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1. OZET

BEYIN SAPI ve HIPOTALAMUS ARASINDAKI KATEKOLAMINERJIK
BAGLANTININ DAVRANISSAL ROLUNUN iNCELENMESI

Besin alim1 hayatta kalmak igin kritik bir 6nem tasimaktadir. Ancak beslenme
miktar1 ve beslenme zamanmin fizyolojik dengelere uygun olmayisi bir takim
olumsuz etkilere yol acabilmektedir. Yemek yeme arzusunun Kkalori
gereksiniminden, lezzetli yiyeceklerin goriiniisiine, gunin saatinden, sosyal
yasamdaki olaylar ve duygudurum ile ilgili baglamlara kadar birgok nedeni
olabilmektedir. Bu sebeple istahi1 diizenleyen sinir devrelerini ve bu devreler
igerisinde ¢alisan sinaptik mekanizmalar1 anlamak viicut homeostazinin
korunmasinda 6nemlidir. Yapilan bu c¢alismada, beyin sapinda bulunan Tirozin
hidroksilaz ifade eden noéronlarin yogun oldugu Nikleus Traktus Solitarius (NTS)
bolgesinin, vucudun i¢ dengesinin dizenlenmesinden sorumlu olan hipotalamus
bolgesinde bulunan Paraventrikiiler ¢ekirdegin (PVN) iizerindeki beslenme ve stres
davranigina olan etkisi incelenmistir. Paraventrikiler boélgesinin, nukleus traktus
solitarius bolgesinden katekolaminerjik projeksiyonlar morfolojik olarak karakterize
edilip, yogun bir sekilde afferent ndronal sinyaller aldigi bulunmustur. Beyin sap1
terminallerinden gelen bu bilginin hipotalamus Uzerinde etkisinin tam olarak ne
oldugunun hiicre tipi spesifik yeni bir noérostimiilasyon teknigi olan optogenetik
metodla analiz edilmesi arastirmamizin odak noktasini olusturmaktadir. Bunun igin
TH (Tirozin hidroksilaz) transgenik fare gruplarinda optogenetik teknik kullanilarak
NTS’den PVN’e gelen katekolaminerjik projeksiyonlar uyarilarak davranis kayitlari
alimmistir.  Bu baglantilardan PVN’e odaklanilarak NTS’den PVN’e gelen
katekolaminerjik projeksiyonlarin nérepinefrin salgilamasiyla besin alimini artici etki
olusturduklart tesbit edilmistir. Calismanin diger bir kolunda ise ilgili bolgedeki
norepinefrin saliniminin stres iizerinde olan etkisi incelenmistir. Yapilan stres testleri
sonucuyla da stresle ilgili bir baglantisinin olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu ¢alismayla
NTS terminallerinden gelen bilginin paraventrikiller hipotalamus Uzerinde
oreksijenik bir etkisinin oldugu, bununla birlikte stres yolaklariyla da muhtemel bir

baglantisi olabilecegine dair 6nemli bulgular elde edilmistir.



Anahtar kelimeler: Hipotalamus, Optogenetik, Nikleus Traktus Solitarius,
Paraventrikiler Nukleus, Stres, Besin Alimi



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE BEHAVIORAL ROLE OF
CATHOLOLAMINERGIC CONNECTION BETWEEN BRAIN STEM AND
HYPOTALAMUS

Food intake is critical to survival. However, the amount of nutrition and the non-
compliance of the feeding time with physiological balances can lead to some
negative effects. The desire to eat can have many causes, from the caloric
requirement to the appearance of delicious food, the time of day, to the contexts of
events and moods in social life. For this reason, it is important to understand the
nerve circuits that regulate appetite and the synaptic mechanisms that work in these
circuits in maintaining body homeostasis. In this study, the effect of the Nucleus
Tractus Solitarius (NTS) region in which the tyrosine hydroxylase expressing
neurons in the brainstem is concentrated on the nutrition and stress behavior on the
Paraventricular nucleus (PVN), which is responsible for the regulation of the internal
balance of the body, was examined. Catecholaminergic projections of the
paraventricular region from the nucleus tract solitarius were morphologically
characterized and received intense afferent neuronal signals. The focus of our
research is to analyze the exact effect of this information from the brain stem
terminals on the hypothalamus by optogenetic method, a new cell-type specific
neurostimulation technique. For this, behavioral recordings were obtained by
stimulating catecholaminergic projections from NTS to PVN using optogenetic
technique in TH (Tyrosine hydroxylase) transgenic mouse groups. From these
connections, focusing on PVN, catecholaminergic projections from NTS to PVN
have been found to increase nutrient uptake by secretion of neuropinephrine. In
another arm of the study, the effect of neurrepinephrine release on stress was
investigated. As a result of the stress tests, it was thought that there might be a
connection about stress. In this study, it has been shown that the information from
the NTS terminals has an orexigenic effect on the paraventricular hypothalamus, but
may also have a possible correlation with the stress pathways.



Key words: Hypothalamus, Optogenetics, Nucleus Tractus Solitarius,
Paraventricular Nucleus, Anxiety, Food intake



3. GIRIS ve AMAC

Enerji dengesi, cevresel sinyalleri siirekli izleyen 6zel merkezi devreler tarafindan
siki bir sekilde duzenlenmektedir. Son yillarda kesfedilen beyin bolgesi ve bu
bolgelerde bulunan hiicre tipi sayisindaki artis bir fonksiyonun arka planinda hangi
noronal dongiilerin nasil islendigi konusunda daha ayrintili bilgiler edinmemizi
saglamistir. Bu durum aglik ve toklugu kontrol eden sinyallerin arkasindaki noronal
mekanizmalarin da kesfine yol agmistir (1). Bu aclik ve tokluk sinyallerindeki
bozulmalar obezite gibi beslenme bozukluklar1 yanisira bir ¢gok metabolik hastalik ile
de iliskili olmasi agisindan 6nem arzetmektedir (2).

Beynin hipotalamus bolgesi beslenme ve enerji dengesinin kontrol edildigi
Ozellesmis sinir aglarimi barindirmaktadir. Hipotalamus, yasamimizi siirdiirmemiz
icin gerekli sinyallerin kontrol edildigi bir merkezdir. Yapilan arastirmalarda
hipotalamus cekirdeklerinden arkuat ¢ekirdek (ARC) ve beyin sapinda bulunan
Nikleus Traktus Solitarius (NTS) enerji dengesi ile iligkili sinyalleri alarak yiyecek
arama ve tuketimini duzenleyen iki 6nemli beyin alani olarak gosterilmistir (3).
Beyin sapina gelen bilgiler hipotalamusta degerlendirilip olusan cevap dUretillen
hormonlar ile viicuda iletilir (4). Hipotalamustaki bu hormonlarin diizenlenmesinde
etkili muhtemel yolaklardan biri de katekolaminlerjik yolaklardir. Beyindeki
katekolaminerjik yolaklarin belirlenmesinde katekolamin salinimindan sorumlu olan
tirozin hidoksilaz enzimi 6nemli bir rol oynar. TH enzimi ile belirlenmis katekolamin
yogunlagmasinin oldugu bolgelerden biri olan ARC’te katekolamin saliniminin besin
alimin arttirici etkisi gosterilmistir (5)(6).

Son yillarda periferden gelen sinyalleri toplayan NTS ve besin aliminin
regulasyonundan sorumlu hipotalamus bdolgelerinin arasinda farkli hicre tiplerine
gore ortaya cikan farkli davranigsal baglantilarin olabilecegine yonelik ¢aligmalar
mevcuttur (7). Beslenme regiilasyonun ana diizenleyicilerinden ARC besin alimini
artirict ya da azaltici yonde iglev gosterirken, NTS’in vagal tokluk sinyali yollayarak
beslenmeyi durdurucu yonde etki gosterdigi bilinmektedir (3). Yapilan caligmalar
NTS’den hipotalamusa ulasan hormonal ve ndronal baglantilarin olduk¢a az bir

kismin oreksijenik oldugunu ortaya koymaktadir (5)(8).



Yeni bir teknik olan optogenetik uyarim sayesinde, tek bir hucre grubunun
organizmanin davranigsini ve fizyolojisini nasil etkiledigini belirlemek artik
mimkunddr. Bu teknik ile tirozin hidroksilaz néronlarinin islevsel ve baglantisal
Ozellikleri bulunarak paraventrikiler hipotalamus ve nikleus traktus solitarius
bolgesi arasindaki katekolaminerjik baglantida agiklanmamayan bilgi bosluklarinin

kapsamli bir sekilde analiz edilmesi amaglanmaktadir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1.  Beslenme Davranisimin Fizyolojisi

Homeostas, viicudumuzda alinan enerjinin harcanan enerjiye esit oldugu bir denge
durumudur. Viicudumuz canliligini bu i¢ denge sayesinde devam ettirmektedir. Bu i¢
dengenin bozulmasi bir ¢ok sistemde negatif etkiler ortaya ¢ikarip patolojik siireclere
yol agmaktadir. Viicut agirligimin saglikli sinirlar iginde tutulmasi da bu denge
halinin surddrilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Saglikli bir insanda alinan
enerji harcanan enerjiye esittir ve denge durumundadir. Ancak besin aliminin
azalmasi viicut agirliginin azalmasina, besin aliminin artmasi viicut agirhiginda bir
artisa yol agar (9). Viicut agirligmmin artist basta obezite olmak Uzere bir ¢ok
metabolik, kardiyovaskiiler ve endokrin hastaligin ortaya ¢ikmasina sebep olur (10).
Bu nedenle besin alimindaki enerji dengesinin korunumasi saglikli bir yasam igin
kritik ©6neme sahiptir. Yapilan bircok c¢alisma bu dengenin saglanmasinda
hipotalamusta bulunan ac¢lik ve tokluktan sorumlu néron gruplarinin 6nemini ortaya

koymaktadir (9).

Hipotalamus, periferik organlardan sirekli sinyal alarak besin alimi davranisini
duzenler ve metabolizma hizina gore bir cevap olusturarak yasamin devamliligi igin
gerekli fonksiyonlar1 yonetir. Hipotalamusa gastrointestinal sistemden gelen bu
besinle iligkili fizyolojik sinyallerin birlesimi besin alimin kontroliinde 6nemlidir.
Tokluk durumunda yag dokusundan salgilanan leptin homonu besin aliminin
inhibisyonunu saglarken, aglik durumunda mideden salgilanan ghrelin hormonunu
aclik hissine yol agmak suretiyle besin alimini artirir (11). Hipotalamus bu fizyolojik
degisimlerin  yonetiminden sorumlu ¢ekirdekler barindirmaktadir. Lateral
hipotalamik ¢ekirdeklerinin uyarimi besin aliminda artisa yol acarken, ventromediyal
cekirdeginin uyariminin beslenme davranigini azalttigr bilinmektedir. Bu sebeple
lateral ¢ekirdek aglik merkezi olarak, ventromediyal cekirdek ise tokluk merkezi
olarak gorev alir (12). Bu iki merkez sekonder projeksiyon merkezleri olarak
adlandirilir ve her ikisi de besin aliminin ana diizenleyicisi olan Arkuat ¢ekirdekteki

Agouti-iligkili peptid (AgRP) ve Proopiomelanocortin  (POMC) salgilayan



noronlardan aktive edici ve inhibe edici sinyaller almaktadir (2). Ayrica
hipotalamusta bu merkezlerin disinda paraventrikiiler ve dorsomediyal ¢ekirdeklerin
de besin aliminda gorevleri vardir. Yapilan ¢alismalar dorsomediyal ¢ekirdegin besin
aliminda azalmaya (13) paraventrikiler cekirdegin ise besin aliminda artisa (14)

neden oldugunu gostermektedir.

Sindirilen gidalarla ilgili bilgiler mide ve ince bagirsaktan salgilanan kolesistokinin
(CCK) ve serotonin (5HT) hormonun vagus sinirinin afferent yolunu uyarmasi ile
arka beyin bolgesine iletilmektedir. Arka beyin bolgesinde bulunan Nukleus Traktus
Solitarius ¢ekirdegi vagus sinirinden gelen bu uyariy1 alan merkezlerden birisidir
(15). NTS’un vagus siniri tarafindan uyarilmasi CCK, gama aminobdtirik asit
(GABA) ve norepinefrin gibi bircok nérotransmitteri serbest birakmak sureti ile
besin alimimin baskilanmasi ile sonuglanir (16). Yapilan son g¢alismalar NTS de
bulunan CCK noéronlarinin beslenmeyi baskilayict etkisini PVN’deki melanokortin-4
reseptéril (MC4R) barindiran noronlar araciligiyla sagladigi bilinmektedir (17). Ayni
zamanda PVN’de yapilan ¢alismalarda da bu bdlgeye enjekte edilen nérepinefrinin
besin aliminda artisa yol actigi belirtilmistir (18). NTS’deki norepinefrin sentezleyen
noronlarin anoreksijenik bir etkisi oldugu bilinmektedir. NTS’den Parabrakial
Nikleusa (PBN) olan ndrepinefrin projeksiyonlarin uyarilmasinda da anoreksijenik

bir etki ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (19).
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lonofropic
Glutamate-R

Sekil 4.1.1. Yeme davranisini kontrol eden mekanizmanin sematik gosterimi



4.2.  Stres ve Anksiyete

Besin alimi sadece viicudun enerji regiilasyonu ile ilgili olmayip bir¢ok
psikolojik durum degisiklikleri ile de iligkili siiregleri yonetmektedir (20). Beslenme
reglilasyonu iizerine yapilan noral dongii caligmalari beslenmeyi ydneten sinir
hiicresi baglantilarininin ayn1 zamanda bir takim sterotipik davranig degisiklikleri ile
de iliskili oldugunu gostermektedir (21). Yine bazi ¢alismalar bu dongiileri kognitif
stireglerle de iliski i¢inde ¢alistigini ortaya koymaktadir (22). Lokomotor aktivite
degisiklikleride beslenme ile iligkili goriilen davranigsal degisiklikler arasindadir
(23). Buradan da anlagilacagi gibi besin alimi ile ilgili siireglerde sadece aglik ve
tokluga bagli metabolik ve yeme davranisi ile ilgili degisiklikler degil bir c¢ok
davranigsal sonuclar tetikleyen stiregler islemektedir. Beslenme ile iliskili bu
davranigsal degisikliklerden biri de stres ve anksiyetik etkilerdir. A¢ligin anksiyeteyi
tetikledigi uzun zamandir gézlemlenen bir bulgudur (24). Bununla birlikte hayatta
kalim i¢in bu kadar 6nemli bir faktor olan besin aliminin diizenlenmesinin bir takim
tesvik edici psikolojik siireclerle desteklenmis olmasi da manidardir (25). Yapilan
birgok calisma beslenmenin anksiyete ile iligkisini ortaya koymaktadir (26). Stres
viicudumuzda belli basli noéroendokrin sistemler tarafindan yonetilen fizyolojik bir
srectir. Stresin vicudumuzdaki yonetim sistemi 6zellikle hipotalamus-hipofiz ve
adrenal medulla tiizerinden isleyen bir noroendokrin yolakla yonetilmektedir.
Hipotalamusta salgilanan salgilatict hormonlar temel olarak hipofiz bezinde uyarici
hormonlarin kana gegisini saglayarak periferdeki hedef endokrin bezlerin yonetimi
saglamaktadir. Paraventrikiiler ¢ekirdegin uyarisi ile salgilanan bir hipotalamik
hormon olan kortikotropin serbestlestirici hormon (CRH) hipofiz bezinden
adrenokortikotropik  hormon (ACTH) salimimmi saglayarak adrenal bezin
medullasinda yerlesmis bulunan bezlerin uyarilmasi ile kortizol salinimini

desteklemektedir (27).

Stres hormonu olarak da bilinen kortizol viicudun zorlu stres kosullar1 ile
mucadele edebilmesi igin bir takim diizenlemeler yapar. Kortizolun kisa siireli
salmim1 viicuttaki kisa stireli homestatik bozukluklarin giderilmesinde etkili iken

kronik salinimi strese bagli ortaya ¢ikan bir ¢ok hastaligin mekanizmasini olusturur.



Bobrek iistii bezinden salgilanan kortizol etkisini viicudun c¢esitli bolgelerinde
dagilmis olan glukokortikoid reseptorleri (GR) vasitasiyla gosterir. GR’ler periferik
ve merkezi organlarda yaygin bir sekilde yerlesmistir. Boylece kortizolun
karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasindan, immun fonksiyonuna, davranigsal
etkilerinden kardiyovaskuler etkilerine kadar bircok sistemi kapsayan etkileri
GR’lerin yaygin yerlesimi sayesinde mimkin olmaktadir (28). Glukokortikoid
reseptorlerin yogun bulundugu bdlgelerden birisi de NTS dir. Yapilan ¢alismalar
NTS’de glukoid reseptér tasiyan hiicrelerin adrenerjik hiicrelerle korelasyon
gosterdigini ortaya koymaktadir (29). NTS’in stres ile iligkisi bilinmekle beraber

kortizol reseptorii tasiyan bu katekolaminerjik néronlarin etkisi bilinmemektedir.
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Sekil 4.2.1. Hipotalamusda bulunan paraventrikiiler ¢cekirdegin uyarimi ile stres
tizerinde olusan etkinin sematik gosterimi (30)

Katekolaminler ise adrenal medulla ve beyin dokusunda sempatik sinir uglarindan
tiroksin hidroksilaz enzimi sayesinde salgilanir. Katekolamin ailesi ii¢ ¢esit olup
bunlar; dopamin, noradrenalin (Norepinefrin) ve adrenalin  (Epinefrin)’dir.
Katekolaminlerin salgilanma miktar1 ait oldugu reseptor ailelerine baglanarak,
hipoglisemi, miyokard infakt1 ve egzersiz gibi stres altinda oldugu durumlarda artig
gosterir. Noroepinefrin sempatik néronlardan salgilanan énemli bir hormondur. Bu

hormon tirozin adli aminoasittin 6nce DOPA, dekarboksilaz enzimi ile dopamine ve
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daha sonra dopamin B-hidroksilaz enzimiyle norepinefrine katalizlenmesi ile elde
edilir (31).

Bu c¢alismanin odak noktast beyin sapi1 ¢ekirdeklerinden biri olan NTS’in
hipotalamusa projeksiyon yaptigi bilinen katekolaminerjik ndronlarin besin alimi,

stres ve anksiyete ile iligkili fonksiyonlardaki etkisini gostermektir.

4.3.  Beyin Sapmin Fonksiyonel Anatomisi

Beyin sapu, igerisinde kraniyal sinirlerin ¢ekirdeklerini barindiran énemli bir merkezi
sinir sistemi bolgesidir. Mesencephalon, pons ve medulla oblangata olmak Uzere ¢
bolimden olusur. Truncus cerebri veya beyin raki olarak da adlandirilir. Embriyonel
gelisim sirasinda hemisferlerin fazla biiyiimeleri sayesinde gizlenmis sekilde yer
almaktadir. Diencephalona rostral, medulla spinalisenin ise kaudal olarak uzantisi
vardir. Ust ve alt sinir sistemini merkezlerini birbirine baglar. Bu sayede koku
haricinde periferden gelen biitiin duyularin ve perifere giden biitiin talimatlarin gegis
noktasindadir. (32).

Dort haftasini tamamlamis bir embriyoda iki temel yapi halinde bulunur. Bunlar;
Metencephalon (pons, cerebellum) ve Myelencephalon (medulla oblongata)’dir.
Arka beyin yap1 olarak omuriligin beynin igerisine girmis hali gibidir. Genel olarak
cogu cranial sinirlerin beyin sapiyla baglantis1 vardir ve bu sinirlere ait ¢ekirdekler
de bu kisimda bulunmaktadir (33).

11
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Sekil 4.3.1. Beyin sapinin 6n yiizden goriiniimii (34)

4.3.1. Orta beyin ( Mesencephalon)

Mesencephalon arkada cerebellum, asagida pons ve yukarisinda diencephalonu
bulunduran yaklasik 2 cm uzunlugunda olan bir bolgedir. Mesencephalon enine iki
yaridan olusur. Ugiincii ventrikiiliin devami olan aquaeductus cerebrinin iki yaninda
uzanan mesencephalon tabakali bir yapiya sahiptir. On tabakada iist ve alt merkezleri
baglayan gérme ile iliskili yolaklarla da baglant1 i¢inde ¢alisan crus cerebri ile arka
kisimda biiyiik oranda retikiiler formasyon islevlerinden sorumlu tegmentum denilen
tabakalar bulunur. Aquaeductus cerebrinin arkasinda ise tectum adi verilen bolgede

eden dort adet colliculus yer alir (35).
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Resim 4.3.1.1. Orta beyinin enine Kkesiti (36)

4.3.2. Pons

Ust kisminda mesencephalondan baslayip alt kisimda medulla oblongataya uzanan
2,5 cm boyunda beyin sap1 kismidir. Bu beyin boliimii cerebellum ile beyin sap1
arasindaki baglantida koprii gorevi gordiigii icin Latincede de kdpri anlamina gelen
pons ismi verilmistir. Yani beyine gelen ve ¢ikan sinyalleri hem alir hem de dagitir
(37). On yiiziiniin orta kisminda sulcus basilaris yer alir ve cerebellumla ponsu
birbirine baglayan pedunculus cerebellaris medius ile devam eder. Bu baglantilar
beyin ile beyincik arasindaki etkilesimde ponsu bir kavsak haline getirir. Ponsun arka
yuziinde ise medulla oblongata ile kesintisiz sekilde uzanir, yan ve 6n Yyizunde

medulla oblongata sulcus bulbopontinusla ayrilmistir (37,38).
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Pons, uyku/uyaniklik dongiisiinii, idrar kesesinin kontroliinl, yuz ifadelerini ve
yiizdeki hisleri kontrol etmede, yutkunmanin kontroliinde ve denge kontroliinde bu
kontrolii saglayan ¢ekirdekler bulundurur (34,39).
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Resim 4.3.2.1. Ponsun alt bélimiinden bir enine kesit (40)
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4.3.3. Myelencephalon (Medulla oblongata)

Beyin sapinin kuyruk kisminda yer alan medulla oblongatanin alt kisminda medulla
spinalis, iist kisminda ise pons yer alir. Omurilik ve beyin arasindaki afferent ve
efferent uyarilar iletir. Ayn1 zamanda beyin sap1 igerisinde birbirine bagli néron
kiimeleri agi1 denilen retikiler formunun olusmasina sebep olur. Bu kumeler
sayesinde noronlarin aksonlari beyin sapmin altinda ve istiinde yer alan uzak
mesafeler arasinda iletisim saglamaktadir. Medulla oblongata kalp ritmi, damar
genislemesi, solunum sayist gibi otonom fonksiyonlarin ve yutma, kusma, tikrik
salinimi gibi beslenmeyle iligkili otonom reflekslerin yonetildigi cekirdekleri de
bulundurmaktadir. Medulla oblongatada bu fonksiyonlari icra eden bir ¢ok gekirdek
vardir. Medulla oblongata barindirdig1 beslenme reflekslerinde gorev alan sinir aglari
nedeniyle besin aliminin yonetimi ile ilgili merkezlerle siki baglantilar i¢indedir.
Besin aliminm1 yoneten merkezlerle baglanti1 iginde olan bu ¢ekirdeklerden birisi de

Nucleus Tractus Soliteriustur. (34).
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4.3.3.1. Nukleus Traktus Solitarius

Nervus glossopharyyngeus, nervus facialis ve nervus vagusun viseral afferent ve
efferent iletilerini tasiyan aksonlari ponstan omurilige kadar uzanan tractus
solitarius’u olusturur (34). Nukleus traktus solitarius bolgesinde ise bu traktusa ait
noronlarin govdeleri bulunur. NTS noronlari, glutamat ve gama aminobiitirik asit
(GABA) ve noromodulatorler, norepinefrin, ve CCK (Kolesistokinin) gibi bircok
ileticiyi serbest birakir. Noradrenerjik ndrepinefrin salimimini gerceklestiren NTS
noronlari, tirozin hidroksilaz ve dopamin b-hidroksilaz (DBH) enzimleriyle 6zgin
olarak isaretlenebilmektedir (19,41).

Sekil 4.3.3.1.1. Fare beyninde Nukleus Traktus Solitarius bolgesinin sagittal
gosterimi (NTS bolgesi koyu mor rengi ile gosterilmistir.)(42)

Sekil 4.3.3.1.2. Fare beyninde Nukleus Traktus Solitarius bolgesinin koronal
gosterimi( NTS bolgesi koyu mor ile gosterilmistir.)(42)
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4.4. Hipotalamus

Diensefalonun kisimlarindan biri olan hipotalamus, sulcus hypothalamicus’un
altindaki kismu ile birlikte t¢ilincii ventrikiiliin tabaninda yer alir. Anatomik olarak
anteriorde, asagidan yukar1 dogru optik kiyazma, siiperiorda talamus, lateralde

temporal lob ve posteriorde ise mamiller cisimleri ile sinirlandirilmistir (34).

Sekil 4.4.1. Fare beyninde hipotalamus bélgesinin sagittal gésterimi (Hipotalamus
bolgesi kirmizi rengi ile gosterilmistir)(42)

S~

&

Sekil 4.4.2. Fare beyninde hipotalamus bdlgesinin koronal gdsterimi (Hipotalamus
bolgesi kirmizi rengi ile gosterilmistir)(42)
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Hipotalamus, g¢esitli sinir lifi ve g¢ekirdekten olusan 6nemli bir beyin alanidir.
Noronal baglantilar1 sayesinde sirkadyen ritim, viicut sicakligni kontrol altinda
tutma, yemek yeme ve su icme gibi glnlik aktivitelerde, ireme fonksiyonlarinda ve
uyku-uyaniklik gibi 6nemli islevlerin kontrol edildigi bolgedir. Ayrica endokrin
sistemde viicudun farkli yerlerinde yerlesmis bezlerin hormon sentezinde gorev alan

yOnetici hormonlarinda kontrolu hipotalamusta gergeklestirilmektedir (12).

45. Katekolaminler

Dopamin, noradrenalin (NOrepinefrin) ve adrenalin ( Epinefrin) her t¢u de bir amin
grubu ve katekol halkasi bulundurmalarindan dolayr bunlar katekolaminler olarak
isimlendirilmistir. Katekolaminler kan-beyin bariyerini asamaz ve beyinde lokal
olarak sentezlenirler (43). Vucutta nérotransmittor ve hormon olarak islev gésteren
katekolaminler tirozin aminoasitinden turetilir.

Ayrica sinir sisteminde gorev alan 6nemli bir ndrotransmitter olarak da bilinir.
Katekolaminlerin biyosentezdeki hizi, bu sentezde yer alan enzim aktivitesindeki
artisgin bir sonucudur. Bu enzimlerden de en c¢ok aktive edilip ifadelenmesi
gerceklesen enzim tirozin hidroksilazdir. ilk adimda akson terminallerinin tirozini
almasiyla, bu sentez yolundaki tiroksin hidroksilaz enzimi tarafindan tirozini
katalizlenerek dihidroksi-fenilalanine (DOPA)’a cevrilir. Daha sonra terminallerde

bulunan enzimlere gdre dopamin, néradrenalin ve adrenalinden biri salgilanir (44).

OH OH OH
OH OH
Aromatic
Tyrosine Amino Acid Dopamine Phen},lethanoamme
Hydroxylase Decarboxylase B-hydroxylase N-methyltransferase
CHy ——— 3= CHy —— CHZ—)- HO — C — H—————3 HO— C —H
NHp— C—COOH NHy—C—COOH (,Hz CHa CHo
H H H4N HoN NH
CH;
Tyrosine Dopa Dopamine  Noradrenaline Adrenaline

Sekil 4.5.1. Katekolamin Biyosentez Yolagi
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4.5.1. Dopamin

Merkezi sinir sisteminde katekolaminler sinifinda yer alan dopamin, substantiya
nigradan dorsal striatuma kadar dopaminerjik yolaklari bulundurur. Bu yolaklar
substantiya nigra (SN), ventral tegmental alan (VTA) ve medial hipotalamusun
arkuat ¢ekirdegindedir. Dopamin motor ve duyusal koordinasyonda, hareketlerin
baslatilmasinda ve 6diil algisi ile iligkilidir. Ayrica kan-beyin bariyerini gecemez bu
sebeple de dogrudan merkezi sinir sistemini etkileyemez. Beyinde dopamin, etkisini
birgok reseptori aktive ederek dopamin salinimi saglayan bir norotransmiterdir. Bu
reseptorler D1 ve D2 reseptorleridir. Son zamanlarda molekiler klonlama
caligmalariyla bu reseptdrlere ek olarak D3, D4 ve D5 reseptdrlerinin varligi ortaya
konulmustur. D3 ve D4 birincil etki mekanizmalar1 ve yapisina gore D2-benzeri

iken, D5 reseptorl ise D1- benzeri olarak adlandirilir (45).

4.5.2. Norepinefrin (N6radrenalin)

NOrepinefrin, adrenal medulla ve beyin dokusunda sempatik sinir uclarindan
salgilanan diger adi noroadrenalin olarak da bilinen bir hormondur. Bu hormon
tirozin adli aminoasittin 6nce DOPA, dekarboksilaz enzimi ile dopamine ve daha
sonra dopamin B-hidroksilaz enzimiyle nérepinefrine katalizlenmesi ile elde edilir.
Norepinefrin lifleri, locus coeruleus, neokorteks, talamus, amigdala, hipokampus,
hipotalamus ve omurilige projeksiyon yapar. Islevlerini ise kendilerine ait
reseptorlere baglanarak yerine getirirler. Bu reseptorler adrenerjik reseptor
grubundan olup a (alfa) ve B (beta) olmak tizere iki kistmdan olusur. Alfa reseptori
kendi i¢inde al ve a2 olarak ayrilirken, beta reseptorii ise B1, B2 ve B3 olarak iice
ayrilir. Katekolaminler néromodulator gorevlerini G-proteini araciligiyla ikinci
haberci sistemini kullandigi cAMP, fosfoditilinozitol metabolitlerine ve iyon
kanallerina baglarak yerine getirir (7).

Paraventrikiler hipotalamusta (PVH), bu reseptorlerden iki tanesinin bulundugu
bilinmektedir. Bu reseptorler al ve a2 reseptorleridir. PVH’de al-adrenoseptorlerin

aktivasyonu yemeyi baskilarken, a2-adrenoreseptorler yemeyi artirir (46).
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Homeostazis (vucudun i¢ dengesi), belirgin miktardaki hormonlarin giin boyunca
belirli diizeyde kalmasini saglar. Stresin ise bu dengeyi bozucu bir yonde etkisinin
oldugu bilinmekte ve stres aninda ndroepinefrin saliniminin sinyal yolaklarinda
onemli bir etkisinin oldugu bilinmektedir (47). Norepinefrin vicudun bircok
fonksiyonunu kontrol eder ve sempatik sinir sisteminin ¢ogu néronunda bulunur. Bu

bolgeler baslica amigdala, hippokampus, hipotalamus ve ponstur (48).

4.5.3. Epinefrin (Adrenalin)

Epinefrin, adrenal medulladan nérepinefrinin fenilethanolamin-N-metiltransferaz
enzimiyle katalizlenmesi sonucu salgilanir. Etkilerini kendilerine ait reseptorler olan
adrenerjik grup reseptorlerine baglanarak yerine getirirler. Bu reseptorler yukarida da
deginildigi gibi o ve P reseptor aileleridir. Stres durumlarinda kanda hizla artan bu
nedenle de stres hormonu olarak da bilinen adrenalin, adrenalden salgilandiktan

sonra iskelet kas1 ve karacigere giderek suratle metabolize olur (49).

4.6. Hiicre Tipi Spesifik Transgen ifadesi ve Transgenik Fare Modeli

Noron aktivitesi ve davranis arasindaki nedensel iligki, beyindeki hiicre tiplerinin
fonksiyonunu anlamak icin dnemlidir. Bu spesifik hicre tiplerinin fonksiyonunun
belirlenmesinde ise molekiiler aracili hiicre tipine ait manipilasyon gerekir. Ornegin,
sadece TH noron grubuna ait olan ndéronu isaretlenip geride kalan néron gruplarin
saf dis1 birakacak metotlara ihtiya¢ vardir. Boylelikle noro-teknolojide molekiiler
taniml1 hiicre tiplerinin haritalandirilmasinda, manipiilasyonunda ve izlenmesinde
kayit altina alinabilecek bilgilere 151k tutar. Aksi durumunda ise ayni anda bir¢ok
noron grubu isaretlenecek ve beyindeki istedigimiz spesifik hiicre tipi icin verimli
sonug¢ alinamayacaktir. Bunun igin ise hiicre tipine 6zgii transgen ifadesi kullanilarak

noéronal alt populasyonlar belirlenir (50).

Bolgeye 06zgii rekombinasyonu saglamak igin cre (causes of recombination)

rekombinaz enzimi kullanilir. Cre rekombinaz, P1 bakteriyofajinda Lox olarak
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adlandirilan 34 baz ciftlik bir gen dizisi olan LoxP (locus of crossing) tanima
bolgesini tanir. LoxP ve Lox2272 heterotipik rekombinasyon bdlgeleridir. Cre
yoklugunda bu rekombinasyon bdlgelerindeki transgen kodlama bolgesi ters bir
sekilde durur ve transgen ekspresyona kapali konumdadir. Ancak cre rekombinaz
enzimi ayn1 DNA dizisi iizerinde ve zit yonlerdeki LoxP bolgelerini tanir ve DNA’y1
duz cevrilir ise transgen ekspresyona agik konuma gelir (Sekil 4.5.1) (50).

-
- -~

transgene
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N v il

-
Tange”®

P 10x2272
> loxP

Sekil 4.6.1. Cre-LoxP Sistemi (50)

Molekiiler tanimli hiicre tiplerini, sinir devrelerini tanimak ve manipiile etmek i¢in
cre enzimini ifade eden hiicre tipine 6zgl transgen ifadesi kullanilip buna 6zgii
transgenik fareler Uretilmektedir. Bu nedenle farelere intrakraniyal olarak verilen
adeno-asosiye virls (rAAV)’de bulunan Lox dizisi sadece cre enzimine sahip olan
hiicreleri isaretleyip, geride kalan hiicrelerde isaretleme yapmayacaktir (Sekil 4.5.2)

(49).
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Sekil 4.6.2. Hucre Tipine Ozgii Transgen Ifadesi (50)
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Bu ¢alismada ise cre enzimini bulunduran Tg(Th-cre)1Tmd/J transgenik fareler, TH
ndronlarmin fonksiyonunun belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. Ayrica LoxP dizileri de

adeno-asosiye Virus ile transgenik farelere verilmistir.

4.7.  Optogenetik Manipulasyon

Genetik yaklasimlar, molekiiler tanimli néronal hiicre tiplerinin davranisla iligkisini
karakterize etme yoniinde ilerleme saglamistir. Ancak molekiiler olarak tanimli bu
hiicre tipleri arasindaki baglantilarin iglevsel Ozellikleri hakkinda ¢ok az bilgi
bilinmektedir. Bu sinirlama birden fazla hiicre tipi ve beraberindeki
projeksiyonlarinin  birbirine karigmasi, Secgici aktivasyon konusunda belirli

yontemlerin olmamasindan kaynaklanmaktadir.

Molekiler tanimli noéron stimiilasyonu mikrobiyal opsinlerin = katilimiyla
ger¢eklesmektedir. Opsinler 1s18a duyarli bir iyon kanali olup milisaniye gibi kisa bir

stirede noron aktivitesi Gizerinde kontrol saglayan iyon pompalaridir (51).

Son zamanlarda kullanilan channelrhodopsin-2 (ChR2) hem néronlart hem de
aksonlarini aktive etmek igin alternatif bir yaklasimdir. Bu teknikte fotostimulasyon
kullanilarak molekiiler tanimli hiicre popiilasyonlarinin baglantilar1 haritalandirilir.
(51,52). ChR2 1s18a duyarh bir katyon kanalidir. Bu kanal tek degerli ve iki degerli
katyonlar i¢in biiylik bir gecirgenlik olusturmak {izere bir foton emilimi sonrasinda
hizli bir sekilde agilarak hiicreyi polarize edip ve hucreyi aktive eder. Bu aktivasyon
kisa mavi 1s1k darbeleriyle (1-10 ms) optik uyarilma yapilir. Isik aktivasyonu
kapatildiginda ise bu sefer tam tersi bir durum gerceklesip katyon akisi hiicrenin

disina dogru olur ve hiicre depolarize olup eski haline geri doner (53).
Hipotalamik devrelerde yiyecek arayisi ve tiiketiminin giidiisel ve 0Odullendirici

yonlerinde sorumlu olan hicre tipleri optogenetik aktivasyonun zamansal

hassasiyetinden yararlanilarak aragtirilmistir (54).
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Bu ¢alismada TH noronlarinin beslenme ve stres {izerindeki roliinii belirlemek igin

ChR2 iyon kanali kullanilarak néron aktivasyonu gergeklestirilmistir.

Channelrhodopsin

470 nm

Sekil 4.7.1. Optogenetik ndron aktivitesi manipulasyonu (50)
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5. Materyal ve Metot

5.1. Materyal

Tablo 5.1.1. Deneylerde Kullanilan Malzemeler

Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar ~ Uriin kodu Marka
anti-TH primer antikoru ab112 Abcam
anti-cFos primer antikoru 2250S Cell Signaling
Kegi anti-Tavsan Immunoglobulin G Alexa-Fluor A11008 Life Technologies
488 ikincil antikor

PCR ig¢in kullanilan primerler Sentegen

Kegi Serumu G9023 Sigma-Aldrich
OneShot Stbl-3 Kompetant E.coli hiicre hatti C737303 Life Technologies
LB Agar A8523-500G Biomatik
Glasiyal Asetik Asit 537020 Sigma-Aldrich
293AAYV hiicre hatt AAV-100 Cell BioLabs
LB Broth A8523-500G Biomatik
Etanol 46139 Sigma-Aldrich
AAV plazmitleri Addgene
Sodyum Piriivat (CsH3NaOs) P5280 Sigma-Aldrich
Agaroz A9539 Sigma-Aldrich
Paraformaldehit 15127 Sigma-Aldrich
Glutamax-1 35050-061 Gibco
Sodyum Kilorir (NaCl) S7653 Sigma-Aldrich
Potasyum Kilortir (KCI) P9541 Sigma-Aldrich
DMEM High Glucose WS319005CL Multicell
Benzonase E8263 Sigma-Aldrich
Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) 311-010-CL Multicell
Fenol Kirmizisi 600-070-1G Capricorn
OptiPrep™ Density Gradient Medium D1556 Sigma-Aldrich
Tripsin (0,25%) in DPBS CPTRY2B Capricorn
Polyethylenimine Branched SG408727 Sigma-Aldrich
EndoFree Plasmid maxi kit 12362 Qiagen
D-Sorbitol High Purity BMA2450 Sigma-Aldrich
SafeView G108 Alfagen

Gel Loading Dye Purple (6X) B7024 S NEB

Tag PCR Kit E5000 S NEB
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Fluoromount Mounting Medium F4680 Sigma-Aldrich
LMA Agaroz 8060 Reducta
Triton X-100 X100 Sigma-Aldrich
Trizma® HCI T3253 Sigma-Aldrich
Tablo 5.1.2. Deneylerde Kullanilan Gerecler
Kullanilan Gerecler Uriin Kodu Marka
OptiSeal Santriftij Siseleri 7600302 Thermo Scientific
Mikromotor Istanbul
Peristaltik Pompa 21-176-2A Deposu Fisher
Calkalayici BR2000 Scientific
Benchmark
0,2 mL PCR tiip 123.01.002 Scientific
Ear Tag 52-4717 Isolab
MicroPunch 340140 Harvard Apparatus
Drummond Wiretrol™ 11 Kalibre Mikropipet Harvard Apparatus
Peristaltik Pompa 21-176-2A Minstar
Fisher Scientific
0,2 mL PCR tiip 123.01.002 Isolab
dH20 Cihaz ZRQSVP8W Millipore
Calkalayici Benchmark Scientific BR2000
dH,0 Cihaz1 ZRQSVP8W Millipore
Manyetik Karistirici H400HSB Benchmark
Scientific
pH metre pH7110 Isolab
Santrifij Biocen 22R Orto Alsera
Multi-Therm Calkalayict H5000-HC Benchmark
Scientific
Vorteks BV1000 Benchmark
Scientific
PowerPac™ Universal Power Supply 1645070 BioRAD
Amicon Ultra-15 Centrifugal Filtre UFC910024 Millipore

Portatif Anestezi Cihazi

Beyza Medikal
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Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube
One-axis Oil Hydraulic Micromanipulator

ChemiDocTM MP System
Konfokal Mikroskop
Konfokal Mikroskop
Tarti

Mikropipet Cekici

Spectrometre cihaz

SliceScope Pro3000

Vibratom

Monokrom Kamera
Programmable Perfusion System

Ultrasonikator

Hava Kompresoru
Digital Storage Osiloskop
Stereo Mikroskop

7666505
MO-10

LSM-780
Lsm-800
EX124-US
P-1000

Pro300
VT1000S
WAT-902H

DN200/8/6
TDS2001C
Discovery V8

Sigma-Aldrich
Narishige
BioRAD

Zeiss

Zeiss

Ohaus Explorer
Advance
Instruments
BioRAD
Scientifica
Leica

Watec Cameras
Scientifica
Bandelin
Sonarex
Stanley
Tektronix

Zeiss
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5.2. Metot

PCR yontemi ile genotipleri belirlenen Th-cre transgenik farelere intrakraniyal
olarak farkli rekombinant adeno-asosiye virtsleri verildi ve ifadelenmesi i¢in zaman
tanindi. NTS bolgesinden PVH bolgesine giden sinaptik baglantiyr gorebilmek icin
NTS bdlgesine FLEX-tdTomato virtsu verildi. TH-cre antikoruyla boyama yapild:
ve NTS bdlgesinden PVH bolgesine giden akson uzantilar haritalandirildi. Boylece
hipotalamusa gelen ana katekolaminerjik girdi kaynagi belirlendi. NTS ve PVH’ nin
aclik ve tokluga duyarli bir bolge olabilecegi diisiiniildii. Bunun igin NTS” e FLEX-
Chr2 virtsu verildi ve PVH’ ine fiber yerlestirildi. Gida tiikketimindeki artis ile ChR2
virlisliniin aktif ettigi TH noron sayis1 oranina bakildi. Benzer sekilde fareler aksam
aktif olduklari i¢in bir de aksam deneyinde farelerin foto uyarim sonucunda besin
tiketimi miktarina bakildi. Calismanin diger kolunda ise NTS bdlgesinin PVH’ a
yaptig1 sinaptik baglantinin anksiyete Uzerindeki etkisinin incelenmesi icin agik alan

testi, yiikseltilmig art1 alan ve aktif alan tercihi test deneyleri yapilarak analiz edildi.

5.2.1. Deney hayvanlan

Jackson Laboratuvari’ndan bu g¢alisma i¢in B6.Cg-7630403G23RikTg(Th-
cre)1Tmd/J transgenik fareleri getirilmistir. Th-cre diye kisa adiyla da bilinen bu fare
k1, Th-cre erkek yabanil irk fare, disi Th-cre fareler veya C57BL/6 yabanil tip
fareler ile caprazlanarak iiretimi yapildi. Uretimi yapilan yavrular 21 ile 28 giine
ulagtiginda yavrularin kulaklarindan anestezi altinda doku Ornedi alinarak
genotiplendi. Genotipleme sonucuna gore ise disi ve erkek Th-cre transgenik fareleri
ayrildi. Bu farelerin bakimi ve iiretimi Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma
Merkezi tarafindan (MEDITAM) gerceklestirilmis olup, deney prosediirleri istanbul
Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IMU-HADYEK)

tarafindan onaylanmustir.
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5.2.2. Genotipleme

Uretimi yapilan yavru fareler 3-4 haftalik eriskinlige ulastiginda genotiplendi.
Genotipleme sonucuna gore deney asamalari i¢in transgenik erkek ve disi fareler 6-

12 haftaliga geldiklerinde davranigsal ¢alismalar i¢in kullanildi.

5.2.3.1. DNA eldesi

3-4 haftalik eriskinlige ulasan fareler kisa bir siireligine anestezi altina alindi. Yavru
farelerin anestezi altinda olup olmadigimi anlamak i¢in el ve ayaklarina hafifce
bastirildi. Fareler hicbir sekilde tepki vermediyse anestezi altinda oldugu bilgisine
ulasildi. Aneztezi altindaki farelerin bir kulagina hayvani isimlendirebilmek igin
kulak kiipesi takildi. Yavru farelerin diger kulagindan ise kulak delici bir pens ile
doku Ornegi alindi. Alinan doku oOrnekleri 0,2 mL’lik igerisinde 75 pL 25mM
NaOH/EDTA olan PCR tiiplerine konuldu. T100™ Thermal Cycler PCR cihazinda
tipler 98°C’de 1 saat boyunca isitildi. Ardindan PCR tiiplerine 75 pL 40 mM
Tris/HCI eklendi. 4000 RPM’de 3 dakika boyunca santriftj edildi. Santrifij

sonucunda tiipiin slipernatant kisminda bulunan DNA yeni tiiplere aktarildi.

5.2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Yeni bir tiipe aktarilan DNA asagidaki tabloda belirtilen malzemelerle karigtirilip
PCR programi i¢in uygun hale getirildi. DNA 6rnekleri icin kontrol ve transgenik
fare gruplari i¢in ayr1 PCR karisimi hazirlandi. Son olarak negatif kontrol igin bir tiip
igerisinde DNA eklenmeden birakildi ve tiiplerin son hacmi ddH20 ile 12 plL’ ye

tamamlandi.
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Tablo 5.2.2.2.1. Transgenik PCR karigimi

Gereg Son Konsantrasyon
10X Reaksiyon tampon ¢ozeltisi 1X

Transgenik geri primer 0,5 uM

Transgenik ileri primer 0,5 uM

Taqg Polimeraz 1,25 unit/50 ul PCR
dNTP Soliisyon Karisimi 200 uM

ddH.0

DNA

Tablo 5.2.2.2.2. Kontrol PCR karigimi

Gereg Son Konsantrasyon
10X Reaksiyon tampon ¢ozeltisi 1X

Kontrol geri primer 0,5 uM

Kontrol ileri primer 0,5 uM

Taqg Polimeraz 1,25 unit/50 ul PCR
dNTP Soliisyon Karisimi 200 uM

ddH.0

DNA

Sentegen firmasindan TH-cre yavru fareleri ig¢in primerler satin alindi ve Tablo

5.2.2.2.3’da oldugu gibi primerin dizayni yapildi.
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Tablo 5.2.2.2.3. Gerekli olan primer dizileri

Primer Dizi5" 2> 3’

Transgenik geri primer ATC GAC CGG TAA TGC AGG CAA

Transgenik ileri primer GAA AAG ATA AGG CCTTCA AGT
GCT

Kontrol geri primer GATCTT TCT GCA GTATCT TCC
TTC

Kontrol ileri primer GAA AAG ATA AGG CCT TCA AGT
GCT

Son olarak primerleri de eklenen PCR karisimlart Tablo 5.2.2.2.4’deki PCR

protokoliine gre T100™ Thermal Cycler cihazina konuldu.

Tablo 5.2.2.2.4. PCR Protokoli

Dongu Sicakhk Sure
1 95°C 1 dakika
95°C 30 saniye
37 60°C 30 saniye
68°C 1 dakika
1 72°C 5 dakika

5.2.2.3. Agaroz jel elektroferezi ve gorinttlemesi

20 mM Glasiyal asetik asit, 40Mm Tris, 1 Mm pH:7,6 EDTA, 100 pL’lik 1X TAE
tampon ¢ozeltisine eklendi. Cozeltinin rengi seffaf olana kadar 200°C’de kaynatildu.
Seffaflagsan bu ¢Ozeltiye 5yl Safeview eklendi. Cozelti biraz soguyup jel kivamina
geldikten sonra elektroforez kasedinin igerisine dokiildii ve yilikleme taraklar
konuldu. 1X’lik TAE tampon ¢0zeltisi soguduktan sonra yiikleme taraklart ¢ikartildi.
Kuyucuklardan ilkine 5uL belirte¢ yiiklendi. Diger kuyucuklara ise 1uL yiikleme
boyast ile karistirilan QuL PCR Uruind yuklendi.
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Elektroforez de 100V’da 20-25 dakika boyunca yuratuldi. Yurtyen ornekler
BioRAD ChemiDoc cihazinda goriintiilendi. Cikan baz ciftine gore hangi farelerin

transgenik hangilerinin transgenik olmadigi belirlendi.

5.2.3. Rekombinant adeno-asosiye (rAAV) virus Uretme

rAAV (retmek icin gereken pAAV-EFla-double floxed-hChR2(H134R)-EYFP-
WPRE-HGHpA ve pAAV-FLEX-tdTomato plazmitlerini http://www.addgene.org/
adresinden satin alindi. Stbl3 E. Coli transformasyonu ile gelen plazmitler, bakteriyel

strantd halinde getirildi.

5.2.3.1. Plazmit DNA eldesi

LB agar ile 35 g/L oraninda H>O ile karistirilmis ¢ozelti otoklav cihaziyla steril hale
getirildi.

Bu karisim soguduktan sonra 100 pg/mL oraninda ampisilin eklenerek antibiyotige
kars1 direng saglandi. 10 cm’lik petri kaplarina LB agar petrinin 2/3’iinii dolduracak
sekilde dokiiliip donmaya birakildi. Agar katilagtiktan sonra plazmitler agara
yaydirildi ve gece boyu petriler 37°C’de bekletildi. Olusan bakteri kolonileri 6ze
yardimiyla toplandi. Onceden sterilize edilen 20 g/L oraninda LB siv1 besi yerine
aktarimi yapildi. 37°C de siv1 besi yerinde ve 250 RPM kosullarinda bakteriler
cogalmaya birakildi. 18 saat zaman diliminin sonunda bakteriler logaritmik olarak
cogald1 ve cogalmasi i¢in 18 saat beklendi. Bu siire diliminde bakteriler logaritmik
olarak ¢ogaldi. Cogalip yeterli sayiya ulasan bakteriler 6000 RPM’de ve 4°C
sicakliginda 15 dakika santrifiij edildi, siipernatant kismi atildi1 ve bakterilerin oldugu
alt kisimda kalan ¢okeltiler -80°C’de donduruldu. Bu islem ana vektor olan pAAV-
FLEX-tdTomato, pAAV-EFla-double  floxed-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-
HGHPpA yardimc1 vektor 2/1 ve yardimer vektor helper olmak iizere 4 farkli plazmit
icin tekrar edildi.
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5.2.3.2. DNA izolasyonu

Dondurulan bakteri ¢okeltileri ¢ozduruldu. Qiagen Endofree Plasmid Kiti (Qiagen,
12362) kullanilarak DNA izole edildi. SpektraMax cihazi ile DNA konsantrasyonlari
tayin edildi. Yardimecr vektor 2/1,yardimci vektor helper ve ana vektor icin bu

islemler tekrar yapildu.

5.2.3.3. 293AAV Huicre transfeksiyonu

Cell BioLabs firmasindan Rekombinant adeno-asosiye virus tretimi icin 293AAV
hicre hatt1 (Cell BioLabs, AAV-100) siparis edildi.10X10 cm’lik petri kaplarinda
106 293AAV hicresi 37°C, %5 CO2, %20 O kosullarinda olan inkiibatorde
blyutildu. Hiicreler yaklasik %70’lik doluluk oranina ulagtiginda pasajlanarak
transfeksiyon i¢in hazirlandi. Tranfeksiyon icin steril bir tlp icerisinde 12 ug ana
vektor (pAAV-FLEX-tdTomato veya pAAV-EFla-double floxed-hChR2(H134R)-
EYFP-WPRE-HGHPpA),20 pg yardimci vektor 2/1 ve 24 pg yardimer vektor helper,
transfeksiyon medyumu (Opti-MEM) ve transfeksiyon ajani olan polietilen de
eklenerek bir karigim hazirlandi. Hazirlanan bu karisim yeterli doluluk oranina sahip
hlcrelerin Gzerine eklendi. Bu hicreler 3 giin boyunca 37°C, %5 CO2, %20 O
kosullarinda inklbatorde bekletildi.

Toplanan hicreler 4°C 1100 RPM’de 5 dakika boyunca edildi ve olusan ¢okeltiler -
80°C’de donduruldu.

5.2.3.4. Purifikasyon

Hiicrelerin bulundugu dondurulmus ¢ozelti 150mM NaCl, 20mM Tris pH 8,0’lik 9
mL liziz ¢ozelti ile karistirildi. Hiicreler 3 defa boyunca tekrar edilen once soguk
(%70 EtOH ve kuru buz karisimi), ardindan 37°C su banyosunda 2 dakika boyunca
bekletildi. Yapilan bu islemin ardindan 3 dakika boyunca hucreler sonikattrde
tutulup, virtislerin agiga ¢ikmasi saglandi. ImM MgCl; ve 250 U/mL Benzonase
(Sigma E8263-25K) piirifiye islemi i¢in virlis karisimina eklendi. 4000 RPM 4°C’de
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20 dakika boyunca santrifiij edildi ve gradiyent olusturmak igin soliisyonlar
hazirlandi. Gradiyent olusumu i¢in %25’lik ¢ozelti (0,05 mL 1M MgClz, 20 mL
lodixanol, 5 mL 10x PBS, 0,125 mL 1M KCI, 0,1 mL 0,5% fenol kirmizis1 ve 50 mL
kadar H20), %40’lik ¢ozelti (1 M MgClz, 33,3 mL lodixanol, 5mL 10x PBS, 0,125
mL 1 M KCI, 5 M NaCl ve 50 mL H20) ve %60’lik ¢ozelti (0,05 mL 1 M MgClz, 50
mL lodixanol, 0,125ml 1 M KCI ve 0,025 mL 0,5% fenol kirmizisi) hazirlandi.
Optiseal tiipleri ultrasantrifiij i¢in kullanilarak (Beckman 361625) sirasiyla 3 mL
%6011k ¢ozelti, 5 mL %40’ hik ¢ozelti, 6 mL %25’hik ¢ozelti, 6 mL %17’ lik ¢ozelti
olacak sekilde damlalar halinde eklendi. Viriislerin ayristirilmas: i¢cin 90 dakika
boyunca 18°C’de 60000 RPM’de santrifiij edildi. Bu islemden sonra %40’lik
¢dzeltinin bulundugu katmandan viriisler siringa ile toplandi. Oncesinde hazirlanan
1x’lik saklama tamponu (50 g D-Sorbitol, 1 L: 100 mL, 42,4 mL %5 NaCl ve 10x
PBS) ile 100K filtreli Amicon kolonlarina (Millipore, UFC910024) %40’ lik ¢ozelti
katman1 eklenip, 15mL’ye 1x’lik tampon c¢ozeltisi ile tamamlandi.15 mL’ye
tamamlanan cozelti 30 dakika 4°C 3500 RPM’de santriflj edildi.1x’lik saklama
tampon cozeltisi eklenmesi islemi 2 kez yapildi. En son ise filtrenin izerinde biriken

viriisler toplanip, -80°C’de muhafaza edildi.

5.2.4. intrakranial rekombinant adeno asosiye viriis enjeksiyonu

Bir aylik erkek ve disi TH-cre fareler intrakraniyal virls enjeksiyonu igin
stereotaksik cerceveye sabitlenmeden Once anestezik madde koklatilarak viicut
agriliklar1 oOlgiildii. Farenin kafasi stereotaksik c¢erceveye sabitlendikten sonra
Betadin ile temizlendi ve bistiiri ile istenilen aciklifa kadar kesildi. Kafatas1 kulak
¢ubuguna dokiilen az miktarda hidrojen peroksit ile kemiklerin belirgin hale
getirilmesi saglandi. Kafatasina siiriilen fazla hidrojen peroksit temiz kulak ¢ubugu
ile temizlendi. Kafatasinin da diiz oldugundan emin olduktan sonra SteREO
Discovery V8 mikroskop ile koordinatlar belirlendi. Stereotaksik cercevede olan
Narishige mikromanipulator ile kafatasinda beynin Bregma bolgesine gelindi ve
buradaki tiim koordinat degerleri sifirlandi. Beyin sapindaki Nukleus Traktus
Solitarius bolgesi i¢in koordinat dizleminde Anterior/Posterior (A/P) : -7,00 mm ve
Medial/Lateral (M/L) : + 0,50 mm koordinatlarina gidildi. PVN bdlgesi icin ise A/P :
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-0.60 mm ve M/L : £ 0.25 mm koordinatlarina gidildi ve freze ile tam bu noktalara
delik acildi.

Stereotaksik cercevede beyin icerisine adeno-asosiye viris vermek i¢in kullanilan
cam pipetler Sutter P-1000 Mikropipet puller cihazi kullanilarak yapildi. Bu cihaz
sayesinde cam pipetler 1s1 ile incelir ve viriislerin kafatasina verilmesi i¢in mikro
inceliklerine ulasir. Hazirlanan bu mikropipetlerin igerisine virusiin daha kolay halde
cekilebilmesinin saglanmasi i¢in mineral yag ¢ekildi ve Narishge enjektore takildi. Z
koordinati beyin yiizeyinde sifirlandi. NTS i¢in belirlenen koordinata Dorsal/VVentral
(D/V) : -3,00 mm, PVN igin ise Dorsal/Ventral (D/V) : -4.10 mm koordinatlarinda
beyin icerisine dogru girildi. NTS bélgesine adeno asosiye viriis Narishge enjektor
sayesinde 80 nL’lik enjeksiyon yapildi. Viriis dagilimmi saglamak amaciyla 10
dakika beklendi. Farenin beyninden pipet ¢ikarildi ve kafa derisi dikildi. PVH
koordinatina ise optogenetik uyarimi igin optik fiber (¢capt 200um,NA=0,50
Thorlabs) takildi. PVH igin yukarida soylendigi gibi Dorsal/Ventral (D/V) : -4.10
koordinatina yerlestirildi. Daha sonra bu fiberler akrilik ile sabitlendi. Fareler
operasyon sonrasinda 1 haftalik gozlem altinda tutuldu. NTS koordinatlarina
rAAV2/1-CAG-FLEX-tdTomato ve rAAV2/1-EFla-FLEX-hChR2(H134R)-eYFP
ve ayn1 zamanda ARC fertiil takilan fareler optogenetik uyarim, doku fiksasyonu ve

immiinohistokimyasal boyama yapilmasi i¢in kullanildi.

5.2.5. TH néronlarinin sinyal haritasinin belirlenmesi

Nukleus Traktus Solitarius bolgesine unilateral olarak rAAV-FLEX-tdTomato virlsi
enjekte edildi ve 2 hafta viriisiin enfekte olmasi i¢in beklendi. Fareler bélim 5.2.7°te
belirtildigi gibi sakrifiye edildi ve beyinleri g¢ikartilip fiksasyonu yapildi. Beyin
75um’lik VT1000S vibratomuyla kesitlere ayrildi ve anterior bolgesinden posteriora
dogru kesilen kesitler konfokal mikroskopu ile goriintiilendi. Alinan kesitlere gore

PVH boélgesindeki akson yogunluklarina bakildi.
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5.2.6. Davrams Testleri

5.2.6.1. TH ndron aktivasyonunun beslenme Gzerindeki etkisi

TH noéronlarini aktive etmek i¢in 1 aylik TH-Cre transgenik fareler deney ve kontrol
grubu olarak iki kisma ayrildi. Deney grubundaki farelere rAAV2/1-EFla-FLEX-
hChR2(H134R)-eYFP virtsl enjekte edildi kontrol grubu farelerine ise rAAV2/1-
CAG-FLEX-tdTomato viriisii enjekte edildi. Iki haftalik iyilesme siirecinin ardindan,
fareler tekli kafeslerine alindi ve 3-4 giin boyunca alistirildi. Ardindan giinliik
tilkettigi besin miktar1 gozlendi. Her iki gruptaki farelerin gunlik besin tiketimleri
stabil hale geldiginde beslenme deneyine baslandi. Besin tiketimleri sabah 08:00” da
baslayan giindiiz dongiisii, 1sikla uyarimdan 6nce 2 saat boyunca besin tuketim
miktar1 kaydedildi. Fiber 151k kaynagiyla uyarim sirasinda 473 nm’lik bir diyot lazeri
(Doric Lenses Inc., Quebec) ve bu lazerin fiber ucundan 10-15 mW’lik ¢ikan 1sikla
PVH bolgesi 2 saat boyunca uyarildi. Bu c¢alismada ki uyarim 4 saniyede 1
tekrarlayan 10Hz’di. Uyarimdan sonra da tekrar 2 saat besin tiiketimine bakildi. Her

hayvanda bu protokol aksam, giindiiz ve fiber 151k verilmeden tekrarlandi.

5.2.6.2. NTS’ in PVH bdlgesi Gizerindeki anksiyete etkisi

Davranis testlerine baslamadan 6nce fareler test odasina getirildi ve bir saat ortama
aligmalar i¢in beklendi. Bu davranig deneyleri ile her iki grubun lokomotor aktivitesi

ve kaygi ile ilgili davranislarini degerlendirmek i¢in yapilmistir.

5.2.6.2.1. Acik Alan Testi

NTSTHCNRZ_, ARC ve NTS™WTO™ _, ARC fareleri 40 x 40 x 40 cm’ lik
boyutlarinda dort odali bir platforma sirayla koyuldu. Her hayvan dort odal
platformun ortalarinda kalacak sekilde koyuldu. Farelere test odasinda 10 dakika
boyunca 10 Hz’ lik lazerli uyarim verildi. CCD kameras1 ve ANY-maze programi ile

izlendi.
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5.2.6.2.2. Yiikseltilmis Art1 Alan Testi

Yiikseltilmis art1 alan testinde, iki acik kolu (5 x 35 cm) ve iki kapali kolu (5 x 35 x
20 cm) olan labirent, 35 cm yiiksekligindedir. NTSTHCMR2 ye NTSTHUTOM farelerine
test odasinda platformun tam ortasina ve bas kisimlart agik kola bakacak sekilde
yerlestirilip 10 dakika ve 10 Hz’lik uyarim verildi. Test CCD kamerast ile kaydedildi

ve ANY-maze yazilimi ile analizi yapildu.

5.2.6.2.3. Aktif Alan Tercihi Testi

NTSTHChR2_, ARC ve NTS™HWTOM _, ARC fareleri 25 x 50 x 25 cm ’lik
boyutlarinda iki odali bir platforma sirayla koyuldu. Platformun bir odasinda lazerli
uyarim diger odasinda ise herhangi bir uyarim olmayacak sekilde ayarlandi. Fareler
30 dakika boyunca ANY-maze programi tarafindan CCD kamera ile izlendi. Bu

program sayesinde odalarin her iki tarafinda da harcanan zaman kaydedildi.

5.2.7. Doku Fiksasyonu ve Kesit Alma

Deney bitiminde rAAV2/1-EFla-FLEX-hChR2(H134R)-eYFP ve rAAV2/1-CAG-
FLEX-tdTomato enjeksiyonu yapilan farelere anestezi altinda kardiyak perfiizyonu
yapildi. Perfiizyon sirasinda fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ve paraformaldehit
fiksatifi (PFA) asamalarindan gecirildi. Kardiyak perfiizyonu bittikten sonra ¢ikarilan
beyinler 4 saat boyunca %4’lik PFA c¢ozeltisi icerisine 4°C’de bekletildi. 4 saatin
sonunda gece boyunca 4°C’de siikroz ¢ozeltisinin igerinde beklemeye birakildi.
Beyinler 48 saat siikrozda birakildiktan sonra VT1000S vibratomuyla kesilme islemi

gergeklestirildi. Kesim fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi igerisinde 75 pum kalinliginda
kesildi.
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5.2.8. Immiinohistokimyasal antikor boyanmasi

Vibrotom cihaziyla beyin kesitleri alinan rAAV2/1-EFla-FLEX-hChR2(H134R)-
eYFP ve rAAV2/1-CAG-FLEX-tdTomato enjeksiyonu yapilan farelerin beyin
kesitleri arasindan PVH ve NTS bdlgelerini icerenler secildi. Beyin kesitleri fosfat
tamponlu sivi igerisine alindi. Boyamanin Onceligi olan bloklama sollisyonu
hazirlandi. Bloklama soliisyonu i¢in 1x PBS’te 0,1% Triton-X-100 ve %15’lik keci
serumu kullanildi. Beyin kesitleri fosfat tamponlu sivi ¢ozeltisinden arindirildr ve
hazirlanan bloklama solisyonunda bir saat boyunca calkalayici iizerinde 4°C’de
bekletildi. Bir saatin ardindan primer antikor igin bloklama soliisyonunun igerisine
1:5000 oraninda anti-TH primer antikoru (ab112, abcam) konuldu. Primer
antikorlarin bulunduran soliisyon beyin kesitlerinin iizerine yavas yavas eklendi.
Negatif kontrol i¢in de ayrilan beyinlerin {izerine antikorlu soliisyon eklenmedi.
Ertesi giin 3 kez 15’er dakika boyunca fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi ile yikandi.
Sekonder boyama icin 1x PBS’te 0,1% Triton-X-100 ve %15 Kkeci serumu iceren
bloklama soliisyonuna 1:5000 oraninda Goat anti-Rabbit 1gG (H+L)

Secondary Antibody, Alexa Fluor® 488 (A-11008, Thermo Scientific) antikoru
beyin kesitlerine eklendi. Calkalayict da 1 saat 4°C’de galkalanma islemi yapildi.
Tekrar 3 kez ve 15%er dakika yikama islemi yapildi. Kesitler konfokal
mikroskobunda goriintiilenebilir hale gelmesi i¢in lama alindi ve kuruyan beyin

kesitleri mounting medium eklenip lamel ile tizerleri kapandi.

5.2.9. Mikroskobik goértinttleme ve analiz

Immiinohistokimya boyamasinin yapilmasinin ardindan Zeiss LSM 800 ve LSM 780
konfokal mikroskoplar1 kullanilarak beyin Kkesitlerinin gorunttlenmesi yapildi.
Kirmizi rAAV-FLEX-tdTomato floresan boncuklarimi goriintiilemek igin 568 nm,
yesil anti-TH sekonder antikorunun goéruntilenmesi icin ise 488 nm dalga boyu
kullanildi. LSM 800 ve LSM 780 konfokal mikroskoplar1 ile ¢cekimi yapilan néron

gorintileri ImageJ programina aktarilarak ndron sayim analizleri yapildi.
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5.2.10. istatistiksel Analizler

GraphPad Prism (RRID;SCR_002798, GraphPad, San Diego, CA) programi
istatiksel analizler i¢in kullanilmistir. Bu programin sonucuna gore elde edilen
sonuclarin anlamliliklart Student’s t-test ile degerlendirilmistir. p < 0,05; *, p < 0,01,
** p<0,001; *** olarak gosterildi ve p>0,05 degeri istatiksel olarak anlamsiz olarak

kabul edildi. Tiim sayisal degerler + standart hata olarak gosterildi.
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6. BULGULAR

6.1. Deney Gruplari ve Genotipleme

Bu davranigsal caligmalar i¢in 6-12 haftalik Th-cre erkek ve disi transgenik
hayvanlara yapilmistir. Genotipleme sonucuna gore transgenik olmayan fareler

deneye dahil edilmedi.

TH-cre faresinin C57BL/6 faresinin
genotipleme sonucu genotipleme sonucu

Resim 6.1.1. C57BL/6 ve TH-cre faresinin genotipleme sonucu

6.2.  Niikleus Traktus Solitarius’daki TH néronlarmin morfolojik

goruntusu
Tirozin Hidroksilaz néronlarinin NTS bolgesindeki varliginin tespiti igin TH-Cre

transgenik farelere rAAV-FLEX-tdTomato viriisu enjekte edildi ve bu bdélgeye ait

beyin kesitleri toplandi. Kesitler anti-TH antikoru ile isaretlendi.
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Resim 6.2.1. NTS’deki rAAV-FLEX-tdTomato virlstnin enjeksiyonu

6.3.  Hipotalamusun NTS ile katekolaminerjik baglant1 yolaklarinin
belirlenmesi

Hipotalamusa gelen ana katekolaminerjik girdinin (input) NTS beyin bolgesinden
gelen sinyal olup olmadigii anlamak igin cre bagimli transgenik hayvanin NTS

bolgesine cre spesifik rAAV2-CAG-FLEX-tdTomato-WPRE viris verildi. PVN bolgesi

anti-TH antikoru (yesil) ile isaretlendi.
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Resim 6.3.1. NTS’ten hipotalamusun PVN bdlgesine gelen néron projeksiyonu
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Bu deney sonucuna gore NTS bolgesinden PVN’e gelen yogun projeksiyonlar
g6zlendi ve beyin sapindaki NTS bolgesinde bulunan TH néronlarinin hipotalamusta

ile katekolaminerjik bir baglanti kurdugu diisiintildii.

6.4. NTS’ ten PVH giden projeksiyonun besin tiiketimiyle iliskisi

NTS’den paraventrikiiler ¢ekirdege gelen katekolaminerjik noronlarinin etkisi ile
aclik ve tokluk mekanizmalariyla ilgili bir bolge olup olmadigina bakildi. Bilateral
ve intrakraniyal olarak NTS bdlgesine bir grup rAAV2-EF10-FLEX-ChR2-eYFP ve
kontrol grubu olarak rAAV2/1-CAG-FLEX-tdTomato enjeksiyonu yapildi. PVN
bolgesinin lizerine ise fotouyarim igin fiber yerlestirildi. Daha sonra TH-cre

transgenik fareleri davranig odasina alindu.

Resim 6.4.1. Niikleus Traktus Solitarius bolgesine yapilan FLEX-ChR2-eYFP
enjeksiyonu
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Resim 6.4.2. Nikleus Traktus Solitarius bélgesinde Paraventrikiler hipotalamusa
gelen ChR2-eYFP projeksiyonu

Yapilan analizlerle glndiz dongisinde TH néron aktivasyonunun analiz
sonuglarina gore oreksijenik bir etki yaptig1 diistiniildi. rAAV-FLEX-tdTomato’nun
besin tlketimi uyarim oncesinde 0,108 g uyarim sirasinda 0,148 g olarak 6lculd.
rAAV2-FLEX-ChR2’ un besin tiiketimi uyarim 6ncesinde 0,04g, uyarim sirasinda
0,35 g olarak olculdiu. Deney grubundaki tiim farelerin 6 saatlik besin tuketimi

iligkisi degerlendirildi. Gruplar arasi istatiksel olarak anlamli farka rastlandi (p<0,05)
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Sekil 6.4.1. TH noron aktivasyonu giindiz dongust FLEX-ChR2 ve FLEX-tdTom
enjeksiyonu olan fare gruplarinin 6 saatlik besin tiiketimi degisimi

Gece dongusunde ise TH noron aktivasyonunun analiz sonuglarina gore, rAAV-
FLEX-tdTomato’nun besin tuketimi uyarim oncesinde 0,28, uyarim sirasinda 0,37
olarak oOlculdi. rAAV2-FLEX-ChR2’ un besin tiiketimi uyarim oncesinde 0,03,
uyarim sirasinda 0,56 olarak o6lcildid. Uyarim Oncesi ve uyarim sirasina gore

kiyaslama yapilirsa, her iki grupta da besin tiketiminde anlamli farkliliklar goriildi.

(p<0,05)
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Sekil 6.4.2. TH ndron aktivasyonu gece dongusu FLEX-ChR2 ve FLEX-tdTom
enjeksiyonu olan fare gruplarinin 6 saatlik besin tiiketimi degisimi

6.5. NTS’ ten PVH’ e gelen ndronlarda anksiyetiklik roll

TH noéronlarmin aktivasyonu durumundaki degisimini gozlemleyebilmek ig¢in
transgenik Th-cre farelerin NTS bdlgesine intrakraniyal olarak cre bagimli rAAV2-
EFla-FLEX-ChR2-eYFP virlsii enjeksiyonu yapildi ve PVN (zerine de fiber
yerlestirildi.
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Sekil 6.4.1.1. Nikleus Traktus Solitarius bolgesine ChR2-eYFP enjeksiyonu ve
paraventrikiiler niikleus bolgesine takilan feruliin sematik gosterimi

PVN’in fotostimiilasyonu ile NTS’den gelen ndéronlarin bu bolge iizerindeki
anksiyatiklik etkisinin olup olmadigina bakildi.

Aktif alan davranis testi i¢in rAAV2/1-EFla-FLEX-hChR2(H134R)-eYFP ve
rAAV2/1-CAG-FLEX-tdTomato enjekte edilen hayvanlar test odasina getirildi ve
deneye baslamadan Once hayvanlarin bu ortama alismast i¢in belirli bir siire
beklendi. Ardindan 30 dakikalik deney protokolii izlendi. Bu testin sonucunda,
FLEX-ChR?2 viriisiinii tasiyan fareler, kontrol grubu olarak FLEX-tdTom virlsuni
bulunduran farelere kiyasla uyarimli olan bolgeyi daha az tercih etti ve 1sikla
uyarimdan kagma tepkisi gosterdikleri gozlemlendi. Bu teste gére TH-cre transgenik
hayvanlarinin NTS boélgesinden PVN’e yaptigi aksonal uzantilarla bu bolgede

anksiyete ile bir baglantisinin olabilecegi diisiiniildii.
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Sekil 6.4.1.2. TH néronlarinin aktivasyonu ile aktif yer tercihi analizi a) ChR2 ve
tdTom gruplarinin uyarilmis alanda gegirdigi zaman miktar1 b) ChR2 ve tdTom
gruplarinin uyarimin oldugu bolgesine yapilan ortalama ziyaret sayisi degerleri
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Sekil 6.4.1.3. ChR2 ve tdTom farelerinin 30 dakikalik protokol sirasinda izledigi yol
(sol) ve ortalama 1s1 haritas1 (sag)

Acik alan testinde rAAV2/1-EFla-FLEX-hChR2(H134R)-eYFP ve rAAV2/1-CAG-

FLEX-tdTomato enjekte edilen hayvanlar test odasina getirildi ve deneye
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baslamadan Once bir siire bu ortama alismalari igin siire verildi. Ardindan fareler test
odalarinin tam ortasina konulacak sekilde deneye baslandi ve 10 dakikalik deney
protokolii izlendi. FLEX-ChR2 virusi enjekte edilen grup test odasinin merkezinde
FLEX-tdTom grubuna gére daha fazla bulundu ve test odasinda daha fazla yol aldu.

Bunun testin sonucunda FLEX-ChR2 ve FLEX-tdTom virusleri bulunduran iki grup

arasinda anlamli bir farklilia rastlanmadi.

a) b)
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Sekil 6.4.1.4. TH noronlarinin aktivasyonu sirasinda agik alan testi a) FLEX-ChR2 ve
FLEX-tdTom gruplarinin merkezde kalma suresi b) FLEX-ChR2 ve FLEX-tdTom
gruplarinin test siiresince aldigi yol

'tdTom |

| ChR2 |

o 1dk24s

Sekil 6.4.1.5. ChR2 ve tdTom farelerinin 10 dakikalik protokol sirasinda izledigi yol
(sol) ve ortalama 1s1 haritas1 (sag)
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Yiikseltilmis arti alan testinde, rAAV2/1-EFla-FLEX-hChR2(H134R)-eYFP ve
rAAV2/1-CAG-FLEX-tdTomato enjekte edilen hayvanlar test odasina getirildi ve
deneye baslamadan dnce fare gruplarinin bu ortama aligmasi i¢in bir siire beklendi.
Ardindan testin tam ortasina ve agik koluna bakacak sekilde fare gruplar
yerlestirildi. Deney siiresince 10 dakikalik bir protokol izlendi. Bu deneyin
sonucunda FLEX-ChR2 virlst enjekte edilen fare grubu ve FLEX-tdTom virusu
enjekte edilen fare grubunun acik kollarda kalma siiresi benzerdi. Iki grup arasinda

anlaml bir fark ortaya ¢ikmadi.

Acik kolda kalm
=
o
o

tdTom ChR2

Sekil 6.4.1.6. Yiikseltilmis art1 alan testinde TH ndronlarinin aktivasyonu sirasinda
acik kolda kalma zamani
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Sekil 6.4.1.7. ChR2 ve tdTom farelerinin 10 dakikalik protokol sirasinda ortalama 1s1
haritast

Davranig deneylerinin sonucunda ise acik alan testi, yiikseltilmis art1 alan testi ve
aktif alan testi sonucuna gore farelerin aktivitesinde herhangi bir degisiklik

gozlenmemistir. Bu da bu yolun stres davranislarinda herhangi bir etkisinin

bulunmadigin1 géstermistir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Yeme eyleminin hangi anda basladigini belirlemek zordur. Bu zorluk; yemek yeme
arzusunun, kalori gereksiniminden lezzetli yiyeceklerin goriiniisiine ve kokusuna
hatta giinlin saati, sosyal olaylar ve duygudurum degisiklikleri gibi birgok nedene
bagl olmasindan kaynaklanmaktadir (55). Baslica duygudurum degisikliklerinden
biri olan ve santral sinir sisteminden kaynaklanan stres faktorlerin vicutta fizyolojik
ve endokrin degisikliklere sebebiyet verdigi bilinmektedir. Cesitli aragtirmalar
sonucunda sicanlarda viicut agirliginda artisina  neden olan  stresorlerin
glukokortikoid diizeyinin artmasina sebep oldugu ve bu glukokortikoid artisina baglh
olarak da sistemik etkilerin ortaya ¢iktigir bilinmektedir (56). Limbik sistemdeki
duygudurum degisikliklerinden sorumlu olan bdlgeler hipotalamus, talamus ve

amigdalada bulunmaktadir (57).

Hipotalamus 6zel merkezi devreler tarafindan siki bir sekilde diizenlenen ve enerji
dengesinin kontroliinden sorumlu merkez olarak bilinmektedir. Buraya gelen bilgiye
bir cevap olusturulur ve hormonal yolaklar ile vicuda iletilir (4). Bizim
inceledigimiz bu hormonal yolaklardan biri de katekolamin sinifinda bulunan

norepinefrindir.

Beyin sapinda bulunan NTS bolgesi ise viicudun enerji dengesi ile iliskili sinyalleri
alan yiyecek arayisi ve tiikketimini diizenleyen 6nemli bir beyin alamidir. Ayrica
anksiteye bagli duygudurum bozukluklarinda en fazla néroadrenalin ve serotonin
hormonlarindaki degisikliklerin rol aldigi diisiiniilmektedir (58). Bu nedenle bu
caligma da beyin sapinda artis gosteren norepinefrine bagli sinyallerin PVN’daki

oreksijenik ve stres artirici etkisi igin bu iki bolge arasindaki sinyalizasyona bakildi.

Yemek yeme arzusunun bir baska deyisiyle istah1 ve bununla baglantili sinir
devrelerini ve bu devrelerle galisan sinaptik mekanizmalari anlamak 6nemlidir. Son
yirmi yilda ¢ok sayida beyin bolgeleri ve farkli islevleri kontrol eden hiicre tipleri
bulunmustur. Neyse Ki, viral vektorlerin ve bu vektorlerle uyumlu ¢alisan transgenik

farelerin kullanimiyla, nérona 6zgun yeni sinirbilim teknolojileri gelistirilerek, farkli
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noron tiplerinin aktivitesini ve bunlarin davranissal sonuglarini Olcerek belli bir
davranig ortaya ¢ikaran afferent-efferent baglantilari haritalanmak artik mimkaindar
(59). Spesifik norostimilasyon teknolojileri kullanilarak Nukleus Traktus Solitarius
bolgesine FLEX-ChR2-eYFP virlisii enjekte edildi ve PVN’a olan akson
projeksiyonu gozlemlendi. Bu néron gruplariin ise NTS’ den gelen TH noéron alt
grubuna ait olup olmadigini anlamak i¢in yesil floresan isaretli beyin kesitlerine
immunohistokimyasal boyama yapildi ve boylelikle medial hipotalamusun NTS’den
yogun Katekolaminerjik girdi aldign gozlendi. Onceki calismalarda PVN’a yapilan
norepinefrin enjeksiyonuna bagli olarak besin aliminda artis oldugu gosterilmis
(46,59) yine daha yakin zamanda yapilan bir mikroenjeksiyon ¢aligmasi da PVN’nin
beslenme kontroli icin dnemli bir bélge olabilecegini ortay koymustur (18). Bununla
birlikte NTS’deki ndrepinefrin sentezleyen néronlarin anoreksijenik bir etkisi oldugu
da bilinmektedir. Dahast NTS den gelen ve PBN’a olan projeksiyon uyarildiginda
anoreksijenik bir davranigin olustugunu gosteren c¢alismalar vardir (19). Bu
bilgilerden yola ¢ikarak, bu calismada NTS’den PVN’e gelen katekolaminerjik
sinyal iletiminin ndronal aktivasyonu ile hem gece hem de giindiiz déngulerinde
farelerde besin alimindaki anlamli bir artis tesbit edildi (P<0.05). Boylelikle
literatiirde ilk defa bu g¢alismada PVN’un gece ve gindiz déngilerinde artan
oreksijenik etkinin NTS’tan gelen katekolaminerjik baglant1 sayesinde oldugu tesbit
edilmistir. Beslenmeyle ilgili periferden gelen néronal sinyallerin beslenme
regilasyonuna etkisinde beyin sapinin da etkili oldugunu artik biliyoruz. Besin heniiz
sindirim kanalinda sindirilmeden vagus siniri iizerinden gelen bu uyarilar NTSin
aclik sirasinda uyarilan ilk merkezi sinir sistemi ¢ekirdeklerinden biri olabilecegini

diistindiirmektedir.

Calismanin diger bir kolunda ise FLEX-ChR2 ve kontrol grubundaki farelerin
lokomotor aktivitesi ve stres ile ilgili davranislarina bakildi. Aktif alan testinin
sonucuna gore ChR2 grubu, uyarim olan bolgede kontrol grubuna gére daha az
zaman gecirmis ve uyarim olan bdlgeden kagma davranisi gostermistir. Ayrica bu

bolgeye yapilan ortalama ziyaret sayisindaki azalis dikkat ¢ekicidir (p<0,05).
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Acik alan testinde anksiteye bagl davranis iki faktore baglidir. Bunlardan birincisi
deney hayvaninin bilmedigi farkli bir ortamda bulunmasi ve genis alanda yasadigi
korkudur (60). Deney sonuglarinda test alaninin merkezinde bulunma siiresi ve bu
alanda aldiklar1 toplam yola bakildiginda, ChR2 grubunun kontrol grubuna gore
merkezde bulunma siiresi ve aldig1 toplam yol miktar1 daha fazladir. Bu davranis

testinin verilerine gore anlamli bir degisiklige rastlanmamistir (p>0,05).

Yikseltilmis art1 alan testinde denegin strese bagli olarak kontrol grubuna gore agik
kolda daha az zaman gegirmesi beklenmektedir (61). Bizim sonuglarimizda ise ChR2
grubu ile kontrol grubu arasinda agik kolda gecirilen siire bakimindan istatiksel

olarak anlamli bir farkliliga rastlanmamuistir ( p>0,05).

Yapilan analizler gosterdi ki NTS’den gelip néropinefrin salinimi yapan tirozin
hidroksilaz ndronlarinin PVN iizerindeki noéronal projeksiyonunun optogenetik
olarak uyarilmasi oreksijenik bir etkiye sahiptir. Ayrica stres testlerinde elde edilen
analiz sonuclari beraber degerlendirildiginde gore agik alan testi ve art1 alan testinde
her iki grup arasinda da anlaml bir degisiklik gbzlemlenmemisken, aktif alan tercihi
deneyinde FLEX-Chr2 grubu optogenetik uyarim bdlimiinde daha az vakit gegiristir.
Bu sonug, NTS ile PVN arasindaki katekolaminerjik projeksiyonun vicutta stres
durumunu regule eden yolaklarla da baglantili olabilecegini ortaya koymustir. S6z
konusu sonuclar ile birlikte TH fare modelinde nérepinefrin hormonunun anahtar rol
oynadigi ndronlarin davranigsal ve fizyolojik Ozelliklerini ilk kez sistematik ve
kapsamli bir sekilde karakterize etmeyi basardik. Elde edilen analiz sonuglariyla
besin-enerji dengesine ve stres yolaklarina bagli fizyolojik degisimlerin nasil
etkilendiginin ve bu degisikliklerin hangi sinir ag1 aktivitesine bagli olarak
gerceklestiginin bilinmesi sosyal ve yeme davranig bozukluklarinin mekanizmasinin

daha iyi anlagilmasinda 6nemli bir rol oynamasi muhtemeldir.
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