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1. OZET

MIKRO ELEKTROT DUZENEGI VE OPTOGENETIK ARACLAR
KULLANILARAK HiPOKAMPAL NORONLARDA BELLEK
OLUSUMUNUN INCELENMESI

Sinirsel aglarin sergiledigi 6zelliklerin elektrofizyolojik olarak incelenmesi, 6grenme,
bellek olusumu ve sinirsel kodlama gibi konular1 arastirmak i¢in esnek ve verimli bir
platform saglar. Ogrenme ve bellek olusumunun temelinde uzun siiren potansiyel artis
ve azalisinin etkisi oldugu diisiiniilmekte ve c¢ogunlukla bu g¢erceve altinda
arastirilmaktir. Bu cerceve, basta hipokampiis olmak iizere baglanti yollar1 bilinen
doku kesitleri kullanilarak gerceklestirilmis pek ¢ok calismada incelenmistir. Ancak,
ayristirtlmig  kiiltiirlerde  gelisen  sinirsel aglarda in  vivo  organizasyon
bulunmadigindan, uzun siiren potansiyel artig ve azalisi lizerinden ortaya konmus olan
yontem ve tanimlamalar yeterli degildir. Bu calismada, ayristirilmis kiiltiirlerde
gelisen sinirsel aglarda, disaridan verilen uyarilarin kodlanmasi ve 6grenilmesinin
arastirilmasi i¢in yeni bir yaklagim kullanilmistir. Kullanilan yaklasim ¢ergevesinde,
ayristirtlmis ~ kiiltiirlerdeki  sinirsel aglarda uzun siliren potansiyel artisin
uygulanabilmesi icin yeni bir protokol gelistirilmistir. Bunun icin mikro elektrot
dizileri Uzerine ekilen hipokampal sinir aglart kullanilmig ve kalsiyum gortintilemesi
yonteminden yararlanilmigtir. Kalsiyum goriinttilemesi yontemi icin optogenetik arag
olarak genetik olarak kodlanmis kalsiyum indikatorii kullanilmistir. Yiiksek zamansal
cozunurlukteki elektriksel etkinlik verileri modellenerek kalsiyum gecis verileri ile
karsilastirilabilir hale getirilmistir. Korelasyon analizi kullanilarak iki yéntemden elde
edilen sonuglarin benzerlikleri ortaya konmustur. Gelistirilen protokol, kontrol
deneyleri ve uzun siiren potansiyel artista etkili oldugu diisiiniilen reseptorlerin
bloklanmasi ile yinelenen deneyler ile dogrulanmistir. Bu protokol ile elde edilen
sonuglar, uzun siiren potansiyel artisin erken ve gec evrelerinin olusturulabildigini
gostermistir. Ardindan diizenleyici girdi olarak dopaminin uzun siiren potansiyel
artisin olusumundaki etkisinin incelendigi deneyler gergeklestirilmistir. Bu ¢alismanin
sonucunda, ayristirilmis sinir aglar lizerinde kullanilabilecek etkin bir yontem elde

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bellek, Dopamin, GCaMP, Mikro Elektrot Dizileri, Optogenetik



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF MEMORY FORMATION IN HIPPOCAMPAL
NEURONS USING MICRO ELECTRODE ARRAYS AND OPTOGENETIC
TOOLS

Electrophysiological studies on the properties of neuronal networks provide a flexible
and efficient platform to investigate issues such as learning, memory formation and
neuronal encoding. Since long-term potentiation and depression are thought as the
bases of learning and memory formation, most studies are carried out under this
framework. This framework has been investigated in many studies that use slices
obtained from tissues with known connection pathways, especially from the
hippocampus. However, since neuronal networks that develop in dissociated cultures
lack the in vivo organization, the methods and definitions that have been demonstrated
on long-term potentiation and depression are not sufficient. In this study, a new
approach was employed to investigate encoding and learning of external stimuli in
neuronal networks grown in dissociated cultures. Using the new approach, a protocol
has been developed to apply the long-term potentiation and depression in neuronal
networks in dissociated cultures. In this approach, hippocampal neuronal networks
were cultured on micro electrode arrays and calcium imaging was utilized for
monitoring neuronal activity. For the calcium imaging, a genetically encoded calcium
indicator was used as an optogenetic tool for indicating calcium transitions. The
electrical activity data with high temporal resolution are modeled and has been made
comparable with calcium transition data. By using correlation analysis, the similarities
of the results obtained from these two methods were revealed. The developed protocol
has been validated by both control experiments and experiments repeated with
blocking of receptors thought to be effective in long-term potentiation. The results
obtained with this protocol showed that early and late stages of long-term potentiation
can be produced. Then, experiments were carried out to examine the effect of
dopamine on the formation of long-term potentiation as a regulatory input. As a result
of this study, an efficient method that can be used on dissociated neuronal networks

has been obtained.

Key Words: Dopamine, GCaMP, Memory, Micro Electrode Array, Optogenetic



3. GIRIS ve AMAC:

Ogrenme, bellek olusumu ve sinirsel kodlama konularin1 anlamak ve bunlarmn
ortaya ¢ikis ilkelerini tanimlayabilmek icin sinirsel aglarin incelenmesi verimli bir
deneysel ortam saglar. Sinirsel aglarin sergiledigi elektro fizyolojik 6zelliklerden
yararlanarak ag diizeyindeki davraniglarinin ortaya konmasi bu konularin olusum ve
gelisim iliskilerini agiklayan temel adimlari olusturur. Bu dogrultuda sinirsel aglar, in
vivo biitiinliiglin korundugu kesitler ya da ayristirilmis kiiltiirler ile olusturulan aglar
kullanilarak iki sekilde incelenebilir. Bu kapsamda yiiriitiilen ¢alismalarda, 6rnegin
uzun siire izlenme gereksinimine bagli olarak girisimsel veya girisimsel olmayan
teknikler kullanilabilmektedir. Girisimsel olmasia ve kisitlamalarina kargin yama
kiskaci teknigi en yaygin olarak kullanilan yontemdir (1). Yani sira mikro elektrot
dizileri (MED) ve kalsiyum goriintiileme gibi girisimsel olmayan teknikler ag

davraniginin genis bir zaman araliginda incelenmesine olanak tanir (2).

Ogrenme, bellek olusumu ve sinirsel kodlama ¢alismalarinda temel deneysel 6lgiit
olarak uzun siiren potansiyel artig ve azalisi (Long Term Potentiation and Depression
— LTP ve LTD) degerlendirilmektedir (3). Ayristirilmig kiiltiirlerde olusan sinirsel
aglarda uzun siliren potansiyel artis ve azalisinin gosterilmesi kesitlerde yapilan
caligmalardaki gibi tanimlanmis degildir. Bunun tanimlanmasi i¢in Chiappalone ve
ark. MED kullanarak ve odaklanmis elektriksel uyarilara da yer vererek potansiyel
artis ve azalis degisimlerini incelemistir (4). Incelerken her bir kanalda artis olup
olmamasi1 Olgilit olarak kullanilmis ve tiim aga iliskin ¢ikarimlar istatistiksel

yontemlerden yararlanilarak elde edilmistir.

Bu calismada, ayristirnlmis kiiltiirlerde olusan sinirsel aglarda uzun siiren
potansiyel artis ve azalisinin tanimlanabilmesi i¢in yeni bir protokol gelistirilmesi
amaclanmistir. Bunun i¢in MED iizerinde hipokampal sinir aglar1 biyiitiilmiis ve
odaklanmis elektriksel uyarilar kullanilmistir. Ag tepkisini uzaysal olarak ayritili bir
sekilde ele alabilmek i¢in kalsiyum goriintiilemeden yararlanilmistir. Kalsiyum
goriinttilemede, genetik olarak kodlanmis kalsiyum indikatér (GECI) proteinlerinden
GCaMP kullanilmistir. Boylelikle, gelistirilecek olan protokoliin in vitro sinirsel
aglardaki 6grenme, bellek olusumu ve sinirsel kodlama gibi siireglerin anlagilmasina

katki saglamas1 hedeflenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

Bilginin sinir sisteminde depolanmasi ve geri ¢agrilmasi noron aktivitesini ve
iletisimini modiile eden fiziksel degisikliklerle gergeklesir. Bu degisiklikler, dnceden
baglantili olmayan ndronlarin yeni sinapslar olusturmasi ile ve onceden var olan
baglantilarin giiglenmesi ile olur (5) (6). Sinaptik iletim sinirsel uyariya bagl olarak

giiclenebilir ya da zayiflayabilir ve bu da hafizanin temelini olusturur (7).

Bellek ortiilii ve agik olarak iki ayr1 sekilde tanimlanir. Ortiilii bellek algisal ve
motor beceriler ile ilgilidir ve biling¢li olarak hatirlanmadan refleksler ile ortaya konur.
Insanlar, yerler, nesneler ve olaylar ile ilgili olan agik bellekte ise bilingli olarak geri

cagirma (hatirlama) durumu mevcuttur (8).
4.1. Uzun Siiren Potansiyel Artis1i (USPA):

Sinaptik baglantilarda aktiviteye bagli olarak gerceklesen giiglenme ya da
zayiflama gibi degisimlerin temelinde Uzun Siiren Potansiyel Artis1 (USPA) oldugu
diistiniilmektedir. USPA aktiviteye bagl bir plastisite tiiriidiir ve birgok organizmada
ogrenme ve bellek modelleri ile iligskilendirilmistir. USPA, protein sentezinin
goriilmedigi erken ve protein sentezinin gerceklestigi geg evrelerden olusur (8) (9) (10)
(11) (12). Deneysel olarak USPA’nin erken donemi tek bir uyar1 dizisi ile olusturulur
ve etkisi 1-3 saat kadar sirer (13). Erken evrede Onceden var olan proteinlerin
modifikasyonlari ile zaten var olan baglantilar giiglendirilir. Tekrarl elektriksel uyari
dizileri kullanildiginda ise USPA’nin uzun evresi deneysel olarak olusturulur ve bu
evrenin Ozellikleri erken evreden oldukga farklidir. Geg evre en az bir giin siirer ve bu
evrede hem translasyon hem de trankripsiyon gortlmektedir. Geg evre ile birlikte yeni

sinaptik baglantilarin gelistirilmeye baslandig1 diisiiniilmektedir (8).
4.2. Hipokampus:

Hipokampis medial temporal lobda bulunan &zellesmis bir anatomik yapidir.

Hipokampiiste bulunan ve USPA’nin olustugu {i¢ ana yol sekil 4.2.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.2.1 Hipokampusiin CAl, CA3 ve Dentat Girus bolimleri (8)

Entorhinal korteksten hipokampise gelen sinyaller perforan yolun aksonlari
aracilifiyla Dentat Girus'a ulagir. Dentat Girus’ta bulunan graniiler néronlar CA3
bolgesindeki piramidal néronlarla sinaptik olarak baglidir. CA3 boélgesindeki néronlar
da Schaffer Kollateral olarak adlandirilan aksonlart ile CA1 bolgesindeki piramidal
hiicreler ile baglidir. Buradan itibaren bilgi, subikuluma gecer ve sonra tekrar

Entorhinal kortekse doner (8).
4.3.Norotransmitter Reseptorleri:

Sinapslarda yer alan ndrotransmitter alicilar1 metabotropik (G-protein kenetli) ve
iyonotropik reseptorler olmak iizere iki sinifa ayrilabilir. Metobotropik reseptorlerde,
norotransmiterlerin baglanmasi, postsinaptik néronlarda art arda gelen bir dizi sinyal
iletimini tetikler. Iyonotropik reseptorler ise, belirli ndrotransmitterlerin
baglanmastyla acilan o6zel sinaptik iyon kanallaridir. Iyonotropik reseptorlerin
aktivasyonuyla meydana gelen iyon akisi, postsinaptik néronun polarizasyon
durumunu degistirir ve depolarizasyon esiginin asilmasi durumunda aksiyon

potansiyeli olusumu tetiklenir (14).



4.3.1. lyonotropik Glutamat Reseptorleri (GluR’ler):

L-glutamat, memeli sinir sistemindeki ana wuyarici norotransmiterdir ve
postsinaptik uclarda hem G-protein bagl reseptorler hem de iyonotropik glutamat

reseptorleri (GluR'ler) tarafindan taninir (14). GluR'ler ii¢ ana gruba ayrilmistir:

1) A-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit (AMPA) reseptorleri,
2) Kainat reseptorleri
3) N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptorleri

GluR'ler, uzun ve kisa siireli bellek, bellek konsolidasyonu, uzamsal bellek,
donemsel bellek ve baglamsal korku bellegini iceren cesitli bellek tiirleri ile

iliskilendirilmistir (15)(16) (17)
4.3.1.1.AMPA Reseptorleri

AMPA reseptorleri, temel olarak sodyum ve potasyum iyonlarinmi ileten
tetramerik iyon kanallaridir, ancak alt birim bilesenlerine bagli olarak kalsiyum
gecirgen de olabilirler (18). Sinapslardaki AMPA reseptorlerinin konsantrasyonu
USPA'min baslamasi ile artarken, USP-Azalisi sirasinda diiser (19). AMPA
reseptorlerinin postsinapstaki konsantrasyonunun artmasi veya azalmasi, sinaptik
kalsiyum dalgalanmalariyla tetiklenen spesifik reseptor alt birimlerinin fosforilasyonu

yoluyla diizenlenir (14).
4.3.1.2.Kainat Reseptorleri

Kainat reseptorleri, kalsiyum i¢in diisiik iletkenlige sahip, cogunlukla sodyum

ve potasyuma gegirgen olan pentamerik iyon kanallaridir (20).
4.3.1.3.NMDA Reseptorleri

NMDA reseptorleri, tetramerik segici olmayan katyon kanallaridir (21).

NMDA reseptoriiniin agilmasi i¢in, hem ligand baglantisina hem de voltaj artisina



ihtiya¢ vardir. Presinapstan salinan glutamatin NMDA reseptoriine baglanmasi

reseptoriin aktif hale gelmesi igin gerekli ancak yeterli degildir.

Diger reseptorlerin (AMPA kainat) aktifleserek post sinapsta voltaj degisimi
olusturmasi1 gerekmektedir. Boylece NMDA reseptoriinii kapali tutan magnezyum

(Mg2 +) tikaci agilir ve reseptor aktif hale gelir (14).

AMPA reseptorlerinin presinaptik terminallere ulasan bir dizi impuls ile siirekli
aktive olmasi postsinaptik membranin depolarize olmasini saglar. Bu depolarizasyon
sonucunda Mg2+ iyonlart NMDA reseptorlerinden uzaklasir (22). Boylece NMDA
kanal1 kalsiyum iyonlarini hiicre i¢ine alabilir ve USPA’nin erken evresi baglatilmig
olur. Merkezi bir haberci molekil olan kalsiyum, cAMP'ye bagli protein kinazi aktive
edecek olan adenilil siklazi (AC) da devreye sokar. Kinaz, CREB (CAMP responsive
element binding protein)'i fosforile eder. CREB sirayla yapisal degisikliklere yol agtig1
diistiniilen C / EBPB (CCAAT/enhancer binding protein), EPA (eicosapentaenoic
acid), BDNF (brain-derived neurotrophic factor) gibi duzenleyicileri ve blylme
faktorlerini etkinlestirir. USPA’nin ge¢ evresini olusturan yollar Sekil 4.3.1.3.1°de

gosterilmistir.

Farelerde Protein Kinaz A (PKA) veya CREB'yi bloke eden mutasyonlar,
USPA'nin ge¢ evresinin gerceklesmesini engeller. Adenilil siklaz ayrica dopamin
sinyalleri ile de modiile edilebilir. Ek olarak, USPA’nin ge¢ evresini engelleyen
Kalsinorin, Fosfataz inhibitor, Protein fosfataz 1 gibi molekillerin ortadan
kaldirilmas1t USPA’nin geg evresi i¢in gereken esigi diisiiriir ve bellek olusturulmasini

kolaylastirir (8).

PKA’nmm diizenleyici alt iinitesinin mutant bir formunu tasiyan transgenik
farelerde, hipokampal PKA yogunlugundaki disiisiin USPA’nin ge¢ evresinin
olusumunu zayiflattigi goriilmiistir. Ancak USPA’nin erken evresi herhangi bir
degisiklige ugramamistir. Boylece PKA’nin kisa siireli hafizanin uzun siireli hafizaya

cevrilmesinde dnemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. (23).
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Sekil 4.3.1.3.1 USPA’nin geg evresini olusturan yollar (8).

Richard Morris, NMDA reseptorlerini bloklamanin hem USPA’y1 hem de kalic1 bellek
olusmasini engelledigini gostermistir. (24) (25)

Ancak hipokampiiste sinaptik plastisite her zaman NMDA reseptorlerine baglh
degildir. Dentat girusun yosunsu lifleri ve CA3 néronlar1 arasindaki sinapslarda
USPA, NMDA reseptoriinden bagimsiz olarak olusur. Bunun i¢in presinaptik kainat
reseptorleri yoluyla kalsiyum girisine ihtiyag vardir (26). Bu tir sinaptik plastisiteden
sorumlu mekanizma ag¢ik olarak anlasilmamis olsa da presinaptik kainat
reseptorlerinin, pozitif bir geri besleme dongiisii olusturarak presinaptik

terminallerden norotransmiter salinimini artirdig1 sanilmaktadir (14).
4.4.Dopaminin USPA Uzerine Etkisi:

Ventral tegmental alan (VTA), 6diil ve motivasyon ile ilgili beyin fonksiyonlarinin

diizenlenmesinde rol oynayan bir orta beyin yapisidir. VTA, dopaminerjik (% 55 -%



65), GABAerjik (% 30) ve glutamaterjik (% 5) hiicrelerden olusur (27). VTA
prefrontal korteks (PFC), nukleus accumbens (NAc), amigdala ve hipokampus gibi
bolgeler ile baglantilidir (Sekil 4.4.1). Dopaminerjik reseptorlerin bulundugu bu
bolgelere uzanan baglantilardan dopamin salinimi gergeklesir (28). Hipokampis, uzun
stireli bellekte bulunmayan yeni bilgileri tespit ettiginde Hipokampiis-VTA dongusu
aktive olur. Ortaya ¢ikan yenilik sinyali, subiculum, akumbens ve ventral pallidumdan
VTA'ya iletilir ve burada bu hiicrelerin yenilige baglh ateslenmesine katkida bulunur.

Hipokampus ic¢inde serbest kalan dopamin, USPA ve &grenmenin gelistirilmesini

saglar (28) (29).

Dopamin iki farkli metabotropik reseptor grubu olan, D1 benzeri (D1 / D5) ve D2
benzeri reseptorler (D2, D3, D4) Uizerine etki eder (30). Mu ve arkadaslar1 kantitatif
gercek zamanli PZT ile D1 ve D5 reseptorlerinin hipokampusta bulundugunu
dogrulamislardir (31). Ayrica dopaminin hipokampal sinaptik plastisite lizerinde
oynadig1 6nemli modiilatér roliin, esas olarak D1 / D5 reseptorleri araciliiyla
gerceklestigi gosterilmistir (32). Dopamin-reseptor sinyali hipokampiiste 6grenmeyle

iliskili sinaptik mekanizmalar1 diizenlemektedir (29).

D1 reseptorlerinin adenilat siklazi uyarmasi ile cAMP {iretimi artar. Dopamine
bagli cAMP artis1, CREB'nin PKA'ya bagl olarak aktive olmasina yol agar. Ayrica,
Rapl yoluyla etki eden cAMP, p42 / 44 MAPK aktivasyonunu baglatir. Boylece
USPA’nin geg evresi i¢in gerekli protein sentezi uyarilir. (28) USPA’nin ge¢ evresinin
dopamine bagli oldugu ve protein sentezi gerektirdigi Sajikumar ve arkadaglar

tarafindan da gosterilmistir. (33).
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Sekil 4.4.1 Ventral tegmental alan ve hipokampiisiin konumlari.
(https://pubs.niaaa.nih.gov/publications/arh314/310-339.htm, Erigim tarihi: 10
Haziran 2020).

4.5. Kalsiyum Gorunttlemesi

Kalsiyum, néronlarda 6nemli bir hiicre i¢i habercidir. Dinlenim halinde ¢ogu
noron yaklasik 50-100 nM hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonuna sahiptir ve bu
konsantrasyon elektriksel aktivite sirasinda gecici olarak 10 ila 100 kat daha yiiksek
seviyelere ¢ikabilir (34).

Hiicre i¢i kalsiyum sinyalleri, mikrosaniye oOl¢egindeki norotransmitter
salinimindan dakikalar ve saatler siiren gen transkripsiyonuna kadar genis bir zaman
araliginda c¢alisan islemleri diizenler. Kalsiyum akisi presinatik uclardan
norotransmitter tasiyan vezikiillerin salinimini tetiklerken postsinaptistik nérondaki
kalsiyum seviyesinin gegici olarak yiikselmesi, aktiviteye bagli sinaptik plastisitenin
indiiklenmesini saglar. Kalsiyum sinyallerinin zamani, genligi ve yerel etki alani, bu
sinyallerin islevi i¢in temel belirleyicilerdir. Bu nedenle, hiicre i¢i kalsiyum
sinyallerinin gorsellestirilmesini ve nicel olarak tahmin edilmesini saglayan teknikler

gelistirilmistir (35).

Aktif bilgi isleme sirasinda noronal ag aktivitesini canli olarak izlemek i¢in
gelistirilen yontemlerden biri kalsiyum goriintiileme yontemidir (36). Kalsiyum
goriintiileme yontemleri, néronal aktivitenin hiicre i¢i serbest kalsiyum miktarinda
hizli degisikliklere neden olmasi prensibine dayanir (37). Bunun igin genetik olarak

kodlanmis kalsiyum indikator proteinleri (GECI) yaygin olarak kullanilmaktadir (38).

10



GECI ailesine ait olan GCaMP, zenginlestirilmis yesil floresan proteini (EGFP),
kalsiyum baglayici protein kalmodulin (CaM) ve CaM ile etkilesen M 13 peptidinden
olusur. Kalsiyum varliginda, CaM ve M13'teki konformasyonel degisiklikler floresan

proteinin parlakliginin artmasina neden olur (Sekil 4.5.1) (37).

485 nm 485 nm 515 nm
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Sekil 4.5.1 GCaMP’in yapis1 ve ¢aligma prensibi (35).

4.6. Mikro Elektrot Dizileri (MED)

Cam yiizey tlizerine yerlestirilen ¢ok sayida elektrottan olusan Mikro Elektrot
Dizileri, néronlar, kardiyomiyositler ve beyin kesitleri gibi uyarilabilir hiicreler ile
bilgisayar arasinda uzun siireli ve iki yonlii baglanti kurulmasini saglar (Sekil 4.6.1.)
(39). Genellikle altin (Au) ya da titanyum nitriir (TiN)’den yapilan mikrometre
6lgegindeki (10-100 um) elektrotlar hiicre dis1 kiigiik sinyallerin (10 ila 200 mikro volt)
saptanmasini saglarlar (40) (39). Boylece elektrot yakininda bulunan néronlarda
gerceklesen iyonik siireclerden kaynaklanan hiicre dist alandaki akim degisimi

Olgllebilmektedir (41).

Hiicre i¢i kaydin tek hiicreli veya tek kanalli ¢oziiniirliigiiniin aksine, mikro
elektrotlar ¢evrelerindeki olas1 tiim kaynaklardan gelen sinyalleri algilarlar (40).
Mikro Elektrot Dizileri ayn1 anda birden fazla hiicreden elektro fizyolojik aktivite

kaydedilmesine ya da bu hiicrelerin uyarilmasina olanak tanir (42).
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Sekil 4.6.1 Mikro Elektrot Dizili bir kiiltiir kab1 ylizeyinin yakindan gériniisii
(https://www.multichannelsystems.com/sites/multichannelsystems.com/files/docume
nts/manuals/MEA_Manual.pdf Erisim Tarihi: Haziran 2020).

MED’ler uzun siireli noron kilturlerinin elektriksel aktivitelerini analiz etmek
(43), uzun siireli potansiyel artis1 ve azalisi olusturmak (4) ve ilag test etmek(44)

amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
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5. YONTEM VE GEREC

5.1.Gereg

Tablo 5.1.1 Deneylerde Kullanilan Biyolojik ve Kimyasal Malzemeler

Uriin Marka

Kodu/Model
LB Agar A8523-500G Biomatik
LB Broth A8521-500G Biomatik
Gliserol G8898 Sigma
Kalsiyum Klortr (CaCl2) C1016 Sigma-Aldrich
E. coli (Stbl3) hiicre hatt C737303 invitrogen
Ampicillin, sodium salt A2154-5G Biomatik
Qiagen Endogen free Maxi-kit 12362 Qiagen
293AAYV Hiicre hatti AAV-100 Cell BioLabs
MEM non Essential Amino Acids 100X XC-E1154/100 | Biosera
Fetal Bovine Serum (FBS) 10500-064 Bibco
DMEM (1X) 21969-035 Bibco
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Phosphate Buffered Saline 1X (PBS) 311-010-CL Multicell

311-012-CL Multicell
Phosphate Buffered Saline 10X (PBS)

TRY-1B Capricorn
Trypsin-EDTA (0.05%) in DPBS (1X)

51985-034 Gibco
Optimem (1X)

100843 Addgene
GCaMP6s (Ana Plazmit)

112862 Addgene
pAAV2/1 (Yardimci Plazmit)

112867 Addgene
pAdDeltaF6 (Yardimci Plazmit)

23966-1 Polysciences, Inc.
Polietilenimin, Linear (PEI 25K)

P3143-100ML | Sigma-Aldrich
Polietilenimin solution (PEI 50% in dH20)

D1556-250ML | Sigma-Aldrich
OptiPrep™ Density Gradient Medium

31434-1KG-R | Sigma-Aldrich
Sodyum Klorir (NaCl)

T1503-500G Sigma
Trizma base
Benzonaz E8263-25K Sigma

BP214-500 Fisher
Magnezyum Klorlr Hekzahidrat :

BioReagents

(ClI2Mg.6H20)

P9541-1KG Sigma

Potasyum Kilorir (KCI)
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A3616-5G Biomatik
Fenol Kirmizisi

S$1876-100G Sigma
D-sorbitol
Laminin L2020 Sigma
Hibernate-A A1247501 Gibco
L-15 1X (Leibovitz) 323-050-CL Multicell
Neurobasal-A Medium 1X 10888-022 Gibco

450-115-EL Multicell
Antibiyotik

35050-061 Gibco
Glutamax

17504-044 Gibco
B27 (50X)

P4762 Sigma
Papain

A2442 Biomatik
DNAz

H1270-500ML | Sigma
At serumu

Tablo 5.1.2 Cihaz ve Diger Geregler
Model Marka

Inkiibator

Forma Steri-Cycle

ThermoFisher
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Spektrofotometre UV-1800 Shimadsu
Nanodrop One ND-ONE-W ThermoFisher
Saf Su Cihazi Direct-Q™ § Millipore
Kiiltiir kab1 kab1 (100 mm) 704004 Nest
Kiltdr kabi (150 mm) 168381 Thermo
Santrifuj tipu (50 ml) 602002 Nest
Santrifuj tipu (15 ml) 601002 Nest
Mikrosantrifuj tipd (2 ml) 620011 Nest
Calkalamal1 Etiiv MAXQ 6000 Thermo
Scientific
Sonikator AM120DT Amtech
Santrifij SL 16R Thermo
Scientific
Ultrasantrifuj tlpd 361625 Beckman
Amicon 100K filtreli kolon UFC910024 Millipore
Laminar Akimli1 Kabin Safe 2020 Thermo
Scientific
Stereo mikroskop SteREO Discovery V8 Zeiss
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Floresan mikroskop

CKX41

Olympus

Klonlama Halkasi

C7983

Sigma

Tablo 5.1.3 Gériintiileme, Elektriksel Kayit ve Uyarim Igin Kullanilan Cihaz ve

Yazilimlar

Model

Marka

Mikro Elektrot Dizili Kiiltiir Kabi

MMEP4 ve MMEP4R

Kuzey  Teksas

Universitesi
MED elektronik baglanti arayiizii | MHP-64 Plexon
64 kanalli isaret yiikseltici PBX Plexon
Veri alma karti (stimiilator) USB-6001 National
Veri alma kart1 (64 kanal) PCle-6353 National
Floresan mikroskop ve kamera CKX41 ve DP72 Olympus
Matlab Sarim: 9.7 (R2019b) [ Mathworks
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5.2. YOntem

5.2.1. Deney Hayvanlari

Tim deneylerde toplam 20 adet postnatal (p0-p3) Balb-c tiirti fare kullanildi.
Farelerin bakimi ve iiretimi istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi
(MEDITAM) tarafindan gerceklestirildi. Deney yol ve yontemleri Istanbul Medipol
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IMU-HADYEK) tarafindan

onaylandi.
5.2.2. Rekombinant Adeno-Asosiye Viris (rAAV) Uretme

Hucrelerin GCaMP (retmesi icin gereken plazmitin hiicre i¢ine aktarilmasi
gerekmektedir. Bu amag i¢in ndronlarda etkin oldugu bilinen bir ara¢ olarak AAV

tercih edildi ve Uretildi.
5.2.2.1. Kompetent Hiicre Hazirlama

Su ile 35g/L oraninda hazirlanan LB agar otoklavlanarak steril hale getirildi.
Agar, 10 cm’lik kiltir kaplarma dokildi ve sogumaya birakildi. Gliserolle
dondurulmus E. coli hiicrelerinden alinan kazint1 agarli kultir kaplarina yayildi ve 16-
20 saat 37°C’de bekletildi. Kiltir kabindan tek koloni segilerek 5 ml LB sivi
besiyerine(20 g/L) ekim yapildi. Kiiltiir 1 gece 37°C ve 250 rpm’de bekletildi.
Kiiltiirden 1 ml alinarak, 100 ml LB siv1 besiyerine ekim yapildi. 37°C’de ¢alkalamali
etiivde spektrofotometre ile dlgiilen OD600 degeri 0,4 olana kadar bekletildi. Kiiltiir
10 dakika buz banyosunda bekletildikten sonra sogutulmus 50 ml’lik tiiplere boliindii.
2700xg’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust sivi uzaklastirildi ve bakteri
cokeltisine 1.6 ml 100 mM CaCl; eklendi. Buzda 20 dakika inkiibe edildikten sonra
hlcreler bir tlipte birlestirilerek 0,5 ml %80 gliserol eklendi. Hiicreler 100er puL olarak

boliindii ve s1vi nitrojen ile dondurularak -80°C’de muhafaza edildi.
5.2.2.2. Transformasyon

Buz {izerine yerlestirilmis 1,5 pl’lik tiipiin i¢ine 6nce GCaMP6s plazmiti

(Addgene -pAAV.Syn.GCaMP6s.WPRE.SV40) sonra 100 pl kompetent hiicre
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eklendi. Tiip sirasiyla buzda 20 dakika, 42°C’de 90 saniye, buz lizerinde 5 dakika
boyunca bekletildikten sonra son hacim 1 ml olacak sekilde tiipe antibiyotiksiz LB s1v1
besiyeri eklendi. 150-200 rpm’de donen galkalamali etiivde 37°C’de 1 saat bekletildi.
Tiipiin i¢indeki bakteriler 100 mm’lik agarli kultlr kabma yayildi ve gece boyu
37°C’de bekletildi.

5.2.2.3. Plazmit Cogaltma ve izole etme:

Agar lizerinden tek koloni segilerek bu koloni %1°lik Ampisilin igeren 350 ml
LB siv1 besiyeri igerisine aktarildi. 225 rpm’de donen ¢alkalamali etiivde 14-16 saat
37°C’de bekletildi. 14-16 saat sonra ¢ogalan bakterileri iceren sivi1 besiyeri 200 ml’lik
tiiplere aktarildi ve 5000 rpm’de ¢evrilerek bakteriler ¢oktiiriildii. Qiagen Endogen free
Maxi-kit kullanilarak GCaMP6s plazmiti izole edildi. Plazmit konsantrasyonu
Nanodrop cihazi ile 6l¢iildii. Ayn1 islemler rAAV yardimci plazmitleri 2/1 ve Helper

i¢in tekrarlandi.
5.2.2.4. 293AAV Hucre Kulturi:

293AAV hiicre hattinin besiyeri olarak %10 FBS ve %1 100X esansiyel
olmayan aminoasit soliisyonu igeren DMEM kullanildi. 1 ml hicre eritilerek 10 ml
DMEM igerisine aktarildi ve 1200 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Ust s1iv1 atildiktan
sonra hucre ¢okeltisi Uzerine 1 ml DMEM eklendi ve pipetlendi. Daha sonra hiicreler
icerisinde 19 ml DMEM bulunan 150 mm’lik kiltur kabia homojen sekilde dagitild.
Kiiltiirler 37°C sicaklik ve %5 CO2 ortami saglayan inkiibatore kaldirildi.

Hiicreler %80 yogunluga eristiginde besiyeri uzaklastirildi ve 5 ml 1X steril PBS ile
yikama yapildi. 2 ml %0,05 Tripsin-EDTA 1X eklendi ve 2 dakika inkubatérde
bekletildi. Tripsin aktivitesini durdurmak i¢in 5 ml DMEM eklendi. kiltur kabinin
yiizeyinden kalkan hiicreler serolojik pipet ile toplanarak santrifiij edildi. Ust siv1
uzaklastirildiktan sonra ¢Okelti Gzerine yeni besiyeri eklenerek alt kulttrler

olusturuldu.
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5.2.2.5. Plazmitin 293AAV Hicrelerine Transfeksiyonu

520 pl DMEM, 32.1 ng GCaMP6s (ana plazmit), 64.2 ng pAdDeltaF6
(yardimci plazmit), 53.7 ng pAAV2/1 (yardimci plazmit), 10 ml Optimem ve DNA
miktarmin 3 kat1 PEI(1mg/ml) igeren transfeksiyon soliisyonu hazirlandi. Her kiltur
kabmna 550 pl transfeksiyon soliisyonu eklendi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li
ortamda inkiibe edildi. 4 saat sonra besiyeri %10 FBS iceren DMEM ile degistirildi.

5.2.2.6. Viriis Izolasyonu ve Saflastirma

Transfeksiyondan 72 saat sonra hiicreler mekanik olarak kazilarak kultir
kabinin yiizeyinden kaldirildi ve 50 ml’lik tiipler igerisinde 1100 rpm’de 5 dakika
santriftj edildi. Hiicre ¢cokeltisine 9 ml lysis buffer (150mM NaCl, 20Mm Tris pH 8.0)
eklendi. Hiicreler 3 kez siv1 nitrojen ile dondurulup 37°C su banyosunda eritildi ve
ardindan 3 dakika sonikatorde bekletildi. 1 mM MgCl, ve 250U/mL Benzonaz
eklendi. Dondurup ¢6zme islemleri sirasinda ¢oken DNA-Protein agregatlarinin
¢Oziinmesi i¢in tiip 37°C’de 20 dakika bekletildi. Hiicreler 4000 rpm, 4°C’de 20 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonras {ist sivida kalan viriisleri diger hiicre kalintilarindan

ayirmak i¢in lodixanol gradienti hazirlandi.

lodixanol gradienti hazirlanirken kullanilan soliisyonlar Tablo 6.2.2.6.1°de

verilmistir.
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Tablo 5.2.2.6.1 lodixanol Gradienti Soliisyonlari

%17°lik %25°lik %40’k %60’k

sollisyon solisyon soliisyon sollisyon
PBS 10x 5ml 5 mi 5ml -
1M MgCl2 | 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml
1M KCI 0,125 ml 0,125 ml 0,125 ml 0.125 ml
Optiprep 12.5ml 20 ml 33.3ml 50 ml
5M NacCl - - 10 ml -
%0.5’lik - 0,1 ml - 0,2ml
fenol
Kirmzisi
Distile su 50 ml’ye 50 ml’ye 50 ml’ye -

tamamlayacak tamamlayacak tamamlayacak
miktarda miktarda miktarda

Ultrasantrifijj tiiptine sirasiyla 3 ml %60°1lik, 5 ml %40’lik, 6 ml %25lik ve 6
ml %17°lik soliisyon ¢ok yavas bir sekilde damlalar halinde eklendi (Resim 5.2.2.6.1).
TlpUn en iist kismina saflastirilacak olan viriisler eklendi ve 50000 rpm’de 18°C’de 2
saat santrifiij edildi. Ultrasantrifiij tlipliniin duvar1 enjektor ile delinerek viriislerin

bulundugu %40°lik soliisyon ¢ekildi. Viriislerin bulundugu sivinin iizerine 15 ml’ye

tamamlayacak kadar 1X storage buffer (1L: 100ml 10x PBS, 50g D-sorbitol, 42.4ml
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5M NaCl, distile su) eklendi. Viriisler Amicon 100K filtreli kolonlarina aktarilarak
4°C’de 30 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi. Bu asama 3 kez tekrar edildikten sonra
filtre (zerinde kalan viriis soliisyonu 2ser ul olacak sekilde tiiplere boliindi ve -

80°C’de muhafaza edildi.

Resim 5.2.2.6.1 Todixanol Gradienti Tabakalari. Alttan iiste sirasiyla %60, %40,

%25, %17’°1ik Todixanol tabakalar1 ve viriis i¢eren soliisyon.

5.2.3. Primer Hipokampal Hicre Kaltira

5.2.3.1. Mikro Elektrot Dizili (MED) Kiiltiir Kab1 Hazirlama

Kuzey Teksas Universitesinden satin alinan 64 elektrotlu iki tiir MED tasarimi
kullanilmistir. Bu tasarimlarda elektrotlarin bulundugu bolgeler yaklasgik Imm?2 ve
0,25 mm?2 °‘lik alanlara karsilik gelmektedir. Birden fazla kullanima uygun olan bu
MED’ler tekrar kullanim i¢in hazirlanirken bir sterilizasyona tabi tutulmustur.

MED’ler camasir suyu (%10) ve etanol (%70) ile yikandiktan sonra 30 dakika UV 151k
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altinda bekletilerek sterilize edilmektedir. Sterilize edilen MED’ler 750 pL borat
tamponunda ¢oziilmiis %0,05-0,1’lik polietilenimin (PEI) ile kaplanarak bir gece
inklibatorde (37°C, %5 CO2) bekletilmektedir. Kiltirden en az iki saat Once
polietilenimin uzaklastirilmakta ve MED’ler distile su ile yikanmaktadir. Ardindan da

500 pL lik %1 laminin ile ikinci kaplama yapilmaktadir.
5.2.3.2. Diseksiyon Besiyeri

5 ml Hibernate-A (Gibco-A1247501) soliisyonuna %1 Antibiyotik ve %1

Glutamax eklendi. Besiyeri diseksiyon asamasina kadar +4°C’de muhafaza edildi.
5.2.3.3. Enzim Besiyeri

960 pL L-15 (Sigma L5520) solusyonuna %1 antibiyotik, %1 Glutamax, %2
B27, %1 papain ve %1 DNAz eklenerek +4°C’de bekletildi.

5.2.3.4. Enzim Inhibisyon Besiyeri:

4 ml L-15 soliisyonuna %1 antibiyotik, %1 Glutamax, %2 B27 ve %10 FBS

eklendi. Mekanik ayristirma besiyeri kullanilacag1 zamana kadar +4°C’de bekletildi.
5.2.3.5. Kalic1 Besiyeri:

8 ml Neurobasal-A (Gibco-10888022) besiyerine %1 antibiyotik, %1
Glutamax, %2 B27 ve %2 at serumu eklenerek hazirlandi ve ekim asamasina kadar

kapag1 yar1 agik sekilde 37°C’de ve %5 CO2 saglayan inkiibatorde bekletildi.
5.2.3.6. Diseksiyon ve Kilttr

0-3 giinliik yenidogan fareler etik kurallara uygun bir sekilde dekapite edildi.
Beyin laminer akimli kabin igerisinde (Resim 5.2.3.6.1) ¢ikarilarak diseksiyon besiyeri
igerisine alind1 (Resim 5.2.3.6.2 a-b). Hipokampiisler stereo mikroskop altinda izole
edildi (Resim 5.2.3.6.2 c-d) ve enzim besiyerine aktarilarak 4°C’de 45 dakika
bekletildi.
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Resim 5.2.3.6.2 a-b) disekte edilmis beyin, c-d) disekte edilmis hipokampiis. Mavi

ile isaretli alan hipokampiisiin konumunu gostermektedir.

24



Hipokampiisler enzimde bekledikten sonra ucu biiytikten kii¢tige dogru daralan
tic farkli boyutta cam pastor pipeti ile mekanik olarak ayristirildi (Resim 5.2.3.6.3).
Homojen hale getirilen soliisyon, enzim inhibisyon besiyerine aktarildi ve 15 dakika

4°C’de tutuldu.

Resim 5.2.3.6.3a) cam pastor pipeti yardimi ile mekanik ve enzimatik ayristirma b)

Ayristirilan dokunun besiyeri icersinde aldigi homojen goriiniim.
5.2.3.7. Hucre Ekimi

Laminin ile kapli olan MED’ler distile su ile yikandi ve kurutuldu. Ardindan
yiizeye klonlama halkalar1 stereo mikroskop yardimiyla elektrotlari icine alacak

sekilde yerlestirildi (Resim 5.2.3.7.1.).

a)

Resim 5.2.3.7.1 a) Mikro elektrot dizili kiiltiir kab1 yiizeyine klonlama halkasi

yerlestirilmesi. b) Klonlama halkasinin ve elektrotlarin goriiniimii.
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Enzim inhibisyon besiyeri igindeki hicreler 1000 devirde 5 dakika santrifij
edildi. Coken hiicrelerin tizerine 700 uL kalict besiyeri eklendi. Hucreler pipetlenerek
besiyeri i¢inde homojen olarak dagilmalar1 sagland1 ve klonlama halkalarinin igine
140ar pL olacak sekilde ekildi (15,000-20,000 hiicre/mm2). EKimden sonra klonlama
halkalarin i¢inde 37°C’de ve %5 CO2 saglayan inkiibatorde 2 saat bekletildi. Iki saat
sonra yiizeye tutunan hiicrelerin sekilsel farklilasmalar1 ve uzantilar1 gézle goriiliir hale
geldi. Klltur kabi igerisindeki toplam miktar 1500 pL olacak sekilde kalici besiyeri
ilave edildi ve klonlama halkast MED yiizeyinden uzaklastirildi. Kiiltiirlerin 2.
guniinde her kiiltiir kabmal pL viriis eklendi. ilerleyen her ii¢ giinde bir mevcut
besiyerin yarisi taze hazirlanan kalici besiyeri ile degistirildi. Viriis verilen kiiltiirlerde
bir hafta sonra gcamp ifade edilmeye baslandigi goriildi. GCaMP ifadesinin
belirginlesmesi ve sinir aginin olgunlasmasinin ardindan 20. giinde deneylere

baslandi.
5.2.4. Elektriksel Kayit ve Uyari:

Elektriksel kayit almak ve uyar1 vermek i¢in MED Kkiiltiir kabi, bilgisayar ile
baglant1 saglayan elektronik araytiize yerlestirildi (Resim 5.2.4.1 a-d). Elektriksel uyari
vermek i¢in, elektronik arayiiz lizerinde bulunan ve her bir elektrota disaridan baglant

yapilmasini saglayan baglanti uglar1 kullanildi (Resim 5.2.4.1 e).

Mikro elektrotlar ile hiicre disindan eylem potansiyelleri alinabilmektedir.
Ortalama 20 um ¢apindaki elektrotlarin yakin ¢evresinde ve iizerinde bir veya birden
fazla ortalama 10 um gdvde ¢ap1 olan merkezi sinir hiicreleri bulunabilir. Hiicrenin
elektrota gore olan konumuna baglh olarak farkli bigimlerde eylem potansiyeli dalga
sekilleri elde edilebilmektedir. Ortalama 200 uV genliginde dlgiilen, bir saniye siireli
kendiliginden bir elektriksel etkinlik kaydi sekilde gosterilmistir. 2 ms siiren tek bir
eylem potansiyeli 25 kHz’te Orneklenerek alindiginda Sekil 5.2.4.2°deki gibi
goriilmektedir. Elektriksel etkinlik tek bir eylem potansiyelinden olusabilecegi gibi

puskiirme halinde ¢ok sayida eylem potansiyelinin bir araya gelmesi ile de olusabilir.
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Resim 5.2.4.1 med ve elektronik arayliziin Ustten (a-c) ve yandan (b-d) goriiniisii.
MED ve veri alma kart1 (National Instrument) bagl iken diizenegin deney sirasinda

goriiniisii (e), diizenegin kalsiyum goriintiilemesi aninda goriintisii (f).

Elektriksel uyar1 cogunlukla diirtii islevine benzer bir dalga biciminde
diizenlenmektedir. Uyarim uygulanirken temel hedef siireyi olabildigince kisa tutmak

ve genligi degisken saymaktir. Elektriksel uyarimin siiresi arttik¢a hiicrelere zarar
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verebilmektedir. Bu elektriksel isaret analog veya sayisal olarak iiretilebilmekle
beraber bu calismada sayisal olarak {retilmistir. Sayisal isaret veri alma karti
kullanilarak analog isarete doniilmiistiir. Analog isaret akim veya gerilim Gzerinden
denetlenebilmektedir. Dolayis1 ile uyarimin biiyiikliigii akim veya gerilim cinsinden

ifade edilmektedir. Bu ¢alismada uyarim biiyiikliigii gerilim ile denetlenmistir.

bir saniyelik kesit
150 T T T T T T T T T

100

mikro volt

100 & 1 | 1 1 1 L 1 1 L Bl
0 0.1 02 03 04 05 0.6 0.7 08 09
saniye

Sekil 5.2.4.1 MED ylizeyindeki elektrotlardan alinan elektriksel kayda ait bir
saniyelik kesit

150
100 | 4

50 - 1

mikro volt
1

-100

150 - ! ! ! ! ! ! -
0 0.3 1 15 2 23 3 33
mili saniye

Sekil 5.2.4.2. 2 ms siiren bir tek eylem potansiyeli
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a) b) o)

V2

| |
0 02 04 0.6 08 1 0 02 04 0.6 08 1 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
milisaniye milisaniye milisaniye

Sekil 5.2.4.3 Elektriksel uyarim i¢in kullanilan a) tek evreli, b) bakisimli ve ¢)

bakisimsiz iki evreli dalga bigimleri.

Elektriksel uyarimin dalga bi¢imi, elektrotta elektroliz olugmasini engellemek
icin genellikle iki evreli olarak uygulanmaktadir. Bu sayede uyarimin kiiltiir ortaminda
anlik etki olusturmasi (iyon dagilisimin sinirsel etkinligi etkileyecek sapmalar
gostermesinin Online gecmek) arzu edilmektedir. Sekil 5.2.7.1’de tek evreli (a),
bakisimli (b) ve bakisimsiz (c) iki evreli dalga bigimleri gosterilmistir. Bu ¢alismada
sinirsel uyarilabilirlik ve elektrotlarin kimyasal yapist goz 6nilinde bulundurularak en
1yi etki olusturan, iki evreli ve bakisimsiz bir dalga bicimi benimsenmistir. Bir uyari
igneciginin siiresi, ilk evrede -V genliginde 200 us siireli, ikinci evrede +V/2
genliginde 400 us siireli olarak belirlenmistir. Burada V gerilim cinsinden genlik
olmak tzere, 0-10 volt arasinda ayarlanabilen uyarim degiskenidir. Elektrotun
zamanla degisen empedans degerine bagli olarak gerilim diizeyini yukar1 dogru

kaydirmak gerekebilmektedir.

Hiicre disindan uygulanan elektriksel uyari hiicre i¢i uygulamaya gore farklilik
gosterir. Tek bir uyar1 ignecigi hiicrenin anlik durumuna bagli olarak diizenli ve

yinelenebilir sinirsel yanitlar olusturmayabilmektedir. Bu nedenle uyarim ignecikleri
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belirli siklikta arka arkaya siralanmaktadir. Burada ignecik siklig1 ve ignecikler arasi

bosluk siiresi deneysel olarak belirlenmistir.

5.2.,5. Kalsiyum Goéruntulemesi:

Art arda olusan eylem potansiyelleri sonucunda hiicre igine buyuk 6lcekte
kalsiyum girisi olmaktadir. Hiicre i¢ine giren kalsiyum GCaMP proteinine bagli olan
kalsiyum baglayicilara baglanmasiyla proteinde konformasyonel degisiklikler
olmaktadir. Bu konformasyonel degisiklikler yine GCaMP proteinine bagl yesil
floresan proteinin (EGFP) aktiflesmesine ve floresan 1simanin siddetinin artmasina
neden olmaktadir. Floresan isimanin goriilebilmesi i¢cin EGFP’nin 488 nm dalga
boyunda mavi 151k ile uyarilmasi1 gerekmektedir. Boylelikle 515 nm dalga boyunda

floresan 1s1ma (yesil renkte) goriiniir hale gelmektedir.

Hipokampal sinir aglarmin elektriksel (kalsiyum) etkinlikleri floresan
mikroskop ve bagli olan kamera ile alinarak goriintiilendi. Gortintiilemede 10x ve 20x
objektifler kullanild1 ve 151k siddeti gereksinimine bagl olarak 5-10 fps siklik ile
cekilen fotograflar video olarak kaydedildi.

Video dosyasi olarak alman kayitlar Fiji yazilimi kullamilarak acildi ve
goriintiide yer alan hiicre govdeleri ROI olarak secildi. Bir ROI igerisindeki 151k
degisiminin uniform oldugu kabul edilerek her bir goriintii karesi icin secilen alanlarda
gerceklesen 1siksal degisim ortalama olarak hesaplandi. Hesaplanan bu veriler
MATLAB yazilimi kullanilarak islendi ve ¢oziimlendi. Secilen hiicre govdelerinde
goriilen 151k siddeti degisimleri zamana bagli olarak cizildi. Isik siddeti degisim
araliklar1 6rnekler arasinda farklilik gosterdigi icin genlikler birim araliga yansitilarak

uyumlanmaistir,

Olagan bir kendiliginden etkinlik 6rnegi sekillerde gosterilmistir. Bu 6rnekte,
yaklasik 150 saniye siiren kendiliginden bir kalsiyum etkinligi 70 ms’de bir fotograf
alinarak (14,28 fps) kaydedilmistir. Burada goriintii alanina giren ag igerisinden 16
adet hiicre govdesi ROI olarak belirlenmis ve ¢dziimlenmistir. Hiicre igine giren
kalsiyum miktarmin biiytikliigiine bagl olarak kalsiyumun disar1 ¢ikarilma stiresi

artmakta, dolayisiyla kalsiyum olaylarmin genligine orantili olarak siireleri
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degismektedir (ROI 3,4,5). Bu drnekte olay siirelerinin 1-30 saniye araliginda degistigi

goriilmiistiir.

Sekil 5.2.5.1 Kalsiyum etkinligine ait kay1t tizerinden secilmis ROI’ler
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Sekil 5.2.5.2 Kalsiyum etkinligine ait kayit iizerinden se¢ilmis ROI’lerde meydana

gelen 151k siddeti degisimlerinin zamana bagli olarak ¢izilmis grafigi
5.2.6. Deney Yordami

Uyarima bagli alinan kalsiyum yanitlarinin siirekli ve yinelenebilir olarak elde
edilmesi amaci1 goz oniinde bulundurularak art arda 30 ignecikten olusan bir 6bek
uyarimin deneysel olarak uygun oldugu belirlenmistir. Buna gore bir ignecik 600 us
siirmek tizere 30 ignecik saniyede 100 kez olacak sekilde diizenlenmis, dolayisi ile 300

ms igerisinde 30 ignecik uygulama bi¢iminde diizenlenmistir.

Uyarim ignecikleri ile olusturulan &beklerin sikligi yine deneysel olarak
belirlenmistir. Burada 6l¢iit uyarimdan dogrudan etkilenen hiicrelerin kalsiyum alig-
verigini saglikli olarak siirdiirebilmeleri olmustur. Art arda gelen uyarim dbeklerinin
etkilerini bagimsiz olarak degerlendirebilmek amaciyla dbekler arasinda ti¢ dakikalik
(hiicresel etkinlik i¢in uzun sayilabilecek) bosluk birakilmistir. Uyar1 ignecik sayisi
ve uyarim Obekleri arasi siire belirlendikten sonra degisken olarak uyarim genligi

kullanilmuistir.
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Sekil 5.2.6.1 Uyari sikliklart: 600 ps siireli ignecikler (2) ve 30 adet ignecikten olusan
uyari treni (b) goriilmektedir. ¢’de ise li¢ dakika araliklarla uygulanan uyarim 6bekleri

gosterilmistir.

Kiiltiir kabi1 mikroskop {lzerinde bulunan MED baglant1 arayiiziine
yerlestirilerek floresan goriintii alinmaya baslandi. Uyariya uygun elektrot belirlemek
icin agin kendiliginden etkinligi kaydedildi. Kendiliginden etkinlik kayd: incelenerek
aktif olan sinir govdelerinin yaninda veya altinda bulunan elektrot secildi. Segilen
elektrodu aktiflestirmek i¢in en yiiksek genlikte (10 V) hazirlayict uyart verildi.
Arkasindan en diisiikten baglayarak hangi genlik seviyesinde ilk yanitin alindig
belirlendi. ilk yanitin alindig1 genlik seviyesi esik deger olarak kabul edildi. Esik
degerin bir {ist seviyesi egitim uyarist olarak kullanildi. Esik degeri, bir alt ve bir iist

genlik seviyeleri de test uyarisi olarak belirlendi.
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Sekil 5.2.6.2 Test ve egitim uyarilar1 ve genlikleri. Esik, esik alt1 ve egitim genlikleri

(tstte), egitim genliginde gerceklestirilen uyari dizisi (altta).
5.2.6.1. USPA Protokolu

Hazirlayic1 Uyari: Kullanilan (Secilen) elektrot ve c¢evresindeki hiicreler ile
uygun etkilesim olusturabilmek i¢in en yliksek genlikte uyar1 verilerek
baslangi¢ yapildu.

Ila¢ Uygulama: Cesitli antagonist ve diizenleyici gibi uygulamalar bu asamada
gerceklestirildi. Gereken ilaglarda etki siiresi i¢in 37 °C ve %5 CO> saglayan
inkubatorde 30 dk bekletildi.

Test 1: Egitim Oncesinde esik seviyesi alt1, esik seviyesi ve esik seviyesi iistil
genlikte test uyarisi verildi.

Egitim - Esik {stii genlikte 3 dakika araliklarla 10 kez uyar1 verildi.

Test 2: Egitimin hemen ardindan esik seviyesi alti, esik seviyesi ve esik
seviyesi iistii genlikte test uyarisi verildi.

Test 3: Egitimden 30 dakika sonra esik seviyesi alti, esik seviyesi ve esik
seviyesi Ustii genlikte test uyaris1 verildi.

Test 4: Egitimin ertesi gliniinde esik seviyesi alti, esik seviyesi ve esik seviyesi

iistli genlikte test uyaris1 verildi.
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Deney Yordami

Sekil 5.2.6.1.1 Deney yordaminin ¢izimsel ifadesi

5.2.6.2.Deney Gruplar

A. USPA protokoliiniin uygulandigi grup
B. Kontrol grubu: Egitim uygulanmadan gerceklestirilen USPA protokolii

C. NMDA kanallarinin bloklandig1 grup: Antagonist olarak 100uM APS5 kullanildi ve
etkisinin yayginlagsmasi i¢in 30 dakika inkiibatdrde bekletildi

D.NMDA, AMPA ve Kainat kanallarinin bloklandigi grup: Antagonist olarak 100uM
APS5 ve 10uM CNQX kullanildi ve etkisinin yayginlasmasi i¢in 30 dakika inkiibatorde
bekletildi

E. USPA destekleyici olarak dopamin kullanilan grup: 100uM yeni hazirlanmis

dopamin, protokoliin ¢esitli asamalarinda uygulandi.
5.2.7. Istatistiksel Yontemler

Elde edilen ham veriler MATLAB iizerinde islenerek tiim istatistiksel analizler
(Capraz korelasyon, Mann-Whitney U testi, Fisher testi ve standart hata) ve sonug

grafikleri yine bu yazilim {izerinde gerceklestirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Hipokampus Kultara

Gelistirilen hiicre kiltiirii protokolii ile saglikli hiicre popiilasyonlar1 elde edildi.
Hiicreler MED {izerine ekildi ve kullanilan kaplama sayesinde hiicreler yiizeye
tutunarak uzanti gelistirmeye basladi. Ekimden 1-2 saat sonrasinda uzantilar secilebilir
Olgiilere ulasti. Sekil 1 de Div0 da (ekimden 1-2 saat sonra) 20x ve 40x objektiflerle
faz kontrast mikroskobu kullanilarak alinan goriintiiler gosterildi. Kiiltiirde 1. gilintinde
(divl) hicre morfolojileri belirgin olarak gorulir hale geldi. 2. giin ile b irlikte
hipokampal ndronlarin ag kurma faaliyetlerinin arttig1 goriildi. Divl ve div2 resimleri
Resim 6.1.1.°de goOsterilmistir. Sonraki giinlerde ag baglantt ve yapilarinin
yogunlasmasi nedeni ile tek tek hiicre goriintiileri almak zorlagsmaktadir. Bu yiizden
kaltardn ilerleyen glnlerinde floresan gorunttler tercih edildi. Kalturin 2. glinlerinde
hiicre vasatina AAV GCaMP eklendi ve yaklagik 10. Giinden itibaren hiicrelerde
GCaMP ifadesi belirgin olarak goriilmeye baslandi.
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Resim 6.1.1 Kiiltiiriin ekildigi giinde 151k mikroskobu ile 20X(iistte) ve 40X (Altta)
blyltmede cekilen hiicre goruntuleri
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Resim 6.1.2 Kiiltiiriin birinci giiniinde 11k mikroskobu ile 20X(iistte) ve 40X(Altta)
blyltmede cekilen hiicre goruntuleri
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Resim 6.1.3 Kiiltiiriin ikinci giiniinde 151k mikroskobu ile 20X(iistte) ve 40X (Altta)
blyltmede cekilen hiicre goruntuleri
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6.2. Elektriksel kayit ile GCaMP goriintiisiiniin karsilastirmasi

Elektriksel yanit ve kalsiyum yanitinin benzerliklerini géstermek i¢in ayni1 anda
elektriksel kayit alindi1 ve GCaMP goriintiilendi. Bir elektrot yakininda bulunan birden
fazla hucreden kayit alinabildiginden, Sekil 7.2.1-1, 2 ve 3’te bir elektrot ¢evresinde
bulunan sirasiyla 1, 2, ve 3 aktif hiicrenin yanitlar1 gosterilmistir. a’da elektrot ve ilgili
hiicre veya hiicrelerin konumu gosterilmistir. b’de, elektriksel kayit ile alinan ham
ignecik verileri mavi ile gosterilmis, tespit edilen ignecikler de kirmizi ile
isaretlenmistir. c’de ise ignecik verisi kullanilarak modelden elde edilen toplam
potansiyel degisim mavi ile, kalsiyum parlaklik degisimleri ise hiicre sayisina gore
strastyla kirmizi, sar1 ve mor ile gosterilmistir. d’de model ¢iktisi ile kalsiyum

degisimlerinin ¢apraz korelasyonu verilmistir.
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Sekil 6.2.1 Segilen bir hiicreden alinan Elektriksel kayit ve GCaMP kaydinin
. a) elektrot ve ilgili hiicrenin konumu. b) elektriksel kayit ile alinan
ham ignecik verisi. ¢) ignecik verisi kullanilarak modelden elde edilen toplam

potansiyel degisim ve kalsiyum parlaklik degisimleri d) elektriksel kayit ile kalsiyum

degisimlerinin ¢apraz korelasyonu
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Sekil 6.2.2 Elektriksel kayit ve GCaMP kaydinin karsilagtirilmasi. a) elektrot ve ilgili
hiicrelerin konumu. b) elektriksel kayit ile alinan ham ignecik verisi. ¢) ignecik verisi
kullanilarak modelden elde edilen toplam potansiyel degisim ve kalsiyum parlaklik

degisimleri d) elektriksel kayit ile kalsiyum degisimlerinin ¢apraz korelasyonu.
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Sekil 6.2.3 Elektriksel kayit ve GCaMP kaydinin karsilagtirilmasi. a) elektrot ve ilgili
hiicrelerin konumu. b) elektriksel kayit ile alinan ham ignecik verisi. ¢) ignecik verisi
kullanilarak modelden elde edilen toplam potansiyel degisim ve kalsiyum parlaklik

degisimleri d) elektriksel kayit ile kalsiyum degisimlerinin ¢apraz korelasyonu.

43



6.3. Elektriksel uyari ile Ca?* etkinliginin yayilmasi

Resim 6.3.1°de 23. Giiniinde bir hipokampal kiiltiirde elektriksel uyarinin etkisiyle
kalsiyum gegisinin yayilmas1 gosterilmistir. Resim 7.3.1-a’da uyar1 6ncesi goriilmekte
ve b’de ise beyaz okla gdosterilen elektrota yontem ve gere¢ kisminda agiklanan uyari
uygulanmaktadir. Kalsiyum geg¢isinin elektrot cevresinden baslayarak gosterilen

kesitteki agin tlimiine yayilis1 c-h’de gosterilmistir.

7

o
\> p

Resim 6.3.1 Elektriksel uyar ile Ca®" etkinliginin yayilmasimin
asama agama gosterimi. a) Uyar1 Oncesi ag goriintiisii b-h) Uyari ile
birlikte kalsiyum etkinliginin tiim aga yayilimai.
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6.4. Tek tek ve Toplu Analiz

Sekil 7.4.1.-a’da goriilen agda iki ayr1 analiz yapilmistir. Bu analizlerden ilki
yontem ve gere¢ kisminda da agiklandigir gibi hiicre gdvdelerinin segilmesiyle
belirlenmis olan bdlgelerin 151k degisimlerini yerel olarak hesaplamaktadir. Ikincisi ise
tiim agda goriilen 151k degisimini toplam olarak ifade etmektedir. Sekil 7.4.1.-b’de
yerel analizden elde edilen tek tek ROI’lere ait degisimler gosterilmistir. Bu
degisimlerin ortalamasi1 Sekil 7.4.1.-c’de istte gosterilirken toplam analizden elde

edilen sonuclar da altta gésterilmistir.

Roiler
w -

Sekil 6.4.1 Ag iizerinde secilen ROI’lerin (a) yerel (b) ve toplam (c) analiz sonuglari
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6.5. USPA Protokoliinde Egitimin Etkisinin Incelenmesi

USPA protokoliinde test 1 ve test 2 arasinda uygulanan egitimin etkisini incelemek
icin egitim siiresi kadar ancak uyar1 verilmeden beklenen bir kontrol deneyi
tasarlanmigtir. Sekil 7.5.1.-a’da  USPA protokoliiniin uygulandig1 deneyin test
sonuglar1 ve Sekil 7.5.1.-b’de kontrol deneyinin sonuglar1 gosterilmistir. Egitim
uygulanan deneylerde goriilen ikinci (egitimin hemen ardindan yapilan) ve iiglincii
(egitimden yarim saat sonra yapilan) testlerdeki artan potansiyel, egitim
uygulanmadiginda da goriilmiistiir. Ancak ertesi giin yapilan dordiincii testte egitimin
etkisine bagli olarak goriilen potansiyel artiginin siirdigli, egitim yapilmayan

deneylerde potansiyel artisin olmadig: anlagilmistir.

USPA Protokolii i ‘ Kontrol ‘

400

300 - —_—

200 -

100 - -
0
3N
o
?’-é(t\«\ €@\\‘°

o AR ag\.
i e 5
o' o v

(b)

Sekil 6.5.1 a) egitim yapilan (n=4) b) egitim yapilmayan (n=3) deneylerden alinan
test sonuglarini gostermektedir. Yiizde artis mavi ile, standart hata siyah ile
gosterilmistir. Kirmizi kesikli ¢izgi egitim asamasinin gergeklestigini, gri ise

gerceklesmedigini belirtmektedir. *Mann-Whitney U-test, p<0.05

6.6. USPA Protokoliiniin Glutamaterjik Antagonistlerin Varhgi Altinda Test

Edilmesi

USPA protokoliinii glutamaterjik antagonistlerin varligr altinda incelemek i¢in iki
ayr1 deney grubu olusturuldu. Normal protokolde goriilen potansiyel artisinin NMDA
reseptorii ile ilgili oldugu diisiiniilerek ilk grupta da bu reseptor bloklands. Ikinci grupta
ise NMDA reseptorii ile birlikte AMPA ve Kainat reseptorleri de bloklandi. Sekil
6.6.1.a’da NMDA reseptorinin, b’de ise NMDA, AMPA ve Kainat reseptorlerinin

bloklandig1 deneylerden elde edilen test sonuglar1 gosterilmistir. Antagonistlerin
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varliginda egitim sonrasi yapilan testlerde (test 2, 3 ve 4) potansiyel artis1 olmamus,

egitim Oncesine gore azalma gozlemlenmistir.

200 T T APS T T 200 APS5 VE CNQX
150 | 1 450k
100 | 1 100 -
50 - | 1 sl
0 - 0
o {\Dea\ g 0{@9\ 6’6\&6 " 6,53‘&.
e Q
N >
& o

(@)

Sekil 6.6.1 a) AP5 varliginda (n=3) b) AP5 ve CNQX varliginda (n=2) uygulanan
USPA protokolii sonuclarit. Yiizde artig mavi ile, standart hata siyah ile gosterilmistir.

Kirmizi kesikli ¢izgi egitim agamasini temsil etmektedir.

6.7. USPA Protokoliine Modulatér Olarak Dopaminin EtKisi

USPA protokoliine modiilatoér olarak dopamin eklenmistir. Modiilasyonun etkin
zamanini belirlemek amaci ile protokoliin cesitli asamalarinda kiiltlirlere dopamin
(100uM) verilmistir. Bu asamalar (a) deney dncesi, (b) her bir egitim uyarisi sonrast
1/10 doz, (c) tim egitim sonrasi, (d) ilk egitim uyarisi sonrasi (e) hazirlayici uyari
sonrasi olarak secilmistir. Bu deneylerden alinan test sonuglari sirasiyla sekil 6.7.1- a-
e’de gosterilmistir. Dopamin uygulanarak yapilan tiim deneyler bir arada

degerlendirildiginde de 6.7.1.f°deki ortalama sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 6.7.1 USPA protokoliiniin farkli asamalarinda, a) Deney 6ncesi (n=3), b) Her
bir egitim ardindan 1/10 doz dlgeginde (n=1), c) Egitim tamamlandiktan sonra (n=3),
d) ilk egitimin ardindan (n=3), e) Hazirlayic1 uyarmin ardindan (n=4) dopamin
uygulamalari. f) Tiim dopamin deneylerinin ortalamasi (n=14). Yiizde artis mavi ile,

standart hata siyah ile gosterilmistir. *Mann-Whitney U-test p<0.05

6.8. USPA Protokolinin Erken ve Geg Evre Karsiliklar

Test sonuglarindan elde edilen potansiyel degisimleri tim deney gruplari igin
oranlanarak USPA’nin erken ve ge¢ evreleri baglaminda bir karsilagtirma yapilmistir.
Bes deney grubu i¢in erken ve geg¢ evre degerlendirmeleri Sekil 6.8.1.a’da ve b’de
Ozetlenmistir. Erken evre ilk egitimin bir saat sonrasinda, gec evre ise deneyin ertesi

giinlinde yapilan testler iizerinden incelenmistir.
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Sekil 6.8.1 Deney gruplaria gore USPA’nin a) erken evresi ve b) ge¢ evresinde
gerceklesen % degisimler. Mavi: egitim Oncesi test uyarisi, Kirmizi (2): egitimden
yarim saat sonra verilen test uyarisi (a), Kirmizi (b): egitimden yaklasik 24 saat sonra
verilen test uyarisi sonuglart. USPA protokol( ile diger gruplarin Fisher test ile ikili

karsilastirma sonuglarinin p degeri istatistikleri. (* p<5e-3, ** p<5e-6, *** p<5e-9)

Erken evrede, egitimin yapilmasi ya da yapilmamasi potansiyel artisinda bir
fark olusturmamaktadir. Bloklama yapilan deney gruplarinda ise erken evre potansiyel
artis1 engellenmistir. Dopamin uygulanan deneyler bir arada degerlendirildiginde ise
erken evrede yliksek bir potansiyel artis1 goriilmiistiir. Geg evrede ise potansiyel artist

yalmizca USPA protokolii grubunda goriilmiis, kontrol, bloklama ve dopamin
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gruplarinda ise potansiyel degisim deney Oncesi diizeyinde veya bu diizeyin altinda

seyretmistir.
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7. TARTISMA

Bu calismada, ayristirtlmis hipokampal kiiltiirlerde gelisen sinirsel aglarda,
disaridan verilen uyarilarin kodlanmasi ve 6grenilmesinin arastirilmasi i¢in yeni bir
yaklasim kullanildi. Kullanilan yontemlerden MED ile yerel elektriksel uyarilar
verilebildi ve kalsiyum gorlntileme yontemi ile elektriksel kayittan elde edilemeyen
uzaysal ayrintilar elde edildi (45). Boylece ag tepkisinin uyariya bagl etkinligin
basladig1 elektrot bdlgesinden agin hangi bolgelerine hangi hiicreler iizerinden
yayildigi bilgisi elde edilmis oldu. YUlksek zamansal c¢ozlnurlukteki elektriksel
etkinlik verileri modellenerek kalsiyum gegis verileri ile karsilagtirilabilir hale
getirildi. Daha once yapilan ¢aligmalarda (46) gosterilen iki yontemin ortak yanlari ile
paralel sonuclar elde edildi. Ayrica ignecik verisi modellenerek kalsiyum yanitina
olduk¢a yakin zaman cevaplar1 olusturuldu. Korelasyon analizi kullanilarak iki
yontemden elde edilen sonuglarin benzerlikleri ortaya kondu. Bunun sonucu olarak da
zamansal olarak diisiik ¢oziiniirliikteki kalsiyum goriintiilemeden elde edilen yanitlarin
agdaki degisimleri toplamsal olarak yakalayabilir ve yansitabilir oldugu gosterilmis
oldu.

Ayrnistirllmis  sinirsel aglarin - kullanildign ve mikro elektrot dizilerinden
yararlanilarak gergeklestirilen 6nceki ¢aligmalarda, 6grenme ve uzun sliren potansiyel
artisinin elde edilemedigi rapor edilmistir (47) (48) (45). Kesitler kullanilarak yama
kiskact yontemi ile gerceklestirilmis standart protokoller ayristirilmis sinirsel aglara
uyarlandiginda ise elde edilen sonuglar farkli bir yamt gesitliligi olusturmustur (4)
(49). Bu yanit ¢esitliliginin ortaya ¢ikmasinin nedeni, kesitlerde korunan anatomik
yapin ayristirilmig sinirsel aglarda ortadan kalkmasi, hiicrelerin karigik ve rasgele
yerleserek yeniden organize olmalarimin sonucu olabilir. Ag yapisinin ve ag etkinligin
islevsel olarak goriintiilenmesi ile yalnizca MED kullanildiginda karsilasilan kisitlarin
ve diizensizliklerin ortadan kalkacagi diisiiniilmektedir (50). Bu g¢alismada, MED
tizerine ekilmis ayristirilmis sinirsel aglarda uzun siiren potansiyel artisi
inceleyebilmek i¢in yeni bir protokol gelistirildi. Bu protokolde, MED ile alinan hiicre
dis1 ignecik etkinligi yerine ¢ikt1 olarak ignecik etkinligini toplamsal olarak yansitan

kalsiyum etkinliginden yararlanilmistir. Bu nedenle yalnizca MED kullanilarak
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gerceklestirilen caligmalarda kullanilan uyart protokollerinden farkli bir protokol

tasarlanmstir.

Gelistirilen protokolde uyarinin tekrarlanmasi ile yapilan egitim agamasinin etkisi
kontrol deneyleri yapilarak incelendi. Uzun siiren potansiyel artisin erken evresinin
egitim asamasina bagli olmaksizin gerceklestigi goriildii. Buna karsin ge¢ evrenin
olusumunda egitim asamasiin gerekli oldugu gosterildi. Bu bulgular onceki
¢alismalarla uyumludur (13). Uzun siiren potansiyel artista birincil etkiye sahip oldugu
diisiinilen NMDA reseptorlerinin (24) (25) hem tek basina bloklandigi, hem de
USPA’nin farkl bir tiiriinde etkin olan (26) AMPA ve Kainat reseptorleri ile birlikte
bloklandig1 deneyler gerceklestirilerek ge¢cmis ¢aligmalara uygun bulgular elde edildi.
Bu bulgularda gorilen sonuclar incelendiginde, her iki bloklama segeneginin de uzun
stiren potansiyel artisin hem erken hem de ge¢ evrelerinin olusmasini engelledigi

go6zlendi.

Etkinlige bagli potansiyel artis kisa siireli bellek ile ve diizenleyici girdiye baglh
potansiyel artig uzun siireli bellek ile iliskilendirilmektedir (51). Bu iliskiyi test etmek
icin duzenleyici girdi olarak dopaminin kullanildigi kesif amagli deneyler
gerceklestirilerek gelistirilen protokoliin yaygin kullanilabilirligi test edilmis oldu.
Gegmis c¢alismalarda, yeni girdi (52) ve 6diul (53) ile iliskili anlarda dopamin
salinimimin gerceklestigi ve USPA’ya katki sagladigi belirtilmistir. Buradan yola
cikilarak bu calismada da USPA protokoliiniin farkli asamalarinda dopamin
uygulamas1 denendi. Deney baslangicinda ve ilk uyar1 arkasindan gergeklestirilen
uygulamalarin erken evre potansiyel artisinda katkis1 oldugu goriiliirken egitim
tamamlandiktan sonra gergeklestirilen uygulamada potansiyel azalis1 gozlendi. Yam
sira dopamin uygulama anina bagli olmaksizin ge¢ evre olusumunda belirgin bir etki
goriilmedi. Tiim dopamin deneyleri bir arada incelendiginde ise USPA’nin erken
evresinde belirgin artis oldugu ancak ge¢ evresinde degisiklik olmadig1 onceki bir
calismayla uyumlu olarak gosterildi (28). Buna karsin dopaminin USPA’nin geg
evresinin olusumunda diizenleyici bir girdi olarak gerekli oldugu da belirtilmistir (33).
Onceki bu iki galismadaki karsit bulgular D1 ve D2 dopamin reseptdr gruplarmin
uyaran ve bastiran tiirde karsit etkiler olusturmasindan (54) kaynaklaniyor olabilir. Bu
calismada da elde edilen kimi karsitlik iceren bulgular da ayristirilmis sinirsel ag

ozelliklerinden kaynaklaniyor olabilir. Nitekim hipokampiis igerisinde, D1 ve D2
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reseptorlerinin hangi hiicre tipinde veya toplulugunda ne 6l¢iide ifade edildigi agik

olarak tanimlanmamuistir (55).

Bu calismada yalnizca genligin degisken olarak kullanildig1 bir uyar1 protokolii ile
caligildi ancak uyar1 sikliginin da degisken olarak kullanilabilecegi deneyler sonraki
calismalara birakildi. Bunun digsinda protokolde yer alan egitim asamasi belirli
periyotlarla tekrarlanarak kalici bellek olusumu incelenebilir. Bu yontemin zamansal
olarak zayif olabilecek olan yanimi iyilestirmek {izere, Ornegin kalsiyum indikatorii
yerine yama kiskaci yontemiyle ayni hassasiyete sahip (56) bir voltaj indikatoru olan
ASAP kullanilabilir.
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8. SONUC

Bu ¢alismada MED ile yerel uyart uygulayarak ve GCaMP ile yiiksek uzaysal
cozunurluk ile gorintileme saglayarak, ayristirilmis sinirsel aglarda USPA
olusturabilmek i¢in yeni bir yontem gelistirildi. Bu yontemin gegerliligi bloklama ve
kontrol deneyleri ile dogrulandi. Yeni gelistirilen protokol kullanilarak dopaminin
USPA (izerindeki modulator etkisi incelendi. Bu protokolde dopamin USPA nin erken
evresine etki ederken gec evresine etki etmedigi gozlendi. Bu yontem 6grenme ve
bellek olusumu ile ilgili ¢alismalarda kullanilabilecegi gibi, ayrigtirtlmis sinirsel
aglarin sergiledigi yerel uyarilma, etkinlik yayilisi, ag orgiisii ve bu 6rgiide yer alan
hiicrelerin davraniglar1 gibi 6zellikleri inceleyebilmek icin uygun bir ortam

saglayacaktir.
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