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OZET

ATASOY, 1.L. (2018). nAChR «7’nin Sinaptik Plastisite Uzerine Etkilerinin Olfaktor
Bulbus ve Hippokampus Organotipik Kesit Kiiltiirlerinde Incelenmesi. Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Tibbi Biyoloji AD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Olfaktor bulbus koku bilgisinin islendigi beyin bdlgesidir. Olfaktdr bulbus 6n beyinden
gelen kolinerjik girdiler almaktadir ve yliksek seviyede nikotinik asetilkolin reseptorii
(nAChR) icermektedir. Bu ¢alismada, olfaktdr bulbus ve hippokampus kesit kiiltiirlerine
bir nAChR a7 antagonisti olan methyllycaconitine (MLA) uygulamasi yapilarak, sinaptik
plastisite i¢in gerekli olan beyin kdkenli norotrofik faktor (BDNF) ve sinaptik protein
sentezini kontrol eden sitoplazmik poliadenilasyon elementine baglanan protein (CPEB)
ve Neuroguidin (Ngdn) proteinlerinin total ve sinaptik alanlardaki seviyeleri, 6, 24 ve 48.
saatlerde Western blot yontemi ile incelendi. S6z konusu proteinlerin olfaktor bulbus ve
hippokampusdeki dagilimlar1 immiinohistokimyasal yontemle arastirildi. Western blot
bulgularimiz, kolinerjik aktivitenin nAChR a7 reseptoriiniin inhibisyonu araciligiyla
engellenmesinin nAChR a7, BDNF, CPEB3, Ngdn proteinlerinin ifadelerini doz, siire ve
bolgeye bagl bir sekilde etkiledigini gosterdi. Immunohistokimyasal sonuglarimiz,
nAChR a7’nin olfaktér bulbusda glomeriiler tabakada (GT), dis pleksiform ve i¢
pleksiform tabakalarda yogunlastigini gosterdi. BDNF’nin, olfaktér noron tabakasi
(ONT) ve GT’de konumlandigi, GT’deki immiinreaksiyon siddetinin doza bagl olarak
nAChR a7 inhibisyonundan etkilendigi gozlendi. CPEB3 ve Ngdn’nin olfaktdr bulbus’da
tim bolgelerde ifade edildigi, BDNF, CPEB3 ve Ngdn’nin glomeriillerde birlikte
yerlesim gosterdigi saptandi. Hippokampusta ise nAChR a7 ve BDNF yaygin bir immiin
isaretlenme gosterdi. Ngdn ve CPEB3’lin hippokampusun dentat gyrus bolgesinde
konumlandig1 saptandi. Sonu¢ olarak, bu calismada organotipik kesit kiiltiirlerinde
nAChR a7 antagonisti MLA uygulanmasinin  sinaptik plastisite i¢in Onemli bir
mekanizma olan sinaptik protein sentezinin kontrol edilmesinde gérevli CPEB3, Ngdn
proteinlerinin ve sinaptik diizenleyici BDNF’nin olfaktér bulbus ve hippokampusdaki
total ve sinaptik protein seviyelerinde ve dagilimlarinda degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir. Sonuglarimiz, kolinerjik sistemin nAChR a7 reseptor araciligiyla olfaktor
bulbus ve hippokampusta sinaptik plastisitenin olusmasi ve siirdiiriilmesinde 6nemli

rolleri bulunabilecegine isaret etmektedir.
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ABSTRACT

ATASOY, I.L. (2018). The effects of nAChR a7 on synaptic plasticity by olfactory bulb
and hippocampal organotypic slice culture. Istanbul University, Institute of Graduate
Studies, Department of Medical Biology. PhD thesis. Istanbul.

Olfactory bulb (OB) glomeruli, the initial sites of synaptic processing of odor
information, exhibit high levels of nicotinic acetylcholine receptor (nAChR) expression
and receive strong cholinergic input from the basal forebrain. Acetylcholine is important
modulator in odor related memory. It has been sugested that Ach and nicotinic
acetylcholine receptor may have an important role in odor discrimination and modulation
of smell memory. In this study, olfactory bulb and hippocampal organotypic slice culture
was established. Specific nAChR a7 antagonist methyllycaconitine (MLA) was applied
to the organotypic slices. After treatment periods both synaptic and total protein
expression levels and localization of Brain derived neurotrphic factor (BDNF),
cytoplasmic polyadenilation binding protein (CPEB), neuroguidin and nAChR a7 was
determined by Western blot and immunohictochemistry methods. Our western blot
analysis indicate that cholinergic activity through nAChR a7 receptor could have direct
or indirect effects on synaptic plasticity by regulating protein expression levels of nAChR
a7, BDNF, CPEB3, Ngdn by a dose and time dependent manner. Our
immiinohistochemical analysis indicate that nAChR a7 immunoreactivity was detected
glomerular layer, external and internal plexiform layers in the OB. Also, BDNF, CPEB3
and Ngdn proteins colocalized only in the glomerular layer. BDNF and nAChR o7
immunoreactivity was shown widely distributed in the hippocampus. CPEB3 and Ngdn
immunreactivity was detected in the dentate gyrus. Consequently, our study indicated that
the potential effects of cholinergic sytem through nAChR a7 may contribute to the
maintenance of synaptic plasticity in the olfactory bulb and hippocampus since the
receptor has regulatory effects on the protein expression levels of BDNF, CPEB3, Ngdn.

Key Words: CPEB3, Ngdn , nAChR a7, BDNF, MLA, synaptic plasticty
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1. GIRIS VE AMAC

Memeli sinir sisteminde, sinaptik baglantilarin  deneyimlere dayal
modifikasyonlarinin (sinaptik plastisite) 6grenme ve bellegin altinda yatan esas
mekanizma oldugu diisiiniilmektedir Bu modifikasyonlar i¢in sinapslarda uzun siireli

potansiyasyona (USP) ihtiya¢ duyulmaktadir (Udagawa ve ark., 2012).

Olfaktor sistem hem filogenetik acgidan ileri derecede korunmug olmasi hem de
memeli thalamo-kortikal yolaklarina kiyasla oldukga kisa ve basit yolaklara sahip olmas1
ile bellegin norobiyolojik siireclerinin ¢alisilmasi i¢in oldukca iyi bir model sistem
olusturmaktadir (Wilson ve ark., 2004). Olfaktor bulbus (OB) olfaktor epitel icerisindeki
olfaktdér reseptor noronlardan gelen bilgiyi beyne ulastiran ve isleyen bolgedir. Bu
bilginin olfaktdér bulbusa sinaptik girisi olfaktdr glomertiillerde gerceklesir. Olfaktor
glomeriil, olfaktér néronun aksonu, mitral ve piiskiillii (tufted) hiicrelerin dentritleri,
periglomerular hiicrelerin dentritleri ve beynin farkli bolgelerinde bulunan ve OB’ye
uzanan noronlarin aksonlar1 olmak iizere 4 ana bilesenden olusmaktadir (Liberia ve ark.,
2013). Mitral hiicreler OB’nin glutamaterjik noéronlaridir ve sicanda herbir bulbusda
yaklagik 100.000 adet mitral hiicre bulunmaktadir. Mitral hiicreler olfaktor reseptorden
gelen bilgiyi olfaktdr kortekse, amigdalaya ve lateral entorhinal kortekse iletmektedir
(Wilson ve ark., 2004; Eggerve Urban, 2006). OB beyindeki en plastik bolgelerden
biridir. Her giin, yaklasik 30.000 ila 40.000 yeni néronal onciil hiicre OB'ye ulagir ve
bunlarin hemen hemen yaris1 olgunlasarak bulbar aga entegre olur. Bu noronal dnciil
hiicrelerin % 95'i graniiler hiicrelere (GH) farklilagirken, digerleri periglomeriiler
noronlar (PG) haline gelir. GH'lerin % 10-15’inin ve PG'lerin % 30'unun erigkin
donemde yenilendigi diisiiniilmektedir (Hardy ve Saghatelyan, 2017).

Birgok c¢alisma, eriskin  donemde olusan noronlarin, sinapslarin yeniden
diizenlenmesi ve koku bilgisinin islenmesinde dnemli bir rol oynadigin1 gostermistir.
Olfaktor sistemde 6grenme ve koku deneyimleme ile birlikte kisa ve uzun sureli sinaptik
plastisite, dentritik komplekslerin morfolojik degisimleri, deneyime bagli nérogenez ve
apoptoz gibi siirecler gerceklesmektedir. Kisa siireli sinaptik plastisite olfaktdr bulbus ve
piriform kortekste meydana gelmektedir. Ayrica, olfaktor sistemdeki kisa sureli sinaptik
plastisite tekrarlanan veya uzun siireli uyarilmaya kars1 adaptasyon i¢in de Onemli

olabilir. Anterior piriform kortikal néronlar glutamaterjik mitral hiicrelerden gelen



korunmus girdilerin yanisira yeni kokulara da hizlica adapte olurlar. Uzun siireli sinaptik
plastisite olfaktdr sistemde meydana gelen bir siirectir. Omurgalilarda, olfaktor reseptor
ndronlar, mitral hiicreler ve piriform kortikal néronlar glutamaterjik néronlardir ve bu
ndronlarin pekg¢ok postsinaptik hedefinde NMDA reseptorleri ve diger reseptorleri ifade
edilir. In vitro calismalar olfaktdr reseptdr ndron ile mitral hiicreler arasindaki sinapslarda
yiikksek siklikta tekrarlanan uyaranlar1i takiben USP meydana geldigini ortaya
koymaktadir. S6z konusu sinapslarda hem dinlenim durumu hemde USP benzeri
plastisite, Broca alaninin diyagonal bandin horizontal uzantilarindan (HDB) gelen
asetilkolin ve Lokus Coeruleus’ dan gelen norepinefrin gibi olfaktdr sistem disindan
gelen girdiler tarafindan da diizenlenebilir (Wilson ve ark., 2004). Entorhinal korteks,
medial temporal lob bellek sisteminin bir pargasidir ve duyularin algilanmasinda énemli
bir rol oynamaktadir. Lateral entorhinal korteks ise, olfaktor korteksin bir pargasidir ve
hem olfaktdr bulbus hemde piriform korteksten girdiler almaktadir (Chapuis ve ark.,

2013).

Asetilkolin memeli merkezi sinir sistemi boyunca salinarak; uyku-uyaniklik,
dikkat ve bellek olusumu gibi global beyin fonksiyonlarini etkilemektedir. Hippokampus,
medyal septum ve Broca alaninin diagonal bandindan (MS/DBB) kolinerjik girdiler
alarak uyarilir. Fonksiyonel olarak, asetilkolinin hippokampusta salinmasinin,
ekstraselliiler alandaki konsantrasyonuna bagli olarak, bellegin olusumu yada geri
cagrilmasinda yardimci oldugu disiiniilmektedir (McQuiston, 2014). Asetilkolin,
nikotinik asetilkolin reseptorii (nAChR) ve muskarinik asetilkolin reseptorlerine
(mAChR) baglanir (Lombardo ve Maskos, 2015). Noronal nAChR ’lar1 tiim beyinde ifade
edilir ve birgok norotransmitter yolagin sinaptik iletinin diizenlenmesinde 6nemli bir role
sahiptir. nAChR o7 olfaktor bulbus, serebral korteks, hippokampus, amigdala gibi
bolgelerde oldukca yiiksek seviyede ifade edilmektedir ve yiiksek kalsiyum iyon
gecirgenligi ve hizli duyarsizlasma esigine sahiptir (Koukouli ve Maskos, 2015).
Presinaptik terminaldeki nAChR o7 diger ndrotransmitterlerin salinmasini diizenlerken,
postsinaptik ya da ndéron somasinda konumlanan nAChR a7 intraselliler Ca™
seviyesinde onemli degisimlere neden olarak ikincil haberci sinyal yolaklarini aktive
eder. Bu sekilde noronal sagkalim ve gen ekspresyonu gibi hiicresel siireglere katilabilir.
nAChR a7’nin aktivitesi gelisim sirasinda glutamaterjik sinapslarin olgunlagmasi igin

olduk¢a 6nemlidir (Lombardo ve Maskos, 2015). Ayrica, ACh ve nAChRiin koku



ayrimlanmas:t ve koku belleginin diizenlenmesinde onemli gorevleri oldugu ileri

stiriilmektedir (Hamamoto ve ark., 2017).

Sitoplazmik poliadenilasyon elementine baglanan protein (CPEB), bir mRNA
spesifik translasyon kontrol faktoriidiir. Spesifik mRNA’larda bulunan 3°’UTR
sitoplazmik poliadenilasyon element (CPE) bolgesine baglanarak translasyonu indirekt
olarak aktive edici veya inhibe edici yonde kontrol etmektedir. CPEB aracili
translasyonun noronal sinaptik plastisitede 6nemli oldugu bildirilmistir. Sinaptik
plastisite i¢in gerekli olan sinaptik protein sentezini diizenleyen birden fazla mekanizma
bulunmakla birlikte CPEB’in post sinaptik elektron yogun bdlgede konumlandiginin
gosterilmesi sitoplazmik poliadenilasyonun bu mekanizmalardan biri olduguna isaret
etmektedir (Richter, 2007; Kundel ve ark., 2009; Darnell ve Richter, 2012; Lee ve ark.,
2016). Neuroguidin (Ngdn) Okaryotik translasyon baslatic1 faktore (elF4E) baglanan
neuronal bir proteindir ve CPEB proteiniyle etkilesim gostererek translasyonun baslangic
asamasinda baskilanmasinda dnemli rol oynamaktadir (Richter, 2007). Ngdn ndronlarda
dentrit ve aksonlarda bulunmaktadir. Ayrica biiylime konisi ve filapodlarda da tespit
edilmigtir. Ngdn’nin CPE igeren mRNA larin translasyonunu diizenleyerek noral tiib
kapanmasi ve noral krista hiicrelerinin gégli gibi ndral gelisim siireglerinde kritik bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalarda Ngdn’nin hippokampal sinapslarda
meydana gelen USP’yi inhibe ettigi ve dentat gyrus’da meydana gelen USP tarafindan
indiiklenen protein sentezini kontrol ettigi bulunmustur (Jung ve ark., 2006; Udagawa ve

ark., 2012).

Beyin kokenli norotrofik faktdr (BDNF) norotrofik faktor ailesinin bir tiyesi olup
ndronal sagkalim, norit gelisimi ve sinaptik plastisite gibi siireclerde rol oynamaktadir.
BDNF hippokampus, korteks ve bazal énbeyin gibi hafiza ve 6grenme ile ilgili beyin
bolgelerinde oldukea aktiftir ve uzun siireli hafizanin olusumunda kritik 6neme sahiptir
(Yamada ve Nabeshima, 2003; Diniz ve Teixeira, 2011). Noronlarda, aktiviteye bagh
mRNA sentezi dentritlerdeki lokal protein sentezi vasitasiyla sinaptik plastisitenin
olusumuna katilmaktadir ve ekstraselliiler uyaranlara kars1 dogru bir cevap olusturmak
icin 6nemlidir. Kisa 3’UTR’ye sahip BDNF mRNA translasyonu dentritlerde lokal
translasyonal kontrol ile diizenlenmektedir. Ayrica, hippokampal ndronlarla yapilan
caligmalarda, BDNF mRNAsinin kisa 3’UTR bolgesindeki CPE benzeri dizilerin BDNF

mRNA’sinin hem siirekli hem de aktiviteye bagimli translasyonunun kontrolu i¢in CPEB



proteinin baglandig1 bolgeler olarak gerekli oldugu gosterilmistir (Bekinschtein ve ark.,

2008).

Sinaptik bolgedeki 6zgiin proteinler ve reseptorler ile ilgili ¢aligmalar, néronal
aktivitenin ve norolojik hastaliklarin patogenezi ve yaslanma gibi siire¢lerin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar hakkinda degerli bilgiler sunmaktadir. Sinaptik bdlgelerdeki
proteinlerin tanimlanmasi sinaps fonksiyonu hakkinda yeni bilgiler saglamaktadir. Bu
sebeple, sinaptik bolgelerin izole edilerek arastirilmasi sinapslardaki proteinlerin
ifadesindeki degisiklikleri gdzlemlemek agisindan yararli bir teknik olarak ortaya
cikmistir. Sinaptozomlarin izolasyonu, ndrotransmitter salinmasi ve geri alinmas, ikincil
haberci sinyal yolaklari, sinaptik protein etkilesimleri ve kinaz aktivitesi gibi sinaptik
membran ve postsinaptik yogun bolgeler ile iligkili norokimyasal arastirmalarda siklikla

kullanilan bir yontemdir (Villasana ve ark., 2006).

Bu bilgiler 151831nda ¢alismamizda, kolinerjik aktivitenin sinaptik plastisitede rol
oynayan sinaptik protein sentezi ile iliskisini olfaktdr bulbus ve hippokampusu iceren
organotipik kesit kiiltiirlerinde arastirmayi hedefledik. Bu amagla, nAChR a7’yi
methyllycaconitine (MLA) ile inhibe ederek nAChR o7, BDNF, CPEB ve Ngdn
proteinlerinin  ifadelerindeki degisimleri ve yerlesimlerini Western blot ve

immiinohistokimyasal yontemlerle saptamay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. OLFAKTOR SISTEM

Duyusal norobiyolojinin ve sinirbilimin en 6nemli sorunlarindan biri cevresel
uyaranlarin beyinde alg1 olarak temsil edilmesini saglayan yollarin anlagilmas: ve bu
yollarin davranislari nasil yonlendirdiginin anlagilmasidir. Bu siirecin ilk basamag ileri
derecede 0zellesmis reseptorleri ile fiziksel uyarani saptayabilen primer duyusal ndronlar
ile 1iligkilidir. Kokunun algilanmas: olfaktor epitel i¢inde bulunan olfaktor duyu
noronlarindaki reseptorlerin aktivasyonu ile baslar. Her bir olfaktdr duyu néronu (ODN)
tek bir dentritini epitelin luminal yiizeyine uzatir ve buradaki hareketsiz siller sayesinde

havadaki koku molekiillerini yakalar (DeMaria ve Ngai, 2010).

Memeli olfaktor sisteminde, koku molekiilleri olfaktor duyu noronlar tarafindan
ifade edilen ~1000 farkli olfaktor reseptor tarafindan tespit edilmektedir. Her bir olfaktor
duyu noronu tek tip olfaktor reseptdr ifade eder ve ayni tip olfaktor reseptorii ifade eden
olfaktor koku noronlar1 aksonlarini olfaktor bulbus icerisindeki glomerulus adi verilen
kiiresel yapilarin icine yoneltirler. Boylece glomerulus, olfaktdr bulbus iginde tek tip
olfaktor reseptorden gelen duyusal girdiyi temsil eden fonksiyonel bir iinite olusturur.
Glomerulus icerisinde, koku bilgisi ikincil ndronlar olan mitral ve piiskiilli (tufted)
hiicrelerine aktarilir. Bununla birlikte, olfaktor bulbus sadece bir gecis bolgesi degildir;
Mitral/piiskiillii (tufted) hiicreler biiyiik dlciide intrabulbar ve beynin diger bolgelerinden

gelen sentrifugal girdiler ile diizenlenir (Imai, 2014).

2.1.1. Olfaktor epitel ve Olfaktor duyu néronlari

Olfaktor bilginin iletimi, olfaktdr epitelde, burun boslugunun yaklasik yarisina
uzanan noron ve destekleyici hiicre tabakasinda meydana gelmektedir. Geri kalan ylizey
nérondan yoksundur ve esas olarak olarak koruyucu bir ylizey gorevi goren solunum
epiteli ile kaplidir. Olfaktor epitel gesitli hiicre tiplerini igermektedir. Bunlardan en
onemlisi, bipolar ve bazal yiizeyinde kii¢iik ¢apli miyelinsiz bir aksona sahip olan ve koku
bilgilerinin iletiminde merkezi rol oynayan olfaktér reseptdr ndrondur. Reseptor
ndronlarin apikal yiizeyinde bulunan kalin bir mukus tabakasina uzanan olfaktdr silyalar
bulunmaktadir.

Nazal bosluga uzanan olfaktdr sillerin iyonik ortamini kontrol eden mukus, epitel

altinda bulunan salg1 bezleri (Bowman bezi) tarafindan iiretilir. Diger iki hiicre tipi olan,



bazal hiicreler ve destekleyici hiicreler de olfaktdr epitelde bulunmaktadir. Mukus
tabakasi, ndronal ve destekleyici hiicrelerle birlikte epitelin olusturdugu bu sisteme nazal

mukoza adi verilmektedir (Purves, 2001).

2.1.2. Glomeriiller icerisindeki sinaptik iletim

Olfaktor duyu noéronlari tarafindan tespit edilen koku bilgisi ilk 6nce olfaktor
bulbus igerisindeki glomeriillerde isleme almir (Sekil 2-1). Tek tip olfaktor reseptor
iceren olfaktdr duyu ndronlar1 aksonlarini tipik olarak olfaktdr bulbus igerisinde, biri
medial digeri lateralinde olan iki farkli glomeriile uzatirlar. Her bir glomeriil tek bir
reseptor ifade eden olfaktdr duyu noronlarindan akson girdisi alir. Farede, tipik bir
glomeriile ~1000 olfaktér duyu néronunun aksonu ulagir. Olfaktér duyu noronlarinin
akson terminallerinden postsinaptik ndronlara glutamate salinir. Post sinaptik néronlar
glutamaterjik noronlarin iki ana tipi olan mitral hiicreler ve piiskiillii (tufted) hiicreleri
icermektedir. Buna ek olarak, jukstaglomerular hiicreler olarak adlandirilan
periglomerular hiicreler ve kisa aksonlu hiicreler de olfaktér duyu noéronlarindan
dogrudan girdi almaktadir. Tipik bir glomeriil 20-50 adet mitral/ piskiilli (tufted)
hiicrenin primer dendritleri tarafindan inerve edilir; Bunlardan 5-20 adedi mitral
hiicrelerdir. Bu néronlarin her birinin tek bir apikal dendriti tek bir glomeriile kadar uzanir
ve dendritik piiskiilleri glomeriil igerisinde dagilir. Ayrica, dig pleksiform tabaka (DPT)
icerisine 1 mm ye kadar uzunluktaki lateral dendritlerini uzatarak GABAerjik

interndronlar ile sinaps yaparlar (Imai, 2014).
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Sekil 2-1: A) Olfaktdr bulbus igerisindeki esas hiicresel sistemler goriinmektedir (Nagayama,
Homma,ve Imamura, 2014). B) Olfaktér bulbus’dan alinan koronal kesit ile hiicre
katmanlarinin gosterimi (Tseng ve ark., 2017).



Glomertiler tabakada bulunan néronlar morfolojik olarak heterojen bir yapi
gosterirler ve 3 farkli tipi tanimlanmigtir: Periglomerular (PG), yiizeyel kisa aksonlu
hiicreler (yKA) ve dis piiskiillii (tufted) (DT) hiicreler. Genel olarak morfolojik tipleri
belirtilmedigi zaman jukstaglomerular hiicreler (JG) olarak adlandirilirlar (Sekil 2-2).

Glomerular tabakadaki noronlar

olfaktor reseptdr ndron

ONT

klasik yKA hticreler

GT

TH+ yKA hucreler hiicrele

Sekil 2-2: Glomeriiler tabakada bulunan noéronlar gériinmektedir (Nagayama ve ark., 2014).

PG hiicreler glomeriiler tabakada en ¢ok bulunan noron tipidir. Bu hiicreler 3
farklt morfolojik tip arasinda en kiigiik hiicre gdvdesine (5-10 um c¢apinda) sahiptirler.
PG hiicreleri genellikle dendritlerini tek bir glomeriile uzatirlar ancak bazen birden fazla
glomeriilde de goriiniir. PG hiicrelerinin dendritleri DT hiicrelerinkine gore daha kiiciik
bir bolgeye dagilir. PG hiicrelerinin genellikle akson tagidiklar diigiiniiliir ama aksonu
olmayan alt tipleri de mevcut olabilir. Aksonlarinin uzunluklar1 degigskendir ve 5-6
glomerulus uzaga kadar wuzanabilirler (~600 um). PG hiicrelerinin aksonlari
interglomerular alanda son bulurlar (Nagayama ve ark.,2014). PG hiicrelerin fonksiyonel
olarak ayrimlanmasi zor olsada, kalretinin pozitif ve kalbindin pozitif ndronlar olarak
siiflandirilabilirler. PG hiicreler olfaktdr duyu ndronlari, mitral hiicreler ve piiskiilli
(tufted) hiicreler tarafindan aktive olurlar ve buna karsilik komsu periglomerular
hiicrelerin yanisira diger hiicrelere de GABAerjik inhibisyon gonderirler. Bu inhibitor
sinapslarin ¢ogu pre- ve post- sinaptik bolgelerde bulunan resiprokal sinapslar olarak
bilinirler ve GABA salinimi aksiyon potansiyeli yerine dendritik Ca-dikensi artiglari

tarafindan kontrol edilir (Imai, 2014).

yKA hiicreler ilk kez Pinching ve Powell tarafindan rapor edilmistir. JG hiicreler
arasinda yKA hiicrelerinin yiizdesinin kiiciik oldugu diisiiniilmektedir. yKA hiicrelerinin

govdeleri PG hiicrelerinin govdelerine gore daha biiyiiktiir (8-12 um). Bu hiicreler



interglomerular alana uzanan dendritlere ve 1-2 glomeriil uzaga uzanan aksonlara

sahiptir. Bu populasyon igerisinde herhangi bir dendrodendritik baglant1 gorlinmemistir.

DT hiicreler, JG hiicreler arasinda en biiyiik hiicre govdesine (10-15 um) sahip
olan hiicrelerdir. DT hiicrelerinin dendritleri, PG hiicrelerine nazaran glomeriil igerisinde
daha fazla yer kaplamaktadir. Simdiye kadar DT hiicrelerinin morfolojik olarak
birbirinden ayrilan 2 alt grubu bildirilmistir. Birinci grup ikincil dendrit icermemektedir,
hiicre gdvdesi sadece glomerular tabakada bulunur ve aksonlar1 olfaktor bulbus icerisinde
siirlanir. Diger grup ise DPT’ye uzanan ikincil dendritlere sahiptir ve hiicre gévdeleri
glomerular tabakanin 1/3 alt bdlgesinde ya da glomerular tabaka ile bitisik olan DPT de
bulunur. ikinci grubun aksonlar1 ayn1 bulbusun diger kisminda bulunan (medial-lateral)
i¢ pleksiform tabakasina (IPT) yada anterior olfaktdr nukleus (AON) pars externa’ya (pE)
uzanirlar. AONDE sag ve sol olfaktor bulbusta bulunan ayni koku reseptoriinii ifade eden
olfaktor duyu noronlarindan girdiyi alan homotipik glomeruliler ile iliskili devreleri

birbirine baglar (Nagayama ve ark.,2014).

2.1.3. Mitral hiicreler ve piiskiillii (tufted) hiicreler

Ortak bir glomeriil ile iliskili olan mitral/ piiskiillii (tufted) hiicreler kardes
hiicreler olarak adlandirilir. Kardes Mitral/ piiskiillii (tufted) hiicrelerin primer dendritleri
gap junctionlar ile elektriksel olarak eslesmistir. Boylece senkronize bir sekilde dikensi
potansiyel olugturmasi saglanir. Bununla birlikte, kardes mitral/ piiskiillii (tufted) hiicreler
koku kodlamasinda ayni degildirler. Koku uyarisina cevaplar1 kardes mitral hiicreler
arasinda degisiklik gosterir. Bunun nedeni, kardes mitral/ piiskiillii (tufted) hiicrelerin

inhibitor graniiler hiicreler tarafindan farkli bir sekilde module edilmesi olabilir.

Mitral/ piiskiillii (tufted) hiicrelerin her ikisi de primer dendritlerini tek bir
glomeriile uzatarak uyarici girdiler alip olfaktor kortekse aksonlarmi uzatirlar ancak
kokuyu kodlamalar1 ve baglantilar1 farklidir. Tipik bir piiskiillii (tufted) hiicresi DPT’de
bulunur ve lateral dendritlerini DPT’ nin disina dogru uzatir. Piiskiillii (tufted) hiicreler,
somalariin DPT’de bulundugu bdlgeye gore dis, orta ve i¢ piiskiillii (tufted) hiicre olarak
alt gruplara ayrilabilir. Piiskiillii (tufted) hiicreler ayrica kolesistokinin (CCK) ifade
etmelerine gore de ayirt edilebilirler. Buna karsilik, tipik bir mitral hiicre mitral hiicre
tabakasinda yer alir ve lateral dendritlerini DPT nin i¢ tabakalarina dogru uzatir. Mitral

hiicreler lateral dendritlerini piiskiillii (tufted) hiicrelere gére daha fazla uzatmaya



egilimlidirler ve graniiler hiicrelerden daha fazla inhibe edici girdi alirlar. Piiskiillii
(tufted) hiicreler diisiik koku konsantrasyon esiginde aktive olurlar ve mitral hiicrelere
gore daha kisa cevap gosterirler. Piiskiillii (tufted) hiicrelere olfaktér duyu néronlarindan
direkt girdiler ulasirken mitral hiicrelere gelen uyarici girdiler dolayli yoldan gelmektedir:
mitral hiicreler ¢ogunlukla ayni glomeril ile iliskili piskiilli (tufted) hiicrelerin
dendritlerinden uyarici girdiler alirlar. Boylelikle, mitral hiicreler piiskiillii (tufted)

hiicrelere gore daha fazla islemden ge¢mis bilgiye ulasirlar (Sekil 2-3) (Imai, 2014).

DPT ve MHT'deki hiicreler

GT \\(/)
orta tufted
hucre

DPT

\/ dlstuﬂed : )F
hiicre
» «

MHT i¢ horlzon’(al hiicre multipolar tip
Tip-1 Tip-2 hiicre
mitral hiicre mitral hiicre

biiyiik kisa aksonlu hiicre

Sekil 2-3: Dis pleksiform tabaka ve mitral hiicre tabakasinda (MHT) bulunan ndron alt tipleri
(Nagayama ve ark., 2014).

Glomeriiler devrenin kurulmasi

Her bir mitral/ piiskiillii (tufted) hiicre primer apikal dendritini tek bir glomeriile
hedefler. Bu durum olfaktdr bulbus icersinde olfaktor reseptdre 6zel glomeriiler modiiliin
olusturulmasi i¢in temel olusturur. Olfaktdr sistemin ayirim giiciiniin en yiiksek seviyede
olmasi i¢in, olfaktér duyu néronu aksonlarinin tek bir glomeriile uzanmasi ve mitral/
piiskiillii (tufted) hiicrelerin dendritlerinin de tek bir glomeriile hedeflenmesi oldukca
onemlidir. Ancak, mitral/ piiskiillii (tufted) hiicrelerin dendritik hedeflenme mekanizmasi

heniiz yeterince acikliga kavugsmamustir.

Mitral/ piiskiillii (tufted) hiicresi baslagicta birden fazla primer dendritini birden
fazla glomerulusa uzatir ve daha sonra birinci postnatal hafta boyunca tek bir dendrit harig
digerlerinin tamamen ortadan kalktigi bilinmektedir. Boylelikle primer dendritlerin
baglant1 6zgiilligli yonlendirilmis bir rehberlik islemi yerine budama islemi ile olur. Bu

nedenle, dendritik budanma mekanizmasini anlamak olduk¢a 6nemlidir. Ancak bu konu



10

hakkindaki bilgiler olduk¢a sinirlidir. Budama iglemi siiresince noronal aktivitenin ne
Ol¢iide rol oynadigi kesin olarak bilinmemektedir. Glomeriillere 6zgiin molekiillerin
sentezlenmesi de dahil olmak tizere glomertiler devrenin fonksiyonel olarak olgunlagmasi

icin olfaktdr duyu ndronu kaynakli noronal aktivite gereklidir (Imai, 2014).

2.1.4. Graniiler hiicreler

Graniiler hiicreler, olfaktér bulbus icerisindeki en biiylik interndron
populasyonudur ve fonksiyonel ayrimlari heniiz iyi bir sekilde yapilmamis olsada,
morfolojilerine gore ¢esitli alttiplere ayrilabilirler. Periglomerular hiicreler gibi graniiler
hiicreler de resiprokal dendrodendritik sinapslar ve mitral/ piiskiillii (tufted) hiicrelerin
inhibisyonunu yoneten dendritik Ca*? dikensi artislart olustururlar. Graniiler hiicrelerde
yayilan dikensi potansiyeller ayrica diger mitral/ piiskiillii (tufted) hiicrelerin lateral
inhibisyonunu yonetir. Bununla birlikte mitral/ piiskiillii (tufted) hiicreler ve graniiler

hiicreler arasindaki baglanti oldukca seyrektir (Imai, 2014).

2.1.5. Kortikal Uzantilar

Mitral/ piiskiillii (tufted) hiicrelerin aksonlar1 demet seklinde dizilir ve lateral
olfaktor yolagi olustururlar. Bu hiicreler; anterior olfaktoér nukleus, olfaktor tuberkiil,
priform korteks, lateral enthorinal korteks, kortikal amigdala gibi olfaktdr korteks
icerisinde ¢esitli bolgelere uzanan bircok kollateral uzatirlar. Mitral/ piiskiillii (tufted)
hiicreler tek bir glomerulus ile iliski kurdugu zaman, aksonlar1 olfaktor korteksin
neredeyse tlim alanini kaplar. Bunun anlami, olfaktor bulbus igersinde korunan
topografinin, olfaktdr korteks icerisinde priform kortekside kapsayan bircok alanda
korunmadigidir. Transsinaptik retrograde izleme ve fonksiyonel haritalama ile prifrom
ndronlarin birgok glomerulusdan toplanan girdiyi aldig1 gosterilmistir. Buna ek olarak,
priform korteksin 2-foton kalsiyum goriintiilenmesi yontemi ile kokularin herhangi bir
topografik dagiliminin gosterilmesi miimkiin olmamaistir. Priform korteksin koku iliskili
bellegin olusumuna aracilik edebilecegi one siirlilmiistiir. Bununla birlikte, olfaktor
korteksteki bazi alanlarin da olfaktér bulbusun belirli alanlarindan girdi aldigr da
belirtilmelidir. Bu alanlar, kokuya kars1 dogustan gelen kaliplasmis davranislara yon

verebilir (Sekil 2-4) (Imai, 2014).
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Sekil 2-4: Mitral ve piiskiillii (tufted) hiicrelerinin kortikal uzantilar1 gériinmektedir (Imai, 2014).

2.2. HIPPOKAMPAL SISTEM

Hippokampal sistem, dentat gyrus, subiculum ve Cornu Ammonis (CA) ad1 verilen
ve hiicresel mimari olarak farkli 3 bolgeden olugsmaktadir. CA bolgesi; CA1, CA2 ve CA3
bolgelerine ayrilmaktadir. Hippokampal sisteme ait diger bolgeler ise presubikulum,
parasubikulum ve entorhinal korteksdir. Hippokampusun alt bolgeleri, entorhinal
hippokampal dongiiyii olusturan ardisik uyarici uzantilar ile birbirine baglanir. Perforant
yol lifleri entorhinal korteksten dentat gyrus girdilerin cogunu saglar. Dentat gyrustaki
ana hiicre tipi olan dentat graniil hiicreleri geriye yonelik uzanmazlar ve aksonlari
(yosunsu lifleri) hippokampus icerisinde CA3 bolgesine uzanirlar. CA3 piramidal
noronlart CA1 bolgesine Schaffer kollaterali olarak adlandirilan yolak iizerinden girdi
olustururlar fakat dentat gyrusa ile de geri sinaps yaparlar. CA1 noronlari ise subikulum
bolgesi icine oldukca fazla uyarici girdiler olusturmakla birlikte, entorhinal kortekse de
uzanirlar (Leal ve ark., 2017). Bir¢ok kortikal devrede oldugu gibi, hippokampal néronlar
glutamaterjik hiicreler ve GABAerjik interndronlar olarak siniflandirilirlar. Dentat gyrus
glutamaterjik hiicre tipine, graniil hiicrelere ve diger hippokampal bolgelerden farkli

olarak glutamaterjik yosunsu hiicrelere de sahiptirler (Sekil 2-5) (Scharfman, 2016).
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Sekil 2-5: A) Hippokampal sistem (Kandel, 2012) ve B) Dentat gyrus histolojik kesiti (Jung ve
ark., 2016).

2.3. KOLINERJIK SISTEM

2.3.1. Asetilkolin ve Asetilkolin Reseptorleri

Asetilkolin ilk kez kalp dokusu iizerindeki etkileri ile Dale tarafindan
tanimlanmistir. Daha sonra, vagus sinirinden salindig1 i¢in baslangigta Vagussto olarak
adlandirilmis ve Loewi tarafindan bir ndrotransmitter olarak tanimlanmigtir. Kolinerjik
sentez ve geri alinim mekanizmalar1 noronlarda oldukga iyi anlasilmistir (Maurer ve
Williams, 2017). Asetilkolin (ACh), kolinin h ile asetilasyonunu katalize eden kolin
asetiltransferaz (ChAT) enzimi ile sentezlenir. ACh, vezikiiler asetilkolin tastyicilar
(VAChKT) tarafindan sinaptik vezikiiller i¢ine tasinir ve depolanir. Asetilkolinin sinaptik
yarik icerisine salnmasi aksiyon potansiyeline bagli Ca' girisi ile tetiklenen ekzositoz
ile gerceklesir. Daha sonra post-sinaptik muskarinik (mAChR) ve nikotinik (nAChR)
reseptorlerinin  her ikisine de baglanir. ACh, asetilkolinesteraz (AChE) ya da
butirilkolinesteraz tarafindan milisaniyeler icerisinde kolin ve asetik asite hidrolize
edilerek geri alinim ve yeniden sentezlenmek iizere hazirlanmig olur (Deiana ve ark.,

2011).

2.3.1.1. Muskarinik Asetilkolin Reseptorii

Simdiye kadar siganlarda mAChR kodlayan 5 adet gen bulunmustur ve bu genler
M1-5 ACh reseptorlerini iiretmektedirler. Muskarinik reseptorler metabotropik reseptor
ailesinin bir tiyesidir ve G protein iligkili 7 gecigli transmembran reseporleridir ve ikinci
haberciler olarak ya fosfolipaz C (M1, M3, M5) yada adenilsiklaz (M2, M4) ile eslesirler.
Sicanlarda, M1 reseptorii sempatik ganglia ve ekzokrin bezlerde en ¢ok bulunan

reseptordiir. Merkezi sinir sisteminde ise M1 reseptorii serebral korteks, hippokampus ve
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amigdala bolgelerinde yaygin olarak dagilim gostermektedir. M2 reseptorleri miyokardda
bol miktarda, olfaktér bulbus ve hipotalamusta ise az miktarda bulunmaktadir. M3
reseptorleri diiz kas ve ekzokrin bezlerde yogun bir sekilde bulunur ayni zamanda
korteks, hippokampus ve thalamusda da yaygin sekilde ifade edilir. M4 reseptorlerinin
korteks ve striatumda dagimik bir yerlesim gosterdigi, M35 reseptorlerininde

hippokampus, habenula ve thalamusda yer aldig bildirilmistir (Deiana ve ark., 2011).

2.3.1.2. Nikotinik Asetilkolin Reseptorii/ ligand kapih iyon kanah

Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR) ligand kapili iyon kanallar1 siiper
ailesinin bir {iyesi olup asetilkolin ile aktive olurlar. Ayrica, nikotinik reseptor agonisti
olan nikotin de dahil olmak iizere cesitli ilaglara cevap verirler. nAChR’lerinin kas
dokusunda bulunan 5 adet alt tipi (al, B1, y/e, §) ve noronlarda bulunan 12 adet alt tipi
(02—10, p2—4) bulunmaktadir (Sekil 2-6) (Yang ve ark., 2017). nAChR’i altiinitelerinin
bir merkezi por etrafinda simetrik bir sekilde bir araya gelmesiyle olugsan pentamerik bir
yapiya sahiptir. Bu altiinitelerin aktivasyonu hiicrenin Na” ve Ca" gegirgenliginde hizli
bir artisa, depolarizasyon ve uyarima neden olur. Nikotine uzun siireli maruz kalma ise

reseptoriin sekil degisimine ve duyarsiz hale gelmesine neden olur (Deiana ve ark.,2011).

korteks
a4B2, cdas5p2, ad4p2, adas5p2, w42, a3p4,
o7 a3p4, o7 o3B3p4, a7
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Sekil 2-6: Nikotinik asetil kolin reseptorlerinin (nAChR) beyindeki dagilimi. Kemirgen beyninde
bulunan nikotinik asetilkolin reseptor alttiplerinin bolgesel dagilimi (Gotti ve ark.,
20006).
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nAChR o7’nin yapisi ve fonksiyonu

Noronal nAChR alt tipleri arasinda bulunan nAChR a7 1990'larda ilk kez kuglar
ve kemirgenlerden izole edilmistir. Homomerik pentamer bir yapiya sahip olup merkezi
sinir sisteminde ve dalak ve lenf diiglimlerinde genis ¢apta dagilim gdstermektedir.
nAChR a7 de 5 adet 6zdes a7 altiinitesi merkezi bir por etrafinda simetrik bir sekilde
diizenlenmistir. Her bir altiinite biiylik bir amino terminal ekstraselliiler bolge, 4 adet
transmembran bolge (TM1-TM4) ve sitoplazmik bir bolgeden olusmaktadir.
Homomerik nAChR a7 reseptoriiniin ekstraselliiler bolgesinde alt birimlerin arasindaki

bolgelerde yer alan bes adet ACh baglanma yeri bulunmaktadir (Sekil 2-7).

Ektrasellller

( B>‘ﬁ7j~
€L

Sekil 2-7: nAChR a7 resepdtoriiniin sematik olarak gosterilmesi a) nAChR a7 alt biriminin yapist
b) Homomerik pentamer nAChR a7 reseptdrii 5 adet asetilkolin (ACh) baglanma
bolgesi icerir (Quik ve ark., 2015).

Diger nAChR tipleriyle karsilagtirildiginda, nAChR a7 benzersiz islevsel
ozellikler gostermektedir. Bu Ozellikler; 1) agonistler tarafindan hizli aktivasyon ve
duyarsizlasma (milisaniyeler icinde), 2) yiiksek kalsiyum gecirgenligi ve 3) o-
bungarotoxin (0-Btx) ve methyllycaconitine (MLA) tarafindan segici olarak

inhibisyondur (Yang ve ark., 2017).

nAChR a7 noronlarda pre- ve post-sinaptik bolgelerde, dendritlerde, pre-terminal
akson bolgelerinde, akson terminalinde ve somada yer almaktadir (Koukouli ve Maskos,
2015). nAChR a7 serebellum, isitsel korteks, hippokampus ve diger birgok beyin
bolgelerinde glutamat salimini kolaylastirmada 6nemli bir rol oynamaktadir (Sekil 2-8).

Buna ek olarak, nAChR a7 reseptorii, astrositler, mikroglia, mikrovaskiiler endotel
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hiicreleri ve inflamasyon ve noron korunmasinda rol oynayan lenfositler de dahil olmak

izere beyindeki ndronal olmayan hiicrelerde de ifade edilir (Yang ve ark., 2017).
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Sekil 2-8: nAChR a7’nin pre- ve post-sinaptik néronda konumlanmasi (Koukouli ve Maskos,
2015).

2.3.2. nAChR Agonist ve Antagonistleri

2.3.2.1. Agonistler

Agonistler, ACh baglanma bdlgesine baglanirlar ve bir dizi sekil degisimi

tetikleyerek kanali dinlenim durumundan agik pozisyona g¢evirirler (Hurst ve ark., 2013).

2.3.2.2. Antagonistler

Antagonistler, ACh baglanma bdlgesinde yada yakinina baglanirlar ve ayni
bolgeye baglanan agonistler ile siirekli yaris halindedirler. Bu tip antagonistler rekabetci
nAChR antagonistleri olarak bilinirler. Bunun aksine, rekabet¢i olmayan antagonistler
nAChR de ¢ogunlukla iyon iletim yolu igerisinde bir yere baglanarak iyon akigini fiziksel
olarak engellerler ve kanalin fonksiyonunu bloke ederler. Bazi durumlarda, agonistler de
iyon kanali igerisinde yer alan ikinci bir bolgeye baglanirlar ve yliksek
konsantrasyonlarda rekabetgi olmayan antagonistler gibi davranabilirler. Giiniimiizde
bilinen nAChR antagonistlerinin ¢ogu, hem bitkilerde hem de hayvanlarda dogal

savunma mekanizmalar1 olarak bulunan toksinlerdir. Bu dogal iiriinlerin ¢ogunlugu
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rekabet¢ci olmayan antagonistler iken, bazi sentetik non-nikotinik anestezikler ve
psikotropik ilaglar nAChR'lerini rekabet¢i olmayan bir sekilde inhibe edebilirler. Sinirh
sayidaki dogal rekabet¢i antagonistler arasinda nAChR alt tiplerinin tanimlanmasi ve
ozelliklerinin belirlenmesi i¢in etkili olan birka¢ farmakolojik ajan bulunmaktadir.
Ornegin, o7 antagonisti Methyllycaconitine, 04p2 antagonisti B-dihydroerythroidine, o7
ve alB1yd antagonisti a-bungarotoxin ve a-conotoxin Iml, MII, PnlA, BulA, ArIB, gibi
birgok kanotoksin, a3B2, a6p2, a3p4 yada a7 icin spesifik kiigiik peptid antagonistlerdir.

2.3.3. Kolinerjik Devreler

Merkezi sinir sisteminde, kolinerjik néronlar 3 6nemli bolgede bulunmaktadir: 1)
Beyin sapinda bulunan kolinerjik noronlar riskten ka¢inma durumunda fonksiyon
gosterebilmektedirler. Bu bolgede bulunan kolinerjik d. 2) Striatumda bulunan kolinerjik
interndronlar dopamin salinimini baskilarlar. 3) Bazal onbeyin, esas olarak medial
septum, diyagonal bandin vertikal uzantis1 (MS / VDB), diyagonal bandin horizontal
uzantilar1 (HDB) ve nukleus bazalis'den kaynaklanan kolinerjik ndronlar olfaktor bulbus,

neokorteks, hippokampus ve amigdalaya uzant1 verirler (Maurer ve Williams, 2017).

2.3.3.1. Asetilkolin ve Olfaktor Bulbus

Olfaktor bulbus, basal 6n beyinden Broca alaninin diyagonal bandin horizontal
uzantilar1 vasitasiyla (HDB) oldukga fazla miktarda kolinerjik girdiler alir (Sekil 2-9). Bu

girdiler olfaktdr bulbusun grantiler hiicre ve glomerular tabakasini inerve etmektedir.

Serebral Korteks

MS: Medyal Septum

VDB: Diyagonal bandin vertikal uzantisi
HDB: Diyagonal bandin horizontal uzantisi
NBM: Nukleus bazalis

Sekil 2-9: Bazal 6n beyindeki kolinerjik ndronlarinin beyindeki farkli bolgelere uzantilari
goriilmektedir (Uchida ve Kagitani, 2018).
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Asetilkolin olfaktdr bulbusdaki nikotinik ve muskarinik ACh reseptorlerinin her
ikisine de etki eder. Nikotinik reseptorler tipik olarak glomerular ve mitral hiicre

tabasinda yer alirken, muskarinik reseptorler grantiler hiicre tabakasinda bulunur.

Yapilan in vitro caligmalarda, nikotinik reseptdrlerin aktivasyonunun mitral
hiicreleri depolarize ettigi gosterilmistir. Daha onceki in vivo ¢alismalarda ise nikotinik
reseptorlerin aktivasyonunun periglomerular hiicrelerdeki ateslemeyi de arttiracagini ileri
stirlilmiistiir. Muskarinik reseptorlerin aktivasyonu, direkt depolarizasyon ile graniiler
hiicrelerin yanit verme oranini arttirir. Genel olarak, kolinerjik girdiler hem mitral hiicre
primer dendritlerinin periglomerular inhibisyonunu hem de mitral hiicre ikincil

dendritlerinin graniiler hiicre inhibisyonunu arttirmaktadir (Devore ve Linster, 2012).

2.3.3.2. Asetilkolin ve Hippokampus

Asetilkolin  6grenme ve bellek siireglerinde rol oynayan en Onemli
ndrotransmitterlerden biridir. Norogenezin gergeklestigi iki onemli bolgeden biri olan o
(Kaneko ve ark., 2006). Asetilkolin salinmasi, hippokampusta bellegin olusumu ve geri
cagrilmast siireglerine katildigi bildirilmistir. Kolinerjik girdiler hippokampus
fonksiyonu tizerindeki etkilerini, dendritlerde, hiicre gévdelerinde, piramidal ndronlarin
akson terminallerinde inhibitdr interndronlarda ve astrositlerde bulunan muskarinik ve

nikotinik reseptdrlerin aktive ederek gergeklestirir (McQuiston, 2014).

2.4. SINAPTIK PLASTISITE

Sinaptik plastisite, kullanilma yada kullanilmamaya cevap olarak sinapslarin
giiclenme veya zayiflamasini ifade etmektedir. Sinaptik etkinlikteki uzun siireli
degisimler ¢ogunlukla sinapslarda yapisal ve fonksiyonel degisimlere neden olur. MSS
yolaklarinin cogunlugu sinaptik plastisite sergilemektedir ve bu olgu esas olarak uyarici
ve inhibe edici sinapslarda ¢alisilmig olsa da mekanizmalari farkli olan birgok plastisite
sekli bulunmaktadir. Plastisite, presinaptik bdlgede norotransmitter salinmasindaki
degisikliklerde ya da postsinaptik bolgede ndrotransmitter reseptorlerinin sayi, tip ya da
Ozelliklerinin degismesi ve hiicre i¢i sinyallesme mekanizmlarina bagli olarak
yonetilebilir. Uzun siireli potansiyasyon (USP) sinaptik bilgiyi depolama siireglerinin
etkinligini yansitan sinaptik plastistenin temel bir formudur. Ogrenme ve bellegin
hiicresel korelasyonunu saglamak iizere esas aday olarak tanimlanmistir. USP, kesfinden

bu yana, ¢esitli beyin bolgelerinde ayrintili olarak incelenmistir. Sinaptik plastisitenin bu
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tipinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar 6zellikle de hippokampusta biiyilik oranda
aciga cikarilmistir. Hippokampusun diizenli hiicre tabakalarina sahip olmasi, bir¢ok
girdinin bu tabakalara 6zgli dagilimi ile birlikte degerlendirildiginde, sinaptik iletim
iizerinde yapilacak ¢alismalar icin iyi bir memeli model sistemi olusturmaktadir (Leal ve

ark., 2017).

2.4.1. Beyin Kokenli Norotrofik Faktor (BNDF)

Beyin kokenli norotrofik faktor (BDNF) o6grenme ve bellek siireglerinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan norotrofik bir faktordiir. Merkezi sinir sisteminde
sinaptik uyariya karst hizli cevap ve wuzun siireli plastisite olusumuna katilir. Olgun
BDNF sinapslar1 giiglendirirken, pro-BDNF sinapslar1 zayiflatir bu da pro-BNDF ve
olgun BDNF oranin1 sinaptik plastisite icin Onemli yapmaktadir. BDNF ayrica
asetilkolinin sentezinden sorumlu olan kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimininin
aktivitesini arttirir ve medyal septumdaki noronlarin sagkalmasini tegvik eder. Norogenez

stirecinde onemli rol oynar (Iulita ve ark., 2017).

BNDF hippokampal USP ve 6grenmede Onemli rol oynamaktadir. USP’nin
indiiklenmesi  ve  siirdiiriilmesi, norotransmitter  salinmasindaki  degisimlerin
indiiklenmesi, postsinaptik glutamat salinmasim1 modiile etmesi, sinapslarda protein
sentezinin aktive edilmesi ve dentritik dikenlerdeki yapisal plastisitenin diizenlenmesini

kontrol ettigi gosterilmistir (Sekil 2-10) (Leal ve ark., 2017).

BDNF mRNA’s1 yalnizca hiicre govdesinde bulunmaz ayrica dentritlere de
tagiir. 3’UTR bolgesinin dendritik lokalizasyondan sorumlu olduguna inanilmaktadir.
Yapilan c¢alismalarda, kisa 3’UTR bolgesinde bulunan sitoplazmik poliadenilasyon
bolgesinin (CPE) dendritik hedef elementi olarak fonksiyon gostermekte oldugu ve
sitoplazmik poliadenilasyon bolgesine baglanan elementin bu diziye direkt olarak
baglandig1 gosterilmistir. Noronlarda lokal BNDF ekspresyonu g¢evresel BDNF ile
tetiklenir ve bu da aktiviteye bagh hizli cevaba neden olur. Ancak, distal dendritlerde
lokal olarak sentezlenen BNDF nin post-translasyonel tasinimi hakkinda oldukga az sey

bilinmektedir (Oe ve ark., 2016).
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Sekil 2-10: Erken USP sirasinda uyarict sinapslarin BDNF aracili diizenlenmesi (Leal ve ark.,
2017).

2.4.2. Sinaptik Plastisitede Translasyonel Kontrol

Sinaptik baglantilarin aktiviteye bagli olarak degisiklige ugratilmasi ve ndronal
baglant1 dinamiklerinin degisiminin altinda yatan sinaptik plastisitenin uzun siireli bellek

depolanmasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Hafizanin ilgi ¢ekici bir yonii de, 6grenmenin farkl tiplerinin sinaptik etkinligin
hem giiclendirilmesi (USP) hem de zayiflatilmas1 (USD) ile iligkili olmasidir. Néronal
yolakta tekrarlanan bir aktivite onun sinaptik baglantilariminin etkinligini degistirir.
Ornegin, sik tekrarlanan aktivite ile, etkinlikteki artis (yani USP) saatler, giinler yada
haftalarca siirdiirebilir. Bunun tersi de gecerlidir yani azalan aktivite sinaptik etkinligi
azaltarak USP ile sonuclanabilir. Her iki siirecte de yeni protein sentezine ihtiyag¢ oldugu
bilinmektedir. Sinaptik aktivite NMDA veya TrkB reseptorlerini aktive ederek genel veya
gene Ozgl translasyondaki degisikliklere yol agmaktadir. Translasyonun baglangicini
kontrol eden mekanizmalar 2’ye ayrilmaktadir: 1) Translasyon baglatma faktorlerinin
(eIF2a ve 4E-BP'ler gibi) fosforilasyonu yoluyla ribozomun mRNA'nin 5’ ucuna
toplanmasini diizenleyenler ve 2) mRNA’nin 3’ ucunda poli-A’ya baglanan proteinler
(PABP) ile translasyonu kontrol eden ve mRNA'nin kendisini etkileyenler. Bunlara ek
olarak, translasyon uzama asamasinda da diizenlenebilmektedir (Buffington ve ark.,

2014).
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24.2.1. elF4E

bo (eIF4E), elF4F sapka-baglanan kompleksinin bir pargasidir. mRNA’nin
translasyonunun baslangi¢ asamasinda ve ayrica nukleustan sitoplazmaya taginmasi dahil
olmak iizere gen ekspresyonun bir¢cok seviyesinde posttranskripsiyonel olarak onemli
roller oynamaktadir (Goodfellow ve Roberts, 2008; Osborne ve Borden, 2015). elF4F
sapka bolgesine elF4E altiinitesi araciligiyla baglanir ve daha sonra 40S ribozomal
altiinitenin baglanabilmesini kolaylagtirmak icin mRNA’nin 5’UTR bolgesinin sekonder

yapisini ¢ozdiigi diisiiniilmektedir (Sonenberg, 2008).

24.2.2. CPEB

Sitoplazmik poliadenilasyon elementine baglanan protein (CPEB) bir mRNA
translasyon kontrol faktoriidiir. CPEB germ hiicresi gelisimi, hiicre boliinmesi, hiicre
yaslanmasi, sinaptik plastisite, 68renme ve bellek gibi pek ¢ok biyolojik siireglere katilir.
Sinaptik plastisitenin bazi formlari post sinaptik kompartmanda protein sentezini
gerektirir. CPEB postsinaptik bolgede sitoplasmik poliadenilasyonu indiikleyerek
sinaptik protein sentezini diizenleyebilecegi diisliniilmektedir. CPEB’in noron
fonksiyonundaki énemi CPEB knock out farelerde sinaptik plastisitenin farkli formlari
olan uzun siireli potansiyasyon (USP) ve uzun siireli depresyonun (USD) bozulmasi ile

gosterilmistir (Richter, 2007).

CPEB spesifik mRNA’larin 3° UTR sitoplazmik poliadenilasyon elementine
(CPE) baglanarak polyA kuyruk uzunlugunu ve sonug olarak translasyonu kontrol eden
birkac iligkili proteini bolgeye toplar (Sekil 8) (Darnell ve Richter, 2012). CPEB
proteinlerinin omurgalilarda CPEB1, CPEB2, CPEB3 ve CPEB4 olmak lizere 4 iiyesi
bulunmaktadir ve hepsi beyinde ifade edilmektedir. Tiim CPEB proteinleri karboksil
uclarinda RNA baglanma bolgesi ve amino uclarinda ise diizenleyici bir bolge
icermektedir. CPEB1’in diizenleyici bolgesi Aurora A tarafindan fosforilasyonu takiben
poliadenilasyona bagli translasyonu tesvik eder. CPEB2-4 ilk olarak CPEB1’in RNA
baglama bolgesi ile %45 oraninda benzerlik gOstermesi ile saptanmistir ancak bu
proteinler CPEBI1 ile amino uglarinda herhangi bir homoloji dizisi paylagsmamaktadirlar.
CPEBI ile dizi farkliliklarina ragmen, CPEB2-4 de translasyonu kontrol etmektedir
ancak her birinin kullandigi mekanizma birbirinden farklidir. Ornegin, CPEB1

maskin/neuroguidine baglanarak eIF4E-eIF4G translasyonu baglatict kompleksin
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biraraya toplanmasimi Onleyerek RNA translasyonunu 6nler. Thr171 fosforilasyonunu
takiben, CPEBI1 poliadenilasyonla indiiklenen translasyon baslangicinm tesvik eder yani,
RNA’nin uzayan poli-A kuyrugu daha fazla PABP ile baglanarak, bolgeye elF4E’ye
baglanmak i¢in maskinle yarisan eIF4G’yi toplar. Buna karsilik, CPEB3 uzama faktorii
eEF2’nin GTPaz aktivitesini azaltarak translasyonu baskilamaktadir. NMDA sinyali
calpain-2 aracilt CPEB3 kesimini tegvik eder ve bu olay CPEB3 hedefindeki RNA’larin
translasyonu ile sonug¢lanir (W. H. Huang ve ark.,2014). CPEB3’iin ¢oziilebilen ve kiime
olusturan olmak iizere iki farkli sekli bulunmaktadir. CPEB3’iin kiimelesme
olusturabilmesi ve uzun siireli bellegin siirdiiriilebilmesi i¢in N-terminal kismi1 gereklidir.
Noronal uyarim, CPEB3'liin bir E3 ubiquitin ligaz olan Neurolized 1 aracilii ile
ubikitinlenerek aktivasyonuna yol acar. CPEB3'lin kiime olusturan aktif formu, uzun
stireli  sinaptik  plastisitede gérev alan hedef mRNA'larin translasyonunu

baslatabilmektedir (Drisaldi ve ark., 2015).

Suskun mRNA’lar aktive etme yetene8ine ek olarak, CPEB proteini, sinaptik
plastisiteyi kararli kilmak iizere onu sinapsa 6zgii bir belirte¢ yapan 3 ek ozellige daha
sahiptir. Bunlar; hiicre dig1 bir sinyal aracilifiyla aktive edilebilmesi, yerlesiminin
mekansal olarak kisitlanabilmesi ve CPEB tarafindan hedeflenen bir dizi mRNA nin,
uzun siireli bellegin depolanmasi sirasinda yeni sinaptik baglantilarin olugmas: icin

gerekli siireglerle iligkili olmasidir (Rayman ve Kandel, 2017).

2.4.2.3. Neuroguidin

Neuroguidin/maskin (Ngdn) CPEB iligkili proteinlerden biridir ve mRNA sapka
bolgesine baglanan dkaryotik bir translasyon baglatici faktor olan eIF4E ile de etkilegir.
Ayrica, Ngdn mikrotiibiil iligkili bir protein oldugu gosterilmistir (Richter, 2007). Ngdn
noronlarda dentrit ve aksonlarda bulunmaktadir ayrica biiyiime konisi ve filapodlarda da
tespit edilmigtir. Ayrica, Ngdn’nin kiiltiire edilen noronlarda biiyiime konisinde eIF4E ile
birlikte bulundugu goézlenmistir (Jung ve ark., 2006). Ngdn’nin CPE iceren mRNA larin
translasyonunu diizenleyerek noral tiibiin kapanmasi ve noral krista hiicrelerinin gocii gibi
noral gelisim siireclerinde de kritik bir rol oynadig1 gosterilmistir (Sekil 2-11) (Darnell
ve Richter, 2012).
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Sekil 2-11: Neuroguidin hem CPEB hemde eIF4E ile etkilesime girerek translasyonun
diizenlenmesini saglar (Richter ve Klann, 2009).

2.5. ORGANOTIPIK KESIT KULTURU

Organotipik kesit kiiltiirleri uzun siireli sag kalim ve orijinal dokuya ait farklh
hiicrelerin olusturdugu doku mimarisinin korunmasimi saglayan kosullarda sinir

sisteminin boliimleri iizerindeki ¢alismalarda tercih edilen yontemdir.

Kiiltiiriin uzun siireli sag kalimi, kesitleri bir siv1 yiizeyinde, siirekli olarak
rotasyonu ile veya yari gecirgen bir membran iizerinde kiiltiire edilmesi ile basarilir.
Kesitler herhangi bir beyin bdlgesinden elde edilebilir. Aralarindaki en 6nemli fark,
silindir-tiip kiiltlirlerinin, tipik olarak bir tek-katman halinde, daha biiyiikk Ol¢iide
diizlesmesi, buna karsilik ara-yiiz kiiltiirlerinin daha kalin kalmasi ve bir dereceye kadar
iic boyutlu yapiyr korumasidir. Her iki kiiltiir teknigi de, morfolojik ve fizyolojik
ozellikleri bakimindan oldukca farkli sinir hiicrelerini birarada saglamaktadir. Bu
kiiltiirlerin ¢ogu, hiicresel ve doku organizasyonunun nispeten gelismis oldugu dogum
sonras1 1 haftalik hayvanlardan hazirlandigindan, orijinal hiicresel mimari genellikle
dikkat ¢ekici bir sekilde muhafaza edilmektedir. Ayrica, glia ve sinir hiicrelerinin birlikte
bulunmalarinin, néronlarin farklilagmasini kolaylastiran bir mikro ortam sagladigi

diisiiniilmektedir.

Kesit kiiltiirlerinin hazirlanmasi i¢in en ¢ok fare ya da sicandan alinan dokular
kullanilmaktadir. Genel olarak, 0-7 giinliik si¢anlar yapmin korunmasi ve noronal
sagkalim agisindan en iyi sonuglar1 vermektedir. Omurilik veya thalamus kiiltiirleri i¢in

fetal hayvanlardan alinan dokular tercih edilir. Kural olarak, gen¢ hayvanlar ile yapilan
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kiiltiirlerde sagkalim daha iyidir fakat doku organizasyonu bazi noronlarin hala gd¢
fazinda olmasi dolayisiyla tam olmamaktadir. Genellikle 5-6 giinliik hayvanlar bu iki

gereksinim agisindan idealdir (Gahwiler ve ark., 2001).

Kesit kiiltiirlerinin hazirlanmasinin ilk basamaklar1 kesit hazirlanmasi ile aynidir.
Dokudan vibtatom yada chopper ile 100-400 um arasinda degisen kalinlikta kesitler alinir
ve dengelenmis tuz ¢dzeltisi icerisinde yikanir. Bir sonraki adim, kesitlerin bir substrata
tutunmasi ile uzun siireli kiiltiire edilmesini icerir. Bir ¢cok alternatif yontemler mevcuttur.
Benzer kiiltiir medyumlar1 kullanilir fakat kiiltiirin nasil tutundugu ve siirdiiriildiigline

bagl olarak degisiklik gostermektedir (Sekil 2-12).

Silindir-tiip kesit tekniginde, doku cam lamelle {izerindeki plazma pihtisina yada kollajen
matrikse gomiiliir ve daha sonra siirekli ve yavas rotasyonla hareket ettirilir. Boylece
kesitlerin oksijenlenmesi gilivence altina alinir ¢linkii yavas rotasyon hareketi sivi-hava

arayiizlinlin siirekli olarak degismesine neden olur.

Membran kiiltiiriinde ise, kesitler hava-medyum ara yiiziinli saglayan Transwell yada
Millicell semipor membranlar iizerine ekilir ve tiim kiiltiir islemi boyunca burada sabit

tutulur. Oksijen iist kisimdan medyum ise alt kisimdan saglanmis olur.

Tiim bu teknikler, dokunun karakteristik hiicresel mimarisini biiyiik 6l¢iide koruyan ve
miikemmel bir hiicresel farklilasmay sergileyen kiiltiirler verir. Bu teknikler arasindaki
en onemli fark kesitlerin deney sonundaki kalinliklar1 ve kiiltiirde yasadiklar siiredir.
Dokunun diizlesme derecesi dokunun anatomik kokeni ve elde edildigi hayvanin yasina
bagli olmakla birlikte silindir-tiip teknigi ile hazirlanan kesit kiiltiirlerinde doku kalinlig1
her zaman membran teknigi ile hazirlanan dokularin kalinligindan daha incedir. In vitroda
gecen birka¢ hafta sonunda, hippokampus kesitleri silindir-tiip teknigi ile yapildiginda
400 um’den yaklasik 50um’ye inerken, arayiiz teknigi ile semipor membrane iizerine
ekilen hippokampus kesitleri 100-150um kalinliklara inmektedir. Her iki teknikle
hazirlanan kiiltiirler in vitro kosullarda birkag¢ hafta ve hatta aylarca sag kalabilmektedir

(Gahwiler ve ark., 1997).
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Sekil 2-12: Organotipik kiiltiiriin hazirlanmasi i¢cin kullanilan teknikler. A) Silindir-tiip kesit
teknigi B) Membran kiiltiirii teknigi (Gahwiler ve ark., 1997).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada 32 adet Sprague Dawley cinsi 7 giinliik sicanlar kullanildi. Deney
hayvanlar1 Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Deney Hayvanlar
Uretim Biriminden temin edildi. Calisma kapsaminda gergeklestirilen organotipik kesit
kiiltiirleri, Methyllycaconitine uygulamalar1 ve protein izolasyonlar1 Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Beyin
ve Norodejeneratif Hastaliklar Arastirma Laboratuvarinda, Western Blot deneyleri ayni
Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda gergeklestirildi. Konfokal mikroskop
goriintiileri Bezmialem Vakif Universitesi Yasam Bilimleri ve Biyoteknoloji

Enstitiisiinde alindi.

3.1. ORGANOTIPIK KESIT KULTURU

Hamilelik durumu takip altinda tutulan disi siganlardan dogumu takiben 7. glinde
ayrilan yenidogan sicanlar hafif eter anestezisi ile bayiltilip hizli bir sekilde dekapitasyon
ile sakrifiye edildi ve daha sonra beyinleri ¢ikartildi. Organotipik kiiltlir deneyleri bu

beyinlerden hazirlandi.

3.1.1. Kiiltiiriin Hazirlanmasi

Organotipik kesit kiiltiirii 35 mm capinda 6 kuyulu petriler kullanilarak yapildi.
Diseksiyondan 1 saat once, ekim yapilacak olan 6 kuyulu petrilerin her bir kuyusuna
kiiltiir medyumu konuldu (Tablo 3-1). Steril Millicell semiporous membranlar (Millipore
PICMORGS50) pens yardimi ile tutularak her bir kuyuya yerlestirilerek hava
kabarciklarinin olusmasi engellendi. Petriler 37 °C’de %5 CO2 igeren etiivde 1 saat
inkiibe edildi.

Tablo 3-1: Kiiltiir medyumunun igerigi

Glukoz-D 6,5 mg/ml final konsantrasyonda
MEM+HEPES GlutaMAX™ Supplement %350

HBSS %25

HORSE SERUM New Zealand origin %25

PENSTREP 100X 500ul

PH 7.2
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3.1.2. Diseksiyon

Diseksiyon 6ncesinde diseksiyon medyumu genis bir petriye konuldu ve buza
yarlestirildi. Diseksiyon aletleri %70 etanol ile temizlendi. Postnatal 7 giinliik siganlardan
tiim beyin diseksiyonu gerceklestirildi: Eter anestezisini takiben sicanin kafasi genis bir
makas ile tek hamleyle boyun hizasindan kesilerek aci hissetmeleri engellendi. Kafa
derisinin iizerine steril gazli bez yardimiyla %70’lik etanol siiriildii. Kafa derisi ince uglu
makas yardimiyla serebellum yoniinden baglayarak yanlardan kesilerek kaldirildi.
Kraniyal kemikler, ince uclu kemik makasi ile yine serebellum ydniinden baslayarak
yanlardan dikkatlice kesilerek acgildi. Pens yardimi ile beyin kaldirildi ve diseksiyon

baslangicinda buz igine yerlestirilmis olan diseksiyon medyumuna konuldu (Tablo 3-2).

Tablo 3-2: Diseksiyon medyumunun igerigi

HBSS calcium, magnesium Thermo-24020-117 100ml
D-GLUKOZ (%50 w/v) %1
PENSTREP (100X) %1

3.1.3. Vibratom ile Kesit Alma

Disekte edilen beyinler, diisiik sicaklikta eriyen %4 agaroz igerisine gdmiilerek
agarozun donmasi beklendi. Bu sekilde kesit alma islemi sirasinda doku biitiinliigiiniin
korunmasi saglanmis oldu. Agaroz igerisindeki doku mikrotom tablasina yapistirilarak
Leica VT1000S vibrasyonlu mikrotom ile incelenmek istenen bolgeye gore kalinligi 300
um kesitler alindi. Olfaktdr bulbus ve hippokampustan alinan koronal kesitler soguk
diseksiyon medyumu igerisinde biriktirildi. Daha sonra diseksiyon medyumu igerisinde
bulunan kesitler solusyonun fazlasindan arindirilarak kiiltiir medyumu iceren ve iizerine
millipore membranlar yerlestirilmis petrilere dikkatli bir sekilde nakledildi ve 37 °C’de
%5 CO2 igeren etiivde inkiibe edildi. 2 giinde bir kuyulardaki medyum tazesiyle
degistirildi (Sekil 3-1, 3-2, 3-3).



27

Sekil 3-1: Organotipik kesit kiiltiiriiniin hazirlanmasi. Diseksiyon, vibratomla kesit alma ve kesitlerin
kiiltiir medyumu igeren petriler iizerindeki membrana yerlesimi.

4X.

Sekil 3-3: Kiiltiire edilen olfaktér bulbus kesitlerinin 151k mikroskobu ile gosterilmesi.
Biiyiitme 4X.
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3.2. METHYLLYCACONITINE (MLA) UYGULAMASI

Hazirlanan organotipik kesit kiiltiirleri inkiibatdr igerisinde yaklagik 7 giin
muhafaza edildikten sonra asagida belirtilen uygulamalar yapildi;

1. Kontrol grubu: Herhangi bir uygulanma yapilmayan grup.

2. MLA (SIGMA-M168) grubu:
10 nM MLA uygulanarak nAChR-7’nin inhibe edildigi grup.

20 nM MLA uygulanarak nAChR-7’nin inhibe edildigi grup.

3.3. WESTERN BLOT YONTEMIi

3.3.1. Total Protein izolasyonu

Organotipik kesit kiiltiirlerinden stereomikroskop altinda olfaktér bulbus ve
hippokampus bolgeleri kontrol edilerek her iki bolgeden total protein izolasyonu
asagidaki gibi yapildi:

* Diseksiyonu yapilan olfaktor bulbus ve hippokampus kesitleri ayri tiipler
icerisinde toplandi.

e Uzerlerine M-PER (Thermo Scientific 78501, Thermo Fisher Scientific Inc.
Ilinois, USA), halt proteaz (Thermo Scientific 78429) ve fosfotaz inhibitor
kokteyli (Roche 4906845001) eklenerek dokular tiipiin dibine ¢oktiiriildii.

* Dokular pipetaj yapilarak mekanik olarak homojenize edildi.

* Daha sonra 10 dakika buz iistiinde inkiibe edildi.

* Tekrar pipetaj yapilarak 30 sn vorteklendi.

* 14000 g’de 10 dakika boyunca 4°C’de santrifiij edildi ve iist s1v1 toplandi.

* Elde edilen 6rnekler -80 C de muhafaza edildi.

3.3.2. Sinaptik Protein Izolasyonu

Organotipik kesit kiiltiirlerinden mikroskop altinda ayrilmis olan olfaktdr bulbus

ve hippokampus bolgelerinden ayr1 ayr1 sinaptozom izolasyonu asagidaki gibi yapildi:

* Kesitlerin alindig: tiipler buz iistiinde bekletildi.

* Kullanmadan hemen 6nce Syn-PER (Thermo Scientific 87793, Thermo Fisher
Scientific Inc. Illinois, USA) solusyonu igerisine fosfataz inhibitor kokteyli ve halt
proteaz eklendi.

* Olfaktor bulbus ve hippokampuslar 6’sar kesit olarak biraraya getirildi.
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* Uzerlerine Syn-PER (Thermo Scientific 87793, Thermo Fisher Scientific Inc.
Ilinois, USA), halt proteaz (Thermo Scientific 78429) ve fosfotaz inhibitor
kokteyli (Roche 4906845001) eklenerek dokular tiipiin dibine ¢oktiiriildii.

* Dokular pipetaj yapilarak ve vortekslenerek mekanik olarak homojenize edildi.

* 1200 g 10 dk boyunca 4°C’de santrifiij edildi.

 Ust s1v1 yeni bir tiipe transfer edildi ve 15000 g de 20 dk 4°C’de tekrar santrifiij
edildi.

*  Ust s1v1 sinaptozom pelletten ayrildi.

* Sinaptozom pellet lizerine Syn-PER solusyonu eklendi

e Elde edilen 6rnekler -80 C de muhafaza edildi.

3.3.3. Protein Miktarlarimin Tayini

Protein miktarlarinin Slgiilmesi Qubit 2.0 Fluorometre ile kitte yazili islemler
takip edilerek gergeklestirildi.

Ik asamada Qubit reaksiyon karisimi (Invitrogen, Q33211, Qubit protein reagent,
USA) ve protein tamponundan (Invitrogen, Q33211, Qubit protein Buffer, USA) olusan
1:200 oranindaki c¢alisma solusyonu hazirlandi. Bu solusyon; her bir 6rnek i¢in 1ul
reaksiyon karigimi ve 199ul tampon icermektedir. Standart egri olusturmak lizere 3 adet
standartin hazirlanmasi i¢in 3 adet ependorf tiipiiniin igerisine bu ¢aligma solusyonundan
190ul ve 10ul’de standart solusyonu (Invitrogen, Q33211, Qubit protein standart (1,2,3),
USA) eklendi. Her bir standart tiip Qubit 2.0 Fluorometre igerisine yerlestirilerek dl¢iimii
yapild1 ve standart grafigi elde edildi. Daha sonra, her bir protein 6rnegi i¢in hazirlanan
ependorf tiliplerinin igerisine 199ul hazirlanan solusyondan ve lul protein drneginden
alinip, 2-3 saniye vortekslendi. Tiim tiipler 15 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe
edildi. Daha sonra Qubit 2.0 Fluorometre (Invitrogen, USA) igerisine yerlestirilip
Ol¢timleri yapildi. Protein miktarlari ug/ul cinsinden hesaplandiktan sonra tiim proteinler
ayr1 ayr1 40ug’a esitlenerek her bir 6rnek esit konsantrasyona getirildi. Boylelikle protein

ifadesi kiyaslanabilir hale getirilmis oldu.

3.3.4. Proteinlerin Jele Yiiklenmesi ve Jel Elektroforezi

Miktarlar1 6lgiildiikten sonra esit konsantrasyona getirilen tiim proteinlere, final
konsantrasyonu 1X olacak sekilde beta-merkaptaetanol ve SDS (sodyum dodesil siilfat)
iceren 2X Laemmli ¢ozeltisinden (BIORAD-1610747, USA) eklendi. Ornekler, 5 dakika
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100'C’de kaynatildi ve buz iizerine alindi. Western blot standardi (BIORAD-1610376,
USA) ve ornekler Mini-PROTEAN TGX any kD (BIORAD-4569034, USA) jele
yiiklenerek Mini-PROTEAN Tetra Cell ve PowerPac Universal power supply (BIORAD,
USA) elektroforez sistemleri ile 70 voltta 15 dakika, 100 voltta 1 saat ytiriitiildi.

3.3.5. Proteinlerin Nitroselilloz Membrana Aktarilmasi

Jeldeki proteinlerin nitroselliiloz membran (BIORAD-1704158, USA) {izerine
aktartlmast Trans-Blot Turbo Transfer System (BIORAD, USA) cihaz1 ile
gerceklestirildi.

3.3.6. Membranin Antikorlar ile Inkiibe Edilmesi

Proteinlerin aktarildig1 nitroselliiloz membranlar miktar1 saptanmak istenen
proteinlere kars1 olusturulmus antikorlar ile isaretlendi. Bunun i¢in, 6ncelikle membranlar
%y35 yagsiz siit tozu yada BSA solusyonu igersinde oda sicakliginda 1 saat bloke edildi.
Daha sonra, membranlar 3 kez TBST ile yikandi. Membranlar, bloklama solusyonu ile
ayrica hazirlanan primer antikorlar ile +4°C’de 1 gece inkiibe edildi (Tablo 3-3) ve tekrar
3 kez TBST ile yikandi. HRP (horse raddish peroxidase) konjuge edilmis ikincil
antikorlar ile 2 saat inkiibe edildikten sonra membran 3 kez TBST ile yikanarak
kemiliiminesan substrat (Clarity Western EC1 Substrate, BIORAD-1705060, USA) ilave
edilerek 5 dakika inkiibe edildi.

Tablo 3-3: Western Blot deneylerinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Kullanilan primer ve sekonder antikorlar

BDNF 28 kDa, 25699-1-AP
nAChR a7 =~56 kDa, ab24644
CPEB3 =75 kDa, ab10883
Ngdn 36 kDa, 16524-1-AP
ACTB 42 kDa, ab8227
Synaptophysin (SP11) MAS5-14532

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) sekonder antikor, HRP 65-6120

Goat anti-Rat IgG (H+L) sekonder antikor, HRP API136P
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3.3.7. Membranin Kemiliiminesan Goriintillenmesi

Membranlar MicroCheimi 4.2 MP goriintilleme cihazina (DNR Bio-Imaging
Systems, Jerusalem, Israel) yerlestirildikten sonra farkli zaman araliklarinda goriintii
alind1 ve proteinlere iligkin bant yogunluklar1 ImageJ 1.52a (Wayne Rasband, Ulusal
Saglik Enstitiisii, USA) programu ile hesaplandi.

3.4. IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA
Organotipik kesit kiiltiirlerinden elde edilen olfaktér bulbus ve hippokampus
dokular: ile Immiinohistokimyasal boyamalar asagidaki gibi yapildi. Deneylerde

kullanilan primer ve sekonder antikorlar Tablo 3-4’te belirtilmistir.

* Dokular %3,7’lik paraformaldehit (Sigma 15,812-7. Sigma-Alderich Chemie
GmbH, Steinheim, GE) i¢erisinde oda sicakliginda 15 dakika fikse edildi.

* Dokular 3 defa 10’ar dakika 2 ml PBS ile yikandi.

* Dokular % 0,3 triton X-100 (Sigma X-100. Sigma-Alderich Chemie GmbH,
Steinheim, GE) iceren T-PBS icerisinde hazirlanan %5’lik normal keci
serumunda (Chemicon S26. Millipore Corp. California, USA) oda sicakliginda 1
saat prfbekletildi.

* Dokular 1:100 oraninda primer antikor ile isaretlendi. Primer antikor % 0,3 T-
PBS icinde hazirlanan 9%5’lik ke¢i serumu ile sulandirildi, gece boyu +4°C’de
bekletildi.

* Dokular 3 kere 10’ar dakika oda sicakligindaki PBS ile yikandi.

* Bu asamadan sonraki tiim islemler karanlikta gerceklesti. Dokular %5 keci
serumu % 0,3 T-PBS i¢erisinde 1:200 oraninda sulandirilan Alexa Fluor sekonder

antikoru ile 1,5 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
* Dokular 3 kere 10’ar dakika oda sicakligindaki PBS ile yikandi.

* Dokular % 0,3 triton X-100 igeren T-PBS igerisinde hazirlanan %5’lik normal

keci serumunda oda sicakliginda yarim saat bekletildi.

* Dokular hizlica 3 kere oda sicakligindaki PBS ile yikandi.
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* Dokular 1:100 oraninda ikinci primer antikor ile isaretlendi. Primer antikor % 0,3
T-PBS i¢inde hazirlanan %5’lik ke¢i serumu ile sulandirildi 1,5 saat oda

sicakliginda bekletildi.
* Dokular 3 kere 10’ar dakika oda sicakligindaki PBS ile yikandi.

* Dokular %5 keg¢i serumu % 0,3 T-PBS igerisinde 1:200 oraninda sulandirilan

Alexa Fluor sekonder antikoru ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Dokular 1:15.000 oraninda dH,O ile sulandirilmig DAPI (4',6-Diamidino-2-
Phenylindole) soliisyonu i¢inde 15 saniye bekletildi.

* Dokular 3 kere 10’ar dakika oda sicakligindaki PBS ile yikandi.
* Kapama medyumu ile kapatildi.

Tablo 3-4: immiinohistokimyasal boyamalarda kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Kullanilan primer ve sekonder antikorlar

BDNF 25699-1-AP
nAChR a7 ab24644
CPEB3 ab10883
Ngdn 16524-1-AP

Goat anti-Rat IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, a-11006
Alexa Fluor 488

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 568) (500 pg) a-11034

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 488) (500 pg) ab150077

3.5. GORUNTULEME

Gorintiiler, Leica TCS SP8 konfokal mikroskobunda LasX yazilimiyla 20x
objektif kullanilarak ve Lionheart FX Otomatik Floresan Mikroskobunda (Biotek) Gen5
(Biotek) yazilimiyla 4x objektif kullanilarak elde edildi. Her bir doku i¢in gdriintiilleme

alanlar1 montaj, z-y181n (z-stack) ve dekonvoliisyon islemleri izlenerek birlestirildi.

3.6. ISTATISTIKSEL YONTEMLER
Deney verilerinin gruplar arasi karsilastiriimas1 GraphPad Prism 7.0a (GraphPad

Software, Inc. San Diego USA) program kullanilarak datanin normal dagilip
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dagilmamasina ve elde edilen standart sapmalarin arasindaki farkin anlamli olup
olmamasina gore, dnce one-way ANOVA, takibinde ¢oklu karsilagtirma i¢in Tukey-
Kramer ¢oklu karsilagtirma testleri ile veya once Kruskal Wallis, sonrasinda c¢oklu
karsilagtirma i¢in Dunn’s c¢oklu karsilagtirma testleri ile istatistiksel olarak

degerlendirildi. p<0.05 istatistiksel acidan anlamli fark olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda olfaktor bulbus ve hippokampus organotipik kesit kiiltiirlerine bir
nAChR o7 antagonisti olan MLA uygulanarak nAChR a7 inhibisyonunun BDNF,
nAChR a7, CPEB3 ve Ngdn proteinlerinin ifadesi iizerindeki etkilerini arastirdik. Iki
farkli konsantrasyonda (10 nM ve 20 nM) MLA uygulanarak 6 saat, 24 saat ve 48 saat
sonra s0z konusu proteinlerin total ve sinaptik seviyelerindeki degisimleri western blot
analizi ile saptadik. Ayrica, hedef proteinlerin olfaktér bulbus ve hippokampusdaki

dagilimlarini immiinfloresan yontemi ile belirledik.

4.1. WESTERN BLOT ANALIZI iLE SAPTANAN PROTEIN EKSPRESYON
SONUCLARI

4.1.1. nAChR Seviyeleri

Olfaktor bulbus ve hippokampus kesitlerine 10 nM ve 20 nM MLA’nin 6, 24 ve
48 saat siireyle uygulanmasi sonucu total ve sinaptik protein izolasyonu yapilarak nAChR

a7 protein ekspresyonundaki degisimler belirlendi.

4.1.1.1. Total nAChR a7 Seviyeleri

Olfaktor bulbusda, nAChR a7 protein seviyesi 6 saatlik uygulama sonrasinda 10
nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gdre anlamli bir degisim yoktu (p=0.7446),
20 nM MLA uygulanan grupta ise kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmisti
(p=0.002). nAChR a7 protein seviyesinde 24 saatlik uygulama sonrasinda 10 nM MLA
uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmistt (p=0.0004), 20 nM
MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gére anlamli bir degisim yoktu (p=0.2349). 48
saatlik uygulama sonrasinda ise nAChR a7 protein seviyesinde kontrol grubuna kiyasla

10 nM MLA uygulanan grupta anlamli derecede azald1 (p<0.0003).

Hippokampusda, nAChR a7 protein seviyesi 6 saatlik uygulama sonrasinda 10
nM ve 20 nM MLA uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore anlamli bir degisim yoktu
(p=0.1344; p=0.5430). 24 saatlik uygulama sonrasinda 10 nM ve 20 nM MLA uygulanan
gruplarda kontrol grubuna gore anlamli derecede artmisti (p<<0.0001; p=0.0015). 48
saatlik uygulama sonrasinda ise nAChR a7 protein seviyesi kontrol grubuna kiyasla 10

nM MLA uygulanan grupta anlamli derecede artt1 (p=0.0005) (Sekil 4-1).
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Sekil 4-1: MLA uygulamalarindan sonra Olfaktdr Bulbus ve Hippokampusdaki nAChR a7
protein seviyesindeki degisimler goriilmektedir * p<0.05.

4.1.1.2. Sinaptik nAChR a7 Seviyeleri

Olfaktor bulbusda, sinaptik nAChR a7 protein seviyesi 6 saatlik uygulama
sonrasinda 10 nM ve 20 nM MLA uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore anlamli
derecede azalmisti (p<0.0001). Sinaptik nAChR a7 protein seviyesinde 24 saatlik
uygulama sonrasinda 10 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli bir
degisim yoktu (p=0.1750), 20 nM MLA uygulanan grupta ise kontrol grubuna gore
anlamli derecede artmisti1 (p<<0.0002). 48 saatlik uygulama sonrasinda ise sinaptik nAChR
a7 protein seviyesinde kontrol grubuna kiyasla MLA uygulanan gruplar arasinda anlamli

bir farklilik yoktu (p>0.9999).

Hippokampusda, sinaptik nAChR a7 protein seviyesi 6 saatlik uygulama
sonrasinda 10 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna goére anlamli bir farklilik
yokken (p=0.8807), 20 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlaml
derecede artmist1 (p<<0.0001). Sinaptik nAChR a7 protein seviyesi 24 saatlik uygulama
sonrasinda 10 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore kontrol grubuna gore
anlamli derecede artarken (p=0.0069), 20 nM MLA uygulanan grupta ise kontrol grubuna
gore anlamli derecede azalmisti (p=0.0115). 48 saat uygulama sonrasinda ise sinaptik

nAChR a7 protein seviyesinde 10 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore
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farklilik yokken (p=0.0968), 20 nM MLA uygulanan grupta ise kontrol grubuna gore
anlamli derecede azalmist1 (p<0.0001) (Sekil 4-2).
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Sekil 4-2: MLA uygulamalarindan sonra Olfaktér Bulbus ve Hippokampusdaki sinaptik nAChR
a7 protein seviyesindeki degisimler goriilmektedir * p<0.05.

4.1.2. BNDF Seviyeleri

Olfaktor bulbus ve hippokampus kesitlerine 10 nM ve 20 nM MLA’nin 6, 24 ve
48 saat siireyle uygulanmasi sonucu total ve sinaptik protein izolasyonu yapilarak BDNF

protein ekspresyonundaki degisimler belirlendi.

4.1.2.1. Total BDNF Seviyeleri

Olfaktor bulbusda, BDNF protein ifadesi 6 saatlik uygulama sonrasinda 10 nM
MLA uygulanan grupta kontrol grubuna goére anlamli derecede azalmist1 (p=0.0137)
ancak 20 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli bir degisim yoktu
(p=0.77). BDNF protein seviyesinde 24 saatlik uygulama sonrasinda 10 nM MLA
uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede artarken (p=0.0006), 20 nM
MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli bir degisim yoktu (p>0.05). 48
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saatlik uygulama sonrasinda ise BDNF protein seviyesinde kontrol grubuna kiyasla 10

nM MLA uygulanan grupta anlamli derecede azalma goriildii (p=0.0005).

Hippokampusda, 6 saatlik 10 nM MLA uygulanan grupta, BDNF protein
seviyesinde kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmisti (p=0.0019), 20 nM MLA
uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede artis saptandi (p=0.0024).
BDNF protein seviyesi 10 nM ve 20 nM MLA’nin 24 saatlik uygulama sonrasinda
kontrol grubuna gdre anlamli derecede artti (p<0.0001). 10 nM MLA’nin 48 saat
uygulandig1 grupta ise BDNF protein seviyesinin kontrol grubuna goére anlamli derecede

arttig1 saptandi (p=0.0002) (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3: MLA uygulamalarindan sonra Olfaktoér Bulbus ve Hippokampusdaki BDNF protein
seviyesindeki degigsimler goriilmektedir * p<0.05.

4.1.2.2. Sinaptik BDNF seviyeleri

Olfaktor bulbusda, sinaptik BDNF protein seviyesi 6 saatlik uygulama sonrasinda
10 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmisti, 20 nM
MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede artmisti (p=0.0044;
p=0.0342). Sinaptik BDNF protein seviyesinde 10 nM MLA uygulanan grupta 24 saatlik

uygulama sonrasinda kontrol grubuna gore anlamli derecede artmist1 (p=0.0227), 20 nM
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MLA uygulanan grupta kontrol grubuna goére anlamli bir degisim yoktu (p=0.7446). 48
saatlik uygulama sonrasinda ise sinaptik BDNF protein seviyesi kontrol grubuna kiyasla
10 nM ve 20 nM MLA uygulanan gruplarda anlamli derecede azalmisti (p=0.0366;
p=0.0134).

Hippokampusda, sinaptik BDNF protein seviyesi 6 saatlik uygulama sonrasinda
10 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede azalirken
(p=0.0006), 20 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik
yoktu (p=0.8428). Sinaptik BDNF protein seviyesinde 24 saatlik uygulama sonrasinda 10
nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna goére anlamli bir degisim bulunmadi
(p=0.9299), 20 nM MLA uygulanan grupta ise kontrol grubuna goére anlamli derecede
artis gorildii (p=0.0272). 48 saatlik uygulama sonrasinda ise sinaptik BDNF protein
seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla 20 nM MLA uygulanan grupta anlamli derecede

artis gorildi (p=0.0394) (Sekil 4-4).
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Sekil 4-4: MLA uygulamalarindan sonra Olfaktér Bulbus ve Hippokampusdaki sinaptik BDNF
protein seviyesindeki degisimler goriilmektedir * p<0.05.
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4.1.3. CPEB3 Seviyeleri

Olfaktor bulbus ve hippokampus kesitlerine 10 nM ve 20 nM MLA’nin 6, 24 ve
48 saat siireyle uygulanmasi sonucu total ve sinaptik protein izolasyonu yapilarak CPEB3

protein ekspresyonundaki degisimler belirlendi.

4.1.3.1. Total CPEB3 Seviyeleri

Olfaktor bulbusda, CPEB3 protein seviyesi 6 saatlik uygulama sonrasinda 10 nM
MLA uygulanan grupta kontrol grubuna goére anlamli derecede azalmist1 (p=0.0014)
ancak 20 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli bir degisim yoktu
(p=0.8257). 24 saatlik uygulama sonrasinda CPEB3 protein seviyesinde kontrol grubuna
kiyasla 10 nM MLA uygulanan grupta anlamli derecede artmist1 (p=0.0047). 48 saat
uygulama sonrasinda ise CPEB3 protein seviyesinde 10 nM MLA uygulanan grupta
kontrol grubuna goére anlamli derecede artmisti (p<0.0001), 20 nM MLA uygulanan

grupta ise kontrol grubuna goére anlamli derecede azalmist1 (p<0.0001).

Hippokampusda, CPEB3 protein seviyesi 6 saatlik uygulama sonrasinda 10 nM
ve 20 nM MLA uygulanan gruplar kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmisti
(p=0.0001; p=0.0028). CPEB3 protein seviyesi 24 saatlik uygulama sonrasinda 10 nM
MLA uygulanan grupta anlamli derecede artmisti (p=0.0181). 48 saat uygulama
sonrasinda ise CPEB3 protein seviyesinde 10 nM MLA uygulanan grupta kontrol
grubuna gore anlamli derecede artmisti (p=0.0011), 20 nM MLA uygulanan grupta ise
kontrol grubuna gore anlamli bir degisim yoktu (p=0.2273) (Sekil 4-5).
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Sekil 4-5: MLA uygulamalarindan sonra Olfaktér Bulbus ve Hippokampusdaki CPEB3 protein
seviyesindeki degisimler goriilmektedir * p<0.05.
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4.1.3.2. Sinaptik CPEB3 Seviyeleri

Olfaktor bulbusda, sinaptik CPEB3 protein seviyesi 6 saatlik uygulama
sonrasinda 10 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli bir degisim
yokken (p>0.05), 20 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede
artmist1 (p=0.0204). Sinaptik CPEB3 protein seviyesinde 24 saatlik uygulama sonrasinda
10 nM ve 20 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli bir artig
goriinmiistii (p<0.0001). 48 saat uygulama sonrasinda ise sinaptik CPEB3 protein
seviyesinde 10 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gdre anlamli derecede

azalmist1 (p=0.0055).

Hippokampusda, sinaptik CPEB3 protein seviyesi 6 saatlik uygulama sonrasinda
10 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede azalirken
(P=0.0009), 20 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna goére anlamli derecede
artmist1 (p=0.0002). Sinaptik CPEB3 protein seviyesi 24 saatlik uygulama sonrasinda 10
nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli bir degisim yokken (p>0.05),
20 nM MLA uygulanan grupta ise kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmisti
(p=0.0075). 48 saatlik uygulama sonrasinda ise sinaptik CPEB3 protein seviyesi kontrol
grubuna kiyasla 20 nM MLA uygulanan grupta anlamli derecede artmisti (p<<0.0001)
(Sekil 4-6).
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Sekil 4-6: MLA uygulamalarindan sonra Olfaktdr Bulbus ve Hippokampusdaki sinaptik CPEB3
protein seviyesindeki degisimler goriilmektedir *p<0.05.
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4.1.4. Ngdn Seviyeleri

Olfaktor bulbus ve hippokampus kesitlerine 10 nM ve 20 nM MLA’nin 6, 24 ve
48 saat siireyle uygulanmasi sonucu total ve sinaptik protein izolasyonu yapilarak Ngdn

protein ekspresyonundaki degisimler belirlendi.

4.1.4.1. Total Ngdn Seviyeleri

Olfaktor bulbusda, Ngdn protein seviyesi 6 saatlik uygulama sonrasinda 10 nM
ve 20 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmisti
(p<0.0001). Ngdn protein seviyesinde 24 saatlik uygulama sonrasinda 10 nM MLA
uygulanan grupta kontrol grubuna gére anlamli derecede artarken (p<0.0001), 20 nM
MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli bir degisim yoktu (p=0.1661). 48
saat uygulama sonrasinda ise Ngdn protein seviyesinde 10 nM MLA uygulanan grupta
kontrol grubuna gore anlamli derecede artmisti (p=0.0315), 20 nM MLA uygulanan

grupta ise kontrol grubuna goére anlamli derecede azalmist1 (p=0.0020).

Hippokampusda, Ngdn protein seviyesi 6 saatlik uygulama sonrasinda 10 nM
MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli bir degisimi yoktu (p=0.4191)
ancak 20 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede artmisti
(p=0.0372). Ngdn protein seviyesi 24 saatlik uygulama sonrasinda 10 nM MLA
uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede artmisti (p<0.0001), 20 nM
MLA uygulanan grupta ise kontrol grubuna gére anlamli bir degisim yoktu (p=0.5178).
48 saat uygulama sonrasinda ise Ngdn protein seviyesinde 10 nM MLA uygulanan grupta
kontrol grubuna goére anlamli derecede artmisti (p<0.0001), 20 nM MLA uygulanan
grupta ise kontrol grubuna gore anlamli bir degisim yoktu (p=0.2847) (Sekil 4-7).
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Sekil 4-7: MLA uygulamalarindan sonra Olfaktdr Bulbus ve Hippokampusdaki Ngdn protein
seviyesindeki degisimler goriilmektedir * p<0.05.
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4.1.4.2. Sinaptik Ngdn Seviyeleri

Olfaktor bulbusda, sinaptik Ngdn protein seviyesi 6 saatlik uygulama sonrasinda
10 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore farklilik yoktu (p=0.2261), 20 nM
MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede artmist1 (p=0.0016).
Sinaptik Ngdn protein seviyesinde 24 saatlik uygulama sonrasinda 10 nM ve 20 nM MLA
uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmisti (p=0.0265; p=0.0097).
48 saatlik uygulama sonrasinda ise sinaptik Ngdn protein seviyesinde kontrol grubuna
kiyasla 10 nM MLA uygulanan gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktu (p=0.3751),

20 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmisti
(p=0.0065).

Hippokampusda, sinaptik Ngdn protein seviyesi 6 saatlik uygulama sonrasinda 10
nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmist1 (p=0.0142),
20 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli bir degisim yoktu (p>0.05).
Sinaptik Ngdn protein seviyesinde 24 saatlik uygulama sonrasinda kontrol grubuna
kiyasla MLA uygulanan gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktu (p=0.2623). 48
saatlik uygulama sonrasinda ise sinaptik Ngdn protein seviyesinde kontrol grubuna

kiyasla MLA uygulanan gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktu (p>0.05) (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8: MLA uygulamalarindan sonra Olfaktor Bulbus ve Hippokampusdaki sinaptik Ngdn
protein seviyesindeki degisimler goriilmektedir * p<0.05.



43

4.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL SONUCLAR
4.2.1. nAChR a7 ve BDNF’nin Olfaktor Bulbusdaki Dagilimi

Organotipik kesit kiiltiirlerine, 10 nM ve 20 nM MLA’nin 24 ve 48 saatlik
uygulanmasi sonrasinda BDNF ve nAChR a7 proteinlerinin Olfaktér Bulbus’daki
lokalizasyonlar1 immiinohistokimya (IHK) teknigi ile belirlendi. Olfaktor bulbusun genel
morfolojik degerlendirmesi icin DAPI ile nukleus boyasi boyamasi yapildi (Sekil 4-9).

Sekil 4-9: Olfaktor Bulbus’un organotipik kesitteki genel goriiniimii. ONT: Olfaktdr Noron
Tabakasi. GT: Glomerular Tabaka. DPT: Dis Pleksiform Tabaka. MHT: Mitral Hiicre
Tabakasi. IPT: i¢ Pleksiform Tabaka. GHT: Graniiler Hiicre Tabakasi. Boyama: DAPI
nukleus boyasi. Biiytlitme 4X, Lionheart FX Otomatik Floresan Mikroskop.

24 saat herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol grubunda nAChR a7 i¢in
yaygin bir immiinpozitif isaretlenme vardi ve bu isaretlenme DPT’de daha siddetli iken,
GHT’de ise noktasal isaretlenme seklinde goriildii. 10 nM MLA uygulanan grupta, 24
saatlik uygulama sonrasinda nAChR o7 immiinpozitifligi ONT, GT, DPT, IPT’de
goriildii. Ayrica, DPT’de nAChR a7 i¢in kuvvetli immiinpozitiflik gozlenirken GHT de
noktasal isaretlenme goriildi. 20 nM MLA uygulanan grupta 24 saatlik uygulama
sonrasinda nAChR a7 immiinpozitifligi ONT, DPT de goriildii.

24 saat herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol grubunda BDNF
immiinpozitifligi en dis tabakada olan olfaktdr noron tabakasinda (ONT) ve glomerular
tabakada goriildii. 10 nM MLA uygulanan grupta, 24 saat sonra BDNF immiinpozitifligi
yine ONT ve GT’de mevcuttu, glomerular tabakada kontrol grubuna goére pozitif

isaretlenmenin daha kuvvetli oldugu goriildii. Dis pleksiform tabaka (DPT), mitral hiicre
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tabakas1 (MHT), i¢ pleksiform tabaka (IPT) ve graniiler hiicre tabakasinda (GHT) her iki
gruptada pozitif isaretlenme goriilmedi. 20 nM MLA uygulanan grupta ise BDNF
immiinpozitifligi ONT’de goriildii.

BDNF ve nAChR a7, 24 saat herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol

grubunda ONT ve GT’de birlikte yerlesim gdsterdi. 10 nM ve 20 nM MLA uygulanan
grupta ONT’de kolokalizasyon goriildii (Sekil 4-10).

KONTROL MLA 10 nM MLA 20 nM

BDNF

nAChR a7

DAPI

UGLU GAKISTIRMA%

DAPI/nAChR a7

DAPI/BDNF

BDNF/nAChR a7 [

Sekil 4-10: 24 saat siireyle herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu ile, 10 nM ve
20 nM MLA uygulanan gruplarda, uygulamadan 24 saat sonra, BDNF ve nAChR a7
proteinlerinin  olfaktor bulbusdaki dagihmlarimin immunohistokimyasal olarak
gosterilmesi. BDNF (kirmizi; Alexa Fluor® 568); nAChR a7 (yesil; Alexa Fluor® 488) nucleus
(mavi; DAPI). Biiyiitme 4X Lionheart FX Otomatik Floresan Mikroskop.

48 saat herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol grubunda nAChR a7 i¢in
olfaktor bulbusda yaygin bir isaretlenme goriildii ve bu isaretleme DPT’de kuvvetli

pozitif idi. 10nM MLA uygulanan grupta 48 saatlik uygulama sonrasinda nAChR a7
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immiinpozitifligi ONT, GT, DPT ve IPT’de goriildii. 20 nM MLA uygulanan grupta 48
saatlik uygulama sonrasinda ise nAChR o7 immiinisaretlenmesi ONT,GT, DPT ve

IPT’de mevcut olmakla birlikte, DPT ve IPT’de daha kuvvetli pozitiflik goriildii.

48 saat herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol grubunda BDNF
immiinpozitifligi olfaktér bulbusun tiim katmanlarinda goriildii. 10 nM MLA uygulanan
grupta, BDNF immiinpozitifligi ONT ve GT’de goriildii. i¢ kisimlarda (DPT, MHT, IPT,
GHT) BNDF isaretlenmesi negatif olarak gozlendi. 20 nM MLA uygulanan grupta ise,
BDNF immiinpozitifligi ONTde ve GT’de goriildii. i¢ kisimlara dogru ilerledikge BDNF

isaretlenmesi negatif olarak goriildii.

BDNF ve nAChR a7, 48 saat herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol
grubunda DPT’de birlikte yerlesim gosterdi. 10 nM MLA uygulanan grupta ise ONT de
kolokalize olarak goriildi. 20 nM MLA uygulan grupta BDNF ve nAChR o7
kolokalizasyonu ONT ve GT’de goriildii (Sekil 4-11, 4-12).
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KONTROL __MLA 10 nM MLA 20 nM

BDNF

nAChR a7
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UGLU GAKISTIRMA

DAPI/nAChR a7

DAPI/BDNF
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Sekil 4-11: 48 saat siireyle herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu ile, 10 nM ve
20 nM MLA uygulanan gruplarda, uygulamadan 48 saat sonra, BDNF ve nAChR
a7 proteinlerinin olfaktor bulbusdaki dagilimlarinin immunohistokimyasal olarak
gosterilmesi. BDNF (kirmizi; Alexa Fluor® 568); nAChR a7 (yesil; Alexa Fluor®
488) nucleus (mavi; DAPI). Biiylitme 4X, Lionheart FX Otomatik Floresan Mikroskop.
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nAChR a7 UGLU GAKISTIRMA

KONTROL

MLA 10 nM

MLA 20 nM

Sekil 4-12: 48 saat siireyle herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu ile, 10 nM ve
20 nM MLA uygulanan gruplarda, uygulamadan 48 saat sonra, BDNF ve nAChR
a7 proteinlerinin olfaktor bulbusdaki dagihimlarinin immunohistokimyasal olarak
gosterilmesi. BDNF (kirmizi; Alexa Fluor® 568); nAChR a7 (yesil; Alexa Fluor®
488) nucleus (mavi; DAPI). Biiyiitme 20X, Leica TCS SP8 Konfokal Mikroskop.

4.2.2. CPEB3 ve Ngdn’in Olfaktor Bulbusdaki Dagilimi

Organotipik kesit kiiltiirlerine, 10nM ve 20nM MLA’nin 24 ve 48 saatlik
uygulanmasi sonrasinda CPEB3 ve Ngdn proteinlerinin Olfaktér Bulbus’daki yerlesimi

[HK isaretleme teknigi ile belirlendi.

24 saat herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol grubunda CPEB3
immiinpozitifligi tiim katmanlarda goriildi. 10 nM MLA uygulanan grupta 24 saatlik
uygulama sonrasinda CPEB3’iin GT ve MHT hari¢ diger katmanlarda bulundugu
goriildii. 20 nM MLA uygulanan grupta ise, CPEB3 i¢in GT’de kuvvetli immiin pozitiflik
gorildi.

24 saatlik uygulama sonrasinda Ngdn immiinpozitifliginde, tiim gruplarda CPEB3

ile benzer bir dagilim goriildii.

CPEB3 ve Ngdn’in, 24 saat herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol grubunda
tiim katmanlarda birlikte yerlestigi goriildii. 10 nM MLA uygulanan grupta 24 saatlik
uygulama sonrasinda CPEB3 ve Ngdn, ONT ve GT hari¢ diger katmanlarda birlikte



48

yerlesim gosterdi. 20 nM MLA uygulanan grupta ise CPEB3 ve Ngdn’in birlikte
yerlesimi GT, DPT, IPT ve GHT de goriildii (Sekil 4-13).

KONTROL MLA 10 nM MLA 20 nM
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Sekil 4-13: 24 saat siireyle herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu ile, 10 nM ve
20 nM MLA uygulanan gruplarda, uygulamadan 24 saat sonra, CPEB3 ve Ngdn
proteinlerinin olfaktor bulbusdaki dagilimlarinin immunohistokimyasal olarak
gosterilmesi. CPEB3 (Alexa Fluor® 568); NGDN (Alexa Fluor® 488); nucleus
(DAPI). Biiyiitme 4X, Lionheart FX Otomatik Floresan Mikroskop.

48 saat herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol grubunda  CPEB3
isaretlenmesi, ONT ve GT’de hafif pozitken, DPT, IPT ve GHT de kuvvetli pozitif idi.
MHT’de ise isaretlenme yoktu. 10 nM MLA uygulanan grupta 48 saatlik uygulama
sonrasinda, kontrole benzer sekilde CPEB3, ONT’de ve GT’de hafif immiinpozitiflik
gosterdi. Daha i¢ katmanlarda CPEB3 i¢in pozitif isaretlenme goriildii. MHT de ise
isaretlenme yoktu. 20 nM MLA uygulanan grupta 48 saatlik uygulama sonrasinda CPEB3
immiinpozitifligi MHT hari¢ tiim katmanlarda goriildii. Ayrica, GT’da glomeriillerin i¢

kisminda da pozitif bir isaretleme gozlendi.
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Ngdn herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol grubunda DPT ve IPT’de
kuvvetli olmakla birlikte tiim katmanlarda immiinpozitiflik gosterdi. 10 nM MLA
uygulanan grupda Ngdn immiinpozifligi kontrole benzer sekilde goriildi. 20 nM MLA
uygulanan grupda MHT harig tiim katmanlarda goriildii.

CPEB3 ve Ngdn’in, 48 saat herhangi bir uygulama yapilmamis kontrol grubunda
ve MLA uygulanan gruplarda 48 saatlik uygulama sonrasinda DPT, IPT ve GHT de
birlikte yerlestigi goriildii (Sekil 4-14, 4-15).

KONTROL MLA 10 nM MLA 20 nM

CPEB3

Ngdn

DAPI

UGLU GAKISTIRMA

DAPI/Ngdn

DAPI/CPEB3

CPEB3/Ngdn

Sekil 4-14: 48 saat siireyle herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu ile, 10 nM ve
20 nM MLA uygulanan gruplarda, uygulamadan 48 saat sonra, CPEB3 ve Ngdn
proteinlerinin olfaktor bulbusdaki dagilimlarinin immunohistokimyasal olarak
gosterilmesi. CPEB3 (Alexa Fluor® 568); Ngdn (Alexa Fluor® 488); nukleus (DAPI).
Biiyiitme 4X, Lionheart FX Otomatik Floresan Mikroskop.
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Sekil 4-15: 48 saat siireyle herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu ile, 10 nM ve
20 nM MLA uygulanan gruplarda, uygulamadan 48 saat sonra, CPEB3 ve Ngdn
proteinlerinin olfaktor bulbusdaki dagilimlarinin immunohistokimyasal olarak
gosterilmesi. CPEB3 (Alexa Fluor® 568); Ngdn (Alexa Fluor® 488); nukleus (DAPI).
Biiyiitme 20X, Leica TCS SP8 Konfokal Mikroskop.

KONTROL

MLA 10 nM

MLA 20 nM

4.2.3. nAChR a7 ve BDNF’nin Hippokampusdaki Dagilimi

Organotipik kesit kiiltiirlerine, 10 nM ve 20 nM MLAnin 48 saatlik uygulanmasi
sonrasinda nAChR o7 ve BDNF proteinlerinin hippokampusdaki dagilimlar1 THK
isaretleme teknigi ile belirlendi. Hippokampusun genel morfolojisini gostermek iizere

nukleus boyasi olan DAPI ile isaretleme yapild1 (Sekil 4-16).
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Sekil 4-16: Hippokampusun organotipik Kesit Kiiltiiriindeki genel goriiniimii. CA: Cornu
Amonis. DG: Dentat gyrus. Boyama: DAPI nukleus boyasi. Biiyilitme 4X.

48 saatlik uygulama sonrasinda tiim deney gruplarinda nAChR a7 i¢in immiin
isaretlenme hippokampusun CA3, CAl ve dentat gyrus bolgelerinde goriildii. 10 nM
MLA uygulanan grupta nAChR o7 imminpozitifligi CA3 bolgesinde kuvvetli
goriiniirken, 20 nM MLA uygulanan grupta bu isaretlenme CAl bdlgesinde daha

kuvvetli olarak goriildii.

48 saatlik uygulama sonrasinda BDNF immiinisaretlenmesi tiim deney
gruplarinda pozitif olarak goriildii. 10 nM MLA uygulanan grupta kontrol grubuna
kiyasla immiinpozitiflik CA1 bolgesinde daha kuvvetli idi. 20 nM MLA uygulanan grupta

BDNF isaretlenmesi kontrol grubuna yakin olarak gozlendi.

BDNF ve nAChR a7’nin birlikte yerlesimi kontrol grubunda CA3, CA1 ve dentat
gyrusda goriildii. 10 nM MLA uygulanan grupta CA3 bolgesinde, 20 nM MLA uygulanan
grupta ise CA1 bolgesinde birlikte yerlestigi goriildii (Sekil 4-17, 4-18).
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KONTROL MLA 10 nM MLA 20 nM

BDNF

nAChR a7

DAPI

UGLU GAKISTIRMA

DAPI/nAChR a7

DAPI/BDNF

BDNF/nAChR a7

Sekil 4-17: 48 saat siireyle herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu ile, 10 nM ve
20 nM MLA uygulanan gruplarda, uygulamadan 48 saat sonra, BDNF ve nAChR
a7 proteinlerinin hippokampusdaki dagilimlarinin immunohistokimyasal olarak
gosterilmesi. BDNF (kirmizi; Alexa Fluor® 568); nAChR a7 (yesil; Alexa Fluor®
488) nucleus (mavi; DAPI). Biiyilitme 4X, Lionheart FX Otomatik Floresan Mikroskop.
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Sekil 4-18: 48 saat siireyle herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu ile, 10 nM ve
20 nM MLA uygulanan gruplarda, uygulamadan 48 saat sonra, BDNF ve nAChR
a7 proteinlerinin hippokampus Dentat gyrus bolgesinde dagilimlarimin
immunohistokimyasal olarak gosterilmesi. BDNF (kirmizi; Alexa Fluor® 568);
nAChR a7 (yesil; Alexa Fluor® 488) nucleus (mavi; DAPI). Biiyiitme 20X, Leica TCS
SP8 Konfokal Mikroskop.

4.2.4. CPEB3 ve Ngdn’in Hippokampusdaki Dagilimi

48 saat deney ve kontrol gruplarinda CPEB3 i¢in yaygin immiin pozitiflik
gozlendi. Kontrol grubunda Dentat gyrus (DG) bolgesinde CPEB3 daha kuvvetli pozitif
reaksiyon gosterdi. 10 nM MLA uygulanan grupta, CPEB3 immiinpozitifligi DG
bolgesinde artmig sekilde goriildii. 20 nM MLA uygulanan grupta ise DG’de kontrol

grubuyla benzer sekilde immiin isaretlenme gozlendi.

48 saat deney ve kontrol gruplarinda Ngdn i¢in tiim alanlarda immiin pozitiflik
gozlendi. 10 nM MLA uygulanan grupta Ngdn i¢in immiin isaretlenme kontrol grubuyla
benzer sekilde gozlendi. 20 nM MLA uygulanan grupta ise Ngdn immiin igaretlenmesi

dentat gyrus bolgesinde kuvvetli pozitif olarak goriildii.

CPEB3 ve Ngdn’in birlikte yerlesimi tiim gruplarda dentat gyrus da goriildi
(Sekil 4-19, 4-20).
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KONTROL MLA 10 nM MLA 20 nM

CPEB3

Ngdn

DAPI

UGLOU CAKISTIRMA

DAPI/Ngdn

DAPI/CPEB3

CPEB3/Ngdn

Sekil 4-19: 48 saat siireyle herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu ile, 10 nM ve
20 nM MLA uygulanan gruplarda, uygulamadan 48 saat sonra, CPEB3 ve Ngdn
proteinlerinin hippokampusdaki dagilimlarinin immunohistokimyasal olarak
gosterilmesi. CPEB3 (Alexa Fluor® 568); Ngdn (Alexa Fluor® 488); nukleus (DAPI).
Biiyiitme 4X, Lionheart FX Otomatik Floresan Mikroskop.
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CPEB3 Ngdn DAPI UGLU GAKISTIRMA

o . . . '
- nM. . . .

MLA 20 nM

Sekil 4-20: 48 saat siireyle herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol grubu ile, 10 nM ve
20 nM MLA uygulanan gruplarda, uygulamadan 48 saat sonra, CPEB3 ve Ngdn
proteinlerinin hippokampusun Dentat gyrus bdlgesindeki dagilimlarimin
immunohistokimyasal olarak gosterilmesi. CPEB3 (Alexa Fluor® 568); Ngdn
(Alexa Fluor® 488); nukleus (DAPI). Biiyiitme 20X, Leica TCS SP8 Konfokal
Mikroskop.
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5. TARTISMA

Calismamizda koku uyarimi ile olusan uzun siireli hafizanin molekiiler
yolaklarinin anlagilmasina katki yapmak amaciyla, olfaktor sistem ve hippokampusta
onemli diizenleyicilerden olan asetilkolin reseptdrii nAChR a7’yi inhibe ederek sinaptik
plastisite diizenleyicileri tizerindeki etkilerini aragtirdik. Bu amagla doku mimarisinin
korunmasini saglayarak farkli beyin bolgeleri ve hiicre tipleri arasindaki etkilesimi
incelememize olanak veren organotipik kesit kiiltiirleri kullandik. Olfaktdr bulbus ve
hippokampustan alman organotipik kesit kiiltiirlerine nAChR o7 antagonisti olan
methyllycaconitine (MLA) uygulayarak, hem reseptdriin hem de sinaptik plastisite i¢in
gerekli bir norotrofik faktor olan BDNF ve sinaptik lokal protein sentezini kontrol eden
CPEB3 ve Ngdn proteinlerinin diizeyleri ve bu bdlgelerdeki dagilimlar {izerindeki

etkisini inceledik.

Koku bilgileri olfaktér duyu néronlarinda (ODN) bulunan koku reseptdrleri
tarafindan alinir. ODN’ler aksonlarini olfaktdr bulbusa girisi saglayan olfaktor
glomeriillere dogru uzatirlar. Daha sonra, bu bilgi olfaktor bulbustan, mitral/(puiskiillii)
tufted hiicreler ile korteksteki ilgili bolgeye iletilir. Bazal énbeyinde bulunan kolinerjik
ndronlarin, aksonlarmi olfaktér bulbusa uzattifi bilinmektedir. Olfaktdr sistem
icerisindeki kolinerjik aktivite benzer kokularin ayrimlanmasi ve Ogrenme ile
iligkilendirilmistir (Hamamoto ve ark., 2017). Kolinerjik girdilerin inhibisyonu bellek ve

O0grenmeyi anlamli diizeyde bozdugu bildirilmistir (Kaneko ve ark., 2006). nAChR

2+
reseptOr alt tipleri arasinda nAChR a7 nin, diger reseptor tiplerine gore Ca  gecirgenligi

daha ytiksektir ve asetilkolin ve nikotinin yliksek konsantrasyonlarinda hizli bir sekilde
duyarsizlasmaktadir (Guerra-Alvarez ve ark., 2015). nAChR a7, néron somasinda, pre-

ve post-sinaptik bolgelerde, dentritlerde, pre-terminal akson boélgelerinde ve akson

terminallerinde bulunmaktadir. nAChR o7’nin voltaj bagiml Ca2+ kanallar1 ve NMDA
reseptorleri ile birlikte konumlanmasi, sinaptik plastisitedeki roliinii desteklemektedir
(Koukouli ve Maskos, 2015). Hippokampusun CA1 bolgesinde yapilan immiin-altin
isaretleme caligmalari, hem GABAerjik hem de glutamaterjik sinapslarin pre- ve post-
sinaptik bolgelerinde nAChR a7’nin bulundugunu ortaya cikarmistir. Pre-sinaptik

bolgede konumlanan nAChR a7 glutamat salinmasini tesvik ederken, post sinaptik
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bolgede konumlanan nAChR a7 kolinerjik sinaptik iletimi diizenlemektedir (Cheng ve
Yakel, 2015).

Calismamizda, olfaktor bulbus ve hippokampus kesit kiiltiirlerinde nAChR
o7’nin MLA uygulamast ile inhibe edildigi kosullarda, total ve sinaptozomal nAChR a7
protein ifadesindeki degisiklikler aragtirildi. MLA nin, nAChR a7 nin olfaktdr bulbusda
hem sinaptozomal hem de total protein fraksiyonundaki nAChR a7 seviyesinde doza ve
siireye bagli olarak degismekle birlikte azalmaya neden oldugu gosterildi.
Hippokampusta ise diisik dozda MLA uygulamasimnin hem total proteinde hem de
sinaptozomlarda nAChR a7 ifadesinin artmasini indiikledigi, daha yiliksek dozda
uygulamanin ise sinaptozomlardaki nAChR a7 ifadesinde Once artig sonra azalma

seklinde bir degisiklige neden oldugu saptandi.

Yapilan bazi caligmalarda MLA’nin nAChR a7 altiinitesine karst segici
inhibisyonu, mikromolar seviyede (Ward ve ark., 1990) ve nanomolar seviyede
arastirllmistir  (Albuquerque ve ark., 2009; Wang ve ark., 2016; Aracri ve ark., 2017).
Yapilan farkli ¢aligmalarda nAChR antagonistlerinin reseptdriin artigini uyarma veya
onleme yeteneklerinin, antagonistin dozuna ve reseptoriin alt tipine gore degiskenlik
gosterdigi bildirilmistir. Peng ve ark. SH-SYS5Y ndroblastoma hiicre soylari ile yaptiklar
calismada uzun siireli yiiksek doz nikotin uygulamasinin nAChR a7 ifadesini arttirdigini,
bir nAChR a7 reseptor antagonisti olan mecamylamine uygulamasinin ise nikotine bagl
reseptor ifadesindeki artis1 bloke ettigini gostermislerdir. S6z konusu uygulamalar
nAChR a7 mRNA ifadesinde herhangi bir degisiklige neden olmadigindan reseptor
ifadesindeki degisikliklerin post transkripsiyonel mekanizmalar ile kontrol edildigi 6ne
stiriilmiistiir (Peng ve ark., 1997). Calismamizda s6z konusu ¢alismalarla uyumlu olarak
nAChR a7 reseptor antagonisti olan MLA uygulamasinin olfaktér bulbusda nAChR a7
ifadesinin azalmasina neden oldugu gosterildi. Diger bir ¢alismada ise Ridley ve ark.
kiiltiirdeki hippokampal noronlara 7 giin boyunca yiiksek doz MLA uygulamasinin
nAChR a7 ifadesini arttirdigini bildirmislerdir (Ridley ve ark., 2001). Bu sonuglar bizim
calismamizdaki hippokampus nAChR a7 total protein seviyeleri ile ilgili her iki doza ait
bulgularimizla paralellik gostermektedir. Bulgularimiz 6zet olarak nAChR a7’nin MLA
ile inhibisyonunun nAChR a7 total ve sinaptik ifadesini doza, silireye ve bolgeye bagl

olarak degistirdigini gostermistir.
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Olfaktor bulbus igerisinde glomeriiller en yliksek diizeyde kolinerjik aktivasyon
sergilerler ve bu aktivasyonun glomeriiller i¢indeki dagilimi koku etkinligi tarafindan
sekillendirilir. Otoradyografik c¢alismalarda glomertillerin yiiksek derecede nAChR
pozitifligi sergiledigi ve dig pleksiform tabakanin da nAChR’leri i¢in immiin pozitif
oldugu gosterilmistir (Le Jeune ve ark., 1995). Yine Alkondon ve ark. OB da
glomeriillerde, dis pleksiform ve i¢ pleksiform tabakalarda nAChR immiin pozitifliginin
daha yogun olarak goriildiigiinii bildirmistir (Alkondon ve ark., 1996). Diger bir
caligmada ise, nAChR ’nin glomeriillerdeki aktivasyonunun dis piiskiillii (tufted) hiicreleri
depolarize ettigi ve spontan postsinaptik GABAerjik uyar1 sikligmi arttirdigi
gosterilmistir. S6z konusu reseptorler, heteromerik nAChR o334 ve nAChR a4f2 alt
tiplerine aittir (D'Souza ve ark., 2013; D'Souza ve Vijayaraghavan, 2014). Ancak, nAChR

a7 reseptor alt tipinin olfaktdr bulbusdaki rolii hakkinda yapilan ¢alismalar yetersizdir.

Immiin isaretleme c¢alismalarimizda, nAChR «7’nin olfaktér bulbusda
glomeriillerde, dis pleksiform ve i¢ pleksiform tabakalarinda yogunlastigi gozlenmistir.
Bu bulgularimiz, daha 6nce yapilmis olan immiin isaretleme ¢alismalarinin sonuglari ile
uyumlu olup nAChR a7’nin glomerular mikrogevre modulasyonunda 6nemli rolleri
olabilecegi fikrini desteklemektedir. Hippokampusta, nAChR o7 mRNA dagiliminin,
dentat gyrus (DG), CA3 ve CA1 bolgeleri boyunca yaygin oldugu bildirilmistir (Cheng
ve Yakel, 2015). Calismamizda, benzer sekilde nAChR a7 proteininin de kontrol ve
deney gruplarinda DG, CA3 ve CA1 bolgelerinde yaygin dagilim gosterdigi saptanmaigtir.

BDNF mRNA’larinin dendritlerdeki lokal translasyonu sinaptik baglantilarin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Oe ve Yoneda, 2010). BDNF mRNA’larinin
dentritlerde konumlanmasin1 saglayan ise mRNA’larin kisa 3'UTR bolgeleridir
(Timmusk ve ark., 1993). Kisa 3'UTR igeren mRNA’larin dentritlere yonelmesinin,
mRNA dizisi igerisinde sitoplazmik poliadenilasyon element (CPE) benzeri motiflerin
varligina dayandig: diisiiniilmektedir. Sitoplazmik poliadenilasyon elementine baglanan
protein (CPEB), noronlarda poliadenilasyon, translasyonun baskilanmasi yada aktive
edilmesi ve CPE iceren mRNA'larin tasinmasi gibi iglevleri ile tanimlanmistir (Oe ve
Yoneda, 2010). Ma ve ark. ¢alismalarinda, BDNF mRNA’sinin CPEB1 proteiniyle
birlikte yerlesim gosterdigini primer kortikal noronlarda ve kesit kiiltiirlerinde
gostermislerdir (Ma ve ark., 2010). Vicario ve ark. ise BDNF transkriptlerinin CPEB1’e

baglanarak aktiviteye bagimli olarak dentritlere yonlendirildigini bildirmislerdir (Vicario
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ve ark., 2015). Tseng ve arkadaglar1 ¢aligmalarinda CPEB4’iin erken postnatal donemde
olfaktér bulbus graniiler hiicreleri i¢in bir sagkalim faktorii olarak rol oynadigini
gostermislerdir. Ayrica, CPEB4’iin c-Fos mRNA translasyonunu uyararak BDNF
sentezini diizenledigi de gosterilmistir (Tseng ve ark., 2017). CPEB1 ve CPEB4’iin
BDNF ile ortaya konmus olan iliskilerine karsin CPEB3 ve BDNF iliskisine ait herhangi
bir ¢alismaya rastlanmamistir. CPEB3 birbirinden farkli fonksiyon gosteren, ¢oziilebilen
ve kiime olusturabilen iki forma sahiptir. Kiime olusturan aktif formu, uzun siireli sinaptik
plastisitede gorev alan hedef mRNA'larin translasyonunu baglatabilmektedir (Drisaldi ve

ark., 2015).

Jung ve arkadaslar1 c¢aligmalarinda Neuroguidin’in (Ngdn) hippokampal
ndronlarda ve glia hiicrelerinde ifade edildigini ve ndron somasinda ve ndritlerde
konumlandigin1 géstermislerdir. Fare beyin kesitleri ile yapilan immiinohistokimyasal
caligmalarinda ise Ngdn’in hippokampusun tiim bolgelerinde, 6zellikle dentat gyrusda ve
ayrica serebellumda bulundugu saptanmistir (Jung ve ark., 2006). Ancak, Ngdn’nin
olfaktér bulbusda ifade edilip edilmedigi ve lokalizasyonu hakkinda herhangi bir

caligmaya rastlanmamuistir.

Olfaktor bulbusda diisiik doz MLA uygulamasindan sonra BDNF’nin
sinaptozomal protein seviyelerinin azaldig1 saptanmistir. Doz arttirildiginda ise BDNF,
CPEB3 ve Ngdn seviyelerinin erken donemde artarken, deney siiresiyle birlikte BDNF
ve Ngdn’nin azaldigi, CPEB3’iin seviyesinde ise degisiklik olmadig1 saptanmuistir.
Olfaktor bulbus total protein seviyelerinde diisiik doz MLA uygulamasi erken dénemde
BDNF, CPEB3 ve Ngdn seviyelerinde azalmaya neden olurken deney siiresi arttikca
CPEB3 ve Ngdn ifadeleri birlikte artis gdstermistir. Doz arttirildiginda ise uygulamanin
ge¢ doneminde CPEB3 ve Ngdn seviyelerinin azaldig1 tespit edilmistir.

Calismamizda, ilk kez olarak Ngdn’nin olfaktdr bulbusda ifade edildigini
gosterdik. MLA uygulamasi ile nAChR a7 nin inhibisyonunun olfaktoér bulbusdaki Ngdn

ifadesini doza ve siireye bagimli olarak etkiledigini saptadik.

Diisiik doz MLA uygulanarak nAChR a7 inhibisyonunun hippokampusta hem
sinaptozomal hem de total protein fraksiyonlarinda BDNF ve CPEB3 ifadelerini farkli
zaman araliklarinda birbirine paralel olarak etkiledigini gosterdik. Olfaktor bulbusda ise
total proteinde BDNF ve CPEB3 ifadeleri erken donemde paralellik gdosterirken,
sinaptozomal fraksiyonda daha ge¢ donemde paralellik gosterdigini saptadik. BDNF ve
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CPEB3 ifadelerinin birlikte azalma ve/veya artma gostermesi CPEB3’iin CPEBI1 ve
CPEB4’¢e benzer sekilde BDNF ile iliskisi olabilecegine isaret etmektedir.

BDNF’nin kemirgen olfaktdr bulbusunda diisiik seviyelerde ifade edildigi ve
glomerular tabaka, dis pleksiform tabaka ve ylizeyel graniiler hiicre tabakasinda
konumlandig1 bildirilmistir. Daha derin graniiler hiicre tabakalarinda ise ¢ok daha diisiik
seviyelerde ifade edildigi saptanmistir (McDole ve ark., 2015). Diger yandan, olfaktor
bulbusdaki BDNF dagilimi ile ilgili calismalar mitral hiicrelerde c¢eligkili sonuglar
icermektedir (Biju ve ark., 2008; Clevenger ve ark.,, 2008). Imamura ve ark.
immiinohistokimyasal c¢alismalart sonucunda erken postnatal donemde BDNF
reseptorlerinden biri olan TrkB’nin mitral hiicrelerde ifade edildigini gostermislerdir. Bu
bulgu erken postnatal donemde ozellikle mitral hiicre dentritlerinin hizli bir sekilde

bliylime ve farklilagma gdstermesini agiklar niteliktedir (Imamura ve Greer, 2009).

Biz de immiinohistokimyasal ¢alismamizda, olfaktér bulbusun olfaktér néron
tabakasi (ONT) ve glomerular tabakasinda (GT), BDNF i¢in immiin isaretlenme saptadik.
CPEB3 ve Ngdn proteinlerinin ise olfaktor bulbusda GT, DPT, IPT ve GHT de birlikte
yerlesim gosterdigini tespit ettik. CPEB3 ve Ngdn’in 6zellikle dis pleksiform tabakada
(DPT) birlikte konumlanmis olmasi s6z konusu mitral hiicre dentritleri ve/veya piiskiillii
(tufted) hiicrelerde ifade edildigini desteklemektedir. Nitekim, Huang ve ark.
caligmalarinda CPEB3’{i mitral hiicre dendritlerinde gostermislerdir (Y. S. Huang ve ark.,

2006).

Calismamizda, Ngdn’nin olfaktoér bulbusda tabakalara 6zgii yerlesimini ayrica
CPEB3’iin olfaktdr bulbusda mitral hiicreler disindaki diger bolgelerde de ifade edildigi
literatiirde ilk olarak gosterilmistir. Calismamizda BDNF, CPEB3 ve Ngdn’nin sadece
OB glomeriillerinde birlikte yerlesim gostermesi, bu proteinlerinin ifadelerinin
diizenlenmesinde farkli bolgelerde farkli mekanizmalarin devreye girebilecegini
gostermektedir. Bu mekanizmalar arasinda, mitral hiicrelerin glomeriillerin i¢inde yer
alan apikal dentritleri listlinde bulunan ve olfaktdr reseptér ndronlardan gelen girdileri
birlestirerek glomerular bolgede mitral hiicrelerin senkronize bir sekilde uyarilmasini
saglayan gap junctionlar (Migliore ve ark., 2005), ndronal uyarimi etkileyen ve
ndrotransmitter salinmasi iizerinde etkili olan hiperpolarize siklik niikleotid kapili

kanallarin diizenlenmesi (Nakashima ve ark., 2013) gibi mekanizmalar sayilabilir. Bu
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mekanizmalarin  herbirinin  aydinlatilmas:  olfaktér sistem igerisindeki sinaptik

plastisitenin anlasilmasina dnemli bir katki saglayacaktir.

Calismamizda, MLA’ nin farkli konsantrasyonlari kullanilarak nAChR a7 inhibe
edildi. Farkli doz ve saat araliklarinda hedef proteinlerin ifadelerinde farkli etkilenmeler
gozlendi. Bu durum MLA’nin inhibe edici etkisinin gegici olmasi ve/veya hedef
proteinlerin translasyonunun farkli hiicresel yolaklar tarafindan kontrol edilmesi ile
aciklanabilir. nAChR a7 reseptoriiniin hedef proteinleri etkileyerek nasil fonksiyon
gosterdigini daha iyi anlasilabilmesi igin CRISPR cas9 gibi sistemler kullanilarak
embriyonik donemde reseptér genin ifadesinin baskilanmasi, yok edilmesi veya
arttirtlmas1 gibi miidaheleler sonrasinda hedef genlerin GFP, dt-tomato gibi floresan
boyalarla isaretlenerek goriintiilenmesi gibi yaklasimlar katki saglayabilir. Boylece, s6z
konusu hedef proteinlerin hem doku igerisindeki dagilimlart hem de ifadelerindeki

degisimlerin nasil etkilendigi tespit edilebilir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar daha sonra gerceklestirmeyi planladigimiz
olfaktor bulbus arastirmalarimiz i¢in temel olusturarak yol gosterici nitelikte olmustur.
Olfaktor bulbus mitral hiicrelerinde erken postnatal donemde meydana gelen dendritik
budama islemi bu hiicrelerin gelisimsel siireci i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu ¢alismada
arastirdigimiz proteinlerden, CPEB3’{in mitral hiicre dendritik budama mekanizmasi
iizerinde ne gibi rolleri oldugunu ve gelisimsel siliregte Onemli olan NMDA alt
iinitelerinden GRIN2A, GRIN2B ve GRIN3A’nin budama iglemi sirasinda nAChR a7 ile

etkilesimlerini arastirilmasi konuya 6nemli katkilar saglayacaktir.

Ote yandan hippokampusda diisik doz MLA uygulamasindan sonra erken
donemde BDNF, CPEB3 ve Ngdn’nin sinaptozomal protein seviyelerinin azaldigi,
yiiksek doz ML A uygulamasinin ge¢ doneminde ise BDNF ve CPEB3 seviyesinin arttig1
saptanmigtir. Hippokampusda diisiik doz MLA uygulamasinin erken donemlerinde
BDNF ve CPEB3’iin total protein seviyesini azalttig1, deney siiresinin artmasityla BDNF
ve CPEBS3 ile birlikte Ngdn seviyesinin de arttig1 saptanmistir. MLA dozu arttirildiginda

ise erken donemde sadece BDNF ve Ngdn ifadesinin arttig1 goriilmiistiir.

Hippokampal noron kiiltiirleri ile yapilan bir calismada, CPEB, Ngdn, Gld2,
PARN gibi translasyonu kontrol edici faktorlerin dagiliminin hiicre gévdesi ve distal
dentritlerde oldugu saptanmis ve hippokampal néronlardan elde edilen sinaptozomlarda

bu proteinlerin ifade edildigi gosterilmistir. Yine ayni calismada, shRNA-aracili G1d2 ve
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Ngdn susturmasiin dentat gyrus graniiler hiicre sinapslarinda uzun siireli potansiyel
artisini azalttigr bildirilmistir (Udagawa ve ark., 2012). Diger bir ¢alismada ise BDNF
uygulanan hippokampal noéronlarda nAChR a7’ nin ifadesinin arttig1 yoniinde ¢alismalar
mevcuttur (Massey ve ark., 2006). Bir diger 6nemli nokta ise, eriskin beyninde
ndrogenezin dentat gyrus’un subgraniiler zonunda ve lateral ventrikiiliin subventrikiiler
zonunda devam etmekte olmasi ve subventrikiiler zondan rostral goé¢ yolunu izleyerek
olfaktdr bulbusa gelen noroblastlarin internéronlara farklilagsmasidir. DG ve OB’deki s6z
konusu norogenez siirecleri eriskin beyninde biligsel islevlerde rol oynamaktadir. Bazal
on beynin kolinerjik sisteminin, bu bolgelerde 6grenme ve hafiza diizenlemesinin yani
sira norogenezde de rol oynadigi bildirilmistir. Kaneko ve ark ¢aligmalarinda, normal ve
stress kosullar1 altinda kolinerjik sistemin aktivasyonunun, ndrogenezin devam ettigi bu
iki bolgede yeni dogan noronlarin sagkalimini sagladigint géstermislerdir (Kaneko ve

ark., 2006).

Calismamizda, BDNF nin hippokampusta genel bir dagilim gosterdigi, Ngdn’nin
ise CPEBS3 ile birlikte hippokampusun dentat gyrus bolgesinde daha yogun bir yerlesim
gosterdigi saptanmistir. Hippokampus sinaptozomal fraksiyonunda, diisiik doz MLA
uygulamasi CPEB3 ve Ngdn ifadelerinde paralel cevaplar olusturmustur. Total protein
fraksiyonunda ise CPEB3 ve Ngdn ifadeleri uygulamanin daha ileri donemlerinde birlikte
artis gostermistir. Bu bulgularimiz, s6z konusu iki proteinin kolinerjik aktivite ile
diizenlendigine isaret etmektedir. Ayrica, eriskin nérogenezin gergeklestigi dentat gyrus
bolgesindeki yerlesimleri Ngdn ve CPEB3’iin norogenez siirecinde de rolleri

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, bu ¢aligsmada sinaptik plastisiye katilan lokal protein sentezini kontrol
eden proteinlerden olan CPEB3 ile Ngdn’nin ve sinaptik bir diizenleyici olan BDNF’nin
nAChR a7 inhibisyonu yapilan olfaktér bulbus ve hippokampus organotipik kesit
kiiltiirlerindeki yerlesimi ve protein ifadelerindeki degisimler literatiirde ilk kez
gosterilmistir. Daha dnce yapilan ¢aligmalarda CPEB3, Ngdn ve BDNF arasindaki iliskiyi
gosteren herhangi bir sonuca rastlanmamistir. Ayrica, nAChR o7 inhibe edildiginde
BDNF ifadesindeki degisimler hem olfaktor bulbusda hemde hippokampusta ilk kez bu
calismada gosterilmistir. Bu proteinlerin birlikte nasil fonksiyon gosterdiginin daha iyi
bir sekilde anlagilmasi i¢in protein protein etkilesim analizleri yapilarak daha kapsaml

olarak arastirilmas: gerekmektedir (Sekil 5-1). Diger taraftan, nAChR a7 ’nin yiiksek
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kalsiyum gecirgenligine sahip oldugu bilinse de, hiicre i¢i kalsiyum artis1 diger kanallar
ve endoplazmik retikulumda bulunan kalsiyum depolart ile de diizenlenmektedir.
Dolayisiyla g¢alismamizda MLA uygulamasinin nAChR o7 istiindeki etkilerinin
gosterilmesi, agonist uygulamasini takiben antagonist uygulamasi yapilarak reseptoriin

nasil etkilendigi gibi sorulara kars1 sinirhiliklar igermektedir.
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Sekil 5-1: Presinaptik ve postinaptik bdlgelerde sinaptik protein sentezinin
diizenlenmesinde rol oynayan proteinler ve iliskili sjematik gosterim. Yesil oklar bu caligmada
ilk olarak ortaya konan sonuglar1 gostermektedir: nACh a7 inhibisyonu BDNF, CPEB3 ve NGDN
ifadelerini etkilemektedir. CPEB3, NGDN ile etkilesmektedir. CPEB3, CPEB1 gibi lokal protein
sentezinde rol oynayabilir. Kirmizi oklar ¢alisgmamizin sonuglarinin isaret ettigi ve daha fazla
argstirilmasi gerekli yolaklari gostermektedir: CPEB3, elF4E ile etkilesiyor olabilir. CPEB3’iin,
BDNF translasyonu konroliinde rolii alabilir.

Elde ettigimiz sonuclar nAChR a7’nin uzun siireli bellegin olusturulmasi ve geri
cagirmasinda gorev alan proteinlerin katildigi yolaklarin molekiiler mekanizmasinin

anlagilmasina ve bu konudaki mevcut literatiir bilgisine katki saglamstir.
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