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1. OZET

ARKABEYIN KATEKOLAMINERJIK NORONLARININ HiPOTALAMUS
ILE ILiSKiSININ INCELENMESI

Niikleus Traktus Solitarius (NTS) bolgesi viicudun i¢ dengesini saglamada anahtar
bir role sahiptir. Beynin, arka beyin bdlgesinin beyin sap1 kisminda bulunur. Icerdigi
noronal alt popiilasyonlar, stres, kan sekeri, enerji diizenlenmesi gibi fizyolojik
olarak onemli diizenlemeler yapar. Homeostasisin saglanmasinda anahtar role
sahiptir. Ayn1 zamanda hayatta kalmamizi saglar. Bu sebeple anatomik haritalama ve
patch clamp yontemi ile bu bolgenin hipotalamus {izerindeki bir etkisi olup
olmadigini arastirdik. Hipotalamus bolgesi de yasamimiz: siirdiirmemiz igin gereken
fonksiyonlarin kontrol edildigi merkezdir. Beyin sapina gelen bilgiye burada cevap
olusturulur. Bu cevap hormonal mekanizmalar ile viicutta gerekli organlara iletilir.
Niikleus Traktus Solitarius bolgesinden hipotalamus bolgesine yogun derecede akson
gelirken (paraventrikiiler hipotalamus, lateral hipotalamus, arkuat niikleus,
dorsomedial hipotalamus) bu aksonlarin 6zellikle paraventrikiiler hipotalamusta nasil
bir islev gordiigiine baktik. Paraventrikiiler hipotalamus viicudun aglik-tokluk, istah
mekanizmalarint  diizenleyen ¢ok Onemli bir merkezdir. Bu sebeple obezite
tedavisinde potansiyeli yliksek bir hedef ¢ekirdiktir. Niikleus Traktus Solitarius
bolgesinden  Paraventrikiiler = hipotalamusa gelen aksonlardan  aldigimiz
elektrofizyolojik kayitlarimizda goriilmiistiir ki bu aksonlardan salinan norepinefrin
burada ndromodiilatdr olarak diizenleme yapmaktadir. Katekolamin sinifindan bir
ndrotransmiter olan norepinefrinin merkezi sinir sistemi igerisindeki rolii biiyiiktiir.
Niikleus Traktus Solitarius bolgesinden Paraventrikiiler hipotalamusa gelen
aksonlardan salinan norepinefrin, burada her bir néron tizerinde etkisini arttirici veya

azaltici olarak degisik etkiler gostermektedir (p<0.05).

Anahtar Kelimeler: Niikleus Traktus Solitarius, Hipotalamus, Elektrofizyoloji,

Anatomik Haritalama



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN HYPOTALAMUS
AND HINDBRAIN CATECHOLAMINERGIC NEURONS

The Nucleus Traktus Solitarius (NTS) region plays a key role in maintaining the
internal balance of the body. The NTS is located in the brain stem of the posterior
cerebral region. The neuronal subpopulations are physiologically important role,
such as stress, blood sugar, energy regulation. It has a key role in providing
homeostasis. It also allows us to survive at the same time. For this reason, we
investigated whether this region is an effect on the hypothalamus by anatomical
mapping and patch clamp method. The hypothalamus region is also the center where
the functions we need to maintain our life are controlled. The answer from the brain
stem is generated here. This response is transmitted to the necessary organs in the
body by hormonal mechanisms. We looked at how these axons particularly function
in the paraventricular hypothalamus. The axons coming from the nucleus Traktus
Solitarius region has a projection intensively to the hypothalamus region
(paraventricular hypothalamus, lateral hypothalamus, arcuate nucleus, dorsomedial
hypothalamus). Paraventricular hypothalamus is a very important center that
regulates the hunger-toughness, appetite mechanisms of the body. For this reason, it
attracts a high potential target in obesity treatment. Electrophysiological recordings
from Nucleus Traktus Solitarius axons in the paraventricular hypothalamus show that
norepinephrine released from these axons regulates as a neuromodulator here. The
role of norepinephrine, a neurotransmitter from the catecholamine class, in the
central nervous system is significant. These axons has a crucial effect on these
neurons in Paraventricular hypothalamus, such as increasing and decreasing these

neurons’ activity (p<0,05).

Key words: Nucleus of Solitary Tract, Hypothalamus, Electrophysiology, Projection
Mapping



3. GIRIS VE AMAC

Obezite, son yillarda diinyada ve iilkemizde en 6nemli toplumsal saglik problemleri
arasma girmis bulunmaktadir (1). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére,
tilkemizde her alti kisiden birisi obez ve her iki kisiden birisi de fazla kilolu
kategorisine girmektedir (2). Daha da endise verici olan ise, gerekli tedbirler
alinmadig1 taktirde bu oranlarin  Oniimiizdeki yillarda daha da artacagi tahmin
edilmesidir. Obezite, kisilerin yasam kalitesini dogrudan etkilemekten Ote, birgok
farkli hastaligin goriilme riskini de arttirarak ciddi saglik problemlerine davetiye
cikarmaktadir. Bunlarin arasinda kardiyovaskiiler rahatsizliklar, diyabet ve kanser
gibi mortalite riski yiiksek hastaliklar bulunmaktadir (3). Ustelik diyet, egzersiz ve
ilaca dayali tedavi yontemleri su ana kadar beklenen etkiyi gdstermekte basarisiz
kalmistir. Beslenme ve enerji dengesini kontrol eden mekanizmalar hakkindaki son
derece simirli olan bilimsel birikim, yeni tedavi yollarinin aranmasinin 6niindeki en
biiylik engellerden birini teskil etmektedir. Dolayisiyla kisa vadede bu siireclerin,
yani aglik ve toklugun ve bununla ilintili fizyolojik olaylarin vucut tarafindan nasil
kontrol edildiginin agiga kavusturulmasi gerekmektedir (4).

Arka beyin bolgesi viicumuzdan gelen sinyalleri alan bdlgeler icerir. Bunlardan en
onemlisi de Niikleus Traktus Solitaria’dir (5). Bu bolge 6zellikle viicuttan gelen aglik
ve tokluk sinyallerini alarak istah iizerinde diizenleme yapar. Bu diizenleme beynin
beslenme merkezi hipotalamus iizerinden gergeklesir (6).

Bu sebeple NTS bdlgesinin hipotalamus ile olan baglantistnin  6zelliklerini
incelemek, obezite konusunda atilacak biiyiik bir adimdir. Bu devre {lizerinde
yapilabilecek manipiilasyonlar bu hastaligin ve obezite gibi diyabet ve yeme

bozukluklarinin tedavisinde biiylik rol oynayacaktir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Arkabeyin

Arka beyin, igerisinde medulla oblongatay1, ponsu ve serebellumu barindiran ve
beyin ile omurilik arasinda koprii gérevi goren bir beyin bolgesidir. Ayn1 zamanda
rombensefalon adiyla da bilinen bu bdlge embriyonik gelisim doéneminden sonra
adini arka beyin olarak alir (7).

Arka beyin gelisimsel olarak iki ana bolge igerir; miyelensefalon (ki medulla
buradan gelisir.) ve metensefalon (pons ve serebellum bolgelerinin gelistigi
kisimdir). 500 milyon yillik eski fosiller ve ¢enesiz baliklardan bu yana arka beyin
biitlin omurgal1 canlilarda ayn1 gelisimi icerir. Nadir arka beyin hastalik tiirlerinden
biri olan Rhombencephalosynapsis, kaynasmis bir beyincik ile sonuglanan bir

hastaliktir. Hastalar genel olarak serebellar ataksi gecirirler (8).

Optic nerve ~ Optic chiasm e - dibiium

Anterior perforated 9, Q Mamillary bodies
substance \;‘ .-;2 " _Cerebral peduncle

Optic tract
— Posterior perforated substance
Midbrain — Oculomotor nerve
~Trochlear nerve

- Trigeminal nerve

— Pons
Fons = — Abducens nerve

=7 Facial nerve and
nervus intermedius

Vestibulocochlear nerve

Medulla — Glossopharyngeal nerve

Vagus nerve

N

\‘ ! Hypoglossal nerve
‘é 0 ? : .

Ventral root C1 \ [ / Spinal accessory nerve

| 1]

Sekil 4.1 Arkabeynin sematik gdsterimi.



4.1.1. Miyelensefalon: Medulla oblongata

Miyelensefalon genel olarak Medulla yerine kullanilan, beynin alt birimlerinden

biridir. Beyin sapmin omurilik ile birlestigi kismidir. Duyusal ve motor kontrolii
saglayan pek ¢ok kiiciik ¢ekirdek icerir. Bu ¢ekirdekler kardiyak, solunum, kusma ve
kasilma merkezleridir ve nefes alma, kalp ritmi ve kan basinci gibi otonom
davraniglar ile Oksiirme, hapsirma, yutma, kusma gibi temel refleksleri kontrol
ederler (9).
Miyelensefalon ayni zamanda dordiincii ventrikiiliin bir kismini, glossofarinjal siniri,
vagus sinirini, hipoglossal siniri, yardimeci siniri ve vestibulokohlear sinirin bir
kismint igerir. Tiim bu onemli merkezleri bulundurmasi nedeniyle, herhangi bir
travma aldiginda organizmanin hayatta kalmasi agisindan son derece zararh
sonuglara sebep olabilir (10).
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Spinal trigeminal tract Nucleus gracilis

Fasciculus cuneatus
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Spinal trigeminal nucleus

Posterior
spinocerebellar

Central gray tract

Anterior
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Corticospinal decussation = il Medial longitudinal
fasciculus

Medullary pyramid

Resim 4.1 insan medullasinin ¢aprazlama yaptig1 seviyedeki kesitinin goriintiisii.
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Resim 4.2 Insan medullasmin Medial lemnuscus seviyesindeki kesitinin griintiisii.
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Resim 4.3 Merkez medulla.



Fastigial nuclei

Nuclei of

cerebellum
Dentate nucleus

IV Ventricle

Lateral vestibular
nucleus
Dorsal cochlear

nucleus Med. long. fasc.

Inferior vestibular
nucleus

Medial vestibular

Inferior cerebellar
| nucleus

peduncle

Cochlear nerve Solitary fasciculus

(v Spinal nucleus and

Ventral cochlear tract of trigeminal nerve
nucleus

Medial lemniscus
Inferior olivary nucleus

Pyramid

Resim 4.4 Yukar:i medulla.

4.1.1. Metensefalon: Pons ve Serebellum

Metensefalon, pons ve serebellumu kapsayan gelisimsel bir karakterizasyon
ifadesidir. Miyelensefalona benzer sekilde dordiincii ventrikiiliin bir kismini,
trigeminal siniri, abdusens sinirini, yiiz sinirini ve ayni sekilde vestibulokohlear
sinirin bir kismini igerir (11).

Pons, medullanin hemen iizerinde uzanir ve uykuyu, solunumu, yutmayi, idrar
kesesini, dengeyi, g6z hareketlerini, yiliz ifadelerini ve postiirii kontrol etmeyi
saglayan ¢ekirdekleri igerir (12).

Serebellum, motor kontrolde énemli bir rol oynar. Ayn1 zamanda dikkat, dil, korku,
haz gibi biligsel islevlerde de gorev alsa da esasen hareket temelli fonksiyonlarin
merkezidir. Serebellum hareketi baslatmaz ancak koordinasyon, hassasiyet ve

zamanlamay1 ayarlamada biiytik rol oynar (13).
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Sekil 4.2 Ponsta bulunan biiytik niikleus gruplarinin sematik gosterimi.
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Transverse pontine
fibers

Bundles of corticospinal

i i B o and corticonuclear fibers
Pontine nuclei

Basilar groove

Resim 4.7 Rostral pons.
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Primary
fissure

Posterior lobe

Fastigial nucleus

Globose nucleus

Anterior lobe Emboliform nucleus

Posterior lobe

Sekil 4.3 Serebellumun sematik gosterimi.

4.2. Katekolaminler

Katekolaminler, biojenik aminler sinifinda bulunan ve altinda ii¢ ¢esidini barindiran
norotransmiterler sinifidir. Katekolamin ismi yapilarindaki Katekol halkasindan
gelir. Biitiin  katekolaminler Tirozin aminoasidinden tiiretilir. Katekolamin
sentezindeki ilk adimda tirozin aminoasidi Tirozin hidroksilaz enzimi tarafindan
katalizlenerek Dihidroksifenilalanin (DOPA)’ya ¢evrilir. Ciinkii tirozin hidroksilaz
enzimi, her ii¢ katekolamin nérotransmiteri i¢in de hiz sinirlayici faktor olarak gorev
alir. Bu enzimin varligi beyinde katekolaminerjik néronlarin belirlenmesinde 6nemli

bir kriterdir (14).
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Sekil 4.4 Katekolaminlerin biyosentezi

4.2.1. Dopamin

Dopamin, DOPA dekarboksilaz enzimi tarafindan DOPA molekiiliinden {iretilir.
Beyinde birka¢ bolgede bulunmasiyla birlikte dopamin igeren ana bdlge beden
hareketlerinin koordinasyonunu saglayan ve Substantia nigradan biiyiik input alan

Korpus striatumdur. Parkinson hastaliinda substantia nigradaki dopaminerjik
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noronlar dejenere olur ve sonu¢ olarak motor hareketlerin fonksiyonlarinin
yitirlmesine neden olur. Dopamin kan-beyin bariyerini gegemezken Levodopa
kolaylikla gecer. Dopamin ayni zamanda motivasyon, o6diil ve kuvvetlendirme

mekanizmalarinda da yer alir (15).

4.2.2. Norepinefrin (Noradrenalin)

Norepinefrin,  dopaminin  Dopamin  Beta-Hidroksilaz  enzimi tarafindan
katalizlenmesiyle elde edilir. Dopamin vezikiiller tarafindan adrenerjik terminallere
tasinir. Burada norepinefrine cevrilir. Norepinefrin en c¢ok simpatik ganglion
hiicreleri tarafindan viseral motor sistemde salgilanir. Ayn1 zamanda merkezi sinir
sisteminde Locus coeruleus basta olmak {izere beyin sapinda bulunan merkezlerden
de 6n beyine projeksiyon yaparak salgilanir. Uyku, uyaniklik, dikkat ve beslenme

davraniginin siirdiirilmesinde énemli rol oynar (16).

4.2.3. Epinefrin (Adrenalin)

Epinefrin,  norepinefrinin  Fenilethanolamin-N-metiltransferaz ~ enzimi ile
katalizlenmesi sonucu olusur. Beyin sapinda rostral medullada iki grup olarak

bulunan epinefrinin fonksiyonu heniiz kesfedilmemistir (17).

4.2.4. Katekolaminlerin Ozellikleri

Katekolaminlerin ~ yarilanma  Omrii  birkag  dakikadir. Ya  Katekol-O-
metiltransferaz’larin  (COMT) metilasyon yapmasi sonucu ya da Monoamin
oksidaz’larin (MAO) deaminasyon yapmasi sonucu degrade olurlar (18).

Epinefrin ve norepinefrin kendilerine ait spesifik reseptorlere baglanarak iglevlerini
yerine getirirler. Bu reseptorler adrenerjik reseptorler olarak adlandirilir ve alfa (o)
ile beta (B) olmak iizere iki gruba ayrilir. Bu reseptorler, kendi iglerindeki alt
gruplaria gore hem uyarici hem de inhibe edici olabilir. o reseptorleri, al ve o2

adrenerjik reseptor olmak iizere ikiye; B reseptorleri ise B1l, f2 ve B3 adrenerjik
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reseptorleri olmak tiizere tige ayrilir. Norepinefrinin bu reseptdrlere baglanma

afinitesi yiiksek oldugu kadar epinefrinin de yiiksektir (19).
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5.METOT VE MATERYAL

5.1. Materyal

Tablo 5.1.1. Deneylerde Kullamlan Malzemeler

Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar Marka Uriin Kodu
anti-TH primer antikoru Abcam abl12
anti-cFos primer antikoru Cell Signaling 22508

Kegi anti-Tavsan Immunoglobulin G Alexa- Life Technologies A11008
Fluor 488 ikincil antikor

Ke¢i Serumu Sigma-Aldrich G9023
OneShot Stbl-3 Kompetant E.coli hiicre hatt1  Life Technologies C737303
PCR primerleri Sentegen

AAV plazmitleri Addgene

293AAV hiicre hatti Cell BioLabs AAV-100
LB Agar Biomatik A8523-500G
LB Broth Biomatik A8523-500G
Sodyum Piriivat (C3H3sNaO3) Sigma-Aldrich P5280
Ethanol Sigma-Aldrich 46139
Glasiyal Asetik Asit Sigma-Aldrich 537020
Agaroz Sigma-Aldrich A9539
Glutamax-I Gibco 35050-061
Paraformaldehit Sigma-Aldrich 15127
Sodyum Kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich S7653
Potasyum Kloriir (KC1) Sigma-Aldrich P9541
Sodyum Fosfat (NaH,POy) Sigma-Aldrich S8282
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) Sigma-Aldrich S6014
Magnezyum Kloriir (MgCl,) Sigma-Aldrich 208337
Kalsiyum Kloriir (CaCl,) Sigma-Aldrich C1016
Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) Multicell 311-010-CL
Fenol Kirmizisi Capricorn 600-070-1G
OptiPrep™ Density Gradient Medium Sigma-Aldrich D1556
Benzonase Sigma-Aldrich E8263
Trypsin (0,25%) in DPBS Capricorn CPTRY2B
DMEM High Glucose Multicell WS319005CL
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Polyethylenimine Branched Sigma-Aldrich SG408727
EndoFree Plasmid maxi kit Qiagen 12362
D-Sorbitol High Purity Sigma-Aldrich BMA2450
SafeView Alfagen G108

Gel Loading Dye Purple (6X) NEB B7024 S
Taq PCR Kit NEB E5000 S
Fluoromount Mounting Medium Sigma-Aldrich F4680
LMA Agaroz Reducta 8060
Triton X-100 Sigma-Aldrich X100
Trizma® HCI Sigma-Aldrich T3253
Opti-MEM Reduced Serum Medium Life Technologies 51985-034
Siikroz Sigma-Aldrich 0389
Dekstroz Sigma-Aldrich D9434
Sodyum Askorbat (CsH7NaOg) Sigma-Aldrich PHR1279
Tablo 5.1.2. Deneylerde Kullanilan Gerecler ve Cihazlar _
Kullanilan Gerecler Marka Uriin Kodu

Lazer Diyot Fiber Isik Kaynagi
ChemiDoc™ MP System

Calkalayict

dH,0O Cihazt

Ear Tag

Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube
Manyetik Karigtirict

Multi-Therm Shaker

pH metre

PowerPac™ Universal Power Supply
Santrifiij

Spectrometre cihaz

T100™ Thermal Cycler

Tart1

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter
OptiSeal Santrifiij Siseleri

Doric Lenses
BioRAD

Benchmark Scientific
Millipore

Harvard Apparatus
Sigma-Aldrich
Benchmark Scientific
Benchmark Scientific
Isolab

BioRAD

Orto Alsera

BioRAD

BioRAD

Ohaus Explorer
Millipore

Thermo Scientific

LDLFS_473/7

BR2000
ZRQSVP8W
52-4717
7666505
H400HSB
H5000-HC
pH7110
1645070
Biocen 22R

1861096
EX124-US
UFC910024
7600302
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MicroPunch

Portatif Anestezi Cihazi
Micromotor

One-axis Qil Hydraulic Micromanipulator
Drummond Wiretrol™ II Kalibre Mikropipet
Peristaltik Pompa

Ultrasonikator

Vorteks

Konfokal Mikroskop

Vibratom

Mikropipet Cekici

Ozmometre

SliceScope Pro3000

PatchStar Micromanipulator
Motorised Moveable Top Plate
PatchPad

Programmable Perfusion System
Monokrom Kamera

Hava Kompresorii

Axon Digidata Digitizer
Multiclamp Amplifier
Programmable Pulse Stimulator

pE Excitation System Main Unit
pE Excitation System Remote POD
Digital Storage Osiloskop

Stereo Mikroskop

Harvard Apparatus
Beyza Medikal
Istanbul Dis Deposu
Narishige

Minstar

Fisher Scientific
Bandelin Sonarex
Benchmark Scientific
Zeiss

Leica

Sutter Instruments
Advance Instruments
Scientifica
Scientifica
Scientifica
Scientifica
Scientifica

Watec Cameras
Thor Labs
Molecular Devices
Molecular Devices
AM.P.I

CoolLED

CoolLED

Tektronix

Zeiss

340140

MO-10

21-176-2A

BV1000
LSM-780
VT1000S
P-1000
3250
Pro300

WAT-902H

Model 1550
Model 700B
Master 9
244-1400
244-1500
TDS2001C

Discovery V8
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5.2. Metot

Bu calismada, PCR yontemi ile genotipleri belirlenmis, TH-cre transgenik farelere
intrakraniyal enjeksiyon ile farklt Rekombinant adeno asosiye viriisler verilmis ve
ifadelenmesi beklenmistir. Beynin NTS bolgesine enjekte edilen ChR2-eYFP
viriisinlin akson uclarina taginmasinin ardindan PVN bolgesinden yama kiskaci ile
elektriksel aktivite Ol¢iilmiistiir. Channelrhodopsin yardimli sinaptik haritalama adi
verilen bu yontem ile, NTS bdlgesinden PVN bdlgesine projeksiyon yapan TH
noronlarinin, bu bolgedeki etkisi incelenmistir. Caligmanin diger bir kolunda ise,
TH-cre transgenik farelerinin, NTS veya LC boélgelerine FLEX-tdTomato viriisii
enjekte edilmis ve TH ndronlarinda ifadelenmesi saglanmistir. Ardindan, anti-TH
antikoru ile immunohistokimyasal boyama yapilmistir. Boylece, TH noronlarinin
NTS bolgesi ve LC bdlgesinden, ARC bolgesi ve PVN bolgesine yaptigi

projeksiyonlar haritalandirilmistir.

5.2.1. Deney hayvanlan

Bu caligma i¢in, Jackson Laboratuvari’'ndan ~ hemizigot B6.Cg-
7630403G23RikTg(Th-cre)1Tmd/J transgenik fareleri getirtilmistir. TH-cre kisa
adiyla bilinen bu transgenik fare 1rki, erkek transgenik fare ile disi C57BL/6 yabanil
tip fareler veya disi TH-cre fareler ¢aprazlanarak ¢ogaltilmistir. Uretilen fareler, 3 ila
4 haftaya ulastiklarinda, anestezi altinda kulaklarindan alinan doku ornekleriyle
genotiplenmistir. Genotipleme sonucuna gore fareler disi veya erkek, transgenik
veya yabanil tip olmak iizere ayrilmistir. Deney gruplari, genotipleme sonucuna goére
TH-cre ¢ikan fareler ile olusturulmustur. Farelerin bakimi, ¢ogaltilmasi ve yiiriitiilen
deneyler Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi (MEDITAM)
biinyesinde gerceklestirilmistir. Yapilan calismalar, Istanbul Medipol Universitesi

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IMU-HADYEK) tarafindan onaylidur.
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5.2.2. Genotipleme

5.2.2.1. DNA eldesi

Uretilen fareler, 3 ila 4 hafta eriskinlige ulastiklarinda genotiplendi. Kisa siireligine
anestezi altina alian yavru farelerin bir kulagina iizerinde numaralar bulunan kulak
kiipesi takildi. Yavrularin diger kulagindan ise kulak delmek icin kullanilan pens
yardimiyla doku 6rnegi alindi. Doku 6rnekleri icinde 75 pL 25mM NaOH/EDTA
lizat ¢ozeltisi bulunan 0,2 mL PCR tiiplerine koyuldu. Ardindan, T100™ Thermal
Cycler PCR cihazinda 98°C sicaklikta, 1 saat boyunca isitildi. Isitma suresinin
sonunda tiiplere 75 pL 40 mM Tris/HCl eklenmistir. 4000 rpm hizinda 3 dakika
santrifiij edilip, DNA siipernatantta toplandi. Elde edilen DNA, yeni tiiplere transfer
edildi.

5.2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Stipernatanttan toplanan DNA, asagida verilen malzemeler ile karistirildi ve ilgili
PCR programina koyuldu. DNA o6rneklerine hem transgenik, hem kontrol primer
ciftleriyle PCR yapildi. DNA i¢cermeyen, ancak diger malzemeleri igeren bir tiip daha
hazirland1 ve negatif kontrol olarak kullanildi. Verilen oranlarda karistirilan

kimyasallar ve primerlerden sonra, tiiplerin hacmi ddH2O ile 12 pL’ye tamamlandi.

Tablo 5.2.2.2.1. Kontrol PCR karisimi
Malzeme Final Konsantrasyonu

10X Reaksiyon tampon ¢dzeltisi 1X

Kontrol ileri primer 0,5 uM
Kontrol geri primer 0,5 uM
dNTP Soliisyon Karigimi 200 uM
Taqg Polimeraz enzimi 1,25 u/50 ul
DNA

ddH0
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Tablo 5.2.2.2.2. Transgenik PCR karigim

Malzeme

Final Konsantrasyonu

10X Reaksiyon tampon ¢ozeltisi
Transgenik ileri primer
Transgenik geri primer

dNTP Soliisyon Karigimi

Taq Polimeraz enzimi

DNA

ddH:0

1X

0,5uM

0,5 uM

200 uM

1,25 u/50 ul PCR

TH-cre faresinin genotiplenmesi i¢in gereken primerler Sentegen firmasindan temin

edildi. Bu genotipleme icin, Tablo 5.2.2.2.3’te listelenen primerler, Jackson

Laboratuvarlari’ndan edinilen bilgiye gore dizayn edildi.

Tablo 5.2.2.2.3. TH-cre faresinin genotiplemesi igin gereken primer dizileri

Primer Dizi 5’ 2> 3’
Kontrol ileri primer GAA AAG ATA AGG CCT TCA AGT GCT
Kontrol geri primer GAT CTTTCT GCAGTATCTTCCTTC

Transgenik ileri primer GAA AAG ATA AGG CCT TCA AGT GCT
Transgenik geri primer ATC GAC CGG TAATGC AGG CAA

Yukarida verilen oranlarda hazirlanan PCR karisimlari, Tablo 5.2.2.2.4’te verilen

PCR protokoliiyle T100™ Thermal Cycler cihazina koyuldu.

Tablo 5.2.2.2.4. TH-cre faresinin genotiplemesi i¢in gereken PCR Protokolii

Dongii Sicakhik Siire

1 95°C 1 dakika
95°C 30 saniye

37 60°C 30 saniye
68°C 1 dakika

1 72°C 5 dakika
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5.2.2.3. Agaroz jel elektroforezi ve goriintiileme

40 mM Tris, 20mM Glasiyal asetik asit, 1IMm pH:7,6 EDTA ile 1x TAE tampon
¢Ozeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltinin 100 pl’sine 3 g agaroz katildi ve ¢ozelti berrak bir
hal alana kadar sitildi. Seffaflagsan ¢ozeltiye Sul. Safeview eklendi. Elektroforez
tankina dokiildii ve sogumadan yiikleme taraklar1 yerlestirildi. Cozelti, belli bir siire
sonra sogumaya ve katilagmaya basladi. Kati, jel kivamina geldikten sonra iizeri 1x
TAE tampon ¢dzeltisi ile kaplandi. ik kuyucuga 5 uL belirteg, diger kuyucuklara ise
1 pL yiikleme boyasi ile karistirilmis 9 pL PCR iirilind, sirasiyla yiiklendi. 100V’°da
25 dakika yiritiildii ve BioRAD ChemiDoc cihazinda goriintiilendi.

5.2.3. Rekombinant adeno-asosiye viriis iiretme

Bu calismada kullanilacak rekombinant adeno-asosiye viriisleri liretmek icin gereken
pAAV-EFla-double floxed-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-HGHpA ve pAAV-
FLEX-tdTomato plazmitleri Addgene firmasindan temin edildi. Bu plazmitler,
kompetant Stbl3 E. Coli transformasyonlu bakteri siirtintiisii halinde getirildi.

5.2.3.1. Plazmit DNA eldesi

LB agar ¢ozeltisi 35 g/L oraninda, LB s1v1 besi yeri ise 20 g/L oraninda hazirland:
ve otoklav cihazi ile sterilizasyonu yapildi. Addgene firmasindan temin edilen
plazmitlerin ampisilin direngli olmasi sebebiyle, LB agar ¢ozeltisine, sogumasinin
ardindan 100 pg/mL ampisilin koyuldu. LB agarlar, 10 cm’lik polistiren petri
kaplarina dokiildii, sogutuldu ve jel haline getirildi. Addgene firmasindan gelen
plazmitlerden siiriintii alindi ve agara yayildi. Gece boyu 37°C’de bekletilen
petrilerde, bakteri koloni olusumu gozlendi. Bakteriyel koloniler 6ze ile toplandi.
Hazirlanan LB siv1 besi yerine transfer edildi. Kolonileri igeren siv1 besi yeri 37°C,
250 rpm kosullarinda calkalandi ve ¢ogalmasi i¢cin 18 saat beklendi. Bu siire
diliminde bakteriler logaritmik olarak ¢ogaldi ve yeterli sayiya ulasti. 4°C 6000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Bakteriler ¢cokeltide toplandi, supernatant atildi.
Cokelti halindeki bakteriler -80°C’de donduruldu. Bu islem, pAAV-EF1la-double
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floxed-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-HGHpA, pAAV-FLEX-tdTomato, yardimci

vektor 2/1 ve yardimer vektor helper olmak tizere 4 farkli plazmit i¢in yapildi.

5.2.3.2. DNA izolesi

-80°C’de dondurulan bakteriyel ¢okeltiler ¢ozdiiriildii. Kit protokoliine gore, Qiagen
Endofree Plasmid Kit (Qiagen, 12362) ile DNA izolasyonu yapildi. SpektraMax

cihazi ile DNA konsantrasyonlari 6l¢iildii.

5.2.3.3. 293AAYV Hiicre transfeksiyonu

293AAV hiicre hatt1 (Cell BioLabs, AAV-100), rekombinant adeno asosiye viriis
tiretimi icin 6zellesmis bir hiicre hattidir. Yaklasik 10° civarinda 293AAV hiicresi
150 cmlik petri kaplarina ekildi. 37°C, %5 COz, %20 O kosullarinda inkiibe edildi
ve yaklasik %80 doluluk oranina ulagsmasi i¢in gereken zaman tanindi. Yeteri kadar
hiicre elde edildikten sonra, hiicreler transfeksiyona hazir hale geldi. Transfeksiyon
icin 24 pg yardimer vektor helper, 20 pg yardimer vektor 2/1, 12 ng pAAV-EFla-
double floxed-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-HGHpA veya pAAV-FLEX-tdTomato,
Opti-MEM transfeksiyon medyumu ve transfeksiyonun gerceklesmesi i¢in gereken
bir ajan olan polietilenimin karisimi: hazirlandi ve hiicrelerin iizerine katildi.
Hiicreler, transfeksiyon karigimiyla birlikte 3 boyunca 37°C, %5 CO2, %20 O:
kosullarinda inkiibe edildi. Ardindan hiicreler toplandi, 4°C 1100 rpm kosullarinda 5
dakika boyunca santrifiij edildi, ¢okeltiler -80°C’de donduruldu.

5.2.3.4 Piirifikasyon

-80°C’de dondurulan hiicre c¢okeltisi, 150mM NaCl ve 20mM Tris pH 8,0 iceren
¢ozeltinin 9 mL’si ile karigtirildi. Hiicreler 3’er defa, sirayla once soguga (kuru buz
ve %70 EtOH karisimi), ardindan da sicaga (37°C sicak su banyosu) maruz birakildi.
Bu islemin hemen ardindan, hiicreler 3 dakika sonikatore koyuldu ve hiicrelerin
icindeki viriisler agiga c¢ikti. Hem viriisleri, hem de hiicre artiklarini igeren bu

karisimi piirifiye etmek i¢in, karisima ImM MgCl; ve 250 U/mL Benzonase (Sigma
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E8263-25K) katildi. 4°C 4000 rpm kosullarinda 20 dakika santrifiij edildi. Gradient

olusturmak i¢in Tablo 5.2.3.4.1°de verilen soliisyonlar hazirlandi.

Tablo 5.2.3.4.1. Gradient ¢ozeltileri
Cozelti Icerigi

%]17’lik ¢ozelti 5 mL 10x PBS, 0,05 mL 1M MgCl;, 0,125 mL 1M
KCI, 10 mL 5M NaCl, 12,5 mL lodixanol ve 50
mL’ye kadar H,O

%25’lik ¢ozelti 5 mL 10x PBS, 0,05 mL 1M MgCl,, 0,125 mL 1M
KCI, 20 mL lodixanol, 0,1 mL 0,5% fenol kirmizisi
ve 50 mL’ye kadar H,O

%40’lik ¢ozelti  5mL 10x PBS, 0,05 mL 1 M MgCl, 0,125 mL 1 M
KCI, 10 mL 5 M NaCl, 33,3 mL lodixanol ve 50
mL’ye kadar H,O

%60’lik ¢ozelti 0,05 mL 1 M MgCl,, 0,125ml 1 M KCI, 50 mL
lodixanol, 0,025 mL 0,5% fenol kirmizisi

Ultrasantrifiij i¢cin Optiseal tiiplerine (Beckman 361625), siringa ile sirayla 3 mL
%6011k ¢ozelti, 5 mL %40’hik ¢ozelti, 6 mL %25°lik ¢dzelti, 6 mL %17’ lik ¢ozelti
damla damla eklendi. En iste de hiicre lizat1 damlatildi. Ultrasantrifiij cihazinda
18°C’de 60000 rpm’de, 90 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifuj sonunda
viriisler %40’lik ¢ozeltide birikti. Diger katmanlar ile karistirmadan, siringa ile
%40°1ik katman toplandi. Amicon 100K filtreli tiipler (UFC910024, Millipore), 1
litresinde 100 mL 10x PBS, 50 g D-Sorbitol, 42,4 mL %5 NaCl bulunan saklama
tampon ¢ozeltisiyle muamele edilip santrifiij islemine hazir hale getirildi. %40’lik
katman filtreli tliplere koyuldu ve 4°C 3500 rpm kosullarinda 30 dakika boyunca
santrifiij edildi. Uzerine 1x saklama tampon cozeltisi ekleyerek santrifiij etmek
suretiyle, 2 defa tekrarlandi. Bu islemler sonunda viriisler filtrenin {istiinde birikti,

topland1 ve -80°C’de donduruldu.

5.2.4. Intrakraniyal rekombinant adeno asosiye viriis enjeksiyonu

Genotiplemeleri yapilan ve TH-cre oldugu belirlenen 4 ila 5 haftalik fareler,

intrakraniyal virlis enjeksiyonu i¢in stabil anestezi altinda stereotaksik cerceveye
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yerlestirildi. Istenilen bolgeye enjeksiyon yapabilmek igin kafatasi diiz ve sabit bir
konuma getirildi. Betadin ile temizlenen kafa derisi, bisturiyle kesildi. Kafatasina az
miktarda hidrojen peroksit siiriildii ve kemikler belirginlestirildi. Fazla hidrojen
peroksit temizlendi. Koordinatlarin belirlenmesi ve intrakraniyal enjeksiyonun
yapilmast i¢cin SteREO Discovery V8 mikroskop kullanildi. Narishige
mikromanipulator aracilifiyla Bregma noktasina gelindi ve burast x ve y
koordinatlari i¢in sifir noktasi olarak nitelendirildi. NTS i¢in koordinat diizleminde
Anterior/Posterior (A/P): -7,00 mm ve Medial/Lateral (M/L): = 0,50 mm noktasina,
LC i¢in ise koordinat diizleminde Anterior/Posterior (A/P): -5,00 mm ve
Medial/Lateral (M/L): + 0,70 mm noktasina gelindi ve bu noktalarda freze ile
kafatasinda bir delik acildi.

Sutter P-1000 Mikropipet puller cihaziyla intrakraniyal enjeksiyonlar i¢in gereken
cam mikropipetler hazirlandi. Bu cihaz, cami 1siyla incelterek istenilen kalinliga
getirmektedir. Hazirlanan mikropipetlerin igine, kilcal pipetler ile mineral yag
koyuldu ve Narishge enjektore yerlestirildi. Yag igeren mikropipetlere dikkatlice
rekombinant adeno asosiye viriis ¢ekildi. Beyin ylizeyinde z koordinati sifirlandi.
Ardindan NTS icin beynin iginde Dorsal/Ventral (D/V): -3,00 mm, LC i¢in ise
Dorsal/Ventral (D/V): -3,10 mm olacak sekilde ilerlendi. Narishge enjektor
yardimuiyla bilateral olarak 100 nL enjeksiyon yapildi. Viriisiin dagilmasini saglamak
icin yaklasik 10 dakika, cam pipet beynin ig¢indeyken beklendi. Pipetin beyinden
¢ikarilmasiyla, kafa derisi dikildi. Fareler transgen ifadelenmesi ve post operatif

siirenin tamamlanmasi i¢in yaklasik 2 hafta gozlem altinda tutuldu.

rAAV-EFla-double floxed-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-HGHpA enjekte edilmis
fareler channelrhodopsin yardimli sinaptik haritalama, rAAV-FLEX-tdTomato
enjekte edilmis fareler ise doku fiksasyonu ve immunohistokimyasal boyama i¢in

kullanildi.
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5.2.5. Doku fiksasyonu ve beyin kesitlerinin eldesi

Transgen ifadesi ve post operatif bakim i¢in gerek 2 haftalik siire sonrasi, rAAV-
FLEX-tdTomato enjekte edilmis fareler anestezi altina alindi. Sirasiyla fosfat
tamponlu tuz ve %4 paraformaldehit fiksatifi (PFA) c¢ozeltileri ile kardiyak
perfuzyonlari gergeklestirildi. Fareler sakrifiye edildi ve beyinleri ¢ikarildi. Beyinler,
4°C’de %4 PFA c¢ozeltisi icinde yaklasik 4 saat bekletildi. Ardindan, gece boyu
4°C’de %30 sukroz ¢ozeltisi i¢ine aktarildi. Beyinler VT1000S vibratomun kesme
tankina yerlestirildi ve tankin i¢in soguk fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisiyle dolduruldu.

75 um kalinliginda kesitler elde edildi.

5.2.6. Immiinohistokimyasal antikor boyamasi

rAAV-FLEX-tdTomato enjekte edilmis farelerden toplanan beyin kesitleri arasinda
ARC, PVN ve NTS veya LC boélgelerini icerenler segildi. 20 dakika boyunca fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi ile yikandi. Kesitler, 1x PBS’te 0,1% Triton-X-100 ve %15
keci serumu igeren bloklama soliisyonu ile 1 saat oda sicakliginda bekletildi.
Ardindan, ayni soliisyon, igine 1:5000 anti-TH primer antikoru (abl112, abcam)
koyularak hazirlandi ve bloklamasi yapilan kesitlere eklendi. Negatif kontrol i¢in
ayrilan kesitlere, ayni soliisyon antikorsuz olarak koyuldu. Kesitler, gece boyunca
primer antikor sollisyonu i¢inde 4°C’de ¢alkalandi. Ertesi giin, 3 kere 20’ser fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi ile yikandi. 1x PBS’te 0,1% Triton-X-100 ve %15 keci
serumu iceren ¢ozeltiye 1:500 oraninda Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Secondary
Antibody, Alexa Fluor® 488 (A-11008, Thermo Scientific) sekonder antikoru
koyuldu ve kesitlere eklendi. 1 saat oda sicaklifinda ¢alkalandiktan sonra yukarida
belirtilen yikama islemi tekrarlandi. Kesitler lamlara koyuldu, kurutuldu ve mounting

medium eklenerek tistleri lamel ile kapatildi.

5.2.7. Mikroskobik goriintilleme ve analiz

Immiinohistokimya boyamasindan sonra Zeiss LSM 780 Konfokal Mikroskop ile

kesitlerin  floresan  gorilintiilemesi  yapildi. rAAV-FLEX-tdTomato  viriis
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ifadelenmesini goriintiilemek i¢in 568 nm, yesil anti-TH antikorunun goriintiilenmesi
icin ise 488 nm dalga boyu kullanildi. Goriintilleme sonrasi analizler Imagel

programinda yapildi.

5.2.8. Elektrofizyoloji

Intrakraniyal olarak rAAV-EFla-double floxed-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-
HGHpA enjekte edilmis fareler, 2 ila 3 haftalik transgen ifadesi ve post operatif
bakim sonrasi sakrifiye edildi. 234 mM sukroz, 28 mM NaHCOs, 7 mM dekstroz,
2,5 mM KCI, 7 mM MgCl;, 0,5 mM CaClz, 1 mM sodyum askorbat, 3 mM sodyum
purivat ve 1,25 mM NaH2POg ile kesme soliisyonu hazirlandi. Cikarilan beyinler
%95 02/ %5 COzile gazlanan soguk kesme soliisyona aktarildi. VT1000S vibratom
ile hipotalamus bolgesini igeren 300 um kalinhiginda kesitler elde edildi. 119 mM
NaCl, 25 mM NaHCOs, 11 mM dextrose, 2,5 mM KCI, 1,25 mM MgClz, 2 mM
CaCl, ve 1,25 mM NaH2POg ile yapay beyin omurilik sivist hazirlandi ve %95 Oz /
%5 COz ile gazlandi. Beyinler bu siviya koyuldu ve yaklasik 30 dakika kadar, oda
sicakliginda inkube edildi. Ardindan, kesitler kayit alinacak boliime yerlestirildi. 4-5
MQ rezistansa sahip elektrotlar ile PVN ve ARC bdlgelerinden hiicre bagh ve tam
hiicre yama kiskaci kayitlar1 alindi. Hiicre bagli kayitlar i¢in hiicre-i¢i soliisyon
olarak yapay beyin omurilik sivisi kullanildi. Tam hiicre kayitlarinda ise, 145 mM
potasyum glukonat, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 1,1 mM EGTA, 2 mM Mg-ATP,
0,5 mM Nax-GTP ve 5 mM Nay-fosfokreatin kullanarak hiicre-i¢i soliisyon
hazirlandi. Beyin kesitlerinde ChR2’e bagli optogenetik stimulasyon i¢cin LED 151k
kaynag1 (Doric Lenses Inc., Quebec) kullanildi. AMPI Master-9 Pulse Stimulator
(Global Biotech Inc., Mount Laurel, NJ) cihaziylal0 ms ve 10 Hz protokoli
uygulandi. Verileri analiz etmek i¢in MultiClamp 700B Amplifier (Molecular
Devices, San Jose, CA) ve Axon™ pCLAMP™ 10.6 yazilimi (Molecular Devices,
San Jose, CA) kullanildi.
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5.2.9. istatistiksel analizler

Bu c¢alismada yapilan deneylerin istatistiksel analizleri i¢in GraphPad Prism
(RRID:SCR 002798, GraphPad, San Diego, CA) programi kullanilmistir. Elde
edilen sonuglarin anlamliliklari, Student’s t-test ile dl¢lilmiistiir. Buna gore, p < 0,05;
* p < 0,01, **, p<0,001; *** olarak degerlendirilirken, p>0,05 durumunun
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu nitelendirilmistir. Sayisal degerler + standart hata

cinsinden gosterilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Deney Gruplar1 ve Genotipleme

Bu calismada 6 haftalik TH-cre transgenik fare kullanildi. Genotipleme sonucuna

gore transgenik oldugu belirlenen fareler deneye dahil edildi.

6.2. NTS — Hipotalamus Baglantisinin Gosterilmesi

TH-cre transgenik farede, beynin NTS bolgesine rAAV-FLEX-tdTomato viriisii

enjekte edildikten sonra immiinohistokimyasal analizi ve goriintiilemesi yapilmaistir.

Resim 6.1 NTS bolgesine yapilan rAAV-FLEX-tdTomato viriisii enjeksiyonu.
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Bu deney sonucunda beyin sapinda bulunan NTS bolgesinden hipotalamus bdlgesine

gelen oldukga yogun projeksiyonlar gozlenmistir.

Resim 6.2 Hipotalamusta Arkuat ve Paraventrikiiler ¢cekirdege gelen NTS
projeksiyonu.
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Resim 6.3 Hipotalamusta Dorsomedial ve Lateral hipotalamusa gelen NTS
projeksiyonu.
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6.3. NTS — PVN Baglantisinin Elektrofizyolojik A¢idan Incelenmesi

TH-cre transgenik faresinde, beynin NTS bolgesine ChR2 viriisii enjekte edilmistir.
Ug hafta iyilesme siiresinin ge¢mesinin ardindan sakrifiye edilen farelerin beyin
dokular1 canli tutularak patch clamp yapilmistir. Patch clamp ydnteminde ilk 6nce
cell-attached modu kullanilarak 10 Hz’de ChR2 yardimli haritalama yontemi ile,
NTS’den gelen aksonlardan norepinefrin salinmasi saglanarak Paraventrikiiler
hipotalamustaki noronlar tizerinde etkisi olup olmadigi incelenmistir.

Bunun sonucunda paraventrikiiler hipotalamustaki ndronlarin %59’unda higbir
aktivite degisikligi gozlenmezken %17 sinin aktivitesinde azalma, %24’ {iniin

aktivitesinde artig gozlenmistir.

.’l v | . I
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Sekil 6.1.1 Paraventrikiiler hipotalamus bélgesinden 10 Hz ile alinan cell-attached
kayitlart.

Daha sonra bu bolgedeki noronlar iizerinde whole-cell yontemi ile spontan aktivite
ile uyarict ve inhibe edici akimlara bakildiginda uyarict akimlarin sayisinda artis

gozlemledik.
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Sekil 6.1.2 Paraventrikiiler hipotalamus bolgesinden 10 Hz ile alinan whole-cell
kayitlari.

Daha sonra cell-attached modunda 30 Hz’de kayitlar alindiginda, paraventrikiiler
hipotalamustaki néronlarin %52’sinde aktivite degisikligi gézlenmezken, %22’sinde

aktivite artis1 ve %26’sinda aktivite azalmas1 gozlenmistir.
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Sekil 6.1.3 Paraventrikiiler hipotalamus bolgesinden 30 Hz ile alinan cell-attached
kayitlart.

Beynin NTS bolgesinden paraventrikiiler  hipotalamusa kadar uzanan
katekolaminerjik noron aksonlarinin PVN noronlar tizerinde 30 Hz’de ne kadar etki
ettigini gérmek i¢in ise whole-cell modunda, buradaki néronlardan kayit aldik.

10 Hz sonuglarinin aksine 30 Hz uyarimda aktive edici ve inhibe edici akimlarda

herhangi bir degisiklik gézlenmemistir.
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Sekil 6.1.4 Paraventrikiiler hipotalamus bolgesinden 30 Hz ile alinan whole-cell
kayitlari.

NTS, bolgesinin aclik ve tokluk mekanizmalari ile ilgili bir bolge oldugu daha 6nce
gosterilmistir. Simdiye kadar alinan elektrofizyolojik kayitlar, tok farenin
paraventrikiiler hipotalamusundan alinmistir. Buradaki noronlarin, aglik durumunda
NTS’den gelen katekolaminerjik ndronlarmin etkisi ile degisip degismedigini
anlamak i¢in 16 saat a¢ birakilmis farelerin paraventrikiiler hipotalamusundan 30 Hz
uyarim ile whole-cell modunda kayit alinmistir. Cikan sonuglarda uyarici ve inhibe

edici akimlarda higbir farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 6.1.5 Paraventrikiiler hipotalamus bolgesinden ag¢ farede 30 Hz ile alinan
whole-cell kayztlar.
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7. TARTISMA ve SONUC

Obezite, tiim diinyayr sarmakta olan biiyiik kitlesel bir hastaliktir. Viicudun
ihtiyacindan fazla olacak sekilde enerji almasi ile ortaya ¢ikmaya baslayan sorun,
sadece enerji alimimi azaltarak coziilecek basit bir sorun olmaktan c¢ikmaktadir.
Viicuttan gelen sinyallerin alinmasinin zorlagsmasi, bu reseptorlerin duyarsiz hale
gelmesi, istah ile ilgili ¢alisan noronlarin aktivitesinde kalici hasarlar olusmast
sonucu beslenme ve yeme bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir (3).

Obezite, kisilerin yagsam kalitesini dogrudan etkilemekten Gte, bir¢ok farkli hastaligin
goriilme riskini de arttirarak ciddi saglik problemlerine davetiye c¢ikarmaktadir.
Bunlarin arasinda kardiyovaskiiler rahatsizliklar, diyabet ve kanser gibi mortalite
riski yiiksek hastaliklar bulunmaktadir. Ustelik diyet, egzersiz ve ilaca dayal: tedavi
yontemleri su ana kadar beklenen etkiyi gostermekte basarisiz kalmistir (1).

Arka beyin ise, igerisinde medulla oblongatayi, ponsu ve serebellumu barindiran
ve beyin ile omurilik arasinda koprii gorevi goren bir beyin bolgesidir. Ayni
zamanda rombensefalon adiyla da bilinen bu bolge embriyonik gelisim doneminden
sonra adin1 arka beyin olarak alir (13).

Arka beyinde bulunan NTS bolgesi ise viicuttan aldigr sinyalleri beyinde gerekli
merkezlere ileten ve temel fizyolojik ihtiyaglarimizi diizenleyen ana merkezlerden
biridir. Bu bolge beyinde bulunan pek c¢ok merkez ile iletisim halindedir. Bu
merkezden salinan katekolaminler beyindeki cesitli bolgelerde ¢esitli gorevler
tistlenmektedir (20).

Hipotalamus bolgesi de yasamimizi siirdiirmemiz i¢in gereken fonksiyonlarin kontrol
edildigi merkezdir (21). Beyin sapina gelen bilgiye burada cevap olusturulur. Bu
cevap hormonal mekanizmalar ile viicutta gerekli organlara iletilir. Bu c¢alismada
arkabeyinde bulunan NTS bolgesinin katekolaminerjik néronlarinin hipotalamus ile
olan iligkisi incelenmistir. Bu noronlar hipotalamusta bulunan paraventrikiiler
hipotalamus, arkuat niikleus, dorsomedial hipotalamus ve lateral hipotalamusa yogun
miktarda akson gondermektedir. Bu aksonlardan salinan katekolaminlerin tam olarak

nasil islev gosterdigi ise heniiz a¢iga kavusmamastir.

34



Bu calismada 6nce anatomik olarak bu aksonlarin varlig1 gosterilmistir. Literatiirde,
bu aksonlarin varligi anatomik olarak florasan goriintiileme ile daha Once
gosterilmemistir.

Daha sonra ise bu aksonlarin o&zellikleri elektrofizyolojik olarak incelenmistir.
Literatiirde, yapilan deneylerde hipotalamus bdlgesinin paraventrikiiler kisminda
katekolamin etkisine dair ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢aligmalara gére norepinefrin bu
bolgede noromodiilatér olarak cesitli diizenlemeler yapmaktadir. Paraventrikiiler
hipotalamus noéronlarinin {izerinde uyarici ve inhibe edici etkileri vardir (22). Ancak
bu deneylerde, buradaki néronlar iizerinde disaridan norepinefrin eklenerek yeterince
fizyolojik olamayan kosullarda inceleme yapilmistir. Patch clamp teknigi
kullanilarak arastirilan bu calismada, ChR2 yardimli devre haritalamasi yontemi
kullanilmistir. Fizyolojik kosullara daha uygun olan ve dolayisiyla gercek kosullara
daha uygun olan bu yontem ile literatiirde ilk kez, paraventrikiiler hipotalamusa
gelen norepinefrinin kaynagi belirlenmis ve bu aksonlar uyarilarak kendi saldiklari
norepinefrin miktarinca bunun etkisine bakilmistir. Bu agidan 6zgiin bir ¢alismadir.
Bu yontem ile birlikte bu aksonlar paraventrikiiler hipotalamus bolgesinde uyarilip o
esnada oradaki hiicrelerden elektriksel kayitlart alinmistir. Bu deney sonucunda 10
Hz ve 30 Hz ile uyarilan bu aksonlardan salinan norepinefrinin hipotalamusun
paraventrikiiler kismindaki ndronlar {izerinde c¢esitli etkilere sahip oldugu
bulunmustur. Bu etkiler 10 Hz’de o6zellikle uyarici etkilerin arttigin1 ve daha az
oranda ise inhibe edici etkilerin arttifin1 gosterirken, 30 Hz’de yapilan uyarimlarda

etki goriilme oranlar1 diismiistiir.
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