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ARC:            Arkuat nükleus 

BNST:       Stria terminalinin yatak çekirdeği 

CB1,CB2:    Kannabinoid Reseptör 1 ve 2 

CeM:            Medial Amigdala  

Cre:          Causes of Recombination 

CRH:           Kortikotropin Salgılatıcı Faktör 

D/V:         Dorsal/Ventral 

ddH2O:      Arıtılmış su 

DMH:       Dorsomedial hipotalamus 

DR:        Dorsal rafe çekirdek 

ECS:            Endokannabinoid Sistem 

EDTA:      Etilendiamintetraasetik asit 

EGTA:           Etilen glikol-bis(β-aminoetil eter)-N,N,N',N'-tetraasetik asit 
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EPSC:       Uyarıcı postsinaptik akım 

FLEX:      Flip-excision 

GABA:        Gamma aminobütirik asit 

GFP:        Yeşil Floresan Protein 

H2O:       Su 

H2O2:       Hidrojen Peroksit 

HCl:         Hidroklorik Asit 

IL-6:             İnterlökin 6  

IPSC:       İnhibitör postsinaptik akım 

I.P:          İntraperitoneal  

IRt:               Orta Retiküler Çekirdek 

KATP:         Potasyum ATPaz  

KBB:            Kan Beyin Bariyeri 

KCl:         Potasyum Klorür 

LA:         Lateral septal   

LC:               Lokus Koroleus 

LEPR:          Leptin Reseptörü 

LHA:       Lateral Hipotalamik Alan 

Lox:        Locus of Crossing 

M/L:        Medial/Lateral 

MCH:       Melanin Konsantre Eden Hormon 

ME:              Medial Eminens 

Mg-ATP:    Adenosine Triphosphate Magnesium 

MgCl2:      Magnezyum Klorür 
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MgS04:      Magnesium Sülfat 

MPA:      Medial Preoptik Alan 

MSH:           Melanosit Uyarıcı Hormon 

mTOR:        Rapamisin Hedefi 

NAC:       Nucleus Arcuatus 

NaCl:        Sodyum Klorür 

NaGTP:    Guanosine 5′-triphosphate sodium salt hydrate 

NaHCO3:    Sodyum Bikarbonat 

NaHPO4:   Sodyum Fosfat 

NAOH:      Sodyum Hidroksit 

NI:                Çekirdek İnsertus 

NMDG:    N-Methyl-D-glucamine 

NOS:            Nitrik Oksit Sentaz 

NPY:            Nöropeptit Y 

NTS:            Traktus Soliter Çekirdek 

PAG:       Periakuaduktal Gri  

PBN:        Parabrakiyal Çekirdek  

PCR:        Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

PH:               Posterior Hipotalamus 

PI3K:            Fosfatidil-inazitol-3kinaz 

Pn:                Pontik Retiküler Çekirdek 

POMC:      Pro-opiomelanokortin 

PSTh:           Parasubtalamik Çekirdek 

PVH:       Paraventriküler Hipotalamus  
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PVT:        Talamusun Paraventriküler Çekirdeği 

RMg:            Rafe Magnus Çekirdeği 

RNA:            Ribonükleik Asit 

SCN:            Suprakiazmatik Çekirdek 

SON:            Supraoptik Çekirdek  

rAAV:      Rekombinant Adeno-Asosiye Virüs 

Rn:               Kırmızı Çekirdek 

RNA:            Ribonükleik Asit 

TAE:         Tris-Asetat-EDTA 

TNFa:           Tümör Nekroz Faktörü Alfa 

TRPC:          Geçici Reseptör Potansiyeli Kanonik Kanal  

VMH:           Ventromedial Hipotalamus 

VTA:         Ventral Tegmental Alan 

YYD:           Yüksek Yağlı Diyet 
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ÖZET 

Başer, Ö. (2023). Kronik Yüksek Kalorili Diyetin Mediobazal Hipotalamik Tokluk Sinir 

Ağlarının İşleyişine Etkisi. Yeditepe Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Fizyoloji 

ABD, Doktora Tezi. İstanbul 

 

AMAÇ: Sürekli olarak yüksek kalori alımı ve fazla kalorinin yağ dokusu olarak 

depolanmasıyla karakterize olan obezitenin prevalansı son otuz yılda artmıştır. 

Hipotalamik arkuat çekirdekteki (ARC) proopiomelanokortin (POMC) nöronları, tokluk 

oluşumunda hayati bir rol oynar. Yüksek yağlı gıdaların kronik tüketiminin, leptin gibi 

hormonlara karşı hipotalamik nöron duyarlılığını azalttığı, dolayısıyla obezitenin 

gelişmesine ve kalıcılığına katkıda bulunduğu bilinmektedir. Yüksek kalorili bir diyetin 

POMC nöronları üzerindeki fonksiyonel ve morfolojik etkileri ve bu etkilerin obez 

fenotipin gelişimine ve sürdürülmesine nasıl katkıda bulunduğu tam olarak 

anlaşılamamıştır. Bu amaçla bu tezde POMC-Cre transgenik fare modeli yüksek yağlı 

diyete (YYD) maruz bırakılmış ve 3 ve 6 aylık süre sonunda elektrofizyolojik ve 

morfolojik değişiklikler, POMC nöronlarının homeostatik beslenmedeki rolü ve leptine 

verdikleri yanıt kapsamlı bir şekilde araştırılmıştır.  

METOT: Kronik yüksek yağlı diyete (6 ay) maruz kalan transgenik fare modelinde 

(POMC-Cre), YYD'nin POMC tokluk nöronları üzerindeki etkileri, AAV (adeno-asosiye 

virüs) vektörü aracılığı ile yeşil floresan protein (GFP) eksprese eden POMC 

nöronlarında sinaptik ve aksonal bölgelerin, konfokal mikroskopi görüntülemesi ile 

incelendi. POMC nöronlarındaki hücresel leptin yanıtlarının ve post-sinaptik potansiyel 

kayıtlarının YYD’e bağlı değişiklikleri elektrofizyoloji (patch clamp) tekniği ile 

araştırıldı. POMC nöronlarının kronik YYD beslenme davranışı takibi ise POMC 

nöronlarının kemogenetik aktivasyonu yoluyla kaydedildi. Grupların leptin, glikoz ve 

lipid profilleri belirlendi. 

BULGULAR: Altı ay boyunca yüksek yağlı diyete maruz bırakılan farelerde, POMC 

dendritik omurga sayısında veya POMC nöronlarından paraventriküler hipotalamusa 

(PVN), lateral hipotalamusa (LH) ve yatak çekirdeği stria terminaline (BNST) 

projeksiyon yoğunluğunda herhangi bir değişiklik olmadı. Ayrıca 6 ay boyunca YYD ile 

beslenen farelerde leptin hormonunun POMC nöronlarının elektrofizyolojik aktivitelerini 

değiştirmediği ortaya çıktı. Ayrıca POMC nöronlarının kemogenetik uyarılması YYD 
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tüketimini arttırdı (p<0,05). Üç aylık YYD ile beslenen grupta, POMC aktivasyonu 

farelerde oreksijenik bir tepkiye neden olurken, standart diyete geçmenin POMC 

farelerinde oreksijenik davranışı ortadan kaldırdığı gösterilmiştir. 

SONUÇ: Kronik yüksek yağ tüketimi, POMC nöron aktivasyonunun leptin tarafından 

düzenlenmesini bozmaktadır. Değişen POMC nöron aktivasyonu, nöronun karakteristik 

davranışsal anoreksijenik tepkisini ortadan kaldırdı. Besin içeriğindeki değişiklik, gelişen 

uyumsuzlukların yeniden düzenlenmesine katkıda bulunur. 

 

Anahtar Kelimeler: Obezite, Elektrofizyoloji, Patch-Clamp, Kemogenetik, POMC 

nöronları, Hipotalamus, Arkuat çekirdek, yüksek yağlı diyet, Leptin  
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ABSTARCT 

Objective: The prevalence of obesity, which is characterized by persistently high calorie 

intake and the storage of excess calories as fat tissue, has increased over the past three 

decades. Proopiomelanocortin (POMC) neurons in the hypothalamic arcuate nucleus 

(ARC) play a vital role in generation of satiety. Chronic consumption of high-fat foods is 

known to reduce hypothalamic neuronal sensitivity to hormones like leptin, thus 

contributing to the development and persistence of obesity. The functional and 

morphological effects of a high-calorie diet on POMC neurons and how these effects 

contribute to the development and maintenance of the obese phenotype are not fully 

understood. For this purpose, POMC-Cre transgenic mice model was exposed to high-fat 

diet (HFD) and at the end of a 3- and 6-month period, electrophysiological and 

morphological changes, and the role of POMC neurons in homeostatic nutrition and their 

response to leptin were thoroughly investigated. 

Methods: The effects of HFD on POMC neurons in a transgenic mouse model (POMC-

Cre) exposed to chronic high-fat diet (6 months) by confocal microscopy imaging of 

synaptic and axonal regions in POMC neurons expressing green fluorescent protein 

(GFP) via AAV (adeno-associated virus) vector. HFD-related changes in cellular leptin 

responses and post-synaptic potential recordings in POMC neurons were investigated 

with the electrophysiology (patch clamp) technique. Chronic HFD feeding behavior 

monitoring of POMC neurons was recorded through chemogenetic activation of POMC 

neurons. Leptin, glucose and lipid profiles of the groups were determined. 

Results: In mice exposed to a high-fat diet for 6 months, no changes in POMC dendritic 

spine number or projection density from POMC neurons to the paraventricular 

hypothalamus (PVN), lateral hypothalamus (LH), and bed nucleus stria terminalis 

(BNST) were observed. It was also revealed that leptin hormone did not change the 

electrophysiological activities of POMC neurons in mice fed with HFD for 6 months. In 

addition, chemogenetic stimulation of POMC neurons increased HFD consumption 

(p<0.05). In the 3-month HFD-fed group, POMC activation induced an orexigenic 

response in mice, whereas switching to a standard diet was shown to abolish orexigenic 

behavior in POMC mice. 

Conclusions: Chronic high fat consumption disrupts the regulation of POMC neuron 

activation by leptin. Altered POMC neuron activation abolished the neuron's 
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characteristic behavioral anorexigenic response. Change in nutritional content contributes 

to the reorganization of developing maladaptations. 

 

Keywords: Obesity, Electrophysiology, Patch-Clamp, Chemogenetics, POMC neurons, 

Hypothalamus, Arcuate nucleus, HFD, Leptin 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Obezite, kalori alımı ile enerji harcaması arasındaki ilişkinin dengesizliği sonucu vücutta 

yağ birikmesi olarak açıklanan, kronik ve multifaktöriyel bir hastalıktır. Bu karmaşık 

durum, başlı başına sağlık risklerine yol açmanın yanı sıra, çeşitli vücut sistemlerini 

etkileyen diğer hastalıkların olasılığını da artırır. Kas-iskelet sistemi, kardiyovasküler, 

zihinsel ve metabolik sistemler de dahil olmak üzere birçok vücut sistemini etkiler1. 

Obezite ve bununla ilişkili risklerin ele alınması, genel sağlığın geliştirilmesi ve daha 

fazla komplikasyonun gelişmesinin önlenmesi açısından çok önemlidir2. 

Modern zamanlarda, yüksek kalorili diyetlere kolay erişim ile hareketsiz yaşam tarzının 

obezitenin nedenlerinden biri olduğu düşünülmektedir3. Obeziteye katkıda bulunan 

faktörler incelenirken, belirli beslenme kalıplarının sürekli tüketilmesinin periferik ve 

merkezi sinir sistemlerinde metabolizmanın düzenlenmesi üzerindeki etkileri 

araştırılmaktadır. Yüksek yağlı diyetin (YYD) aşırı tüketiminin, uzun vadede enerji 

metabolizmasını yanlış düzenleyerek hipotalamik sinir ağlarını bozabileceği ve obeziteye 

yol açabileceği öne sürülmüştür4–6. 

Hipotalamik arkuat çekirdekte (ARC) yer alan sinir ağları, enerji homeostazisini 

düzenlemek için beynin diğer bölgelerinden periferik sinyalleri ve projeksiyonları alır ve 

entegre eder7. ARC'deki bu nöronlar, nörotransmiterler/nöromodülatörler, hormonlar ve 

besinlerle ilgili sinyaller hakkındaki bilgileri alıp işleyen bir arayüz görevi görür. Bu 

hipotalamik bölgede yer alan agouti ile ilişkili peptit (AgRP)/Nöropeptit Y (NPY) sinir 

devresi, gıda alımını arttırıcı (oreksijenik) sinyalleri taşır8,9, Proopiomelanokortin 

(POMC) eksprese eden nöronlar ise tokluk (anoreksijenik) nörotransmisyonunda rol 

oynar10. Bu sinir ağlarındaki işlev bozukluğu obezite gibi metabolik bozukluklara yol 

açabilir. 

Leptin hormonunun POMC nöronlarının aktivitesi üzerinde uyarıcı etkisi vardır11. Bu 

etki, genel bir katyon kanalının aktivasyonundan ve POMC hücrelerinde inhibitör 

sinaptik bağlantıların eş zamanlı inhibisyonundan kaynaklanır11–13. Obezitenin ilerlemesi, 

kronik yüksek yağ tüketiminin neden olduğu hipotalamik inflamasyona bağlı olarak 

nöronal fonksiyonun bozulmasını ve hormon duyarlılığının (leptin gibi) kaybını içerir13. 

Leptin direnci hem kısa süreli (6 gün) hem de uzun süreli (12 hafta) YYD ile beslenen 

farelerde gösterilmiştir14,15. Leptin duyarlılığının kaybı, kısa süreli YYD tüketimini 

takiben bozulan kalsiyum dengesi ile ilişkilendirilmiştir16. Somatik değişikliklere ek 
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olarak, POMCARC nöronlarına giden inhibitör postsinaptik akımların (IPSC) sıklığı ve 

genliği, YYD'nin kısa süreli (3 gün) kullanımından sonra arttı17. Ayrıca POMC 

nöronlarında tokluğun düzenlenmesi, YYD tüketimi sırasında AGRP nöronları 

içermeyen NPY nöronları aracılığıyla farklı bir sinir yolunu aktive eder18. YYD'nin 

POMC nöron regülasyonu üzerindeki bilinen etkileri zamanla derinleşmektedir. Ancak 

kronik yüksek kalorili diyetin tokluk nöronlarının fonksiyonel ve morfolojik özelliklerini 

nasıl etkilediği ve bu etkilerin obez fenotipin oluşumuna ve sürdürülmesine nedensel 

olarak nasıl katkıda bulunabileceği sorusu henüz tam olarak açıklığa kavuşmamıştır. Bu 

çalışmada amacımız kronik YYD’ye maruz kalma sonrasında POMC nöronlarının 

morfolojik yapısının, leptin sinyallerine verilen yanıtların ve homeostatik yeme 

davranışlarının nasıl değiştiğini ve etkilerin kalıcı olup olmadığını araştırmaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Hipotalamusta Enerji Metabolizması  

2.1.1. Hipotalamus 

Beyin, periferik organ ve dokulardan humoral ve sinirsel yollarla vücuttaki beslenme ve 

enerji durumları hakkında bilgi alarak, enerji harcanması ya da enerji kaynağı 

takviyesinin sağlanması için efektör organlara düzenleyici sinyaller gönderir. 

Hayvanlarda enerji homeostazı, besin alımı ve enerji harcaması arasındaki dengeye 

bağlıdır. Aşırı negatif enerji dengesine sahip hayvanlar açlıktan ölürken, aşırı pozitif 

enerji dengesi obeziteye yol açabilir. Pek çok çalışma, beslenme konusunda periferik 

sinyallerin taşındığı, açlık ya da tokluk davranış yanıtlarının alındığı aynı zamanda 

çevreden beslenme durumları hakkında bilgi alan hipotalamus beyin bölgesindeki 

sinyalleşmelere odaklanmaktadır19. Hipotalamus, uyku, kan basıncı, vücut sıcaklığı, 

sirkadiyen ritimler ve enerji dengesi gibi homeostazı düzenlemekten sorumlu bir beyin 

bölgesidir. Hipotalamus, ARC, paraventriküler çekirdek (PVH), supraoptik çekirdek 

(SON), suprakiazmatik çekirdek (SCN), dorsomedial çekirdek (DMH), ventromedial 

çekirdek (VMH) ve lateral hipotalamik alan (LHA) dahil olmak üzere birkaç küçük ana 

çekirdekten oluşur. Bu çekirdekler arasında çeşitli nöron alt tipleri bulunur. Tek hücreli 

RNA dizilimine dayanan son çalışmalar, yetişkin fare hipotalamusunda farklı 

transkripsiyonel ifadelere sahip en az 34 nöronal ve 11 nöronal olmayan hücresel grup 

tanımlamıştır ve hatta ARC-POMC pozitif nöronlar oldukça heterojen 

popülasyonlardır20,21. Bugün kullandığımız ileri metodolojik teknoloji sayesinde (tek 

hücre mRNA analizleri, optogenetik, kemogenetik gibi) hipotalamustaki nöral ağları ve 

fonksiyonlarını spesifik olarak araştırma fırsatı oluşmuştur. 

2.1.2. Arkuat Nükleus  

ARC ve popülasyonları üzerine araştırmalar, 30 yıl önce leptinin keşfiyle hızlanmış ve 

moleküler araştırmalar başlamıştır22. Beyinde, hipotalamus bölgesinin çekirdeklerinden 

ARC, anoreksijenik ve oreksijenik nöropeptitlerin üretimi yoluyla sırasıyla tokluk ve 

açlık yanıtından sorumludur23. Anoreksijenik nöropeptitler POMC nöronları24 tarafından 

üretilirken; NPY/AgRP nöronları oreksijenik nöropeptitleri salgılar. AgRP nöronları, 

oreksijenik nöropeptitler ile birlikte γ-aminobütirik asit (GABA) nörotransmitterini de 

salgılar25.  
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2.1.3. Merkezi melanokortin sistemi  

Merkezi melanokortin sistemi, enerji homeostazı, kardiyovasküler fonksiyonlar ve 

üremenin düzenlenmesinde önemli rol oynar26. Merkezi melanokortin sistemi, endojen 

melanokortin ligandlarını salgılayan nöronlar ve melanokortin reseptörlerini (Mcr) 

taşıyan nöronlardan oluşur27. Bu sistem üç grup projeksiyon nöronunu içerir26: 

Hipotalamik ARC’deki POMC nöronları, medullanın nukleus traktus solitariusunda 

(NTS) POMC nöronları ve ARC'daki AgRP nöronları. Melanokortin reseptörlerinin beş 

Mcr alt tipi (Mc1r, Mc2r, Mc3r, Mc4r ve Mc5r) tanımlanmıştır. Mc3r ve Mc4r beyinde 

üretilen tipleridir. Bu reseptörler, özellikle Mc4r, endojen melanokortin ligandlarına (α-, 

β - veya γ – MSH; melanosit uyarıcı hormon) bağlanarak enerji homeostazının 

düzenlenmesinde anahtar rol oynar11. AgRP, PVN üzerindeki melanokortin reseptörünü 

(Mcr) inhibe eden endojen bir melanokortin ters agonistidir27. MC4R aktivasyonunu 

azaltır28 ve tokluk sinyallerini önleyerek gıda alımını uyarır29. Ayrıca, inhibitör 

nörotransmitter GABA'yı içeren NPY/AgRP nöronları, POMC nöronlarına projekte 

olur30. Dolayısıyla, MC4R eksprese eden hücreler üzerindeki etkilerine ek olarak, aynı 

zamanda POMC nöron aktivitesi üzerinde doğrudan inhibitör etkiye de sahiptir. Öte 

yandan aktif POMC nöronları tarafından salınan α -MSH, PVN üzerinde Mc4r aracılı 

PVN aktivasyonu yaparak besin alımını durdurur. Melanokortin sinyalinin enerji 

dengesinin yönetilmesindeki kritik rolü, POMC veya MC3/4R'de fonksiyon kaybı 

mutasyonları olan insan hastalarda görülen sürekli açlık durumu ve bunun sonucunda 

gelişen obezite ile anlaşılabilir31,32. 
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Şekil 2.1. Klasik leptin-melanokortin modeli. AGRP, agouti ile ilişkili peptit; LEPR, leptin reseptörü; 

NPY, nöropeptid Y; POMC, pro-opiomelanokortin; α-MSH, α-melanosit uyarıcı hormon. Şekil Lavoie ve 

arkadaşlarının makalesinden33 türkçeleştirilmiştir. 

 

 

2.1.4. Heterojen POMC sistemi 

 ARC-POMC: Yakın zamana kadar kabul görmüş olan, ARC POMC ve AgRP 

nöronlarının homojen popülasyonlar olduğu ve PVN projeksiyonları üzerinden 

beslenme davranışını zıt mekanizmalarla düzenledikleri bir ‘’homeostatik’’ 

sistemdi. Ancak zaman içinde önce tüm POMC nöronlarının leptin reseptörü 

taşımadığının (elektrofizyolojik olarak leptine yanıtsız POMC nöronları olduğu 

anlaşılarak) anlaşılması, daha sonra kemogenetik, optogenetik yaklaşım ve tek 

hücreli ribonükleik asit (RNA)-sekanslama teknolojisi gibi ileri biyoteknolojilerin 

gelişmesiyle birlikte POMC nöronları ve AgRP nöronlarının rollerinin önceden 
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düşünüldüğünden daha karmaşık olduğunun bulunması 20,33, modelin yeniden 

değerlendirilme ihtiyacına dikkat çekti. Tek hücreli RNA-sekans yaklaşımıyla 

sağlanan POMC hücrelerinin moleküler profili farklı birkaç kümeye 

bölünebileceğini ortaya çıkardı7,21,34. POMC nöronlarının farklı 

projeksiyonlarının POMC haricinde glutamaterjik, gabaerjik ve kolinerjik 

olduğunu gösterilmiştir. Nörotransmitter salgıları haricinde taşıdığı membran 

reseptörleri üzerinden de farklı gruplara ayrılan POMC nöronlarının %40’ı 

yalnızca serotonin, %18’i hem insulin hem leptin reseptörü taşımaktadır. Ayrıca 

%40 POMC nöronu sadece insulin reseptörü taşırken, %7 oranında POMC sadece 

leptin reseptörü taşımaktadır. %25 oranında AgRP nöronu ise POMC nöronları 

ile aynı kök hücreden köken almakta ve POMC eksprese etmektedir.5 

hidroksitriptamine-2C (5Ht2C) reseptörü silinen farelerin hiperfaji göstererek 

obezite geliştirmesi dikkatleri bu reseptöre (Htr2c) çekmiştir35. Reseptör 

agonistleri ile yapılan çalışmalar POMC nöronlarında depolarizasyona yol 

açmış36,37 ve POMC nöronlarının leptine cevapsız bir alt grubunun serotonin 

reseptörü taşıdığı saptanmıştır38 . POMC-5Ht2CR nöron grubu hepatik insülin 

duyarlılığını düzenleyerek glikoz metabolizmasını kontrol etmektedir39. Bu leptin 

ve serotonin reseptör gruplarının aynı hücreler üzerinde olmayışı da POMC 

heterojenliğine ilk adımın atılmasını sağlamıştır. Serotonin duyarlı bu alt grubun 

büyük yoğunluğu ARC’ta bulunurken, ufak bir popülasyon ise NTS POMC 

nöronlarında gösterilmiştir40.  

 NTS-POMC: ARC-POMC ve NTS-POMC alt popülasyonları benzerlik gösterir 

fakat aynı zamanda farklıdır. Her iki nöron bölgesi de leptin ve somatostatin(SST) 

reseptörü taşır41. NTS’te bulunan POMC nöronları ARC'deki POMC nöronlarının 

aksine, girdilerini ağırlıklı olarak pons ve medulladan (∼%80) almaktadır42. Fakat 

ARC ve NTS te bulunan POMC nöronlarının her ikisi de yeme alımını 

durdurmaktadır29,31. Her iki bölgedeki POMC nöron grubu da birbirlerine 

projeksiyon göndermekte fakat presinaptik dağılım olarak farklı bölgelerden girdi 

almaktadırlar. Lateral septum (LS), medial preoptik alan ve medial preoptik 

çekirdek (MPA/MPO), anterior hipotalamus (AH), PVN, dorsomedial 

hipotalamus (DM), posterior hipotalamus (PH), amigdalohipokampal alan (AHi), 

subikulumun dorsal ve ventral kısımları (DS ve VS), ventral tegmental çekirdek 

(VTg) ve çekirdek insertus (NI) bölgeleri ARC POMC nöronlarına yoğunluklu 

olarak bilateral presinaptik projeksiyon gönderen bölgeler arasındadır. ARC 
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POMC nöronları tüm beyin bölgelerinden yaklaşık 45000 nörondan bilgi 

toplamaktadır. AgRP nöronları bunun yarısı kadar iletiyi çoğunlukla ARC POMC 

nöronları ile aynı presinaptik bölgelerden toplamaktadır. Stria terminalisin yatak 

çekirdeği (BNST), PVN, LH, merkezi amigdaloid çekirdeğin medial kısmı 

(CeM), parasubtalamik çekirdek (PSTh), kırmızı çekirdek (Rn), pontin retiküler 

çekirdeğin oral ve kaudal kısımları (PnO ve PnC), locus koroleus (LC), orta 

retiküler çekirdek (IRt), gigantosellüler retiküler çekirdek (Gi), raphe magnus 

çekirdeği (RMg), lateral ve medial serebellar çekirdek (Lat ve Med) ise NTS 

POMC nöronlarına presinaptik ileti gönderen beyin bölgeleridir. NTS 

bölgesindeki POMC nöronları ARC’a gelen sinaptik iletilerin neredeyse yarısı 

kadar bilgi alırken, bu sinapsların birlikte işlenmesi yönünden ARC bölgesinden 

daha yoğun sinaptik ağa sahiptir42. NTS POMC nöronları çiğneme ve yutmada 

gibi tüketici sindirim davranışlarının kontrol edilmesinde ve düzenlenmesinde rol 

oynayan bölgelerden projeksiyon alır. ARC POMC nöronları genellikle 

projeksiyonlarını ön beyin merkezlerine gönderirken, NTS POMC nöronları 

aksonları ile beyin sapını hedefler. Bu anatomik bağlantılardaki farklılıklar, 

hipotalamus ve beyin sapındaki POMC nöronlarının birbirlerinden farklı 

görevlere özelleştiklerini göstermektedir. Diğer yandan NTS-POMC nöronlarına, 

ARC-POMC nöronlarına ve ARC-AgRP nöronlarına doğrudan girdi sağlayan 12 

çekirdek tanımlanmıştır. Bu yapılar, enerji homeostazisini düzenleyen ana merkez 

olan PVN'yi ve serotonerjik nöronların iki beyin sapı merkezi olan RMg ve rafe 

obskurus çekirdeğini (Rob) içerir. Bu ortak girdilerin, melanokortin sistemindeki 

üç tip projeksiyon nöronunun tümünü hedef alarak beslenme davranışının tüm 

bölgelere bilgi ileterek uyumlu çalışmalarının düzenlenmesine anatomik altyapı 

sağladığı düşünülmektedir42. 
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 Şekil 2.2. POMC nöron alt tiplerini tanımlamak için kullanılan mevcut sınıflandırmalar 

A) Hipotalamik POMC nöronlarının farklı alt kümeleri7 B) ARC'de insülin, leptin ve serotonine duyarlı 

POMC nöronlarının lokalizasyonu27. Şekiller referans verilen makalelerden alınarak düzenlendi. 3V, 

üçüncü ventrikül; InsR, insülin reseptörü; Opt, Optik system ; LepRb, leptin reseptörü; GLP-1R, glucagon 

benzeri peptin 1 reseptörü; 5HT2cR, serotonin reseptörü; α -MSH, alfa-melanosit uyarıcı hormon; AgRP, 

agouti ile ilişkili peptid; GABA, γ -aminobütirik asit; GLUT, glutamat; β -endorphin,beta endorphin; 

POMC, pro-opiomelanokortin; PVH, hipotalamusun paraventriküler çekirdeği; SON, supraoptik çekirdek; 

VMH, hipotalamusun ventromedial çekirdeği; ARC, arkuat çekirdek; DMH, hipotalamusun dorsomedial 

çekirdeği; F, forniks.  
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 Şekil 2.3. A/B) ARC / NTS POMC nöronlarına yönelik başlıca presinaptik girdilerin şematik gösterimi. 

Gri tonlama toplam girdilerin yüzdesini temsil eder42. Şekiller makaleden42 alınarak yeniden düzenlendi. 

 

 

 

2.1.5. Pro-opiomelanokortin sistemi ve düzenlenmesi 

 POMC nöron transkripti 

POMC gen transkripti, dokuya özgü proteolize uğrayan bir polipeptit hormonu 

taşıması sayesinde adrenokortikotropin (ACTH), α-, β- ve γ- melanosit uyarıcı 

hormon (MSH)'ler ve β-endorfin dahil olmak üzere biyolojik olarak aktif peptitler 

ve hormonlardan oluşan bir kokteyl salgı üretir ve bunların hepsi gıda alımını ve 

enerji dengesini düzenleyebilir27.  

 POMC nöron ekspresyonu ve periferik sinyaller 

Hormonlar ve besinler gibi çeşitli periferik sinyaller, organizmanın metabolik 

durumu hakkında bilgi taşır. Kan beyin bariyeri (KBB), medial eminens (ME; 

aksonların sızan kandan bilgiyi direkt alabilmesini sağlayan fenestreli kapillerlere 

sahip) ve bu ilişkiyi aktif olarak yöneten üçüncü ventrikül boyunca uzanan 

ependimal tanisit hücrelerinin oluşturmuş olduğu birliktelik, ARC bölgesinin 

sahip olduğu çok özel anatomik bir yapıdır. KBB’nin olmadığı noktalara uzanan 

aksonları sayesinde ARC popülasyonları kandaki sinyallerden etkilenirler ve 
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cevap oluştururlar43. Ayrıca POMC transkripsiyonu ve işlenmesi, POMC nöronal 

aktivitesi, sinaptik plastisite ve aksonal projeksiyonlar da bu siyaller yoluyla 

düzenlenir15,27,44. Entegre ettiği periferik bilgiler ile enerji ve glikoz 

homeostazının korunmasına katkı sunar. POMC nöronları ve AgRP/NPY 

nöronları, periferik sinyallere karşı farklı yanıtlara sahiptir. Örneğin, 

anoreksijenik hormonlar veya leptin, insülin ve serotonin gibi nörotransmiterler 

POMC nöronlarını aktive ederken, AgRP nöronları bu sinyaller tarafından inhibe 

edilir, bu da gıda alımını azaltmak ve/veya enerji harcamasını arttırmak için 

Mc4r'nin aktivasyonuyla sonuçlanır. 

 İnsulin: İnsülinin POMC üzerindeki etkisi tartışılmaktadır. POMC nöronlarının 

%40’ında bulunan insulin reseptörü aktivasyonu sonrası POMC nöronlarında 

fosfatidil-inozitol-3kinaz (PI3K) yolağı üzerinden POMC transkripsyonu 

baskılanmaktadır. Fakat literatürde insülinin POMC nöronlarını depolarize 

ettiğini gösteren bir çalışma bulunmaktadır45. Hem leptin hem insulin reseptörü 

taşıyan POMC altgruplarında leptin ve insulin aynı hücre içi yolağı izleyerek 

(PI3K) Stat3 aktivasyonu ile POMC transkripsiyonunu arttırdığı bulunmuştur46. 

Bu sonuçlar farklı POMC alt popülasyonlarının aynı hormona farklı cevaplar 

üretebilecek hassas bir dengede olduğunu da göstermektedir.  

 Glukokortikoidler: Adrenal korteksten salgılanan glukokortikoidlerin (kortizol 

veya kemirgenlerde kortikosteron) sentezi ve salgılanması, hem hipotalamik 

kortikotropin salgılatıcı faktör (CRH) hem de POMC nöronlarından salgılanan 

adrenokortikotropik hormon (ACTH) tarafından kontrol edilir. Glukokortikoidler, 

POMC nöronlarını, hipotalamik nöropeptitlerin doğrudan transkripsiyonel 

düzenlenmesi, merkezi melanokortin sistemindeki peptit sinyallemesinin 

duyarlılığının değiştirilmesi ve ARC nöronal aktivitesi üzerine etkisi dahil olmak 

üzere çeşitli mekanizmalar yoluyla pozitif enerji dengesi yönünde 

destekleyebilir47,48. Kortikosteron, POMC nöronları üzerindeki sinaptik girdi 

organizasyonunda yaptığı değişiklikler yoluyla POMC nöron aktivasyonunu 

etkiler. Adrenal bez yoksunluğunda (ADX fare modeli), POMC nöronları 

üzerindeki inhibitor sinapslarda bir azalma görülmüş bunun da POMC 

nöronlarının eksitatör sinaptik iletilerde bir artışa yol açtığını göstermiştir49. 

POMC geni, anoreksijenik peptit α-MSH'yi kodlarken, aynı zamanda oreksijenik 

peptit β-endofin'i de kodlamaktadır50. POMC nöronları sürekli olarak 

endokannabinoidleri bazal koşullarda salgılarlar. Endokannabinoid sistemi 
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(ECS), G proteinine bağlı kanabinoid reseptör 1 ve 2 (CB1R, CB2R) aktivasyonu 

yoluyla biyolojik etkilerini sürdürür; her iki reseptör de POMC nöronlarında ifade 

edilir. Endokanabinoidler, ödüllendirici  (hedonik) sistemi kontrol eder ve enerji 

alımını uyarır51,52. ECS, besin arama davranışının karmaşıklığını ve enerji 

depolama sürecini modüle ederek ekstrahipotalamik nöronların aktivitesini 

düzenler53 ve tüm vücut enerji durumu hakkında bilgi taşıyan diğer hormonları 

düzenleyerek sisteme katkı sunar54. POMC nöronlarının endokanabinoid reseptör 

uyarısı, presinaptik GABAerjik uyarıların baskılanarak (disinhibisyon) POMC 

nöron aktivasyonuna sebep olmakta ve β-endorfin salınımı aracılığıyla yeme 

alımını arttırmaktadır27.  

 Glikoz: Glikoz, POMC nöronlarının önemli bir modülatörüdür55. POMC 

nöronları glikozun kandaki varlığını direkt olarak mitokondrilerin glikozu okside 

etmesi sonrası oluşan son ürün adenozin 3-fosfat (ATP) sayesinde aktive olan 

ATP-bağımlı potasyum (K+) kanalları (K-ATP)’nın kapanması sonrası hücre içi 

elektiriksel yükün değişmesiyle membran potansiyelinde meydana gelen 

değişmeden algılar. Fizyolojik olarak, glikoz seviyeleri yükseldiğinde 

(postprandiyal dönemde), POMC nöronal aktivitesi artar, böylece hepatik glikoz 

homeostazisi ve insülin duyarlılığının yanı sıra tokluk sinyalini ileten nöronal 

devrelerin aktivasyonu da belirlenir. Mitokondriyal glikoz oksidasyonu, reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) üretimini de arttırır56. Hücre dışında artan glikoz 

seviyeleri, hücre içinde artan ROS seviyeleri ile paralel olarak POMC nöronlarını 

uyarıcı etki eder ve tokluğu ortaya çıkartır. Dolayısıyla ROS, POMC nöron 

aktivitesinin modülatörü olarak işlev görebilir ve pozitif enerji dengesi sırasında 

artan seviyeleri tokluğa yol açabilir. ROS, çeşitli sinyal yollarını, iyon kanallarını, 

taşımayı, kinazları ve ubikuitinasyon/proteazom sistemlerini etkilediği bilinen 

oldukça reaktif moleküllerdir57. ROS, protein aktivitesini düzenlemek için geri 

dönüşümlü posttranslasyonel protein modifikasyonlarına neden olmaktadır. 

Fosfataz enzimleri ve iyon kanalları dahil olmak üzere hedef proteinlerin 

enzimatik ve aktivite seviyelerini değiştirebilir. Bu nedenle POMC nöronlarında 

glikoz oksidasyonu ve ROS üretimini teşvik eden her durum, KATP dahil olmak 

üzere iyon kanallarının aktivitesini etkileyerek POMC membran potansiyelini 

değiştirebilmektedir.  

 Yağ asitleri: Yağ asitlerinin varlığı, glikoz ile aynı yolak üzerinden, K-ATP 

kanalının aktivasyonu üzerinden algılanır. Bu asitler ve daha spesifik olarak oleik 
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asit, POMC nöronlarının depolarizasyonunu tetikler ve gıda alımında azalmaya 

neden olur58. YYD tüketiminde ARC POMC nöronları üzerindeki inhibitör 

sinapslardaki (GABAerjik) önemli azalmaya bağlı olarak, sinapsların toplam 

sayısı azalır. Bu düşüş ARC POMC soması etrafında artan reaktif glia 

popülasyonuyla ilişkilidir59. 

 Amino asitler: Amino asitler Rapamisin kompleksi 1'in (mTORC1) üzerinden 

algılanır. mTORC1 sinyalinin aktivasyonu gıda alımını azaltır60. Ancak mTOR 

sinyalinin uzun süreli aktivasyonu farklı bir etki ortaya çıkartmaktadır. POMC 

nöronlarında mTOR sinyal yolağının sürekli uyarımını sağlayan genetik bir fare 

modelinde daha yüksek vücut ağırlığı ve gıda alımı görülmektedir. Bu 

hayvanlarda mTOR sinyal yolağı inhibitörü olan rapamisin tedavisi, hiperfajiyi 

ve obeziteyi iyileştirmiştir61. MTOR'un bu etkilerinin yaşlanmaya bağlı obezite 

ile ilişkili olduğu bulunmuştur. Özellikle, POMC nöronlarındaki mTOR sinyali 

yaşla artmakta ve POMC nöronlarının yaşlı farelerde elektriksel olarak 

uyarılabilirliği düşmektedir. Yaşlı farelerde rapamisin enjeksiyonu, POMC 

nöronlarının uyarılabilirliğini geri kazandırmakta başarılı olmuş ve hem gıda 

alımını hem de vücut ağırlığını düşürmüştür62. 

 

 

 

 

Şekil 2.4. POMC nöronal aktivitesini düzenleyen POMC protein işleme ve sinyal yolları. ACTH, 

adrenokortikotropin; AMPK, 5a-adenozin monofosfat aktive edici kinaz; CLIP, kortikotropin benzeri ara 

lob peptidi; CPE, karboksipeptidaz E; DMH, hipotalamusun dorsomedial çekirdeği; ER, endoplazmik 

retikulum; FOXO, çatal uçlu transkripsiyon faktörü; InsR, insülin reseptörü; IRS, insülin reseptör 



 
 

13 

substratı; Jak, Janus kinaz; LepRb, leptin reseptörü; MSH, melanosit uyarıcı hormon; mTOR, rapamisinin 

memeli hedefi; nAChR, nikotinik asetilkolin reseptörü; fosfoinositol-3-kinazın p85/p110, p85 ve p110 alt 

birimi; PAM, peptidil a-amidleyici monooksijenaz; PC, prohormon dönüştürücü; PIP3, 

fosfatidilinositol3,4,5-trisfosfat; PLCγ1, fosfolipaz C gama 1; POMC, pro-opiomelanokortin; PPARy, 

peroksizom proliferatörüyle aktifleştirilen reseptör gama; PRCP, prolilkarboksipeptidaz; ROS, reaktif 

oksijen türleri; STAT3, sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon 3 aktivatörü; TRPC, geçici reseptör 

potansiyeli kanonik; UCP2, ayırma proteini 2. Şekil makaleden27 alınmıştır. 

 

 

2.2. Hipotalamus ve Obezite 

2.2.1. Leptin hormonu ve POMC ilişkisi 

Leptin, Ob geni tarafından kodlanan ve yağ hücreleri tarafından salgılanan bir 

hormondur. Hipotalamusun ARN, VMH, DMH, PVN bölgesi dahil olmak üzere 

mediobasal hipotalamusun çeşitli bölgelerine etki ederek  gıda alımını ve enerji 

harcamasını düzenler63. Leptin geni silinmiş fare modelinde yapılan çalışmalar bu 

hormonun hiperfaji, hiperglisemi, hiperinsülinemi üzerinden obezitenin gelişmesine 

katkıda bulunduğunu ortaya çıkartmıştır64. Leptin-melanokortin sistemi aldıkları bilgiler 

ve tüm projeksiyonlarıyla birlikte beslenme regülasyonundan sorumlu ana sistem olarak 

kabul edilmektedir. Leptin, etkisini reseptörünü taşıyan POMC nöronlarında doğrudan ve 

dolaylı olarak gösterir.  

Doğrudan etki; Lepr-STAT3 yolu ve Jak2-fosfoinositol-3-kinaz (PI3K) – geçici reseptör 

potansiyeli kanonik (TRPC) kanal yolu üzerine doğrudan etki ederek POMC mRNA 

seviyelerinin artışına yol açar. Bu sinyal yollarına ek olarak leptin rapamisinin memeli 

hedefi (mTOR) yolunu ve adenozin mono fosfat (AMP) ile aktive olan protein kinazın 

(AMPK) aktivitesini de etkilemektedir. Hipotalamik AMPK'nin inhibisyonu, leptinin 

beslenme ve vücut ağırlığı üzerindeki etkisi için gerekli bir olaydır çünkü yapısal olarak 

aktif hipotalamik AMPK, anoreksijenik etkisini bloke eder65. Ayrıca mTOR yolağının 

aktivasyonu, leptinin hipotalamik AMPK aktivitesi, hipotalamik nöropeptit ekspresyonu, 

gıda alımı ve vücut ağırlığı üzerindeki etkileri için gerekli bir reaksiyon olan AMPK 

fosforilasyonunu da etkiler66.  

Dolaylı etki; Leptin, POMC hücreleri üzerindeki sinaptik girdi organizasyonunu 

etkilemektedir. ARN’de bulunan oreksijenik NPY/γ-aminobütirikasit (GABA) 

nöronlarını doğrudan inhibe eden leptin, POMC hücreleri üzerindeki GABAerjik 

girdilerin sayısını azaltır12. Ek olarak, glial hücreler üzerindeki doğrudan etkisi yoluyla 
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leptin, POMC nöronlarının glial kapsamını da etkilemektedir. Astrositlerde Lepr’nin 

seçici olarak silinmesi, glial morfolojide değişikliğe neden olur ve glial kapsama alanında 

bir azalmaya ve POMC nöronları üzerindeki sinaptik girdilerde bir artışa neden olur67. 

Sonuç olarak, glial hücrelerde Lepr'nin seçici olarak silinmesiyle farelerde leptin kaynaklı 

beslenme baskılanması azalır; bu, glial hücrelerin hipotalamik sinaptik plastisitenin 

başlatılmasında ve leptin tarafından beslenmenin nöroendokrin kontrolünde aktif bir rol 

oynadığını gösterir. 

 

 

Şekil 2.5. Leptinin hipotalamustaki fonksiyonel rolüne şematik gösterimi. Kırmızı/'−': leptin tarafından 

inhibe edilen oreksijenik peptitler, yeşil/'+': leptin tarafından uyarılan anoreksijenik peptitler, mavi/'+/−': 

bilinmiyor. Enerji dengesinde yer alan ekstra-hipotalamik projeksiyonlar gösterilmemiştir. α -MSH, alfa-

melanosit uyarıcı hormon; AgRP, agouti ile ilişkili peptid; ARC, arkuat çekirdek; AVP, arginin-

vazopressin; BDNF, beyin kaynaklı nörotrofik faktör; CART, kokain ve amfetaminle düzenlenmiş 

transkript; CRH, kortikotropin salgılayan hormon; DMH, dorsomedial hipotalamus; Din, dinorfin; GABA, 

γ -aminobütirik asit; Gal, galanin; GALP, galanin benzeri peptid; LH, yan hipotalamus; MCH, melanin 

konsantre edici hormon; NPY, nöropeptid Y; NT'ler, nörotensin; OKT, oksitosin; POMC, 

proopiomelanokortin; PVN, paraventriküler çekirdek; SF-1, steroidojenik faktör-1; TRH, tiroid salgılayan 

hormon; VMH, ventromedial çekirdek. Şekil makaleden68 alındı. 
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2.2.2. Yüksek yağlı diyet ve obezite ilişkisi 

Obezite, insülin direnci, tip 2 diyabet ve dislipidemi dahil olmak üzere metabolik 

sendromun temel nedenlerinden biridir. Obezitenin metabolik risk faktörlerini 

indüklediği veya kötüleştirdiği kesin mekanizmalar hala bilinmemekle birlikte, aşırı 

yağlanma, özellikle viseral yağ birikimi, insülin direnci ve anormal glikoz ve lipid 

metabolizmaları ile ilişkilidir69. Ayrıca yağ dokusundaki kronik düşük dereceli 

inflamasyon, insülin direnci ve metabolik sendromun patogenezine katkıda bulunur69. 

Diyet türünün bileşimi, obezite ve buna bağlı metabolik hastalıkların gelişiminde önemli 

bir rol oynar70. Yağ oranı yüksek diyet türleri, enerji yoğunluğu bakımından makro 

besindir ve karbonhidrat veya proteinden daha az tokluğa neden olur70. YYD’nin uzun 

süre tüketilmesi hiperfajiye, vücut ağırlığı artışına, yağ birikimini indüklediği ve farelerde 

kan glikoz, insülin düzeylerini arttırdığı gösterilmiştir71–73. 

Harcanabilen enerjiden fazla tüketilen kalori alımı, yağlanma artışına ve obeziteye 

yol açar74. Kısa süreli YYD ile beslenmenin ilk adımı hipotalamusta meydana gelen 

inflamasyondur75. YYD tüketiminin birinci gününden itibaren hipotalamusta pro-

inflamatuvar sitokinlerin (tümör nekroz faktörü; TNF α ve interlökin 6; IL6) sayıca arttığı 

gösterilmiştir76. Kronik tüketimi ise obeziteye yol açan hipotalamik inflamasyona sebep 

olmaktadır. Hipotalamusta astrositler ve mikroglia gibi iki ana tip glial hücre vardır77. 

Glial hücreler enerji dengesinin düzenlenmesi için vazgeçilmezdir. Kemirgenlerde 

mikroglia, YYD ile beslenmeyle aktive edilir78. Obezite, mikroglial hücre aktivasyonu 

mekanizması yoluyla nöroinflamatuar aktivasyonun artmasıyla ilişkilendirilmiştir79. Son 

araştırmalar, YYD beslemesi altında ARC'daki mikroglia hücrelerinin sayısının arttığını 

göstermiştir80. YYD'in neden olduğu inflamatuar yanıtta hipotalamik bölgede sızıntı 

yapan bir KBB gözlendi81. Sızıntının sebebinin hipotalamik bölgedeki perivasküler 

makrofajların, YYD tüketiminde bol miktarda indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) 

üretmesi olduğu ve ARC’da monosit türevi makrofajların yayılmasına yol açtığı 

bulunmuştur82. Beklendiği gibi, spesifik hipotalamik makrofaj iNOS inhibisyonu, obez 

farelerin ARC'ında astrositik lipit damlacıklarını ve makrofaj birikimini ve aktivasyonunu 

tamamen ortadan kaldırır. Bu da KBB harabiyetinin obezitenin hipotalamus üzerindeki 

ilerleyici inflamasyon etkisinde bir başlangıç basamağı olduğuna işaret eder.  
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Şekil 2.6. YYD ile beslenmenin POMC nöronlarına zararlı etkileri. POMC nöronları fizyolojik 

fonksiyonlarını otofaji ve yetişkin nörojenezi yoluyla sürdürürler. YYD diyetiyle beslenmenin neden 

olduğu inflamasyon, kronik ROS üretimi ve ER stresi, POMC fonksiyonlarını ve projeksiyonlarını bozar. 

ER, endoplazmik retikulum; HF diet, yüksek yağlı diyet; hNSC, hipotalamik nöral kök hücre; IKKβ,IκB 

kinaz β;NF-κB, nükleer faktör-κB; iPSC, uyarılabilir pluripotent kök hücre; POMC, pro-opiomelanokortin; 

PPARy, peroksizom proliferatörüyle aktifleştirilen reseptör gama; ROS, reaktif oksijen türleri. Şekil 

makaleden alındı. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Deneyler, Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel Araştırmalar 

Merkezi’nde (YÜDETAM) ve Tıp Fakültesi Fizyoloji Ana Bilim Dalı Beyin 

Araştırmaları Laboratuvarı’nda gerçekleştirildi. Deney protokolü Yeditepe Üniversitesi 

Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (YÜDHEK) tarafından onaylanmıştır. 

3.1. Deney Hayvanları 

Bu çalışmasında, 90 adet transgenik POMC-Cre (Jax. Lab. #010714) fareler kullanıldı. 

Bu fareler Jackson (Jax) Laboratuvarı (ABD)’den ithal edilmiş ve üretilmiştir. Deney 

hayvanları 21±1 ◦C ısı ve 12 saat aydınlık-karanlık programı olan ortamda barındırıldı. 

Farelere standart fare yemi (pelet) ve normal musluk suyu ad libitum verildi. 

3.2. Farelerin Üretim  

Bu çalışmada kullanılan POMC-Cre transgenik fare hattı Jackson (Jax) Laboratuvarından 

2 erkek ve 2 dişi fare olacak şeklinde ithal edilmiştir. Jackson laboratuvarının önerdiği 

şekilde bu fareler C57B16/L (yabanıl tip) farelerle çiftleşme stratejisi uygulandı. Bu 

stratejiye uygun olarak iki dişi ve bir erkekten oluşan çiftleşme kafesi oluşturuldu. 

Sonrasında farelerin östrus siklüs takibi yapıldı ve gebe kalan fareler bireysel kafeslere 

alındı. Tüm bu POMC-Cre fare hattının üretimi ve bakımı YÜDETAM’da yapıldı. 

3.3. Genotipleme  

 Yeni doğan yavruların laktasyon dönemi beklendi ve 30. günde hayvanlar 

cinsiyetlerine göre ayrıldı. Otuzuncu günde yavruların kulaklarına küpe takılarak, kulak 

dokusu alındı. Kulak dokuları +4 °C’de DNAse’den arındırılmış deney tüplerine alındı. 

Her bir örneğe 100 µl 25 mM NaOH/0.2 mM EDTA solüsyonundan eklendi. Bu örnekler 

98 °C’de 60 dakika boyunca inkübe edildi. İnkübasyon sonunda 4 °C’ye alınan dokular 

100 µL 40 mM Tris-HCl solüsyonu ile 4000 rpm’de 3 dakika santrifüj (Mikrosantrifüj, 

Sigma 1-14) edildi. Hazırlanan solüsyon genotipleme için yeni tüplere aktarıldı. 

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) için aşağıda dizisi belirtilen primerler kullanılmıştır. 

Bu diziler Jackson Lab.’ a ait POMC-Cre transgenik farelerin genotiplemesi için Cre 

varlığını saptamak üzere belirlenmiş dizilerdir. PZR optimizasyonu sonrası bu gen 

bölgeleri için aşağıdaki reaksiyon koşulları kullanılmıştır. Hazırlanan PZR karışımı 
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tüplere ayrı ayrı dağıtıldı ve DNA örnekleri yüklendikten sonra aşağıdaki PZR 

koşullarında reaksiyon başlatıldı.  

Tablo 3.1. Genotipleme için kullanılan pzr solüsyonunun hazırlanması için kullanılan konsantrasyon ve 

hacim değerleri. 

 

*   Primer 1 GCC AGC TAA ACA TGC TTC ATC             Mutant Forward 

** Primer 2 ATT GCC CCT GTT TCA CTA TCC              Mutant Reverse 

 

Tablo 3.2. Genotipleme için kullanılan PZR koşulları. 

 

Adım # Sıcaklık (°C) Süre Notlar 

1 95°C 30sn  

2 95°C 30 sn  

10 Tekrar Döngüsü 

-0.5°C 

3 65°C 15 sn 

4 68°C 1 dk 

5 95°C 30 sn  

28 Tekrar  

Döngüsü 

6 60°C 20 sn 

7 72°C 20 sn 

8 72°C 5 dk  

9 4°C ∞  

 

Mutant Gen için Reaksiyon Çözeltisi (A) 
Final 

Konsantrasyon 

12.5µl reaksiyon için 

gereken hacim (µl) 

Taq 2X Master Mix (NEB kat. No: M0270L) 1X 6.25 

Primer 1 * 0.25 µM 0.50 

Primer 2 ** 0.25 µM 0.50 

ddH2O - 3.25 

DNA örneği - 2 
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PZR ürünleri 1X TBE tamponu ile hazırlanan %2 agaroz jele yüklendi ve 200V’ta 1 dk 

yürütüldü. Bantlar UV altında incelendi ve büyüklük durumuna göre mutant (POMC-Cre 

geni taşıyan) veya yabanıl tip fareler belirlendi. 750baz çifti görünenler pozitif (+C), 

mutant bant görüntülenemeyenler(-C) yabanıl tip olarak ayrıldı. Sadece mutant olan 

yavrular deneylerde kullanılmak üzere ayrıldı. Aşağıda örnek bir jel görüntüsü 

bulunmaktadır: 

 

 

Şekil 3.1. Agaroz jel (%2’lik) içerisinde yürütülmüş Cre pzr reaksiyon görüntüsü. 

 

3.5. Cre rekombinaz Bağımlı AAV virüslerin İntrakraniyal Enjeksiyonu  

 İntrakraniyal enjeksiyonu için ABD de bulunan Addgene firmasından 

(www.addgene.org) pAAV-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry ve AAV-CAG-Flex-GFP 

virüsleri satın alındı. Tercih edilen bu virüslerin genetik haritasında GFP ve mCherry geni 

ile Cre enziminin bağlandığı LoxP genlerini de içermesidir. Bu sistemin sunmuş olduğu 

avantaj Cre bağımlı transgenik fare hatlarında Cre rekombinat enzimini içeren spesifik 

nöronları işaretleyerek, bu nöronların GFP ve mCherry sentezlemesine olanak 

sağlamasıdır. Bu çalışmada POMC-Cre farelere bu virüsler enjekte edilerek POMC 

nöronlarının GFP ve mCherry ile işaretlenmesi gerçekleştirildi.  Virüs enjeksiyonları 

stereotaksik (David Kopf) cihaz içerisinde izofluran gaz anestezisi kullanılarak yapıldı 

(Şekil 3.2). İntrakraniyal Enjeksiyonların yapım aşaması, fareler hafif izofluran anestezi 

altında stereotaksik cihazına yerleştirildiler. Cihaza yerleştirildikten sonra, solunabilir 

oksijen ile %-2 izofluran uygulanarak fareler derin anesteziye alındı. Gazlanma işlemi 

operasyon boyunca devam etti. Fareler derin anesteziye girdiklerinden emin olduktan 

sonra tıraş makinası vasıtasıyla kafa derisi üzerindeki kılların kesimi gerçekleştirildi. Bu 

işlem bittikten sonra tıraş edilen kısım kulak pamuğu kullanılarak antiseptik uygulandı. 

Sonrasında farelerin kafa derisine makas ile kesi atıldı. Manipülasyon yapacağımız kısma 

soğuk Hidrojen Peroksit (H2O2) ve serum fizyolojik uygulayarak kafasında bulunan 
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Bregma – Lambda noktalarının görünürlüğünü artırıldı. Elektrot tutucu ile fare Bregma- 

Lambda noktaları arası uzunluk ölçüldü. Hipotalamik ARC bölgesinin koordinat 

noktaları fare beyin atlasında belirtildiği gibi 1,35 mm posteriyor, ±0,35 mm lateral ve 

5,75 mm vertikal olarak belirlendi. Stereotaksik cihazına yerleştirilen her farenin 

Bregma-Lambda noktaları arasındaki mesafe ölçümü yapılarak, bu koordinatlara göre 

oranlaması yapıldı.  Yeni oluşan enjeksiyon noktasına cerrahi matkap kullanılarak küçük 

bir delik açıldı. Beyin içi enjeksiyonlarda kullanılan mikro pipetlerin (Drummond 

Scientific, Wiretrol, Broomall-PA) uçlarının beyin dokusuna daha az zarar vermesi için 

pipet çekme cihazı (Narishige, Japonya) ile uçları daha ince (50µm) çap genişliği olacak 

şekilde ayarlandı. İşleme uğramış pipetlerin içlerine mineral yağ ile dolduruldu ve mikro 

manipülatör cihazına yerleştirildi. Pipet içerindeki mineral yağın bir kısmı dışarı 

çıkartılarak, yerine 1,2µl virüs çekildi. Hipotalamik ARC bölgesine iki taraflı 

intrakraniyal olarak 300 nl virüs enjekte edildi.  Her bir bölgeye enjeksiyon yapıldıktan 

sonra 15 dakika beklenildi. Tüm işlemler bittikten sonra kafa derisi 4.0 cerrahi iplikle 

dikiş atıldı. Dikiş sonrası manipülasyona uğrayan bölge tekrar antiseptik kullanılarak 

temizlendi. 

 

Şekil 3.2. Stereotaksik cihaza yerleştirilen farede cam pipetle virüs enjeksiyonu. 
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3.6. Beyin Kesiti Hazırlanması 

Virüsü enjeksiyonu yapılan POMC-Cre fareler uygun şekilde anestezi altında dekapite 

edildi. Fare beyinleri hızlı bir şekilde kesme (Cutting) solüsyonu içerisine aktarılarak 

vibratom (Campden Instruments 5100mz) cihazı ile 250 µM kalınlığın da ARC’ın 

bulunduğu kesitler alındı (Şekil 3.3). Kesme (cutting) solüsyon içeriği: (92.0 mM 

NMDG, 2.5 mM KCl, 1.25 mM NaH2PO4, 30.0 mM NaHCO3, 20.0 mM HEPES, 25.0 

mM glikoz, 2.0 mM tiyoüre, 5.0 mM Na-askorbat, 3. mM Na-piruvat, 0.5 mM 

CaCl2.2H2O ve 10.0 mM MgS04.7H2O). Beyin dokuları kesim ve bekleme süreleri 

boyunca daima %95 O2 /%5 CO2 gazı ile müdahale edildi. Vibratom cihazı ile alınan 

kesitler, pastör pipet vasıtasıyla HEPES içeren yapay beyin omurilik solüsyonu (aCSF). 

HEPES- aCSF içeriği: (92.0 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1.25 mM NaH2PO4, 30.0 mM 

NaHCO3, 20.0 mM HEPES, 25.0 mM glikoz, 2.0 mM tiyoüre, 5.0 mM Na-askorbat, 3.0 

mM Na-piruvat, 2.0 Mm CaCl2 · 2H2O ve 2.0 mM MgSO4 · 7H2O) aktarıldı. Kesitler 

bu solüsyon içerisinde en az 1 saat inkübe edildi. Daha sonra elektrofizyoloji banyosunda 

perfüze edilen kayıt solüsyonu içerisine aktarılarak, işaretlenmiş nöronlardan 

elektrofizyoloji patch clamp tekniği kullanılarak, gevşek kayıt (cell-attach) ve tüm hücre 

(whole cell) kayıtları alındı. Kayıt solüsyonu (recording aCSF içeriği): 124 mM NaCl, 

2.5 mM KCl, 1.25 mM NaH2PO4, 24 mM NaHCO3, 12.5 mM glikoz, 5.0 mM HEPES, 

2.0 Mm CaCl2 · 2H2O ve 2.0 mM MgSO4 · 7H2O) (Ting vd. 2018). 

 

 

 

Şekil 3.3. Beyin kesitlerinin alınması. 
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3.7. Elektrofizyoloji kayıtları (Patch clamp)  

Protokole uygun olarak hazırlanan fare beyin kesitleri, pastör pipet vasıtasıyla 

patch clamp (MultiClamp 700B Axon CNS) banyosuna yerleştirildi. Şekil 8’de Faraday 

kafesi içindeki cam pipet sistemi ve banyo, amplifikatörler ve kayıt sistemi 

görülmektedir. Elektrofizyoloji cihazının banyosunda daima kayıt solüsyonu gazlanarak 

perfüze edildi. Öncelikle hipotalamus ARC’ta lokalize olan ve GFP ile işaretlenmiş 

POMC nöronlarından gevşek kayıt tekniği ile popülasyon kayıtları alındı. Her fare beyin 

kesitlerinden yaklaşık 10 nöron kaydı alındı. Sonrasında cihazın banyosuna 100nM 

Leptin perfüze edilerek POMC nöronlarından aynı şekilde popülasyon kayıtları alındı. 

Bu teknikle alınan kayıtlarda (gevşek kayıt) pipetinin içerisinde kayıt solüsyonu 

bulunmaktadır ve pipet direnci 7-9 MΩ olacak şekilde ayarlandı.  Gevşek kayıt tekniği 

ile alınan bu bulgular, POMC nöronlarının üzerinde oluşan ateşleme frekansının Leptin 

varlığında nasıl değiştiğinin göstermektedir. POMC nöronlarına gelen uyarıcı ve 

inhibisyon akımlarının ve Leptin hormonun bu akımlara olan etkisini ölçmek için 

elektrofizyoloji tüm hücre (whole-cell) kayıt tekniğini kullanıldı. Öncelikle hücre zarına 

sıkı şekilde mühür yapılarak, hücre zarının kırılması gerçekleştirildi. Diğer protokole 

benzer şekilde her beyin kesitinden kontrol kayıtları alındıktan sonra elektrofizyoloji 

banyosuna Leptin perfüze edildi. Uyarıcı post sinaptik akımların (sEPSC) kaydı alınması 

sırasından banyoda daima GABAa (50µM) antagonisti Picrotoxin kimyasalı bulunurken, 

inhibe post sinaptik akım (sIPSC) kayıt alma sırasında ise banyoda AMPA / kainate 

glutamat reseptör antagonisti ve NMDA reseptör antagonisti olan CNQX (10µM) ve AP5 

(50µM) kimyasalı bulunarak hücreyi V=-65mV da kenetleyerek (Patch Clamp) kayıtlar 

alındı. Voltaj clamp (voltaj kıskaç) kayıtları için kullanılan solüsyon içeriği: 125 CsCl 

mM, 5 NaCl mM, 10 HEPES mM, 0.6 EGTA mM, 4 Mg-ATP mM, 0.3 Na2GTP mM, 

10 lidokain N-etil bromür (QX-314) mM, (pH 7.35 ve 290 mOsml-1). Current clamp 

(akım kıskaç) kayıtları için kullanılan solüsyon içeriği: 125 potassium glukonat mM, 6.7 

KCl mM, 10 HEPES mM, 1 EGTA mM, 4 Mg-ATP mM, 10 sodium fosfokreatin mM 

(pH 7.25; 290 mOsml-1).  POMC nöronlarından alınan elektrofizyoloji kayıtların 

frekansı, peak amplitude (tepe genliği) değerlerini analiz etmek için Clampfit 10.7 

programı kullanıldı. 
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Şekil 3.4. Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Beyin Araştırmaları Laboratuvarı A) Elektrofizyoloji kayıt 

cihazı B) Kayıt pipetiyle nörona seal (mühürleme) yapılması C) Elektrofizyoloji kayıt örneği. 

3.8. Beslenme Davranışı 

Diyazn edilmiş reseptör aktivasyonu (Designer Receptors Exclusively Activated by 

Designer Drugs-DREADDs) metodu kullanılarak kemogenetik olarak uyarılacak 

hayvanlar enjeksiyon sonrası iyileşme ve enfeksiyon süreleri (2 hafta) dolduktan sonra 

tekli (single house) metabolik kafeslere alındılar. Her grup kendi (enfeksiyon süresi 

dolduktan sonra) başlangıç süresi başından sonuna kadar, haftalık vücut ağırlığı takibi 

yapılarak ve kendi 3. ve 6. ayları hesaplanarak deneye alındı. Fareler sabah 07.00 akşam 

19.00 olacak şekilde aydınlık ve karanlık periyotlara giriş yaparak 12 saat gündüz 12 saat 

gece şartlarında yaşamaktadır. Gruplarda zamana bağlı kullanılan yem %60 kkcal yağ 

içeren EF D12492-(I); Ssniff diyettir.  

Davranış deneyleri 3 gün tekli kafese alıştırma, 3 gün serum fizyolojik etkisinde ve son 3 

gün de klozapin n-oksitin (CNO; 3mg/kg) etkisinde olacak şekilde 9 gün sürdü. Deney 

sonrası bir gün ise davranış deney saatlerinde kan örneği alınması için ayrıldı. POMC-

Cre farelere saat 18:30’da ip serum fizyolojik/CNO uygulandı. Deney günlerinde 18:00-

23:00 arası yem tartımları yapıldı. Tüm deney hayvanlarının yemleri 18:30’da çekildi ve 

19:00’da CNO bilinen aktivasyon süresi (30dk) geçtikten sonra gramajı bilinen yemler 

kafeslere kondu. Bir saat aralıklar ile 4 saatlik yem tartımları (20,21,22,23:00) alındı. 

Dokuz günlük deney ertesi gününde hala tekli kafeslerde olan farelerden deney saatinde 

(18:30’da) CNO uygulaması sonrası 200µl tokluk kan örneği jugular venden alınarak 

gruplar toplu kafeslerine geri kondular. Kan alım sırasında glikometre kullanılarak tam 

kandan glikoz miktarı ölçülerek not alındı. Kan yağı analizleri CNO varlığında tok 
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hayvanlardan alınan kan örneklerinden elde edilen serumlarda lipit parametre ölçümleri 

Yeditepe Üniversitesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvarında gerçekleştirildi. 

 

Şekil 3.5. Yeditepe Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Fizyoloji Ana Bilim Dalı, Beyin Araştırmaları Beslenme 

Davranış Laboratuvarı. 

 

3.9. Kardiyak Perfüzyon/Fiksasyon ile Deney Sonlandırma ve Postmortem Beyin 

Dokusunun Saklanması  

İzofluoran ile anesteziye alınan hayvanın anestezisi doğrulandıktan sonra, farenin 

ekstremiteleri ve kuyrukları kesim paneline flaster ile sabitlendi. V kesi ile sternum 

kaldırılarak toraks boşluğu açıldı. Kalbin apeksinden kelebek iğne ile girilerek sol 

ventriküle dikkatli bir biçimde yerleştirildi. Daha sonra sağ atriyum kesildi ve üç yollu 

kanülden önce 5 dk süreyle heparinize serum fizyolojik verilerek perfüzyon yapıldı. Sağ 

atriyumdan akan sıvının berraklaştığı görüldüğünde kanülün vanası diğer girişe 

çevrilerek fosfat tamponu içinde % 4 paraformaldehit (PFA) çözeltisi verilmek suretiyle 

5 dk süreyle perfüzyon fiksasyonu gerçekleştirildi. Hemen akabinde beyinler bütün 

olarak çıkartıldı ve % 4 PFA/ PBS çözeltisinde 4 saat 4°C’de inkübe edildi.  Kaşık 

yardımıyla beyin bütünlüğüne hasar vermeden dokular % 30 sukroz/ PBS çözeltisine 

aktarıldı. Beyinler çökene kadar 4°C’de inkübe edildi. Sukroz solüsyonunda çöken 

beyinler PBS içerisine alınarak 5dk çalkalayıcı üzerinde yıkandı. % 0.4’lük agaroz jel 
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(Low Melting Point) hazırlandı. Beyinler oda ısısına soğutulmuş agaroz jel içerisine 

gömüldü ve donması için 4°C’de 1 saat inkübe edildi. Agaroza gömülü olarak çıkarılan 

beyinlerin etrafındaki fazla jel kesildi (Şekil 3.6) ve vibratomun doku plağı üzerine 

yapıştırıldı plak hızlıca 4°C’de soğutulmuş PBS içine alınarak vibratomda (Campden 

Instruments 5100 mz) 75 μm koronal kesitler alındı. PBS içine toplanan kesitler tüm 

beyinden örneklemeler yapılarak polilizin kaplı lamlara alındı. Flouromount kapatma 

solüsyonu ile kesitler kapatıldı. 

 

Şekil 3.6. Agaroza gömülü beyin dokusundan vibratom kullanılarak kesit alınması. 

3.10. ELİSA Yöntemiyle Serum Leptin Analizi  

Serum Leptin seviyelerinin ölçümü için ticari olarak satılan 96 kuyucuklu ELISA kiti 

(Elabscience, E-EL-M3008, ABD) kullanıldı. Derin dondurucuda (-80 oC) bekletilen 

serum örnekleri ve test kiti deneye başlamadan yarım saat önce oda sıcaklığına alındı. 

Deneye dahil edilen örnekler kit içerisinde bulunan standart ve örnek seyreltme solüsyonu 

ile 1:20 oranında seyreltildi. Kit içerisinde bulunan 20 ng Leptin içerisine 1 ml standart 

ve örnek seyreltme solüsyonu eklendi. Bu ana stoktan seri seyreltme işlemi ile her 

seferinde 1:1 oranında seyrelterek 6 adet daha seyreltilmiş standart solüsyonu hazırlandı. 

Standart ve örnek seyreltme solüsyonu “blank” solüsyonu olarak kullanıldı. Tüm 

standartlardan ve örneklerden ikişer kuyucuğa, her bir kuyucuğa 100 µl hacimde olacak 

şekilde 96 kuyucuklu plakaya koyuldu. Plaka üzeri jelatin ile kapatılıp 37 oC’de 90 dakika 

inkübasyona alındı. Sonrasında kuyucuklar boşaltılarak, yıkama yapılmadan kuyucuklara 

100 µl Biyotinli Antibody solüsyonu eklenerek plaka jelatin ile kapatıldı ve 37 oC’de 60 

dakika inkübasyona alındı. Sonrasında kuyucuklar boşaltılarak kit içerisinde bulunan 

yıkama solüsyonundan 350 µl eklenerek 1 dk boyunca 3 defa yıkama işlemi yapıldı. 
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Kuyucuklara 100 µl HRP Konjuge solüsyonu eklenerek plakala jelatin ile kapatıldı ve 

37oC’de 30 dakika inkübasyona alındı. Sonrasında kuyucuklar boşaltılarak kit içerisinde 

bulunan yıkama solüsyonundan 350 µl eklenerek 1 dk boyunca 5 defa yıkama işlemi 

yapıldı. Kuyucuklara 90 µl substrat solüsyonu eklenerek plaka jelatin ile kapatıldı ve 37 

oC’de 15 dakika inkübasyona alındı. Sonrasında kuyular boşaltılmadan üzerine 50 µl Stop 

solüsyonu eklenerek 37oC’de 450 nm dalga boyunda Optical Density (OD) ölçümü 

yapıldı. 

3.11. C-Fos Immünohistokimyasal Boyama 

CNO uygulamasından sonra aktif nöronları saptamak için alıcı bölümlerde c-Fos protein 

tayini yapıldı. Kesitler %3 sığır serumu ve % 0.3 Triton-X-100 (Sigma, T9284-12) 1X 

PBS (Invitrogen, 00-3002) içeren bir blokaj solüsyonunda 90dk inkübe edildi. C-Fos 

antikoru (Abcam, ab190289) 1: 2000 oranında % 3lük sığır serumu içinde hazırlandı. 

Dokular gece boyunca 4 °C'de sallanmaya bırakıldı. Kesitler, ikinci antikor 

uygulamasından önce 15 dakika boyunca 3 kez 1X PBS ile yıkandı. İkincil antikor 1: 

1000 oranında Goat anti-Rabbit Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A11008) antikoru, 1X PBS, 

% 0.3 Triton-X-100'den oluşur. Kesitler, sekonder antikor solüsyonunda (ışıktan 

kaçınmak için) alüminyum folyo ile 2 saat oda sıcaklığında inkübe edildi. Dokular 3 kez 

15 dakika boyunca 1X PBS ile yıkandı, daha sonra lamlara alındı, kurutuldu ve montaj 

ortamı (Sigma, F4680-2ml) ile lamel ile kaplandı. 

3.12. Konfokal Mikroskopi 

Enjeksiyon ve projeksiyon bölgeleri konfokal mikroskopta (Carl Zeiss Model: LSM700; 

yazılım: ZEN 2011, ver 8.0) 63X yağ immersion objektifi kullanılarak görüntülendi. 

Görüntüler Image J yazılımı kullanılarak Z stack çekimler üç boyutlu hale getirilerek 

paraventriküler çekirdek (PVN), stria terminalisin yatak çekirdeği (BNST) ve lateral 

hipotalamus (LH) bölgesinden dendritik diken, sinaptik terminal, aksonal uzantı ve 

enjeksiyon bölgesindeki enfekte olmuş nöron sayısı bakımından kantitatif olarak 

değerlendirildi. 

3.13. Morfolojik Analiz  

3.13.1. Dendrit ve aksonal sayımlar 

 Konfokal mikroskobu ile 63X objektif ile (derin görüntüleme -Z stack- bölge tarayarak 

birleştirme – tile scan- yapılarak) 63X immersiyon yağ ile büyütme kullanılarak) çekilen 
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görüntüler BNST, LH ve PVN alanları için iki kesitten ‘’IMAGE J’’ programı ile 

otomatik olarak sayıldı. Programda açılan görüntüler 8 bit’e çevrildi. Arka plan ışıklarının 

uzaklaştırılması için arka plan karartma yapıldı. Işımaların otomatizasyonu için 

görüntüler ikili koda dönüştürüldü. Daha sonra tanımlı partikülleri sayma kısmından, 

program var olan ışımaları otomatik olarak saydı ve sonuç ekranında çıkan sayılar not 

alındı. 

 

Şekil 3.7. Image J programı analizinin farklı aşamalarda gösterilmesi. 

 

Şekil 3.8. POMC-GFP ifadeli bir somadan çıkan dendritik dikenlerin sayımının yapıldığı konfokal 

mikroskopi görüntüsü (63X). 
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3.13.2. C-Fos immünofloresan görüntülerin Image J programı ile analizi 

Görüntülenen hayvanlar her gruptan iki slays (enfeksiyon merkezi olmasına dikkat 

edilerek seçilmiş) olacak şekilde örneklenmiştir. Her slays sağ ve sol olmak üzere 2 

figürden oluşmaktadır. Sayım IMAGE J programında %75 büyütme ile üçüncü 

ventrikülün hemen yanı ARC odaklı yapılmıştır. Konfokal görüntülerinden yeşil, kırmızı 

ve sarı floresan ışıma yapan nöronlar sayıldı. Kırmızı; enfekte olmuş aktivasyon virüsü 

taşıyan nöronları ifade ederken, yeşil; cfos aktivasyonu gösteren nöronları 

işaretlemektedir. Sarı ise her iki rengi de yansıtan örtüşen alanları göstermektedir. 

Sayımlarda sarı, renkli versiyondan, kırmızı ve yeşil, renksiz ve IMAGE J programının 

kanal ayırma özelliği kullanılarak yapılmıştır. Konfokal görüntüleri üzerinden yapılan 

sayım sonrası analiz için aktif nöron sayısının (yeşil) enfekte nöron sayısına (kırmızı) 

oranı kullanılarak, olası enfeksiyon farklarının normalize edilmesi amaçlanmıştır. 

Renksiz versiyonda hM3D yoğunluğu virüsün hücrelerdeki farklı yoğunluğunun her 

zaman yeterli görünmemesi ve dokunun derininde kalan nöronların da görünme 

kalitesinin düşmesi sebebiyle sarı versiyonda sayılan değerler eğer kırmızıdan fazla ise 

eksik hM3D varlığı sarı hücre sayısından yararlanılarak excel üzerinde düzeltilmiştir. 

Renksiz versiyonda bazı nöronlar görünmemekte fakat renklide sarı çerçeveli cfos aktif 

hücrelerin varlığı görülmüş ve bu nöronlar da aktif POMC olarak kabul edilmiştir. 

Programda izlenen adımlar sırasıyla aşağıdaki gibidir. 

Renk kanallarının ayrılması için izlenen sıra; Image> Color > Split channels 

Sayım için izlenen sıra;  Plugins> Analyze > Cell counter  

 

Şekil 3.9. Image J programında aktif ve enfekte nöronların ayrı kanallarda gösterimi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Yüksek Yağlı Diyetin POMC Nöron Anatomisine Anatomik Etkisi 

POMC-Cre farelerin ARC’ta lokalize olan POMC nöronlarının işaretlenmesi 

amacıyla POMC-ARC koordinatlarına intrakraniyal AAV-CAG-Flex-GFP virüs 

enjeksiyonu yapıldı. Farelere iyileşme ve enfeksiyon süresi olarak kabul edilen iki hafta 

beklenildikten sonra Şekil 4.1’de gösterilen protokol şeması uygulanmaya başlandı. 

 

 

 

Şekil 4.1. POMC-ARC nöronlarının hedeflenmesi ve deney gruplarının oluşumu 

A) ARC intrakraniyal enjeksiyon şematik görüntüsü ve AAV-FLEX-GFP ile enfekte olmuş POMC 

nöronlarının temsili konfokal mikroskopi görüntüsü (63X;Ölçek çubuğu: 200 µm). B) Grupların 

beslenme değişimlerinin yapılacağı ve örneklerin toplanacağı deney zaman planının şematik 

gösterimi. Mavi pellet - YYD; kahverengi pelletler-standart diyet;T0-deney başlangıcı; T1-T0+3 ay ; 

T2- T0+6ay süreyi ifade etmektedir. 

 

Gruplar Şekil 4.1’de açıklanan şekilde farklı zamanlarda farklı diyet tiplerine maruz 

bırakıldı. Tablodaki zaman sütununda yer alan T0 beyin içi virüs enfeksiyonu sonrası 3. 

haftayı, T1 enjeksiyon sonrası 14. haftayı ve T2 24.haftayı ifade etmektedir. Kontrol 

grubu 6 ay süreyle standart diyet tüketirken, obez grup 6 ay süreyle YYD tüketmiş ve 

post obez grup 3 ay süreyle YYD tüketmiş, ardından 3 ay boyunca standart diyet 

tüketmiştir. ARC POMC nöronlarının hem PVN, BNST ve LH bölgelerine yapmış 

olduğu projeksiyonlardaki hem de dendritik diken sayısındaki YYD’e bağlı değişiklikleri 

saptamak konfakal mikroskopisinden faydalandık. YYD tüketen ve tüketmeyen 

gruplarda enfekte POMC nöron sayısına bağlı görüntülenen dendritik iğne sayısı oranında 
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ve projeksiyon bölgelerine giden aksonal yoğunluğunda anlamlı bir fark yoktur (Şekil 

4.2-5). 

 

 

 

Şekil 4.2. Kronik YYD’nin POMCARC dendritik iğne sayısına etkisi  

A) Kontrol grubuna ait POMC-GFP enfeksiyonlu somaların ve dendritlerin 6. ay represantatif konfokal 

mikroskopi görüntüsü (63X; Ölçek çubuğu: 200 µm) B) Obez grubuna ait POMC-GFP enfeksiyonlu 

somaların ve dendritlerin 6. ay represantatif konfokal mikroskopi görüntüsü (63X). C) Post-obez grubuna 

ait POMC-GFP enfeksiyonlu somaların ve dendritlerin 6. Ay konfokal mikroskopi görüntüsü (63X). D) 

POMC-GFP enfeksiyonlu somaların dendritik iğne sayısı (kontrol n=9081 diken; n=11 fare, obez n=8681 

diken; n=7 fare, post-obez n=5852 diken; n=4 fare) Veriler ortalama ± standart sapmadır. İstatistiksel 

analiz: Tek yönlü ANOVA ve Tukey'in çoklu karşılaştırma testi. 
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Şekil 4.3. Kronik YYD’nin POMCARC  PVN projeksiyon sayısına etkisi  

A) POMC-ARC nöronlarından PVN’e projeksiyon yapan aksonların 6. ay konfokal görüntüsü (63X; Ölçek 

çubuğu: 200 µm) B) POMC-GFP enfeksiyonlu somalardan PVN’e projekte eden akson sayısı (6.Ay 

kontrol, obez ve post-obez; n=4 fare). Veriler ortalama ± standart sapmadır. İstatistiksel analiz: Tek yönlü 

ANOVA ve Tukey'in çoklu karşılaştırma testi. 

 

 

 

Şekil 4.4. Kronik YYD’nin POMC-ARC  LH projeksiyon sayısına etkisi  

A) POMC-ARC nöronlarından LH’e projeksiyon yapan aksonların 6. ay konfokal görüntüsü (63X; Ölçek 

çubuğu: 200 µm). B) POMC-GFP enfeksiyonlu somalardan LH’e projekte eden akson sayısı (6.Ay kontrol, 

obez ve post-obez n=4 fare). Veriler ortalama ± standart sapmadır. İstatistiksel analiz: Tek yönlü ANOVA 

ve Tukey'in çoklu karşılaştırma testi. 
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Şekil 4.5. Kronik YYD’nin POMC-ARC  BNST projeksiyon sayısına etkisi  

A) POMC-ARC nöronlarından BNST’ye projeksiyon yapan aksonların 6. ay konfokal görüntüsü (63X; 

Ölçek çubuğu: 200 µm). B) POMC-GFP enfeksiyonlu somalardan BNST’ye projekte eden akson sayısı 

(6.Ay kontrol, obez ve post-obez; n=4 fare). Veriler ortalama ± standart sapmadır. İstatistiksel analiz: Tek 

yönlü ANOVA ve Tukey'in çoklu karşılaştırma testi. 

 

 

4.2. Yüksek Yağlı Diyetin POMC Nöronlarının Elektrofizyolojik Özelliklerine 

Etkisi 

POMC-Cre farelerde ARC-POMC nöronları FLEX-GFP ile işaretlendi. ARC-POMC 

nöronlarından gevşek bağlanma (loose seal) tekniğiyle hücrelerde oluşan aksiyon 

potansiyel akımlarının kaydı alındı. Leptinin POMC nöronlarında ateşleme frekansını 

arttırdığı bilinmektedir11. 3 ay boyunca standart diyet ile beslenen kontrol grubunda ve 

YYD ile beslenen obez grubunda hücre atım frekansının leptin ve salin varlığındaki 

ateşleme frekansları karşılaştırıldığında, her iki grupta da leptin, ARC-POMC 

nöronlarının ateşleme frekansını arttırdı (Şekil 4.6). Bu bulgu 3 aylık yüksek yağlı diyet 

tüketiminin, POMC nöronlarının leptine verdiği ateşleme cevabını değiştirmediğini 

göstermektedir. 
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Şekil 4.6. Kronik YYD’nin POMC-ARC nöronlarının leptinle indüklenmiş frekansına etkisi A) Bir 

POMC nöronundan gevşek bağlanma (loose seal) kaydını gösteren temsili görüntü B) Temsili gevşek 

bağlanma kaydı, POMC eksprese eden hücrelerin Leptin'e yama-kenetleme yoluyla elektriksel tepkisini 

incelemek için kullanıldı. C-D) Popülasyon kayıtlarına göre 3 aylık standart diyet ve obez grup POMC-Cre 

farelerde “cell attach” kayıtlarının frekans grafiği (n=3 fare). F-G) Post-obez ve obez grup POMC-Cre 

farelerin ARC POMC nöronlarından alınan popülasyon kayıtlarına göre frekans grafiği (5 obez fare n=91, 

2 post-obez fare n=32. Veriler ortalama ± standart sapmadır. İstatistiksel analiz: bağımlı Student’s t-testi 

parametrik olmayan Kolmogorov-Smirnov; ***p<0.001. 

 

Leptinin postsinaptik akımlar üzerine olan düzenleyici etkisinin 3 ay YYD ile 

beslenmeden etkilenip etkilenmediğini görmek için kontrol ve obez grup hayvanlardan 

tam yama kıskacı “whole cell” tekniği ile ARC POMC nöronlarına gelen spontan uyarıcı 

postsinaptik akım (sEPSC) ve spontan inhibe postsinaptik akım (sIPSC) kayıtları alındı. 

3 ay standart ve yüksek yağlı diyet tüketen kontrol ve obez grupların POMC 

nöronlarından alınan kayıtlarda leptinin POMC nöronlarında eksitatör (uyarıcı) akımı her 

iki grupta da anlamlı derecede arttırdığı ve POMC nöronlarının uyarılabilirliğine pozitif 

katkı sağladığı gösterildi (Şekil 4.7.) İnhibitör (baskılayıcı) akım üzerine leptin etkisi her 

iki grupta da anlamlı derecede azaldı (Şekil 4.7).  
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Şekil 4.7. Kronik YYD’nin 3. ay sonunda kontrol ve obez gruplarda POMC-ARC nöronlarına gelen 

spontan uyarıcı ve inhibe edici akımlardaki leptin regülasyonuna etkisi. A-B) Kontrol ve obez 

hayvanlarda leptinin sEPSC frekansı üzerindeki etkileri. Kontrol (kontrol n=14 nöron, leptin n=12 nöron) 

ve obez (kontrol n=15 nöron, leptin n=18 nöron) n=3 fare. C-D) Leptinin kontrol ve obez hayvanlarda 

sEPSC frekansı üzerine etkileri. Kontrol (kontrol n=14 nöron, leptin n=13 nöron) ve obez (kontrol ve leptin 

n=9 nöron) n=3 fare. E-F) sIPSC ve sEPSC için temsili gevşek bağlanma kaydı. Veriler ortalama ± standart 

sapmadır. İstatistiksel analiz: : bağımlı Student’s t-testi; *p<0,05 ve **p<0,01. 

 

Altıncı ay sonunda obez ve post-obez gruplarından alınan elektrofizyoloji kayıtlarında 

leptin hormon cevabı değerlendirildi. Leptin hormonu, hem obez hem de post-obez 

gruplarda POMC nöron aksiyon postansiyel akımlarını değiştirmedi (Şekil 4.6). Bu 

gruplarda leptin, spontan uyarıcı ve inhibe edici post sinaptik akımlar üzerinde de etki 

göstermedi (Şekil 4.8). Fakat anlamlı olmasa da uyarıcı akımlarda post-obez grubunda 

kontrol grubuna benzeyen bir artış ve inhibe edici akımlarda ise bir azalış görüldü. Bu 

sonuçlar POMC nöronlarının kronik yüksek yağlı diyete maruz kalması sonucu leptine 

duyarsızlaştığını ortaya koymaktadır. Aynı şekilde post-obez gruplarda leptine cevabın 

iyileşme sürecine benzer olduğu görülmektedir. 

 



 
 

35 

 

 

Şekil 4.8. Kronik YYD’nin 6.ay sonunda obez ve post-obez gruplarda POMCARC nöronlarına gelen 

spontan uyarıcı ve inhibe edici akımlardaki leptin regülasyonuna etkisi A-B) Obez ve post-obez 

gruplarda leptinin sEPSC frekansı üzerindeki etkileri. Obez (kontrol n=21 nöron, leptin n=16 nöron; 3 fare) 

ve post-obez (kontrol n=4 nöron, leptin n=9 nöron; 2 fare) C-D) Obez ve post-obez grupta leptinin sIPSC 

frekansı üzerine etkileri. Obez (kontrol n=25 nöron, leptin n=13 nöron; n=3 fare ve post-obez (kontrol n=3 

nöron, leptin n=3 nöron; 2 fare; E-F) sIPSC ve sEPSC için temsili gevşek bağlanma kaydı. Veriler ortalama 

± standart sapmadır. İstatistiksel analiz: bağımlı Student’s t-testi. 

 

4.3. Yüksek Yağlı Diyetin POMC Nöron Davranışsal Özelliklerine Etkisi 

Kemogenetik teknik olan diyazn edilmiş reseptör aktivasyon (Designer Receptors 

Exclusively Activated by Designer Drugs -DREADDs) metodu kullanılarak POMC 

nöronlarının uyarılması gerçekleştirildi. Literatürde bilindiği gibi POMC nöronlarının 

kemogenetik uyarılması sonrası farelerde besin tüketim miktarları anlamlı derece azalır10. 

Şekil 4.9’da davranış deneyinin basamakları şematik olarak gösterilmektedir. POMC-Cre 

dişi ve erkek farelerde, standart diyet tükettiklerinde POMC aktivasyonunda 

anoreksijenik yanıt ürettiler. Standart diyetle beslenen kontrol grubunun besin tüketimi, 

tüm deney zamanlarında anlamlı derecede azaldı (şekil 4.10).  
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Şekil 4.9. Yeme davranışı deney programının şematik gösterimi. 

 

 

 

 

Şekil 4.10. Kontrol grubu hayvanlarının deney süresi boyunca yem tüketim grafiği. Veriler ortalama 

± standart sapmadır. İstatistiksel analiz: bağımlı Student’s t-test ; n=7 ; p<0.05 ve p<0.01. 

 

Obez gruptaki farelerde, POMC nöron aktivasyonu sonrası besin alımını düştü (T0; şekil 

4.11). Yağlı diyet sonrası gelişen adaptasyonlar sonucu, POMC nöronları CNO tepkisi 

hızlı gıda alımını tetikledi (T1; şekil 4.11). POMC nöron aktivasyonu kronik YYD 

tüketimi sonrasında besin alımını baskılayıcı rolünü, besin alımını arttırıcı olarak 

değiştirmiş, fizyolojik dengeyi negatif enerji dengesi yönünde kaydırmıştır. T2 

zamanında POMC aktivasyonu sonrası besin alımında anlamlı bir değişme olmadı. 
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POMC nöronları uyarılabilirliğinin obez grupta T2 döneminde düşük olduğu c-Fos 

boyamasındaki sonuçlarla (şekil 4.17) desteklenmektedir. 

 

 

 

Şekil 4.11. Obez grubu hayvanların deney süresi boyunca yem tüketim grafiği. Veriler ortalama ± 

standart sapmadır. İstatistiksel analiz: bağımlı Student’s t-test; n=13 ; ***p<0.001, ve ****p<0.0001. 

 

POMC nöron aktivasyonu, post-obez grubunda T0 zamanında besin alımını azalttı (şekil 

4.12). Post-obez grup, diyet tipine bağlı değişikliklerin kalıcılığının test edildiği gruptur. 

T1 zamanında 3 aylık süreyle YYD’e maruz kalan grupta besin alımı POMC 

aktivasyonunda anlamlı derecede artış gösterdi. T2 zamanında aynı hayvanların 3 aylık 

süreyle standart diyet ile beslenmesi sonucu POMC aktivasyonu sonucu besin alımı 

anlamlı derecede azaldı (şekil 4.12). Davranış deney sonuçları arasındaki en çarpıcı bulgu 

obez ve kontrol grubun 6. ayda da bir önceki deneyde gösterdiği yanıtı sürdürürken, post-

obez grup POMC aktivasyonunda 3.ayda gösterdiği oreksijenik yanıttan uzaklaşarak tam 

tersi bir yanıt göstermesidir. Bu bulgu post-obez grubundaki davranışın beslenme tipine 

bağlı olduğunu kanıtlar niteliktedir. Diyet tipine bağlı değişen davranışsal yanıtın geri-

döndürülebildiğinin gösterilmesi POMC nöronlarının fizyolojik özelliklerinin kalıcı 

hasara uğramadığına işaret etmektedir. 
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Şekil 4.12. Post-obez grubu hayvanların deney süresi boyunca yem tüketim grafiği. Veriler ortalama 

± standart sapmadır. İstatistiksel analiz: bağımlı Student’s t-test; n=12 ; *p < 0.05, **p < 0.01 ve ****p < 

0.0001. 
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Şekil 4.13. Altıncı ay sonunda tüm grupların cinsiyete göre yem tüketim grafiği. A) Tüm gruplardaki 

dişi farelerin diyet tüketim grafiği (kontrol n=5, obez n=6, post-obez n=5 fare) B) Tüm gruplardaki erkek 

farelerin diyet tüketim grafiği (kontrol n=6, obez n=7, post-obez n=7) fare). Veriler ortalama ± standart 

sapmadır. İstatistiksel analiz: bağımlı Student’s t-test. p<0,01. 

 

4.4. Vücut Ağırlık Takibi 

Deney grubu fareler besin alımlarıyla birlikte 6 ay boyunca haftalık vücut ağırlığı 

takipleri yapıldı. Grupların sonuçları analiz edildiğinde obez ve post-obez grubun ilk 3 ay 

YYD ile beslenirken vücut ağırlığı anlamlı derecede arttı. Son 3 ayda her iki grupta vücut 

ağırlığı azalırken kontrol grubu vücut ağırlığı ortalaması aynı kaldı. (Şekil 4.13). Çeşitli 

araştırmalar, YYD’in farelerde hiperfajiye, hipertrigliseridemiye, hiperglisemiye veya 

hiperinsülinemiye neden olmadığını göstermiştir83,84. Obez grupta 3 ay ile 6 ay arası elde 

ettiğimiz bulgularda POMC nöronlarında leptin direnci gelişti ve POMC nöronları CNO 

ile uyarılabilirliğini kaybetti. POMC-Cre farelerde gelişen metabolik değişikliklerin obez 

ve post-obez gruplarda ağırlık kaybına katkıda bulunmuş olabileceği düşünülmektedir.  
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Şekil 4.14. Davranış grubu POMC-Cre farelerin zamana göre vücut ağırlığı grafikleri. A) Obez 

grubun ortalama vücut ağırlığının zamana ve besin türüne bağlı değişim grafiği. B) Post-obez grubun 

ortalama vücut ağırlıklarının YYD ve standart yem tüketim sırasındaki değişim grafiği. C) Kontrol, obez 

ve post-obez grupların 24 hafta süresince ortalama vücut ağırlığı grafiği. Veriler ortalama ± standart 

sapmadır. İstatistiksel analiz: Tek yönlü ANOVA ve Tukey'in çoklu karşılaştırma testi; ****p<0.0001. 
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4.5. Kanda ölçülen parametreler 

Tüm gruplardan glikoz, leptin, kolestrerol, yüksek (high density lipoprotein - HDL), 

düşük (low density lipoprotein - LDL) ve çok düşük (very low density lipoprotein - 

VLDL) yoğunluklu lipoprotein seviyeleri ve trigliserid ölçümleri yapıldı. 

 

4.5.1. Glikoz  

ARC POMC nöronları kan glikoz değerlerinden etkilenir ve glikoz homeostazında 

dengeleyici rol oynar85. Düşük kan glikoz değerleri POMC ARC nöron atım sayısını 

yükseltirken, POMC ARC nöronlarının inhibe edilmesi kan glikoz seviyelerinde düşüşe 

sebep olur ve besin alımını tetikler86. POMC nöron aktivasyonunun hepatik 

glikonegenezi belirli enzim aktivasyonları üzerinden aktive ettiği bilinmektedir87. YYD 

tüketimi ise hepatik glikoz alımını arttırarak, laktat üretimini arttırır ve bu mekanizma 

karaciğer kanserinin metabolik durumuna benzerlik gösterir88. Bu tezde YYD etkisindeki 

POMC nöronlarının aktivasyonu sonrası kan glikoz değerlerine bakıldı. Kan glikoz 

değerleri, kontrol ve obez grubunda kan glikoz değerleri istatistiksel olarak farklı değildi. 

Ancak post-obez grubunda ilk 3 ay süre zarfında YYD ile beslenirken kan glikoz değeri 

düşmüş, aynı grup farelerde standart diyete geçişle birlikte kan glikoz değerleri 

istatistiksel olarak arttı (Şekil 4.15). Bu sonuç YYD’nin kan glikozunu düşürme etkisini 

destekliyor olsa da aynı etki obez grupta görülmedi. 
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Şekil 4.15. Tüm gruplarda kan glikoz seviyeleri A-B) Obez ve post-obez gruplarının zaman bağlı kan 

glikoz grafikleri. C) tüm grupların T1 ve T2 dönemlerinde kan glikozu değişim grafiği (kontrol n=7, obez 

n=8, post-obez n=7) Veriler ortalama ± standart sapmadır. İstatistiksel analiz: Tek yönlü ANOVA ve 

Tukey'in çoklu karşılaştırma testi; **p<0.001, ***p<0.0001. 

 

4.5.2. Leptin 

Grupların zamana ve diyet türüne bağlı olarak değişen leptin seviyelerine bakıldığında, 

standart diyetle beslenen farelerde zamana bağlı leptin seviyesi değişmedi. Obez ve post-

obez grubu farelerde zamana bağlı olarak leptin seviyeleri anlamlı artış görüldü (Şekil 

4.16). Obez grubunda bu artış 6. aya doğru her ölçümde anlamlı derecede arttı. Post-obez 

grubunda leptin seviyesi ise ilk iki ölçümde aynı kalan leptin seviyesi 6. ay verilerinde 

anlamlı derecede birden iki kat yükselme gösterdi. Altıncı ay sonunda tüm grupların 

leptin seviyeleri (0.4ng/mL) aynıydı. Obez ve post-obez grubu 3. ay leptin seviyesi 

(0.2ng/mL) kontrol grubunun yarısıdır. YYD tüketiminin bir sonucu olarak ele 

alındığında bu veri için POMC nöron aktivasyonu ile leptin seviyesi birlikte 

değerlendirildiğinde; kandaki yarı yarıya düşük leptin seviyesi ve 3. ayda görülen leptine 

duyarsızlıkla ilişkilendirilebilir. Fakat 6. ay sonunda leptin seviyelerinin kontrol grubu 

seviyelerine yükselme sebebi nöronlarda ya da metabolik sistemde bir kompensasyon 

mekanizmasının devreye girmiş olabileceğini düşündürebilir. Post-obez grupta tek 

değişken besin tipiyken T2 zamanında kan leptin seviyesinin kontrolle aynı düzeye 
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çıkması, kan leptin seviyesi ve besin tipinin direkt ilişkilendirilebilmesine olanak 

sağlıyor. Ek olarak obez ve post-obez gruplarda vücut ağırlığı da aynı zaman aralığında 

(3. aydan 6. aya kadar) düşüş göstermiştir. Leptin seviyesindeki bu artışa, besin alımını 

regüle eden homeostatik ve hedonik nöron ağlarda meydana gelen değişikliklerin sebep 

olmuş olabilir. 

 

Şekil 4.16. Tüm gruplarda serum leptin seviyeleri A-B-C) Kontrol, obez ve post-obez gruplarının zaman 

bağlı leptin grafikleri. D) Serum Leptin seviylerini ölçmek için ELISA deneylerinde oluşturulan standart 

eğri grafiği (kontrol n=7, obez n=8, post-obez n=7, Veriler ortalama ± standart sapmadır. İstatistiksel analiz: 

Tek yönlü ANOVA ve Tukey'in çoklu karşılaştırma testi; * p<0.05, ****p<0.0001). 

 

4.5.3. Kolesterol 

Uygulamış olduğumuz besin türünün cinsi ve uygulama sürelerinin farelerde oluşturması 

muhtemel metabolik değerlerindeki değişikliklerini daha da irdelemek için kan 

örneklerinden kolestrerol, HDL, LDL ve VLDL ve trigliserid değerleri ölçüldü (Şekil 
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4.17). Altıncı ay sonunda elde edilen bulgular, obez grupta kolesterol seviyesi ve HDL 

kolesterol seviyeleri anlamlı derecede artarken, aynı grup fareleri standart diyete maruz 

bırakıldığında ise kolesterol ve HDL kolesterol seviyeleri kontrol grubuna yaklaştı. 

Trigliserid ve VLDL seviyeleri kolesterol ile benzer bir grafik gösterse de gruplar 

arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık yoktur. Serum LDL seviyeleri kontrol grubunda 

diğer gruplara kıyasla yüksek olsa da istatistiksel olarak gruplar arasında anlamlı fark 

bulunamadı.  

 

Şekil 4.17. Altıncı ay sonunda tüm gruplardan bakılan lipit sonuçları. A) Tüm grupların Kolesterol 

sonuç grafiği (kontrol n= 6, obez n= 8, post-obez n=6 fare) B) Tüm grupların HDL Kolesterol sonuç grafiği. 

C)  Trigliserid sonuç grafiği. D) LDL Kolesterol sonuç grafiği. E) VLDL sonuç grafiği (kontrol n=7, obez 

n=8, post-obez n=7, Tek yönlü ANOVA ve ardından Tukey'in çoklu karşılaştırma testi; *p<0.05, 

**p<0.001. 
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4.6. İmmünohistokimyasal c-Fos boyaması 

POMC nöronlarının enjeksiyon ve c-Fos immünohistokimyasal boyaması sonrası 

görüntüsü şekil 4.18'dedir. Gruplar arası CFOS / hM3D oran grafiği enfeksiyon miktarını 

tüm hayvanlar için normalize etmekte kullanıldı. Aktivasyon miktarının POMC nöron 

yoğunluğuna oranı obez grupta kontrol gruba göre anlamlı derece azalmıştır. Post-obez 

grup ise kontrol grubuyla istatistiksel olarak farksızdır. Diyet değişikliği sonucu bu farkın 

kapandığı söylenebilir.  

 

 

Şekil 4.18. YYD'nin POMCnöron aktivitesi üzerindeki etkisi A) ARC intrakraniyal AAV-hM3D-

mCherry enjeksiyon şematik görüntüsü B) AAV-FLEX-hM3D ile enfekte olmuş POMC nöronlarının c-

Fos immunohistokimyasal boyanmış temsili konfokal mikroskopi görüntüsü.(63X; Ölçek çubuğu: 50μm.) 

C) ARC'deki c-Fos-pozitif hücrelerin sayısının hM3D ile enfekte olmuş POMC hücrelerine oranı (kontrol 

n =8, obez n =15, obez sonrası n =12 fare).Veriler ortalama ± standart sapmadır. İstatistiksel analiz: Tek 

yönlü ANOVA ve ardından Tukey'in çoklu karşılaştırma testi; *p <0,05. 
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5. TARTIŞMA 

Bu tezde homeostatik anoreksijenik etkiden sorumlu ARC’de POMC nöronlarında diyete 

bağlı değişiklikler araştırılmıştır. ARC-POMC nöronları, BNST, LH ve PVN bölgelerine 

projeksiyon yapar 89. Çalışmamızda POMC-Cre fareler farklı süreler boyunca (3-6 ay) 

YYD’ye maruz bırakılmış ve deney süresinin bitiminde ARC POMC nöronlarının LH, 

PVN ve BNST bölgelerine yapmış olduğu aksonal projeksiyonlar ve dendritik iğne 

sayılarının morfolojisi konfakal mikroskobunda incelenmiştir. Daha önce yapılan 

çalışmalarda YYD maruziyetinden kaynaklanan reaktif astrogliosisin POMC hücre 

gövdelerindeki toplam sinaptik girdi sayısını azaltığı gösterilmiştir59. Bizim 

çalışmamızda bu bulguların aksine YYD ile beslenen POMC-Cre farelerde dendritik 

sonların sayısında gruplar arasında anlamlı bir fark bulunamadı. Çalışmamızın 

sonuçlarına göre uzun süreli YYD ile beslenme, ARC’deki POMC nöronlarının enerji 

metabolizmasında kritik öneme sahip olan bu bölgelere yapmış olduğu aksonal 

projeksiyon yoğunluğunu değiştirmemektedir. 

Leptin, melanokortin sistemindeki ARC-POMC nöronlarının aktive edilmesinde rol 

oynar11. POMC nöronlarının temel elektrofizyolojik özellikleri ve leptin ile uyarılabilen 

POMC-ARC nöronlarının oranı (%25) erkek ve dişi farelerde benzerdir89. Kronik YYD 

tüketimi, POMC nöronlarında leptin uyarılarına yanıt verme yeteneğini ortadan 

kaldırmıştır90. Bir başka çalışmada leptin direncinin hem kısa süreli (6 gün)14 hem de 

uzun süreli (12 hafta) YYD ile beslenen farelerde geliştiği gösterilmiştir. Uzun süre YYD 

sonrası ARC POMC nöronlarının elektrofizyolojik aktiviteleri ilk kez bu çalışmada 

incelendi. Leptin duyarlılığının kaybı kısa süreli YYD tüketimini takiben bozulan 

kalsiyum dengesi ile ilişkilendirilmiştir16. Bu tezde 6 ay boyunca YYD ile beslenen, 

obesite gelişmiş farelerden oluşan obez grup ile 3 ay YYD, son 3 ay standart yemle 

beslenen post-obez grubu farelerde POMC nöronlarının leptin hormonuna verilen 

hücresel cevap elektrofizyoloji grubunda karşılaştırmalı olarak incelendi. Çalışmamızın 

sonuçlarına göre obez grubun POMC nöronlarının leptine cevabı 12. haftada devam 

ederken 24. haftada bu cevap kaybolmaktadır. Post-obez grubunda 24. Haftada POMC 

nöronları kontrol grubu ile kıyaslandığında leptin varlığında anlamlı bir artış 

göstermemiştir.  

Leptinin POMC nöronun üzerindeki post-sinaptik akımlardaki düzenleyici etkisi, POMC 

nöronlarının aktivasyonunda rol alır. POMCARC nöronlarına gelen inhibitör postsinaptik 
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akımların (IPSC) sıklığı ve genliğinin 3 günlük kısa süreli YYD ile beslenme sonucunda 

arttığı gösterilmiştir17. Bu projede, bu bulguyla paralel olarak uzun dönem YYD 

tüketiminde de leptin hormonu POMC nöronlarına gelen uyarıcı post sinaptik akım 

frekansını artırırken, inhibe post sinaptik akım frekansını düşürdüğü gösterildi. Ancak bu 

farelerden alınan post-sinaptik akımlar kontrol grubuna farelerden alınan post-sinaptik 

akımlarla benzerlik göstermektedir. Elde etmiş olduğumuz verilere bakıldığında post-

obez grubunda uygulamış olduğumuz üç aylık standart diyete dönüş protokolü POMC 

nöronlarında leptin hormonuna karşı oluşturulan dirençte tek başına iyileştirici bir etki 

göstermediği yorumu yapılabilir. Alınan sonuçtaki iyileşme trendini geciktiren unsur hem 

somatik hem inflamasyon sebepli olabilir. 

Son yıllarda keşfedilen POMC nöronlarının heterojen yapısı, kurulacak hipotezlerin 

belirli bir reseptörü taşıyan nöron alt popülasyonları üzerine ya da belirli 

nörotrasnmitterlerin salınımı üzerinden oluşturulan nöron alt gruplarını hedeflemeyi 

gerekli kıldı. Bu tezde kullanılan fare modelinde tanımlanan tüm alt POMC 

popülasyonları aynı anda uyarıldığı için üretilen sonuçlar spesifik hangi alt-

popülasyondan toplandı belirlenememiştir. Fakat POMC-Cre fare modeliyle ilişkili 

sınırlamalara rağmen21,91,92, bu tez çalışması POMC nöronlarının YYD maruziyeti ile 

kronik aktivasyonunun tüm alt popülasyonlardaki adaptasyonlar sonucunda oreksijenik 

davranışa yol açtığını orataya koymuştur. 

POMC nöronlarının heterojen yapısı ve cinsiyete dayalı farklı hormonal ve metabolik 

düzenlemeleri, belirlenen bulguların cinsiyete özgü test edilmesini gerektirir7. 5-HT2CR 

içeren ARC POMC alt popülasyonunun sadece erkek farelerde tüm vücut enerji 

dengesini, vücut ağırlığını ve yağlanmayı düzenlemek için yeterli olduğu gösterildi93. 

Kronik YYD’nin neden olduğu oreksijenik davranış ve bu davranışın post-obez grupta 

ortadan kaybolması, her iki cinsiyette de gözlendi.  

POMC nöronlarındaki CB1R aktivasyonu gıda alımını artırır 44. YYD’nin neden olduğu 

leptin direnci, periferik CB1R blokajı yoluyla tersine çevrilebilir94. Bu çalışmalar ışığında 

CB1R taşıyan POMC nöronlarının aktivasyonu aşırı yemeye sebep olurken, inhibisyonu 

leptin direncine çözüm olabiliyorsa homeostatik beslenme düzenlenmesinde her ikisinin 

de birlikte dengede kalmasının önemli olduğu söylenebilir. YYD’ye kronik maruz 

kalmanın POMC nöron alt popülasyonlarındaki dengeyi değiştirmiş olabileceği ileri 
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sürülebilir. Bu tez çalışmasında elde edilen en önemli verilerden biri de kronik YYD’in 

neden olduğu beslenme davranışının uzun vadede geri döndürülebilir olduğudur. 

Klasik leptin-melanokortin modelinin aksine, POMCARC LEPR(+) nöronlarının 

homeostatik gıda alımıyla ilişkili olmadığı ancak glikoz homeostazisinin 

düzenlenmesinde rol oynadığı kesin olarak tespit edilmiştir34. Faelerde YYD ile uzun 

süreli beslenmenin hiperfajiye, vücut ağırlığı artışına yol açtığı, yağ birikimini 

indüklediği, ve kan glikoz ve insülin düzeylerini artırdığı gösterilmiştir71–73. Aksine 

çalışmamızın sonuçları 24 hafta boyunca YYD ile beslenen grup ile kontrol grubu 

arasında kan şekeri seviyelerinde anlamlı bir fark olmadığını ortaya koydu. Bununla 

birlikte, ortaya çıkan kanıtlar POMC nöronlarının oldukça heterojen olduğunu ve diğer 

nöron alt tiplerinin metabolik stres altında işlevlerini üstlenebileceğini göstermektedir7. 

YYD tüketiminin en belirgin sonuçları olarak ağırlık artışı ve yükselen leptin düzeyleri 

dikkat çekmektedir 95.Bu tezde, literatüre bilgilerine benzer olarak obez grupta serum 

leptin seviyesi, HDL ve kolesterol seviyesi anlamlı derecede arttı. Kontrol grubunda 

leptin seviyesi değişiklik göstermezken, post-obez grubunda serum leptin seviyesi zaman 

içinde (3-6 ay) anlamlı derecede artış gösterdi. YYD tüketen obez ve post-obez 

gruplarında vücut ağırlığı kaybı oldu. Yapılan bazı çalışmalarda YYD beslenen farelerde 

hiperfaji, hipertrigliserolemi, hiperglisemi veya hiperinsülinemiye neden olmadığı 

gösterilmiştir 83,84 Kronik yağlı beslenmeden kaynaklanan metabolik değişikliklerin obez 

ve obez sonrası gruplarda vücut ağırlığında düşüşe katkıda bulunmuş olabileceği 

düşünülmektedir. POMC nöronlarındaki heterojenlik, uzun süreli YYD tüketimi 

bağlamında da karmaşık sonuçlar doğurur7,34. Çalışmamızın sonuçları kronik beslenme 

değişikliklerini takiben POMC nöron davranışındaki değişikliklerin normal kalori ve yağ 

içeriğine dönüşle düzeltilebileceğini, ancak bu leptinle ilişkili olmadığını göstermektedir. 

C-Fos nöron aktivasyonunun erken bir belirteci olarak kabul görmektedir. Kısa süre 

içinde nörondan salgılanır ve aktif nöronları görüntüleyebilmek için yeterlidir. C-Fos 

boyamasının değerlendirilmesinde unutulmaması gereken konu aktif nöronlar sadece 

POMC nöron aktivasyonu sebepli olmayabilir, beyindeki total aktivasyonun bir 

görüntüsüdür. Bu sebeple analiz yaparken aktif tüm nöron sayımı (c-Fos-yeşil), enfekte 

nöron sayısına (kırmızı-hM3D-mCherry) bölündü. Böylece veriler davranış deneyi 

sırasında POMC aktivasyonuna bağlı ARC aktivasyonunda POMC nin rolü hakkında bize 

bağıl bir değer vermiştir. ARC-POMC nöronlarına direkt inhibe edici etkisi olduğu 
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bilinen ARC-PNOC nöronlarının sadece 3 gün süreli YYD tüketimi sonrası aktive olduğu 

FOS mRNA seviyesinde gösterilmiştir17. Bu tezde kontrol grubunun CNO sonrası-cFOS 

pozitif nöron/hM3D enfekte POMC nöron oranı, obez gruptan anlamlı derecede yüksek 

bulundu. Yirmi dört haftalık POMC nöron aktivasyonunun YYD sonrası aktivasyonunun 

düştüğü ve post-obez grupta aktivasyonun geri kazanıldığı gösterilmiştir.  

Davranış deneylerinde obez grup-oreksijenik yanıtının, daha az POMC nöron 

aktivasyonunun hedef bölgelerde yeterli aksonal uyarı yoğunluğuna ulaşamamasından 

kaynaklandığı ya da kısmen bu cevapta etkili olduğu ileri sürülebilir. YYD, leptine 

gelişen cevapsızlık ve davranışın değişmesiyle POMC nöronlarının hem uyarılabilirliğini 

hem de (alınan davranış sonuçlarına dayanarak) tüm sistemdeki etki değerini 

değiştirmiştir. Post-obez grubu ve kontrol grubu arasında anlamlı bir değişiklik olmaması 

ise bu etki kaybının standart diyet tüketimine geçilerek geri çevrilebileceğini 

göstermektedir. Kronik YYD tüketimi sonucu fizyolojik ve moleküler yolaklarda 

meydana gelen değişikliklerin de tezdeki bulguları desteklemiş olduğu unutulmamalıdır. 

Fizyolojik sistemlerde yapılan tek bir değişikliğin (bu tezde besin tipidir) bir çok sistemik 

sonucu olabilir. POMC nöronlarında olabilecek popülasyonel dengesizlikleri, sistemlerin 

plastisitesini ve düzenleyicilerini araştırmak, obezite gibi metabolik hastalıklarla 

mücadelede uygulanabilir bir yaklaşım olabilir. 
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