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1 OZET

ARKUAT CEKIRDEKTEKI KOLINERJIK NORONLARIN BESLENME
DAVRANISINA ETKIiSININ INCELENMESI

Obezite diinya {lizerinde 700 milyondan fazla insani etkileyen, yagam kalitesini 6nemli
Olclide azaltip olas1 muhtelif hastaliklarin (kardiovaskiiler hastaliklar, depresyon,
diyabet, cesitli kanser tipleri gibi) goriilme risklerini arttirmak gibi ¢cok yonli etkileri
olan ve belirli seviyelerinde mortaliteyle sonuclanabilecek evrensel bir saglik
sorunudur. Gliniimiiz mevcut yontemlerinin yeterli diizeyde olmamasi ve obezite
insidansinin giderek artmasi, obeziteyle savasta yeni stratejilerin belirlenmesine
duyulan ihtiyaci arttirmistir. Bu hususta beyindeki enerji dengesi ve beslenmeden
sorumlu alan olan hipotalamusun arkuat (ARC) ¢ekirdek bolgesi iizerine
yogunlagilmistir. Ciinkii bu bdlgenin Aguoti iliski protein (AGRP) ve Pro-
opiomelanocortin (POMC) ¢ekirdekleri tizerinden sirastyla fizyolojik aglik ve tokluk
tizerinden beslenmeyi kontrol ettigi bilinmektedir. Ancak bu kontroldeki kolinerjik
néronlarm rolii ve etkisinin davranisa yansimasi a¢iga ¢ikartilmamustir. insanlarin
cevresinden gozlemleyebildigi bir gercek olan sigaraya baslayanlarin kilo verdigi
fakat sigarayr biraktiklar1 zaman hizla kilo aldiklar1 bu c¢alisma hipotezinin
kurulmasinda temel gozlemlerden biri olmustur. Ciinkii sigarada bulunan nikotin,
nikotin reseptorleri {izerinden etkisini gosterir ki asetilkolin ifade eden kolinerjik
noronlar da temelde nikotinik (nAChR) ve muskarinik (mAChR) reseptorler iizerinden
etkilerini gosterir. Yapilan bu c¢aligmada, hipotalamustaki kolinerjik néronlar
morfolojik olarak tespit edilip, enerji metabolizmasi ve beslenmeyi kontrol ettigi
bilinen ARC bolgesindeki bu kolinerjik néronlarin, beslenme davranisina olan etkisi
incelenmistir. ChAT (kolin asetiltransferaz) transgenik fare ile yapilan kemogenetik
deneylerde, ARC’daki kolinerjik néronlarin CNO ile uyariminda besin tiikketiminde
artis gozlenmistir (p=0,0014). Ayn1 fare hattinda ilgili bolgedeki kolinerjik noronlarin
ablasyonu sonrasinda ise uzun vadede besin tiiketiminde azalma belirlenmistir
(p=0,038). Dolayisiyla, ARC bolgesindeki kolinerjik noéronlarin beslenmenin
kontroliinde kisa ve uzun vadede belirli bir sekilde rol aldigia dair 6nemli bulgular

elde edilmis olup, 6zgiin sonuglar elde edilmistir.



Anahtar Kelimeler: Arkuat ¢ekirdek, kolinerjik noéron, asetilkolin, ChAT,

kemogenetik, beslenme.



2 ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTS OF CHOLINERGIC NEURONS IN
ARCUATE NUCLEUS ON FEEDING BEHAVIOUR

Obesity affecting more than 700 millions of people worldwide, significantly reducing
life quality, increasing the likely risk of various diseases (cardiovascular diseases,
depression, diabetes, definitive types of cancers) has multifaceted effects and on
certain level possibly triggering mortality, is a global health problem. Since current
therapeutic methods stay ineffective and obesity insidence is increasing dramatically,
requirement for novel approach to treatment of obesity has emerged significantly. For
this issue, arcuate nucleus (ARC) of hypothalamus, certain brain region, has been
centered upon that known as control center of energy homeostasis and physiological
feeding. Since this region has been known as controling the physiological fast and feed
state upon aguoti related protein (AGRP) and Pro-opiomelanocortin (POMC)
secreting neurons. However cholinergic neurons in these region and their effect on
feeding behaviour has been remain unidentified. The fact that people observe from
their environment that individuals who start smoking lose weight whereas once they
quit smoking they gain weight, become one of the fundamental observation to
constract hypothesis for this study. Since cigarette contains nicotine which shows its
effects upon nicotinic receptors and fundamentally acetylcholine expressing
cholinergic neurons exhibit their effects upon nicotinic (nAChR) and muscarinic
reseptors (MAChR). In this study, cholinergic neurons in arcuate nucleus are
morphologically characterized and investigated the effects of those cholinergeic
neurons in ARC region which controls the energy homeostasis and feeding, on feeding
behaviour. In the chemogenetic studies with ChAT (choline acetyltransferase)
transgenic mice, cholinergic neurons in ARC stimulated with CNO shows increase in
food consumption (p=0,0014). Ablation of cholinergic neurons in the ARC shows
decrease in food consumption in the long term (p=0,038). Therefore our findings
suggest that cholinergic neurons in ARC affects the regulation of feeding control in

the short and long term, our results are novel.



Key words: Arcuate nucleus, cholinergic neurons, acetylcholine, ChAT,
chemogenetics, feeding.



3 GIRIS VE AMAC

Diinya niifusunun yaklasik %10°nu etkileyen ve prevalansi artista olan, yasam
standartlarin1 6nemli oranda diisiiren obezite, fizyolojik ve zihinsel etkileri olan,
kanser, kardiovaskiiler rahatsizliklar ve diyabet gibi mortalite riski yliksek
morbiditilere sebebiyet veren 21. yiizyilin 6nemli bir halk saghigr sorunudur. En
temelinde obezite alinan ve harcanan kalori miktarlarindaki dengesizliklerden ileri
gelmektedir (1). Bunda fazlaca alinan kalori, sedanter yasam tarzi ve genetik egilim
rol oynamaktadir. Normalde alinan enerji miktar1 viicudun ihtiyact dogrultusunda
metabolize edebilecegi kadardir; fakat gesitli sebeplerle alinanin harcanandan fazla
olmasi durumunda obezite ortaya ¢ikmaktadir. Kagit izerinde harcanan enerjiyi alinan
enerjiye denk hale getirmek sorunun ¢oziimii gibi goziikkse de gilinliikk yasama
yansimas1 kolay degildir. Ozellikle giiniimiiz modern toplumlarda diyetlerin enerji ve
karbonhidrat yoniinden yogunlastirilmis olmasi obeziteinin epidemik haline

getirilmesinde biiyiik rol oynamaktadir (1, 2).

Beyindeki hipotalamus bolgesinin enerji metabolizmasi ve beslenmeyi kontrol ettigi
bilinmektedir. Birgok beslenmeyle ilgili sinirsel ag, bu bolgeden koken almakta ya da
bu bolgeye baglanti yaparak devrelerini dogrudan ya da dolayli olarak
tamamlamaktadir. Cok ¢esitli néron gruplarina ev sahipligi yapan bu bolgenin arkuat
cekirdegindeki ¢ok calisilan 2 grup hiicre tiiri olan AGRP ve POMC néronlarinin,
sirasiyla aclik ve toklugu kontrol eden temel ndron gruplar1 oldugu literatiirde birgok
defa acikli kazanmistir. AGRP ndéronlarin acken aktif oldugu ve besin tiiketimini
tetikledigi, POMC noéronlarinin tok durumda aktif oldugu ve besin tiiketimini

durdugunu bilinmektedir (3-5).

Temelde hipotalamus tarafindan kontrol edildigi bilinen beslenme devrelerinin bu
bolgedeki bir¢ok cekirdegin orkestrasi tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. Ayrica
hipotalamustaki bu ¢ekirdeklerde farkli tip ve yogunlukta dagilmis olarak kolinerjik
reseptor oldugu bilinmektedir. Bu ¢ekirdeklerden DMH (dorsomedial hipotalamus)

bdlgesinin ve nucleus accumbens’in beslenmeye olan etkisi literatiire kazandirilmigtir



fakat hipotalamustaki kolinerjik ndronlardan o6zellikle arkuat bolgesindekilerin

beslenmeye olan etkisi heniiz karakterize edilmemistir (6-10).

Hali hazirda var olan tedavi yontemleri olan farmasoétik ajanlar, giinliik hareketin
arttirtlmasi temeline dayanan egzersiz ve invazif girisim olan cerrahi yontemlerin
yeterli ve verimli sonuglar sunamamasi, mevcut tedavilerin disinda denenmemis ve
farkli yontemlerin kesfi konusunda arayislara sebebiyet vermistir (11). Isbu sebeple,
beslenme yolaklarin ve bu ddngiilerdeki diizenleyici aktorlerin haritalandirilmasi,
buna bagl beslenmeyi kontrol eden fizyolojik mekanizmalarinin neyi, ne oranda ve
nasil kontrol ettiginin tayin edilmesi, obezite ile miicadelede yiiksek 6nemde rol
oynayacaktir. Beyinin belli bolgelerindeki kolinerjik ndronlarin beslenmeye olan
mubhtelif etkileri bilinmektedir (12), fakat beslenmeyi ana olarak kontrol eden arkuat
cekirdek tizerindeki kolinerjik néronlarin, bu sinir aglarindaki fonksiyonu, beslenmeye
olan etkisi ortaya g¢ikartilmamistir. Dolayisiyla aglik ve tokluk durumunu merkezi
olarak kontrol eden arkuat cekirdeki kolinerjik noéronlarinin beslenmeye olan
iliskisinin karakterize edilmesi, dogrudan ya da dolayli olarak obeziteyle baglantili
beslenme fonksiyonlarinin merkezi diizeydeki agsal karsiliklarinin anlagilmasinda ve
olasi tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynayacaktir. Tiim bu bilgiler
1518inda, buradaki c¢alismada, beslenmeyi kontrol eden hipotalamusun arkuat
bolgesinde bulunan kolinerjik ndronlar Oncelikle karakterize edilip akabinde

beslenmeye olan etkileri incelenmistir.



4 GENEL BILGILER

4.1 CObezite

Obezite global olarak her 5 aileden birini etkileyen ve de incidansi giderek artan,
kiiresel, halktan her kesimi etkileyen bir saglik sorunudur. WHO (World Health
Organization) datalarina gore 18 yas lstii yetiskinlerin %39 dan fazlas1 overweight
(fazla kilolu) kategorisindedir ve diinya niifusunun biiyiik ¢ogunlugu, zayiflik
oliimlerinden ¢ok obezite dliimlerinin goriildiigi iilkelerde yasamaktadir (1, 2, 11).
Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)’in 2016 y1li verilerine gore obezite oran1 %19,6 tir
(13)(Tablo 4.1).

Viicut kitle indeksinin cinsiyete gére dagilimi, 2014, 2016

[15+ yag]

(%)
Normal )

Yil ve cinsiyet Toplam Dusuk kilolu kilolu Obez 6ncesi" Obez
2014 Toplam 100,0 42 422 33,7 19,9
Erkek 100,0 28 437 38,2 15,3
Kadin 100,0 55 407 293 245
2016 Toplam 100,0 40 421 34,3 19,6
Erkek 100,0 25 438 38,6 15,2
Kadin 100,0 56 40 4 30,1 239

Tablodaki rakamlar, yuvarlamadan dolayl toplami vermeyebilir.
(1) "Fazla kilolu” ifadesi "obez doncesi” olarak degistiriimistir.

Tablo 4.1.1: TUIK verileri

Obezite nihayetinde alinan besin enerji miktar1 ile harcanan besin enerji miktari
dengesizliginden (alinan>harcanan) kaynaklanmaktadir. Giliniimiiz diinyasinda
degisen sosyokiiltiirel roller ve yasam standartlari, beraberinde besin tiikketim
aligkanliklarinda da farkliliklar getirmistir (gegmis baz alindiginda). Tarihsel siirecte
besine ulasmak i¢in gilinlerce av pesinde kosan ya da saatlerce toplayicilik yapan
atalarimizin aksine oturdugumuz yerden yiiksek kalorili yiyecekleri siparis
verdigimiz, hareketsiz kaldigimiz ve aldigimiz enerjileri harcayamadigimiz, alinan
besinleri fiziksel olarak depoladigimiz bir ¢agda yasamaktayiz ve tiim degisen bu

kosullar artan obezite oranlar1 ve saglik sorunlari olarak karsimiza ¢ikmaktadir (2, 14).



Obezite yalnizca artan beden yag kiitlesinin yagsiz kiitleye orani, bel cevresi
kalinlasmas1 veya kilo/boy? (viicut kiitle endeksi) gibi dar kapsaml1 diisiiniilmemelidir.
Giliniimiizde ¢ocuklarda da prevalansi artmakta olan, yasam kalitesini ciddi oranda
diisiiren, beraberinde kanser, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, depresyon, uyku apnesi,
Tip-2 diyabet, hipertansiyon gibi mortalite riski yiiksek hastaliklara sebebiyet
verebilmektedir (2, 11). Bu morbiditeler beraberinde ciddi ekonomik kiilfet
dogurmakla birlikte hem hastanin kendisine hem c¢evresine hem de genel saglik
sistemine agir yiikler bindirmektedir. Giinlimiizdeki mevcut tedavi yontemleri,
egzersiz, saglikli beslenme ve ilag iizerinde yogunlagma fakat ¢ok yonlii bu saglik
sorunu karsisinda yeterli verim alamamaktadir. Etiyolojisinin tek kaynakli olmamasi
bu verim diisiikliigiinii daha da arttirmaktadir. Dolayisiyla bu patolojik duruma karsi
etkinligi yiiksek ve giivenli farmakolojik ajanlarin piyasada bulunamamasi, bu halk
saglig1 sorununun ¢ézlime ulagsmasinda biiyiik engel olusturmaktadir. Yine piyasadaki
mevcut ilaglarin veriminin diisiik olmasi, yeni ilaglarin piyasaya ¢ikmasinin uzun
yillar almasi- gerekli giivenlik asamalarindan 6tiirii-, hizli tedavi umutlarinin pahali,
yan etkilerinin agir ve Ongorillemez olmasi, bu sorunla miicadeleyi daha da

zorlastirmaktadir (1, 2, 11, 13, 14).

Obeziteyle miicadelede basariya ulasilamamis olmasi, cesitli alanlarda Oncii
aragtirmalara gereksinim dogurmustur. Bu hususta yeni mekanizmalarin agiga
cikartilmas1 ve daha once denenmemis metotlarin denemesi, olas1 ¢Oziimler vaat
edebilme potansiyeli tasimasi agisindan yeni yaklasimlara sicak bakilmasina sebep
olmustur. Dolayisiyla beyindeki bazi bolgelerin beslenmeden sorumlu olup enerji
mekanizmasini yonettigi bilgileri 1s181inda obeziteye sebebiyet verecek kesfedilmemis
beslenme mekanizmalarinin haritalandirilip ¢éziimlenmesi ve buna baglh fizyolojik
olaylarin karakterizasyonu vasitasiyla gelecekte ilgili yerlere gerekli miidahale ile
diizenleme olasilig1 sunmasi, tim bu calismalarin bu hastalikla miicadelede 6nemli rol

oynamasina yol agmaktadir (14).



4.2 Hipotalamus

Hipotalamus, talamusun altinda, 3. ventrikiiliin her iki yaninda, sfenoid kemigin sella
turcica boliimiiniin lizerinde konumlanmis, bilinyesinde bir¢cok ¢ekirdek bulunduran,
diensefalonun sinir sistemini endokrin sistemle hipofiz bezinde birlestiren,
disensefalonun 6n kismindan gelisip limbik sistemin parcast olan, ¢ok cesitli

fonksiyonlartyla badem biiytikliigii boyutunda beynin bir bolgesidir (15).

olfactory
nerve layer

optic tract

Sekil 4.2.1: Fare beyninde hipotalamus bolgesinin sagittal gosterimi. Hipotalamus
bolgesi mor renkte gosterilmistir (15).

Sekil 4.2.2: Fare beyninde hipotalamus bélgesinin koronal gosterimi. Hipotalamus
bolgesi mor renkte gosterilmistir (15).



Otonomik sinir sistemi islevleriyle beraber hipotalamus, metabolik bir¢ok islemi
homeostasisin korunmasi kapsaminda kontrol etmektedir. Belirli nérohormonlar
sentezler ki bu salgilama hormonlar1 hipofiz bezinin aktivitelerini kontrol eder.
Hipotalamus viicudun sicaklik, ac¢lik, duygusal baglilik, susuzluk, yorgunluk,
uykusuzluk ve sirkadyen ritim gibi 6nemli mekanizmalar1 kontrol ekmektedir (16).
Evrimsel agidan beynin en korunakli merkezlerinden birinde yer almasi, neden bu

kadar hayati fonksiyonlar1 kendisinde barindirdigina dair ipuglari tasir.

Hipotalamusta bulunan beslenmeyi diizenleyen alanlardan salgilanan hormonlardan
Neuropeptit Y (NPY), Agouti iliskili protein (AGRP), orexin A, B ve melanin
konsantre eden hormonun (MCH) istah1 ve besin alimimini arttirdigi bilinmektedir,
ghrelin etkisiyle birlikte. Alpha, beta, gama melanosit uyarici hormon (MSH), pro-
opiomolanocortinun (POMC) ise tam tersi bir sekilde, leptin ve CCK etkileriyle
birlikte istahi azaltip, beslenmeyi baskiladigi bilinmektedir (17). Bu islevlerde en

temel gorev alan merkez arkuat ¢ekirdektir.

4.3 Arkuat Cekirdek

Arkuat hipotalamusun tabanin1 déseyen, 3. ventrikiil ile medien eminensin baglanti
noktasinda konumlanmis bir c¢ekirdektir. Cesitli baglanti1 yollar1 {izerinde
konumlanmas1 ¢ok c¢esitli néron popiilasyonlarina sahip olmasina yol agmistir. Bu
cesitlilik beraberinde beslenme, metabolizma, iireme ve kardiovaskiiler diizenleme
gibi homeostasiste onemli rol oynamasina sebebiyet vermistir. Bu farkli noron
popiilasyonlar1 nice ndroendokrin ve fizyolojik gorevleri yerine getirmek ilizere ¢esitli
ndrotransmitter ve ndropeptitler salgilayan ya da ilgili muhtelif yanitlar veren: TIDA
noronlari, kisspeptin noronlari, GHRH noronlari, NPY/AGRP noronlart ile
POMC/CART noéronlart ve GnRH néronlart olarak gruplara ayrilmistir. Bunlarin
disinda cesitli yerlere projeksiyon yapan noronlar, astrositler ile 6zellesmis subgrup
pek cok ndron gruplart oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla i¢ ige gegmis, gabaerjik,
dopaminerjik, kolinerjik noéronlar yumagi iginde, kolinerjiklerin salt etkisini
soyutlamak teorik olarak analizi zorlayicidir. Ciinkii kolinerjik ndéronlarin bir kismi

POMC noéronlari, bir kismi TH, bir kismi da AGRP ifade eden noronlardan
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olusmaktadir (7). Buna ragmen bizim g¢alismamizda beslenme metabolizmasinda
oynamis oldugu kilit rolden otiirli, arkuat cekirdek lizerinde yogunlasilmis olup
buradaki ¢ok ¢esitli ndron gruplarindan kolinerjik ndronlar etkileri ilk defa karakterize

edilerek davranisa yansimalari kavranmaya ¢alisilmigtir (18-21).

Sekil 4.3.1: Fare beyninde hipotalamustaki arkuat alanin Koronal gosterimi.
Arkuat bolgesi mor renkte gosterilmistir (15).

4.4 Kolinerjik noronlar ve ilgili reseptorleri

Kolinerjik noronlar temelde mesajlarini iletmek i¢in nérotransmiter olarak asetilkolin
(ACh) kullanan sinir hiicreleridir. Ik defa 1937 yilinda Sir Henry Dale (22) tarafindan
ortaya atilan kolinerjik iletim hem Okaryotlarda hem de prokaryotlarda bulunan,
apoptozdan hiicre ¢ogalmasina ve farklilagmasina, sirkadyen ritimden 6grenmeye
kadar pek ¢ok c¢esitli fizyolojik gorevde rol alan, ¢ok eski bir sinyal iletim yoludur (23,
24). Koklama davraniginin gelisimi ve c¢agimizin yaygin norodejeneratif
hastaliklardan olan Alzheimer hastaliginda da rol oynayan kolinerjik néronlar (25, 26),
etki molekiilii olan asetilkolini ihtiva ettikleri kolin asetil transferaz (ChAT ) enzimi
tarafindan sentezlerler. ChAT enzimi bir transfer enzimidir ve koenzim asetil KoA

daki asetil grubunu koline ekler ki sonucunda asetil kolin molekiiliinii sentezler (27).
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Bu da sahip oldugu sinir hiicresine kolinerjik olma 6zelligi kazandirir. Yani merkezi
sinir sistemindeki bir sinir hiicresi ChAT enzimine sahipse o hiicre kolinerjik olarak
siniflandirilir.  Birgok canli tiiriinde sekansi korunmus olan ve insanda 10.
kromozomdaki ChAT geninden sentezlenen koline asetil transferaz enzimi ilk defa
1943 yilinda David Nachmansohn tarafindan tanimlanmistir (27, 28). Coziinen %80
ve membrana bagli (ChAT) %20 vesikiillerle iliski (vVChAT) olarak 2 formu olan
ChAT geni, diger ¢ogu sinaptik proteinler gibi somada iiretilip hiicre u¢larina dogru
tagiir. Olusan asetilkolin postsinaptik membradaki katalitik bir hidrolaz enzimi olan
asetil kolinesteraz tarafindan tekrardan kullanilmak iizere koline ve asetil yapi

taglarina degrede olur.

.
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Sekil 4.4.1: Kolin asetil transferaz (ChAT) mekamizmasi gosterimi. Kolin asetil
transferaz enziminin asetil Koa dan asetil grubunu koline transfer edip asetil kolin
tiretmesinin sematik gosterimi.

Merkezi sinir sisteminde asetilkolin etkisini, farkli alt tipleri bulunan (a1-9 , B1-4, v,
d, €) nikotinik (NAChRs - iyonik kanal) ve M1, M2, M3, M4 and Ms alt tipli muskarinik
(mAChRs- G protein bagli protein) reseptdrler lizerinden gosterir ki bu reseptorler
ayni liganda kars1 farkli (hafiza, 6diil, istah, 6grenme gibi) fizyolojik tepkiler verir (12,
24). Bunlardan M1, M3, ve Ms reseptorleri, ifade oldugu hiicrede Gq yolagi tizerinden
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aktive edici rol oynarken My, ve My reseptorleri ise Gi yolagi lizerinden ifade oldugu
hiicrede inhibe edici yolaklar tizerinden etkisini gosterir (8). Tiim aktive ve inhibe edici
muskarinik ile nikotinik reseptor aymi ve de farkli hiicrelerde, farkli miktar ve
kombinasyonda bulunup, bagli bulundugu hiicre tipine gore komplike yanit

algoritmalarina sebebiyet vermektedir (7, 8, 29).

| nAchRs
' Excitatory mAChRs

‘ Inhibitory mAChRs

Sekil 4.4.2: Nikotinik ve Muskarinik Reseptor Tipleri Gosterimi. Asetilkolinin etki
ettigi 2 tip reseptor olan nikotinik ve muskaranik reseptorlerin hiicrelerdeki
dagiliminin sematik gosterimi (8).

4.5 Hiicre Tipi Spesifik Transgen Ifadesi ve Transgenik Fare Modeli

Cok cesitli ndron tipleri oldugu icin ndron alti gruplart ve fonksiyonlarini
belirleyebilmek igin hiicre tipi spesifik manipiilasyonlar zaruridir. Orneklemek
gerekirse yalnizca ChAT noéronlarini isaretleyip geri kalan ndron gruplarini arka
planda birakacak metotlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Aksi durumda, alakali ve alakasiz
pek ¢ok farkli néron isaretlenmis olacak, hangi néronlarin ilgili davranisa etkisi oldugu
ayirt edilemeyecektir. Hiicre tipi 6zgiin transgen ifadesinin burada imdada yetismesi,

s0z konusu belirsizliklerin minimalize edilmesi i¢in 6nemli bir ¢éziim olugsmustur

(30).
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Bolgeye 6zgli rekombinasyon agilimi “causes of recombination” olan Cre enzimi
tarafindan gerceklesmektedir. DNA tanima bdlgesi 34 baz ¢ifti uzunluguna sahip
acilimi1 “Locus of crossing” olan LoxP tarafindan saglanir. LoxP bdlgesi Cre
rekombinaz enzimi tarafindan taninir. Rekombinasyon sonucu tersine ¢evrilmesinden
faydalanilan bu teknikte eger Locus of crossing (LoxP) bolgeleri zit yonlerde ve ayni
DNA iizerinde ise, asagidaki sekilde de sematize edildigi sekilde ilgili genin

oryantasyonunu Cre varliginda tersine dondiiriir (30).

2t

_____________ p N

-

Sekil 4.5.1: Cre-Lox Sisteminin Sematik Gosterimi. Cre varliginda LoxP’in yoniine
gore, terse ¢evirme rekombinasyonunun gergeklesmesi (30) .

Cre knock-in transgenik farelerin satin alinmasinin sebebi yukarda bahsedilen
teknikten yararlanip hiicreye 6zgii transgenik ifadeler elde edebilip ilgili ndronlar 6zgii
spesifik gozlemler saglayabilmek i¢indir. Bu sebepledir ki hiicre tipi spesifik ifadeler,
LoxP dizisine sahip rAAV viriisleri farelere enjekte edildiginde agiga ¢ikabilmektedir.
Dolayisiyla yalnizca, rekombinant adeno asosiye viriisler ile tasinan gen, Cre knock-
in hiicrelerde ifade olabilecek, geri kalanlarda ifade edilemeyecektir. Bu sadece Cre
enzimi bulunan transgeni tasiyan hiicrelerin isaretlenmesini saglayacak, diger hiicreler

isaretlenmeyecektir (30) (Sekil 4.5.1-Sekil 4.5.2).
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Sekil 4.5.2: Hiicre ozgii transgen ifadesi. Cre varliginda zit yonlerdeki 2 LoxP dizisi

arasindaki ters yondeki genin, ters gevrilerek Cre’ye bagimli ve anlamli bir sekilde
ifade edilmesi (30).

ChAT tm2Celowl  fareler, yukardaki bahsedilen sebeplerden 6tiirii cause of
rekombinasyon tekniginden faydalanarak ilgili bolgedeki ChAT noéronlarinin
fonksiyonel karakterizasyonu yapilmasi amaciyla kullanilmistir. Degiskenlik ya da
takip i¢in kullanilacak gen dizileri (hM3D, GFP), intrakraniyal olarak verilen ilgili
LoxP dizilerine sahip rAAV viriisleriyle ters olarak verilmis, Cre varliginda ilgili
hiicrelerde diiz olarak ifade edilip, s6z konusu noéronlarin fonksiyonel analizi

saglanmustir (30).

4.6 Kemogenetik Uygulama

ChAT noéronlarinin davranisina olan etkilerini karakterize edebilmek igin birtakim
caligmalar yapilmigtir. Lakin s6z konusu deneyler genelde oldukga invazif
patojenitelerin etkisini gozlemekten ileri gelip, bazen de olusan hasarlar geri doniigsiiz
bir sekilde cesitli ajanlarla lezyon yaratarak gorevlerini anlamaya yonelik ya da fazla
ifade ettirerek fonksiyondan ziyade sonuglarini gézlemeye dayanmaktadir. Bu durum
yiksek oranda deney hayvanlarmin deneyi tamamlayamadan &lmeleriyle
neticelenmektedir. Asirt ifade de benzer bir durum séz konusu olup kalic1 ve yan
etkileri olan ciddi hasarlar olusmakta olup tam dogal fonksiyonu kavramaktan uzak
bir netice alinmaktadir. Tiim bu sebeplerden 6tiirli minimal zarar veren innovatif

metotlara ihtiya¢ duyulmustur.
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Tiim bu sorunlara cevap olarak 6zel olarak dizayn edilmis (kontrollii mutasyon
sonucu) reseptorlere karst Ozel olarak dizayn edilmis ilaglar (DREADD)
gelistirilmistir (31). S6z konusu 6zel olarak dizayn edilmis G proteine temelli
reseptorler, hiicreye 6zgii transgenik ifadeyi gorebilmek i¢in, ilgili hiicrelere verilir.
S6z konusu reseptdrler dnceden bahsedilen teknik sayesinde yalnizca ilgili hiicrelerde
ifade edilir ve o hiicrelerin manipiilasyonuna zemin saglar. Aktivator Gq sinyal
yolagini calistiran hM3Dq reseptorii insan M3 tipi muskarinik reseptor tiirevidir ve
asetilkolin ile degil de Clozapine-N-Oxide (CNO) adl1 ligand varliginda aktive olur
(32). Bu sirada hiicre i¢i kalsiyum depolari sitoplazma yoniinde bosalarak hiicrenin
uyarim oranini fazlasiyla arttirir (30, 33). Farelere intraperitonal (i.p.) verilen CNO,
hM3Dq’leri aktiflestirir ve bu etki CNO’nun kisa siirede yikimindan 6tiirii (12 saat)
uzun soluklu degildir, hizli bir inaktivasyon yasanir (Sekil 4.5.1). Bu da bize kullanilan
teknigin mevcut tekniklere gore daha kontrolii, tersinir ve daha az yan etkisi olan bir

teknik oldugunu gosterir (30, 31, 33).

hM3Dq
CNO

ANV VVARANVVAVY

VAV
LA VLY
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Sekil 4.6.1: Bir DREADD metodu olarak hM3Dq uygulamasi. CNO varliginda
hM3Dq reseptorii aktive olur ve hiicre i¢i kalsiyum yolaklarini aktiflestirir. Bu
hiicrenin aktivitesinin artmasina sebep olur (30).

Dolayistyla hM3Dq ile kontrollii olarak aktive edilen arkuat bolgesindeki ChAT

noronlari, bizlere bu noronlarin beslenmedeki roliinii daha acgik bir sekilde

gosterecektir.
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5 MATERYAL VE METOT

5.1 Materyal

Tablo 5.1.1: Deneylerde Kullanilan Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar

Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar  Marka Uriin Kodu
LB Agar Biomatik A8523-500G
Opti-MEM Reduced Serum Medium Life Technologies 51985-034
LB Broth Biomatik A8523-500G
Primerler Sentegen

293 AAV hiicre hatti Cell BioLabs AAV-100
AVV plazmitleri Addgene

Sodyum Piriivat (C3H3NaO3) Sigma-Aldrich P5280
Agaroz Sigma-Aldrich A9539
Glasiyal Asetik Asit Sigma-Aldrich 537020
Ethanol Sigma-Aldrich 46139
Paraformaldehit Sigma Aldrich 15127
Glutamax-I Gibco 35050-061
Potasyum Kloriir (KCI) Sigma-Aldrich P9541
Sodyum Kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich S7653
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) Sigma-Aldrich S6014
Sodyum Fosfat (NaH2PO4) Sigma-Aldrich S8282
Kalsiyum Klortir (CaCly) Sigma-Aldrich C1016
Magnezyum Kloriir (MgCl») Sigma-Aldrich 208337
Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) Multicell 311-010-CL
Fenol Kirmizisi Capricorn 600-070-1G
Fluoromount Mountin Medium Sigma-Aldrich F4680
D-Sorbitol High purity Sigma-Aldrich BMA2450
Trypsin (0,25%) in DPBS Capricorn CPTRY2B
DMEM High Glucose Multicell WS319005CL
Polyethylenimine Branched Sigma-Aldrich SG408727
EndoFree Plasmid maxi kit Qiagen 12362
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Benzonase Sigma-Aldrich E8263

SafeView Alfagen G108

Gel Loading Dye Purple (6X) NEB B7024 S

Taqg PCR Kit NEB E5000 S

LMA Agaroz Sigma-Aldrich F4680

Red Retrobeads™ Reducta 8060

Triton X-100 Lumafluor R180

Trizma® HCI Sigma-Aldrich X100

OptiPrep™ Density Gradient Medium Sigma-Aldrich D1556

Clozapine N-Oxide Enzo LifeSciences BML-NS105

Dekstroz Sigma-Aldrich D9434

Siikroz Sigma-Aldrich 0389

Sodyum Askorbat (CsH7NaOg) Sigma-Aldrich PHR1279

OneShot Stbl-3 Kompetant E.coli hiicre Life Technologies C737303

hattt Ensure® TwoCal Strawberry Abbott S16630
Tablo 5.1.2: Deneylerde Kullanilan Geregler

Kullanilan Geregler Marka Uriin Kodu

ddH20 Cihazi Millipore ZRQSVP8W

OptiSeal Santrifiij Siseleri Thermo Scientific 7600302

MicroPunch Harvard Apparatus 340140

Portatif Anestezi Cihazi Beyza Medikal

Micromotor Istanbul Dis Deposu

Tart1 Ahaus Explorer EX124-US

Drummond  Wiretrol™  II  Kalibre Minstar

Mikropipet Fisher Scientific 21-176-2A

Peristaltik Pompa

0,2 mL PCR tiip Isolab 123.01.002

ChemiDoc™ MP System BioRAD

Calkalayic Benchmark Scientific BR2000
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Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter
Ear Tag

Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube

Multi-Therm Shaker
Manyetik Karistirict
pH metre

PowerPac™ Universal Power Supply

Santrifiij
Spectrometre cihaz
T100™ Thermal Cycler

One-axis Oil Hydraulic Micromanipulator

Ultrasonikator

Vorteks

Konfokal Mikroskop

PatchPad

Mikropipet Cekici

Ozmometre

SliceScope Pro3000
Programmable Perfusion System
Motorised Moveable Top Plate
Vibratom

PatchStar Micromanipulator
Monokrom Kamera

Hava Kompresoru

Axon Digidata Digitizer
Multiclamp Amplifier
Programmable Pulse Stimulator
Stereo Mikroskop

pE Excitation System Main Unit
Digital Storage Osiloskop

pE Excitation System Remote POD

Millipore
Harvard Apparatus
Sigma-Aldrich

Benchmark Scientific

Benchmark Scientific

Isolab
BioRAD
Orto Alsera
BioRAD
BioRAD
Narishige

Bandelin Sonarex

Benchmark Scientific

Zeiss
Scientifica

Sutter Instruments

Advance Instruments

Scientifica
Scientifica
Scientifica

Leica

Scientifica

Watec Cameras
Stanley

Molecular Devices
Molecular Devices
A.M.P.I

Zeiss

CoolLED
Tektronix
CoolLED

UFC910024
52-4717
2666505
H5000-HC
H400HSB
pH7110
1645070
Biocen 22R

1861096
MO-10

BV1000
LSM-780

P-1000
3250
Pro300

VT1000s

WAT-902H
DN200/8/6
Model 1550
Model 700B
Master 9

Discovery

V8

244-1500
TDS2001C
244-1400
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5.2 Metot

5.2.1 Deney hayvanlari

Chattm2Cre)towl yeya ChAT-IRES-Cre::frt-neo-frt olarak da bilinen, 6410 kodlu ChAT
hatt1 transgenik erkek fareler Jackson Laboratuvarindan alinarak disi C57BL/6 yabanil
tip farelerle giftlestirilerek tiretildi. Dogan yavrularin transgenik olup olmadiklari
anlamak icin kulaklarindan alinan dokular, yavrular yeterli olgunluga (takriben 4
hafta) eristikten sonra anestezi altinda hizli bir sekilde alindi. Akabinde dokulardan
izole edilen DNA 6rneklerine genotipleme yapilarak s6z konusu farelerin transgenik
olup olmadiklar1 belirlendi vr tireme olgunluga erismeden cinsiyetlerine gore kafeslere
ayrildi. Deney gruplari igin toplamda 36 adet ChAT-Cre alinarak deneye alindi. 24 ve
12 adet ChAT-Cre transgenik fare ile deney gruplari olusturuldu. Tiim s6z konusu
farelerin deneyleri IMU-HADYEK tarafindan yasal izinleri ve onaylar1 almmis bir

sekilde yapilmis olup, barinma ve bakimlari ise MEDITAM tarafindan saglanmistir.

5.2.2 Genotipleme

C57 ile ciftlesmeden dogan 2. ve sonraki nesil yavrularin transgenik olup olmadigini
anlamak icin, yeterli olgunluga (4 hafta) eristikten sonra kulaklarindan doku alinip
DNA’lar izole edildikten sonra genotiplemeleri yapildi. Cre olmayan transgenik
fareler, ilgili manipiilasyonlara yanit vermeyecekleri i¢in yalnizca transgenik olan

fareler se¢ilip deneylere bu fareler ile devam edildi.

5.2.2.1 DNA eldesi

C57 anneden dogan farelerin kulaklarindan alinan doku anestezi altinda alindi.
Akabinde numarali kiinyeler ayirt edici olarak farelerin kulaklarma takildi. Alinan
dokular doku izolasyon protokoliine gore ele alindi. Bunun i¢in 0.2 ml lik PCR
tiiplerine 75 uL 25mM NaOH/EDTA konuldu. Bu tiipler ayrigma i¢in PCR (T100™
Thermal Cycler) cihazinda 98°C sicaklikta 1 saat 1siltildi. Yeni tiiplere aktarilmadan
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once 40 mM Tris/HC1 75 pL kadar iizerine eklenip, 4000 rpm hizla 5 dakika boyunca

santrifiij edildikten sonra stipernatant kismi1 DNA igerdigi i¢in yeni bir tiipe aktarildi.

5.2.2.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Ayristirilan siipernatant igindeki DNA asagidaki soliisyonlar ile belirtilen oranlarda

karistirtlarak PZR mixleri elde edildi. Tiim DNA 6rnekleri i¢in ayr1 ayr1 kontrol ve

PZR karisimi hazirlandi. Negatif kontrol igin son tiipe DNA konulmadan, yerine su ve

geri kalan malzemeler konularak birakildi. Ardindan tiiplerdeki son hacim 12 pL

olacak sekilde ddH»O ile dolduruldu.

Tablo 5.2.2.1: Kontrol — Transgenik PZR karigimi

Son Konsantrasyon

Gereg

10X Reaksiyon tampon Ayni

cozeltisi

Ic _pozitif kontrol geri Transgenik geri primer
primer

Ortak primer Ayni

Taqg Polimeraz Ayni

dNTP Soliisyon Karigimi Ayni

DNA

ddH20

1X

0,5 uM

0,5 uM
1,25 unit/50 ul PCR
200 uM

Tablo 5.2.2.2: PZR'de Kullanilan Primer Dizileri

Primer Dizi 5’ 2> 3

Transgenik primer ATC GAC CGG TAA TGC AGG CAA

Ortak primer GAA AAG ATA AGG CCT TCA AGT
GCT

I¢ pozitif kontrol geri GATCTT TCTGCAGTATCTTCCTTC

primer
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PZR cihazina hazirlanan karisim agagidaki protokol takip edilecek sekilde ayarlanip

konuldu.

Tablo 5.2.2.3: PZR Protokolii

Dongii Sicakhik Siire

1 95°C 1 dakika
95°C 30 saniye

36 60°C 30 saniye
68°C 1 dakika

1 72°C 5 dakika

5.2.2.3 Agaroz jel elektroforezi ve goriintiileme

3 g agaroz, pH:7’deki 20mM Glasiyal, 6 EDTA ve 40 mM Tristen olusan100 uL lik
1X TAE tampon ¢ozeltisine eklenip agaroz c¢oziiliine kadar 160°C’de sicaklikta
mikrodalgada 1sitildi. Taraklar1 takilarak hazir hale getirilmis olan elektroforez
kasetine, berraklasip hazir hale gelen ¢ozelti, i¢ine SuL Safeview eklenip dokiildi. 1X
TAE tampon ¢ozeltisi yiiklii elektroforez tankina, yaklasip 20 dakika sonra jel/jole
kivamina geldiginde aktarildi. Bant araliklarini gérebilmek icin belirte¢ birinci
kuyucuya 5 pL kadar konulup kalan kuyulara da 1 pL yiikleme boyasiyla iyice
karistirtlan 9 uLL PCR fdirtinleri konuldu. 90V’da potansiyelde 30 dakika kadar bant
araliklarinin agilmasi i¢in yiiriitiildii. Bant araliklar1 yeterince agildiktan sonra jel
BioRAD ChemiDoc cihazinda goriintiilendi. Transgenik fareler i¢in referans araliklar
bilinen bantlara denk gelen PCR iiriinlerine sahip transgenik fareler saptanarak, bu

fareler kullanilacak deneyler i¢in transgenik olarak tayin edildi.

5.2.3 Rekombinant adeno-asosiye viriis iiretimi

Addgene firmasi rAAV firetimi i¢in gereken plazmitleri hazir olarak satmakta
oldugundan kendilerinden ilgili plazmitler temin edildi. Bakteriyel siiriintii halinde

satin alinan plazmitler, yetkin stbl3 E.coli transformasyonuyla geldi.
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5.2.3.1 Plazmit DNA cogaltma

Sterilizasyon icin, LB agar c¢ozeltisi 35 g/ oraninda H>O ile karstirilarak
otoklavlandi. Antibiyotik direnci i¢in sogutulduktan sonra bu karisima 100 ug/mL
ampisilin eklendi. Donmaya birakmak i¢in, LB agar, 10 cm polistriren petri kaplarinin
2/3 unii dolduracak sekilde dokiildi. 37°C’de Overnight (gece boyunca) bekletilmek
lizere, katilasan agara plazmitler yaydirildi. Bakteri kolonileri ertesi giin petrilerin
iistiinde olustu ve 6zeyle alinan bu bakteri kolonileri, otoklavla sterile edilen 20 g/L
LB s1v1 besi yerine transfer edildi. Yeni besi yerine aktarilan bu bakteriler 37°C derece
logaritmik artis evresine birakildi. Yeterli miktarda artis sonrasi doygunluga ulasan
bakteriler (yaklasik 16 saat) 4°C sicaklikta 15 dakika boyunca 6000 rpm’de santrifiij
edilip pelletteki bakteriler -20°C’deki derin donduruculara kaldirildi. Ana vektor,

yardimci vektorler ve ana plazmit igin tiim bu islemler, her bir parga i¢in yinelendi.

5.2.3.2 DNA izolasyonu

Ana plazmidi olusturan ana vektor, yardimer vektor 2/1 ve yardimei vektor helper
plazmitlerden olusan pelletler -20°C dolabindan alinip ¢6ziildii. C6ziinen bu bakteri
pelletinden Qiagen plazmit kitiyle DNA’lar elde edildi ve konsantrasyon tayinleri

SpektraMax ile tespit edilip tiim bu islemler biitiin plazmitler igin tek tek yinelendi.

5.2.3.3 293AAYV Hiicre transfeksiyonu

Cell BioLabs firmasimin 293AAYV hiicre hatti rAAV i¢in 6zellesmis oldugundan satin
alindi. Temin edilen bu hiicreler %20 Oz, %5 CO2 ve 37°C deki kosullar1 saglayan
inkiibatorde 10x10 cm petri kaplarina ekilip biiytitiildii. Belirli doygunluklara (ylizde
70-80) geldikge pasajlanarak c¢ogaltilan hiicreler yeterli sayiya ulastiginda
transfeksiyona hazir hale getirildi. Bunun i¢in steril bir tiip i¢erisinde polietilenimin,
Opti-MEM transfeksiyon medyumu ve 24 pg yardimei vektor helper, 20 pg yardimer
vektor 2/1 ile 12 pg ana vektor eklenip hiicrelerin {izerine eklenmeye hazir hale
getirmek {izerine karistirildi. Akabinde hiicreler, verilen bu karisimla %20 Oz, %5 CO»

ve 37°C deki kosullar1 saglayan inkiibatérde 3 giin boyunca bekletildi. 72 saatin
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sonunda ise transfekte olmus olan bu hiicreler toplanarak 1100 rpm’de 5 dakika
boyunca 4°C derecede santrifiij edildi. Dipte bulunan hiicreler, ¢okeltinin tizerindeki

stipernatantlar1 atilarak -80°C’de muhafaza edildi.

5.2.3.4 Piirifikasyon

Elde edilen pelletteki hiicreler 150mM NaCl, 20mM Tris (pH 8,0) i¢eren 9 ml steril
liziz ¢ozeltisine eklendi. 3 defa tekrar edilecek bu islemde basta Kuru buz- %70 EtOH
karisimina maruz kalan hiicreler, akabinde ise 120 saniye 37°C su banyosuna maruz
birakildi. Bu islemin ardindan hiicreler 3 dakika boyunca sonikatdre maruz birakilarak
iclerinde ihtiva ettikleri viriisler agiga ¢ikartildi. Arkasindan 250 U/mL Benzonase ve
ImM MgCI; piirifikasyon igin eklendi. 4000 rpm’de ve 4°C sicaklikta 20 dakika
boyunca santrifiij edildi. 10 mL 5M NaCl, 0,125 mL 1M KCI, 0,05 mL 1M MgCl,, 5
mL 10x PBS, 12,5 mL lodixanol, ve 50 mL’ye kadar H,O ile tamamlanan olusan
17%’lik ¢6zelti; , 0,1 mL 0,5% fenol kirmizisi, 5 mL 10x PBS, 20 mL lodixanol, 0,05
mL 1M MgCly, 0,125 mL 1M KCI, ve 50 mL’ye kadar H>O olusan 25%’lik ¢6zelti,
10 mL 5 M NaCl, 5mL 10x PBS, 0,125 mL 1 M KCl, 0,05 mL 1 M MgCl>, 33,3 mL
Iodixanol ve 50 mL’ye kadar H>O ile tamamlanan 40%’lik ¢ozelti ile 0,025 mL 0,5%
fenol kirmizist, 0,05 mL 1 M MgClz, 50 mL lodixanol, 0,125ml 1 M KCI dan olusan
60%’lik ¢ozelti hazirlandi. Hiicre lizasi optiseal ultrasantrifiij tiiplerine siringa
yardimiyla sirasiyla %60°lik ¢ozelti (3 mL), %40°lik ¢ozelti (5 mL), %25’ ik ¢ozelti
(6 mL) ve %17’lik ¢ozelti (6 mL) yavas bir sekilde damlatildi. Yiiksek bir rpm olan
60000 rpm’de bir buguk saat 18°C sicaklikta santrifiij edildi. Bu islem sonrasinda
viriisler sedimantasyon agirliklarina denk gelen %40’lik ¢ozeltinin bulundugu katman
etrafinda toplandi ve buradan siringa yardimiyla aspire edildi. Amicon 100k Filtre
kolonlari, 4 mL %5 NaCl, 50 g D-Sorbitol, 10x PBS, 1 L: 100 mL den olusan 1x
tampon ¢ozeltisiyle 1slatilip hazir edilip bu kolonlara %40’lik ¢6zelti igeren katman
eklendi ve 15 mL’ye tamamlanana kadar basta belirtilen 1x saklama tampon ¢ozeltisi
eklendi. 3500 rpm’de 30 dakika boyunca 4°C derecede santrifiij edildi. Her islem
sonrast {istte bahsedilen 1x saklama tampon ¢ozeltisi eklenip 2 sefer daha basamaklar
tekrar edildi. Bu islemler neticesinde filtrenin iizerinde toplanan viriisler alind1 ve -

80°C’de muhafaza edildi.
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5.2.4 Intrakraniyal rekombinant adeno-asosiye viriis enjeksiyonu

Labimizda iiretilen rAAV’ler, 4 haftay1 tamamlamis ChAT-Cre transgenik farelerin
hipotalamusunun arkuat ¢ekirdegine asagida belirtilen metotla intrakraniyal olarak

enjekte edildi:

Gelisim stirelerini tamamlamis 4 haftalik fareler isofloran anestezisi altinda
stereotaksik cihaza temporal kemiklerinden sabitlerek yerlestirildi. Kordinatlarin
dogrulugu agisindan 6nem arz eden kafanin diiz ve sabit olusu referans noktalardan
emin olunduktan sonra kafa derisi Betadin ile enfeksiyon riskini diisiirmek ve
kontaminasyonu engellemek igin, tirastan sonra temizlendi ve bisturi ile kesildi.
Kemikleri belirgin hale getirmek i¢in hidrojen peroksit uygulandi. Kafatasinda kalan
hidrojen peroksit serum fizyolojik yardimiyla temizlendikten sonra stereotaksik cihaza
bagli mikroskop altinda ilgili merkez icin kraniyal koordinatlar belirlendi. Narishige
mikromanipulatoriin ucuna eklenen ignenin referans bulmadaki destegiyle Bregma
noktasinda tiim koordinat degerleri referans olarak baz alindi (0,0,0) ve arkuat bolgesi
i¢cin Anterior/Posterior (A/P) olarak 1,3 mm, Medial/Lateral (M/L) olarak 0,2 mm ve
Dorsal/Ventral (D/V) de 5,6 mm olacak sekilde koordinatlar belirlendi. Tam bu
noktada kafatasi, dis dolgusu i¢in de kullanilan bir alet olan driller yardimiyla
matkabin duvart delmesi gibi delindi. Bu islemlerden sonra mikropipet ¢ekici (Sutter
P-1000) ile cam1 1sitmas1 prensibiyle cam mikropipetler 1sitilip inceltilerek i¢ine yag
konulup enjeksiyona hazir hale getirip, igine viriis ¢cekmek lizere Narishge enjektore
ucuna baglandi. Mikropipet, ilgili rAAV ile yaklasik 1pl kadar dolduruldu. Onceden
belirtilen tim xyz koordinatlari igin, beyin yiizeyi bregramdan itibaren xy ilerleyerek
z i¢in varilan kordinatta arkuat i¢in D/V: -5,6 mm olacak sekilde beynin i¢inde yavasca
ilerlendi. Bir turu 80 nL olan Narishige enjektor ile tek taraf igin 6 tur enjeksiyon
yapildi. Virislerin kapillar olarak geri gelmemesi ve ilgili bolgede tutmasi igin 10
dakika beklemenin ardindan cam mikropipet beyinden ¢ok yavasca ¢ikarildi,
enfeksiyon kapmamasi igin operasyon sonrast kafa derisi dikilip iizerine betadin
uygulandi, operasyon sirasindaki su kayiplari i¢in 300 ml serum fizyolojik subkutan
olarak uygulandi ve fareler operasyon sonrasi bakima alindi. Viriislerin enfekte etmesi

icin 2 hafta operasyon sonrast bakimda tutulup ilgili deneylere akabinde bagslandi.
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Tablo 5.2.4.1: Intrakraniyal enjekte edilen rAAV

Rekombinant adeno-asosiye viriisler
rAAV-hSyn-FLEX-hM3D(Gqg)-mCherry
rAAV-FLEX-GFP

5.2.5 Doku fiksasyonu ve kesit alma

Tim deneylerin sonunda ilgili farelere, goriintiilenmede giiriiltiileri engellemek
amaciyla %4 lik PFA ile kardiyak perfiizyonu, beyindeki damarlardaki kani da
bosaltmak amaciyla yapildi. Akabinde ¢ok hizli bir sekilde, farelerin beyinleri
cikartilip once 4 saat ve 4°C’de %4’liikk PFA iginde iyice fikse olmasi igin, sonra 24
saat suyunu iyice ¢ekmesi i¢in %30’luk siikroz ¢ozeltisi i¢inde 4°C’de bekletildi.
Ertesi giin VT1000S vibratom ile 75 um kalinliginda kesitler alindi.

5.2.6 Mikroskobik goriintiileme ve analiz

Konfokal Mikroskop (Zeiss LSM 780) ile mikroskobik goriintiilemeler yapildi.
Kirmiz1 florasani gériintiilemek i¢in 610 nm, yesili goriintileyebilmek i¢in 488 nm

dalga boyu kullanildi.

5.2.7 Kolinerjik noéronlarin morfolojik olarak belirlenmesi

Double transgenik ChAT-IRES-Cre x ChR2-EYFP fare gelisimini tamamladiktan (4
haftaliktan sonra) etik kurallara gore sakrifiye edildi. Akabinde arastirma konusu olan
beyinleri fikse edilip ¢ikarildi, fiksasyondan sonra tiim beyinden, hipotalamus kismina
azami 6zen gostermek suratiyle ,75 um’lik kesitler alindi. Onden arkaya dogru (A ->P)
alinan tiim beyin kesitleri mikroskop altinda kolinerjik néronlarin varliginin tespiti i¢in
goriintlilendi. Enfekte olan bolgelerdeki degisen florasan yogunluguna gore, kolinerjik

ndronlarin varliklar tayin edildi.
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5.2.8 Kaolinerjik néronlarin projeksiyonlariin belirlenmesi

Projeksiyonlarin tespiti i¢in arkuat g¢ekirdege bilateral olarak rAAV-FLEX- GFP
viriisii enjekte edildi ve enfeksiyonun tutmasi i¢in 14 giin beklendi. Fareler etik
kurallar ve izinler dahilinde sakrifiye edilip tiim beyinleri ¢ikarildi. Fikse edilip
suyundan arindirilmis beyinlerden 75 um’lik kesitler alindi. A =P yoniinde tim beyin
kesitleri ilgili mikroskop altinda goriintiileri alindi ve enfeksiyon varliginda bolgelere

gore degisen akson uzantilari saptanip not edildi.

5.2.9 Davrams Deneyleri

5.2.9.1 CNO varhginda besin tiiketimi 6l¢iimii hM3Dq

ChAT noéronlarini aktive etmek i¢in 30 giinliik ChAT-Cre transgenik fareler kontrol
ve deney olmak tiizere gruplara ayrildi ve test grubu farelere bilateral intrakraniyal
olarak rAAV-hSyn-FLEX-hM3Dg-mCherry viriisii enjekte edildi, kontrol grubu
farelere ise rAAV-FLEX-GFP viriisii enjekte edilip her iki grup fare de 14 giin
boyunca yeterli enfeksiyon diizeyine ulagmasi i¢in operasyondan sonra beklendi. Bu
stirecte fareler tekli kafeslere ayirilip bu 2 haftalik aligma siiresinden sonra giinliik yem
tilketimleri takibe alindi. Tim fareler giinliik tiiketimleri stabil hale gelip ortalama
beklenen tiikketim miktari olan 4-5 gram araligina geldiginde serbest yeme alinarak (ad
libitum) beslenme deneylerine baslandi. Besin tiiketimleri sabah saat 06:00’da
basglayan giindiiz dongiisti ile kaydedildi. CNO enjeksiyonlari, toplam hacmi tek
seferde 300uL olacak sekilde ayarlanan intraperitonal (i.p.) enjeksiyonlar, sabah,
aksamiizeri ve gece olmak iizere giinde 3 defa asagidaki tabloda belirtilen saatler ve
dozajlarda gergeklestirildi. 3 giinliik subakut donemde viicut agirliklart anlamli bir

sekilde degismeyecegi icin viicut agirliklart 6l¢iilmedi.

27



Tablo 5.2.9.1.1: Aktivasyon i.p. enjeksiyon saat ve miktarlari

Giin Saat i.p. enjeksiyon

1 3 set 08:00 %0,9 NaCl + 5 mg/kg
CNO

2 3 set 16:00 %0,9 NaCl + 5 mg/kg
CNO

3 3 set 24:00 90,9 NaCl + 5 mg/kg
CNO

Giinlik 3 defa olmak iizere yapilan enjeksiyonlar 3. giiniin sonunda, 3 giinliik
clearence’a (arinma) gegilip plasebo olarak, serum fizyolojik ve CNO’yu ¢dzdiiglimiiz
etanol yukardaki tabloda verilen oranlarda karistirilarak enjekte edildi. Giinliik besin
tilkketimleri not edildi. Giinliik enjeksiyonlar belirtilen zamanlarda tartimlar ise her

sabah 6’de yapildi.

5.2.9.2 Kronik besin tiiketimi 6l¢iimii ChAT-Cre caspase

ChAT noéronlarin1 ablasyon etmek igin ilgili farelere bilateral olarak 480 nL rAAV-
FLEX-taCasp3-TEVp viriisii, ablasyon etmek istemedigimiz kontrol grubuna ise
rAAV-FLEX-GFP viriisii enjekte edildi. Enfeksiyonun tutmasi i¢in 14 giin tekli kafese
ayrilip farelerin ortama alismasi beklendi. 14. giiniin sonunda tartimlara baslandi.
Kronik ve uzun bir deney oldugu icin 2 giinde bir, saat 16.00’da yemleri ve viicut

agirliklar1 6 ay boyunca ol¢iildi.

Tablo 5.2.9.2.1: Ablasyon yem tartimlari

Giinler Saat Tartimlar

0 16:00 Yem + viicut agirlig
2 16:00 Yem + viicut agirlig
4 16:00 Yem + viicut agirlig
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5.2.10 istatistiksel analiz

GraphPad Prism programi tiim istatistiksel analizler i¢in kullanildi. Standart olarak,
anlamlilik i¢in p <0,05 baz alindi; standart olarak anlamsizlik i¢in p>0,05 baz alindi.
+ isaretcileri standart hata olarak gosterildi. Yildizlarda *, p <0,01; **, p<0,001; ***

yi ifade etmektedir.
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6 BULGULAR

6.1 Deney Gruplari ve Genotipleme

S6z konusu deneylerde 4 haftalik ChAT-Cre transgenik fareler kullanildi. Her iki
grupta da rAAV-FLEX-GFP enjeksiyonu 4 haftalik ChAT-Cre transgenik farelere
kontrol amaciyla kullamilds. ilgili gen ifadeleri transgenik hatlarda miimkiin oldugu

icin WT (wild type) fareler sakrifiye edilerek deneye alinmadi (Resim 6.1).

CSTBLS ChAT-ce

Resim 6.1.1: Genotipleme sonucu. C57BL/6 ve ChAT- Cre genotipleme sonucu.
Bant aralig1 100bp
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6.2 Arkuattaki kolinerjik néronlarin morfolojik olarak tespiti

Kolinerjik noronlarin arkuat bolgesindeki varliginin morfolojik tespiti icin double

transgenik farelerden (ChAT-IRES-Cre x ChR2-EYFP) kesit alind1.

Resim 6.2.1: Arkuattaki kolinerjik noronlarin morfolojik olarak tespiti. A)
Konfokal mikroskopta 10X biiylitmede arkuattaki kolinerjik noronlar. 200um o6l¢ii
bar1. B) 40X biiylitme orant
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6.3 Arkuattaki kolinerjik néronlarin projeksiyonlarinin belirlenmesi

Transgenik ChAT-Cre knock-in farelerinin arkuat bolgesine asagida sematize
edildigi sekilde AVV-FLEX-GFP enjeksiyonlar1 yapilarak néronlarin uzanimlari

saptandi.

5[cac P FED)

ChAT-IRES-Cre

Resim 6.3.1: ARCC"AT ngronlarimin hipotalamustaki projeksiyonlari. A) Arkuat
bolgesine yapilan enjeksiyonun sematik gosterimi, konfokal mikroskobunda
goriintiileme. 20x biiylitme ve 50um 6l¢ii bar1 3V: 3.Ventrikiil, ARC: arkuat bolgesi
B) Arkuat bolgesine yapilan enjeksiyonun hipotalamustaki akson projeksiyonlari,
DMH: dorsamedial hipotalamus, PVN:paraventricular nucleus, LH:lateral
hipotalamus

2 haftalik enfeksiyonun tutma siiresinden yesil floresan protein (GFP) molekiili

kolinerjik néronlarini enfekte edip onlarin akson uglart boyunca ilerledi. Tiim beyin
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boyunca kolinerjik néronlarin projeksiyonlarina bakildi ve bircok bdlgede yogun
akson gozlendi. Bunlardan 6zellikle DMH, PVN ve LH de yogun olarak kolinerjik

noron aksonlar1 saptandi.

6.4 Arkuattaki kolinerjik néronlarmin aktivasyonu

6.4.1 Besin tiiketimi ol¢iimii

Kolinerjik noéronlarin kemogenetik aktivasyonu durumunda besin tiiketimindeki
degisimi gozlemleyebilmek i¢in bilateral ve intrakraniyal olarak rAAV-hSyn-FLEX-
hM3D(Gq)-mCherry (n=5) ve rAAV-FLEX-GFP (n=18) enjekte edildi. Bir sonraki

sayfada sematize edildigi gibi yapilan enjeksiyonlardan sonra ChAT-Cre transgenik

fareler davranis deneylerine alindu.
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5 [eF1 D fsgpw-geny | (IEEE

ChAT-IRES-Cre

Resim 6.4.1: Arkuat bélgesine yapilan enjeksiyonun goriintiilenmesi. Arkuat
bolgesine yapilan enjeksiyonun sematik gOsterimi (istte). Fare beyninde
hipotalamusun ilgili bolgesine yapilan rAAV-hSyn-FLEX-hM3D(Gq)-mCherry
enjeksiyonun konfokal mikroskobunda goriintiilenmesi ile tespiti. Arkuat bolgesindeki
mCherry ifadesi, enjeksiyon koordinatlarinin dogrulugunu gostermektedir. 20x
biiyiitme, 100 um 6l¢ii bar1 (altta)
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Sekil 6.4.1: Arkuat kolinerjik néronlarinin hM3Dq aktivasyonu sonrasinda besin
tiiketimi degisimi. Arkuattaki hM3Dq ifade eden kolinerjik (ARC"T) néronlarmin
3 giin boyunca CNO verilmesi ile aktivitesi arttirilmis ve beslenmeye olan etkisi
incelenmistir. Kontrol olarak ayni farelere 3 giin boyunca salin (serum fizyolojik)
verilmistir. GFP enjeksiyonlu fareler hM3D’nin kontrol grubudur.

Yapilan analizler sonucunda arkuattaki kolinerjik néron aktivasyonunun besin
tiiketimi tizerine etkisi oldugu gozlendi. HM3D grubu CNO verilen giinler salin
verilen giinlere gore ortalama 4.2g (= 0,60 g)’dan 5.9¢ (+ 0,40 g)’a ¢ikarken GFP
enjeksiyonlu olan plasebo grubunun besin tiiketimi 4,60 g (+ 0,25 g)’dan neredeyse
degismeyerek 4.62 g (£ 0,16 g) olarak 6l¢iildii. HM3D’li gruplarla GFP’li gruplar arasi
istatiksel olarak anlamli farka rastlandi (p=0,0014<0,05).

6.5 Arkuattaki kolinerjik néronlarin ablasyonu

6.5.1 Besin tiiketimi ve viicut agirhg: 6l¢iimii

Kolinerjik noronlarinin sekilde gosterildigi gibi (Resim 6.5.1) DREADD yo6ntemi ile
kemogenetik ablasyonu durumunda besin tiiketimindeki ve viicut agirhigindaki
degisimi gozlemleyebilmek igin bilateral intrakraniyal rAAV- FLEX-taCasp3-
TEVp(n=7) enjekte edilmis double transgenik fareler ile kontrol grubu (n=4) davranis

deneylerine alindu.
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ChAT-IRES-Cre

Resim 6.5.1: Double transgenik (ChAT::ChR2) farelere bilateral olarak yapilan
rAAV-FLEX-taCasp3-TEVp enjeksiyonunun goriintiilenmesi. Arkuat bdlgesine
yapilan enjeksiyonun sematik gdsterimi (istte). Arkuat bolgesindeki kolinerjik
ndronlarin caspase enjeksiyonu dncesi ve sonrast goriintiisii (altta).
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Sekil 6.5.1: Arkuat Kolinerjik néronlarimin ablasyonu sonrasi besin tiiketimi.

Caspas3 enjeksiyonu yapilan double transgenik (ChAT::ChR2) farelerin 6 aylik

kiimiilatif besin tiiketim degerleri farki. Casp3: caspas3 enjeksiyonu yapilan grup,

GFP: GFP enjeksiyonu yapilan grup, p value: anlamli farki gdsteren egri, esik deger

p= 0,05
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Sekil 6.5.2: Arkuat kolinerjik noronlarinin ablasyonu sonrasi viicut agirhgi
degisim orani. Caspas3 enjeksiyonu yapilan double transgenik (ChAT::ChR2)
farelerin 24 haftalik viicut agirliklar1 degisim orani. Casp3: caspas3 enjeksiyonu

yapilan grup, GFP: GFP enjeksiyonu yapilan grup, *: anlamli farkliliklar.

Ablasyon durumunda besin tiiketimi ve viicut agirliklarinda olusacak olan farkliliklar
gozlemleyebilmek igin caspase ve GFP enjeksiyonlu fareler, her biri ayr1 kafese
konulmak siiratiyle gruplandirildi. 2 haftalik enjeksiyonun tutmasi beklendikten sonra
tartimlara baslandi. Caspase enjeksiyonlu deney grubunun uzun dénemde besin
tiketim miktarlarinin Ozellikle 2. aydan itibaren anlamli bir sekilde azaldig
gozlemlenmistir (p<0,05). Viicut agirliklarinda ise, caspase enjeksiyonlu grubun
agirliklarinin goreceli olarak arttig1 ve kontrol grubuyla arasindaki ayrigsmanin 4 farkl

haftada anlamli oldugu goriilmiistiir.
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7 TARTISMA ve SONUC

Diinya niifusunun yaklasik %10°’nu etkileyen ve milyara yaklasan prevalansiyla,
bircok haneyi etkileyip yasam standartlarin1 6nemli oranda diisiiren obezite; kanser,
kardiovaskiiler rahatsizliklar ve diyabet gibi mortalite riski yliksek morbiditilere
sebebiyet veren, giiniimiiz diinyas1 ve ¢caginin énemli bir halk sagligi sorunudur. En
temelinde obezite, alinan ve harcanan kalori oranindaki dengesizliklerden ileri
gelmektedir. Bunda ihtiyactan fazla alinan kalori, sedanter yasam tarzi ve genetik
egilim rol oynamaktadir. Normalde alinmas1 gereken enerji miktar1 viicudun ihtiyaci
dogrultusunda ve metabolize edebilecegi kadardir; fakat cesitli sebeplerle alinan
enerjinin harcanandan fazla olmasi durumunda, fazla kaloriler yag olarak
depolanmakta ve nihayetinde obezite tablosu ortaya ¢gikmaktadir (1, 2). Kagit {izerinde
harcanan enerjiyi alinan enerjiye denk hale getirmek sorunun ¢oziimii gibi goziikse de
giinliik yasama yansimasi kolay degildir. Ozellikle giiniimiiz modern toplumlarda
diyetlerin enerji ve karbonhidrat yoniinden zenginlestirilmesi, yasam stillerinin ve
onceliklerin degismis olmasi, obezitenin epidemik haline gelmesinde biiylik rol
oynamaktadir. Tedavi secenekleri olarak yapilan cerrahi miidahaleler, ilaglar ve
diyetlerden diisiik verimde yanit alinmakta ve yasanan durumlar cogunlukla
niiksetmektedir ki bu da obezitenin bu denli yaygin bir saglik sorunu olmasina sebep
olan baslica faktorlerden biridir. Tiim bu gelismeler 1s18inda ¢6ziim olarak yeni ve
farkli tedavi yontemlerinin gelistirilip, innovatif yaklasimlarin hayata gecirilmesine

ihtiya¢ her zamankinden daha ¢ok artmistir (1, 13).

Bu sebeple beyinde beslenme ve enerji metabolizmasini kontrol ettigi bilinen
hipotalamus bolgesine yogunlagilmistir. Hipotalamus ¢ok cesitli ndron gruplarina ev
sahipligi yapmaktadir (7). Fakat bunlardan arkuat g¢ekirdegin, 6zellikle AGRP ve
POMC noronlarinin, ana diizenleyici olarak gérev aldigi, birgok ¢alismada karsimiza
cikmistir (4, 5). Ilging olan ise cevremizde bizzat gdzlemleme olasiligimiz olan sigara
icmeye baglayanlari kilo verip (34) sigarayir biraktiklarinda ise, biraktigi andan
itibaren kilo almaya baslamalar1 fenomeninin ana sorumlusu olan kolinerjik

noronlarin, s6z konusu temel diizenleyici yerdeki (arkuat) etkilerinin gosterilmemis
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olmasidir. Buradan hareketle arkuattaki kolinerjik ndronlarinin 6nce karakterizasyonu,

ve sonrasinda beslenmeye etkisi bu ¢alismada ele alinmistir.

Arkuat ¢ekirdekte bulunan kolinerjik néronlar yalnizca kolinerjik olarak kalmamakta
POMC, AGRP, TH, gabaerjik, glutamaterjik noronlar1 da igeren farkli noéron
gruplarina dagilim gostermistir (7). Dolayisiyla izole edip mutlak ve salt etkilerini
saptamak gliglesmistir. Farkli néron gruplar tizerine dagilim gosteren kolinerjik
noronlarla ilgili diger bir zorluk ise spesifik olarak bu noronlar1 isaretlemekten ileri
gelmektedir. Neyse ki Cre teknolojisi sayesinde tiim kolinerjik ndronlarda, kolin asetil
transferaz enziminin basina knock-in olarak Cre eklenmis, ne zaman bu enzim islev
yapsa (asetil grubunu, asetil-coa’dan koline transfer edip asetilkolin iiretir) Cre de
ifade edilecek sekilde yerlestirilmistir ki bu yalnizca kolinerjik noronlarda olan

metabolik bir olay oldugundan kolinerjik hiicrelerin basariyla segilebilmesini
saglamistir (30, 33, 35).

Double transgenik hatlarimiz sayesinde oncelikle kolinerjik noronlarin hipotalamusun
nerelerinde oldugu ve bunlarin akson uzantilarinin nerelere gittigi bu ¢alismada tespit
edilmistir. Literatiirde ilk defa arkuattaki kolinerjik ndronlarin baglantilar1 morfolojik
olarak tespit edilmis olup en yogun baglantilar1 DMH, PVN ve LH bolgelerinde
goriilmiistiir. Akabinde transgenik ChAT hattina kemogenetikten faydalanarak
hM3Dq enjekte edilmis ve CNO ile aktivasyonunun sonuglar1 gézlemlenmistir (30,
32, 35). 3 giinliik aktivasyon sonucu hM3Dq ile enfekte edilen farelerin, kontrol gruba
gore anlamli oranda (p=0,0014) daha fazla miktarda besin tiikettigi gézlemlenmistir ki
bu da genel kani olan besin tiiketimin azalmasinin tam zitt1 olarak karsimiza ¢ikmustir.
Bunda, sigaradaki nikotinin beynin birgok bdlgesinde yalnizca nikotinik reseptor
tizerinden etki gosterirken burada spesifik arkuat alaninda ¢alismamiz ve arkuattaki
kolinerjik noronlarin yukarida da bahsettigimiz gibi (7) ¢ok ¢esitli ndron gruplariyla
birlikte ifade edilmesi (AGRP, POMC, TH, Gabaerjik vb) ve tim kolinerjik
reseptorleri (nikotinik ve muskarinik) kapsayacak sekilde calisma yapmamiz rol
oynamis olabilir (34). Kolinerjik reseptorlerin bulundugu sinir hiicresi gruplarinin ¢ok
heterojenik bir yap1 gostermekte olmasi ve reseptorlerinin aynmi liganda karst hem

inhibe hem de aktive edici tiplerinin olmasi ve de bu reseptorlerin AGRP ve POMC
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noronlari gibi zit etkileri olan ndronlar iizerinde degisik oranlarda dagilim gostermesi
de alinan bu yanitta rol oynamis olabilir. Bundan dolay1 aktive ettigimiz kolinerjik
noronlarin etkilerini gosterdigi reseptorlerin, hangi hiicrelerde ne oranda inhibe edici
Gi muskarinik reseptorlere, ne oranda da aktive edici Gq reseptorlerine sahip oldugu
belirleyici rol oynamaktadir (34, 36, 37). Bu tekniklerin Tiirkiye’de ilk defa
kullanilmast ve optimizasyon diizenlemelerindeki degiskenlerin minimalizasyonu
sirasindaki faktorler de sonucu belirli diizeyde etkilemis olabilir. Ayrica, enjeksiyon
merkezi ve ilgili néronlarin ne oranda enfekte oldugu, ilgili bolgedeki enfekte olan
hiicrelerin reseptor tiplerinin aktive/inhibe edici 6zelliklerinin oranlari ve deneyin
stiresine bagli duyarsizlagsma gibi etkilere bagli olarak ¢ok degisken ve yonlii olarak
degisebilen sonuglar ortaya ¢ikmistir. Bu bilgiler 1s1ginda, bu ¢alismada en nihayetinde
kolinerjik noronlarin toplam etkisi gézlenmistir. Tiim bu sebeplerden otiirii yalnizca
kemogenetik deneyleri tutarli sonuglar verdigi icin, yukaridaki sebeplere bagl
paradoksal sonuglar veren optogenetik ve elektrofizyoloji sonuglarimiz bu teze

tasinmamustir.

Caspas3 manipulasyonumuzda yine arkuattaki tiim kolinerjik ndronlar ablasyon
edilmistir. Tiim enjeksiyonlar 4 hafta siiren gelisimi tamamlama siirecinden sonra
yapilmis olup gelisim sirasindaki elastik ve telafi edici baglantilarin olusmasi
thtimalleri engellenmigstir. Caspas3 enjeksiyonlarinda da beklenenden farkli bir
sonugla karsilasilmis olup anlamli bir sekilde besin tiiketiminde azalma gozlenmistir.
(p=0,038). Benzer sebeple yine ilgili bolgedeki hem tiim kolinerjik noronlarin
ablasyona bagli etkilenmis oldugu, hem de nikotinik ve muskarinik reseptdrlerin
toplam yanitinin algoritmasini etkilenmis oldugundan, total sonug¢ olarak besin
tilkketiminde azalma elde edilmistir. Bu sonucu vermede basta AGRP ve POMC
tizerindeki kolinerjik reseptorlerin tiplerine bagli olarak bu ndronlardaki aktive ve
inhibe edici etkilerinin oraniyla birlikte diger tiim ndéronlardaki yanitlarin bileskesi rol
almistir. Enteresan bir sekilde, kolinerjik ndronlari arkuat bolgesinde ablasyon edilmis
ve daha az yemege baslamig grubun viicut agirliklari daha az yemelerine karsin kontrol
grubuna gore daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Bu durumun, lokomotor
aktivitelerindeki ve/veya bazal metabolizma hizlarindaki bir disiisten ileri

gelebilecegi akla gelmektedir. Ciinkii normalde daha az besin tiiketenin daha az enerji
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aldig1 dolayisiyla daha hafif viicut agirligina sahip olmasi beklenir. Ancak burada daha
az yemelerine ragmen kontrol gruba gore daha kilo almis bir grup gézlenmekte ve
yukarida bahsedilen sebeplerin bunun altinda yatan ana nedenlerden biri oldugu akla
gelmektedir. Nasil her bir insanin davranis sekilleri farkliysa farelerinde farkli
olabilecegi icin, kimi davranis gruplarindaki fareler istatistiksel anlamlari
bozmaktadir. Tiim bu degiskenler altinda ¢ikan davranis datasi bize kiimiilatif olarak
yine de arkuattaki kolinerjik ndronlarin besin tiiketimi ve enerji metabolizmasini
belirli bir sekilde regiile ettigini géstermektedir ki bu da dogrudan ya da dolayli olarak
obezitenin santral istemdeki isleyisini agiklamaya bir miktar daha katki saglamistir.
Calismalarimiz bunlarla smirli kalmayip tartismalarda s6z konusu olan olasi
belirsizlikleri minimalize etmek iizere devam etmektedir. Tim bu ¢alismalar
literatiirde ilk defa yapilmis olup datalar ve sonuglar agisindan 6zgilin deger
tagimaktadir. Daha 6nce DMH’deki kolinerjik noronlarin beslenmeye etkisi ve bazal
on beyindeki kolinerjik ndronlarin beslenmeyle olan iliskisi agiga ¢ikartilmig fakat
calismanin 6zgiin yonii olan arkuattaki kolinerjik néronlarin beslenmeye etkisi ilk defa
bu c¢alismada agiga c¢ikartilmistir (6, 9). Su ana kadar yapilan analizler kolinerjik
noronlarin 6zgiin etkilerinden ziyade bu noéronlarin etkilerini gosterdigi reseptorlerin
beyin bolgelerindeki dagilimi ve muhtelif tiplerinin degisken etki mekanizmalari
tizerine yogunlagmistir. Obezitenin sofistike ve ¢cok yonlii yapisinin karakterizasyonu
ile tedavisini olusturan bu kompleks puzzle’a bir par¢a daha bu ¢alismayla eklenmistir.
Deneylerde kullanilan tiim farelere etik kurallar dahilinde davranilip usuliine uygun

izinleri alinmustir.
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