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1. OZET

MELANIN KONSANTRE EDEN HORMON NORONLARININ iSTAH VE
ODUL REGULASYONUNDAKI ROLU

Istah ve 6diil algisi, fizyolojik birer durum olmanin yani sira, merkezi ve periferal
sinir sisteminde bulunan ¢ok karmasik sinirsel aglar tarafindan kontrol edilmektedir.
Hipotalamusta bulunan g¢ekirdek ve alanlarin, enerji homeostazin1 diizenledigi ve
odil algist yarattigr bilinmektedir. Lateral Hipotalamik Alan noral alt gruplarindan
olan ve oreksijenik oldugu diisiiniilen Melanin Konsantre Eden Hormon (MCH)
noronlar1, dnemli istah ve 6diill merkezleriyle sinaptik iletisim halinde bulunmakta,
fakat etkisi ve rolii heniiz bilinmemektedir. Bu ¢alismada, MCH noronlarinin akut
istah ve odiil regiilasyonu tizerindeki etkisi arastirilmistir. Pmch-cre transgenik
farelerin MCH néronlariin akut aktivasyonunun ve inhibisyonunun kisa siireli istah
tizerindeki etkisi incelenmistir. Elde edilen bulgular sonucunda, oreksijenik oldugu
diisiiniilen bu noronlarin, akut istahi baglatmakta ve siirdiirmekte yetersiz kaldig
belirlenmistir. Optogenetik ve kemogenetik metotlar ile test edilen lokomotor
aktivite diizeyinde bir farklilik saptanmamig; ancak MCH néron baskilanmasinin
anksiyolitik etkileri oldugu gozlenmistir. Odiil algisinin anlasilabilmesi i¢in, MCH
noronlarmin foto-uyarimi besin tiiketimi ile eslestirilmis; tiiketilen her besin igin
noral aktivasyon saglaninca besin tiiketiminin arttigi anlagilmistir. Deneyler
sonucunda bu noronlarin istahi etkilemedigi tespit edildiginden, gbzlemlenen artigin
MCH néronlariin tetikledigi 6diil algisindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
noktadan yola ¢ikilan deneylerde, besin veya post-oral bir ipucundan bagimsiz olarak
noral aktivasyonun oOto-uyarim olarak farelerin kontrole birakilmasinin, uyarim
oranlarini anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir. Sonug olarak, MCH néronlar1 akut
istah1 baslatma ve siirdiirmede yetersiz kalirken, bu néronlarin uyariminin post-oral

etmenlerden bagimsiz olarak 6diil algisini tetikledigi anlasilmistir.

Anahtar Kelimeler: Akut istah, kemogenetik, optogenetik, oto-uyarim, 6diil algisi



2. ABSTRACT

THE ROLE OF MELANIN CONCENTRATING HORMONE NEURONS IN
APPETITE AND REWARD REGULATION

Appetite and reward perception, besides physiological regulation, is controlled by
complex neural networks in central and peripheral nervous system. Nuclei and areas
in the hypothalamus are known to regulate energy homeostasis and create a sense of
reward. Melanin Concentrating Hormone (MCH) neurons of Lateral Hypothalamic
Area are thought to be orexigenic due to their synaptic communication with
important appetite and reward centers. Yet, the role of MCH neurons in appetite and
reward regulation remained known. In this study, the effect of MCH neurons on
acute appetite and reward regulation was investigated. The effect of acute activation
and inhibition of MCH neurons on short-term appetite was studied. The findings
demonstrated that MCH neurons, which were initially thought to be orexigenic,
remained ineffective in triggering or sustaining the appetite. Locomotor activities
and anxiety levels were tested with optogenetic and chemogenetic methods. No
difference was observed in locomotor activity, yet MCH neural inhibition exhibited
anxiolytic effects. In order to evaluate their role in reward mechanism, photo-
stimulation of MCH neurons was paired with food, where significant increase in
food consumption was detected. Since MCH neurons were found to be ineffective in
appetite control, this increase pointed out their rewarding characteristic upon
stimulation. Therefore, the post-oral cues were removed, and neural activation was
offered as self-stimulation. Interestingly, in the absence of a post-oral cue, the rate of
MCH neuron self-stimulation rate elevated significantly. Collectively, MCH neurons
are insufficient to initiate or maintain acute appetite, yet their activation triggers

reward mechanisms independent of post-oral cues.

Key words: Acute appetite, chemogenetic, optogenetic, reward mechanism, self-

stimulation



3. GIRIS VE AMAC

Son yillarda, sadece fizyolojik bir durum oldugu diisiiniilen istah ve beslenmenin,
aslinda ¢ok karmasik sinirsel aglar tarafindan kontrol edildigi fark edilmis ve
calismalar bu alana yonelmistir. Simdiye kadar aglik ve tokluk regiilasyonu yapan ve
odiil algis1 yaratan pek ¢ok sinirsel ag desifre edilmis olsa da, merkezi ve periferal
sinir sistemlerinin enerji homeostaz1 iizerindeki rolii tamamiyla anlagilamamaistir.
Istah kontrolii ve 6diil algisinin sinir sisteminde birden fazla merkez tarafindan
yonetiliyor olmasi ve sinirsel aglarin birbirleriyle olan baglantilarinin karmasikligi,

bu alanda yapilan g¢alismalarin 6nemini arttirmaktadir (1, 2).

Merkezi sinir sistemi, organizmanin enerji durumunun algilanmasinda ve kontrol
edilmesinde anahtar rol oynamaktadir (3). Hipotalamus bolgesinde bulunan bir¢ok
cekirdek ve alanin, beslenme ve enerji homeostazin1 diizenledigi anlagilmistir. Bu
sebeple, merkezi sinir sisteminin istah kontrolii gérevindeki en dnemli mediatoriin,
hipotalamus boélgesi oldugunu sdylemek miimkiindiir. Hipotalamus bdlgesinde yer
alan bazi ¢ekirdek ve alanlarin aferent ve eferent projeksiyonlari, organizmanin aglik
ve tokluk kontroliinii saglamakla kalmayip, besinlere kodlanan &diil degerini de

degistirmektedir (4).

Lateral Hipotalamik Alan (LHA), bir¢ok farkli hiicre popiilasyonunu bir arada
bulundurmasi, oldukca heterojen bir bolge olmasi ve ¢ok sayida sinirsel aglara sahip
olmas1 sebebiyle bu aglik-tokluk merkezinin en énemli alanlardan biri olarak kabul
edilmektedir. LHA, karmasik intra-hipotalamus projeksiyonlarinin yani sira, merkezi
sinir sisteminin farkli bolgeleriyle de iletisim halindedir. Biitiin bu 6zellikler, Lateral
Hipotalamus bolgesinin akut istah kontrolii ve 6diil algis1 olusumundaki roliine igaret

etmektedir (5, 6).

LHA bolgesinde farklt néron alt gruplari bulunmaktadir. Melanin Konsantre Eden
Hormon (MCH) néronlari, LHA sinirlan igerisinde, olduk¢a genis yer kaplayan bir
hiicre popiilasyonudur. Merkezi sinir sistemi boyunca yaygin bir projeksiyon agina

sahiptir. Kritik istah kontrol ve 6diil regiilasyonu yapan merkezler ile baglantilar



yapmaktadir. Bunun yani sira, MCH reseptorleri merkezi sinir sisteminde boyunca

oldukga yaygin bir sekilde ifade edilmektedir (7).

Lateral hipotalamik Alan biinyesinde bulunan Melanin Konsantre Eden Hormon
ndronlarinin, enerji homeostazi, 6diil ve uyku-uyaniklik diizenlemesinde rol oynadigi
uzun siiredir bilinmektedir. MCH noronlarinin intraserebroventrikiiler (i.c.v.)
inflizyonu, gida aliminda akut bir artisa neden olmakta ve uzun siireli infiizyonu kilo
alimimi desteklemektedir (8). Genetik olarak MCH peptidinin asir1 ifadelendigi fare
modellerinde, kilo artis1, insiilin direnci ve artan hiperfajik davranis tespit edilmistir.
Pmch geninin asir1 ekspresyonu ise artan besin tiiketimine bagli kilo alimina neden

olan kritik faktorlerdendir (9).

Ote yandan, MCH reseptor antagonistleri anti-obezite etkisine sahiptir (8, 10, 11).
MCH peptidinin veya reseptoriiniin genetik olarak ablasyonu, zayifliga ve yiiksek
yagli diyetle indiiklenen obeziteye dirence neden olur (9, 12-14). Benzer sekilde,
MCH noéronlar1 ablasyonlu olan fareler, gelismis bir glikoz toleransi ve geg

baslangicli zayiflik sergilemektedir (15, 16).

Mevcut literatiirdeki tiim bu bulgular Dbirlikte degerlendirildiginde, MCH
noronlarinin beslenme davranigini diizenleyen tipik oreksijenik bir néropeptit gibi
davrandigi distiniilebilir. (17). Fakat yapilan tiim ¢aligmalar, genetik olarak MCH
noronlarmin ~ manipiilasyonlarini kapsadigindan, farkl kompensatuvar
mekanizmalarin devrede olabilecegi diisliniilmektedir. Dolayisiyla, bu ndronlarin

akut istah kontroliindeki rolii tam olarak desifre edilememistir.

MCH noéronlarinin istahi etkileyebilecegi mekanizmalar net olmasa da, homeostatik
ihtiyaglarin 6diil fonksiyonu ile iliskilendirilmesi iizerine bir rol dnerilmistir (17-21).
Yapilan ¢alismalarda, glikozun ex vivo MCH néronal aktivitesini arttirdigr (22, 23)
ve bu aktivasyonda periferik glikoz homeostazinin yani sira 6diil fonksiyonunda da
rol oynadigi ileri siiriilmektedir (21, 23, 24). Buna ragmen, MCH néron aktivitesinin
odiil algisini etkileyip kisa vadeli istah1 akut bir sekilde degistirip degistiremeyecegi

acik degildir. MCH noron uyariminin, besinlerin veya post-oral ipuglarindan



bagimsiz etmenlerin 6diil algisina yaptigi katki net degildir. Bunun temel sebebi ise
manipiilasyonlarin ¢ogunun, MCH noéronlarinin konjenital ablasyonlarini, eksprese
edilen genleri veya MCH reseptorii agonistlerinin ve antagonistlerinin farmakolojik
uygulamasini igermesidir. Cok az galisma, organizmaya ve stimiilasyon zamanina
bagli olarak degisken sonuglar veren MCH néronlarinin elektriksel aktivite
degisikliklerinin roliinii ele almistir (21, 23, 25). Bununla beraber, inhibisyonun akut

etkisi hentiiz bildirilmemistir.

Bu tez ¢alismasinda, kombine optogenetik ve kemogenetik yontemler kullanarak,
akut MCH noronal aktivite manipiilasyonlariin davranissal ve fizyolojik etkilerinin;
bagka bir deyisle MCH ndronlarin akut istah ve 6diil regiilasyonu iizerindeki
etkisinin arastirilmast amaglanmistir. MCH ndron aktivasyonu ve inhibisyonunun,
akut istah tizerindeki roliiniin desifre edilmesi ve bu noéronlarin enerji harcamasi,
lokomotor aktivite ve anksiyete seviyesindeki etkilerinin anlagilmasi hedeflenmistir.
Son olarak, MCH néronlarmin 6diil algisina yaptigi katki ve bu katkinin oral veya

post-oral bir ipucuna bagimli olup olmadiginin degerlendirilmesi amaglanmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Beslenmenin Hipotalamik Kontrolii

Merkezi sinir sistemi, i¢ ve dis uyaranlara yanit olarak aclik-tokluk duygusunu
olusturmaktan ve gida alim davranislarini kontrol etmekten sorumludur (26). Yapilan
calismalar, obezite patogenezinde yer alan merkezi siiregleri anlamak ve potansiyel
ilag hedeflerini belirlemek icin, hipotalamik fonksiyonlar1 anlamaya odaklamustir.
Son yillarda, besin tliketimi, enerji harcamasi, 6diil algisi, lireme, cinsel davranis,
saldirganlik, sosyal davranis ve termoregiilasyon gibi bir¢ok davranis ve fizyolojik
adaptasyonun kontroliiniin, hipotalamik modiilasyonlar1 tarafindan gergeklestigi
anlasilmistir (27-30).

Merkezi sinir sistemi, organizmanin enetji durumunun hissedilmesinde ve kontrol
edilmesinde anahtar rol oynar (3). Hipotalamus, beslenme ve enerji homeostazini
sagladig1 igin, merkezi sinir sisteminin kritik diizenleyicilerindendir. Hipotalamus
bolgesinde bulunan Arkuat ¢ekirdek (ARC), beslenme ve metabolizmanin
diizenlenmesinde kritik 6neme sahiptir. ARC, “gecirgen” kan-beyin bariyerine yol
acan kapilerlere sahip olan median eminens (ME) bolgesine yakin yer almaktadir.
ME, periferal hormon ve besin sinyallerinin tasinmasini ve bunlarin ARC noronlari
tarafindan taninmasini saglar (31). Bu sayede ARC periferal dolasimdaki hormonal
ve besinsel metabolik sinyalleri algilayarak koordine bir geri besleme tepkisi verir.
Arkuat ¢ekirdek, yogun sinirsel aglar araciligiyla Lateral Hipotalamik Alan (LHA),
Paraventrikiiler Hipotalamik Cekirdek (PVN), Dorsomedyal Hipotalamus (DMH) ve
Ventromedial Hipotalamus (VMH) bolgeleri ile baglantili halde bulunmakta,
dolayisiyla bu bolgelerin de aglik — tokluk mekanizmalarinda etkili olduguna isaret
etmektedir (26).

ARC bolgesi ile diger hipotalamik bolgeler ile baglanti halinde oldugunun
bulunmasinin ardindan, caligmalar bu bolgeler {izerinde yogunlagmistir. Farkli
hipotalamik bolgelerin islevlerini tayin edebilmek igin lezyon ¢alismalar1 yapilmustir.

Yapilan c¢alismalarda hipotalamik bolgelerin zit yonlerde aglik — tokluk kontrolii



yaptigin1 gostermistir. Buna gore, LHA bdlgesinin islevsizlestirilmesi veya
lezyonlarinin, hipofajik, zayif bir fenotipe yol acar. Bu durum LHA bélgesinin gida
almin1 tetikleyici roliinii vurgulamaktadir (32). Ote yandan, PVN bdlgesinin
islevsizlestirilmesi veya ¢ikarilmasi asir1 yeme ve obeziteye yol agmakta, dolayisiyla
bu bolgede bulunan ndronlarin besin tiiketimini baskilayici etkiye sahip oldugu
anlasilmaktadir (33). VMH bolgesi ortadan kaldirildiginda hiperfaji ve obezite (34),
DMH bolgesi ortadan kaldirildiginda ise hipofaji ve zayif fenotip (35) goriilmektedir.
Fakat, bu calismalarda yapilan manipiilasyonlar, tiim hipotalamik cekirdek veya
alanda lezyon yapmak tlizerine kuruludur. Dolayisiyla bu c¢aligmalar, incelenen

hipotalamik bdlgelerde bulunan néronlarin islevlerini agiklamada yetersiz kalmistir.

Ilerleyen zamanlarda yapilan calismalarda, arkuat ¢ekirdekte, oreksijenik (istah
arttirict) AgRP/NPY noronlari ve anoreksijenik (istah baskilayici) POMC néronlari
olmak tizere fonksiyonel olarak birbirine antagonist iki farkli néron tipi bulundugu
gosterildi (36). Zit beslenme davranislarini regiile etmek igin kendi ndron alt
gruplarini barindiran arkuat ¢ekirdek i¢indeki bireysel noronlarin kesfedilmesiyle
(37, 38), hipotalamik beslenme ve tokluk merkezleri fikri giincelligini yitirdi.
Hipotalamik c¢ekirdek ve alanlarin beslenmeyi diizenledigi diisiincesinin yerini, zit

etkili beslenme ve tokluk noronlar: aldi.

4.2. Beslenme Mekanizmalarinda Hipotalamik Noron Alt Gruplar:

Arkuat cekirdek biinyesinde, beslenme regiilasyonu bakimindan birbirleri ile zit
fonksiyonlart olan AgRP ve POMC noéronlarinin kesfi sonrasi, c¢alismalar

hipotalamik ndron alt gruplarina yonlendi.

Gida alimini takiben, POMC kiarpilarak a-melanosit-stimule eden hormona (a-MSH)
dontistiiriilir. o-MSH ise PVN bolgesindeki néronlar da dahil olmak iizere yolagin
altindaki néronlarda melanokortin 3 ve 4 reseptorlerini (MC3/4) aktive eder ve bu
sayede gida alimi azalir, enerji harcanimi ise artar (39). Her ne kadar MC4R
ekspresyonu beynin farkli bolgelerinde yaygin dagilim gosterse de (40, 41),
hipotalamusta en yiiksek MC4R ekspresyonu PVN bolgesinde bulunur (42, 43). Bu



durumla tutarl bir sekilde, fare ¢alismalarinda MC4R’nin 6zellikle PVN bdlgesinde
ortadan kaldirilmasinin glukoz homeostazindaki bozulmalara ek olarak hiperfaji ve
azalmis enerji harcanimimin sonucunda obeziteye yol agtigi gosterilmistir (44, 45).
MC4R aktivasyonunun gida alimmin diizenlenmesinde, beyin-kékenli norotropik
faktor (BDNF) (46, 47), kortikotropin-salgilatict hormon (CRH) (48) ve tirotropin-
salgilatict hormon (TRH) (49, 50) gibi alt mediatorlerin bulundugu diisiilmektedir.
Her ne kadar gida aliminin hipotalamik melanokortinerjik néronlar tarafindan sabit
bir sekilde baskilandigi diisiiniilse de (51), MC4R aktivasyonu, sempatik sinir
sisteminin aktivitesini arttirarak kahverengi adipoz doku aktivasyonuna yol agmak
suretiyle enerji harcanimini yiikseltir (52, 53). POMC noéronlarin 6zellikle LHA,
PVN, DMH ve VMH bélgelerinde bulunan ikinci-derece néronlara uzanim yaparlar.
Bu ikinci derece ndronlar, alinan bilgiyi isleyerek hipotalamus disinda bulunan ve
karmagik bir trafige sahip farkli sinir aglarina iletir. Dolayisiyla, enerji alimi ve

harcanimi olarak cevap olusmasini saglarlar (54).

Aclik durumunda AgRP/NPY néronlart uyarilir (55) ve bu ndronlar ayni anda NPY
ve AgRP salgilarlar. NPY, NPY Y1 (56) ve Y5 (57-59) reseptorlerini aktive ederek
dogrudan gida alimini uyarir (60, 61). Ayrica NPY Y 1-reseptorii araciligiyla PVN ve
beyin kokiinde tirozin hidroksilaz ekspresyonunun diismesini saglayarak kahverengi
adipoz dokusuna giden sempatik uyarimin, dolayisiyla da aktivitesinin azalmasina
yol acar. Bu sayede enerji harcanimimi azaltir (62). PVN bolgesinde bulunan
noronlar, periferal organlara sempatik sinyal akisini diizenler (63) ve bir dizi
diizenleyici noropeptit salgilar (64). PVN noéronlari beslenmeyi destekleyen LH
ndronlarindan inhibe edici innervasyon alirken POMC ve AgRP / NPY néronlari
VMH ve PVN gibi diger hipotalamik c¢ekirdeklerden aktiflestirici glutamaterjik
geribildirim girdisi alir, ve bu da gida alimini diizenleyen ince ayarlanmis bir yanitla
sonuglanir (65). LHA, ARC"°MC ve ARCA9P noronlarindan giiclii girdi alir ve her
iki néron ve bunlarin peptitleri, LHA nodronlarindaki ndronal aktiviteyi modiile
edebilir (66, 67).



4.3. Lateral Hipotalamik Alan

Lateral hipotalamik alan (LHA) birgok farkli hiicre popiilasyonunu igeren biiyiik ve
heterojen bir bolge olup, hipotalamusun diger bolgelerle en ¢ok baglant1 barindiran
alanidir. Bu durum, LHA’nin ig¢sel ve digsal bilgi alimin1 kolaylastirarak biligsel,

iskelet motor, otonomik ve endokrin fonksiyonlarda gorev almasini saglar (68).

Preoptik alanin posteriorunda ve ventral tegmental alanin anteriorunda yer alan
LHA, sinir sistemi boyunca yaptig1 uzanimlar sayesinde cesitli biligsel ve fizyolojik
stirecleri kontrol etmekte 6nemli bir rol oynar. LHA nin fizyolojik siire¢leri kontrol
etmedeki rolii, 1940’lardaki lezyon ¢alismalarindan sonra dikkat ¢ekmeye
baslamistir (69).

LHA ndronlari, hipotalamusun en biiyiik néronlaridir ve bu noronlar arasinda beyin-
omurilik ekseni boyunca uzanim yapan oreksin néronlari ve melanin konsantre eden
hormon ndoronlart basi ¢eker. LHA, hipokampal yapi, amigdala, bazal gangliyonlar,
talamus, orta beyin, pons, beyin sapi, omurilik ve hipotalamusun bir¢ok farkli hiicre
popiilasyonuna uzanim yapmaktadir. LHA aferentlerinin ise, prefrontal/orbitofrontal,
insular ve koku alma korteksi, amigdala, hipokampal yapi, niikleus akumbens
kabugu ve beyin sap1 gibi farkli kortiko-limbik yapilardan koken aldig1 gosterilmistir
(59, 70-74).

4.3.1. Lateral Hipotalamik Alanin Istah Regiilasyonu

LHA’y1 hedef alan lezyonlarin beslenme ve i¢me davranislarini baskiladigini
gostermistir (69). Norepinefrin ya da dopamin igeren katekolaminerjik liflerin
kimyasal lezyonlarla hasara ugratildigi sonraki c¢aligmalarda, medyan ©6n beyin
demetindeki bu gecis liflerinin beslenme ve igme davranisini kontrol eden 6nemli
regilatorler oldugu gosterilmistir. LHA somatasim1 ortadan kaldiran fakat gecis
liflerini hasarlandirmayan kimyasal lezyonlar beslenme ve igme eylemlerini

baskilamaktadir (70, 75, 76). Kemirgenlerde LHA’nin elektrik araciligiyla



uyarilmasini hedef alan c¢alismalar, bu bdlgedeki elektriksel aktivitenin farkli

beslenme davranislarini tetikledigini gostermistir (72-74).

Lateral Hipotalamik Alanda, homeostatik ve hedonik beslenmede zit rollere sahip
uyarici glutamat (LHA9Y#M) ve inhibe edici GABA (LHAC®ABA) ngronlarinin genis

ACGABA ngronlar, gida alimmi tesvik ederken (1),

dagilimlar1 mevcuttur (2). LH
LHA@™a h5ronlary, gida alimini inhibe eder (77). LHA®ABA noronlari, istah agici
veya tiiketici beslenme davraniglar sergileyen ayri noronal popiilasyonlardan olusur
(1). Hipokretin/oreksin (Hcrt/ox) (LHARS®) ifade eden noronlar uyarilma ve besin
odiil algist (78) ile iliskilendirilmistir. Lateral habenula bolgesine projeksiyon yapan
LHAI®M n5ronlari, beslenmeyi bastirir ve isteksizligi tesvik eder (79). Bu nedenle,
LHAJU®M n5ronlar beslenmeyle ilgili aktivasyon modellerine dayali olarak noronal
alt gruplara ayrilabilir. LHA tipik olarak hipotalamik sinyallerin bir entegratorii

olarak goriiliir, ancak igtah ve besin tiiketimi ile iliskili ndronlarin yogunlugu, LHA

seviyesinde daha fazla néronal besleme devrelerinin varligina isaret eder.

4.3.2. Lateral Hipotalamik Alan Kontroliinde Odiil Algist

LHA’nin beyin 06diil sistemindeki rolii, esas olarak kemirgen c¢alismalarinda
intrakraniyal olarak kendi kendini uyarma yoluyla gosterilmistir. Deney
hayvanlarinin 6diillendirici LHA elektriksel uyarimini almak igin, isteyerek harekete
gectigi saptanmustir (72-74). LHA oto-uyarimimnin ddiillendirici etkisi, bilyiik 6lgiide
dopamin ve opioid sistemlerinden etkilenir. Ciinkii bu sistemlerdeki tahribatin kendi
kendini uyarma davranigini bastirdigit veya bozdugu gosterilmistir (72-74).
GABAerjik noéronlar, bir o6diiliin verilmesini 6ngdren ipuglarina yanit vermeyi
ogrenmede de 6nemli bir rol oynar. Ogrenme, 8diil siirecleri ve beslenme davranist
icin ¢ok 6nemli oldugu bilinen ve dopamin ndronlar1 agisindan zengin bir merkez
olan ventral tegmental alan (VTA), LHAmin GABAerjik ndronlarindan da
projeksiyonlar alir (80).
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Lateral Hipotalamik Alan smirlarinda yapilan elektriksel oto-uyarim sonucu
gbzlenen 6diil algisin1 anlamayabilmek i¢in, LHA bolgesinde bulunan farkla néron

alt gruplarimi incelemek gerekmektedir.

Her iki LHA popiilasyonu, VTA bolgesine yaptigi projeksiyonlart ile &diil algisi
bakimindan degerlendirilmelidir. LHA®ABA> VTA aferentleri VTAYP3M" nsronlarmi
(VTACABA inter-noronlarinin  disinhibisyonu ile) uyarirken, LHA9Y®M > \/TA
aferentleri VTAYP™N nsronlarmi (VTACABA inter-ngronlarini uyarimi ile) inhibe
eder (80). LHAYUEM  psronlar, lateral habenula yoluyla gida aliminin
inhibisyonuna aracilik eder. Dolayisiyla beslenmeyi ve o6diil algisinin kattigi
degerleri modiile eden ve muhtemelen bagimsiz etkili devrelerin varligin1 destekler

(79).

LHACABA nsronlari, uzun formlu leptin reseptorii (Lepr), norotensin (Nts) ve galanin
eksprese eden noronlardan olusur ve bunlarin tiimii, LHAHCOreksIn n5ronlarmi ve 6diil
algisin1 innerve eder ve yiyecek odiili (7, 81, 82). Nts ve galanin bircok LHA
noronunda birlikte eksprese edilir (68). LHAN® noronlar1 VTA'y1 innerve ederken,
LHAgG™ " noronlar1 lokus coeruleus'n (LC) innerve eder (81, 82). LHA%:nn
néronlarmin aktivasyonu, LHA®ABA noronlarinin aktivasyonuna benzer sekilde besin
odiil degerini artirmak icin yeterlidir. LHA%"®" ngronlari, metabolik beslemeyi
etkilemeden hedonik beslemeyi arttirabilir (83). LHY® noéronlarmin aktivasyonu,
metabolik gida alimini baskilar, ancak hedonik beslenme {izerinde etki gosteremez
(84).

4.4. Melanin Konsantre Eden Hormon Noronlari

Melanin konsantre eden hormon (MCH) néronlart merkezi sinir sistemi boyunca
uzanim yapar Ve MCH reseptorleri beyinde yaygin ekspresyon gostermektedir. MCH
reseptor ekspresyonu, Ozellikle orbitofrontal, prelimbik, sensorimotor, motor ve
piriform korteks, koku alma yollari, niikleus akkumbens kabugu, striatum,
hipokampiis, locus coeruleus ve NTS basta olmak iizere korteks boyunca yiiksek

gozlenir (85, 86).
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Melanin konsantre eden hormon, 165 amino asitlik preprohormondan kodlanan 19
amino asitlik halkasal bir peptittir (87). MCH noéronlarinin bir¢ok davranigla
baglantili oldugu gosterilmistir. Karsilastirma yapilan biitiin memeli MCH amino asit
sekanslart ayni ¢ikmistir. Dolayisiyla hayli korunmus bir proteindir. Bunun yaninda
alternatif kirpilan preproMCH peptitleri iki g¢esit daha peptit iretir; néropeptit E-I
(NEI) ve noropeptit G-E (NGE) (88).

Bazi MCH néronlari, GABA (glutamatik asit dekarboksilaz; GAD67) belirtegleri
ifade ederken, digerleri glutamat (Vglut2) belirtecleri ifade eder (86). Bu durum,

MCH néronlarinin inhibitor ve aktivator alt kiimelerden olustugunu géstermektedir.

4.4.1. MCH Néronlarinin Enerji Homeostaz1 ve Odiil Algisindaki Rolii

MCH néronlar1 beslenme ve uyku-uyaniklik dengesinin diizenlenmesinde rol oynar.
MCH peptidinin intraserebroventrikiiler enjeksiyonlarin kemirgenlerde beslenmeyi
ve viicut agirh@int gosterilmistir (8). Yapilan genetik ¢alismalar, MCH peptidinin
asirt ekspresyonunun hiperfaji ve obeziteye yol agtigini ortaya koyarken, MCH
noronlart veya MCH peptidi olmayan fareler hipofajik ve zayiftir (14, 15). MCH
infuzyonu veya MCH peptidinin genetik olarak asir1 ifadelendigi deneylerde, insiilin

direnci, obezite, besin tiikketimi ve yag kiitlesinde artis gozlenmistir (8).

Obez bireylerin genetik analizi MCH ve MCH reseptorlerinin farkli varyantlarini
ortaya ¢ikartmistir. Fakat zayiflik ya da obezite ile hangi farkliliklarin iliskili oldugu
kesin bir sonuca vardirilmamistir. Bir iliskilendirme ¢alismasinda, erken onset ciddi
obezite ve hiperfaji Oykiisii olan 106 bireyde MCHRI1’in iki missense varyanti
tanimlanmistir: Y181H ve R248Q. Bunlarin ikisi de, 192 kisilik normal agirlikli
kontrol grubunda bulunamamistir. R248Q, iki jenerasyonda obezite ile beraber
ilerlerken, Y181H varyantiyla ilgili aile datasina ulagilamamigtir. R248Q varyantinin
fonksiyonel cevabmma bakildigi zaman  konstitiitif — aktivasyon, cAMP

sinyalizasyonunda bir degisiklik veya ligand hipersensitivitesi saptanmamustir (89).
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Yapilan in vivo ¢alismalar merkezi sinir sisteminin yonettigi, enerji homeostazisi,
uyku ve uyaniklik ve duygusallik dahil bazi fizyolojik siireglerin, MCH peptitleri
tarafindan yonetildigi gostermistir (90-92). Az ¢alisilmis olsa da, MCH peptidinin
rolii, bagirsak ve pankreatik islet fonksiyonu gibi periferi dokularda da gosterilmistir
(93, 94). Norobiyoloji, kemirgen genetigi ve kemirgen farmakoloji ¢aligmalart MCH
peptidinin ve MCH reseptdriiniin viicut agirligini regiile ettigini gostermistir (95, 96).
Bu bilgiye dayanarak, birgok farmakoloji ¢alismalar1 obeziteyi tedavi etmek amach
MCHRL1 antagonisti gelistirmeyi amaglamistir (96). Simdiye kadar birkag MCHR1
antagonisti saptanmis olsa da, klinik ¢aligmalarda obeziteyi engelleyen etkili bir
bilesik saptanamamistir. Etkili bir tedavinin bulunamamis olmasinin MCHIR
yolaginin tam olarak tesirinin olmamasindan m1 yoksa giivenli, tolere edilebilecek ve
yiiksek tesirli ve farmakodinamik o6zellikleri olan bir bilesigin daha iiretilememis

olmasimdan m1 oldugu tam olarak bilinmemektedir.

MCH peptit ve ndoronunun enerji homeostaz1 {lizerindeki etkilerini arastiran bir
caligmada, ataksin-3 ile noron ablasyonu yapildi ve MCH néron aktivasyonunu
susturuldu. Bu farelerde, gelisim boyunca Promch geni mevcutken, yasamin ilk
birka¢ haftasinda MCH noronlarin %60-70'i dejenere oldu (15). MCH ablasyonlu
fareler 7 haftalik olduktan sonra, diisik viicut agirhigi, baskilanmig boy uzamasi,
diisiik yag kiitlesi, yagsiz kitle ve leptin seviyeleri gelistirdi (15). Bu farelerde
zayiflik, hipofaji ve artan enerji harcamasi gozlendi. Leptin eksikligi olan ob / ob
farelerde, Promch veya MCH noéronlarin kaybi obeziteyi, diyabeti ve hepatik
steatozu iyilestirdi. Bu durum MCH noronlarinm leptin eksikligine verilen yanitin

onemli bir aracist oldugunu diistindiirmektedir (15, 97)

MCH néronlar glikoza duyarlidir; hiicre dis1 glikoz seviyeleri yiikseldiginde artan
aktivite gosterir (22, 24). MCH noronlari, dopaminerjik néronlarin bulundugu
striatum ve orta beyindeki 6diil merkezlerine yogun projeksiyonlar gonderir. Ek
olarak, MCH noronlari, dopaminerjik noronlarin bulundugu striatum ve orta
beyindeki 6diil merkezlerine yogun projeksiyonlar gonderir. MCH ndronlar ile 6diil
cekirdekleri arasindaki bu giiclii anatomik baglanti ve ayrica MCH ndronlarinin
glikoz seviyelerini algilamasi, bu hipotalamik néronlarin sakarozun o6diil degerini

aktarmada bir rol oynayabilecegine isaret etmektedir (21).
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Mevcut literatiire géore, MCH noronlari, glikoz algilama ve seker 6diilii arasinda
temel bir baglanti gérevi goriir. Yapilan ¢alismalar, MCH néronlarinin 6diil degeri
yiiksek, dogal hedonik besinlerin, yapay hedonik besinlere tercih edilmesini saglayan
noronal devrelerin 6nemli bir bilesenini olduguna gostermektedir (21, 22).
Dolayisiyla, MCH néronlarina bagli glikoz hassasiyetinin, o6dil degeri tasidigi

disiiniilmektedir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Materyal

Tablo 5.1.1. Yapilan Deneylerde Kullanilan Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar

Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar Marka Uriin Kodu
anti-MCH primer antikoru Phoenix Pharmaceuticals  H-070-47
Anti-cFos primer antikoru Cell Signaling 2250

Keci anti-tavsan IgG (H+L) Alexa Fluor® Life Technologies A11008

488 (Thermo Scientific)

Keci anti-tavsan IgG (H+L) Alexa Fluor® Life Technologies A21070

633 (Thermo Scientific)

Ke¢i Serumu Sigma-Aldrich G9023

LB Agar Biomatik A8523-500G
LB Broth Biomatik A8523-500G
Kontrol ve transgenik primerler Sentegen

rAAV plazmitleri Addgene

293AAV hiicre hatt1 Cell BioLabs AAV-100
Sodyum Piriivat (C3H3sNaO3) Sigma-Aldrich P5280
Ethanol Sigma-Aldrich 46139
Glasiyal Asetik Asit Sigma-Aldrich 537020
Agaroz Sigma-Aldrich A9539
Glutamax-I Gibco 35050-061
Paraformaldehit Sigma-Aldrich 15127

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
EndoFree Plasmid maxi kit Qiagen 12362
D-Sorbitol High Purity Sigma-Aldrich BMA2450
SafeView Alfagen G108

Gel Loading Dye Purple (6X) NEB B7024 S
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Taq PCR Kit NEB E5000 S
Fluoromount Mounting Medium Sigma-Aldrich F4680
Triton X-100 Sigma-Aldrich X100
Clozapine N-Oxide Enzo LifeSciences BML-NS105
Klozapin

Siikroz Sigma-Aldrich 0389
Dekstroz Sigma-Aldrich D9434
Sodyum Askorbat (CsH7NaOg) Sigma-Aldrich PHR1279
Opti-MEM Reduced Serum Medium Life Technologies 51985-034
Tablo 5.1.2. Yapilan Deneylerde Kullanilan Geregler

Kullamilan Gerecler Marka Uriin Kodu
Coulbourn Metabolik Kafesleri Harvard Apparatus

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 tiipleri Isolab 123.01.002
ChemiDoc™ MP System BioRAD

Calkalayict Benchmark Scientific BR2000
dH>0O Cihaz Millipore ZRQSVP8W
Ear Tag Harvard Apparatus 52-4717
Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube Sigma-Aldrich 2666505
Manyetik Karigtirict Benchmark Scientific H400HSB
Multi-Therm Calkalayici Benchmark Scientific H5000-HC
pH metre Isolab pH7110
PowerPac™ Universal Power Supply BioRAD 1645070
Santrifiij Orto Alsera Biocen 22R
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Spectrometre cihaz
T100™ Thermal Cycler
Tart1

Ultrasonikator

Vorteks

Konfokal Mikroskop
Konfokal Mikroskop
Vibratom

Mikropipet Cekici
Stereo Mikroskop

BioRAD

BioRAD

Ohaus Explorer
Bandelin Sonarex
Benchmark Scientific
Zeiss

Zeiss

Leica

Sutter Instruments

Zeiss

1861096
EX124-US

BV1000
LSM-780
LSM-800
VT1000S
P-1000

Discovery V8
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5.2. Metot

Bu tez calismasinda, polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile genotipleri tayin
edilerek Pmch-cre transgenik fareler kullanildi. Piirifiye edilmis rekombinant adeno-
asosiye viriisler iiretildi. Intrakraniyal enjeksiyon teknigi ile beynin Lateral
Hipotalamus bolgesinde bulunan Melanin Konsantre Eden Hormon néronlarinda
tdTomato, hM3D, hM4D ve ChR2-cre genleri tasiyan adeno-asosiye virlis
transdiiksiyonu gerceklestirildi. Lateral Hipotalamik alanda bulunan bu néronlarin
uyariminin ve inhibisyonunun istah kontrolii {izerindeki etkisi kemogenetik ve
optogenetik yontemlerle incelendi. Bu noronlarin uyarimi elektrofizyolojik
yontemlerle gosterildi. Pmch-cre transgenik farelerin kemogenetik aktivasyonu ve
inhibisyonunun sartlanma sonrasi tat tercihindeki rolii gosterildi. Yapilan oto-uyarim
deneyleri ile bu néronlarin 6diil algisinda yarattigi degisim tespit edildi. Acik alan ve
yiikseltilmis art1 deneyleri ile Melanin Konsantre Eden Hormon néronlarinin

anksiyete tizerindeki etkisi incelendi.

5.2.1. Transgenik deney hayvanlar

Tg(Pmch-cre)1Lowl/J (Jackson Laboratuvart Stok No: 014099) hemizigot transgenik
fareler Jackson Laboratuvari’ndan satin alinmistir. Bu transgenik farelerin Lateral
Hipotalamus bdlgesinde bulunan Melanin Konsantre Eden Hormon néronlarinda cre
enzimi ifade edilmektedir ve bu sebeple Pmch-cre transgenik fareler olarak da
bilinmektedir. Erkek Pmch-cre transgenik fareler, disi C57BL/6 yabanil tip fareler ile
veya disi Pmch-cre transgenik fareler, disi C57BL/6 yabanil tip fareler ile
caprazlandi. Dogan yavrular 21 ila 28 giinliige ulastiklarinda, yavrular izofloran
inhalasyonu ile anestezi altina alinarak, kulaklarindan doku 6rnekleri alind1 ve dogan
yavrularin genotipleri belirlendi. Yapilan genotipleme testlerine gore transgenik
oldugu belirlenen disi ve erkek Pmch-cre transgenik fareler deneyler i¢in ayrildi.
Deney gruplari toplam 60 adet (30 disi ve 30 erkek) Pmch-cre transgenik fare ile
olusturuldu. Transgenik ve yabanil tiim farelerin bakimi ve iiretimi istanbul Medipol

Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi (MEDITAM) tarafindan gergeklestirildi.
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Hayvan deneyleri, Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (IMU-HADYEK) tarafindan onaylanmistir (Karar No:69).

5.2.2. Genotipleme

Yavru fareler dogumdan itibaren, deneylere kadar annelerinden ayrilmadi ve
yavrular 21 ila 28 giinliige ulastiklarinda genotipleri tayin edildi. Deneylerde cinsiyet
farkimm ortadan kaldirmak i¢in disi ve erkek transgenik fareler birlikte
kullanilacagindan, dogan tiim yavrulara cinsiyet ayirt etmeksizin genotipleme

yapildi.

5.2.2.1. DNA elde etme

Yavru farelerden, dogumdan sonraki 21 ila 28 giinlerde genotipleme igin gereken
doku alim1 gergeklestirildi. Kisa siireli izofloran inhalasyonu ile anestezi altina yavru
farelerin bir kulagina deneyler siiresince kullanilmak iizere numarali kulak kiipesi
takildi ve fareler deneyler boyunca bu numaralar ile adlandirildi. Yavru farelerin
diger kulagindan ise kulak delme pensi yardimiyla bir miktar doku 0,2 mL PCR
tiiplerine alinarak, farelerin kulak kiipesi numaralarina gore adlandirildi. Her bir tiip
icine 75 pL 25 mM NaOH/EDTA eklenerek, yavru farelerden alinan kulak dokulart
numaralarina gore tiiplere koyuldu. 0,2 mL PCR tiipleri, 1 saat boyunca 98°C
sicaklikta T100™ Thermal Cycler PCR cihazinda 1sitildi. Ardindan tiiplerin icine 75
uL 40 mM Tris/HCI eklenerek toplam hacmi 150 uL olan tiipler 4000 rpm hizinda 3
dakika boyunca santrifiij edildi. DNA igeren siipernatantlar, farelerin numaralarina

gore adlandirilmis yeni tiiplere aktarildi.

5.2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Icinde DNA bulunan siipernatantlar ile polimeraz zincir reaksiyonu yapildi. 10X
Reaksiyon tampon ¢6zeltisi, 0,5 M ortak primer, 0,5 M transgenik geri primeri, 200
M dNTP cozeltisi, 1,25 tinite/50 PCR Taq Polimeraz enzimi ve ddH.O ile kontrol

PCR karisimi ve 10X Reaksiyon tampon ¢ozeltisi, 0,5 M ortak primer, 0,5 M i¢
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pozitif kontrol geri primeri, 200 M dNTP cozeltisi, 1,25 tinite/50 PCR Taq Polimeraz
enzimi ve ddH20 ile transgenik PCR karigimi belirtilen oranlarda hazirlandi. Her
bir fare i¢in ayr1 ayri hem kontrol hem de transgenik PCR karisimi hazirlandi.
Farelerden elde edilen DNA 6rnekleri, numaralarina gore tiiplere eklendi. Hazirlanan
PCR tiiplerinin son hacimleri, ddH2O kullanilarak 12 pL’ye tamamlandi. Negatif
kontrol olmasi amaciyla, icinde DNA bulunmayan fazladan bir tiip hazirlandi.
Sadece PCR karisimi igeren bu tiipiin son hacmi, ddH20 ile tamamland1 Polimeraz
zincir reaksiyonlarinda kullanilan primer dizileri (5° = 3°); Ortak primer: GAA
AAG ATA AGG CCT TCA AGT GCT, ig pozitif kontrol geri primeri: GAT CTT
TCT GCA GTA TCT TCC TTC ve transgenik primer: ATC GAC CGG TAA TGC
AGG CAA olacak sekilde dizayn edildi.

0,2 mL PCR tiipleri icinde hazirlanan karisimlar, T100™ Thermal Cycler cihazina
yerlestirildi. Tablo 5.2.2.2.1°de verilen polimeraz zincir reaksiyonu protokolii ile

amplifikasyon gergeklestirildi.

Tablo 5.2.2.2.1. PCR Protokolu

Dongii Sicakhik Siire

1 95°C 1 dakika
95°C 30 saniye

37 60°C 30 saniye
68°C 1 dakika

1 72°C 5 dakika

5.2.2.3. Agaroz jel elektroforezi ve goriintiileme

40 mM Tris/HCI, 20 mM Glasiyal asetik asit, 1mM pH:7,6 EDTA kullanarak 1X
TAE tampon ¢ozeltisi hazirlandi. %3’lik agaroz ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 100 mL
1x TAE tampon ¢ozeltisi igine, 3 g agaroz eklendi. Hazirlanan soliisyon berraklasana
kadar 200 °C’de kaynatildi. Seffaf hale gelen ¢ozeltiye Syl Safeview eklendi ve
karistirildi.  Bio-Rad marka elektroforez kasetine yiikleme taraklart takildi.

Berraklagsan %3’liik agaroz c¢ozeltisi, elektroforez kasetine dokiildii ve katilagmasi
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beklendi. Hazirlanan ¢ozelti jel kivamina gelince elektroforez tankina yerlestirildi ve
bu tank 1X TAE tampon ¢ozeltisi ile dolduruldu. Yiikleme taraklarinin ¢ikartilmasi
ile jel i¢inde kuyular belirginlesti. Ilk kuyuya 5 uL hacminde belirtec yiiklendi. Diger
kuyulara ise numuneler eklendi. 9 uLL PCR iiriinii ve 1 pL yiikleme boyasi karistirildi
ve farelerin kulak numaralari baz alinarak, sirasiyla kuyulara yiiklendi. 25 dakika
100V potansiyel uygulandi ve 6rnekler yiiritiildii. Ardindan, BioRAD ChemiDoc
cihaz1 ile agaroz jel goriintiilendi. 200 ve 306 baz ciftlerinde 2 bant goriilen
orneklerin Pmch-cre transgenik farelere ait oldugu, tek bant goriinen orneklerin ise
yabanil farelere ait oldugu bilindiginden, fareler kulak numaralarma gore

genotiplerine ayrildi.

5.2.3. Rekombinant adeno-asosiye viriis iiretimi

Addgene firmasindan, rekombinant adeno-asosiye viriis iiretiminde kullanilmak
tizere, kompetant Stbl3 E. Coli transformasyonu ile yapilmis ve ampisilline direngli
CAG-FLEX-tdTomato, EFl1a-DIO-hM3D(Gq)-mCherry, EFla-DIO-hM4D(Gi)-
mCherry ve EFla-FLEX-hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA ana vektorlerini
iceren plazmitler ile 2/1 yardimci vektdr ve helper yardimer vektor plazmitleri satin
alindi. Jel besi yeri iginde bakteriyel siirlintii olarak temin edilen plazmitler, hemen

cogaltilmaya bagland.

5.2.3.1. Plazmit DNA c¢ogaltma

ddH.O kullanarak, 35 g/L konsantrasyonunda LB agar c¢ozeltisi ve 20 g/L
konsantrasyonunda LB siv1 besi yeri hazirlandi. Hazirlanan LB agar ¢ozeltisi ve LB
stvi besi yeri otoklavlandi, sterilize edildi ve sogumaya birakildi. Addgene
firmasindan satin alinan plazmitlerin ampisiline direncli olmasi sebebiyle, LB agar
¢ozeltisine 100 pg/mL konsantrasyonunda ampisillin eklendi. 10 cm polistiren petri
kaplarina, yaklasik %65°1 dolduracak sekilde, antibiyotik eklenmis LB agar ¢ozeltisi
koyuldu ve katilasmast beklendi. Katilasan agar {lizerine plazmit siirlintiileri
yaydirildi. Petri kaplar1 gece boyunca 37 °C inkiibatorde bekletildi. 16-18 saatlik

inkiibasyonun ardindan agar iizerinde bakteri kolonizasyonu gozlendi. Oze
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yardimiyla toplanan koloniler LB sivi besi yerine transfer edildi. Bakteriler sivi besi
yeri igerisinde, 18 saat boyunca, 37 °C sicaklik ve 250 rpm kosullarinda logaritmik
olarak ¢ogalmaya birakildi. Ertesi giin, bakteriler 4 °C sicaklik ve 6000 rpm
kosullarinda 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatantin atilmasinin ardindan,
pellet halinde dibe ¢oken bakteriler, tekrar kullanilmak {izere -80 °C’de dondurulup,

sakland1. Bu islemler tiim vektorler i¢in tekrarlandi.

5.2.3.2. DNA izolasyonu

Her bir rekombinant adeno-asosiye viriis i¢in bir ana vektor, 2/1 yardimci vektor ve
helper yardimer vektor gerekmektedir. DNA izolasyonunda, kullanilacak vektorleri
iceren bakteri ¢okeltileri cozdiriildii. Qiagen Endofree Plasmid Kit (Qiagen, 12362)
kullanarak, talimatlar =~ dogrultusunda DNA  izolasyonu yapildi. DNA

konsantrasyonlar1 SpectraMax spektroskopi cihazi ile belirlendi.

5.2.3.3.293AAYV Hiicre transfeksiyonu

293AAYV hiicre hatt1, rekombinant adeno-asosiye viriis iiretimi igin kullanilmaktadir.
Bu hiicre hatt1 Cell BioLabs firmasindan temin edilmistir (Cell BioLabs, AAV-100).
Hiicre hatt1 vasati olarak D-MEM (yiiksek glukoz), %10 fetal bovin serum, 0,1 mM
MEM esansiyel olmayan amino asitler ve 2 mM L-glutamin kullanildi. Bu vasat ile
37 °C, %5 COz, %20 O; kosullarinda hiicreler ¢ogaltilmaya baslandi. Yaklasik 107
293AAV hiicresi, 15x15 cm petri kabina ekildi. 37 °C, %5 CO2, %20 O kosullarinda
inkiibe edildi. Hiicreler %70-80 doluluk oranina ulasinca, hiicreler pasajlandi. Yeterli
miktarda hiicre elde edilince, transfeksiyon islemine baglandi. 24 pg helper yardimci
vektor, 20 2/1 pg yardimcr vektor, 12 pg ana vektor, Opti-MEM transfeksiyon
medyumu ve polietilenimin transfeksiyon ajani steril bir tiip i¢inde karistirildi.
Hazirlanan karisim, petri kaplarinda yeterli doluluk oranina ulasan hiicrelerin iizerine
eklendi. 37 °C, %5 COz2, %20 O kosullarinda 72 saat boyunca inkiibasyon yapildi. 3
giiniin sonunda hiicreler toplandi. 4 °C sicaklik ve 1100 rpm kosullarinda 5 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve hiicreler ¢okelti halinde -80 °C’de dondurularak

saklandi.
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5.2.3.4 Piirifikasyon

150 mM NaCl ve 20 mM Tris/HCI pH 8,0 ile steril liziz ¢okeltisi hazirlandu.
Dondurulmus olan hiicre pelletine 9 mL steril liziz ¢ozeltisi eklendi. Kuru buz ve
%70 EtOH karisimi1 hazirlandi. Hiicreler ilk olarak 2 dakika boyunca bu karisimda
bekletildi. Ardindan hiicreler 2 dakika boyunca 37 °C sicak su banyosunda bekletildi.
Bu islem 3 defa tekrarlandi. Ardindan hiicreler 3 dakika boyunca sonikasyon
islemine maruz birakildi ve hiicreler patlatilarak i¢inde bulunan viriisler agiga
¢ikarildi. Viriisleri hiicre lizizlerinden arindirmak i¢in piirifikasyon islemi yapildu.
Hiicre lizizi ve viriis karistmmna 1 mM MgCl, ve 250 U/mL Benzonaz (Sigma
E8263-25K) eklendi. 4 °C sicaklik ve 4000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij
yapildi. Piirifikasyon i¢in gereken %17, %25, %40 ve %60 oranlarinki ¢ozeltiler,

asagida verilen tablolara gore hazirlandi.

Tablo 5.2.3.4.1. %17 piirifikasyon ¢ozeltisi

Materyal Konsantrasyon Hacim

PBS 10x 5SmL

MgCl, ¢ozeltisi 1M 0,05 mL

KCI ¢ozeltisi 1M 0,125 mL

NaCl ¢ozeltisi 5M 10 mL
lodixanol 12,5 mL
ddH20 50 mL’ye kadar

Tablo 5.2.3.4.2. %25 piirifikasyon ¢ozeltisi

Materyal Konsantrasyon Hacim
PBS 10x 5mL
MgCl; ¢ozeltisi 1M 0,05 mL
KCl ¢ozeltisi 1M 0,125 mL
NaCl ¢o6zeltisi 5M 20 mL
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lodixanol 12,5 mL
Fenol kirmizisi %0,5 0,1 mL
ddH20 50 mL’ye kadar

Tablo 5.2.3.4.3. %40 piirifikasyon ¢ozeltisi

Materyal Konsantrasyon Hacim

PBS 10x 5mL

MgCl; ¢ozeltisi 1M 0,05 mL

KCl ¢ozeltisi 1M 0,125 mL

NaCl ¢ozeltisi SM 10 mL
lodixanol 33,3 mL
ddH>0 50 mL’ye kadar

Tablo 5.2.3.4.4. %60 piirifikasyon ¢ozeltisi

Materyal Konsantrasyon Hacim
MgCl, ¢ozeltisi 1M 0,05 mL
KCl ¢ozeltisi 1M 0,125 mL
lodixanol 50 mL
Fenol kirmizisi %0,5 0,025 mL

Hazirlanan bu katmanlar, siralar1 géz oniinde bulundurulmak kaydiyla ve siringa
yardimiyla 3 mL %60°lik ¢ozelti, 5 mL %40’lik ¢ozelti, 6 mL %2511k ¢ozelti, 6 mL
%17’lik ¢ozelti ve hiicre lizat1 olacak sekilde Optiseal ultra santrifiij tiiplerine
(Beckman 361625) yavas¢a damlatildi. 18 °C sicaklikta ve 90 dakika boyunca 60000
rpm’de ultra santrifiij yapildi. 90 dakikalik santrifiij sonucunda, viriisler %40’k
katmanda birikti. Ultra santrifiij tiiptinii disaridan siringa ile delerek %40°lik katman
toplandi. 100 mL 10x PBS, 50 g D-Sorbitol, 42,4 mL %5 NaCl ile hazirlanan 1L 1x
saklama tampon ¢ozeltisi ile Amicon 100K filtreli kolonlar (Millipore, UFC910024)
islatildi ve 15 dakika boyunca santrifiij yapildi. Ardindan, i¢inde viriislerin de
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bulundugu %40°’lik ¢ozelti katmani, islatilmis olan filtreli kolonlara koyuldu ve 15
mL’ye tamamlayacak hacimde 1x saklama tampon ¢ozeltisi eklendi. 4 °C sicaklik ve
3500 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi kolonun alt
kisminda biriken ¢ozelti atild1 ve {ist kismma 15 mL’ye tamamlayacak hacimde 1x
saklama tampon ¢ozeltisi eklenerek tekrar ayni kosullarda santrifiij yapildi. Bu islem
toplam 3 defa tekrarlandi. Viriislerin bulundugu, filtreli kolonun st kismindaki

¢oOzelti toplandi, alikotland1 ve -80 °C’de dondurulup, saklandi.

5.2.4. intrakraniyal rekombinant adeno-asosiye viriis enjeksiyonu

30 giinliik disi ve erkek fareler izofloran inhalasyonu ile stabil anestezi altinda alind1
ve stereotaksik gerceveye yerlestirildi. Fareler diiz bir sekilde stereotaksik ¢erceveye
sabitlendi ve antiseptik betadin ¢ozeltisi ile kafa derileri temizlendi. Kafa derisinin
bisturi yardimu ile kesilmesinin ardindan, kafatasina hidrojen peroksit uygulandi ve
kemikler belirgin hale getirildi. Kraniyal koordinatlarin belirlenebilmesi i¢in
kemiklerin yeterince goriiniir olmasinin ardindan, hidrojen peroksit temizlendi.
SteREO Discovery V8 mikroskop ile Lateral Hipotalamus bolgesinin koordinatlari
belirlendi. Koordinat tayin etme sirasinda Narishige mikro-manipiilator kullanildi.
Bregma noktasinda tiim koordinatlar sifir kabul edildi. Lateral Hipotalamik Alan
(LHA) bolgesi i¢in koordinatlar, Anterior/Posterior (A/P) diizleminde -1,30 mm ve
Medial/Lateral diizleminde +/- 1,0 mm olarak tayin edildi. Belirtilen noktalarda freze
kullanarak bilateral olarak delikler agildi. Is1 yardimiyla cami inceltip mikropipet
yapan, Sutter P-1000 marka mikropipet c¢ekici ile intrakraniyal enjeksiyon igin
gereken mikropipetler hazirlandi. Mikropipetlerin i¢i mineral yag ile dolduruldu.
Ardindan cam mikropipetler, koordinat diizlemi bulmada kullanilan Narishge mikro-
manipiilatoriin enjektoriine yerlestirildi. Hazirlanan rekombinant adeno-asoiye
viriisler, bu cam pipetlerin i¢ine ¢ekildi. Koordinat diizleminde kayma olmadigindan
emin olmak i¢in A/P ve M/L diizlemleri tekrar kontrol edildi. Dorsal/Ventral (D/V)
diizlemde sifir noktasi beyin yiizeyi olarak kabul edildi ve cam pipetler beyin i¢inde
yavasca ilerletildi. Ilk intrakraniyal enjeksiyonlar Medial/Lateral diizlemin pozitif
yoniinde yapildi. Dorsal/Ventral (D/V) diizlemde oncelikle -4,90 mm noktasina
gelindi ve 75 nL/dk hizinda 300 nL hacminde viriis enjekte edildi. Viriisiin pipet
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icine geri kagmasini engellemek amaciyla 10 dakika bu noktada beklendi. Ardindan
yavase¢a -4,70 mm noktasina dogru yukari ¢ikildi. Bu noktada da, 75 nL/dk hizinda
300 nL hacminde viriis enjekte edildi ve 10 dakika boyunca mikropipet hareket
ettirilmedi. Cam mikropipet yavasc¢a beyinden ¢ikarildi ve aym islemler, sirasiyla
Medial/Lateral diizlemin negatif yoniinde yapildi. Bilateral olarak, toplam 600 nL
rekombinant adeno-asosiye viriis enjekte edildi. Enjeksiyonlardan sonra cam pipet
beyin i¢inden ¢ikarildi ve farelerin kafa derileri dikildi. Fareler, 14 giin boyunca
operasyon sonrast bakima alindi. Bu 14 giinliik siire zarfinda farelerin operasyon

sonrasi semptomlarinin iyilesmesi ve transgen ifadesinin tamamlanmasi beklendi.

5.2.5. Optogenetik uyarim i¢in fiber optik implantasyonu

Optogenetik uyarim deneylerinde kullanilacak ve intrakraniyal olarak rAAV-CAG-
FLEX-tdTomato veya rAAV-EFla-FLEX-hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA
enjekte edilmis farelerin kafa derileri, fiber optik implanstasyonu yapilacagindan
dikilmedi. Bu farelerde, viriis enjeksiyonundan sonra Lateral Hipotalamus bdlgesinin
iistline, Anterior/Posterior (A/P) diizleminde -1,30 mm, Medial/Lateral diizleminde
+/- 1,0 mm ve Dorsal/Ventral (D/V) diizlemde -4,50 mm koordinatlarinda ferul
baslikli fiber optik (Cap = 200 p, NA=0,50, ThorLabs) yerlestirildi. Optogenetik
deneyler icin fiber optik implantasyonu yapilan fareler 21 giin siire ile operasyon
sonras1 bakima alindi. Bu siire zarfinda farelerin operasyon sonras1 semptomlarinin

lyilesmesi ve transgen ifadesinin tamamlanmasi beklendi.

5.2.6. Besin tiiketimi 6l¢timii

5.2.6.1. Kemogenetik yontemlerle yapilan MCH néron aktivasyonu
Kemogenetik MCH noron aktivasyonu i¢in, LHA bolgesinde bulunan MCH
noronlarina intrakraniyal olarak rAAV-CAG-FLEX-tdTomato veya rAAV-EFla-DIO-
hM3D(Gq)-mCherry enjekte edilmis, P30 disi ve erkek Pmch-cre transgenik fareler
14 giin boyunca operasyon sonrasi bakima alindi. Bu siire zarfinda transgen ifadesi

tamamlanmis oldu. rAAV-CAG-FLEX-tdTomato enjekte edilmis fareler kontrol

26



grubu olarak ayrildi. 14 giinliik operasyon sonrasi bakim siiresi sonunda, kontrol ve
deney fareleri davranig deneyleri igin tekli kafeslere yerlestirildi ve farelerin yeni
ortamlarina alismasi igin 3 giin zaman tanindi. Ad libitum olarak beslenen farelerin,
giinliik besin tiikketimi gozlenmeye baslandi. Besin tiiketiminin stabil bir grafikte
ilerlemesinin ve referans bir deger olusmasinin ardindan, besin tiikketimi deneyleri
baglatildi. Giindiiz dongiisii, sabah saat 08:00’de baslatildi ve farelerin besin
tiikketimleri 2 saat boyunca 30 dakika arayla kaydedildi. Saat 10:00 itibari ile 300 uL

hacminde intraperitonal (i.p.) enjeksiyonlar gerceklestirildi.

Birinci gruba, ilk giin saat 10:00 itibari ile 300 uL %0,9 izotonik NaCl soliisyonu
icinde 3 mg/kg EtOH plasebo enjekte edildi. Besin tiikketimleri 2 saat boyunca 30
dakika arayla gozlendi. Ikinci giin 300 uL %0,9 izotonik NaCl soliisyonu iginde 3
mg/kg CNO veya 0,01 mg/kg CLZ enjekte edildi ve besin tiiketimleri 2 saat boyunca
30 dakika arayla gozlendi. Uciincii ve dordiincii giinler, sirayla birinci ve ikinci

giinlerde yapilan prosediir tekrarlandi. Pmch-cre farelerin besin tiiketimleri

kaydedildi.

Ikinci gruba ise, ilk giin saat 10:00 itibari ile 300 pL %0,9 izotonik NaCl soliisyonu
icinde 3 mg/kg 3 mg/kg CNO veya 0,01 mg/kg CLZ enjekte edildi. Besin tikketimleri
2 saat boyunca 30 dakika arayla gdzlendi. Ikinci giin 300 pL %0,9 izotonik NaCl
soliisyonu i¢inde EtOH plasebo enjekte edildi ve besin tiiketimleri 2 saat boyunca 30
dakika arayla gdzlendi. Ugiincii ve dérdiincii giinler sirayla birinci ve ikinci giinlerde

yapilan prosediir tekrarlandi. Pmch-cre farelerin besin tiikketimleri kaydedildi.

Deney gruplarmi kendi aralarinda tekrar gruplara boliip farkli giinler, farkl
enjeksiyonlar yaparak, deneyin gidisatin1 olumsuz etkileyebilecek cevresel etkenler
gdzlendi. Intraperitonal enjeksiyonlar sonrasi farelerin besin tiiketimleri 2 saat

boyunca 30 dakika arayla kaydedildi ve deneyler saat 12:00 itibari ile sonlandirildu.

Besin tiiketimini test etmek i¢in yapilan ayni deney diizenegi, giindiiz deneylerinin
bitiminin ardindan saat 19:00’da baglayan gece dongiisii i¢in de yapildi. Saat 17:00
itibari ile farelerin besin tiiketimleri 2 saat boyunca 30 dakika arayla kaydedildi.
Pmch-cre farelerin besin tiiketimi, iki gruba ayrilmis ve doniistimlii olarak 300 pL
%0,9 1zotonik NaCl soliisyonu i¢inde 3 mg/kg EtOH plasebo veya 300 pL %0,9
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izotonik NaCl solisyonu iginde 3 mg/kg CNO / 0,01 mg/kg CLZ enjekte etmek

suretiyle ayn1 deney prosediiriiyle test edildi.

5.2.6.2. Optogenetik yontemlerle yapilan MCH néron aktivasyonu

Optogenetik MCH noron aktivasyonu i¢in, LHA bolgesinde bulunan MCH
noronlarina intrakraniyal olarak rAAV-CAG-FLEX-tdTomato veya rAAV-EFla-
FLEX-hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA enjekte edilmis, P30 disi ve erkek
Pmch-cre transgenik fareler 21 giin boyunca operasyon sonras: bakima alindi. Bu
sire zarfinda transgen ifadesi tamamlandi. rAAV-CAG-FLEX-tdTomato enjekte
edilmis fareler kontrol grubu olarak kullanildi. 14 giinliik operasyon sonrast bakim
stiresi sonunda, kontrol ve deney fareleri davranis deneyleri icin tekli kafeslere
yerlestirildi ve farelerin yeni ortamlarina alismasi igin 3 giin zaman tanindi. Ad
libitum olarak beslenen farelerin, giinliik besin tiiketimi gézlenmeye baslandi. Besin
tilketiminin stabil bir grafikte ilerlemesinin ve referans bir deger olusmasinin
ardindan, besin tiiketimi deneyleri baslatildi. Giindiiz dongiisii, sabah saat 08:00’de
baslatild1 ve farelerin besin tiikketimleri 2 saat boyunca 30 dakika arayla kaydedildi.
Saat 10:00 itibari ile Lateral Hipotalamus bdlgesi tizerine 473-nm diyot lazer ile
(Doric Lenses Inc., QC, Canada) 20 Hz foto-uyarim verilmeye baglandi. 2 saat
boyunca 4 saniyede bir tekrar eden saniyede 10-ms pulslarla 20-Hz foto-uyarim
yapildi ve farelerin besin tiiketimleri kaydedildi. Besin tiiketimleri, uyarim

yapilmayan giinler ile karsilastirildi.

Besin tiiketimini test etmek i¢in yapilan ayni deney diizenegi, giindiiz deneylerinin
bitiminin ardindan saat 19:00°da baglayan gece dongiisii i¢in de yapildi. Saat 17:00
itibari ile farelerin besin tiiketimleri 2 saat boyunca 30 dakika arayla kaydedildi.
Saat 19:00’da 2 saat boyunca 4 saniyede bir tekrar eden saniyede 10-ms pulslarla 20-

Hz foto-uyarim yapild1 ve farelerin besin tiikketimleri kaydedildi.
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5.2.6.3. Kemogenetik yontemlerle yapilan MCH néron inhibisyonu

Kemogenetik MCH noéron inhibisyonu ic¢in, LHA bolgesinde bulunan MCH
noronlarina intrakraniyal olarak rAAV-CAG-FLEX-tdTomato veya rAAV-EFl1a-DIO-
hM4D(Gi)-mCherry enjekte edilmis, P30 disi ve erkek Pmch-cre transgenik fareler
14 giin boyunca operasyon sonrast bakima alindi1 ve transgen ifadesi beklendi. rAAV-
CAG-FLEX-tdTomato enjekte edilmis fareler kontrol grubu olarak kullanildi.
Ardindan fareler davranis deneyleri i¢in tekli kafeslere yerlestirildi ve farelerin yeni
ortamlarina alismasi igin 3 giin zaman tanindi. Ad libitum olarak beslenen farelerin,
giinliik besin tiiketimi gozlenmeye baslandi. Besin tiiketiminin stabil bir grafikte
ilerlemesinin ve referans bir deger olusmasinin ardindan, besin tiiketimi deneyleri
baglatildi. Gilindiiz dongiisii, sabah saat 08:00’de baslatildi ve farelerin besin
tiketimleri 2 saat boyunca 30 dakika arayla kaydedildi. 300 puL hacminde
intraperitonal (i.p.) enjeksiyonlar gergeklestirildi. Pmch-cre farelerin besin tiiketimi,
iki gruba ayrilmis ve doniisiimlii olarak 300 pL %0,9 izotonik NaCl soliisyonu i¢inde
3 mg/kg EtOH plasebo veya 300 uL %0,9 izotonik NaCl soliisyonu i¢inde 3 mg/kg
CNO / 0,01 mg/kg CLZ enjekte etmek suretiyle Bolim 5.2.6.1.°de agiklanan

prosediiriiyle test edildi. Deneyler giindiiz ve gece dongiisii i¢in ayr1 ayr1 yapildi.

5.2.7. Acik alan testi

Acik alan deneyleri i¢in rAAV-CAG-FLEX-tdTomato, rAAV-EFla-DIO-
hM3D(Gq)-mCherry viriisleri veya rAAV-CAG-FLEX-tdTomato, rAAV-EFla-
DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisleri enjekte edilmis veya rAAV-CAG-FLEX-
tdTomato, rAAV-EFla-FLEX-hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA  viriisleri
enjekte edilmis ve fiber optik baglanmis Pmch-cre fareler, deneyden 6nce 3 giin
boyunca testlerin yapilacagi odaya aligtirildi. Tekli kafeslerde bulunan farelerin, bu
siire boyunca stresleri en aza indirilmeye ¢alisildi. Deneyler 40 cm x 40 cm x 40 cm
actk alan deney diizeneklerinde yapildi. MCH™4P" ve MCHY™™ fareler
intraperitonal olarak 300 pL %0,9 izotonik NaCl soliisyonu i¢inde 3 mg/kg CNO
enjekte edilerek deney diizenegine birakildi. MCHC®'R2 ve MCH T fareler ise 30

dakika boyunca 10 ms 20-Hz frekansinda, 15 mW giiciinde ve 473 nm dalga
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boyunda optogenetik uyarimi ile uyarildi. A¢ik alan deneyi AnyMaze yazilimi ile

takip edildi ve CCD kameralar ile kayit altina alind1.

5.2.7. Yiikseltilmis arti labirent testi

rAAV-CAG-FLEX-tdTomato, rAAV-EFl1a-DIO-hM3D(Gq)-mCherry viriisleri veya
rAAV-CAG-FLEX-tdTomato, rAAV-EF1a-D10-hM4D(Gi)-mCherry viriisleri enjekte
edilmis veya rAAV-CAG-FLEX-tdTomato, rAAV-EFla-FLEX-hChR2(H134R)-
eYFPWPRE-HGHpA viriisleri enjekte edilmis ve fiber optik baglanmig Pmch-cre
fareler, deneyden once 3 giin boyunca testlerin yapilacagi odaya alistirildi.
Deneylerde 5 cm x 35 cm boyutlarinda 2 agik kolu ve 5 cm x 35 cm x 20 cm
boyutlarinda 2 kapali kolu olan ve 35 cm yiikselebilen deney diizenegi kullanildi.
300 puL %0.,9 izotonik NaCl soliisyonu i¢inde 3 mg/kg CNO enjekte edilmis
MCH™4Pi e MCHYT™ fareler; ve 10 ms 20-Hz frekansinda, 15 mW giiciinde ve
473 nm dalga boyunda optogenetik olarak uyarilmis MCH®"R? ve MCH'YT®™ fareler,
labirentin ortasina, yiizleri acik kola bakacak sekilde birakildi. Fareler 5 dakika
boyunca test edildi. Deneyler AnyMaze yazilimi ile takip edildi ve CCD kameralar

ile kay1t altina alindi.

5.2.8. MCH néronlarimin foto-uyarimi ile besin tiiketiminin eslestirilmesi

Oto uyarim deneyleri igin rAAV-CAG-FLEX-tdTomato veya rAAV-EFla-FLEX-
hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA viriisii  enjekte edilmis ve fiber optik
baglanmigs Pmch-cre fareler, Coulbourn Habitest metabolik test kafeslerine alindi ve
farelerin kafeslere aligmasi igin 3 giin zaman tanindi. Kafeslerin bir tarafina girinti
yeri birakildi ve i¢ine hareket sensoru yerlestirildi. Sensorler otomatik yem veren bir
sisteme baglandi. Boylece, fare girintiye kafasini her soktugunda otomatik sistem
sayesinde bir yem almasi saglandi. 3 giin boyunca farelerin girintiden 20 mg pellet
yemeyi 6grenmesi beklendi. 3. giiniin sonunda, girintideki sensére, 10 ms 20-Hz
frekansinda, 15 mW giiclinde ve 473 nm dalga boyunda optogenetik uyarim

saglayacak lazer sistem baglandi. Fareler girintiye burunlarin1 her soktugunda

30



hareket sensorii hem MCH noronlarini optogenetik olarak uyardi, hem de fareye 1
adet pellet yem verdi. Sonraki 2 giin boyunca 1’er saat farelerin yem tiiketimi
gozlendi. Otomatik verilen yem miktarlar1 Graphic State yazilimu ile tespit edildi ve

farelerin hareketleri CCD kameralar ile kayit altina alindi.

5.2.9. Pmch-cre farelerde besinden bagimsiz oto-uyarim

5.2.9.1. Burun hareketi ile optogenetik oto-uyarim

Oto uyarim deneyleri i¢in rAAV-CAG-FLEX-tdTomato veya rAAV-EFla-FLEX-
hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA viriisii enjekte edilmis ve fiber optik baglanmis
Pmch-cre fareler, Coulbourn Habitest metabolik test kafeslerine alind1 ve farelerin
kafeslere alismasi igin 3 giin zaman tanindi. Kafeslerin sag ve sol taraflarina girinti
yerleri birakildi ve iglerine hareket sensorleri takildi. Fareler karanlik dongiide,
glinde 1’er saat, 3 giin boyunca her iki girintiye de alistirildi. 3 giin boyunca farelerin
girintilerden hangisini tercih ettigi tespit edildi. Tercih etmedigi girintideki sensore,
10 ms 20-Hz frekansinda, 15 mW giiclinde ve 473 nm dalga boyunda optogenetik
uyarim saglayacak lazer sistem baglandi. Fareler girintiye burunlarini her soktugunda
hareket sensorunun MCH néronlarinin optogenetik olarak uyarilmasi saglandi. Diger
girinti herhangi bir uyarim baglanmadi. Sonraki 2 giin boyunca 1’er saat farelerin

hangi girintiye burunlarin1 sokmayu tercih ettikleri gozlendi.

5.2.9.2. Basamak ile optogenetik oto-uyarim

Oto uyarim deneyleri i¢in rAAV-CAG-FLEX-tdTomato veya rAAV-EFla-FLEX-
hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA viriisii enjekte edilmis ve fiber optik baglanmis
Pmch-cre fareler, Coulbourn Habitest metabolik test kafeslerine alindi ve farelerin
kafeslere aligmasi i¢in 3 giin zaman tanindi. Kafeslerin sag ve sol taraflarina farelere
uygun basamaklar yerlestirildi ve farelerin o basamaklara basmayi1 6grenmeleri
beklendi. Fareler karanlik dongiide, giinde 1’er saat, 3 giin boyunca her iki basamaga
da alistirildi. Ardindan tercih etmedigi basamaga 10 ms 20-Hz frekansinda, 15 mW

giicinde ve 473 nm dalga boyunda optogenetik uyarim saglayacak lazer sistem
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baglandi. Fareler basamaga her bastiklarinda MCH néronlarmin optogenetik olarak
uyarilmasi saglandi. Diger basamaga herhangi bir uyarim baglanmadi. Sonraki 2 giin

boyunca 1’er saat farelerin hangi basamaga basmay tercih ettikleri gézlendi.

5.2.10. Elektrofizyoloji

Intrakraniyal rekombinant adeno-asosiye viriis enjeksiyonu ile rAAV-EFla-DIO-
hM3D(Gq)-mCherry veya rAAV-EFla-FLEX-hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA
vektorleri verilmis fareler, elektrofizyolojik deneyler igin ayrildi. Elektrofizyolojik
deneyler 6ncesinde Tablo 5.2.10.1°de verilen kesme ¢ozeltisi, taze olarak hazirlandi

ve sogutuldu.

Tablo 5.2.10.1. Elektrofizyoloji kesme ¢6zeltisi

Materyal Konsantrasyon
Siikroz ¢ozeltisi 234 g/mM
NaHCO; ¢ozeltisi 28 g/mM
Dekstroz ¢ozeltisi 7 g/mM
MgCl; ¢ozeltisi 7 g/mM
CaCl; ¢ozeltisi 0,5 g/mM
Sodyum askorbat ¢ozeltisi 1g/mM
Sodyum piirivat ¢6zeltisi 3 g/mM
NaH:PO4 ¢ozeltisi 1,25 mM

Sogutulmus kesme soliisyonu %95 Oz + %5 CO: ile havalandirilmaya baslandi.
Izofloran inhalasyonu ile anestezi altina alinan fareler dekapite edildi ve beyinleri
cikarildi. Soguk ve havalandirilan kesme ¢ozeltisi barindiran vibratom ile 300 um
kalinliginda canli beyin dokusu kesitleri alindi. Taze olarak Tablo 5.2.10.2°de verilen

oranlarda yapay beyin omurilik sivist (aCSF) hazirlandi.

32



Tablo 5.2.10.2. Yapay beyin omurilik sivisi ¢ozeltisi

Materyal Konsantrasyon
NaCl ¢ozeltisi 119 g/mM
NaHCOs ¢ozeltisi 25 g/mM
Dekstroz ¢ozeltisi 7 g/mM
KCI ¢ozeltisi 2,5 g/mM
MgCl; ¢ozeltisi 7 g/mM
CaCl, ¢ozeltisi 0,5 g/mM
Sodyum askorbat ¢ozeltisi 1 g/mM
Sodyum piirivat ¢ozeltisi 3g/mM
NaH2PO. ¢ozeltisi 1,25 mM

Yapay beyin omurilik sivisi (aCSF) %95 Oz + %5 COz karigimi ile havalandiriimaya
baslandi. Alnan kesitler havalandirilmakta olan yapay beyin omurilik sivisina
aktarildi. Sutter P-1000 marka mikropipet ¢ekici ile hazirlanan cam pipete bir miktar
aCSF ¢ekildi. Lateral Hipotalamus bolgesinde bulunan melanin konsantre eden
hormon noronlardan kayit alinmaya baslandi. Elektrotlarin ucundaki rezistans 3-6
MQ, potansiyel -60 V olarak belirlendi. rAAV-EF1a-DIO-hM3D(Gq)-mCherry ile
enjekte edilmis farelerin Melanin Konsantre Eden Hormon ndronlarindan alinan
kayitlar sirasinda 5 pM konsantrasyonunda klozapin eklendi. MCH néronlarinin

spontan aktiviteleri kaydedildi.

5.2.11. Doku fiksasyonu ve kesit alma

Davranis deneylerinin ardindan MCH™354 farelere CLZ/CNO uyarimi, MCHCR?
farelere ise foto-uyarim yapildi. 30 dakika sonra, farelere énce 0,1 M fosfat tamponlu
tuz ¢ozeltisi (PBS) (pH 7.4), sonra 0,1 M fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi iginde %4
paraformaldehit ile hazirlanan paraformaldehit fiksatifi ile kardiyak perfiizyon
yapildi. Fareler dekapite edildi ve elde edilen beyinler 4 saat boyunca 4°C %4’lik
PFA ¢ozeltisi i¢inde bekletildi. Ardindan %30 siikroz ¢ozeltisi i¢inde alindi ve 24
saat bekletildi. VT1000S vibratom ile 75 um kalinliginda beyin kesitleri alindu.
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5.2.12. Immiinohistokimyasal antikor boyamasi

Doku fiksasyonu sonrasi elde edilen 75 pm kalinligindaki beyin kesitleri 1x fosfat
tamponlu tuz ¢6zeltisi (PBS) ile 30 dakika boyunca yikandi. Kesitlerin tizerine 0,1 M
PBS Triton-X-100 (%0,1 PBST) ve %5 kegi serumu ile hazirlanan bloklama ¢ozeltisi
damlatildi ve kesitler 1 saat boyunca oda sicakliginda bekletildi. 1x PBS, %0,1
Triton-X-100 ve %5 kegi serumu igeren ¢ozelti icine 1:500 oraninda Anti-melanin
concentrating hormone antikoru (H-070-047, Phoenix Pharmaceuticals) veya 1:5000
oraninda Anti-cFos antikoru (2250, Cell Signaling) eklendi ve beyin kesitlerinin
tizerine damlatildi. Kesitler gece boyunca 4°C’de calkalayicida bekletildi. Baz1 beyin
kesitlerine, negatif kontrol olmasi acisindan sadece bloklama soliisyonu damlatildi.
Ertesi giin, beyin kesitleri 3 defa 20’ser dakika boyunca %0,1 PBST ile yikandi.
Sekonder antikor boyamasi igin 1:500 oraninda kegi anti-tavsan IgG (H+L) sekonder
aktikoru, Alexa Fluor® 488 (A-11008, Thermo Scientific) veya 1:500 oraninda keci
anti-tavsan IgG (H+L) Alexa Fluor® 633 (A-21070, Thermo Scientific) sekonder
antikoru bulunduran %0,1 PBST ve %5 kegi serumu ¢ozeltisi ile seyreltildi. Kesitler
3 defa 20’ser dakika boyunca %0,1 PBST ile yikand: ve lamlara aktarildi. Kesitlerin
kurumasimin ardindan Fluoromount (F4680, Sima) eklendi ve iistleri lameller ile

kapatildi.

5.2.13. Mikroskobik goriintiileme ve analiz

Immiinohistokimya boyamasinin floresan goriintiilemeleri Zeiss LSM 780 ve Zeiss
LSM 800 Konfokal Mikroskoplart ile yapildi. Konfokal mikroskoplariyla elde edilen
goriintiiler hiicre sayimi ve post-hoc bolge analizleri i¢in Image] programina
aktarildi.

5.2.14. Istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler, GraphPad Prism (RRID:SCR_002798, GraphPad, San Diego,
CA) programi ile yapildi. Deneylerden elde edilen bulgular, Student’s t-test ve

ANOVA ile degerlendirildi. Bulgular + standart hata olarak gosterildi. p>0,05;
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istatistiksel olarak anlamsiz olarak degerlendirildi. p < 0,05; *, p < 0,01; **, p<0,001;
*** olarak belirtildi.
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6. BULGULAR

6.1. MCH néronlarinda transgen ifadesi

6.1.1. MCH néronlarinda hM3Dg-mCherry ve hM34i-mCherry transgen ifadesi

Lateral Hipotalamus bolgesinde bulunan Melanin Konsantre Eden Hormon
noronlarmin akut istah regiilasyonu tizerindeki etkisinin anlasilabilmesi igin ilk
olarak bu noronlar, kemogenetik yontemlerle uyarildi. Pmch-cre transgenik farelere
intrakraniyal olarak rAAV-EF1a-DIO-hM3D(Gqg)-mCherry viriisii enjekte edildi
(Resim 6.1.1.1.). Intrakraniyal viriis enjeksiyonlar1 bilateral olarak, 6nceden test
edilmis LH koordinatlarina yapildi. Kontrol grubuna ise, kemogenetik etkisi

bulunmayan rAAV-CAG-FLEX-tdTomato viriis enjeksiyonu yapildi.

EFl1a WPRE

hM3Dg-mCherry

3V

'
!
\

I
'
1
)

Resim 6.1.1.1. a) MCH"™3Dd enjeksiyonunun sematik gdsterimi, b) MCH"™3Pd jfadesi

MCH néronlarinin kemogenetik olarak inhibe edilmesi igin ise, bilateral olarak,
onceden test edilmis LH koordinatlarina rAAV-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry
viriisii enjekte edildi (Resim 6.1.1.2.) rAAV-CAG-FLEX-tdTomato viriisii enjekte
edilen fareler kontrol olarak kullanildi. Kemogenetik MCH ndron uyarim ve

inhibisyon deneylerinde disi ve erkek fareler birlikte kullanildi.
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EFla WPRE hM4Di-mCherry

b)

Resim 6.1.1.2. a) MCH™“D enjeksiyonunun sematik gdsterimi, b) MCH™4D! ifadesi

6.1.2. MCH néronlarinda ChR2-eYFP transgen ifadesi

MCH noéronlari, uyarildiklarinda giiclii bir atesleme orani sergilemektedir. Bu
noronlarin akut istah {izerindeki etkisini saniyeler i¢inde gorebilmek ve kemogenetik
uyarimin olas1 yan etkilerini giderebilmek i¢in, optogenetik ile aktivasyon yapildi.
Optogenetik uyarimin, akut istah regiilasyonu iizerindeki etkisi incelendi.
Optogenetik uyarim i¢in, Pmch-cre farelerin LHA bolgesine rAAV-EFla-FLEX-
hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA viriisii enjekte edildi ve LHA bolgesinin
yaklasik 400 nm {izerine fiber optik feriil takildi. Operasyon sonrasi bakim igin
farelere 21 giin siire verildi ve bu zaman zarfinda ChR2-eYFP transgen ifadesi de
tamamlandi. Fareler sadece implant edilmis feriil ile operasyon sonrasi bakima
alindi. Deney habitasyon giinleri ve deney giinleri disinda, lazer uyarimi yapacak

fiber optikler baglanmadi (Resim 6.1.2.1.).
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ChR2-eYFP

Resim 6.1.2.1. a) MCHC"R? enjeksiyonunun ve fiber optik implantasyonunun sematik
gosterimi, b) MCHC"R? ifadesi ve fiber optik izi

6.1.3. Rekombinant Adeno-Asosiye Viriislerin Fonksiyonel Analizi

hM3Dg-mCherry ve hM4Di-mCherry vektorlerini barindiran rekombinant adeno-
asosiye virlislerin kemogenetik olarak islevselliginin test edilebilmesi igin,
elektrofizyolojik kayitlar alindi. hM3Dg-mCherry enjekte edilmis Pmch-cre fareden
kaydedilen spontan aktivite sirasinda perfiizyona 5 pM klozapin eklenmesi
sonucunda, atesleme orani artis gOstermistir. Bazal aktivite 1,05 £ 0,35 Hz
seviyesinde iken, perfuzyona klozapin eklenmesi durumunda atesleme orani1 1,97 +
0,40 Hz seviyesine ¢ikmistir (n=4 ndron). Spontan aktivitedeki bu artig istatistiksel
olarak anlamli bir fark olusturmaktadir (p=0,0462) (Sekil 6.1.3.1.).

hM4Di-mCherry enjekte edilmis Pmch-cre fareden kaydedilen spontan aktivite
sirasinda 5 uM klozapin eklenmesinin, aktiviteyi baskilandigi goriilmiistiir. Bazal
aktivite 2,45 + 0,97 Hz seviyesinde iken, perfiizyona klozapin eklenmesi ve spontan
aktivitenin baskilanmasiyla, atesleme orani1 0,03 + 0,03 Hz seviyesine diismiistiir
(n=6 noron). hM4Di-mCherry ile elde edilen bu baskilanma; atesleme oraninda
istatistiksel olarak anlaml bir farka sebep olmustur (p=0,024) (Sekil 6.1.3.1.). Bazal
atesleme oranini tekrar eski diizeyine ¢ikarabilmek i¢in perfiizyona GABAA blokeri

olan pikrotoksin eklenmistir.
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Sekil 6.1.3.1. @) MCH™3™ spontan aktivitesi sirasinda perfiizyona 5 uM klozapin eklenmesi
sonucunda artan atesleme oram b) MCH"™4P! spontan aktivitesi sirasinda perfiizyona 5 uM
klozapin eklenmesi sonucunda azalan atesleme orani

ChR2-eYFP viriisiiniin etkinliginin test edilebilmesi i¢in davranig deneyleri sonlanan
fareler 30 dakikalik foto-uyarim sonrasi sakrifiye edildi. Doku fiksasyonu sonrasi
anti-cFos antikoru ile immunohistokimyasal boyama yapildi. cFos ifadesi, uyarim
sonrasi olusan noronal aktiviteyi gostermektedir. Pmch-cre farelerine enjekte edilen
ChR2-eYFP (yesil) rAAV ile anti-cFos (kirmizi) boyamasinin beraber ifadelendigi
noronlar, uyarim sonrasi depolarize olan MCH noéronlarim1 géstermektedir. Konfokal
mikroskop ile elde edilen goriintiiler, ImageJ programina aktarilmis ve hiicre
sayimlart yapilmistir. ChR2-eYFP ifade eden, anti-cFos antikoru ile boyanan ve
ikisinin birlikte ifade edildigi hiicre sayilar1 belirlenmistir Buna gore, foto-uyarim
sonrasi cFos ifade eden MCHC"R? hiicre sayisinda anlamli bir artis goriilmiistiir.
Uyarim yapilmayan farelerde cFos ifade eden MCHC"R? hiicre oram %1,03 + 1,03
iken, foto-uyarim yapilan farelerde cFos ifade eden MCH®"R? hiicre oram1 %37,5 +
11,53 olarak tespit edilmistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir

(p=0,0222) (Sekil 6.1.3.2.).
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Sekil 6.1.3.2. MCH®"? ifadesi (yesil) ve foto-uyarimin ardindan yapilan anti-cFos antikoru
(kirmizi) boyamasi. Foto-uyarim sonrasi cFos ifade eden MCH"R? hiicre sayisinda anlaml
bir artis goriilmistiir (p<0,05).

6.2. MCH noronlariin akut istah regiilasyonu iizerindeki etkisi

6.2.1. MCH néronlariin kemogenetik uyariminin ve inhibisyonunun akut istah

regiilasyonu iizerindeki etkisi

MCH no6ron aktivasyonunun akut istah kontrolii iizerindeki etkisinin tayin
edilebilmesi igin MCH™3Pd ye MCH' ™™ farelere intraperitonal olarak 0,01 mg/kg
klozapin enjekte edilmis ve MCH néronlar1 aktive edilmistir. Ik olarak giindiiz
dongiisiindeki akut istah regiilasyonu test edilmistir. MCH néronlarinin hM3Dg-
mCherry ile kemogenetik olarak aktive edilmesi, plasebo olarak verilen 9%0,9
izotonik NaCl + EtOH ¢dzeltisine kiyaslandiginda anlamli bir farklilik yaratmamistir
(MCH™3P4 9409 izotonik NaCl + EtOH = 0,11 + 0,02 g, MCH"™3P4 940,9 izotonik
NaCl + CLZ = 0,16 + 0,05 g, p>0,05) (Sekil 6.2.1.1.).

hM4Dg-mCherry virlis enjeksiyonu ile saglanan MCH inhibisyonu sonrasinda da,
%0,9 izotonik NaCl + EtOH ¢ozeltisi veya %0,9 izotonik NaCl + CLZ enjeksiyonu

sonrasi besin tiiketimi arasinda anlamli bir fark gdzlenmemistir (MCH™4P' 940,9
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izotonik NaCl + EtOH ¢ozeltisi = 0,20 + 0,07 g, MCH"™4Di 040,9 izotonik NaCl +
CLZ = 0,26 + 0,06 g, p>0,05) (Sekil 6.2.1.1.).

MCH™3D4 ye MCH™4P! gryplar;, CLZ molekiilii ile aktiflesmeyen MCH ™™
kontrol grubu ile kiyaslandiklarinda, bu noronlara giindiiz dongiisiinde yapilan
kemogenetik manipiilasyonlarin, akut istah degisikligine yol agmadigi anlasilmistir
(MCH ™™ 040,9 izotonik NaCl + EtOH ¢ozeltisi = 0,28 + 0,04 g, MCH™™™ 940,9
izotonik NaCl + CLZ = 0,29 + 0,06 g, p>0.05) (Sekil 6.2.1.1.).

MCH néronlarinin manipiilasyonu, gece dongiisiinde de test edilmistir. Elde edilen
bulgular, bu noronlarin gece dongiisiinde de akut istah kontrolii yapmakta yetersiz
kaldigimi gostermektedir (MCHYT™ 240,9 izotonik NaCl + EtOH cozeltisi = 1,28 +
0,09 g, MCHT™M 940,9 izotonik NaCl + CLZ = 1,10 + 0,09 g; p>0.05; MCH"3Pd
%0,9 izotonik NaCl + EtOH ¢ozeltisi = 0,84 + 0,18 g, MCH"™3D4 040 9 jzotonik
NaCl + CLZ = 0,14 + 0,12 g, p>0.05; MCH"™4Pi 940,9 izotonik NaCl + EtOH
cozeltisi = 1,17 + 0,12 g, MCH"™4P' 040,9 izotonik NaCl + CLZ = 0,98 + 0,23 g,
p>0,05) (Sekil 6.2.1.1.).
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Sekil 6.2.1.1. Kemogenetik manipiilasyonunun akut istah {izerinde etkisi a) Giindiiz dongiisii
b) Gece dongiisii

Deneylerde disi ve erkek Pmch-cre fareler bir arada kullanilmigtir. Cinsiyetler arasi
olasi farklar test edebilmek icin, giindiiz ve gece dongiisiinde disi ve erkek farelerin
MCH n6ron manipiilasyonlar: sonrasi besin tiiketimleri ayri1 ayri incelenmistir.
DREADD agonisti olarak CLZ ve CNO kullanilmistir. Analizler sonucunda, disi
veya erkek fareler arasinda anlamli bir farka rastlanmamigtir (p>0,05) (Sekil

6.2.1.2.).
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Sekil 6.2.1.2. Kemogenetik MCH manipiilasyonunun akut istah tizerinde etkisi a) Disi
farelerde giindiiz dongiisii b) Erkek farelerde giindiiz dongiisii ¢) Disi farelerde gece dongiisii
d) Erkek farelerde gece dongiisii.

6.2.2. MCH noéronlarinin optogenetik uyarmmmin akut istah regiilasyonu

uizerindeki etkisi

21 giinliik, operasyon sonrast bakimin ardindan, optogenetik uyarim i¢in LHA
bolgesine 2 saat boyunca 4 saniyede bir tekrar eden, saniyede 10-ms pulslarla 20-Hz
frekansinda, 15 mW giiciinde ve 473 nm dalga boyunda foto-uyarim yapildi. Pmch-

cre farelerin besin tiiketimleri kaydedildi.

Giindiiz dongiisiinde, MCH"T™" farelerin besin tiiketimi; uyarim oncesi = 0,034 +
0,01 g, uyarim siras1 = 0,12 = 0,05 g ve uyarim sonras1 = 0,15 + 0,03 g iken;
MCHCR? farelerin besin tiiketimi; uyarim oncesi = 0,07 + 0,02 g, uyarim sirasi =
0,12 + 0,04 g ve uyarim sonras1 = 0,17 = 0,07 g olarak bulunmustur. Gruplar arasi
anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05) (Sekil 6.2.2.1.).

42



Gece dongiisiinde ise MCH ™ farelerin besin titketimi; uyarim 6ncesi = 0,39 + 0,05
g, uyarim siras1 = 0,30 = 0,03 g iken; MCH"?? farelerin besin tiiketimi; uyarim
oncesi = 0,46 + 0,07 g ve uyarim sirast = 0,28 + 0,03 g (p=0,0040) olarak
bulunmustur. Uyarim sonras;, MCHC"™R? ve MCH T farelerin akut istahlarinda
degisiklik kaydedilmemistir (p>0.05) (Sekil 6.2.2.1.). Nokturnal olmalar1 sebebiyle,
Pmch-cre farelerin besin tiiketimi gece dongiisiinde yiiksektir. Hali hazirda yiiksek
olan besin tiiketimini uyarim ile iligkilendirip, yaniltici bir sonuca varmamak igin,

uyarim sonrasi besin tiikketimi kaydedilmemistir.
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Sekil 6.2.2.1. MCHChR?2 akut istah iizerinde etkisi a) Giindiiz dongiisii b) Gece dongiisii

Optogenetik MCH uyarimui ile kemogenetik MCH aktivasyon ve inhibisyon deney
bulgularma gére MCH noronlarmin akut istah kontrolii {izerinde etkisi

bulunmamaktadir.

6.3. MCH néronlarmin lokomotor aktivite iizerindeki etkisi

MCH néronlarinin  kemogenetik ve optogenetik manipiilasyonunun akut istah
diizenlenmesi i¢in gerekli veya yeterli olmadiginin bulunmasi iizerine, enerji

harcamasini anlayabilmek icin Pmch-cre farelerin lokomotor aktiviteleri test edildi.

Lokomotor aktiviteyi degerlendirebilmek i¢in, acik alan deneyleri yapildi.
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Optogenetik uyarimla yapilan agik alan deneyinde, fiber optik feriil takilmis
MCHCR2 ye MCHYT™™ fareler, 40 cm x 40 cm x 40 cm ebatlarindaki acik alan deney
diizenegine birakilmis ve 30 dakika boyunca 10 ms 20-Hz frekansinda, 15 mW
giiciinde ve 473 nm dalga boyunda optogenetik uyarima maruz kalmistir. Deney

diizeneginin sematik gosterimi Resim 6.3.1.”de sunulmustur.

30 dk

40 cm

Resim 6.3.1. MCHChR?2 agik alan testinin sematik gosterimi

Fiber optik feriil takilmis MCHC"R? ve MCH ™ fareler ile yapilmis acik alan
deneylerinin sonuglarina gore, orta alanda gegen zaman (MCthTom: 78,29 £+ 24,08 s,
MCHCR2: 752 + 20,06 s; p>0,05), toplam mesafe (MCHYT™™: 5892 + 6,89 m,
MCHCR2: 55 89 + 7,45 m; p>0,05) ve ortalama hiz (MCH ™™: 0,033 + 0,004 m/s,
MCHC"R2: 0,031 + 0,004 m/s; p>0,05) bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilmemistir. Deneyler AnyMaze yazilimi ile takip edilmis, 1s1 ve takip
haritalart ¢ikarilmistir. Is1 haritast O saniye ile 5 dk arasindaki hareketi
gostermektedir. Takip haritasinda goriilen kirmizi nokta Pmch-cre farelerin son

pozisyonunu belirlemektedir (Sekil 6.3.2.).
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Sekil 6.3.2. MCHChR2 ve MCHtdTom acik alan testi a) Orta alanda gegirilen siire b)
Toplam mesafe c¢) Ortalama hiz d) Agik alan 1s1 ve takip haritalari

Kemogenetik manipiilasyon ile yapilan acik alan deneyinde, intraperitonal olarak,
300 pL %0.,9 izotonik NaCl soliisyonu icinde 3 mg/kg CNO enjekte edilmis
MCH™4Di ye MCHYTM fareler, 30 dakika boyunca 40 cm x 40 cm x 40 cm
ebatlarindaki acik alan deney diizenegine test edilmistir. Deney diizeneginin sematik

gosterimi Resim 6.3.3.”de sunulmustur.
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Resim 6.3.3. MCH"4D! a¢1k alan testinin sematik gdsterimi

CNO uygulanmig MCH"™4P! yve MCHYT™ fareler ile yapilan agik alan deneyi
sonuclarina gore, orta alanda gecen zaman (MCthTom: 75,05 + 16,80 s, MCH"M4Di:
122,86 + 22,42 s; p>0,05), toplam mesafe (MCH™™™: 56,03 + 4,83 m, MCH"™?4D':
57,50 + 4,06 m; p>0,05) ve ortalama hiz (MCH"¥™™: 0,031 + 0,0027 m/s, MCHM4P':
0,032 + 0,0023 m/s; p>0,05) bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir. Deneyler AnyMaze yazilimi ile takip edilmis, 1s1 ve takip haritalar

cikarilmigtir (Sekil 6.3.4.).
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Sekil 6.3.2. MCH™“Piye MCHYTM acik alan testi @) Orta alanda gegirilen siire b) Toplam
mesafe ¢) Ortalama hiz d) A¢ik alan 1s1 ve takip haritalar

6.4. MCH noronlarimin lokomotor aktivite iizerindeki etkisi

MCH noéronlarinin, akut istah ve enerji harcamasi regiilasyonunda roliiniin
bulunmamasi iizerine, bu ndéronlarin anksiyete tizerindeki etkileri arastirildi. MCH
noronlart uyarilmis farelerin anksiyete seviyelerini degerlendirebilmek i¢in,
yiikseltilmig art1 labirent testi yapildi. 5 cm x 35 cm boyutlarinda 2 agik kolu, 5 cm x
35 cm x 20 cm boyutlarinda 2 kapali kolu olan ve 35 cm yiikselebilen deney
diizenegi kuruldu. Fiber optik feriil takilmis MCH"R? ve MCHY™™ fareler, 5 dakika
boyunca 10 ms 20-Hz frekansinda, 15 mW giiciinde ve 473 nm dalga boyunda
optogenetik uyarima maruz birakildi ve yiikseltilmis art1 labirent deney diizeneginde
test edildi. Deneyler AnyMaze yazilimi ile takip edildi, 1s1 ve takip haritalari
cikarildi.

Elde edilen bulgulara gbre, acik kola giris saytlarinin MCH'Y™™ (n = 9,29 + 2,47) ve
MCHC"R2 (n = 7,00 + 1,67) farelerde degisiklik gostermedigi tespit edildi (p>0,05).
Acik kolda gegirilen zaman, MCH"Y™™ (29,00 + 8,22 s) ve MCH®"?? (66,86 + 19,06
s) gruplarinda farklilik gosterse de, uyarim sonrasi gozlenen bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Gruplar arasi en Onemli fark, agik koldaki
ortalama hiz degerlerinde tespit edildi. MCH' " fareler agik kolda ortalama 0,0020
+ 0,0035 m/s hiz ile hareket ederken, bu deger MCH®"? farelerde 0,0011 + 0,0026
m/s degerine diistii. MCH noronlarinin uyarilmasindan sonra agik kolda kaydedilen

ortalama hiz diisiisii, istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05) (Sekil 6.4.1.).
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Sekil 6.4.1. MCHC"R? yve MCHYT™ yijkseltilmis art1 labirent testi @) Agik kola giris b)
Gegirilen siire ¢) Ortalama hiz d) Is1 ve takip haritalart

c)

MCH noéronlarinin baskilanmasinin anksiyete tizerindeki etkisinin arastirilmasi igin,
bu noéronlar kemogenetik olarak susturulmustur. MCH"™4P" yve MCHY™™ farelerin
kullanildigt bu deneylerde ayni yiikseltilmis art1 labirent diizeneginden
faydalanilmigtir. 300 pulL %0,9 izotonik NaCl soliisyonu i¢inde 3 mg/kg CNO enjekte
edilmesinin ardindan, fareler 5 dakika boyunca test edilmistir. MCHY™™ fareler agik
kola 5,75 + 1,06 defa girmisken; MCH"P' farelerin acik kola giris sayilar1 10,00 +
1,41) olarak kaydedilmistir. MCH néron inhibisyonu sonucu, agik kola gitme sayisi
onemli oOlglide artmistir (p<0,05). Gruplar arasinda agik kolda gegirilen zaman
(MCHtTom 65 00 + 32,93 s, MCH"™4Di: 79 54 + 21 15 s) ve agik kolda kaydedilen
ortalama hiz (MCHY™™: 0,017 + 0,0030 m/s, MCH"™4Pi: 0,019 + 0,0032 m/s)
bakimindan degisim tespit edilmemistir (Sekil 6.4.2.).
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Sekil 6.4.2. MCHhM4Di ve MCHtdTom yiikseltilmis art1 labirent testi a) Acik kola giris b)
Gegirilen siire ¢) Ortalama hiz d) Is1 ve takip haritalari

Acik kola girig (n)
Gegirilen zaman (s)
Ortalama hiz (m/s)
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6.5. MCH noéronlarinda besin tiiketimi ile eslesmis foto-uyarim

MCH noéron aktivasyonunun akut istah1 baslatacak veya var olan istah1 pekistirecek
giicte olmadiginin anlasilmasi iizerine, bu néronlarin 6diil algisina olan katkisi test
edildi. Metabolik kafeslerde hareket sensoriine bagl yem dagitimi diizenegi kuruldu.
Habitasyon gilinleri boyunca farelerin bu yem vericiyi kullanmayr o6grenmesi
beklendi. Bu siirede herhangi bir foto-uyarim verilmedi. Test giiniinde, hareket
sensOriine bagli yem dagitim diizenegi ile MCH néronlarinin optogenetik olarak
uyarimi eslestirildi. Kurulan deney diizenegine gore, MCHC"R? veya MCHYT™
fareler yem almak i¢in kafalarini sensoriin bulundugu girintiye soktuklarinda 1 adet
20 mg pellet yem aldilar ve eszamanli olarak 10 ms 20-Hz frekansinda, 15 mW
gliciinde ve 473 nm dalga boyunda foto-uyarim ile MCH noronlar1 aktive edildi.
Dolayisiyla, MCH noronlarinin uyarimi besin ile eslesmis olarak kendilerine

birakildi. Kurulan deney diizenegi Resim 6.5.1.’de sematize edilmistir.

\
}

Resim 6.5.1. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerde besin tiiketimi ile eslesmis foto-uyarimin
sematik gdsterimi

Besin tiiketimi ile optogenetik aktivasyonunun eslesmesi, dolayisiyla MCH
néronlarmin stimiilasyonunun oto-uyarim seklinde MCHC"R? ve MCH' ™™ farelerin
kontroliine birakilmasi, besin tiiketimini 6nemli dlglide arttirdi. Habitasyon, yani
foto-uyarimin olmadig1 giinlere kiyaslandiginda MCHY™™ farelerde pellet yem
tiikketim oran1 %86,87 + 4,30 seviyesinde kaldi. Ancak, MCHC"R? farelerde foto-
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uyarim sonrast besin tliketimi, uyarim olmayan giinlere kiyasla %110,67 + 3,72
seviyesine ¢ikti. Besin tliketimi ile eslestirilen MCH noronlarinin foto-uyarimi,
tiikketim ylizdesini istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide arttird1 (p=0,0013). Elde edilen
bulgular Sekil 6.5.1.de verilmistir.

Yem tiketimi
(% habitasyon)

50
tdTom ChR2

Sekil 6.5.1. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerde besin tiiketimi ile eslesmis foto-uyarim
sonrasi yem tiiketim ytizdesi

6.6. MCH noronlarinda besinden bagimsiz oto-uyarim

MCH néronlarmin akut istah regiilasyonu {izerinde etkisi bulunmamasi; ancak besin
tikketiminin foto-uyarim ile eslesmesi sonucu istahin artmasi {izerine, oto-uyarimin

besinden bagimsiz olarak yapildigi deney diizenekleri kuruldu.
6.6.1. Burun hareketi ile besinden bagimsiz oto-uyarim

Metabolik kafeslerin sag ve sol taraflarina birer girinti acildi ve iglerine hareket
sensorleri yerlestirildi. Habitasyon siireci boyunca, herhangi bir uyarim olmadan
farelerin tercih etmedigi girinti belirlendi. Test giiniinde tercih edilmeyen girintideki
sensore, MCH noronlarii uyaracak 10 ms 20-Hz frekansinda, 15 mW giiciinde ve
473 nm dalga boyunda foto-uyarim baglandi. Diger girintideki sensore foto-uyarim
baglanmadi. MCHC®'"R2 yve MCHYT™ farelerin girintilerdeki aktiviteleri gozlendi.

Kurulan deney diizenegi Resim 6.6.1.1.°de sematize edilmistir.
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Resim 6.6.1.1. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerde burun hareketi ile besinden bagimsiz
oto-uyarim

Test giiniinde elde edilen bulgular, MCH néronlarinin foto-uyarimimm MCHC'R?

farelerin kontroliine birakmanin, tercihi 6nemli 6l¢iide arttirdigini gosterdi. Buna
gore, MCH'T®™ farelerde habitasyon giiniinde tercih %52,66 + 8,70 seviyesindeyken,
uyarim giiniinde herhangi bir degisiklik gozlenmedi ve tercih %50,34 + 10,44
seviyesinde kald1 (p>0,05). Ancak, oto-uyarim imkam1 MCHC"? farelerde tercihi
onemli olgiide arttirdi. MCHC"R? farelerde habitasyon giiniinde %50,68 + 6,02 olan
tercih, uyarim giiniinde %75,56 + 5,75 seviyesine yiikseldi. MCH®"?? farelerine
sunulan MCH néronlarinin oto-uyarim imkani, tercihi istatistiksel olarak anlamli
olciide arttird1 (p=0,0002). Oto-uyarim kontrolii MCH'T™ farelerin tercihini sadece
% -2,32 + 5,34 degistirebilirken, MCHC'R2 farelerin tercihini %24,88 + 4,64 oranina
¢ikardi (p=0,003) (Sekil 6.6.1.1.).
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Sekil 6.6.1.1. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerde burun hareketi ile a) Uyarimsiz giinlere
oranla oto-uyarim yiizdesi b) Oto uyarim sonrasi degisen tercih yiizdesi
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6.6.2. Basamak ile besinden bagimsiz oto-uyarim

Metabolik kafeslerin sag ve sol taraflarina, farelerin basabilecegi birer basamak
yerlestirildi. Habitasyon siireci boyunca, herhangi bir uyarim olmadan farelerin
basamaga basmalari izlendi ve tercih etmedikleri basamak belirlendi. Test giiniinde
tercih edilmeyen basamaga, MCH néronlarini uyaracak 10 ms 20-Hz frekansinda, 15
mW giiciinde ve 473 nm dalga boyunda foto-uyarim baglandi. Diger basamaga ise
foto-uyarim baglanmadi. MCH®"R2ve MCH"YT™™ farelerin basamaklardaki aktiviteleri

gozlendi. Kurulan deney diizenegi Resim 6.6.2.1.”de sematize edilmistir.
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Resim 6.6.2.1. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerde basamak ile besinden bagimsiz oto-
uyarim

Test giiniinde, besinden bagimsiz olarak MCH néronlarinin foto-uyarimmi MCHC"R?

farelerin kontroliine birakmanin, tercihi oldukea fazla arttirdig1 gozlendi. MCH o™
farelerde habitasyon giiniinde tercih %35,81 + 2,98 seviyesindeyken, uyarim
giiniinde herhangi bir degisiklik gozlenmedi ve tercih %41,41 + 5,52 seviyesinde
kald1 (p>0,05). Ancak, oto-uyarimm MCH®"R? farelerin kontroliine verilmesi, tercihi
onemli Slciide arttirdi. MCHC"R? farelerde habitasyon giiniinde %30,68 + 4,19 olan
tercih, uyarim giiniinde ciddi bir artis gostererek %54,37 + 5,36 seviyesine yiikseldi.
MCHC"R?  farelerine sunulan MCH néronlarnin  oto-uyarim imkani, tercihi
istatistiksel olarak anlamli Ol¢iide arttirdi (p<0,00001). Oto-uyarim kontrolii
MCHYT™ farelerin tercihini sadece % -5,60 + 4,80 degistirebilirken, MCHC"R?

farelerin tercihini %23,69 + 3,38 oranina ¢ikardi (p=0,0039) (Sekil 6.6.2.1.).

o1



ok skok

* %
100 5 €0+ I—
80 1
—~ 401 )
= , X
R 601 £ =
< 25 S 2 )
g 404 2/ I -
~ g e .
20{ | &0
B =201
0
a) tdTom  ChR2 b) tdTom ChR2

Sekil 6.6.2.1. MCHC"R2ye MCH"T™" farelerde basamak ile a) Uyarimsiz giinlere oranla oto-
uyarim yiizdesi b) Oto uyarim sonrasi degisen tercih yiizdesi

6.7. Davranis deneyleri sonrasi post-hoc analizler

MCHC"R2 MCHM™S3Pa  MCHM™4DT e MCHYT™ fareler, davranis deneyleri sonrasi
sakrifiye edildi ve rAAV enfeksiyonu olan hiicre sayilar1 belirlendi. Optogenetik
aktivasyon deneylerinde kullanilan farelerde, Lateral Hipotalamus bolgesinin
yaklasik 400 nm iistiine fiber optik yerlestirildi. Fiber optik feriiliin MCH néronlarina
zarar verip vermedigini ve intrakraniyal enjeksiyonun tutarliligini tespit edebilmek
icin post-hoc analizler yapildi. Konfokal mikroskop ile elde edilen goriintiilerdeki
enfeksiyon alanlar1 ImageJ programu ile sinirlandirildi ve Resim 6.7.1.’de gdsterilen
enjeksiyon haritas1 ¢ikarildi. Buna gore, ChR2-eYFP enjeksiyonun, Lateral
Hipotalamus bolgesinde bulunan MCH ndronlarint kapsayan genis bir alani

etkiledigi tespit edildi.

Resim 6.7.1. ChR2-eYFP enfeksiyon haritasi
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7. TARTISMA

Istah ve beslenmenin sadece fizyolojik bir durum oldmadigi, merkezi ve periferal
sinir sistemlerinde bulunan, ¢cok karmasik sinir aglari tarafindan kontrol edildiginin
fark edilmesiyle calismalar bu alana ydnelmistir. Istah regiilasyonu yapan ve 6diil
algis1 yaratan cok sayida sinirsel ag desifre edilmis olsa da, merkezi ve periferal sinir
sistemlerinin enerji homeostazi tizerindeki rolii tamamiyla anlasilamamistir. Merkezi
sinir sisteminin Hipotalamus bolgesinde bulunan birgok c¢ekirdek ve alan,
organizmanin enerji durumunun algilanmasinda ve kontrol edilmesinde anahtar rol
oynar (3). Bu bolgede bulunan Lateral Hipotalamik Alan, farkli hiicre
popiilasyonlarini bir arada barindirmasi, heterojen olmasi, ¢ok sayida sinirsel aglara
sahip olmas1 nedeniyle istah ve 6diil merkezlerinin en onemlilerinden biri olarak
kabul edilmektedir (5, 6). Melanin Konsantre Eden Hormon néronlari, bu alanda
bulunan, olduk¢a genis yer kaplayan ve yaygin bir projeksiyon agina sahip olan bir
hiicre popiilasyonudur. Yapilan caligmalar MCH ndéronlarini beslenme davranigini
diizenleyen tipik bir oreksijenik noropeptit gibi sunsa da (8, 98), bu néronlarin akut
istah kontroliindeki rolii ve odil algis1 tizerindeki etkisi tam olarak desifre

edilememistir.

Bu tez ¢alismasinda, Melanin Konsantre Eden Hormon néronlarinin, akut istah ve
odiil algisi regiilasyonundaki etkisi arastirilmaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda, Pmch-
cre ifade eden transgenik fareler kullanilmistir. Bu transgenik farelerin MCH
noronlarinda cre enzimi bolge spesifik rekombinasyon yapmaktadir. Cre enzimi
tarafindan taninan ve hiicre tipi spesifik manipiilasyon yapmay1 miimkiin kilan LoxP
dizisi ise trettigimiz rekombinant adeno-asosiye viriisler iginde bulunmaktadir. Bu
viriislerde ana vektoriin yami sira, zit yonlerde LoxP dizileri vardir. Lox P
bolgelerinin cre enzimi tarafindan taninmast durumunda terse c¢evrilme
gercekleseceginden, bu noéronlarda viriis igerisinde bulunan transgen ifadesi
baslayacaktir. Cre enzimi bulunmayan hiicrelerde iki LoxP arasindaki DNA dizisi
terse ¢evrilmeyecek, dolayisiyla transgen ifade edilmeyecektir. Bu yontem sayesinde
belirli noron alt gruplar ile ¢alismak miimkiindiir. Bu tez ¢alismasinda bahsi gecen

teknikten yararlanilmistir. Pmch-cre farelere intrakraniyal olarak enjekte edilen
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rAAV, zit yonlerde LoxP dizisi icermekte ve MCH noronlara transdiiksiyonu
gerceklesen virlislerdeki transgen DNA dizisi terse cevrilmektedir. Dolayisiyla

sadece MCH noronlarinda enjekte edilen vektor ifadelenmektedir (99, 100).

MCH néronlarmin aktivitesini invaziv olmayan metotlar ile manipiile edebilmek igin
optogenetik ve kemogenetik yontemlerden yararlanildi. Bu metotlar geri donislii
oldugundan ilgili néronlara hasar vermemekte ve fatal etkiler yaratmamaktadir.
rAAYV ile intrakraniyal olarak MCH noéronlarina enjekte edilen hM3Dg-mCherry
vektorii sayesinde bu noronlari depolarize etmek; hM4Di-mCherry vektorii sayesinde
ise bu noronlart hiperpolarize etmek miimkiindiir. Bu vektorler modifiye G-protein
bagli reseptorler olup, uygun agoniste baglanmadiklar1 takdirde hiicrelerde inaktif
pozisyondadir (99, 100). Dizayn edilmis ilaglar ile aktive edilen dizayn edilmis
reseptorleri (DREADD) aktiflestirebilmek i¢in, klozapin molekiili veya onun
sentetik bir tiirevi bir olan klozapin-N-oksit (CNO) ligandi gerekmektedir. Bu
caligmada kemogenetik manipiilasyon igin, intraperitonal olarak 3 mg/kg CNO veya
0,01 mg/kg CLZ kullanilmstir.

Uzun yillar boyunca DREADD agonisti olarak klozapin molekiiliiniin sentetik bir
tirevi olan CNO kullanilmaktaydi. CLZ yerine CNO kullanmasmnin en 6nemli
sebebinin, CNO molekiiliiniin biyolojik olarak inert oldugu goriisiiydii. Ancak son
yillarda yapilan bazi ¢alismalar, DREADD agonisti olarak kullanilan CNO
molekiiliiniin, CLZ molekiiliine geri metabolize oldugunu géstermistir (101). Bu geri
metabolizasyon durumunda, CNO veya CLZ kullaniminin sadece fareye enjekte
edilecek madde miktarmi degistirdigi ne siiriilmiistiir. Ote yandan, bazi ¢alismalar
CNO molekiiliiniin biyolojik olarak inert oldugunu vurgulamaktadir. Bu ikilemi
ortadan kaldirabilmek i¢in, kemogenetik deneyler hem 3 mg/kg CNO, hem de 0,01
mg/kg CLZ ile yapilmistir. Buna ek olarak, dnceden inert oldugu diisiiniilen CNO
molekiiliiniin geri metabolizasyon sonrasi, klozapin molekiiliinde oldugu gibi,
seratonin ve dopamin reseptorlerini etkiledigi disiiniilmektedir (101). Heniiz tam
olarak gosterilmemis bu etkinin yaratabilecegi sorunlar1 6ngorerek, CNO veya CLZ
kullanilarak yapilan kemogenetik aktivasyonu, agonist gerektirmeyen optogenetik

aktivasyonla tekrarladik.
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Optogenetik uyarim, MCH noronlarinda transdiiksiyonu gergeklesen ChR2-eYFP
vektori ile yapilmistir. Farelere enjekte edilen ChR2-eYFP vektorii, bu hiicrelerde
1s18a duyarli Na* kanal1 ifadelenmesini saglamaktadir. Duyarli oldugu 473 nm dalga
boyunda 1s1k uygulandiginda Na" kanallar1 agilir ve néronlar depolarize olur. Bu
sayede aksiyon potansiyeli olusur. Noron alt gruplarini hedef almayr ve aktive
etmeyi mimkiin kilan bu teknik ile, saniyeler i¢ginde opsin sentezleyen hiicreleri
aktive etmek mumkiindiir (102, 103). Calismamizda Pmch-cre transgenik farelerde
ifadelenen ChR2-eYFP vektorii sayesinde, bu noronlar 1s1ga duyarli hale getirilmis

ve 473 nm dalga boyunda foto-uyarim sonucu depolarize edilmistir.

Bu tez calismasinda ilk olarak MCH néronlarinin manipiilasyonunun akut istah
kontrolii tizerindeki etkisi arastirildi. Erken donem galismalar, MCH noéronlarinin
asirt ifadelendigi fare modellerinde besin tiikketiminin 6nemli Ol¢lide arttigini
gostermistir. Bu durumu kilo artisi, obezite ve insiilin direnci takip etmektedir (9).
Fakat MCH noronlarinin asir1 ifadelendigi fare modelleri, bu hiicrelerin akut istah
yaratma veya var olan istah1 slirdirme kontrolii {izerindeki etkisini
aciklayamamaktadir. Bu sebeple hiicre i¢i spesifik hM3Dg-mCherry veya ChR2-
eYFP transgen ifadesi bulunan MCH né&ronlarini akut olarak uyardik ve farelerin
besin tiiketimlerini gozlemledik. Deneyler ilk olarak, farelerin nokturnal olmasi
sebebiyle, normalde besin tiiketimi saati olmayan giindiiz dongiisiinde yapildi.
Beklenenin aksine, bu néronlarin uyarimi giindiiz dongiistinde akut istah {izerinde bir
etki gostermedi. Gece dongiislinde, yani farelerin aktif oldugu saatlerde yapilan
aktivasyon deneyleri sonucunda, benzer sekilde, akut istah artist1 gozlenmedi.
Agonist olarak bir CNO ve CLZ ayr1 ayn test edildi. DREADD agonisti olarak CNO
veya CLZ kullanilmasinin, MCH néron aktivasyonun akut istah tizerindeki roliinii

degistirmedigi tespit edildi.

MCH néronlarimin in vivo aktivasyonunun, oldukca yiiksek atesleme kapasitesine
sahip oldugu bilindiginden (90), akut istah kontroliindeki rolii, kemogenetik uyarima
ek olarak optogenetik uyarimla da test edildi. MCHC®™2 ve MCH ™ fareler,

hiicrelerde ifade ettirilen Na* kanallarin1 agacak 473 nm dalga boyu 1s18a maruz
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kaldiklarinda, farelerin akut istahlarinda herhangi bir degisiklik gozlenmedi. Giindiiz
ve gece dongiisiinde yapilan optogenetik aktivasyon sonucu, besin tiiketiminde

degisim saptanmadi.

MCH noéronlarmin akut istah {lizerindeki etkisini test edebilmek i¢in, son olarak bu
noronlarin aktivasyonu, hM4Di-mCherry vektorii igeren rAAV ile baskilandi.
Mevcut literatiire gore, MCH noéronlarinin konjenital veya yetiskin ablasyonunun;
istah kaybi, besin tiiketiminde azalma ve kilo kaybina sebebiyet verdigini
gostermistir (15, 16). Yaptigimiz deneylerde, MCH noéronlarini akut olarak inhibe
etmenin, akut istah1 azaltmadigi ve hatta beslenme davranisinda herhangi bir
degisiklige yol agmadigini gozlemlemedik. Elde ettigimiz bulgular, sentetik CNO

molekiilii ve CLZ etken maddesi ile ayri ayr1 test edildi.

Bu noktada, tiretmis oldugumuz, kemogenetik ve optogenetik transgenleri iceren
rAAV’lerin islevselligini test edebilmek ve dolayisiyla elde ettigimiz bulgularin,
gercek baglamda MCH noéronlarinin  6zelligi  oldugunu gosterebilmek igin,
elektrofizyolojik ortamda MCH"™?3Pd yve MCH"™4P! jfadelenmesini, CLZ ekleyerek
test ettik. Buna gore, taze MCH"™3D4 heyin kesitlerinden kaydedilen spontan aktivite
sirasinda perfiizyona CLZ eklendiginde depolarizasyon gerceklestigini; taze
MCH" P! heyin kesitlerinden kaydedilen spontan aktivite sirasinda perfiizyona CLZ
eklendiginde ise hiperpolarizasyonun gergeklestigini gozlemledik. Ote yandan,
sakrifiye etmeden hemen &nce foto-uyarim yaptigimize MCHC"™? farelerin MCH
noronlarinda yogun cFos ifadelenmesi gozlemledik. Dolayisiyla, elde ettigimiz
bulgular, MCH néronlarinda transgen ifadesi bulunduguna ve foto-uyarim sonrasi
noronal aktivitenin arttigim1 gostermektedir. Bu durum, elde edilen akut istah

bulgularmin giivenilirligine katkida bulunur niteliktedir.

Akut istah regiilasyonu iizerine yapilan tim caligmalarda ortaya ¢ikan ortak sonug,
MCH néronlarinin igtah kontroliinde bir roliinun bulunmadigi; bu ndronlarin
beslenme icin gerekli veya yeterli olmadig1 yoniindedir. MCH ndronlari, akut istahi

baslatmaya veya var olan akut istah1 degistirmeye yetkin degildir.
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MCH noéronlarinin  akut istah etkisine dair elde ettigimiz bulgular, mevcut
literatiirden ve bilgi birikiminden farkli bir yol ¢izmektedir. MCH néronlarinin asirt
ifadelenmesini veya genetik ablasyonunu hedef alan deneyler sonucunda, bu
noronlarin oreksijenik oldugu diistintilmekteydi (9, 15, 16). Her iki durumda da,
kompensatuar mekanizmalarin ve farkli yolaklarin devreye girmis olabilecegini g6z

ontinde bulundurmak gerekmektedir.

Enerji harcamasindaki degisikliklerin, MCH yolaklarindaki genetik manipiilasyonlar
sonucu viicut agirliginda meydana gelen degisikliklere katkida bulundugu One
striilmiistiir. Enerji harcamasinin lokomotor aktivite ile 6l¢iildiigii bu deneylerde,
MCHRL1 knock-out veya noronal ablasyonlu farelerin hiperaktif oldugu tespit edilmis
(16, 104), ancak MCH peptidi veya MCHR1 agonistlerinin infiizyon ile verilmesinin
hareket tizerinde herhangi bir etkisi saptanmamistir (11, 105). Mevcut literatiirdeki
bu bulgular, genetik ve farmakolojik yaklagimlar arasinda bir tutarsizlik oldugunu
diistindiirmektedir. Bu sebeple, yaptigimiz acik alan deneylerinde MCH néronal
aktivitesinin kisa siireli manipiilasyonlarinin lokomotor aktivite iizerindeki etkisini
degerlendirdik. MCH"™4D! fareler ile kemogenetik inhibisyon, MCH"?2 fareler ile
optogenetik aktivasyon yaparak, akut lokomotor aktivitedeki degisimi gézlemledik.
Elde ettigimiz bulgular akut MCH manipiilasyonunun, kisa siireli lokomotor aktivite
tizerinde etkisi olmadigin1 gostermektedir. Hausen ve ark., kemogenetik MCH
aktivasyonunu gece dongiisii boyunca 8 saate ¢ikardiklari ve bilateral olarak uyarim
yaptiklar1 ¢alismalarinda, bu néronlarin lokomotor aktivite lizerindeki baskilayici
etkisi oldugunu bildirdiler (23). Fakat bu ¢alismanin, dogas1 geregi nokturnal olan
farelerin aktif oldugu zaman diliminde, yani gece dongiisiinde ve 8 saat boyunca
yapildigiin g6z oOniinde bulundurulmasi gerekmektedir. Bu tez c¢alismasinda
lokomotor aktiviteyi, besin tiiketiminin artmasin1 6ngordiigiimiiz giindiiz dongiisiinde
ve 30 dakika boyunca test ettik. Bu sayede, elde ettigimiz akut istah bulgularinda,

lokomotor aktivitenin bir rolii olup olmadigini test etmeyi amagladik.
Elde ettigimiz bu bulgunun, farelerde artan lokomotor aktivite, stres veya
anksiyeteden kaynaklanma olasiligi test edebilmek igin, MCH™3P4  MCH"™4D! v

MCHC"R? farelere a1k alan testi ve yiikseltilmis art1 labirent testi yaptik. Acik alan
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testinde merkezde gecirilen zaman, toplam alinan mesafe ve ortalama hiz
parametrelerini; yiikseltilmis art1 labirent testinde ise acik kola girig sayisi, agik kolda

gecirilen zaman ve ortalama hiz parametrelerini inceledik.

Mevcut literatiirde, MCH yolaklariin farmakolojik ve genetik manipiilasyonlarinin
anksiyete benzeri davraniglar tzerindeki etkileri hakkinda ¢eligkili bilgiler
bulunmaktadir (106, 107). Yiikseltilmis art1 labirent testi ile, MCH néronlarinin
bilateral akut kemogenetik aktivasyonu ve inhibisyonu ile unilateral akut optogenetik
aktivasyonunun anksiyete tizerindeki etkisini degerlendirdik. Optogenetik aktivasyon
sonucu agik koldaki ortalama hizda diisiis, kemogenetik inhibisyon sonucu ise agik
kola giris sayisin1 6nemli dlciide artis saptanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, MCH
noronlarinin  bastirilmasinin ~ anksiyolitik  bir  etkiye sahip  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bulgularimiz, genetik ablasyon ¢aligmalarinin isaret ettigi, ancak
MCHRI1 antagonistleri ile yapilan farmakolojik ¢alismalarda gozlenmeyen (106,
107) MCH néronlarmin anksiyolitik etkisine agiklik getirmistir. MCH nd&ronlarmin

baskilanmasi anksiyolitik etki yaratmaktadir.

Hipotalamik beslenme ve &dil algisinin MCH noéronlart  tarafindan nasil
diizenlendigi uzun yillardir incelenmektedir (1, 17, 21, 79). Ancak yapilan
caligmalarin nicel ¢ogunlugunun aksine, MCH noronlarinin metabolizma ve 6diiliin
noronal regiilasyonunun altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlagilamamuistir.
Kisa vadeli istah kontroliinde ulastigimiz sonuglar, MCH manipiilasyonunun, toplam
besin tiikketimi etkilemedigi, hatta gida alimimi baslatmak igin yeterli veya gerekli
olmadigint gosterdi. Bu durum, arkuat cekirdekte bulunan AgRP noéronlart veya
LHYCAT ngronlar1 gibi diger oreksijenik popiilasyonlarin aktivasyonu sonucu
gozlemlenen davraniglara tezat olusturmaktadir (1, 36). Eger MCH noéronlari, aglik
diizeyini artirmaktan ziyade beslenme sirasinda pekistirici bir role sahipse, tiiketim
sirasinda veya hemen sonrasinda aktif hale gelmeleri beklenir. Bu noktada, MCH
noronlarinin 6diil algisinda rolii olabilecegi géz oniinde bulundurduk ve ndronal
aktivasyonu ile besin tiikketimini ile eslestirmenin, tiikketilen besinin 6diil degerini
artirarak asir1 yemeye yol acabilecegini diisiindiik. Bu hipotezi test edebilmek igin,

MCH noéronlarinin optogenetik aktivasyonunu, otomatik pellet dagiticidan yem
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verilmesi ile eslestirdik. Kurdugumuz diizenekte, fare besin almak i¢in otomatik yem
vericinin sensorunu aktive ettigi anda, 473 nm 20-Hz optik lazer devreye girerek,
MCH néronlarinda foto-uyarim gergeklestirmektedir. 20 mg'lik bir yem pelletini
tilketmenin yaklasik 15 saniye stirdiigiinii varsayarak, MCH néronlarinin foto-uyarim
uzunlugunu, her pellet ¢iktiktan sonra 15 saniye siirecek sekilde ayarladik. Akut istah
bulgularinin aksine, MCH noéronlarinin yem tiiketimiyle eslestirilmis foto-uyarimu,
24 saatlik slire boyunca tiiketilen toplam yem miktarinda onemli Olgiide artisa
sebebiyet verdi. Biitin bu bulgular birlikte ele alindiginda, MCH noron
aktivasyonunun tek basina yiyecek arama veya acglik durumunun artmasina katkida
bulunmayacagi, ancak besin tiiketimiyle eslestirildiginde beslenmeyi giiclendirmede

ve pekistirmede rol oynayabilecegi anlagilmistir.

Domingos ve ark., MCH néronlarinin 6diil algisina katkisini tayin edebilmek icin
MCH aktivasyonunun kalorisiz ve sekerli igecek ile eslestirildigi bir dizi deneyler
gergeklestirdi. Sonuc olarak, MCH foto-uyariminin yalnizca oral tat ipuglart mevcut
oldugunda, besinlere 6diil degeri katabilecegi 6ne siirdii (21). Ancak sonuglarimiz,
MCH foto-uyariminin tatli olmayan yiyeceklerle eslestirilmesinin bile, tiiketimi
artirtlabilecegini gostermektedir. Bu noktada ortaya ¢ikan geliskiyi giderebilmek ve
oral tat ipucunun gerekliligini test edebilmek i¢in, MCH foto-uyarim denkleminden
besin Ogesini ¢ikardik. MCH noéronal foto-uyarim imkani, farelerin kendi tercihine
birakildi. Metabolik kafeslerin sag ve sol duvarlarina birer girinti veya basamak
yerlestirildi ve farelerin tercih etmedigi girintideki sensore, 10 ms 20-Hz frekansinda,
15 mW giiciinde ve 473 nm dalga boyunda foto-uyarim saglayacak lazer sistem
baglandi. Fareler girintiye burunlarini her soktugunda veya basamaga her bastiginda,
sensorlerin MCH néronlarini optogenetik olarak uyarmasi saglandi. Diger taraftaki
girinti veya basamaga herhangi bir uyarim baglanmadi. Sonraki giinler, -uyarimli
veya uyarimsiz-, hangi tarafi tercih ettikleri gézlendi. MCH aktivasyonu, ilk basta
tercih edilmeyen, ancak sonradan foto-uyarim ile eslestirilen taraftaki hareketi
onemli Olclide arttirdi. MCH ndronlarimi uyarmayi, farelerin kendi tercihine
biraktigimizda, farelerin oto-uyarim seviyelerinin olduk¢a fazla yiikseldigini
belirledik. Bu bulgular, MCH aktivasyonunun tek basina oral veya post-oral

ipuclarmin yoklugunda bile bir odiil etkisi olusturmak i¢in yeterli oldugunu
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disiindiirmektedir. 1954 yilinda Olds ve ark. tarafindan yapilmis bir c¢aligsmada,
biitiin lateral hipotalamik alan elektriksel uyarimi, farelerin kendi inisiyatiflerine
birakildi. Diger bdlgelerin oto-uyarimina nazaran, lateral hipotalamik alan oto-
uyarimi farelerde doyumsuz bir basma istedigi yaratti (72-74). Ancak bu ¢alisma,
genel olarak biitiin Lateral hipotalamik alan bdlgesininim oto-uyarimin1 hedef
aldigindan, ndron alt gruplarinin fonksiyonlarimi gz ardi etmekteydi. Daha sonraki
yillarda yapilan calismalarda LHA aktivasyonunun o6diil etkileri GABAerjik alt
popiilasyonda kaydedilmisken, glutamat ifade eden noronlar ise aksine itici etki
gosterilmistir (1, 79). Yaptigimiz tez ¢aligmasi, bu konuya katkida bulunmakta ve bir
yenilik getirmektedir. LHAMCH ngronlarmin aktivasyonunun, besinden veya post-oral
bir ipucundan bagimsiz olarak, bir 6diil algis1 olusturdugunu gdstermektedir.
Cogunlukla glutamaterjik olmasia ragmen (17), MCH néronlarinin oto-uyarimi da

odiil etkisi yaratmaktadir.

MCH néronlarinin bazi Ventral Tegmental Alan (VTA) ve striatum gibi baz1 6nemli
odil merkezleri ile karmagik sinirsel aglar sayesinde iletirim halinde oldugu
bilinmektedir. MCH noéronlarinin aksonlart VTA ve striatuma uzanmakta ve bu
bolgelerde yogun olarak MCHR1 ifade edilmektedir (21, 108). ARCAIRP ye LHVCAT
noronlarinin aksine, MCH noronlar1 yeme motivasyonunu dogrudan uyarmak yerine,
pekistirici bir rol tistlenmektedir. Bu sonuglar, MCHR1 antagonisti verilen si¢anlarin
stikroz c¢ozeltisi alabilmek igin basamaga daha az bastiklari, MCH knock-out
siganlarinin  yagli besinlere karsi azalmis yanit sergiledigini ve  MCH noéron
ablasyonlu farelerin kalorili veya kalorili olmayan tatlilar1 ayirt edemedigini gosteren
onceki ¢alismalarla tutarlidir ve bu ¢alismalara 6nemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir

(21, 108-110).

Bu noktadan itibaren yapilmasi gereken g¢alismalar, MCH néron aktivasyonu ile
olusan bu 06diil degerinin hangi baglantilar sayesinde gerceklestigini bulmaya
yogunlagmalidir. Bilindigi tizere, VTA ve striatum gibi kritik 6diil merkezleri MCH
noronlart ile iletisim halindedir (21, 108). Hangi genetik yolagin bu davranig
bicimine sebebiyet verdigini bulabilmek, bu noronlar1 anlamaya 6nemli oOl¢iide

katkida bulunacaktir.
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Bu tez c¢alismasinda, yem tiikketimini arttiran etkenin, siirekli MCH ndron
aktivasyonu degil, beslemeyle eslestirilmis uyar1 oldugu ve bu uyarimin 6dil niteligi
tasidign anlasildi. Ozetle, MCH néronlarmin akut istah regiilasyonu iizerinde bir
etkisi bulunmadigini, bu néronlarin besin tiiketimini degistirmek i¢in yeterli veya
gerekli olmadigini tespit ettik. MCH ndéronlarinin baskilanmasinin, anksiyolitik
etkiye sahip oldugunu, ancak MCH néron manipiilasyonunun lokomotor aktivite
tizerinde etkisi olmadigimi gosterdik. MCH néron aktivasyonu ile besin tiiketimini
eslestirdigimiz durumda artan yem miktar1 ile, bash basina bu néronlarin uyariminin
odiil degerinde olduguna isaret ettik. Sonug olarak, besinden veya oral bir ipucundan
bagimsiz MCH oto-uyarimi sonrasi, bu noronlarin aktivasyonunun bir 6diil algisi

yarattigini tespit ettik.
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8. SONUC

Uzun yillar boyunca istah kontrolii ile iliskili oldugu bilinen Lateral Hipotalamik
Alan noron alt popiilasyonlarindan olan Melanin Konsantre Eden Hormon
noronlarinin aktivasyonunun, beklenenin aksine, oreksijenik; inhibisyonunun ise
anoreksijenik etkiler yaratmadigi, giindiiz ve gece dongiilerinde yaptigimiz akut istah
kontrolii ile belirledik. Gozlemledigimiz bu etkiler, direkt olarak noronlarin
fonksiyonlaria isaret etmektedir. Besin tiiketiminin enerji harcamasi ile iligkisini
goz ardi etmemek ig¢in yaptigimiz lokomotor aktivite deneylerinde, MCH
aktivasyonunun veya inhibisyonunun enerji harcamasi iizerinde etkisi olmadigini
saptadik. Ancak, néronal MCH manipiilasyonunun anksiyete seviyesi lizerinde rolii
oldugunu; MCH noronlarinin baskilanmasinin anksiyolitik etki yaptigini, 6te yandan
MCH néronlarinin uyariminin ise anksiyete seviyesini arttirdigimni saptadik. Elde
ettigimiz ilk sonug¢, mevcut literatiiriin aksine, MCH noronlarinin akut istah
regililasyonu icin gerekli olmadig, istahi tetiklemek veya var olan istah1 siirdiirmede
yetersiz kaldigi, bunun yani sira MCH néronlarinin inhibisyonunun anksiyolitik etki

yaptig1 yoniindedir.

Lateral Hipotalamik Alan bolgesinin, merkezi sinir sisteminde bulunan kritik 6diil
mekanizmalar1 ile iletisim halinde oldugu bilinmektedir. Ancak, simdiye kadar
yapilan caligmalar bu bdlgenin tamamim elektriksel olarak uyarma veya lezyon
yapmaya odaklanmig, dolayisiyla ndron alt gruplarmin o6diil algisina katkisim
incelememistir. MCH noéronlarinin 6diil algis1 ve metabolizmasi iizerindeki etkisi
tam olarak anlasilmamistir. MCH ndron aktivasyonunun striatumdaki dopamin
seviyesini arttirdigi bilindiginden, bu ndéronlarin aktivasyonunun, besinlerin 6diil
degerine olan katkisini arastirmayr amacgladik. MCH ndron uyariminin 6diil algisina
olan etkisi, besin tiikketimini foto-uyarim ile eslestirerek test edildi. MCH noron
aktivasyonu akut istah1 arttirmadigi halde, foto-uyarim ile eslestirilen besin

tilketiminde 6nemli artis tespit edildi.

MCH néronlariin akut istahi arttirmadign yaptigimiz deneylerle gosterildiginden,

olusan bu farkin MCH no6ronlarinin besine kattigi 6diil degerinden kaynaklandigi

62



goriigii ortaya ¢ikti. Bu asamada, besinin bu 6diil algisina etkisini aragtirmak iizere,
bu denklemden besin Ogesini ¢ikardik. Post-oral ipuglarindan bagimsiz olarak,
farelerin kendi kendini uyarabilecegi diizenck kurduk. Farenin burnunu girintiyi
sokarak veya basamak yardimiyla MCH ndronlarin1 kendi uyardigi bu deney
diizeneginde, uyarim bulunan tarafta bulunmaya tarafa gére daha fazla etkinlik tespit
ettik. Bu durum bize, MCH néronunun uyarilmasiin yalniz basma bile bir ddiil
algis1 yarattigini, bu 6diil algisinin besin veya benzer cazip bir post-oral parametre ile
ilintili olmadigimi gostermistir. Dolayistyla, MCH noéronlarinin uyarimi bagh bagina

bir 6diil degerine sahiptir.

MCH néronlarinin sahip oldugu 6diil algisinin, merkezi sinir sisteminde hangi
sinirsel aglar tarafindan kontrol edildigi veya hangi projeksiyonlar dogrultusunda
islevsellik kazandigr bilinmemektedir. MCH ndoronlarinin birgok 6nemli 6diil
merkezine projeksiyon yaptigi bilinse de, bu ¢alismada gosterdigimiz sonucun hangi

aglar tarafindan regiile edildiginin arastirilmasi gerekmektedir.
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