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KISALTMALAR VE SIMGELER LIiSTESI

Semboller Aciklamalar

A/P Anterior/Posterior

AAV Adeno-Asosiye Viriis

CNO Clozapine-N-Oxide

Cre Causes of Recombination

D/V Dorsal/Ventral

DREADD Dizayn Edilmis Ilaglar1 Aktive Eden Dizayn Edilmis Reseptérler
EDTA Etilendiamintetraasetik asit

EtOH Etil Alkol

FLEX Flip-Excision

GFP Yesil Floresan Protein

HCl Hidroklorik Asit

KCl Potasyum Kloriir

LHA Lateral Hipotalamik Alan

Lox Locus of Crossing

M/L Medial/Lateral

MCH Melanin Konsantre Eden Hormon
MgCl, Magnezyum Klortir

Nacc Niikleus Akkumbens

NaCl Sodyum Kloriir

NAOH Sodyum Hidroksit

PBS Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi
PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PFA Paraformaldehit

Pmch MCH transgenik faresi

rAAV Rekombinant Adeno-Asosiye Viriis
TAE Tris-Asetat-EDTA

1.p. Intraperitonal

aCSF Yapay Beyin Omurilik Stvisi
NaHCO; Sodyum Bikarbonat

NaHPO, Sodyum Fosfat
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1. OZET

HEDONIK OBEZITENIN SINiR BILIMSEL KOKENLERI

Diinyada 600 milyondan fazla insanda goriilen obezite, beraberinde mortalite riski
yiiksek birgok hastaligi da tetikleyen global bir saglik sorunudur. Mevcut tedavi
yontemlerinin yetersiz kalmasi, obezite tedavisinde yeni hedefler belirlenmesine
duyulan ihtiyaci da arttirmaktadir. Beyinde ¢esitli bolgelerin fizyolojik aglik - tokluk
ile hedonik ve homeostatik beslenmeyi kontrol ettigi bilinmektedir. Ancak bu
kontroliin hangi sinir aglar1 {izerinden gerceklestigi aciga cikarilamamistir. Yapilan
bu calismada, hedonik beslenmeyi kontrol ettigi bilinen niikleus akkumbens
bolgesinin, beslenmeyi diizenleyen hipotalamus bolgesiyle olan iliskisi incelenmistir.
Niikleus akkumbens bdlgesinin, lateral hipotalamus bolgesinde bulunan melanin
konsantre eden hormon noéronlarindan yogun afferent sinyaller aldig1 bulunmustur.
Pmch-cre transgenik fare ile yapilan deneylerle, melanin konsantre eden hormon
ndronlarimin beslenme mekanizmasini ve buna baglh fizyolojik durumlart etkiledigi
anlasilmistir. Yaptigimiz kemogenetik deneyler ile melanin konsantre eden hormon
ndronlariin inhibisyon durumunda besin tiiketimini baskiladigi ve kan sekeri
seviyesini diizenledigi belirlenmistir. Melanin konsantre eden hormon néronlarinin
sinaptik aktivitelerinin kalict olarak engellenmesinin, anoreksik faza sebebiyet
verdigi gozlenmis ve hedonik beslenmenin bu durumu dengeleyebildigi tespit
edilmistir. Dolayisiyla, niikleus akkumbens bolgesinin hedonik beslenme kontroliinii,
lateral hipotalamus bolgesinde bulunan melanin konsantre eden hormon néronlari

iizerinden yaptigina dair 6nemli bulgular elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hedonik obezite, kemogenetik, niikleus akkumbens, melanin

konsantre eden hormon ndronlari
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2. ABSTRACT

NEUROSCIENTIFIC ORIGINS OF HEDONIC OBESITY

Affecting over 600 millions of people worldwide, obesity is a global health problem
which triggers many high mortality risk diseases. As current therapeutic methods
remain ineffective, urge to determine novel targets for obesity treatment increases
significantly. Certain brain regions are known to control physiological fed and fasted
states along with hedonic and homeostatic feeding. Yet, the neural circuits involved
in this control remain unidentified. In this study, the connection between nucleus
accumbens that is known to control hedonic feeding and lateral hypothalamus that
regulates physiological feeding is investigated. We demonstrated that nucleus
accumbens receives strong afferent signals from melanin concentrating hormone
neurons found in lateral hypothalamus. In experiments conducted with Pmch-cre
transgenic mice, we showed that melanin concentrating hormone neurons affect
feeding mechanism and associated physiological states. Chemogenetic manipulations
demonstrated that in case of inhibition, melanin concentrating hormone neurons
suppress food intake and regulate blood glucose levels. Synaptic silencing of melanin
concentrating hormone neurons results in anorexia, whereas hedonic diet
compensates the regulation of the physiological state. These findings suggest that
nucleus accumbens controls of hedonic feeding through melanin concentrating

hormone neurons of lateral hypothalamus.

Key words: Chemogenetics, hedonic obesity, nucleus accumbens, melanin

concentrating hormone neurons
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3. GIRIS VE AMAC

Diinyada milyonlarca kisiyi etkileyen ve hastalarin yasam kalitelerini diisiiren
obezite, kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve diyabet gibi mortalite riski yiiksek
hastaliklara da sebebiyet veren ve gittikce daha da yaygimlasan toplumsal bir
sorundur. Obezitenin baslica nedeni alinan ve harcanan kalori miktarlarindaki
dengesizliklerdir. Alinan enerji miktar1 viicudun metabolize edebilecegi miktardan
daha fazla olmasi durumunda bu sorun ortaya ¢ikmaya baslar. Her ne kadar sorunun
kaynagi alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasi durumu olsa da, sorunun
¢ozimi alinan enerjiyi azaltmak veya harcanan enerjiyi arttirmak kadar kolay
degildir. Modern toplumlarda enerji ve yag bakimindan yogun diyetlerin tercih

edilmesi ve yasam tarzindaki degisim, obeziteyi daha da epidemik bir hale getirmistir

(1).

Beyinde Niikleus Akkumbens (Nacc) bolgesinin 6diil mekanizmasini kontrol ettigi
bilinmektedir. Alinan besinler, bu bolgede dopamin salinimini tetiklemektedir.
Besinlerin hedonik degerlerinin artmasiyla, drnegin daha sekerli veya yagli besin
tilketilmesiyle bu bdolgedeki dopamin miktar1 da artmakta, dolayisiyla 6diil

mekanizmasi daha da aktiflesmektedir (2).

Beslenme, beyinde hipotalamus bdlgesi tarafindan yonetilmektedir. Hipotalamus
bolgesinde bulunan g¢ekirdekler ve alanlar beslenmeyi arttirmakta ve azaltmaktadir
(3). Hipotalamusta bulunan Lateral Hipotalamik Alan (LHA) elektriksel olarak
uyarildiginda beslenmeyi arttirdigi gozlenmistir. LHA boélgesinin hipotalamusun
onemli hiperfaji alanlarindan oldugu belirlenmistir (4). Bu bdlgeye yapilan lezyonlar
ise besin tliketiminin azalmasina ve anoreksiye, dolayisiyla Oliimlere sebebiyet
vermektedir (5). Yapilan bu deneyler biitiin lateral hipotalamus bdolgesini
kapsamaktadir. Bu bolgede bulunan ndron alt gruplarinin fonksiyonlar1 heniiz

karakterize edilmemistir.

Glinlimiizde obeziteyle miicadelede siklikla basvurulan ilag tedavisi, diyet, egzersiz

gibi mevcut tedavi yontemlerinin yetersiz kalmasi, obezite ile miicadelede yeni
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mekanizmalarin tespit edilmesine ve metotlarin gelistirilmesine duyulan ihtiyaci da
arttirmaktadir. Dolayisiyla, obeziteye neden olabilecek hedonik ve homeostatik
beslenme ile aclik ve tokluk mekanizmalarinin ve buna bagl fizyolojik olaylarin
beyinde nasil kontrol edildiginin tayin edilmesi, bu hastalikla miicadelede 6énemli rol
oynayacaktir. Niikleus akkumbens bolgesinin hedonik beslenmede rol oynadig: ve
alinan besinlerin bu bdlgede dopamin salinimini arttirdiginin bilinmesine karsin,
ilgili asamalarda gorevli olan sinir aglari henliz tam olarak belirlenmemistir.
Dolayistyla hedonik beslenmeyi diizenleyen niikleus akkumbens bdlgesinin,
beslenmeyi kontrol eden hipotalamus bdlgesiyle olasi iligkisinin ortaya ¢ikarilmasi,
obeziteye sebebiyet verebilecek beyin aglarmin tanimlanmasinda oldukca etkili
olacaktir. Bu sebeple, yapilan bu ¢alismada, 6ncelikle niikleus akkumbens bdlgesinin
beyinde hangi bolgelerle iletisim halinde oldugu incelenmis ve bu hedef bolgeler
arasindan beslenmeyi kontrol ettigi diisiiniilen lateral hipotalamus bdolgesindeki

melanin konsantre eden hormon ndronlarinin beslenmeye olan etkileri arastirilmistir.
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4. GENEL BIiLGILER

4.1. Obezite

Tiirkiye’de ve diinyada milyonlarca kisiyi etkileyen obezite, goriilme sikligi her
gecen yil artmakta olan toplumsal bir saglik sorunudur. Diinya Saglik Orgiitii’niin
verilerine gore 15 yas uistii yetigkinlerin %35°1 fazla kilolu kategorisindedir ve diinya
niifusunun %65°1 obezite Oliimlerinin zayiflik Sliimlerinden daha fazla goriildiigi
iilkelerde yasamaktadir (6). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK), iilkemizde her iki
kisiden birinin fazla kilolu oldugunu tespit etmistir. Tiirkiye’de 2008 y1l1 verilerine

gore obezite orant %15,2 iken, bu oran 2014 yilinda %31,1 artarak %19,9’a

ulagmistir (Tablo 4.1.1) (7).

Tablo 4.1.1. Tiirkiye Istatistik Kurumu Obezite Verileri (7)

Yil Cinsiyet  Toplam Diisiik Normal Fazla Obez
kilolu kilolu kilolu

Toplam %100,0 %4,2 %438,2 %32.,4 %15,2

2008 Erkek %100,0 %2,7 %48,1 %36,9 %12,3

Kadin %100,0 %35,9 %48,2 %27,4 %18,5

Toplam %100,0 %4,7 %45,5 %33,0 %16,9

2010 Erkek %100,0 %3,5 %46,1 %37,3 %13,2

Kadin %100,0 %35,9 %44,7 %28,4 %21,0

Toplam %100,0 %3,9 %44,2 %34,8 %17,2

2012 Erkek %100,0 %2,7 %44,7 %39,0 %13,7

Kadin %100,0 %35,1 %43,6 %30,4 %20,9

Toplam %100,0 %4,2 %42,2 %33,7 %19,9

2014 Erkek %100,0 %2,8 %43,7 %38,2 %15,3

Kadin %100,0 %S5,5 %40,7 %29,3 %24,5
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Obezite alian enerji miktarinin, baska bir deyisle tiiketilen besinin, harcanan enerji
miktarin1 agmasindan kaynaklanmaktadir. Globallesen diinyada, insanlarin besin
tilketimi ve yasam tarzlari, gecmise gore biiyiik farkliliklar gostermektedir. Kolay
erigilebilen hazir besinler ve giinliik hayatta azalan fiziksel aktivite toplumlarin

obezite oranlarini da arttirmaktadir (6).

Onlem alinmamasi durumunda, 1980 verilerine gore goriilme siklig1 ikiye katlanan
obezitenin her gegen yil daha da artacagi tahmin edilmektedir. Obezite, hastalarin
hayat kalitesini diisiirmekle kalmayip, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, hipertansiyon,
kanser ve diyabet gibi mortalite riski ve ekonomik maliyeti yiiksek hastaliklara da
sebebiyet vermektedir. Mevcut tedavi yontemleri ilag, diyet ve egzersiz lizerinde
yogunlagmakta ve etkisiz kalmaktadir. Bunun en kritik sebebi ise obezite
patojenezinin tam olarak anlasilmamis olmasidir (1). Giliniimiizde obeziteyle
miicadelede tam anlamiyla etkili ve giivenli farmakolojik se¢eneklerin bulunmamasi,
bu saglik sorunun oniine gecilmesini imkansiz kilmaktadir. Bunun yani sira, obezite
tedavisinde siirdiiriilmekte olan arastirma ve gelistirme ¢abalar1 cogunlukla
basarisizlikla sonlanmaktadir. Mevcut ilaglarin 6nlenemez yan etkilerinin bulunmasi,

obeziteyle miicadeleyi daha da zorlastirmaktadir (8).

Obezite tedavisindeki imkansizliklar, caligmalarin farkli alanlara ydnelmesine
sebebiyet vermektedir. Yeni mekanizmalarin tespit edilmesine ve metotlarin
gelistirilmesine olan gereksinim artmaktadir. Beyinde baz1 bdlgelerin istah
kontroliinden sorumlu oldugu ve beslenme mekanizmalarin1 yonettigi bilinmektedir.
Obeziteye neden olabilecek aglik tokluk mekanizmalarinin ve buna baglh fizyolojik
olaylarin nasil kontrol edildiginin tayin edilmesi, bu hastalikla miicadelede onemli

rol oynayacaktir.
4.2. Niikleus Akkumbens
Niikleus Akkumbens bdlgesi, beyinde Pars basalis telencefali bolgesinde bulunur.

Basal forebrain olarak da adlandirilan bu bdlgede {ist sinir1 olusturur (Resim 4.2.1).

Kabuk ve ¢ekirdek olmak iizere 2 boliime ayrilir (Sekil 4.2.2) (9).
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Resim 4.2.1. Fare beyninde Niikleus Akkumbens bolgesinin sagittal gosterimi (yesil) (10)
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Sekil 4.2.1. Fare beyninde Niikleus Akkumbens bolgesinin koronal gosterimi (11)

\
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Niikleus akkumbens bolgesi beyindeki 6diil mekanizmasini desifre edebilmek igin
olduk¢a sik calisilmistir. Bu alanda yapilan ilk caligmalar, Nacc bdlgesinin
fonksiyonunu engellemek iizerine yogunlagsmistir. Nacc bolgesinde olusturulan
lezyon ve kimyasallarla yapilan inaktivasyon islemleri, bu bolgedeki dopamin
salimmmin1  etkileyerek davranislarda degisikliklere neden olmustur (12, 13).
Besinlerin yiliksek hedonik ve motivasyonal degeri, Nacc bolgesinde ndrotransmiter
dopamin salinimina neden olmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, hedonik degeri yliksek
besinlerin tiikketimi ile Nacc bolgesinden salinan dopamin miktarinin dogru orantili
oldugu gosterilmistir. Bunun yani sira, beklenmeyen anda sunulan yiiksek hedonik
degeri olan besin, daha fazla dopamin salinimina sebebiyet vermistir (2). Ayni

fikirden yola c¢ikarak yapilan calismalarda, besinlerin 6diil degeri arttirildiginda,
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ornegin bir oncekinden daha sekerli besin sunuldugunda, farelerin Nacc bdlgesinde

bir dnceki besinden daha yiiksek dopamin salinimi gergeklestigi gdzlenmistir (14).

Niikleus akkumbens bdlgesindeki 6diil mekanizmasinin daha iyi anlasilabilmesi igin
bu bolgenin beyinde hangi bolgelerle iletisim halinde oldugu bilinmelidir. Nacc

bolgesinin iletisim halinde oldugu birgok bdlge tayin edilmistir (Sekil 4.2.2) (15).

Glutamatergic
Dopeminergic

GABAergic

Sekil 4.2.2. Niikleus Akkumbens bdlgesinin bilinen baglantilar1 (15)

Nacc afferent ve efferentleri hakkinda yapilan ¢aligmalar ¢ogunlukla beyinde Ventral
Tegmental Alan adi verilen bir bolgeye yogunlagmistir. Diger baglantilarla yapilan
caligmalarin yetersiz kaldigi gozlenmistir. Ayrica hangi baglantilarin daha fazla
calisiimaya deger oldugu, hangi baglantilarin nispeten zayif kaldigi da heniiz tam
olarak anlagilamamistir (15). Bu baglantilar arasinda en ilgi ¢ekici olanlarindan biri

de istah kontrolii izerinde kritik rolii oldugu bilinen lateral hipotalamik alandir.

4.3. Lateral Hipotalamik Alan

Hipotalamus, talamusun altinda yer alir. Konum olarak 3. ventrikiiliin taban ve yan
duvarlarina konuslanmistir. Birgok cekirdek ve alandan olusur. Kritik fizyolojik
fonksiyonlara sahip olmasi, bu boélgenin evrimsel agidan korunmasini saglamistir.
Baslica gorevleri arasinda noroendokrin, beslenme, susama, termoregiilasyon ve

sirkadyen ritim kontrolii bulunmaktadir (16). Hipotalamus beyinde istah kontrolii
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saglayan ve beslenme mekanizmalarini diizenleyen en énemli bolgedir. Oreksinerjik
ve anoreksinerjik bolgeler bir arada bulunur (3).
Hipotalamus bir¢ok cekirdegin yani sira, lateral hipotalamik alan (LHA) ad1 verilen

oldukga genis ve 6nemli bir bolgeyi de barindirir (Resim 4.3.1) (Sekil 4.3.1).

Resim 4.3.1. Fare beyninde Lateral Hipotalamik Alan bolgesinin sagittal gdsterimi (yesil)

(10)

Sekil 4.3.1 Fare beyninde Lateral Hipotalamik Alan boélgesinin koronal gdsterimi

(11)

Lateral hipotalamus bolgesi beynin diger bolgeleriyle yogun iletisim halinde
oldugundan sik¢a calisilmis bir bolgedir. LHA bolgesinin fonksiyonlarini tayin
etmek amaciyla yapilan ilk caligsmalar, bolgenin aktivitesini arttirarak veya azaltarak
karakterize etmeye yogunlasmistir. Yapilan bir ¢alismada, LHA boélgesinin elektrik

uyarimimin tok hayvanlarda durdurulamaz besin tiiketimine sebep oldugu
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gosterilmistir (4). Ayrica, elektrik uyarimimin farelerin kontroliine verilmesi
durumunda, farelerin siirekli LHA bdlgesini uyardiklari gozlenmistir. Bu durum
LHA bolgesinin besin tiiketim miktarini yiikseltti§inin yani sira, besin alimi igin
gereken motivasyonu da arttirdigini gostermistir (17). Aksi deneylerde ise, lateral
hipotalamus  bolgesinin  aktivitesi kimyasal veya elektriksel lezyonlarla
susturulmustur. LHA bdlgesinin inaktivasyonu besin ve sivi tiikketimini engellemis,

fareleri anoreksik duruma sokmustur (18).

Lateral hipotalamus bolgesinde Melanin Konsantre Eden Hormon (MCH) néronlari,
Orexin ndronlar1 ve Vgat noronlar1 ad1 verilen 3 farkli néron alt grubu bulunmaktadir
(Sekil 4.3.2). MCH ve orexin ndronlar1 hakkinda bir¢cok caligma bulunmaktadir.
Ancak, Vgat noronlar1 yeni kesfedildiginden heniiz karakterizasyonu

tamamlanamamuistir (19, 20).
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Sekil 4.3.2 LHA ndron alt gruplart dagilimi (21)

4.4. Melanin Konsantre Eden Hormon Noronlar:

Melanin konsantre eden hormon (MCH) néronlar1 LHA bdlgesinde bulunur. Bazi
MCH noronlar1 glutamaterjik, bazilar1 ise gabaerjik belirtecler ifade eder. Hem

inhibitor hem eksisator alt gruplar1 bulunmaktadir (19).
Beslenme ve enerji harcanmasinda rol oynayan yolaklarin hipotalamik peptidler

tarafindan uyarildig1 veya inhibe edildigi bilinmektedir. Bu noktadan yola ¢ikarak

yapilan bir ¢alisgmada, MCH peptidinin intraserebroventrikiiler enjeksiyonlarinin
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beslenmeyi ve viicut agirhigini arttirdigr gosterilmistir (22). MCH peptidinin asir1
ifade edildigi transgenik fareler, normal farelere gére %10 oraninda daha fazla besin
tilketmis ve %12 oraninda kilo artisi deneyimlemistir. Bunun yam sira, glikoz
enjeksiyonu sonrasinda kan sekerlerinde 6nemli bir artis gézlenmistir (23). MCH
geninin silindigi transgenik farelerde ise durum tam tersidir. Bu farelerde besin

tiiketimi azalmig ve fareler hipofajik faza gegmistir (24).

MCH néronlari, beynin lateral hipotalamus bolgesinde glikoz hassasiyetinden de
sorumludur. Ekstraselliiler glikoz seviyesi arttiginda MCH aktivitesinin de arttig1
bilinmektedir. Bu durumda depolarizasyon tetiklenmekte ve membran rezistansini
arttirmaktadir (25). MCH noéronlariin striatumda bulunan 6diil merkezlerine ve orta
beyinde bulunan dopaminerjik ndronlara baglantisi oldugu diistiniilmektedir. MCH
ndronlariin optogenetik aktivasyonu, farelerin kalorik degeri yiiksek sekere olan
egilimini arttirmistir. MCH noronlart susturulmus farelerde seker tercihi kalmamistir
(26). MCH noronlart ve 6dil merkezleri arasinda bulunan bu giicli anatomik
baglant1 ve MCH néronlarinin glikoz seviyesine olan hassasiyeti, bu néronlarin seker

odiil mekanizmasinda ¢ok dnemli rol oynadigina isaret etmektedir.

4.5. Hiicre Tipi Spesifik Transgen ifadesi ve Transgenik Fare Modeli

Noron alt gruplarmin fonksiyonlarmi belirleyebilmek i¢in hiicre tipi spesifik
manipiilasyon gerekmektedir. Ornegin, sadece MCH néronlarini isaretleyecek, diger
hiicreleri geri planda birakacak metotlara ihtiyag duyulmaktadir. Aksi takdirde,
birgok farkli néron isaretlenecek ve o davranisin sebep oldugu noéronlarin hangileri
oldugu belirlenemeyecektir. Bu durumun oniine gegebilmek i¢in hiicre tipi spesifik

transgen ifadesi metodundan faydalanilmaktadir (27).

Cre (causes of recombination) enzimi bolge spesifik rekombinasyon saglamaktadir.
LoxP (locus of crossing) ise 34 baz ciftlik bir DNA tanima bolgesidir. Cre
rekombinaz enzimi LoxP bdlgesini tanir. Eger LoxP bolgeleri aynt DNA dizisi
iizerinde ve zit yonlerde ise, rekombinasyon sonucu terse ¢evirme gerceklesir. Iki

LoxP dizisi arasindaki DNA ters ¢evrilir (Sekil 4.5.1) (27).
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Sekil 4.5.1. Cre-Lox Sistemi (27)

Hiicre tipi spesifik transgen ifadesi saglayabilmek i¢in ilgili hiicrelerde cre enzimi
ifade eden transgenik fareler liretilmektedir. Farelere enjekte edilen rekombinant
adeno-asosiye viriis (rAAV) ise Lox dizisi icermektedir. Stereotaksik olarak rAAV
enjeksiyonu yapilan cre ifade edilen transgenik farelerde hiicre tipi spesifik ifade
gergeklesmektedir. Sadece cre enzimi bulunan hiicreler rAAV ile verilen geni ifade

edecek, digerleri isaretlenmeyecektir (Sekil 4.5.2) (28).

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

Sekil 4.5.2 Hiicre tipi spesifik transgen ifadesi (27)

Bu c¢alismada MCH noéronlarinin  fonksiyonunun belirlenebilmesi i¢in bu
noronlarinda cre enzim ifadesi bulunan Tg(Pmch-cre)1Lowl/J fareler kullanilmistir.
LoxP dizileri ise rAAV ile intrakraniyal olarak enjekte edilmistir.

4.6. Kemogenetik Manipiilasyon

MCH néronlarinin  fonksiyonlarimi belirleyebilmek i¢in giiniimiize kadar bir¢ok

calisma yapilmistir. Ancak mevcut calismalar ndronlar1 cesitli yollarla lezyon
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yaratarak ve noronlar1 Oldiirerek gorevlerini anlama veya asir1 ifade ettirerek
sonuclar1 gozlemlemeye dayalidir. Bu metotlar olduk¢a invazivdir. Lezyon yaparak
veya noronlar1 Oldiirerek verilen hasar telafi edilememektedir. Farelerin 6liimii ile
sonuclanmaktadir. Asir1 ifade yontemleri de ciddi hasarlar vermektedir. Bu sebeple

daha az invaziv metotlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Dizayn Edilmis Ilaclar1 Aktive Eden Dizayn Edilmis Reseptdrler (DREADD)
kemogenetik manipiilasyon saglamakta ve bu soruna ¢éziim olmaktadir. Hiicre tipi
transgen ifadesi ile ilgili hiicrelere tasarlanmis G-protein bagli reseptorler
verilmektedir. Bu reseptorler o hiicrelerde ifade edilir ve uzaktan manipiilasyon
miimkiin hale gelir. hM3Dq, aktivatoér Gq protein bagli reseptér, hM4Di ise inhibitor
Gi protein bagh reseptordiir. hM3Dq reseptorii aktive edildiginde hiicrelerin
ateslemesini saglarken, hM4Di reseptorii hiicreleri susturmakla gorevlidir. Bu
reseptorler hiicreye verildiginde inaktiftir. Aktif duruma ge¢meleri i¢in Clozapine-N-
Oxide (CNO) ad1 verilen bir liganda ihtiya¢ duyarlar. Farelere intraperitonal (i.p.)
olarak CNO verilmesi durumunda hM3Dq veya hM4Di reseptorleri aktif faza gecer
(Sekil 4.6.1). Bu manipiilasyon kisa siirelidir. CNO’nun yikimiyla reseptorler yine
inaktif duruma donerler. Dolayisiyla bu kemogenetik manipiilasyonlar daha az

invaziv, uzaktan kontrollii ve geri dontsliidiir (27).

V
@T cA:APJ

Sekil 4.6.1. DREADD metodu ile kemogenetik manipiilasyon (27)
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MCH néronlarinin istah kontrolii ve hedonik beslenme iizerindeki roliinii tayin
edebilmek icin, bu ¢alismada ilgili néronlar hM3Dq ile aktive, hM4Di ile inhibe

edilmistir.
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5. METOT VE MATERYAL

5.1. Materyal

Tablo 5.1.1. Deneylerde Kullanilan Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar

Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar Marka Uriin Kodu
anti-MCH primer antikoru Phoenix Pharmaceuticals  H-070-47
Humulin® R Insiilin Eli Lilly A10ACO1
Kegi anti-Tavsan Immunoglobulin G Alexa- Life Technologies A11008
Fluor 488 ikincil antikor

Keg¢i Serumu Sigma-Aldrich G9023

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 hatt Cell BioLabs AAV-100
Sodyum Piriivat (C;H3;NaO3) 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 (KCI) Sigma-Aldrich P9541
Sodyum Fosfat (NaH,PO,) Sigma-Aldrich S8282
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) Sigma-Aldrich S6014
Magnezyum Klortir (MgCl,) Sigma-Aldrich 208337
Kalsiyum Kloriir (CaCl,) Sigma-Aldrich C1016
Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) Multicell 311-010-CL
Fenol Kirmizisi Capricorn 600-070-1G
OptiPrep  Density Gradient Medium Sigma-Aldrich D1556
Benzonase Sigma-Aldrich E8263
Trypsin (0,25%) in DPBS Capricorn CPTRY2B
DMEM High Glucose Multicell WS319005CL
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Polyethylenimine Branched Sigma-Aldrich SG408727
EndoFree Plasmid maxi kit Qiagen 12362
D-Sorbitol High Purity Sigma-Aldrich BMA2450
SafeView Alfagen G108

Gel Loading Dye Purple (6X) NEB B7024 S
Taq PCR Kit NEB E5000 S
Fluoromount Mountin Medium Sigma-Aldrich F4680

LMA Agaroz Reducta 8060

Red Retrobeads™ Lumafluor R180

Triton X-100 Sigma-Aldrich X100
Trizma® HCI Sigma-Aldrich T3253
Clozapine N-Oxide Enzo LifeSciences BML-NS105
Stikroz Sigma-Aldrich 0389
Dekstroz Sigma-Aldrich D9434
Sodyum Askorbat (CcH7NaOg) Sigma-Aldrich PHR1279
Opti-MEM Reduced Serum Medium Life Technologies 51985-034
Ensure® TwoCal Strawberry Abbott S16630
Tablo 5.1.2. Deneylerde Kullanilan Geregler _
Kullanilan 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 Oil 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 Cihazi Millipore ZRQSVP8W
Ear Tag Harvard Apparatus 52-4717
Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube Sigma-Aldrich 7666505
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Manyetik Karistirici
Multi-Therm Shaker
pH metre

PowerPac"" Universal Power Supply

Santrifiij

Spectrometre cihaz

T100™ Thermal Cycler

Tart1

Ultrasonikator

Vorteks

Konfokal Mikroskop

Vibratom

Mikropipet Cekici

Ozmometre

SliceScope Pro3000

PatchStar Micromanipulator
Motorised Moveable Top Plate
PatchPad

Programmable Perfusion System
Monokrom Kamera

Hava Kompresorii

Axon Digidata Digitizer
Multiclamp Amplifier
Programmable Pulse Stimulator
pE Excitation System Main Unit
pE Excitation System Remote POD
Digital Storage Osiloskop
Stereo Mikroskop

Benchmark Scientific

Benchmark Scientific

Isolab

BioRAD

Orto Alsera
BioRAD
BioRAD

Ohaus Explorer

Bandelin Sonarex

Benchmark Scientific

Zeiss
Leica

Sutter Instruments

Advance Instruments

Scientifica
Scientifica
Scientifica
Scientifica
Scientifica

Watec Cameras
Stanley

Molecular Devices
Molecular Devices
AM.P.I

CoolLED
CoolLED
Tektronix

Zeiss

H400HSB
H5000-HC
pH7110
1645070
Biocen 22R

1861096
EX124-US

BV1000
LSM-780
VT10008
P-1000
3250
Pro300

WAT-902H
DN200/8/6
Model 1550
Model 700B
Master 9
244-1400
244-1500
TDS2001C
Discovery V8
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5.2. Metot

Genotipleri PCR teknigi ile teyit edilen Pmch-cre transgenik farelere intrakraniyal
olarak retrograd floresan boncuk enjeksiyonu yapildi. Akson uglari ile alinan
boncuklar Nacc bdlgesine sinaptik baglantilar génderen bolgelerdeki somalarda
birikti. Bu sayede, Nacc bolgesinin afferent baglantilar1 belirlendi. Belirlenen aday
bolgelerin elektriksel spontan aktiviteleri kaydedildi ve LHA bolgesinin acglik ve
tokluk durumuna en duyarli bolge oldugu tespit edildi. LHA bdlgesinden giden
sinaptik baglantilarin hangi hiicre alt grubundan oldugunu anlayabilmek i¢in bu
bolgeye antikor boyamasi yapildi. Pmch-cre transgenik farelere yapilan intrakraniyal
rAAV enjeksiyonu ile Nacc bdlgesinde akson gonderdigi belirlendi. Ardindan,
Pmch-cre farelere enjekte edilen viriisler ile bu noronlar aktive ve inhibe edilerek
besin tiiketimi, glikoz toleranst ve insiilin toleransindaki degisimler gozlendi.
Farelerin besin tiiketimi ve viicut agirligindaki degisimler sinaptik aktivitenin

engellendigi durumda da incelendi.

5.2.1. Deney hayvanlan

Jackson Laboratuvari’ndan hemizigot olarak satin alinan Tg(Pmch-cre)lLowl/J veya
kisa adiyla Pmch-cre erkek transgenik fare, disi C57BL/6 yabanil tip fareler veya disi
Pmch-cre fareler ile ¢caprazlanarak tiretildi. Yavrular 21 ila 28 giinliige ulastiklarinda,
anestezi altinda yavrularin kulaklarindan doku Ornekleri almarak genotipleri
belirlendi. Genotipleme sonucuna gore disi ve erkek transgenik fareler ayrildi.
Toplam 35 adet erkek Pmch-cre transgenik fare ile deney gruplari olusturuldu.
Transgenik farelerin bakimi ve iiretimi Istanbul Medipol Universitesi Tibbi
Arastirma Merkezi tarafindan (MEDITAM) gergeklestirilmistir. Hayvan deneyleri,
Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IMU-
HADYEK) tarafindan onaylanmustir.

5.2.2. Genotipleme
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Dogumdan itibaren anneleriyle beraber yasayan yavru farelere, 21-28 giinliige
eristiklerinde genotipleme yapildi. Yapilan deneyler i¢in yalnizca transgenik erkek

fareler kullanildi.

5.2.2.1. DNA eldesi

Yavru fareler doku alimi igin kisa siireli anestezi altina alindi. Anestezi altinda
yavrularin bir kulagima numarali kulak kiipesi takildi. Diger kulagindan da kulak
delme pensi ile doku 6rnegi alindi. Alinan dokular 75 pL 25mM NaOH/EDTA igeren
0,2 mL PCR tiiplerine koyuldu. Tiipler 1 saat 98°C sicaklikta T100™ Thermal
Cycler PCR cihazinda 1sitild1. Ardindan, tiiplere 75 pL 40 mM Tris/HCI eklendi ve 3
dakika 4000 rpm hizinda santrifiij edilip, DNA igeren siipernatant yeni bir tiipe
aktarild.

5.2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Elde edilen DNA ile asagidaki malzemeler belirtilen oranlarda karigtirllip PCR
karigimi elde edildi. Her bir DNA 6rnegi icin ayr1 ayri kontrol ve transgenik PCR
karigimi hazirlandi. Son tiip, negatif kontrol olmasi i¢cin DNA konulmadan birakildi.

Tiim tiiplerde son hacim, ddH,O ile 12 pL.’ye tamamlandi.

Tablo 5.2.2.2.1. Kontrol PCR karigimi
Gereg Son Konsantrasyon

10X Reaksiyon tampon ¢dzeltisi I1X

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,O

Tablo 5.2.2.2.2. Transgenik PCR karigim1
Gereg Son Konsantrasyon
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10X Reaksiyon tampon ¢dzeltisi
Ortak primer
Transgenik geri primer

dNTP Soliisyon Karigim1

Taq Polimeraz
DNA
ddH,O

1X

0,5 uM

0,5 uM

200 uM

1,25 units/50 ul PCR

Tablo 5.2.2.2.3. Kullanilan Primer Dizileri

Primer

Dizi 5> > 3’

Ortak primer

¢ pozitif kontrol geri

primer

Transgenik primer

GAA AAG ATA AGG CCT TCA AGT GCT
GAT CTT TCT GCA GTA TCT TCC TTC

ATC GAC CGG TAA TGC AGG CAA

hazirlanan PCR karisimi asagidaki PCR protokolii ile birlikte T100™ Thermal

Cycler cihazina koyuldu.

Tablo 5.2.2.2.4. PCR Protokolii

Doéngii Sicakhik Siire

1 95°C 1 dakika
95°C 30 saniye

37 60°C 30 saniye
68°C 1 dakika

1 72°C 5 dakika

5.2.2.3. Agaroz jel elektroforezi ve goriintiileme

100 uL 1X TAE tampon ¢ozeltisine (40 mM Tris, 20mM Glasiyal asetik asit, IMm

pH:7,6 EDTA) 3 g agaroz eklendi ve ¢ozelti seffaflasana kadar 200°C’de kaynatildi.

Berrak ¢ozeltiye Sul. Safeview eklendi ve yilikleme taraklari takilarak elektroforez

kasetine dokiildi. Jel kivamima geldikten sonra 1X TAE tampon ¢ozeltisi ile dolu

elektroforez tankina yerlestirildi. Birinci kuyuya 5 pL belirte¢ yiiklendi. Diger
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kuyulara ise 9 pL PCR fdirlint, 1 pL yiikleme boyasi ile karigtirilip yiiklendi. 20
dakika 100V’da yiiriitiildii. Yeteri kadar yiiriiyen jel BioRAD ChemiDoc cihazinda
goriintiilendi. 200 ve 306 baz ciftinin beraber goriindiigli 6rneklerin alindig: fareler

transgenik olarak belirlendi.

5.2.3. Intrakraniyal retrograd floresan boncuk enjeksiyonu

30 giinliik erkek fareler stabil anestezi altinda stereotaksik cerceveye sabitlendi.
Kafanin diiz ve sabit oldugundan emin olunmasiyla, kafa derisi Betadin ile
temizlendi ve bisturi ile kesildi. Kafatasina uygulanan hidrojen peroksit ile kemikler
belirgin hale getirildi. Kafatas1 hidrojen peroksitten arindirildi ve SteREO Discovery
V8 mikroskop altinda kraniyal koordinatlar belirlendi. Narishige mikromanipulator
yardimiyla Bregma noktasinda tiim koordinat degerleri sifirlandi ve Niikleus
Akkumbens (Nacc) bolgesi icin koordinat diizleminde Anterior/Posterior (A/P): 1,3
mm ve Medial/Lateral (M/L): 0,9 mm olacak sekilde ilerlendi. Kafatas1 bu noktada
freze yardimiyla delindi. Sutter P-1000 Mikropipet ¢ekici ile cam mikropipetler 1s1
yardimryla inceltilerek hazirlandi. Igine mineral yag doldurulan cam mikropipetler
Narishge enjektore takildi. 1:50 oraninda fosfat tampon c¢ozeltisi ile seyreltilmis
kirmizi LumaFluor retrograd floresan boncuk cam mikropipetlere dolduruldu.
Belirtilen A/P ve M/L koordinatlarinda beyin yiizeyi Dorsal/Ventral (D/V) olarak
sifir alind1 ve D/V: -3,7 mm olacak sekilde beyin i¢inde ilerlendi. Narishige enjektor
ile 80 nL enjeksiyon yapildi. 10 dakika beklemenin ardindan cam mikropipet
beyinden c¢ikarildi, kafa derisi dikildi ve fareler operasyon sonrasi bakima alindi.
Boncuklarin retrograd olarak ilerleyebilmesi i¢in fareler 7 giin operasyon sonrasi
bakimda bekletildi. Bir grup fare fikse edilip immiinohistokimyasal boyama i¢in,

diger bir grup fare ise canli kesitlerle elektrofizyolojik kayit alinmak iizere ayrildu.
5.2.4. Doku fiksasyonu ve kesit alma
7 glinlin sonunda farelere, sirasiyla fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi ve %4

paraformaldehit fiksatifi (PFA) ile kardiyak perfiizyon yapildi. Sakrifiye edilen
farelerin beyinleri ¢ikarildi. Beyinler dnce 4°C’de 4 saat %4’liik PFA i¢inde, sonra
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4°C’de 24 saat %30’luk siikroz ¢ozeltisi i¢cinde bekletildi. 10 mL H,O igine 0,4 g
diisiik donma sicakligina sahip agaroz katildi ve c¢ozelti berraklasana kadar
kaynatildi. Beyinler fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra bu ¢ozelti
icine gomiildi ve jel kivamina gelene kadar beklendi. VT1000S vibratom ile 50 um

kalinliginda kesitler alind1.

5.2.5. Immiinohistokimyasal antikor boyamasi

Lateral hipotalamus bolgesini i¢eren beyin kesitleri 30 dakikalik fosfat tamponlu tuz
cozeltisi yikamasinin ardindan, 2 saat oda sicakliginda 1x PBS’te 0,1% Triton-X-100
ve %15 keci serumu igeren bloklama ¢oOzeltisinde bekletildi. Anti-melanin
concentrating hormone antikoru (H-070-047, Phoenix Pharmaceuticals) 1:500
oraninda I1x PBS, %0,1 Triton-X-100 ve %5 keg¢i serumu iceren ¢ozelti ile
seyreltildi. Bu karistm beyin kesitlerine eklendi ve gece boyunca 4°C’de
calkalayicida bekletildi. Belirli beyin kesitleri negatif kontrol olmasi agisindan
antikor icermeyen karigim ile bekletildi. Kesitler 3 defa 20’ser dakika boyunca PBS
ile yikandi. Sekonder antikor boyamasi i¢in 1:1000 oraninda Goat anti-Rabbit 1gG
(H+L) Secondary Antibody, Alexa Fluor® 488 (A-11008, Thermo Scientific)
sekonder antikoru igeren 1x PBS, %0,1 Triton-X-100 ve %5 ke¢i serumu igeren
cozelti ile seyreltildi. Kesitler 3 defa 20’ser dakika boyunca PBS ile yikandi ve
lamlara aktarildi. Kesitlerin kurumasinin ardindan mounting medium eklendi ve

lameller ile tistleri kapatildu.

5.2.6. Mikroskobik goriintiileme ve analiz

Immiinohistokimya boyamasmin ardindan floresan goriintiileme Zeiss LSM 780
Konfokal Mikroskop ile yapildi. Kirmizi LumaFluor retrograd floresan boncuklar
goriintiilemek i¢in 610 nm, yesil anti-MCH antikorunu gdriintiileyebilmek i¢in 488
nm dalga boyu kullanildi. Konfokal mikroskop ile alinan goriintiiler hiicre sayimi

yapmak i¢in ImageJ programina aktarildi.
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5.2.7. Elektrofizyoloji

Elektrofizyolojik kayit alinacak fareler, a¢ ve tok olmak iizere 2 gruba ayrildi. Ag
farelerin besine erisimi deneyin baslangicindan 24 saat once kesildi. Tok fareler ad
libitum beslendi. Fareler fikse edilmeden sakrifiye edildi. 234 g/mM siikroz, 28
g/mM NaHCOs;, 7 g/mM dekstroz, 7 g/mM MgCl,, 0,5 g/mM CaCl,, 1 g/mM
sodyum askorbat, 3 g/mM sodyum piirivat ve 1,25 mM NaH,PO;, iceren, kesme
sollisyonu 6nceden hazirlandi ve sogutuldu. Canli beyin dokusundan, %95 O2 ve %5
CO; ile havalandirilan kesme soliisyonu ic¢inde vibratom ile 300 um kalinliginda
kesitler alindi. Ardindan bu kesitler 119 g/mM NacCl, 25 g/mM NaHCO;, 7 g/mM
dekstroz, 2,5 g/mM KCl, 7 g/mM MgCl, 0,5 g/mM CaCl2, 1 g/mM sodyum
askorbat, 3 g/mM sodyum piirivat ve 1,25 mM NaH,POy, iceren, %95 O, ve %5 CO,
ile havalandirilan yapay beyin omurilik sivist (aCSF) igerisine konuldu. Hazirlanan
cam pipete aCSF eklendi ve ilgili bolgelerdeki noronlardan kayit alinmaya baslandi.
Elektrotlarin ucundaki rezistans 3-6 MQ, potansiyel -60V olarak belirlendi.

5.2.8. Rekombinant adeno-asosiye viriis iiretimi

Rekombinant adeno-asosiye virlis iiretimi icin gereken Plazmitler Addgene
firmasindan satin alindi. Kompetant Stbl3 E. Coli transformasyonu ile gelen

Plazmitler, bakteriyel siiriintli halinde temin edildi.

5.2.8.1. Plazmit DNA c¢ogaltma

35 g/L oraninda H,O ile karistirilmis LB agar ¢6zeltisi otoklavlanarak sterilize edildi.
Soguduktan sonra bu karigima 100 pg/mL ampisilin eklenerek antibiyotik direnci
saglandi. LB agar, 2/3’linii dolduracak sekilde 10 cm polistiren petri kaplarina
dokiildii ve donmaya birakildi. Plazmitler katilasan agara yaydirildi ve petriler gece
boyu 37°C’de bekletildi. Ertesi giin petrilerin iistiinde bakteri kolonileri olustugu
goriildii. Bu koloniler 6ze yardimiyla toplandi ve onceden hazirlanip otoklav ile
sterilize edilen 20 g/L LB s1v1 besi yerine aktarildi. Bakteriler sivi besi yerinde 37°C,
250 rpm kosullarinda logaritmik olarak cogalmaya birakildi. Yaklagik 18 saatin
sonunda yeterli sayiya ulasan bakteriler 4°C 6000 rpm’de 15 dakika boyunca
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santrifiij edildi, siipernatant atildi ve bakterileri iceren ¢dokeltiler -80°C’de
donduruldu. Bu iglemler ana vektor, yardimer vektor 2/1 ve yardimei vektor helper

icin tekrar edildi.

5.2.8.2. DNA izolasyonu

Ana vektor, yardimci vektdr 2/1 ve yardimer vektdr helper plazmitleri iceren
cokeltiler ¢ozdiiriildii. DNA’lar Qiagen Endofree Plasmid Kit (Qiagen, 12362) ile
izole edildi. Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 SpektraMax cihazi ile tayin
edildi. Bu islemler ana vektor, yardimer vektor 2/1 ve yardimci vektor helper icin

tekrar edildi.

5.2.8.3. 293AAYV Hiicre transfeksiyonu

Rekombinant adeno-asosiye viriis iiretimi i¢in 6zellesmis 293AAV hiicre hatt1 Cell
BioLabs firmasindan temin edildi (Cell BioLabs, AAV-100). 106 293AAV hiicresi
10x10 cm petri kaplarina ekildi ve 37°C, %5 CO,, %20 O, kosullarindaki
inkiibatorde biiyiitiildii. Hiicreler %70-80 doluluk oranima ulastiginda pasajlanarak
cogaltild1. Hiicreler yeterli miktara ulastiginda transfeksiyon i¢in hazirlandi. Steril bir
tip i¢cinde 24 pg yardimcr vektor helper, 20 pg yardimer vektor 2/1, 12 ug ana
vektor, Opti-MEM transfeksiyon medyumu ve polietilenimin transfeksiyon ajan
karistirildi. Bu karisim hiicrelerin iizerine eklendi ve 72 saat boyunca 37°C, %5 CO,,
%20 O, kosullarindaki inkiibatorde bekletildi. 72 saat sonunda hiicreler toplandi ve 5
dakika boyunca 4°C 1100 rpm’de santrifiij edildi. Hiicrelerin bulundugu c¢okelti
-80°C’de donduruldu.

5.2.8.4 Piirifikasyon
Hiicre c¢okeltisi 9 mL steril liziz ¢ozeltisi (150mM NaCl, 20mM Tris pH 8,0) ile
karistirildi. Hiicreler 6nce kuru buz - %70 EtOH karigiminda, sonra 37°C su

banyosunda 2’ser dakika bekletildi. Bu iglem 3 defa tekrarlandi. Bu islemin ardindan

hiicreler 3 dakika boyunca sonikatorde tutuldu. Boylece hiicrelerin i¢inde bulunan
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viriisler aciga ¢ikartildi. Ardindan piirifikasyon islemi i¢in ImM MgCl, ve 250 U/mL
Benzonase (Sigma E8263-25K) eklendi. 20 dakika boyunca 4°C 4000 rpm’de
santrifiij edildi. 17%’lik ¢ozelti (5 mL 10x PBS, 0,05 mL 1M MgCl,, 0,125 mL 1M
KCl, 10 mL 5M NaCl, 12,5 mL Iodixanol ve 50 mL’ye kadar H,0), 25%’lik ¢ozelti
(6 mL 10x PBS, 0,05 mL 1M MgCl,, 0,125 mL 1M KCIl, 20 mL Iodixanol, 0,1 mL
0,5% fenol kirmizis1 ve 50 mL’ye kadar H,0), 40%’lik ¢ozelti (SmL 10x PBS, 0,05
mL 1 M MgCl,, 0,125 mL 1 M KCI, 10 mL 5 M NaCl, 33,3 mL lodixanol ve 50
mL’ye kadar H,O) ve 60%’lik ¢ozelti (0,05 mL 1 M MgCl,, 0,125ml 1 M KCI, 50
mL Todixanol, 0,025 mL 0,5% fenol kirmizisi) hazirlandi. Sirastyla 3 mL %60°lik
cozelti, 5 mL %40°lik ¢ozelti, 6 mL %25°lik ¢ozelti, 6 mL %17 °lik ¢bzelti ve hiicre
lizati Optiseal ultrasantrifiij tliplerine (Beckman 361625) siringa yardimiyla yavasca
damlatildi. 18°C’de 90 dakika 60000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij isleminin
sonunda viriisler %40’lik ¢ozeltinin bulundugu katmanda birikti. Siringa yardimiyla
bu katman toplandi. Onceden 1x saklama tampon ¢ozeltisi (1 L: 100 mL 10x PBS,
50 g D-Sorbitol, 42,4 mL %5 NaCl) ile 1slatilan Amicon 100K filtreli kolonlara
(Millipore, UFC910024) %40’lik cozelti igceren katman eklendi ve 1x saklama
tampon ¢ozeltisi ile 15 mL’ye tamamlandi. 30 dakika boyunca 4°C 3500 rpm’de
santrifiij edildi. 1x saklama tampon ¢6zeltisi eklenerek, bu islem 2 defa daha yapildi.

Filtrenin iistiinde kalan viriisler toplandi ve -80°C’de donduruldu.

5.2.9. Intrakraniyal rekombinant adeno-asosiye viriis enjeksiyonu

Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalari
Merkezi’nde iiretilen rekombinant adeno-asosiye viriisler 30 giinliik erkek Pmch-cre
transgenik farelerin lateral hipotalamus bolgelerine, boliim 5.2.3.’te belirtilen metotla
intrakraniyal olarak enjekte edildi. Viriis enjeksiyonlart A/P: 1,55 mm, M/L: 1,0 mm,
D/V: 4,90 mm koordinatlarina, yaklasik 500 nL hacminde yapildi. Enjekte edilen
virislerin beynin lateral hipotalamus boélgesindeki MCH noronlarini  enfekte

edebilmesi icin fareler 14 giin siireyle operasyon sonrasi bakimda bekletildi.
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Tablo 5.2.9.1. intrakraniyal enjekte edilen rAAV
Rekombinant adeno-asosiye viriisler

rAAV-FLEX-GFP
rAAV-hSyn-FLEX-hM3D(Gq)-mCherry
rAAV-hSyn-FLEX-hM4D(Gi)-mCherry

rAAV-FLEX-TetTox-GFP

5.2.10. MCH Noronlarmin efferent sinyal haritasi

Lateral hipotalamus bdlgesine unilateral olarak rAAV-FLEX- GFP viriisii enjekte
edildi ve viriisiin enfekte olmasi i¢in 14 giin beklendi. Fareler bolim 5.2.4’te
belirtildigi sekilde sakrifiye edildi, beyinleri ¢ikarildi, fikse edildi ve tiim beyin 75
um’lik kesitlere boliindii. Anteriordan posteriora dogru tiim beyin kesitleri konfokal

mikroskobu ile goriintiilendi. Bolgelere gore degisen akson yogunluklar tayin edildi.

5.2.11. Besin tiiketimi 6l¢iimii

5.2.11.1. MCH néron aktivasyonu

30 giinliik erkek Pmch-cre transgenik farelere intrakraniyal olarak enjekte edilen
rAAV-hSyn-FLEX-hM3D(Gq)-mCherry virlisi ile 14 gilin siireyle lateral
hipotalamus bolgesindeki MCH ndronlar1 enfekte edildi. Kontrol grubuna ise rAAV-
FLEX-GFP viriisii enjekte edildi. Operasyon sonrasi bakim siiresi sonunda fareler
davranig deneyleri i¢in tekli kafeslere alindi. Farelerin bu kafeslere alismasi i¢in 2
giin siire tanindi. Ardindan, giinliik besin tiiketimi gozlenmeye baslandi. Besin
tilketimi stabil hale geldiginde ad libitum olarak davranig deneyleri baslatildi. Sabah
saat 07:00°de baslayan giindiiz dongiisti ile 30 dakika araliklarla 2 saat boyunca
farelerin besin tiiketimi kaydedildi. Ardindan 300uL hacminde Tablo 5.2.11.1.1°de

belirtilen intraperitonal (i.p.) enjeksiyonlar gergeklestirildi:
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Tablo 5.2.11.1.1. Aktivasyon i¢in giindiiz dongiisii intraperitonal enjeksiyonlari

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 %0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH, deney giinii ise CNO enjekte edildi.
Intraperitonal enjeksiyonlar sonrasinda 30 dakika arayla 2 saat boyunca besin

tilketimi gozlendi.

Ayni deneyler saat 19:00’da baslayan gece dongiisii icin de tekrarlandi. Saat
17:00°de baglayan besin tiiketimi monitorizasyonunun ardindan saat 19:00°da Tablo
5.2.11.1.2°de belirtilen intraperitonal enjeksiyonlar yapildi ve besin tiiketimi saat

21:00’e kadar izlendi.

Tablo 5.2.11.1.2. Aktivasyon i¢in gece dongiisii intraperitonal enjeksiyonlari

Giin Saat i.p. enjeksiyon

1 19:00 %0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH
3 19:00 %0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO
5 19:00 %0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO

5.2.11.2. MCH noéron inhibisyonu

MCH noéronlarint inhibe edebilmek i¢in deney grubuna bilateral olarak 500 nL
rAAV-hSyn-FLEX-hM4D(Gi)-mCherry viriisli, kontrol grubuna ise rAAV-FLEX-
GFP viriisii enjekte edildi. Inhibisyonun etkisini gézlemleyebilmek icin fareler 16
saat boyunca agliga maruz birakildi. Giindiiz dongiisiine gegildiginde farelere
intraperitonal enjeksiyon yapildi. Plasebo giinii %0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH, deney
giinii ise CNO enjekte edildi ve 30 dakika sonra besin sunuldu. 2 saat boyunca besin

tilketimi gozlemlendi (Tablo 5.2.11.1.3).
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Tablo 5.2.11.1.3. inhibisyon igin giindiiz déngiisii intraperitonal enjeksiyonlar1

Giin Saat i.p. enjeksiyon

1 07:00 %0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH
3 07:00 %0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO
5 07:00 %0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO

Gece dongiisii besin tiiketimini gozlemlemek i¢in ad libitum beslenmekte olan
farelere, bolim 5.2.9’da gece dongiisii i¢in belirtilen deney diizenegi uygulandi

(Tablo 5.2.11.1.4).

Tablo 5.2.11.1.4. inhibisyon i¢in gece dongiisii intraperitonal enjeksiyonlari

Giin Saat i.p. enjeksiyon

1 19:00 %0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH
3 19:00 %0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO
5 19:00 %0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO

5.2.12. Glikoz tolerans testi

Glikoz tolerans testi i¢in rAAV-hSyn-FLEX-hM3D(Gq)-mCherry veya rAAV-hSyn-
FLEX-hM4D(Gi)-mCherry viriisii enjekte edilmis ve virlis enfeksiyonu i¢in en az 14
giin beklenmis fareler kullanildi. Glikoz tolerans testine baslamadan 16 saat once
farelerin besine erigimi engellendi. 16 saatlik acligin sonunda farenin kuyruguna
bisturi yardimiyla kesik atildi. Venoz kan, seker 6l¢iim ¢ubuguna konuldu ve seker
Ol¢iim cihaz ile Olgiildii. 30 dakika sonra farelere intraperitonal olarak %0,9 NaCl +
5 mg/kg EtOH (plasebo giinii) veya %0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO (deney giinii)
enjekte edildi ve kan sekerleri Ol¢lildi. Bu enjeksiyondan 30 dakika sonra
intraperitonal olarak 2 g/kg D-Glikoz (dekstroz) enjekte edildi ve kan sekeri ol¢iildii.
Kan sekeri 6l¢iimii, 90, 120 ve 150. dakikalarda tekrarlandi. Deneyin sonunda fareler
tekrar ad libitum beslenmeye baslandi.

5.2.13. insiilin tolerans testi
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Insiilin tolerans testi i¢in rAAV-hSyn-FLEX-hM3D(Gq)-mCherry veya rAAV-hSyn-
FLEX-hM4D(Gi)-mCherry viriisii enjekte edilmis ve virlis enfeksiyonu i¢in en az 14
giin beklenmis fareler kullanildi. Ad libitum olarak beslenmekte olan farelerin besine
erisimi deney siiresince engellendi. Besinin alinmasidan 30 dakika sonra ilk kan
sekeri Ol¢iimii gergeklestirildi. 30 dakika sonra farelere intraperitonal olarak %0,9
NaCl + 5 mg/kg EtOH (plasebo giinii) veya %0,9 NaCl + 5 mg/kg CNO (deney
giinii) enjekte edildi ve kan sekerleri 6l¢iildii. Bu enjeksiyondan 30 dakika sonra
intraperitonal olarak 0,75 iU/kg Humulin® R Insiilin enjekte edildi ve kan sekeri
Olciildi. Kan sekeri olgiimii, 90, 120 ve 150. dakikalarda tekrarlandi. Deneyin

sonunda fareler tekrar ad libitum beslenmeye baslandi.

5.2.14. MCH Néronlarinin Sinaptik inhibisyonu

MCH ndronlarmin sinaptik baglantilarini  susturabilmek ic¢in, beynin lateral
hipotalamus bolgesine bilateral olarak 500 nL rAAV-FLEX-TetTox-GFP viriisii
enjekte edildi ve viriisiin enfekte olmasi igin 15 giin beklendi. Intrakraniyal
enjeksiyondan &nce farelerin ilk viicut agirliklar élgiildii. 15 giinliik siirenin sonunda
farelerin besin tiiketimi ve viicut agirliklart her giin ayni saatte 6l¢iildii. Bu dl¢timler
5 hafta siirdiiriildii. Ardindan farelere yiiksek yagli bir besin olan Ensure® 2 Cal
Cilekli (%40 yag icerigi) verilmeye baslandi. Besin tiiketimi ve viicut agirliklar: 3
hafta siireyle Ol¢iildii. Bu siirenin sonunda farelere kardiyak perfiizyon uygulandi ve

peritonal adipoz dokular1 toplandi.

5.2.15. Istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism (RRID:SCR 002798, GraphPad, San
Diego, CA) programi kullanildi. Sonuglar, Student’s t-test ile degerlendirildi. Tiim

degerler + standart hata olarak gosterildi. p>0,05; istatistiksel olarak anlamsiz kabul

edildi. p <0,05; *, p<0,01; **, p<0,001; *** olarak gosterildi.
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6. BULGULAR

6.1. Deney Gruplari ve Genotipleme

Yapilan deneylerde yalnizca 30 giinliik Pmch-cre transgenik erkek fare kullanildi.
Genotipleme sonucuna gore ayni batindan dogan transgenik erkek fareler ayni
deneyler i¢in kullanildi. rAAV-FLEX-GFP enjeksiyonu yapilan 30 giinliik Pmch-cre
transgenik erkek fareler kontrol grubu olarak kullanildi. Transgenik olmayan fareler

deneylere dahil edilmedi (Resim 6.1.1).

I I |

C57BL/6 Pmch-cre
faresinin faresinin
genotipleme genotipleme

sonucu sonucu

Resim 6.1.1. C57BL/6 ve Pmch-cre farelerinin genotipleme sonucu

6.2. Nacc Afferent Yolaklarimin Belirlenmesi

Nacc bolgesine gelen baglantilarin belirlenebilmesi i¢in bu bdlgeye Resim 6.2.1°de

gosterildigi gibi retrograd floresan boncuklar enjekte edildi.
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LumaFIluor retrograde beads

— l S

Resim 6.2.1. Nacc bolgesine yapilan retrograd floresan boncuk enjeksiyonu

Nacc bolgesine yapilan retrograd isaretleme ile lateral hipotalamus, medial habenula,
amigdala ve ventral tegmental alan bdlgelerinde bulunan néronlarin somalarinda
yogun floresan boncuk birikimi gdzlemlendi (Resim 6.2.2, Resim 6.2.3, Resim 6.2.4,

Resim 6.2.5).

Resim 6.2.3. Amigdala néronlarinda floresan boncuk birikimi

=

Resim 6.2.4. Medial Habenula noronlarinda floresan boncuk birikimi
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Resim 6.2.5. Ventral Tegmental Alan néronlarinda floresan boncuk birikimi

Lateral hipotalamus, amigdala ve medial habenula bolgelerindeki floresan isaretli
ndronlarin elektriksel spontan aktivitesi yama kiskaci ile kayit edildi (Sekil 6.2.1).
Lateral hipotalamus bolgesinde spontan aktivite tokluk durumunda 2,28 Hz (+ 0,44
Hz), aglik durumunda ise 1,1 Hz (£ 0,47 Hz) olarak bulunmustur. Amigdala ve
medial habenula bdlgelerindeki spontan aktivitenin tokluk ve aglik durumunda daha
az farklilik gosterdigi goriildii. Amigdala bolgesinin tokluk durumunda 1,05 Hz (+
0,49 Hz), aglik durumunda ise 0,64 Hz (= 0,07 Hz) frekans verdigi tespit edildi.
Medial habenula bolgesindeki sponatan aktivite ise tokluk durumunda 1,05 Hz (+
0,49 Hz), aclik durumunda ise 0,64 Hz (= 0,07 Hz) olarak ol¢iildii. 3 bolgede de
tokluk ve aclik spontan aktivitesinde anlamli bir farklilifa rastlanmadi. Ventral
tegmental alan bdolgesindeki akson yogunlugu sebebiyle elektrofizyolojik kayit
alinamadi. Elektrofizyolojik kayitlara gore, a¢ ve tok farelerdeki elektriksel spontan

aktivite farkinin en ¢ok LHA bolgesinde oldugu gozlendi.

(]
M

B Tokluk

Frekans (Hz)

o

O A¢hik

LHA Amigdala Medial
Habenula

Sekil 6.2.1. Tokluk ve aglik durumunda LHA, amigdala ve medial habenula
noronlarindan dlgiilen elektriksel spontan aktivite

Lateral hipotalamustan Nacc bolgesine giden baglantilarin hangi ndron alt

gruplarindan geldigini belirleyebilmek i¢in retrograd kirmizi floresan boncuk isaretli
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bolgeler Immiinohistokimya yontemi ile anti-MCH antikoru ile isaretlendi (Resim

6.2.6). MCH noronlarinda kirmizi floresan boncuk birikimi oldugu gézlendi.

Resim 6.2.6. Nacc retrograd floresan boncuk (kirmizi) ve anti-MCH antikor boyamasi (yesil)

6.3. MCH Noronlarinin Efferent Yolaklarmin Belirlenmesi

MCH noéronlarinin efferent baglantilarinin belirlenebilmesi i¢cin, LHA bdlgesine

unilateral olarak rAAV-FLEX-GFP enjeksiyonu yapildi (Resim 6.3.1).

Resim 6.3.1. MCH néronlarina yapilan rAAV-FLEX-GFP enjeksiyonu
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14 giin operasyon sonrast bakim siiresince yesil floresan protein (GFP) molekiilii
MCH néronlariin somalarindan akson uclarina kadar ilerledi. Tiim beyin boyunca
MCH projeksiyonuna bakildi ve birgok bdlgede yogun akson gozlendi. MCH

ndronlarimin Nacc bolgesine projeksiyon gonderdigi belirlendi (Resim 6.3.2).

Resim 6.3.2. MCH néronlarinin Nacc bdlgesine projeksiyonu

6.4. MCH Noronlariin Aktivasyonu

6.4.1. Besin tiiketimi ol¢iimii

MCH noéronlarinin  kemogenetik aktivasyonu durumunda besin tliketimindeki
degisimi gozlemleyebilmek i¢in giindiiz ve gece dongiilerinde intrakraniyal olarak
unilateral rAAV-hSyn-FLEX-hM3D(Gq)-mCherry (n=6) ve rAAV-FLEX-GFP
(n=4) enjekte edilmis Pmch-cre transgenik fareler (Resim 6.4.1.1) davranig

deneylerine alindi.
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Resim 6.4.1.1. Lateral hipotalamus bdlgesine yapilan a) rAAV-hSyn-FLEX-hM3D(Gq)-
mCherry b) rAAV-FLEX-GFP enjeksiyonu

Yapilan analizler sonucunda giindiiz dongiisiinde MCH ndron aktivasyonunun besin
tilketimi {lizerine bir etkisi olmadig1 gozlendi. FLEX-hM3D grubuna plasebo verilen
giin besin tiiketimi 0,40 g (+ 0,01 g) iken, CNO verilen 2 giiniin ortalamasindaki
besin tiiketimi 0,44 g (£ 0,06 g) olarak oSl¢iildii (Sekil 6.4.1.1, a). FLEX-GFP kontrol
grubu fareleri ise plasebo giiniinde 0,43 g (+ 0,02 g), CNO giiniinde 0,40 g (+ 0,08 g)
besin tiiketti. Tiim deney gruplarindaki 4 saatlik besin tiiketimi degisimi FLEX-GFP
kontrol grubunun plasebo giiniine normalize edildi (Sekil 6.4.1.1, b). Bu gruplar

arasinda anlamli bir farkliliga rastlanmadi (p>0,05).
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Sekil 6.4.1.1. MCH néron aktivasyonu giindiiz dongiisii besin tiiketimi Plasebo ve
CNO verilen giinlerde FLEX-hM3D grubu besin tiiketimi 4 saatlik besin tiiketimi
degisiminin FLEX-GFP Plasebo grubuna normalizasyonu

Gece dongiisiinde MCH noronlarinin aktivasyonu, besin tiikketimini CNO verilen
giinlerin ortalamasinda 1,77 g (+ 0,20 g) arttirirken, bu deger plasebo verilen giinde
0,87 g (£ 0,16 g)’da kaldi. Olgiimlerin baslangicindan 150 dakika, intraperitonal

CNO enjeksiyonundan ise 30 dakika sonra gruplar arasinda anlamli farkliliklar
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gbozlenmeye baslandi (Sekil 6.4.1.2, a). Ardindan, besin tliketimindeki 4 saatlik
degisim, FLEX-GFP kontrol grubunun plasebo giinline normalize edildi. Buna gore,
FLEX-hM3D grubunun CNO verilen gliniinde besin tiiketimi %163 oraninda artis
gosterdi (Sekil 6.4.1.2, b). Istatistiksel analizler sonucunda gruplar arasinda anlaml

farkliliklar tespit edildi (p<0,05).
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Sekil 6.4.1.2. MCH néron aktivasyonu gece dongiisii besin tiikketimi a) Plasebo ve
CNO verilen giinlerde FLEX-hM3D grubu besin tiiketimi b) 4 saatlik besin
tilketimi degisiminin FLEX-GFP Plasebo grubuna normalizasyonu

6.4.2. Glikoz Tolerans Testi

rAAV-hSyn-FLEX-hM3D(Gq)-mCherry enjekte edilmis fareler 16 saat agliga maruz
birakildi. Deney siiresince besine erisimleri engelledi. Farelerin kuyruklarindan
bisturi yardimiyla olusturulan kesikten 30 dakika arayla vendz kan alinmaya
basland1. Ik 30 dakikanin basinda kan sekeri 6l¢iimii yapilmadan hemen once,
farelere intraperitonal olarak plasebo veya CNO enjekte edildi. Ikinci 30 dakikanin
basinda ise yine kan sekeri Ol¢iimii yapilmadan hemen once 2 g/kg
konsantrasyonunda dekstroz enjekte edildi. Kan sekeri Ol¢limiine 150. dakikaya
kadar devam edildi. Buna gore, dekstroz enjeksiyonundan sonra kan sekeri plasebo
verilen giinde 238,85 mg/dL (= 10,90 mg/dL), CNO verilen giinde 218,5 mg/dL (+
17,98 mg/dL) seviyesine ulasti. 120. dakikada her iki grubun kan sekeri orantili
olarak azalmaya basladi (Sekil 6.4.2.1). MCH noron aktivasyonu glikoz tolerans
testinde plasebo ve CNO gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga

rastlanmadi (p>0,05).
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Sekil 6.4.2.1. MCH noronlarinin aktivasyonu durumunda glikoz tolerans testine
bagl kan sekeri degerleri

6.4.3. Insiilin Tolerans Testi

Insiilin tolerans testine baslamadan 30 dakika once a¢ birakilmaya baslanmis ve
deney siiresince besine erisimi engellenmis farelerin kuyruklari, ven6z kan alimi igin
bisturi yardimiyla kesildi. Ilk 30 dakikanin basinda kan sekeri Sl¢iimii yapilmadan
hemen &nce, farelere intraperitonal olarak plasebo veya CNO enjekte edildi. Ikinci
30 dakikanin basinda ise yine kan sekeri 6l¢timii yapilmadan hemen 6nce 0,75 iU/kg
konsantrasyonunda Humulin® R Insiilin enjekte edildi. Kan sekeri 6lgiimiine 150.
dakikaya kadar devam edildi. Intraperitonal insiilin enjeksiyonundan 30 dakika sonra
farelerin kan sekeri plasebo giiniinde %55 (= %5,48), CNO giiniinde %57 (+ %5,29)
seviyesine indigi gozlendi. Devam eden Ol¢limlerde, iki grup arasindaki azalmanin

paralel devam ettigi tespit edildi (Sekil 6.4.3.1).
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Sekil 6.4.3.1. MCH noronlarinin aktivasyonu durumunda insiilin tolerans testine
bagl kan sekeri ytlizdeleri
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6.5. MCH Néronlarinin inhibisyonu

6.5.1. Besin tiiketimi ol¢iimii

MCH néronlarinin DREADD y6ntemi ile kemogenetik inhibisyonu durumunda besin
tilketimindeki degisimi gozlemleyebilmek icin gilindiiz ve gece dongiilerinde
intrakraniyal olarak bilateral rAAV-hSyn-FLEX-hM4D(Gi)-mCherry (n=6) ve
rAAV-FLEX-GFP (n=4) enjekte edilmis Pmch-cre transgenik fareler (Resim 6.5.1.1)

davranig deneylerine alindi.

Resim 6.5.1.1. Lateral hipotalamus bolgesine yapilan a) rAAV-hSyn-FLEX-hM4D(Gi)-
mCherry b) rAAV-FLEX-GFP enjeksiyonu

Inhibisyon durumunda olusacak davrams farkliliklarim gozlemleyebilmek icin gece
ve glindiiz dongiilerinde farkli deney diizenekleri olusturuldu. Giindiiz dongiisii besin
tilketimi Ol¢limiine baglamadan fareler 16 saatlik acgliga maruz birakildi ve deney
siiresince besine erisimleri engellendi. Intraperitonal enjeksiyondan 30 dakika sonra
besin sunulmasiyla, giindiiz dongiisli besin 6l¢iimleri baslatildi. Bu 6l¢iimlere gore,
giindiiz dongiisiinde FLEX-hM4D grubuna plasebo verilen giin besin tiikketimi 1,17 g
(= 0,82 g) olarak olgiiliirken, CNO verilen 2 giiniin ortalamasindaki besin tiiketimi
biiylik azalma gostererek 0,82 g (+ 0,11 g) olarak belirlendi (Sekil 6.5.1.1, a). CNO
verilen giinlerdeki bu azalmanin, plasebo grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
oldugu hesapland1 (p<0,05). FLEX-GFP kontrol grubu fareleri ise plasebo giiniinde
1,28 g (= 0,04 g), CNO giinlinde 1,23 g (£ 0,04 g) besin tiiketti. Tiim deney
gruplarindaki 4 saatlik besin tiiketimi degisimi, FLEX-GFP kontrol grubunun
plasebo giiniine normalize edildiginde, inhibisyonu durumunda besin tiiketiminin
%64 seviyesine azaldigi analiz edildi (Sekil 6.5.1.1, b). Giindiiz dongiisii FLEX-
hM4D CNO giinii besin tiiketiminde bu azalma, FLEX-hM4D plasebo, FLEX-GFP
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plasebo ve FLEX-GFP CNO gruplarina gore anlaml bir farklilik teskil etmektedir
(p<001).
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Sekil 6.5.1.1. MCH néron inhibisyonu giindiiz dongiisii besin tiiketimi a) Plasebo
ve CNO verilen gilinlerde FLEX-hM4D grubu besin tiiketimi b) 4 saatlik besin
tiiketimi degisiminin FLEX-GFP Plasebo grubuna normalizasyonu

Gece dongiisiinde MCH noronlarinin inhibisyonu, besin tiiketimini CNO verilen
giinlerin ortalamasinda 1.15 g (£ 0,08 g) seviyesine azalmasina sebebiyet verirken,
plasebo verilen giinde besin tiiketimi 1,46 g (£ 0,14 g) olarak 6lgiildii. Olgiimlerin
baslangicindan 210 dakika, intraperitonal CNO enjeksiyonundan ise 60 dakika sonra
gruplar arasinda anlamli farkliliklar gézlenmeye baslandi (Sekil 6.5.1.2, a). FLEX-
GFP enjekte edilmis hayvanlarda besin tiikketiminin plasebo verilen giinde 1,44 g (+
0,04 g), CNO verilen giinde ise 1,33 g (£ 0,11 g) oldugu gozlendi. Besin
tiikketimindeki 4 saatlik degisim, FLEX-GFP kontrol grubunun plasebo giiniine
normalize edildi. Buna gore, FLEX-hM4D grubunun CNO verilen giiniinde besin
tiiketimi %79 seviyesine azald1 (Sekil 6.5.1.2, b). Istatistiksel analizler sonucunda

gruplar arasindaki anlamli farkliliklar tespit edildi (p<0,05).
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Sekil 6.5.1.2. MCH ndron inhibisyonu gece dongiisii besin tiiketimi a) Plasebo ve
CNO verilen giinlerde FLEX-hM4D grubu besin tiiketimi b) 4 saatlik besin
tiiketimi degisiminin FLEX-GFP Plasebo grubuna normalizasyonu

6.5.2. Glikoz tolerans testi

rAAV-hSyn-FLEX-hM4D(Gi)-mCherry enjekte edilmis fareler 16 saat acliga maruz
kalarak glikoz tolerans testine tabi tutuldu. ilk 30 dakikanin sonunda plasebo veya
CNO, ikinci 30 dakikanin sonunda 2 g/kg dekstroz enjekte edildi. Dekstroz
enjeksiyonunu takip eden Ol¢iimde plasebo giinii kan sekeri 287,5 mg/dL (+ 22,68
mg/dL) olarak tayin edilirken, bu degerin CNO verilen giinde ciddi bir diisiis
gostererek 214 mg/dL (= 18,77 mg/dL) seviyesinde oldugu belirlendi. MCH
noronlarinin inhibe olmasi durumunda goriilen bu diisiik kan sekerinin, normal
Olglimlere gore istatistiksel olarak anlamli bir fark yarattigi analiz edildi (p<0,05)

(Sekil 6.5.2.1).
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Sekil 6.5.2.1. MCH noéronlariin inhibisyonu durumunda glikoz tolerans testine
bagli kan sekeri degerleri

6.5.3. Insiilin tolerans testi

MCH néronlarinin inhibe olmasi durumunda insiilin tolerans testine bagli kan
sekerinde olusan olast degisimi gozlemleyebilmek icin, FLEX-hM4D enjeksiyonlu
farelere 30. ve 60. dakikalarda sirastyla plasebo veya CNO ve Humulin® R Insiilin
intraperitonal enjeksiyonu yapildi. Yapilan oOl¢limler sonucunda, CNO verilerek
MCH néronlarinin inhibe edilmesinin, kan sekerini %47,89 (£ %1,85) seviyesine
diisiirdiigii tespit edildi. Bu deger plasebo verilen giinde %71,91 (+ %5,50) civarinda
kaldi. Gruplar arasindaki en belirgin farkliliklar 90. Dakikada (p<0,01) ve 120.
dakikada (p<0,05) 6l¢iildii Sekil (6.5.3.1).
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Sekil 6.5.3.1. MCH noronlarinin aktivasyonu durumunda insiilin tolerans testine
bagl kan sekeri ytlizdeleri

6.6. MCH Néronlarinin Sinaptik Inhibisyonu

MCH néronlarinin sinaptik baglantilarinin kalic1 olarak inhibe edildiginde olusacak
etkileri gozlemleyebilmek icin, kilolar1 birbirinin ayn1 ve ayni batindan dogan 15
adet erkek Pmch-cre fareye rAAV-FLEX-TetTox-GFP (n=10) ve rAAV-FLEX-GFP
(n=5) viriisleri bilateral olarak enjekte edildi. Farelerin enjeksiyon giinii viicut
agirliklart Olcilildi ve 14 gilin operasyon sonrasi bakima alindi. Bakim siiresinin
sonunda farelerin besin tiikketimi ve viicut agirliklar1 her giin, gilinlin ayni saatinde
olciildii. Bu dl¢iimler 5 hafta boyunca siirdiiriildii. Ol¢iimler boyunca tetanoz toksin
ile MCH néronlarinin sinaptik baglantilariin kesildigi grupta ciddi besin tiiketimi ve
viicut agirhgr distisi  gozlendi. Farelerin fizyolojik durumlarmin geriledigi
kaydedildi. FLEX-GFP enjekte edilmis kontrol grubunda besin tiiketimi ve viicut
agirhiginin olagan seyrettigi gozlendi. 35. giinlin sonunda FLEX-TetTox grubunun
besin tiiketimi 4,79 kcal (£ 0,63 kcal), FLEX-GFP grubunun besin tiikketimi 19,40
kcal (= 1,53 kcal) olarak o6l¢iildii (Sekil 6.6.1, a). FLEX-TetTox grubunun viicut
agirhigr 20,20 g (+ 0,83 g) seviyesine diiserken, FLEX-GFP grubunun viicut agirligi
gecirdigi operasyona ragmen bazal seviyesini koruyarak 26,22 g (+ 0,68 g) degerinde
kald1 (Sekil 6.6.1, b). Besin tiikketimi ve viicut agirligindaki farkliliklarin istatistiksel
olarak anlamli bir fark yarattig1 belirlendi (p<0,001). Grafiklerde -14. giin
operasyonun yapildigi, 0. giin ise operasyon sonrasi bakimin bitip Ol¢limlerin

basladig1 glinti gdstermektedir.
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Sekil 6.6.1. MCH noéronlarinin sinaptik baglantilarinin kalici olarak inhibe edildigi
grupta ve kontrol grubunda a) besin tiiketimi, b) viicut agirlig1 degisimi

35. giiniin sonunda farelere enerjinin %40’ini yagdan saglayan Ensure® 2 Cal Cilekli
yiiksek yagli, hedonik besin verilmeye baslandi. Her iki grup da 21 giin boyunca
sadece bu besinle beslendi. Besinin verilmeye baslandig1 Ilk giin, gruplarda dnemli
bir kilo ve besin tiiketimi artist gozlendi. FLEX-TetTox grubunun fizyolojik
durumunda iyilesme goriildii. 21 giiniin sonunda FLEX-TetTox grubunun besin
tiiketimi 18,86 kcal (£ 0,86 kcal), FLEX-GFP grubunun besin tiiketimi 19,78 kcal (+
3,56 kcal) olarak ol¢iildii (Sekil 6.6.2, a). Gruplar viicut agirliklar1 bakimindan
karsilastirildiginda, FLEX-TetTox grubunun bagil viicut artisinin, FLEX-GFP
grubunun viicut artigina gore ¢ok daha 6nemli oldugu anlasildi. 21 giiniin sonunda
FLEX-TetTox grubunun viicut agirlii ortalama 8.35 g artarak 28,55 g (+ 0,64 g)’a
yiikseldi. FLEX-GFP grubundaki viicut agirlig artis1 ise ortalama 3.45 g’da kalarak
29,65 g (£ 1,34 g)’a yiikseldi (Sekil 6.6.2, b).
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Sekil 6.6.2. MCH noéronlarinin sinaptik baglantilarinin kalici olarak inhibe edildigi
grupta ve kontrol grubunda hedonik diyet sonrasi (kesik cizgiler) a) besin
tilketimi, b) viicut agirligr degisimi
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8 haftalik 6l¢iimlerin sonunda fareler sakrifiye edildi ve viicutlarinda biriken yag
kiitleleri cerrahi diseksiyon ile alindi. Toplanan adipoz dokular tartildi ve toplam
viicut agirliklarma oranlart hesaplandi. FLEX-TetTox grubunun viicut agirhigir 8
haftalik deneyin sonunda 8.35 g artis gdsterdigi halde, yag kiitlesinin toplam viicut
kiitlesine oran1 %3,62 (£ %0,60) seviyesinde kalirken, FLEX-GFP grubunun viicut
agirlik artis1 3.45 g oldugu halde, yag kiitlesinin toplam viicut kiitlesine oran1 %6,10
(= %0,52) olarak olgiildii (Sekil 6.6.3). Gruplar arasindaki bu farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,001).
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Sekil 6.6.3. MCH noéronlarinin sinaptik baglantilarinin kalic1 olarak inhibe edildigi
grubun ve kontrol grubunun yag kiitlesinin viicut kiitlesine orani
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7. TARTISMA

Obezite milyonlarca kisiyi etkileyen ve her gegen yil, bir dncekine gore daha ciddi
oranlara ulasan global bir saglik sorunudur. Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine
gore, diinya niifusunun %65°1 obezite dliimlerinin, zayiflik 6limlerinden daha ¢ok
goriildiigli bolgelerde yasamaktadir. Bu durum, obezitenin goriilme sikligini her
gecen yil daha da arttirmaktadir (6). Obezitenin kardiyovaskiiler rahatsizliklar,
kanser, diyabet, hipertansiyon, c¢oklu organ yetmezlikleri gibi bir¢ok hastaliga
sebebiyet vermesi ve dolayli mortalite riskinin yiliksek olmasi sebebiyle, 6zellikle
modern toplumlarda bir an Once c¢oziime kavusmasinin hayati 6nem tasidigi
bilinmektedir. Mevcut tedavi yontemleri arasinda ilag tedavileri, diyetler, egzersiz
programlar1 ve cerrahi miidahaleler oldugu bilinmektedir. Ancak bu tedaviler
cogunlukla yetersiz kalmakta ve yan etkiler sebebiyle hayati tehlike tagimaktadir.
Obezitenin bu denli énemli bir saglik sorunu olmasi, farkli tedavi yontemlerinin

aragtirtlmasina ve gelistirilmesine duyulan ihtiyaci da arttirmaktadir (1).

Obezitenin baglica sebeplerinden biri besin tiiketimindeki dengesizliktir. Alinan
kalorinin harcanan kaloriden fazla olmasi kilo alimina sebebiyet vermektedir. Bunun
yant1 sira, yanlis besin tiikketimi de obezitenin ¢ikis noktalarindan biridir (29). Besin
tilketimi, her ne kadar fizyolojik temelli bir durum olsa da, yalnizca homeostatik
dengeyi korumaya katkida bulunmamaktadir. Hedonik beslenme, yani zevk igin
beslenme durumu, viicudun ihtiyact olmadig1 halde tiikettigi, genellikle yag, seker
gibi cezbedici igerikler bakimindan zengin besinlere duyulan ilgiyi arttirmakta ve
obezitenin ana nedenlerinden birini olusturmaktadir (30). Beyinde hedonik
beslenmeyi regiile ettigi bolgelerin varligir bilinmektedir. Mevcut c¢aligmalar,
tiiketilen cazip besinlerin beyinde niikleus akkumbens bolgesinde dopamin salinimin
arttirdigini ortaya koymustur (31). Dahasi, bir besinin hedonik degeri ne kadar ¢oksa,
niikleus akkumbens bolgesinde salinan dopamin miktarinin da o denli ¢ok oldugu
tespit edilmistir (14). Ancak bu bolgenin hangi baglantilar iizerinden hedonik

beslenmeyi kontrol ettigi heniiz tam olarak anlagilamamustir.
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Hipotalamusun, beyinde beslenme kontrolii sagladigi uzun yillardir bilinmektedir.
Hipotalamusta bulunan c¢ekirdekler ve alanlar aclik tokluk mekanizmasini regiile
etmekte ve istah kontroliinii saglamaktadir (32). Lateral hipotalamus bdlgesinde
yapilan elektriksel uyarim ile aktivasyon ve cesitli yollarla yapilan lezyon ile
inhibisyon caligmalari, bu bdlgenin oreksinerjik olduguna isaret etmektedir. Lateral
hipotalamus boélgesinin aktivasyonun besin tiikketimini ve kilo alimini arttirdigini,
inhibisyonunun ise istah1 kestigi, besin alimin1 durdugu ve anoreksiye sebebiyet
verdigi yapilan c¢aligmalarla ortaya konmustur (17, 18). Ancak bu ¢aligmalar tiim
lateral hipotalamus bolgesini kapsamakta ve bu bolgede bulunan farkli genetik

altyapilara sahip noron alt gruplarini géz ardi etmektedir.

Niikleus akkumbens bdolgesinin hedonik beslenmeyi hangi baglantilar araciliiyla
kontrol ettigi heniiz anlasilamamis olsa da, en giiglii hipotezlerden biri bu bolgenin
beslenme mekanizmasint regiile eden hipotalamus bolgesiyle baglantt halinde
oldugudur. Dolayisiyla bu tez c¢alismasinin amaci, niikleus akkumbens ve
hipotalamus arasindaki olas1 baglantilar1 ortaya ¢ikarmak ve bu baglantilarin istah

kontrolii ve hedonik beslenme iizerindeki etkilerini tayin edebilmektir.

Niikleus akkumbens bolgesinin afferent baglantilarini ortaya ¢ikarabilmek igin
yaptigimiz retrograd floresan boncuk enjeksiyonlarinda bu bolgenin lateral
hipotalamus, amigdala, medial habenula ve ventral tegmental alan boélgelerinden
afferent sinyal aldigini1 belirledik. Yama kiskaci ile bu bolgelerde bulunan
noronlardan aclik ve tokluk durumlarinda aldigimiz elektriksel spontan aktivite, bu
iki grup arasinda en anlamli farkliligin lateral hipotalamus bdlgesinde oldugunu
ortaya ¢ikardi. Bu durum, bu iki bolge arasindaki baglantinin énemini vurgulamakta

ve hipotezimize katkida bulunmaktadir.

Lateral hipotalamusta farkli genetik altyapilara sahip, melanin konsantre eden
hormon noéronlari, orexin noronlar1 ve yeni kesfedilmis Vgat noronlar1 olmak iizere 3
ndron popiilasyonu bulunmaktadir. Nacc bolgesine giden baglantilarin lateral
hipotalamus bdlgesinde hangi néron alt grubu tarafindan gonderildigini anlayabilmek

icin kirmiz1 floresan boncuk isaretli beyin kesitlerine immiinohistokimya boyamast
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yapildi. Nacc bolgesinin afferent baglantilarin MCH ndronlarindan geldigi gozlendi.
Bu baglantiy1 teyit edebilmek i¢cin Pmch-cre transgenik faresine intrakraniyal olarak
yaptigimiz rAAV-FLEX-GFP viriis enjeksiyonu, MCH noronlarindan Nacc
bolgesine efferent baglantilarin oldugunu dogruladi. Literatlir ¢aligmalari, MCH
ndronlarmin glikoz hassasiyetine sahip oldugu ve aktivasyon durumunda bu
noronlarin seker tiiketimini arttirdigini gostermistir (25, 26). Mevcut bilgi birikimi ve
Nacc ile MCH noéronlar arasinda tespit ettigimiz baglanti, bu noéronlarin hedonik

beslenmede rol oynayabilecegine isaret etmektedir.

MCH noronlarinin  hedonik beslenme aglarindaki roliinii belirleyebilmek igin
oncelikle bu noronlarin istah kontrolii iizerindeki etkisi bilinmelidir. MCH
noronlarinin akut beslenme mekanizmasini nasil etkiledigi heniiz anlasilamamistir.
Bu sebeple oncelikle MCH noronlarinin akut aktivasyon ve inhibisyon durumlarinda

olusan beslenme davranis1 degisiminin analiz edilmesi gerekmektedir.

Hipotalamusun farkli ¢ekirdekleri {izerinde uzun yillardir yiiriitiilen deneyler, lezyon
yaratarak, kalict hasar vererek ya da elektrik gibi cesitli uyarilarda bulunarak o
bolgelerin fonksiyonlarini tayin etmeyi hedeflemekteydi (4, 17, 18). Her ne kadar bu
caligmalar giincel bilgi birikimimizin temelini olustursa ve hipotalamus hakkinda en
genel bilgiyi sunsa da, tekniklerin oldukca invaziv olusu, kalict hasar vermesi ve
spesifik bilgi saglayamamasi bu caligmalar1 glinlimiize tagiyamamistir. Dolayisiyla
modern yontemlere duyulan ihtiya¢ da artmigtir. Kemogenetik manipiilasyonlar, geri
doniiglii, mesafeli, akut, invaziv olmayan ve en Onemlisi spesifik aktivasyon ve

inhibisyon saglayarak, bu konudaki a¢1g1 kapatmistir (27).

MCH noéronlarinin  fonksiyonlarmni karakterize edebilmek i¢in en modern
tekniklerden olan kemogenetikten faydalandik. intrakraniyal olarak enjekte edilen
rAAV-hSyn-FLEX-hM3D(Gq)-mCherry viriisii ile giindiiz ve gece dongiilerinde,
MCH nd6ron aktivasyonuna bagli besin tiikketimi degisimini gozlemledik. Genel
kanmin aksine, MCH noéronlarinin aktive olmasinin beslenme iizerinde bir etkisi
olmadigr gosterdik. MCH noéronlarinin aktive oldugu giinlerle, aktivasyonun

gerceklesmedigi giinlerde besin tiiketiminin ayni oldugunu tespit ettik.
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Bu noéronlarin kan sekeri {zerindeki fizyolojik etkisini belirleyebilmek igin
yaptigimiz glikoz tolerans testi ve insiilin tolerans testinde de, aktivasyonun kan
sekerini etkilemedigini ortaya koyduk. Bu bulgu, 2001 yilinda yapilan ve MCH
peptidinin agir1 ifade edildiginde insiilin toleransina sebebiyet verdigini gosteren

caligma ile tezat olusturmaktadir (23).

MCH néronlarini inhibe ettigimizde ise daha farkli bir davranis profili ile karsilastik.
16 saatlik a¢ligin ardindan MCH ndéronlarinin inhibe edilmesinin, uzun siireli aclik
durumuna ragmen besin alimimi baskiladigini tespit ettik. Bu veriyi gece dongiistinde
ad libitum beslenme durumunda da test ettik ve besin aliminin azaldigini her iki
durumda da gosterdik. MCH noéronlariin akut inhibisyonunun beslenme davranisini
baskilamas1 6zgiin nitelik tagimaktadir. Mevcut ¢aligmalar, MCH noronlarini gesitli
yollarla oOldiirerek fonksiyonlarini tespit etmiglerdir (33). Ancak, akut beslenme
lizerine yapilmis noronlara zarar vermeden ve geri doniislii bir c¢alisma

bulunmamaktadir.

MCH noéronlarinin inhibisyonunun kan sekeri iizerindeki etkisini glikoz tolerans testi
ve insiilin tolerans testine bagli olarak inceledik. Inhibisyon durumunda bu
noronlarin her iki testte de kan sekerinde dnemli 6l¢iide diisiise sebebiyet verdigini

gozlemledik.

MCH noronlarinin etkisini belirleyebilmek i¢in bu néronlarin sinaptik baglantilarin
intrakraniyal olarak yaptigimiz rAAV-FLEX-TetTox-GFP viriisii ile inhibe ettik.
Tetanoz toksin viriisii verilen grubu, kontrol grubu ile birlikte toplam 5 hafta besin
tiketimi ve viicut agirligi bakimindan test ettik. MCH noéronlarmin sinaptik
baglantilarinin inhibe edildigi durumda ciddi kilo kayb1 ve besin tiilketiminde azalma
kaydettik. Bununlar beraber fizyolojik durumlarinda gerileme ve hastalik durumu
gozlemledik. Bu durumun tesirini belirleyebilmek icin, gruplar 3 hafta siire ile yag
bakimindan zengin hedonik besin ile beslendi. MCH néronlarinda sinaptik
inhibisyonu yapilan grupta kontrol grubuna 6nemli 6l¢iide kilo alimi tespit edildi. 3

haftanin sonunda her iki grubun viicut agirliklar1 denklesti. Gruplarin yag kiitle
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yiizdeleri karsilastirildiginda, kontrol grubunun yag Kkiitlesinin, hizla kilo alan
inhibisyon grubunun yaklasik iki kati oldugu belirlendi. MCH nd&ronlarmin sinaptik
aktiviteleri engellendiginde, hedonik beslenme sirasinda ivmeli kilo alimina karsin,

daha az adipozite oldugu goriildii. Bu bulgular olduk¢a 6zgiin deger tasimaktadir.

Yapilan analizler ve kaydettigimiz bulgular Nacc bolgesi ve en yogun elektriksel
spontan aktivite veren lateral hipotalamus bdlgesinin hedonik beslenmeyi regiile
etmede baglantili olabilecegini isaret etmektedir. Lateral hipotalamus bdlgesinde
bulunan farkli genetik altyapilara sahip ndron popiilasyonlar1 arasindan melanin
konsantre eden hormon ndronlart direkt olarak Nacc bolgesine efferent baglanti
yapmaktadir. MCH nd6ronlarmin fonksiyonlari arastirildiginda, inhibisyonunun
beslenme mekanizmast ve istah kontrolii lizerinde etkisi oldugu anlagilmistir. Bu
noronlar inhibisyonu durumunda seker metabolizmasinda diizenleyici roldedir.
Sinaptik baglantilarinin  kesilmesi durumunda ise Oliime sebebiyet verebilecek
anoreksik faza gegise yol agmistir. Hedonik diyet ise kilo alimin1 arttirmis, ancak yag

kiitlesi olusumunu baskilamistir.
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8. SONUC

Lateral Hipotalamik Alan bolgesinde bulunan Melanin Konsantre Eden Hormon
ndronlar1 aktive edildiginde, giindliz dongiisii besin tiikketiminin degismedigi
belirlenmistir. Bu noronlarin besin tiikketimi {izerindeki etkisini arastiran bazi
caligmalarin aksine, manipiilasyon yapilmayan giinlerle ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda herhangi bir artis gozlenmemistir. Gece dongiisiinde ise durum
daha farklidir. MCH néronlarinin aktivasyonu, besin tiiketiminin yogun oldugu gece
dongiisii baslangicinda yapildiginda, zaten yiiksek olan besin tiiketiminin daha da

arttig1 tespit edilmistir.

Melanin konsantre eden hormon noronlarinin aktive olmast durumunda, glikoz ve
insiilin tolerans testlerine verdigi yanitlar incelenmistir. Kemogenetik aktivasyonun,
her iki testte de kan sekerinde degisime yol agmadigi bulunmustur. Beklenenin
aksine, MCH noronlar1 kemogenetik yoOntemlerle aktive edildiginde glikoz

hassasiyeti olugsmamustir.

MCH néronlarinin kemogenetik inhibisyonu, lezyon ve ablasyon g¢aligmalariyla
uyumlu sonuglar ortaya koymustur. Giindiiz ve gece dongiilerinde bu néronlarin
inhibisyonu, besin tiiketiminde azalmaya sebebiyet verdigi gdzlenmistir. Inhibisyon
grubu, gece ve giindiiz dongiilerinde manipiilasyon yapilmayan giinler ve kontrol

grubuyla karsilastirilmistir.

Glikoz ve insiilin tolerans testleri, MCH noronlarinin inhibe edildigi durumlarda
daha farkli sonuglar vermistir. MCH ndronlar1 kemogenetik yontemlerle akut olarak
inhibe edildiginde, glikoz ve insiilin tolerans testleri sonucunda insiilin hassasiyeti

gozlenmistir.

Akut inhibisyonun yani sira, MCH ndronlarinin sinaptik saliniminin engellendigi
durum da incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda, sinaptik salinimi engellenen
Pmch-cre transgenik farelerin, kontrol grubu farelerine gore besin tiiketimi ve viicut

agirhiginin 6nemli 6l¢iide azaldigr belirlenmistir.
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