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SIMGELER ve KISALTMALAR

A/P: Anterior/Posterior

AAV: Adeno-Asosiye Virlis
AgRP: Agouti-related Peptide

Cre: Causes of Recombination
ChR2: Kanalorodopsin

D/V: Dorsal/V entral

DREADD: Dizayn Edilmis Ilaglar1 Aktive Eden Dizayn Edilmis Reseptorler
ddH20: Aritilmis su

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit
EtOH: Etil Alkol

FLEX: Flip-Excision

GFP: Yesil Floresan Protein

H20: Su

HCI: Hidroklorik Asit

KCI: Potasyum Kloriir

LB: Lysogeny broth

LHA: Lateral Hipotalamik Alan
Lox: Locus of Crossing

M/L: Medial/Lateral

MCH: Melanin Konsantre Eden Hormon
MgCl2: Magnezyum Kloriir

NAC: Nucleus Arcuatus



NaCl: Sodyum Kloriir

NAOH: Sodyum Hidroksit

PBS: Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi
PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PFA: Paraformaldehit

POMC: Pro-opiomelanokortin
rAAV: Rekombinant Adeno-Asosiye Viriis
TAE: Tris-Asetat-EDTA

i.p.: Intraperitonal

aCSF: Yapay Beyin Omurilik Sivist
NaHCO3: Sodyum Bikarbonat

NaHPO4: Sodyum Fosfat

vii



OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Achik Kuramina Yeni Bir Bakis:
Arkuat Cekirdegin Optogenetik Olarak Uyarilmasinin
Kognitif Davrams Uzerine Etkisi
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Fizyoloji (T1p) Anabilim Dal
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Agligin ileri beyin fonksiyonlari tizerine olan etkisini konu alan ¢aligmalar a¢ligin kognitif
fonksiyonlar1 gelistirici etkisini gdstermektedir. Bu ¢alismada agligin ileri kognitif fonksiyonlara
olan katki mekanizmasi hiicresel diizeyde incelenmistir. Bu amagla aglik - tokluk ve besin
alimminda oOnemli bir merkez olan hipotalamusun arkuat ¢ekirdegindeki AgRP nd&ronlar
optogenetik metotla uyarilarak 6grenme bellek tizerine davranissal etkileri kayit altina alinmustir.

AgRPcre transgenik denekler agirlik ortalamalan esit olacak sekilde Kontrol (n=12), Aclik
(n=12) ve Optogenetik Uyar1 (n=12) olmak iizere 3 gruba ayrilmistir. Optogenetik Uyar1 grubuna
intrakraniyal enjeksiyon teknigi ile rAAV — ChR2 viriisii enjekte edilmis ve AgRP hiicreleri 1518a
duyarl protein kanallar igeren denekler elde edilmistir. Bu deneklere yerlestirilen fiberoptik kaniil
ile yapay olarak ag¢ hissetmeleri saglanmistir. Kontrol ve aglik grubuna ise rAAV — GFP virusu
enjekte edilmigtir. Optogenetik Uyart grubu ve Kontrol grubuna serbest beslenme rejimi
uygulanmig, Aclik grubuna ise 18 saatlik aglik uygulamasi yapilmistir. Gruplar Moris su
labirentinde 6grenme kapasiteleri ve hafiza performanslari agisindan karsilastirilmistir.

Optogenetik Uyar1 grubunun platforma ulagsma zamaninin Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml sekilde azaldig1 gbzlemlenmis AgRP hiicrelerinin spesifik uyarilmasinin
O0grenme kapasitesini gelistirdigi ortaya konulmustur. Ayrica 6l¢lim giiniinde hedef kadrandan
gecirilen silirenin kontrol grubuna gore anlamli artmis olmasi AgRP aktivasyonun hafiza

performansini iyilestirici etkisini gostermistir.

Anahtar Sozciikler: AgRP, Bellek, Optogenetik, Ogrenme
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Recent studies show that fasting has possitive effects on cognitive behavior. In this study
we aim to understant the cellular circuits and mechanism under effects of fasting on congnition. We
optegeneticly stimulate targeted AgRP neurons in arcuat nucleus of hipotalamus that is important
for feeding behavior and metabolism. And we record the effects on behavioral tests.

We share AgRPcre transgenic mice in to 3 different groups, Contol (n=12), Starvation
(n=12) and Optogenetic Stimulation (n=12). We use intracranial infusion technique for taking
rAAV in to the arcuate nucleus of hipotalamus to have AgRP spesific light dependent activation.
And we make the mice hungry by stimulating with a fiberoptic canula. We enjected rAAV — GFP
virus in to Control and Starvation groups. Optogenetic Stimulation and Control groups have ad
libidum feeding diet and the Starvation group has 18 hour starvation. We compare there groups
learning and memory performance by using Moris water maze task.

We found that the Optogenetic Stimulation group has istatisticly mean better latency
performance to hidden platform than Control group. And we show that in probe day Optogenetic
Stimulation group had longer time in target quardant. It means spesific stimulation of AgRP

neurons improves learnig capacity and memory performans.

Key Words: AgRP, Learnig, Memory, Optogenetic
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1. GIRiS

Aclik ve toklugun besin alimimi nasil diizenledigi konusunda bir ¢ok
fizyolojik model ortaya konulmustur. Bu c¢alismalar, besin alimmi diizenleyen ana
merkezin hipotalamusta yerlesmis bir grup sinir hiicresi oldugunu gostermektedir.
Ancak, bu hiicre topluluklar1 ¢ok farkli beyin bolgeleriyle anatomik ve fizyolojik
yogun baglantilar halindedir ve bu baglantilarin fizyolojik anlami ¢ok iyi

aydinlatilamamustir.

Uzun yillar, gerek hayvan caligmalarinda gerekse insan g¢aligmalarinda
cesitli aclik uygulamalarinin  metabolik hastaliklardan kansere, norolojik
hastaliklardan genel saglik durumuna etkilerini arastiran bir ¢ok ¢alisma yapilmistir.
Ancak bu ¢aligmalar, genellikle deneklere belli bir diyet rejimini uygulayarak ortaya
cikan metabolik degisiklikleri kayit altina almaktan ibaret olup, aghgmn viicutta
ortaya koydugu etkilerin hangi sinirsel devrelerle ya da fizyolojik yollarla
gergeklestirildigi  bilinmemektedir. Bu calismalarin bazilarinda agligin  kognitif
performanst gelistirici etkisi tanimlanmis olmasmna karsin, bu etkinin de nasil
gergeklestigi tam olarak anlasilasmamistir. Bu belirsizligin temel sebeplerinden biri;
aclikla ortaya c¢ikan etkilerin kompleks diizenleme mekanizmalarinin bir sonucu
olmasi ve bu c¢alismalarin yapildig1 yillarda, bu siiregleri spesifik olarak analiz

edebilecek deneysel araglarin heniiz mevcut olmamasidir.

Son yillarda yeni gelistirilen bir ndrostimiilasyon teknigi olan optogenetik
klasik norostimiilasyon tekniklerinden daha iistiin olarak sinir sitemindeki belirli
hiicre gruplarmin spesifik stimiiasyonunu miimkiin kilan bir metottur. Ilk
uygulamaya baslandig1 giinden giinlimiize farkli sinir hiicresi gruplarinin fizyolojik
gorevi konusunda yapilan calismalarda giderek artan bir kullanim alani bulmustur.
Bu teknik sayesinde belli bir sinir hiicresi grubunun bir sinir dongiisiinde nasil bir

etki olusturdugu tespit edilebilmektedir.

Yapilan diyet c¢aligmalari, farkli ag¢hik uygulamalarinin basta obezite,
diyabet, hipertansiyon gibi toplumda ciddi bir niifusu ilgilendiren hastaliklar olmak
tizere, Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklarda da potansiyel bir tedavi oldugu

diisindlirmektedir. A¢lik uygulamalarinin viicuttaki etkilerini hangi sinirsel aglar



iizerinden nasil gerceklestirdiginin anlagilmasi, hastaliklarin tedavisinde bir ¢ok
potansiyel hedefin belirlenmesini saglayabilir. Bu calisma, daha once yapilmis
caligmalarda aglik uygulamalarinin 6grenme ve bellek performansini gelistirdigine

dair bulgularin fizyolojik arka planin1 anlamay1 amaglamaktadir.

1.1. Achik Kuramlar

Gegtigimiz yiizyilda aclhigin fizyolojik anlami ve besin alimina olan etkisini
tartigan farkli modeller ortaya konulmustur. Albrecht von Haller, Johannes Miiller ve
Ernst Heinrich Weber gibi bazi erken donem teorisyenler gida aliminin kontroliinde
basta mide olmak {izere sindirim sistemi organlardaki duyarli mekanizmalarin etkili
oldugunu savunan “periferik diizenleme kurami” nin temellerini atmislardir (Carlson
1916). Besin aliminin nasil diizenlendigi iizerine diisiinen bu bilim insanlar1 aglik
esnasinda mide ve barsaklarda meydana gelen kasilmalarin besin alimina tesvik eden
esas faktor olduguna inanmaktaydilar. Uzun bir siire bu periferik diizenleme teorisi
gecerliligini korumustur. 18. yiizyilin ikinci yarisina gelindiginde dahi bir ¢ok bilim
insan1 besin aliminin diizenlenmesinde mide ve barsaklarin merkezi bir rol
iistlendigini diistiniiyorlardi. Walter Cannon gibi fizyologlarin kandaki glukoz
diisiisiiniin mide dokusunda kontraksiyonlara sebep oldugunu gosterdigi calismalari

da bu teoriyi destekler mahiyetteydi (Cannon ve Washburn, 1993).

Bununla beraber; Magendi, Tidewald ve Milne-Edwards gibi bir grup
aragtirmaci besin aliminmi diizenlenmesinden sorumlu esas unsurlarin merkezi sinir
sisteminde yerlestigini gosteren ¢alismalariyla “merkezi diizenleme teorisi” ni ortaya
attilar. Ilk total gastrektomi operasyonunu gergeklestiren {inlii cerrah Charles
Sherrington midenin biitiin sinirsel unsurlar ile birlikte ¢ikarildig1 operasyonlardan
sonra aglik ve tokluk hissinin devam ettigini ve besin alim1 diizeninin degismedigini
gozlemlemistir. Benzer sekilde Wangensteen ve Carlson’in total gastrektomi
yapilmis hastalarda aclik hissini degerlendirdikleri c¢alismalar1 da beslenme
davraniginda ciddi bir degisiklik olmadigini gostermistir (Wangensteen, 1931). Bu
bulgular periferik diizenleme teorisi lizerinde sliphelerin olusmasina sebep olmustur.
Bununla birlikte, yine aynm1 donemde yapilan hipotalamus timorii bulunan

adiposogenital sendromlu bir grup klinik vaka o6rnegi (Elmquist ve ark., 1999),



deneysel olarak uygulanan lezyon c¢aligmalar1 (Lytle ve Campbell 1975, Beninger,
Jhamandas ve ark., 1986, Gropp ve ark., 2005) ve hipotalamusa enjekte edilen bir
takim kimyasallarin etkilerini tartisan c¢alismalar (Clark ve ark., 1984) ozellikle
hipotalamusun besin aliminda 6nemini tesbit etmis ve merkezi diizenleme teorisini
gliclendirmistir (Woods ve ark., 1998, Marsh ve ark., 1998). 19. yiizyilin ortalarina
gelindiginde hipotalamusta yerlesmis glukoz duyarli bir bolgenin aglik ve toklugun
diizenlenmesinde belirleyici oldugunu gosteren caligsmalar ile merkezi aglik kurami
besin alimin regiilasyonunda esas mekanizma olarak kabul edilmeyi basardi (Mayer

1953).

Roux ve Michel Foster gibi baska bazi yazarlar merkezi ya da periferik
biitiin viicut hiicrelerini kapsayan bir genel duyarlilik durumunun besin alimini
diizenledigini ongoren genel duyarlilik tezini savunmaktaydilar. Bu hipotezle ilgili
erken bulgular yag dokusunun besin alimimin diizenlenmesinde etkin bir rol
iistlendigini one siliren adipostatik model ¢alismalaridir (Kennedy, 1953). Deneysel
olarak obezlestirilmis bir fare ile normal bir farenin kan dolasgiminin birlestirilerek
obez farenin kan degiskenkerinin normal farede olusturdugu etkileri inceleyen
parabiyozis deneyleri de adiposit dokularin besin aliminda baskin bir etkisi oldugunu
gostermistir (Hervey, 1959). Giintimiizde biiyiik oranda gegerliligini korumakta olan
merkezi diizenleme teorisi giincel bilgilerin 151¢1inda baz1 modifikasyonlara ugrayarak
genel duyarlilik teorisini destekler mahiyette bulgular ortaya ¢ikmaktadir. Onceleri
glukostatik diizenleme kuramina gore basta glukoz olmak iizere kandaki temel besin
pargalarina duyarli oldugu gosterilen hipotalamustaki bu merkezin aslinda temel
giidiileyici mekanizmasinin mideden salinan bir hormon olan Ghrelin oldugu sonraki
arastirmalarda anlasilmistir (Gao ve Horvath, 2007) ve temel diizenleyici sistemin
her ne kadar merkezi yerlesimli oldugu kabul edilsede periferik unsurlarla iligki
icinde calistigr gosterilmistir (Cowley ve ark., 2003). Yine sadece aghigin degil
tokluk duygusunun da hipotalamustaki bu merkez tarafindan yonetildigi ve bu
merkezin de adipositlerden salinan leptin hormonu ile iligkili oldugu bilinmektedir
(Cowley ve ark., 2001). Beslenmeyi diizenleyen sistemleri agikliga kavusturmak igin
caligmalar devam ederken aclik durumu ve dolayisi ile yeme davranisi doguran ya da
tokluk durumuna yol agan ¢esitli endojen kimyasallarin bu sistemle olan iliskisi
intratekal ve intrakraniyal kimyasal uygulamalar yoluyla ortaya konulmaya

baglanmistir (Haynes ve ark., 1999, Della-Zuana ve ark., 2002). Bdylece besin



alimini artiran ve besin alimini azaltan biyokimyasallarin genisce bir listesi ortaya
cikarilmistir. Ozetle giiniimiiz fizyologlarmin besin alimim diizenlenmesinde ortaya
koyduklar1 son bulgular merkezi aglik kuraminin esas rol iistlendigi ancak periferik
unsurlarinda yok sayilmadigi modifiye edilmis bir genel duyarlilik modeli olarak

diisiiniilebilir.

Hipotalamusun arkuat c¢ekirdeginde yerlesmis olan iki sinir hiicresi
toplulugunun aglik ve toklugun dolayisi ile besin alimmin yonetiminden birincil
sorumlu oldugu bilinmektedir (Aponte ve ark., 2011). Yakin zamanda gelisen teknik
ve teknolojilerle ortaya konulan yeni bulgular fizyolojinin temel sorularindan biri
olan besin alimin nasil diizenlendigi sorusunun aslinda o kadar da basit bir cevabinin
olmadigim ortaya koyar niteliktedir. Ornegin son zamanlarda yapilan baz1 calismalar
hipotalamusun arkuat ¢ekirdeginde aglik hissinin olugsmasindan sorumlu olan AgRP
hiicrelerinin yiyecegin kokusu ya da goriintiisii ile bile saniyeler icinde inhibe
oldugunu, dolayisi ile zihindeki kognitif ve biligsel siire¢lerin de besin aliminin
diizenlenmesinde etkili oldugunu gostermektedir (Chen ve Knight 2016, Betley ve
ark., 2015, Chen ve ark., 2015, Mandelblat-Cerf ve ark., 2015). Yine bazi ¢alismalar
aclik ve tokluk hissinin sadece besin alimini degil, bu siirecte ortaya ¢ikan besin
alimi ile ilgili davranigsal degisiklikleri de regiile ettigini ortaya koymustur (Krashes
ve ark., 2011, Atasoy ve ark., 2012). Aglik ve toklugun yonetiminden sorumlu olan
bu kiigiik merkezlerin beyinin farkli bolgelerinde gosterdigi anatomik ve fonksiyonel
projeksiyon hayret vericidir. Klasik aglik kuramlari ise bu yeni bulgular1 agiklamakta

yetersiz kalmaktadir ve yeni bir aglik kuramina ihtiyag¢ vardir.

1.2 Gida Aliminin Kontroliinde Sinirsel Devreler

Viicudumuzda canliligin ideal kosullarda devam ettirilebilmesi icin
korunmasi gereken bir i¢ denge vardir. Bu i¢ denge fizyolojik siireglerin temel
maksadini olustururken mutlak bir degerden ziyade iist ve alt sinirlar1 olan dinamik
bir denge halini ifade eder. i¢ dengeyi olusturan herhangi bir unsurun su ya da bu
sekilde normal smirlarin disina ¢ikmasi bir ¢ok sistemde ¢ok yonlii etkiler ortaya
cikarak kompleks patolojik siireglerin dogmasina sebebiyet vermektedir. Viicut

agirliginin normal smurlar iginde kalmasi gibi viicuda ihtiyaci olan enerjiyi
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stirdiiriilebilir bir sekilde temin etmek de bu denge halinin énemli unsurlarindan
biridir ve ¢ok gii¢clii fizyolojik kontrol mekanizmalar ile giivence altina alinmistir.
Viicut agirhigimin dengelenmesinde ve viicuda hayatiyetin devami i¢in gerekli enerji
kaynaklarmin temininde temel formiil tiiketilen besin miktarina karsin viicudun
sarfettigi enerjinin denge icinde olmasidir. Bu denge durumunu asacak sekilde besin
alimmin azalmasi ya da sarfiyatin artmasi sonucu ortaya ¢ikan negatif enerji
bilancosu viicut agirliginda azalmaya sebep olurken tersi bir durumda viicut

agirliginin artmasi s6z konusudur.

Besin alimin diizenlenmesi lizerine yapilan bir ¢ok c¢alisma besin alimi1 ve
enerji metabolizmasinda belirleyici unsurlarin hipotalamusta yerlesmis bulunan aglik
ve tokluk merkezi oldugunu isaret etmektedir (Sohn, 2015). Hipotalamus beyinde
teskil ettigi alana oranla en kompleks ve yogun sinirsel aglarin bulundugu oldukga
konsantre bir bolgedir. Temel vasfi, beslenme ve enerji metabolizmanin
diizenlenmesinden s1vi yonetimi ve iyon dengesine, viicut 1sisinin diizenlenmesinden
ireme fonksiyonlarina, uyku uyaniklilik dongiistinden cevresel adaptasyona kadar

yasamin devamiligi i¢in gerekli temel fonksiyonlar1 yonetmesidir.

Hipotalamus bu fonksiyonlarin yonetimi i¢in 6zellesmis birbiri ile iliski
icinde bir sinirsel ag olusturan farkli sinir hiicresi topluluklari barindiran
cekirdeklerden olusmustur. Hipotalamusun lateral ¢ekirdekleri aglik merkezi olarak
gorev yapar. Bu alanin uyarilmasi deneklerin besin alimini uyarirken harabiyeti
besine karsi isteksizlige ve kilo kaybina sebebiyet verir (Anand ve Brobeck, 1951).
Lateral hipotalamustaki uyar1 denegin motor besin arama davranigini artirarak ¢aligir.
Ventromediyal hipotalamik c¢ekirdek ise, tokluk merkezi olarak gorev yapar. Bu
merkezin lateral hipatalamusu baskilayarak beslenme davranigini azaltti§ina
inanilmaktadir. VMH’nin elektriksel uyarilmasi ile yapilan calismalar deneklerde
tokluk durumu yaratarak besin alinimini azaltirken; haraplanmasi oburluga ve asir1

sismanlamaya sebep olmaktadir (Hetherington ve Ranson, 1983).

Bu iki merkezin disinda hipotalamusta bulunan paraventrikiiler,
dorsomediyal ve arkuat cekirdeklerin de besin aliminin diizenlenmesine katki
sagladigin1 gosteren c¢alismalar vardir. Paraventrikiiler ¢ekirdek lezyonlar1 asiri

yemeye (Sims ve Lorden, 1986), dorsomediyal lezyonlar ise, besin aliminda



azalmaya sebep olur (Mieda ve ark., 2006). Beslenme ile iliskili bu bolgeler arasinda
olduk¢a yogun bir sinirsel baglanti ag1 bulunmaktadir. Farkli boliimler aclik ve
tokluk durumunda bir arada etkilesim gostermektedir. Bu ¢ekirdekler ayrica tiroid
bezi, adrenal bezler ve pankreasin adacik hiicrelerinden salgilanan enerji ve
metabolizmanin diizenlenmesinden sorumlu bir ¢ok hormon ile de siki bir iligki

igerisindedir (Sato ve ark., 2014).

Hipotalamusun alt unsurlar1 arasinda besin aliminin diizenlemesi ile ilgili
kilit mekanizma ise arkuat g¢ekirdektir. Arkuat c¢ekirdek sindirim sistemi ve yag
dokusundan salgilanan hormonlarla diger aclik ve tokluk merkezleri arasinda yer
alan ve farkl etkilerin birlestigi bir bolgedir. Arkuat ¢ekirdek bu birlestirici etkiyi
beslenme ve enerji tiiketimi ilizerine baskin bir etkisi olan iki tip sinir hiicresi
sayesinde gerceklestirmektedir (Cone 1999, Huszar ve ark., 1997). Bu iki hiicre besin
aliminm1 azaltip enerji tliketimini artiriran POMC (Pro-opiyomelanokortin) hiicreleri
ile besin alimini artirip enerji kullanimini kisitladigr diistintilen AgRP (Agouti-related
peptide) hiicreleridir (Schwartz ve ark., 2000, Schwartz ve Porte 2005). Bu iki néron
grubu leptin, ghrelin ve insulin gibi periferik hormonal diizenleme mekanizmalarin
baglica hedefi olarak, besin alinimda merkezi bir rol iistlenirler (Schwartz ve ark.,
1996, Schwartz ve ark., 1992). Mide bosken salgilanan ghrelin hormonu (Andralojc
ve ark., 2009) hipotalamusun arkuat cekirdeginde bulunan AgRP hiicrelerinin
uyarilarak AgRP ve NPY (Noropeptit Y) salgilanmasini saglamak sureti ile aclik
hissinin dogmasini ve AgRP baglantili merkezi projeksiyon hiicreleri tizerinden besin
alimu ile ilgili iglevlerin baglatilmasini saglamaktadir (Kojima ve ark., 1999, Kojima
ve ark., 2001). Arkuat cekirdekte AgRP hiicrelerine komsu bir baska sinir hiicresi
toplulugu olan POMC hiicreleri ise, tokluk durumunda yag hiicrelerinden salgilanana
leptin hormonuna duyarlidir ve proopiyomelanokortin (POMC)’den alfa MSH
(melain stimiilatin hormon), melanokortin salgilamak sureti ile tokluk hissinin
dogmasina (Adan ve Gispen 1997, Lambert ve ark., 1998) ve AgRP hiicreleri inhibe
ederek merkezi projeksiyon noronlar1 {izerinden besin aliminin kesilmesine sebep

olmaktadir (Gropp ve ark., 2005, Luquet ve ark., 2005, Krashes ve ark., 2011).

AgRP ve NPY nin intrakraniyal enjeksiyonu yeme davranigini asir1 sekilde
artirirken (Woods ve ark., 1998, Ollmann ve ark., 1997, Pierroz ve ark., 1996) AgRP

ya da NPY genlerinde meydana getirilen bir mutasyon, yeme davranisinda ciddi bir



degisiklik yapmamaktadir (Qian ve ark., 2002, Chen ve ark., 2004, Erickson ve ark.,
1996). Bununla birlikte, spesifik hiicreleri difteri toksini ile yok etmeye dayali bir
metot (Saito ve ark., 2001) kullanilarak AgRP hiicreleri 6zgiin olarak yok edildiginde
yeme davranisinin ciddi sekilde azaldigini ve kilo kaybinin ortaya ¢iktigini gosteren
caligmalar vardir (Luquet ve ark., 2005). Tiikriik salgilama, yalanma, ¢igneme gibi
beslenmenin mekanik fazi hipotalamusun altinda beyin sapi tarafindan idare
edilirken (Ahima ve ark., 2000), hipotalamusun iizerinde kalan amigdala ve
prefrontal korteks gibi yapilar 6zellikle istahin kontroliinden sorumludur (Lenard ve

Berthoud 2008).

Bununla birlikte, POMC néronlariin salgiladigi alfa MSH paraventrikiiler
cekirdeklerdeki melanokortin reseptorlerini etkiler (Cone ve ark., 1996). AgRP
hiicrelerinin aksine, POMC néronlarinda leptin, leptin reseptorleri, POMC ve MCR4
genlerinde mutasyon olusturuldugunda obezite gelistigi gosterilmistir (Zhang ve ark.,
1994, Friedman ve Halaas 1998, Huszar ve ark., 1997, Hinney ve ark., 1999). POMC
hiicreleri difreri toksini ile 6ldiiriildiiglinde de yine asir1 yemeye bagli obezite ve
kortikosteroid sentezinde azalmaya bagh hipokortikositerodemi goriilmektedir
(Gropp ve ark., 2005). Tespit edilmis 5 MSH reseptoriinden 3. ve 4. tiplerin 6zellikle
besin alimi ve enerji kullanimimin dengelenmesinden sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Bu reseptorlerin uyarilmasi enerji tiikketimini O6nemli Ol¢iide
artirirken, baskilanmast besin alimmi artirir ve enerji tikketimi baskilanir.
Paraventrikiiler ¢ekirdegin enerji kullanimi iizerine olan etkilerinin traktus solitarius
lizerinde sempatik aktivasyona katki saglamasi ile oldugu diisiiniilmektedir.
Hipotalamustaki melanakortin sistemi enerji kullanimi ile iligkilidir. MSH-4
reseptorlerinin tek gen mutasyonun asiri sismanlia yol actigr gosterilmistir. Siddetli
enfeksiyonlar, tiimorler ve iiremiye bagli istahsizlikta paraventrikiiler c¢ekirdek

suglanmaktadir.
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Sekil 1.1. Arkuat Cekirdegin Calisma Mekanizmasi (Hall ve Guyton, 2011).

Arkuat cekirdekte birbirinin alternatifi olarak fonksiyon gostren iki sinir hiicresi toplulugu vardir.
AgRP hiicreleri besin alimini artirmaya yonelik uyarilar1 baslatirken, POMC hiicreleri besin alimini
kesmeye yonelik gerekli merkezlerle iligki i¢indedir.

Arkuat cekirdekte yerlesmis olan bu AgRP ve POMC noéronlari besin
aliminin yonetiminde baskin rol iistlense de bu merkezle baglantili olarak calisan
lateral hipotalamus (LH), ventromedial hipotalamus (VMH), paraventrikiiler nukleus
(PVN), ve locus coreleus (LC) gibi merkezlerde kendilerine ait roller tistlenmektedir
(Elmquist ve ark., 1999). Ornegin arkaut ¢ekirdek ile sik1 bir iliskisi gdsterilen VMH
deki MCH ve oreksinerjik néronlar uyku ve uyaniklik durumunun belirlenmesinden
sorumludur ve besin alimi ve uyku arasindaki iliskinin MCH {izerinden sekillendigi

diisiiniilmektedir (Haynes ve ark., 1999).

Hipotalamustaki bu bolgeler ayrica sindirim sisteminden gelen (midenin
doluluk durumu gibi) duysal bilgiler, kanda tokluk hissi veren karbonhidrat,
aminoasit ve yag asitleri gibi besin maddeleri, ya da serebral korteks kaynakli gore
koku ve tat gibi sinyalleri alir. Bunun disinda NPY, AGRP, melanin konsantratin
hormon (MCH), oreksin A ve B, endorfinler, Aminoasitler (GABA, glutamat),

kotrizol, ghrelin, endokanaboidler gibi oreksinerjik maddelerin istah artirict



etkilerine karsin alfa-MSH, leptin, seratonin, norepinefrin, kortikotropin salgilatici
hormon (CRH), insulin, cholecystokinin (CCK), glucagon-like peptide (GLP),
kokain ve amfetamin diizenleme transkripti (CART), YY peptidi (PYY) gibi istah

kapatic1 anoreksinerjik bir cok maddenin hipotalamus {izerinde etkisini gosterilmistir.

Hipotalamus

Vagus siniri

—— Mide

Yag—+
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Sekil 1.2. Arkuat ¢ekirdegin periferik sistemle olan iliskileri (Hall ve Guyton 2011).

Arkuat ¢ekirdekte yerlesmis ve beslenme davranisini regiile eden iki sinir hiicresi toplulugundan besin
alin1 artirmay1 saglayan AgRP hiicreleri barsaktan salgilanan ghrelin adi verilen bir hormona duyarl
iken, POMC hiicreleri yag hiicrelerinden salgilanan leptin isimli bagka bir hormona duyarlidir. Arkuat
¢ekirdek bu sayede beslenme diizenlenemesini yaparken periferik merkezlerle de iligki i¢inde ¢alisir.

Besin alimimin diizenlemesinden sorumlu olan bu merkezler besin icerigine
gore de bazi diizenlemelere gidebilmektedir. Son zamanlarda yapilan bir ¢aligmada
arkuat cekirdekte yer alan AgRP hiicrelerinin, Lateral hipotalamustaki VGAT
(vezikiiler GABA tasiyicis1) noronlarindan farkli olarak sadece kalorik igerigi olan
besinlerin alimim sagladigi, LH/Vgat hiicrelerinin ise her tiirlii besin alimini artirdigi
gostermistir. Boylece AgRP hiicrelerinin besin igerigindeki kalorik deger konusunda
bir ¢esit degerlendirme yapabildigi ortaya konulmustur (Burnett ve ark., 2016). Kan
diizeyindeki glukoz, aminoasit ve yag asidi degisimine gore besin aliminin degistigi

glukostatik, aminostatik ve lipostatik teoriler tanimlanmistir. Kan glukozundaki



artma, paraventrikiiler ve ventromedial c¢ekirdeklerde glukoza duyarli sinir
hiicrelerinin ateslenmesini artirirken, lateral hipotalamustaki duyarli hiicrelerin
ateslenmesini de azaltmaktadir. Benzer sekilde aminoasitler ya da yag asitleri bu
bolgedeki noronlarin ateslenme hizini etkiler. Bu {i¢ besinden hangisi azalirsa hayvan
o besini fazla yer ve sonunda kan metabolit yogunluklar1 yerine doner. Besinler
arasinda doyurucuk bakimindan farkliliklarin da besin igerikleriyle iliskili oldugu
goriilmektedir (Gunion ve ark., 1990). Fare maymun, kopek ve insanlarda yapilan
calismalar besin aliminin glukostatik mekanizma ile oldugunu ortaya koymaktadir

(Mayer ve ark., 1951, Mayer 1953, Mayer ve Bates, 1952).

Besin aliminin yemek sonrasi kisa siireli diizenlenmeside mide - barsak
duvar gerimini hipotalamusa bildiren vagus, duedonuma giren yaga yanit olarak
salman ve safra keseninin kasilmasi mide bosaltilmasi ve asit sekresyonun
yavaslatilmas1 gibi etkileriyle bilenen CCK’nin bdlgesel duysal sinirleri uyararak
hipotalamusa sinyal gondermesi, yani sira besin alimmi miiteakip 1-2 saat iginde
kolondan salinan ve miktar1 besin igerigine gore degisiklik gosteren PYY nin besin
alimm azaltic1 etkisi gdsterilmistir. ilaveten ince barsakta besin bulunmasi, GLP
salimma esilik eden bir insulin salinimi ile besin alimini kisitlayici bir etki ortaya
cikarir. Bunlara mukabil midenin oksintik hiicreleri tarafindan salgilanan ghrelin
aclik diizeyine gore kanda yiikselir ve besin alimindan hemen oOnce pik yapmasi

beslenmeyi uyarici bir etkisi oldugunu diistindiirir.

POMC/AgRP

Vagal
afferent
Adiposity signals: Satiety signals:
leptin CCK

Sekil 1.3. Arkuat Cekirdegin Merkezi Projeksiyonlar1 (Cone 2005).

Farkli beyin bolgeleri ile yaptig1 genis projeksiyon ag: dikkate alindiginda arkuat ¢ekirdegin besin
arayisindan, tiiketilen besinlerin sindirime hatta sindirim sonras1 metabolizmasina kadar biitiin bir
besin alimi siirecini diizenleyen kompleks iglevlerin yonetildigi bir merkez oldugu anlasilmaktadir.
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1.3. A¢hik Uygulamalar:

Aclik uygulamalar1 19. yilizyilin basindan itibaren farkli diyet tiplerinin
yasam kalitesine, hastaliklarin tedavisine ve uzun yasama olan etkisini arastiran
calismalar1 kapsar (Fernandes ve ark., 1976, McCay ve ark., 1989, Mattson 2000).
Bu caligmalarda genellikle deneklere farkli diyet rejimleri uygulamalarinin, kilo
alimi ve enerji metabolizmasinin yan1 sira sag kalima ve yasglanmaya etkileri
degerlendirilmistir (Weindruch ve ark., 1986, Sohal ve Weindruch 1996). Bu
calismalarda temel olarak iki tip aglik uygulamasindan bahsedebiliriz. Bu
uygulamalardan bazilarinda giinliik besin alimimin hesap edilerek alinan kalorinin
kisitlandig1 (caloric restriction) rejimler uygulanirken (Anson ve ark., 2003),
digerlerinde giinliik kalori alimi degistirilmeden kahvaltisiz diyet (no-breakfeast)
uygulamasi gibi 6glin sayist ya da beslenme zamanlari ile ilgili diizenlemeler
yapilmis ya da giin asirt aglik uygulamasi (alternate day fasting), haftanin iki giinii
aclik uygulamasi (intermittant fasting) gibi deneklere belli araliklar ile farkl

uzunlukta aclik uygulanmistir (Goodrick ve ark., 1983).

Besin ve kilo alimi iizerine odaklanan biitiin bu ¢alismalar gostermistir ki;
beslenme fizyolojisi besin tiiketimi miktarinin diizenlenmesinin ¢ok 6tesinde oldukga
kompleks bir stireci kapsamaktadir. A¢ligin besin alimi disindaki etkilerinin neler
oldugu ve bunlarin nasil bir fizyolojik siirecle ortaya c¢iktig1 konusunda oldukca
kisitli sayida arastirma vardir. Zaman zaman yapilan ¢alismalarda da farkli diyet
uygulamalarmin kognitif fonksiyonlar iizerine etkisi de tartisilmistir. Agligin yasa
bagli olarak 6grenme ve bellekte meydana gelen zaafiyetleri giderici bir etkisi
oldugunu gosteren calismalar yapilmistir (Ingram ve ark., 1987). Ek olarak aglik
grubunun kontrol grubu ile karsilagtirildiginda daha hizli 6grendigi gosteriren bir
takim bulgularin yanisira (Wu ve ark., 2002, Halagappa ve ark., 2007), bir insan
calismasinda da aglik uygulamalarinin sézel hafizayr gelistirdigi vurgulanmistir

(Witte ve ark., 2009).

Aclik ve kognisyon arasindaki bu etkilesimin, hangi hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar iizerinden gerceklestigi tam olarak bilinmemektedir. Bazi
aragtirmacilar uzun siireli aclik uygulamasinin hipokampiisteki sinaptik plastisiteyi

gelistirdigini ve kognitif performanstaki artigin buna bagli olabilecegini diistiniirken
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(Mladenovic Djordjevic ve ark., 2010), bir kisim ¢alismalar acligin beyin kaynakl
norotrofik faktor (BDNF) gibi noroprotektif ajanlarin artigina yol agarak yeni ndron
olusumunu tetikledigini 6ne siirmiistir (Lee ve ark, 2002). Hatta
beyinlerindedeneysel iskemik hasar olusturulan bir hayvan modelinde agligin BDNF
ve diger noroprotektif proteinleri yiikselterek inflamasyon ve Oliim oranlarini
diisiirdiigii gosterilmis, ayni calismada aclik uygulamasi kognitif performansi da
gelistirmistir (Arumugam ve ark., 2010, Maswood ve ark., 2004). Bir bagka ¢aligma
keton cisimlerinin ndroprotektif etkisinden hareketle, aclik esnasinda ortaya ¢ikan
ketosis tablosunun kognitif gelisimde etkili olabilecegini 6ne siirmektedir (Thaler ve
ark., 2010). Kisa siireli agligin otofajiyi tetiklemek sureti ile dokularin tazelenmesine
katki sagladigini diisiindiiren bulgular da vardir (Alirezaei ve ark., 2010). Bagka bir
gorlise gore de aglik hipotalamusta stres proteini sentezine yol agarak olumlu etkiler
gostermektedir (Aly ve ark., 1994), belki de oksitatif stres ve inflamasyonu

engelleyen siiregler 6n plandadir (Djuric ve ark., 1992).

Hangi fizyolojik mekanizma ile oldugu heniiz tam olarak agikliga
kavusturulamamis olsada aghigin kognitif fonksiyonlara olan gelistirici etkisi aciktir.
Bu etkinin fizyolojik anlami iizerine yogunlasan bazi arastirmacilar organizmanin
cevresel kosullar1 hesaba katarak besin teminine yonelik farkli davranis kaliplarindan
hangisinin daha ¢ok faydali ve daha az zararli oldugunu degerlendirmek i¢in bu
baglantilara ihtiya¢ duydugunu disiinmektedir (Yapict ve ark., 2014). Bu goriise
gore organizmanin davranis kaliplarin1 olustururken kullandigi temel ilkeler, besin
arayisi ile ilgili farkli durumlara 6zgii farkli davranis sekillerinin ortaya ¢ikmasini
saglamak i¢in kullanilmaktadir. Besin alimini diizenleyen merkezlerin sadece aglik
ve tokluk mekanizmalarimi aktive ederek motivasyon saglamadigi, ayni zamanda
besin arayist ile iliskili ya da beslenme dis1 davramigsal etkilerinin de oldugu
konusunda bazi bulgular elde edilmesiyle beraber, son yillarda agligin bu davranigsal
etkilerine yonelik calismalar hiz kazanmistir. Cok yakin zamanda aghigin kognitif
iligkileri iizerine yapilan birka¢ calisma, aclik ile anksiyete arasinda bir hiicresel
baglanti gdstererek AgRP hiicrelerin uyarisinin anksiyete davranisini azalttigini

gostermistir (Dietrich ve ark., 2015, Padilla ve ark., 2016).

Biitiin bu ¢alismalara ragmen, AgRP hiicrelerinin beslenme davranisinin

diizenlemesindeki kompleks etkileri yeterince aydinlatilamamistir. Bunun sebebi,
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aclik ve toklugu diizenleyen merkezlerin ¢ok farkli hiicre gruplarini ¢ok kiigiik bir
alanda barindirmasi ve bu hiicre gruplarmin yeterince hasas bir sekilde
uyarilamamas! ya da inhibe edilemesidir. Ustelik bu merkezi cekirdekler beynin
hemen heryeri ile yogun bir ag olusturmaktadir. Bu da bu hiicrelerin spesifik
gorevlerinin anlasilmasini zorlagtirmigtir. Bununla birlikte 6zellikle son on yilda
sinirbilim alaninda yapilan calismalarin hizli artisi, yeni teknoloji ve tekniklerin
sundugu imkanlar cergevesinde, bir ¢ok alanda oldugu gibi besin aliminin
diizenlenme mekanizmalar ile ilgili simdiye kadar ortaya atilan teorilerin yeniden

ele alinarak incelenebilmesi imkan1 dogmustur.

Norostimiilasyon tekniklerindeki yeni gelismeler ile sinir hiicrelerinin alt
gruplarini hedef alan spesifik manipiilasyonlar miimkiin hale gelmis ve bugiin artik
optogenetik metodlar ile mevcut bir sinir agindaki hiicrelerin fizyolojik siirece net
katkisinin ne oldugu hiicre hiicre analiz edilebilmektedir. Boylece acligin kompleks
fizyolojisi ¢esitli hiicreleri aktive ve inhibe ederek daha iyi anlasilabilecek ve cesitli

hastaliklarin tedavisinde yeni olanaklarina imkan saglayabilecektir.

1.4. Norostimiilasyon ve Optogenetik

Karl Deisseroth 2006 yilinda optik ve genetik teknikleri bir araya getirilerek
gergeklestirilen spesik norostimiilasyon igin “optogenetik” kavramini Onermistir
(Deisseroth ve ark., 2006). Literatiire girmesinden birka¢ yil sonra optogenetik
Nature dergisi taradindan “yilin metodu” se¢ilmistir. Olduk¢a yeni bir metot
olmasina ragmen bugiin diinyada 800 iizerinde optogenetik calisma merkezi

bulunmaktadir ve her gecen giin bunlara yenileri eklenmektedir (Williams 2013).

Insan beyninde farkli bolgelerin hangi fonksiyonlardan sorumlu oldugu
hakkinda bilgiler genelde belirli bir bolgenin hasarlanmasini takiben ortaya ¢ikan
fonksiyon kayiplarinin gozlenmesi ile elde edilmistir. Bu tiir klinik gozlemlerle elde
edilen bilgilerin tarihi Edwin Smith Papiiriisii'ne kadar uzanmaktadir (Breasted
1930). Modern sinirbilimin babasi Penfield de bir beyin cerrahidir. Bu ¢alismalarda
ornegin oksipital bolgesinden yaralanan birinde korliik gelismesi bu bdlgenin gérme

fonksiyonu ile iligkili fonksiyonu olabilecegini diisiindlirmiistiir. Yiizyilin baslarinda
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bu bilgiler toplanarak histolojik ve elektrofizyolojik yaklasimla desteklenmis ve
farkli beyin bolgelerinin fonksiyonlar1 hakkinda haritalar yapilmistir (Brodmann
2006). Daha sonralari hayvan caligmalarinda, beynin belli bolgelerinde kontrollii
lezyonlar olusturarak ortaya ¢ikan fonksiyon kayiplari incelenmek sureti ile, beyin
bolgelerinin islevleri konusunda daha ayrintili bilgiler edinilmeye calisilmistir.
Bununla beraber s6z konusu fonksiyonel alanlardaki i¢ dongiilerin nasil gergeklestigi

sorusu giiniimiizde de hala giincelligini korumaktadir.

Bu fonsiyonel alanlarin i¢ dongiilerinin fonsksiyona katkisini anlamak
sozkonusu  oldugunda  “norostimiilasyon”  kavrami  ortaya  ¢ikmaktadir.
Norostimiilasyon, bir sinir hiicresinin yapay yontemlerle uyarilmasi demektir.
Tarihteki bilimsel arastirma kurallarima uygun ilk norostimiilasyon caligmasi 18.
yiizyilda Italyan bilimadami Luigi Galvani tarafindan gerceklestirilmistir (Kipnis
1987).

Galvani’den sonra metal problarla yiiriitiilen ndrostimiilasyon c¢alismalari
daha sonra elektronik teknolojiler kullanilarak yapilmaya baslanmistir. Ancak soz
konusu geleneksel norostimiilasyon yontemlerin birtakim kisitlayicilar1 vardir.
Beyinde belirli bir alan bu yontemlerle uyarildiginda o boélgedeki biitiin hiicrelerde
yanit olusturulmaktadir. Belirli sinir hiicre gruplar spesifik olarak uyarilamadiginda,
icndral dongiide yiiriittiikleri fonksiyonun anlagilmasini olanaksizdir. Buna ek olarak
ozellikle davranisin degerlendirilmesi gereken c¢alismalarda invazif yontemler
kullanabilmek i¢in denegin hareketinin kisitlanmasi hassas analiz imkanini ortadan
kaldirmaktadir. Ayrica sinir sistemi, anatomik acidan uzak yerlesimli olmasina karsin
tek bir fonksiyonu beraberce gerceklestiren hiicre gruplariyla donatilmigtir; fakat
geleneksel yontemlerle farkli lokalizasyonlardaki bu hiicrelerin es zamanl

uyarilmasi miimkiin olmamaktadir.

Ozel bir ndrostimiilasyon yaklasimi olarak “fotostimiilasyon” kavrami ilk
defa 2001 yilinda yayimlanan bir makalede giindeme gelmistir (Zemelman ve ark.,
2001). Spesik norostimiilasyon kavraminin ilk uygulamali 6rnegi olarak kabul edilen
bu ¢alisma giliniimiizde kullanilan optogenetik araglara nazaran oldukga ilkel olmakla
beraber optogenetigin biitliin temel parametelerinin tarif edildigi bir ¢alisma olmasi

acisindan onemlidir. Fotostimiilasyon hakkindaki ilk ¢aligmadan dort yil sonra Lima
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ve Miesenbock makalelerinde fotostimiilasyon teknigi igin 1s18a duyarli paket
molekiiller kullandiklarini ifade etmislerdir. Transgenetik yolla aktarilmis iyon
kanallari, 1s1ikla aktive olan paket molekiiller tarafindan uyarilarak aksiyon
potansiyeli tetiklenebilmistir. Bu sayede transfekte noronlarin 151k ile spesi k bigimde
uyarilarak kendilerine ait fonksiyonu icra etmeleri saglanmistir (Lima ve ark., 2005).
Claridge- Chang ve ark. calismalarinda optogenetigin davranis ve 6grenme gibi
biligsel fonksiyonlar1 yiiriten ndronlarda da kullanilabilecegini kanitlamistir
(Claridge-Chang 2009). Optogenetigin  hizli yiikseliginin sebebi yukarida
bahsettigimiz norostimiilasyon ¢alismalarinda gordiigiimiiz ti¢ kisitliligi da asabilmis
olmasidir. Optogenetik sayesinde sinirbilim alaninda simdiye kadar bilindigi kabul
edilen hemen her konunun yeniden calisilarak dogrulanabilme imkani1 yontemin

Onemini daha da artirmaktadir.

Optogenetik kontrol i¢in oncelikle uyarilmasi hedeflenen hedef hiicre tipi
belirlenir. Belirlenen hedef hiicrede aktif olup digerlerinde olmayan bir gen tespit
edilir ve ardindan hedef hiicrede olusturulmak istenen etkiye gore kullanilmasi
gereken 1s18a duyarili iyon kanali (fototetik) secilir. Dogada 1s18a duyarli iyon
kanallar1 barindiran bir ¢ok organizma vardir. Bu canlilarda fototetik proteinleri
kodlayan genler izole edilerek ¢ogaltilir ve bir tastyic1 vektore yiiklenerek belirlenen
hedef hiicrelere transfekte edilir. Boylece hiicre yiizeylerinde 1s18a duyarl protein
kanallar1 olan hedef hiicreler olusturulur (Boyden ve ark., 2011). Kullanilan
fototetiklerin ¢esitliligi ve etki mekanizmasi ile uygulanan 15181in frekansi gibi

faktorler optogenetik modiilasyonun ¢esitliligini saglamaktadir.

Optogenetik ¢alismalarda kullanilan transfeksiyon metodu opsinlerin spesik
hiicrelerde sentezine yonelik vektor ve promoter gelistirilmesi {izerinden
kurgulanmistir.  Belirlenen bir opsine ait genin istenilen hedef dokuya
transfeksiyonuna kadar siirec su sekilde isler: Oncelikle hedeflenen genin izole
edilmesi gerekir. Bu izolasyon islemi i¢in hede enen gen tesbit edilmeli ve takiben
yalittmalidir. Genetik miihendisliginde anlamli bir gen bulmak i¢in kullanilan birkag
metot vardir. Birincisi “ters transkripsiyon” metodudur. Eger bir proteini izole
edebiliyorsak bu protein dizisini liretecek mRNA dizisini okuyabilir ve bu diziyi
kodlamis olabilecek DNA bdlgelerinin bir kiimesini ¢ikarabiliriz. Tespit edilen genin

izolasyonu i¢in en sik kullanilan yontem PCR’dir (polimeraz zincir reaksiyonu). Bu
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teknigin uygulanabilmesi i¢in hede enen genin en azindan bir ka¢ niikleik asitlik
boliimii bilinmelidir. Bdylece klonlanmasi amaglanan genin translasyon {irlinii olan
mRNA izole edilir ve bu mRNA dan ters transkriptaz enzimi sayesinde cDNA
dretilir. Daha sonra cDNA tamamlanarak izole gen elde edilir ve PCR ile ¢ogaltilir.
Cogaltilan genin vektore aktarilmasi islemi icin “elektroporasyon” teknigi kullanilir.
Bu teknikte izole edilip ¢ogaltilan genetik materyal hiicre kiiltiirii ortamina ekilir ve
kiiltiirdeki hiicrelerin zarlarinda gegici porlar olusturularak genetik materyalin hiicre
icine alinmasi saglanir (Potter 2011). Virlis aracili gen aktarimi i¢in belirlenen
virlisler ortama ekilir. Bdylece hede enen genleri tasiyan viriisler ¢ogaltilabilir
(Howarth 2010). Gen tasiyicis1 olarak farkli virlisler kullanilmakla beraber
optogenetik calismalarda genellikle Lentivirus ve Adeno Associated Virus (AAV)
tercih edilmektedir (Yao 2012).

Erken donem optogenetik calismalarda 1s18a duyarli paket prekiisorler
kullanilmaktaydi. Son yillarda dogada ¢esitli canlilar lizerinde yapilan arastirmalar
bir ¢ok fototetik adayi protein kesfedilmesini saglamistir. Giintimiizde bir dizi
fototetik iizerine arastirmalar yiiriitiilityor olmasina karsin baslicalari sunlardir;

a) Bakteriyorodopsin: Dieter Oesterhelt ve Walther Stoeckenius’un 40 sene
kadar once yesil alglerde kesfettikleri 1s18a duyarli ilk proteindir (Oesterhelt 1971).
Yesil 151k ile aktive oldugunda hiicre icine katyon girisine yol agar ve transfekte
edildigi noronda aksiyon potansiyeli olusturur. Yeterince etkin olmadigi ve
halorodopsinle birlikte kullanilamadig1 i¢in kullanimindan vazgegilmistir.

b) Halorodopsin: 1977 yilinda Halobacterium salinarum’da tespit edilen sar1
1518a duyarli bir iyon kanalidir. Aktive oldugunda Cl- iyonlarmin hiicre igine
taginmasini ve hiicre membran1 potansiyelini azaltarak aksiyon potansiyelinin inhibe
olmasini saglar (Matsuno-Yagi ve ark., 1977). Natronomonas Pharaonis’den izole
edilen bir diger halo- rodopsin tiirii (NpHR) 2008 yilinda etkin bir sekilde noron-
larda aksiyon potansiyelinin inhibisyonu i¢in kullanilmaya baslanmistir. Protein
mithendisligi ile modi ye edilmis eNpHR reseptorleri de benzer bir etki olusturur
(Gradinaru ve ark., 2008).

¢) Kanalrodopsin: 2002 yilinda Chlamydomonas Reinhardtii’de kesfedilmis
mavi 151ga duyarli bir Na+ iyon kanalidir ve 1sikla uyarildiginda hiicre i¢ine Na+

girigini saglayarak aksiyon potansiyeli olusturur (Nagel ve ark., 2003).
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d) OptoXR: Rodopsinin intrasellular pargasinin diger adrenerjik
reseptorlerin - hiicre i¢i pargalar1 ile degistirlmesi fantastik reseptorelerin
gelistirilmesini sagladi. Boylece hiicre i¢i sinyal yolaklarini spesi k olarak kontrol

edebilecek optogenetik bir mekanizma gelistirilmistir. (Airan ve ark., 2009).

Ayn1 zamada c¢ok farkli lokalizasyonlardaki farkli hiicre tiplerinden
bazilarim1 eksite ederken digerlerinin inhibisyonunu saglayabilecek multifokal,
multimodal etkilesimleri miimkiin kilan bir tekniktir. Zhang ve ark. multimodal
etkilesimleri olusturmak {izere ¢ok renkli optik aktivasyon kullanmistir (Zhang ve

ark., 2007). Baslica fototetik mekanizmalar Sekil 1.4’de gosterilmistir.

Ik ¢alismalarda drosophila ya da zebra balig: larvalari gibi seffaf dokular
tercih edilmekteydi. Eriskin drosophila’larda yapilan deneylerde de kisa dalga boyu
nedeniyle 151k dokuya invaze olarak gerekli etkiyi olusturabilmistir; ancak ilerleyen
zamanlarda yiiksek organizmalarda yapilan ¢aligmalar 15181n daha invazif metot- larla
hedef dokuya ulastirilmasi zorunlulugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu baglamda ber optik
kablolarla aktarilan lazer 15181 kullanilmistir (Gradinaru ve ark., 2007). Giinlimiizde
uygulanan optogenetik metotlarda kati-hal lazer sistemleri ile elde edilen lazer 15181

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Son donemde yiiksek doku ¢oziiniirliigiine sahip bir 151k olan LED (Light-
emitting diode) teknolojisi de optogenetikte kullanilmaya baslanmistir (Iwai ve ark.,
2011). LED sistemlerin temelinde lizerinden akim gegen bir silikon maddenin 151k
vermesi prensibi yatmaktadir. Bu teknoloji sayesinde viicut disinda olusturulan 15181n
fiber optik kablolar vasitastyla hedef beyin dokusuna yonlendirildigi konvansiyonel
yontem yerine 1518in dogrudan in vivo sartlarda, hedef beyin dokusu igerisinde
olusturulabilmesi saglanmistir. Optogenetikte kullanilan 15181in mahiyeti ve hedef
bolgeye ulastirllma sekli  optogenetik  kontroliin  ¢esitliligini  belirleyen

parametrelerdendir.

Yiizyilin basinda Luigi Galvani’nin bir kurbaga bacagindaki sinir
hiicrelerini elektrikle uyarmasiyla baslayan siirecte; klinik uygulamalar ve lezyon
caligmalari, yerini beynin farkli bolgelere yerlestirilen iletkenler ile sunni olarak

uyarilmas1 esasina dayanan ‘“norostimiilasyon uygulamalari™na  birakmistir
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(Piccolino, 1998). Baslangigta genis alanlarda nonspesifik olarak gerceklestirilen
norostimiilasyon uygulamalar1 zamanla daha kiiciik bolgelere spesifik olarak
uygulanmaya ve farkli sinir hiicrelerinden olusan hiicre kiimelerinin islevlerinin
belirlenmesinde etkin bir yontem olarak kullanilmaya devam etti. Yakin bir tarihte
ise insanlar {lizerinde de uygulama alani bulan transmanyetik stimiilasyon teknigi
fizyolojik biitiinliigi bozmadan, daha kiiclik beyin alanlarina 6zgiin uyari
yapabilmeyi miimkiin kilmistir. Transmagnetik stimiilasyonun klasik elektriksel
stimiilasyona iistiinliigli sadece aktive edebilmesi degil, ayn1 zamanda inhibisyon da
olusturabilmesiydi (Barker ve ark., 1991). Ancak biitlin norostimiilasyon metodlarin
uygulandigi bolgedeki noron alt tiplerini ayn1 anda uyarmasi sebebiyle, noron alt
tiplerinin ortaya c¢ikan fizyolojik sonuca nasil bir katki sagladigimi tam olarak
anlamak mimkiin olmamistir. 2005 yilinda kesfinden sonra kisa zamanda biitiin
diinya da ¢ok genis bir uygulama alani bulan optogenetik uyarim teknigi ise; klasik
norostimiilsyon tekniklerinin bu kisitliliklarini bertaraf ederek belli bir bolgede
birbirine ¢ok yakin yerlesimli bir ¢ok néron tipinden sadece belli bir grubu spesifik
olarak uyarabilmeyi miimkiin kilmistir (Lima ve Miesenbock 2005, Deisseroth ve

ark., 2006).

Bu yeni teknik 1s1ga duyarli bir grup protein olan opsinlerin genetik
metaryalinin bir virus tasiyici igine yiiklenerek uyarilmak istenen sinir hiicresine
transfer edilmesi bu sayede sinir hiicresi ylizeyinde 1s18a duyarli protein kanallar
olusturmak sureti ile 151k kullanarak hedef hiicrelerin manipiile edilebilmesi esasina
dayanmaktadir. Optogenetigin farkli hiicre tiplerini spesifik olarak uyarabilme
konusundaki bu basaris1 uyarilabilir hiicrelerle ilgili biitiin alanlarda yarattig1 genis
devrimsel etkiyi kisa zamanda beslenmeyi diizenleyen mekanizmalarin daha ayrintili
bir sekilde ortaya konulmasinda da hissettirdi. Bir kag¢ yil icerisinde optogenetik
metodu ile ilk sunni aglik uygulamasi gerceklestirildi (Aponte ve ark., 2011).
Beslenme ile ilgili daha once yapilan ¢alismalarin bir ¢ogu bu yeni metodla sadece
beyin bolgesi degil, hiicre tipi diizeyinde hatta hiicre tiplerinin alt gruplar1 diizeyinde
yeniden ele alinmaya basladi. Bu gelismeler daha 6nce ortaya konulan ama kompleks

yapist nedeniyle test edilemeyen bir ¢ok hipotezin test edilmesine olanak saglamistir.

Baslangigta hiicresel spesifiteyi saglamak icin hiicre tiplerine 6zgii iiretilen

viriislerin yerini hedef hiicrelerinde ters cevilirlmis gen parcalarim (FLEx gen)
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diizelterek okuma kabiliyeti barindiran hiicreye spesifik transgenik (Cre) hatlarla
viriislerin i¢erde hedef bolgeye enjekte edilen FLEx genlerin kombinasyonlarina
birakti (Pupe ve Wallen-Mackenzie 2015). Zamanla daha kronik manipulasyonlari
miimkiin kilan modifiye reseptorleri eksojen kimyasallarla uyarma prensibine dayali
kemogenetik metodlar da yeni nesil bir hiicreye spesifik norostimiilasyon teknigi

olarak kullanima girdi.

Bu teknoloji sayesinde bilim insanlar1 beslenme ile ilgili ndronal
mekanizmalarda hangi sinir hiicrelerinin tam olarak nasil bir rol iistlendigi konusunu
arastirmak i¢in giiclii bir ara¢ edinmis oldu. Optogenetik lezyon c¢alismalari ile daha
once gosterilen bir ¢ok bulgunun ve hipotezin hiicresel diizeyde test edilebilmesine
olanak saglamaktadir. Yapilan calismalar AgRP proteini sentezinin 6zgiin olarak
arkuat ¢ekirdekte agligi regiile eden AgRP/NPY hiicrelerinde yapildigini
gostermektedir (Broberger ve ark., 1998, Hahn ve ark., 1998). AgRP hiicrelerinin
spesifik olarak uyarilmasinin yeme davranisini ciddi anlamda tetikledigini gosteren
calismalar yapilmistir (Aponte ve ark., 2011). Bu ¢alismada daha 6nce diyeteryan
calismalarda ortaya koyulan aghigin kognitif faliyetleri gelistirici etkisinin ndronal
diizenlenme mekanizmasina hiicresel diizeyde yaklasmak iizere optogenetik

tekniginin imkanlarini kullandik.

"LLL‘ P2X2 ChR2 NpHR Arch OptoXR

N/ N/

Depolarizasyon Repolarizasyon
Hcre ici
Sinyal
Aktivasyon inhibisyon

Sekil 1.4. Baslica fototetik mekanizmalar (Alp ve ark., 2014).

Optogenetik uygulamalarda kullanilan stimiile ve inhibe edici fototetikler.
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Sekil 1.5. Optogenetik uygulama asamalar1 (Alp ve ark., 2014).

Optogenetik uygulamalarda dogdaki 1s18a duyarli organizmalardan elde edilen protein kanallar hedef
hiicrelere transfekte edilerek 151k uygulamasi ile kontrol edilebilir hale getirilmektedir. Bdoyle bir
hiicreni bir sinirsel dongiideki fizyolojik anlami elektofizyolojik ve davranis testleri ile analiz

edilebilir.
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2. GEREC ve YONTEM

AgRP-Cre transgenik denekler Jackson Laboratuvari’ndan satin alindi. Medipol
Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi'nde iiretimi gerceklestirildi. Yavrularm
doku Ornekleri alinarak genotipleri belirlendi. 40 giinliik 60 erkek transgenik fare
kontrol, aclik ve optogenetik stimiilasyon grubu olarak {i¢ gruba ayrildi. Kontrol ve
aclik grubuna grubuna intrakraniyal rAAV-GFP, optogenetik stimiilasyon grubuna
rAAV-ChR2-tdTom enjekte edilerek optik fiber kaniilleri takildi. 2 haftalik
remisyondan sonra kontrol grubuna ve optogenetik stimiilasyon grubuna serbest
beslenme rejimi uygulanirken aglik grubuna 18 saatlik akut ac¢lik uygulandi.
Denekler lazer uyar1 altinda 6grenme bellek kapasiteleri Morris su labirenti

kullanarak degerlendirildi.

2.1. Gereg

Calismada kullanilan biyolojik materyal ve kimyasallarin listesi cizelge

2.1°de, teknik gerecler de ¢izelge 2.2 de belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Deneylerde Kullanilan Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar

Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar Marka Uriin Kodu
LB Agar Biomatik A8523-500G
LB Broth Biomatik A8523-500G
OneShot Stbl-3 Kompetant E.coli hiicre hatti1 ~ Life Technologies C737303
Primerler Sentegen

AAYV plazmitleri Addgene

293AAV hiicre hatt1 Cell BioLabs AA V-100
Sodyum Piriivat (C3H3NaO3) Sigma-Aldrich P5280
Ethanol Sigma-Aldrich 46139
Glasiyal Asetik Asit Sigma-Aldrich 537020
Agaroz Sigma-Aldrich A9539
Glutamax-I Gibco 35050-061
Paraformaldehit Sigma-Aldrich 15127
Sodyum Klortir (NaCl) Sigma-Aldrich S7653
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Cizelge 2.1. (Devam) Deneylerde Kullanilan Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar

Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar Marka Uriin Kodu
Potasyum Klortir (KCI) Sigma-Aldrich P9541
Sodyum Fosfat (NaH2PO4) Sigma-Aldrich S8282
Sodyum Bikarbonat (NaHCO?3) Sigma-Aldrich S6014
Magnezyum Kloriir (MgCl2) Sigma-Aldrich 208337
Kalsiyum Kloriir (CaCl2) Sigma-Aldrich C1016
Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) Multicell 311-010-CL
Fenol Kirmizisi Capricorn 600-070-1G
OptiPrep Density Gradient Medium Sigma-Aldrich D1556
Benzonase Sigma-Aldrich E8263
Trypsin (0,25%) in DPBS Capricorn CPTRY2B
DMEM High Glucose Multicell WS319005CL
Polyethylenimine Branched Sigma-Aldrich SG408727
EndoFree Plasmid maxi kit Qiagen 12362
D-Sorbitol High Purity Sigma-Aldrich BMA2450
SafeView Alfagen G108

Gel Loading Dye Purple (6X) NEB B7024 S
Taq PCR Kit NEB E5000 S
Fluoromount Mountin Medium Sigma-Aldrich F4680
LMA Agaroz Reducta 8060

Red RetrobeadsTM Lumafluor R180

Triton X-100 Sigma-Aldrich X100
Trizma® HCl Sigma-Aldrich T3253
Clozapine N-Oxide Enzo LifeScie. BML-NS105
Stikroz Sigma-Aldrich 0389
Dekstroz Sigma-Aldrich D9434
Sodyum Askorbat (C6H7NaO6) Sigma-Aldrich PHR1279
Opti-MEM Reduced Serum Medium Life Technologies 51985-034
Ensure® TwoCal Strawberry Abbott S16630
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Cizelge 2.2 Deneylerde Kullanilan Geregler

Kullanilan Gerecler Marka Uriin Kodu
Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Millipore UFC910024
OptiSeal Santriftij Siseleri Thermo Scientific 7600302
MicroPunch Harvard Apparatus 340140
Portatif Anestezi Cihazi Beyza Medikal

Micromotor Ist. Dis Deposu

One-axis Oil Hydraulic Micromanipulator Narishige MO-10
Drummond WiretrolTM II Kalibre Mikropipet ~ Minstar

Peristaltik Pompa Fisher Scientific 21-176-2A
0,2 mL PCR tiip Isolab 123.01.002
ChemiDocTM MP System BioRAD

Calkalayici Benchmark Sci. BR2000
dH20 Cihazi Millipore ZRQSVP8W
Ear Tag Harvard Apparatus  52-4717
Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube Sigma-Aldrich 7666505
Manyetik Karistirict Benchmark Sci. H400HSB
Multi-Therm Shaker Benchmark Sci. H5000-HC
pH metre Isolab pH7110
PowerPacTM Universal Power Supply BioRAD 1645070
Santrifiij Orto Alsera Biocen 22R
Spectrometre cihaz BioRAD

T100TM Thermal Cycler BioRAD 1861096
Tart1 Ohaus Explorer EX124-US
Ultrasonikator Bandelin Sonarex

Vorteks Benchmark Sci. BV1000
Konfokal Mikroskop Zeiss LSM-780
Vibratom Leica VTI1000S
Mikropipet Cekici Sutter Instruments ~ P-1000
Ozmometre Advance Ins. 3250
AnyMaze 5.0 Anymaze Soft.

Stereo Mikroskop Zeiss Disc. V8
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2.2. Yontem

Arkuat ¢ekirdekteki AgRP noronlarini segici olarak uyarmak igin ters-GFP
veya ters-ChR2 gen dizileri tastyan viriisler, genotipleri PCR teknigi ile teyit edilen
AgRP/Cre transgenik farelerin arkuat g¢ekirdeklerine enjekte edildi. Bu sayede
AgRP/Cre denekler sadece AgRP hiicrelerinde ters dizilerin diizeltilmesinden
sorumlu krerekombinaz enzimi sentezlendigi icin sadece AgRP hiicrelerinde ters-
GFP ve ters-ChR2 genleri diizeltilerek GFP ve ChR2 ifadesi gergeklestirilmis oldu.
AgRP/ChR2 hiicrelere 15181 ulasgtirmak iizere deneklerin kafalarina fiberoptik bir
kablo yerlestirildi (Sekil 2.1). AgRP hiicrelerinin uyarilmasimin 6grenme bellek
fonksiyonlari iizerine olan etkisini anlamak tizere hiicreleri 1sikla uyarilan denekler
Morris su labirenti kullanilarak 18 saatlik aglik uygulanan ve herhangi bir aglik

uygulamasi yapilmayan gruplarla karsilastirildi.

A AAV - FLEx - GFP B
veya
AAV - FLEx - ChR2 - tdTomato

g X

Sekil 2.1.
(A) AgRP-cre deneklere ters-GFP ya da ters-ChR2-tdtom geni tasiyan virusler enjekte edilerek arkuat
¢ekirdeklerinde protein ifadesi saglandiktan sonra yerseltirilen fiber optik kablo ile gerceklestirilen
151k uyarist. (B) Intrakraniyal enjeksiyon ve fiberoptik kablo yerlestirmede kullanilan sterotaktik
diizenek (C) Uyarim igin gelistirilen lazer sistemi.
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2.2.1. Denekler

AgRP hiicrelerine spesifik bir uygulama yapmak i¢in 6zel iiretilmis olan
AgRP/Cre transgenik C57 wrki fareler Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanliginin izni
ile bir adet disi ve bir adet erkek olmak iizere Jackson Laboratuvari’ndan hemizigot
olarak satin alindi. Medipol Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde
Tg(AgRP-cre)lLowl/J] veya kisa adiyla AgRP-Cre erkek transgenik fare, disi
C57BL/6 yabanil tip fareler veya disi AgRP-Cre fareler ile caprazlanarak iiretimi
gergeklestirildi. Yavrular 21 ila 28 giinliige ulastiklarinda, anestezi altinda yavrularin
kulaklarindan doku Ornekleri alinarak genotipleri belirlendi. AgRP-Cre oldugu
belirlenen 40 giinlik 60 erkek transgenik fare operasyon icin hazirland1 ve tekli
kafeslere konuldu. Denekler gruplar arasinda agirlik dagilimmin dengeli olmasina

dikkat edilerek {i¢ gruba ayrildi (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3 Deney Gruplari

Grup Say1 (n) Uygulama Denek / Transfeksiyon
Kontrol Grubu 12 Serbest beslenen tok fareler AgRP-Cre / GFP

Acglik Grubu 12 18 saatlik aclik AgRP-Cre / GFP

ChR2 Grubu 12 Tok/ Optogenetik Stimiilasyon ~ AgRP-Cre/ChR2-tdTomato

Transgenik farelerin bakimi ve {iretimi Istanbul Medipol Universitesi Tibbi
Aragtirma Merkezi tarafindan (MEDITAM) gergeklestirilmistir. Hayvan deneyleri,
Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IMU-
HADYEK) tarafindan onaylanmustir.

2.2.2 Genotipleme
Dogumdan itibaren anneleriyle beraber yasayan yavru farelere, 21-28

giinliige eristiklerinde genotipleme yapildi. Yapilan deneyler i¢in yalnizca transgenik

erkek fareler kullanildi.
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DNA eldesi

Yavru fareler doku alimi i¢in kisa siireli anestezi altina alindi. Anestezi
altinda yavrularin bir kulagina numaral kulak kiipesi takildi. Diger kulagindan da

kulak delme pensi ile doku 6rnegi alindi. Alinan dokular 75 pL. 25mM NaOH/EDTA

iceren 0,2 mL PCR tiiplerine koyuldu. Tipler 1 saat 98°C sicaklikta TlOOTM
Thermal Cycler PCR cihazinda 1sitildi. Ardindan, tiiplere 75 pL 40 mM Tris/HCl
eklendi ve 3 dakika 4000 rpm hizinda santrifiij edilip, DNA iceren silipernatant yeni
bir tiipe aktarildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
Elde edilen DNA ile asagidaki malzemeler belirtilen oranlarda karistirilip

PCR karisimi elde edildi. Her bir DNA 6rnegi i¢in ayri ayr1 kontrol ve transgenik
PCR karisimi hazirlandi. Son tiip, negatif kontrol i¢in DNA konulmadan birakildi.

Tiim tiiplerde son hacim, ddH20 ile 12 pL.’ye tamamland.

Cizelge 2.4. Kontrol PCR karisimi1

Gereg

Son Konsantrasyon

10X Reaksiyon tampon ¢ozeltisi
Ortak primer

I¢ pozitif kontrol geri primer
dNTP Soliisyon Karigimi

Taq Polimeraz

DNA

ddH20

1X

0,5 mikroM

0,5 mikroM

200 mikroM

1,25 unit/50 mikrolitre PCR

Cizelge 2.5 Transgenik PCR karigimi

Gereg

Son Konsantrasyon

10X Reaksiyon tampon ¢ozeltisi
Ortak primer

Transgenik geri primer

1X
0,5 mikroM
0,5 mikroM
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Cizelge 2.5. (Devami) Transgenik PCR karigimi

Gereg Son Konsantrasyon

dNTP Soliisyon Karigimi 200 mikroM

Taq Polimeraz 1,25 unit/50 mikrolitre PCR
DNA

ddH20

Cizelge 2.6 Kullanilan Primer Dizileri

Primer Dizi5’ a3

Ortak primer GAA AAG ATA AGG CCT TCA AGT GCT
I¢ pozitif kontrol geri primer GAT CTT TCT GCA GTA TCT TCC TTC
Transgenik primer ATC GAC CGG TAA TGC AGG CAA

Hazirlanan PCR karigimi asagidaki PCR protokolii ile birlikte T100 Thermal Cycler

cihazina koyuldu.

Cizelge 2.7 PCR Protokolii

Dongti Sicaklik Stire

1 95°C 1 dakika
95°C 30 saniye

37 60°C 30 saniye
68°C 1 dakika

1 72°C 5 dakika

Agaroz jel elektroforezi ve goriintiileme

100 pL 1X TAE (Tris-Asetat-Etilendiamin tetraasetik asit) tampon
cozeltisine (40 mM Tris, 20mM glasiyal asetik asit, IMm pH:7,6 EDTA) 3 g agaroz
eklendi ve c¢ozelti seffaflasana kadar 200°C’de kaynatildi. Berrak ¢ozeltiye SuL

safeview eklendi ve yiikleme taraklar takilarak elektroforez kasetine dokildi. Jel
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kivamina geldikten sonra 1X TAE tampon ¢ozeltisi ile dolu elektroforez tankina
yerlestirildi. Birinci kuyuya 5 pL belirte¢ yiiklendi. Diger kuyulara ise 9 pL. PCR
iriinii, 1 pL yiikleme boyasi ile karigtirilip yiiklendi. 20 dakika 100V’da yiiriitiildi.
Yeteri kadar yiirtiyen jel BioRAD ChemiDoc cihazinda goriintiilendi. 200 ve 306 baz

ciftinin beraber goriindiigli 6rneklerin alindig1 fareler transgenik olarak belirlendi.

2.2.3 Rekombinant Adeno-asosiye Viriis Uretimi

Rekombinant adeno-asosiye viriis iiretimi i¢in gereken plazmitler Addgene
firmasindan satin alindi. Kompetant Stbl3 E. Coli transformasyonu ile gelen

plazmitler, bakteriyel siirlintii halinde temin edildi.

Plazmit DNA cogaltma

35 g/L oraninda H20 ile kanistirllmig LB (Lysogeny broth) agar ¢ozeltisi
otoklavlanarak sterilize edildi. Soguduktan sonra bu karistma 100 pg/mL ampisilin
eklenerek antibiyotik direnci saglandi. LB agar, 2/3’iinii dolduracak sekilde 10 cm
polistiren petri kaplarina dokiildii ve donmaya birakildi. Plazmitler katilasan agara
yaydirildi ve petriler gece boyu 37°C’de bekletildi. Ertesi giin petrilerin {iistiinde
bakteri kolonileri olustugu goriildii. Bu koloniler 6ze yardimiyla toplandi ve 6nceden
hazirlanip otoklav ile sterilize edilen 20 g/L LB s1v1 besi yerine aktarildi. Bakteriler
stv1 besi yerinde 37°C, 250 rpm kosullarinda logaritmik olarak ¢ogalmaya birakildi.
Yaklasik 18 saatin sonunda yeterli sayitya ulasan bakteriler 4°C 6000 rpm’de 15
dakika boyunca santriflij edildi, siipernatant atildi1 ve bakterileri igeren ¢okeltiler -
80°C’de donduruldu. Bu islemler ana vektor, yardimei vektor 2/1 ve yardimer vektor

helper i¢in tekrar edildi.
DNA izolasyonu
Ana vektor, yardimer vektor 2/1 ve yardimer vektor helper plazmitleri igeren

cokeltiler ¢ozdiiriildii. DNA’lar Qiagen Endofree Plasmid Kit (Qiagen, 12362) ile

izole edildi. Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 SpektraMax cihazi ile tayin
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edildi. Bu islemler ana vektor, yardimci vektor 2/1 ve yardimcer vektor helper igin

tekrar edildi.

AAY Hiicre transfeksiyonu

Rekombinant adeno-asosiye virlis liretimi i¢in 6zellesmis 293AAV hiicre
hatt1 Cell BioLabs firmasindan temin edildi (Cell BioLabs, AAV-100). 106 293AAV
hiicresi 10 cm capli Petri kaplarma ekildi ve 37°C, %5 CO2, %20 O2 kosullarindaki
inkiibatorde biiyiitiildii. Hiicreler %70-80 doluluk oranina ulastiginda pasajlanarak
cogaltildi. Hiicreler yeterli miktara ulastiginda transfeksiyon i¢in hazirlandi. Steril bir
tiip icinde 24 pg yardimci vektor helper, 20 pg yardimer vektor 2/1, 12 ug ana
vektor, Opti-MEM transfeksiyon medyumu ve polietilenimin transfeksiyon ajani
karistirildi. Bu karisim hiicrelerin tizerine eklendi ve 72 saat boyunca 37°C, %5 CO2,
%20 O2 kosullarindaki inkiibatorde bekletildi. 72 saat sonunda hiicreler toplandi ve 5
dakika boyunca 4°C 1100 rpm’de santrifiij edildi. Hiicrelerin bulundugu ¢okelti eksi
80°C’de donduruldu.

Piirifikasyon

Hiicre ¢okeltisi 9 mL steril liziz ¢ozeltisi (150mM NaCl, 20mM Tris pH 8§,0)
ile karistirlldi. Hiicreler once kuru buz - %70 EtOH karisiminda, sonra 37°C su
banyosunda 2’ser dakika bekletildi. Bu islem 3 defa tekrarlandi. Bu islemin ardindan
hiicreler 3 dakika boyunca sonikatérde tutuldu. Boylece hiicrelerin i¢inde bulunan

virlisler aciga ¢ikartildi. Ardindan piirifikasyon islemi i¢in; 1mM MgCl2 ve 250

U/mL Benzonase (Sigma E8263-25K) eklendi. 20 dakika boyunca 4°C 4000 rpm’de
santrifij edildi. 17%’lik ¢ozelti (5 mL 10x PBS, 0,05 mL 1M MgCl2, 0,125 mL 1M

KCl, 10 mL 5M NaCl, 12,5 mL Iodixanol ve 50 mL’ye kadar H20), 25%’lik ¢ozelti
(5 mL 10x PBS, 0,05 mL 1M MgCl2, 0,125 mL 1M KCI, 20 mL Iodixanol, 0,1 mL
0,5% fenol kirmizist ve 50 mL’ye kadar H20), 40%’lik ¢6zelti (SmL 10x PBS, 0,05
mL 1 M MgCl2, 0,125 mL 1 M KCl, 10 mL 5 M NaCl, 33,3 mL ,iodixanol ve 50
mL’ye kadar H20) ve 60%’lik ¢ozelti (0,05 mL 1 M MgCl2, 0,125ml 1 M KCI, 50
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mL JTodixanol, 0,025 mL 0,5% fenol kirmizis1) hazirlandi. Sirasiyla; 3 mL %60’ lik
cozelti, 5 mL %40’lik ¢ozelti, 6 mL %25°lik ¢ozelti, 6 mL %17’ lik ¢ozelti ve hiicre
lizati Optiseal ultrasantrifijj tiiplerine (Beckman 361625) siringa yardimiyla yavasca
damlatildi. 18°C’de 90 dakika 60.000 rpm’de santriflij edildi. Santrifiij isleminin
sonunda virlisler %40°lik ¢ozeltinin bulundugu katmanda birikti. Siringa yardimiyla
bu katman toplandi. Onceden 1 kez saklama tampon ¢dzeltisi (1 L: 100 mL 10x PBS,
50 g D-Sorbitol, 42,4 mL %5 NaCl) ile 1slatilan Amicon 100K filtreli kolonlara
(Millipore, UFC910024) %40’lik ¢dzelti iceren katman eklendi ve 1x saklama
tampon ¢ozeltisi ile 15 mL’ye tamamlandi. 30 dakika boyunca 4°C 3500 rpm’de
santrifiij edildi. 1x saklama tampon ¢ozeltisi eklenerek, bu islem 2 defa daha yapildi.

Filtrenin tistiinde kalan virtisler topland1 ve -80°C’de donduruldu.

2.2.4 Intrakraniyal Enjeksiyon

Deneklerin arkuat ¢ekirdeklerinde yer alan belirli néron gruplarina 1s18a
duyarli bir iyon kanali olan Channelrhodopsin (ChR2) membran proteinlerinin
genetik dizisi transfekte edilmek {izere bu gen dizilerini tasiyan Adeno Accociated
Virtisler (AAV) gelistirildi. Transfeksiyon reaksiyonlarinda kullanilan plasmidler
ChR2 geni yani sira bir ya da belli antibiyotiklere diren¢ saglayan genler de
barindirmaktadir. Boylece klasik 1sitma ve sogutma teknigi ile bakteri icerisine
girmesi saglanan genetik metaryaller virlistin enkapsilasyonunu saglayacak
proteinler, ChR2 genleri yanisira ampisiline dire¢ saglayan proteinler de
sentezlemektedir. Bu sayede antibiyotikli LB agarlara ekilen bakterilerden sadece
icinde virlis bulunduranlar bakteriyel koloni olusturabildi ve virlis belli bir
konsantrasyon elde edilinceye kadar cogaltilarak konsantre edildi. Deneylerde

kullanilacak FLEx-ChR2 genler Standford Universitesinden temin edilerek

Ampisilin yiikli LB agar kiivetlerde 1 X 1013 genom kopyasi/ml seviyesine kadar
konsantre edilerek kullanima hazir hale getirildi ve enjeksiyon giiniine kadar -80

derecede muhafaza edildi (Gray ve ark., 2011).
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Mikroinfizyon sistemi ve mikropipet hazirlanmasi

Enjeksiyonunda kullanilacak olan viruslerin hacmi c¢ok kiigiik oldugundan
enjeksiyonda mikroinfizyon pompast (Narishige One-axis Oil Hydraulic
Micromanipulator) kullanildi. Mikropipetler pipet ¢ekme makinasinda (Sutter
Instirument P-1000 flaming/Brown Pipette Puller System) c¢ekilerek arkuat ¢ekirdege
ulasabilecek uzunlukta ve mukavemette pipetler iiretildi. Pipetlerin u¢ agikliklar
elektron mikroskobu altinda olgiilerek pipet ¢ekme ayarlari optimize edildi.

Mikropipetlerin 2040 mm ug agiklig1 ve 7 cm uzunlugunda olmasi saglandi.

Koordinatlarin Belirlenmesi

Farkli irk, cins ve biiytikliikteki farelerde beyindeki yapilarin yerlesim
koordinatlar1 farklilik gosterdigi i¢in virus enjeksiyonlarma baslanmadan Once
enjeksiyon yapilacak koordinatlarin belirlenmesi i¢in bir ka¢ denekte 560 nm
floresan 1s1kta parlayan 6zel bir floresan boya olan latex bead enjeksiyonlar1 yapildi.
Bunun i¢in denekler inhalasyon yolu ile Sml izoflurana maruz birakildi. 30 giinliik
erkek farelerin {ist disi ve kulak ¢ikintisi stabil anestezi altinda stereotaksik ¢erceveye
sabitlendi (Stoelting Just for Mice). Burun ve agzi kapsayacak sekilde maske
takilarak izofluran inhalasyon ile anestezinin idamesi saglandi. Kafanin diiz ve sabit
oldugundan emin olunmasiyla, kafa derisi Betadin ile temizlendi ve bisturi ile
kesildi. Basin iistiinde 6nden arkaya dogru bir santim uzunlugunda insizyon agildi.
Insizyon kenarlar1 ekarte edilerek kafatas1 kemiginin gériilmesi saglandi. Kiigiik bir
miktar hidrojen peroksit ile kafatas1 kemiginin tistiindeki bag dokusu uzaklastirilarak
anatomik referans noktalari olan lamda ve bregma noktalarinin goriintiilenmesi
saglandi. Kafatas1 hidrojen peroksitten arindirildi ve SteREO Discovery V8
mikroskop altinda kraniyal koordinatlar belirlendi. Narishige mikromanipulator
yardimiyla bregma noktasinda tiim koordinat degerleri sifirlandi. Lambda ve
bregmanin 6n arka ve sag sol eksende ayni hizada olmasi temin edildi. Lambda ve
bregma mesafesi referans atlaslardaki olglimlerle orantilanarak arkuat g¢ekirdegin
muhtemel X-Y-Z koordinatlart 1.24-0.25-5.5 mm olarak tesbit edildi. Navigasyon
ignesi lambdadan itibaren X ve Y ekseninde tesbit edilen koordinatlara hareket

ettirilerek ilgili bolge isaretlendi. Bir dig¢i matkabi yardimi ile kafatasi kemiginde
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delik agildi. Sutter P-1000 mikropipet ¢ekici ile cam mikropipetler 1s1 yardimiyla
inceltilerek hazirlandi. Igine mineral yag doldurulan cam mikropipetler
mikromanipiilatore takildi. Mikroinjeksiyon pompasi ile mikropipere 1 mikrolitre
latex bead cekildi. Mikropipet ile agilan delikten Z ekseninde dakikada 0.5 mm/dk
hizinda 5.5 mm ilerlenerek, Narshige bir mikromanipiilator (MWS-1A:
Micromanipulator One-axis Water Hydraulic System) yadimi ile 25 nl/dk olacak
sekilde 180 nanolitre enjeksiyon yapildi. 5 dk enjeksiyonun bosalmasi ig¢in
beklendikten sonra mikropipet Z ekseninde 0.5 mm/dk hizinda ¢ikartilarak
enjeksiyon sonlandirildi. Akabinde 5.2.6 Gorlintiileme boliimiinde anlatilan islemler
uygulanarak enjekte edilen yapilan latex florasanin yeri tespit edilerek enjeksiyonun

yapilacagi koordinatlar optimize edildi.

Virus enjeksiyonu ve fiberoptik yerlestirme

Koordinat belirlenmesi boliimiinde anlatilan enjeksiyon yontemi ile (200nl,
bregma: AP: —1.24 mm, DV: —=5.50/- 5.60 mm, ML: +/—0.25 mm) her denege tek
tarafli olarak 200 nanolitre AAV2-FLEX-ChR2-tdTomato (Medipol Universitesi

Elektrofizyoloji ve Davranis Laboratuvari; titer 1><1013 genom kopyasi/ml) viriis
enjeksiyonu enjeksiyonu gerceklestirildi. Kontrol grubu ve aclik grubuna ise 200

nanolitre AAV2-FLEX-GFP (Medipol Universitesi Elektrofizyoloji ve Davranis

Laboratuvart; 1><1013 genom kopyasiy/ml) enjeksiyonu yapildi. Optogenetik
uygulanacak gruba lazer 1518 ilgili bolgeye iletilmesini saglamak amaciyla
fiberoptik bir kablo (200 um diameter agiklik; BFH37-200 Multimode; NA 0.37;
Thor Labs) arkutat c¢ekirdegin 0.5 mm yukarisina olacak sekilde yerlestirildi
(bregma: AP: —1.24 mm, DV: —5.45 mm, ML: —0.20 mm). Fiberoptik kablo kafatasi
kemigi iizerine C&B Metabond Quick Cement ve dental akrilik kullanilarak

sabitlendi.
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Cizelge 2.8 Intrakraniyal enjekte edilen TAAV

Rekombinant adeno-asosiye viriisler

rAA V-FLEX-GFP
rAA V-hSyn-FLEX-CHR2-tdTomato

Operasyon sonrasi takip

Operasyon komplikasyonlarini azaltmak ve postoperatif takip siiresini
kisaltmak i¢in 0.5 mg/kg ip meloxicam uygulandi. Denekler operasyon sonrasi tekli

kafeslere alinarak 22-24 °C, 12 saatlik aydinlik karanlik dongiisiinde serbest besin

erisimi (besleme sekli: Teklad F6 Rodent Diet 8664; 4.05 kcal/g 1, 3.3 kcal/g 1
metabolizable energy, 12.5% kcal from fat; Harlan Teklad) ve su erisimi saglanarak
2 hafta siire ile aklimatizasyon saglandi. Operasyon sonrasi denekler postop takibe
alindi. Tekli kafeslerde sivi yem (ensure) ve kati yemle 22 -24 °C oda sicakliginda 2

hafta remisyon saglandi. 12 saat karanlik / aydinlik dongiisiine alistirildi.

2.2.5 Fiber Fotometre ve Lazer Kaynagi

Takilan fiber optik kablolarin 151k gegirgenlikleri fotometre (Thorlab Digital
Handheld Optical Power and Energy Meter Console) ile olgiilerek 15mw olacak
sekilde optimize edildi. 540 nm lazer gelistirdigimiz bir yazilim ve kontrol devresi ile
entegre edilerek istenilen pulsasyonlarda ve giicte lazer ¢ikisi saglandi. Ardinio
sistemi ile bilgisayar lizerinden olusturulan bir yazilim marifetiyle yonetilmek sureti

ile saniyede kag pulsasyon yapacagi belirlendi.

Fotostimiilasyon Protokolii

AAV2-FELX-ChR2 enjeksiyonu uygulanan denekler 2. haftanin sonunda
fiberoptik kablo (5 m uzunluk, 200 mm c¢ap; Thorlab Lenses) ile lazer iinitesine

baglanarak mavi 1sikla (473nm dalga boyu) 10 dakika boyunca uyarildi (10-ms

33



pulsasyon 20Hz; 2 saniye agik, 2 saniye kapali). Isik kaynagi olarak lazer kaynagini
belli siklikla agip kapatan bir ardinio sistem tasarlanarak kullanildi (PCGU100;
Valleman Instruments ve Arduino Electronics Platform). Uygulama esnasinda
belirgin yeme davranis1 gosteren denekler AgRP hiicrelerinde ChR2 transfeksiyon
pozitif oldugu degerlendirilerek ChR2 grubuna alindi. Deneklerin basina yerlestirilek
fiberoptik tinitenin gegirgenligi géz Oniinde bulundurularak fiber optik kablodan
gelen 151k denegin beynine 10-15 mV luk 151k ulasacak sekilde optimize edildi.
Fiberin yerlesimine gore verilece 15181n giicii Starnford Universitesi web sitesindeki
otomatik hesaplayic1 kullanilarak hesaplandi (Stanford Universitesi Web Sitesi,

Krashes ve ark., 2011).

Achk

Deney giintinden bir giin 6nce baslamak iizere aglik grubundaki denekler
aksam saat 17:00’den sabah 11:00’e¢ kadar 18 saat a¢ birakildi. Su erisimleri
kisitlanmadi. Giinliik davranig kayitlarin tamamlanmasini miiteakip 6 saat serbest

beslenmeye tabi tutuldu.

2.2.6 Davrams Testleri

30 giinliik erkek AgRP-Cre transgenik farelere intrakraniyal olarak enjekte
edilen rAAV-hSyn-FLEX-ChR2(Gq)-tdtom viriisii ile 14 giin siireyle arkuat ¢ekirdek
bolgesindeki AgRP noronlar1 enfekte edildi. Kontrol grubuna ise rAAV- FLEX-GFP
viriisii enjekte edildi. Operasyon sonrast bakim siiresi sonunda fareler davranis
deneyleri i¢in tekli kafeslere alindi. Farelerin bu kafeslere aligmasi i¢in 2 giin siire
tanindi. Akabinde deneklerin beslenme davraniglart ve O6grenme bellek

performanslar1 degerlendirildi.
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Besin Ol¢iimleri

Deneklerin deney ortamina alistirilmast giinliik besin tiiketimi gozlenerek
gerceklestirildi. Besin tiiketimi stabil hale geldiginde serbest beslenme programi
altinda davrams deneyleri baslatildi. Oncelikle yapilan lazer uygulamasmin yeme
davranigi ilizerine olan etkisini saptamak icin denekler yarim saat arayla iki kayit
alinarak saatlik yem tiiketimi tespit edildi. Daha sonra lazer iinitesine baglanarak 1
saat boyunca uyariya maruz birakildilar ve 30 dk arayla iki kayit daha alinarak
deneklerin tiikettigi besin miktar1 kayit altina alindi. Giindiiz dongiisii olan saat 7 de

her {i¢ grubun da giinliik yem tliketimleri kayit altina alindi.

Morris Su Labirenti

Gruplar arasinda mekansal 6grenme ve bellek agisindan bir farklilik olup
olmadigin1 degerlendirmek icin Morris su labirenti testinden yararlanildi. 120 santim
genisliginde bir su tankina 1 giin alistirma 4 giin egitim 1 giin dl¢lim olmak {izere 6
giinliik uygulama yapildi. Alistirma giinii denekler su tankina birakilarak 120 saniye
boyunca serbest bir sekilde yiizmesi saglandi. Akabinde ylizme alani 4 kadran
ayrilarak kardanlardan birine bir platform konuldu. Su seviyesi platformun altinda
birakilarak deneklerin platformu gérmesi saglandi. Denekler asagida belirtildigi sira

ilee havuzun farkli koselerinden dorder kez birakilarak takip edildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Deneklerin giinlere gore birakildig: koseler

1. deneme 2. deneme 3. deneme 4. deneme
0. glin N NE SE NW
1. giin SE N NW E
2. glin NW SE E N
3. glin E NW N SE
4. giin N SE E NW
5. giin (probe) NE
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120 sn iginde platforma ¢ikan denekler 20 sn platformda bekletildikten sonra
kafeslerine geri alinirken 120 sn iginde platformu bulamayan denekler alinarak
platform {izerine manuel olarak birakildi ve 20 sn platformda kalmalar1 saglandi.
Ertesi giin su seviyesi yiikseltilerek siit tozu eklenmek sureti ile platformun
gizlenmesi saglandi. Ik giin yapilan uygulama dort giin boyunca her denek igin
tekrarlandi. 5. giin ise platform havuzdan ¢ikarilarak denekler daha Once
birakilmadiklar1 bir noktadan havuza birakildilar ve 60 sn boyunca hareketleri kayit
altina alindi. Almman kayitlar Any Maze programinda analiz edildi (Vorhees ve

Williams 2006).

Isartler

Gérinir
e Platform

Alistirma

Gizli
Platform

Ogrenme

5.Gin

Olgiim

Sekil 2.2 Su labirenti deney dizayni
Denekler 1 giin alistirma 4 giin egitim 1 giin 6l¢iim olmak {izere toplam 6 giinliik davranis deneyine
tabi tutuldurlar.

2.2.7 Mikroskopik Goriintiileme

Davranis deneyleri tamamlanan denekler 60 giinliikk iken izofluran ile

anestezi altina alinarak, sirasiyla fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi (PBS) ve %4
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paraformaldehit fiksatifi (PFA) ile kardiyak perfiizyona tabi tutuldu. Sakrifiye edilen
farelerin beyinleri ¢ikarildi. Beyinler once 4°C’de bir gece %4’liikk PFA iginde, sonra
4°C’de 24 saat %30’luk siikroz ¢ozeltisi iginde bekletildi. 10 mL H20 igine 0,4 g
diisik donma sicakligina sahip agaroz katildi ve c¢ozelti berraklagana kadar
kaynatildi. Beyinler fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra bu ¢ozelti
icine gdmiildii ve jel kivamina gelene kadar beklendi. Lecia VT1000S vibratom ile

70 um kalinliginda koronal kesitler alindu.

Davranis deneyleri tamamlanan denekler izofluran altinda paraformaldehid
(PFA) ile intrakardiyak fiksasyona tabi tutuldu. Beyinleri ¢ikarilarak PFA igerisinde
bir gece boyu tutulduktan sonra 12 saat siikrozda bekletildi. Vibratomda 70 pum
kalinhiginda kesilerek floresan mikroskop altinda ilgili bolgeler belirlendi ve ilgili
kesitler cama aktarilarak konfokol mikroskopta hiiresel diizeyde goriintiilendi.
Floresan goriintilleme Zeiss LSM 780 Konfokal Mikroskop ile yapildi. Kirmizi
ChR2-tdtom floresan proteinleri goriintiilemek i¢in 610 nm, yesil GFP proteinleri
goriintiileyebilmek i¢in 488 nm dalga boyu kullanildi. AgRP hiicreleri spesifik olarak
trasfekte oldugu dogrulanan deneklerin davranis kayitlar1 degerlendirmeye alindi.

(Aponte ve ark., 2011).

2.2.8 istatistiksel Analizler

Istatistiksel ~analizler Prism 6.0 (GraphPad) programi kullanilarak
gerceklestirildi. 0,4 gramin altinda  besin tiiketen denekler deney grubundan
cikarildi. Istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism (RRID:SCR 002798, GraphPad,
San Diego, CA) programi kullanildi. Sonuglar, two way ANOVA - repeated
measures ve normal ANOVA testi ile degerlendirildi. p>0,05; istatistiksel olarak

anlamsiz kabul edildi. p <0,05; *, p <0,01; **, p<0,001; *** olarak gosterildi.
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3. BULGULAR
3.1 Genotipleme

Yapilan deneylerde yalnizca 30 giinliik AgRP-cre transgenik erkek fare
kullanildi. Genotipleme sonucuna gore ayni anneden dogan transgenik erkek fareler
aynt deneyler i¢in kullanildi. rAAV-FLEX-GFP enjeksiyonu yapilan 30 giinliik

AgRP-cre transgenik erkek fareler kontrol grubu olarak kullanildi. Transgenik

olmayan fareler deneylere dahil edilmedi (Sekil 3.1).

Cre cmp

~

WT —> [ S58 -

Sekil 3.1 C57BL/6 ve AgRP-cre faresinin genotipleme sonuglart.

3.2 Yeme Davranisi
AgRP-Cre / ChR2 deneklerin stimiilasyon dncesi ve sonrasi yeme davranislart kayit

alitina alinmistir. Stimiilasyon Oncesi saatte 0,1-2 gr seviyelerinde gergeklesen besin

tiiketimi stimiilasyon sonrasi 1 saat i¢inde 0,7 grama ytikselmisti.
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3.3 Spatial (Mekansal) Ogrenme ve Bellek Davramsi

Mekansal 6grenme gizlenmis bir hedefin ip uglarina bakarak belli bir zaman
icinde bulmayr Ogrenme kapasitesini ve Ogrenilen bilginin hatirlanmasini
degerlendirilmek iizere kurgulanir. Morris su labirenti mekansal 6grenme i¢in en sik
kullanilan diizenektir. Deneklerin bir havuz icerisine gizlenmis bir platformu yiizerek
bulma becerileri ve platformun yerini hatirlama diizeyleri 6l¢iilerek gerceklestirilir.
Morris su labirentinde deneklerin 6grenme kapasitelerinin gostergesi olarak egitim
giinlerinde deneklerin platforma ulasma zamani, bellek degerlendirme kriteri olarak
da platformun ¢ikarildigi Ol¢lim giiniinde platformun bulundugu hatirladiklari

kadranda gegirdikleri siire ve katettikleri mesafe gruplar arasinda karsilastirilir.

3.3.1 Platforma Ulasmak I¢in Gecen Zaman

Morris su labirentinde 6grenme siirecini degerlendirmek i¢in en uygun
parametre denegin suya birakilmasindan platforma ulasmasina kadar gecen
zamandir. Biitlin gruplar 4 giin icerisinde platformun yerini anlaml bir sekilde daha
kolay bulmuslardir. Kontrol grubu ile 18 saat aclik uygulanan grup arasinda 4 giin
boyunca goriinen fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Ancak ChR2 grubunun
kontrol grubuna gore platformun yerini bulma konusunda istatistiksel olarak anlaml

bir sekilde daha iyi oldugu sekil. de gdsterilmistir.
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Sekil 3.1. Platforma Ulasma Siiresi (sn)

18 saatlik aglik uygulanan fareler kontrol grubuna gore 6grenme davraniginda belirgin bir fark
olugturmazken AgRP hiicreleri yapay olarak aktive edilen denekler kontrol grubuna gore platforma
daha hizli ulagmistir.
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3.3.2 Ol¢iim Giinii Katedilen Mesafe

Deneklerin  hatirlama  kapasitesini  degerlendirmek icin  kullanilan
kriterlerden biri dlgiim giinli gittikleri toplam mesafe ile hedef kadranda katettikleri
mesafenin birlikte degerlendirilmesidir. Bizim ¢alismamizda toplam katedilen
mesafe ya da hedef kadrandan katedilen mesafe bakimindan denekler arasinda

istatistiksel anlamlilik tesbit edilememistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Ol¢iim giinii (A) toplam (B) hedef kadranda katedilen mesafe.
Gruplar arasinda katedilen toplam mesafe bakimindan bir fark yoktur.

3.3.3 Ol¢iim Giinii Hedef Kadranda Gegirilen Siire

Deneklerin platform kaldirildiktan sonra hedef kadranda gegirdikleri siire

bakimindan kontrol grubu ile aglik grubu arasindaki fark istatistiksel anlamliliktan

yoksundur (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Olgiim giinii hedef kadrandan gegirilen siire.
Yapay aclik olusturulan ChR2 grubun kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
sekilde hedef kadranda daha ¢ok zaman gecirmistir.
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3.4 ileri Mikroskopik Goriintiileme

Yapilan enjeksiyonlar davranig deneylerinin tamamlanmasiin ardindan
deneklerin beyni ¢ikarilip fikse edilerek enjeksiyonun tutarlilig: teyit edildi. Tutarsiz

enjeksiyonlar tespit edilerek deney gruplarindan ¢ikarildi.

Sekil 3.4 AgRP- Cre/GFP deneklerin arkuat ¢ekirdek florasan mikroskopisi

AgRP-cre transgenik deneklerin arkuat c¢ekirdeklerine yapilan intrakraniyal rAAV-ChR2 ve rAAV-
GFP enjeksiyonundan 4 hafta sonra alman bu gorilintii yapilan enjeksiyonlarm bagarisini
gostermektedir.
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4. TARTISMA

Klinik aclik uygulamalarinda achigin kognitif performansini gelistirici
etkisini gosteren bulgular elde edilmis olmasina karsin bunun fizyolojik arkaplani
konusunda acikliga kavumus bir mekanizma yoktur. Bu calismada bu kognitif
etkilerin AgRP hiicreleri iizerinden isleyen bir mekanizma olabilecegi ortaya

konulmaya ¢aligilmistir.

Haftanin iki glinii aralikli a¢lik uygulamasi yapilan deneklerin sakli bir
hedefi bulmasinda kontrol grubuna iistiin olduklarini gosteren bir ¢ok ¢alisma vardir
(Halagappa ve ark., 2007). Bu ¢aligmalar uzun siireli a¢lik uygulamalarinin mekansal
ogrenme performansina olan olumlu etkisini gostermektedir (Stewart ve ark., 1989,
Li ve ark., 2013). Ancak agligin 6grenme bellek {izerine akut etkilerini inceleyen
yeterli literatlir yoktur. Tramvatik beyin hasarindada 24 saatlik akut achigin
norotrofik yolaklar iizerinden yeni ndéron olusumuna ve remisyona katkis1 oldugunu
gosteren calismalarda vardir (Davis ve ark., 2008). Bizim ¢alismamizda da 18 saatlik
aclik uygulanan deneklerin 6grenme belleklerinde istatistiksel anlamlilik
gostermeyen bir gelisme oldugu gozlemlenmistir. Bu bulgu uzun siireli aglik
uygulamalarindaki 6grenme bellegi gelistirici etkilerle de uyumluluk gostermektedir

(Wu ve ark., 2002).

Akut acliktaki 6grenme kapasinteki bu gelismenin kronik agliktaki kadar
yiiksek olmamasi akut agliga bagli viicutta meydana gelen kan glukozu, hipotansiyon
metabolik degisikliklerle iligkili olabilir. Kronik aglik uygulamalarinda viicut bu
strese kars1 tolerans gelistirerek bir adaptasyon gelistiriyor olabilir. Serbest beslenme
rejimi uygulanan optogenetik uyari ile yapay aclik olusturulmus grupta ise 6grenme
kapasitesinin istatistiksel olarak anlamli bir gelisim gostermesi (Sekil 3.3) bu

bulguyu destekler mahiyettedir.

Gegtigimiz yillarda agligin kognitif performansi gelistirici etkisi iizerine
yapilan bir grup yayin bu etkinin ghrelin {izerinden olabilecegini diisiindiirmektedir.
Merkezi sinir sistemine ghrelin enjeksiyonu yapilan deneklerde hipokampal
formasyonun zenginlestigi ve Ogrenme kapasitesinin gelistigine dair ¢aligmalar

vardir (Li ve ark., 2013). Ghrelin ayn1 zamanda hipotalamus arkuat ¢ekirdeginde
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achigin yonetiminden sorumlu AgRP hiicrelerinin ana stimiilatoriidiir. Bizim
bulgularimizda AgRP hiicrelerinin optogenetik uyariminin 6grenme bellek {izerine
olan gelistirici etkisi ghrelin ¢aligmalarindaki bulgularla ortigsmekte hatta ghrelinin
ogrenme performansini artirict etkisinin AgRP hiicreleri iizerinden isleyebilecegini

diistindiirmektedir.

18 saatlik aclik grubunun kontrol grubuna gore bir hedef kadranda durma
siiresinin uzadig1 goézlemlense de bu bulgu istatistiksel bir anlamliliktan yoksundur.
AgRP hiicreleri uyarilan deneklerin 6l¢iim giinii hedef kadranda gegirdigi siirenin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde uzun oldugu gosterilmistir.
Bu bulgu AgRP hiicrelerinin bellek fonksiyonlar1 gelistirici bir etkisi oldugunu
diisiindiirmektedir ve oOnceki yillarda yapilan kronik aclik calismalarinin bellek

tizerine olumlu etkileri ile de ortiismektedir.

Olgiim giinii toplam katedilen mesafede denekler arasi bir fark olmamasi
lokomotor aktivite bakimindan deneklerin birbirine yakin bir performans
gosterdiginin gostergesidir. Ilging sekilde optogenetik olarak yapay aclik uyarilan
grup Ol¢iim giinii hedef kadranda daha uzun siire gecirmesine ragmen diger gruplarla
esit mesafe katetmistir. Bu bulgu deneklerin hareket giizergahlarini gésteren haritalar
ile birlikte ele alindiginda ChR2 grubunun hedef bolgeye geldigi ve fazla mobilize
olmadan o bdlgede platfomu aramaya devam ettigini gostermektedir. Bu nedenle

hedef bolgede daha uzun kalmasina ragmen daha fazla mesafe katetmemistir.

Bu calisma ile es zamanli gergelestiriln baz1 ¢alismalarda AgRP hiicrelerinin
spesifik uyarisinin kognitif davranis kaliplarina etkisi tartisilmig, AgRP hiicrelerinin
spesifik uyarisinin anksiyojenik durumlardan korunma ve sosyal davraniglarada etkili
oldugu bunun yani sira Y testinde besin odakli karar verme davranisini degistirdigi
gosterilmistir. Buradan hareketle AgRP ndronlarinin aglhiga bagli besin alimini asan
bir motivasyon sisteminin odak noktasi olabilecegi diisiiniilmiistiir (Burnett ve ark.,
2016). Sonuglar bizim c¢alismamizla da yapay aglik uygulamasinin kognitif
performans: gelistirici etkisi bakimindan paralellik gostermektedir. Ayrica diger
kognitif faliyetlerle AgRP hiicrelerinin etkilesiminin nasil oldugu konusunda yeni

sorular dogurmustur.
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Baz1 aragtirmacilar uzun siireli aglik uygulamasinin hipokampiisteki sinaptik
plastisiteyi gelistirdigini ve kognitif performanstaki artisin buna bagh olabilecegini
diistinmektedir (Mladenovic Djordjevic ve ark., 2010). Bu c¢alismada elde edilen
veriler Onceki calismalarda kaydedilen kognitif performans artisi ile uyumludur.
AgRP hiicrelerinin uyarimi sonucu olusan kognitif performans artisinda noral

plastisitenin etkisi ayr1 bir aragtirma konusudur.

Bir kisim c¢alismalar acligin beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) gibi
noroprotektif ajanlarin artisina yol agarak yeni néron olusumunu tetikledigini 6ne
sirmiistiir (Lee ve ark., 2002). AgRP hiicrelerin uyarisi noroportektif ajanlarin
sentezinde ne diizeyde etkilidir? AgRP spesifik kognitif performans artiginda elde

edilen bu fenotip.

Beyinlerinde deneysel iskemik hasar olusturulan bir hayvan modelinde
acligin BDNF ve diger noroprotektif proteinleri yiikselterek inflamasyon ve 6lim
oranlarini diisiirdiigiinii gosteren calismalar (Arumugam ve ark., 2010, Maswood ve
ark., 2004) AgRP hiicrelerinin aktivasyonun ndroprotektif etkisi ile yenilenmeye

muhtagctir.

Baz1 ¢alismalarda ise keton cisimlerinin noroprotektif etkisinden hareketle,
aclik esnasinda ortaya ¢ikan ketosis tablosunun kognitif gelisimde etkili olabilecegini
one siirmektedir (Thaler ve ark., 2010). AgRP hiicrelerinin uyarisinin keton

cisimlerini nasil etkileyecegi de bir baska soru isaretini teskil eder.

Kisa stireli agligin otofajiyi tetiklemek sureti ile dokularin tazelenmesine
katki sagladigin1 diisiindiiren bulgular da vardir (Alirezaei ve ark., 2010). AgRP
hiicrelerinin uyarimi aglikta artan otofajiyi taklit ederek noron yenilenmesini ve
kondisyonunu temin edebilir mi? AgRP uyarimi ve aglik esnasinda olusan otofaj

arasida hiicresel molekiiler baglantilar olabilir.

Bagka bir gorlise gore de aclik hipotalamusta stres proteini sentezine yol
acarak olumlu etkiler gostermektedir (Aly ve ark., 1994). AgRP hiicrelerinin spesifik
uyariminin stres hormonu sentezine katkisi tam olarak nedir? Hipotalamo hipofizer

aks lizerine olan etkileri nasil gerceklesmektedir? AgRP hiicrelerin spesifik uyarimi
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sonucu olusan kognitif performans gelisimi stres homonu {izerine yogunlasan
calismalar ile uyumluluk gosteremeri yeni bilimsel sorularla beraber yeni c¢alisma

alanlar1 dogurmustur.
Oksitatif stres ve inflamasyonu engelleyen siirecler 6n planda oldugunu diisiindiiren

calismalardan hareketle (Djuric ve ark., 1992) AgRP spesifik uyarimi sonucu

olusturulan yapay aglik oksitadif stresparametrelerini nasil degistirecektir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar agligin kognitif fonksiyonlar {izerine olan
gelistirici etkisinin AgRP noronlarn iizerinden gergeklestigini gdstermistir. Bununla
birlikte, daha Once yapilan calismalarda AgRP hiicrelerinin hipokampiise bilinen
dogrudan bir projeksiyonu bilinmemektedir. Bdyle bir anatomik baglant1 olup
olmadig1t konusunda ileri c¢alismalar yapilabilir. Anatomik bir baglanti
bulunmadiginin teyidi durumunda AgRP hiicreleri ile hipokampiis arasinda
fonksiyonel bir baglantinin olabilir mi. Bu muhtemel fizyolojik baglanti hangi
merkezi projeksiyon noronlart iizerinden ilerlemektedir. Son bulgular, dikkatlerin
MCH ve oreksinerjik sistem iizerine yogunlagsmasini saglamistir. Ancak AgRP nin
uyarilmasi sonucu ortaya ¢ikan 6grenme bellek fonksiyonlarindaki iyilesmenin tam

olarak hangi mekanizmalar ilizerinden oldugu arastirmaya muhtagctir.

Onceki galigmalarda achiga bagli olarak miktarinin arttig1 gdsterilen BDNF
ya da NPY gibi noroprotektif proteinlerin AgRP néronlarinin uyarisina bagl degisip

degismedigi ikinci bir arastirma konusudur.

AgRP hiicrelerinin mekansal 6grenmeye etkileri disinda obje tanima,
zamansal Ogrenme, kisa ve uzun siireli bellek ve calisan hafiza diger kognitif
fonksiyonlarla olan iligkisi de ortaya konulmalidir. Kognitif fonksiyonlar disinda
aclik uygulamalarinda elede edilen metabolik ve periferik etkilerinde

diizenlenmesinden sorumlu sinir dongiileri arastirilmaya muhtactir.

Besin alim1 davranisi insanlarda sadece bir metabolik ihtiyagla degil sosyal
bir besin alimi etkisi de bilinmektedir. Sosyal davranislarin hipotalamik baglantilar
lizerine arastirmalar yogunlastirilabilir. Yine kronobiyolojinin besin alimin

regiilasyonundaki etkileri ile AgRP hiicrelerinin iliskisi ortaya konulmaya muhtactir.
AgRP hiicreleri bu ¢alismanin da aralarinda bulundugu bir grup ¢alisma

tarafindan besin alimin disinda bir ¢ok kognitif ve metabolik faaliyetlerin kavsak

noktasinda bulunmaktadir.
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