ¢inko eksikliginin Nogo-A, Ng-R, p75-NTR ve
2b/7ZFMytl gen ifade diizeylerinde oOnemli bir baskilanmaya yol agtigim
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gostermektedir. Bu ¢alisma ¢inko durumu ile hipokampal Nogo-A, Ng-R, p75-NTR
ve 2b/7ZFMytl gen ekspresyonu arasindaki iligkiyi arastiran ilk ¢alismadir.

5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinin verileri bir biitiin olarak degerlendirildiginde;

1. Maternal ¢inko eksikligi olusturulan annelerden dogan siganlarda ¢inko
eksik diyetle beslemeye devam edildiginde hipokampus dokusundaki Nogo-A, Ng-R,
p75-NTR, 2b/7ZFMytl genlerinin ifade diizeyleri oldukga azaldi.

2. Maternal ¢inko eksikligi olusturulan annelerden dogan si¢anlarda hem
normal diyete gegilmesi hem de ¢inko uygulamasi ¢inko eksikliginde baskilanan
hipokampal Nogo-A, Ng-R, p75-NTR, 2b/7ZFMytl gen ifadesini geriye ¢evirdi.

3. Bu tez ¢alismasi ¢inko eksik diyetle beslenen annelerin yavrulariin dogum
sonrast ¢inko eksik, ¢inko takviyesi ve normal beslenme ile hipokampus
dokusundaki beyin gelisimi ve ndron aktivitesi tizerinde etkili olan yolaklardaki bazi

molekiillerin ifade diizeyinin belirlendigi ilk ¢aligsmadir.
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7. EKLER

EK-B- Turnitin Raporu

BEYIN GELISIMINDE VE NORON AKTIVITESININ
DUZENLENMESINDE ROL OYNAYAN YOLAKLARDA BULUNAN
BAZI MOLEKULLERIN GEN IFADESINDE CINKONUN OLASI
ETKISININ BELIRLENMESI
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