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TESEKKUR

Degerli 6gretmenlerim Prof.Dr. Bayram Yilmaz’a, Prof.Dr. Burcu Gemici Basol’a ve
Prof.Dr. Mehtap Kagar’a Yeditepe’de bulundugum zaman boyunca bana Kkattiklari
vizyon, bilgi, beceri ve sunduklar1 imkanlar i¢in tesekkiir ediyorum. Hocalarimdan
O0grendigim sabir, Ozveri, ahlak ve basar1 degerlerini Odmriimce yaptifim her ise
aksettirecegime soz veriyorum. Burada i¢inde bulundugum her degerli proje icin tesekkiir
ediyorum. Ogretmenlerimin bana sundugu sicak ve hosgdriilii ortam sayesinde dzgiirce
tiretebilme ve bu mutlulugunun beni hem kisisel hem de beceri anlaminda gelistirdigine
inaniyorum.

Degerli hocam Prof. Dr. Bayram Yilmaz’in enerjisi ve is bitiriciligi, birbirinden kiymetli
bir¢ok roliiniin altindan basariyla kalkabilmesi, 6. katta bir isten digerine kostururken
gordiigiimiiz ve sonunda basarilarini alkisladigimiz hocamiz, alanimizda ve Tiirkiye’de
“nasil basarili olunur?”’un &niimiizde ¢ok giizel bir drnegini olusturuyor. Iletisimin,
kopmayan baglarin ve ortakliklarin bilimin birlikte daha iyi yapildiginin giizel bir
Ornegini ise bize diger iiniversitelerde bulunan degerli hocalarimiz ile yiiriittiiglimiiz
projeler, konferanslar, kurslar ve yaymlar ile dgretmistir. Ogrencilerine her daim giiven
ve baris ortami saglamis, istediklerini her daim yapabilecekleri konusunda desteklemis
ve yiireklendirmistir. Kimi zaman ise birakmaya meyledenleri yolda tutarak yoneticilik
becerilerini  konusturmustur. Bugiine gelebildiysem bu sayededir ve doktoraya
baslamamda beni ikna ettigi icin kendisine tesekkiir ediyorum.

Prof. Dr. Burcu Gemici Basol ve Prof. Dr. Mehtap Kagar hocalarim ise her daim bana
ornek olmus ve zor zamanlarimda sakin birer liman olmayr bilmis, desteklerini hig
esirgememis ve beni her zaman degerli bir asistan, insan ve meslektas olarak hissettirmis
olmalariyla benim i¢in ¢ok 6zellerdir. Bu yedi sene zaman zarfinda bir yiiksek lisans ve
bir doktora yapmis ve hocalarimla bir¢ok ders paylasma sansina erismis, ‘’nasil 6gretmen
olunur, Ogrenciye nasil yaklasilir, ders nasil sevdirilir, bilim nasil paylasilir ?”°
konularinda cevaplarimi onlardan en giizel sekilde almis bulunmaktayim. Burada onlarla
olan paylasimlarimi, gordiiglim sevgi ve destegi bir daha nerede nasil bulacagimi
bilmesem de aramaya degecegini biliyorum. Ve her daim hatiralarimla kalacaklar.

Yiiksek lisans ve doktora donemim boyunca bana destek olan, {izerimde emegi olan, bana
yol gosteren tiim hocalarima basta Prof. Dr. Ece Geng, Prof. Dr. Aylin Yaba Ugar, Prof.
Dr. Selim Kutlu, Prof. Dr. Ertugrul Kili¢, Prof. Dr. Ahmet Ayar, Prof. Dr. Siileyman
Sandal, Prof. Dr. Nurettin Aydogdu, Dog. Dr. G. Seda Giile¢ Yilmaz, Dog¢. Dr. Bilge
Giiveng Tuna ve Dr. Aikaterini Panteli’ye tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora siirecinde Amerika’da Dr. Srdjan Antic’in laboratuvarinda ¢aligma deneyimini
kazanmama vesile olan Sayin Hocalarim Prof.Dr. Bayram Yilmaz ve Prof. Dr. Giilderen
Yanikkaya Demirel’e ve siirecte yanimizda olan Dr. Basak Aru’ya emekleri igin
tesekkiirlerimi sunarim.

Egitim 6gretim doneminde sadece 6grenci olarak degil, lisans 6grencilerine dgretmen
olarakta deneyim kazandigim su siirecte, birlikte 6grendigimiz canim arkadaslarima bana
sunduklar1 tiim destek ve 6grettikleri her sey i¢in, tiim yol arkadasliklar1 icin tesekkiir
ederim. Bu siirecte birgok 06diil, diiglin, dogum gibi kutlama vesilelerimiz olurken,
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projelerde karsilasilan zorluklar, psikolojik zor donemler, hastaliklar, yakinlarimizin
basina gelen durumlar da destek olunacak durumlari yaratti. Hepsinde de birarada
durabilmek destek olup birlikte giiliip aglamak bizi biz yapabildi. Bu doktoray1 bitirirken
kendimdeki gelismeleri goriiyor, geriye bakilirken duyumsanan o buruk keskeler ve
tyikilerin ylizde biraktig1 tebesstimle hepsine tesekkiir ediyorum.

Bu tez bir TUBITAK 1001 projesi (1185245) oldugundan, tezimde bir¢ok yardim aldim.
Bu tezin olugsmasinda ve makaleye doniisiim siireclerinde katki sunan, elektrofizyoloji,
konfokal goriintiilleme ve intrakraniyal enjeksiyon gibi bir¢ok teknigi goézetiminde
o0grendigim ve ylksek lisans tezimde de es danismanim olan Dog¢. Dr. Deniz Atasoy’a
tesekkiir ediyorum. Siirecte bana can-1 goniilden yardim eden arkadaslarim; her daim beni
destekledigini bildigim ve kendim olma yolculugumun her aninda yanimda olan Deniz
Oykii Ozen’e, insanlara yardim etmeyi kendine gérev bilen ve her zaman en yakin aile
damisammiz-eczactmiz Dr. Bugra Ozgiin’e, destekleyici arkadashigi ve makalesinin
yazim asamalarindaki sonsuz katkilarindan dolayr Dr. Yavuz Yavuz’a, projede
olmamasina ragmen yardimlarini esirgemeyen ve benimle olan Zehra Yagmur Erol’a,
proje sonlanmalarinda bana destek olan ve bizlere kapisit her zaman agik Dr. Engin
Stimer’e, ve deney hayvanlariyla ilgili her asamada emegini ve destegini goérdigiim
Ramazan Giiney’e, tanidigima sevindigim ve kaliteli sorulariyla ekibi zenginlestiren
Cihan Civan Civas’a, projeye ve dolayisiyla tezimi bitirmeme olan katkilarindan dolay1
tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Bu tez haricinde birlikte bir¢ok projede bulundugum ya da
doktora yolculugumda her alanda manevi desteklerini aldigim, ¢ok farkli alanlarda bana
ufuk olan sevgili arkadaslarim; alaninda uzman ve 6rnek aldigim titiz ¢alismasi ile
Meltem Yal¢in Oguz, 6zverili ¢alismalariyla 6rnek aldigim Dr. B. Tuvana Us, 6rnek
ogrenme istegi ve galisgkanligiyla birden ¢ok projede birlikte ¢aligmaktan keyif aldigim
Meyli Ezgi Karagoz, bana hep iyi gelmis olan Nida Bekar, en eski dostlarimdan Dr. Ecem
Yildirim ve Dr. Tugge Onel, kizimin biricik doktoru benim caliskan arkadagim Vet Hek.
Dr. Edibe Bilisli, hobi kardesim giiler yiizlii Dr. Ahmet Sag, caligkan yeni nesilden,
yardimsever arkadaslarim Habibe Goren, Ugur F. Kalkan ve in vitro ¢aligmalarimizda
bana yol gosteren yeni ekip arkadasim Busenur Bolat, bir donem bizimle olan candan
arkadasim Iskalen Cansu Topgu Okan, 6niimde bana érnek olan, tiim sorularima cevap
olan ve desteklerini hep bildigim ve bana ¢ok sey Ogreten iki basarili bilim insani
arkadasim Dr. Signem Eyuboglu ve Dr. M.Sinem Ethemoglu Sar1, degerli Dr. Sami Agus
ve sevgili Dr. Ozge Atasayan, ekibimizin akil hocasi abimiz sevgili Dr. Volkan Adem Bilgin
ve ekibimize iyi ki gelmis olan her konuda yardimsever giiler ylizli, diiriist arkadagim
Yunus Kosif’e, mezuniyetten sonra bana in vitro ¢alismalarinda yol gosteren Dr. Cihan
Erdogan’a, is diinyasindaki yol gdstericim sevgi dolu iletisimi ile Esra Ilhan’a, eglenceli
kisiligi ile Begiim Yalg¢in, teknik yardimlari i¢in abimiz Hasan Kog¢’a ve Adem
Akyildirim’a, tiim giin bizlerle olan ¢alisma ortamimizi yasanilir kilan Giilseren ve
Hanife Ablalarim’a ve tiim bahsetmeyi unuttugum tiim Yeditepe ailesine tesekkiirlerimi
sunarim.

Mert Yilmaz, Cagla Akagiindiiz, Giilsah Alcan, Dr. Fulya Koksalar Alkan, Dr. Sidar
Aydin, Dr. Kivileim Kili¢ siirecimi keyifle paylastigim, bana giivenip desteklemis
kiymetli dostlarimdir ve desteklerine, bana olan giizel motivasyonlarina her zaman
minnettarim.
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Meslektas olmaktan gurur duyacagim pek cok tanidik ve arkadas edinmis olarak bu
donemi bitiriyor olmaktan biiyiik kivan¢ duyuyorum.

Bu tez Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK, proje no:
#118S245) tarafindan desteklenmistir.

Son olarak, her glinlimiizli 6grenmeye adadagimiz bu yolculukta benimle olan ve maddi
manevi beni ayakta tutan sevgili aileme tesekkiirlerimi sunarim. Her zaman arkamda
olduklarmi bildigim ve gururlandirmak istedigim ¢ekirdek ve genis ailemle bu siirecimi
paylasabilidigim icin ne kadar sansli oldugumun farkindayim ve herbirine ayr1 ayri
tesekkiir ediyorum. Saf sevgisiyle her zaman yanimda olan Roxy ve iki senedir 6z-kizim
gibi olan Rosie hayattaki diger sanslarimdir. Doga sevgisi, dogay1 anlama arayisi beni
doktora egitimine, bilime yonlendiren esas degerlerdir. Bu sorunun pesinde kosarken
benimle heyecanlanan yolumun kesistigi herkese sonsuz tesekkiirler, sevgiler
sunuyorum.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

A/P: Anterior/Posterior
AAV: Adeno-Asosiye Viriis
aCSF: Yapay Beyin Omurilik Stvisi

ACTH: Adrenokortikotropin

ADX: Farede Adrenal Bez Yoksunlugu Modeli
AgRP: Agouti ile iligkili peptit

AH: Anterior Hiptalamus

AHi: Amigdalohipokampal Alan

AMPK: AMP-aktivasyonlu Protein Kinaz

AP5: 2R-amino-5-fosfonovalerik asit
ARC: Arkuat nikleus
BNST: Stria terminalinin yatak ¢ekirdegi

CB1,CB2: Kannabinoid Reseptor 1 ve 2

CeM: Medial Amigdala

Cre: Causes of Recombination
CRH: Kortikotropin Salgilatict Faktor
D/V: Dorsal/Ventral

ddH20: Artilmis su

DMH: Dorsomedial hipotalamus
DR: Dorsal rafe ¢ekirdek

ECS: Endokannabinoid Sistem
EDTA: Etilendiamintetraasetik asit

EGTA: Etilen glikol-bis(p-aminoetil eter)-N,N,N',N'-tetraasetik asit
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EPSC: Uyarici postsinaptik akim
FLEX: Flip-excision

GABA: Gamma aminobiitirik asit

GFP: Yesil Floresan Protein
H20: Su
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OZET

Baser, O. (2023). Kronik Yiiksek Kalorili Diyetin Mediobazal Hipotalamik Tokluk Sinir
Aglarinm sleyisine Etkisi. Yeditepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji
ABD, Doktora Tezi. istanbul

AMAC: Siirekli olarak yiiksek kalori alimi ve fazla kalorinin yag dokusu olarak
depolanmasiyla karakterize olan obezitenin prevalanst son otuz yilda artmustir.
Hipotalamik arkuat ¢ekirdekteki (ARC) proopiomelanokortin (POMC) ndronlari, tokluk
olusumunda hayati bir rol oynar. Yiiksek yagli gidalarin kronik tiiketiminin, leptin gibi
hormonlara kars1 hipotalamik ndéron duyarlili@ini azaltti§i, dolayisiyla obezitenin
gelismesine ve kalicilifina katkida bulundugu bilinmektedir. Yiiksek kalorili bir diyetin
POMC noronlar tizerindeki fonksiyonel ve morfolojik etkileri ve bu etkilerin obez
fenotipin gelisimine ve siirdiiriilmesine nasil katkida bulundugu tam olarak
anlagilamamistir. Bu amagla bu tezde POMC-Cre transgenik fare modeli yiiksek yagh
diyete (YYD) maruz birakilmis ve 3 ve 6 aylik siire sonunda elektrofizyolojik ve
morfolojik degisiklikler, POMC noronlarinin homeostatik beslenmedeki rolii ve leptine

verdikleri yanit kapsamli bir sekilde arastirilmistir.

METOT: Kronik yiiksek yagli diyete (6 ay) maruz kalan transgenik fare modelinde
(POMC-Cre), YYD'nin POMC tokluk noéronlart iizerindeki etkileri, AAV (adeno-asosiye
viriis) vektorii araciligi ile yesil floresan protein (GFP) eksprese eden POMC
noronlarinda sinaptik ve aksonal bolgelerin, konfokal mikroskopi goriintiilemesi ile
incelendi. POMC noéronlarindaki hiicresel leptin yanitlarinin ve post-sinaptik potansiyel
kayitlarinin YYD’e bagh degisiklikleri elektrofizyoloji (patch clamp) teknigi ile
arastirtldi. POMC noronlarinin kronik YYD beslenme davranisi takibi ise POMC
noronlarinin kemogenetik aktivasyonu yoluyla kaydedildi. Gruplarin leptin, glikoz ve

lipid profilleri belirlendi.

BULGULAR: Alt1 ay boyunca yiiksek yaglh diyete maruz birakilan farelerde, POMC
dendritik omurga sayisinda veya POMC noronlarindan paraventrikiiler hipotalamusa
(PVN), lateral hipotalamusa (LH) ve yatak c¢ekirdegi stria terminaline (BNST)
projeksiyon yogunlugunda herhangi bir degisiklik olmadi. Ayrica 6 ay boyunca YYD ile
beslenen farelerde leptin hormonunun POMC néronlarinin elektrofizyolojik aktivitelerini

degistirmedigi ortaya ¢ikti. Ayrica POMC néronlarinin kemogenetik uyarilmas: YYD
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tiiketimini arttird1 (p<0,05). Ug¢ aylik YYD ile beslenen grupta, POMC aktivasyonu
farelerde oreksijenik bir tepkiye neden olurken, standart diyete ge¢menin POMC

farelerinde oreksijenik davranisi ortadan kaldirdig1 gosterilmistir.

SONUC: Kronik yiiksek yag tiiketimi, POMC néron aktivasyonunun leptin tarafindan
diizenlenmesini bozmaktadir. Degisen POMC ndron aktivasyonu, ndronun karakteristik
davranigsal anoreksijenik tepkisini ortadan kaldirdi. Besin igerigindeki degisiklik, gelisen

uyumsuzluklarin yeniden diizenlenmesine katkida bulunur.

Anahtar Kelimeler: Obezite, Elektrofizyoloji, Patch-Clamp, Kemogenetik, POMC
noronlari, Hipotalamus, Arkuat gekirdek, yiiksek yagli 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

XXi



1. GIRIS ve AMAC

Obezite, kalori alimi ile enerji harcamast arasindaki iliskinin dengesizligi sonucu viicutta
yag birikmesi olarak agiklanan, kronik ve multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu karmasik
durum, bagh basina saglik risklerine yol agmanin yani sira, ¢esitli viicut sistemlerini
etkileyen diger hastaliklarin olasiligini da artirir. Kas-iskelet sistemi, kardiyovaskiiler,
zihinsel ve metabolik sistemler de dahil olmak iizere bircok viicut sistemini etkiler!.
Obezite ve bununla iligkili risklerin ele alinmasi, genel sagligin gelistirilmesi ve daha

fazla komplikasyonun gelismesinin 6nlenmesi agisindan ¢ok 6nemlidir?.

Modern zamanlarda, yiiksek kalorili diyetlere kolay erigim ile hareketsiz yasam tarzinin
obezitenin nedenlerinden biri oldugu diisiiniilmektedir®. Obeziteye katkida bulunan
faktorler incelenirken, belirli beslenme kaliplarinin siirekli tiiketilmesinin periferik ve
merkezi sinir sistemlerinde metabolizmanin diizenlenmesi iizerindeki etkileri
aragtirtlmaktadir. Yiiksek yagli diyetin (YYD) asir1 tiiketiminin, uzun vadede enerji
metabolizmasini yanlis diizenleyerek hipotalamik sinir aglarin1 bozabilecegi ve obeziteye

yol acabilecegi 6ne siiriilmiistiir*®.

Hipotalamik arkuat cekirdekte (ARC) yer alan sinir aglari, enerji homeostazisini
diizenlemek i¢in beynin diger bolgelerinden periferik sinyalleri ve projeksiyonlari alir ve
entegre eder’. ARC'deki bu néronlar, norotransmiterler/ndromodiilatérler, hormonlar ve
besinlerle ilgili sinyaller hakkindaki bilgileri alip isleyen bir arayiiz gorevi goriir. Bu
hipotalamik bolgede yer alan agouti ile iliskili peptit (AgRP)/Noéropeptit Y (NPY) sinir
devresi, gida alimmi arttiric1 (oreksijenik) sinyalleri tasir®®, Proopiomelanokortin
(POMC) eksprese eden noronlar ise tokluk (anoreksijenik) ndrotransmisyonunda rol
oynar®. Bu sinir aglarindaki islev bozuklugu obezite gibi metabolik bozukluklara yol

agabilir.

Leptin hormonunun POMC néronlarmin aktivitesi {izerinde uyarici etkisi vardir'!, Bu
etki, genel bir katyon kanalimin aktivasyonundan ve POMC hiicrelerinde inhibitor
sinaptik baglantilarin es zamanl inhibisyonundan kaynaklanir'13, Obezitenin ilerlemesi,
kronik yiiksek yag tiiketiminin neden oldugu hipotalamik inflamasyona bagli olarak
ndronal fonksiyonun bozulmasini ve hormon duyarliliginin (leptin gibi) kaybin1 icerir?.
Leptin direnci hem kisa siireli (6 giin) hem de uzun siireli (12 hafta) YYD ile beslenen
farelerde gosterilmistir’*!®. Leptin duyarliiginin kaybi, kisa siireli YYD tiiketimini

takiben bozulan kalsiyum dengesi ile iliskilendirilmistir'®. Somatik degisikliklere ek
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olarak, POMCARC ngronlarma giden inhibitdr postsinaptik akimlarm (IPSC) siklig1 ve
genligi, YYD'nin kisa siireli (3 giin) kullanimindan sonra artti}’. Ayrica POMC
noronlarinda toklugun diizenlenmesi, YYD tiiketimi sirasinda AGRP ndronlari
icermeyen NPY néronlar1 araciligiyla farkli bir sinir yolunu aktive eder'®. YYD'nin
POMC noron regiilasyonu iizerindeki bilinen etkileri zamanla derinlesmektedir. Ancak
kronik yiiksek kalorili diyetin tokluk néronlarinin fonksiyonel ve morfolojik 6zelliklerini
nasil etkiledigi ve bu etkilerin obez fenotipin olusumuna ve siirdiiriilmesine nedensel
olarak nasil katkida bulunabilecegi sorusu heniiz tam olarak agikliga kavusmamistir. Bu
calismada amacimiz kronik YYD’ye maruz kalma sonrasinda POMC noronlarinin
morfolojik yapisinin, leptin sinyallerine verilen yanitlarin ve homeostatik yeme

davraniglarinin nasil degistigini ve etkilerin kalic1 olup olmadigini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hipotalamusta Enerji Metabolizmasi
2.1.1.Hipotalamus

Beyin, periferik organ ve dokulardan humoral ve sinirsel yollarla viicuttaki beslenme ve
enerji durumlart hakkinda bilgi alarak, enerji harcanmasi ya da enerji kaynagi
takviyesinin saglanmasi i¢in efektor organlara diizenleyici sinyaller gonderir.
Hayvanlarda enerji homeostazi, besin alimi ve enerji harcamasi arasindaki dengeye
baghdir. Asir1 negatif enerji dengesine sahip hayvanlar acliktan oliirken, asir1 pozitif
enerji dengesi obeziteye yol agabilir. Pek cok ¢alisma, beslenme konusunda periferik
sinyallerin tagindig1, aglik ya da tokluk davranig yanitlarinin alindigi ayni zamanda
cevreden beslenme durumlari hakkinda bilgi alan hipotalamus beyin bolgesindeki
sinyallesmelere odaklanmaktadir!®. Hipotalamus, uyku, kan basinci, viicut sicakligi,
sirkadiyen ritimler ve enerji dengesi gibi homeostazi diizenlemekten sorumlu bir beyin
bolgesidir. Hipotalamus, ARC, paraventrikiiler ¢ekirdek (PVH), supraoptik gekirdek
(SON), suprakiazmatik g¢ekirdek (SCN), dorsomedial ¢ekirdek (DMH), ventromedial
cekirdek (VMH) ve lateral hipotalamik alan (LHA) dahil olmak {izere birkag kii¢iik ana
cekirdekten olusur. Bu cekirdekler arasinda ¢esitli noron alt tipleri bulunur. Tek hiicreli
RNA dizilimine dayanan son c¢alismalar, yetiskin fare hipotalamusunda farkl
transkripsiyonel ifadelere sahip en az 34 noéronal ve 11 néronal olmayan hiicresel grup
tamimlamistir  ve  hatta ARC-POMC  pozitif noronlar oldukg¢a heterojen
popiilasyonlardir?®?!, Bugiin kullandigimiz ileri metodolojik teknoloji sayesinde (tek
hiicre mRNA analizleri, optogenetik, kemogenetik gibi) hipotalamustaki noéral aglari ve

fonksiyonlarini spesifik olarak arastirma firsati olusmustur.
2.1.2. Arkuat Niikleus

ARC ve popiilasyonlari {izerine arastirmalar, 30 y1l 6nce leptinin kesfiyle hizlanmis ve
molekiiler arastirmalar baslanmistir??. Beyinde, hipotalamus bélgesinin ¢ekirdeklerinden
ARC, anoreksijenik ve oreksijenik noropeptitlerin {iretimi yoluyla sirasiyla tokluk ve
aclik yamtindan sorumludur®®. Anoreksijenik néropeptitler POMC néronlari®* tarafindan
tiretilirken; NPY/AgQRP noronlari oreksijenik ndropeptitleri salgilar. AgRP noronlart,
oreksijenik noropeptitler ile birlikte y-aminobiitirik asit (GABA) norotransmitterini de

salgilar®,



2.1.3.Merkezi melanokortin sistemi

Merkezi melanokortin sistemi, enerji homeostazi, kardiyovaskiiler fonksiyonlar ve
{iremenin diizenlenmesinde dnemli rol oynar?®. Merkezi melanokortin sistemi, endojen
melanokortin ligandlarin1 salgilayan néronlar ve melanokortin reseptorlerini (Mcr)

7. Bu sistem ii¢ grup projeksiyon ndronunu igerir?:

tastyan noronlardan olusur?
Hipotalamik ARC’deki POMC noéronlari, medullanin nukleus traktus solitariusunda
(NTS) POMC noronlar1 ve ARC'daki AgRP néronlari. Melanokortin reseptorlerinin bes
Mcr alt tipi (Mclr, Mc2r, Mc3r, Mc4r ve Mc5r) tanimlanmistir. Mc3r ve Mc4r beyinde
tiretilen tipleridir. Bu reseptdrler, 6zellikle Mc4r, endojen melanokortin ligandlarina (a-,
B - veya y — MSH; melanosit uyarict hormon) baglanarak enerji homeostazinin
diizenlenmesinde anahtar rol oynar'!, AgRP, PVN iizerindeki melanokortin reseptdriinii
(Mcr) inhibe eden endojen bir melanokortin ters agonistidir?’. MC4R aktivasyonunu

29 Ayrica, inhibitor

azaltr® ve tokluk sinyallerini onleyerek gida alimini uyarir
norotransmitter GABA'y1 igceren NPY/AgRP noéronlari, POMC noéronlarina projekte
olur®, Dolayistyla, MC4R eksprese eden hiicreler iizerindeki etkilerine ek olarak, ayni
zamanda POMC néron aktivitesi iizerinde dogrudan inhibitor etkiye de sahiptir. Ote
yandan aktif POMC néronlar tarafindan salinan o -MSH, PVN iizerinde Mc4r aracili
PVN aktivasyonu yaparak besin alimimi durdurur. Melanokortin sinyalinin enerji
dengesinin yonetilmesindeki kritik rolii, POMC veya MC3/4R'de fonksiyon kaybi
mutasyonlart olan insan hastalarda goriilen siirekli aglik durumu ve bunun sonucunda

gelisen obezite ile anlasilabilir®:®,
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Sekil 2.1. Klasik leptin-melanokortin modeli. AGRP, agouti ile iliskili peptit; LEPR, leptin reseptorii;
NPY, noropeptid Y; POMC, pro-opiomelanokortin; a-MSH, a-melanosit uyarict hormon. Sekil Lavoie ve

arkadaslarmin makalesinden® tiirkcelestirilmistir.

2.1.4.Heterojen POMC sistemi

e ARC-POMC: Yakin zamana kadar kabul gérmiis olan, ARC POMC ve AgRP
noronlarinin homojen popiilasyonlar oldugu ve PVN projeksiyonlar: iizerinden
beslenme davranisini zit mekanizmalarla diizenledikleri bir ‘’homeostatik’’
sistemdi. Ancak zaman iginde once tim POMC noronlarinin leptin reseptorii
tasimadiginin (elektrofizyolojik olarak leptine yanitsiz POMC ndéronlart oldugu
anlasilarak) anlasilmasi, daha sonra kemogenetik, optogenetik yaklasim ve tek
hiicreli riboniikleik asit (RNA)-sekanslama teknolojisi gibi ileri biyoteknolojilerin

geligsmesiyle birlikte POMC noronlar1 ve AGRP néronlarinin rollerinin dnceden



diisiiniildiigiinden daha karmasik oldugunun bulunmas: 2°*3, modelin yeniden
degerlendirilme ihtiyacina dikkat c¢ekti. Tek hiicreli RNA-sekans yaklasimiyla
saglanan POMC hiicrelerinin molekiiler profili farkli birka¢ kiimeye
boliinebilecegini  ortaya  ¢ikardi”?34,  POMC  néronlarmin  farkli
projeksiyonlarmin POMC haricinde glutamaterjik, gabaerjik ve kolinerjik
oldugunu gosterilmistir. Norotransmitter salgilart haricinde tasidigi membran
reseptorleri lizerinden de farkli gruplara ayrilan POMC néronlariin %401
yalnizca serotonin, %18°1 hem insulin hem leptin reseptorii tasimaktadir. Ayrica
%40 POMC noéronu sadece insulin reseptorii tasirken, %7 oraninda POMC sadece
leptin reseptorii tagimaktadir. %25 oraninda AgRP noronu ise POMC ndéronlari
ile ayn1 kok hiicreden koken almakta ve POMC eksprese etmektedir.5
hidroksitriptamine-2C (5Ht2C) reseptorii silinen farelerin hiperfaji gostererek

35

obezite gelistirmesi dikkatleri bu reseptore (Htr2c) cekmistir™. Reseptor

agonistleri ile yapilan caligmalar POMC néronlarinda depolarizasyona yol

%37 yve POMC néronlarinin leptine cevapsiz bir alt grubunun serotonin

acmis
reseptorii tasidig1 saptanmustir’® . POMC-5Ht2CR néron grubu hepatik insiilin
duyarliligin diizenleyerek glikoz metabolizmasini kontrol etmektedir®®. Bu leptin
ve serotonin reseptor gruplarinin ayni hiicreler iizerinde olmayist da POMC
heterojenligine ilk adimin atilmasini saglamistir. Serotonin duyarli bu alt grubun
biiylik yogunlugu ARC’ta bulunurken, ufak bir popiilasyon ise NTS POMC
noronlarinda gosterilmistir®.

NTS-POMC: ARC-POMC ve NTS-POMC alt popiilasyonlar1 benzerlik gosterir
fakat ayn1 zamanda farklidir. Her iki néron bolgesi de leptin ve somatostatin(SST)
reseptorii tasir*t. NTS’te bulunan POMC néronlar1 ARC'deki POMC néronlarinin
aksine, girdilerini agirlikli olarak pons ve medulladan (~%80) almaktadir*?. Fakat
ARC ve NTS te bulunan POMC noéronlarinin her ikisi de yeme alimini
durdurmaktadir®®3, Her iki bolgedeki POMC néron grubu da birbirlerine
projeksiyon gondermekte fakat presinaptik dagilim olarak farkli bolgelerden girdi
almaktadirlar. Lateral septum (LS), medial preoptik alan ve medial preoptik
cekirdek (MPA/MPO), anterior hipotalamus (AH), PVN, dorsomedial
hipotalamus (DM), posterior hipotalamus (PH), amigdalohipokampal alan (AHi),
subikulumun dorsal ve ventral kisimlar1 (DS ve VS), ventral tegmental ¢ekirdek
(VTg) ve ¢ekirdek insertus (NI) bolgeleri ARC POMC noéronlarina yogunluklu

olarak bilateral presinaptik projeksiyon gonderen bolgeler arasindadir. ARC
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POMC noronlart tiim beyin bolgelerinden yaklasik 45000 norondan bilgi
toplamaktadir. AgRP noronlar1 bunun yarisi kadar iletiyi gogunlukla ARC POMC
noronlari ile ayni presinaptik bolgelerden toplamaktadir. Stria terminalisin yatak
cekirdegi (BNST), PVN, LH, merkezi amigdaloid c¢ekirdegin medial kismi
(CeM), parasubtalamik c¢ekirdek (PSTh), kirmiz1 ¢ekirdek (Rn), pontin retikiiler
¢ekirdegin oral ve kaudal kisimlart (PnO ve PnC), locus koroleus (LC), orta
retikiiler ¢ekirdek (IRt), gigantoselliiler retikiiler ¢ekirdek (Gi), raphe magnus
cekirdegi (RMg), lateral ve medial serebellar ¢ekirdek (Lat ve Med) ise NTS
POMC néronlarma presinaptik ileti gonderen beyin bdlgeleridir. NTS
bolgesindeki POMC néronlart ARC’a gelen sinaptik iletilerin neredeyse yarisi
kadar bilgi alirken, bu sinapslarin birlikte islenmesi yoniinden ARC bdlgesinden
daha yogun sinaptik aga sahiptir*2. NTS POMC néronlar ¢igneme ve yutmada
gibi tiiketici sindirim davraniglarinin kontrol edilmesinde ve diizenlenmesinde rol
oynayan bolgelerden projeksiyon alir. ARC POMC noronlart genellikle
projeksiyonlarini 6n beyin merkezlerine gonderirken, NTS POMC néronlart
aksonlar1 ile beyin sapini hedefler. Bu anatomik baglantilardaki farkliliklar,
hipotalamus ve beyin sapindaki POMC noéronlarinin birbirlerinden farkli
gorevlere 6zellestiklerini gostermektedir. Diger yandan NTS-POMC noéronlarina,
ARC-POMC néronlarina ve ARC-AgRP néronlarina dogrudan girdi saglayan 12
cekirdek tanimlanmigtir. Bu yapilar, enerji homeostazisini diizenleyen ana merkez
olan PVN'yi ve serotonerjik noronlarin iki beyin sap1 merkezi olan RMg ve rafe
obskurus ¢ekirdegini (Rob) igerir. Bu ortak girdilerin, melanokortin sistemindeki
iic tip projeksiyon néronunun tiimiinii hedef alarak beslenme davranisinin tiim
bolgelere bilgi ileterek uyumlu c¢alismalarinin diizenlenmesine anatomik altyapi

sagladig1 diisiiniilmektedir®.
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Sekil 2.2. POMC néron alt tiplerini tanimlamak icin kullanilan mevcut simiflandirmalar

A) Hipotalamik POMC néronlarimin farkli alt kiimeleri” B) ARC'de insiilin, leptin ve serotonine duyarl
POMC néronlarinin lokalizasyonu?’. Sekiller referans verilen makalelerden almarak diizenlendi. 3V,
tiglincii ventrikiil; InsR, insiilin reseptort; Opt, Optik system ; LepRb, leptin reseptérii; GLP-1R, glucagon
benzeri peptin 1 reseptorii; SHT2¢R, serotonin reseptorii; o -MSH, alfa-melanosit uyaric1 hormon; AgRP,
agouti ile iligkili peptid; GABA, y -aminobiitirik asit; GLUT, glutamat; B -endorphin,beta endorphin;
POMC, pro-opiomelanokortin; PVH, hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdegi; SON, supraoptik ¢ekirdek;
VMH, hipotalamusun ventromedial ¢ekirdegi; ARC, arkuat ¢ekirdek; DMH, hipotalamusun dorsomedial
cekirdegi; F, forniks.
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Sekil 2.3. A/B) ARC / NTS POMC néronlarina yonelik baslica presinaptik girdilerin sematik gosterimi.

Gri tonlama toplam girdilerin yiizdesini temsil eder*?. Sekiller makaleden*? alinarak yeniden diizenlendi.

2.1.5.Pro-opiomelanokortin sistemi ve diizenlenmesi

e POMC néron transkripti

POMC gen transkripti, dokuya 6zgii proteolize ugrayan bir polipeptit hormonu
tagimasi sayesinde adrenokortikotropin (ACTH), a-, B- ve y- melanosit uyarici
hormon (MSH)'ler ve B-endorfin dahil olmak iizere biyolojik olarak aktif peptitler
ve hormonlardan olusan bir kokteyl salgi iiretir ve bunlarin hepsi gida alimini ve
enerji dengesini diizenleyebilir?’,

e POMC néron ekspresyonu ve periferik sinyaller

Hormonlar ve besinler gibi ¢esitli periferik sinyaller, organizmanin metabolik
durumu hakkinda bilgi tasir. Kan beyin bariyeri (KBB), medial eminens (ME;
aksonlarin s1zan kandan bilgiyi direkt alabilmesini saglayan fenestreli kapillerlere
sahip) ve bu iligkiyi aktif olarak ydneten ligiincii ventrikiill boyunca uzanan
ependimal tanisit hiicrelerinin olusturmus oldugu birliktelik, ARC bdlgesinin
sahip oldugu c¢ok 6zel anatomik bir yapidir. KBB’nin olmadig1 noktalara uzanan

aksonlar1 sayesinde ARC popiilasyonlar1 kandaki sinyallerden etkilenirler ve
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cevap olustururlar®®. Ayrica POMC transkripsiyonu ve islenmesi, POMC néronal
aktivitesi, sinaptik plastisite ve aksonal projeksiyonlar da bu siyaller yoluyla
diizenlenir'®>?"*, Entegre ettigi periferik bilgiler ile enerji ve glikoz
homeostazinin korunmasina katki sunar. POMC noéronlar1 ve AgRP/NPY
noronlari, periferik sinyallere karst farkli yanitlara sahiptir. Ornegin,
anoreksijenik hormonlar veya leptin, insiilin ve serotonin gibi ndrotransmiterler
POMC noronlarini aktive ederken, AgRP noéronlari bu sinyaller tarafindan inhibe
edilir, bu da gida alimini azaltmak ve/veya enerji harcamasini arttirmak igin
Mc4r'nin aktivasyonuyla sonuglanir.

Insulin: Insiilinin POMC iizerindeki etkisi tartisiimaktadir. POMC néronlarinin
%40’inda bulunan insulin reseptorii aktivasyonu sonrasi POMC ndéronlarinda
fosfatidil-inozitol-3kinaz (PI3K) yolagi iizerinden POMC transkripsyonu
baskilanmaktadir. Fakat literatiirde insiillinin POMC noronlarini depolarize
ettiini gosteren bir ¢aligma bulunmaktadir®. Hem leptin hem insulin reseptdrii
tastyan POMC altgruplarinda leptin ve insulin ayni hiicre i¢i yolagi izleyerek
(PI3K) Stat3 aktivasyonu ile POMC transkripsiyonunu arttirdigi bulunmustur®®.
Bu sonuglar farkli POMC alt popiilasyonlarinin ayni hormona farkli cevaplar
tiretebilecek hassas bir dengede oldugunu da gostermektedir.
Glukokortikoidler: Adrenal korteksten salgilanan glukokortikoidlerin (kortizol
veya kemirgenlerde kortikosteron) sentezi ve salgilanmasi, hem hipotalamik
kortikotropin salgilatict faktér (CRH) hem de POMC néronlarindan salgilanan
adrenokortikotropik hormon (ACTH) tarafindan kontrol edilir. Glukokortikoidler,
POMC néronlarimi, hipotalamik noropeptitlerin  dogrudan transkripsiyonel
diizenlenmesi, merkezi melanokortin sistemindeki peptit sinyallemesinin
duyarliliginin degistirilmesi ve ARC noronal aktivitesi tizerine etkisi dahil olmak
tizere c¢esitli mekanizmalar yoluyla pozitif enerji dengesi yoOniinde
destekleyebilirt’*8, Kortikosteron, POMC néronlari iizerindeki sinaptik girdi
organizasyonunda yaptig1 degisiklikler yoluyla POMC néron aktivasyonunu
etkiler. Adrenal bez yoksunlugunda (ADX fare modeli), POMC néronlari
tizerindeki inhibitor sinapslarda bir azalma gorilmiis bunun da POMC
ndronlarmin eksitatér sinaptik iletilerde bir artisa yol agtigimi gdstermistir®.,
POMC geni, anoreksijenik peptit a-MSH'yi kodlarken, ayn1 zamanda oreksijenik
peptit B-endofini de kodlamaktadir™®>. POMC néronlar1 siirekli olarak

endokannabinoidleri bazal kosullarda salgilarlar. Endokannabinoid sistemi
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(ECS), G proteinine bagli kanabinoid reseptor 1 ve 2 (CB1R, CB2R) aktivasyonu
yoluyla biyolojik etkilerini siirdiiriir; her iki reseptor de POMC néronlarinda ifade
edilir. Endokanabinoidler, 6diillendirici (hedonik) sistemi kontrol eder ve enerji

152 ECS, besin arama davramisinin karmasikligini ve enerji

alimini uyarir
depolama siirecini modiile ederek ekstrahipotalamik néronlarin aktivitesini
diizenler™ ve tiim viicut enerji durumu hakkinda bilgi tastyan diger hormonlart
diizenleyerek sisteme katki sunar®*. POMC néronlarinin endokanabinoid reseptor
uyarisi, presinaptik GABAerjik uyarilarin baskilanarak (disinhibisyon) POMC
noron aktivasyonuna sebep olmakta ve B-endorfin salinimi aracilifiyla yeme
alimin arttirmaktadir?’,

Glikoz: Glikoz, POMC néronlarinin 6nemli bir modilatéridiir®. POMC
noronlari glikozun kandaki varligini direkt olarak mitokondrilerin glikozu okside
etmesi sonrasi olusan son triin adenozin 3-fosfat (ATP) sayesinde aktive olan
ATP-bagimli potasyum (K*) kanallar1 (K-ATP)’nin kapanmasi sonrasi hiicre i¢i
elektiriksel yilikiin degigsmesiyle membran potansiyelinde meydana gelen
degismeden algilar. Fizyolojik olarak, glikoz seviyeleri yiikseldiginde
(postprandiyal donemde), POMC noronal aktivitesi artar, boylece hepatik glikoz
homeostazisi ve insiilin duyarliliginin yan1 sira tokluk sinyalini ileten ndronal
devrelerin aktivasyonu da belirlenir. Mitokondriyal glikoz oksidasyonu, reaktif

oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini de arttirir®

. Hiicre disinda artan glikoz
seviyeleri, hiicre i¢cinde artan ROS seviyeleri ile paralel olarak POMC ndronlarimi
uyarict etki eder ve toklugu ortaya cikartir. Dolayisiyla ROS, POMC néron
aktivitesinin modiilatorii olarak islev gorebilir ve pozitif enerji dengesi sirasinda
artan seviyeleri tokluga yol acabilir. ROS, cesitli sinyal yollarini, iyon kanallarini,
tasimayi, kinazlar1 ve ubikuitinasyon/proteazom sistemlerini etkiledigi bilinen
oldukea reaktif molekiillerdir®”. ROS, protein aktivitesini diizenlemek igin geri
dontistimlii posttranslasyonel protein modifikasyonlarina neden olmaktadir.
Fosfataz enzimleri ve iyon kanallar1 dahil olmak iizere hedef proteinlerin
enzimatik ve aktivite seviyelerini degistirebilir. Bu nedenle POMC noronlarinda
glikoz oksidasyonu ve ROS iiretimini tegvik eden her durum, KATP dahil olmak
tizere iyon kanallarmin aktivitesini etkileyerek POMC membran potansiyelini
degistirebilmektedir.

Yag asitleri: Yag asitlerinin varligi, glikoz ile ayni yolak iizerinden, K-ATP

kanalinin aktivasyonu iizerinden algilanir. Bu asitler ve daha spesifik olarak oleik
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asit, POMC néronlarinin depolarizasyonunu tetikler ve gida aliminda azalmaya
neden olur®®, YYD tiiketiminde ARC POMC néronlar iizerindeki inhibitdr
sinapslardaki (GABAerjik) 6nemli azalmaya bagli olarak, sinapslarin toplam
sayis1 azalir. Bu diisis ARC POMC somas: etrafinda artan reaktif glia
popiilasyonuyla iliskilidir®®.

e Amino asitler: Amino asitler Rapamisin kompleksi 1'in (mTORC1) iizerinden
algilanir. mTORC] sinyalinin aktivasyonu gida alimii azaltir®. Ancak mTOR
sinyalinin uzun siireli aktivasyonu farkli bir etki ortaya c¢ikartmaktadir. POMC
noronlarinda mTOR sinyal yolaginin siirekli uyarimini saglayan genetik bir fare
modelinde daha yiiksek viicut agirhg ve gida alimi goriilmektedir. Bu
hayvanlarda mTOR sinyal yolagi inhibitorii olan rapamisin tedavisi, hiperfajiyi
ve obeziteyi iyilestirmistir®’. MTOR'un bu etkilerinin yaglanmaya bagl obezite
ile iliskili oldugu bulunmustur. Ozellikle, POMC néronlarindaki mTOR sinyali
yasla artmakta ve POMC néronlarmin yash farelerde elektriksel olarak
uyarilabilirligi diigmektedir. Yasli farelerde rapamisin enjeksiyonu, POMC
ndronlarmin uyarilabilirligini geri kazandirmakta basarili olmus ve hem gida

alimini hem de viicut agirhgimi diisiirmiistiir®?.
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o] 5-HT(2CIR
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InsR [% channel
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Sekil 2.4. POMC noronal aktivitesini diizenleyen POMC protein isleme ve sinyal yollari. ACTH,
adrenokortikotropin; AMPK, 5a-adenozin monofosfat aktive edici kinaz; CLIP, kortikotropin benzeri ara
lob peptidi; CPE, karboksipeptidaz E; DMH, hipotalamusun dorsomedial ¢ekirdegi; ER, endoplazmik

retikulum; FOXO, catal uclu transkripsiyon faktorii; InsR, insiilin reseptorii; IRS, insiilin reseptor
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substrati; Jak, Janus kinaz; LepRb, leptin reseptorii; MSH, melanosit uyarict hormon; mTOR, rapamisinin
memeli hedefi; nAChR, nikotinik asetilkolin reseptorii; fosfoinositol-3-kinazin p85/p110, p85 ve p110 alt
birimi; PAM, peptidil a-amidleyici monooksijenaz; PC, prohormon doénistiiriicii; PIP3,
fosfatidilinositol3,4,5-trisfosfat; PLCy1, fosfolipaz C gama 1; POMC, pro-opiomelanokortin; PPARYy,
peroksizom proliferatdriiyle aktiflestirilen reseptdr gama; PRCP, prolilkarboksipeptidaz; ROS, reaktif
oksijen tiirleri; STAT3, sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon 3 aktivatorii;, TRPC, gecici reseptor

potansiyeli kanonik; UCP2, ayirma proteini 2. Sekil makaleden?” alinmustir.

2.2. Hipotalamus ve Obezite
2.2.1.Leptin hormonu ve POMC iliskisi

Leptin, Ob geni tarafindan kodlanan ve yag hiicreleri tarafindan salgilanan bir
hormondur. Hipotalamusun ARN, VMH, DMH, PVN bélgesi dahil olmak {izere
mediobasal hipotalamusun cesitli bolgelerine etki ederek gida alimini ve enerji
harcamasini diizenler®. Leptin geni silinmis fare modelinde yapilan ¢alismalar bu
hormonun hiperfaji, hiperglisemi, hiperinsiilinemi iizerinden obezitenin gelismesine
katkida bulundugunu ortaya ¢ikartmistir®. Leptin-melanokortin sistemi aldiklar1 bilgiler
ve tiim projeksiyonlartyla birlikte beslenme regiilasyonundan sorumlu ana sistem olarak
kabul edilmektedir. Leptin, etkisini reseptoriinii tasiyan POMC néronlarinda dogrudan ve
dolayli olarak gosterir.

Dogrudan etki; Lepr-STAT3 yolu ve Jak2-fosfoinositol-3-kinaz (PI3K) — gecici reseptor
potansiyeli kanonik (TRPC) kanal yolu iizerine dogrudan etki ederek POMC mRNA
seviyelerinin artisina yol acar. Bu sinyal yollarina ek olarak leptin rapamisinin memeli
hedefi (mTOR) yolunu ve adenozin mono fosfat (AMP) ile aktive olan protein kinazin
(AMPK) aktivitesini de etkilemektedir. Hipotalamik AMPK'nin inhibisyonu, leptinin
beslenme ve viicut agirligi lizerindeki etkisi i¢in gerekli bir olaydir ¢linkii yapisal olarak
aktif hipotalamik AMPK, anoreksijenik etkisini bloke eder®. Ayrica mTOR yolaginin
aktivasyonu, leptinin hipotalamik AMPK aktivitesi, hipotalamik néropeptit ekspresyonu,
gida alim1 ve viicut agirligi tizerindeki etkileri i¢in gerekli bir reaksiyon olan AMPK
fosforilasyonunu da etkiler®,

Dolayli etki; Leptin, POMC hiicreleri tlizerindeki sinaptik girdi organizasyonunu
etkilemektedir. ARN’de bulunan oreksijenik NPY/y-aminobiitirikasit (GABA)
noronlarini dogrudan inhibe eden leptin, POMC hiicreleri iizerindeki GABAerjik

girdilerin sayisini azaltir!2, Ek olarak, glial hiicreler iizerindeki dogrudan etkisi yoluyla
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leptin, POMC néronlarinin glial kapsamini da etkilemektedir. Astrositlerde Lepr’nin
secici olarak silinmesi, glial morfolojide degisiklige neden olur ve glial kapsama alaninda
bir azalmaya ve POMC néronlari iizerindeki sinaptik girdilerde bir artisa neden olur®’,
Sonug olarak, glial hiicrelerde Lepr'nin segici olarak silinmesiyle farelerde leptin kaynakli
beslenme baskilanmasi azalir; bu, glial hiicrelerin hipotalamik sinaptik plastisitenin
baslatilmasinda ve leptin tarafindan beslenmenin néroendokrin kontroliinde aktif bir rol

oynadigini gosterir.

B Leptin receptor

A NPY YS receptor

4 NPY Y1 receptor

4 MCH4 receptor
Orexin receptor

=== Inhibitory projection

— Exotatory prejecton

Sekil 2.5. Leptinin hipotalamustaki fonksiyonel roliine sematik gosterimi. Kirmizi/'~': leptin tarafindan
inhibe edilen oreksijenik peptitler, yesil/+": leptin tarafindan uyarilan anoreksijenik peptitler, mavi/+/—"
bilinmiyor. Enerji dengesinde yer alan ekstra-hipotalamik projeksiyonlar gosterilmemistir. o -MSH, alfa-
melanosit uyarici hormon; AgRP, agouti ile iligkili peptid; ARC, arkuat ¢ekirdek; AVP, arginin-
vazopressin, BDNF, beyin kaynakli noérotrofik faktor; CART, kokain ve amfetaminle diizenlenmis
transkript; CRH, kortikotropin salgilayan hormon; DMH, dorsomedial hipotalamus; Din, dinorfin; GABA,
v -aminobiitirik asit; Gal, galanin; GALP, galanin benzeri peptid; LH, yan hipotalamus; MCH, melanin
konsantre edici hormon; NPY, noropeptid Y; NT'ler, nérotensin, OKT, oksitosin; POMC,
proopiomelanokortin; PVN, paraventrikiiler ¢ekirdek; SF-1, steroidojenik faktor-1; TRH, tiroid salgilayan

hormon; VMH, ventromedial ¢ekirdek. Sekil makaleden®® alindu.
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2.2.2.Yiiksek yagh diyet ve obezite iliskisi

Obezite, insiilin direnci, tip 2 diyabet ve dislipidemi dahil olmak iizere metabolik
sendromun temel nedenlerinden biridir. Obezitenin metabolik risk faktdrlerini
indiikledigi veya kotiilestirdigi kesin mekanizmalar hala bilinmemekle birlikte, asiri
yaglanma, Ozellikle viseral yag birikimi, insiilin direnci ve anormal glikoz ve lipid
metabolizmalar1 ile iliskilidir®®. Ayrica yag dokusundaki kronik diisiik dereceli
inflamasyon, insiilin direnci ve metabolik sendromun patogenezine katkida bulunur®®.
Diyet tiiriiniin bilesimi, obezite ve buna bagli metabolik hastaliklarin gelisiminde 6nemli
bir rol oynar’®. Yag orani yiiksek diyet tiirleri, enerji yogunlugu bakimindan makro
besindir ve karbonhidrat veya proteinden daha az tokluga neden olur’®. YYD’nin uzun
stire tiikketilmesi hiperfajiye, viicut agirlig1 artisina, yag birikimini indiikledigi ve farelerde

kan glikoz, insiilin diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir*".

Harcanabilen enerjiden fazla tiiketilen kalori alimi, yaglanma artisina ve obeziteye
yol acar’™. Kisa siireli YYD ile beslenmenin ilk adimi hipotalamusta meydana gelen
inflamasyondur™. YYD tiiketiminin birinci giiniinden itibaren hipotalamusta pro-
inflamatuvar sitokinlerin (timor nekroz faktorii; TNF o ve interlokin 6; IL6) sayica arttigi
gosterilmistir’®. Kronik tiiketimi ise obeziteye yol acan hipotalamik inflamasyona sebep
olmaktadir. Hipotalamusta astrositler ve mikroglia gibi iki ana tip glial hiicre vardir’’.
Glial hiicreler enerji dengesinin diizenlenmesi i¢in vazgeg¢ilmezdir. Kemirgenlerde
mikroglia, YYD ile beslenmeyle aktive edilir’®. Obezite, mikroglial hiicre aktivasyonu
mekanizmas1 yoluyla néroinflamatuar aktivasyonun artmastyla iliskilendirilmistir’®. Son
aragtirmalar, YYD beslemesi altinda ARC'daki mikroglia hiicrelerinin sayisinin arttigini
gostermistir®®. YYD'in neden oldugu inflamatuar yanitta hipotalamik bolgede sizint1
yapan bir KBB gozlendi®!. Sizintinin sebebinin hipotalamik bolgedeki perivaskiiler
makrofajlarin, YYD tiiketiminde bol miktarda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS)
tiretmesi oldugu ve ARC’da monosit tiirevi makrofajlarin yayilmasina yol agtig
bulunmustur®. Beklendigi gibi, spesifik hipotalamik makrofaj iNOS inhibisyonu, obez
farelerin ARC'inda astrositik lipit damlaciklarini ve makrofaj birikimini ve aktivasyonunu
tamamen ortadan kaldirir. Bu da KBB harabiyetinin obezitenin hipotalamus tizerindeki

ilerleyici inflamasyon etkisinde bir baslangi¢c basamagi olduguna isaret eder.
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Sekil 2.6. YYD ile beslenmenin POMC néronlarmma zararh etkileri. POMC noéronlart fizyolojik
fonksiyonlarini otofaji ve yetiskin norojenezi yoluyla siirdiiriirler. YYD diyetiyle beslenmenin neden
oldugu inflamasyon, kronik ROS iiretimi ve ER stresi, POMC fonksiyonlarini ve projeksiyonlarint bozar.
ER, endoplazmik retikulum; HF diet, yiiksek yagl diyet; hNSC, hipotalamik noral kok hiicre; IKK,IkB
kinaz B;NF-kB, niikleer faktor-kB; iPSC, uyarilabilir pluripotent kok hiicre; POMC, pro-opiomelanokortin;
PPARYy, peroksizom proliferatoriiyle aktiflestirilen reseptdr gama; ROS, reaktif oksijen tiirleri. Sekil
makaleden alind1.
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3. GEREC ve YONTEM

Deneyler, Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nde (YUDETAM) ve Tip Fakiiltesi Fizyoloji Ana Bilim Dali Beyin
Arastirmalar1 Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Deney protokolii Yeditepe Universitesi

Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (YUDHEK) tarafindan onaylanmustir.

3.1. Deney Hayvanlarn

Bu calismasinda, 90 adet transgenik POMC-Cre (Jax. Lab. #010714) fareler kullanildi.
Bu fareler Jackson (Jax) Laboratuvari (ABD)’den ithal edilmis ve lretilmistir. Deney
hayvanlart 21+1 C 1s1 ve 12 saat aydinlik-karanlik programi olan ortamda barindirildi.

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

3.2. Farelerin Uretim

Bu ¢alismada kullanilan POMC-Cre transgenik fare hatti1 Jackson (Jax) Laboratuvarindan
2 erkek ve 2 disi fare olacak seklinde ithal edilmistir. Jackson laboratuvarinin onerdigi
sekilde bu fareler C57B16/L (yabanil tip) farelerle c¢iftlesme stratejisi uygulandi. Bu
stratejiye uygun olarak iki disi ve bir erkekten olusan ciftlesme kafesi olusturuldu.
Sonrasinda farelerin Gstrus sikliis takibi yapildi ve gebe kalan fareler bireysel kafeslere
alind1. Tiim bu POMC-Cre fare hattinin iiretimi ve bakim1 YUDETAMda yapuldi.

3.3. Genotipleme

Yeni dogan yavrularin laktasyon donemi beklendi ve 30. giinde hayvanlar
cinsiyetlerine gore ayrildi. Otuzuncu giinde yavrularin kulaklarina kiipe takilarak, kulak
dokusu alindi. Kulak dokular1 +4 °C’de DNAse’den arindirilmis deney tiiplerine alindi.
Her bir 6rnege 100 ul 25 mM NaOH/0.2 mM EDTA soliisyonundan eklendi. Bu 6rnekler
98 °C’de 60 dakika boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 4 °C’ye alinan dokular
100 pL 40 mM Tris-HCI soliisyonu ile 4000 rpm’de 3 dakika santrifiij (Mikrosantrifiij,

Sigma 1-14) edildi. Hazirlanan soliisyon genotipleme i¢in yeni tiiplere aktarildi.

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) i¢in asagida dizisi belirtilen primerler kullanilmistir.
Bu diziler Jackson Lab.” a ait POMC-Cre transgenik farelerin genotiplemesi i¢in Cre
varhigim1 saptamak tizere belirlenmis dizilerdir. PZR optimizasyonu sonrasi bu gen

bolgeleri i¢in asagidaki reaksiyon kosullari kullanilmistir. Hazirlanan PZR karigimi
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tiplere ayr1 ayri dagitildt ve DNA oOrnekleri yiliklendikten sonra asagidaki PZR

kosullarinda reaksiyon baglatildi.

Tablo 3.1. Genotipleme i¢in kullanilan pzr soliisyonunun hazirlanmasi i¢in kullanilan konsantrasyon ve

hacim degerleri.

Mutant Gen i¢in Reaksiyon Cozeltisi (A) Final 12.54l reakstyon i¢in
Konsantrasyon gereken hacim (pl)
Taqg 2X Master Mix (NEB kat. No: M0270L) 1X 6.25
Primer 1 * 0.25 uM 0.50
Primer 2 ** 0.25 uM 0.50
ddH20 - 3.25
DNA 6rnegi = 2
* Primer 1 GCC AGC TAAACATGC TTC ATC Mutant Forward
** Primer 2 ATT GCC CCT GTT TCACTATCC Mutant Reverse
Tablo 3.2. Genotipleme i¢in kullanilan PZR kosullari.
Adim # Sicaklik (°C) Siire Notlar
1 95°C 30sn
2 95°C 30sn
3 65°C 15 sn 10 Tekrar Dongiisii
4 68°C 1 dk -0.5°C
5 95°C 30sn
6 60°C 20 sn 28 Tekrar
7 72°C 20 sh Dongiisti
8 72°C 5 dk
9 4°C 0
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PZR iirtinleri 1X TBE tamponu ile hazirlanan %2 agaroz jele yiiklendi ve 200V’ta 1 dk
yiiriitiildii. Bantlar UV altinda incelendi ve biiyiikliikk durumuna gére mutant (POMC-Cre
geni tasiyan) veya yabanil tip fareler belirlendi. 750baz ¢ifti goriinenler pozitif (+C),
mutant bant goriintiilenemeyenler(-C) yabanil tip olarak ayrildi. Sadece mutant olan
yavrular deneylerde kullanilmak tizere ayrildi. Asagida ornek bir jel goriintiisii

bulunmaktadir:

Sekil 3.1. Agaroz jel (%2°1ik) igerisinde yiiriitiilmiis Cre pzr reaksiyon goriintiisi.

3.5. Cre rekombinaz Bagimh AAYV viriislerin Intrakraniyal Enjeksiyonu

Intrakraniyal —enjeksiyonu igin ABD de bulunan Addgene firmasindan
(www.addgene.org) pAAV-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry ve AAV-CAG-Flex-GFP
virtisleri satin alindi. Tercih edilen bu viriislerin genetik haritasinda GFP ve mCherry geni
ile Cre enziminin baglandig1 LoxP genlerini de icermesidir. Bu sistemin sunmus oldugu
avantaj Cre bagiml transgenik fare hatlarinda Cre rekombinat enzimini igeren spesifik
noronlart isaretleyerek, bu noéronlarin GFP ve mCherry sentezlemesine olanak
saglamasidir. Bu ¢alismada POMC-Cre farelere bu virilisler enjekte edilerek POMC
noronlarinin GFP ve mCherry ile isaretlenmesi gercgeklestirildi. Viriis enjeksiyonlari
stereotaksik (David Kopf) cihaz icerisinde izofluran gaz anestezisi kullanilarak yapildi
(Sekil 3.2). Intrakraniyal Enjeksiyonlarin yapim asamasi, fareler hafif izofluran anestezi
altinda stereotaksik cihazina yerlestirildiler. Cihaza yerlestirildikten sonra, solunabilir
oksijen ile %-2 izofluran uygulanarak fareler derin anesteziye alindi. Gazlanma islemi
operasyon boyunca devam etti. Fareler derin anesteziye girdiklerinden emin olduktan
sonra tirag makinasi vasitasiyla kafa derisi tizerindeki killarin kesimi gergeklestirildi. Bu
islem bittikten sonra tiras edilen kisim kulak pamugu kullanilarak antiseptik uygulandi.
Sonrasinda farelerin kafa derisine makas ile kesi atildi. Manipiilasyon yapacagimiz kisma

soguk Hidrojen Peroksit (H202) ve serum fizyolojik uygulayarak kafasinda bulunan
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Bregma — Lambda noktalarinin gériiniirligiinii artirildi. Elektrot tutucu ile fare Bregma-
Lambda noktalar1 arast uzunluk olglildii. Hipotalamik ARC bdlgesinin koordinat
noktalar1 fare beyin atlasinda belirtildigi gibi 1,35 mm posteriyor, £0,35 mm lateral ve
5,75 mm vertikal olarak belirlendi. Stereotaksik cihazina yerlestirilen her farenin
Bregma-Lambda noktalar1 arasindaki mesafe ol¢imii yapilarak, bu koordinatlara gore
oranlamasi yapildi. Yeni olusan enjeksiyon noktasina cerrahi matkap kullanilarak kii¢iik
bir delik acildi. Beyin i¢i enjeksiyonlarda kullanilan mikro pipetlerin (Drummond
Scientific, Wiretrol, Broomall-PA) uglarinin beyin dokusuna daha az zarar vermesi i¢in
pipet cekme cihazi (Narishige, Japonya) ile uglart daha ince (50um) cap genisligi olacak
sekilde ayarlandi. Isleme ugramus pipetlerin i¢lerine mineral yag ile dolduruldu ve mikro
manipiilator cihazina yerlestirildi. Pipet igerindeki mineral yagin bir kismi disan
cikartilarak, yerine 1,2ul viriis c¢ekildi. Hipotalamik ARC bdlgesine iki tarafl
intrakraniyal olarak 300 nl viriis enjekte edildi. Her bir bolgeye enjeksiyon yapildiktan
sonra 15 dakika beklenildi. Tiim islemler bittikten sonra kafa derisi 4.0 cerrahi iplikle
dikis atildi. Dikis sonrast manipiilasyona ugrayan bolge tekrar antiseptik kullanilarak

temizlendi.

Sekil 3.2. Stereotaksik cihaza yerlestirilen farede cam pipetle viriis enjeksiyonu.
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3.6. Beyin Kesiti Hazirlanmasi

Viriisii enjeksiyonu yapilan POMC-Cre fareler uygun sekilde anestezi altinda dekapite
edildi. Fare beyinleri hizl1 bir sekilde kesme (Cutting) soliisyonu igerisine aktarilarak
vibratom (Campden Instruments 5100mz) cihazi ile 250 pM kalinligin da ARC’in
bulundugu kesitler alindi (Sekil 3.3). Kesme (cutting) soliisyon igerigi: (92.0 mM
NMDG, 2.5 mM KCI, 1.25 mM NaH2PO4, 30.0 mM NaHCQO3, 20.0 mM HEPES, 25.0
mM glikoz, 2.0 mM tiyoiire, 5.0 mM Na-askorbat, 3. mM Na-piruvat, 0.5 mM
CaCl2.2H20 ve 10.0 mM MgS04.7H20). Beyin dokular1 kesim ve bekleme siireleri
boyunca daima %95 02 /%5 CO2 gazi ile miidahale edildi. Vibratom cihazi ile alinan
kesitler, pastor pipet vasitasiyla HEPES igeren yapay beyin omurilik soliisyonu (aCSF).
HEPES- aCSF igerigi: (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 tiyoiire, 5.0 mM Na-askorbat, 3.0
mM Na-piruvat, 2.0 Mm CaCl2 - 2H20 ve 2.0 mM MgSO4 - 7TH20) aktarildi. Kesitler
bu soliisyon igerisinde en az 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra elektrofizyoloji banyosunda
perfiize edilen kayit soliisyonu igerisine aktarilarak, isaretlenmis ndronlardan
elektrofizyoloji patch clamp teknigi kullanilarak, gevsek kayit (cell-attach) ve tiim hiicre
(whole cell) kayitlar1 alindi. Kayit soliisyonu (recording aCSF igerigi): 124 mM NaCl,
2.5 mM KCI, 1.25 mM NaH2PO4, 24 mM NaHCO3, 12.5 mM glikoz, 5.0 mM HEPES,
2.0 Mm CacCl2 - 2H20 ve 2.0 mM MgSO4 - 7H20) (Ting vd. 2018).

Sekil 3.3. Beyin kesitlerinin alinmast.
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3.7. Elektrofizyoloji kayitlar1 (Patch clamp)

Protokole uygun olarak hazirlanan fare beyin kesitleri, pastor pipet vasitasiyla
patch clamp (MultiClamp 700B Axon CNS) banyosuna yerlestirildi. Sekil 8’de Faraday
kafesi i¢indeki cam pipet sistemi ve banyo, amplifikatérler ve kayit sistemi
goriilmektedir. Elektrofizyoloji cihazinin banyosunda daima kayit soliisyonu gazlanarak
perfiize edildi. Oncelikle hipotalamus ARC’ta lokalize olan ve GFP ile isaretlenmis
POMC noéronlarindan gevsek kayit teknigi ile popiilasyon kayitlar1 alindi. Her fare beyin
kesitlerinden yaklasik 10 noron kaydi alindi. Sonrasinda cihazin banyosuna 100nM
Leptin perfiize edilerek POMC néronlarindan ayni sekilde popiilasyon kayitlari alindi.
Bu teknikle alinan kayitlarda (gevsek kayit) pipetinin igerisinde kayit soliisyonu
bulunmaktadir ve pipet direnci 7-9 MQ olacak sekilde ayarlandi. Gevsek kayit teknigi
ile alinan bu bulgular, POMC néronlarinin iizerinde olusan atesleme frekansinin Leptin
varliginda nasil degistiginin gostermektedir. POMC ndronlarma gelen uyarict ve
inhibisyon akimlarinin ve Leptin hormonun bu akimlara olan etkisini 6lgmek i¢in
elektrofizyoloji tiim hiicre (whole-cell) kayit teknigini kullanildi. Oncelikle hiicre zarina
sik1 sekilde miihiir yapilarak, hiicre zarmin kirilmasi1 gergeklestirildi. Diger protokole
benzer sekilde her beyin kesitinden kontrol kayitlart alindiktan sonra elektrofizyoloji
banyosuna Leptin perfiize edildi. Uyarici post sinaptik akimlarin (sSEPSC) kayd1 alinmasi
sirasindan banyoda daima GABAa (50puM) antagonisti Picrotoxin kimyasali bulunurken,
inhibe post sinaptik akim (sIPSC) kayit alma sirasinda ise banyoda AMPA / kainate
glutamat reseptor antagonisti ve NMDA reseptor antagonisti olan CNQX (10uM) ve APS
(50uM) kimyasali bulunarak hiicreyi1 V=-65mV da kenetleyerek (Patch Clamp) kayitlar
alindi. Voltaj clamp (voltaj kiskac) kayitlart i¢in kullanilan soliisyon igerigi: 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 bromiir (QX-314) mM, (pH 7.35 ve 290 mOsml-1). Current clamp
(akim kiskag) kayitlari igin kullanilan soliisyon igerigi: 125 potassium glukonat mM, 6.7
KCI mM, 10 HEPES mM, 1 EGTA mM, 4 Mg-ATP mM, 10 sodium fosfokreatin mM
(pH 7.25; 290 mOsml-1). POMC noéronlarindan alinan elektrofizyoloji kayitlarin
frekansi, peak amplitude (tepe genligi) degerlerini analiz etmek i¢in Clampfit 10.7

programi kullanildi.
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Sekil 3.4. Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin Arastirmalar1 Laboratuvar1 A) Elektrofizyoloji kayit

cihaz1 B) Kayit pipetiyle ndrona seal (miihiirleme) yapilmasi C) Elektrofizyoloji kayit 6rnegi.
3.8. Beslenme Davramsi

Diyazn edilmis reseptor aktivasyonu (Designer Receptors Exclusively Activated by
Designer Drugs-DREADDs) metodu kullanilarak kemogenetik olarak uyarilacak
hayvanlar enjeksiyon sonrasi iyilesme ve enfeksiyon siireleri (2 hafta) dolduktan sonra
tekli (single house) metabolik kafeslere alindilar. Her grup kendi (enfeksiyon siiresi
dolduktan sonra) baslangi¢ siiresi basindan sonuna kadar, haftalik viicut agirlig: takibi
yapilarak ve kendi 3. ve 6. aylar1 hesaplanarak deneye alindi. Fareler sabah 07.00 aksam
19.00 olacak sekilde aydinlik ve karanlik periyotlara giris yaparak 12 saat giindiiz 12 saat
gece sartlarinda yasamaktadir. Gruplarda zamana bagl kullanilan yem %60 kkcal yag
iceren EF D12492-(1); Ssniff diyettir.

Davranig deneyleri 3 giin tekli kafese aligtirma, 3 giin serum fizyolojik etkisinde ve son 3
giin de klozapin n-oksitin (CNO; 3mg/kg) etkisinde olacak sekilde 9 giin siirdii. Deney
sonrast bir giin ise davranis deney saatlerinde kan 6rnegi alinmasi i¢in ayrildi. POMC-
Cre farelere saat 18:30’da ip serum fizyolojik/CNO uygulandi. Deney giinlerinde 18:00-
23:00 aras1 yem tartimlar1 yapildi. Tiim deney hayvanlariin yemleri 18:30°da ¢ekildi ve
19:00’da CNO bilinen aktivasyon siiresi (30dk) gectikten sonra gramaj1 bilinen yemler
kafeslere kondu. Bir saat araliklar ile 4 saatlik yem tartimlar1 (20,21,22,23:00) alindi.
Dokuz giinliik deney ertesi giiniinde hala tekli kafeslerde olan farelerden deney saatinde
(18:30’da) CNO uygulamast sonras1 200ul tokluk kan &rnegi jugular venden alinarak
gruplar toplu kafeslerine geri kondular. Kan alim sirasinda glikometre kullanilarak tam

kandan glikoz miktar1 Glgiilerek not alindi. Kan yagi analizleri CNO varliginda tok
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hayvanlardan alinan kan orneklerinden elde edilen serumlarda lipit parametre dl¢limleri

Yeditepe Universitesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Sekil 3.5. Yeditepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Ana Bilim Dali, Beyin Arastirmalar1 Beslenme

Davranig Laboratuvart.

3.9. Kardiyak Perfiizyon/Fiksasyon ile Deney Sonlandirma ve Postmortem Beyin

Dokusunun Saklanmasi

[zofluoran ile anesteziye alinan hayvamin anestezisi dogrulandiktan sonra, farenin
ekstremiteleri ve kuyruklar1 kesim paneline flaster ile sabitlendi. V kesi ile sternum
kaldirilarak toraks boslugu acildi. Kalbin apeksinden kelebek igne ile girilerek sol
ventrikiile dikkatli bir bicimde yerlestirildi. Daha sonra sag atriyum kesildi ve {i¢ yollu
kaniilden 6nce 5 dk siireyle heparinize serum fizyolojik verilerek perfiizyon yapildi. Sag
atriyumdan akan sivinin berraklastigr goriildiiglinde kaniiliin vanas1 diger girise
cevrilerek fosfat tamponu iginde % 4 paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisi verilmek suretiyle
5 dk siireyle perfiizyon fiksasyonu gergeklestirildi. Hemen akabinde beyinler biitiin
olarak cikartildi ve % 4 PFA/ PBS ¢ozeltisinde 4 saat 4°C’de inkiibe edildi. Kasik
yardimiyla beyin biitlinliigiine hasar vermeden dokular % 30 sukroz/ PBS ¢o6zeltisine
aktarildi. Beyinler ¢okene kadar 4°C’de inkiibe edildi. Sukroz soliisyonunda ¢oken
beyinler PBS igerisine alinarak 5dk calkalayici iizerinde yikandi. % 0.4°liikk agaroz jel
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(Low Melting Point) hazirlandi. Beyinler oda 1sisina sogutulmus agaroz jel igerisine
gomiildii ve donmasi i¢in 4°C’de 1 saat inkiibe edildi. Agaroza gomiilii olarak ¢ikarilan
beyinlerin etrafindaki fazla jel kesildi (Sekil 3.6) ve vibratomun doku plagi iizerine
yapistirildi plak hizlica 4°C’de sogutulmus PBS i¢ine alinarak vibratomda (Campden
Instruments 5100 mz) 75 pm koronal kesitler alindi. PBS i¢ine toplanan kesitler tiim
beyinden Orneklemeler yapilarak polilizin kapli lamlara alindi. Flouromount kapatma

soliisyonu ile kesitler kapatildi.

Sekil 3.6. Agaroza gomiilii beyin dokusundan vibratom kullanilarak kesit alinmasi.

3.10. ELISA Yéntemiyle Serum Leptin Analizi

Serum Leptin seviyelerinin dlglimii i¢in ticari olarak satilan 96 kuyucuklu ELISA kiti
(Elabscience, E-EL-M3008, ABD) kullanildi. Derin dondurucuda (-80 °C) bekletilen
serum Ornekleri ve test kiti deneye baslamadan yarim saat dnce oda sicakligina alindu.
Deneye dahil edilen 6rnekler kit i¢erisinde bulunan standart ve 6rnek seyreltme soliisyonu
ile 1:20 oraninda seyreltildi. Kit igerisinde bulunan 20 ng Leptin icerisine 1 ml standart
ve Ornek seyreltme soliisyonu eklendi. Bu ana stoktan seri seyreltme islemi ile her
seferinde 1:1 oraninda seyrelterek 6 adet daha seyreltilmis standart soliisyonu hazirlandi.
Standart ve Ornek seyreltme soliisyonu “blank™ soliisyonu olarak kullanildi. Tim
standartlardan ve 6rneklerden ikiser kuyucuga, her bir kuyucuga 100 pl hacimde olacak
sekilde 96 kuyucuklu plakaya koyuldu. Plaka {izeri jelatin ile kapatilip 37 °C’de 90 dakika
inkiibasyona alind1. Sonrasinda kuyucuklar bosaltilarak, yikama yapilmadan kuyucuklara
100 pl Biyotinli Antibody soliisyonu eklenerek plaka jelatin ile kapatildi ve 37 °C’de 60
dakika inkiibasyona alindi. Sonrasinda kuyucuklar bosaltilarak kit icerisinde bulunan

yikama soliisyonundan 350 ul eklenerek 1 dk boyunca 3 defa yikama islemi yapildi.
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Kuyucuklara 100 ul HRP Konjuge soliisyonu eklenerek plakala jelatin ile kapatildi ve
37°C’de 30 dakika inkiibasyona alind1. Sonrasinda kuyucuklar bosaltilarak kit igerisinde
bulunan yikama soliisyonundan 350 pl eklenerek 1 dk boyunca 5 defa yikama islemi
yapildi. Kuyucuklara 90 pl substrat soliisyonu eklenerek plaka jelatin ile kapatildi ve 37
°C’de 15 dakika inkiibasyona alindi. Sonrasinda kuyular bosaltilmadan tizerine 50 pul Stop
soliisyonu eklenerek 37°C’de 450 nm dalga boyunda Optical Density (OD) olgiimii
yapildi.

3.11. C-Fos Immiinohistokimyasal Boyama

CNO uygulamasindan sonra aktif néronlar1 saptamak i¢in alici béliimlerde c-Fos protein
tayini yapildi. Kesitler %3 sigir serumu ve % 0.3 Triton-X-100 (Sigma, T9284-12) 1X
PBS (Invitrogen, 00-3002) igeren bir blokaj soliisyonunda 90dk inkiibe edildi. C-Fos
antikoru (Abcam, ab190289) 1: 2000 oraninda % 3liikk sigir serumu iginde hazirlandi.
Dokular gece boyunca 4 °C'de sallanmaya birakildi. Kesitler, ikinci antikor
uygulamasindan énce 15 dakika boyunca 3 kez 1X PBS ile yikandi. Ikincil antikor 1:
1000 oraninda Goat anti-Rabbit Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A11008) antikoru, 1X PBS,
% 0.3 Triton-X-100'den olusur. Kesitler, sekonder antikor soliisyonunda (1siktan
kacinmak i¢in) aliiminyum folyo ile 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Dokular 3 kez
15 dakika boyunca 1X PBS ile yikandi, daha sonra lamlara alindi, kurutuldu ve montaj
ortam1 (Sigma, F4680-2ml) ile lamel ile kaplandi.

3.12. Konfokal Mikroskopi

Enjeksiyon ve projeksiyon bolgeleri konfokal mikroskopta (Carl Zeiss Model: LSM700;
yazilim: ZEN 2011, ver 8.0) 63X yag immersion objektifi kullanilarak goriintiilendi.
Goriintiiler Image J yazilimi kullanilarak Z stack ¢ekimler ii¢ boyutlu hale getirilerek
paraventrikiiler ¢ekirdek (PVN), stria terminalisin yatak cekirdegi (BNST) ve lateral
hipotalamus (LH) bolgesinden dendritik diken, sinaptik terminal, aksonal uzanti1 ve
enjeksiyon bolgesindeki enfekte olmus noron sayisi bakimindan kantitatif olarak

degerlendirildi.

3.13. Morfolojik Analiz

3.13.1. Dendrit ve aksonal sayimlar

Konfokal mikroskobu ile 63X objektif ile (derin goriintiileme -Z stack- bdlge tarayarak

birlestirme — tile scan- yapilarak) 63X immersiyon yag ile biiyiitme kullanilarak) ¢ekilen
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goriintiiler BNST, LH ve PVN alanlan i¢in iki kesitten °IMAGE J”’ program ile
otomatik olarak sayildi. Programda agilan goriintiiler 8 bit’e ¢evrildi. Arka plan 1siklarinin
uzaklagtirilmas1 i¢in arka plan karartma yapildi. Isimalarin otomatizasyonu igin
gorlntiiler ikili koda doniistiiriildii. Daha sonra tanimli partikiilleri sayma kismindan,
program var olan 1s1malart otomatik olarak saydi ve sonug¢ ekraninda ¢ikan sayilar not

alindi.

Sekil 3.7. Image J programu analizinin farkli agamalarda gdsterilmesi.

POMC-GFP

Sekil 3.8. POMC-GFP ifadeli bir somadan ¢ikan dendritik dikenlerin sayiminin yapildigi konfokal
mikroskopi goriintiisii (63X).
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3.13.2. C-Fos immiinofloresan goriintiilerin Image J programu ile analizi

Goriintiilenen hayvanlar her gruptan iki slays (enfeksiyon merkezi olmasina dikkat
edilerek secilmis) olacak sekilde 6rneklenmistir. Her slays sag ve sol olmak iizere 2
figiirden olugmaktadir. Sayim IMAGE J programinda %75 biiyiitme ile iiglincii
ventrikiilin hemen yan1 ARC odakli yapilmistir. Konfokal goriintiilerinden yesil, kirmizi
ve sar1 floresan 1s1ma yapan ndronlar sayildi. Kirmizi; enfekte olmus aktivasyon viriisii
tastyan noronlart ifade ederken, yesil; cfos aktivasyonu goOsteren ndronlari
isaretlemektedir. Sar1 ise her iki rengi de yansitan Ortiisen alanlari gostermektedir.
Sayimlarda sar1, renkli versiyondan, kirmizi ve yesil, renksiz ve IMAGE J programinin
kanal ayirma o6zelligi kullanilarak yapilmistir. Konfokal goriintiileri iizerinden yapilan
sayimm sonrasi analiz i¢in aktif ndron sayisinin (yesil) enfekte ndron sayisina (kirmizi)
orani kullanilarak, olast enfeksiyon farklarinin normalize edilmesi amaglanmistir.
Renksiz versiyonda hM3D yogunlugu viriisiin hiicrelerdeki farkli yogunlugunun her
zaman yeterli goriinmemesi ve dokunun derininde kalan néronlarin da goriinme
kalitesinin diismesi sebebiyle sar1 versiyonda sayilan degerler eger kirmizidan fazla ise
eksik hM3D varlig1 sar1 hiicre sayisindan yararlanilarak excel lizerinde diizeltilmistir.
Renksiz versiyonda bazi néronlar gérinmemekte fakat renklide sar1 gerceveli cfos aktif
hiicrelerin varligr goriilmiis ve bu noronlar da aktif POMC olarak kabul edilmistir.
Programda izlenen adimlar sirasiyla asagidaki gibidir.

Renk kanallarinin ayrilmasi i¢in izlenen sira; Image> Color > Split channels

Sayim i¢in izlenen sira; Plugins> Analyze > Cell counter

hM3D CFOS |

Sekil 3.9. Image J programinda aktif ve enfekte ndronlarin ayri kanallarda gosterimi.
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4. BULGULAR

4.1. Yiiksek Yagh Diyetin POMC Noéron Anatomisine Anatomik Etkisi

POMC-Cre farelerin ARC’ta lokalize olan POMC néronlariin isaretlenmesi
amaciyla POMC-ARC koordinatlaria intrakraniyal AAV-CAG-Flex-GFP viriis
enjeksiyonu yapildi. Farelere iyilesme ve enfeksiyon siiresi olarak kabul edilen iki hafta

beklenildikten sonra Sekil 4.1°de gosterilen protokol semas1 uygulanmaya baslandi.

A B
Kontrol oty s @ @b @O oy

Eow oD e ;e

POMC-GFP T m k]

Post-obez e i @b | @D 0D o |

;m.—o—o—o ® ° )

T0 m T2

Sekil 4.1. POMC-ARC néronlarmmin hedeflenmesi ve deney gruplarinin olusumu

A) ARC intrakraniyal enjeksiyon sematik goriintiisii ve AAV-FLEX-GFP ile enfekte olmus POMC
noronlarimin temsili konfokal mikroskopi gériintiisii (63X;Olgek ¢ubugu: 200 um). B) Gruplarin
beslenme degisimlerinin yapilacagi ve Orneklerin toplanacagi deney zaman planimnin sematik
gosterimi. Mavi pellet - YYD; kahverengi pelletler-standart diyet; TO-deney baslangici; T1-T0+3 ay ;
T2- TO+6ay siireyi ifade etmektedir.

Gruplar Sekil 4.1°de agiklanan sekilde farkli zamanlarda farkli diyet tiplerine maruz
birakildi. Tablodaki zaman siitununda yer alan TO beyin igi viriis enfeksiyonu sonras1 3.
haftay:, T1 enjeksiyon sonrasi 14. haftayr ve T2 24.haftay: ifade etmektedir. Kontrol
grubu 6 ay siireyle standart diyet tiiketirken, obez grup 6 ay siireyle YYD tiiketmis ve
post obez grup 3 ay siireyle YYD tiiketmis, ardindan 3 ay boyunca standart diyet
tilketmistir. ARC POMC néronlarinin hem PVN, BNST ve LH bolgelerine yapmis
oldugu projeksiyonlardaki hem de dendritik diken sayisindaki YYD’e bagh degisiklikleri
saptamak konfakal mikroskopisinden faydalandik. YYD tiiketen ve tiiketmeyen

gruplarda enfekte POMC noron sayisina bagli goriintiilenen dendritik igne sayist oraninda

29



ve projeksiyon bolgelerine giden aksonal yogunlugunda anlamli bir fark yoktur (Sekil
4.2-5).
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|
$ 1000 T _L l
- 1
a . '

Kontrol Obez Post-obez

Sekil 4.2. Kronik YYD’nin POMCARC dendritik igne sayisina etkisi

A) Kontrol grubuna ait POMC-GFP enfeksiyonlu somalarin ve dendritlerin 6. ay represantatif konfokal
mikroskopi gériintiisii (63X; Olgek gubugu: 200 um) B) Obez grubuna ait POMC-GFP enfeksiyonlu
somalarin ve dendritlerin 6. ay represantatif konfokal mikroskopi gériintiisii (63X). C) Post-obez grubuna
ait POMC-GFP enfeksiyonlu somalarin ve dendritlerin 6. Ay konfokal mikroskopi goriintiisii (63X). D)
POMC-GFP enfeksiyonlu somalarin dendritik igne sayis1 (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 sapmadir. Istatistiksel
analiz: Tek yonliit ANOV A ve Tukey'in ¢oklu karsilagtirma testi.
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Sekil 4.3. Kronik YYD’nin POMCARC - PVN projeksiyon sayisina etkisi

A) POMC-ARC néronlarindan PVN’e projeksiyon yapan aksonlarin 6. ay konfokal gériintiisii (63X; Olgek
gubugu: 200 um) B) POMC-GFP enfeksiyonlu somalardan PVN’e projekte eden akson sayisi (6.Ay
kontrol, obez ve post-obez; n=4 fare). Veriler ortalama + standart sapmadir. [statistiksel analiz: Tek yonlii

ANOVA ve Tukey'in ¢coklu karsilastirma testi.
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Sekil 4.4. Kronik YYD’nin POMC-ARC - LH projeksiyon sayisina etkisi

A) POMC-ARC néronlarindan LH’e projeksiyon yapan aksonlarin 6. ay konfokal goriintiisii (63X; Olgek
cubugu: 200 um). B) POMC-GFP enfeksiyonlu somalardan LH’e projekte eden akson sayis1 (6.Ay kontrol,
obez ve post-obez n=4 fare). Veriler ortalama =+ standart sapmadir. Istatistiksel analiz: Tek yonlii ANOVA

ve Tukey'in ¢oklu karsilagtirma testi.
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Sekil 4.5. Kronik YYD’nin POMC-ARC - BNST projeksiyon sayisina etKkisi

A) POMC-ARC noronlarindan BNST ye projeksiyon yapan aksonlarin 6. ay konfokal goriintiisii (63X
Olgek ¢ubugu: 200 um). B) POMC-GFP enfeksiyonlu somalardan BNST’ye projekte eden akson sayisi
(6.Ay kontrol, obez ve post-obez; n=4 fare). Veriler ortalama =+ standart sapmadir. Istatistiksel analiz: Tek

yonlii ANOV A ve Tukey'in ¢oklu karsilagtirma testi.

4.2. Yiiksek Yagh Diyetin POMC Néronlarimin Elektrofizyolojik Ozelliklerine
Etkisi

POMC-Cre farelerde ARC-POMC noronlar1 FLEX-GFP ile isaretlendi. ARC-POMC
noronlarindan gevsek baglanma (loose seal) teknigiyle hiicrelerde olusan aksiyon
potansiyel akimlarinin kaydi alindi. Leptinin POMC néronlarinda atesleme frekansini
arttirdign bilinmektedir'l. 3 ay boyunca standart diyet ile beslenen kontrol grubunda ve
YYD ile beslenen obez grubunda hiicre atim frekansinimn leptin ve salin varligindaki
atesleme frekanslar1 karsilastirildiginda, her iki grupta da leptin, ARC-POMC
noronlarinin atesleme frekansini arttirdi (Sekil 4.6). Bu bulgu 3 aylik yiiksek yagh diyet
tilketiminin, POMC né&ronlarinin leptine verdigi atesleme cevabimi degistirmedigini

gostermektedir.
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Sekil 4.6. Kronik YYD’nin POMC-ARC néronlarinin leptinle indiiklenmis frekansina etkisi A) Bir
POMC néronundan gevsek baglanma (loose seal) kaydini gdsteren temsili goriintii B) Temsili gevsek
baglanma kaydi, POMC eksprese eden hiicrelerin Leptin'e yama-kenetleme yoluyla elektriksel tepkisini
incelemek i¢in kullanildi. C-D) Popiilasyon kayitlarina gore 3 aylik standart diyet ve obez grup POMC-Cre
farelerde “cell attach” kayitlarimin frekans grafigi (n=3 fare). F-G) Post-obez ve obez grup POMC-Cre
farelerin ARC POMC néronlarindan alinan popiilasyon kayitlarina gore frekans grafigi (5 obez fare n=91,
2 post-obez fare n=32. Veriler ortalama + standart sapmadir. Istatistiksel analiz: bagimli Student’s t-testi

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

Leptinin postsinaptik akimlar iizerine olan diizenleyici etkisinin 3 ay YYD ile
beslenmeden etkilenip etkilenmedigini gormek i¢in kontrol ve obez grup hayvanlardan
tam yama kiskaci “whole cell” teknigi ile ARC POMC néronlaria gelen spontan uyarict
postsinaptik akim (SEPSC) ve spontan inhibe postsinaptik akim (sIPSC) kayitlar1 alindu.
3 ay standart ve yiiksek yagl diyet tliketen kontrol ve obez gruplarin POMC
noronlarindan alinan kayitlarda leptinin POMC noéronlarinda eksitator (uyarici) akimi her
iki grupta da anlaml1 derecede arttirdigi ve POMC ndronlarinin uyarilabilirligine pozitif
katki sagladigi gosterildi (Sekil 4.7.) Inhibitdr (baskilayici) akim iizerine leptin etkisi her
iki grupta da anlamli derecede azaldi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Kronik YYD’nin 3. ay sonunda kontrol ve obez gruplarda POMC-ARC néronlarina gelen
spontan uyarici ve inhibe edici akimlardaki leptin regiilasyonuna etkisi. A-B) Kontrol ve obez
hayvanlarda leptinin sEPSC frekansi iizerindeki etkileri. Kontrol (kontrol n=14 néron, leptin n=12 noron)
ve obez (kontrol n=15 néron, leptin n=18 néron) n=3 fare. C-D) Leptinin kontrol ve obez hayvanlarda
sEPSC frekansi iizerine etkileri. Kontrol (kontrol n=14 néron, leptin n=13 ndron) ve obez (kontrol ve leptin
n=9 ndron) n=3 fare. E-F) SIPSC ve SEPSC i¢in temsili gevsek baglanma kaydi. Veriler ortalama + standart
sapmadir. Istatistiksel analiz: : bagimli Student’s t-testi; *p<0,05 ve **p<0,01.

Altinc1 ay sonunda obez ve post-obez gruplarindan alinan elektrofizyoloji kayitlarinda
leptin hormon cevabi degerlendirildi. Leptin hormonu, hem obez hem de post-obez
gruplarda POMC noéron aksiyon postansiyel akimlarini degistirmedi (Sekil 4.6). Bu
gruplarda leptin, spontan uyarici ve inhibe edici post sinaptik akimlar iizerinde de etki
gostermedi (Sekil 4.8). Fakat anlamli olmasa da uyaric1 akimlarda post-obez grubunda
kontrol grubuna benzeyen bir artis ve inhibe edici akimlarda ise bir azalis goriildi. Bu
sonuglar POMC noronlarinin kronik yiiksek yagli diyete maruz kalmasi sonucu leptine
duyarsizlastigin1 ortaya koymaktadir. Ay sekilde post-obez gruplarda leptine cevabin

iyilesme siirecine benzer oldugu goriilmektedir.

34



6ay Bay Kontrol

4 4
z < ]
Q2 Q2 10 pA
7]
& 1 E 1 20 sec
L [ . o Leptin
0 i -
Kontrol Leptin Kontrol Leptin W
Obez Post-obez
5 pA
5 sec
¢ D F Kontrol
6ay 20 6ay
4 T
— N 15
E z
o 010
8 2 Q 10 A
e, L5 5 sec
w w = )
Leptin
) sl Lt ,
Kontrol Leptin Kantrol Leptin o r T_ T |lI . ' | |
Obez Post-obez |
IDpA|

10 sec

Sekil 4.8. Kronik YYD’nin 6.ay sonunda obez ve post-obez gruplarda POMCARC néronlarina gelen
spontan uyarici ve inhibe edici akimlardaki leptin regiilasyonuna etkisi A-B) Obez ve post-obez
gruplarda leptinin SEPSC frekansi {izerindeki etkileri. Obez (kontrol n=21 néron, leptin n=16 néron; 3 fare)
ve post-obez (kontrol n=4 néron, leptin n=9 néron; 2 fare) C-D) Obez ve post-obez grupta leptinin sSIPSC
frekans: lizerine etkileri. Obez (kontrol n=25 néron, leptin n=13 noron; n=3 fare ve post-obez (kontrol n=3
noron, leptin n=3 noron; 2 fare; E-F) SIPSC ve SEPSC i¢in temsili gevsek baglanma kaydi. Veriler ortalama

+ standart sapmadir. Istatistiksel analiz: bagimli Student’s t-testi.

4.3. Yiiksek Yagh Diyetin POMC Néron Davramssal Ozelliklerine Etkisi

Kemogenetik teknik olan diyazn edilmis reseptor aktivasyon (Designer Receptors
Exclusively Activated by Designer Drugs -DREADDs) metodu kullanilarak POMC
noronlarinin uyarilmasi gergeklestirildi. Literatiirde bilindigi gibi POMC néronlarinin
kemogenetik uyarilmas1 sonrasi farelerde besin tiiketim miktarlar1 anlamli derece azalir'®.
Sekil 4.9°da davranis deneyinin basamaklar1 sematik olarak gosterilmektedir. POMC-Cre
disi ve erkek farelerde, standart diyet tiikettiklerinde POMC aktivasyonunda
anoreksijenik yanit trettiler. Standart diyetle beslenen kontrol grubunun besin tiikketimi,

tiim deney zamanlarinda anlamli derecede azald1 (sekil 4.10).
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Sekil 4.9. Yeme davramsi deney programinin sematik gosterimi.
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Sekil 4.10. Kontrol grubu hayvanlarinin deney siiresi boyunca yem tiiketim grafigi. VVeriler ortalama

+ standart sapmadir. Istatistiksel analiz: bagimli Student’s t-test ; n=7 ; p<0.05 ve p<0.01.

Obez gruptaki farelerde, POMC néron aktivasyonu sonrasi besin alimini diistii (TO; sekil
4.11). Yagh diyet sonras1 gelisen adaptasyonlar sonucu, POMC néronlart CNO tepkisi
hizli gida alimint tetikledi (T1; sekil 4.11). POMC néron aktivasyonu kronik YYD
tilketimi sonrasinda besin alimini1 baskilayici roliinii, besin alimini arttirici olarak
degistirmis, fizyolojik dengeyi negatif enerji dengesi yoniinde kaydirmigtir. T2

zamaninda POMC aktivasyonu sonrast besin aliminda anlamli bir degisme olmadi.
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POMC noéronlart uyarilabilirliginin obez grupta T2 doéneminde diisiik oldugu c-Fos

boyamasindaki sonuglarla (sekil 4.17) desteklenmektedir.
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Sekil 4.11. Obez grubu hayvanlarin deney siiresi boyunca yem tiiketim grafigi. Veriler ortalama +

standart sapmadir. Istatistiksel analiz: bagimli Student’s t-test; n=13 ; ***p<0.001, ve ****p<0.0001.

POMC noron aktivasyonu, post-obez grubunda TO zamaninda besin alimin1 azaltt1 (sekil
4.12). Post-obez grup, diyet tipine bagli degisikliklerin kaliciliginin test edildigi gruptur.
T1 zamaninda 3 aylik siireyle YYD’e maruz kalan grupta besin alimi POMC
aktivasyonunda anlamli derecede artig gdsterdi. T2 zamaninda ayni1 hayvanlarin 3 aylik
siireyle standart diyet ile beslenmesi sonucu POMC aktivasyonu sonucu besin alimi
anlamli derecede azaldi (sekil 4.12). Davranis deney sonuglari arasindaki en carpici bulgu
obez ve kontrol grubun 6. ayda da bir 6nceki deneyde gosterdigi yaniti siirdiiriirken, post-
obez grup POMC aktivasyonunda 3.ayda gosterdigi oreksijenik yanittan uzaklasarak tam
tersi bir yanit géstermesidir. Bu bulgu post-obez grubundaki davranisin beslenme tipine
bagli oldugunu kanitlar niteliktedir. Diyet tipine bagl degisen davranigsal yanitin geri-
dondiiriilebildiginin gosterilmesi POMC ndéronlarmin fizyolojik 6zelliklerinin kalict

hasara ugramadigina isaret etmektedir.
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Sekil 4.12. Post-obez grubu hayvanlarin deney siiresi boyunca yem tiiketim grafigi. Veriler ortalama

+ standart sapmadir. Istatistiksel analiz: bagimh Student’s t-test; n=12 ; *p < 0.05, **p < 0.01 ve ****p <

0.0001.
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Sekil 4.13. Altinc1 ay sonunda tiim gruplarin cinsiyete gore yem tiiketim grafigi. A) Tim gruplardaki
disi farelerin diyet tiiketim grafigi (kontrol n=5, obez n=6, post-obez n=5 fare) B) Tiim gruplardaki erkek
farelerin diyet tiiketim grafigi (kontrol n=6, obez n=7, post-obez n=7) fare). Veriler ortalama + standart

sapmadir. Istatistiksel analiz: bagimli Student’s t-test. p<0,01.

4.4. Viicut Agirhk Takibi

Deney grubu fareler besin alimlariyla birlikte 6 ay boyunca haftalik viicut agirlig
takipleri yapildi. Gruplarin sonuglari analiz edildiginde obez ve post-obez grubun ilk 3 ay
YYD ile beslenirken viicut agirlig1 anlamli derecede artti. Son 3 ayda her iki grupta viicut
agirhigr azalirken kontrol grubu viicut agirhigi ortalamasi ayni kaldi. (Sekil 4.13). Cesitli
aragtirmalar, YYD’in farelerde hiperfajiye, hipertrigliseridemiye, hiperglisemiye veya
hiperinsiilinemiye neden olmadigini gdstermistir®38, Obez grupta 3 ay ile 6 ay aras1 elde
ettigimiz bulgularda POMC néronlarinda leptin direnci gelisti ve POMC néronlart CNO
ile uyarilabilirligini kaybetti. POMC-Cre farelerde gelisen metabolik degisikliklerin obez
ve post-obez gruplarda agirlik kaybina katkida bulunmus olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.14. Davranis grubu POMC-Cre farelerin zamana gore viicut agirhg grafikleri. A) Obez
grubun ortalama viicut agirhginin zamana ve besin tiiriine bagli degisim grafigi. B) Post-obez grubun
ortalama viicut agirliklarinin YYD ve standart yem tiiketim sirasindaki degisim grafigi. C) Kontrol, obez
ve post-obez gruplarin 24 hafta siiresince ortalama viicut agirligi grafigi. Veriler ortalama + standart

sapmadir. Istatistiksel analiz: Tek yonlii ANOVA ve Tukey'in coklu karsilastirma testi; ****p<0.0001.
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4.5. Kanda oél¢iilen parametreler

Tim gruplardan glikoz, leptin, kolestrerol, yiiksek (high density lipoprotein - HDL),
diisiik (low density lipoprotein - LDL) ve ¢ok diisiik (very low density lipoprotein -
VLDL) yogunluklu lipoprotein seviyeleri ve trigliserid 6lgtimleri yapildi.

4.5.1.Glikoz

ARC POMC noronlart kan glikoz degerlerinden etkilenir ve glikoz homeostazinda
dengeleyici rol oynar®. Diisiik kan glikoz degerleri POMC ARC néron atim sayisini
yiikseltirken, POMC ARC néronlarinin inhibe edilmesi kan glikoz seviyelerinde diisiise
sebep olur ve besin alimmi tetikler®. POMC néron aktivasyonunun hepatik
glikonegenezi belirli enzim aktivasyonlar: iizerinden aktive ettigi bilinmektedir®’. YYD
tiiketimi ise hepatik glikoz alimini arttirarak, laktat {iretimini arttirir ve bu mekanizma
karaciger kanserinin metabolik durumuna benzerlik gosterir®. Bu tezde YYD etkisindeki
POMC noéronlarinin aktivasyonu sonrasi kan glikoz degerlerine bakildi. Kan glikoz
degerleri, kontrol ve obez grubunda kan glikoz degerleri istatistiksel olarak farkli degildi.
Ancak post-obez grubunda ilk 3 ay siire zarfinda YYD ile beslenirken kan glikoz degeri
diismiis, ayn1 grup farelerde standart diyete gecisle birlikte kan glikoz degerleri
istatistiksel olarak artt1 (Sekil 4.15). Bu sonu¢ YYD’nin kan glikozunu diistirme etkisini

destekliyor olsa da ayni etki obez grupta goriilmedi.
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Sekil 4.15. Tiim gruplarda kan glikoz seviyeleri A-B) Obez ve post-obez gruplarinin zaman bagl kan
glikoz grafikleri. C) tiim gruplarin T1 ve T2 donemlerinde kan glikozu degisim grafigi (kontrol n=7, obez
n=8, post-obez n=7) Veriler ortalama =+ standart sapmadir. Istatistiksel analiz: Tek yonli ANOVA ve
Tukey'in ¢oklu karsilastirma testi; **p<0.001, ***p<0.0001.

4.5.2.Leptin

Gruplarin zamana ve diyet tiiriine bagli olarak degisen leptin seviyelerine bakildiginda,
standart diyetle beslenen farelerde zamana bagli leptin seviyesi degismedi. Obez ve post-
obez grubu farelerde zamana bagli olarak leptin seviyeleri anlamli artis goriilda (Sekil
4.16). Obez grubunda bu artis 6. aya dogru her 6l¢iimde anlamli derecede artti. Post-obez
grubunda leptin seviyesi ise ilk iki dl¢limde ayni kalan leptin seviyesi 6. ay verilerinde
anlamli derecede birden iki kat yiikselme gosterdi. Altinct ay sonunda tiim gruplarin
leptin seviyeleri (0.4ng/mL) ayniydi. Obez ve post-obez grubu 3. ay leptin seviyesi
(0.2ng/mL) kontrol grubunun yarisidir. YYD tiikketiminin bir sonucu olarak ele
alindiginda bu veri igin POMC néron aktivasyonu ile leptin seviyesi birlikte
degerlendirildiginde; kandaki yar1 yariya diisiik leptin seviyesi ve 3. ayda goriilen leptine
duyarsizlikla iligkilendirilebilir. Fakat 6. ay sonunda leptin seviyelerinin kontrol grubu
seviyelerine yiikselme sebebi ndronlarda ya da metabolik sistemde bir kompensasyon
mekanizmasinin devreye girmis olabilecegini diistindiirebilir. Post-obez grupta tek

degisken besin tipiyken T2 zamaninda kan leptin seviyesinin kontrolle ayni diizeye
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cikmasi, kan leptin seviyesi ve besin tipinin direkt iligkilendirilebilmesine olanak
sagliyor. Ek olarak obez ve post-obez gruplarda viicut agirligi da ayn1 zaman araliginda
(3. aydan 6. aya kadar) diisiis gostermistir. Leptin seviyesindeki bu artisa, besin alimini

regilile eden homeostatik ve hedonik noron aglarda meydana gelen degisikliklerin sebep

olmus olabilir.
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Sekil 4.16. Tiim gruplarda serum leptin seviyeleri A-B-C) Kontrol, obez ve post-obez gruplarinin zaman
bagli leptin grafikleri. D) Serum Leptin seviylerini 6l¢mek i¢in ELISA deneylerinde olusturulan standart
egri grafigi (kontrol n=7, obez n=8, post-obez n=7, Veriler ortalama + standart sapmadir. Istatistiksel analiz:
Tek yonliit ANOVA ve Tukey'in ¢oklu karsilagtirma testi; * p<0.05, ****p<0.0001).

4.5.3.Kolesterol

Uygulamis oldugumuz besin tiiriiniin cinsi ve uygulama siirelerinin farelerde olugturmasi
muhtemel metabolik degerlerindeki degisikliklerini daha da irdelemek icin kan

orneklerinden kolestrerol, HDL, LDL ve VLDL ve trigliserid degerleri dl¢iildi (Sekil

43



4.17). Altinct ay sonunda elde edilen bulgular, obez grupta kolesterol seviyesi ve HDL
kolesterol seviyeleri anlamli derecede artarken, ayni grup fareleri standart diyete maruz
birakildiginda ise kolesterol ve HDL kolesterol seviyeleri kontrol grubuna yaklasti.
Trigliserid ve VLDL seviyeleri kolesterol ile benzer bir grafik gosterse de gruplar
arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik yoktur. Serum LDL seviyeleri kontrol grubunda

diger gruplara kiyasla yliksek olsa da istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark

bulunamadi.
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Sekil 4.17. Altinc1 ay sonunda tiim gruplardan bakilan lipit sonuglari. A) Tiim gruplarin Kolesterol
sonug grafigi (kontrol n= 6, obez n= 8, post-obez n=6 fare) B) Tiim gruplarin HDL Kolesterol sonug grafigi.
C) Trigliserid sonug grafigi. D) LDL Kolesterol sonug grafigi. E) VLDL sonug grafigi (kontrol n=7, obez
n=8, post-obez n=7, Tek yonli ANOVA ve ardindan Tukey'in ¢oklu karsilastirma testi; *p<0.05,
**p<0.001.
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4.6. Immiinohistokimyasal c-Fos boyamasi

POMC noéronlarinin enjeksiyon ve c-Fos immiinohistokimyasal boyamasi sonrasi
goriintiisti sekil 4.18'dedir. Gruplar aras1 CFOS / hM3D oran grafigi enfeksiyon miktarini
tiim hayvanlar i¢in normalize etmekte kullanildi. Aktivasyon miktarinin POMC néron
yogunluguna orani obez grupta kontrol gruba gore anlamli derece azalmistir. Post-obez
grup ise kontrol grubuyla istatistiksel olarak farksizdir. Diyet degisikligi sonucu bu farkin

kapandig1 sOylenebilir.

) Pz Tt <K ],
— —

T L

-
i

Konu"ol Ob'oz Post'-oboz

Sekil 4.18. YYD'nin POMCnoéron aktivitesi iizerindeki etkisi A) ARC intrakraniyal AAV-hM3D-
mCherry enjeksiyon sematik goriintiisii B) AAV-FLEX-hM3D ile enfekte olmus POMC noéronlarinin c-
Fos immunohistokimyasal boyanmis temsili konfokal mikroskopi gériintiisii.(63X; Olgek cubugu: 50um.)
C) ARC'deki c-Fos-pozitif hiicrelerin sayisinin hM3D ile enfekte olmus POMC hiicrelerine orani (kontrol
n =8, obez n =15, obez sonras1 n =12 fare).Veriler ortalama + standart sapmadur. Istatistiksel analiz: Tek

yonlii ANOVA ve ardindan Tukey'in ¢oklu karsilastirma testi; *p <0,05.
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5. TARTISMA

Bu tezde homeostatik anoreksijenik etkiden sorumlu ARC’de POMC néronlarinda diyete
bagli degisiklikler arastirilmistir. ARC-POMC néronlari, BNST, LH ve PVN bdlgelerine
projeksiyon yapar . Calismamizda POMC-Cre fareler farkli siireler boyunca (3-6 ay)
YYD’ye maruz birakilmis ve deney siiresinin bitiminde ARC POMC néronlarimin LH,
PVN ve BNST bolgelerine yapmis oldugu aksonal projeksiyonlar ve dendritik igne
sayilarinin morfolojisi konfakal mikroskobunda incelenmistir. Daha oOnce yapilan
calismalarda YYD maruziyetinden kaynaklanan reaktif astrogliosisin POMC hiicre
govdelerindeki toplam sinaptik girdi sayismi azaltigi  gosterilmistir®®. Bizim
calismamizda bu bulgularin aksine YYD ile beslenen POMC-Cre farelerde dendritik
sonlarin sayisinda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Calismamizin
sonuglarina gore uzun siireli YYD ile beslenme, ARC’deki POMC néronlarinin enerji
metabolizmasinda kritik Oneme sahip olan bu bolgelere yapmis oldugu aksonal

projeksiyon yogunlugunu degistirmemektedir.

Leptin, melanokortin sistemindeki ARC-POMC noéronlarinin aktive edilmesinde rol
oynarl, POMC néronlarmin temel elektrofizyolojik dzellikleri ve leptin ile uyarilabilen
POMC-ARC néronlarmin oran1 (%25) erkek ve disi farelerde benzerdir®. Kronik YYD
tiketimi, POMC noéronlarinda leptin uyarilarina yanit verme yetenegini ortadan
kaldirmistir®. Bir baska calismada leptin direncinin hem kisa siireli (6 giin)'* hem de
uzun siireli (12 hafta) YYD ile beslenen farelerde gelistigi gosterilmistir. Uzun siire YYD
sonrast ARC POMC noéronlarinin elektrofizyolojik aktiviteleri ilk kez bu g¢alismada
incelendi. Leptin duyarliliginin kaybi1 kisa siireli YYD tiiketimini takiben bozulan
kalsiyum dengesi ile iliskilendirilmistir!®. Bu tezde 6 ay boyunca YYD ile beslenen,
obesite gelismis farelerden olusan obez grup ile 3 ay YYD, son 3 ay standart yemle
beslenen post-obez grubu farelerde POMC noéronlarinin leptin hormonuna verilen
hiicresel cevap elektrofizyoloji grubunda karsilastirmali olarak incelendi. Calismamizin
sonuglaria goére obez grubun POMC néronlarinin leptine cevabi 12. haftada devam
ederken 24. haftada bu cevap kaybolmaktadir. Post-obez grubunda 24. Haftada POMC
noronlar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda leptin varliginda anlamli bir artig

gostermemistir.

Leptinin POMC néronun tizerindeki post-sinaptik akimlardaki diizenleyici etkisi, POMC

noronlarinin aktivasyonunda rol alir, POMCARC néronlarina gelen inhibitor postsinaptik
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akimlarin (IPSC) siklig1 ve genliginin 3 giinliik kisa siireli YYD ile beslenme sonucunda

arttig1 gosterilmistir®’.

Bu projede, bu bulguyla paralel olarak uzun dénem YYD
tiketiminde de leptin hormonu POMC néronlarina gelen uyarict post sinaptik akim
frekansini artirirken, inhibe post sinaptik akim frekansini diistirdiigii gosterildi. Ancak bu
farelerden alinan post-sinaptik akimlar kontrol grubuna farelerden alinan post-sinaptik
akimlarla benzerlik gostermektedir. Elde etmis oldugumuz verilere bakildiginda post-
obez grubunda uygulamis oldugumuz ii¢ aylik standart diyete doniis protokolii POMC
noronlarinda leptin hormonuna kars1 olusturulan direncte tek basina iyilestirici bir etki

gostermedigi yorumu yapilabilir. Alinan sonugtaki iyilesme trendini geciktiren unsur hem

somatik hem inflamasyon sebepli olabilir.

Son yillarda kesfedilen POMC néronlarmin heterojen yapisi, kurulacak hipotezlerin
belirli bir reseptorii tasiyan noron alt popiilasyonlar1 iizerine ya da belirli
norotrasnmitterlerin salinimi iizerinden olusturulan noéron alt gruplarini hedeflemeyi
gerekli kildi. Bu tezde kullanilan fare modelinde tanimlanan tim alt POMC
poplilasyonlar1 ayn1 anda uyarildigi icin iretilen sonuglar spesifik hangi alt-
popiilasyondan toplandi belirlenememistir. Fakat POMC-Cre fare modeliyle iliskili
sinirlamalara ragmen?t®t%2, bu tez ¢alismast POMC néronlarmin YYD maruziyeti ile
kronik aktivasyonunun tiim alt popiilasyonlardaki adaptasyonlar sonucunda oreksijenik

davranisa yol agtigini1 orataya koymustur.

POMC néronlarinin heterojen yapist ve cinsiyete dayali farkli hormonal ve metabolik
diizenlemeleri, belirlenen bulgularin cinsiyete 6zgii test edilmesini gerektirir’. 5-HT2CR
iceren ARC POMC alt popiilasyonunun sadece erkek farelerde tiim viicut enerji
dengesini, viicut agirligim ve yaglanmay: diizenlemek igin yeterli oldugu gosterildi®.
Kronik YYD’nin neden oldugu oreksijenik davranis ve bu davranisin post-obez grupta

ortadan kaybolmasi, her iki cinsiyette de gozlendi.

POMC néronlaridaki CBIR aktivasyonu gida alimini artirir 4. YYD nin neden oldugu
leptin direnci, periferik CB1R blokaj1 yoluyla tersine cevrilebilir®®. Bu calismalar 1s131nda
CBI1R tagtyan POMC néronlarinin aktivasyonu agirt yemeye sebep olurken, inhibisyonu
leptin direncine ¢6ziim olabiliyorsa homeostatik beslenme diizenlenmesinde her ikisinin
de birlikte dengede kalmasinin 6nemli oldugu sdylenebilir. YYD’ye kronik maruz

kalmanin POMC néron alt popiilasyonlarindaki dengeyi degistirmis olabilecegi ileri
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stiriilebilir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen en 6nemli verilerden biri de kronik YYD’in

neden oldugu beslenme davranisinin uzun vadede geri dondiiriilebilir oldugudur.

Klasik leptin-melanokortin modelinin aksine, POMCARC LEPR(+) néronlarinin
homeostatik gida alimiyla iliskili olmadigi ancak glikoz homeostazisinin
diizenlenmesinde rol oynadig1 kesin olarak tespit edilmistir®. Faelerde YYD ile uzun
siireli beslenmenin hiperfajiye, viicut agirligi artisina yol agtigi, yag birikimini
indiikledigi, ve kan glikoz ve insiilin diizeylerini artirdig1 gosterilmistir’*"3. Aksine
calismamizin sonuglar1 24 hafta boyunca YYD ile beslenen grup ile kontrol grubu
arasinda kan sekeri seviyelerinde anlamli bir fark olmadigini ortaya koydu. Bununla
birlikte, ortaya ¢ikan kanitlar POMC ndéronlarinin oldukg¢a heterojen oldugunu ve diger

ndron alt tiplerinin metabolik stres altinda islevlerini iistlenebilecegini gdstermektedir’.

YYD tiiketiminin en belirgin sonuglar1 olarak agirlik artis1 ve ylikselen leptin diizeyleri
dikkat ¢ekmektedir %.Bu tezde, literatiire bilgilerine benzer olarak obez grupta serum
leptin seviyesi, HDL ve kolesterol seviyesi anlamli derecede artti. Kontrol grubunda
leptin seviyesi degisiklik gdstermezken, post-obez grubunda serum leptin seviyesi zaman
icinde (3-6 ay) anlamli derecede artis gosterdi. YYD tiiketen obez ve post-obez
gruplarinda viicut agirligi kaybi oldu. Yapilan bazi ¢aligmalarda YYD beslenen farelerde
hiperfaji, hipertrigliserolemi, hiperglisemi veya hiperinsiilinemiye neden olmadig:
gosterilmistir 8# Kronik yagl beslenmeden kaynaklanan metabolik degisikliklerin obez
ve obez sonrasi gruplarda viicut agirhiginda diisiise katkida bulunmus olabilecegi
diisiiniilmektedir. POMC noronlarindaki heterojenlik, uzun siireli YYD tiiketimi
baglaminda da karmasik sonuglar dogurur’3*. Calismamizin sonuglar1 kronik beslenme
degisikliklerini takiben POMC noron davranisindaki degisikliklerin normal kalori ve yag

igerigine doniisle diizeltilebilecegini, ancak bu leptinle iliskili olmadigin1 gostermektedir.

C-Fos noron aktivasyonunun erken bir belirteci olarak kabul gérmektedir. Kisa siire
icinde norondan salgilanir ve aktif ndronlar1 goriintiileyebilmek icin yeterlidir. C-Fos
boyamasinin degerlendirilmesinde unutulmamasi1 gereken konu aktif noronlar sadece
POMC ndron aktivasyonu sebepli olmayabilir, beyindeki total aktivasyonun bir
goriintiistidiir. Bu sebeple analiz yaparken aktif tiim noron sayimi (c-Fos-yesil), enfekte
noron sayisina (kirmizi-hM3D-mCherry) béliindii. Boylece veriler davranis deneyi
sirasinda POMC aktivasyonuna bagli ARC aktivasyonunda POMC nin rolii hakkinda bize
bagil bir deger vermistir. ARC-POMC ndronlarina direkt inhibe edici etkisi oldugu
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bilinen ARC-PNOC néronlarinin sadece 3 giin siireli YYD tiiketimi sonrasi aktive oldugu
FOS mRNA seviyesinde gosterilmistir'’. Bu tezde kontrol grubunun CNO sonras1-cCFOS
pozitif noron/hM3D enfekte POMC néron orani, obez gruptan anlamli derecede yiiksek
bulundu. Yirmi dort haftalik POMC néron aktivasyonunun Y'Y D sonrasi aktivasyonunun

diistiigii ve post-obez grupta aktivasyonun geri kazanildigi gosterilmistir.

Davranis deneylerinde obez grup-oreksijenik yanitinin, daha az POMC noron
aktivasyonunun hedef bolgelerde yeterli aksonal uyar1 yogunluguna ulasamamasindan
kaynaklandig1 ya da kismen bu cevapta etkili oldugu ileri siiriilebilir. YYD, leptine
geligsen cevapsizlik ve davranisin degismesiyle POMC noéronlarinin hem uyarilabilirligini
hem de (alinan davranis sonucglarima dayanarak) tiim sistemdeki etki degerini
degistirmistir. Post-obez grubu ve kontrol grubu arasinda anlamli bir degisiklik olmamasi
ise bu etki kaybinin standart diyet tiiketimine gecilerek geri g¢evrilebilecegini
gostermektedir. Kronik YYD tiiketimi sonucu fizyolojik ve molekiiler yolaklarda
meydana gelen degisikliklerin de tezdeki bulgular desteklemis oldugu unutulmamalidir.
Fizyolojik sistemlerde yapilan tek bir degisikligin (bu tezde besin tipidir) bir ¢ok sistemik
sonucu olabilir. POMC néronlarinda olabilecek popiilasyonel dengesizlikleri, sistemlerin
plastisitesini ve diizenleyicilerini arastirmak, obezite gibi metabolik hastaliklarla

miicadelede uygulanabilir bir yaklagim olabilir.
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