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6.3. MCH nöronlarının lokomotor aktivite üzerindeki etkisi ................................. 43 
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sayısında anlamlı bir artış görülmüştür (p<0,05). ...................................................... 40 

Şekil 6.2.1.1. Kemogenetik manipülasyonunun akut iştah üzerinde etkisi a) Gündüz 
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ix 

 

RESİMLER LİSTESİ 

 

Resim 6.1.1.1. a) MCHhM3Dq enjeksiyonunun şematik gösterimi, b) MCHhM3Dq 

ifadesi ......................................................................................................................... 36 

Resim 6.1.1.2. a) MCHhM4Di enjeksiyonunun şematik gösterimi, b) MCHhM4Di ifadesi

 .................................................................................................................................... 37 

Resim 6.1.2.1. a) MCHChR2 enjeksiyonunun ve fiber optik implantasyonunun şematik 

gösterimi, b) MCHChR2 ifadesi ve fiber optik izi ........................................................ 38 

Resim 6.3.1. MCHChR2 açık alan testinin şematik gösterimi .................................. 44 

Resim 6.3.3. MCHhM4Di açık alan testinin şematik gösterimi .................................... 45 

Resim 6.5.1. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerde besin tüketimi ile eşleşmiş foto-
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Tablo 5.2.2.2.1. PCR Protokolü ................................................................................. 20 

Tablo 5.2.3.4.1. %17 pürifikasyon çözeltisi............................................................... 23 
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1. ÖZET 

 

MELANİN KONSANTRE EDEN HORMON NÖRONLARININ İŞTAH VE 

ÖDÜL REGÜLASYONUNDAKİ ROLÜ 

 

İştah ve ödül algısı, fizyolojik birer durum olmanın yanı sıra, merkezi ve periferal 

sinir sisteminde bulunan çok karmaşık sinirsel ağlar tarafından kontrol edilmektedir. 

Hipotalamusta bulunan çekirdek ve alanların, enerji homeostazını düzenlediği ve 

ödül algısı yarattığı bilinmektedir. Lateral Hipotalamik Alan nöral alt gruplarından 

olan ve oreksijenik olduğu düşünülen Melanin Konsantre Eden Hormon (MCH) 

nöronları, önemli iştah ve ödül merkezleriyle sinaptik iletişim halinde bulunmakta, 

fakat etkisi ve rolü henüz bilinmemektedir. Bu çalışmada, MCH nöronlarının akut 

iştah ve ödül regülasyonu üzerindeki etkisi araştırılmıştır. Pmch-cre transgenik 

farelerin MCH nöronlarının akut aktivasyonunun ve inhibisyonunun kısa süreli iştah 

üzerindeki etkisi incelenmiştir. Elde edilen bulgular sonucunda, oreksijenik olduğu 

düşünülen bu nöronların, akut iştahı başlatmakta ve sürdürmekte yetersiz kaldığı 

belirlenmiştir. Optogenetik ve kemogenetik metotlar ile test edilen lokomotor 

aktivite düzeyinde bir farklılık saptanmamış; ancak MCH nöron baskılanmasının 

anksiyolitik etkileri olduğu gözlenmiştir.   Ödül algısının anlaşılabilmesi için, MCH 

nöronlarının foto-uyarımı besin tüketimi ile eşleştirilmiş; tüketilen her besin için 

nöral aktivasyon sağlanınca besin tüketiminin arttığı anlaşılmıştır. Deneyler 

sonucunda bu nöronların iştahı etkilemediği tespit edildiğinden, gözlemlenen artışın 

MCH nöronlarının tetiklediği ödül algısından kaynaklanabileceği düşünülmüştür. Bu 

noktadan yola çıkılan deneylerde, besin veya post-oral bir ipucundan bağımsız olarak 

nöral aktivasyonun oto-uyarım olarak farelerin kontrole bırakılmasının, uyarım 

oranlarını anlamlı olarak arttığı tespit edilmiştir. Sonuç olarak, MCH nöronları akut 

iştahı başlatma ve sürdürmede yetersiz kalırken, bu nöronların uyarımının post-oral 

etmenlerden bağımsız olarak ödül algısını tetiklediği anlaşılmıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: Akut iştah, kemogenetik, optogenetik, oto-uyarım, ödül algısı 
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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  
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Son yıllarda, sadece fizyolojik bir durum olduğu düşünülen iştah ve beslenmenin, 

aslında çok karmaşık sinirsel ağlar tarafından kontrol edildiği fark edilmiş ve 

çalışmalar bu alana yönelmiştir. Şimdiye kadar açlık ve tokluk regülasyonu yapan ve 

ödül algısı yaratan pek çok sinirsel ağ deşifre edilmiş olsa da, merkezi ve periferal 

sinir sistemlerinin enerji homeostazı üzerindeki rolü tamamıyla anlaşılamamıştır. 

İştah kontrolü ve ödül algısının sinir sisteminde birden fazla merkez tarafından 

yönetiliyor olması ve sinirsel ağların birbirleriyle olan bağlantılarının karmaşıklığı, 

bu alanda yapılan çalışmaların önemini arttırmaktadır (1, 2).  

 

Merkezi sinir sistemi, organizmanın enerji durumunun algılanmasında ve kontrol 

edilmesinde anahtar rol oynamaktadır (3). Hipotalamus bölgesinde bulunan birçok 

çekirdek ve alanın, beslenme ve enerji homeostazını düzenlediği anlaşılmıştır. Bu 

sebeple, merkezi sinir sisteminin iştah kontrolü görevindeki en önemli mediatörün, 

hipotalamus bölgesi olduğunu söylemek mümkündür. Hipotalamus bölgesinde yer 

alan bazı çekirdek ve alanların aferent ve eferent projeksiyonları, organizmanın açlık 

ve tokluk kontrolünü sağlamakla kalmayıp, besinlere kodlanan ödül değerini de 

değiştirmektedir (4).  

 

Lateral Hipotalamik Alan (LHA), birçok farklı hücre popülasyonunu bir arada 

bulundurması, oldukça heterojen bir bölge olması ve çok sayıda sinirsel ağlara sahip 

olması sebebiyle bu açlık-tokluk merkezinin en önemli alanlardan biri olarak kabul 

edilmektedir. LHA, karmaşık intra-hipotalamus projeksiyonlarının yanı sıra, merkezi 

sinir sisteminin farklı bölgeleriyle de iletişim halindedir. Bütün bu özellikler, Lateral 

Hipotalamus bölgesinin akut iştah kontrolü ve ödül algısı oluşumundaki rolüne işaret 

etmektedir (5, 6).  

 

LHA bölgesinde farklı nöron alt grupları bulunmaktadır. Melanin Konsantre Eden 

Hormon (MCH) nöronları, LHA sınırları içerisinde, oldukça geniş yer kaplayan bir 

hücre popülasyonudur. Merkezi sinir sistemi boyunca yaygın bir projeksiyon ağına 

sahiptir. Kritik iştah kontrol ve ödül regülasyonu yapan merkezler ile bağlantılar 
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yapmaktadır. Bunun yanı sıra, MCH reseptörleri merkezi sinir sisteminde boyunca 

oldukça yaygın bir şekilde ifade edilmektedir (7).  

 

Lateral hipotalamik Alan bünyesinde bulunan Melanin Konsantre Eden Hormon 

nöronlarının, enerji homeostazı, ödül ve uyku-uyanıklık düzenlemesinde rol oynadığı 

uzun süredir bilinmektedir. MCH nöronlarının intraserebroventriküler (i.c.v.) 

infüzyonu, gıda alımında akut bir artışa neden olmakta ve uzun süreli infüzyonu kilo 

alımını desteklemektedir (8). Genetik olarak MCH peptidinin aşırı ifadelendiği fare 

modellerinde, kilo artışı, insülin direnci ve artan hiperfajik davranış tespit edilmiştir. 

Pmch geninin aşırı ekspresyonu ise artan besin tüketimine bağlı kilo alımına neden 

olan kritik faktörlerdendir (9).  

 

 Öte yandan, MCH reseptör antagonistleri anti-obezite etkisine sahiptir (8, 10, 11). 

MCH peptidinin veya reseptörünün genetik olarak ablasyonu, zayıflığa ve yüksek 

yağlı diyetle indüklenen obeziteye dirence neden olur (9, 12-14). Benzer şekilde, 

MCH nöronları ablasyonlu olan fareler, gelişmiş bir glikoz toleransı ve geç 

başlangıçlı zayıflık sergilemektedir (15, 16).  

 

Mevcut literatürdeki tüm bu bulgular birlikte değerlendirildiğinde, MCH 

nöronlarının beslenme davranışını düzenleyen tipik oreksijenik bir nöropeptit gibi 

davrandığı düşünülebilir. (17). Fakat yapılan tüm çalışmalar, genetik olarak MCH 

nöronlarının manipülasyonlarını kapsadığından, farklı kompensatuvar 

mekanizmaların devrede olabileceği düşünülmektedir. Dolayısıyla, bu nöronların 

akut iştah kontrolündeki rolü tam olarak deşifre edilememiştir. 

 

MCH nöronlarının iştahı etkileyebileceği mekanizmalar net olmasa da, homeostatik 

ihtiyaçların ödül fonksiyonu ile ilişkilendirilmesi üzerine bir rol önerilmiştir (17-21). 

Yapılan çalışmalarda, glikozun ex vivo MCH nöronal aktivitesini arttırdığı (22, 23) 

ve bu aktivasyonda periferik glikoz homeostazının yanı sıra ödül fonksiyonunda da 

rol oynadığı ileri sürülmektedir (21, 23, 24). Buna rağmen, MCH nöron aktivitesinin 

ödül algısını etkileyip kısa vadeli iştahı akut bir şekilde değiştirip değiştiremeyeceği 

açık değildir. MCH nöron uyarımının, besinlerin veya post-oral ipuçlarından 
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bağımsız etmenlerin ödül algısına yaptığı katkı net değildir. Bunun temel sebebi ise 

manipülasyonların çoğunun, MCH nöronlarının konjenital ablasyonlarını, eksprese 

edilen genleri veya MCH reseptörü agonistlerinin ve antagonistlerinin farmakolojik 

uygulamasını içermesidir. Çok az çalışma, organizmaya ve stimülasyon zamanına 

bağlı olarak değişken sonuçlar veren MCH nöronlarının elektriksel aktivite 

değişikliklerinin rolünü ele almıştır (21, 23, 25). Bununla beraber, inhibisyonun akut 

etkisi henüz bildirilmemiştir.  

 

Bu tez çalışmasında, kombine optogenetik ve kemogenetik yöntemler kullanarak, 

akut MCH nöronal aktivite manipülasyonlarının davranışsal ve fizyolojik etkilerinin; 

başka bir deyişle MCH nöronlarının akut iştah ve ödül regülasyonu üzerindeki 

etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. MCH nöron aktivasyonu ve inhibisyonunun, 

akut iştah üzerindeki rolünün deşifre edilmesi ve bu nöronların enerji harcaması, 

lokomotor aktivite ve anksiyete seviyesindeki etkilerinin anlaşılması hedeflenmiştir. 

Son olarak, MCH nöronlarının ödül algısına yaptığı katkı ve bu katkının oral veya 

post-oral bir ipucuna bağımlı olup olmadığının değerlendirilmesi amaçlanmıştır.   
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1. Beslenmenin Hipotalamik Kontrolü  

 

Merkezi sinir sistemi, iç ve dış uyaranlara yanıt olarak açlık-tokluk duygusunu 

oluşturmaktan ve gıda alım davranışlarını kontrol etmekten sorumludur (26). Yapılan 

çalışmalar, obezite patogenezinde yer alan merkezi süreçleri anlamak ve potansiyel 

ilaç hedeflerini belirlemek için, hipotalamik fonksiyonları anlamaya odaklamıştır. 

Son yıllarda, besin tüketimi, enerji harcaması, ödül algısı, üreme, cinsel davranış, 

saldırganlık, sosyal davranış ve termoregülasyon gibi birçok davranış ve fizyolojik 

adaptasyonun kontrolünün, hipotalamik modülasyonları tarafından gerçekleştiği 

anlaşılmıştır (27-30). 

 

Merkezi sinir sistemi, organizmanın enerji durumunun hissedilmesinde ve kontrol 

edilmesinde anahtar rol oynar (3). Hipotalamus, beslenme ve enerji homeostazını 

sağladığı için, merkezi sinir sisteminin kritik düzenleyicilerindendir. Hipotalamus 

bolgesinde bulunan Arkuat çekirdek (ARC), beslenme ve metabolizmanın 

düzenlenmesinde kritik öneme sahiptir. ARC, “geçirgen” kan-beyin bariyerine yol 

açan kapilerlere sahip olan median eminens (ME) bölgesine yakın yer almaktadır. 

ME, periferal hormon ve besin sinyallerinin taşınmasını ve bunların ARC nöronları 

tarafından tanınmasını sağlar (31). Bu sayede ARC periferal dolaşımdaki hormonal 

ve besinsel metabolik sinyalleri algılayarak koordine bir geri besleme tepkisi verir. 

Arkuat çekirdek, yoğun sinirsel ağlar aracılığıyla Lateral Hipotalamik Alan (LHA), 

Paraventriküler Hipotalamik Çekirdek (PVN), Dorsomedyal Hipotalamus (DMH) ve 

Ventromedial Hipotalamus (VMH) bölgeleri ile bağlantılı halde bulunmakta, 

dolayısıyla bu bölgelerin de açlık – tokluk mekanizmalarında etkili olduğuna işaret 

etmektedir (26).   

 

ARC bölgesi ile diğer hipotalamik bölgeler ile bağlantı halinde olduğunun 

bulunmasının ardından, çalışmalar bu bölgeler üzerinde yoğunlaşmıştır. Farklı 

hipotalamik bölgelerin işlevlerini tayin edebilmek için lezyon çalışmaları yapılmıştır. 

Yapılan çalışmalarda hipotalamik bölgelerin zıt yönlerde açlık – tokluk kontrolü 



7 

 

yaptığını göstermiştir. Buna göre, LHA bölgesinin işlevsizleştirilmesi veya 

lezyonlarının, hipofajik, zayıf bir fenotipe yol açar. Bu durum LHA bölgesinin gıda 

alımını tetikleyici rolünü vurgulamaktadır (32). Öte yandan, PVN bölgesinin 

işlevsizleştirilmesi veya çıkarılması aşırı yeme ve obeziteye yol açmakta, dolayısıyla 

bu bölgede bulunan nöronların besin tüketimini baskılayıcı etkiye sahip olduğu 

anlaşılmaktadır (33). VMH bölgesi ortadan kaldırıldığında hiperfaji ve obezite (34), 

DMH bölgesi ortadan kaldırıldığında ise hipofaji ve zayıf fenotip (35) görülmektedir. 

Fakat, bu çalışmalarda yapılan manipülasyonlar, tüm hipotalamik çekirdek veya 

alanda lezyon yapmak üzerine kuruludur. Dolayısıyla bu çalışmalar, incelenen 

hipotalamik bölgelerde bulunan nöronların işlevlerini açıklamada yetersiz kalmıştır.   

 

İlerleyen zamanlarda yapılan çalışmalarda, arkuat çekirdekte, oreksijenik (iştah 

arttırıcı) AgRP/NPY nöronları ve anoreksijenik (iştah baskılayıcı) POMC nöronları 

olmak üzere fonksiyonel olarak birbirine antagonist iki farklı nöron tipi bulunduğu 

gösterildi (36). Zıt beslenme davranışlarını regüle etmek için kendi nöron alt 

gruplarını barındıran arkuat çekirdek içindeki bireysel nöronların keşfedilmesiyle 

(37, 38), hipotalamik beslenme ve tokluk merkezleri fikri güncelliğini yitirdi. 

Hipotalamik çekirdek ve alanların beslenmeyi düzenlediği düşüncesinin yerini, zıt 

etkili beslenme ve tokluk nöronları aldı. 

 

4.2. Beslenme Mekanizmalarında Hipotalamik Nöron Alt Grupları  

 

Arkuat cekirdek bünyesinde, beslenme regülasyonu bakımından birbirleri ile zıt 

fonksiyonları olan AgRP ve POMC nöronlarının keşfi sonrası, çalışmalar 

hipotalamik nöron alt gruplarına yönlendi.  

 

Gıda alımını takiben, POMC kırpılarak α-melanosit-stimule eden hormona (α-MSH) 

dönüştürülür. α-MSH ise PVN bolgesindeki nöronlar da dahil olmak üzere yolağın 

altındaki nöronlarda melanokortin 3 ve 4 reseptörlerini (MC3/4) aktive eder ve bu 

sayede gıda alımı azalır, enerji harcanımı ise artar (39). Her ne kadar MC4R 

ekspresyonu beynin farklı bölgelerinde yaygın dağılım gösterse de (40, 41), 

hipotalamusta en yüksek MC4R ekspresyonu PVN bolgesinde bulunur (42, 43). Bu 
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durumla tutarlı bir şekilde, fare çalışmalarında MC4R’nin özellikle PVN bölgesinde 

ortadan kaldırılmasının glukoz homeostazındaki bozulmalara ek olarak hiperfaji ve 

azalmış enerji harcanımının sonucunda obeziteye yol açtığı gösterilmiştir (44, 45). 

MC4R aktivasyonunun gıda alımının düzenlenmesinde, beyin-kökenli nörotropik 

faktör (BDNF) (46, 47), kortikotropin-salgılatıcı hormon (CRH) (48) ve tirotropin-

salgılatıcı hormon (TRH) (49, 50) gibi alt mediatörlerin bulunduğu düşülmektedir. 

Her ne kadar gıda alımının hipotalamik melanokortinerjik nöronlar tarafından sabit 

bir şekilde baskılandığı düşünülse de (51), MC4R aktivasyonu, sempatik sinir 

sisteminin aktivitesini arttırarak kahverengi adipoz doku aktivasyonuna yol açmak 

suretiyle enerji harcanımını yükseltir (52, 53). POMC nöronların özellikle LHA, 

PVN, DMH ve VMH bölgelerinde bulunan ikinci-derece nöronlara uzanım yaparlar. 

Bu ikinci derece nöronlar, alınan bilgiyi işleyerek hipotalamus dışında bulunan ve 

karmaşık bir trafiğe sahip farklı sinir ağlarına iletir. Dolayısıyla, enerji alımı ve 

harcanımı olarak cevap oluşmasını sağlarlar (54).  

 

Açlık durumunda AgRP/NPY nöronları uyarılır (55)  ve bu nöronlar aynı anda NPY 

ve AgRP salgılarlar. NPY, NPY Y1 (56) ve Y5 (57-59) reseptörlerini aktive ederek 

doğrudan gıda alımını uyarır (60, 61). Ayrıca NPY Y1-reseptörü aracılığıyla PVN ve 

beyin kökünde tirozin hidroksilaz ekspresyonunun düşmesini sağlayarak kahverengi 

adipoz dokusuna giden sempatik uyarımın, dolayısıyla da aktivitesinin azalmasına 

yol açar. Bu sayede enerji harcanımını azaltır (62). PVN bölgesinde bulunan 

nöronlar, periferal organlara sempatik sinyal akışını düzenler (63) ve bir dizi 

düzenleyici nöropeptit salgılar (64). PVN nöronları beslenmeyi destekleyen LH 

nöronlarından inhibe edici innervasyon alırken POMC ve AgRP / NPY nöronları 

VMH ve PVN gibi diğer hipotalamik çekirdeklerden aktifleştirici glutamaterjik 

geribildirim girdisi alır, ve bu da gıda alımını düzenleyen ince ayarlanmış bir yanıtla 

sonuçlanır (65). LHA, ARCPOMC ve ARCAgRP nöronlarından güçlü girdi alır ve her 

iki nöron ve bunların peptitleri, LHA nöronlarındaki nöronal aktiviteyi modüle 

edebilir (66, 67).  
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4.3. Lateral Hipotalamik Alan 

 

Lateral hipotalamik alan (LHA) birçok farklı hücre popülasyonunu içeren büyük ve 

heterojen bir bölge olup, hipotalamusun diğer bölgelerle en çok bağlantı barındıran 

alanıdır. Bu durum, LHA’nın içsel ve dışsal bilgi alımını kolaylaştırarak bilişsel, 

iskelet motor, otonomik ve endokrin fonksiyonlarda görev almasını sağlar (68). 

 

Preoptik alanın posteriorunda ve ventral tegmental alanın anteriorunda yer alan 

LHA, sinir sistemi boyunca yaptığı uzanımlar sayesinde çeşitli bilişsel ve fizyolojik 

süreçleri kontrol etmekte önemli bir rol oynar. LHA’nın fizyolojik süreçleri kontrol 

etmedeki rolü, 1940’lardaki lezyon çalışmalarından sonra dikkat çekmeye 

başlamıştır (69).  

 

LHA nöronları, hipotalamusun en büyük nöronlarıdır ve bu nöronlar arasında beyin-

omurilik ekseni boyunca uzanım yapan oreksin nöronları ve melanin konsantre eden 

hormon nöronları başı çeker. LHA, hipokampal yapı, amigdala, bazal gangliyonlar, 

talamus, orta beyin, pons, beyin sapı, omurilik ve hipotalamusun birçok farklı hücre 

popülasyonuna uzanım yapmaktadır. LHA aferentlerinin ise, prefrontal/orbitofrontal, 

insular ve koku alma korteksi, amigdala, hipokampal yapı, nükleus akumbens 

kabuğu ve beyin sapı gibi farklı kortiko-limbik yapılardan köken aldığı gösterilmiştir 

(59, 70-74).  

 

4.3.1. Lateral Hipotalamik Alanın İştah Regülasyonu 

 

LHA’yı hedef alan lezyonların beslenme ve içme davranışlarını baskıladığını 

göstermiştir (69). Norepinefrin ya da dopamin içeren katekolaminerjik liflerin 

kimyasal lezyonlarla hasara uğratıldığı sonraki çalışmalarda, medyan ön beyin 

demetindeki bu geçiş liflerinin beslenme ve içme davranışını kontrol eden önemli 

regülatörler olduğu gösterilmiştir. LHA somatasını ortadan kaldıran fakat geçiş 

liflerini hasarlandırmayan kimyasal lezyonlar beslenme ve içme eylemlerini 

baskılamaktadır (70, 75, 76). Kemirgenlerde LHA’nın elektrik aracılığıyla 
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uyarılmasını hedef alan çalışmalar, bu bölgedeki elektriksel aktivitenin farklı 

beslenme davranışlarını tetiklediğini göstermiştir (72-74).  

 

Lateral Hipotalamik Alanda, homeostatik ve hedonik beslenmede zıt rollere sahip 

uyarıcı glutamat (LHAglutamat) ve inhibe edici GABA (LHAGABA) nöronlarının geniş 

dağılımları mevcuttur (2). LHAGABA nöronları, gıda alımını teşvik ederken (1),  

LHAglutamat nöronları, gıda alımını inhibe eder (77). LHAGABA nöronları, iştah açıcı 

veya tüketici beslenme davranışları sergileyen ayrı nöronal popülasyonlardan oluşur 

(1). Hipokretin/oreksin (Hcrt/ox) (LHAHcrt/ox) ifade eden nöronlar uyarılma ve besin 

ödül algısı (78) ile ilişkilendirilmiştir. Lateral habenula bölgesine projeksiyon yapan 

LHAglutamat nöronları, beslenmeyi bastırır ve isteksizliği teşvik eder (79). Bu nedenle, 

LHAglutamat nöronları beslenmeyle ilgili aktivasyon modellerine dayalı olarak nöronal 

alt gruplara ayrılabilir. LHA tipik olarak hipotalamik sinyallerin bir entegratörü 

olarak görülür, ancak iştah ve besin tüketimi ile ilişkili nöronların yoğunluğu, LHA 

seviyesinde daha fazla nöronal besleme devrelerinin varlığına işaret eder.   

 

4.3.2. Lateral Hipotalamik Alan Kontrolünde Ödül Algısı  

 

LHA’nın beyin ödül sistemindeki rolü, esas olarak kemirgen çalışmalarında 

intrakraniyal olarak kendi kendini uyarma yoluyla gösterilmiştir. Deney 

hayvanlarının ödüllendirici LHA elektriksel uyarımını almak için, isteyerek harekete 

geçtiği saptanmıştır (72-74). LHA oto-uyarımının ödüllendirici etkisi, büyük ölçüde 

dopamin ve opioid sistemlerinden etkilenir. Çünkü bu sistemlerdeki tahribatın kendi 

kendini uyarma davranışını bastırdığı veya bozduğu gösterilmiştir (72-74). 

GABAerjik nöronlar, bir ödülün verilmesini öngören ipuçlarına yanıt vermeyi 

öğrenmede de önemli bir rol oynar. Öğrenme, ödül süreçleri ve beslenme davranışı 

için çok önemli olduğu bilinen ve dopamin nöronları açısından zengin bir merkez 

olan ventral tegmental alan (VTA), LHA'nın GABAerjik nöronlarından da 

projeksiyonlar alır (80). 
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Lateral Hipotalamik Alan sınırlarında yapılan elektriksel oto-uyarim sonucu 

gözlenen ödül algısını anlamayabilmek için, LHA bölgesinde bulunan farkla nöron 

alt gruplarını incelemek gerekmektedir.   

 

Her iki LHA popülasyonu, VTA bölgesine yaptığı projeksiyonları ile ödül algısı 

bakımından değerlendirilmelidir. LHAGABA > VTA aferentleri VTAdopamin nöronlarını 

(VTAGABA inter-nöronlarının disinhibisyonu ile) uyarırken, LHAglutamat > VTA 

aferentleri VTAdopamin nöronlarını (VTAGABA inter-nöronlarının uyarımı ile) inhibe 

eder (80).  LHAglutamat nöronları, lateral habenula yoluyla gıda alımının 

inhibisyonuna aracılık eder. Dolayısıyla beslenmeyi ve ödül algısının kattığı 

değerleri modüle eden ve muhtemelen bağımsız etkili devrelerin varlığını destekler 

(79). 

 

LHAGABA nöronları, uzun formlu leptin reseptörü (Lepr), nörotensin (Nts) ve galanin 

eksprese eden nöronlardan oluşur ve bunların tümü, LHAHcrt/oreksin nöronlarını ve ödül 

algısını innerve eder ve yiyecek ödülü (7, 81, 82). Nts ve galanin birçok LHA 

nöronunda birlikte eksprese edilir (68). LHANts nöronları VTA'yı innerve ederken, 

LHAgalanin nöronları lokus coeruleus'u (LC) innerve eder (81, 82). LHAgalanin 

nöronlarının aktivasyonu, LHAGABA nöronlarının aktivasyonuna benzer şekilde besin 

ödül degerini artırmak için yeterlidir. LHAgalanin nöronları, metabolik beslemeyi 

etkilemeden hedonik beslemeyi arttırabilir (83). LHNts nöronlarının aktivasyonu, 

metabolik gıda alımını baskılar, ancak hedonik beslenme üzerinde etki gösteremez 

(84). 

 

4.4. Melanin Konsantre Eden Hormon Nöronları   

 

Melanin konsantre eden hormon (MCH) nöronları merkezi sinir sistemi boyunca 

uzanım yapar ve MCH reseptörleri beyinde yaygın ekspresyon göstermektedir. MCH 

reseptör ekspresyonu, özellikle orbitofrontal, prelimbik, sensorimotor, motor ve 

piriform korteks, koku alma yolları, nükleus akkumbens kabuğu, striatum, 

hipokampüs, locus coeruleus ve NTS başta olmak üzere korteks boyunca yüksek 

gözlenir (85, 86).  
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Melanin konsantre eden hormon, 165 amino asitlik preprohormondan kodlanan 19 

amino asitlik halkasal bir peptittir (87). MCH nöronlarının birçok davranışla 

bağlantılı olduğu gösterilmiştir. Karşılaştırma yapılan bütün memeli MCH amino asit 

sekansları aynı çıkmıştır. Dolayısıyla hayli korunmuş bir proteindir. Bunun yanında 

alternatif kırpılan preproMCH peptitleri iki çeşit daha peptit üretir; nöropeptit E-I 

(NEI) ve nöropeptit G-E (NGE) (88).  

 

Bazı MCH nöronları, GABA (glutamatik asit dekarboksilaz; GAD67) belirteçleri 

ifade ederken, diğerleri glutamat (Vglut2) belirteçleri ifade eder (86). Bu durum, 

MCH nöronlarının inhibitör ve aktivatör alt kümelerden oluştuğunu göstermektedir.  

 

4.4.1. MCH Nöronlarının Enerji Homeostazı ve Ödül Algısındaki Rolü  

 

MCH nöronları beslenme ve uyku-uyanıklık dengesinin düzenlenmesinde rol oynar. 

MCH peptidinin intraserebroventriküler enjeksiyonların kemirgenlerde beslenmeyi 

ve vücut ağırlığını gösterilmiştir (8). Yapılan genetik çalışmalar, MCH peptidinin 

aşırı ekspresyonunun hiperfaji ve obeziteye yol açtığını ortaya koyarken, MCH 

nöronları veya MCH peptidi olmayan fareler hipofajik ve zayıftır (14, 15). MCH 

infuzyonu veya MCH peptidinin genetik olarak aşırı ifadelendiği deneylerde, insülin 

direnci, obezite, besin tüketimi ve yağ kütlesinde artış gözlenmiştir (8).  

 

Obez bireylerin genetik analizi MCH ve MCH reseptörlerinin farklı varyantlarını 

ortaya çıkartmıştır. Fakat zayıflık ya da obezite ile hangi farklılıkların ilişkili olduğu 

kesin bir sonuca vardırılmamıştır. Bir ilişkilendirme çalışmasında, erken onset ciddi 

obezite ve hiperfaji öyküsü olan 106 bireyde MCHR1’in iki missense varyantı 

tanımlanmıştır: Y181H ve R248Q. Bunların ikisi de, 192 kişilik normal ağırlıklı 

kontrol grubunda bulunamamıştır. R248Q, iki jenerasyonda obezite ile beraber 

ilerlerken, Y181H varyantıyla ilgili aile datasına ulaşılamamıştır. R248Q varyantının 

fonksiyonel cevabına bakıldığı zaman konstitütif aktivasyon, cAMP 

sinyalizasyonunda bir değişiklik veya ligand hipersensitivitesi saptanmamıştır (89).  
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Yapılan in vivo çalışmalar merkezi sinir sisteminin yönettiği, enerji homeostazisi, 

uyku ve uyanıklık ve duygusallık dahil bazı fizyolojik süreçlerin, MCH peptitleri 

tarafından yönetildiği göstermiştir (90-92). Az çalışılmış olsa da, MCH peptidinin 

rolü, bağırsak ve pankreatik islet fonksiyonu gibi periferi dokularda da gösterilmiştir 

(93, 94). Nörobiyoloji, kemirgen genetiği ve kemirgen farmakoloji çalışmaları MCH 

peptidinin ve MCH reseptörünün vücut ağırlığını regüle ettiğini göstermiştir (95, 96). 

Bu bilgiye dayanarak, birçok farmakoloji çalışmaları obeziteyi tedavi etmek amaçlı 

MCHR1 antagonisti geliştirmeyi amaçlamıştır (96). Şimdiye kadar birkaç MCHR1 

antagonisti saptanmış olsa da, klinik çalışmalarda obeziteyi engelleyen etkili bir 

bileşik saptanamamıştır. Etkili bir tedavinin bulunamamış olmasının MCH1R 

yolağının tam olarak tesirinin olmamasından mı yoksa güvenli, tolere edilebilecek ve 

yüksek tesirli ve farmakodinamik özellikleri olan bir bileşiğin daha üretilememiş 

olmasından mı olduğu tam olarak bilinmemektedir.  

MCH peptit ve nöronunun enerji homeostazı üzerindeki etkilerini araştıran bir 

çalışmada, ataksin-3 ile nöron ablasyonu yapıldı ve MCH nöron aktivasyonunu 

susturuldu. Bu farelerde, gelişim boyunca Promch geni mevcutken, yaşamın ilk 

birkaç haftasında MCH nöronların %60-70'i dejenere oldu (15). MCH ablasyonlu 

fareler 7 haftalık olduktan sonra, düşük vücut ağırlığı, baskılanmış boy uzaması, 

düşük yağ kütlesi, yağsız kitle ve leptin seviyeleri geliştirdi (15). Bu farelerde 

zayıflık, hipofaji ve artan enerji harcaması gözlendi. Leptin eksikliği olan ob / ob 

farelerde, Promch veya MCH nöronların kaybı obeziteyi, diyabeti ve hepatik 

steatozu iyileştirdi. Bu durum MCH nöronlarının leptin eksikliğine verilen yanıtın 

önemli bir aracısı olduğunu düşündürmektedir (15, 97) 

MCH nöronları glikoza duyarlıdır; hücre dışı glikoz seviyeleri yükseldiğinde artan 

aktivite gösterir (22, 24). MCH nöronları, dopaminerjik nöronların bulunduğu 

striatum ve orta beyindeki ödül merkezlerine yoğun projeksiyonlar gönderir. Ek 

olarak, MCH nöronları, dopaminerjik nöronların bulunduğu striatum ve orta 

beyindeki ödül merkezlerine yoğun projeksiyonlar gönderir. MCH nöronları ile ödül 

çekirdekleri arasındaki bu güçlü anatomik bağlantı ve ayrıca MCH nöronlarının 

glikoz seviyelerini algılaması, bu hipotalamik nöronların sakarozun ödül değerini 

aktarmada bir rol oynayabileceğine işaret etmektedir (21). 
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Mevcut literatüre göre, MCH nöronları, glikoz algılama ve şeker ödülü arasında 

temel bir bağlantı görevi görür. Yapılan çalışmalar, MCH nöronlarının ödül değeri 

yüksek, doğal hedonik besinlerin, yapay hedonik besinlere tercih edilmesini sağlayan 

nöronal devrelerin önemli bir bileşenini olduğuna göstermektedir (21, 22). 

Dolayısıyla, MCH nöronlarına bağlı glikoz hassasiyetinin, ödül değeri taşıdığı 

düşünülmektedir.  
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5. MATERYAL VE METOT  

 

5.1. Materyal 

 

Tablo 5.1.1. Yapılan Deneylerde Kullanılan Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar 

 

Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar Marka  Ürün Kodu 

anti-MCH primer antikoru   Phoenix Pharmaceuticals H-070-47 

Anti-cFos primer antikoru Cell Signaling  2250 

Keçi anti-tavşan IgG (H+L) Alexa Fluor® 

488 (Thermo Scientific) 

Keçi anti-tavşan IgG (H+L) Alexa Fluor® 

633 (Thermo Scientific) 

Life Technologies   

 

Life Technologies   

A11008 

 

A21070 

Keçi Serumu Sigma-Aldrich G9023 

LB Agar Biomatik A8523-500G 

LB Broth Biomatik A8523-500G 

Kontrol ve transgenik primerler 

rAAV plazmitleri 

293AAV hücre hattı 

Sentegen 

Addgene 

Cell BioLabs 

 

 

AAV-100 

Sodyum Pirüvat (C3H3NaO3) 

Ethanol  

Glasiyal Asetik Asit  

Agaroz  

Glutamax-I  

Paraformaldehit 

Sigma-Aldrich  

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich  

Sigma-Aldrich  

Gibco 

Sigma-Aldrich  

P5280 

46139 

537020 

A9539 

35050-061  

15127  

Fosfat Tamponlu Tuz (PBS)  

Fenol Kırmızısı 

OptiPrep™ Density Gradient Medium 

Benzonase 

Trypsin (0,25%) in DPBS 

DMEM High Glucose 

EndoFree Plasmid maxi kit   

D-Sorbitol High Purity 

SafeView 

Gel Loading Dye Purple (6X) 

Multicell 

Capricorn 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Capricorn 

Multicell 

Qiagen 

Sigma-Aldrich 

Alfagen 

NEB 

311-010-CL 

600-070-IG 

D1556 

E8263 

CPTRY2B 

WS319005CL 

12362 

BMA2450 

G108 

B7024 S 
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Taq PCR Kit 

Fluoromount Mounting Medium 

Triton X-100 

NEB 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

E5000 S 

F4680 

X100 

Clozapine N-Oxide  

Klozapin 

Sükroz     

Dekstroz 

Sodyum Askorbat (C6H7NaO6)  

Opti-MEM Reduced Serum Medium  

Enzo LifeSciences 

 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Sigma-Aldrich 

Life Technologies 

BML-NS105 

 

0389 

D9434 

PHR1279 

51985-034 

   

 

 

Tablo 5.1.2. Yapılan Deneylerde Kullanılan Gereçler 

 

Kullanılan Gereçler Marka  Ürün Kodu 

Coulbourn Metabolik Kafesleri 

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter  

OptiSeal Santrifüj Şişeleri 

MicroPunch     

Portatif Anestezi Cihazı 

Micromotor 

One-axis Oil Hydraulic Micromanipulator 

Drummond Wiretrol™ II Kalibre Mikropipet 

Peristaltik Pompa 

Harvard Apparatus 

Millipore 

Thermo Scientific 

Harvard Apparatus 

Beyza Medikal 

Istanbul Dis Deposu  

Narishige 

Minstar 

Fisher Scientific 

 

UFC910024 

7600302 

340140 

 

 

MO-10 

 

21-176-2A 

0,2 mL PCR tüpleri Isolab  123.01.002 

ChemiDocTM MP System BioRAD  

Çalkalayıcı Benchmark Scientific BR2000 

dH2O Cihazı Millipore ZRQSVP8W 

Ear Tag Harvard Apparatus 52-4717 

Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube  Sigma-Aldrich  Z666505 

Manyetik Karıştırıcı Benchmark Scientific H400HSB 

Multi-Therm Çalkalayıcı  Benchmark Scientific H5000-HC 

pH metre Isolab pH7110 

PowerPacTM Universal Power Supply BioRAD  1645070 

Santrifüj Orto Alsera Biocen 22R 
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Spectrometre cihaz BioRAD  

T100TM Thermal Cycler BioRAD  1861096 

Tartı Ohaus Explorer EX124-US 

Ultrasonikator Bandelin Sonarex  

Vorteks 

Konfokal Mikroskop 

Konfokal Mikroskop 

Vibratom 

Mikropipet Çekici 

Stereo Mikroskop 

Benchmark Scientific 

Zeiss 

Zeiss 

Leica 

Sutter Instruments 

Zeiss 

BV1000 

LSM-780 

LSM-800 

VT1000S 

P-1000 

Discovery V8 
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5.2. Metot 

 

Bu tez çalışmasında, polimeraz zincir reaksiyonu yöntemi ile genotipleri tayin 

edilerek Pmch-cre transgenik fareler kullanıldı. Pürifiye edilmiş rekombinant adeno-

asosiye virüsler üretildi.  İntrakraniyal enjeksiyon tekniği ile beynin Lateral 

Hipotalamus bölgesinde bulunan Melanin Konsantre Eden Hormon nöronlarında 

tdTomato, hM3D, hM4D ve ChR2-cre genleri taşıyan adeno-asosiye virüs 

transdüksiyonu gerçekleştirildi. Lateral Hipotalamik alanda bulunan bu nöronların 

uyarımının ve inhibisyonunun iştah kontrolü üzerindeki etkisi kemogenetik ve 

optogenetik yöntemlerle incelendi. Bu nöronların uyarımı elektrofizyolojik 

yöntemlerle gösterildi. Pmch-cre transgenik farelerin kemogenetik aktivasyonu ve 

inhibisyonunun şartlanma sonrası tat tercihindeki rolü gösterildi. Yapılan oto-uyarım 

deneyleri ile bu nöronların ödül algısında yarattığı değişim tespit edildi. Açık alan ve 

yükseltilmiş artı deneyleri ile Melanin Konsantre Eden Hormon nöronlarının 

anksiyete üzerindeki etkisi incelendi.   

 

5.2.1. Transgenik deney hayvanları 

 

Tg(Pmch-cre)1Lowl/J (Jackson Laboratuvarı Stok No: 014099) hemizigot transgenik 

fareler Jackson Laboratuvarı’ndan satın alınmıştır. Bu transgenik farelerin Lateral 

Hipotalamus bölgesinde bulunan Melanin Konsantre Eden Hormon nöronlarında cre 

enzimi ifade edilmektedir ve bu sebeple Pmch-cre transgenik fareler olarak da 

bilinmektedir. Erkek Pmch-cre transgenik fareler, dişi C57BL/6 yabanıl tip fareler ile 

veya dişi Pmch-cre transgenik fareler, dişi C57BL/6 yabanıl tip fareler ile 

çaprazlandı. Doğan yavrular 21 ila 28 günlüğe ulaştıklarında, yavrular izofloran 

inhalasyonu ile anestezi altına alınarak, kulaklarından doku örnekleri alındı ve doğan 

yavruların genotipleri belirlendi. Yapılan genotipleme testlerine göre transgenik 

olduğu belirlenen dişi ve erkek Pmch-cre transgenik fareler deneyler için ayrıldı. 

Deney grupları toplam 60 adet (30 dişi ve 30 erkek) Pmch-cre transgenik fare ile 

oluşturuldu. Transgenik ve yabanıl tüm farelerin bakımı ve üretimi İstanbul Medipol 

Üniversitesi Tıbbi Araştırma Merkezi (MEDİTAM) tarafından gerçekleştirildi.  
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Hayvan deneyleri, İstanbul Medipol Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu (İMÜ-HADYEK) tarafından onaylanmıştır (Karar No:69).  

 

5.2.2. Genotipleme 

 

Yavru fareler doğumdan itibaren, deneylere kadar annelerinden ayrılmadı ve 

yavrular 21 ila 28 günlüğe ulaştıklarında genotipleri tayin edildi. Deneylerde cinsiyet 

farkını ortadan kaldırmak için dişi ve erkek transgenik fareler birlikte 

kullanılacağından, doğan tüm yavrulara cinsiyet ayırt etmeksizin genotipleme 

yapıldı.  

 

5.2.2.1. DNA elde etme 

 

Yavru farelerden, doğumdan sonraki 21 ila 28 günlerde genotipleme için gereken 

doku alımı gerçekleştirildi. Kısa süreli izofloran inhalasyonu ile anestezi altına yavru 

farelerin bir kulağına deneyler süresince kullanılmak üzere numaralı kulak küpesi 

takıldı ve fareler deneyler boyunca bu numaralar ile adlandırıldı. Yavru farelerin 

diğer kulağından ise kulak delme pensi yardımıyla bir miktar doku 0,2 mL PCR 

tüplerine alınarak, farelerin kulak küpesi numaralarına göre adlandırıldı. Her bir tüp 

içine 75 μL 25 mM NaOH/EDTA eklenerek, yavru farelerden alınan kulak dokuları 

numaralarına göre tüplere koyuldu. 0,2 mL PCR tüpleri, 1 saat boyunca 98°C 

sıcaklıkta T100TM Thermal Cycler PCR cihazında ısıtıldı. Ardından tüplerin içine 75 

μL 40 mM Tris/HCl eklenerek toplam hacmi 150 μL olan tüpler 4000 rpm hızında 3 

dakika boyunca santrifüj edildi. DNA içeren süpernatantlar, farelerin numaralarına 

göre adlandırılmış yeni tüplere aktarıldı. 

 

5.2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

 

İçinde DNA bulunan süpernatantlar ile polimeraz zincir reaksiyonu yapıldı. 10X 

Reaksiyon tampon çözeltisi, 0,5 M ortak primer, 0,5 M transgenik geri primeri, 200 

M dNTP cozeltisi, 1,25 ünite/50 PCR Taq Polimeraz enzimi ve ddH2O ile kontrol 

PCR karışımı ve 10X Reaksiyon tampon çözeltisi, 0,5 M ortak primer, 0,5 M iç 
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pozitif kontrol geri primeri, 200 M dNTP cozeltisi, 1,25 ünite/50 PCR Taq Polimeraz 

enzimi ve ddH2O  ile transgenik PCR karışımı belirtilen oranlarda hazırlandı.  Her 

bir fare için ayrı ayrı hem kontrol hem de transgenik PCR karışımı hazırlandı. 

Farelerden elde edilen DNA örnekleri, numaralarına göre tüplere eklendi. Hazırlanan 

PCR tüplerinin son hacimleri, ddH2O kullanılarak 12 μL’ye tamamlandı. Negatif 

kontrol olması amacıyla, içinde DNA bulunmayan fazladan bir tüp hazırlandı. 

Sadece PCR karışımı içeren bu tüpün son hacmi, ddH2O ile tamamlandı Polimeraz 

zincir reaksiyonlarında kullanılan primer dizileri (5’  3’); Ortak primer: GAA 

AAG ATA AGG CCT TCA AGT GCT, iç pozitif kontrol geri primeri: GAT CTT 

TCT GCA GTA TCT TCC TTC ve transgenik primer:  ATC GAC CGG TAA TGC 

AGG CAA olacak şekilde dizayn edildi.   

 

0,2 mL PCR tüpleri içinde hazırlanan karışımlar, T100TM Thermal Cycler cihazına 

yerleştirildi. Tablo 5.2.2.2.1’de verilen polimeraz zincir reaksiyonu protokolü ile 

amplifikasyon gerçekleştirildi.  

 

Tablo 5.2.2.2.1. PCR Protokolü  

 

Döngü  Sıcaklık Süre 

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 görüntüleme 

 

40 mM Tris/HCl, 20 mM Glasiyal asetik asit, 1mM pH:7,6 EDTA kullanarak 1X 

TAE tampon çözeltisi hazırlandı. %3’lük agaroz çözeltisi hazırlamak için, 100 mL 

1x TAE tampon çözeltisi içine, 3 g agaroz eklendi. Hazırlanan solüsyon berraklaşana 

kadar 200 °C’de kaynatıldı. Şeffaf hale gelen çözeltiye 5μL Safeview eklendi ve 

karıştırıldı. Bio-Rad marka elektroforez kasetine yükleme tarakları takıldı. 

Berraklaşan %3’lük agaroz çözeltisi, elektroforez kasetine döküldü ve katılaşması 
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beklendi. Hazırlanan çözelti jel kıvamına gelince elektroforez tankına yerleştirildi ve 

bu tank 1X TAE tampon çözeltisi ile dolduruldu. Yükleme taraklarının çıkartılması 

ile jel içinde kuyular belirginleşti. İlk kuyuya 5 μL hacminde belirteç yüklendi. Diğer 

kuyulara ise numuneler eklendi. 9 μL PCR ürünü ve 1 μL yükleme boyası karıştırıldı 

ve farelerin kulak numaraları baz alınarak, sırasıyla kuyulara yüklendi. 25 dakika 

100V potansiyel uygulandı ve örnekler yürütüldü. Ardından, BioRAD ChemiDoc 

cihazı ile agaroz jel görüntülendi. 200 ve 306 baz çiftlerinde 2 bant görülen 

örneklerin Pmch-cre transgenik farelere ait olduğu, tek bant görünen örneklerin ise 

yabanıl farelere ait olduğu bilindiğinden, fareler kulak numaralarına göre 

genotiplerine ayrıldı.  

 

5.2.3. Rekombinant adeno-asosiye virüs üretimi 

 

Addgene firmasından, rekombinant adeno-asosiye virüs üretiminde kullanılmak 

üzere, kompetant Stbl3 E. Coli transformasyonu ile yapılmış ve ampisilline dirençli 

CAG-FLEX-tdTomato, EF1a-DIO-hM3D(Gq)-mCherry, EF1a-DIO-hM4D(Gi)-

mCherry ve EF1a-FLEX-hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA ana vektörlerini 

içeren plazmitler ile 2/1 yardımcı vektör ve helper yardımcı vektör plazmitleri satın 

alındı.  Jel besi yeri içinde bakteriyel sürüntü olarak temin edilen plazmitler, hemen 

çoğaltılmaya başlandı. 

 

5.2.3.1. Plazmit DNA çoğaltma 

 

ddH2O kullanarak, 35 g/L konsantrasyonunda LB agar çözeltisi ve 20 g/L 

konsantrasyonunda LB sıvı besi yeri hazırlandı. Hazırlanan LB agar çözeltisi ve LB 

sıvı besi yeri otoklavlandı, sterilize edildi ve soğumaya bırakıldı. Addgene 

firmasından satın alınan plazmitlerin ampisiline dirençli olması sebebiyle, LB agar 

çözeltisine 100 μg/mL konsantrasyonunda ampisillin eklendi. 10 cm polistiren petri 

kaplarına, yaklaşık %65’i dolduracak şekilde, antibiyotik eklenmiş LB agar çözeltisi 

koyuldu ve katılaşması beklendi. Katılaşan agar üzerine plazmit sürüntüleri 

yaydırıldı. Petri kapları gece boyunca 37 °C inkübatorde bekletildi. 16-18 saatlik 

inkübasyonun ardından agar üzerinde bakteri kolonizasyonu gözlendi. Öze 
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yardımıyla toplanan koloniler LB sıvı besi yerine transfer edildi. Bakteriler sıvı besi 

yeri içerisinde, 18 saat boyunca, 37 °C sıcaklık ve 250 rpm koşullarında logaritmik 

olarak çoğalmaya bırakıldı. Ertesi gün, bakteriler 4 °C sıcaklık ve 6000 rpm 

koşullarında 15 dakika boyunca santrifüj edildi. Süpernatantın atılmasının ardından, 

pellet halinde dibe çöken bakteriler, tekrar kullanılmak üzere -80 °C’de dondurulup, 

saklandı. Bu işlemler tüm vektörler için tekrarlandı. 

 

5.2.3.2. DNA izolasyonu 

 

Her bir rekombinant adeno-asosiye virüs için bir ana vektör, 2/1 yardımcı vektör ve 

helper yardımcı vektör gerekmektedir. DNA izolasyonunda, kullanılacak vektörleri 

içeren bakteri çökeltileri cözdürüldü. Qiagen Endofree Plasmid Kit (Qiagen, 12362) 

kullanarak, talimatlar doğrultusunda DNA izolasyonu yapıldı. DNA 

konsantrasyonları SpectraMax spektroskopi cihazı ile belirlendi.  

 

5.2.3.3. 293AAV Hücre transfeksiyonu 

 

293AAV hücre hattı, rekombinant adeno-asosiye virüs üretimi için kullanılmaktadır. 

Bu hücre hattı Cell BioLabs firmasından temin edilmiştir (Cell BioLabs, AAV-100). 

Hücre hattı vasatı olarak D-MEM (yüksek glukoz), %10 fetal bovin serum, 0,1 mM 

MEM esansiyel olmayan amino asitler ve 2 mM L-glutamin kullanıldı. Bu vasat ile 

37 °C, %5 CO2, %20 O2 koşullarında hücreler çoğaltılmaya başlandı. Yaklaşık 107 

293AAV hücresi, 15x15 cm petri kabına ekildi. 37 °C, %5 CO2, %20 O2 koşullarında 

inkübe edildi. Hücreler %70-80 doluluk oranına ulaşınca, hücreler pasajlandı. Yeterli 

miktarda hücre elde edilince, transfeksiyon işlemine başlandı. 24 μg helper yardımcı 

vektör, 20 2/1 μg yardımcı vektör, 12 μg ana vektör, Opti-MEM transfeksiyon 

medyumu ve polietilenimin transfeksiyon ajanı steril bir tüp içinde karıştırıldı. 

Hazırlanan karışım, petri kaplarında yeterli doluluk oranına ulaşan hücrelerin üzerine 

eklendi. 37 °C, %5 CO2, %20 O2 koşullarında 72 saat boyunca inkübasyon yapıldı. 3 

günün sonunda hücreler toplandı. 4 °C sıcaklık ve 1100 rpm koşullarında 5 dakika 

santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve hücreler çökelti halinde -80 °C’de dondurularak 

saklandı. 
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5.2.3.4 Pürifikasyon 

 

150 mM NaCl ve 20 mM Tris/HCl pH 8,0 ile steril liziz çökeltisi hazırlandı. 

Dondurulmuş olan hücre pelletine 9 mL steril liziz çözeltisi eklendi. Kuru buz ve 

%70 EtOH karışımı hazırlandı. Hücreler ilk olarak 2 dakika boyunca bu karışımda 

bekletildi. Ardından hücreler 2 dakika boyunca 37 °C sıcak su banyosunda bekletildi. 

Bu işlem 3 defa tekrarlandı. Ardından hücreler 3 dakika boyunca sonikasyon 

işlemine maruz bırakıldı ve hücreler patlatılarak içinde bulunan virüsler açığa 

çıkarıldı. Virüsleri hücre lizizlerinden arındırmak için pürifikasyon işlemi yapıldı.  

Hücre lizizi ve virüs karışımına 1 mM MgCl2 ve 250 U/mL Benzonaz (Sigma 

E8263-25K) eklendi. 4 °C sıcaklık ve 4000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifüj 

yapıldı. Pürifikasyon için gereken %17, %25, %40 ve  %60 oranlarinki çözeltiler, 

aşağıda verilen tablolara göre hazırlandı.  

 

Tablo 5.2.3.4.1. %17 pürifikasyon çözeltisi 

 

Materyal Konsantrasyon Hacim 

PBS 10x 5 mL 

MgCl2 çözeltisi 1 M 0,05 mL 

KCl çözeltisi 1 M 0,125 mL 

NaCl çözeltisi 5 M 10 mL 

Iodixanol  12,5 mL 

ddH2O  50 mL’ye kadar 

 

 

Tablo 5.2.3.4.2. %25 pürifikasyon çözeltisi 

 

Materyal Konsantrasyon Hacim 

PBS 10x 5 mL 

MgCl2 çözeltisi 1 M 0,05 mL 

KCl çözeltisi 1 M 0,125 mL 

NaCl çözeltisi 5 M 20 mL 
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Iodixanol 

Fenol kırmızısı 

 

%0,5 

12,5 mL 

0,1 mL 

ddH2O  50 mL’ye kadar 

 

 

Tablo 5.2.3.4.3. %40 pürifikasyon çözeltisi 

 

Materyal Konsantrasyon Hacim 

PBS 10x 5 mL 

MgCl2 çözeltisi 1 M 0,05 mL 

KCl çözeltisi 1 M 0,125 mL 

NaCl çözeltisi 5 M 10 mL 

Iodixanol  33,3 mL 

ddH2O  50 mL’ye kadar 

 

 

Tablo 5.2.3.4.4. %60 pürifikasyon çözeltisi 

 

Materyal Konsantrasyon Hacim 

MgCl2 çözeltisi 1 M 0,05 mL 

KCl çözeltisi 1 M 0,125 mL 

Iodixanol 

Fenol kırmızısı 

 

%0,5 

50 mL 

0,025 mL 

 

 

Hazırlanan bu katmanlar, sıraları göz önünde bulundurulmak kaydıyla ve şırınga 

yardımıyla 3 mL %60’lık çözelti, 5 mL %40’lık çözelti, 6 mL %25’lık çözelti, 6 mL 

%17’lık çözelti ve hücre lizatı olacak şekilde Optiseal ultra santrifüj tüplerine 

(Beckman 361625) yavaşça damlatıldı. 18 °C sıcaklıkta ve 90 dakika boyunca 60000 

rpm’de ultra santrifüj yapıldı. 90 dakikalık santrifüj sonucunda, virüsler %40’lık 

katmanda birikti. Ultra santrifüj tüpünü dışarıdan şırınga ile delerek %40’lık katman 

toplandı. 100 mL 10x PBS, 50 g D-Sorbitol, 42,4 mL %5 NaCl ile hazırlanan 1L 1x 

saklama tampon çözeltisi ile Amicon 100K filtreli kolonlar (Millipore, UFC910024) 

ıslatıldı ve 15 dakika boyunca santrifüj yapıldı. Ardından, içinde virüslerin de 
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bulunduğu %40’lık çözelti katmanı, ıslatılmış olan filtreli kolonlara koyuldu ve 15 

mL’ye tamamlayacak hacimde 1x saklama tampon çözeltisi eklendi. 4 °C sıcaklık ve 

3500 rpm’de 30 dakika boyunca santrifüj edildi. Santrifüj sonrası kolonun alt 

kısmında biriken çözelti atıldı ve üst kısmına 15 mL’ye tamamlayacak hacimde 1x 

saklama tampon çözeltisi eklenerek tekrar aynı koşullarda santrifüj yapıldı. Bu işlem 

toplam 3 defa tekrarlandı. Virüslerin bulunduğu, filtreli kolonun üst kısmındaki 

çözelti toplandı, alikotlandı ve -80 °C’de dondurulup, saklandı. 

 

5.2.4. İntrakraniyal rekombinant adeno-asosiye virüs enjeksiyonu 

 

30 günlük dişi ve erkek fareler izofloran inhalasyonu ile stabil anestezi altında alındı 

ve stereotaksik çerçeveye yerleştirildi. Fareler düz bir şekilde stereotaksik çerçeveye 

sabitlendi ve antiseptik betadin çözeltisi ile kafa derileri temizlendi. Kafa derisinin 

bisturi yardımı ile kesilmesinin ardından, kafatasına hidrojen peroksit uygulandı ve 

kemikler belirgin hale getirildi. Kraniyal koordinatların belirlenebilmesi için 

kemiklerin yeterince görünür olmasının ardından, hidrojen peroksit temizlendi. 

SteREO Discovery V8 mikroskop ile Lateral Hipotalamus bölgesinin koordinatları 

belirlendi. Koordinat tayin etme sırasında Narishige mikro-manipülatör kullanıldı. 

Bregma noktasında tüm koordinatlar sıfır kabul edildi. Lateral Hipotalamik Alan 

(LHA) bölgesi için koordinatlar, Anterior/Posterior (A/P) düzleminde -1,30 mm ve 

Medial/Lateral düzleminde +/- 1,0 mm olarak tayin edildi. Belirtilen noktalarda freze 

kullanarak bilateral olarak delikler açıldı. Isı yardımıyla cami inceltip mikropipet 

yapan, Sutter P-1000 marka mikropipet çekici ile intrakraniyal enjeksiyon için 

gereken mikropipetler hazırlandı. Mikropipetlerin içi mineral yağ ile dolduruldu. 

Ardından cam mikropipetler, koordinat düzlemi bulmada kullanılan Narishge mikro-

manipülatörün enjektörüne yerleştirildi. Hazırlanan rekombinant adeno-asoiye 

virüsler, bu cam pipetlerin içine çekildi. Koordinat düzleminde kayma olmadığından 

emin olmak için A/P ve M/L düzlemleri tekrar kontrol edildi. Dorsal/Ventral (D/V) 

düzlemde sıfır noktası beyin yüzeyi olarak kabul edildi ve cam pipetler beyin içinde 

yavaşça ilerletildi. İlk intrakraniyal enjeksiyonlar Medial/Lateral düzlemin pozitif 

yönünde yapıldı. Dorsal/Ventral (D/V) düzlemde öncelikle -4,90 mm noktasına 

gelindi ve 75 nL/dk hızında 300 nL hacminde virüs enjekte edildi. Virüsün pipet 
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içine geri kaçmasını engellemek amacıyla 10 dakika bu noktada beklendi. Ardından 

yavaşça -4,70 mm noktasına doğru yukarı çıkıldı. Bu noktada da, 75 nL/dk hızında 

300 nL hacminde virüs enjekte edildi ve 10 dakika boyunca mikropipet hareket 

ettirilmedi. Cam mikropipet yavaşça beyinden çıkarıldı ve aynı işlemler, sırasıyla 

Medial/Lateral düzlemin negatif yönünde yapıldı. Bilateral olarak, toplam 600 nL 

rekombinant adeno-asosiye virüs enjekte edildi. Enjeksiyonlardan sonra cam pipet 

beyin içinden çıkarıldı ve farelerin kafa derileri dikildi. Fareler, 14 gün boyunca 

operasyon sonrası bakıma alındı. Bu 14 günlük süre zarfında farelerin operasyon 

sonrası semptomlarının iyileşmesi ve transgen ifadesinin tamamlanması beklendi. 

 

5.2.5. Optogenetik uyarım için fiber optik implantasyonu 

 

Optogenetik uyarım deneylerinde kullanılacak ve intrakraniyal olarak rAAV-CAG-

FLEX-tdTomato veya rAAV-EF1a-FLEX-hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA 

enjekte edilmiş farelerin kafa derileri, fiber optik implanstasyonu yapılacağından 

dikilmedi. Bu farelerde, virüs enjeksiyonundan sonra Lateral Hipotalamus bölgesinin 

üstüne, Anterior/Posterior (A/P) düzleminde -1,30 mm, Medial/Lateral düzleminde 

+/- 1,0 mm ve Dorsal/Ventral (D/V) düzlemde -4,50 mm koordinatlarında ferul 

başlıklı fiber optik (Çap = 200 μ, NA=0,50, ThorLabs) yerleştirildi. Optogenetik 

deneyler için fiber optik implantasyonu yapılan fareler 21 gün süre ile operasyon 

sonrası bakıma alındı. Bu süre zarfında farelerin operasyon sonrası semptomlarının 

iyileşmesi ve transgen ifadesinin tamamlanması beklendi.   

  

5.2.6. Besin tüketimi ölçümü  

 

5.2.6.1. Kemogenetik yöntemlerle yapılan MCH nöron aktivasyonu 

 

Kemogenetik MCH nöron aktivasyonu için, LHA bölgesinde bulunan MCH 

nöronlarına intrakraniyal olarak rAAV-CAG-FLEX-tdTomato veya rAAV-EF1a-DIO-

hM3D(Gq)-mCherry enjekte edilmiş, P30 dişi ve erkek Pmch-cre transgenik fareler 

14 gün boyunca operasyon sonrası bakıma alındı. Bu süre zarfında transgen ifadesi 

tamamlanmış oldu. rAAV-CAG-FLEX-tdTomato enjekte edilmiş fareler kontrol 
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grubu olarak ayrıldı. 14 günlük operasyon sonrası bakım süresi sonunda, kontrol ve 

deney fareleri davranış deneyleri için tekli kafeslere yerleştirildi ve farelerin yeni 

ortamlarına alışması için 3 gün zaman tanındı. Ad libitum olarak beslenen farelerin, 

günlük besin tüketimi gözlenmeye başlandı. Besin tüketiminin stabil bir grafikte 

ilerlemesinin ve referans bir değer oluşmasının ardından, besin tüketimi deneyleri 

başlatıldı. Gündüz döngüsü, sabah saat 08:00’de başlatıldı ve farelerin besin 

tüketimleri 2 saat boyunca 30 dakika arayla kaydedildi. Saat 10:00 itibari ile 300 μL 

hacminde intraperitonal (i.p.) enjeksiyonlar gerçekleştirildi. 

Birinci gruba, ilk gün saat 10:00 itibari ile 300 μL %0,9 izotonik NaCl solüsyonu 

içinde 3 mg/kg EtOH plasebo enjekte edildi. Besin tüketimleri 2 saat boyunca 30 

dakika arayla gözlendi. İkinci gün 300 μL %0,9 izotonik NaCl solüsyonu içinde 3 

mg/kg CNO veya 0,01 mg/kg CLZ enjekte edildi ve besin tüketimleri 2 saat boyunca 

30 dakika arayla gözlendi. Üçüncü ve dördüncü günler, sırayla birinci ve ikinci 

günlerde yapılan prosedür tekrarlandı. Pmch-cre farelerin besin tüketimleri 

kaydedildi.       

İkinci gruba ise, ilk gün saat 10:00 itibari ile 300 μL %0,9 izotonik NaCl solüsyonu 

içinde 3 mg/kg 3 mg/kg CNO veya 0,01 mg/kg CLZ enjekte edildi. Besin tüketimleri 

2 saat boyunca 30 dakika arayla gözlendi. İkinci gün 300 μL %0,9 izotonik NaCl 

solüsyonu içinde EtOH plasebo enjekte edildi ve besin tüketimleri 2 saat boyunca 30 

dakika arayla gözlendi. Üçüncü ve dördüncü günler sırayla birinci ve ikinci günlerde 

yapılan prosedür tekrarlandı. Pmch-cre farelerin besin tüketimleri kaydedildi.       

Deney gruplarını kendi aralarında tekrar gruplara bölüp farklı günler, farklı 

enjeksiyonlar yaparak, deneyin gidişatını olumsuz etkileyebilecek çevresel etkenler 

gözlendi. İntraperitonal enjeksiyonlar sonrası farelerin besin tüketimleri 2 saat 

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

Besin tüketimini test etmek için yapılan aynı deney düzeneği, gündüz deneylerinin 

bitiminin ardından saat 19:00’da başlayan gece döngüsü için de yapıldı. Saat 17:00 

itibari ile farelerin besin tüketimleri 2 saat boyunca 30 dakika arayla kaydedildi. 

Pmch-cre farelerin besin tüketimi, iki gruba ayrılmış ve dönüşümlü olarak 300 μL 

%0,9 izotonik NaCl solüsyonu içinde 3 mg/kg EtOH plasebo veya 300 μL %0,9 
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izotonik NaCl solüsyonu içinde 3 mg/kg CNO / 0,01 mg/kg CLZ enjekte etmek 

suretiyle aynı deney prosedürüyle test edildi.  

 

 

5.2.6.2. Optogenetik yöntemlerle yapılan MCH nöron aktivasyonu 

 

Optogenetik MCH nöron aktivasyonu için, LHA bölgesinde bulunan MCH 

nöronlarına intrakraniyal olarak rAAV-CAG-FLEX-tdTomato veya rAAV-EF1a-

FLEX-hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA enjekte edilmiş, P30 dişi ve erkek 

Pmch-cre transgenik fareler 21 gün boyunca operasyon sonrası bakıma alındı. Bu 

süre zarfında transgen ifadesi tamamlandı. rAAV-CAG-FLEX-tdTomato enjekte 

edilmiş fareler kontrol grubu olarak kullanıldı. 14 günlük operasyon sonrası bakım 

süresi sonunda, kontrol ve deney fareleri davranış deneyleri için tekli kafeslere 

yerleştirildi ve farelerin yeni ortamlarına alışması için 3 gün zaman tanindi. Ad 

libitum olarak beslenen farelerin, günlük besin tüketimi gözlenmeye başlandı. Besin 

tüketiminin stabil bir grafikte ilerlemesinin ve referans bir değer oluşmasının 

ardından, besin tüketimi deneyleri başlatıldı. Gündüz döngüsü, sabah saat 08:00’de 

başlatıldı ve farelerin besin tüketimleri 2 saat boyunca 30 dakika arayla kaydedildi. 

Saat 10:00 itibari ile Lateral Hipotalamus bölgesi üzerine 473-nm diyot lazer ile 

(Doric Lenses Inc., QC, Canada) 20 Hz foto-uyarım verilmeye başlandı. 2 saat 

boyunca 4 saniyede bir tekrar eden saniyede 10-ms pulslarla 20-Hz foto-uyarım 

yapıldı ve farelerin besin tüketimleri kaydedildi. Besin tüketimleri, uyarım 

yapılmayan günler ile karşılaştırıldı.  

 

Besin tüketimini test etmek için yapılan aynı deney düzeneği, gündüz deneylerinin 

bitiminin ardından saat 19:00’da başlayan gece döngüsü için de yapıldı. Saat 17:00 

itibari ile farelerin besin tüketimleri 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-uyarım yapıldı ve farelerin besin tüketimleri kaydedildi.  
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5.2.6.3. Kemogenetik yöntemlerle yapılan MCH nöron inhibisyonu 

 

Kemogenetik MCH nöron inhibisyonu için, LHA bölgesinde bulunan MCH 

nöronlarına intrakraniyal olarak rAAV-CAG-FLEX-tdTomato veya rAAV-EF1a-DIO-

hM4D(Gi)-mCherry enjekte edilmiş, P30 dişi ve erkek Pmch-cre transgenik fareler 

14 gün boyunca operasyon sonrası bakıma alındı ve transgen ifadesi beklendi. rAAV-

CAG-FLEX-tdTomato enjekte edilmiş fareler kontrol grubu olarak kullanıldı. 

Ardından fareler davranış deneyleri için tekli kafeslere yerleştirildi ve farelerin yeni 

ortamlarına alışması için 3 gün zaman tanındı. Ad libitum olarak beslenen farelerin, 

günlük besin tüketimi gözlenmeye başlandı. Besin tüketiminin stabil bir grafikte 

ilerlemesinin ve referans bir değer oluşmasının ardından, besin tüketimi deneyleri 

başlatıldı. Gündüz döngüsü, sabah saat 08:00’de başlatıldı ve farelerin besin 

tüketimleri 2 saat boyunca 30 dakika arayla kaydedildi. 300 μL hacminde 

intraperitonal (i.p.) enjeksiyonlar gerçekleştirildi. Pmch-cre farelerin besin tüketimi, 

iki gruba ayrılmış ve dönüşümlü olarak 300 μL %0,9 izotonik NaCl solüsyonu içinde 

3 mg/kg EtOH plasebo veya 300 μL %0,9 izotonik NaCl solüsyonu içinde 3 mg/kg 

CNO / 0,01 mg/kg CLZ enjekte etmek suretiyle Bölüm 5.2.6.1.’de açıklanan 

prosedürüyle test edildi. Deneyler gündüz ve gece döngüsü için ayrı ayrı yapıldı.   

 

5.2.7. Açık alan testi  

 

Açık alan deneyleri için rAAV-CAG-FLEX-tdTomato, rAAV-EF1a-DIO-

hM3D(Gq)-mCherry virüsleri veya rAAV-CAG-FLEX-tdTomato, rAAV-EF1a-

DIO-hM4D(Gi)-mCherry virüsleri enjekte edilmiş veya rAAV-CAG-FLEX-

tdTomato, rAAV-EF1a-FLEX-hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA virüsleri 

enjekte edilmiş ve fiber optik bağlanmış Pmch-cre fareler, deneyden önce 3 gün 

boyunca testlerin yapılacağı odaya alıştırıldı. Tekli kafeslerde bulunan farelerin, bu 

süre boyunca stresleri en aza indirilmeye çalışıldı. Deneyler 40 cm x 40 cm x 40 cm 

açık alan deney düzeneklerinde yapıldı. MCHhM4Di ve MCHtdTom fareler 

intraperitonal olarak 300 μL %0,9 izotonik NaCl solüsyonu içinde 3 mg/kg CNO 

enjekte edilerek deney düzeneğine bırakıldı.  MCHChR2 ve MCHtdTom fareler ise 30 

dakika boyunca 10 ms 20-Hz frekansında, 15 mW gücünde ve 473 nm dalga 
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boyunda optogenetik uyarımı ile uyarıldı. Açık alan deneyi AnyMaze yazılımı ile 

takip edildi ve CCD kameralar ile kayıt altına alındı. 

 

5.2.7. Yükseltilmiş artı labirent testi 

 

rAAV-CAG-FLEX-tdTomato, rAAV-EF1a-DIO-hM3D(Gq)-mCherry virüsleri veya 

rAAV-CAG-FLEX-tdTomato, rAAV-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry virüsleri enjekte 

edilmiş veya rAAV-CAG-FLEX-tdTomato, rAAV-EF1a-FLEX-hChR2(H134R)-

eYFPWPRE-HGHpA virüsleri enjekte edilmiş ve fiber optik bağlanmış Pmch-cre 

fareler, deneyden önce 3 gün boyunca testlerin yapılacağı odaya alıştırıldı. 

Deneylerde 5 cm x 35 cm boyutlarında 2 açık kolu ve 5 cm x 35 cm x 20 cm 

boyutlarında 2 kapalı kolu olan ve 35 cm yükselebilen deney düzeneği kullanıldı. 

300 μL %0,9 izotonik NaCl solüsyonu içinde 3 mg/kg CNO enjekte edilmiş 

MCHhM4Di ve MCHtdTom fareler; ve 10 ms 20-Hz frekansında, 15 mW gücünde ve 

473 nm dalga boyunda optogenetik olarak uyarılmış MCHChR2 ve MCHtdTom fareler, 

labirentin ortasına, yüzleri açık kola bakacak şekilde bırakıldı. Fareler 5 dakika 

boyunca test edildi. Deneyler AnyMaze yazılımı ile takip edildi ve CCD kameralar 

ile kayıt altına alındı. 

 

5.2.8. MCH nöronlarının foto-uyarımı ile besin tüketiminin eşleştirilmesi  

 

Oto uyarım deneyleri için rAAV-CAG-FLEX-tdTomato veya rAAV-EF1a-FLEX-

hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA virüsü enjekte edilmiş ve fiber optik 

bağlanmış Pmch-cre fareler, Coulbourn Habitest metabolik test kafeslerine alındı ve 

farelerin kafeslere alışması için 3 gün zaman tanındı. Kafeslerin bir tarafına girinti 

yeri bırakıldı ve içine hareket sensoru yerleştirildi. Sensörler otomatik yem veren bir 

sisteme bağlandı. Böylece, fare girintiye kafasını her soktuğunda otomatik sistem 

sayesinde bir yem alması sağlandı. 3 gün boyunca farelerin girintiden 20 mg pellet 

yemeyi öğrenmesi beklendi. 3. günün sonunda, girintideki sensöre, 10 ms 20-Hz 

frekansında, 15 mW gücünde ve 473 nm dalga boyunda optogenetik uyarım 

sağlayacak lazer sistem bağlandı. Fareler girintiye burunlarını her soktuğunda 
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hareket sensörü hem MCH nöronlarını optogenetik olarak uyardı, hem de fareye 1 

adet pellet yem verdi. Sonraki 2 gün boyunca 1’er saat farelerin yem tüketimi 

gözlendi. Otomatik verilen yem miktarları Graphic State yazılımı ile tespit edildi ve 

farelerin hareketleri CCD kameralar ile kayıt altına alındı.  

 

5.2.9. Pmch-cre farelerde besinden bağımsız oto-uyarım 

 

5.2.9.1. Burun hareketi ile optogenetik oto-uyarım  

 

Oto uyarım deneyleri için rAAV-CAG-FLEX-tdTomato veya rAAV-EF1a-FLEX-

hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA virüsü enjekte edilmiş ve fiber optik bağlanmış 

Pmch-cre fareler, Coulbourn Habitest metabolik test kafeslerine alındı ve farelerin 

kafeslere alışması için 3 gün zaman tanındı. Kafeslerin sağ ve sol taraflarına girinti 

yerleri bırakıldı ve içlerine hareket sensörleri takıldı. Fareler karanlık döngüde, 

günde 1’er saat, 3 gün boyunca her iki girintiye de alıştırıldı. 3 gün boyunca farelerin 

girintilerden hangisini tercih ettiği tespit edildi. Tercih etmediği girintideki sensöre, 

10 ms 20-Hz frekansında, 15 mW gücünde ve 473 nm dalga boyunda optogenetik 

uyarım sağlayacak lazer sistem bağlandı. Fareler girintiye burunlarını her soktuğunda 

hareket sensorunun MCH nöronlarının optogenetik olarak uyarılması sağlandı. Diğer 

girinti herhangi bir uyarım bağlanmadı. Sonraki 2 gün boyunca 1’er saat farelerin 

hangi girintiye burunlarını sokmayı tercih ettikleri gözlendi.  

 

5.2.9.2. Basamak ile optogenetik oto-uyarım  

 

Oto uyarım deneyleri için rAAV-CAG-FLEX-tdTomato veya rAAV-EF1a-FLEX-

hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA virüsü enjekte edilmiş ve fiber optik bağlanmış 

Pmch-cre fareler, Coulbourn Habitest metabolik test kafeslerine alındı ve farelerin 

kafeslere alışması için 3 gün zaman tanındı. Kafeslerin sağ ve sol taraflarına farelere 

uygun basamaklar yerleştirildi ve farelerin o basamaklara basmayı öğrenmeleri 

beklendi. Fareler karanlık döngüde, günde 1’er saat, 3 gün boyunca her iki basamağa 

da alıştırıldı. Ardından tercih etmediği basamağa 10 ms 20-Hz frekansında, 15 mW 

gücünde ve 473 nm dalga boyunda optogenetik uyarım sağlayacak lazer sistem 
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bağlandı. Fareler basamağa her bastıklarında MCH nöronlarının optogenetik olarak 

uyarılması sağlandı. Diğer basamağa herhangi bir uyarım bağlanmadı. Sonraki 2 gün 

boyunca 1’er saat farelerin hangi basamağa basmayı tercih ettikleri gözlendi.  

 

5.2.10. Elektrofizyoloji 

 

İntrakraniyal rekombinant adeno-asosiye virüs enjeksiyonu ile rAAV-EF1a-DIO-

hM3D(Gq)-mCherry veya rAAV-EF1a-FLEX-hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA 

vektörleri verilmiş fareler, elektrofizyolojik deneyler için ayrıldı. Elektrofizyolojik 

deneyler öncesinde Tablo 5.2.10.1’de verilen kesme çözeltisi, taze olarak hazırlandı 

ve soğutuldu.  

 

Tablo 5.2.10.1. Elektrofizyoloji kesme çözeltisi 

 

Materyal Konsantrasyon 

Sükroz çözeltisi 234 g/mM 

NaHCO3 çözeltisi   28 g/mM 

Dekstroz çözeltisi     7 g/mM 

MgCl2 çözeltisi     7 g/mM 

CaCl2 çözeltisi  0,5 g/mM 

Sodyum askorbat çözeltisi 

Sodyum pürivat çözeltisi 

NaH2PO4 çözeltisi 

    1 g/mM 

    3 g/mM 

  1,25 mM 

 

 

Soğutulmuş kesme solüsyonu %95 O2 + %5 CO2 ile havalandırılmaya başlandı. 

İzofloran inhalasyonu ile anestezi altına alınan fareler dekapite edildi ve beyinleri 

çıkarıldı. Soğuk ve havalandırılan kesme çözeltisi barındıran vibratom ile 300 μm 

kalınlığında canlı beyin dokusu kesitleri alındı. Taze olarak Tablo 5.2.10.2’de verilen 

oranlarda yapay beyin omurilik sıvısı (aCSF) hazırlandı.  
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Tablo 5.2.10.2. Yapay beyin omurilik sıvısı çözeltisi 

 

Materyal Konsantrasyon 

NaCl çözeltisi 119 g/mM 

NaHCO3 çözeltisi  25 g/mM 

Dekstroz çözeltisi 

KCl çözeltisi 

   7 g/mM 

2,5 g/mM 

MgCl2 çözeltisi    7 g/mM 

CaCl2 çözeltisi 0,5 g/mM 

Sodyum askorbat çözeltisi 

Sodyum pürivat çözeltisi 

NaH2PO4 çözeltisi 

   1 g/mM 

   3 g/mM 

 1,25 mM 

 

Yapay beyin omurilik sıvısı (aCSF) %95 O2 + %5 CO2 karışımı ile havalandırılmaya 

başlandı. Alınan kesitler havalandırılmakta olan yapay beyin omurilik sıvısına 

aktarıldı. Sutter P-1000 marka mikropipet çekici ile hazırlanan cam pipete bir miktar 

aCSF çekildi. Lateral Hipotalamus bölgesinde bulunan melanin konsantre eden 

hormon nöronlardan kayıt alınmaya başlandı. Elektrotların ucundaki rezistans 3-6 

MΩ, potansiyel -60 V olarak belirlendi. rAAV-EF1a-DIO-hM3D(Gq)-mCherry ile 

enjekte edilmiş farelerin Melanin Konsantre Eden Hormon nöronlarından alınan 

kayıtlar sırasında 5 μM konsantrasyonunda klozapin eklendi. MCH nöronlarının 

spontan aktiviteleri kaydedildi. 

 

5.2.11. Doku fiksasyonu ve kesit alma 

 

Davranış deneylerinin ardından MCHhM3Dq farelere CLZ/CNO uyarimi, MCHChR2 

farelere ise foto-uyarım yapıldı. 30 dakika sonra, farelere önce 0,1 M fosfat tamponlu 

tuz çözeltisi (PBS) (pH 7.4), sonra 0,1 M fosfat tamponlu tuz çözeltisi içinde %4 

paraformaldehit ile hazırlanan paraformaldehit fiksatifi ile kardiyak perfüzyon 

yapıldı. Fareler dekapite edildi ve elde edilen beyinler 4 saat boyunca 4°C %4’lük 

PFA çözeltisi içinde bekletildi. Ardından %30 sükroz çözeltisi içinde alındı ve 24 

saat bekletildi. VT1000S vibratom ile 75 μm kalınlığında beyin kesitleri alındı.  
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5.2.12. Immünohistokimyasal antikor boyaması  

 

Doku fiksasyonu sonrası elde edilen 75 μm kalınlığındaki beyin kesitleri 1x fosfat 

tamponlu tuz çözeltisi (PBS) ile 30 dakika boyunca yıkandı. Kesitlerin üzerine 0,1 M 

PBS Triton-X-100 (%0,1 PBST) ve %5 keçi serumu ile hazırlanan bloklama çözeltisi 

damlatıldı ve kesitler 1 saat boyunca oda sıcaklığında bekletildi. 1x PBS, %0,1 

Triton-X-100 ve %5 keçi serumu içeren çözelti icine 1:500 oranında Anti-melanin 

concentrating hormone antikoru (H-070-047, Phoenix Pharmaceuticals) veya 1:5000 

oranında Anti-cFos antikoru (2250, Cell Signaling) eklendi ve beyin kesitlerinin 

üzerine damlatıldı. Kesitler gece boyunca 4°C’de çalkalayıcıda bekletildi. Bazı beyin 

kesitlerine, negatif kontrol olması açısından sadece bloklama solüsyonu damlatıldı. 

Ertesi gün, beyin kesitleri 3 defa 20’şer dakika boyunca %0,1 PBST ile yıkandı. 

Sekonder antikor boyaması için 1:500 oranında keçi anti-tavşan IgG (H+L) sekonder 

aktikoru, Alexa Fluor® 488 (A-11008, Thermo Scientific) veya 1:500 oranında keçi 

anti-tavşan IgG (H+L) Alexa Fluor® 633 (A-21070, Thermo Scientific) sekonder 

antikoru bulunduran %0,1 PBST ve %5 keçi serumu çözeltisi ile seyreltildi. Kesitler 

3 defa 20’şer dakika boyunca %0,1 PBST ile yıkandı ve lamlara aktarıldı. Kesitlerin 

kurumasının ardından Fluoromount (F4680, Sima) eklendi ve üstleri lameller ile 

kapatıldı. 

 

5.2.13. Mikroskobik görüntüleme ve analiz 

 

Immünohistokimya boyamasının floresan görüntülemeleri Zeiss LSM 780 ve Zeiss 

LSM 800 Konfokal Mikroskopları ile yapıldı. Konfokal mikroskoplarıyla elde edilen 

görüntüler hücre sayımı ve post-hoc bolge analizleri için ImageJ programına 

aktarıldı.  

 

5.2.14. İstatistiksel analizler 

 

İstatistiksel analizler, GraphPad Prism (RRID:SCR_002798, GraphPad, San Diego, 

CA) programı ile yapıldı. Deneylerden elde edilen bulgular, Student’s t-test ve 

ANOVA ile değerlendirildi. Bulgular ± standart hata olarak gösterildi. p>0,05; 
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istatistiksel olarak anlamsız olarak değerlendirildi. p < 0,05; *, p < 0,01; **, p<0,001; 

*** olarak belirtildi. 



36 

 

6. BULGULAR 

 

6.1. MCH nöronlarında transgen ifadesi 

 

6.1.1. MCH nöronlarında hM3Dq-mCherry ve hM34i-mCherry transgen ifadesi  

 

Lateral Hipotalamus bölgesinde bulunan Melanin Konsantre Eden Hormon 

nöronlarının akut iştah regülasyonu üzerindeki etkisinin anlaşılabilmesi için ilk 

olarak bu nöronlar, kemogenetik yöntemlerle uyarıldı. Pmch-cre transgenik farelere 

intrakraniyal olarak rAAV-EF1a-DIO-hM3D(Gq)-mCherry virüsü enjekte edildi 

(Resim 6.1.1.1.). İntrakraniyal virüs enjeksiyonları bilateral olarak, önceden test 

edilmiş LH koordinatlarına yapıldı. Kontrol grubuna ise, kemogenetik etkisi 

bulunmayan rAAV-CAG-FLEX-tdTomato virüs enjeksiyonu yapıldı.  

 

 

Resim 6.1.1.1. a) MCHhM3Dq enjeksiyonunun şematik gösterimi, b) MCHhM3Dq ifadesi 

 

 

MCH nöronlarının kemogenetik olarak inhibe edilmesi için ise, bilateral olarak, 

önceden test edilmiş LH koordinatlarına rAAV-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry 

virüsü enjekte edildi (Resim 6.1.1.2.) rAAV-CAG-FLEX-tdTomato virüsü enjekte 

edilen fareler kontrol olarak kullanıldı. Kemogenetik MCH nöron uyarım ve 

inhibisyon deneylerinde dişi ve erkek fareler birlikte kullanıldı.  
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Resim 6.1.1.2. a) MCHhM4Di enjeksiyonunun şematik gösterimi, b) MCHhM4Di ifadesi 

 

 

6.1.2. MCH nöronlarında ChR2-eYFP transgen ifadesi 

 

MCH nöronları, uyarıldıklarında güçlü bir ateşleme oranı sergilemektedir. Bu 

nöronların akut iştah üzerindeki etkisini saniyeler içinde görebilmek ve kemogenetik 

uyarımın olası yan etkilerini giderebilmek için, optogenetik ile aktivasyon yapildi. 

Optogenetik uyarımın, akut iştah regülasyonu üzerindeki etkisi incelendi. 

Optogenetik uyarım için, Pmch-cre farelerin LHA bölgesine rAAV-EF1a-FLEX-

hChR2(H134R)-eYFPWPRE-HGHpA virüsü enjekte edildi ve LHA bölgesinin 

yaklaşık 400 nm üzerine fiber optik ferül takıldı. Operasyon sonrası bakım için 

farelere 21 gün süre verildi ve bu zaman zarfında ChR2-eYFP transgen ifadesi de 

tamamlandı. Fareler sadece implant edilmiş ferül ile operasyon sonrası bakıma 

alındı. Deney habitasyon günleri ve deney günleri dışında, lazer uyarımı yapacak 

fiber optikler bağlanmadı (Resim 6.1.2.1.).  
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Resim 6.1.2.1. a) MCHChR2 enjeksiyonunun ve fiber optik implantasyonunun şematik 

gösterimi, b) MCHChR2 ifadesi ve fiber optik izi 

 

6.1.3. Rekombinant Adeno-Asosiye Virüslerin Fonksiyonel Analizi  

 

hM3Dq-mCherry ve hM4Di-mCherry vektörlerini barındıran rekombinant adeno-

asosiye virüslerin kemogenetik olarak işlevselliğinin test edilebilmesi için, 

elektrofizyolojik kayıtlar alındı. hM3Dq-mCherry enjekte edilmiş Pmch-cre fareden 

kaydedilen spontan aktivite sırasında perfüzyona 5 μM klozapin eklenmesi 

sonucunda, ateşleme oranı artış göstermiştir. Bazal aktivite 1,05 ± 0,35 Hz 

seviyesinde iken, perfuzyona klozapin eklenmesi durumunda ateşleme oranı 1,97 ± 

0,40 Hz seviyesine çıkmıştır (n=4 nöron). Spontan aktivitedeki bu artış istatistiksel 

olarak anlamlı bir fark oluşturmaktadır (p=0,0462) (Şekil 6.1.3.1.).  

 

hM4Di-mCherry enjekte edilmiş Pmch-cre fareden kaydedilen spontan aktivite 

sırasında 5 μM klozapin eklenmesinin, aktiviteyi baskılandığı görülmüştür. Bazal 

aktivite 2,45 ± 0,97 Hz seviyesinde iken, perfüzyona klozapin eklenmesi ve spontan 

aktivitenin baskılanmasıyla, ateşleme oranı 0,03 ± 0,03 Hz seviyesine düşmüştür 

(n=6 nöron). hM4Di-mCherry ile elde edilen bu baskılanma; ateşleme oranında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farka sebep olmuştur (p=0,024) (Şekil 6.1.3.1.). Bazal 

ateşleme oranını tekrar eski düzeyine çıkarabilmek için perfüzyona GABAA blokeri 

olan pikrotoksin eklenmiştir.  
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Şekil 6.1.3.1. a) MCHhM3Dq spontan aktivitesi sırasında perfüzyona 5 μM klozapin eklenmesi 

sonucunda artan ateşleme oranı b) MCHhM4Di spontan aktivitesi sırasında perfüzyona 5 μM 

klozapin eklenmesi sonucunda azalan ateşleme oranı 

 

ChR2-eYFP virüsünün etkinliğinin test edilebilmesi için davranış deneyleri sonlanan 

fareler 30 dakikalık foto-uyarım sonrası sakrifiye edildi. Doku fiksasyonu sonrası 

anti-cFos antikoru ile immunohistokimyasal boyama yapıldı. cFos ifadesi, uyarım 

sonrası oluşan nöronal aktiviteyi göstermektedir. Pmch-cre farelerine enjekte edilen 

ChR2-eYFP (yeşil) rAAV ile anti-cFos (kırmızı) boyamasının beraber ifadelendiği 

nöronlar, uyarım sonrası depolarize olan MCH nöronlarını göstermektedir. Konfokal 

mikroskop ile elde edilen görüntüler, ImageJ programına aktarılmış ve hücre 

sayımları yapılmıştır. ChR2-eYFP ifade eden, anti-cFos antikoru ile boyanan ve 

ikisinin birlikte ifade edildiği hücre sayıları belirlenmiştir Buna göre, foto-uyarım 

sonrası cFos ifade eden MCHChR2 hücre sayısında anlamlı bir artış görülmüştür. 

Uyarım yapılmayan farelerde cFos ifade eden MCHChR2 hücre oranı %1,03 ± 1,03 

iken, foto-uyarım yapılan farelerde cFos ifade eden MCHChR2 hücre oranı %37,5 ± 

11,53 olarak tespit edilmiştir. Gruplar arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır 

(p=0,0222) (Şekil 6.1.3.2.). 
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Şekil 6.1.3.2. MCHChR2 ifadesi (yeşil) ve foto-uyarımın ardından yapılan anti-cFos antikoru 

(kırmızı) boyaması. Foto-uyarım sonrası cFos ifade eden MCHChR2 hücre sayısında anlamlı 

bir artış görülmüştür (p<0,05).   

 

6.2. MCH nöronlarının akut iştah regülasyonu üzerindeki etkisi  

 

6.2.1. MCH nöronlarının kemogenetik uyarımının ve inhibisyonunun akut iştah 

regülasyonu üzerindeki etkisi  

 

MCH nöron aktivasyonunun akut iştah kontrolü üzerindeki etkisinin tayin 

edilebilmesi için MCHhM3Dq ve MCHtdTom farelere intraperitonal olarak 0,01 mg/kg 

klozapin enjekte edilmiş ve MCH nöronları aktive edilmiştir. İlk olarak gündüz 

döngüsündeki akut iştah regülasyonu test edilmiştir. MCH nöronlarının hM3Dq-

mCherry ile kemogenetik olarak aktive edilmesi, plasebo olarak verilen %0,9 

izotonik NaCl + EtOH çözeltisine kıyaslandığında anlamlı bir farklılık yaratmamıştır 

(MCHhM3Dq %0,9 izotonik NaCl + EtOH = 0,11 ± 0,02 g, MCHhM3Dq %0,9 izotonik 

NaCl + CLZ = 0,16 ± 0,05 g, p>0,05) (Şekil 6.2.1.1.).   

hM4Dq-mCherry virüs enjeksiyonu ile sağlanan MCH inhibisyonu sonrasında da, 

%0,9 izotonik NaCl + EtOH çözeltisi veya %0,9 izotonik NaCl + CLZ   enjeksiyonu 

sonrası besin tüketimi arasında anlamlı bir fark gözlenmemiştir (MCHhM4Di %0,9 
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izotonik NaCl + EtOH çözeltisi = 0,20 ± 0,07 g, MCHhM4Di %0,9 izotonik NaCl + 

CLZ = 0,26 ± 0,06 g, p>0,05) (Şekil 6.2.1.1.).   

MCHhM3Dq ve MCHhM4Di grupları, CLZ molekülü ile aktifleşmeyen MCHtdTom 

kontrol grubu ile kıyaslandıklarında, bu nöronlara gündüz döngüsünde yapılan 

kemogenetik manipülasyonların, akut iştah değişikliğine yol açmadığı anlaşılmıştır 

(MCHtdTom %0,9 izotonik NaCl + EtOH çözeltisi = 0,28 ± 0,04 g, MCHtdTom %0,9 

izotonik NaCl + CLZ = 0,29 ± 0,06 g, p>0.05) (Şekil 6.2.1.1.).   

MCH nöronlarının manipülasyonu, gece döngüsünde de test edilmiştir. Elde edilen 

bulgular, bu nöronların gece döngüsünde de akut iştah kontrolü yapmakta yetersiz 

kaldığını göstermektedir (MCHtdTom %0,9 izotonik NaCl + EtOH çözeltisi = 1,28 ± 

0,09 g, MCHtdTom %0,9 izotonik NaCl + CLZ = 1,10 ± 0,09 g;  p>0.05; MCHhM3Dq 

%0,9 izotonik NaCl + EtOH çözeltisi = 0,84 ± 0,18 g, MCHhM3Dq %0,9 izotonik 

NaCl + CLZ = 0,14 ± 0,12 g, p>0.05; MCHhM4Di %0,9 izotonik NaCl + EtOH 

çözeltisi = 1,17 ± 0,12 g, MCHhM4Di %0,9 izotonik NaCl + CLZ = 0,98 ± 0,23 g, 

p>0,05) (Şekil 6.2.1.1.).  

 

 

Şekil 6.2.1.1. Kemogenetik manipülasyonunun akut iştah üzerinde etkisi a) Gündüz döngüsü 

b) Gece döngüsü  

 

Deneylerde dişi ve erkek Pmch-cre fareler bir arada kullanılmıştır. Cinsiyetler arası 

olası farkları test edebilmek için, gündüz ve gece döngüsünde dişi ve erkek farelerin 

MCH nöron manipülasyonları sonrası besin tüketimleri ayrı ayrı incelenmiştir. 

DREADD agonisti olarak CLZ ve CNO kullanılmıştır. Analizler sonucunda, dişi 

veya erkek fareler arasında anlamlı bir farka rastlanmamıştır (p>0,05) (Şekil 

6.2.1.2.). 
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Şekil 6.2.1.2. Kemogenetik MCH manipülasyonunun akut iştah üzerinde etkisi a) Dişi 

farelerde gündüz döngüsü b) Erkek farelerde gündüz döngüsü c) Dişi farelerde gece döngüsü 

d) Erkek farelerde gece döngüsü. 

 

6.2.2. MCH nöronlarının optogenetik uyarımının akut iştah regülasyonu 

üzerindeki etkisi 

 

21 günlük, operasyon sonrası bakımın ardından, optogenetik uyarım için LHA 

bölgesine 2 saat boyunca 4 saniyede bir tekrar eden, saniyede 10-ms pulslarla 20-Hz 

frekansında, 15 mW gücünde ve 473 nm dalga boyunda foto-uyarım yapıldı. Pmch-

cre farelerin besin tüketimleri kaydedildi.  

 

Gündüz döngüsünde, MCHtdTom farelerin besin tüketimi; uyarım öncesi = 0,034 ± 

0,01 g, uyarım sırası = 0,12 ± 0,05 g ve uyarım sonrası = 0,15 ± 0,03 g iken; 

MCHChR2 farelerin besin tüketimi; uyarım öncesi = 0,07 ± 0,02 g, uyarım sırası = 

0,12 ± 0,04 g ve uyarım sonrası = 0,17 ± 0,07 g olarak bulunmuştur. Gruplar arası 

anlamlı bir fark tespit edilmemiştir (p>0.05) (Şekil 6.2.2.1.).   
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Gece döngüsünde ise MCHtdTom farelerin besin tüketimi; uyarım öncesi = 0,39 ± 0,05 

g, uyarım sırası = 0,30 ± 0,03 g iken; MCHChR2 farelerin besin tüketimi; uyarım 

öncesi = 0,46 ± 0,07 g ve uyarım sırası = 0,28 ± 0,03 g (p=0,0040) olarak 

bulunmuştur. Uyarım sonrası, MCHChR2 ve MCHtdTom farelerin akut iştahlarında 

değişiklik kaydedilmemiştir (p>0.05) (Şekil 6.2.2.1.). Nokturnal olmaları sebebiyle, 

Pmch-cre farelerin besin tüketimi gece döngüsünde yüksektir. Hali hazırda yüksek 

olan besin tüketimini uyarım ile ilişkilendirip, yanıltıcı bir sonuca varmamak için, 

uyarım sonrası besin tüketimi kaydedilmemiştir.   

 

Şekil 6.2.2.1. MCHChR2 akut iştah üzerinde etkisi a) Gündüz döngüsü b) Gece döngüsü 

 

Optogenetik MCH uyarımı ile kemogenetik MCH aktivasyon ve inhibisyon deney 

bulgularına göre MCH nöronlarının akut iştah kontrolü üzerinde etkisi 

bulunmamaktadır.   

 

6.3. MCH nöronlarının lokomotor aktivite üzerindeki etkisi  

 

MCH nöronlarının kemogenetik ve optogenetik manipülasyonunun akut iştah 

düzenlenmesi için gerekli veya yeterli olmadığının bulunması üzerine, enerji 

harcamasını anlayabilmek için Pmch-cre farelerin lokomotor aktiviteleri test edildi. 

Lokomotor aktiviteyi değerlendirebilmek için, açık alan deneyleri yapıldı.    
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Optogenetik uyarımla yapılan açık alan deneyinde, fiber optik ferül takılmış 

MCHChR2 ve MCHtdTom fareler, 40 cm x 40 cm x 40 cm ebatlarındaki açık alan deney 

düzeneğine bırakılmış ve 30 dakika boyunca 10 ms 20-Hz frekansında, 15 mW 

gücünde ve 473 nm dalga boyunda optogenetik uyarıma maruz kalmıştır. Deney 

düzeneğinin şematik gösterimi Resim 6.3.1.’de sunulmuştur. 

 

 

Resim 6.3.1. MCHChR2 açık alan testinin şematik gösterimi 

 

Fiber optik ferül takılmış MCHChR2 ve MCHtdTom fareler ile yapılmış açık alan 

deneylerinin sonuçlarına göre, orta alanda geçen zaman (MCHtdTom: 78,29 ± 24,08 s, 

MCHChR2: 75,2 ± 20,06 s; p>0,05), toplam mesafe (MCHtdTom: 58,92 ± 6,89 m, 

MCHChR2: 55,89 ± 7,45 m; p>0,05) ve ortalama hız (MCHtdTom: 0,033 ± 0,004 m/s, 

MCHChR2: 0,031 ± 0,004 m/s; p>0,05) bakımından istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

tespit edilmemiştir. Deneyler AnyMaze yazılımı ile takip edilmiş, ısı ve takip 

haritaları çıkarılmıştır. Isı haritası 0 saniye ile 5 dk arasındaki hareketi 

göstermektedir. Takip haritasında görülen kırmızı nokta Pmch-cre farelerin son 

pozisyonunu belirlemektedir (Şekil 6.3.2.).  
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Şekil 6.3.2. MCHChR2 ve MCHtdTom açık alan testi a) Orta alanda geçirilen süre b) 

Toplam mesafe c) Ortalama hız d) Açık alan ısı ve takip haritaları  

 

Kemogenetik manipülasyon ile yapılan açık alan deneyinde, intraperitonal olarak, 

300 μL %0,9 izotonik NaCl solüsyonu içinde 3 mg/kg CNO enjekte edilmiş 

MCHhM4Di ve MCHtdTom fareler, 30 dakika boyunca 40 cm x 40 cm x 40 cm 

ebatlarındaki açık alan deney düzeneğine test edilmiştir. Deney düzeneğinin şematik 

gösterimi Resim 6.3.3.’de sunulmuştur. 

 

Resim 6.3.3. MCHhM4Di açık alan testinin şematik gösterimi 

 

CNO uygulanmış MCHhM4Di ve MCHtdTom fareler ile yapılan açık alan deneyi 

sonuçlarına göre, orta alanda geçen zaman (MCHtdTom: 75,05 ± 16,80 s, MCHhM4Di: 

122,86 ± 22,42 s; p>0,05), toplam mesafe (MCHtdTom: 56,03 ± 4,83 m, MCHhM4Di: 

57,50 ± 4,06 m; p>0,05) ve ortalama hız (MCHtdTom: 0,031 ± 0,0027 m/s, MCHhM4Di: 

0,032 ± 0,0023 m/s; p>0,05) bakımından istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit 

edilmemiştir. Deneyler AnyMaze yazılımı ile takip edilmiş, ısı ve takip haritaları 

çıkarılmıştır (Şekil 6.3.4.). 
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Şekil 6.3.2. MCHhM4Di ve MCHtdTom açık alan testi a) Orta alanda geçirilen süre b) Toplam 

mesafe c) Ortalama hız d) Açık alan ısı ve takip haritaları  

 

6.4. MCH nöronlarının lokomotor aktivite üzerindeki etkisi 

 

MCH nöronlarının, akut iştah ve enerji harcaması regülasyonunda rolünün 

bulunmaması üzerine, bu nöronların anksiyete üzerindeki etkileri araştırıldı. MCH 

nöronları uyarılmış farelerin anksiyete seviyelerini değerlendirebilmek için, 

yükseltilmiş artı labirent testi yapıldı. 5 cm x 35 cm boyutlarında 2 açık kolu, 5 cm x 

35 cm x 20 cm boyutlarında 2 kapalı kolu olan ve 35 cm yükselebilen deney 

düzeneği kuruldu. Fiber optik ferül takılmış MCHChR2 ve MCHtdTom fareler, 5 dakika 

boyunca 10 ms 20-Hz frekansında, 15 mW gücünde ve 473 nm dalga boyunda 

optogenetik uyarıma maruz bırakıldı ve yükseltilmiş artı labirent deney düzeneğinde 

test edildi. Deneyler AnyMaze yazılımı ile takip edildi, ısı ve takip haritaları 

çıkarıldı.  

 

Elde edilen bulgulara göre, açık kola giriş sayılarının MCHtdTom. (n = 9,29 ± 2,47) ve 

MCHChR2 (n = 7,00 ± 1,67) farelerde değişiklik göstermediği tespit edildi (p>0,05). 

Açık kolda geçirilen zaman, MCHtdTom. (29,00 ± 8,22 s) ve MCHChR2 (66,86 ± 19,06 

s) gruplarında farklılık gösterse de, uyarım sonrası gözlenen bu artış istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmadı (p>0,05). Gruplar arası en önemli fark, açık koldaki 

ortalama hız değerlerinde tespit edildi. MCHtdTom fareler açık kolda ortalama 0,0020 

± 0,0035 m/s hız ile hareket ederken, bu değer MCHChR2 farelerde 0,0011 ± 0,0026 

m/s değerine düştü. MCH nöronlarının uyarılmasından sonra açık kolda kaydedilen 

ortalama hız düşüşü, istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,05) (Şekil 6.4.1.). 



47 

 

 

Şekil 6.4.1. MCHChR2 ve MCHtdTom yükseltilmiş artı labirent testi a) Açık kola giriş b) 

Geçirilen süre c) Ortalama hız d) Isı ve takip haritaları 

 

MCH nöronlarının baskılanmasının anksiyete üzerindeki etkisinin araştırılması için, 

bu nöronlar kemogenetik olarak susturulmuştur. MCHhM4Di ve MCHtdTom farelerin 

kullanıldığı bu deneylerde aynı yükseltilmiş artı labirent düzeneğinden 

faydalanılmıştır. 300 μL %0,9 izotonik NaCl solüsyonu içinde 3 mg/kg CNO enjekte 

edilmesinin ardından, fareler 5 dakika boyunca test edilmiştir. MCHtdTom.  fareler açık 

kola  5,75 ± 1,06 defa girmişken; MCHhM4Di farelerin açık kola giriş sayıları 10,00 ± 

1,41) olarak kaydedilmiştir. MCH nöron inhibisyonu sonucu, açık kola gitme sayısı 

önemli ölçüde artmıştır (p<0,05). Gruplar arasında açık kolda geçirilen zaman 

(MCHtdTom.: 65,00 ± 32,93 s, MCHhM4Di: 79,54 ± 21,15 s) ve açık kolda kaydedilen 

ortalama hız (MCHtdTom.: 0,017 ± 0,0030 m/s, MCHhM4Di: 0,019 ± 0,0032 m/s) 

bakımından değişim tespit edilmemiştir (Şekil 6.4.2.).  

 

Şekil 6.4.2. MCHhM4Di ve MCHtdTom yükseltilmiş artı labirent testi a) Açık kola giriş b) 

Geçirilen süre c) Ortalama hız d) Isı ve takip haritaları 
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6.5. MCH nöronlarında besin tüketimi ile eşleşmiş foto-uyarım   

 

MCH nöron aktivasyonunun akut iştahı başlatacak veya var olan iştahı pekiştirecek 

güçte olmadığının anlaşılması üzerine, bu nöronların ödül algısına olan katkısı test 

edildi. Metabolik kafeslerde hareket sensörüne bağlı yem dağıtımı düzeneği kuruldu. 

Habitasyon günleri boyunca farelerin bu yem vericiyi kullanmayı öğrenmesi 

beklendi. Bu sürede herhangi bir foto-uyarım verilmedi. Test gününde, hareket 

sensörüne bağlı yem dağıtım düzeneği ile MCH nöronlarının optogenetik olarak 

uyarımı eşleştirildi. Kurulan deney düzeneğine göre, MCHChR2 veya MCHtdTom 

fareler yem almak için kafalarını sensörün bulunduğu girintiye soktuklarında 1 adet 

20 mg pellet yem aldılar ve eşzamanlı olarak 10 ms 20-Hz frekansında, 15 mW 

gücünde ve 473 nm dalga boyunda foto-uyarım ile MCH nöronları aktive edildi. 

Dolayısıyla, MCH nöronlarının uyarımı besin ile eşleşmiş olarak kendilerine 

bırakıldı. Kurulan deney düzeneği Resim 6.5.1.’de şematize edilmiştir.   

 

Resim 6.5.1. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerde besin tüketimi ile eşleşmiş foto-uyarımın 

şematik gösterimi 

 

Besin tüketimi ile optogenetik aktivasyonunun eşleşmesi, dolayısıyla MCH 

nöronlarının stimülasyonunun oto-uyarım şeklinde MCHChR2 ve MCHtdTom farelerin 

kontrolüne bırakılması, besin tüketimini önemli ölçüde arttırdı. Habitasyon, yani 

foto-uyarımın olmadığı günlere kıyaslandığında MCHtdTom farelerde pellet yem 

tüketim oranı %86,87 ± 4,30 seviyesinde kaldı. Ancak, MCHChR2 farelerde foto-



49 

uyarım sonrası besin tüketimi, uyarım olmayan günlere kıyasla %110,67 ± 3,72 

seviyesine çıktı. Besin tüketimi ile eşleştirilen MCH nöronlarının foto-uyarımı, 

tüketim yüzdesini istatistiksel olarak anlamlı ölçüde arttırdı (p=0,0013). Elde edilen 

bulgular Şekil 6.5.1.’de verilmiştir.     

Şekil 6.5.1. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerde besin tüketimi ile eşleşmiş foto-uyarım 

sonrası yem tüketim yüzdesi 

6.6. MCH nöronlarında besinden bağımsız oto-uyarım 

MCH nöronlarının akut iştah regülasyonu üzerinde etkisi bulunmaması; ancak besin 

tüketiminin foto-uyarım ile eşleşmesi sonucu iştahın artması üzerine, oto-uyarımın 

besinden bağımsız olarak yapıldığı deney düzenekleri kuruldu.  

6.6.1. Burun hareketi ile besinden bağımsız oto-uyarım 

Metabolik kafeslerin sağ ve sol taraflarına birer girinti açıldı ve içlerine hareket 

sensörleri yerleştirildi. Habitasyon süreci boyunca, herhangi bir uyarım olmadan 

farelerin tercih etmediği girinti belirlendi. Test gününde tercih edilmeyen girintideki 

sensöre, MCH nöronlarını uyaracak 10 ms 20-Hz frekansında, 15 mW gücünde ve 

473 nm dalga boyunda foto-uyarım bağlandı. Diğer girintideki sensöre foto-uyarım 

bağlanmadı. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerin girintilerdeki aktiviteleri gözlendi. 

Kurulan deney düzeneği Resim 6.6.1.1.’de şematize edilmiştir.   
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Resim 6.6.1.1. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerde burun hareketi ile besinden bağımsız 

oto-uyarım 

 

Test gününde elde edilen bulgular, MCH nöronlarının foto-uyarımını MCHChR2 

farelerin kontrolüne bırakmanın, tercihi önemli ölçüde arttırdığını gösterdi. Buna 

göre, MCHtdTom farelerde habitasyon gününde tercih %52,66 ± 8,70 seviyesindeyken, 

uyarım gününde herhangi bir değişiklik gözlenmedi ve tercih %50,34 ± 10,44 

seviyesinde kaldı (p>0,05). Ancak, oto-uyarım imkanı MCHChR2 farelerde tercihi 

önemli ölçüde arttırdı. MCHChR2 farelerde habitasyon gününde %50,68 ± 6,02 olan 

tercih, uyarım gününde %75,56 ± 5,75 seviyesine yükseldi. MCHChR2 farelerine 

sunulan MCH nöronlarının oto-uyarım imkanı, tercihi istatistiksel olarak anlamlı 

ölçüde arttırdı (p=0,0002). Oto-uyarim kontrolü MCHtdTom farelerin tercihini sadece 

% -2,32 ± 5,34 değiştirebilirken, MCHChR2 farelerin tercihini %24,88 ± 4,64 oranına 

çıkardı (p=0,003) (Şekil 6.6.1.1.).   

      

   

 

Şekil 6.6.1.1. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerde burun hareketi ile a) Uyarımsız günlere 

oranla oto-uyarım yüzdesi b) Oto uyarım sonrası değişen tercih yüzdesi 
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6.6.2. Basamak ile besinden bağımsız oto-uyarım 

 

Metabolik kafeslerin sağ ve sol taraflarına, farelerin basabilecegi birer basamak 

yerleştirildi. Habitasyon süreci boyunca, herhangi bir uyarım olmadan farelerin 

basamağa basmaları izlendi ve tercih etmedikleri basamak belirlendi. Test gününde 

tercih edilmeyen basamağa, MCH nöronlarını uyaracak 10 ms 20-Hz frekansında, 15 

mW gücünde ve 473 nm dalga boyunda foto-uyarım bağlandı. Diğer basamaga ise 

foto-uyarım bağlanmadı. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerin basamaklardaki aktiviteleri 

gözlendi. Kurulan deney düzeneği Resim 6.6.2.1.’de şematize edilmiştir.   

 

 

 

Resim 6.6.2.1. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerde basamak ile besinden bağımsız oto-

uyarım 

 

Test gününde, besinden bağımsız olarak MCH nöronlarının foto-uyarımını MCHChR2 

farelerin kontrolüne bırakmanın, tercihi oldukça fazla arttırdığı gözlendi. MCHtdTom 

farelerde habitasyon gününde tercih %35,81 ± 2,98 seviyesindeyken, uyarım 

gününde herhangi bir değişiklik gözlenmedi ve tercih %41,41 ± 5,52 seviyesinde 

kaldı (p>0,05). Ancak, oto-uyarımın MCHChR2 farelerin kontrolüne verilmesi, tercihi 

önemli ölçüde arttırdı. MCHChR2 farelerde habitasyon gününde %30,68 ± 4,19 olan 

tercih, uyarım gününde ciddi bir artış göstererek %54,37 ± 5,36 seviyesine yükseldi. 

MCHChR2 farelerine sunulan MCH nöronlarının oto-uyarım imkanı, tercihi 

istatistiksel olarak anlamlı ölçüde arttırdı (p<0,00001). Oto-uyarım kontrolü 

MCHtdTom farelerin tercihini sadece % -5,60 ± 4,80 değiştirebilirken, MCHChR2 

farelerin tercihini %23,69 ± 3,38 oranına çıkardı (p=0,0039) (Şekil 6.6.2.1.).   
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Şekil 6.6.2.1. MCHChR2 ve MCHtdTom farelerde basamak ile a) Uyarımsız günlere oranla oto-

uyarım yüzdesi b) Oto uyarım sonrası değişen tercih yüzdesi 

6.7. Davranış deneyleri sonrası post-hoc analizler 

MCHChR2, MCHhM3Dq, MCHhM4Di ve MCHtdTom fareler, davranış deneyleri sonrası 

sakrifiye edildi ve rAAV enfeksiyonu olan hücre sayıları belirlendi. Optogenetik 

aktivasyon deneylerinde kullanılan farelerde, Lateral Hipotalamus bölgesinin 

yaklaşık 400 nm üstüne fiber optik yerleştirildi. Fiber optik ferülün MCH nöronlarına 

zarar verip vermediğini ve intrakraniyal enjeksiyonun tutarlılığını tespit edebilmek 

için post-hoc analizler yapıldı. Konfokal mikroskop ile elde edilen görüntülerdeki 

enfeksiyon alanları ImageJ programı ile sınırlandırıldı ve Resim 6.7.1.’de gösterilen 

enjeksiyon haritası çıkarıldı. Buna göre, ChR2-eYFP enjeksiyonun, Lateral 

Hipotalamus bölgesinde bulunan MCH nöronlarını kapsayan geniş bir alanı 

etkilediği tespit edildi.     

Resim 6.7.1. ChR2-eYFP  enfeksiyon haritası 
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7. TARTIŞMA

 İştah ve beslenmenin sadece fizyolojik bir durum oldmadigi, merkezi ve periferal 

sinir sistemlerinde bulunan, çok karmaşık sinir ağları tarafından kontrol edildiğinin 

fark edilmesiyle çalışmalar bu alana yönelmiştir. İştah regülasyonu yapan ve ödül 

algısı yaratan cok sayida sinirsel ağ deşifre edilmis olsa da, merkezi ve periferal sinir 

sistemlerinin enerji homeostazı üzerindeki rolü tamamıyla anlaşılamamıştır. Merkezi 

sinir sisteminin Hipotalamus bolgesinde bulunan birçok çekirdek ve alan, 

organizmanın enerji durumunun algılanmasında ve kontrol edilmesinde anahtar rol 

oynar (3). Bu bölgede bulunan Lateral Hipotalamik Alan, farklı hücre 

popülasyonlarını bir arada barındırması, heterojen olması, çok sayıda sinirsel ağlara 

sahip olması nedeniyle istah ve ödül merkezlerinin en önemlilerinden biri olarak 

kabul edilmektedir (5, 6).  Melanin Konsantre Eden Hormon nöronları, bu alanda 

bulunan, oldukça geniş yer kaplayan ve yaygın bir projeksiyon ağına sahip olan bir 

hücre popülasyonudur. Yapılan çalışmalar MCH nöronlarını beslenme davranışını 

düzenleyen tipik bir oreksijenik nöropeptit gibi sunsa da (8, 98), bu nöronların akut 

iştah kontrolündeki rolü ve ödül algısı üzerindeki etkisi tam olarak deşifre 

edilememiştir. 

Bu tez çalışmasında, Melanin Konsantre Eden Hormon nöronlarının, akut iştah ve 

ödül algısı regülasyonundaki etkisi araştırılmaktadır. Bu amaç doğrultusunda, Pmch-

cre ifade eden transgenik fareler kullanılmıştır. Bu transgenik farelerin MCH 

nöronlarında cre enzimi bölge spesifik rekombinasyon yapmaktadır. Cre enzimi 

tarafından tanınan ve hücre tipi spesifik manipülasyon yapmayı mümkün kılan LoxP 

dizisi ise ürettiğimiz rekombinant adeno-asosiye virüsler içinde bulunmaktadır. Bu 

virüslerde ana vektörün yanı sıra, zıt yönlerde LoxP dizileri vardır. Lox P 

bölgelerinin cre enzimi tarafından tanınması durumunda terse çevrilme 

gerçekleşeceğinden, bu nöronlarda virüs içerisinde bulunan transgen ifadesi 

başlayacaktır. Cre enzimi bulunmayan hücrelerde iki LoxP arasındaki DNA dizisi 

terse çevrilmeyecek, dolayısıyla transgen ifade edilmeyecektir. Bu yöntem sayesinde 

belirli nöron alt gruplar ile çalışmak mümkündür. Bu tez çalışmasında bahsi gecen 

teknikten yararlanılmıştır. Pmch-cre farelere intrakraniyal olarak enjekte edilen 
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rAAV, zıt yönlerde LoxP dizisi içermekte ve MCH nöronlarına transdüksiyonu 

gerçeklesen virüslerdeki transgen DNA dizisi terse çevrilmektedir. Dolayısıyla 

sadece MCH nöronlarında enjekte edilen vektör ifadelenmektedir (99, 100).    

MCH nöronlarının aktivitesini invaziv olmayan metotlar ile manipüle edebilmek için 

optogenetik ve kemogenetik yöntemlerden yararlanıldı. Bu metotlar geri dönüşlü 

olduğundan ilgili nöronlara hasar vermemekte ve fatal etkiler yaratmamaktadır. 

rAAV ile intrakraniyal olarak MCH nöronlarına enjekte edilen hM3Dq-mCherry 

vektörü sayesinde bu nöronları depolarize etmek; hM4Di-mCherry vektörü sayesinde 

ise bu nöronları hiperpolarize etmek mümkündür. Bu vektörler modifiye G-protein 

bağlı reseptörler olup, uygun agoniste bağlanmadıkları takdirde hücrelerde inaktif 

pozisyondadır (99, 100). Dizayn edilmiş ilaçlar ile aktive edilen dizayn edilmiş 

reseptörleri (DREADD) aktifleştirebilmek için, klozapin molekülü veya onun 

sentetik bir türevi bir olan klozapin-N-oksit (CNO) ligandı gerekmektedir. Bu 

çalışmada kemogenetik manipülasyon için, intraperitonal olarak 3 mg/kg CNO veya 

0,01 mg/kg CLZ kullanılmıştır.  

Uzun yıllar boyunca DREADD agonisti olarak klozapin molekülünün sentetik bir 

türevi olan CNO kullanılmaktaydı. CLZ yerine CNO kullanmasının en önemli 

sebebinin, CNO molekülünün biyolojik olarak inert olduğu görüşüydü. Ancak son 

yıllarda yapılan bazı çalışmalar, DREADD agonisti olarak kullanılan CNO 

molekülünün, CLZ molekülüne geri metabolize olduğunu göstermiştir (101). Bu geri 

metabolizasyon durumunda, CNO veya CLZ kullanımının sadece fareye enjekte 

edilecek madde miktarını değiştirdiği öne sürülmüştür. Öte yandan, bazı çalışmalar 

CNO molekülünün biyolojik olarak inert olduğunu vurgulamaktadır. Bu ikilemi 

ortadan kaldırabilmek için, kemogenetik deneyler hem 3 mg/kg CNO, hem de 0,01 

mg/kg CLZ ile yapılmıştır. Buna ek olarak, önceden inert olduğu düşünülen CNO 

molekülünün geri metabolizasyon sonrası, klozapin molekülünde olduğu gibi, 

seratonin ve dopamin reseptörlerini etkilediği düşünülmektedir (101). Henüz tam 

olarak gösterilmemiş bu etkinin yaratabileceği sorunları öngörerek, CNO veya CLZ 

kullanılarak yapılan kemogenetik aktivasyonu, agonist gerektirmeyen optogenetik 

aktivasyonla tekrarladık.   
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Optogenetik uyarım, MCH nöronlarında transdüksiyonu gerçekleşen ChR2-eYFP 

vektörü ile yapılmıştır. Farelere enjekte edilen ChR2-eYFP vektörü, bu hücrelerde 

ışığa duyarlı Na+ kanalı ifadelenmesini sağlamaktadır. Duyarlı olduğu 473 nm dalga 

boyunda ışık uygulandığında Na+ kanalları açılır ve nöronlar depolarize olur.  Bu 

sayede aksiyon potansiyeli oluşur. Nöron alt gruplarını hedef almayı ve aktive 

etmeyi mümkün kılan bu teknik ile, saniyeler içinde opsin sentezleyen hücreleri 

aktive etmek mümkündür (102, 103). Çalışmamızda Pmch-cre transgenik farelerde 

ifadelenen ChR2-eYFP vektörü sayesinde, bu nöronlar ışığa duyarlı hale getirilmiş 

ve 473 nm dalga boyunda foto-uyarım sonucu depolarize edilmiştir.  

Bu tez çalışmasında ilk olarak MCH nöronlarının manipülasyonunun akut iştah 

kontrolü üzerindeki etkisi araştırıldı. Erken donem çalışmalar, MCH nöronlarının 

aşırı ifadelendiği fare modellerinde besin tüketiminin önemli ölçüde arttığını 

göstermiştir. Bu durumu kilo artışı, obezite ve insülin direnci takip etmektedir (9). 

Fakat MCH nöronlarının aşırı ifadelendiği fare modelleri, bu hücrelerin akut iştah 

yaratma veya var olan iştahı sürdürme kontrolü üzerindeki etkisini 

açıklayamamaktadır. Bu sebeple hücre içi spesifik hM3Dq-mCherry veya ChR2-

eYFP transgen ifadesi bulunan MCH nöronlarını akut olarak uyardık ve farelerin 

besin tüketimlerini gözlemledik. Deneyler ilk olarak, farelerin nokturnal olması 

sebebiyle, normalde besin tüketimi saati olmayan gündüz döngüsünde yapıldı. 

Beklenenin aksine, bu nöronların uyarımı gündüz döngüsünde akut iştah üzerinde bir 

etki göstermedi. Gece döngüsünde, yani farelerin aktif olduğu saatlerde yapılan 

aktivasyon deneyleri sonucunda, benzer şekilde, akut iştah artışı gözlenmedi. 

Agonist olarak bir CNO ve CLZ ayrı ayrı test edildi. DREADD agonisti olarak CNO 

veya CLZ kullanılmasının, MCH nöron aktivasyonun akut iştah üzerindeki rolünü 

değiştirmediği tespit edildi.   

MCH nöronlarının in vivo aktivasyonunun, oldukça yüksek ateşleme kapasitesine 

sahip olduğu bilindiğinden (90), akut iştah kontrolündeki rolü, kemogenetik uyarıma 

ek olarak optogenetik uyarımla da test edildi. MCHChR2 ve MCHtdTom fareler, 

hücrelerde ifade ettirilen Na+ kanallarını açacak 473 nm dalga boyu ışığa maruz 
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kaldıklarında, farelerin akut iştahlarında herhangi bir değişiklik gözlenmedi. Gündüz 

ve gece döngüsünde yapılan optogenetik aktivasyon sonucu, besin tüketiminde 

değişim saptanmadı.  

 

MCH nöronlarının akut iştah üzerindeki etkisini test edebilmek için, son olarak bu 

nöronların aktivasyonu, hM4Di-mCherry vektörü içeren rAAV ile baskılandı. 

Mevcut literatüre gore, MCH nöronlarının konjenital veya yetişkin ablasyonunun; 

iştah kaybı, besin tüketiminde azalma ve kilo kaybına sebebiyet verdiğini 

göstermiştir (15, 16). Yaptığımız deneylerde, MCH nöronlarını akut olarak inhibe 

etmenin, akut iştahı azaltmadığı ve hatta beslenme davranışında herhangi bir 

değişikliğe yol açmadığını gözlemlemedik. Elde ettiğimiz bulgular, sentetik CNO 

molekülü ve CLZ etken maddesi ile ayrı ayrı test edildi.   

 

Bu noktada, üretmiş olduğumuz, kemogenetik ve optogenetik transgenleri içeren 

rAAV’lerin işlevselliğini test edebilmek ve dolayısıyla elde ettiğimiz bulguların, 

gerçek bağlamda MCH nöronlarının özelliği olduğunu gösterebilmek için, 

elektrofizyolojik ortamda MCHhM3Dq ve MCHhM4Di ifadelenmesini, CLZ ekleyerek 

test ettik. Buna göre, taze MCHhM3Dq beyin kesitlerinden kaydedilen spontan aktivite 

sırasında perfüzyona CLZ eklendiğinde depolarizasyon gerçekleştiğini; taze 

MCHhM4Di beyin kesitlerinden kaydedilen spontan aktivite sırasında perfüzyona CLZ 

eklendiğinde ise hiperpolarizasyonun gerçekleştiğini gözlemledik. Öte yandan, 

sakrifiye etmeden hemen önce foto-uyarım yaptığımız MCHChR2 farelerin MCH 

nöronlarında yoğun cFos ifadelenmesi gözlemledik. Dolayısıyla, elde ettiğimiz 

bulgular, MCH nöronlarında transgen ifadesi bulunduğuna ve foto-uyarım sonrası 

nöronal aktivitenin arttığını göstermektedir. Bu durum, elde edilen akut iştah 

bulgularının güvenilirliğine katkıda bulunur niteliktedir.    

 

Akut iştah regülasyonu üzerine yapılan tüm çalışmalarda ortaya çıkan ortak sonuç, 

MCH nöronlarının iştah kontrolünde bir rolünun bulunmadığı; bu nöronların 

beslenme için gerekli veya yeterli olmadığı yönündedir. MCH nöronları, akut iştahı 

başlatmaya veya var olan akut iştahı değiştirmeye yetkin değildir.  
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MCH nöronlarının akut iştah etkisine dair elde ettiğimiz bulgular, mevcut 

literatürden ve bilgi birikiminden farklı bir yol çizmektedir. MCH nöronlarının aşırı 

ifadelenmesini veya genetik ablasyonunu hedef alan deneyler sonucunda, bu 

nöronların oreksijenik olduğu düşünülmekteydi (9, 15, 16). Her iki durumda da, 

kompensatuar mekanizmaların ve farklı yolakların devreye girmiş olabileceğini göz 

önünde bulundurmak gerekmektedir.    

 

Enerji harcamasındaki değişikliklerin, MCH yolaklarındaki genetik manipülasyonlar 

sonucu vücut ağırlığında meydana gelen değişikliklere katkıda bulunduğu öne 

sürülmüştür. Enerji harcamasının lokomotor aktivite ile ölçüldüğü bu deneylerde, 

MCHR1 knock-out veya nöronal ablasyonlu farelerin hiperaktif olduğu tespit edilmiş 

(16, 104), ancak MCH peptidi veya MCHR1 agonistlerinin infüzyon ile verilmesinin 

hareket üzerinde herhangi bir etkisi saptanmamıştır (11, 105). Mevcut literatürdeki 

bu bulgular, genetik ve farmakolojik yaklaşımlar arasında bir tutarsızlık olduğunu 

düşündürmektedir. Bu sebeple, yaptığımız açık alan deneylerinde MCH nöronal 

aktivitesinin kısa süreli manipülasyonlarının lokomotor aktivite üzerindeki etkisini 

değerlendirdik. MCHhM4Di fareler ile kemogenetik inhibisyon, MCHChR2 fareler ile 

optogenetik aktivasyon yaparak, akut lokomotor aktivitedeki değişimi gözlemledik. 

Elde ettiğimiz bulgular akut MCH manipülasyonunun, kısa süreli lokomotor aktivite 

üzerinde etkisi olmadığını göstermektedir. Hausen ve ark., kemogenetik MCH 

aktivasyonunu gece döngüsü boyunca 8 saate çıkardıkları ve bilateral olarak uyarım 

yaptıkları çalışmalarında, bu nöronların lokomotor aktivite üzerindeki baskılayıcı 

etkisi olduğunu bildirdiler (23). Fakat bu çalışmanın, doğası gereği nokturnal olan 

farelerin aktif olduğu zaman diliminde, yani gece döngüsünde ve 8 saat boyunca 

yapıldığının göz önünde bulundurulması gerekmektedir. Bu tez çalışmasında 

lokomotor aktiviteyi, besin tüketiminin artmasını öngördüğümüz gündüz döngüsünde 

ve 30 dakika boyunca test ettik. Bu sayede, elde ettiğimiz akut iştah bulgularında, 

lokomotor aktivitenin bir rolü olup olmadığını test etmeyi amaçladık. 

 

Elde ettiğimiz bu bulgunun, farelerde artan lokomotor aktivite, stres veya 

anksiyeteden kaynaklanma olasılığı test edebilmek için, MCHhM3Dq, MCHhM4Di ve 

MCHChR2 farelere açık alan testi ve yükseltilmiş artı labirent testi yaptık. Açık alan 
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testinde merkezde geçirilen zaman, toplam alınan mesafe ve ortalama hız 

parametrelerini; yükseltilmiş artı labirent testinde ise açık kola giriş sayısı, açık kolda 

geçirilen zaman ve ortalama hız parametrelerini inceledik.  

 

Mevcut literatürde, MCH yolaklarının farmakolojik ve genetik manipülasyonlarının 

anksiyete benzeri davranışlar üzerindeki etkileri hakkında çelişkili bilgiler 

bulunmaktadır (106, 107). Yükseltilmiş artı labirent testi ile, MCH nöronlarının 

bilateral akut kemogenetik aktivasyonu ve inhibisyonu ile unilateral akut optogenetik 

aktivasyonunun anksiyete üzerindeki etkisini değerlendirdik. Optogenetik aktivasyon 

sonucu açık koldaki ortalama hızda düşüş, kemogenetik inhibisyon sonucu ise açık 

kola giriş sayısını önemli ölçüde artış saptanmıştır. Bu sonuçlar doğrultusunda, MCH 

nöronlarının bastırılmasının anksiyolitik bir etkiye sahip olabileceği 

düşünülmektedir. Bulgularımız, genetik ablasyon çalışmalarının işaret ettiği, ancak 

MCHR1 antagonistleri ile yapılan farmakolojik çalışmalarda gözlenmeyen (106, 

107) MCH nöronlarının anksiyolitik etkisine açıklık getirmiştir. MCH nöronlarının 

baskılanması anksiyolitik etki yaratmaktadır.      

 

Hipotalamik beslenme ve ödül algısının MCH nöronları tarafından nasıl 

düzenlendiği uzun yıllardır incelenmektedir (1, 17, 21, 79). Ancak yapılan 

çalışmaların nicel çoğunluğunun aksine, MCH nöronlarının metabolizma ve ödülün 

nöronal regülasyonunun altında yatan mekanizmalar tam olarak anlaşılamamıştır. 

Kısa vadeli iştah kontrolünde ulaştığımız sonuçlar, MCH manipülasyonunun, toplam 

besin tüketimi etkilemediği, hatta gıda alımını başlatmak için yeterli veya gerekli 

olmadığını gösterdi. Bu durum, arkuat çekirdekte bulunan AgRP nöronları veya 

LHvGAT nöronları gibi diğer oreksijenik popülasyonların aktivasyonu sonucu 

gözlemlenen davranışlara tezat oluşturmaktadır (1, 36). Eğer MCH nöronları, açlık 

düzeyini artırmaktan ziyade beslenme sırasında pekiştirici bir role sahipse, tüketim 

sırasında veya hemen sonrasında aktif hale gelmeleri beklenir. Bu noktada, MCH 

nöronlarının ödül algısında rolü olabileceği göz önünde bulundurduk ve nöronal 

aktivasyonu ile besin tüketimini ile eşleştirmenin, tüketilen besinin ödül değerini 

artırarak aşırı yemeye yol açabileceğini düşündük. Bu hipotezi test edebilmek için, 

MCH nöronlarının optogenetik aktivasyonunu, otomatik pellet dağıtıcıdan yem 
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verilmesi ile eşleştirdik. Kurduğumuz düzenekte, fare besin almak için otomatik yem 

vericinin sensörunu aktive ettiği anda, 473 nm 20-Hz optik lazer devreye girerek, 

MCH nöronlarında foto-uyarım gerçekleştirmektedir. 20 mg'lık bir yem pelletini 

tüketmenin yaklaşık 15 saniye sürdüğünü varsayarak, MCH nöronlarının foto-uyarım 

uzunluğunu, her pellet çıktıktan sonra 15 saniye sürecek şekilde ayarladık. Akut iştah 

bulgularının aksine, MCH nöronlarının yem tüketimiyle eşleştirilmiş foto-uyarımı, 

24 saatlik süre boyunca tüketilen toplam yem miktarında önemli ölçüde artışa 

sebebiyet verdi. Bütün bu bulgular birlikte ele alındığında, MCH nöron 

aktivasyonunun tek başına yiyecek arama veya açlık durumunun artmasına katkıda 

bulunmayacağı, ancak besin tüketimiyle eşleştirildiğinde beslenmeyi güçlendirmede 

ve pekiştirmede rol oynayabileceği anlaşılmıştır.   

 

Domingos ve ark., MCH nöronlarının ödül algısına katkısını tayin edebilmek için 

MCH aktivasyonunun kalorisiz ve şekerli içecek ile eşleştirildiği bir dizi deneyler 

gerçekleştirdi. Sonuc olarak, MCH foto-uyarımının yalnızca oral tat ipuçları mevcut 

olduğunda, besinlere ödül değeri katabileceği öne sürdü (21). Ancak sonuçlarımız, 

MCH foto-uyarımının tatlı olmayan yiyeceklerle eşleştirilmesinin bile, tüketimi 

artırılabileceğini göstermektedir. Bu noktada ortaya çıkan çelişkiyi giderebilmek ve 

oral tat ipucunun gerekliliğini test edebilmek için, MCH foto-uyarım denkleminden 

besin ögesini çıkardık. MCH nöronal foto-uyarım imkanı, farelerin kendi tercihine 

bırakıldı. Metabolik kafeslerin sağ ve sol duvarlarına birer girinti veya basamak 

yerleştirildi ve farelerin tercih etmediği girintideki sensöre, 10 ms 20-Hz frekansında, 

15 mW gücünde ve 473 nm dalga boyunda foto-uyarım sağlayacak lazer sistem 

bağlandı. Fareler girintiye burunlarını her soktuğunda veya basamağa her bastığında, 

sensörlerin MCH nöronlarını optogenetik olarak uyarması sağlandı. Diğer taraftaki 

girinti veya basamağa herhangi bir uyarım bağlanmadı. Sonraki günler, -uyarımlı 

veya uyarımsız-, hangi tarafı tercih ettikleri gözlendi. MCH aktivasyonu, ilk başta 

tercih edilmeyen, ancak sonradan foto-uyarım ile eşleştirilen taraftaki hareketi 

önemli ölçüde arttırdı. MCH nöronlarını uyarmayı, farelerin kendi tercihine 

bıraktığımızda, farelerin oto-uyarım seviyelerinin oldukça fazla yükseldiğini 

belirledik. Bu bulgular, MCH aktivasyonunun tek başına oral veya post-oral 

ipuçlarının yokluğunda bile bir ödül etkisi oluşturmak için yeterli olduğunu 
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düşündürmektedir. 1954 yılında Olds ve ark. tarafından yapılmış bir çalışmada, 

bütün lateral hipotalamik alan elektriksel uyarımı, farelerin kendi inisiyatiflerine 

bırakıldı.  Diğer bölgelerin oto-uyarımına nazaran, lateral hipotalamik alan oto-

uyarımı farelerde doyumsuz bir basma istediği yarattı (72-74). Ancak bu çalışma, 

genel olarak bütün Lateral hipotalamik alan bölgesininim oto-uyarımını hedef 

aldığından, nöron alt gruplarının fonksiyonlarını göz ardı etmekteydi. Daha sonraki 

yıllarda yapılan çalışmalarda LHA aktivasyonunun ödül etkileri GABAerjik alt 

popülasyonda kaydedilmişken, glutamat ifade eden nöronlar ise aksine itici etki 

gösterilmiştir (1, 79). Yaptığımız tez çalışması, bu konuya katkıda bulunmakta ve bir 

yenilik getirmektedir. LHAMCH nöronlarının aktivasyonunun, besinden veya post-oral 

bir ipucundan bağımsız olarak, bir ödül algısı oluşturduğunu göstermektedir. 

Çoğunlukla glutamaterjik olmasına rağmen (17), MCH nöronlarının oto-uyarımı da 

ödül etkisi yaratmaktadır.  

MCH nöronlarının bazı Ventral Tegmental Alan (VTA) ve striatum gibi bazı önemli 

ödül merkezleri ile karmaşık sinirsel ağlar sayesinde iletirim halinde olduğu 

bilinmektedir. MCH nöronlarının aksonları VTA ve striatuma uzanmakta ve bu 

bölgelerde yoğun olarak MCHR1 ifade edilmektedir (21, 108). ARCAgRP ve LHvGAT 

nöronlarının aksine, MCH nöronları yeme motivasyonunu doğrudan uyarmak yerine, 

pekiştirici bir rol üstlenmektedir. Bu sonuçlar, MCHR1 antagonisti verilen sıçanların 

sükroz çözeltisi alabilmek için basamağa daha az bastıkları, MCH knock-out 

sıçanlarının yağlı besinlere karşı azalmış yanıt sergilediğini ve MCH nöron 

ablasyonlu farelerin kalorili veya kalorili olmayan tatlıları ayırt edemediğini gösteren 

önceki çalışmalarla tutarlıdır ve bu çalışmalara önemli ölçüde katkıda bulunmaktadır 

(21, 108-110).  

Bu noktadan itibaren yapılması gereken çalışmalar, MCH nöron aktivasyonu ile 

oluşan bu ödül değerinin hangi bağlantılar sayesinde gerçekleştiğini bulmaya 

yoğunlaşmalıdır. Bilindiği üzere, VTA ve striatum gibi kritik ödül merkezleri MCH 

nöronları ile iletişim halindedir (21, 108). Hangi genetik yolağın bu davranış 

biçimine sebebiyet verdiğini bulabilmek, bu nöronları anlamaya önemli ölçüde 

katkıda bulunacaktır.   
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Bu tez çalışmasında, yem tüketimini arttıran etkenin, sürekli MCH nöron 

aktivasyonu değil, beslemeyle eşleştirilmiş uyarı olduğu ve bu uyarımın ödül niteliği 

taşıdığı anlaşıldı. Özetle, MCH nöronlarının akut iştah regülasyonu üzerinde bir 

etkisi bulunmadığını, bu nöronların besin tüketimini değiştirmek için yeterli veya 

gerekli olmadığını tespit ettik. MCH nöronlarının baskılanmasının, anksiyolitik 

etkiye sahip olduğunu, ancak MCH nöron manipülasyonunun lokomotor aktivite 

üzerinde etkisi olmadığını gösterdik. MCH nöron aktivasyonu ile besin tüketimini 

eşleştirdiğimiz durumda artan yem miktarı ile, başlı başına bu nöronların uyarımının 

ödül değerinde olduğuna işaret ettik. Sonuç olarak, besinden veya oral bir ipucundan 

bağımsız MCH oto-uyarımı sonrası, bu nöronların aktivasyonunun bir ödül algısı 

yarattığını tespit ettik.  
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8. SONUÇ 

 

Uzun yıllar boyunca iştah kontrolü ile ilişkili olduğu bilinen Lateral Hipotalamik 

Alan nöron alt popülasyonlarından olan Melanin Konsantre Eden Hormon 

nöronlarının aktivasyonunun, beklenenin aksine, oreksijenik; inhibisyonunun ise 

anoreksijenik etkiler yaratmadığı, gündüz ve gece döngülerinde yaptığımız akut iştah 

kontrolü ile belirledik. Gözlemlediğimiz bu etkiler, direkt olarak nöronların 

fonksiyonlarına işaret etmektedir. Besin tüketiminin enerji harcaması ile ilişkisini 

göz ardı etmemek için yaptığımız lokomotor aktivite deneylerinde, MCH 

aktivasyonunun veya inhibisyonunun enerji harcaması üzerinde etkisi olmadığını 

saptadık. Ancak, nöronal MCH manipülasyonunun anksiyete seviyesi üzerinde rolü 

oldugunu; MCH nöronlarının baskılanmasının anksiyolitik etki yaptığını, öte yandan 

MCH nöronlarının uyarımının ise anksiyete seviyesini arttırdığını saptadık. Elde 

ettiğimiz ilk sonuç, mevcut literatürün aksine, MCH nöronlarının akut iştah 

regülasyonu için gerekli olmadığı, iştahı tetiklemek veya var olan iştahı sürdürmede 

yetersiz kaldığı, bunun yanı sıra MCH nöronlarının inhibisyonunun anksiyolitik etki 

yaptığı yönündedir.  

 

Lateral Hipotalamik Alan bölgesinin, merkezi sinir sisteminde bulunan kritik ödül 

mekanizmaları ile iletişim halinde olduğu bilinmektedir. Ancak, şimdiye kadar 

yapılan çalışmalar bu bölgenin tamamını elektriksel olarak uyarma veya lezyon 

yapmaya odaklanmış, dolayısıyla nöron alt gruplarının ödül algısına katkısını 

incelememiştir. MCH nöronlarının ödül algısı ve metabolizması üzerindeki etkisi 

tam olarak anlaşılmamıştır. MCH nöron aktivasyonunun striatumdaki dopamin 

seviyesini arttırdığı bilindiğinden, bu nöronların aktivasyonunun, besinlerin ödül 

değerine olan katkısını araştırmayı amaçladık. MCH nöron uyarımının ödül algısına 

olan etkisi, besin tüketimini foto-uyarım ile eşleştirerek test edildi. MCH nöron 

aktivasyonu akut iştahı arttırmadığı halde, foto-uyarım ile eşleştirilen besin 

tüketiminde önemli artış tespit edildi.  

 

MCH nöronlarının akut iştahı arttırmadığı yaptığımız deneylerle gösterildiğinden, 

oluşan bu farkın MCH nöronlarının besine kattığı ödül değerinden kaynaklandığı 
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görüşü ortaya çıktı. Bu aşamada, besinin bu ödül algısına etkisini araştırmak üzere, 

bu denklemden besin ögesini çıkardık. Post-oral ipuçlarından bağımsız olarak, 

farelerin kendi kendini uyarabileceği düzenek kurduk. Farenin burnunu girintiyi 

sokarak veya basamak yardımıyla MCH nöronlarını kendi uyardığı bu deney 

düzeneğinde, uyarım bulunan tarafta bulunmaya tarafa göre daha fazla etkinlik tespit 

ettik. Bu durum bize, MCH nöronunun uyarılmasının yalnız başına bile bir ödül 

algısı yarattığını, bu ödül algısının besin veya benzer cazip bir post-oral parametre ile 

ilintili olmadığını göstermiştir. Dolayısıyla, MCH nöronlarının uyarımı başlı başına 

bir ödül değerine sahiptir. 

 

MCH nöronlarının sahip olduğu ödül algısının, merkezi sinir sisteminde hangi 

sinirsel ağlar tarafından kontrol edildiği veya hangi projeksiyonlar doğrultusunda 

işlevsellik kazandığı bilinmemektedir. MCH nöronlarının birçok önemli ödül 

merkezine projeksiyon yaptığı bilinse de, bu çalışmada gösterdiğimiz sonucun hangi 

ağlar tarafından regüle edildiğinin araştırılması gerekmektedir. 
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