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1. 0ZET

AGRP NORONLARININ KOGNITIiF YETENEKLERE ETKIiSININ
INCELENMESI

Aclik durumunda insan beyninde bir¢ok aktivite degisimi olusur ve bunlara baglh
olarak viicudun farkli organlarindan hormonsal salinimlar gerceklesir. Bu aktivite
degisimleri fizyolojik veya kognitif yetilerde aktive edici, inhibe edici ya da notr
etkilere yol agmaktadir. Fizyolojik aclik sirasinda viicutta salinan ghrelinin veya
analoglarinin rodent deney modellerinde viicuda enjeksiyonlar1 ile elde edilen
literatiir bilgisi ghrelinin 6grenme, bellek veya diger kognitif yetilere pozitif bir etkisi
oldugunu gostermektedir. Ghrelin hormonunun salimiminin tetikleyen aglik
mekanizmasinda Onciil rol oynayan néronlardan biri Agrp néronlaridir. Bu ¢calismada
aclik noronlari olarak gegen hipotalamik Agrp noronlarinin spatial 6grenme ve bellek
gibi temel kognitif yetiler lizerindeki etkisi arastirilmistir. Agrp-cre transgenik fare
ile yapilan deneylerde, Agrp noronlar1 kemogenetik ajanlar ile uyarilmis, kognitif
yetiler Morris Water Maze ve Novel Object Recognition Test uygulanarak
incelenmistir. Yapilan deneyler sonucu Agrp ndronlarinin grenmeye bir etkisinin
bulunmadiginin ancak spatial bellek lizerindeki arttirict bir etkisinin gozlenebilmesi
icin 6grenme sathasinda Agrp aktivitesinin gerekli oldugu (p<0,005) ve eger
O0grenme fazinda Agrp ndron ateslemesi yok ise ndron aktivitesinin bellek iizerinde

negatif bir etkisi oldugu (p<0,001) ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Arkuat ¢ekirdek, Agouti-iliskili peptid noronlari, spatial

ogrenme, spatial bellek, morris water maze, novel object recognition test



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF AGRP NEURONS' ROLE ON COGNITIVE
ABILITIES

During hunger state, activity changes occur throughout the brain, which in turn lead
to hormone release. Changes in these activities might have activating or inhibiting
effects on physiological or cognitive abilities or they might not have any influence.
One of the hormones released during physiological hunger state is ghrelin. Agrp
neurons are one of the precursor neurons that play an important role in hunger
mechanism which leads to ghrelin release. Previous studies using administrations of
ghrelin or its analogous on rodents demonstrated that ghrelin-stimulated-hunger state
has a positive effect on cognitive abilities including learning and memory. In this
project, we initially studied the effect of hypothalamic Agrp neurons, which are
active at the hunger state on cognitive abilities such as spatial learning and spatial
memory. For this purpose, we applied chemogenetic methods on Agrp-cre mice in
order to stimulate Agrp neurons specifically. Morris Water Maze and Novel Object
Recognition Test were conducted for behavioral studies. The results indicate that
Agrp activity is necessary during training process for the enhancer effect on memory
(p<0,005) and after training without Agrp firing, neuron activity decreases the

memory retention (p<0,001), nonetheless there is no influence on learning.

Key words: Acuate nucleus, agouti-related peptide neurons, spatial learning, spacial

memory, morris water maze, novel object recognition test.



3. GIRIS VE AMAC

Gelismis canlilar olan insan ve hayvanlarin yasamlarini devam ettirebilmek adina
gerekli olan faaliyetlerden biri beslenmedir. Beslenme metabolizmasina fizyolojik ve
kognitif bircok bilesen dahil olmaktadir. Sadece besini alip, sindirmek {izerine
kurulmus mekanik bir faaliyet degildir. Beslenme faaliyetinin gerceklesmesine

biligsel yeteneklerin kullanimi katkida bulunmaktadir.

Dogal hayatta hayvanlar giin i¢inde bir ¢ok olayr ve mekam gozlemlerler ve
gerektiginde bu gozlem ve bilgileri kullanirak yasamlarini siirdiiriirler. Buna en giizel
orneklerden biri de acitkmig bir hayvanin avinin ya da besininin yerini hatirlayarak
onu bulmast ve aghigimi gidermesidir(1, 2). A¢ hayvanlarin rahatlikla yemeklerinin
veya avlarinin yerini bulabilmeleri yapilan bu ¢alismanin ¢ikis noktasini

olusturmustur.

Ghrelin, aglik uyarict bir peptid ve hormondur. Fizyolojik aglik sirasinda ghrelin
seviyesi yliksek iken, yemek sonrasi diiser. Ghrelin hormonu ile yapilan birgok
deneyde kognitif yetiler ile arasinda iliski oldugu bulunmustur (3-7). Ghrelin
peptidinin farkli dozlarda beyin igi veya periferal olarak viicuda enjektesi sonucu
bellegi iyilestirdigi ve hafizada tutma oranini arttirdigr goriilmiistiir (3, 5). Ghrelin
peptidinin veya analogu olarak is goren peptidlerin sistematik olarak uygulanmasi
sonucu hafizanin yani sira 6grenmenin de giiclendigi gozlenmistir (4). Bunun yani
sira genetik miidehale ile ghrelin yoklugu yasatilan hayvanlarda 6grenme ve
belleksel fonsiyonlarinda bozulmalar yasanmistir (4). Yapilan bazi ¢alismalar ise
ghrelinin bellek iizerine olan etkisinin yani sira, dnceden 0grenilmis bilgilerin geri
cagirilmasi iizerinde bir etkisi olmadigini goéstermislerdir (6). Ghrelinin 6grenme

cesitlerinden 6zel olarak spatial 6grenmeyi arttirdigr da saptanmustir (5).

Aclik-tokluk metabolizmasinin temel olarak beynin hipotalamus bolgesinden kontrol
edildigi temel literatiir bilgileri arasindadir. Hipotalamusta yer alan birgok bolgeden
biri olan arkuat ¢ekirdek icerdigi noron tipleri agisindan aclik-tokluk mekanimasinda
onemli rol oynamaktadir. Arkuat cekirdekte yer alan Agrp ve POMC noronlar1 bu

mekanizmanin 6ncii ndronlaridir. Agrp ndéronlarinin aglik mekanizmasindan sorumlu



ve en etkili noron tipi oldugu onceki ¢aligmalar ile kesfedilmis ve kabul gormiis bir

bulgudur (8-10).

Bu c¢alismada aglik mekanizmasinda biiyiik rol oynayan aglik ndronlarinin dogal
hayattaki gibi besinin yerini hatirlama faaliyetinde bir rolii olup olmadigi sorusundan
yola cikilmigtir. Aglik hormonu olarak adlandirilan ghrelinin bellek ve 6grenme
tizerindeki pozitif etkisinin Agrp ndronlar lizerinden mi etki ettigi sorgulanmis ve

Agrp noronlarinin spatial 6grenme ve bellek {lizerindeki direkt etkisi incelenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1 Achk

Aclik gida, enerji, vitamin ve mineral eksikligi olarak tanimlanir. A¢higin digsaridan
gbzlenebilen besin alimini motive edici davranigsal bir sonucu oldugu gibi, disaridan
gozlenemeyen fizyolojik ve psikolojik bir dizi etkilesime neden olur. Ciplak gozle
algilanamayan fizyolojik ve norofizyolojik degisiklikler arasinda sinirsel uyarilar,
viicut 1sisinda degisim, hormon ve metabolit seviyelerinde degisim sayilabilir. Bu
fizyolojik degisiklikleri ve bunlara olusan cevaplar1 kontrol eden belli beyin bolgeleri
bulunmaktadir. Bu merkezlerin basinda beyin sap1 ve hipotalamus gelir. Beyin
sapinda bulunan soliter sistemin kaudal ¢ekirdegi (NTS) gastrointestinal sinyallar
icin giris noktas1 olarak gorev yapar. Besin alimi, enerji tiikketimi, istah arasindaki
denge ve sirkadiyen dongiilerin merkezi ve kontrol noktasi ise hipotalamustur.
Hipotalamik arkuat cekirdek, Lateral hipotalamus ve Ventromedial hipotalamus
beynin hipotalamus bolgesinde bulunan aglik, tokluk ve enerji tiiketimi merkezleridir

(11, 12).

4.2 Hipotalamus

Hipotalamus beynin diensafalonunda, talamusun anterior ve inferiorunda lokalize
olmustur. Anatomik lokasyonundan dolayr fonksiyonel olarak hipofiz bezi ile
iligkilidir (13). Toplam beyin hacminin %2’lik bir kismini olusturmasia karsin

hipofiz foksiyonun ve homeostatik dengede kilit rol oynamaktadir (14).

Hipotalamus uzunlamasma yonelimli hiicre siitunundan olusan 3 farkli bolgeye
ayrilir (15). Bu bolgeler ise igiincii ventrikiilden disa dogru sirayla olmak iizere
periventrikiiler alan, medial alan ve lateral alandir (Sekil 4.1). 3. Ventrikiiliin hemen
siirinda bulunan ince hiicre gruplar periventrikiiler alani olusturur. Bu alan baslica
arkuat ¢ekirdek ve paraventrikiiler ¢ekirdek olmak {izere birkag¢ belirgin ¢ekirdekren
olusur. Periventrikiiler alanin i¢ smirinda sitoarkitektonik olarak birkag farkl

¢ekirdekten olusan medial alan bulunmaktadir. Medial alandaki ¢ekirdekler 6zellikle



otonom sinir sisteminin ve ayrica noroendokrin sistemin diizenlenmesinde rol

oynarlar. En dis kenarda bulunan lateral alan az sayida ¢ekirdek igermesine karsin

median 6n beyin demeti gibi 6nemli lif yollarini igerir.

parasempatik
anterior

medial

noéroendokrin sistemler
periventrikiler

‘h“‘*’“‘ %‘S‘em'e‘ﬁ’
ardiyovaskiiler sistemler

Joua3s0d
yuedwsas

lateral

Sekil 4.1 Hipotalamik bolgeler (15)

Hipotalamus birbirinden farkli hiicre gruplari barindiran ve farkli islevlere sahip

¢ekirdek yapilarindan olusur (Sekil 4.2). Bu ¢ekirdeklerler ve onceklikli gorevleri

tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 Hipotalamik cekirdekler ve gorevleri

Cekirdek

Gorevleri

Preoptik ¢ekirdek

Medial preoptik ¢ekirdek

Stipraoptik ¢ekirdek
Paraventrikiiler ¢cekirdek
Anterior hipotalamik ¢ekirdek
Siiprakiazmatik ¢ekirdek
Lateral ¢ekirdek

Dorsomedial hipotalamik ¢ekirdek

Termoregiilayson

Gonadotropik hormonlarin salinimu,

termoregiilasyon
Vazopresin salinimi, oksitosin salinimi
Oksitosin, vazopresin, somatostatin salinimi
Termoregiilasyon, soluma, ter salimi
Sirkadiyen ritim
Oreksinerjik noronlarin ana kaynagi

Kan basinc, kalp atist




Ventromedial ¢ekirdek Tokluk, néroendokrin kontrolii

Biiyiime hormon salgilatici hormon salinimu,

Arkuat ¢ekirdek
beslenme
Mamilari ¢ekirdek Hafiza
Posterior ¢ekirdek Kan basincinda artig, vazopresin salimi

o Uyaniklik ve dikkat, enerji dengesi, 6grenme
Tiberomamilari ¢ekirdek
ve hafiza, uyku

Sekil 4.2 Beynin hipotalamus bélgesi (kirmizi alanlar) (16)

4.3 Hipotalamik Arkuat Cekirdek

Hipotalamik arkuat g¢ekirdek (ARH, ARC) iigiincii ventrikiliin (3V) en altinda,
sirkumventrikular organlardan biridir ve kan-beyin bariyeri yapisi olan median

eminence (ME) yakininda bulunur (17).



Arkuat ¢ekirdekte birbirinden degisik néron gruplari bulunur ve bu néron gruplar
cesitli norotransmitter ve noéropeptit salinimi yaparlar. Arkuat c¢ekirdekte bulunan
baslica néron gruplar1 néropeptit Y (NPY'), gonadotropin salgilatict hormon (GnRH),
agouti-iliskili peptit (Agrp), kokoin ve amfatamin diizenleyici transkript (CART),
kisspeptin, dopamin, biiyiime hormonu salgilatict hormon (GHRH), norokinin B
(NKB), B-endorfin, melanosit stimule edici hormon (MSH), somatostatin ve pro-opio
melanokortin  (POMC)’den olusur (18). Bu noron gruplarimin bazilarina ait
histokimyasal boyama goriintiisii Resim 4.1°te gosterilmistir (19). Bu néronlarin
leptin, insiilin, gonadal steroidler ve glikoz da dahil olmak tizere genis bir hormon ve
besin dizisine cevap verdigi bilinmektedir. Arkuat c¢ekirdek, o&zellikle Ileptin
isleyisinin kontroliinde temel regiilasyonunu NPY ve POMC néronlart araciligr ile
saglarken enerjinin uzun siireli kontroliinii yapar. Aclik-tokluk mekanizmasinin
Oonemli bir diger hormonu olan ghrelin ise kismen arkuat cekirdekte yer alan
NPY/Agrp noronlar iizerinden beslenmeyi ve kilo alimina etki etmektedir. Ghrelin
gida iceriginin tilkenmesi sonrast mideden salgilanirken arkuat ¢ekirdek besinde

olusan bu akut degisikligin algilanmasi ve yanitlanmasinda etkilidir (20).
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Resim 4.1 Arkuat ¢ekirdekte bulunan POMC ve NPY néron gruplarinin boyama
goriintiisii (19).



4.4 Agouti-iliskili Peptid Noronlar:

Agouti-iliskili peptid (Agrp) noronlar1 beyinde Noropeptid Y (NPY) noronlar ile
birlikte Agouti-iliskili peptid ya da Agouti-iliskili protein olarak isimlendirilen
noropeptid grubunu {ireten noron ¢esitleridir. Sadece beynin hipotalamus bolgesinin
arkuat c¢ekirdeginin ventromedial alaninda lokalize olmuslardir. Aktivasyonlari

istahta artis1, enerji tiiketimi ve metabolizmanin diististinii tetikler (10).

Agouti-iligkili protein ilk olarak melanokortin reseptorleri igin ters agonist olarak
islev goren bir endojen ndropeptid olarak kesfedilmistir. Agrp, beyin melanojortin
sinyalizasyon sistemine benzer sekilde enerji homeostazisi iizerinde etkilerini
gosterir ve Melanokortin-3 reseptoriiniit (MC3R) ve Melanokortin-4 reseptoriinii
(MC4R) direkt olarak bloke ederek melanokortin yolunu tersine ¢evirerek
doygunlugu azaltan ve gida alimini tesvik eden modiile edici bir fonksiyon gosterir
(8). Agrp, NPY ile birlikte aglik aktive edici ndron govdelerinde ko-eksprese edilir.
Ancak giiniimiizde bu ndronlar Agrp noronlar1 olarak isimlendirilmektedir. Bunun
sebebi ise sinir sisteminde yogun olarak eksprese edilen NPY ve GABA’ nin aksine
Agrp, sadece bu noronlara 6zgiin olarak iiretilmektedir. Bu durum, bu ndéronlara 6zgii

secici manipiilasyonlarin uygulanabilmesi i¢in benzersiz bir molekiiler imza niteligi

tasimaktadir (9, 10).

Resim 4.2 Arkuat ¢ekirdekte Agrp ndronlarinin lokalizasyonu



Agrp noronlart lokalize olduklart alan dolayisiyla “birinci dereceden néronlar” olarak
isimlendirilirler. Agrp noéronlarinin yerlesimleri Resim 4.2’de g0sterilmistir.
Hipotalamik arkuat c¢ekirdegin ventromedialinde yer alan Agrp noéronlar1 median
eminens (ME) ile olduk¢a i¢ ige yerlesmislerdir. ME’de kan-beyin bariyeri
fenestrasyona ugradigi i¢in kan-beyin aligverisi kolaylagir ve bu durumda aglik-

tokluk sinyallerine ilk cevap veren noronlar Agrp néronlari olur (9).

4.5 Ghrelin Hormonu

Ghrelin hormonu, biiyiime hormonu {istiinde salgilatic1 etkiye sahiptir, temel olarak
enerji dengesi ve besin aliminda rol alir, 28 amino asitten olusur. Viicutta iiretimi 2
hiicresel alana yayilmigtir. Bunlarin birincisi oksintik bez iken ikincisi ise sinaptik
uyarimla noral hiicre gruplarinin sekresyon yaptigi santral sinir sistemidir.
Uretiminin ¢ogunlugu mide fundus mukozasi oksintik bezleri igerisindeki X/A
benzeri hiicreler tarafindan iiretilmektedir.Bunun yaninda ghrelin ekspresyonu
plasenta, testis, bobrek, hipofiz, prostat, ince barsak, pankreas ve beyin gibi
organlarda da gosterilmistir. Ghrelin salinimi lokal ve merkezi uyarilar ile
diizenlenir. Bu uyarilar midedeki sindirim iiriinlerinin hareketi, sistemik dolasimdaki
maddeler ve santral sinir sistemi uyarilarini kapsamaktadir. Ghrelinin beyinden
salmimi1 hipotalamustaki arkuat cekirdek, lateral, ventromedial, dorsomedial ve
paraventrikiiler alandan gergeklesir (21, 22). Ghrelin salinim ve etki mekanizmasi

Sekil 4.3’te gosterilmistir.

Ghrelin aglik hormonu olarak adlandirilir. Ghrelin sekresyonu beslenme durumuna
bagli olarak degisir; yemek alimi oncesi seviyesi ylikselir iken yemek alimi sonrasi
diser. Tokluk hormonu olarak adlandirilan leptinin sekresyonunun ghrelin
seviyesinde regiile edici rol oynadig: diisiiniiliirken daha sonra yapilan ¢alismalar ile
leptin-ghrelin sekresyon mekanizmalarinin birbirinden bagimsiz oldugu kanisi
gegerli hale gelmistir (22, 23). Ghrelinin enerji dengesi ve besin alimi {izerindeki
etkisi cogunlukla hipotalamus iizerinden kontrol edilir. Ghrelin, Agrp, NPY ve
oreksin ndronlarmi stiniile eder. Ayrica POMC ve CRH-iireteci noronlar gibi

anoreksijenik hiicreler {izerinde de inhibe edici etkisi bulunur. Besin alimi iizerinde
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kisa vadeli bir etkisi bulunurken, enerji balansi iizerinde uzun vadeli bir etkisi
bulunur. Bu etkiye ragmen ghrelinin varliginin enerji homeostazisi i¢in ¢ok 6nemli
bir gereklilik olmadigi gosterilmistir. Ghrelin knockout farede (ghrelin™) yapilan
fizyolojik Olgiimler viicut biiyiikliigii ve kompozisyonunda, kemik yogunlugunda,
biliyiime oraninda, gastrik bosaltimda, besin aluminda ve patolojide bir degisiklik

olmadigi gosterilmistir (24, 25).

Hipotalamus Paravéntrikiiler cekirdek
Lateral
hipotalamik *
alan
% Oreksin néronlari
Ugiincii
ventrikiil
6

Arkuat ¢ekirdek
NPY/AgRP nogonlari

CART/POMC nironlar
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e o .o Istah
e 7 ®
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Sekil 4.3 Ghrelin etki mekanizmasi (26)

4.6 Spatial Ogrenme ve Hafiza

Spatial hafiza kisinin g¢evresel bilgilerini kaydeden ve mekansal yonelimlerini
yonlendiren bellegin bir pargasidir. Bir insanin mekansal bellegi, evi ile isi arasindaki
yollar1 Ogrenmesi veya bir sicamin labirentin sonundaki yemegin yerini
ogrenmesinden sorumlu olan bellek tipidir. Spatial bellegin olusumunda

uzaysal/mekansal olarak toplanan anilar bilissel bir harita olusturulur. Hayvan ya da
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insan bir mekandaki nesnelerin goriiniislerini, sesleri, kokular1 ya da o ortamdaki
hissiyatlart hatirlamakla kalmaz, ayni zamanda biitiin bu duyusal bilgiler ve

gozlemlenip toplanan diger tiim bilgiler spatial bellegi olusturmak ig¢in bir araya gelir
(27).

Spatial bellegin incelenmesi ilgilenilen uzaysal bellek tipine ve test edilecek tiire
baglhdir. Spatial bellegin hayvanin mekansal yon bulma ve gezinme yetenekleri ile
ilgilii oldugu bilinse de bu durumu yasamin iginde gercek hali ile test etmek zordur.
Bu yiizden spatial bellek ve spatial 6grenme mekanizmalar1 6diil veya sartlandirma
mekanizmali labirentler kullanilarak test edilir. Yaygin olarak kullanilan ve
cogunlugu kemirgenlere optimize edilmis labirent diizeneklerinden bazilar1 sunlardir;
radial arm maze (RAM), morris water maze (MWM), t-maze, star maze ve hole-
board maze (28). Bunlar arasindan spatial bellegi ve 6grenme mekanizmasinin test

etmek adina en yogun kullanilanlar1 MWM ve RAM dir.

Norofizyolojik temel olarak spatial bellek medial temporal lobda bulunan
hipokampiis olarak da adlandirilan hipokampal alan ile iliskilendirilir. Hipokampiis
ortamin uzamsal bir haritasinin ¢ikarilmasin1 saglar, alan bilgilerini depolar.
Isleyisinde referans ve ¢alisma bellegini kullanir ve uzamsal konumlar hakkinda bilgi
islenmesinde biiyiik role sahiptir (29, 30). Hipokampiis bolgesindeki plastisite
engellendiginde hedefe yonelik navigasyonda sorunlar ortaya ¢ikmistir ve mekanlari
hatirlama yetenegi bozulmustur (31). Hipokampiis hasari olan hayvanlarda mekansal
diizen bozulmalar1 yaninda navigasyonda da bozulmalar gdzlenmistir ve nesne-
mekan iligkilerini 6grenmemislerdir (32). Ayni zamanda, hiicre i¢i kayit ve
norogoriinteleme deneyleri ile 6grenme ve hafizada tutma sirasinda hipokampal

alanda elektriksel degisimler gosterilmistir (33, 34).

Bu calismada spatial 6grenme ve bellek mekanizmast MWM ve Novel object

recognition test (NOR) diizenekleri ile test edilmistir.
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4.7 Morris Water Maze

Morris water maze Richard G. Morris tarafindan spatial 6grenme calismalarinda
radial maze diizenegine alternatif olmasi adina 1981 yilinda tasarlanmistir (35).
Kemirgenler iizerinde c¢aligmak icin ideal olan test spatial 6grenme ve bellek
caligmalarinda temel olarak kullanilan bir diizenek haline gelmistir. Sekil 4.4’te

temel bir MWM diizenegi sematize edilmistir.

Sekil 4.4 MWM diizenegi

Ustiinde ¢alisilan konu ve kurulan hipoteze uygun olarak farkli protokollere optimize
edilebilen MWM temel olarak 3 basamaktan olusan bir testtir. Bu asamalar
uygulanma sirasi ile; habitasyon giinii, egitim giinleri ve prob giiniidiir. Habitasyon
giinii platform su diizeyinin iistiinde ve goriiliir haldedir. Egitim giinlerinde platform
su ylizeyinin altindadir ve renk olarak ayirt edilemez. Prob giliniinde platform
kaldirilir ve spatial bellek test edilir. Sekil 4.5’te MWM protokoliinii olusturan
basamaklar sematize edilmistir. Habitasyon ve egitim giinlerinde hayvanlar 4 kez
havuzun farkli yonlerinden olmak iizere havuza atilirlar. Her bir trial 120 saniyedir.
Trial boyunca platformu bulamayan hayvanlar 120 saniye sonunda platformda 20

saniye boyunca serbest olarak birakilir. Trial sirasinda platformu bulup, platforma
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¢ikmig hayvanlar i¢in trial sonlandirilir ve ayn1 sekilde 20 saniye platformda serbest
gozlem yapmalari i¢in bekletilirler. Prob giinlerinde ise sadece 60 saniyelik 1 trial
uygulanir. Habitasyon ve egitim giinleri 6grenmeyi test ederken hayvanin platforma
¢ikma siiresi kullanir. Prob giiniinde ise bellek test edilir ve hayvanin platform
alanindan gecme sikligi Olgek olarak alinir (36, 37). Sekil 4.5°de MWM testi

basamaklari ile sematize edilmistir.

Giiney Giiney Giiney
= = =
2 0@ g 2 g
=] = =] = =] =
Kuzey Kuzey Kuzey
Habitasyon giinii Egitim giinleri Probe giinleri

Sekil 4.5 MWM test basamaklari

4.8 Novel Object Recognition Test

Novel object recognition test kemirgenlerde 6grenme ve 6zellikle tanima belleginin
calisilmasinda kullanilan davranis analizidir. Uygulamasi ¢ok basit oldugundan ve ek
olarak motivasyon, 6diil ya da ceza mekanizmasi gerektirmedigi icin sinirbilim

caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (38).

Test diizenegi temel olarak 2 basamaktan olusur; familirizasyon giinii ve test giinii.
Familirizasyon giiniinde hayvan 2 adet ayni nesnenin bulundugu agik alanda ortami
aragtirmak iizere serbest birakilir. Test giiniinde ise bu nesnelerden biri farkli bir
nesne ile degistirilir. NOR testi hayvanin tanidik nesne yerine yeni nesneyi arastirma
spontan egilimine dayanir. Yeni nesneyi kesfetme tercihi 6grenmeyi ve tanima

belleginin kullanimin1 yansitir. Temel ve basit bir protokolii bulunan test hipoteze
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gore modifiye edilebilir. Alanda bulunma siiresi ve test tekrar sayilar1 degistirilebilir.

Sekil 4.6’da NOR testine ait ¢esitli protokol alternatifleri sematize edilmistir (39).

Giinde 2 kez Giinde 2 kez Giinde 2 kez Familirizasyon Test

-R-R

Giinde 1 kez Familirizasyon Test

C Habitasyonsuz e -
!

Familirizasyon Test

A Uzun habitasyon ile

B Kisa habitasyon ile T

Sekil 4.6 Farkli NOR protokolleri

4.9 Hiicre Tipi Spesifik Transgen Ifadesi ve Transgenik Fare Modeli

Noron alt gruplarmin fonksiyonlarinin belirlenebilmesi ic¢in hiicre tipine 6zgii
manipiilasyon yapilmas: gerekmektedir. Ornegin, sadece Agrp ndronlarni
isaretleyecek, enfekte edecek ve diger noron tiplerini geride birakacak metotlar
gerekmektedir. Hiicre tipine spesifik isaretlenme yapilamaz ise farkli birgok néron da
isaretlenecek ve fenotipe sebebiyet veren ndron tipinin hangisi olduguna karar
verilemez. Bu durumu engellemek i¢in hiicre tipi spesifik transgen ifadesi

metodundan yararlanilir (40).

Cre (cause of recombination) enzimi ile bolge spesifik rekombinasyon saglanir. LoxP
(locus of crossing) 34 baz ¢iftlik DNA tanima bdlgesidir. Cre rekombinaz enzimi

LoxP bolgesini tanir. LoxP bolgeleri aynt DNA dizisi iizerinde ve zit yonlii ise,
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rekombinasyon ile terse ¢evrirme islemi gergeklesir ve 2 LoxP dizisi arasindaki DNA

dizisi ters ¢evrilir (Sekil 4.7) (40).
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Sekil 4.7 Cre-Lox sistemi

Hiicre tipi transgen ifadesini saglamak i¢in iliskili hiicre tipinde Cre enzimini ifade
eden transgenik fareler iiretilmektedir. Farelere intrakraniyel olarak enjekte edilen
rekombinant adeno-asosiye viriis (rAAV) Lox dizisi igerir. Stereotaksik olarak rAAV
enjeksiyonu yapilan Cre ifade eden transgenik farelerde hiicre tipine O6zgii gen
ekspresyonu gerceklesir. Sadece Cre enzimi bulunan hiicreler rAAV ile verilen geni

ifade eder, 6te yandan diger hiicreler isaretlenmez (Sekil 4.8) (41).

| ® Cre-dependent rAAV —<@>—Cre+ neuron —<a>—Cre- neuron|

Sekil 4.8 Hiicre tipi spesifik transgen ifadesi
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Bu calismada spesifik olarak Agrp noronlarin1 uyarabilmek i¢in Cre enzim ifadesi
olan AgrptmI(cre)Lowl/J fareler kullanilmistir. LoxP dizileri rAAV ile intrakraniyal

olarak enjekte edilmistir.

4.10 Kemogenetik Manipiilasyon

Rekombinant adeno-asosiye viriis (rAAV) ile enfekte edilmis Agrp-Cre transgenik
farelerin Agrp noronlarma spesifik akut olarak DREADD (Dizayn Edilmis laclar1
Aktive Eden Dizayn Edilmis Reseptorler) teknolojisi ile uyarilmisti. DREADD
teknolojisi kemogenetik manipiilasyonu miimkiin kilmaktadir. Hiicre tipi transgen
ifadesi 1ile iligkili hiicrelere tasarlanmis G-protein bagli reseptdrler verilir. Bu
reseptorler o hiicrelerde eksprese edilir ve uzaktan manipiilasyon miimkiin hale gelir.
hM3Dq, aktivator Gq protein bagl reseptdr, hM4Di ise inhibitér Gi protein bagh
reseptordiir. hM3Dq reseptorii aktive oldugunda hiicrenin ateslemesini saglarken,
hM4Di reseptorii hiicreyi susturmakla gorevlidir. Bu reseptorler hiicreye verildiginde
inaktif haldelerdir. Aktif hale gegmeleri i¢inse Clozapine-N-Oksit (CNO) adi verilen
liganda ihtiyag duyarlar. Farelere intraperitonal (i.p.) olarak CNO enjektesi
durumunda hM3Dq veya hM4Di reseptorleri aktif hale gegerler (Sekil 4.9) (40). Bu
manipiilasyonun etki siiresi kisadir. CNO’nun yikimi ile reseptorler tekrardan inaktif

hale donerler.

@ f cAMP }

Sekil 4.9 DREADD metoduyla kemogenetik manipiilasyon
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Materyal

Deneyler siiresince kullanilan kimyasal ve biyolojik materyaller Tablo 5.1 de ,

kullanilan cihaz ve gereg listesi ise Tablo 5.2 de verilmistir.

Tablo 5.1. Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar

Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar Marka Uriin Kodu
LB Agar Biomatik A8523-500G
LB Broth Biomatik A8523-500G
OneShot Stbl-3 Kompetant E.coli hiicre hatt1  Life Technologies C737303
Primerler Sentegen

AAV plazmitleri Addgene

293AAV hiicre hatti Cell BioLabs AAV-100
Sodyum Pirtivat (C3HzNaOj) 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
Magnezyum Kloriir (MgCl,) Sigma-Aldrich 208337
Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) Multicell 311-010-CL
Fenol Kirmizisi Capricorn 600-070-1G
OptiPrep™ Density Gradient Medium Sigma-Aldrich D1556
Benzonase Sigma-Aldrich E8263
Trypsin (0,25%) in DPBS Capricorn CPTRY2B
DMEM High Glucose Multicell WS319005CL
Polyethylenimine Branched Sigma-Aldrich SG408727
EndoFree Plasmid maxi kit Qiagen 12362
D-Sorbitol High Purity Sigma-Aldrich BMA2450
SafeView Alfagen G108
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Gel Loading Dye Purple (6X) NEB B7024 S
Taq PCR Kit NEB E5000 S
Fluoromount Mountin Medium Sigma-Aldrich F4680

LMA Agaroz Reducta 8060

Triton X-100 Sigma-Aldrich X100
Trizma®™ HCI Sigma-Aldrich T3253
Clozapine N-Oxide Enzo LifeSciences BML-NS105
Siikroz Sigma-Aldrich 0389
Dekstroz Sigma-Aldrich D9434
Sodyum Askorbat (C¢H;NaOs) Sigma-Aldrich PHR1279
Opti-MEM Reduced Serum Medium Life Technologies 51985-034
Ensure® TwoCal Strawberry Abbott S16630
Beyaz Gida Boyast

Tablo 5.2. Cihaz ve Gereg Listesi

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

Micromotor Istanbul Dis Deposu

One-axis Qil Hydraulic Micromanipulator Narishige MO-10
Drummond Wiretrol™ II Kalibre Mikropipet ~Minstar

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

Calkalayict Benchmark Scientific BR2000
dH,O Cihaz Millipore ZRQSVP8W
Ear Tag Harvard Apparatus 52-4717
Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube Sigma-Aldrich 2666505
Manyetik Karigtirict Benchmark Scientific H400HSB
Multi-Therm Shaker Benchmark Scientific H5000-HC
pH metre Isolab pH7110
PowerPac™ Universal Power Supply BioRAD 1645070
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Santrifiij Orto Alsera Biocen 22R
Spectrometre cihaz BioRAD

T100™ Thermal Cycler BioRAD 1861096
Tart1 Ohaus Explorer EX124-US
Ultrasonikator Bandelin Sonarex

Vorteks Benchmark Scientific BV1000
Konfokal Mikroskop Zeiss LSM-780
Vibratom Leica VT1000S
Mikropipet Cekici Sutter Instruments P-1000
Open Field Maze Atasoy Behavior

Morris Water Maze Atasoy Behavior

5.2 Metotlar

5.2.1 Deney hayvanlar

Jackson Laboratuvari’ndan temin edilen hemizigot Agrptml(cre)Lowl/J bir diger
adiyla Agrp-cre erkek transgenik fare, disi CS57BL/6 yabani tip disiler ile
caprazlanilarak iiretildi. 21-28 giinliik aras1 belirli boyutlara ulagmis yavru farelerin
kulaklarindan, anestezi altinda genotipleme i¢in doku 6rnekleri alindi. Genotipleme
islemi sonucunda belirlenen transgenik disi ve erkek fareler ayrildi. Deneylerde
kullanilacak, anne siitiinden kesilmis 50 erkek transgenik fare beser kisilik kafeslere
ayrildi. Transgenik fare bakim ve iiretimi Istanbul Medipol Universitesi Tibbi
Aragtirma Merkezi tarafindan (MEDITAM) gergeklestirilmistir. Hayvan deneyleri,
Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IMU-
HADYEK) tarafindan onaylanmustir.

5.2.2 Genotipleme islemi

Dogumdan itibaren annelerinin yaninda yasayan siitten kesilmemis 21-28 giinliik fare

yavrularina kulaklarindan alinan doku 6rnekleri kullanilarak genotipleme yapildi.
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5.2.2.1 DNA eldesi

Doku 6rnegi toplanmak {izere yavru fareler anestezi altina alindi. Anestezi altindaki
yavrularin bir kulagma numarali kulak kiipesi takilirken, diger kuagindan kulak
delme pensi yardimi ile doku 6rnegi alindi. Alinan doku ornekleri 75 pL 25mM
NaOH/EDTA igeren 0,2 mL PZR tiiplerine aktarildi. Tiipler 1 saat 98°C sicaklikta
T100™ Thermal Cycler PZR cihazinda homojenize edildi. Homojenizasyon islemi
sonrasinda tiiplere 75 pL 40 mM Tris/HCI eklendi ve 3 dakika 4000 rpm hizinda
santrifiij edilip, DNA igeren siipernatant yeni bir tiipe aktarildi.

5.2.2.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Elde edilen supernatant igindeki DNA asagida belirtilen malzemeler ile karistirilarak
PZR karisimi hazirlandi. Tiim DNA 6rneklekleri i¢in ayr1 ayr1 kontrol ve transgenik
PZR karisimi hazirlandi. Son olarak 1 tiip negatif kontrol olarak DNA konulmadan
birakildi. Ardindan, tiim tiiplerde son hacim ddH0O ile 12 pul.’ye tamamlandi.

Tablo 5.3. Kontrol PZR karisimi

Gerec Son Konsantrasyon
10X Reaksiyon tampon ¢ozeltisi 1X

Ortak primer 0,5 uM

I¢ pozitif kontrol geri primer 0,5 uM

dNTP Soliisyon Karigimi 200 uM

Taq Polimeraz 1,25 unit/50 ul PCR
DNA

ddH,0
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Tablo 5.4. Transgenik PZR karisimi

Gerec Son Konsantrasyon
10X Reaksiyon tampon ¢ozeltisi 1X

Ortak primer 0,5 uM

Transgenik geri primer 0,5 uM

dNTP Soliisyon Karigimi 200 uM

Taq Polimeraz 1,25 units/50 ul PCR
DNA

ddH,0O

Tablo 5.5. Kullanilan Primer Dizileri

Primer Dizi 5’ 2> 3’

Ortak primer GAA AAG ATA AGG CCT TCA AGT GCT
Ic pozitif kontrol geri GAT CTT TCT GCA GTATCT TCCTTC
primer

Transgenik primer ATC GAC CGG TAATGC AGG CAA

Hazirlanan PZR karisimi asagida belirtilen PZR protokolii uygulanmak {iizere

T100™ Thermal Cycler cihazina koyuldu.

Tablo 5.6. PZR Protokolii

Dongii Sicakhk Siire

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 goriintiilenmesi

40 mM Tris, 20 MM Glasiyal asesit asit, 1 Mm pH:7,6 EDTA karisimindan olusan

100 uL 1X TAE tampon ¢6zeltesine 3 gr agaroz eklendi ve agaroz ¢oziinlinceye dek
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200°C’de kaynatildi. Berraklagmis cozeltiye 5 pL Safeview eklenerek yiikleme
taraklar1 takilmis elektroforez kasetine dokiildii. Jel kivamima geldiginde 1X TAE
tampon ¢ozeltesi ile doldurulmus elektroforez tankina yerlestirildi. Birinci kuyucuga
5 uL belirte¢ yiiklenirken, diger kuyucuklara ise 9 pLL PZR iiriinii 1 pL yiikleme
boyasi ile karigtirilarak yiiklendi. 20 dakika 100V’da yiritildi. Yeteri kadar
yiirliyen jel BioRAD ChemiDoc cihazinda goriintiilendi. Goriintiileme sonucu ¢ikan
bant uzunluklarmma gore doku Ornegi alinan farelerin transgenik olup olmadigi

belirlendi.

5.2.3 Rekombinant adeno-asosiye viriis iiretimi

Rekombinant adeno-asosiye virlis {iretimi ig¢in gereken plazmitler Addgene
firmasindan temin edildi. Stbl3 E. coli transformansyonu ile temin edilen plazmitler

bakteriyel siirlintii halinde temin edildi.

5.2.3.1 Plazmit DNA ¢ogaltma

35 gr/L oraninda HO ile karistirilan LB agar ¢ozeltisi otoklavlanarak sterilize edildi.
Sogutulduktan sonra karigima 100 pg/mL ampisilin eklenerek antibiyotik direnci
saglandi. LB agar, 10 cm polistriren petri kaplarina 2/3’iinii kaplayacak halde
doldururldu ve donmak iizere birakildi. Plazmitler katilasmis agara yayilarak petriler
gece boyu 37°C’de bekletildi. Ertesi giin petri yilizeyinde olusan bakteri kolonileri
0ze yardimu ile topland1 ve dnceden otoklav ile sterilize edilip hazirlanan 20 g/L LB
sivt besi yerine aktarildi. Sivi besi yerine aktarilan bakteriler 37°C, 250 rpm
kosullarinda logaritmik olarak g¢ogaltilmaya birakildi. 18 saatin sonunda yeterli
saylya ulasan bakteriler 4°C 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip siipernatant atildi.
Bakterileri igeren c¢okelti -80°C’de donduruldu. Bu iglemler ana vektor, yardimci

vektor 2/1 ve yardimci vektor helper icin tekrar edildi.
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5.2.3.2 DNA izolasyonu

Ana vektor, yardimer vektdr 2/1 ve yardimcr vektor helper plazmitlerini igeren
cokeltiler ¢ozdiiriildii. Cokeltilerden elde edilecek DNA’lar Qiagen Endofree
Plasmid Kit (Qiagen, 12362) ile izole edildi. Elde edilen DNA’larin konsantrasyon
tayini SpektraMax cihaz1 ile yapildi. Bu islemlerin her biri ana vektor, yardimci

vektor 2/1 ve yardimer vektor helper i¢in tekrar edildi.

5.2.3.3 293AAYV hiicre transfeksiyonu

Rekombinant adeno-asosiye viriis iiretimi i¢in 6zellesmis olan 293AAV hiicre hatti
Cell BioLabs firmasindan satin alind1 (Cell BioLabs, AAV-100). 293AAYV hiicreleri
10x10 cm petri kaplarina ekilireck 37°C, %5 CO;, %20 O; kosullar1 altinda
inkiibatorde biyiitiildii. Petrideki hiicreler %70-80 doluluk oranmna ulastiginda
pasajlanarak c¢ogaltildi. Hiicre sayist yeterli miktara ulastiginda ise hiicreler
transfeksiyon i¢in hazirandi. 24 pg yardimer vektor helper, 20 pg yardimeci vektor
2/1, 12 pg ana vektdr Opti-MEM transfeksiyon medyumu ve polietilenimin
transfeksiyon ajani steril bir tlip i¢ine alinarak karistirildi. Bu karigim hiicrelerin
tizerine eklenerek 72 saat boyunca 37°C, %5 COj, %20 O, kosullar1 altindaki
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. 72 saat ardindan hiicreler toplanilarak 5 dakika
4°C 1100 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak hiicreleri igeren ¢okelti -
80°C’de donduruldu.

5.2.3.4 Piirifikasyon

Elde edilen hiicre ¢okeltisi 1050 mM NaCl, 20 mM Tris (pH=8,0) igeren 9 mL steil
liziz ¢ozeltisi ile karistirildi. Hiicreler ilk olaral kuru buz-%70 EtOH karisiminda
sonra ise 37°C su banyosunda 2’ser dakika bekletildi. Bu islem 3 kez tekrar edildi.
Bu islem ardindan hiicreler 3 dakika boyunca sonikatérde tutuldu. Bu yolla

hiicrelerin i¢inde bulunan viriisler agipa ¢ikartildi. Ardindan piirifikasyon islemi i¢in

1 mM MgCI; ve 250 U/mL Benzonase (Sigma E8263-25K) eklendi. 20 dakika

24



boyunca 4°C 4000 rpm’de santrifiij edildi. 5 mL 10x PBS, 0,05 mL 1M MgCl,, 0,125
mL 1M KCI, 10 mL 5M NaCl, 12,5 mL Iodixanol ve 50 mL’ye kadar H,O igeren
%17’lik ¢ozelti; 5 mL 10x PBS, 0,05 mL 1M MgCl,, 0,125 mL 1M KCI, 0,1 mL
Iodixanol, 0,1 mL % 0,5 fenol kirmizis1 ve 50 mL’ye kadar H,O igeren %25’lik
¢ozelti, 5 mL 10x PBS, 0,05 mL 1M MgCl,, 0,125 mL 1M KCI, 10 mL 5M NaCl,
33,3 mL Iodixanol ve 50 mL’ye kadar H,O igeren %40’lik ¢6zelti ve 0,05 mL 1M
MgCl,, 0,125 mL 1M KCI, 50 mL lodixanol ve 0,025 mL % 0,5 fenol kirmizisi
iceren %60’lik ¢ozelti hazirlandi. Sirast ile 3 mL %60’lik ¢ozelti, 5 mL %40°lik
cozelti, 6 mL %25’lik ¢ozelti, 6 mL %]17’lik ¢ozelti ve hiicre lizat1 Optiseal
ultrasantriflij tiiplerine (Beckman 36625) siringa yardimi ile yavas bir sekilde
damlatildi. 18°C*de 90 dakika boyunca 60000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij
islemi sonrasinda viriisler %40’lik ¢ozelti katmaninda birikti. Onceden 1sitilmus 1
L’sinde100 mL 10x PBS, 50 gr D-Sorbitol, 42,4 mL %S5 NaCl i¢eren 1x saklama
tampon ¢ozeltisi ile 1slatilan Amicon 100K filtreli kolonlara (Milipore, UFC910024)
%40’l1ik ¢ozelti igeren katman eklenerek 1x saklama tampon ¢ozeltisi ile 15 mL’ye
tamamlandi. 30 dakika boyunca 4°C 3500 rpm’de santrifiij edildi. Bu islem Ix
saklama tampon ¢ozeltisi eklenerek 2 defa daha tekrarlandi. Filtre iistiinde kalan

viriisler topland1 ve -80°C’de donduruldu.

5.2.4 Intrakraniyal rekombinant adeno-asosiye viriis enjeksiyonu

Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif — Tip Arastirmalar
Merkezi’nde iretilen rekombinant adeno-asosiye viriisler 30 gilinlik Agrp-cre
transgenik farelerin hipotalamik arkuat ¢ekirdek bolgelerine asagida belirtilen metod

ile intrakraniyal olarak enjekte edildi.

Fareler stabil anestezi altinda stereotaksik ¢erceveye sabitlendi. Kafanin sabit ve diiz
oldugundan emin olduktan sonra kafa derisi Betadin ile temizlerenerek bistiiri
yardimiyla kesildi. Kafatasina uygulanan hidrojen peroksit ile kemikler goriiniir hale
getirildi. Kafatas1 hidrojen peroksitten arindirldiktan sonra SteREO Discovert V8
mikroskop altinda Bregma noktas1 bulunarak koordinat degerleri sifirland1. Narishige

manipulator yardimiyla Arkuat ¢ekirdek (Arc) bolgesi icin  koordinatlar
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Anterior/Posterior(A/P): -1,3 cm ve Medial/Lateral(M/L): 0,25 cm olacak sekilde
belirlendi. Kafatas1 bu noktada freze yardimi ile delindi. Ayn1 sirada, Sutter P-100
Mikropipet ¢ekici ile cam mikropipetler 1s1 yardimi ile inceltilerek hazirlanan cam
mikropipetlerin i¢i mineral yag dolduruldu. Narishige enjektore takilan mikropipetler
rekombinant adeno-asosiye viriis ile dolduruldu. Belirlenen A/P ve MJ/L
koordinatlarinda beyin ylizeyi Dorsal/Ventral (D/V) olarak sifirlandiktan sonra beyin
icinde mikropipet D/V: -5,6 cm derine ilerlitildi. Narishige enjektor ile 300 nL
enjeksiyon yapildi. 10 dakikalik bekleme siiresi ardindan cam mikropipet beyin
icinden yavasca ¢ikarildi ve kafa derisi alind1. Intrakraniyel sonras1 fareler, 14 giinliik

enfeksiyon siiresince operasyon sonrasi bakiminda tutuldular.

5.2.5 Davrams deneyleri

5.2.5.1 Besin tiiketim ol¢iimii

30 glinliik Agrp-cre transgenik fareler kontol ve deney grubu fareleri olmak tlizere 2
gruba boliindii ve intrakraniyel olarak test grubu farelerine rAAV-hSyn-FLEX-
hM3D(Gq)-mCherry viriisii  enjekte edilirken, kontrol grubu farelerine rAAV-
FLEX-GFP viriisii enjekte edildi. 14 giinliik bakim siiresi boyunca Agrp hiicreleri
enfekte edildi. Enfeksiyon siiresi sonrasinda fareler tekli kafeslere alindi ve bu
kafeslere aligmalari i¢in 3 giinliik siire tanindi. Aligma siiresi sonrasi, farelerin giinliik
besin tiiketimi takibe alindi. Guinliik besin alimlart stabil hale geldigi zaman ad
libitum olarakdavranis deneylerine baslandi. Saat 07.00’de baslayan giindiiz dongiisii
ile farelerin besin tiikketimi 30 dakika araliklarla 2 saat boyunca takip edildi. 2 saat
ardindan 300uL hacminde Tablo 5.7°de belirtilen intraperitonal (i.p.) enjeksiyonlar
yapilds;
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Tablo 5.7 Agrp aktivasyonu i¢in giindiiz dongiisii i¢in i.p. enjeksiyonlar1

Giin Saat i.p. enjeksiyon

1 09.00 % 0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH
3 09.00 % 0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO
5 09.00 % 0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO

Plasebo giinii deney grubu farelere % 0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH, deney giinii ise %
0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO i.p. olarak enjekte edildi ve enjeksiyon sonrasi 30 dakika

araliklar ile 2 saat siliresince besin tiiketimleri takip edildi.

5.2.5.2 Deney gruplarinin olusturulmasi

Her biri tekli ve esdeger kafeslerde bulunan ve besin takibi yapilan 40 transgenik fare

agirlik ve yas orani esit olacak sekilde Tablo 5.8”de verilen tlizere gruplandirilds;

Tablo 5.8 Deney gruplandirmasi

Grup ad1 Hayvan sayisi Enfeksiyon cesidi
Kontrol 10 GFP
Aglik 10 GFP
Test + 10 hM3D(Gq)-mCherry
Test - 10 hM3D(Gq)-mCherry

Aclik grubu fareleri deneylerden 6nce 16 saat acgliga tabi tutuldular. Kontrol, test +

ve test — grubu farelerin ise yeme erisimleri serbest halde birakildu.

5.2.5.3 Morris Water Maze (MWM)

Deneyler baslatilmadan 2 giin 6nce 1470 mm ¢apindaki Morris Water Maze havuzu
cesme suyu ile dolduruldu ve gece boyu isinmaya birakildi. 17 giin boyu siiren

deneyin ilk glinli havuz suyuna hig¢ bir sey eklenmez iken geri kalan giinler suya opak
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olmasina yetecek miktarda beyaz gida boyasi eklendi. Deneyler boyunca havuz suyu

belli bir seviyede ve oda sicakliginda tutuldu.

Besin tliketim takibi yapilan tekli kafesteki fareler deneyden 16 saat dnce boliim
5.2.5.2°de belirtildigi lizere muamele edildi. A¢lik grubundaki farelerin kafeslerinden
besinleri ¢ekilirken suya erisimleri serbest halde birakildi. Kontrol ve deney gruplari
ise yeme ve suya erisimi serbest halde geceyi gecirdiler. Giindiiz donglisi
basladiktan 2 saat sonra, saat 09.00’da deney gruplarina Tablo 5.10°de verilen

sekilde i.p. enjeksiyonlar1 yapilarak uyarim saglandi.

Morris Water Maze testi uygulanirken Tablo 5.9°da gosterildigi gibi 18 giinliik bir
takvim kullanildi. Alistirma, habitasyon ve prob giinleri fareler havuza birer kez atilir
iken, egitim giinlerinde ise 4 kez sira ile atildilar. Deney giinleri boyunca fareler

Tablo 5.11°da verilen sira ile havuzda yiizdirildi (36).

Tablo 5.9 MWM takvimi

Deney giinii Giinler
Alistirma -1. giin
Habitasyon 0. glin

Egitim 1-4 giin

Kisa dénem hafiza + prob 5. glin
Kisa donem hafiza - prob 6. glin
Uzun donem hafiza + prob 15. giin
Uzun dénem hafiza - prob 16. gilin

Tablo 5.10 MWM i¢in i.p. enjeksiyonlar:

Grup ad1 i.p cesidi Deney giinii
Kontol % 0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO ) o
Habitasyon, egitim, kisa
Acglik % 0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO
doénem hafiza + prob, uzun
Test + % 0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO
donem hafiza + prob
Test - % 0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH
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Kontol % 0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH

Acglik % 0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH  kisa donem hafiza - prob,
Test + % 0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH  uzun donem hafiza - prob
Test - % 0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO

Tablo 5.11 MWM havuzda yiizdiirme sirasi

Giin 1.sira 2.s1ra 3.sira 4.s1ra
0 Kuzey Kuzeydogu Glineydogu Kuzeybati
1 Gilineydogu Kuzey Kuzeybat1 Dogu
2 Kuzeybati Glineydogu Dogu Kuzey
3 Dogu Kuzeybat1 Kuzey Giineydogu
4 Gilineydogu Glineydogu Dogu Kuzeybat1

Aligtirma gilinlinde, fareler i.p. enjeksiyonu yapilmadan 120 saniye boyunca gida
boyas1 eklenmemis ve platformsuz havuzda yiizdiiriildii ve su ile ilk kez tanigmalar
saglandi.  Geri kalan gilinlerde havuz suyuna gida boyasi eklenerek havuzun
renginden suyun rengi ayirt edilebilir hale getirildi. Habitasyon giinlinde, platform
su seviyesinin Ustiinde idi ve renk olarak suyun rengi olan beyazdan ayirt
edilebilmesi igin siyah renk platform kullanildi. Egitim giinlerinde, Su seviyesi
platform seviyesinin 5 cm tizerine tasirildi ve beyaz platform kullanilarak sudan ayirt
edilebilirligi ortadan kaldirildi. 0-4. giinler fareler 120 sn boyunca 4 kez suda
yiizdiiriildii. Deneyler sirasinda ANY-Maze, Stoelting davramis takip sistemi
kullanildi. 120 sn iginde platformu bulamayan fareler 120 sn sonunda platforma
yerlestirilerek 20 sn boyunca ortami gozlemlemeleri saglandi. 120 sn bitmeden 6nce
platformu bulan farelerde ise kayit manuel olarak durdurulup 20 sn beklendi. Prob
giinlerinde, platform havuzdan kaldirilip fareler 60 sn boyunca havuzda ylizdiiriliip,

platform bolgesine giris sayilar1 kayit altina alindi.
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5.2.5.4 Novel Object Recognition Test

Morris Water Maze deneyinden ¢ikan fareler 1 haftalik dinlenme siiresine tabi
tutuldular. Novel object recognition (NOR) testinde, MWM’de kullanilan farkl
olarak deney gruplarindan test- grubu bu teste tabi tutulmadi. NOR testi habitasyon,
aligtirma ve test gilinii siralamasi ile uygulandi. Test igin 40 cm x 40 cm open field
kullanild1. Deneyler sirasinda ANY-Maze, Stoelting davranis takip sistemi kullanildu.
Fareler habitasyon giiniinde alan1 tanimalar1 adina 15 dakika boyunca tamamen bos
open field alaninda serbest birakildi. Ertesi giin olan alistirma giiniinde open field
alanina duvarlara 5’er cm uzakliga esdeger 2 adet pinpon topu yerlestirildi ve fareler
15 dakika boyunca kesif icin alanda serbet birakildi. Son giin olan test giiniinde ise
esdeger pinpon toplarindan bir tanesi yeni obje olarak zeka kiipii ile degistirildi ve
fareler 15 dakika boyunca alanda kesfe birakildi. Hayvanlarin yeni objeye olan
ilgisini 6lgmek adina Tablo 5.12°de verilen dlgekler kullanilarak degerlendirmeler

yapildi.

Tablo 5.12 NOR testinde kullanilan degerlendirme ol¢ekleri

Toplam kat edilen mesafe
Ortalama hiz

Open field alanina girme say1si

Open field alaninda gegirilen zaman

Obje ¢evresindeki alana girme sayisi

Obje cevresindeki alanda gegirilen zaman

Objenin alanina hayvanin kafasinin girme sayisi
Obje alanina yakinlama zamani

Obje alanindan uzaklagma zamani

5.2.6 Doku fiksasyonu ve kesit alma

Davranis deneyleri sona erdikten sonra farelere, fosfat tamponlu tuz ¢ézeltisi ve %4
paraformaldehit fiksatifi (PFA) ile kardiyak perflizyon uygulandu. Sakrifiye edilen
farelerin beyinleri ¢ikarildi ve ilk olarak %4’liik PFA i¢inde 4 saat bekletildi. 4 saat
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ardindan %30’luk siikroz ¢ozeltisi i¢ine alinarak kesit alma islemine dek bu ¢ozelti

icinde bekletildi.

Kesit alma islemi i¢in slikroz i¢inde bekletilen beyinler ilk olarak, 10 mL H,O igine
0,4 grami eklenerek hazirlanan diisik donma sicaklifina sahip agaroz ¢ozeltiye
gomiildi ve jel kivamina gelene kadar katilagmaya birakildi. Jel kivamina geldikten

sonra VT1000S vibratom ile 75 um kalinliginda kesitler alindi.

5.2.7 Goriintiilleme

Bilateral olarak hM3d(Gq)-mCherry ve GFP viriis enjesiyonlar1 yapilan ve davranis
deneyleri tamamlanmis olan farelerin beyinleri bolim 5.2.6’da belirtildigi gibi
kardiyak perfiizyon ile c¢ikartildiktan sonra vibratom ile 75 pum’lik kesitleri elde
edildi. Elde edilen beyin kesitlerinden hipotalamik arkuat ¢ekirdek bolgesini iceren
kesitler konfokal mikroskop ile goriintiilendi.

5.2.8 istatiksel analiz

Istatiksel analizler, GraphPad Prism (RRID:SCR 002798, GraphPad, San Diego,
CA) programi kullanilarak yapildi. Tiim degerler + standart hata olarak gosterildi.
p>0,005; istatiksel olarak anlamsiz olarak kabul edildi ve p<0,005;*, p<0,001;**,
p<0,0001;*** olarak gosterildi.
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6.BULGULAR

6.1 Genotipleme Islemi

Dogumdan itibaren annelerinin yaninda yasayan siitten kesilmemis 21-28 giinliik fare
yavrularina kulaklarindan alinan doku &rnekleri kullanilarak genotipleme yapildi.
Siras1 ile DNA eldesi, PZR ve agaroz jel elektroferezi islemleri sonucu farelerin
transgenik olup olmadig: belirlendi (Resim 6.1). Transgenik farelerden segilen ayni

dogum tarihli, erkek fareler ile deney gruplari olusturuldu ve deneyler yapildi.

n .

-
— Agrp-cre

-Wt'.
-
- w1

Resim 6.1 Agrp-cre transgenik ve C57BL/6 yabanil tiir farelerin genotipleme sonucu

6.2 Hipotalamik Agrp Noronlarinin Goriintelenmesi

Ayni dogum tarihli ve benzer kiloya sahip erkek, transgenik farelere stereotaksik
olarak intrakraniyel rekombinant adeno-asosiye viriis enjeksiyonlari yapildi. rAAV-
hSyn-FLEX-hM3D(Gq)-mCherry ve rAAV-FLEX-GFP viriisleri ile enfekte edilen
fareler operasyon sonrasi bakimdan sonra davranis deneylerinde kullanilmak ve

goriintliileme isleminde kullanilmak {izere ayrildilar.

hM3DGg-mCherry ve GFP viriisii ile enfekte fare beyinleri kardiyak perfiizyon
sakrifiye yontemi ile ¢ikarildi. Sakrifiye beyinler sirasi ile %4’°liik PFA icinde 4 saat
ve %30’luk siikroz ¢ozeltisi iginde kesit alma islemine dek bekletildi. Kesit alma

islemi VT1000S vibratom ile yapildt ve 75 pm’lik kesitler alinarak lamellere

32



aktarihip fikse edildi. Gorintiileme islemi axizoom mikroskop ve konfokal
mikroskopta 588 nm lazer altinda yapildi (Resim 6.2). Agrp-cre farelerin hipotalamik

arkuat ¢ekirdeklerinde enfeksiyon ve hiicre tipi spesifik isaretlenme gozlendi.

Resim 6.2 hM3DGg-mCherry enfeksiyonu konfokal mikroskop goriintiisii

6.3 Davrams Deneyleri

6.3.1 Besin tiiketim takibi

Agrp ndronlarmin kemogenetik uyariya verdikleri dramatik tepki giiniimiize dek
yapilan ¢aligmalarla literatiire gec¢mistir. Bu c¢alismada da rAAV-hSyn-FLEX-
hM3D(Gq)-mCherry viriis ile enfekte edilen fareler i.p. olarak CNO enjeksiyonu ile
kemogenetik olarak uyarilmis ve i.p. enjeksiyon oncesi ve sonrasi 2 saatlik besin
tilketimleri takip edilmistir. h(M3DGqg-mCherry ile enfekte hayvanlarin besin tiikketim
grafigi Sekil 6.1’de gosterilmistir. Yapilan tartimlara gore i.p. CNO enjeksiyonu
sonrast farelerde akut olarak besin tiiketiminde artis gozlenmistir. 2 saat icinde

hayvanlar 0,4 gram ile 2,0 gram arasida besin tiiketmislerdir.
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Besin Tiiketimi (gr)

120 180 240
Zaman (dk)

Sekil 6.1 Kemogenetik olarak Agrp ndéronlarinin uyarimi sonrasi besin tiiketim takip

grafigi (her bir renk bir hayvani temsil etmektedir.)

6.3.2 Morris Water Maze

Aclik, kontrol, test+ ve test- olarak 4 gruba boéliinen hayvanlar davranis
deneylerinden ilk olarak MWM’de test edilmislerdir. Habitasyon giinii ile birlikte 5
giin boyunca giinde 4 trial olarak havuzda platformun yeri 6gretilen hayvanlarin her
biri egitim giininde ANY-Maze, Stoelting davranis takip sistemi ile izlenmis ve
testler kayit altina alinmistir. Egitim giinlerinde hayvanlarin 6grenme diizeyleri test
edilmistir ve degerlendirme Olcilisii olarak platforma kagma siiresi kullanilmistir
(Sekil 6.2).. Yapilan analizler sonucu 4 grubun da platformun yerini 6grenme diizeyi
benzer olarak degisim gosterdigi goriilmiistiir. Hayvanlarin 1. egitim giiniinden 4.
egitim giiniine sirasiyla su siirelerle platforma ¢ikma siireleri; aglik grubunda 64,3
sn., 42,4 sn., 31,9 sn. ve 24,7 sn., kontrol grubunda 40,1 sn., 25,5 sn., 23,7 sn. ve
18,6 sn., test+ grubunda 40,3 sn., 34,9 sn., 24,9 sn. ve 16,8 sn. ve test- grubunda 40,9
sn., 27,6 sn., 20,5 sn. ve 15,9 sn.dir (Sekil 6.2 A). Agrp noronlart aktif olan test+
grubu, Agrp noéronlart uyartlmamis test-, ve kontrol grubu farelerin 6grenme
diizenleri ve hizlarinin benzer oldugu goriliirken, fizyolojik olarak aclik yasayan

aclik grubu farelerinin ise hizinda bir yavaglik oldugu ancak 6grenme orami olarak
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diger gruplar ile ayn1 trendi izledigi gézlenmistir. Hayvanlarin 1. egitim giliniinden 4.
egitim giiniine sirasiyla su ortalama hizlarla havuzda ylizmiislerdir; aglik grubu 0,13
m/sn., 0,12 m/sn, 0,17 m/sn ve 0,13 m/sn, kontrol grubu 0,17 m/sn, 0,17 m/sn, 0,16
m/sn ve 0,17 m/sn, test+ grubu 0,16 m/sn, 0,14 m/sn, 0,17 m/sn ve 0,16 m/sn ve test-
grubu 0,25 m/sn, 0,15 m/sn, 0,3 m/sn ve 0,24 m/sn.dir. (Sekil 6.2 B)
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Sekil 6.2 MWM egitim giinleri. A, 6grenme diizeylerini gosteren platforma kagma

stiresi grafigi. B, havuz i¢inde ortalama ylizme hiz1 grafigi.

Spatial bellek degerlendirmesi i¢in 4 egitim giiniinden sonra prob giinleri yapilmustir.
Prob giinlerinde tek bir trial i¢in havuza atilan farelerin havuzdan kaldirilan platform
alanindan ge¢me sayilar1 dikkate alinmistir. Kisa donem hafizayr yansitmasi igin

egitim giinlerinden hemen sonra yapilan kisa donem hafiza prob giinlerinden birinde
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(prob+) Agrp noronlari CNO enjeksiyonu ile uyarilmis, digerinde (prob-) ise
uyartlmamistir (Sekil 6.3). Yapilan analizlere gore, prob+ giinii aglik grubu 1,5 kez ,
kontrol grubu 2,7 kez , test+ grubu 3,5 kez ve test- grubu 1,4 kez platform alanindan
gecerken prob- giiniinde sirasiyla 1,1 kez, 3,3 kez, 1,5 kez ve 2 kez platform
alanindan ge¢mislerdir. Bu verilere gore Agrp ndronlan aktif olarak egitim gdren
hayvanlar (Test+ grubu) CNO giinlinde yani Agrp néronlar1 uyarildiginda placebo
giinline kiyasla ¢ok daha 1iyi hatirlamaktadirlar (p=0,057). Agrp noronlar
uyarilmadan egitim gdren kontrol grubu ve fizyolojik olarak a¢ olan aglik grubu
hayvanlarin CNO ve placebo giinleri arasinda hatirlama diizeyleri arasinda anlamli
bir fark olmadig goriilmistiir. Agrp noronlari uyarilmadan egitim goéren test- grubu
hayvanlarin ise CNO uyarisi ile Agrp ndronlar1 atesledigi zaman placeboya kiyasla
daha az hatirladiklar1 gézlenmistir. Ancak Test- grubunun CNO ve placebo giinleri

arasindaki fark istatiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 6.3 Kisa donem hafiza degerlendirmesi

Uzun donem hafizayr degerlendirmek adma 15. giinde CNO ile uyarilarak ve 16.
Giinde placebo ile yapilan prob analizlerinde kisa donem hafizada test+ grubu
hayvanlarda goriilen bellek farki devam etmistir (Sekil 6.4). Yapilan analizlere gore,
prob+ giinii aglik grubu 0,8 kez , kontrol grubu 1,8 kez , test+ grubu 1,8 kez ve test-
grubu 1 kez platform alanindan gegerken prob- giiniinde sirasiyla 1 kez, 1,4 kez, 0,8

kez ve 2,2 kez platform alanindan ge¢mislerdir. Bu verilere dayanarak, test- grup
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hayvanlarda CNO giinleri placebo giinlerine kiyasla daha az hatirlamistir. Kontrol ve
aclik gruplarinda CNO ve placebo giinleri arasinda bellekte bir fark goriillmemistir.
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Sekil 6.4 Uzun donem hafiza degerlendirmesi

Kayitlarin analizleri yapilirken platform merkezli 147 mm yarigapli bir alan
belirlendi ve hayvanlarin platform alanindan ge¢gmemis olsa da platforma yakin
mesafede ne kadar zaman harcadiklar1 analiz edildi. Sekil 6.5 A’da gosterildigi
tizere, kisa donem prob giinlerinden ilki olan prob+ giinii test+ grubu hayvanlar
ortalama 8,2 kez alandan gegerken prob- giinii 5,2 kez ge¢mistir . Test- grubu
hayvanlarda ise prob+ giinti 4,4 kez gecerken prob- giinii 7,1 kez gegerek alandan
gecme sayisini arttirmigtir. Test+ ve test- grubu hayvanlarin kisa siireli bellek prob
giinleri arasindaki fark istatiksel olarak anlamhidir (p<0,005).A¢lik ve kontrol
grubunda yer alan hayvanlar ise sirayla olmak tizere prob+ giiniinde ortalama 4,5 kez
ve 7,8 kez platform alanindan gegerken, prob- giiniinde 3,08 ve 7,72 kez ge¢mistir.
Sekil 6.5 B’de ise uzun donem bellek iizerine degerlendirme goriilmektedir.
Analizlere gore CNO ve placebo giinleri arasida sadece test- grubu hayvanlarda
bellekte anlamli bir farklilik goriilmiistiir (p<0,005). Agrp ndronlar1 aktive edilmeden
O0grenen hayvanlar CNO ile bu néronlar aktive edildiginde 4 kez alandan
gecerlerken, placebo ile uyarilmadiginda alandan 6,7 kez geg¢mislerdir. Diger grup
hayvanlar arasinda anlamli bir fark bulunmazken prob + giinii aglik grubunun 2,6

kez, kontrol grubunun 5,4 kez ve test+ grubunun 4,2 kez gectigi gosterlmisitir.Prob-
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giiniinde ise sirayla 2,6 kez, prob-giiniinde ise 3 kez, 4,3 kez ve 6,7 kez gectigi analiz

edilmistir.

Platform etrafindaki bu alanda gegirdikleri zamanda hesaplanmistir ve grafik olarak
Sekil 6.6’da aktarilmistir. Kontrol ve aglik grubu hayvanlarin bu alanda gegirdikleri
stire uzun donem ya da kisa donem bellek prob giinlerinde kendi iginde degisiklige
neden olmamistir. Kisa donem CNO prob giiniinde alanda aglik grubu 3.4 sn.,
kontrol grubu 5.4 sn,, test+ grubu 6.17 sn. ve test-grubu 2.4 sn. dururken kisa donem
placebo prob giiniinde sirasiyla 2,6 sn., 4,5 sn., 3,9 sn., ve 4,8 sn. gegirmektedir. Bu
veriler arasindan test+ grubu hayvalarin CNO ve placebo giinleri arasida, test-
grubunun CNO ve placebo giinleri arasinda (p<0,005) ve CNO giiniinde test+ ve

test- hayvanlar arasinda (p<0,001)istatiksel olarak anlaml fark bulunmustur.
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Sekil 6.5 Prob giinlerinde hayvanlarin platformun etrafindaki alandan gegme sayilart.

A, kisa donem bellek degerlendirmesi. B, uzun dénem bellek degerlendirmesi.
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Sekil 6.6 Prob giinlerinde hayvanlarin platformun etrafindaki alanda harcadiklar

zaman (saniye). A, kisa donem bellek degerlendirmesi. B, uzun dénem bellek

degerlendirmesi

Sekil 6.7 Kisa donem hafiza prob giinlerindeki ortalama 1s1 haritasi. A, Test+ grubu

hayvanlarin prob+ giinii. B, Test+ grubu hayvanlarin prob- giinii. C, Test- grubu

hayvanlarin prob+ giinii. D, Test- grubu hayvanlarin prob- giinii.
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6.3.3 Novel Object Recognition Test

Aclik, kontrol ve test+ olarak 3 gruba ayrilan hayvanlar MWM testinden sonira 1
haftalik dinlenme siiresine birakilmis, gecen 1 hafta sonrasinda Novel Object
Recognition Testi (NOR) yapilmistir. Test birbirini takip eden 3 giin boyunca
habitasyon, familirizasyon ve test giinleri olarak tek tekrarli olarak uygulanmistir.
Hayvanlar ANY-Maze, Stoelting davranig takip sistemi ile izlenmis ve testler kayit

altina alinmistir.

Degerlendirmeler Tablo 5.12°de verilen 6lgeklere gore yapilmistir. Farelerin obje
cevresindeki alana girme sayisina bakilarak test giiniinde, yeni objeye olan ortalama
ilgi hesaplanmistir. A¢lik grubu hayvalarin yeni obje ¢evresine 49,7 kez, eski obje
gevresine 67,9 kez; kontrol grubunun yeni obje c¢evresine 34,4 kez, eski obje
cevresine 46,7 kez; test+ grubunun ise yeni obje cevresine 52,4 kez, eski obje
cevresine ise 45,3 kez giris yaptig1 goriilmiistiir. Biitiin gruplarin eski objeye olan
ilgisi yiizdeye vurularak yeni objeye olan ilgi ylizde cinsinden hesaplanmistir (Sekil
6.8). Test+ grubunun yeni ve eski objelere ilgisi arasinda anlamli bir fark
bulunurken (p<0,005), kontrol grubu ile test+ grubunun yeni objeye olan ilgisi

arasinda da anlamliya yakin bir fark bulunmustur.
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Sekil 6.8 Test giinii objelerin ¢evresindeki alana girme sayisi
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Farelerin obje cevresindeki alanda kalma siirelerine bakilarak test giiniinde, yeni
objeye olan ortalama ilgi hesaplanmistir. Ag¢lik grubu hayvanlar yeni objenin
cevresinde 130,1 sn., eski obje ¢evresinde 67,9 sn.; kontrol grubu yeni objenin
cevresinde 192,9 sn., eski obje ¢evresinde 49,7 sn.; test+ grubu yeni obje ¢evresinde
223,1 sn., eski obje ¢evresinde 48,8 sn. durmustur. Biitiin gruplarin eski objeye olan
ilgisi ylizdeye vurularak yeni objeye olan ilgi yiizde cinsinden hesaplanmistir (Sekil
6.9). Test+ grubu ve kontrol grubunun yeni ve eski objelere ilgisi arasinda anlamli
bir fark bulunurken (p<0,005), aclik grubu ile test+ grubunun yeni objeye olan ilgisi

arasinda da anlamliya yakin bir fark bulunmustur.
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Sekil 6.9 Test giiniinde objelerin ¢evresindeki alanda bulunma siireleri

Farelerin objeye burunlarin1 degdirme sayilarina bakilarak test giiniinde, yeni objeye
olan ortalama ilgi hesaplanmistir. A¢lik grubu farelerin burunlarinin yeni objeye 43,3
kez, eski objeye 31,2 kez; kontrol grubunun 41,1 kez; eski objeye 18,1 kez; test+
grubunun 44,8 kez, eski objeye 19,8 kez degdigi goriilmiistiir. Biitiin gruplarin eski
objeye olan ilgisi yiizdeye vurularak yeni objeye olan ilgi yiizde cinsinden
hesaplanmistir (Sekil 6.10). Test+ grubunun yeni ve eski objelere ilgisi arasinda ve
aclik grubu ile test+ grubunun yeni objeye olan ilgisi arasinda anlamli bir fark

bulunmustur (p<0,005).
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Sekil 6.10 Test giinlinde hayvanlarin burunlarininn objelere degme sayisi

42



7.TARTISMA VE SONUC

Dogal yasamda canlilarin yasamini siirdiirmesini motive eden temel eylemler
bulunmaktadir. Ureme, beslenme bunlardan bazilaridir. Fizyolojik bir diirtii olan
aclik dogal yasamin devamliligin1 saglayan ve olay oOrgiisiinii sekillendiren temel
hissiyatlardan biridir. Canlilar hayatlarin1 idame ettirirken i¢inde bulunduklar1 enerji
metabolizmasiin sonucu olarak acikirlar ve bu hissiyati karsilamak temel

amaclarindan biridir.

Hayvanlar aleminde beslenme eylemleri ve aglik-tokluk mekanizmasi iyi calisilmis
ve halen calisilmakta olan bir alandir. Aclik durumunda hayvanlar yemeklerinin
yerini ya da avlarini bularak beslenme eylemini gergeklestirirler. Bu eylem siiresince
fizyolojik motivasyon olan acgligin yani1 sira bilissel yeteneklerde devreye
girmektedir. Besinlerini istifleyerek yasamlarini siirdiiren hayvanlar tizerinde yapilan
arastirmalar kognitif yeteneklerin acgligin yatistirilmasi iizerindeki roliinii acikg¢a
ortaya koymustur. Istif¢i hayvanlardan biri olan kayin bastankarasinin depoladigi
besinlerin lokalizasyonunu rastgele arama faaliyeti ile degil hafizada tutarak
tekrardan buldugu gosterilmistir (2). Yine aymi hayvanda yapilan arastirmalar bu
tirlin istiflenen yemlerini depolama alanindan c¢ikarip ¢ikarmadigi bilgisini hafiza
tarafindan geri kazanarak ettigi sdylenmektedir (42). Si¢anlar {izerinde yapilan bir
arastirma gostermistir ki yemlerin yerini bulmakta spatial bellek kullanilmakta ve
bellekten bilgilerin geri ¢agirilmasi sirasinda besin tercihine goére bir hatirlama
oraninin degistigi goriilmektedir (43). Bu ¢alismanin verileri dag bastankarasi veya
calikargas1 gibi diger istifci hayvanlarla yapilmis ¢alismalarin c¢iktilariyla da
desteklenmistir (44, 45). Ayrica istif¢i kuslarin besinlerini depolayacaklari
lokalizasyonlar1 belirlerken spatial bellekten yararlandiklar1 da bilinmektedir (46).
Ozetle, istifci kuslar ve diger hayvanlar ile yapilan bu galigmalar besinlerin
lokalizyonlarinin belirlenmesinde spatial bellegin kullanildigini gostermistir. Bu bilgi
yapilan bu caligmanin ¢ikis noktalarindan birini olusturmustur. Aclik ve aglik ile
motive olan bu hatirlama, bellegi geri ¢agirma iglemi arasinda bir baglant1 olup

olmadig1 sorusu sorulmustur.
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Aclhigin fizyolojik etkenlerinden biri olan ghrelin hormonu ve bellek iliskisi
literatlirde yaygin olarak g¢aligilmistir. Ghrelin hormonu ile yapilan birgok deneyde
kognitif yetiler ile arasinda iliski oldugu bulunmustur (3-7). Yapilan arastirmalarda,
ghrelin peptidinin doza bagli olarak intraserebroventrikiiler enjektesi sonucu bellekte
tutulma oranmi arttirdigi ve bellegi gelistirdigi gosterilmistir (3, 47). Obje
taninmasinda ghrelin peptidinin ve peptid olmayan agonistlerinin beyin i¢i enjektesi
sonucu hafizada iyilesmeye yol agmustir (7, 48). Farede yapilan nesne tanima
caligmas1 gostermistir ki, kronik besin kisitlamasi ile azalan nesne tanima
performansi ghrelin uygulamasi sonrasinda giderilmistir (48). Ghrelin agonistlerinin
ve mimetiklerinin subkutan veya oral uygulamasiin spatial bellegi iyilestirdigi
birden fazla grup tarafinca gosterilmistir (4, 7). Bu galismalarin yaninda ayrica,
ghrelin reseptoriiniin eksikliginin farelerde spatial 6grenmede giicliige yol actig
ancak bu farelerin yabanil tip farelere kiyasla 6grenmeden kagmadiklari gézlenmistir
(4). Literatiirde bulunan bu g¢alismalar aglik ile bellek arasinda bulunan baglantiy1
ghrelin peptidi/normonu iizerinden gosterirken bizi de bu ¢alismada aglik néronlarini
hedef almaya yoneltmistir. Ghrelinin spatial bellek iizerindeki pozitif etkisi sonucu

bu calismada spesifik olarak aglik néronlarinin spatial bellekteki rolii arastirilmistir.

Fizyolojik a¢higin olusumu sirasinda gesitli ndron aktiviteleri goriilmektedir. Bu
noronlarin basinda gelen ve literatiirde de iyi ¢alisilmis olan Agrp ndronlar1 temel
aclik noronlar1 olarak bilinmektedir. Bu ndronlara spesifik manipiilasyon yapabilmek
adina deneyler Agrp-cre transgenik fare hattinda yapilmistir. Hipotalamusun arkuat
¢ekirdegide bulunan Agrp noéronlari rAAV-hSyn-FLEX-hM3D(Gq)-mCherry ve
rAAV-FLEX-GFP viriisii ile enfekte edilerek calisma boyunca akut olarak
manipiileye acik hale getirilmistir. Deney siiresince Dizayn Edilmis Ilaglar1 Aktive
Eden Dizayn Edilmis Reseptorler (DREADD) teknolojisi kullanilarak enfekte edilen
aclik noronlart akut stimiilasyon i¢in kullanilan dizayn edilmis ilagc CNO’nun i.p.

uygulanmasiyla uyarilmistir.

Agrp noronlarinin davranigsal fenotipi giiniimiize dek yeterince calisilmistir. Agrp
ndronlarmin akut uyarimi sonucu besin tiiketiminde Olgiilebilir ve biiyiik miktarda
degisim yasandig1 bilinen bilimsel bir gergekliktir. Deneylerde kullanilacak farelerin
Agrp ndronlar1 kemogenetik olarak akut uyarilmig ve hepsinin besin tiikketim

degisiminde anlamli bir artis yasandigi Olgiilmistiir. Bu deney ile Agrp-cre
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hayvanlarimizin metabolik yanitlarinin diizenli olup olmadig: test edilirken ayni

zamanda hepsinin enfeksiyon diizeylerinden de emin olunulmustur.

Kognitif davraniglar test etmek amaciyla hayvanlara 6ncelikle Morris Water Maze
(MWM) testi uygulanmis ardindan Novel object recognition (NOR) testi
uygulanmustir. Iki kognitif davrams testi arasinda 7 giinliik aralar verilerek deney

hayvanlari dinlendirilmistir.

MWM testinde 4 farkli deney grubu olusturulmustur. Ac¢lik, kontrol ve test+ gruplari
disinda ayrica egitim giinlerinde Agrp ndronlart uyarilmadan 6grenen test- grubu
olusturulmustur. Bu grup olusturularak O6grenme siirecinde Agrp aktivitesinin
varliginin spatial bellege etkisi olup olmadig1 sorusuna cevap aranmistir. Giinde 4
trial uygulanarak yapilan 4 egitim giinii boyunca hayvanlarin platforma kagma
siireleri (sn) ve trialler boyunca ortalama hizlar1 (m/s) élgiilmiistiir. Ogrenme siireci
boyunca gruplarin platforma ka¢ma siireleri arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.
Ortalama hizlar karsilastirildiginda kontrol ve test gruplariin benzer hizlarda hareket
ettigi, aclik grubunun ise ilk 2 giin daha yavas hareket ederken 3. ve 4. giinde diger
gruplar1 yakaladig1 gbzlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak Agrp aktivasyonunun
ogrenmeye bir etkisinin olmadigi sonucuna varilmistir. Spatial bellegi test etmek
amaciyla 2 farkli prob giinii olusturulmustur ve hayvanlarin platformdan ve platform
cevresinden gegme sayilari dl¢iilmiistiir. Prob+ giinli hayvanlar CNO ile uyarilirken,
prob- giinii placebo uygulanmistir. Bu prob giinleri kisa donem ve uzun dénem
hafizay1 test etmek adina 5.-6. ve 15.-16. giinlerde uygulanmistir. Kisa donem hafiza
deneylerinde, aclik ve kontrol gruplarmin her iki prob giiniinde de platformdan ve
cevresinden gegcme sayis1 benzer iken test+ ve test- gruplariin prob giinleri arasinda
anlamli fark goriilmiistiir. Egitim gilinleri boyunca Agrp ndronlar1 aktive edilmis
halde 6grenmis test+ grubu hayvanlarinin aglik néronlar aktif iken anlamli bir farkla
daha iyi hatirladiklar1 bulunmustur. Bunun yani sira, egitim giinlerinde Agrp
noronlar1 aktive edilmeden halde 6grenmis test- grubu hayvanlarinin aglik néronlari
aktif iken hafizada tutma yetilerinin azaldigi, Agrp ndronlar1 aktif degil iken anlamli
sekilde daha 1iyi hatirladiklar1 goriilmustiir. Test- grubu hayvanlarin  Agrp
aktivasyonuna bagli hafizalarindaki bu anlamli azalma uzun donem hafiza
deneylerinde de devam etmistir. Ancak, diger grup hayvanlarda uzun dénem hafiza

probe giinleri platformdan ve ¢evresinden ge¢cme sayilar1 arasinda anlamli bir fark
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bulunmamistir. Bu sonuclardan yola ¢ikilarak Agrp aktivitesine bagli hafiza
iyilegsmesinin egitim donemindeki Agrp ndron aktivitesine bagli gerceklestigi
sOylenebilir. Ayrica, 6grenme silirecinde Agrp noronlar aktif degil ise Agrp ndron

aktivasyonu bellegin kétiilesmesine neden oldugu bulunmustur.

Calisma basit, zorlayict 6geler icermeyen ve anksiyetik olmayan Novel object
recognition (NOR) testi ile devam ettirildi. NOR testinde dikkate alinan bellek
Olcekleri olarak “objeye hayvanin burnunun degme sayisi” ve “objenin g¢evresinde
gecirilen siire” dikkate alinmistir. Her iki Olgekte de Agrp uyarimli olarak ag
hayvanlarin (test+ grubu) yeni objeye olan ilgisinin fizyolojik a¢ hayvanlarinkine
(aglik grubu) oranla anlamli olarak fazla oldugu hesaplanmistir. Bu anlamli fark
gostermektedir ki spesifik Agrp aktivitesi hatirlama oranimi arttirarak farkindalig

arttirmaktadir.

Yapilan tiim analizler ve kaydedilen bulgular spatial bellek ile aglik néronu olarak
adlandirilan Agrp noéronlart arasinda baglanti oldugunu goéstermektedir. Agrp néron
aktivitesine bagli 6grenme sonrasi bellek gelismekte, tam tersi bir durumda ise akilda
tutma orani azalmaktadir. Ayn1 zamanda spatial bellege olumlu etkinin fizyolojik
acligi olusturan tiim etkenlerden ziyade Agrp ndronlari tarafindan saglanmaktadir.
Sonug olarak, aclik néronlar1 olan Agrp ndronlar: spatial bellege pozitif etki yaparak

spatial bellegi gelistirmekte ve arttirmaktadir.
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