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OZET

DOKTORA TEZi

KOKU BOZUKLUGU OLUSTURULAN SICANLARDA ALFA MELANOSIT
STIMULAN HORMONUN KOKU ALMA MEKANiIZMALARINA VE TEDAVIYE
ETKIiSiNIN iINCELENMESI

Oguzhan EKICI

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Fizyoloji Anabilim Dal

Fizyoloji Programm
Damsman : Prof. Dr. Goniil SIMSEK

Amag: Koku alma bozukluklari; {ist solunum yolu enfeksiyonlari, kafa travmalart ve
norodejeneratif hastaliklar gibi bircok hastalikta meydana gelmektedir. Ozellikle Covid-19
pandemisiyle birlikte koku duyusu kaybinin insan saglig1 ve yasam kalitesi tizerindeki etkileri
dikkat ¢ekici hale gelmistir. Koku alma bozukluklar1 diinya ¢apinda yaygin olarak goriilmesine

ragmen patofizyolojisi ve tedavisi hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir.

Bu ¢aligmada; periferik koku bozuklugunda Alfa Melanosit Stimiilan Hormon (a-MSH) un
olfaktor epitel (OE), olfaktdr bulbus (OB) ve Subventrikiiler alan (SVZ)’daki nérogeneze ve
NGF, BDNF, IL-10 ekspresyonlarna etkileri incelenerek, o-MSH’nin koku alma

mekanizmalarindaki ve tedavideki olas1 rolii aragtirilmistir.
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Yontem: 48 adet Sprague Dawley cinsi erkek sicanlar 8 gruba ayrilmigtir. Koku bozuklugu
modeli olusturmak amaciyla deney hayvanlariin yarisina burun i¢i %10’luk ¢inko siilfat
uygulanirken diger yarisina burun igi salin verilmistir. Burun i¢i ¢inko siilfat/salin verilen
siganlarin yarisina a-MSH (5 mg/kg), diger yarisina salin intraperitoneal olarak uygulanmustir.
Sicanlara 4 ve 21 giinlik a-MSH/salin uygulamasindan sonra deney sonlandirilmigtir. Tiim
sicanlara; deney baslangicinda (T0), ¢inko siilfat/salin uygulandiktan sonra (T1) ve dtenaziden
1 giin 6nce (T2) gomiilii gida ve koku ayrim testleri yapilarak koku duyular1 degerlendirilmistir.
Sicanlardan kan 6rnekleri alindiktan sonra, %4’liikk paraformaldehit ile perfiize edilerek burun
ve beyin dokular1 izole edilmistir. Kan 6rnekleri ELISA ydntemiyle, burun ve beyin dokular

ise immunohistokimya/immiinofloresan yontemleriyle analiz edilmistir.

Bulgular: Calismamizda koku bozuklugu (KB) olusturulan siganlara 21 giinlik a-MSH
tedavisinin (KB+a-MSH grubu), KB grubuna gore OE hasarinda iyilestirici etki gosterdigi
bulunmustur. KB+a-MSH grubunun ASCL1+, GAP-43+ ve OMP+ immunoreaktivitelerinde
artis egilimi olusturarak OE ndrogenezinde olumlu etkiler meydana getirdigi saptanmigtir. 21.
giinde KB+a-MSH grubunun IL-10 immunoreaktivitesi KB grubuna goére artis egilimi
gostermis, bu artis ile KB+a-MSH grubunun IL-10+ immunoreaktivitesinin kontrol grubundan
yiiksek oldugu belirlenmistir (p < 0.05). KB+a-MSH grubunda 4. ve 21. giinlerde KB grubuna
gore NGF+ ve BDNF+ immunoreaktivitelerinde artis egilimleri saptanmamistir. KB+oa-MSH
grubundaki sicanlarin SVZ’sinde 4. 21. giinlerde Nestin/ASCL1 immunoreaktivitesinin KB
grubundaki siganlara gore artig egilimi gosterdigi, DCX+ immunoreaktivitesinin ise azalma
egilimi gosterdigi belirlenmistir. OB’de KB+a-MSH grubunun NeuN+ immunoreaktivitesinin
KB grubuna gore 4. glinde artma egiliminde oldugu, 21. giinde ise anlaml1 azalma gosterdigi
saptanmistir. KB+o-MSH grubunda o6zellikle 21. giinde koku testlerinde daha iyi sonuglar

alinmustir.

Sonug: 21 giinlilk a-MSH tedavisi; OE’de kok hiicre, olgunlasmamis néron ve olgun ndron
artigina neden olarak OE norogenezini olumlu etkileyebilir. a-MSH’nin OE nérogenezine etkisi
direkt ve/veya antiinflamatuar etkileriyle dolayli olarak gerceklesebilir. a-MSH, SVZ
norogenezini ve OB’deki olgun noronlar1 da etkileyerek periferik koku bozuklugunda olumlu

etkiler gosterebilir. |

Temmuz 2024 ,

100 sayfa.
Anahtar kelimeler: Koku bozuklugu, a-MSH, Nérogenez
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ABSTRACT

Ph.D. THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF ALPHA MELANOCYTE STIMULATING
HORMONE ON OLFACTORY MECHANISMS AND TREATMENT IN RATS WITH
INDUCED OLFACTORY DYSFUNCTION

Oguzhan EKICi

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Physiology

Physiology, PhD Program

Supervisor : Prof. Dr. Goniil SIMSEK

Objective: Olfactory disorders occur in many diseases such as upper respiratory tract
infections, head traumas and neurodegenerative diseases. Especially with the Covid-19
pandemic, the effects of loss of sense of smell on human health and quality of life have become
remarkable. Although olfactory disorders are common worldwide, there is insufficient

information about their pathophysiology and treatment.

In this study, the effects of Alpha Melanocyte Stimulating Hormone (a-MSH) on neurogenesis
and NGF, BDNF, IL-10 expressions in olfactory epithelium (OE), olfactory bulb (OB) and
subventricular zone (SVZ) in peripheral olfactory disorder were examined and the possible role

of a-MSH in olfactory mechanisms and treatment was investigated.

Method: 48 male Sprague Dawley rats were divided into 8 groups. In order to create an odor
impairment model, half of the rats received intranasal 10% zinc sulfate and the other half

received intranasal saline. Half of the rats given intranasal zinc sulfate/saline received a-MSH

XVi



(5 mg/kg) and the other half received saline intraperitoneally. The experiment was ended after
4 and 21 days of a-MSH/saline administration. Olfactory senses of all rats were evaluated by
performing buried food and odor discrimination tests at the beginning of the experiment (TO0),
after zinc sulfate/saline administration (T1) and 1 day before euthanasia (T2). After blood
samples were taken from the rats, nasal and brain tissues were isolated by perfusing with 4%
paraformaldehyde. Blood samples were analyzed by ELISA method and nasal and brain tissues

were analyzed by immunohistochemistry/immunofluorescence methods.

Results: In our study, it was found that 21-day a-MSH treatment (KB+a-MSH group) in rats
with olfactory dysfunction (OD) showed an ameliorative effect on OE damage compared to the
OD group. KB+a-MSH group was found to have positive effects on OE neurogenesis by
inducing an upward trend in ASCL1+, GAP-43+ and OMP+ immunoreactivities. 1L-10+
immunoreactivity of KB+a-MSH group was found to be higher than the control group. In the
KB+a-MSH group, there was no upward trend in NGF+ and BDNF+ immunoreactivity on days
4 and 21 compared to the KB group. Nestin/ASCL1 immunoreactivity in the SVZ of rats in the
KB+a-MSH group showed an increasing trend on days 4 and 21 compared to the rats in the KB
group, while DCX+ immunoreactivity showed a decreasing trend. In OB, NeuN+
immunoreactivity in the KB+a-MSH group tended to increase on day 4 and showed a
significant decrease on day 21 compared to the KB group. In the KB+a-MSH group, better
results were obtained in odor tests, especially on day 21.

Conclusion: 21-day a-MSH treatment may positively affect OE neurogenesis by increasing
stem cells, immature neurons and mature neurons in OE. The effect of a-MSH on OE
neurogenesis may be direct and/or indirect through its anti-inflammatory effects. a-MSH may
also affect SVZ neurogenesis and mature neurons in the OB, exhibiting positive effects in

peripheral olfactory disorder.

July 2024, 100 pages.
Keywords: Olfactory dysfunction, a-MSH, Neurogenesis
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1. GIRIS

Koku duyusu, dis ortamdan bilgi almamiz1 saglayan ve filogenetik olarak en eski
duyulardan biridir [1] Insanlar ve hayvanlar icin énem arz eden bir¢ok durumda koku duyusu
onemli rol oynamaktadir. Koku duyusu; gidanin bulunmasi, yiyecegin zararl olup olmadiginin
degerlendirilmesi ve tat duyusunun desteklenmesine katki saglamaktadir [2]. Beslenme ve
enerji metabolizmasinin diizenlenmesine ek olarak 6grenme, hafiza ve sosyal etkilesim gibi
bilissel islevlerde de gorev almaktadir [3]. Koku duyusunun kaybolmasi canlinin yasam
kalitesi, fiziksel giivenligi ve sosyal iliskilerinde ciddi etkiler yaratmaktadir. Yetiskin bireylerde
koku bozukluklari; dogal gaz sizintilari, kimyasal buharlar, yanginlar ve bozulmus yiyeceklerin

tiiketilmesi gibi sebeplerle 6liim oranini 4 kata kadar artirabilmektedir [4].

Koku duyusu, olfaktor duyu néron (OSN)’larinin dis ortamla temas etmesi nedeniyle
cesitli patojenlere ve zararli maddelere maruz kalabilmektedir. Ayrica norodejeneratif
hastaliklar, kafa travmalar1 ve psikolojik rahatsizliklar gibi beyni etkileyen ¢esitli hastaliklar
koku duyusunun bozulmasina neden olabilmektedir [5—7]. Periferik koku bozukluklari; olfaktor
epitel (OE) yapisinin bozulmasi, OSN hasar1 ve hava yolu tikanikligi gibi ¢esitli sebepler ile
olusabilmektedir. Merkezi koku bozukluklari; olfaktor bulbus (OB) ve koku merkezlerinin
hasarlanmasi ile meydana gelebilmektedir [8]. Koku bozukluklarinin iyilesmesinde; OE’de
bulunan horizontal bazal hiicreler (HBC) ve globoz bazal hiicreler (GBC), kok hiicre gorevi
gorerek olfaktor sinir ve olfaktor epitelin yenilenmesini saglamaktadir [9,10]. Beyindeki iki
germinal hiicre bolgesinden biri olan Subventrikiiler bolge (SVZ)’de, yeni noroblastlar
tiretilerek OB’ye gb¢ etmektedir. Noroblastlar, OB’de olgun ara néron halini alarak koku

ayriminin yapilmasinda gorev almaktadir [11].

OE’de bulunan kok hiicreler, periferdeki epitel ve/veya sinir hasarini onarabilmektedir.
SVZ’de bulunan kok hiicreler ise stirekli olarak noroblast liretmekte ve OB’de yeni noron
olusturarak koku duyusunu desteklemektedir. Koku duyusu, periferik ve merkezi sistemde iki

kok hiicre kaynagina sahiptir.

Koku bozukluklarinda, hasarin siddetine bagli olarak inflamasyon meydana

gelebilmektedir. Inflamasyonun hafifletilmesi veya ortadan kaldirilmasi koku bozukluklarinin



diizeltilmesinde 6nemli rol oynamaktadir [12-14]. Ayrica hasardan sonra néron sag kalimi,
rejenerasyon ve yeni noronlarin olgunlagsmasi i¢in NGF ve BDNF gibi biiyiime faktorlerine de
ihtiya¢ duyulmaktadir. Biiyiime faktorlerinin salinmasi koku alma bozukluklarinin

giderilmesinde 6nemli rol almaktadir [15].

Koku bozukluklar1 kendiliginden iyilesebilmekte veya kalici olarak koku duyusu
kaybolabilmektedir. Koku bozuklugu tedavilerinde denenen ¢ok sayida ilag ve ydntem
bulunmasina ragmen etkin bir tedavi heniiz mevcut degildir [16]. Koku bozukluklarinda etkin
bir tedavi olusturabilmek i¢in, hem periferik hem de merkezi olfaktor sistemde yarar
saglayabilecek secenekler onem arz etmektedir. Koku bozukluklarinda; periferik ve merkezi
koku alma sistemindeki kok hiicrelerin uyarilmasi, inflamasyonun giderilmesi ve biiyiime

faktorlerinin saliniminda artis olusturan ajanlar, tedavide basar1 sansini artirabilir.

Alfa Melanosit Stimiilan Hormon (a-MSH), Proopiomelanokortin (POMC) ad1 verilen
oncili hormonun proteolitik boliinmesiyle iiretilmektedir. a-MSH’nin 6zellikle pigmentasyon,
beslenme davranisi ve enerji homeostaz1 gorevleri iyi bilinmektedir. Bu gorevlerine ek olarak
antiinflamatuar, immunmodiilasyon ve noroproteksiyon gibi rolleri ile a-MSH nin viicutta ¢ok
sayida fizyolojik mekanizmay: diizenleyebilecegi diisiiniilmektedir. a-MSH'nin, beyinde
Melanokortin reseptorii 3 (MCR3) ve Melanokortin reseptorii 4 (MCR4) araciligiyla etki
gosterdigi belirtilmektedir [17-19].

Periferik koku bozukluklarinda; 6zellikle iist solunum yolu enfeksiyonlari, toksik
maruziyet ve sinonazal hastaliklarda siklikla inflamasyon goriilmektedir. Inflamasyon, yeni
sinir liretimini ve sinir yenilenmesini yavaslatarak koku bozukluklarimin iyilesmesinde engel
olusturabilmektedir [20]. Burunda olfaktor sinirlerin etrafini saran Olfaktor Kilif Hiicreler
(OEC)’de Melanokortin reseptorii 1 (MCR1) bulundugu bildirilmistir. Siganlarda OEC'lerden
elde edilen hiicre kiiltiiri ¢alismasinda, a-MSH’nin TNF-o inhibisyonu ile inflamasyonu
gidererek sinir rejenerasyonuna neden oldugu gosterilmistir [21]. Astim, kistik fibroz, nazal
alerji, rinit ve siniizit gibi kronik inflamatuar hastaliklarda asir1 miisin liretimi hava yollarini
tikayabilmektedir [22]. Insan nazal epitel hiicrelerinde a-MSH'nin, TNF-o inhibisyonu ile
miisin liretimini saglayan gen ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir [23]. a-MSH’nin alerjik
rinitte, bazofillerdeki MCR1 reseptdrlerine baglanarak proinflamatuar sitokinlerin salinimini
inhibe ettigi ve antiinflamatuar sitokin olan interlokin-10’un salinimini artirdigi belirtilmistir

[24,25]. S6z konusu galismalar o-MSH’nin periferik koku alma sisteminde antiinflamatuar



etkileriyle 6nemli rol oynayabilecegini diisiindiirmistiir. Ancak o-MSH’nin periferik koku
bozukluklarinda etkisinin aragtirildigr herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Ayrica koku
bozukluklarinda sinir ve epitel hasarma bagli olarak olfaktor epitelde norogenez
tetiklenmektedir. Beyinde a-MSH’nin nérogeneze etkisini inceleyen ¢alismalar bulunmasina
ragmen o-MSH’nin OE ndrogenezine etkisini arastiran herhangi bir ¢alismanin da olmadigt

belirlenmistir.

Diger taraftan travmatik beyin hasari, ndrodejeneratif hastaliklar ve infarktiis gibi ¢esitli
nedenlerle beyinde meydana gelen hasar sonucu koku bozukluklart meydana gelebilmektedir
[26,27]. a-MSH’nin beyinde meydana gelen hasarlarda antiinflamatuar, noéroprotektif ve
norogenez etkileri gosterilmistir. Ayrica inflamasyonun, beyindeki nérogenez siirecini olumsuz
etkiledigini gosteren ¢ok sayida calisma bulunmaktadir [28-30]. Inflamasyonun giderilmesinin
norogenezin gergeklesmesi i¢in uygun mikro ortam yarattigi bildirilmistir [31]. Bu bilgiler
kapsamda o-MSH’nin merkezi koku bozukluklarinda da inflamasyonu gidererek ve
noroprotektif etkiler gostererek iyilesme meydana getirebilecegini diisiinebiliriz. ilaveten
POMC néronlariin SVZ ile anatomik baglantilarinin oldugu gosterilmis, POMC etkinliginin
artmasi veya azalmasina paralel olarak SVZ’deki nérogenezin degistigi bildirilmistir [32,33].
Melanokortin agonistlerinin  SVZ’de norogenezi tetikleyerek beyin hasarini azalttigi
gosterilmistir. SVZ’de liretilen noroblastlarin olfaktdr bulbusta olgunlasarak ara néron haline
geldigi bilinmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda a-MSH’nin SVZ’de nérogenezi tetikleyerek
olfaktdor bulbusta olgun ara nodron artis1 ile koku duyusuna destek saglayabilecegi
diistiniilmiistiir. Bu kapsamda, burun i¢i ¢inko siilfat ile koku bozuklugu modeli olusturulan
siganlarda; OE, OB ve SVZ’de a-MSH’nin nérogeneze, NGF, BDNF ve IL-10 ekspresyonuna
etkileri incelenerek o-MSH’nin, koku alma mekanizmalarindaki ve tedavideki olasi roli

arastirilmastir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. Olfaktor Sistem Anatomisi ve Fizyolojisi

Olfaktor sistem en eski ve primitif duyulardan biri olmasi sebebiyle genis baglantilara
sahiptir. Olfaktor sistem; koku molekiillerinin baglandigi olfaktoér epitel, koku bilgisinin
kodlandig1 olfaktdr bulbus ve koku bilgisinin iglendigi olfaktdr merkezlerinden olugsmaktadir.
Ayrica olfaktdr sistem ile baglantili bir¢ok alan bulunmasi koku duyusunu daha da karmasik

hale getirmektedir.

Koku bilgisinin olusmasi i¢in koku molekiillerinin OSN tarafindan taninmasi
gerekmektedir. Bu kemosensoral néronlar en yaygin olarak burun boslugundaki ana koku alma
epitelinde (olfaktor epitelde) ve vomeronazal organda (VNO) bulunmaktadir [34]. Ana koku
alma epiteli burun boslugunun rostral bélimde yer almaktadir. Burun boslugunun bazal
boliimiinde yer alan VNO, aksesuar koku alma sisteminin bir pargasidir. VNO, canlilar arast
iletisimde rol oynayan feromon adi verilen 6zel koku molekiillerinin taninmasinda gorev
almaktadir. VNO, insanda dogum Oncesi gelisim sirasinda mevcutken dogumdan sonra
rudimenter hale geldigi diistiniilmektedir [35]. Ana koku alma sistemine dahil olmayan iki yap1
daha burun boslugunda bulunmaktadir. Septal organ; nazofarinks girisinde, nazal septumun
tizerinde kemosensor noronlar igeren epitel yapidir. Septal organ noronlart OB’de belirli
glomerullara aksonlarin1 uzatmaktadir. Gidalarin yutulmas: sirasinda kokusunun alinmasina
yardimci oldugu diistiniilmektedir. Grueneberg gangliyonu; nazal septumun 6n ucunda iKi
tarafli bulunan néron grubudur. Belirli sinir demetiyle glomerulde sonlanmaktadir ancak islevi

heniiz net degildir [36].

Koku molekiillerinin OSN’lere ulagsmasi i¢in 6nemli agsamalardan ge¢mektedir. Koku
molekiillerinin i¢inde bulundugu solunum havasi konkalardan ge¢gmektedir. Burunda alt, orta
ve iist konka olarak {i¢ konka bulunmaktadir. Konkalar, koku molekiillerinin olfaktor epitele
ulagmasi igin gerekli hava akisi iskelesini olusturmaktadir [37]. Ayrica konkalar yardimiyla

hava burun bosluguna girdiginde 1sitilmakta ve nemlendirilmektedir.

Koku duyusunun algilanmasinda {i¢ adet kranial sinir rol almaktadir. Koku bilgisinin
tasindig1 en Onemli yol olfaktdr sinirdir. Trigeminal sinir, irritan ve agrili uyaranlarin

algilanmasini saglamaktadir. Terminal sinir son donemlerde kesfedilmis olup 0. Kranial sinir



olarak adlandirilmaktadir. Terminal sinirin lireme davranislart iizerinde etkisi oldugu

varsayllmaktadir [38].

2.1.1. Olfaktor Epitel

Nazal mukoza, regio olfactoria (olfaktor mukoza) ve regio respiratoria (solunum
mukozasi) olmak {izere iki boliimden olusmaktadir. Nazal mukozanin biiyiik bir boliimiinde
solunum mukozast mevcuttur. Olfaktér mukoza, nazal boslugun posterodorsalinde ve
kribriform tabakanin ventralinde yer almaktadir. Solunum mukozasi, yalanci ¢ok katl silli
silindirik epitel ile kaplanmistir ve Goblet hiicreleri bulunmaktadir. Olfaktér mukoza da,
yalanct ¢ok katli silli silindirik epitel ile dosenmistir ancak epitel yiiksekligi solunum
mukozasina gore daha fazladir. Olfaktor mukozada Goblet hiicreleri yer almamakta ve lamina

propria i¢erisinde Bowman bezleri bulunmaktadir [39].

Koku alma epiteli (olfaktor epitel); cesitli hiicre katmanlari, otonom sinirleri ve kan
damarlarini igeren noroepitelyumdur. Olfaktor epitelde; olfaktor duyu néronlari, destekleyici

hiicreler, mikroviller hiicreler ve bazal hiicreler yer almaktadir (Sekil 2-1).



Olfaktor Silvum
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Globoz Kok Hiicre

Horizontal

Kok Hiicre

Sekil 2-1: OE Hiicreleri

2.1.1.1. Olfaktor Duyu Noronlar

OSN veya Olfaktor Reseptor Noronu olarak adlandirilan néronlar, bipolar afferent sinir
hiicreleridir. Memeli burun boslugunda yaklasik 6-10 milyon OSN bulunmaktadir. OSN bipolar
noronlarin dendritleri olfaktor epitelin apikal kisitmda bulunurken, aksonlar1 olfaktor epitelin
bazal kisminda yer almaktadir. OSN dendritleri, tizerinde silyalarin bulundugu “knob” adi
verilen sislikler olusturarak epitel yiizeyine ulagsmaktadir [40]. Silyalar, olfaktor epitel
yiizeyinde mukus igerisinde bulunmaktadir. Mukus, ugucu organik bilesiklerin yakalanmasi
icin koku baglayici protein (OBP) igermektedir. Ugucu koku molekiilleri, OBP yardimiyla
silyalar tizerinde eksprese edilen reseptorlere baglanarak elektriksel uyari olusumunu

baslatmaktadir [41].

Olfaktor reseptor (OR)’ler, memeli genomundaki en genis multigen ailesini olusturan G

protein bagl reseptorlerdir. OR’ler, yalnizca olgun OSN’lerde bulunmaktadir. Olgunlagsmamis



OSN’ler, silialarinda OR eksprese ederek olgun noronlara doniismektedir. Ancak her bir olgun
OSN bir tip OR eksprese edebilmektedir [42]. OR’lere koku molekiilii baglandiktan sonra bir
dizi hiicre i¢i olay baslamaktadir. OR, koku alma G proteini olan Golf’u aktiflestirmektedir. Golf,
hiicre membraninda bulunan adenilat siklaz III aktivasyonuna neden olmaktadir. Adenilat
siklaz 111, ikincil haberci olan siklik adenozin monofosfat (CAMP)’1n iiretimini artirmaktadir.
Ortamda cAMP artis1, siklik niikleotid kapili kanal ile etkilesime girerek hiicre ig¢ine katyon
girisini saglamaktadir. Sodyum ve kalsiyum girisi hiicre depolarizasyonuna neden olmaktadir.
Ayrica kalsiyum, klor kanali aktivasyonu ile hiicre disina klor ¢ikisin1 saglayarak da hiicre
depolarizasyonuna katkida bulunmaktadir. OSN’ler yaklagik -65 mV’a yakin dinlenim
membran potansiyeline sahiptir. Koku molekiilii uyarimindan sonra yaklagik 30 mV’luk

depolarizasyon meydana gelerek aksiyon potansiyeli baslamaktadir [43].

Olfaktor epitelin bazalinden ¢ikan OSN aksonlarinin miyelin kiliflar1 bulunmamaktadir.
Ancak OSN aksonlar1 lamina propria i¢inde OEC olarak tanimlanan glia hiicreleri tarafindan
cevrelenmektedir. OEC’ler, OSN aksonlarin1 Schwan hiicrelerine benzer sekilde sardigi igin
olfaktor Schwan hiicreleri olarak da adlandirilmaktadir. OEC’ler, gelisememis aksonlarin ve
Oli hiicrelerin fagosite edilmesini saglamaktadir. Ayrica aksonal gelisim icin gerekli bir¢cok
norotrofik faktorii salgilamaktadir [44]. OSN aksonlarinin; biiylimesi, yenilenmesi ve olfaktor
bulbus ile sinaps yapabilmesi icin OEC’ler tarafindan yapisal ve kimyasal olarak
desteklenmesine ihtiya¢ duymaktadir. OSN aksonlar1 demetler halinde OEC’ler ile sarilarak
olfaktor siniri olusturmaktadir. Olfaktor sinir kribriform tabakadan gecerek beyinde olfaktor

bulbusa ulagmaktadir.

2.1.1.2. Destekleyici Hiicreler

Olfaktor epitelde fazla sayida Destekleyici hiicre bulunmaktadir. Bu hiicrelerin
cekirdekleri epitelin apikal kismina yakin olmasi sebebiyle kolayca ayirt edilebilmektedir.
Sitoplazmalarinda bol miktarda diiz endoplazmik retikulum bulunmaktadir. Ayrica mitokondri,
golgi aygiti, ribozom ve graniillii endoplazmik retikulum da fazlaca mevcuttur. Destekleyici
hiicreler; olfaktor epitele 6zgii sitokrom P450, sitokeratin 8, sitokeratin 18 ve aquaporin 5 gibi
bazi hiicre belirteglerini eksprese etmektedir [45]. Olfaktor epitel yiizeyinden bazal laminaya
kadar destekleyici hiicreler uzanmaktadir. OSN’ler ile destekleyici hiicreler arasinda siki
baglant1 fibrilleri bulunmaktadir. Bu sebeple destekleyici hiicreler, OSN’lere hem yapisal hem
de metabolik destek saglamaktadirlar. Destekleyici hiicrelerin apikal kisimlarinda ¢ok sayida

mikrovillus bulunmaktadir. Mikrovilluslar epitel yiizeyindeki mukus ile kaplanmigtir.



Destekleyici hiicreler, OSN’ler gibi aksiyon potansiyeli olusturabilen hiicreler degillerdir bu

nedenle koku duyusunun iletiminde katkilar1 bulunmamaktadir.

2.1.1.3. Mikroviller Hiicreler

Mikroviller hiicreler, epitel yiizeyine ulasan mikrovilluslara sahiptirler. OE’de yaklasik
1-2 milyon mikroviller hiicre bulunmaktadir. Bu say1 olfaktdr duyu ndéronlariin onda birine
tekabiil etmektedir [46]. Bazalde aksona benzer sitoplazmik uzantilari lamina propriaya kadar
uzanmaktadir. Mikroviller hiicreler, merkezi sinir sistemiyle baglantis1 olmadigindan kimyasal
uyaranlari iletememektedir bu nedenle kemosensor olarak nitelendirilmemektedir. iki cesit
mikroviller hiicre bulunmaktadir. Birincisi TrpMS5 katyon kanali eksprese ederken, ikincisi
TrpC6, IP3R3, CFTR ve Ascl3’i tiretmektedir. Ayrica ikKinci tip mikroviller hiicreler ndropeptit
Y de olusturabilmektedir. Noropeptit Y, GBC proliferasyonunu artirdigi ileri stiriilmiistiir [47].

2.1.1.4. Bazal Hiicreler

OE’de meydana gelen koku alma bozukluklar1 kendiliginden iyilesebilmektedir. Bu
iyilesme 6zelliginin altinda yatan sebep OE’de bulunan kok hiicrelerdir. OE’de iki tip kok hiicre
bulunmaktadir: HBC’ler, OE’nin bazal laminasina desmozomlar ile baglanmis hiicrelerdir,
GBC’ler ise, bazal laminadan uzakta epitelyum boyunca dagilmis hiicrelerdir. HBC’ler;
sitokeratin-14, sitokeratin-5, Epidermal biiyiime faktorii reseptorii ve hiicreler arasi adezyon
molekiilii gibi immunobelirtegler ile isaretlenebilmektedir. HBC’ler, multipotent kok
hiicrelerdir ve hem kendilerini hem de OE’deki GBC dahil tiim hiicre tiplerini
olusturabilmektedir [48]. OE’de meydana gelen hasarlarda, dzellikle destek hiicrelerinin zarar
gormesiyle HBC proliferasyonu artmaktadir. OE hasari ile aktive olan HBC’ler cogalarak zarar
goren hiicrelere dontismektedir. GBC’lerin farkli alt tipleri mevcuttur. HBC’lere benzer sekilde
multipotent 6zellige sahip multipotent progenitorler (MPP), gecici amplifikasyon hiicreler
(TAC) ve acil noronal onciiller (INP) GBC alt tiplerini olusturmaktadir. MPP, Sox-2 gibi bazi
transkripsiyon faktorlerini eksprese etmektedir. MPP, TAC’a farklilastiginda Achaete-scute
homolog 1 (ASCL-1) ekspresyonuna baslamaktadir. TAC’a farklilagma hiicrenin néronal segim
yaptigin1 gostermektedir. ASCL-1 eksprese eden progenitdr hiicreler farklilasarak INP’yi
olusturmaktadir. INP; Neurogl, NeuroD1 ve NeuroD2 ekspresyonu yapmaktadir. GBC’ler, OE
ve OSN hasarinda hiicre ¢cogalmasini artirmaktadir. HBC’ler sinir hasarinda aktive olmazken
GBC’ler sinir hasarina duyarlidir ve gogalarak norogenezi baslatmaktadir. GBC’ler nérogenez

ile olgunlagsmamis noronlara doniiserek yeni sinirleri olusturmaktadir [49].



2.1.1.5. Olfaktor Epitelde Norogenez

Koku bilgisinin olusabilmesi i¢in koku molekiillerinin OSN’leri uyararak aksiyon
potansiyeli olusturmasi gerekmektedir. OSN ve/veya OSN’lerin dahil oldugu OE’nin
hasarlanmas1 koku iletimini engellemektedir. OSN ve OE, dis ortama agik olmasi nedeniyle
zararl etmenlere stirekli maruz kalabilmektedir. Bu durum, OSN’lerin diger ndronlara goére
daha fazla kaybina neden olmaktadir. OE’de bir¢ok dokudan farkli olarak embriyogenezden
sonra nérogenez devam etmektedir. HBC ve GBC’ler nérogenezi baglatan kok hiicrelerdir ve
hasarin ¢esidine gore aktiflesmektedir. OE hasar1 ile bazal laminada bulunan HBC’ler
cogalmaktadir. HBC’ler, MPP tip GBC’lere farklilastiginda noral hiicre cogalmast
baglatilmaktadir. Sirasiyla TAC ve INP tip GBC ler meydana geldikten sonra, GAP-43 eksprese
eden olgunlasmamis OSN’ler olusturulmaktadir. Olgunlasmamis OSN’ler ylizeylerinde
olfaktor reseptdr olusturmamis fonksiyonel olmayan ndronlardir. Olgunlasmamis néronlar,
olfaktor isaretleyici protein (OMP) eksprese ederek olgun OSN’lere doniismektedir.
Olgunlasmamig OSN’lerin olgun néron haline gelebilmesi igin biiyiime faktdrlerine ihtiyaglari
vardir. OE hasarindan 24-48 saat sonra kok hiicre ¢ogalmasi baslayarak 1 haftada zirve
yapmakta ve 4. haftadan sonra azalmaktadir [50]. OE hasarindan 3 giin sonra olgunlasmamig
OSN’ler olusmaya baslamaktadir. Ilk olgun OSN’ler hasardan 7-14 giin sonra meydana
gelmektedir. Olgun OSN’ler 4-6 hafta sonra normal sayiya yaklasmaktadir. OE ancak 8

haftanin sonunda normal goriiniimiine ulagabilmektedir [51] (Sekil 2-2).
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2.1.2. Olfaktor Bulbus

OSN aksonlar1 kribriform tabakayi gectikten sonra OB’ye gelmektedir. OB, koku
duyusunun beyinde algilandigi ilk bolgedir. OB’de koku ayrimi yapilmakta ve koku bilgisi
beyindeki koku merkezlerine iletilmektedir. OB, ¢esitli tabakalara ayrilmakta ve farkli islevlere

sahip hiicrelerden olugmaktadir.

2.1.2.1. Olfaktor Bulbus Tabakalart

OB, 6 tabaka ile diizenlenmistir; olfaktor sinir tabakas1 (OST), glomerular tabaka (GT),
dis pleksiform tabaka (DPT), mitral hiicre tabakas1 (MHT), i¢ pleksiform tabaka (IPT) ve graniil
hiicre tabakas1 (GHT) (Sekil 2-3). OSN aksonlari, OST’yi teget gegerek GT’deki glomerul ad1
verilen bolgelere ulagmaktadir. Glomerullarda, OSN aksonlar1 ile mitral ve tiftik hiicreleri
sinaps yapmaktadir. Ayni reseptorii eksprese eden OSN aksonlar1 benzer glomerullarda bir
araya gelmektedir. Bu durum GT’nin, reseptor tipine gore OSN’lerin baglandigi bolgesel
alanlar1t meydana getirmektedir. Benzer koku molekiillerini algilayan OSN’ler birlestirilerek,
kokunun islenmesi ve tanimlanmasi i¢in molekiiler smiflandirma yapilmaktadir. GT de,
glomerullar arasinda baglantiy1 saglayan periglomeruler (PG) ara néronlar mevcuttur. PG ara
noronlarmin lateral inhibisyon yaparak koku sinyallerinin gii¢lendirdigi diistiniilmektedir.
DPT’de, tiftik hiicre somalari ile graniil hiicrelerin mitral ve tiftik hiicrelerle sinaps yaptigi
sekonder dendritleri bulunmaktadir. MHT de, mitral hiicrelerin somalar1 mevcuttur. Mitral ve
tiftik hiicreler birbirine benzemektedir ancak mitral hiicreler somalarinin daha biiyiik olmas1
sebebiyle tiftik hiicrelerden ayirt edilebilmektedir. IPT, MHT ile GHT arasinda gegis
tabakasidir ve hiicre bulunmamaktadir. GHT, graniil hiicre somalarinin bulundugu tabakadir.
Graniil hiicreler, PG noronlar1 gibi inhibitdr ara néronlardir. Mitral ve tiftik hiicreleri arasinda
dendrodendritik sinaps yapmaktadir. Graniil hiicreler bu benzersiz sinaps sayesinde hem
presinaptik hem de postsinaptik 6zelliklere sahiptir. Boylece graniil hiicreler, uyar1 alinan
hiicreyi inhibe edebilecegi gibi komsu hiicreyi de inhibe edebilmektedir. Ayrica graniil
hiicreler, piriform korteks ve entorinal korteks gibi bir¢ok iist merkezden bilgi almaktadir.
Graniil hiicrelerin %90-95°1 dogumdan sonra norogenez ile iiretilen ndronlardir. PG ve graniil
ara noronlar, SVZ’de iiretilip go¢ ederek OB’ye ulasan ve bu bolgede olgunlasan néronlardir

[52-54].
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Sekil 2-3: OB Hiicre Tabakalari. G, Graniil hiicre; Gl, Glomerul; PG, Periglomeruler
ara noron; M, Mitral hiicre; T, Tiftik hiicre.

2.1.2.2. Olfaktér Bulbus Organizasyonu ve Koku Ayrimi

OSN’lerin her biri yaklagitk 1000 adet koku reseptorii geninden birini eksprese
etmektedir. Ayn1 resptorii eksprese eden OSN’ler, OB’de bulunan glomerullarin bir veya
ikisine ulagsmaktadir. OSN’lerin OE’deki hiicre govdelerinin konumlar1 ile OB’ye ulasan
aksonlarin konumlari benzerlik gostermektedir. Bu durum OSN’lerin OB’de topografik olarak
bir harita olusturdugunu diisiindiirmektedir. Ornegin ventral OE’den ¢ikan OSN aksonlar,
ventral OB glomerullarini tercih etmektedir [55]. OB’den ¢ikan mitral ve tiftik hiicreler de koku
merkezlerinde benzer lokasyonlara ulagsmaktadir. OB’ye giris yapan OSN’ler ve ¢ikis yapan
mitral ve tiftik hiicreler fazla plastisiteye sahip degillerdir. Ancak PG ve graniil ara néronlari
yiiksek plastisiteye sahip dinamik hiicrelerdir. Ara noronlardaki dinamik yap1 koku ayrimi ve
ogrenmesi i¢in 6onem arz etmektedir. OSN ve mitral/tiftik hiicreler arasindaki sinapsta glutamat
norotransmiteri kullanilmaktadir. PG ve graniil ara noronlarin biiyiik ¢cogunlugu GABAerjik
iken kalanlar1 dopaminerjiktir. Glutamat ile uyarilan ara ndronlar GABA salgilayarak lateral
inhibisyon yapmaktadir. Lateral inhibisyon ince koku ayrimimin yapilabilmesi i¢in gereklidir.

Ara noronlarin sayisinin azalmasi koku ayriminin bozulmasina neden olmaktadir. Ara
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ndronlarin alt tipleri mevcuttur ve hangi alt tipinin olusturulacagina noroblastin tiretildigi SVZ

konumu belirlemektedir [56,57].

2.1.3. Koku Alma Merkezleri

Koku bilgisinin algilanmasi, diger duyularla entegre edilmesi ve yanitin olusturulmasi
koku alma merkezleri tarafindan gerceklestirilmektedir. Merkezi koku alma sisteminin, diger
duyu sistemlerine gore farkliliklar1 bulunmaktadir. Ilk olarak koku duyusu, talamusla sinaps
yapmadan dogrudan koku alma merkezlerine iletilmesi nedeniyle diger duyulardan
ayrilmaktadir. Bu durum koku bilgisinin filtrelenmeden algilanmasina neden olmaktadir.
Ayrica koku alma merkezleri diger duyularda oldugu gibi belirgin kortikal alanlara sahip
degildir. OB’den ¢ikan aksonlarin monosinaptik baglanti yaptig1 bolgeler birincil koku alma
korteksi olarak adlandirilmaktadir. Birincil koku alma korteksleri koku bilgisini ikincil koku
alma merkezlerine iletmektedir. Birden fazla koku alma korteksinin olmasi, koku bilgisinin

farkli kortikal alanlar tarafindan islenerek ¢ok sayida baglanti kurmasini saglamaktadir [58].

Birincil koku alma korteksleri; 6n koku alma ¢ekirdegi (AON), piriform korteks (PC),
koku alma tiiberkiilii (OT), entorinal korteks (EC), amigdala ve periamigdaloid korteksin 6n
cekirdeginden olusmaktadir. Bu korteks yapilari, beynin yiizeyinde bulunmasi ve piramidal
hiicrelerden olusmasi nedeniyle genel olarak neokorteks yapilarina benzemektedir. Ancak
birgogu iki veya ii¢ katmanli yapisi sebebiyle neokorteksten ayrilmaktadir. AON, birincil koku
alma korteksleri arasinda en 6n tarafta bulunan bolgedir. Mitral ve tiftik hiicre aksonlarinin bir
kism1 AON’de sinaps yapmaktadir. AON, kontralateral koku alma korteksleriyle sinaps
yaparak koku bilgisinin diger beyin hemisferine iletilmesini saglamaktadir. PC, birincil koku
alma korteksleri arasinda en biiyiik koku alma merkezidir. Koku duyusu uyanlarinin merkezi
olarak tespit ve ayirt edilmesinde PC rol oynamaktadir. Koku alma korteksleri birbirleriyle
etkilesime giren genis kortikal ag sistemine sahiptir. PC, bu kortikal ag sisteminde en fazla
baglanti kuran yapidir. PC, OT haricinde tiim koku alma kortekslerine dagilan aksonlara
sahiptir. PC; ventral striatum, insula ve arka orbitofrontal kortekse 6nemli projeksiyonlar
yapmaktadir. Ayrica PC’den talamus ve lateral hipotalamusa giden baglantilar da mevcuttur.
OT, kortikal bir yap1 olmasina ragmen bazi 6zellikleri korpus striatuma benzemektedir. Ventral
striatumdaki niikleus akkumbens ile yakin iliskide ve niikleus akkumbense benzer sekilde
yiiksek yogunlukta asetilkolinesteraz igermektedir. Ayrica ventral orta beyinden dopaminerjik
girdiler alip ventral palliduma baglantilar ¢ikarmaktadir. EC, 5 katmanli laminer yapisi

sebebiyle diger koku alma kortekslerine gore daha farkli kortikal yapiya sahiptir. EC,
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hipokampusa giris kapist olarak bilinmektedir. Hipokampusa ulasan girdilerin biiyiikk bir
boliimi EC’den gegmektedir. Bu nedenle hipokampusun 6grenme ve bellek islevleri iizerinde
EC’nin de rolii bulunmaktadir. Kemirgen ve baz1 hayvanlarda OB liflerinin %50’si, primat ve
insanlarda %10’u EC’ye ulagsmaktadir. OB’den ¢ikan mitral ve tiftik hiicre aksonlarinin bir
boliimii de amigdala ve periamigdaloid kortekse uzanmaktadir. Kokunun duygusal yanitlari bu

bolimde olusturulmaktadir [59-61].

Ikincil koku alma merkezleri arasinda, orbitofrontal korteks, hipokampus, ventral
striatum, hipotalamus ve talamus bulunmaktadir. Hipokampus, koku duyusuyla yakindan
iliskilidir. Koku bilgisinin talamusa ugramadan hipokampusa iletilmesi koku hafizasinin
olugmasina olanak saglamaktadir. Hipokampusa 6zellikle entorinal korteksten giiclii bir koku
alma bilgisi ulastirilmaktadir. Primat ve insan hipokampusunda koku girdileri devam etmesine

ragmen 6grenme ve bellek olusturmada gorme duyusu daha etkin hale gelmistir [62].

2.2. Beyinde Norogenez

Memeli beyninde, embriyogenezden sonra ndron iiretiminin devam etmedigi
savunulmugstur. Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile hem dogumdan sonra hem de yetiskinlikte
yeni néronlarin olusturulabildigi gosterilmistir. Beyinde iki germinal bolge norogeneze devam
etmektedir. SVZ; lateral ventrikiiliin duvarinda bulunmakta ve iiretilen néroblastlar Rostral gog
yolu (RMS) boyunca go¢ ederek OB’ye ulagsmaktadir (Sekil 2-4). Subgraniilar alan (SGZ);
hipokampusun dentat girusunda bulunmakta ve graniilar bolgede yeni ndronlar
olgunlagmaktadir. Bazi c¢alismalar, SVZ ve SGZ disinda serebral korteks, hipotalamus,

substansiya nigra ve striatumda da yeni noronlarin olusturuldugunu géstermistir [63].
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Sekil 2-4: Beyinde Norogenez

2.2.1. Subventrikiiler Bolge’de Norogenez

SVZ, lateral ventrikiil duvarinda noral kok hiicreler (NKH)’den olusan germinal
bolgedir. NKH’ler; noron, astrosit ve oligodendrosit meydana getirebilen multipotent
hiicrelerdir. SVZ’deki NKH’lere, B1 tipi hiicre adi verilmektedir. Embriyoda radyal glialar
néron ve astrosit Uretebilmektedir. Radyal gilialarin dogumdan sonra BI1 tipi hiicrelere
doniistiigli savunulmaktadir. Yetiskin fare SVZ’sinde yaklasik 7000 adet B1 tipi hiicre
bulundugu gosterilmistir. B1 tipi hiicreler; simetrik boliinerek rezerv kok hiicre meydana
getirebilirken, asimetrik boliinerek hem B1 tipi hiicre hem de C tipi hiicre olarak adlandirilan
ara progenitdr hiicreleri olusturabilmektedir. C tipi hiicreler boliinerek A tipi hiicre olarak

bilinen noroblastlari iiretmektedir [64] (Sekil 2-5).

SVZ noérogenezini diizenleyen ¢ok sayida faktér mevcuttur. Bu faktorlerden bazilari
lateral ventrikiiliin temasta bulundugu beyin omurilik sivisi (BOS)’nda bulunmaktadir. Lateral
ventrikiil duvarlarim1 Orten ependimal hiicreleri, bariyer gorevi gorerek BOS’un beyin
parankimine ge¢mesini engellemektedir. B1 tipi hiicreler ependimal hiicrelerin arasindan

cikintilar uzatarak BOS’a temas etmektedir. BOS’ta bulunan; insiilin benzeri biiylime faktorii-
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2, sonic hedgehog proteini, Wnt sinyal yolu ve retinoik asit gibi faktorler SVZ nérogenezini
etkilemektedir. B1 tipi hiicrelerin bazal uclar1 kan damarlar ile temastadir. Damar endotelinden
salinan faktorler SVZ’de noron iiretimini diizenlemektedir. Ayrica bazi néronal baglantilar da
norogenez lizerinde rol oynamaktadir. Rafe nukleusu kaynakli serotonerjik néronlar ile
substansia nigra ve ventral tegmental alan kdkenli dopaminerjik néronlar SVZ nérogenezini
diizenlemektedir. Hipotalamustaki POMC né&ronlarinin SVZ’yi innerve ettigi gosterilmistir.
POMC néronlarinin aktivasyonunun B1 tipi hiicrelerde nérogenezi artirdigi belirtilmistir. Bazi
in vitro ve in vivo ¢alismalar; fibroblast biiyiime faktorii-2, epidermal biiylime faktord, siliyer
norotrofik faktor, vaskiiler endoteliyal biiyiime faktor ve BDNF gibi biiyiime faktorlerinin
SVZ’deki B1 tipi hiicreleri uyararak noérogenezi artirdigini gostermislerdir. Nitrik oksit,
SVZ’de norogenezi azaltarak sinirlayici bir rol oynamaktadir. Bunlara ek olarak koku duyusu
bozukluklarinda da SVZ norogenezi etkilenmistir. OSN aksonlarinin kesilmesi, RMS’ nin
hasarlanmas1 ve OB’nin cerrahi olarak ¢ikarilmasi SVZ’deki nérogenezi diizenleyerek yeni

ndron liretiminin arttig1 gosterilmistir [65-67].

SVZ’deki ndrogenezin temel amaci, iiretilen noroblastlarin OB’ye go¢ edip olgun
noronlari olusturmasidir. Ancak beynin farkli bolgelerinde meydana gelen hasara bagl olarak,
SVZ’de iiretilen noroblastlar hasarli bolgeye go¢ edebilmektedir. Noroblastlar hasarli bolgeye
goc edip olgunlagarak fonksiyonel noron halini almaktadir. Hasarli bolgede olgunlasan yeni
noronlarin sayisi tamamen iyilesme i¢in yeterli degildir. Bu sebeple SVZ’de meydana gelen

ndrogenez, hasarli bolgede sinirli 6l¢iide ndron yenilemesi saglayabilmektedir.

Sekil 2-5: SVZ'deki hiicreler



16

2.2.1.1. Noroblastlarin Subventrikiiler Bolge’den Go¢ Etmesi

SVZ’deki B1 tip hiicreler bir dizi béliinme islemi gegirerek A tipi hiicreleri (ndroblast)
meydana getirmektedir. Noroblastlar, uzun ve kivrimli bir yol olan RMS boyunca gog¢ ederek
OB’ye ulagmaktadir. Noroblastin gé¢ ederek OB’ye ulagsmasi ve OB’de olgun noron halini
almasi yaklasik 15 giin siirmektedir. Noroblast, li¢ asamadan olusan sigramali tipte hareketle
goc etmektedir. Birinci agama, ndroblastin oncii uzantilar meydana getirerek goc¢ yoluna
yonelmesiyle gerceklesmektedir. Oncii uzantilar mikrotubiiler ydnelimi i¢in flamentdz aktine
ihtiyag duyulmaktadir. ikinci asamada 6ncii uzantilarin proksimalinde sitozolik genisleme
olusmaktadir. Mitokondri, golgi ve sentrozom gibi organellerin hiicre i¢i hareketiyle sitozolik
genisleme meydana gelmektedir. Ugiincii ve son asamada aktomiyozin kasilmalarla soma da

tasinarak noroblastin hareketi tamamlanmis olmaktadir [68].

Noroblastlarin go¢ icin yonlendirilmesi ve go¢ yolunda tutulmasi birgok mekanizma ile
gerceklesmektedir. Bu mekanizmalar arasinda; noroblastlarin kendi 6zellikleri, bulunduklari
mikromimariden yararlanma ve ortamda salgilanan molekiiler kuvvetler yer almaktadir.
Noroblastlar, zincir adi verilen kiimeler olusturma yetenegine sahiptir. Noroblastlarin
birbirlerine baglanarak meydana getirdigi zincirler gé¢ yolunu olusturmaktadir. Noral hiicre
yapigsma molekiilii ve N-kadherini eksprese eden noroblastlar, bu molekiillerin tiretilemedigi
durumlarda zincir olusumunu gergeklestirememektedir [69]. Ancak in vitro yapilan ¢aligmalar
noroblastlarin zincir olusturmadan da go¢ edebildigini gostermistir. Noroblast gocii i¢in zincir
olusturma mekanizmasinin gerekli olmadig: diisiiniilse de, zincir yapist noroblastlarin
koordineli hareketine olanak saglamaktadir [70]. Noroblastlar; hiicre dis1 matriks, astrosit ve
damar yapilarin kullanarak go¢ hareketini gergeklestirebilmektedir. RMS boyunca, tenascin ve
laminin gibi hiicre dis1 matriks proteinleri bulunmaktadir. Noroblastlar integrin eksprese ederek
bu hiicre disi matriks yapilarina baglanmakta ve go¢ i¢in zemin olusturmaktadir [71].
Noroblastlar gd¢ sirasinda astrosit ve damarlardan da destek almaktadir. Astrositler,
noroblastlar1 ¢evreleyerek RMS boyunca tiineller olusturmaktadir. Astrosit tiinel yapilari,
noroblastlarin yonlendirilmesinde ve go¢ yolunda ilerlemelerini desteklemektedir [72]. Ayrica
astrositler; BDNF, glutamat ve gama aminobiitirik asit (GABA) salgilayarak ndroblastlarin
hayatta kalimlarimi ve go¢ etme Ozelliklerini diizenleyebilmektedir. BDNF ve glutamat,
noroblast hayatta kalimin1 ve néroblast go¢iinii artirmaktadir. GABA ise ndroblast gociinii
azalttig1 bildirilmistir. Noroblastlar, salinan bazi molekiillerin etkisiyle itici ve c¢ekici

uyaranlardan etkilenmektedir. OB’de firetilen prokineticin-2 ve netrinl, noroblastlar igin
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kimyasal ¢ekici molekiillerdir. Ancak OB ablasyonu ile ndroblastlarin ayni1 go¢ yolunu takip
ettigi gosterilmistir [73]. Bu durum OB’den salinan ¢ekici molekiillerin, noroblast gogiindeki
roliiniin belirsiz oldugunu diistindiirmektedir. Noroblastlar i¢in itici kuvvetler, Slit-Robo sinyal
yolagi ile olusturulmaktadir. SVZ ve RMS’de bulunan astrositler Robo reseptoriinii ifade
etmektedir. Noroblastlar ise Robo reseptoriine baglanan Slit’leri eksprese etmektedir. BOS ve
cevre dokularda Slit akisi olusmaktadir ve konsantrasyon farki meydana getirilerek néroblastlar

tizerinde itici kuvvet olusturmaktadir [74].

Noroblastlar, beyinde meydana gelen hasara yanit olarak yarali bolgeye gog
edebilmektedir. Hasar meydana gelen bolgede astrositler monosit kemo-gekici protein 1
salgilamaktadir. Noroblastlar bu ¢ekici kuvvet sayesinde hasarli bolgeyi tespit edebilmektedir.
Noroblastlarin hasarli bolgede go¢ edebilmesi icin RMS’den ¢ikmasi ve yeni alani kesfetmesi
gerekmektedir. Bu amagla noroblastlar tekrarlayan 6ncii uzantilar olusturarak yoénlerini tayin
etmektedir. Noroblastlarin hasar olusan beyin bolgesini kesfetmesi ve go¢ yoniini yeniden

saptamasi nedeniyle daha fazla siire harcanmaktadir [75].

2.2.1.2. Noroblastlarin Olfaktor Bulbus’da Olgunlasmasi

SVZ’de olusturulan noroblastlar RMS boyunca go¢ ettikten sonra OB’de olgun néron
haline gelmektedir. RMS boyunca zincir seklinde gé¢ eden noéroblastlar OB’ye ulastiginda
zincir yapisindan ¢ikarak OB’de olgunlasacagi alana go¢ etmektedir. Norobastlarin zincir
yapisini  Reelin, Tenascin-R ve Prokineticin-2 gibi hiicre disi matriks proteinleri
diizenlemektedir [76]. Noroblastlar zincir yapisindan ayrildiktan sonra OB katmanlarina gog
etmektedir. Noroblastlarin %95°i OB’nin GHT’sinde graniil hiicrelere doniisiirken, kalanlar
GT’de periglomeriiler hiicrelere farklilagsmaktadir [77]. Bu olgun ara ndronlar; kalbindin,
kalretinin veya tirozin hidroksilaz eksprese eden GABAerjik noronlar veya glutamaterjik
noronlar halini almaktadir. Olgun ara ndronlarin aktivasyonu mitral ve tiftik hiicrelerin
baskilanmasii saglayarak koku algisinin keskinlesmesini saglamaktadir. Bu durum koku
ayriminda 6nem arz etmektedir. OB’ye entegre olan olgun ndronlarin hayatta kalabilmesi ve
sinaptik baglanti kurabilmesi i¢in koku deneyimine ihtiya¢ duymaktadir. Ayrica koku
yoksunlugu OB’deki Reelin ve Tenascin-R ekspresyonunu azaltarak noroblastlarin radyal
gociinii engellemektedir [78]. Bu durum koku girisinin OB’deki ndéroblastlar {izerindeki
indiikleyici etkisini gostermektedir. Olgun ara noronlar beynin iist merkezlerinden de bildirim

almaktadir. Ust merkezler ara néronlar araciligiyla mitral ve tiftik hiicre aktivitesini ayarlayarak
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koku modiilasyonunu saglamaktadir [79]. Bu modiilasyonun algisal 6grenme ve koku davranisi

ile ilgili oldugu diistintilmektedir.

2.3. Alfa Melanosit Stimiilan Hormon

a-MSH, POMC 6ncii hormonunun bdliinmesiyle olugan 13 aminoasitli peptittir. POMC
noronlart insanlarda hipotalamusun arkuat ¢ekirdeginden koken alirken diger memelilerde
hipotalamus kontroliindeki hipofizin pars intermediasindan ¢ikmaktadir [80]. POMC eksprese
eden noronlarin aktivasyonu POMC peptidinin iiretilmesine neden olmaktadir. POMC’un
prohormon konvertaz 1 ve prohormon konvertaz 2 enzimleri ile boliinmesiyle a-MSH, 3-MSH,
v-MSH, B-Endorfin ve ACTH nin de dahil oldugu melanokortinler olusturulmaktadir (Sekil 2-
6). a-MSH ilk olarak hipofiz hormonu olarak kabul edilse de monositler, astrositler,
keratinositler ve gastrointestinal hiicreler gibi hipofiz dist bircok dokuda {iretildigi
gosterilmistir [81]. Ayrica merkezi sinir sisteminin talamus, beyin sap1, orta beyin, diensefalon,

On beyin, epifiz bezi ve limbik sistem bolgelerinde bol miktarda a-MSH bulunmaktadir.

POMC

v-MSH ACTH B-lipotropin

o-MSH CLIP v-lipotropin| |B-endorphin

B-MSH

Sekil 2-6: POMC'den olusan melanokortinler
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2.3.1. Melanokortin Reseptorleri

Melanokortin peptitleri etkilerini G protein bagli reseptér siiper ailesine ait
melanokortin reseptorleri (MCR)’ne baglanarak gostermektedir. MCR1-MCRS olmak iizere
bes adet reseptor alt tipi tanimlanmistir. MCR’ler yedi sarmalli transmembran reseptorlerdir.
MCR uyarilmas: hiicre icinde adenilil siklaz1 aktiflestirerek cAMP sinyal yolagini
uyarmaktadir. Ikincil haberci olan cAMP artarak protein kinaz A ve C fosforilasyonuyla hiicre

ici etkilerini gostermektedir [82].

MCRI1, ilk tamimlanan melanokortin reseptoriidiir. MCRI1 agirlikli  olarak
melanositlerde bulunmakla birlikte makrofajlarda ve beyinde periakuaduktal gri alanda da
eksprese edildigi bulunmustur [83,84]. Bu reseptorler viicutta genis alanlara dagilmasi
nedeniyle pigmentasyon, antiinflamatuar ve antipiretik etkiler dahil bir¢ok fizyolojik siiregte
rol almaktadir. Melanokortinlerin afiniteleri o-MSH>ACTH>y-MSH seklindedir.

MCR?2, yalnizca adrenokortikotropin (ACTH) tarafindan aktive edilmektedir. Adrenal
bezdeki ekspresyonuna ek olarak deride de MCR2 bulunmaktadir [85]. Farelerde adipositlerde
MCR?2 eksprese edildigi ve lipolizde gorev aldigi gosterilmistir [86].

MCR3, kendisine baglanan melanokortinler esit derecede afinite gdstermektedir. MCR3
cogunlukla beyinde eksprese edilmesine ragmen plasenta, mide ve pankreasta da ifade edildigi
gosterilmistir [87]. MCR3’lin viicut kiitlesi ve gida alimiyla baglantisi oldugundan enerji
metabolizmasinda rol almaktadir. Ayrica MCR3 inflamatuar yanitta rol aldigr bulunmustur

[88]. Melanokortinlerin afiniteleri y-MSH = ACTH>a-MSH seklindedir.

MCR4; beyinde, otonom sinir sisteminde ve omurilikte eksprese edilmektedir.
MCR4’in gida alimi ve enerji diizenlenmesindeki rolii iyi bilinmektedir. MCR4
mutasyonlarinin insanlarda obeziteyle ilgili oldugu gosterilmistir [89]. MCR4 beyinde yaygin
olarak bulunmaktadir. MCR4’iin, ndrogenez ve noroprotektif etkileri gosterilmistir [90]. Ayrica
MCR4 erektil disfonksiyon ve agri duyumuyla ilgili oldugu saptanmistir [91].
Melanokortinlerin afiniteleri o-MSH = ACTH>y-MSH seklindedir.

MCRS5; deri, adrenal bez, bobrek, karaciger, iskelet kasi, lenf diigiimleri, yag dokusu ve
ekzokrin bezler dahil birgok dokuda eksprese edilmektedir. Bagisikligin diizenlenmesi,
lipitlerin iiretimi ve lakrimal bezden gbzyasi salgilanmasinda rol aldigi bildirilmistir [92,93].

Melanokortinlerin afiniteleri a-MSH>ACTH>y-MSH seklindedir.
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2.3.2. Alfa Melanosit Stimiilan Hormon’un Etkileri

a-MSH etkilerini MCR’lere (MCR?2 harig) baglanarak gostermektedir. a-MSH’nin ilk
kesfedilmesi sebebiyle en bilinen 6zelligi melanositlerde pigmentasyonu saglamaktir. a-MSH,
derinin epidermis tabakasinda bulunan melanositleri MCR1 aracilifiyla uyararak melanin
salinmasina neden olmaktadir. Melanin derinin rengini veren pigmenttir. Canlilarin bircogunda

melanosit ve a-MSH bulunmaktadir [94].

POMC noéronlarindan salinan melanokortinlerin hem insan hem de hayvanlarda gida
alim1 ve viicut agirliginin diizenlenmesinde rol almaktadir. a-MSH, POMC’tan tiiretilen giicli
bir noropeptittir. a-MSH; enerji harcamasini artirmakta, kilo kaybini saglamakta ve yag
kiitlesini azaltmaktadir [95]. MCR4 gen bozukluklarinin obezite ile iligkili oldugu gésterilmistir
[96].

Daha sonra yapilan hem in vitro hem de in vivo c¢alismalar a-MSH’nin giicli
antiinflamatuar 6zelligini ortaya koymustur. o-MSH antiinflamatuar 6zelligini farkli yolaklarla
gostermektedir. TNF-a, Interlokin 1B (IL-1p), interldkin 6 (IL-6) ve interlokin 8 (IL-8) gibi
proinflamatuar sitokinlerin baskilanmasi ile a-MSH inflamasyonu azaltmaktadir. a-MSH, IL-
10 gibi immunsiipresif sitokinlerin indiiklenmesinde de rol oynamaktadir. Ayrica a-MSH, T
lenfositlerin aktivasyonu ve c¢ogalmasini diizenlemektedir [97]. a-MSH, antiinflamatuar
etkilerini 6zellikle proinflamatuar sitokinler iizerine etkisini niikleer faktor-kB (NF-kB)
aktivasyonunu baskilayarak yapmaktadir. o-MSH’nin gii¢lii antiinflamatuar etkileri sepsis,

inme ve akut solunum sikintis1 modellerinde gosterilmistir [98].

a-MSH’nin antiinflamatuar etkilerine ek olarak antipiretik aktivitesi de mevcuttur.
Endojen veya ekzojen pirojen maddelerin merkezi uygulamalariyla deneysel ates modeli
olusturulan laboratuvar hayvanlarinda a-MSH uygulamasi atesi ortadan kaldirdigi saptanmugtir
[99]. Bu etkiler yalnizca intraserebral uygulamalarda degil sistemik enjeksiyon ve intragastrik
uygulanmalarda da gozlemlenmistir. a-MSH’nin kan beyin bariyerini gecerek merkezi etkilere

yol agmasi tedavide kullanimini kolaylagtirmaktadir.

a-MSH ve sentetik analoglarinin néroprotektif ve norogenezi tetikleyici etkileri
bulunmaktadir. In vivo ve in vitro yapilan ¢aligmalar néron hasarlanmalarinda o-MSH’nin
etkilerini incelemislerdir. Serebral iskemi sonrasi a-MSH uygulanmasi ndronlarin hayatta
kalim oranini artirdig1 gosterilmistir [100]. Norodejeneratif hastaliklarda a-MSH uygulanmasi

fonksiyonel iyilesmeye ve biligsel gerilemenin engellemesine katki sagladigi bulunmustur
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[101]. Norodejeneratif hastaliklarda meydana gelen eksitotoksisite, oksidatif stres, apoptoz ve
inflamatuar yanitta a-MSH nin etkili oldugu saptanmistir [102]. a-MSH’nin néroprotektif ve
nororejeneratif etkisine ek olarak ndrogenezi artirici 6zelligi de bulunmaktadir. Beyindeki
norogenez merkezleri olan SVZ ve SGZ’de a-MSH’ nin ndrogenezi tetikledigi gosterilmistir
[90]. POMC noronlari beyindeki SVZ’ye direkt innervasyonu bulunmaktadir. POMC
ndronlarmin aktivitesinin artmasi SVZ’de norogenezi tetiklerken, azalmasi ndrogenezi inhibe
ettigi gosterilmistir [32]. a-MSH’nin serebral infarktiis ve norodejeneratif hastaliklarda
norogenez iizerine etkisinin POMC noéronlarinin baglantisi ve 6zellikle MCR4 aktivasyonuyla

meydana geldigi digiiniilmektedir.
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3. YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Etik Kurul Onay1

Calismada, Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
tarafindan tretilen 48 adet, 12-16 haftalik ve 250-400 gr agirliginda erkek Sprague Dawley
cinsi sigan kullanilmistir. Deney siiresince siganlar; 22-24 °C oda sicakliginda, %50-55 nem
ortaminda, 12 saat aydinlik-karanlik dongiistinde ve standart si¢an kafeslerinde barindirilmistir.
Siganlar koku testlerinin uygulandigi giinler diginda, yem ve su ihtiyaglarina ad libitum olarak
ulasmislardir. Calisma; Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan,

25.02.2022 tarihli 2022/03 no’lu karar ile etik kurul onay1 almistir.

3.2. Deney Protokolii ve Deneyde Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan hayvan sayisimi belirlemek igin Gii¢ analizi yapilmistir. %90
giiven diizeyi, a = 0.05 anlamlilik seviyesi ve %93 gii¢ i¢in 6rneklem sayisi 6 bulunmustur.
Sicanlar rastgele secilerek 8 gruba ayrilmistir; kontrol grubu (4.giin), kontrol grubu (21.giin),
a-MSH grubu (4.giin), a-MSH grubu (21.giin), koku bozuklugu grubu (4.giin), koku bozuklugu
grubu (21.giin), koku bozuklugu+a-MSH grubu (4.giin) ve koku bozuklugu+a-MSH grubu

(21.giin).

Sicanlarda koku bozuklugu olusturmak i¢in ¢inko siilfat (ZnSO4) (US Pharmacopeia-
1724769) satin alinmistir. Serum fizyolojik iginde ¢oOziindiiriilerek %10’luk ¢inko siilfat
cozeltisi elde edilmis ve siganlarin burun igine 0,1 ml uygulanmigtir. Koku bozuklugu
tedavisinde kullanmak i¢in a-MSH (Sigma-Aldrich - M4135) satin alinmistir. a-MSH siganlara

0,5 mg/kg dozda, 4 ve 21 giin siireyle intraperitoneal (i.p.) olarak uygulanmistir.

3.2.1. Koku Testleri

Deney baslangicindan dort giin 6nce siganlar elle tutularak insan temasina alistirilmastir.
Deneye baglamadan 6nce tiim siganlarin koku duyusunu 6l¢mek i¢in koku testleri uygulanmistir
(TO). Koku testleri; burun igi ¢inko siilfat/salin uygulamasindan sonraki giin (T1) ve 6tenaziden

onceki giinlerde (T2) tekrarlanmistir.
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3.2.1.1. Gomiilii Gida Testi

Gomiilii gida testi, kemirgenlerin koku alma yeteneklerini arastirmak icin yaygin olarak
kullanilan bir metottur. Siganlar testten once 15 saat boyunca gidadan mahrum birakilmis ancak
su ihtiyaglar1 kisitlanmamustir. Standart (45x35x35 cm) temiz sigan kafesine 5 cm kalinliginda
kullanilmamig talas koyulmustur. Talagin 1 cm altina pelet yem (yaklasik 5 gr) gomiilerek
siganlarin gorsel olarak yeme ulagsmasi engellenmistir [103,104]. Yeni yeme karsi olusan
hipofajiyi engellemek i¢in siganlarin siirekli tiikettigi pelet yem tercih edilmistir. 15 saat gida
kisitlamasi yapilan siganlarin pelet kokusunu takip ederek yeme ulasmalar1 goézlenmistir.
Sicanlarin kafese birakilma zamani ile pelet yemi bulup 6n ayaklar1 ve/veya disleri ile
kavramasi arasindaki siire kronometre ile Ol¢iilmiistiir. 5 dakika siiresince pelet yemi
bulamayan siganlarin test siireleri 300 saniye olarak kaydedilmistir [105,106]. Test, dijital video

kamera ile (Canon 30D) jpeg formatinda kayit altina alinmistir.

3.2.1.2. Koku Ayrun Testi

Koku ayrim testi, 40x30x30 cm boyutunda, 10x10 cm agikligindaki bir kapiyla iki esit
odaya ayrilan plastik kafeste yapilmistir. Sigan kafeslerinin zeminine serilen talas, koku ayrim
testine kadar iki giin siireyle degistirilmemistir. Kafesin bir odasi siganin kokusunun sindigi
talas ile kaplanirken diger odasina temiz talas serilmistir. Siganlar temiz talas olan odaya
birakilarak kafese alinmakta ve bolmeler arasinda gecirdikleri siireler Olglilmektedir.
Kemirgenlerin tanidik kokuya sahip ortamda durmayi tercih ettikleri bildirilmistir [107,108].
Koku ayriminin yapildigini anlamak i¢in koku ayrim indeksi hesaplanmaktadir. Koku ayrim
indeksi: (tanidik koku — yabanci koku) / (tanidik koku + yabanci koku) * 100 formiiliiyle
hesaplanmaktadir. Koku ayrim indeksinin yiiksek olmas1 bir bélmede gegirilen siirenin fazla
olmasini yani tercih etmesini ifade ederken koku ayrim indeksinin diisiik olmas1 bolmeler
arasinda gegirilen siireler arasindaki farkin az oldugunu yani koku tercihi olmadan rastlantisal
bulundugunu gostermektedir. Koku ayrim testleri, dijital video kamera ile (Canon 30D) jpeg

formatinda kaydedilmistir.

3.2.2. Cinko Siilfat ile Periferik Koku Bozuklugu Modeli Olusturulmasi

[k koku testleri (T0) uygulandiktan sonra siganlarin yarisina periferik koku bozuklugu
modeli olusturmak i¢in burun i¢i ¢inko stilfat uygulanmis, diger yarisina ise burun i¢i salin
verilmistir. Cinko siilfat irritan bir madde olmas1 sebebiyle uygun doz ve miktari tayin etme
amaciyla 6n c¢alisma yapilmistir. Bu dogrultuda siganlara, burun i¢i 0,1 ml, %10’luk ¢inko

stilfatin uygulanmasi uygun goriilmiistir.
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Sicanlar Sevofluran gaz anestezisi ile anesteziye alinmistir. Anestezi uygulanan siganlar
sirt Gistii yatirilarak egimli bir yiizeyde kafalar1 asagida kalacak sekilde yerlestirilmistir. Cinko
stilfat, ucu koreltilmis polietilen boru yardimiyla burun igine yavasga bosaltilmistir. Cinko
stilfatin farinkse kagmasini engellemek igin si¢anlar kuyruktan tutularak bas asagi pozisyonda
birka¢ saniye bekletilmis ve fazla sivinin burun ucundan akmasi saglanmistir. Sicanlar
kafeslerine alinip havlu ile sarilarak viicut 1sisinin diismesi engellenmistir. Cinko siilfat
uygulamasindan sonra bazi siganlarda halsizlik ve durgunluk gibi semptomlar gézlenmis ancak

bu semptomlar ertesi giin sona ermistir.

Sicanlara burun i¢i ¢inko siilfat uygulamasindan sonraki giin (T1) koku testleri tekrar
uygulanmistir. T1 testi sonuglart ile ¢inko siilfat uygulanan siganlarda koku bozuklugu

modelinin meydana geldigi gosterilmistir.

3.2.3. Deney Gruplari ve Tedavi Protokolii
Arastirmamizda deney hayvanlari 8 gruba ayrilmistir. Her grupta 6 sigan bulunmaktadir.

Deney hayvanlarinin yarisina 4. giinde, diger yarisina ise 21. giinde 6tenazi uygulanmistir.

e Kontrol grubu (4.giin): Burun i¢i 0,1 ml salin uygulanan siganlara 4 giin siireyle i.p.

salin enjeksiyonu yapilmistir.

e Kontrol grubu (21.giin): Burun i¢i 0,1 ml salin uygulanan siganlara 21 giin siireyle i.p.

salin enjeksiyonu yapilmaistir.

e 0-MSH grubu (4.giin): Burun i¢i 0,1 ml salin uygulanan siganlara 4 giin siireyle i.p.

olarak 0,5 mg/kg dozunda a-MSH enjeksiyonu yapilmistir.

e 0-MSH grubu (21.giin): Burun i¢i 0,1 ml salin uygulanan siganlara 21 giin siireyle i.p.

olarak 0,5 mg/kg dozunda a-MSH enjeksiyonu yapilmistir.

e Koku Bozuklugu grubu (KB) (4.giin): Burun igi 0,1 ml %10’luk ¢inko siilfat uygulanan
sicanlarda periferik koku bozuklugu olusturulmustur. Bu gruptaki sicanlara 4 giin

stireyle i.p. salin enjeksiyonu yapilmistir.

e Koku Bozuklugu grubu (KB) (21.giin): Burun i¢i 0,1 ml %10’luk ¢inko siilfat
uygulanan sicanlarda periferik koku bozuklugu olusturulmustur. Bu gruptaki siganlara

21 giin siireyle i.p. salin enjeksiyonu yapilmistir.
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e Koku Bozuklugu + a-MSH grubu (KB+a-MSH) (4.giin): Burun i¢i 0,1 ml %10’luk
¢inko siilfat uygulanan siganlara 4 giin siireyle i.p. olarak 0,5 mg/kg dozunda a-MSH

enjeksiyonu yapilmaistir.

e Koku Bozuklugu + a-MSH grubu (KB+a-MSH) (21.giin): Burun i¢i 0,1 ml %10’luk
¢inko siilfat uygulanan siganlara 21 giin siireyle i.p. olarak 0,5 mg/kg dozunda a-MSH

enjeksiyonu yapilmistir.

Tiim siganlar 6tenazi giinlerinden 1 giin once (3. ve 20. giin), tekrar koku testlerine (T2) tabi

tutulmustur.

3.3. Dokularin Toplanmasi ve Analizlere Hazirlanmasi

Deney hayvanlarinin yarisina 4. giinde, diger yarisina ise 21. giinde 6tenazi yapilmistir.
Otenazi yapilacak sicanlara preanestezik (ksilazin: 10 mg/kg, i.p.) ve anestezik (ketamin: 75
mg/kg, i.p.) maddeler uygulanmistir. Siganlarin genel anesteziye girmesi agri duyusunun
kontrolii ile (kuyruk ve parmak pens ile sikilarak) saglanmistir. Genel anestezi altindaki
sicanlara; bir ucu perfiizyon cihazina bagl gavaj kaniiliiyle, sol ventrikiilden giris yapilarak
kaniil aorta yerlestirilmistir. Dolasimdan dénen kanin bosaltilmasi i¢in sag atriyuma kesi
atilmigtir (Sekil 3-1). Perfiizyon cihaz1 ile once PBS, daha sonra %4’liikk paraformaldehit
dolagima verilmistir. Karaciger ve diger dokularda renk degisikliginin meydana gelmesi ve
dokularin sertlesmesinin tespiti paraformaldehit perfiizyonunun tim sisteme gectigini
diistindiirmiistiir. Paraformaldehit perflizyonundan sonra siganlar dekapite edilerek; olfaktor
epiteli iceren burun dokular1 ve OB ve SVZ’yi kapsayan beyin dokulari ¢ikarilmistir. Dokular
%10 noétral tamponlu paraformaldehit fiksatifine alinmis ve islem giinline kadar araliklarla

fiksatif yenilenmistir.

Burundaki kemik yapilarin mikrotom ile kesilebilir hale gelebilmesi i¢in dokular
dekalsifiye edilmistir. Burun dokular1 bir gece boyunca fiksatife maruz birakilmis ve ertesi giin
ticari hizli dekalsifikasyon soliisyonuna alinmistir. Her burun dokusu 40-50 ml dekalsifikasyon
cozeltisinde 10 giin siireyle bekletilmistir. Kemik dokularin her giin ince igne ile yumusakligi
kontrol edilmistir. Burun dokulari1 dekalsifikasyon ¢ozeltisinden ¢ikarilarak 5-6 saat akan su

altinda bekletilmis ve notral formaldehit ¢ozeltisine koyulmustur.
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Burun ve beyin dokular1 dehidrasyon amaciyla yiikselen etil alkol serisinden (sirastyla
70°, 90°, 96° ve 100°) gecirilerek ksilene alinmistir. Ardindan sirasiyla ksilen-parafin karigimi
ve saf parafinde bekletilen dokular parafin bloklar igerisine gémiilmiistiir. Parafin bloklardan
mikrotom yardimiyla 4-5 pm kalinliklarinda kesitler alinarak pozitif sarjli lamlara alinmistir.

Beyin dokular sagital, burun dokular1 koronal diizlemde kesilerek incelenmeye hazirlanmistir.

Biyokimyasal analizler i¢in sicanlardan perfiizyondan once kan alinmistir. Alinan

kanlar 3000 RPM’de 10 dakika santrifiij edilmis ve elde edilen serum 6rnekleri -80°C’de ilgili

biyokimyasal analizler yapilana kadar saklanmstir.

Sekil 3-1: Aorta kaniil yerlestirme.

3.4. Histolojik ve Biyokimyasal Analizler

3.4.1. Immunohistokimya ve immiinofloresan Analizler
Dokularin bir boliimii immunohistokimya (IHC) bir b6liimii ise immiinofloresan (IF)

yontemi ile incelendi. Beyin dokularinda DCX ve Nestin-ASCL1 antikorlar1 IF yontemiyle
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isaretlendi. Diger antikorlar ise IHC yontemiyle incelendi. IHC ve IF analizlerinin
yapilabilmesi i¢in dokularin 6nce rehidrasyon isleminden ge¢mesi gerekmektedir. Bu amagla
dokular sirastyla ksilenden, diisen etil alkol serisinden (sirasiyla 100°, 96°, 90°, 70°) ve distile

sudan gegirildi.

Streptavidin-biotin immiinoperoksidaz yontemi ile IHC yapildi. Tim antikorlara
deneme boyamalar yapilarak uygun protokol ve seyreltme oranlar1 bulundu. Dokular 3 kez PBS
ile yikand1 ardindan spesifik olmayan boyamalarin engellenmesi amaciyla H202 ile muamele
edildi. 3 kez PBS ile yikandiktan sonra dokulara ayni amagla serum bloklamasi da
uygulanmistir. Ardindan dokularin iizeri uygun bir primer antikorlar (diliisyon oranlari: ASCL1
1:300, GAP-43 1:100, OMP 1:50, IL-10 1:300, NGF 1:300, BDNF 1:200, NeuN 1:200) ile
kaplanarak bir gece boyunca +4°C’de bekletildi. Ertesi giin dokular PBS ile yikanarak primer
antikordan uzaklastirildi. Daha sonra dokular uygun sekonder antikorda bekletildi ve yikama
islemi tekrarlandi. Dokular HRP’de bekletilerek sekonder antikorlara baglanmasi saglandi.
Kesitlere kromojen eklenerek dokularda tepkimenin meydana gelmesi saglandi ve distile su ile
yikama yapilarak tepkime durduruldu. Beyin dokularinda kresil violet ile, burun dokularinda
ise Hematoksilen-Eozin ile zit boyama yapildi. Zit boyamalardan sonra dokular yiikselen alkol
serisinden ve toliienden gecirildi. Dokulara entellan soliisyonu eklenerek lamel ile kapatildi.
IHC yontemiyle incelenen dokular mikroskop (Olympus BX61, Japonya) ile incelendi.
Kesitlerde x20/x40/x100 objektifleri kullanilarak uygun biiyiitmelerde DP72 kamera ve
CellSens yazilimi1 (Olympus, Japonya) kullanilarak fotograflar alindi. Deney gruplar1 kor bir

arastirmaci tarafindan H-skoru veya yiizde cinsinden degerlendirilerek veriler elde edildi.

IF yontemiyle incelenen dokulara ilk giin THC ile ayni protokol uyguland: (diliisyon
oranlari: Nestin 1:200/ASCL1 1:300, DCX 1:200). Ertesi giin PBS ile yikanan dokulara
Alexaflora 488 (diliisyon orani1 1:500) ve 568 (diliisyon orani 1:1000) sekonder antikorlar1
eklendi. Dokular 1s18a maruz birakilmadan bekletildi ve sonrasinda yikama yapildi. Son olarak
dokular, niikleuslarin floresan 1sima vermesi amaciyla DAPI igeren kapatict medyum ile
kapatildi. Immiinofloresan ydntemi ile isaretlenen kesitler mikroskop (Olympus BX61,
Japonya) altinda incelendi. Kesitlerde x20/x40/x100 objektifleri kullanilarak uygun
biiyiitmelerde ilgilenilen alanlardan DP72 kamerasi ve CellSens yazilimi (Olympus, Japonya)
kullanilarak fotograflar alindi. Deney gruplari i¢in kor bir arastirmact tarafindan Imagel

yazilimi [109] kullanilarak DAPI ile isaretlenmis niikleuslar (A) ve pozitif reaktivite vermis
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hiicreler sayilarak (B) yiizde hesab1 yapilmistir. Boylece histolojik veriler % cinsinden elde
edildi (B/A*100).

OE kalinligiin 6l¢iimiinde, burunda incelenen ASCL1, GAP-43 ve OMP antikorlarinin
IHC boyamalar1 kullanildi. IHC boyamalarinda tiim gruplarin 1, 2 ve 3. konkalarinin OE
kalinliklar 6l¢iilerek ortalamalart alindi. ASCL1, GAP-43 ve OMP boyamalarinin ortalama OE

kalinliklarinin da ortalamalari alinarak genel OE kalinlig1 ortalamasi saptandi.

3.4.2. Biyokimyasal Analizler

Sicanlardan alinan serum Orneklerinde a-MSH biyokimyasal olarak 6l¢iildi. a-MSH
ELISA kiti kullanilarak serum o-MSH degerleri saptandi. Analizler sandwich ELISA
yontemine gore yapildi. Bu yonteme gore yapilacak olan analize uygun antikorla (yakalama
antikoru) kaplanmis kuyucuklarin oldugu plakalar kullanildi. Kuyucuklara numune eklendikten
sonra eklenen numunede bulunan antijen ile kuyucukta bulunan yakalama antikoru birbirine
baglanir. Analize uygun biyotinlenmis antikor (isaretlenmis deteksiyon antikoru) kuyucuga
eklendi. Deteksiyon antikoru yakalama antikoruna baglanmis antijene farkli bir epitopundan
baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis antikora baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamus Streptavidin-HRP yikama soliisyonu ile yikanarak
uzaklastirildi. Daha sonra substrat soliisyonu eklendi ve numunede bulunan antijen miktari ile
orantili olarak mavi renk gelisti. Reaksiyon asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle

sonlandirildi ve 450 nm’de absorbans ol¢iildii.

3.5. Istatistiksel Analizler ve Degerlendirme

Istatistiksel analizler SPSS-22 (IBM) yazilimi kullanilarak yapildi. Degiskenlerin
normal dagilima uygunlugu analitik yontemlerle (Kolmogorov-Smirnov) incelendi.
Tanimlayic1 analizler; normal dagilima uygun veriler igin ortalama ve standart sapma, ayrica
normal dagilmayan degiskenler icin ortanca ve ¢eyrekler arasi aralik olarak verildi. Normal
dagilima sahip ikiden fazla grubun karsilagtirilmasinda One-Way ANOVA testi kullanildu.
Koku testlerinin zamansal karsilagtirmasint yapmak i¢in Two-Way ANOVA testi kullanild1.
Normal dagilmayan degiskenlerin gruplar arasinda farkliliklart Kruskal-Wallis testi
kullanilarak karsilastirildi. Analiz sonuglar1 p<0,05 i¢in anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HISTOLOJIiK BULGULAR

4.1.1. Olfaktor Epitel Bulgular:

Burun kesitlerinde olfaktor epitel kalinlig1 arastirildiginda; 4. giinde KB grubunun OE
kalinliginin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak diisiik oldugu saptanmistir (p < 0.001). 4.
ginde KB+a-MSH grubunun OE kalinliginin KB grubuna goére degismedigi goézlenmistir.
KB+a-MSH grubunun OE kalinlig1 4. giinde, kontrol grubuna goére diisiik bulunmustur (p <
0.001). 21. giinde KB grubunun OE kalmhiginin kontrol grubuna goére diisik oldugu
belirlenmistir (p <0.001). 21. giinde KB+a-MSH grubunun OE kalinligi, KB grubuna gore artis
egilimi gostermesine ragmen anlaml fark olusturmamustir. 21. giinde KB+a-MSH grubunun
OE kalinliginin kontrol grubuna gore diisiik oldugu belirlenmistir (p < 0.001). Ayrica 21. giinde
KB+a-MSH grubunun OE kalinhiginin 4. giindeki KB+o-MSH grubuna gore arttig
saptanmustir (p < 0.05) (Tablo 4-1) (Sekil 4-1).

Tablo 4-1: OE Kalinhg:

Gruplar Genel Ortalama | ASCL1 GAP-43 OMP

OE Kalinlig1 OE Kalmligi OE Kalinlig1 OE Kalmligi

(um) Ortalama (um) | Ortalama (um) | Ortalama (um)
Kontrol(4.g) 27,86 + 1,745 27,04 £ 6,79 33,97 3,49 23,52 2,65
KB(4.9) 14,48 + 1,14% 16,65 + 2,35 16,18 +2,07 10,62 + 0,82
a-MSH(4.9) 28,38 + 2,390 32,49 + 2,54 31,13 + 3,87 21,53 + 3,49
KB+a-MSH(4.9) 15,22 £ 1,61% 18,34 +£3,98 15,68 1,71 11,65+1,82
Kontrol(21.9) 30,2+ 2,61BP 34,50+ 6,73 35,92+2,36 20,19 + 1,90
KB(21.9) 16,99 + 1,97 | 17,02+ 3,56 21,99 + 1,93 11,97 + 1,74
a-MSH(21.9) 26,81+ 0,968° | 28,02 + 1,26 29,26+ 1,16 17,16 + 2,00
KB+a-MSH(21.g) | 20,44 + 1,455 | 19,38 +2,96 23,98 £2,23 17,95 + 1,64

3p < 0.001 Kontrol (4.g) grubuna gére, °p < 0.001 KB (4.g) grubuna gore, °p < 0.001 a-MSH (4.g) grubuna gore,
9p < 0.001 KB+a-MSH (4.g) grubuna gore istatistiksel anlamlilik

Ap < 0.001 Kontrol (21.g) grubuna gore, Bp < 0.001 KB (21.g) grubuna gore, “p < 0.001 a-MSH (21.g) grubuna
gore, Pp < 0.001 KB+a-MSH (21.g) grubuna gore,

#p < 0.01 KB+a-MSH (4.g) grubuna gore istatistiksel anlamlilik
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Sekil 4-1: OE Kalinh@ grafigi.

***p < 0.001; 9p < 0.01, 4. giin KB+ a-MSH grubuna gore anlamhhk.

Olfaktor epitel kesitlerinde kok hiicre belirteci olan ASCL1+ immunoreaktivitesinin
yiizdesel orani incelendiginde, 4. giinde KB grubunun ASCL1+ immunoreaktivitesinin kontrol
grubuna gore yiiksek oldugu bulunmustur (p < 0.01). 4. giinde KB+a-MSH grubunun ASCL1+
immunoreaktivitesinin KB grubuna goére degismedigi belirlenmistir. 4. giinde KB+o-MSH
grubunun ASCL1+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu saptanmustir (p
< 0.01). 21. giinde KB grubunun ASCL1+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore arttig1
bulunmustur (p < 0.05). 21. giinde KB+a-MSH grubunun ASCL1+ immunoreaktivitesinin KB
grubuna gore artis egiliminde oldugu belirlenmistir. 21. giinde KB+a-MSH grubunun ASCL1+
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu saptanmustir (p < 0.001) (Sekil 4-
2, Sekil 4-3).
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Sekil 4-2: ASCL1+ immunohistokimya goriintiisii.
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Sekil 4-3: ASCL1+ Hiicre grafigi.

*p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 istatistiksel anlamhhk.

Olfaktor epitelde olgunlagmamis noron gostergesi GAP-43+ immunoreaktivitesi
yiizdesel olarak Ol¢iilmiistiir. 4. giinde KB grubunun GAP-43+ immunoreaktivitesi, kontrol
grubuna gore yiiksek bulunmustur (p < 0.001). 4. giinde KB+a-MSH grubunun GAP-43+
immunoreaktivitesinin KB grubuna gore artis egiliminde oldugu tespit edilmistir. 4. giinde
KB+a-MSH grubunun GAP-43+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
saptanmistir (p < 0.001). 21. giinde KB grubunun GAP-43+ immunoreaktivitesinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi belirlenmistir (p < 0.01). 21. giinde
KB+a-MSH grubunun GAP-43+ immunoreaktivitesinin KB grubuna gore yiikselme
egiliminde oldugu bulunmustur. 21. ginde KB+a-MSH grubunun GAP-43+
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu saptanmistir (p < 0.001) (Sekil 4-
4, Sekil 4-5).
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Sekil 4-4: GAP-43+ Hiicre grafigi.

*p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 istatistiksel anlamhhk.
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4. Gun 21. Gin

Sekil 4-5: GAP-43+ immunohistokimya goriintiisii.
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Olgun noron belirteci OMP+ immunoreaktivitesi incelendiginde, 4. ginde KB
grubunun OMP+ immunoreaktivitesi, kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p < 0.001). 4. giinde KB+a-MSH grubunun OMP+ immunoreaktivitesinin KB
grubuna gore artig egiliminde oldugu belirlenmistir. 4. giinde KB+a-MSH grubunun OMP+
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu saptanmustir (p < 0.001). 21. giinde
KB grubunun OMP+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu belirlenmistir
(p < 0.05). 21. giinde KB+a-MSH grubunun OMP+ immunoreaktivitesinin KB grubuna gore
artis egiliminde oldugu saptanmistir. 21. giinde KB+o-MSH grubunun OMP+
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore diisme egiliminde oldugu belirlenmistir (Sekil 4-
6, Sekil 4-7).
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Sekil 4-6: OMP+ Hiicre grafigi.

*p <0.05, **p <0.01, ***p < 0.001 istatistiksel anlamhilik.
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4. Gun 21. Gin

Sekil 4-7: OMP+ immunohistokimya goriintiisii.
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Olfaktor epitelde antiinflamatuar sitokin IL-10+ immunoreaktivitesi incelenmistir. 4.
ginde KB grubunun IL-10+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna goére artis egiliminde
oldugu bulunmustur. 4. giinde KB+a-MSH grubunun IL-10+ immunoreaktivitesinin KB
grubuna gore azalma egiliminde oldugu saptanmustir. 4. giinde KB+o-MSH grubunun 1L-10+
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore de diisme egiliminde oldugu bulunmustur. 21.
ginde KB grubunun IL-10+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna goére artis egiliminde
oldugu tespit edilmistir. 21. giinde KB+a-MSH grubunun IL-10+ immunoreaktivitesinin KB
grubuna gore yiikselme egiliminde oldugu saptanmistir. 21. giinde KB+o-MSH grubunun IL-
10+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu belirlenmistir (p < 0.05) (Sekil
4-8, Sekil 4-9).
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Sekil 4-8: 1L-10+ H-skor grafigi.

*p < 0.05, istatistiksel anlamhlik.
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21. Gun

4. Gun

Sekil 4-9: IL-10+ immunohistokimya goriintiisii.
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Olfaktor epiteldeki sinir biiyiime faktorii NGF+ immunoreaktivitesi incelendiginde; 4.
ginde KB grubunun NGF+ immunoreaktivitesinin, kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
bulunmustur (p < 0.05). 4. giinde KB+a-MSH grubunun NGF+ immunoreaktivitesi, KB
grubuna gore disiik bulunmustur (p < 0.01). 4. ginde KB+a-MSH grubunun NGF+
immunoreaktivitesi, kontrol grubuna gore degisiklik gostermemistir. 21. giinde KB grubunun
NGF+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore diisme egiliminde oldugu bulunmustur.
Ayrica 21. glinde KB grubunun NGF+ immunoreaktivitesinin 4. giinde KB grubunun NGF+
immunoreaktivitesinden diisiik oldugu belirlenmistir (p < 0.01). 21. giinde KB+a-MSH
grubunun NGF+ immunoreaktivitesinin KB grubuna gore azalma egiliminde oldugu
bulunmustur. 21. giinde KB+a-MSH grubunun NGF+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna

gore de diisme egiliminde oldugu saptanmistir (Sekil 4-10, Sekil 4-11).
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Sekil 4-10: NGF+ H-skor grafigi.

*p < 0.05, **p < 0.01 ve "°p < 0.01 istatistiksel anlamhihk.
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Calismamizda Dbiiyime faktorlerinden BDNF’nin  de  olfaktor  epiteldeki
immunoreaktivitesi aragtirilmistir. 4. glinde gruplar arasinda anlamli degisim saptanmamastir.
Ancak 4. giinde KB+a-MSH grubunun BDNF+ immunoreaktivitesinin KB grubuna gore
diisme egiliminde oldugu bulunmustur. 4. ginde KB+a-MSH grubunun BDNF+
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna goére de diisme egiliminde oldugu tespit edilmistir. 21.
giinde KB grubunun BDNF+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore artis egiliminde
oldugu bulunmustur. 21. giinde KB+a-MSH grubunun BDNF+ immunoreaktivitesinin KB
grubuna gore diisme egiliminde oldugu belirlenmistir. Ancak 21. giinde KB+a-MSH grubunun
BDNF+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore yiikselme egiliminde oldugu saptanmistir
(Sekil 4-12, Sekil 4-13).
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Sekil 4-12: BDNF+ H-skoru grafigi.
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21. Giun

Sekil 4-13: BDNF+ immunohistokimya goriintiisii.
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4.1.2. Subventrikiiler Alan ve Olfaktér Bulbus Bulgulari

SVZ’deki kok hiicre belirteci Nestin ve ara progenitor hiicre gostergesi ASCLI1
antikorlar1 ¢ift boyama ile isaretlenmistir. 4. giinde Nestin/ASCL1+ immunoreaktivitesinin KB
grubunda kontrol grubuna gore, KB+oa-MSH grubunda KB grubuna gore, KB+a-MSH
grubunda kontrol grubuna gore yiikselme egiliminde oldugu belirlenmistir. 21. giinde de ilgili
gruplar arasinda benzer bulgular saptanmustir (Sekil 4-14, Sekil 4-15).
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Sekil 4-14: Nestin/ASCL1+ Hiicre grafigi.
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Sekil 4-15: Nestin/ASCL1+ ¢ift boyama immunofloresan goriintiisii.
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SVZ’de NGF immunoreaktivitesi incelendiginde, 4. giinde KB grubunun NGF+
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore diisme egilimi gosterdigi tespit edilmistir. 4. giinde
KB+a-MSH grubunun NGF+ immunoreaktivitesi KB grubuna gore, KB+a-MSH grubunun
NGF+ immunoreaktivitesinin ise kontrol grubuna gore artma egiliminde oldugu belirlenmistir.
21. giinde KB grubunun NGF+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore diisme egilimde
oldugu saptanmustir. 21. giinde KB+a-MSH grubunun NGF+ immunoreaktivitesi, KB grubuna
gore degisim gostermemistir. 21. giinde KB+a-MSH grubunun NGF+ immunoreaktivitesinin

ise kontrol grubuna goére azalma egiliminde oldugu saptanmistir (Sekil 4-16, Sekil 4-17).
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Sekil 4-16: SVZ - NGF+ H-skoru grafigi.
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Sekil 4-17: SVZ - NGF+ immunohistokimya goriintiisii.
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SVZ’de 4. giinde BDNF+ immunoreaktivitesi KB grubunda kontrol grubuna gore
diisme egilimi gostermistir. 4. giinde KB+a-MSH grubunun BDNF+ immunoreaktivitesi KB
grubuna gore, KB+a-MSH grubunun BDNF+ immunoreaktivitesi ise kontrol grubuna goére

artma egilimi gostermistir. 21. giinde gruplar arasinda degisimin olmadig1 belirlenmistir (Sekil
4-18, Sekil 4-19).
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Sekil 4-18: SVZ - BDNF+ H-skoru grafigi.
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21. Gun

Sekil 4-19: SVZ - BDNF+ immunohistokimya goriintiisii.
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Olfaktor bulbusta olgunlagsmamis noron gostergesi olarak DCX+ immunoreaktivitesi
incelenmistir. 4. giinde KB grubunun DCX+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna goére artis
egilimi gosterdigi belirlenmistir. 4. giinde KB+a-MSH grubunun DCX+ immunoreaktivitesinin
KB grubuna gore, KB+a-MSH grubunun DCX+ immunoreaktivitesinin ise kontrol grubuna
gore diisme egiliminde oldugu saptanmistir. 21. giinde de ilgili gruplar arasinda benzer

degisimler tespit edilmistir. (Sekil 4-20, Sekil 4-21).
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Sekil 4-20: OB - DCX+ H-skoru grafigi.
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Sekil 4-21: OB - DCX+ immunofloresan goriintiisii.
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Olfaktor bulbusta olgun néron belirteci NeuN+ immunoreaktivitesi yiizdesel olarak
incelenmistir. 4. giinde KB grubunun NeuN+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna goére
yiiksek oldugu belirlenmistir (p < 0.001). KB+a-MSH grubunun NeuN+ immunoreaktivitesi
KB grubuna gore degisim  gostermemistir. KB+a-MSH  grubunun  NeuN+
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna goére arttigi saptanmistir (p < 0.001). 21. giinde KB
grubunun NeuN+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu belirlenmistir (p
<0.001). KB+a-MSH grubunun NeuN+ immunoreaktivitesinin KB grubuna gore diisiik oldugu
saptanmustir (p < 0.01). KB+a-MSH grubunun NeuN+ immunoreaktivitesinde, kontrol grubuna
gore fark bulunmamustir (Sekil 4-22, Sekil 4-23).
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Sekil 4-22: NeuN+ Hiicre grafigi.

*p <0.05, **p <0.01, ***p < 0.001 istatistiksel anlamhilik.
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o-MSH

Sekil 4-23: NeuN+ immunohistokimya goriintiisii.
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4.2. BIYOKIMYASAL BULGULAR

a-MSH konsantrasyonlar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda; 4. ve 21. giinlerde a-
MSH grubunda kontrol grubuna gore, KB+oa-MSH grubunda KB grubuna gore, KB+a-MSH
grubunda kontrol grubuna gore yiiksek degerler gosterdigi saptanmistir (4. giin; p < 0.01, p <
0.001, 21. giin; p < 0.01). (Sekil 4-24).
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Sekil 4-24: a-MSH serum konsantrasyon grafigi.

*p <0.05, **p <0.01, ***p < 0.001 istatistiksel anlamhilik.

4.3. KOKU TESTLERI BULGULARI

4.3.1. Gomiilii Gida Testi
Gomiili gida testi gruplar arasinda fark ve =zamansal degisim acisindan
degerlendirilmistir. Deneye baslanmadan 6nce yapilan TO testinde gruplar arasinda istatistiksel

fark bulunmamistir. Burun i¢i ¢inko siilfat/salin uygulamasindan sonra gomiilii gida testi

tekrarlanmigtir (T1).

T1 testinde; KB (4.giin) grubundaki siganlarin gdmiilii gidayr bulma siiresi, kontrol
(4.glin) grubundaki siganlara goére yiiksek bulunmustur (p < 0.01). KB+a-MSH (4.giin)

grubunun gomiilii gida testini tamamlama siiresi, KB (4.giin) grubuna gore degisiklik
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gostermemistir. KB+a-MSH (4.giin) grubundaki siganlar, kontrol (4.giin) grubundaki siganlara
gore daha uzun siirede gomiili gidaya ulasmistir (p < 0.05). KB (21.giin) grubunun gomiilii
gida testini tamamlama siiresinin kontrol (21.giin) grubuna gore yiiksek oldugu bulunmustur (p
< 0.001). KB+a-MSH (21.giin) grubundaki siganlarin gémiilii gidayr bulma siiresinin KB
(21.glin) grubundaki siganlara gore degisiklik gostermedigi belirlenmistir. KB+o-MSH
(21.glin) grubundaki sicanlarin gémiilii gidayr bulma siiresinin kontrol (21giin) grubuna gore

yiiksek oldugu saptanmistir (p < 0.01).

T2 testinde; KB (4.giin) grubunun goémiilii gida testini tamamlama siiresinin kontrol
(4.glin) grubuna gore yiiksek oldugu bulunmustur (p < 0.05). KB+a-MSH (4.giin) grubunun
goémiilii gida testini tamamlama siiresi KB (4.giin) grubuna gére azalma egilimi gostermistir.
KB+a-MSH (4.giin) grubundaki siganlarin goémiilii gidayr bulma siiresi, kontrol (4.giin)
grubundaki sicanlarin gémiilii giday1 bulma siirelerine yaklastigi, gruplar arasinda anlamli fark
tespit edilmemistir. KB (21.giin) grubundaki si¢anlarin gomiilii gidayr bulma siirelerinin
kontrol (21.giin) grubuna gore yiiksek oldugu ancak istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmedigi belirlenmistir. KB+a-MSH (21.giin) grubunun gémiilii gida testini tamamlama
stiresinin KB (21.giin) grubuna gore azalma egiliminde oldugu saptanmistir. KB+o-MSH
(21.gilin) grubundaki siganlarin gémiilii gidayr bulma siirelerinin, kontrol (21.giin) grubundaki

siganlara gore anlamli degisim gostermedigi belirlenmistir. (Sekil 4-25).
Gomiili gida testinde, grup i¢i zamansal degisim de incelenmistir.

KB (4.giin) grubunda; T1 testi, TO ve T2 testlerine gore istatistiksel olarak anlaml
derecede yiiksek oldugu bulunmustur (sirastyla; p <0.01 ve p <0.001).

KB+a-MSH (4.giin) grubunda; T1 testi, TO ve T2 testlerine gore anlamli derecede daha
yiiksek oldugu saptanmistir (p < 0.01).

KB (21.giin) grubunda; T1 testi, TO ve T2 testlerine gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek oldugu bulunmustur (sirastyla; p < 0.001 ve p < 0.05).

KB+a-MSH (21.giin) grubunda; T1 testi, TO ve T2 testlerine gore anlamli derecede daha
yiiksek oldugu saptanmustir (p < 0.01) (Sekil 4-26).
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Sekil 4-25: Gomiilii Gida Testi gruplar arasi degerlendirme.

*p <0.05, **p <0.01, ***p < 0.001 istatistiksel anlamhilik.
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Sekil 4-26: Gomiilii Gida Testi zamansal degisim.

**p < 0.01, ***p < 0.001 TO testine gore istatistiksel anlamhhk; *p < 0.5, *p < 0.01, ***p
<0.001 T1 testine gore istatistiksel anlamlihk.
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4.3.2. Koku Ayrim Testi
Koku ayrim testinde, Ayrim Testi Indeksi (tanidik koku — yabanc1 koku) / (tanidik koku
+ yabanci koku) * 100 formiilii ile hesaplanmistir. Koku ayrim testinde gruplar arasi1 fark

arastirilmistir.
TO testinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.

T1 testinde; KB (4.giin) grubunun Ayrim Testi Indeksi, kontrol (4.giin) grubuna gore
diisiik bulunmustur (p < 0.05). KB+a-MSH (4.giin) grubunun Ayrim Testi indeksi, KB (4.giin)
grubuna gore degisiklik bulunmamistir. KB+a-MSH (4.giin) grubunun Ayrim Testi Indeksi,
kontrol (4.giin) grubuna gore diisiik oldugu saptanmistir (p < 0.05). KB (21.giin) grubunun
Ayrim Testi Indeksi, kontrol (21.giin) grubuna gére diisiik oldugu belirlenmistir (p < 0.05).
KB+0a-MSH (21.giin) grubunun Ayrim Testi indeksi, KB (21.giin) grubuna gére degisiklik
gdzlenmemistir. KB+a-MSH (21.giin) grubunun Ayrim Testi indeksi, kontrol (21.giin) grubuna

gore anlaml derecede diisiik oldugu bulunmustur (p < 0.01).

T2 testinde; KB (4.giin) grubunun Ayrim Testi Indeksi, kontrol (4.giin) grubuna gére
diisiik oldugu belirlenmistir (p < 0.05). KB+a-MSH (4.giin) grubunun Ayrim Testi indeksi, KB
(4.giin) grubuna gore degisiklik saptanmamistir. KB+o-MSH (4.giin) grubunun Ayrim Testi
Indeksi, kontrol (4.giin) grubuna gére diisiik oldugu saptanmistir (p < 0.05). KB (21.giin)
grubunun Ayrim Testi Indeksi, kontrol (21.giin) grubuna gore diisme egilimde olmasina ragmen
anlamli fark bulunmanmstir. KB+o-MSH (21giin) grubunun Ayrim Testi Indeksi, KB (21.giin)
grubuna gore artis egilimi gostererek kontrol (21.giin) grubuna yaklagmistir. Ayrica KB+a-
MSH (21.giin) grubunun Ayrim Testi Indeksi, KB+a-MSH (4.giin) grubuna gore istatistiksel
olarak yiiksek oldugu bulunmustur (p < 0.05) (Sekil 4-27).

Koku ayrim testinde grup i¢i zamansal degisim de incelenmistir.

KB (4.giin) grubunda; TO ile T1 ve TO ile T2 testleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (p < 0.001).

KB+a-MSH (4.giin) grubunda; TO ile T1 ve TO ile T2 testleri arasinda anlaml1 derecede
fark saptanmigtir (p < 0.001).
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KB (21.giin) grubunda; TO ile T1 ve T1 ile T2 testleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (sirasiyla; p < 0.001 ve p < 0.05).

KB+0-MSH (21.giin) grubunda; TO ile T1 ve T1 ile T2 testleri arasinda anlamli
derecede fark saptanmustir (p < 0.001) (Sekil 4-28).

Hl Kontrol (4.9)
’ = :
Koku Ayrim Testi KB (4.9)
5 B o-MSH (4.9)

1 KB+a-MSH (4.9)
Ea Kontrol (21.g)
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Sekil 4-27: Koku Ayrim Testi gruplar arasi degerlendirme.

*p < 0.05, **p < 0.01 istatistiksel anlamhlik; 9p < 0.05 T2 testinde KB+a-MSH (4. g)
grubuna gore anlamhhk.
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@ Kontrol (4.9)
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_E + O Kontrol (21.9)
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Zamansal Degisim

Sekil 4-28: Koku Ayrim Testi zamansal degisim.

***p < 0.001 TO testine gore istatistiksel anlamhilik; “p < 0.5, "p <0.001 T1 testine gore
istatistiksel anlamhlik.
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5. TARTISMA

Koku Bozuklugunda a-MSH Tedavisinin Olfaktor Epiteldeki Etkilerinin Arastirilmasi

Arastirmamizda koku bozuklugu modeli olusturmak amaciyla siganlara burun igi
uyguladigimiz ¢inko siilfat, irritan bir maddedir ve OE’ye hasar vermektedir [110].
Calismamizda OE hasarim1 gosterebilmek amaciyla siganlarda OE kalinhigr ol¢iilmiistiir.
Calisgmamizda 4. giinde KB grubunun OE kalinliginin, kontrol grubuna goére anlamli olarak
diisiik oldugu belirlenmistir. Bu bulgu ¢inko siilfat uygulanan grupta OE hasarinin meydana
geldigini gostermektedir. 4. giinde KB ve KB+a-MSH gruplari arasinda OE kalinlig
bakimindan fark goriilmemistir. OE hasarina bagli olarak azalan OE kalinliginin normale
donmesinin uzun zaman aldigmi gosteren calismalar bulunmaktadir [111,112].
Arastirmamizda da 21. giinde KB grubunun OE kalinligi, kontrol grubuna goére diisiik
bulunmustur. 21. giinde koku bozuklugu olusturulan grubun OE kalinliginin 4. giine gore artis
egiliminde oldugu belirlenmistir. Diger taraftan koku bozuklugu olusturulan sicanlara 21 giin
siireyle a-MSH uygulamas1 OE kalinliginda KB grubuna gore artis egilimi olusturmustur. 21.
ginde KB+o-MSH grubunun OE kalinliginin 4. giindeki KB+a-MSH grubunun OE
kalinligindan daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu bulgular OE hasarina bagli azalan OE
kalinliginda, zamana bagli iyilesme olabilecegini diisiindiirdiigii gibi, 21 giinlik a-MSH
tedavisinin OE hasarinda iyilestirici etkisinin oldugunu, OE hasarindaki iyilestirici etkisinin 4.
giinden sonra baslayabilecegini diistindliirmektedir. OE’deki GBC ve HBC kok hiicrelerinin
proliferasyonu ile OE eski haline donebilmektedir [113]. Hasarin siirece baglh iyilesmesi ve
OE’deki kok hiicrelerinin proliferasyonu ile rejenerasyonun saglandigi bilinmektedir [114].
Periferik koku bozukluklarinda siklikla inflamasyon goziikmektedir. inflamasyon, sinir
yenilenmesini ve yeni sinir liretimini yavaslatarak koku bozukluklarimin iyilesmesinde engel
olusturabilmektedir. o-MSH’nin beynin hipokampus bolgesinde antiinflamatuar etkilerini
gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir [17,115]. Bu ¢alismalar a-MSH’nin koku duyusu
tizerinde olumlu etkiler gosterebilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak periferik koku
bozukluklarinda a-MSH’nin etkisinin arastirildigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Ayrica koku bozukluklarinda sinir ve epitel hasarina bagl olarak olfaktdr epitelde nérogenez
tetiklenmektedir. Beyinde a-MSH’nin nérogeneze etkisini inceleyen c¢alismalar bulunmasina
ragmen o-MSH’nin OE norogenezine etkisini aragtiran ¢aligmaya rastlanmamistir.

Bulgularimiz daha sonra agiklanacagi gibi, a-MSH nin antiinflamatuar 6zelliklerinin yani sira
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norogenezde rol alan OE kok hiicrelerinde de olumlu etkiler sergileyebilecegini gostermistir.
Boylece a-MSH antiinflamatuar 6zelligi ile OE’deki hasar1 azaltarak ve/veya dogrudan

norogenezi artirarak OE kalinliginda artisa neden olabilecegi diisiintilebilir.

Arastirmamizda OE’de GBC kok hiicre belirteci olarak ASCL1 antikoru kullanilmastir.
GBC’ler de, HBC’ler gibi OE’de bulunan kok hiicrelerdir ve OE hiicrelerinin yenilenmesinde
gorev almaktadir [116]. Calismamizda 4. giinde KB grubunun ASCL1+ immunoreaktivitesinin,
kontrol grubuna gore yliksek oldugu saptanmistir. Bu bulgu hasardan sonra ilk 4 giin i¢inde kok
hiicre sayisinin arttigini gostermektedir. Schwob ve dig. (2020), OE hasarindan sonra iki giin
icinde OE’deki kok hiicre proliferasyonunda artig oldugunu bildirmislerdir [117]. Daha once de
ifade edildigi gibi, ¢alismamizda 4. giinde KB grubunda OE hasarina bagli olarak OE
kalinliginda anlamli azalma saptanmistir. Bulgularimiz KB grubunda kok hiicre sayisindaki
artisin, OE hasarina yanit olarak gelistigine isaret etmektedir. Koku bozuklugu olusturulan
siganlara o-MSH uygulanmasi (KB+a-MSH grubu), kok hiicre sayisinda degisim

olusturmamuistir.

21. glinde KB grubunun ASCLI1+ immunoreaktivitesinin, kontrol grubuna gore yiiksek
oldugu belirlenmistir. Bu bulgu, koku bozuklugunun 21. giinlinde de kok hiicre
proliferasyonunun devam ettigini gostermektedir. OE kalinligimin 21. giinde kontrol
seviyelerine gelmemis olmasi da rejenerasyonun devam ettigini diisiindiirmektedir. Literatiirde
de 21. giinde kok hiicre proliferasyonunun ve rejenerasyonun devam ettigini gosteren
calismalar mevcuttur [118]. Koku bozuklugu olusturulan siganlara 21 giin siireyle a-MSH
tedavi uygulanmasi, KB grubuna gére ASCL1+ immunoreaktivitesinde anlamli olmasa da artis
egilimi olusturmustur. KB+o-MSH grubunun kontrol grubu ile karsilastirilmasinda ise
ASCLI1+ immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu
saptanmistir. Bu bulgu o-MSH’nin OE’de kok hiicre proliferasyonunu destekledigini
gostermektedir. Diger taraftan saglikli sicanlara a-MSH uygulamas: kontrol grubuna gore
ASCL1+ immunoreaktivitesinde anlamli degisime neden olmamistir. Bu bulgular a-MSH nin
OE’de fizyolojik kosullarda etkili olmadigini, hasar durumunda etkili olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Beyindeki inflamasyonun hipokampus nérogenezini inhibe ettigi
bildirilmistir [119]. Zhang ve dig. (2020) a-MSH’nin SVZ’de inflamasyonu azaltarak kok
hiicre artisina neden oldugunu ileri siirmiislerdir [120]. Bulgularimiz a-MSH’nin OE’de de
inflamasyonu azaltarak kok hiicre artigina neden olabilecegini ve bu olumlu etkisinin 21 giinliik

tedavide ortaya cikabilecegini diigiindiirmektedir. Calismamiz en son yapilan giincel literatiir
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taramalarimiza gore, koku bozuklugunda o-MSH’nin OE noérogenezinde etkili oldugunu

gosteren ilk calismadir.

Calismamizda OE’de  olgunlasmamis ndron  belirteci  olarak  GAP-43
immunoreaktivitesi incelenmistir. Olgunlasmamis noronlar, GBC ve HBC hiicrelerinin
cogalmasiyla meydana gelen ve heniiz fonksiyonel ndéron haline gelmemis hiicrelerdir.
Arastirmamizda OE de, 4.glinde KB grubunun GAP-43 immunoreaktivitesi kontrol grubuna
gore yliksek bulunmustur. Bu bulgu, OE hasarinin olgunlasmamis néron sayisini artirdigini
gostermektedir. Bu artis KB grubunda hasara bagli olarak ¢ogalan kok hiicre sayisi ile iligkili
bulunmustur. Nitekim OE hasarindan sonra kok hiicre proliferasyonunun arttigi ve kok
hiicrelerinin 4 giin iginde olgunlagsmamis ndronlara dontistiigii belirtilmistir [50]. 4. giinde
KB+a-MSH grubunun GAP-43+ immunoreaktivitesinin KB grubuna gore ¢ok az bir artis

egilimi gosterdigi saptanmustir.

21. giinde KB grubunun GAP-43+ immunoreaktivitesinin kontrol grubundan yiiksek
oldugu belirlenmistir. Bu artis da KB grubunda 21. giinde hasarin devam etmesine bagli olarak
cogalan kok hiicre sayist ile iligkili bulunmustur. KB+a-MSH grubunun GAP-43+
immunoreaktivitesinin KB grubuna gore yiikselme egiliminin 4. giine gore daha belirgin oldugu
saptanmistir. KB+a-MSH grubunun kontrol grubu ile karsilastirilmasinda ise GAP-43+
immunoreaktivitesinin kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu
bulgu a-MSH’nin OE’de kok hiicre proliferasyonununa ve/veya kok hiicrelerinin
olgunlagmamis néronlara doniisiimiine etkisiyle iligkili olabilir. a-MSH nin nérogeneze etkisi
kok hiicrelerdeki proliferatif etkisi ile dogrudan ve/veya antiinflamatuar etkileriyle dolayli

olarak gerceklesebilir. Konuya agiklik getirebilecek ileri calismalara ihtiyag vardir.

OE’deki olgun noéronlart inceleyebilmek amaciyla OMP antikoru kullanilmistir.
OE’deki olgun noronlar, koku duyusunun algilanip beyne iletildigi fonksiyonel néronlardir. 4.
giinde KB grubunun OMP+ immunoreaktivitesi kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik
bulunmustur. Cinko siilfat OE hasar1 olustururken olgun ndronlara da zarar vermektedir. OE ve
olgun noron hasar1 kok hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir. Hasardan sonraki 4. giinde
kok hiicre ve olgunlasmamis noronlar artis gosterirken olgun noéronlar heniiz
farklilagsmamislardir. OE hasarindan bir hafta sonra olgunlagmamis néronlarin OMP eksprese
eden olgun néronlara doniistiikleri bildirilmistir [113]. Bu nedenle KB grubunda 4. giinde, OE

hasarindan sonra olgun noron seviyelerinde azalma beklenen bir bulgudur. Calismamizda 4.
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ginde KB+o-MSH grubunun OMP+ immunoreaktivitesi, KB grubuna gore artig egilimi
gostermistir. Bulgularimiz koku bozuklugu olusturulan siganlarda 4 giinliikk a-MSH tedavisinin
olgun ndronlarin zarar gérmesini kismen de olsa engelledigini diisiindiirmektedir. a-MSH’nin
beyinde antiinflamatuar ve noroprotektif 6zellikleri ile noéron sag kalimini artirdigini gésteren
caligmalar bulunmaktadir [19,121]. a-MSH tedavisi alan grupta artis egiliminin anlamli
olmamasi1 oa-MSH’nin sistemik yolla uygulanmasindan kaynaklanabilir. Bu durumda koku
kaybmin bagladigi andan itibaren burun i¢i uygulanan a-MSH’nin koku bozuklugunun

giderilmesinde 6nemli bir strateji olabilecegini diisiinebiliriz.

Aragtirmamizda 21. giinde de KB grubunun OMP+ immunoreaktivitesi kontrol grubuna
gore diisiik bulunmustur. Bu bulgu koku bozuklugunun 21. giiniinde olgun noron sayisinin
normale donmedigini gostermektedir. Literatlirde koku bozuklugu iyilesmesinde olgun néron
tiretiminin ve OE rejenerasyonunun uzun siire devam ettigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur
[118,122]. Bulgularimiz da benzer sekilde OE hasarindan sonra olgun néron sayisinin normale
donmesi i¢in 21 giinden daha fazla siireye ihtiya¢ duyulabilecegini diisiindiirmektedir. Koku
bozuklugu olan siganlara a-MSH uygulanmasi1 KB grubuna gore olgun noron sayisinda artis
egilimi olusturmus ve olgun néron sayisini kontrol grubu degerlerine yaklastirmistir. Bu bulgu
koku bozuklugu durumunda a-MSH’nin OE ndrogenezinde ve rejenerasyonunda rol aldigini
disiindiirmektedir. 21. giinde KB+a-MSH grubunda OE’deki kok hiicre ve olgunlasmamis
noron sayisiin da kontrol grubundan daha yiiksek olmasi bu diisiincemizi desteklemektedir.
[laveten 4. ve 21. giinlerde KB+0-MSH gruplarinda olgun néron sayisinin KB gruplarma gére
artis egilimlerinin, siganlarin koku alma davranislarina da yansidigi belirlenmistir. KB+oa-MSH
grubundaki sicanlarin KB grubundaki sicanlara gore gomiilii gida testini daha kisa siirede
tamamladiklar1 tespit edilmistir. 21. giindeki histolojik ve koku alma davranisi bulgularimiz a-
MSH nin koku bozuklugunun giderilmesinde 6nemli rol oynadigini ileri stirmektedir. a-MSH,

olgun noéron olusumunda ve olgun néronlarin fonksiyonel hale gelmesinde etkili olabilir.

IL10, inflamasyonun baskilanmasinda gorevli antiinflamatuar bir sitokindir.
Calismamizda koku bozuklugu olusturulan grubun OE’sinde hem 4. giinde hem de 21. giinde
IL-10+ immunoreaktivitesinde artis egilimi gozlenmistir. Bu bulgu OE’de ¢inko siilfatin
olusturdugu hasara bagli inflamasyonun etkisiyle ortaya ¢ikabilir. IL-10 diizeyinin
inflamasyona bagl artis gosterdigini bildiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir [123,124].
Hosein ve Henkin (2022) koku duyusu bozulan hastalarin olfaktor mukozalarinda IL-10
seviyelerinin kontrol grubuna gore arttigini bildirmislerdir [125]. 21. giinde KB+a-MSH
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grubundaki IL-10 ekspresyonunun KB grubuna gore artma egilimde oldugu, 4. giinde ise boyle
bir degisim gostermedigi saptanmistir. 21. ginde KB+oa-MSH grubunun [IL-10+
immunoreaktivitesinin kontrol grubundan yiiksek oldugu belirlenmistir. Bulgularimiz o-
MSH’nin OE’de IL-10 ekspresyonunu artirabilecegini ancak bu etkisini 4. giinden sonra
gerceklestirebilecegini diisiindiirmiistiir. o-MSH’nin, makrofaj, kerotinosit ve astrosit gibi
bircok hiicrede IL-10 sentezini artirdigini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir [24,126,127].
Calismamiz a-MSH’nin, IL-10’u artiric1 etkisiyle OE hasarina bagl gelisen inflamasyonu
azaltabilecegini distindiirmektedir. Boylece 21 giinlik a-MSH tedavisi koku bozuklugunda
OE'de norogenezin tesvik edilmesine zemin hazirlayabilir. Zira Kiyota ve dig. (2012)
Alzheimer modelinde, adenoviriis iliskili IL-10 ekspresyon artisinin inflamasyonu azaltarak
hipokampusta norogenezi tetikledigini gostermislerdir [128]. 21. giinde KB+a-MSH
grubundaki OE kalinlig1, kok hiicre sayisi, olgunlagsmamis ve olgun ndron sayisindaki artiglar

a-MSH’nin IL-10 seviyesini artirarak antiinflamatuar etki géstermesinden kaynaklanabilir.

Norogenezde iiretilen noronlarin farklilagsmasi, olgunlagsmasi ve sag kalimi i¢in biiyiime
faktorlerine ihtiyaglari vardir [129]. Bu nedenle aragtirmamizda néron biiyiime faktorlerinden
NGF ve BDNF immunoreaktiviteleri incelenmistir. Calismamizda 4. giinde KB grubundaki
sicanlarin OE’de NGF ekspresyonunun kontrol grubundaki sigcanlara gore anlamli olarak
yiiksek oldugu saptanmistir. Bu bulgu koku bozuklugu olusturmak i¢in kullandigimiz ¢inko
silfatin toksik etkisinden kaynaklanabilir. Zira norotoksik maddelerin neden oldugu
inflamasyonun, ndroproteksiyonu tetikleyebilecegi ileri siiriilmektedir [130]. Diger taraftan
insan ve hayvan ¢alismalarinda da inflamasyonlu dokularda NGF sentezinde artisin olabilecegi
ileri stiriilmiistiir [131]. Calismalarda NGF artisinin hastaligin seyri ve aktivitesiyle iligkili
olabilecegi belirtilmistir. Calismamizda da 4. giinde KB grubunda NGF’nin anlaml ytiksek
degerler gostermesi ¢inko siilfatin olusturdugu hasarin derecesi ile iliskili olabilir. Calismalar
IL-1B, TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve histaminin NGF ekspresyonunu
artirdigin1 gostermislerdir [132]. Calismamizda 21. giinde KB grubunun NGF degerlerinin
kontrol grubuna gore artis gostermedigi belirlenmistir. 21. giinde KB grubunun NGF+
immunoreaktivitesinin 4. glindeki KB grubuna gére anlamli sekilde diisiik oldugu saptanmustir.
Bu bulgu inflamasyonun ilerleyen gilinlerde zamana bagli azalmasindan kaynaklanabilir. 4.
giinde koku bozuklugu olusturulan sicanlara a-MSH uygulamasi, KB grubuna goére NGF
ekspresyonunda anlamli azalmaya neden olmustur. OE’de OSN aksonlarini saran OEC’lerden

de NGF ve BDNF’nin salgilandig1 gdsterilmistir. In vitro bir ¢aligmada o-MSH’nin OSN
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aksonlarini saran OEC’lerden MCRI1 reseptorii araciligryla NGF ve BDNF salinimini artirdigi
gosterilmistir  [21]. Ancak caligmamizda 4 giin sireyle o-MSH uygulamast NGF
ekspresyonunda anlamli azalmaya, 21 giin siireyle uygulanmasi ise azalma egilimine neden
olmustur. Bulgularimiz 4. ve 21. giinlerdeki NGF ekspresyon degisikliklerinden a-MSH’nin
etkili olmadigim diisiindiirmektedir. 4. giinde KB+o-MSH grubunda KB grubuna gére NGF
ekspresyonundaki anlamli azalma gOstermesi o-MSH’nin antiinflamatuar etkisini
diisiindiirdiiyse de, a-MSH 4. giinden sonraki zaman diliminde, IL-10 ekspresyonunda artig
olusturmasi ve bu zaman diliminde OE'deki olumlu etkiler sergilemesi bu diisiinceden
uzaklasmamiza neden olmustur. Nedenini agiklayamadigimiz bu durumu inceleyen ileri

caligsmalara ihtiya¢ vardir.

Calismamizda OE’de BDNF+ immunoreaktivitesinin hem 4. giinde hem de 21. giinde
gruplar arasinda degisim gostermedigi belirlenmistir. Bununla birlikte 21. giinde BDNF
immunoreaktivitesinin KB grubunda kontrol grubuna goére yiikselme egiliminde oldugu
saptanmistir. Uruganase ve dig. (2012) metimazol ile koku bozuklugu olusturulan sicanlarda
OE’deki BDNF ekspresyonunu élgmiislerdir [15]. Ilgili calismada koku bozuklugunda 7. giine
kadar BDNF ekspresyonunun arttig1, 7. giinden sonra ise azaldigi belirtilmistir. Jo ve dig.
(2015) yaptig1 bir diger c¢alismada da koku bozuklugundan iki hafta sonra BDNF
ekspresyonunun arttigi saptanmistir [133]. Bu bilgiler kapsaminda, koku bozuklugunda BDNF
ekspresyonuyla ilgili kesin bir zaman dilimi olmadigi anlasilmistir. Calismamizda koku
bozuklugu grubunda NGF  immunoreaktivitesinin 4. giinde artti§i, BDNF
immunoreaktivitesinin ise 21. glinde artis egiliminde oldugu belirlenmistir. Calismamizda hem
4 giin hem de 21 giin slireyle a-MSH uygulamasinin BDNF ekspresyonunda artis eg8ilimi
olusturmamistir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi Teare ve dig. (2003) invitro bir ¢alismada a-
MSH’nin OSN aksonlarin1 saran OEC’lerden MCRI1 reseptorii araciligiyla BDNF salinimint
artirdigin1 bildirmiglerdir [21]. Ramirez ve dig. (2015) de MCR4 aktivasyonunun sigan
astrositlerinde ve hipotalamusunda BDNF ekspresyonunu artirdigini ileri siirmiislerdir [134].
Ancak bulgularimiz koku bozuklugunda a-MSH’nin koruyucu etkisinde NGF ve BDNF nin rol

almadigim diigiindiirmektedir.
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Koku Bozuklugunda a-MSH Tedavisinin Subventrikiiler Bolge ve Olfaktor Bulbustaki

Etkilerinin Arastirilmasi

Calismamizda, ¢inko siilfat uygulamasi ile periferik koku bozuklugu olusturulan
siganlarda, periferik koku bozuklugunun SVZ’deki nérogenezi etkileyip etkilemedigi
arastirilmistir. SVZ’deki norogenezi tanimlamak i¢in kok hiicre gostergesi Nestin ile ara
progenitor hiicre belirteci ASCL1 ¢ift boyama ile isaretlenmistir. KB grubundaki siganlarin
SVZ’sinde Nestin/ASCL1+ immunoreaktivitesinde hem 4. giinde hem de 21. glinde kontrol
grubuna gore artis egilimi gozlenmistir. Calismamizda KB grubundaki siganlarin SVZ’sinde
kok hiicre ve ara progenitor hiicrelerin artma egiliminde olmasi, periferik koku bozuklugunun
SVZ’de norogenezi tetikledigini diisiindiirmektedir. Literatiirde, periferik koku bozuklugunda
SVZ’deki noérogenezi etkileyen farkli sonucglar bulunmaktadir. Cinko siilfat ile OE hasari
olusturulan deney hayvanlarinda SVZ’de nérogenezin azaldig: bildirilmistir [135]. Ayn1 koku
alma bozuklugu modelini kullanan bagka calismalarda ise SVZ’de norogenezin arttig1
gosterilmistir [122,136]. Baska bir calismada ise periferik koku bozuklugu olusturulan
knockout farelerde SVZ’de nérogenezin etkilenmedigi gosterilmistir [51]. Wang ve dig. (2015)
periferik koku bozuklugunda SVZ’de norogenez indiiksiyonunun duysal girdilerin azalmasina
bagli olabilecegini ileri slirmislerdir [122]. Arastirmamizda da SVZ’de nérogenezin
indiiklenmesinin duysal girdilerin azalmasina bagli olabilecegini gosteren bulgular
saptanmistir. OE’de hem 4. glinde hem de 21. giinde, koku duyusunun algilanip beyne
iletilmesinden sorumlu olgun ndron sayisinin, KB grubunda kontrol grubuna gore diisiik oldugu
gozlenmistir. Ayrica ¢galigmamizin bir diger bulgusu olan gdmiilii gida testinde koku bozuklugu
olusturulan gruplarin kokuyu tespit etme siirelerinin kontrol grubuna gore fazla oldugu
saptanmistir. Koku bilgisinin iletilmesinde gorevli duysal olfaktor néronlarin azalmasi ve
gomiilii gida testinin uzun siirmesi koku bozuklugu olusturulan gruplarda duysal girdinin
azaldigin1 gostermektedir. Boylece SVZ’de duysal girdinin azalmasina bagl olarak, koku
bozuklugu olusturulan gruplarda kontrol gruplarina gore norogenez indiiklenebilir.
Aragtirmamizda hem 4. hem de 21. giinlerde KB+a-MSH gruplarinda, KB gruplarina gore SVZ
norogenezinde artig egilimi oldugu saptanmistir. o-MSH’nin duysal girdilerdeki olumlu
etkisine ragmen KB+a-MSH gruplarinda SVZ nérogenezinde artis egiliminin olmasi a-
MSH’nin dogrudan SVZ’deki nérogenezi etkileyebilecegini diislindiirmiistiir. SVZ'deki NGF
ve BDNF ile ilgili histolojik bulgularimiz, periferik koku bozuklugunda tetiklenen SVZ
norogenezinde NGF ve BDNF’nin etkili olmadigim1 gostermektedir. Calismamizda KB
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grubundaki si¢anlarin SVZ'sinde NGF ve BDNF ekspresyonunun kontrol grubuna gore artis
gostermedigi belirlenmistir. Bu bulgu koku bozuklugunda SVZ'deki ndrogenez artiginin
(Nestin/ASCL1 immunoreaktivitesindeki artisin) NGF ve BDNF'den kaynaklanmadigini ileri
siirmektedir. Koku bozuklugu olusturulan siganlara 4 giinliik a-MSH tedavi uygulamasi, KB
grubuna gore hem NGF hem de BDNF ekspresyonunda artis egilimi olustururken, 21. giinde
bu artis egiliminin devam etmedigi saptanmistir. Bulgularimiz 4 giinlik a-MSH tedavisinin,
NGF ve BDNF artis1 ile SVZ nérogenezini destekledigini, ilerleyen giinlerde a-MSH’nin SVZ
norogenezindeki olumlu etkilerinin NGF ve BDNF'den bagimsiz gerceklesebilecegini
disiindiirmektedir. Calismamiz koku bozuklugunda a-MSH’nin hem OE’deki hem de
SVZ’deki kok hiicrelerin proliferasyonu etkileyerek norogenezi artirabilecegine isaret

etmektedir.

SVZ’de norogenez ile iiretilen olgunlasmamis ndronlar (ndroblastlar), RMS boyunca
go¢ ederek OB’ye ulagsmaktadir [137]. Calismamizda OB’de, 4. ve 21. giinde KB grubundaki
olgunlasmamis ndron belirteci DCX+ immunoreaktivitesi kontrol grubuna gore artma egilimi
gostermistir. KB grubunun 4. ve 21. giinlerde OB’deki olgunlagsmamis ndron artis egilimi, 4.
ve 21. giinlerde artis egilimi gdsteren SVZ norogenezinden kaynaklanabilir. Zira SVZ’de
norogenez ile olusan yeni noroblastlar gog ederek OB’ye ulagsmaktadir. Noroblastlarin SVZ’den
OB’ye goclinii etkileyebilecek NGF ve BDNF gibi ¢esitli faktorlerden s6z edilmektedir. Ancak
daha 6nce de belirtildigi gibi, bulgularimiz koku bozuklugunda SVZ'deki nérogenez artisinin,
NGF ve BDNF'den kaynaklanmadigini ileri stirmektedir. Bu durumda ndroblastlarin SVZ’den
OB’ye gociinde NGF ve BDNF’nin etkili olmadigimi diisiinebiliriz. KB+a-MSH grubunda
OB'deki olgunlagmamis noron sayist 4. ve 21. giinlerde KB gruplarina gore diigme egilimi
gostermistir. 4 ve 21 giin siireyle a-MSH tedavisi SVZ’de kok hiicre sayisinda artig egilimi
gosterirken OB’deki olgunlasmamis noéron sayisinin azalma egilimi gostermesi ilging
bulunmustur. Bulgularimiz a-MSH nin RMS’de etkili olmadigini diislindiirmektedir. Konu ile

ilgili ileri arastirmalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir.

OB’ye goc¢ eden noroblastlar bu bolgede olgun ara néronlara doniismektedir. OB’deki
olgun ara noronlar koku duyusunun ayirt edilmesinde rol oynayan hiicrelerdir [138].
Arastirmamizda OB’deki olgun nodron gostergesi olarak NeuN+ immunoreaktivitesi
incelenmistir. 4. ve 21. giinlerde KB gruplarinin NeuN+ immunoreaktivitesi kontrol gruplarina
gore anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. Bu bulgu KB grubunda, SVZ’deki kok hiicre ve

OB’deki noroblast sayisindaki artig egiliminden kaynaklanabilir. Periferik koku bozuklugunda
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duysal girdilerin azalmasina bagli olarak SVZ’de nérogenezin tetiklendigi ileri siiriilmiistiir. Bu
durumda SVZ’de indiiklenen ndrogenez kok hiicre ve ara progenitor hiicre artigina neden olarak
OB’ye gbo¢ eden noroblast saymnda artisa neden olabilir. Nitekim caligmamizda da koku
bozuklugunda SVZ’de kdk hiicre ve ara progenitor hiicre sayisinda artis egilimi gézlenmistir.
Calismamizda KB grubunda kontrol grubuna gore, OB’de 4. giinde olgun néron sayisinda artig
saptanmasi ilging bulunmustur. Zira SVZ’de noérogenezin indiiklenmesi ve OB’ye go¢ eden
noroblastlarin olgunlagmasinin periferik koku bozuklugu olusturulduktan sonra 7-14 giin i¢inde
gerceklestigi ileri stiriilmistiir [117]. Farkli bir ¢alismada ise 7. giinde OB’de artan olgun
noronlarin SVZ noérogenezinden kaynaklanmadigi, daha once SVZ’den OB’ye gegen
noroblastlarin olgunlagsma siirecindeki sag kalimla iliskili olabilecegi bildirilmistir [122].
Caligmamizda da KB grubunda 4.giinde OB’de olgun noron sayisindaki artisin SVZ’deki
norogenezden kaynaklanmadig: diigiiniilmiistiir. Periferik koku bozuklugunda duysal girdilerin
azalmasi bir yandan SVZ’de norogenezi ve OB’ye gogii stimiile ederken, diger taraftan OB’ye
etki ederek daha once gog¢ etmis noroblastlarin ve olgun ndronlarin apoptozunu engelleyerek
olgun noron sag kaliminda artis olusturabilir. OB’de 21. giinde KB grubunda kontrol grubuna
gore olgun ndron sayisindaki artiy, SVZ’deki noérogenez ve OB’deki sag kalimdan
kaynaklanabilir. Bu bulgu koku ayrim testi ile uyumlu bulunmus, 21. giinde, KB grubunun koku
ayirt edebilme indeksinin kontrol grubuna yaklastigi saptanmistir. Konuya agiklik getirebilmek

icin ileri caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Calismamizda 4. giinde KB+o-MSH grubundaki olgun néron sayisinin KB grubuna
gore hafif artis egilimi gosterdigi, bu artis egilimi ile KB+a-MSH grubundaki olgun ndron
sayisinin kontrol grubundaki olgun ndron sayisin1 anlamli olarak astig1 belirlenmistir. 21. glinde
ise KB+a-MSH grubundaki olgun néron sayisinin KB grubuna gére anlamli azalma gosterdigi
saptanmustir. 4. glinde KB+a-MSH grubundaki olgun ndron sayisinin kontrol grubundaki olgun
noron sayisindan yiiksek bulunmasi, o-MSH nin antiapoptotik 6zelliginden kaynaklanabilir.
Nitekim o-MSH’nin hipotalamik ndronlarda ve astrositlerde Melanokortin 4 reseptorleri
aracilig1 ile apoptozu 6nledigi bildirilmistir [139]. Benzer etkiyi OB'deki olgun ndronlarda da
gosterebilir. 21. giinde KB+a-MSH grubunda olgun ndron sayisinin anlamli azalma gdstererek
kontrol degerlere ulasmasi, a-MSH’nin OE’deki olumlu etkilerinden kaynaklanabilir. o-
MSH’nin OE’deki olumlu etkilerine bagli duysal girdi artis1 daha 6nce ifade edilen etki ile
OB’deki noron sag kalimmi azaltabilir. KB+a-MSH grubunun koku ayrim testleri

incelendiginde, 4. giinde duysal girdinin azalmas1 koku ayirt etmeyi engellerken, 21. gilinde
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KB+a-MSH grubunda KB grubuna gore daha yiiksek koku ayrim indeksi bulunarak kontrol

grubuna yakin sonuglar saptanmistir.

GoOmiilii gida testi kemirgenlerde koku duyusunu 6lgmek icin sik¢a kullanilan bir testtir.
Arastirmamizda siganlara deneye baslamadan dnce (TO0), ¢inko siilfat/salin uyguladiktan sonra
(T1) ve otenazi yapilmadan once (T2) ili¢ kez gomiilii gida testi uygulanmigtir. Testler gruplar
arasinda fark ve zamansal degisim agisindan degerlendirilmistir. TO testinde gruplar arasinda
gomiilii giday1 bulma siiresinde fark goriilmemesi calismaya dahil edilen sicanlarin baslangigta
koku duyular arasinda fark olmadigimi gostermistir.T1 testinde; siganlarin yarisina burun igi
cinko stilfat uygulanirken diger yarisina burun i¢i salin uygulanmistir. Burun i¢i ¢inko stilfat
uygulanan siganlarin gémiilii gidayr bulma siiresi, burun i¢i salin uygulanan sicanlara gére daha
yiiksek bulunmugstur. Bu bulgu burun i¢i uygulanan ¢inko siilfatin, OE hasar1 olusturarak etkin
bir sekilde koku bozuklugu olusturdugunu gostermektedir. T1 testi uygulandiktan sonra
sicanlar; Kontrol (4.giin), KB (4.giin), o-MSH (4.giin), KB+a-MSH (4.giin), Kontrol (21.giin),
KB (21.giin), a-MSH (21.giin) ve KB+a-MSH (21.giin) gruplarina ayrilarak a-MSH/salin
uygulanmistir. Uygulamalardan 3 ve 20 giin sonra (6tenazilerden bir giin once) T2 testi
uygulanmistir. T2 testinde, KB gruplarinin gémiilii giday1 bulma siiresinin kontrol gruplarindan
daha yiiksek oldugu saptanmistir. 21. giinde koku bozuklugunda siireye bagl kismi diizelme
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar KB grubundaki histolojik bulgular1 destekler niteliktedir.
Literatlirde ¢inko siilfat ile koku bozuklugu modeli olusturulan siganlarin gémiilii gida testini
daha uzun siirede tamamladigini bildiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir [140]. Cinko siilfat
koku molekiillerinin algilandig1 olfaktér duyu néronlarini da igeren OE’yi hasarlamaktadir.
Olfaktor reseptorlere sahip olgun olfaktér duyu noronlarinin azalmasi, kokunun algilanmasi
icin daha yogun koku konsantrasyona ihtiya¢ duymaktadir. Koku esiginin yiikselmesi anlamina
gelen bu durumda, siganlarin gomiilii gidayr bulmasi i¢in daha fazla vakit harcamasi

gerekmektedir.

4. ve 21. giinlerdeki KB+a-MSH gruplarindaki siganlarin KB gruplarindaki sicanlara
gore daha kisa siirede gdmiilii gida testini tamamladiklar1 ve gomiilii giday1 bulma siirelerinin
kontrol gruplarindaki siganlara yaklastigi belirlenmistir. a-MSH uygulanan koku bozuklugu
grubunun histolojik bulgular1 4. giinde KB grubuna gore belirgin farklar olusturmamasina

ragmen gomiilii gida testinde daha iyi sonuglar almistir. KB+a-MSH grubunun kokuyu
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algilayan olfaktor reseptorlere sahip olgun ndron sayilariin KB grubuna gore artis egiliminde
olmasi KB+a-MSH grubunun gémiilii gida testini daha kisa siirede bitirmesinin nedeni olabilir.
21. giindeki KB+a-MSH grubunun OE kalinligi, kok hiicre, olgunlasmamis ve olgun ndron
immunoreaktiviteleri gibi histolojik bulgularinin KB grubuna gore daha olumlu oldugu
saptanmistir. Koku bozuklugunda 21 giinlik o-MSH tedavisi, KB grubuna gore OE

rejenerasyonuna paralel olarak koku testinde de daha iyi sonuglarin alinmasina yol agmustir.

Koku ayrim testi, siganlarin iki farkli kokuyu ayirt etme yetenegini 6lgmektedir. Koku
ayrim testinde, sicanlarin kendi kokularinin sindigi talas (tanidik koku) ile temiz kokan talasta
(tanidik olmayan koku) gecirdikleri siire Ol¢lilmiistiir. Testler gruplar arasindaki fark ve
zamansal degisime gore degerlendirilmistir. TO testinde gruplar arasinda fark goriilmemistir.
Bu sonug¢ gomiilii gida testinde oldugu gibi siganlarin baglangigtaki koku duyulari arasinda fark
olmadigint gostermektedir. T1 testinde; ¢inko siilfat uygulanan sicanlarin koku ayrim
indeksinin salin uygulanan si¢anlara gore daha diisiik oldugu saptanmistir. Calismalar ¢inko
stilfat uygulanan siganlarin kokuyu ayirt edemediklerini géstermektedir [141]. Periferik koku
bozuklugunun olusturulmas: duysal girdiyi azaltarak koku ayirt etmeyi zorlastirabilir. T2
testinde; 4. giinde KB grubunda kontrol grubuna gore koku ayirt etme indeksinin daha diistik
oldugu, KB+o-MSH grubunun koku ayirt etme indeksinde degisiklik olusturmadigi
belirlenmigtir. KB ve KB+a-MSH gruplarinin T1 ve T2 arasindaki zamansal degisimi
incelendiginde koku ayrim indeksinin 4. giinde az bir degisim gosterdigi belirlenmistir.
Bulgularimiz koku ayirt etme yeteneginin 4. giinde ¢ok az diizeldigini gdstermektedir. 21.
giinde KB grubunun siireye bagli olarak koku ayirt etme indeksi kontrol grubuna yaklastigi
tespit edilmistir. KB+o-MSH grubunun koku ayirt etme yeteneginin KB grubuna gore daha
yiksek oldugu belirlenmistir. Bu bulgu 21. giindeki KB+a-MSH grubunun histolojik

bulgularini desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak aragtirmamizda koku bozuklugu modeli olusturmak icin burun igi
uyguladigimiz ¢inko siilfat OE' de hasar olusturarak hem 4. giinde hem de 21. giinde OE
kalinliginda kontrol gruplarina gore anlamli azalmalar olusturmustur. 21. giinde koku
bozuklugu olusturulan grubun OE kalinlig1 4. giine gore artis egilimi géstermistir. Bu bulgu OE
hasarinda zamana bagli diizelmenin olabilecegini diistindiirmiistiir. 21 giinlik o-MSH

tedavisinin OE hasarinda iyilestirici etki gosterdigi belirlenmistir.

a-MSH'nin, OE'de 4. giinden sonraki herhangi bir zaman diliminde IL-10
ekspresyonunu artirarak antiinflamatuar etki gosterdigi saptanmistir. Bdylece a-MSH
antiinflamatuar 6zelligi ile OE’de kok hiicre, olgunlagsmamis noron ve olgun ndron artigina
neden olarak OE norogenezini olumlu etkileyebilir. a-MSH nin olumlu etkileri NGF ve BDNF’

den bagimsiz gelisebilir.

a-MSH’nin OE nodrogenezine etkisi direkt ve/veya antiinflamatuar etkileriyle dolayli

olarak gerceklesebilir.

a-MSH SVZ’deki norogenezi de etkileyebilir. a-MSH tedavisi ilk giinlerde NGF ve
BDNF artis1 ile SVZ norogenezini desteklerken, ilerleyen gilinlerde o-MSH’nin SVZ
norogenezindeki olumlu etkileri NGF ve BDNF'den bagimsiz gerceklesebilir.

KB+a-MSH grubunda OB'deki olgunlagsmamis noron sayisi 4. ve 21. giinlerde KB
gruplarina gore diisme egilimi gostermistir. a-MSH tedavisi SVZ’de kok hiicre sayisinda artig
egilimi gosterirken OB’deki olgunlasmamis néron sayisinda azalma egilimi gostermesi ilging

bulunmustur. Bulgularimiz a-MSH’nin RMS'de etkili olmadigini diisiindiirmektedir.

KB+o-MSH grubunda, 21. giinde OB'de olgun noron sayisinin KB grubuna gore
anlamli azalma gdsterdigi, bu azalma ile KB+a-MSH grubundaki olgun ndron sayisinin kontrol
degerlere ulastig1 saptanmistir. Bu bulgu ile a-MSH’nin OE’deki olumlu etkilerine bagl duysal

girdi artig1 ile OB’deki ndron sag kalimini azaltabilecegi diisliniilmiistiir.

Periferik koku bozuklugunda, a-MSH tedavisinin olumlu etkileri histolojik bulgular,

gomiilli gida testi ve koku ayrim testleri ile desteklenmistir.
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Periferik koku bozuklugunda o-MSH’nin OE ve SVZ nérogenezindeki etkilerini

arastiran ileri diizeyde ¢alismalara ihtiyag vardir.



71

KAYNAKLAR

[1] Stevenson, R.J., 2010, An Initial Evaluation of the Functions of Human Olfaction,
Chemical Senses, 35 (1), 3-20.

[2] Noback, C.R., Ruggiero, D.A., Strominger, N.L., and Demarest, R.J., 2005, The Human
Nervous System: Structure and Function, Springer Science & Business Media, .

[3] Van Regemorter, V., Hummel, T., Rosenzweig, F., Mouraux, A., Rombaux, P., and
Huart, C., 2020, Mechanisms Linking Olfactory Impairment and Risk of Mortality,
Frontiers in Neuroscience, 14.

[4] Pinto, J.M., Wroblewski, K.E., Kern, D.W., Schumm, L.P., and McClintock, M.K.,
2014, Olfactory Dysfunction Predicts 5-Year Mortality in Older Adults, PLoS ONE. 9
(10), e107541.

[5] Marin, C., Vilas, D., Langdon, C., Alobid, 1., Lopez-Chacon, M., Haehner, A., et al.,
2018, Olfactory Dysfunction in Neurodegenerative Diseases, Current Allergy and
Asthma Reports, 18 (8), 42.

[6] Chang, E.H., Adorjan, I., Mundim, M.V., Sun, B., Dizon, M.L.V., and Szele, F.G.,
2016, Traumatic Brain Injury Activation of the Adult Subventricular Zone Neurogenic
Niche, Frontiers in Neuroscience, 10.

[7] Athanassi, A., Dorado Doncel, R., Bath, K.G., and Mandairon, N., 2021, Relationship
between depression and olfactory sensory function: a review, Chemical Senses, 46
bjab044.

[8] Scangas, G.A. and Bleier, B.S., 2017, Anosmia: Differential Diagnosis, Evaluation, and
Management, American Journal of Rhinology & Allergy, 31 (1), e3—€7.

[9] Beites, C.L., Kawauchi, S., Crocker, C.E., and Calof, A.L., 2005, Identification and
molecular regulation of neural stem cells in the olfactory epithelium, Experimental Cell
Research, 306 (2), 309-316.

[10] Carter, L.A., MacDonald, J.L., and Roskams, A.J., 2004, Olfactory Horizontal Basal
Cells Demonstrate a Conserved Multipotent Progenitor Phenotype, Journal of
Neuroscience, 24 (25), 5670-5683

[11] Wu, A, Yu, B., and Komiyama, T., 2020, Plasticity in olfactory bulb circuits, Current
Opinion in Neurobiology, 64 17-23.

[12] Kim, J.,, Choi, Y., Ahn, M., Jung, K., and Shin, T., 2018, Olfactory Dysfunction in
Autoimmune Central Nervous System Neuroinflammation, Molecular Neurobiology, 55
(11), 8499-8508.

[13] Othman, B.A., Maulud, S.Q., Jalal, P.J., Abdulkareem, S.M., Ahmed, J.Q., Dhawan, M.,
et al., 2022, Olfactory dysfunction as a post-infectious symptom of SARS-CoV-2
infection, Annals of Medicine and Surgery, 75 103352.

[14] Shin, T., Kim, J., Ahn, M., and Moon, C., 2019, Olfactory Dysfunction in CNS
Neuroimmunological Disorders: a Review, Molecular Neurobiology, 56 (5), 3714-3721.

[15] Uranagase, A., Katsunuma, S., Doi, K., and Nibu, K.-1., 2012, BDNF expression in
olfactory bulb and epithelium during regeneration of olfactory epithelium, Neuroscience
Letters, 516 (1), 45-49.

[16] Yalcinkaya, E., Basaran, M.M., Erdem, H., Kocyigit, M., Altundag, A., and Hummel,
T., 2019, Olfactory dysfunction in spondyloarthritis, European Archives of Oto-Rhino-
Laryngology, 276 (4), 1241-1245.



72

[17] Flores-Bastias, O., Adriasola-Carrasco, A., and Karahanian, E., 2020, Activation of
Melanocortin-4 Receptor Inhibits Both Neuroinflammation Induced by Early Exposure
to Ethanol and Subsequent VVoluntary Alcohol Intake in Adulthood in Animal Models: Is
BDNF the Key Mediator?, Frontiers in Cellular Neuroscience, 14 5.

[18] Zheng, Y., McPherson, K., Reid, P., and Smith, P.F., 2015, The anti-inflammatory
selective melanocortin receptor subtype 4 agonist, RO27-3225, fails to prevent acoustic
trauma-induced tinnitus in rats, European Journal of Pharmacology, 761 206-210.

[19] Savos, A.V., Gee, J.M., Zierath, D., and Becker, K.J., 2011, a-MSH: A Potential
Neuroprotective and Immunomodulatory Agent for the Treatment of Stroke, Journal of
Cerebral Blood Flow & Metabolism, 31 (2), 606-613.

[20] Sultan, B., May, L.A., and Lane, A.P., 2011, The role of TNF-a in inflammatory
olfactory loss, The Laryngoscope, 121 (11), 2481-2486.

[21] Teare, K.A., Pearson, R.G., Shakeshe, K.M., and Haycock, J.W., 2003, a-MSH inhibits
infammatory signalling in olfactory ensheathing cells. 6.

[22] Zhou, Y., Duan, Q., and Yang, D., 2023, In vitro human cell-based models to study
airway remodeling in asthma, Biomedicine & Pharmacotherapy, 159 114218.

[23] Lee, S.-N., Ryu, J.-H., Joo, J.-H., Choi, Y.-H., Lee, H.-J., Kim, Y.-J., et al., 2011, a-
Melanocyte—Stimulating Hormone Inhibits Tumor Necrosis Factor o—Stimulated
MUCS5AC Expression in Human Nasal Epithelial Cells, American Journal of Respiratory
Cell and Molecular Biology, 44 (5), 716-724.

[24] Kleiner, S., Ridrich, U., Gehring, M., Loser, K., Eiz-Vesper, B., Noubissi Nzeteu, G.A.,
et al., 2021, Human basophils release the anti-inflammatory cytokine IL-10 following
stimulation with a-melanocyte—stimulating hormone, Journal of Allergy and Clinical
Immunology, 147 (4), 1521-1523.e3.

[25] Kleiner, S., Braunstahl, G.-J., Riidrich, U., Gehring, M., Eiz-Vesper, B., Luger, T.A., et
al., 2016, Regulation of melanocortin 1 receptor in allergic rhinitis in vitro and in vivo.
Clinical & Experimental Allergy, 46 (8), 1066-1074.

[26] Marin, C., Langdon, C., Alobid, 1., and Mullol, J., 2020, Olfactory Dysfunction in
Traumatic Brain Injury: the Role of Neurogenesis, Current Allergy and Asthma Reports,
20 (10), 55.

[27] Marin, C., Langdon, C., Alobid, I., Fuentes, M., Bonastre, M., and Mullol, J., 2019,
Recovery of Olfactory Function After Excitotoxic Lesion of the Olfactory Bulbs Is
Associated with Increases in Bulbar SIRT1 and SIRT4 Expressions, Molecular
Neurobiology, 56 (8), 5643-5653.

[28] Kohman, R.A. and Rhodes, J.S., 2013, Neurogenesis, inflammation and behavior,
Brain, Behavior, and Immunity, 27 22-32.

[29] Chen, H.-C., Ma, Y.-Z., Cao, J.-X., Zhang, Y.-S., Zhang, L., Gao, L.-P., et al., 2022,
Synergistic effects of hIAPP and Ap1-42 impaired the olfactory function associated with
the decline of adult neurogenesis in SVZ, Neuropeptides, 96 102268.

[30] Tepavcevié, V., Lazarini, F., Alfaro-Cervello, C., Kerninon, C., Yoshikawa, K., Garcia-
Verdugo, J.M., et al., 2011, Inflammation-induced subventricular zone dysfunction leads
to olfactory deficits in a targeted mouse model of multiple sclerosis, Journal of Clinical
Investigation, 121 (12), 4722-4734.

[31] Xiong, X.-Y., Liu, L., and Yang, Q.-W., 2016, Functions and mechanisms of
microglia/macrophages in neuroinflammation and neurogenesis after stroke, Progress in
Neurobiology, 142 23-44.

[32] Paul, A., Chaker, Z., and Doetsch, F., 2017, Hypothalamic regulation of regionally
distinct adult neural stem cells and neurogenesis, Science, 356 (6345), 1383-1386.



73

[33] Obernier, K. and Alvarez-Buylla, A., 2019, Neural stem cells: origin, heterogeneity and
regulation in the adult mammalian brain, Development, 146 (4), dev156059.

[34] Munger, S.D., Leinders-Zufall, T., and Zufall, F., 2009, Subsystem Organization of the
Mammalian Sense of Smell, Annual Review of Physiology, 71 (Volume 71, 2009), 115—
140.

[35] Monti-Bloch, L., Jennings-White, C., and Berliner, D.L., 1998, The Human
Vomeronasal System: A Review, Annals of the New York Academy of Sciences, 855 (1),
373-3809.

[36] Leinders-Zufall, T. and Ma, M., 2009, Olfactory Epithelium. in: L.R. Squire (Ed.),
Encyclopedia of Neuroscience, Academic Press, Oxfordpp. 113-118.

[37] Smith, T.D. and Bhatnagar, K.P., 2019, Chapter 2 - Anatomy of the olfactory system,
in: R.L. Doty (Ed.), Handbook of Clinical Neurology, Elsevier, pp. 17-28.

[38] Vilensky, J.A., 2014, The neglected cranial nerve: Nervus terminalis (cranial nerve N),
Clinical Anatomy, 27 (1), 46-53.

[39] Mackay-Sim, A. and Royet, J.-P., The Olfactory System,

[40] Dennis, J.C., Aono, S., Vodyanoy, V.J., and Morrison, E.E., 2015, Development,
Morphology, and Functional Anatomy of the Olfactory Epithelium, in: Handbook of
Olfaction and Gustation, John Wiley & Sons, Ltd, pp. 93-108.

[41] Pelosi, P., lovinella, 1., Felicioli, A., and Dani, F.R., 2014, Soluble proteins of chemical
communication: an overview across arthropods, Frontiers in Physiology, 5.

[42] Hanchate, N.K., Kondoh, K., Lu, Z., Kuang, D., Ye, X., Qiu, X., et al., 2015, Single-cell
transcriptomics reveals receptor transformations during olfactory neurogenesis, Science,
350 (6265), 1251-1255.

[43] Pietra, G., Dibattista, M., Menini, A., Reisert, J., and Boccaccio, A., 2016, The Ca2+-
activated Cl— channel TMEM16B regulates action potential firing and axonal targeting
in olfactory sensory neurons, Journal of General Physiology, 148 (4), 293-311.

[44] Silva, N.A., Cooke, M.J., Tam, R.Y., Sousa, N., Salgado, A.J., Reis, R.L., et al., 2012,
The effects of peptide modified gellan gum and olfactory ensheathing glia cells on
neural stem/progenitor cell fate, Biomaterials, 33 (27), 6345-6354.

[45] Huard, J.M.T., Youngentob, S.L., Goldstein, B.J., Luskin, M.B., and Schwob, J.E.,
1998, Adult olfactory epithelium contains multipotent progenitors that give rise to
neurons and non-neural cells, Journal of Comparative Neurology, 400 (4), 469-486.

[46] Holbrook, E.H., Szumowski, K.E.M., and Schwob, J.E., 1995, An immunochemical,
ultrastructural, and developmental characterization of the horizontal basal cells of rat
olfactory epithelium, The Journal of Comparative Neurology, 363 (1), 129-146.

[47] Weng, P.-L., Vinjamuri, M., and Ovitt, C.E., 2016, Ascl3 transcription factor marks a
distinct progenitor lineage for non-neuronal support cells in the olfactory epithelium,
Scientific Reports, 6 (1), 38199.

[48] Leung, C.T., Coulombe, P.A., and Reed, R.R., 2007, Contribution of olfactory neural
stem cells to tissue maintenance and regeneration, Nature Neuroscience, 10 (6), 720—
726.

[49] Caggiano, M., Kauer, J.S., and Hunter, D.D., 1994, Globose basal cells are neuronal
progenitors in the olfactory epithelium: A lineage analysis using a replication-
incompetent retrovirus, Neuron, 13 (2), 339-352.

[50] Schwaob, J.E., Youngentob, S.L., and Mezza, R.C., 1995, Reconstitution of the rat
olfactory epithelium after methyl bromide-induced lesion, Journal of Comparative
Neurology, 359 (1), 15-37.



74

[51] Petreanu, L. and Alvarez-Buylla, A., 2002, Maturation and Death of Adult-Born
Olfactory Bulb Granule Neurons: Role of Olfaction, Journal of Neuroscience, 22 (14),
6106-6113.

[52] Imamura, F., Ito, A., and LaFever, B.J., 2020, Subpopulations of Projection Neurons in
the Olfactory Bulb, Frontiers in Neural Circuits, 14.

[53] Kosaka, T. and Kosaka, K., 2009, Olfactory Bulb Anatomy. in: L.R. Squire (Ed.),
Encyclopedia of Neuroscience, Academic Press, Oxfordpp. 59-69.

[54] Brill, M.S., Ninkovic, J., Winpenny, E., Hodge, R.D., Ozen, 1., Yang, R., et al., 2009,
Adult generation of glutamatergic olfactory bulb interneurons, Nature Neuroscience, 12
(12), 1524-1533.

[55] Miyamichi, K., Amat, F., Moussavi, F., Wang, C., Wickersham, 1., Wall, N.R., et al.,
2011, Cortical representations of olfactory input by trans-synaptic tracing, Nature, 472
(7342), 191-196.

[56] Chaker, Z., Codega, P., and Doetsch, F., 2016, A mosaic world: puzzles revealed by
adult neural stem cell heterogeneity, WIREs Developmental Biology, 5 (6), 640—658.

[57] Masurkar, A.V. and Chen, W.R., 2009, Olfactory Bulb Physiology. in: L.R. Squire
(Ed.), Encyclopedia of Neuroscience, Academic Press, Oxfordpp. 77-86.

[58] Price, J.L., 2009, Olfactory Higher Centers Anatomy. in: L.R. Squire (Ed.),
Encyclopedia of Neuroscience, Academic Press, Oxfordpp. 129-136.

[59] Liu, P., Gao, C., Wu, J., Wu, T., Zhang, Y., Liu, C., et al., 2023, Negative valence
encoding in the lateral entorhinal cortex during aversive olfactory learning, Cell Reports,
42 (10), 113204.

[60] Bothwell, A.R., Resnick, S.M., Ferrucci, L., and Tian, Q., 2023, Associations of
olfactory function with brain structural and functional outcomes, A systematic review,
Ageing Research Reviews. 92 102095.

[61] Brunert, D., Medinaceli Quintela, R., and Rothermel, M., 2023, The anterior olfactory
nucleus revisited — An emerging role for neuropathological conditions?, Progress in
Neurobiology, 228 102486.

[62] Persson, B.M., Ambrozova, V., Duncan, S., Wood, E.R., O’Connor, A.R., and Ainge,
J.A., 2022, Lateral entorhinal cortex lesions impair odor-context associative memory in
male rats, Journal of Neuroscience Research, 100 (4), 1030-1046.

[63] Jurkowski, M.P., Bettio, L., K. Woo, E., Patten, A., Yau, S.-Y., and Gil-Mohapel, J.,
2020, Beyond the Hippocampus and the SVZ: Adult Neurogenesis Throughout the
Brain, Frontiers in Cellular Neuroscience, 14.

[64] Mirzadeh, Z., Merkle, F.T., Soriano-Navarro, M., Garcia-Verdugo, J.M., and Alvarez-
Buylla, A., 2008, Neural Stem Cells Confer Unique Pinwheel Architecture to the
Ventricular Surface in Neurogenic Regions of the Adult Brain, Cell Stem Cell, 3 (3),
265-278.

[65] Johansson, C.B., Momma, S., Clarke, D.L., Risling, M., Lendahl, U., and Frisén, J.,
1999, Identification of a Neural Stem Cell in the Adult Mammalian Central Nervous
System, Cell, 96 (1), 25-34.

[66] Lehtinen, M.K., Zappaterra, M.W., Chen, X., Yang, Y.J., Hill, A.D., Lun, M., et al.,
2011, The Cerebrospinal Fluid Provides a Proliferative Niche for Neural Progenitor
Cells, Neuron, 69 (5), 893-905.

[67] Mercier, F., Kitasako, J.T., and Hatton, G.I., 2002, Anatomy of the brain neurogenic
zones revisited: Fractones and the fibroblast/macrophage network, Journal of
Comparative Neurology, 451 (2), 170-188.

[68] Kaneko, N., Sawada, M., and Sawamoto, K., 2017, Mechanisms of neuronal migration
in the adult brain, Journal of Neurochemistry, 141 (6), 835-847.



75

[69] Yagita, Y., Sakurai, T., Tanaka, H., Kitagawa, K., Colman, D.R., and Shan, W., 2009,
N-cadherin mediates interaction between precursor cells in the subventricular zone and
regulates further differentiation, Journal of Neuroscience Research, 87 (15), 3331-3342.

[70] Shinohara, R., Thumkeo, D., Kamijo, H., Kaneko, N., Sawamoto, K., Watanabe, K., et
al., 2012, A role for mDia, a Rho-regulated actin nucleator, in tangential migration of
interneuron precursors, Nature Neuroscience, 15 (3), 373-380.

[71] Dityatev, A., Seidenbecher, C.1., and Schachner, M., 2010, Compartmentalization from
the outside: the extracellular matrix and functional microdomains in the brain, Trends in
Neurosciences, 33 (11), 503-512.

[72] Kaneko, N., Marin, O., Koike, M., Hirota, Y., Uchiyama, Y., Wu, J.Y., et al., 2010,
New Neurons Clear the Path of Astrocytic Processes for Their Rapid Migration in the
Adult Brain, Neuron, 67 (2), 213-223.

[73] Kirschenbaum, B., Doetsch, F., Lois, C., and Alvarez-Buylla, A., 1999, Adult
Subventricular Zone Neuronal Precursors Continue to Proliferate and Migrate in the
Absence of the Olfactory Bulb, The Journal of Neuroscience, 19 (6), 2171-2180.

[74] Iversen, K., Beaubien, F., Prince, J.E.A., and Cloutier, J.-F., 2020, Chapter 7 - Axon
guidance: Slit-Robo signaling. in: J. Rubenstein, P. Rakic, B. Chen, K.Y. Kwan, A.
Kolodkin, E. Anton (Eds.), Cellular Migration and Formation of Axons and Dendrites
(Second Edition), Academic Press, pp. 147-173.

[75] Yan, Y.-P., Sailor, K.A., Lang, B.T., Park, S.-W., Vemuganti, R., and Dempsey, R.J.,
2007), Monocyte Chemoattractant Protein-1 Plays a Critical Role in Neuroblast
Migration after Focal Cerebral Ischemia, Journal of Cerebral Blood Flow &
Metabolism, 27 (6), 1213-1224.

[76] Ng, K.L., Li, J.-D., Cheng, M.Y., Leslie, F.M., Lee, A.G., and Zhou, Q.-Y., 2005,
Dependence of Olfactory Bulb Neurogenesis on Prokineticin 2 Signaling, Science, 308
(5730), 1923-1927.

[77] Li, W.L., Chu, M.W., Wu, A., Suzuki, Y., Imayoshi, I., and Komiyama, T., 2018,
Adult-born neurons facilitate olfactory bulb pattern separation during task engagement,
ELife, 7 €33006.

[78] Saghatelyan, A., de Chevigny, A., Schachner, M., and Lledo, P.-M., 2004, Tenascin-R
mediates activity-dependent recruitment of neuroblasts in the adult mouse forebrain,
Nature Neuroscience, 7 (4), 347-356.

[79] Rothermel, M. and Wachowiak, M., 2014, Functional imaging of cortical feedback
projections to the olfactory bulb, Frontiers in Neural Circuits, 8.

[80] Coupe, B. and Bouret, S.G., 2013, Development of the Hypothalamic Melanocortin
System, Frontiers in Endocrinology, 4.

[81] Catania, A., Airaghi, L., Colombo, G., and Lipton, J.M., 2000, a-Melanocyte-
stimulating Hormone in Normal Human Physiology and Disease States, Trends in
Endocrinology & Metabolism, 11 (8), 304-308.

[82] Siljee-Wong, J.E., 2011, Melanocortin MC4 receptor expression sites and local
function, European Journal of Pharmacology, 660 (1), 234-240.

[83] Xia, Y., Wikberg, J.E.S., and Chhajlani, V., 1995, Expression of melanocortin 1
receptor in periagueductal gray matter, NeuroReport, 6 (16), 2193.

[84] Star, R.A., Rajora, N., Huang, J., Stock, R.C., Catania, A., and Lipton, J.M., 1995,
Evidence of autocrine modulation of macrophage nitric oxide synthase by alpha-
melanocyte-stimulating hormone, Proceedings of the National Academy of Sciences, 92
(17), 8016-8020.



76

[85] Slominski, A., Ermak, G., and Mihm, M., 1996, ACTH receptor, CYP11Al, CYP17
and CYP21A2 genes are expressed in skin, The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, 81 (7), 2746-2749.

[86] Boston, B.A., 1999, The Role of Melanocortins in Adipocyte Function, Annals of the
New York Academy of Sciences, 885 (1), 75-84.

[87] Gantz, I., Konda, Y., Tashiro, T., Shimoto, Y., Miwa, H., Munzert, G., et al., 1993,
Molecular cloning of a novel melanocortin receptor, Journal of Biological Chemistry,
268 (11), 8246-8250.

[88] Getting, S.J. and Perretti, M., 2000, MC3-R as a novel target for anti-inflammatory
therapy, Drug News & Perspectives, 13 (1), 19-27.

[89] Yeo, G.S.H., Farooqi, I.S., Aminian, S., Halsall, D.J., Stanhope, R.G., and O’Rahilly,
S., 1998, A frameshift mutation in MC4R associated with dominantly inherited human
obesity, Nature Genetics, 20 (2), 111-112.

[90] Giuliani, D., Ottani, A., Neri, L., Zaffe, D., Grieco, P., Jochem, J., et al., 2017, Multiple
beneficial effects of melanocortin MC4 receptor agonists in experimental
neurodegenerative disorders: Therapeutic perspectives, Progress in Neurobiology, 148
40-56.

[91] Martin, W.J. and Maclintyre, D.E., 2004, Melanocortin Receptors and Erectile Function,
European Urology, 45 (6), 706—713.

[92] Chen, W., Kelly, M.A., Opitz-Araya, X., Thomas, R.E., Low, M.J., and Cone, R.D.,
1997, Exocrine Gland Dysfunction in MC5-R-Deficient Mice: Evidence for Coordinated
Regulation of Exocrine Gland Function by Melanocortin Peptides, Cell, 91 (6), 789-798.

[93] Taylor, A. and Namba, K., 2001, In vitro induction of CD25+ CD4+ regulatory T cells
by the neuropeptide alpha-melanocyte stimulating hormone (a-MSH), Immunology &
Cell Biology, 79 (4), 358-367.

[94] Schiéth, H.B., Kuusinen, A., Muceniece, R., Szardenings, M., Keindnen, K., and
Wikberg, J.E.S., 1996, Expression of Functional Melanocortin 1 Receptors in Insect
Cells, Biochemical and Biophysical Research Communications, 221 (3), 807-814.

[95] Goit, R.K., Taylor, AW., and Lo, A.C.Y., 2022, The central melanocortin system as a
treatment target for obesity and diabetes: A brief overview, European Journal of
Pharmacology, 924 174956.

[96] Clément, K., Akker, E. van den, Argente, J., Bahm, A., Chung, W.K., Connors, H., et
al., 2020, Efficacy and safety of setmelanotide, an MC4R agonist, in individuals with
severe obesity due to LEPR or POMC deficiency: single-arm, open-label, multicentre,
phase 3 trials, The Lancet Diabetes & Endocrinology, 8 (12), 960-970.

[97] Brzoska, T., Luger, T.A., Maaser, C., Abels, C., and Bohm, M., 2008, a-Melanocyte-
Stimulating Hormone and Related Tripeptides: Biochemistry, Antiinflammatory and
Protective Effects in Vitro and in Vivo, and Future Perspectives for the Treatment of
Immune-Mediated Inflammatory Diseases, 22.

[98] Lipton, J.M., Ceriani, G., Macaluso, A., McCQOY, D., Carnes, K., Biltz, J., et al., 1994,
Antiinflammatory Effects of the Neuropeptide a-MSH in Acute, Chronic, and Systemic
Inflammationa, Annals of the New York Academy of Sciences, 741 (1), 137-148.

[99] Glyn, J.R. and Lipton, J.M., 1981, Hypothermic and antipyretic effects of centrally
administered ACTH (1-24) and a-melanotropin, Peptides, 2 (2), 177-187.

[100] Forslin Aronsson, A., Spulber, S., Popescu, L.M., Winblad, B., Post, C., Oprica, M.,
et al., 2006, a-Melanocyte-stimulating hormone is neuroprotective in rat global cerebral
ischemia, Neuropeptides, 40 (1), 65-75.

[101] Giuliani, D., Neri, L., Canalini, F., Calevro, A., Ottani, A., Vandini, E., et al., 2015,
NDP-a-MSH induces intense neurogenesis and cognitive recovery in Alzheimer



77

transgenic mice through activation of melanocortin MC4 receptors, Molecular and
Cellular Neuroscience, 67 13-21.

[102] Giuliani, D., Bitto, A., Galantucci, M., Zaffe, D., Ottani, A., Irrera, N., et al., 2014,
Melanocortins protect against progression of Alzheimer’s disease in triple-transgenic
mice by targeting multiple pathophysiological pathways, Neurobiology of Aging, 35 (3),
537-547.

[103] wvan Denderen, J.C.M., van Wieringen, G.W., Hillen, B., and Bleys, R.L.A.W., 2001,
Zinc sulphate-induced anosmia decreases the nerve fibre density in the anterior cerebral
artery of the rat, Autonomic Neuroscience, 94 (1-2), 102-108.

[104] Yang, Z., Ming, G., and Song, H., 2011, Postnatal Neurogenesis in the Human
Forebrain: From Two Migratory Streams to Dribbles, Cell Stem Cell, 9 (5), 385-386.

[105] An, Y., Guan, X., Ni, Y., Zhao, Y., Chen, Z., Chen, Y., et al., 2020, Reversible
olfactory dysfunction impaired learning and memory with impaired hippocampal
synaptic plasticity and increased corticosterone release in mice, Neurochemistry
International, 138 104774.

[106] Masini, C.V., Garcia, R.J., Sasse, S.K., Nyhuis, T.J., Day, H.E.W., and Campeau, S.,
2010, Accessory and main olfactory systems influences on predator odor-induced
behavioral and endocrine stress responses in rats, Behavioural Brain Research, 207 (1),
70-77.

[107] Carr, W.J., Yee, L., Gable, D., and Marasco, E., 1976, Olfactory recognition of
conspecifics by domestic Norway rats, Journal of Comparative and Physiological
Psychology, 90 821-828.

[108] Castro, A.A., Ghisoni, K., Latini, A., Quevedo, J., Tasca, C.I., and Prediger, R.D.S.,
2012, Lithium and valproate prevent olfactory discrimination and short-term memory
impairments in the intranasal 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) rat
model of Parkinson’s disease, Behavioural Brain Research, 229 (1), 208-215.

[109] Schindelin, J., Rueden, C.T., Hiner, M.C., and Eliceiri, K.W., 2015, The ImageJ
ecosystem: An open platform for biomedical image analysis, Molecular Reproduction
and Development, 82 (7-8), 518-529.

[110] Alberts, J.R. and Galef, B.G., 1971, Acute anosmia in the rat: A behavioral test of a
peripherally-induced olfactory deficit, Physiology & Behavior, 6 (5), 619-621.

[111] Burd, G.D., 1993, Morphological study of the effects of intranasal zinc sulfate
irrigation on the mouse olfactory epithelium and olfactory bulb, Microscopy Research
and Technique, 24 (3), 195-213.

[112] Noda, T., Shiga, H., Yamada, K., Harita, M., Nakamura, Y., Ishikura, T., et al., 2019,
Effects of Tokishakuyakusan on Regeneration of Murine Olfactory Neurons In Vivo and
In Vitro, Chemical Senses, 44 (5), 327-338.

[113] Schwob, J.E., Jang, W., Holbrook, E.H., Lin, B., Herrick, D.B., Peterson, J.N., et al.,
2017, Stem and progenitor cells of the mammalian olfactory epithelium: Taking poietic
license: Stem and progenitor cells of the Mammalian OE, Journal of Comparative
Neurology, 525 (4), 1034-1054.

[114] Williams, S.K., Gilbey, T., and Barnett, S.C., 2004, Immunohistochemical Studies of
the Cellular Changes in the Peripheral Olfactory System After Zinc Sulfate Nasal
Irrigation, Neurochemical Research, 29 (5), 891-901.

[115] Gonzalez, P.V., Schiéth, H.B., Lasaga, M., and Scimonelli, T.N., 2009, Memory
impairment induced by IL-1p is reversed by a-MSH through central melanocortin-4
receptors, Brain, Behavior, and Immunity, 23 (6), 817-822.



78

[116] Jang, W., Kim, K.P., and Schwob, J.E., 2007, Nonintegrin laminin receptor precursor
protein is expressed on olfactory stem and progenitor cells, Journal of Comparative
Neurology, 502 (3), 367—381.

[117] Schwob, J.E., Costanzo, R.M., and Youngentob, S.L., 2020, 3.28 - Regeneration of
the Olfactory Epithelium. in: B. Fritzsch (Ed.), The Senses: A Comprehensive Reference
(Second Edition), Elsevier, Oxfordpp. 565-590.

[118] Ducray, A., Bondier, J.-R., Michel, G., Bon, K., Propper, A., and Kastner, A., 2002,
Recovery following peripheral destruction of olfactory neurons in young and adult mice,
European Journal of Neuroscience, 15 (12), 1907-1917.

[119] Voloboueva, L.A. and Giffard, R.G., 2011, Inflammation, Mitochondria and the
Inhibition of Adult Neurogenesis, Journal of Neuroscience Research, 89 (12), 1989—
1996.

[120] Zhang, Y., Wang, J., Zhang, D., Lu, Z., and Man, J., 2020, Effects of RO27-3225 on
neurogenesis, PDGFRp+ cells and neuroinflammation after cerebral infarction,
International Immunopharmacology, 81 106281.

[121] Ma, K. and McLaurin, J., 2017, a-Melanocyte Stimulating Hormone as a Potential
Therapy for Alzheimer’s Disease, Current Alzheimer Research, 14 (1), 18-29.

[122] Wang, W., Lu, S., Li, T., Pan, Y.-W., Zou, J., Abel, G.M., et al., 2015, Inducible
Activation of ERK5 MAP Kinase Enhances Adult Neurogenesis in the Olfactory Bulb
and Improves Olfactory Function, Journal of Neuroscience, 35 (20), 7833-7849.

[123] Perez-Asensio, F.J., Perpifia, U., Planas, A.M., and Pozas, E., 2013, Interleukin-10
regulates progenitor differentiation and modulates neurogenesis in adult brain, Journal
of Cell Science, 126 (18), 4208-4219.

[124] Gongalves, R.C., Carvalho, C.C., Michels, M., Abatti, M.R., Manfredini, A., Silva,
M.C., et al., 2022, Detailed Characterization of Brain Dysfunction in a Long-Term
Rodent Model of Critical Iliness, Neurochemical Research, 47 (3), 613-621.

[125] Hosein, W. and Henkin, R.1., 2022, Therapeutic diminution of Interleukin-10 with
intranasal theophylline administration in hyposmic patients, American Journal of
Otolaryngology, 43 (2), 103375.

[126] Redondo, P., Garcia-Foncillas, J., Okroujnov, 1., and Bandrés, E., 1998, a-MSH
regulates interleukin-10 expression by human keratinocytes, Archives of Dermatological
Research, 290 (8), 425-428.

[127] Lipton, J.M., Zhao, H., Ichiyama, T., Barsh, G.S., and Catania, A., 1999, Mechanisms
of Antiinflammatory Action of a-MSH Peptides: In Vivo and in Vitro Evidence, Annals
of the New York Academy of Sciences, 885 (1), 173-182.

[128] Kiyota, T., Ingraham, K.L., Swan, R.J., Jacobsen, M.T., Andrews, S.J., and Ikezu, T.,
2012, AAV serotype 2/1-mediated gene delivery of anti-inflammatory interleukin-10
enhances neurogenesis and cognitive function in APP+PS1 mice, Gene Therapy, 19 (7),
724-733.

[129] Beecher, K., St John, J., and Chehrehasa, F., 2018, Factors that modulate olfactory
dysfunction, Neural Regeneration Research, 13 (7), 1151.

[130] Tabakman, R., Lecht, S., Sephanova, S., Arien-Zakay, H., and Lazarovici, P., 2004,
Interactions between the cells of the immune and nervous system: neurotrophins as
neuroprotection mediators in CNS injury. in: Progress in Brain Research, Elsevier, pp.
385-401.

[131] Minnone, G., De Benedetti, F., and Bracci-Laudiero, L., 2017, NGF and Its Receptors
in the Regulation of Inflammatory Response, International Journal of Molecular
Sciences, 18 (5), 1028.



79

[132] Bracci-Laudiero, L., Aloe, L., Caroleo, M.C., Buanne, P., Costa, N., Starace, G., et
al., 2005, Endogenous NGF regulates CGRP expression in human monocytes, and
affects HLA-DR and CD86 expression and IL-10 production, Blood, 106 (10), 3507—
3514.

[133] Jo, H.,Jung, M., Seo, D.J., and Park, D.J., 2015, The effect of rat bone marrow
derived mesenchymal stem cells transplantation for restoration of olfactory disorder,
Biochemical and Biophysical Research Communications, 467 (2), 395-399.

[134] Ramirez, D., Saba, J., Carniglia, L., Durand, D., Lasaga, M., and Caruso, C., 2015,
Melanocortin 4 receptor activates ERK-cFos pathway to increase brain-derived
neurotrophic factor expression in rat astrocytes and hypothalamus, Molecular and
Cellular Endocrinology, 411 28-37.

[135] Xu, Z., Gao, Y., and Xu, F., 2013, Deficits of peripheral olfactory inputs reduce cell
proliferation in the adult subventricular and subgranular zones, Neuroscience Letters,
541 269-274.

[136] Takahashi, K., Tsuji, M., Nakagawasali, O., Katsuyama, S., Hong, L., Miyagawa, K.,
et al., 2023, Donepezil prevents olfactory dysfunction and a-synuclein aggregation in the
olfactory bulb by enhancing autophagy in zinc sulfate-treated mice, Behavioural Brain
Research, 438 114175.

[137] Chen, R, Lin, C,, You, Y., and Liu, F., 2012, Characterization of immature and
mature 5-hydroxytryptamine 3A receptor-expressing cells within the adult SVZ-RMS—
OB system, Neuroscience, 227 180-190.

[138] Alonso, M., Viollet, C., Gabellec, M.-M., Meas-Yedid, V., Olivo-Marin, J.-C., and
Lledo, P.-M., 2006, Olfactory Discrimination Learning Increases the Survival of Adult-
Born Neurons in the Olfactory Bulb, Journal of Neuroscience, 26 (41), 10508-10513.

[139] Chai, B., Li, J.-Y., Zhang, W., Newman, E., Ammori, J., and Mulholland, M.W.,
2006, Melanocortin-4 receptor-mediated inhibition of apoptosis in immortalized
hypothalamic neurons via mitogen-activated protein kinase, Peptides, 27 (11), 2846—
2857.

[140] Dhungel, S., Masaoka, M., Rai, D., Kondo, Y., and Sakuma, Y., 2011, Both olfactory
epithelial and vomeronasal inputs are essential for activation of the medial amygdala and
preoptic neurons of male rats, Neuroscience, 199 225-234.

[141] Kauer, S.D., Allmond, J.T., Belnap, S.C., and Brumley, M.R., 2016, Maternal
behavior influences development of a reflexive action pattern in the newborn rat,
Developmental Psychobiology, 58 (8), 1043-1054.



