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1. OZET

BELLEK KONSOLIDASYONU MEKANIZMALARI

Beyindeki bellek siiregleri sinirbilim alaninda iizerinde en c¢ok aragtirma yapilan
konulardan biridir. Buna ragmen karmasik yapisi sebebiyle hala gizemini
korumaktadir. Elde edilen bulgular bize bellegin temsil edildigi beyin bdlgeleri
oldugunu, bu bolgelerin birbiriyle ¢esitli aglanmalarla bagli oldugunu, dahasi dinamik
bir yapilanmanin mevcut oldugunu gostermektedir. Bu yapilanma i¢inde beynimizde
iic farkli bellek ile iliskili olay goriiliir: kodlama, konsolidasyon ve geri ¢agirma.
Konsolidasyon asamasi gevresel ve icsel faktorlere bagli olarak bilginin saglamligini
belirler, kisa siireli bellekten uzun siireli bellege gecisi saglar. Uykunun hizli gz
hareketleriyle karakterize olan evresinin (REM) konsolidasyona onemli bir etkisi
oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada, daha once REM uykusunu artirdigi
gosterilmis olan melanin konsantre edici hormon (MCH) hiicrelerinin inhibisyonunun
bellek performansina olasi etkisi, transgenik fareler ve kemogenetik yoOntemler
kullanarak incelenmistir. Transgenik bir fare modeli olan Pmch-Cre (Pro-melanin
konsantre edici hormon) fareler ile MCH hiicreleri stereotaktik virus enjeksiyonuyla
hedeflenebilir hale getirilmistir. Bir kemogenetik yontem olan Tasarlanmis ilaglarla
Tasarlanmis Reseptorlerin Uyarimi” nda (DREADD) kullanilan AAV2-EF1a-DIO-
hM4D(Gi)-mCherry viriisii enjeksiyonuyla MCH hiicrelerinin bulundugu lateral
hipotalamus ve zona inserta bolgesinde tasarlanmis reseptorlerin iiretimi saglanmistir.
Bir diger gruba kontrol amagli, DREADD etkisi olmayan AAV2/8-FLEX-GFP viriisii
enjekte edilmistir.  Bellek performansini 6lgmek igin yeni nesne tanima testi
uygulanmistir. Yeni nesne tanima testi sonuglarina gére MCH inhibisyonunun bellek
performansinda istatistik anlamliliga ulagan bir fark yaratmamakla birlikte olumsuz

bir egilime sebep oldugu gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: bellek, konsolidasyon, REM, MCH



2. ABSTRACT

THE MECHANISMS OF MEMORY CONSOLIDATION

Memory storage in brain is one of the most studied subjects in neuroscience; yet due
to the highly complex structure of the memory related systems in brain, the mystery
remains. Findings so far indicate that memory is represented in specific brain regions
which are highly interconnected and there is a dynamic anatomical settlement. Also,
memory related events in the brain are classified in three groups: encoding,
consolidation and recall. Consolidation can be affected by environmental and inner
factors. It is widely accepted that sleep plays a critical role in memory consolidation.
In this context, Rapid Eye Movement (REM) stage is an important stage of sleep which
has been a particular interest to many scientists in terms of the association between
REM stage and memory consolidation. Here, we aimed to use Pmch-Cre animals in
order to evaluate the pathophysiological relationship between MCH neuron activity
and memory consolidation. Our goal was to observe the differences in memory
consolidation which will be manipulated through MCH neurons with a unique
chemogenetic approach. First, we targeted MCH neurons in the lateral hypothalamus
and zona inserta with stereotaxic injection of AAV2-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry
virus which is the first element of the chemogenetic technique called Designer
Receptors Activated by Designer Drugs (DREADD) in order to produce designed
receptors in one group of animals. Then, we injected the AAV2/8-FLEX-GFP virus
with no manipulative effect to another group of animals as a control. Novel object
recognition (NOR) test is used for measuring memory performance. After the
comparison of two groups we observed a trend in memory decrease in MCH neuron

inhibited animals without a statistically significant difference.

Key words: memory, consolidation, REM, MCH



3. GIRIS VE AMAC

Bellek tiim organizmalar i¢in yagamsal 6neme sahiptir. Cevre kosullarina ayak
uydurmak, diismandan kacinmak, zararli kokular1 ayirt etmek veya yiyecek bulmak
gibi aktiviteler bellek gerektiren aktivitelerdir. insanlarda bellek sayesinde kisinin
kimligi olusur. Bellek mekanizmasindaki bozukluklar hayat kalitesini diisiiriir. ileri
derecedeki bellek bozukluklar1 kiginin kendisini tehlikeye atmasina bile sebep olabilir
(Alzheimer ve diger demans tiirlerinde oldugu gibi). Bu sebeple bellek
mekanizmalariin anlagilmasi 6nemlidir. Temel sistemler aciga cikarildik¢a bellek

iligkili hastaliklarin tedavi edilmesinde de yeni yaklagimlar gelistirilebilir.

Bellek, bir uyaran etkisiyle (i¢sel veya gevresel) kodlanir, konsolide edilir ve
gerektiginde geri cagrilir. Konsolidasyon, kisa siireli bellek uzun siireli bellege
dontislirken sinapslarda ve beyin aglarinda meydana gelen degisikliklerdir (1,2). Bu

caligmada esas olarak bellegin hangi sinirsel aglarla konsolide edildigi aragtirilmistir.

Her bellek tiirii i¢in beyinde gerceklesen olaylar farklilik gosterir. Genel olarak
bu tiirler; aligkanliklar, duygusal igerikli bellek ve agik bellek seklinde siniflandirilir.
Bu calismada hippokampus ve korteksin karsilikli iletisimiyle gergeklesen acik bellek

tiiri arastirilmastir (3).

Bellek konsolidasyonu c¢ogunlukla uyku sirasinda gergeklesir (4-8). Bu
sebeple bellek konsolidasyonu i¢in gerekli karmasik beyin aglanmasini desifre etmeye
yardimci olacak bilgiler elde etmek icin uyku evreleri sirasindaki hiicresel aktivite
haritast 6nemli bir yol gdstericidir. Bu tez ¢alismasinda uykunun diizenlenmesinde
onemli rolii olan hipotalamustaki melanin konsantre edici hormon néronlarinin (9)
bellek konsolidasyonu sinirsel devrelerindeki roliiniin aragtirilmasi amaglanmistir. Bu
dogrultuda MCH néronlarmin bir kemogenetik manipiilasyon ydntemi olan
Tasarlanmis 1laglarla Tasarlanmis Reseptdrlerin  Uyarimi (Designer Receptors

Exclusively Activated by Designer Drugs (DREADD)) ile inhibisyonu, ardindan bu



inhibisyonun yeni nesne tanima testi ile bellek performansi agisindan

degerlendirilmesi hedeflenmistir.

MCH néronlar1 uyku/ uyaniklik dongiisiinii kontrol eden merkezlerimizden
biridir (9). Uyarildiginda 6zellikle REM uykusunu tetikledigi gézlemlenmistir (10).
REM uykusunun bellek iizerindeki olumlu etkisi géz Oniine alinarak olusturulan
hipotezimize gére MCH noronlar1 da bellek {izerinde olumlu bir etkiye sahip olabilir.
Bu tez caligmasiin amaci bu hipotezi test etmek icin kemogenetik manipiilasyon
yontemiyle MCH ndéronlarini inhibe ederek bellek performansindaki degisiklikleri

gozlemlemektir.



4. GENEL BiLGILER

4.1. Bellek Konsolidasyonu

Bellegin konsolidasyonu sirasinda beyinde gerceklesen olaylar iki sinifta
incelenmektedir: sinaptik konsolidasyon ile sistem konsolidasyonu. Sinaptik
konsolidasyon kodlama gergeklestikten sonra hiicre i¢inde ve sinapslarda meydana
gelen degisimleri kapsar. Sistem konsolidasyonu ise sinapslardaki degisiklikler
sonucunda aglanmanin degismesidir. Sinaptik konsolidasyon dakikalar iginde
gerceklesirken sistem konsolidasyonu yillar siirebilir (1,11). Sistem konsolidasyonu
ile ilgili 90’11 yillarin en gegerli teorisi bellegin Oncelikle hippokampus bolgesinde
depolandig1 ve zaman gectikce neokortekse aktarilarak daha az kirillgan hale geldigi
ve konsolide oldugu (saglamlastirildigi) yoniinde olmustur (12). Buna standart
konsolidasyon teorisi denir (11). Bilim insanlarinin bu konuda uzlagmalarina,
retrograd amnezi hastalarinin medial temporal loblarindaki hasar sonucu, sadece son
birka¢ yila dair bellek kaybi yasamalar1 neden olmustur (11,13). Bu teori, gesitli
hayvan lezyonlar1 ve farmakolojik calismalarla da desteklenmistir (14—17). Fakat
daha sonraki ¢alismalarda medial temporal lob hasar1 miktar1 ve amnezi siddetinin her
bellek tiiriinde aymi sekilde korelasyon gostermedigi, hasar sonucunda episodik
bellekte hem yakin hem de uzak bellek kayiplar1 yasandigi tespit edilmistir. Bu da
coklu iz teorisini (multiple trace theory) dogurmustur. Coklu iz teorisine gore semantik
bellek kodlanirken tipki standart konsolidasyon teorisinde oldugu gibi hippokampusun
gegici bir islevi varken epizodik bellek tiirii i¢in hippokampus korteksle daima iletigim
icinde kalir. Her yeni tecriibe hippokampus ve neokorteks arasinda yeni bir bellek izi

olusur. Boylece eski tecriibeler yenilere gore daha iyi korunur (12,18-21).

Glinlimiizde bu teori transformasyon teorisine evrilmistir. Farkli bellek tiirleri
icin farkli beyin bolgeleri s6z konusu olsa da bellek kodlanirken ve geri ¢agrilirken
hippokampus ve medial prefontal korteks basta olmak iizere belli beyin bdlgelerinin
aktiflestigi, bu bolgelerin dinamik bir ag olusturarak koordineli bir sekilde ¢alistigi ve
bellek giicline ve geri ¢agirmadaki kosullara gore kortikal yapilarin veya
hippokampusun katkisinin degisiklik gosterdigi genel olarak kabul edilmektedir. S6z

konusu bu aglanmalarin degisime acik oldugu da bilinmektedir (22).



Klinikte ve hayvan ¢alismalarinda bellek konsolidasyonunu arastirabilmek i¢in
kullanilacak yontemin dogru secilmesi gerekmektedir. Her yontemde hangi bellek
tiiriinlin test edildigi onemlidir; ¢iinkii farkli bellek tiirleri farklt mekanizmalarla
kodlaniyor ve/veya geri cagriliyor olabilir. insan bellegi ilk olarak duyusal bellek
(sensory), kisa siireli bellek (working) ve uzun siireli (long-term) bellek olmak iizere
iice ayrilir. Uzun siireli bellek ise agik (explicit-declerative) ve ortiik (implicit-
procedural) bellek olmak iizere ikiye ayrilir. Acik bellek i¢in yasadigimiz olaylar,
tecriibelerimiz, edindigimiz bilgiler 6rnek olarak sayilirken, ortiik bellege bisiklete
binme yetenegi ornek verilebilir. Retrograd amnezi hastaligindan bahsederken daha
cok agik bellek tiirtindeki kayiplardan bahsedilir. A¢ik bellek kendi i¢inde epizodik
(anisal) ve semantik (anlamsal) bellek tiirlerine ayrilir. Epizodik bellekte yasanan
olaylar, tecriibeler ve bunlarin organize edilmesi s6z konusuyken, semantik bellekte
mekansal ve zamansal bilgiden yoksun gergekler yer alir (Sekil 4.1)(3,23). Ister
hayvan ister insan c¢alismasi olsun kullanilan yontem, calisilan bellek tiiriine uygun
secilmelidir. Ornegin, bu calismadaki yeni nesne tanima paradigmasi acik bellegin alt
kategorilerinden biri olan tanima bellegi (recognition memory) (24) arastirmalari igin
kullanilmaktadir. Onceden sunulmus bir uyarani tanima becerisi amnezi modelleme
caligmalarinin temelini olusturur (24). Yeni nesne tanima testi, klinik arastirmalarda

kullanilan gorsel eslestirme paradigmasindan tiiretilmistir (25).



Bellek Olaylari

/\

Kodlama Konsolidasyon Geri Cagirma
Sistem Konsolidasyonu Sinaptik Konsolidasyon

Aliskanlik iligkili Duygusal icerikli Acik bellek

Ozlem Mutlu Burnaz, 2019

Sekil 4.1. Bellek tiirleri. Beyindeki bellek olaylari depolanan bilginin ¢esidine gore siniflandirilir.

4.1.1. Sinaptik konsolidasyon

Beynimize kaydedilen her yeni bilgi kodlanirken ve saglamlastirilirken
(konsolidasyon) bazi hiicresel degisiklikler meydana gelir. Bu hiicresel degisikliklerin
diger yapisal degisiklikleri tetikledigi diistiniilmektedir (26). Bu degisiklikler arasinda
glutamat reseptorlerini, ikincil mesajc1 sinyal molekiilleri, protein kinazlar ve erken
yanit veren gen (immediate early gene (IEG)) denilen hizli ifade edilen baz1 genlerin

aktivitelerindeki degisiklikler sayilabilir (27,28).

Hiicresel degisiklikleri tanimlamak icin 6ne siiriilen teorilerden en ¢ok kabul
goreni birlikte ateslenen ndronlarm baglantisalliklarinin arttigini 6ne stiren Hebb
teorisidir (26,29). Daha sonra bu teoriye dayanan bir hiicresel mekanizma olan uzun
stireli potansiyasyon (Long-term potentiation (LTP))kesfedilmistir. Bunun tersi olan
sinaptik baglantilarin zayiflamasi durumuna da uzun siireli depresyon (Long-term

depression (LTD)) ad1 verilir (28,30,31).

Terje Lomo ve Tim Bliss tarafindan kesfedilen uzun siireli potansiyasyon

hippokampus basta olmak iizere beynin pek ¢ok bolgesinde gozlemlenmistir. Gliglii



bir inputla uyarilan noronlar protein birikimi ve gen ifadesi degigsmesi sonucu bir
sonraki uyariya daha hizli cevap verebilir hale gelirler. LTP’nin olugmasi i¢in her
zaman giicli bir input gerekir. Frekans artist LTP i¢in etkili olmaz. LTP olay1
sinapslarda meydana gelir. Genellikle voltaja bagimli N-Metil-D-Aspartat (NMDA)
veya metabotropik glutamat reseptorlerine bagimli  olarak  gerceklesir.
Hippokampusun perforan yolaginda (hem entorinal korteksten dentat girusa hem de
CA3’ten CA1’e giden yolda) gerceklesen ve lizerinde en ¢ok c¢alisilan LTP tipi NMDA
bagimli LTP olayidir (29).

NMDA reseptorleri post-sinaptik noronda oldugu icin LTP bu yonde ilerler.
LTP’nin karakteristik 6zelliklerinden biri post-sinaptik densite (PSD) denilen kalinlik
artisidir. Bu kalinligs; reseptorler, katlanmis proteinler, sitoiskelet proteinleri, adezyon
proteinleri ve sayisiz sinyal proteinleri olusturur. alfa-Amino-3-Hidroksi-5-Metil-4-
izoksasole propiyonik asit (AMPA) reseptorleri, NMDA reseptorleri, glutamat
reseptorleri de bu biriken proteinlere dahildir. Ayrica post-sinaptik dendtritlerde
dallanma (dendtiric spine) denen ¢ikintilar bulunur ve kalsiyum artisina bagli olarak
kalmodulin bagimli kinaz II (CaMKII) vasitasiyla dentritik dallanmalar genigler.
NMDA antagonisti olan APV uygulamasinda ve CamKII susturulmus (knock out
(KO)) farede LTP bastirildiginda oOgrenmenin bundan olumsuz etkilendigi
gozlemlenmistir (29,32,33).

LTP’nin Ogrenme gerceklestikten sonraki ilk bir saat iginde olustugu
diistiniilmektedir. Sonug olarak presinaptik noronlardan vezikiil saliniminin ytiksekligi
ve post sinaptik noéronlarda protein birikmesine bagli bir post sinaptik densite

goriilmesi uzun stireli potansiyasyon modelini olusturmaktadir (29).

LTP aktivitesi sonucunda sitoplazmik poliadenilasyon elamanina baglanma
proteinleri (CREB) proteinleri c-fos, zif268 ve arc IEG genlerinin sentezlenmesine yol
acar. Bu genlerden c-fos hiicre aktivitesiyle iliskilendirilirken diger ikisi plastisite
isaretcisi olarak kabul edilmistir. Bu isaretgiler sayesinde davranisin hiicre

diizeyindeki etkisi takip edilebilmektedir (28,34,35).



4.1.2. Sistemsel konsolidasyon

Ogrenmeye bagh hiicresel olaylar sonucu ndronlar arasindaki baglantisalligin
degismesi beyin aglanmalarinda da degisikliklere neden olur. Ogrenme ve iliskili
beyin olaylari ¢ok ¢esitli beyin bolgesinin kooperatif aktivitesiyle miimkiindiir. Cesitli
bellek tiirleri i¢in farkli beyin bolgeleri s6z konusudur. Bunlari en temel siniflari
aligkanliklar, duygusal igerikli bellek ve acgik bellek olarak adlandirilir. Bu farkin
sebebi farkli 6grenme bigimleri i¢in farkli baglantilarin kurulmasinin gerekmesidir.
Ornegin aliskanliklar ile ilgili bilgiyi kodlarken uyar1 ve davramis arasinda iliski
kurulur. Duygusal igerikli bir bilgi kodlanirken uyarinin tetikledigi olumlu veya
olumsuz durum kaydedilir. Acik bellek i¢inse farkli olaylarin tek bir tecriibe bigimine
sokulmas1 ve organize edilmesi gerekir. Aliskanliklar ile ilgili bilgiler kodlanirken
striatum, serebellum ve beyin sap1 gibi yapilarin rolii bulunmaktadir. Duygusal
bilgiler, amigdalanin ve hipotalamusun ortak g¢aligmasina ihtiya¢ duyar. Bizim

ilgilendigimiz acik bellekte ise hippokampus ve korteks etkilesimi 6ne ¢ikmaktadir

3).

Konsolide olmus bellegin beyindeki temsiline bellek izi veya engram denir (3).
Engramlar1 tanimlayabilmek i¢in genellikle bir davranis sirasinda aktif olan néronlar1
isaretleme ve daha sonra bu noron grubuna miidahale edip davranisi tekrar kontrol
etme stratejisi izlenir. Davranis1 gozlemlerken molekiiler, sinaptik, DNA veya network
seviyesinde arastirma yapilabilir. Ayrica indirekt olarak elektriksel kayit alarak veya
fonksiyonel manyetik rezonans goriintiilleme (fMRG) teknigi ile hiicreler topyekun
izlenebilir. Kodlama sirasinda gerceklesen olaylar genellikle geri ¢agirma sirasinda da

gerceklesir (36).

Beyin-davranig iligkisi incelenirken lokasyon haricinde ndrotransmitter
farkliliklarina bakilarak da degerlendirme yapilabilir. Kolinerjik ve monoaminerjik
sistemlerin bellek ile ilgili islevlerde biiyiik 6neme sahip oldugu diisiiniilmektedir.
Ornegin, bellekle iliskilendirilen yavas dalga uykusu (slow wave sleep (SWS))
sirasinda kolinerjik aktivite diisiiktiir ve bunun hipokampal engramlar1 tekrar aktive

ettigi, CA3 ve CA1 noronlarindaki tonik inhibisyonu azalttig1 diisiniilmektedir. Bu



esnada kolinesteraz inhibitorii verilerek kolinerjik aktiviteyi artirmak kelime
eslestirme performanslarinda azalmaya sebep olmustur. Ayrica uyanikken kolinerjik
aktivitenin bastirilmas1 konsolidasyonu artirirken kodlamayr bozmustur. Bu da
asetilkolinin kodlama ve konsolidasyon arasinda bir anahtar gorevi oldugunu ima
etmektedir. Bu ikili fonksiyon kortizol tarafindan da desteklenmektedir. O da
asetilkolin gibi SWS sirasinda minimum miktarda bulunur. Hizli g6z hareketleri ile
karakterize olan uyku evresi (Rapid Eye Movement (REM)) sirasindaki yiiksek
kolinerjik aktivitenin de IEG aktivitesi i¢in ve dolayisiyla LTP icin gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Buna bagli olarak si¢anlarda REM sirasinda muskarinik asetilkolin
reseptorleri bloke edildiginde (scolopamine ile) dairesel labirent testi ile Slgiilen bellek
bozulmustur. insanda REM’deki kolinerjik iletim engellendiginde parmak motor
yetenegi olusumu bozulmustur. Benzer sekilde kolinerjik sinyalin artirilmasi vizuel-
motor yetenegi konsolidasyonunu artirmistir. Kolinerjik etkinin yalnizca miktara bagh
olarak degil, uyku evresine gore etki ettigi goriilmektedir. Asetilkolinin yani sira SWS
sirasinda glukokortikoid artisi  da konsolidasyonu engeller. Noradrenerjik etkiye
bakildigina sicanlarda lokus seroloustan (locus coereulus (LC)) tetiklenen
dopaminerjik bir bosalimin (burst) IEG aktivitesine sebep oldugu goriilmiistiir.
Insanlarda, SWS sirasindaki noradrenejik aktivite bastirildiginda koku bellegi

konsolidasyonu bozulmustur (4,37).

4.2. Uyku ve Bellek

Konsolidasyonun nasil bir mekanizmayla gergeklestiginin anlasilmasinin
onemi, bellegi geri cagirmadaki basarinin konsolidasyonun ne kadar iyi saglandigina
bagli olmasindan gelir. Bu mekanizmay1 etkileyen faktorlerin bilinmesinin onleyici
tedavilere 151k tutabilecegi diisliniilmektedir. Uykunun bellek performansini
artirdigina iliskin pek c¢ok kanit mevcuttur (38-40). Dahast konsolidasyonun
cogunlukla uyku sirasinda gerceklestigi diistiniilmektedir (5,41,42). Uykunun etki
mekanizmasinin  ¢oziilmesi, bu mekanizmaya miidahale edebilmeyi ve
konsolidasyonu artirmanin yollarinin kesfini saglayabilir. Sicanlarda yapilan bir
calismada uykunun hizli g6z hareketlerinin olmadigr (Non-Rapid Eye Movement
(NREM)) evresinde goriilen, bir dnceki gilin uzaysal 6grenme sirasinda aktiflesen

bolgelerin ayni sirayla aktiflestigi gozlenmistir (43). Tekrar aktiflesme; insanlarda
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(44,45), insan dis1 primatlarda (46) ve kuslarda (47) da gozlemlenmistir. NREM
uykusunun yavas dalga uykusu (SWS) sirasinda gergeklestigi gozlemlenen tekrar
aktiflegsmelerin keskin dalga 6l¢iimleriyle iliskili oldugu ve bu aktiviteye miidahale
edildiginde konsolidasyonun olumsuz etkilendigi de gosterilmistir (4,48,49). Ayrica
NREM evresinde EEG kaydinda goriilen ve bellek ile iligkilendirilen igciklerin
(spindle) insan deneklerde 6grenme sonrasinda yogunlastig1 gosterilmistir (50). Buna
paralel olarak REM uykusunun da konsolidasyon i¢in énemli olduguna dair klinik
caligmalar yapilmigtir (51-53). Hayvan modellerinde ise goriilmiistiir ki 6grenme
sonrast REM miktar1 artmaktadir (54). Uyku evreleriyle ilgili bulgularin bu gozlemleri
birlestiren bir bagka teoriye gore ise sinaptik konsolidasyon, SWS’yi takip eden REM
sirasinda gerceklesmektedir. Her iki uyku evresi kadar bu gegis de dnemlidir (55). Bu
goriisii destekler bir bicimde IEG ifadesinin REM ile iligkili oldugu ama SWS ile
iligkili olmadig1 goriilmistir. Bu da REM sirasinda LTP’nin gerceklesiyor
olabilecegini diisiindliirmektedir (4,56). Farelerde REM sirasinda hippokampuste
CREB ve siklik AMP miktarinda goriilen artig, bu gortisii desteklemektedir (57,58).
SWS ve REM’in birlikte ¢alisarak bellek konsolidasyonunu sagladigi yoniindeki
hipoteze sekansal hipotez (sequential hypothesis) denir. Sekansal hipoteze gére SWS
sirasinda duyusal girdiler tekrar aktiflesir ve REM sirasinda da LTP ile birlikte
konsolidasyon gerceklesmektedir (27,55).

REM uykusunun beyin sapindaki laterodorsal tegmental alandan ve
pedinkiilopontin ¢ekirdekten (PPN) gelen kolinerjik akimla basladigi bilinmektedir
(59). Bu sebeple uykudaki ndromodiilasyonun bellek konsolidasyonuyla sik1 bir iligki
icerisinde olabilecegini diislinmek miimkiindiir. Ayrica REM sirasinda ventral
tegmental alan (VTA)’daki dopaminerjik akim da artmaktadir. REM sirasinda
hippokampusten ve korteksten Olgiilen teta ritmi de bellek ile iligskilendirilmektedir.
2016’da yapilan bir calismaya gére REM esnasinda medial septum (MS)’daki GABA
akigt durdurularak teta ritmi engellendiginde (optogenetik yontemlerle) bellek
performansinda azalma yasanmistir (60). Ayrica demans tiirlerinde uyku
bozuklugunun yaygin oldugu da bilinmektedir. REM miktarindaki azalma demans

olusumu ile korelasyon gostermektedir (61).
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4.3. Melanin Konsantre Edici Hormon Noronlari

Lateral hipotalamus genetik agidan ¢esitli hiicre tiplerini birlikte barindiran bir
bolgedir. Bu hiicre tiplerinden en baskin olanlari orexin ve melanin konsantre edici
hormon (MCH) hiicreleridir. Orexin hiicreleri ve MCH hiicrelerinin uyku-uyaniklik
dongiisiinii kontrol ettigi diistiniilmektedir (9,62-64). MCH peptidinin gorevleri
arasinda ise enerji metabolizmasi, duygusal siire¢ler, sosyal davranig, uyku-uyaniklik
dongiisii sayilabilir. Orexin noronlar1 optogenetik olarak uyarildiginda NREM
evresindeki SWS evresinden uyaniklik evresine gegis gozlenirken (65) MCH noéronlart
kemogenetik yontemlerle aktive edildiginde REM uyku penceresi sayisinin arttigi
gbzlemlenmistir. Bu artis giiniin diger saatlerinde higbir sekilde telafi edici fizyolojik

olaylara sebep olmamistir (66).

MCH noéronlarinin projeksiyon yaptigi bolgeler arasinda hippokampus,
niikleus akumbens, medial septum, periakuaduktal gri madde gibi bellek ile iligkili
bolgeler bulunur (67). Bunlarin disinda MCH ndronlart tiim kortikal alanlara da
projeksiyon yapmaktadir (68).
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Materyal

Tablo 5.1. Deneylerde kullanilan sarf malzemeleri

Kimyasal ad Kullamldig1 yer Marka gztlsi:)rgam
Cre_Primer Genotipleme Sentegen -
SafeViewTM Genotipleme ABM G108
1(\)/{1;2;1:;q3i8uick-Load® Genotipleme NEB MO0484S
8#2“5;;&? Purple 2-Log | Genotipleme NEB N0550S
Anti-MCH antikoru Immunohistokimya glﬁgfnnli;eu ticals H-070-47
Keg¢i serumu Immunohistokimya Capricorn GOA-1A
Triton X-100 Immunohistokimya Sigma-Aldrich X100

AF 568 sekonder antikoru Immunohistokimya Invitrogen Al11011
AF 488 sekonder antikoru Immunohistokimya Invitrogen A11008
Sodyum Kloriir (NaCl) Elektrofizyoloji Sigma-Aldrich S7653
Potasyum Kloriir (KCI) Elektrofizyoloji Sigma-Aldrich P9541
Sodyum Fosfat (NaH,PO4) | Elektrofizyoloji Sigma-Aldrich S8282
fNogﬂ‘énégikarbonat Elektrofizyoloji Sigma-Aldrich | S6014
Magnezyum Kloriir (MgCl,) | Elektrofizyoloji Sigma-Aldrich | 208337
Kalsiyum Kloriir (CaCl,) Elektrofizyoloji Sigma-Aldrich C1016
Clozapine Davranig Analizi Leponex -

Stikroz Doku Sabitleme Sigma-Aldrich 389
Paraformaldehit (PFA) Doku sabitleme Sigma-Aldrich | 15827
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Agar Kesit Alim1 Multicell 800-015-
EG

Fluo.romount Mounting Kesit Alim1 Sigma-Aldrich F4680

Medium

Izofloran Genel Kullanim - -

Fosfat Tamponlu Tuz (PBS) | Genel Kullanim Biomatik A3602

Tablo 5.2. Deneylerde kullanilan geregler

Gere¢ Ad1 Kullamildig1 Yer | Marka Katalog Numarasi

0,2 mL plastik tiip Genotipleme Isolab 123.01.002

ChemiDocTM MP Sistemi Genotipleme BioRAD -

PowerPacTM ERERIEC] Gucdgl - o opidlBine BioRAD | 1645070

Kaynagi

Santrifiij Genotipleme Orto Alsera | Biocen 22R

T100TM Termal Dondiiriicii | Genotipleme BioRAD 1861096

Kulak etiketleri Genotipleme Harvard 52-4717

Apparatus
. - Stereotaktik Beyza
Portatif Anestezi Cihazi enjeksiyon Medikal -
. Stereotaktik Istanbul

Mikromotor . . -
enjeksiyon Dis Deposu

Hidrolik Mikromanipiilatdr Ste.:reo‘.[aktlk Narishige | MO-10
enjeksiyon

Kalibre Mikropipet Ste.:reo‘.[aktlk Fl.sher. 21-176-2A
enjeksiyon scientific

Stereo Mikroskop Ste.:reo‘.[aktlk Zeiss Discovery V8
enjeksiyon

. . . Stereotaktik Sutter
Mikropipet Gekici enjeksiyon Instruments P-1000
Calkalayict Immunohistokimya Benchmark BR2000
Y 4| Scientific
pH metre Doku Sabitleme Isolab pH7110
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Peristaltik Pompa Doku sabitleme Ministar -
. Benchmark
Manyetik Karistirict Genel Kullanim L H400HSB
Scientific
Su Distile Cihazi Genel Kullanim Millipore | ZRQSVP8W
. Ohaus
Hassas Terazi Genel Kullanim EX124-US
Explorer
Vorteks Genel Kullamm | Senehmark [ gy 1600
Scientific
Konfokal Mikroskop Goriintiileme Zeiss LSM-800
Vibratom Kesit Alim1 Leica VT1000S
Ozmometre Elektrofizyoloji Adigpee 3250
Instruments
SliceScope Pro3000 Elektrofizyoloji Scientifica | Pro300
Portatif iist plaka Elektrofizyoloji Scientifica |-
PatchPad Elektrofizyoloji Scientifica |-
P.rogral.nlanablhr pPriizyoy Elektrofizyoloji Scientifica |-
Sistemi
Monokrom Kamera Elektrofizyoloji Watec WAT-902H
Cameras
Hava Kompresorii Elektrofizyoloji Stanley DN200/8/6
Axon Digidata Digitizer Elektrofizyoloji | Molecular 1y roqe1 1550
Devices
Multiclamp Cogaltici Elektrofizyoloji Molecular Model 700B
utticlamp %08 yole] Devices
Programlanabilir Sinyal Elcktrofizyoloji  |AMP.I | Master 9
Stimiilatorii
pE Excitation System Ana | gy 4 ofizvoloji | CoolLED | 244-1400
Unite
g](i)gxcnatlon System Remote Elektrofizyoloji CoolLED |244-1500
Digital Storage Osiloskop Elektrofizyoloji Tektonix | TDS2001C
Yeni Nesne Tanima Testi .. | Ozel
Davranig Analizi -
Aparati Yapim
Davranig Kamerasi Davranig Analizi | Logitech C920 webcam
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Deneylerde kullanilan materyal ve geregler sirasiyla Tablo 5.1. ve Tablo

5.2.”de gosterilmistir.

5.2. Metot
5.2.1. Deney hayvanlar

Calismamizda Jackson Lab tarafindan saglanan Tg(Pmch-cre)lLowl/J
transgenik erkek fareler kullanildi (Stok no: 14099) (69). MCH noéronlarinda cre gen
ifadesi mevcut olan bu hayvanlar kemogenetik manipiilasyon yapabilme amaciyla
iiretildi. Fareler 12 saatlik karanlik/aydinlik dongiide ad /ibitum besin ve su ihtiyacini
karsilayabilecek kosullarda barindirildi. Bir adet hemizigot erkek fare ile yaban tipi
disi farelerin ¢aprazlanmasiyla elde edilen yavrular 6 haftalik olduklarinda cre geni
icin genotiplendi. 10-12 haftaya ulastiklarinda cre-pozitif yavrulara stereotaktik
enjeksiyon gerceklestirildi. Toplamda 16 adet erkek fare ile davranis deneyi
tamamlandi. 5.2.4. Stereotaktik enjeksiyon boliimiinde bahsedilecek olan AAV2-
hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry ile hedeflenmis 3 adet fare, mikroskobik goriintiileme
sirasinda kullanilan viriisiin bozuldugunun fark edilmesi sonucu deneyden c¢ikarildi.
Davranis deneyinden c¢ikarilan farelerin bulgulart ekler boliimiinde, Tablo 8.1 ve
8.2’de verilmistir.  Transgenik farelerin bakimi ve iiretimi Istanbul Medipol
Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi (MEDITAM) gézetimi altinda gerceklestirildi.
Hayvan deneyleri, Istanbul Medipol Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(IMU-HADYEK) tarafindan onaylanmistir (Karar no: 62).

5.2.2. Genotipleme

Uretilen her yavru 6. haftaya ulastiginda genotipleme islemleri

gerceklestirildi.
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5.2.2.1. DNA piirifikasyonu

Yavrulardan genomik DNA elde etmek icin kulak delme aparati vasitasiyla
kulak dokusu ornekleri alindi. Bu esnada kulak etiketleri de takilarak hayvan
numaralama islemi gergeklestirildi. Tiim islemler anestezi altinda ve temiz kosullarda
yapildi. Kulak 6rnekleri 75 pL alkali liziz soliisyonuna alindi (25 mM NaOH/EDTA)
ve 1 saat 98°C sicaklikta T1I00TM Termal Doniistiiriicii Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) cihazinda kaynatildi. 1 saat sonunda 75 pL nétralize edici soliisyon (40 mM
Tris/HCI) eklendi ve 3 dakika 4000 rpm hizla oda sicakliginda santrifiij edilerek DNA

dokunun geri kalanindan ayrildi. 100 pL siipernatant ayr1 bir tiipe alindu.

5.2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Elde edilen genomik DNA’dan PZR kiti (OneTaq® Quick-Load® 2X Master
Mix) kullanilarak varsa cre geni ¢ogaltildi. Kontrol olarak yaban tipi fare DNA’s1
kullanildi. Cre primer dizisi, polimeraz zincir reaksiyonu bilesenleri ve reaksiyon

protokolii asagidaki tablolarda gosterildigi gibidir (Tablo 5.3., Tablo 5.4., Tablo 1.5).

Tablo 5.3. Cre geni primerleri

Cre Primer Dizisi Forward GCCAGCTAAACATGCTTCATC

Cre Primer Dizisi Reverse ATTGCCCCTGTTTCACTATCC

Tablo 5.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Karigimi

OneTaq® Quick-Load® Master Mix 6 uL
Cre Forward primer 0,5 uL
Cre Reverse primer 0,5 uL
ddH.O 4,6 uL
DNA 0,5 uL
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Tablo 5.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Protokolii

Dongii sayisi Plaka Sicakligi Siire (dk)
1 95°C 01:00
95°C 00:30
37 60°C 00:20
68°C 00:45
1 72°C 05:00

5.2.2.3. Jel elektroforez ve goriintiileme

Cogaltilan DNA, hazirlanan agaroz jel igerisinde jel elektroforez yontemiyle
yuritiilerek agirliklarina gore ayrildi ve BioRAD ChemiDoc cihazinda goriintiilendi.
Agaroz jel 3 g agaroz ve 100 uL 1X TAE (40 mM Tris, 20mM glasiyal asetik asit,
IMm pH:7,6 EDTA- LifeTech (24710030)) ¢6zeltisi ile hazirlandi. Agarin TAE icinde
cozlinebilmesi icin mikrodalga firinda 1sitildi. Katilagsmasina izin vermeden
soguduktan sonra 5 puL. Safeview™ eklendi. Jel tepsisi DNA kuyucuklarin olusmasini
saglayan taraklarin takilmasiyla hazirlandi ve daha sonra jel karigimi heniiz sivi
haldeyken tepsiye dokiildii. Jel soguyup katilastiktan sonra ilk kuyucuga 5 uLL DNA
belirteci, diger kuyucuklara 10 uL. dokusu alinan hayvanlarin genomik DNA’lar1 ve
negatif kontrol olarak yaban tipi bir hayvanin DNA’s1 yiiklendi. PZR kitinde yiikleme
boyast mevcut oldugu icin ayrica yiikleme boyasi eklenmedi. Jel elektroforez tanki
icinde 15 dakika 100 Volt’ta yiiriitilen DNA karisimlari BioRAD ChemiDoc
cihazinda gorilintiilendi. 727 bp uzunluga sahip DNA bandi bulunduran fare
dokularinin transgenik oldugu belirlendi. Negatif kontrol olarak kullanilan yaban tipi

fare 6rneginde cre band1 goriillmemesine dikkat edildi.
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5.2.3. Kemogenetik manipiilasyon

MCH hiicrelerinin kemogenetik aktivasyonu i¢in “cre” kodlayan transgenik
farelerden (Sekil 5.1) ve DREADD (Designer Receptors Exclusively Activated by
Designer Drugs) yonteminden faydalanildi (Sekil 5.2)(70).

> —> Gen 4—

loxP loxP loxP

Delesyon (Silinme) Inversiyon (Tersine cevirme)

(Ozlem Mutlu Burnaz, 2019

Sekil 5.1. Cre-LoxP Sistemi. Cre enzimi loxP baglanma bdlgelerinin dizilimine gore delesyon veya
inversiyon yapar.

Cre bir rekombinaz enzimidir. Substrati “loxP” denen DNA baglanma
bolgeleridir. Cre enzimi loxP bolgelerini tanidiginda bu bolgeler arasinda kalan
genetik materyali rekombinasyona ugratir. Bu rekombinasyon delesyon veya
inversiyon seklinde olabilir. Birden fazla DNA zinciri varliginda translokasyon da
gerceklesebilir. Segici genetik modifikasyonlar yapmak i¢in cre enzimi kodlayan
transgenik fareler {retilir. Bu yontem tekrarlanabilir bir sekilde noronlar

isaretlemeyebilmemizi ve bu néronlar1 manipiile edebilmemizi saglar.

Cre geni genomun belirli bir bdlgesine yerlestirilir. Ornegin; bu galismadaki
Pmch-Cre farelerde MCH geninin promotoru sayesinde cre enzimi sentezlenir,
boylece MCH’in bolca ifade edildigi bolgelerde cre geni de ifade edilir.

Cre’nin substrati olan loxP bolgeleri de genetik miihendislik yontemleriyle

adeno-iligkili virus (adeno-associated virus (AAV)) icine paketlenerek kullanilabilir.
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LoxP bolgeleri ile segilen “Gen” birlikte paketlenir ve fareye enjekte edilir. Bu
calismada kullanilan virlislerdeki “Gen” bolgesi DREADD sisteminin bir elemani
olan sentetik reseptor kodlayan hM4D (insan muskarinik reseptorii 4D (Aspartik asit))
genidir (Sekil 5.2.3.1). LoxP bolgeleri ise cre enziminin inversiyon yapabilecegi
sekilde dizilidir. MCH sentezleyen ndronlardaki cre enzimleri loxP bdlgeleriyle
reaksiyona girdiginde Onceden inaktif (ters) durumda bulunan hM4D diiz (RNA
polimerazin okunabilecegi) bir hale gelerek sadece MCH noronlarinda sentezlenir ve

hiicre zarindaki yerini alarak aktiflesir.

GFP
hM3/hM4
CNO
hM4Di / \hNBDq
0\
inhibisyon aktivasyon

Sekil 5.2. DREADD Sistemi. Floresan isaret¢i ve tasarlanmis reseptoril igeren virus beynin hedeflenen
bolgesine enjekte edilir. Virus enjeksiyonu yapilmis fare, intraperitonal veya agiz yoluyla tasarlanmig
ilact aldiginda aktivasyon/ inhibisyon olaylari gergeklesir (https://neuwritesd.org/2016/01/28/dawn-of-
the-dreadd/ web sayfasindan uyarlanmistir).

DREADD yo6ntemini biraz daha agiklayacak olursak; bu yontemde G protein
baglayici reseptorler, genetik modifikasyon ile N-Oksit Klozapin (Clazopine—N-Oxide
(CNO)) kimyasalin1 ligand olarak kullanabilir hale getirilir (Dogal ligandi
asetilkolindir). Bdylece yapilan manipiilasyonda zamansal kontrol saglanmis olur.

CNO, hayvana disaridan gesitli yontemlerle verilebilir.

Bu c¢aligmada intraperitonal enjeksiyon yontemi tercih edildi. Enjeksiyonu

takiben ortalama 45 dakika i¢inde etki goriilmesi beklendi. hM4D viriisii hiicre
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icindeki siklik AMP miktarini azaltarak hiicre i¢i aktiviteyi azaltan bir 6zellik gosterir
(71). hM4D’nin yaninda hM3D (insan muskarinik reseptorii 3D) sentetik reseptorii de

yaygin olarak kullanilir. hM4D’nin tersine uyarici etkisi vardir.

Intraserebral virlis enjeksiyonuyla MCH noronlarina yerlestirilen hM4D
reseptOrii intraperitonal olarak verilen CNO ligand1 vasitasiyla istenilen zamanda
noron inhibisyonunu gergeklestirir. Davranig testinin 6grenme asamasi sonrasinda
inhibisyon islemini gergeklestirildi. Literatliire gore bellek konsolidasyonu yogun
olarak 6grenme sonrasindaki ilk birkag saat icinde gerceklesmektedir (72). Amacimiz
bu aralikta hiicresel manipiilasyonu saglayarak, spesifik olarak bu manipiilasyonun

etkilerini arastirmak olmustur.

Her ne kadar DREADD yonteminde CNO’nun sadece hM4D veya hM3D
muskarinik reseptorlerini etkiledigi belirtilse de 2017°de yapilmis bir g¢alisma
CNO’nun kan-beyin bariyerini gegemedigini, klozapine doniiserek etkisini

gosterdigini kanitlamistir. Bu sebeple CNO yerine klozapin kullanildi (73).

5.2.4. Stereotaktik enjeksiyon

Kemogenetik manipiilasyonu gerceklestirme amaciyla 6-10 haftalik erkek
farelerin kafa tiiyleri tirag edildi ve stereotaktik gerceveye yerlestirildi. Kafatasinin
kaymasini engellemek ve dolayisiyla koordinatlarin dogru belirlenebilmesini
saglamak amaciyla kulaklara yerlestirilen demir ¢ubuklar yardimiyla kafa iyice
sabitlendi. Betadin ile temizlenen kafa derisi bisturi yardimiyla yeterli miktarda
kesildi. Kafatasinin net bir sekilde goriiniir duruma geldigi stereo mikroskop (Stereo
Discovery V8) yardimiyla kontrol edildi. Bu noktadan itibaren mikroskop ile
islemlere devam edildi. Oncelikle kafatasinin iizerindeki ince deri hidrojen peroksit
(H20.) ile ayrild1 ve kafatas1 kemikleri ortaya cikarildi. Bu islem sirasinda ¢ok fazla
H>0, kullanilmamasia dikkat edildi. Tim bu islemler portatif anestezi cihaziyla
verilen %1 izofloran (%30 O2, %70 N>0O) anestezisi altinda gerceklestirildi. Kafatasi
kemikleri ortaya ciktiktan sonra bregma ve lambda denilen kafatasi kemiklerinin
kesisim bolgeleri ardindaki mesafe 6l¢iildii ve not edildi. Bu mesafe oOlgiiliirken

“Narishige mikromanipiilatér” kullanildi. Olgiilen mesafeye uygun olacak sekilde
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lateral hipotalamus bolgesi i¢in ortalama x: -1.4/+1.4, y: -1.5, z:-4,7 koordinatlar
belirlendi ve ¢ift tarafli olacak sekilde mikromotor yardimiyla enjeksiyon pipetinin
girebilecegi biiytikliikte iki delik acildi. Enjeksiyon koordinatlar1 belirlenirken Paxinos
ve Franklin’in beyin atlasindan yararlanildi (74). Delme islemi sirasinda kanama
gerceklesmemesi igin basing uygulamaktan kaginildi. Onceden hazirlanmis
mikropipet c¢ekici ile uygun boyutlara sahip, i¢ine mineral yag doldurulmus
mikropipetlere “Narishige enjektorii” ile kullanilacak viriisler g¢ekildi. belirlenen
koordinatlara her iki tarafa da 750 nl olacak sekilde virus enjeksiyonu gergeklestirildi.
10 dakika siire boyunca virlisiin dagilmasit beklendi ve ardindan yavasca pipet
beyinden c¢ikarildi. Bisturiyle kesilen kafa derisi dikilerek hayvanin anesteziden
¢cikmasi beklendi. Enjeksiyonlar ii¢ farkli virus ile gerceklestirildi. Deney grubuna
stereotaktik cercevede 750 nl cre-bagimli AAV2-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry ve
AAV2-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisii, kontrol grubuna genetik manipiilasyon
yapict bir 6zelligi bulunmayan cre-bagimli AAV2/8-FLEX-GFP virtlisii enjekte edildi
(Sekil 5.4). Operasyon gegiren fareler post-operasyon odasinda en az iki hafta

stiresince iyilesmeye birakildi ve virlislerin aktivitesi beklendi.

Enjeksiyonlar ve davranis deneyleri iki set halinde yapilmis olup deney
tarihleri ve kullanilan virus tiirleri asagidaki tabloda ayrintili bir bicimde belirtilmistir
(Tablo 5.6). Deney grubundaki farelerin MCH hiicrelerinde degistirilmis hM4D
reseptorlerinin ifade edilmesi beklenirken kontrol grubunda bir degisiklik beklenmedi.
Kafesleme sirasinda fareler dort veya i hayvandan olusan gruplara ayrildi ve
miimkiin oldugunca gruplar kafeslere esit dagitildi (iki deney, iki kontrol hayvani

olacak sekilde).
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Tablo 5.6. Viriis Enjeksiyonlari

Hayvan | Dogum | Operasyon | Operasyon | Davranis Sakrifikasyon
Kodu Tarihi Tarihi Tiru Analizi Tarihi
Tarihleri
369 15.10.17 | 09.01.18 AAV2/8- SF:09-10- 03.05.18
FLEX-GFP | 11.4.18
CZ: 25-
26.4.18
370 15.10.17 | 10.01.18 AAV2- SF:09-10- 04.05.18
hSyn-DIO- | 11.4.18
hM4D(Gi)- | CZ: 25-
mCherry 26.4.18
368 15.10.17 | 10.02.18 AAV2- SF:09-10- 03.05.18
hSyn-DIO- | 11.4.18
hM4D(Gi)- | CZ: 25-
mCherry 26.4.18
320 15.11.18 | 18.01.18 AAV2- SF:14-15- 04.05.18
hSyn-DIO- | 16.4.18
hM4D(Gi)- | CZ: 27-
mCherry 28.4.18
322 15.11.18 | 18.01.18 AAV2/8- SF:14-15- 04.05.18
FLEX-GFP | 16.4.18
CZ: 27-
28.4.18
747 19.02.18 | 18.01.18 AAV2/8- SF:2-3-4.6.18 | 26.06.18
FLEX-GFP | CZ: 16-
17.6.18
797 19.02.18 | 11.05.18 AAV2/8- SF:2-3-4.6.18 | 26.06.18
FLEX-GFP | CZ: 16-
17.6.18
799 19.02.18 | 11.05.18 AAV2- SF:2-3-4.6.18 | 26.06.18
EFla-DIO- | CZ: 16-
hM4D(Gi)- | 17.6.18
mCherry
746 19.02.18 | 13.05.18 AAV2- SF:2-3-4.6.18 | 26.06.18
EFla-DIO- | CZ: 16-
hM4D(Gi)- | 17.6.18
mCherry
744 19.02.18 | 13.05.18 AAV2- SF:28.5-1- 25.06.18
EFla-DIO- |2.6.18
hM4D(Gi)- | CZ: 12-
mCherry 13.6.18
745 19.02.18 | 13.05.18 AAV2- SF:28.5-1- 25.06.18
EFla-DIO- | 2.6.18
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hM4D(Gi)- | CZ: 12-
mCherry 13.6.18
750 19.02.18 | 13.05.18 AAV2/8- SF:28.5-1- 25.06.18
FLEX-GFP | 2.6.18
CZ: 12-
13.6.18
749 19.02.18 | 13.05.18 AAV2/8- SF:28.5-1- 25.06.18
FLEX-GFP | 2.6.18
CZ: 12-
13.6.18
901 01.03.18 | 14.05.18 AAV2/8- SF:4-5-6.6.18 | 27.06.18
FLEX-GFP | CZ:18-
19.6.18
748 01.03.18 | 14.05.18 AAV2/8- SF:4-5-6.6.18 | 27.06.18
FLEX-GFP | CZ:18-
19.6.18
907 01.03.18 | 14.05.18 AAV2/8- SF:6-10- 28.06.18
FLEX-GFP | 11.6.18
CZ:20-
21.6.18
902 01.03.18 | 14.05.18 AAV2- SF:4-5-6.6.18 | 27.06.18
EFla-DIO- | CZ:18-
hM4D(Gi)- | 19.6.18
mCherry
904 01.03.18 | 14.05.18 AAV2- SF:4-5-6.6.18 | 27.06.18
EFla-DIO- | CZ:18-
hM4D(Gi)- | 19.6.18
mCherry
908 01.03.18 | 14.05.18 AAV2- SF:6-10- 28.06.18
EFla-DIO- | 11.6.18
hM4D(Gi)- | CZ:20-
mCherry 21.6.18
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5.2.5. Yeni nesne tanima testi

Resim 5.1. Yeni nesne tanima testi aparati. Ayni anda en fazla dort fare ile deney yapilabilir.

Fareler alisma evresinde hangi bélmeye alindiysa deney siiresince o bolmede izlenmistir.

Yeni nesne tanima testi, farelerin once iki ayni tip, daha sonra biri 6ncekiyle
ayn1 digeri yeni olan nesnelerle ayni ortam iginde birakilarak yeni ve eski nesnelerle
ilgilenme miktariin karsilagtirildigi bir testtir. Bellek ¢aligmalarinda yaygin olarak
kullanilir. En yaygin kullanilani ii¢ giinliik versiyonudur. Bu calismada da asagida
anlatilan i¢ gilinliikk versiyon kullanilmistir. Hayvan biriminde on ikiser saatlik
aydinlik/karanlik ¢izelgesi uygulanir ve 1siklar sabah 7:30'da agilir. Davranis analizi

1siklar agildiktan bir saat sonra baslayacak sekilde planlanmistir.

5.2.5.1. Alisma evresi (Giin 1)

Fareler davranis deneyinin yapilacagi odaya getirilip otuz dakika boyunca tekli
kafeslerde bekletildikten sonra (bu bekleme asamast her deney giinlinde
gerceklestirilir) alkolle temizlenmis bos aparat i¢ine alindi ve alt1 dakika arastirma

yapmalar1 i¢in bekletildi (Resim 5.1).
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5.2.5.2. Tanima evresi (Giin 2)

Bekleme asamasindan sonra fareler tekrar bos aparat igine birakildi ve alti
dakika bekletildi. Siire sonunda tekli kafeslerine geri alind1. Ug dakika tekli kafeste
vakit gecirdikten sonra igine Sekil 5.5a ve c’de goriildiigli gibi birbirinin aynist iki
nesnenin oldugu aparata tekrar koyuldu. Ayni farenin her zaman ayni aparata
koyulmasina dikkat edildi. Alt1 dakikanin sonunda tekrar tekli kafeslere alindilar ve
bu islem iki kez daha tekrarlandi. Deney sonunda hayvanlar tartildi ve bir saat
beklemeye alindi. Bir saatin bitiminde ikincil DREADD ajani olan klozapin veya
serum fizyolojik enjeksiyonu gerceklestirildi. Enjeksiyon sonrasinda beklemeden
dinlenme odasina gétiiriiliirler. Klozapin konsantrasyonu 0.01mg/kg olacak sekilde

belirlendi (73).

5.2.5.3. Test evresi (Giin 3)

Bekleme asamasindan sonra herhangi bir alisma evresi olmaksizin fareler Sekil
5.5b veya d'deki gibi bir tanesi yenisiyle degistirilmis nesnelerin yanina birakildi. Test
bitiminde fareler tartilarak dinlenme odasina alindu.

Test evresinde farelerin yeni gelen nesneyle daha yogun bir etkilesim igine
girdigi bilinmektedir. Bu durum, eski nesnenin hatirlandiginin bir gostergesidir.
Farelerin her bir nesneyle ne kadar vakit gecirdigi, ka¢ kere burun dokunusunda
bulundugu, cisimlerin etrafinda belirlenen bir bolgede ne kadar vakit gecirdigi

olgtilebilir (25).

Bu protokol Prince ve arkadaslarinin ¢aligsmalari referans alinarak olusturuldu
(72). Test giinii kamerayla (Logitech C920) 6 dakika boyunca kaydedildi. Videolar
manuel olarak kronometreyle 6lgiilerek analiz edildi ve skorlardi. Test agsamasinda
farelerin her bir nesneye kag¢ kere dokundugu (burun dokunusu skoru) ve nesneleri ne
kadar siirede inceledikleri (arastirma siiresi skoru) kaydedildi. Daha sonra yeni nesne

ve eski nesne skorlar1 arasindaki fark bellek skoru olarak kullanildi.
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Sekil 5.3. Stereotaktik enjeksiyonlar ve deney tasarimi. a. Bir grup MCH néronlarmin inhibe
olmasin1 saglayacak olan cre-bagimli AAV2-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisiiyle enfekte
edilirken diger grup sadece floresan isaretgi tagiyan cre-bagimlit AAV2/8-FLEX-GFP viriisiiyle enfekte
edildi. b. Alisma, tanigma ve test evrelerinden olusan {i¢ giinliik yeni nesne tanima testi uygulandi. her
giin deneye ayni saatte baglandi (ZT 0). Tanigma giiniindeki nesneleri 6grenme evresi ZT 0 ile ZT 1
arasinda tamamlandi. ZT 2’de intraperitonal klozapin enjeksiyonu gergeklestirildi. KM: kemogenetik
manipiilasyon; ZT: zeitgeber zamani (Zeitgeber time); KZ: klozapin; CAG: sitomegalovirus
kolaylastirici/ tavuk beta aktin promotoru ( cytomegalovirus early enhancer/chicken B actin promoter);

WPRE: woodchuck hepatit viriisii (woodchuck hepatitis virus)

Nesnelerle tanigma evresinin  ardindan MCH ndron inhibisyonu
gerceklestirildi. Gilinde sadece bir adet klozapin enjeksiyonu uygulandi. Bu
inhibisyonun farenin nesnelerle tanigma evresinin ardindan gelen REM uykusu
miktarinit azaltmast ve bu azalmanin bellek konsolidasyonu olumsuz etkilemesi

beklenmekteydi.

27



A A A 3 - - “ L

- U\ N\ /

Deney glnu 12 3 2 3

En az iki hafta

Ozlem Mutlu Burnaz, 2019

Sekil 5.4. Yeni nesne tamma testi, deney plam ve kullanilan nesneler. Ustte yeni nesne tanima
testinde kullanilan nesneler, altta deney tasarimi semast gosterilmektedir. Nesneler iki set halinde
kullanilmustir, setlerden birinde serum fizyolojik, digerinde klozapin uygulamasi yapilmistir. SF: serum

fizyolojik; KZ: klozapin

Deneye bir bazal 6l¢iim saglayabilmek icin de klozapin enjeksiyonu yapilan
davranig deneyinden Once ayni hayvanlara serum fizyolojik ve alkol ¢dzeltisiyle bir
set daha uygulama yapildi. Boylece klozapinin tek basina bellek konsolidasyonu
iizerindeki etkisi de kontrol edildi. ilk sette serum fizyolojik (SF) i¢inde klozapinle
(KZ) ayn1 miktarda %100 EtOH, ikincisinde 0,01 mg/kg oraninda klozapin iceren 200
pl %100 EtOH vererek klozapinin bellek performansini etkileyici bir etkisi varsa bunu
da degerlendirmeye alabilmek amaglandi. Bunun yaninda Sekil 5.5.°te goriilen iki
nesne grubunu kafesler arasinda randomize ederek herhangi bir dig etkenin deney
sonuglarini etkilemesinin 6niine gegmeye ¢alisildi. Ayrica ayni giin deneyi yapilan her
dort hayvandan ikisinin deney grubu, ikisinin kontrol grubu olmasini saglandi.

Boylece ¢ok katmanli bir kontrol sistemi kurulmus oldu.

Nesne tanima testi sirasinda hippokampus, insular korteks, perirhinal korteks,

medial prefrontal korteksin aktif oldugu belirtilmistir (35).
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5.2.6. Elektrofizyoloji

Klozapinin hiicre inhibisyonunu gergeklestirdigini gostermek amaciyla hM4D

viriisti enjekte edilmis Pmch-Cre fare kesitinden ex vivo elektrofizyolojik kayit alindi.

Oncelikle hiicre aktivitesi dlgiilecek 300 um kalmligindaki fare kesitleri fikse
edilmeden yapay kesme soliisyonu (234 g/mM siikroz, 28 g/mM NaHCOs, 7 g/mM
dekstroz, 7 g/mM MgCly, 0,5 g/mM CaCl,, 1 g/mM sodyum askorbat, 3 g/mM sodyum
ptrivat, 1,25 mM NaH»PO4) igerisinde hazirlandi. Kesitler hazirlanirken “Leica
VT1000S vibratom cihaz1” kullanildi. Kesme kiiveti %95 Oz ve %5 CO; igeren gaz
karigimi ile durmaksizin havalandirildi. Daha sonra hazirlanan kesitler -80°C’de 20
dakika sogumaya birakildi. Soguyan kesitler yapay beyin omurilik sivisina (artificial
cerebrospinal fluid (aCSF)) (119 g/mM NaCl, 25 g/mM NaHCOs3, 7 g/mM dekstroz,
2,5 g/mM KCl, 7 g/mM MgCl,, 0,5 g/mM CaCl2, 1 g/mM sodyum askorbat, 3 g/mM
sodyum pirivat, 1,25 mM NaH;PO4) alinarak yama kiskacinin floresan
mikroskobunda incelendi ve enfekte olan hiicreler belirlendi. Yama kiskaci
diizenegindeki doku ayni sekilde %95 Oz ve %5 CO: gaziyla havalandirilan bir
perfiizyon sisteminde tutuldu. Cam mikropipet ¢ekiciyle uygun oSlgiilerde ¢ekilerek
icine aCSF eklendi ve hiicre-baglantili (cell-attached) spontan elektriksel aktivite
Ol¢limii baslatildi.

Aktivite kaydedildikten sonra perfiizyon banyosuna 3,5 mM klozapin eklendi
ve olusan degisiklik kaydedildi.

5.2.7. Kesit hazirlama

Davranig deneyinin bitimini takip eden birkag giin i¢inde tanisma evresi yeni
nesnelerle tekrar edildi. Bu yeni nesnelerle egitimin ardindan tipki davranis deneyinde
oldugu gibi ZT 2’de ikincil DREADD elementi klozapinin sistemik enjeksiyonu
gerceklestirildi. Sonrasinda beyin diseksiyon iglemi uygulandi ve kardiyak perfiizyon
teknigiyle beyin dokusu %4 paraformaldehit (PFA) ile fikse edildikten sonra 80
mikrometrelik kesitler halinde vibratom cihazi (Leica VT1000S) kullanilarak ince

kesitler alind1 ve morfolojik inceleme yapildi.
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5.2.8. Immunohistokimya ve goriintiileme

Immunohistokimya antikorlarin istenilen proteinlere baglanmasi prensibine
dayanir. Floresan igaret barindiran antikor doku iizerindeki istenilen proteinlerine
baglanan bir baska antikora baglanarak proteininin yogun olarak sentezlendigi

bolgeleri isaretler.

Virus enjeksiyonundan sonra enfekte edilen bolgenin doku analizi ile konfirme
edilmesi amaciyla immunohistokimya ¢alismasi gergeklestirildi. Anti-MCH (Phoenix
Pharmaceuticals-H-070-47) kullanilarak yapilan immunohistokimya ile toplam MCH
hiicre sayisi, stereotaktik olarak enjekte edilen virus igine paketlenmis floresan isaretgi
(mcherry) ile enfekte olan hiicre sayisi belirlendi. 80 mikrometre kalinliginda alinmis
her ii¢ kesitten biri hiicre sayimi islemine tabi tutuldu. Goriintiiler LSM 800 konfokal

mikroskobu ile alindi.

5.2.9. istatistiksel Analiz

Davranig deneyinin test asamasinda farelerin nesneleri aragtirma miktari
manuel olarak kronometre kullanilarak kaydedildi. Yeni nesne ile ilgilenme suresi Ty
eski nesne ile ilgilenme siiresi T, ’dir. Ty -T. fark degeri her hayvan icin bellek
performansini verir. Her bir bellek performansi serum fizyolojik (SF) kosulunda deney
ve kontrol hayvanlariin karsilagtirilmasi, klozapin (KZ) kosulunda deney ve kontrol
grubunun karsilastirilmasi, her grubun klozapin ve serum fizyolojik durumunda
karsilastirilmast ile degerlendirildi. ilk iki karsilastirma igin eslesmesiz, sonuncu igin
eslesmeli Student’s t test istatistik analizi Microsoft Office Excel yazilim1 kullanilarak

uygulandi.
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6. BULGULAR

6.1. Genotipleme

BioRAD ChemiDoc cihaziyla yapilan goriintiileme sonucuna ve DNA belirteci
ile yapilan karsilastirma sonucuna gore cre bantlari belirlendi ve bu bantlara sahip olan
hayvan dokular1 transgenik; sahip olmayan dokular yaban tipi olarak ayrild1.
Deneylerde sadece transgenik cre hayvanlar kullanildi (Cre gen uzunlugu: 727 bp)

(Resim 6.1.).
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Resim 6.1. Deneylerde kullamlan transgenik hayvanlarin genotiplenmesi. Solda genotipleme
sonucu gosterilmektedir. Ustte DNA orneklerinin ait oldugu farelerin kodlar1 belirtilmistir. Parlak
bantlar ¢ogalan cre DNA’sidir. Sagda jel yiiriitme sirasinda kullanilan DNA belirteci gosterilmektedir.
c57: C57BL/6 yaban tipi fare
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6.2. MCH Noron Inhibisyonunun Konfirmasyonu

a

5 [cac D arwy < GRS

MCH-Cre

b.
20 pA
Klozapin

10s

Sekil 6.1. Ex vivo spontan hiicre aktivitesi takibi ve klozapin etkisi. a. Lateral hipotalamusa yapilan
AAV2/1-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisii enjeksiyonunun sematik gosterimi ve yama kiskaci
(patch clamp) mikroskobunda goriilen enfekte olmus ndronlar. Isaretli bolgeden néron segilerek kayit
almmustir. b. Hiicre aktivitesi Clampfit yazilimi ile kaydedilmistir. Kayit basladiktan sonra yama kiskaci
banyosuna klozapin eklendiginde hiicre aktivitesinin durdugu ve klozapin perfiizyon sistemiyle atilarak

konsantrasyonunun diismesiyle aktivitenin yeniden arttig1 gézlenmistir.

Cre-bagimli AAV2/1-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisii enjekte edilmis
Pmch-Cre fareden iki haftanin sonunda canli kesit alindi. Enjeksiyonun basariyla
gerceklestigi diizenek tizerindeki floresan mikroskobu ile belirlendi ve enfeksiyona
bagli floresan 1s1ma yapan MCH noéronlarindaki spontan aktivite hiicre baglantili
yama kiskaci (cell-attached patch clamp) yontemiyle kaydedildi. Banyo soliisyonuna
klozapin eklendiginde (3,5 mM) noron aktivitesinin bir siire durdugu gozlemlendi

(Sekil 6.1.).
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6.3. MCH Inhibisyonunun Bellek Performansina Etkisi

6.3.1. Burun dokunusu skorlari
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Sekil 6.2. Burun dokunuslarina gore bellek performansi bulgulari a. Tanima evresinde
intraperitonal SF verildigi kosulda stereotaktik cre-bagimlt AAV2/1-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry
yapilmis fareler ile stereotaktik AAV2/8-FLEX-GFP  enjeksiyonu yapilmis farelerin burun
dokunuslarinin ortalama degerlerinin karsilagtirilmasi. b. Tanima evresinde intraperitonal KZ verildigi
kosulda cre-bagimlit AAV2/1-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry yapilmis fareler ile AAV2/8-FLEX-GFP
enjeksiyonu yapilmig farelerin burun dokunuslarinin ortalama degerlerinin karsilastirilmasi. ¢. Cre-
bagimli AAV2/1-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisiiyle stereotaktik enjeksiyon uygulanmis
farelerin SF ve KZ kosullarinda kendi iginde burun dokunuslarinin ortalama degerlerinin
karsilastirilmasi. ¢. Cre-bagimli AAV2/8-FLEX-GFP stereotaktik enjeksiyonu yapilmis farelerin SF ve
KZ kosullarinda kendi i¢inde burun dokunuslarinin ortalama degerlerinin karsilastirilmasi. d. Cre-
bagimli AAV2/1-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisiiyle stereotaktik enjeksiyon uygulanmis

farelerin ayr1 ayri burun dokunusu skorlarinin SF ve KZ kosullarindaki degisiminin gdsterimi e. Cre-
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bagimli AAV2/8-FLEX-GFP mCherry viriisiiyle stereotaktik enjeksiyon uygulanmis farelerin ayr ayri
burun dokunusu skorlarinin SF ve KZ kosullarindaki degisiminin gosterimi. SF: serum fizyolojik; KZ:

klozapin

Test evresi boyunca farelerin nesnelere dokunma miktarlar1 eski ve yeni
nesneler icin sayildi. Sayma islemi kor (blind test) gerceklestirildi. Daha sonra
yontemde belirtildigi sekilde degerlerin farklari alind1 ve bu farklar bellek performansi
degerleri olarak kaydedildi. Deney sonucunda inhibisyon ve kontrol grubu arasinda
eslesmesiz (unpaired) Student’s t test ile yapilan karsilastirmada serum fizyolojik (SF)

sartlarinda da klozapin (KZ) uygulamasi sartlarinda bir fark goriilmedi (Sekil 6.2. a,b).

Aymi sekilde gruplarin kendi icinde eslesmeli (paired) Student’s t test ile
yapilan karsilastirmalarinda da SF ve KZ sartlarinin burun dokunusu farki
ortalamalarinda bir degisiklik yaratmadig1 gériildii (Sekil 6.3.1.c,¢). Inhibisyon ve
kontrol gruplarindaki her bir fare icin her bir burun dokunusuna baglh bellek
performansi degerindeki SF ve KZ durumlaria bagl degisim alt alta ¢izgi grafigi ile

gosterilmistir (Sekil 6.2.d,e).
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6.3.2. Arastirma siiresi skorlari
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Sekil 6.3. Arastirma surelerine gore bellek performansi bulgulari. a. Tanima evresinde
intraperitonal SF verildigi kosulda stereotaktik cre-bagimli AAV2/1-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry
yapilmis fareler ile stereotaktik AAV2/8-FLEX-GFP enjeksiyonu yapilmis farelerin arastirma
stirelerinin ortalama degerlerinin karsilastirilmasi. b. Tanima evresinde intraperitonal KZ verildigi
kosulda cre-bagimlit AAV2/1-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry yapilmis fareler ile AAV2/8-FLEX-GFP
enjeksiyonu yapilmis farelerin arastirma siirelerinin ortalama degerlerinin karsilastirilmasi. ¢. Cre-
bagimli AAV2/1-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisiiyle stereotaktik enjeksiyon uygulanmis
farelerin SF ve KZ kosullarinda kendi iginde arastirma siirelerinin ortalama degerlerinin
karsilastirilmasi. ¢. Cre-bagimlt AAV2/8-FLEX-GFP stereotaktik enjeksiyonu yapilmis farelerin SF ve
KZ kosullarinda kendi i¢inde arastirma siirelerinin ortalama degerlerinin karsilastirilmasi. d. Cre-

bagimli AAV2/1-EF1a-DIO-hM4D(Gi) arastirma siirelerinin SF ve KZ kosullarindaki degisiminin
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gosterimi e. Cre-bagimli AAV2/8-FLEX-GFP mCherry viriisiiyle stereotaktik enjeksiyon uygulanmis
farelerin ayri ayri aragtirma siirelerinin SF ve KZ kosullarindaki degisiminin gosterimi. SF: serum

fizyolojik; KZ: klozapin

Nesnelere dokunma sayisinin haricinde nesnelerle ilgilenme ve onlari
arastirma siireleri de kaydedildi. Tipki1 burun dokunusuna bagli bellek performansinin
hesaplandig1 gibi eski ve yeni nesneler arasindaki arastirma stiresi farki da kaydedildi.
Kontrol farelerinde ve deney farelerinde bellek performanslari, SF ve klozapin
asamalarindaki skorlara gore eslesmesiz Student’s t test ile kiyaslandiginda herhangi
bir fark goriilmedi (Sekil 6.3. a,b); ancak gruplar kendi i¢lerinde eslesmeli Stutent’s t
test ile kiyaslandiklarinda KZ sartinda SF sartina gore azalan bir bellek performansina
yakin bir durum gosterdiler. (p=0,06). Bu durum kontrol grubunda tekrarlanmadi.
Inhibisyon grubundaki karsilastirmada gozlemlenen fark istatistiki agidan anlaml
cikmadi. Her bir fare i¢in degerlerdeki degisim ayr1 ayri incelendiginde inhibisyon

grubunda ¢ogunlukla azalma egilimi oldugu gozlendi (Sekil 6.3 c-e).
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6.4. MCH Noronlar1 Enfeksiyonunun Doku analiziyle Konfirmasyonu

Resim 6.2. Cre-bagimhi AAV2-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisiiyle hedeflenmis MCH
noronlari. a. Lateral hipotalamus ve zona inserta’ya bilateral stereotaktik enjeksiyon sonrasi uygulanan
anti-MCH (Phoenix Pharmaceuticals-H-070-47) immunohistokimya gdriintiisii (Biiyiitme: 20x). b. Cre-
bagimli AAV2-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisityle enfekte olmus (kirmizi), MCH néronlarinin
(yesil) yakin plan goriintiisii. Barlar: 100 pm

AAV2-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisiiyle enfekte edilmis noronlar
MCH antikoruyla boyandi. Yesil renk MCH antikoruyla boyanmis néronlari, kirmizi

renk viriisle basaril bir sekilde enfekte edilmis noronlar1 gostermektedir (Resim 6.2).
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Resim 6.3. Cre-bagimhi AAV2-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry ile hedeflenmis MCH néronlari a.
Lateral hipotalamus ve zona inserta’ya bilateral stereotaktik enjeksiyon sonrasi uygulanan anti-MCH
(Phoenix Pharmaceuticals-H-070-47) immunohistokimya goriintiisii (Bilyiitme: 20x) Bar: 200 um b.
Cre-bagimli AAV2-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisiiyle enfekte olmus ndronlarin (kirmizi) ve

MCH noéronlarinin (yesil) eslesme goriilmeyen yakin plan goriintiisii. Barlar: 100 um.

AAV2-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisiiyle enfekte edilmis {li¢ farenin
dokularinda anti-MCH immunohistokimya ¢aligsmast sonucunda sistemin ¢alismadigi
tespit edildi. Enfekte olan hiicreler (kirmizi) MCH antikoruyla boyanmadi (yesil)

(Resim 6.3). Sistemin ¢aligmadig tespit edilen fareler davranis analizinden ¢ikarildi.
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Tablo 6.1. Dokulara gore enfekte olmus MCH noron sayilari ve oranlari

Hayvan Kodu | Enfekte Hiicre Sayist | MCH néron sayisi fr“:ﬁ:‘&")‘a“ MCH hiicre
744 47 264 17.8

746 90 869 10,3

799 46 1453 3,1

904 0 1366 0

908 94 1088 8,6

902 33 1081 3

745 53 1002 5,2

MCH antikoru ile boyanan hiicreler (yesil) ve virus floresan isaret¢isini i¢eren
hiicreler sayildi (kirmizi). Sag siitun hayvan kodlarini gostermektedir (Sekil 6.4) (Sekil
6.5).

Hiicreler ImageJ Fiji uygulamasiyla manuel olarak sayildi ve enfekte olan

hiicrelerin MCH hiicrelerinin toplamina olan oranlar1 belirlendi (Tablo 6.1)

20 ~ ——Klozapin

15 A Enfekte olmus hicre orani
Serum fizyolojik

10 A

5 1

0o | ——=—"""\ =

1 2 3 4 7—
5

-10

Sekil 6.4. Korelasyon grafigi. Enfekte olmus MCH hiicreleri oraninin klozapin ve serum fizyolojik
sartlarinda kemogenetik inhibisyon uygulanmis farelerin bellek performanslariyla korelasyonu.
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Enfeksiyon oraninin belirlenmesinin ardindan AAV2-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-

mCherry viriisiiyle enfekte olmus farelerin klozapin ve serum fizyolojik kosullarindaki

bellek skorlar1 enfekte olmus hiicre oranlariyla Spearman’s rho korelasyon

hesaplamasi kullanilarak SPSS programi ile analiz edildi. Klozapin kosulundaki

korelasyon katsayis1 ve p degerleri Tablo 6.2°de gosterilmistir (Ayrica bkz: Sekil 6.4).

Klozapin kosulundaki

hiicre oram

korelasyonu anlamlilik

sinirinda  olarak

belirlenirken serum fizyolojik kosulundaki hiicre oran1 korelasyonu istatistiksel olarak

anlamli degildir.

Tablo 6.2. Spearman's rho korelasyonu. N: drnek sayist

(SF) Arastirma

(KZ) Arastirma

7

Siiresi Siiresi
Spearman's tho | Hiicre orani Korelasyon
katsay1s1 0,286 0,750
P degeri 0,535 0,052
N

7
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7. TARTISMA VE SONUC

Bellek konsolidasyonu pek c¢ok beyin bolgesinin koordineli ¢alismasini ve
uygun bir ndrotransmitter dengesinin saglanmasini gerektirir. Sistem konsolidasyonu
olarak da adlandirilan bu islemleri arastirmak igin sistemin elemanlarinin tek tek
desifre edilmesi ve bilgisayar programciligindan yararlanarak elemanlarin birbiriyle
baglantisalliginin incelenmesi gerekmektedir. Sistemdeki elemanlar1 desifre etmek
icin daha &nce bahsedilen engram tanimlama ydntemlerinden yararlanilir. Ister
hiicresel diizeyde ister indirekt goriintiileme teknikleriyle yapilan bir ¢aligma olsun
karsilasilabilecek engellerden biri her deneyin, bellek tiiriiniin ve organizmanin
kendine 6zgii elemanlar barindirabilecegi ve bunlarin arasindan evrensel kurallar1 ayirt
etmenin getirdigi zorluklardir. Bu sebeple kullanilan teknigin 6zenle secilmesi,

arastirilan bellek tiirline uygun olmasi gerekmektedir.

Retrograd amnezi hastalarindaki medial temporal lob hasarlarinin bellekle
iligkilendirilmesiyle baglayan hikayenin giinlimiizde daha hiicre odakli bir bakis
acistyla Oriilmeye devam ettigi sOylenebilir. Artik tek sinir hiicresinden elektriksel
kayit, c-fos immunohistokimya aktivite analizi, fos aktivitesinin 6l¢iildiigili transgenik
fare yontemleri, kalsiyum goriintiilemesi, kemogenetik ve optogenetik yontemler ve
her gegen giin ¢ogalan cesitli hiicresel etiketleme yontemleriyle daha 6nce lezyon,
klinik beyin hasar1 gozlemleri, farmakolojik inhibisyon ve ablasyonlarla elde
edilemeyen bilgilere ulasmak miimkiindiir (75). Ornegin korku sartlanmasi icin
2013’te c-fos analizi kullanilarak yapilmis ayrintili bir ¢alismada korku sartlanmasi
deneyinden sonra aktive olan beyin bdlgeleri c-fos boyamasi yapilarak tek tek
incelenmis ve aralarindaki baglantisalliklarinin analiz edilerek aglanmanin yapisi
desifre edilmistir (76). Bulunan yapida korku sartlanmasi i¢in {i¢ temel sebeke
belirlenmistir; bunlar niikleus reuniens, prelimbik korteks ve anterior singulat
kortekstir (76). Ancak bunlarin tiim bellek tiirleri i¢in gegerli oldugu sdylenemez. Yeni
nesne tanima testi i¢in yapilmig farkli bir ¢alismada ise hippokampusun, insular
korteksin, perirhinal korteksin ve medial prefrontal korteksin nesne O6grenme

(kodlama) i¢in gerekli beyin bolgeleri oldugu 6ne siiriilmiistiir. Digeri kadar kapsamli
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bir calisma olmamakla birlikte koordineli ¢calisan beyin bolgelerini desifre etmek adina
giizel bir temel teskil eder. Bu ¢alismada incelenen bolgeler hippokampus, insular
korteks, perirhinal korteks, medial prefrontal korteks, infralimbik bolgeler, anterior
singulat korteks, amigdala, olfaktor bulb, temporal ve entorinal korteksten

olugmaktadir (35). Hipotalamus bolgesi incelenmemistir.

C-fos immunohistokimya teknigi beyin aktivitesi i¢in ¢ok dnemli bir rehberdir
ve kolay uygulanabilirligi sayesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir; fakat yeni
gelisen teknolojiler arasinda bilgi verme agisindan o da zayif kalir. Sadece
immunohistokimya ile genetik karakterizasyon yapmak degerlendirildiginde yetersiz
kaldig1 goriilmektedir. Fonksiyona dair kesin bilgiler vermez. Nedensel iliski

kurulamaz.

Genetik karakteri hedefleyen tekniklerde ise ¢ok daha rafine bir yaklagimla
noronlar ifade ettigi genlere gore etiketlenir ve gdzlemlenir. Bu teknikler
gelistirilmeden Once beyin hiicreleri, sadece lokasyona, iletisimde kullandigi
ndrotransmittere ve morfolojisine gore ayirt edilebilmekteydi. Bu 0Ozellikler
beynimizdeki milyonlarca ndéronun ve baglantinin islevini  belirlemek,
davraniglarimizla eslestirmek icin yetersiz kalmaktadir. Genetik karakterizasyon, ayni
lokasyonda ve ayni morfolojiye sahip olsa dahi farkli islevleri olan, farkli baglantilar
kuran noronlar1 ayirt etmemize olanak tanimistir. Bu yontemlerden 6nce kullanilan
lezyon calismalar1 veya farmakolojik yaklasimlarda kalic1 hasar veya hedefe yonelik
olmayan ilag etkilesimleri gibi sorunlar ortaya c¢ikiyordu. Kalict hasar verilen
noronlarin gorevlerinin baska sistemler tarafindan devralinmasi veya hasar verilen
bolgedeki hangi noronlarin soruna yol agtiginin belirlenememesi, elde edilen
sonuglara siipheyle yaklasilmasina ve bazi sonuglarin tekrar edilememesine sebep
oluyordu. Bu ¢alismada kullanilan, yeni gelistirilen tekniklerden olan kemogenetik
manipiilasyon belli bir beyin bolgesindeki genetik karakterlerine gore isaretlenmis
ndronlarin hedeflenmesini ve istenilen zamanda bir anahtar sistemi gibi agilip
kapatilabilmesini saglamaktadir. Kemogenetik manipiilasyona benzer bir yontem olan
noronlarin ilag yerine 1s1kla uyarilmasi prensibine dayanan optogenetik manipiilasyon

yontemi bile invaziv bir yontem olmasi acisindan kemogenetik manipiilasyona gore
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ciddi bir dezavantaja sahiptir. Sonu¢ olarak kemogenetik manipiilasyon; genetik
hedefleme, kolay uygulanabilirlik, diisiik maliyet, davranis testi sirasinda invaziv
olmayan yontemlerle ikincil ajanin verilebilmesi, zamansal kontrol saglama gibi
ozellikleriyle one c¢ikan etkili bir yontemdir (77). Kemogenetik manipiilasyonda
karsilagilabilecek en biiyilk sorun bolgedeki tiim hiicrelerin hedeflenememesi
olasiligidir. Bu, ozellikle inhibisyon yapmak istenen durumlarda soruna yol
acabilmektedir. Enfekte olmayan noronlarin islev i¢in yeterli olup olmayacagini kesin

olarak belirlemek miimkiin degildir.

Sahip oldugu avantajlardan dolay1 tercih ettigimiz son yillarin en geliskin
biyoteknolojik tekniklerinden biri olan kemogenetik manipiilasyon ydntemi
DREADD’in yan1 sira yukarida bahsedilen beyindeki bellek ile iliskili siire¢lerinin
bellek tiiriine gore degisiklik gostermesinden Gtiirii arastirmanin kapsami tek bir bellek
tiiriine 6zel beyin bolgeleriyle sinirlanmistir. Yeni nesne tanima testi sayesinde
emosyonel siireclerin etkisi minimize edilerek 6zel olarak hippokampuse bagl bilgi
kodlanmasmin altinda yatan siirecler aragtirllmigtir. Bu siireclerdeki beyin
aglanmalarin1 desifre etmek icin lateral hipotalamus ve zona inserta bolgelerinde
yayllmis halde bulunan MCH néronlart gegici olarak inhibe edilerek davranisa
yanstyan sonu¢ gozlemlenmistir. MCH néronlarinin bellek aglanmasi tizerinde 6nemli
bir yeri olabilecegini bize diisiindiiren s6z konusu ndéron grubunun REM uyku

stirecindeki aktif rolii olmustur.

MCH hiicreleri orexin hiicreleriyle birlikte hipotalamusta uyku/ uyaniklik
dongiislinii belirleyen merkezlerden biridir. MCH hiicreleri aktive edildiginde REM
uyku siiresi ve sayisi artar (10). Bellek konsolidasyonunun NREM ve REM evrelerinin
pes pese gerceklesmesiyle miimkiin olacagini one siiren sekansal hipoteze gore REM
sirasinda LTP’nin gergeklestigi diistiniilmektedir (27). Bu durumda REM’e gegcisi
saglayan noronlar bellek konsolidasyonunu saglayan aglanmada kilit bir géreve sahip
olabilir. Bugiine kadar yapilmis caligmalarda REM’e ge¢is asamasinda beyin sapinda
bulunan retikiiler sistemin elemanlar1 olan LDT ve PPN’in kolinerjik aktivitesinin
onemli oldugu gosterilmistir. MCH noronlari bu bolgelere yogun projeksiyonlar yapar

(59). Bu projeksiyonlar vasitasiyla MCH noronlart REM uykusunu tetikliyor ve bellek
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konsolidasyonuna olasi bir olumlu etki de bu sekilde gerceklesiyor olabilir. MCH ve
beyin sap1 ndronlariin es zamanli manipiile edilebildigi bir sistemde bu hipotez test
edilebilir. Alternatif olarak MCH manipiilasyonu sonrasinda c-fos veya diger erken
yanit veren genlerle yapilacak immunohistokimya analizi de bu konuda bilgi verici

olabilir.

MCH  hiicrelerinin retikiiler sistemden bagka tiim kortikal alanlara,
hippokampuse ve bellek ile iliskili pek ¢ok bdlgeye yaptigi baglantilar bilinmektedir.
Dahast MCH peptidinin disaridan verildiginde hipokampuse bagl bellek olaylarinda,
pasif kaginma testinde ve hipokampiisten gelen uyarici sinyallerin artmasinda olumlu
bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Amigdala veya hipokampiise verilen MCH
peptidinin de korku sartlanmasinda artisa sebep oldugu bilinmektedir (68)(78)(63).
Bu veriler MCH noéron grubunun, etkisini dogrudan hippokampus iizerinden
gosteriyor  olabilecegini de  diisiindiirmektedir.  Hipokampus  haricindeki
projeksiyonlar1 incelendiginde ise uyku ritmini diizenleyen norotransmitter
diizeyindeki degisiklikleri modiile ediyor olabilecegini destekleyen bulgular dikkat
cekmektedir. MCH noronlar1 hipokampiisten baska medial septum, periakuaduktal gri,
nukleus akkumbens, lokus serolus (LC), raphe nukleus (RN) gibi noromodiilator
ozelligi yiiksek alanlara da uzanir. Ozellikle lokus serolus kaynakli dopaminin bellek
izerindeki etkisi bilinmektedir (37,63,67,78). Lokus serolusa projeksiyon yapan MCH
ndronlarmin dopamin salinimini kontrol ediyor olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica
yine uyku ritmi i¢in biiyilk 6nem tasiyan asetilkolininin hippokampuse saliniminin
MCH néronlartyla iliskili olabilecegi one siiriilmiistiir (63). MCH noéronlarinin beyin
sapina yaptigi bu projeksiyonlar kendi arasinda karsilastirildiginda agirlikli bir kismin
dopaminerjik (LC) veya serotonerjik (RN) alanlardan ziyade kolinerjik alanlara dogru
oldugu ol¢iilmiistiir (59). Bu da REM sirasinda artan kolinerjik aktivitenin MCH’ten
kaynaklaniyor olabilecegini akla getirir. Sonug olarak direkt olarak hipokampiise etki
etme olasilif1 ile yukarida bahsi gecen farkli aglar iizerinden modulatuar etki etme
olasilig1 esit derecede miimkiindiir. Kolinerjik etkinin beyin sapindan kaynakli oldugu
da kesin olarak iddia edilemez; clinkii MCH noéronlart MS boélgesi yakinlarina da
projeksiyon yapar ve MS ndronlarina uygulanan optogenetik inhibisyon bellek

iizerinde olumsuz bir etki yaratmistir (58).
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Sekil 7.1. Melanin konsantre edici hormon néronlar1 projeksiyonlari. MCH ndronlarmin
projeksiyon yaptig1 bolgeler arasinda kortikal alanlar, hippokampus (HPC), dorsal raphe (DR), medial
septum (MS), lokus serolus (LC), periakuaduktal gri (PAG), pedinkulopontin ¢ekirdek (PPN) ve
laterodorsal ¢ekirdek (LDT) bulunur.

MCH noéronlarinin REM uykusuyla iliskisi ve yaptig1 projeksiyonlar goz
onlinde bulunduruldugunda bellek i¢in 6nemli bir devre elemani olma potansiyeli
goriilmektedir. Bu hipotezi test edebilmek icin MCH noéronlar1 gegici olarak inhibe
edilmis hayvanlar ile inhibisyon igslemi uygulanmamis hayvanlarin yeni nesne tanima

testindeki bellek performanslarini karsilastirilmistir.

Yeni nesne tanima testinin birinci glinlinde 6grenme gergeklestikten bir saat
sonra ikincil kemogenetik ajani olan klozapin intraperitonal yolla enjekte edilmistir;
clinkii bellek konsolidasyonu i¢in 6grenme gergeklestikten sonraki birinci ve dordiincii
saatler arasindaki zamanin ¢ok Onemli oldugu bilinmektedir (72). Klozapinin de
enjeksiyon gergeklestikten sonra en gec kirk bes dakika sonra aktiflestigini géz ontlinde
bulundurarak enjeksiyon bu sirada gerceklestirilmistir (79). Amag, Ogrenme
sonrasinda gerceklesmesi muhtemel REM uykusu sirasinda aktiflesen MCH
ndronlarmin varsa bellek konsolidasyonu tizerindeki etkilerini gozlemlemektir.
Enjeksiyonu takiben hayvanlar hizlica dinlenme odasina gotiiriildii. Ertesi giin test
asamasinda hayvanlarin bellek performanslar1 kaydedilmistir. Deney veya skorlama

sirasinda uygulayici, deney gruplarinin bilgisine sahip degildir (blind test). Bir bazal
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Ol¢iim elde edebilmek icin klozapin (KZ) uygulamalar1 6ncesinde ayn1 siire¢ serum
fizyolojik (SF) ile de uygulanmigtir. SF ve KZ uygulamalar1 sirasinda farkli nesne
setleri kullanilmigtir. Bu farkliligin sonuglarimiza etki etmemesi igin deney
hayvanlarimizin yarist nesne setini Sekil 5.5’teki sirayla goriirken diger yarisi tam

tersi sirayla gormiistiir.

Bellek performans: Olgiilitken burun dokunusu ve arastirma siiresi
parametrelerinden yararlanilmistir. Hayvan davranisi manuel olarak videolarin
uygulayici tarafindan izlenmesi vasitasiyla skorlanmistir. Burada amag yapay zekanin
hayvan davranisini ayirt etmede zorlandigi noktalar1 gozden kagirmamak olmustur.
Burun dokunusu parametresinde hayvanlarin fiziksel olarak nesnelere burunlariyla
dokunma sayilar1 tutulurken arastirma siiresi i¢in inceleme davranisinin siiresi
kronometreyle kaydedilmistir. Istatistiksel analiz kisminda anlatildig1 gibi yeni nesne
ile ilgili skorlarin eski nesne ile ilgili skordan ¢ikarilmasi ile bellek performansi skoru

elde edilmistir.

Burun dokunusu skorlarina bakildiginda deney grubu ve kontrol grubunun
arasinda SF ve KZ kosullarinda anlamli bir bellek performansi farki goriilmemistir
(Sekil 6.2a,b). Deney ve kontrol gruplart kendi i¢inde eslesmeli Student’s t test ile
karsilastirildiginda da ayni sekilde bir fark goriilmemistir (6.2c-e). Analiz siiresince
her burun dokunusu nesneyle ilgilenmekten kaynaklanmadigi, bu sebeple aragtirma
sliresi parametresinin nesnelere olan ilgiyi daha iyi yansittig1 gézlemlenmistir. Bazi
durumlarda fareler nesnelerin iistiinden ziplamak i¢in, anksiyete davranisi veya sadece

yoluna ¢iktig1 i¢in nesnelere dokunma davranisi gosterdigi kaydedilmistir.

Aragtirma siiresi skorlar1 da tipki burun dokunusu skorlarinda oldugu gibi SF
ve KZ kosullarinda deney ve kontrol gruplari arasinda karsilastirilmigtir. Sekil
6.3a,b’de eslesmesiz Student’s t test sonuglari, Sekil 6.3c,¢’de eslesmeli Student’s t
test sonuglar1 gosterilmistir. Bu sonuglara gore yine deney ve kontrol gruplarinda
anlamli bir fark tespit edilmemistir. Sekil 6.3¢’de goriilen inhibisyon grubunun kendi
icinde SF ve KZ kosullarindaki bellek performanslari karsilastirildiginda p degerinin
0,06 ¢ikmasina ve her bir degerin iki kosulda gosterdigi degisiklige bakildiginda (Sekil
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6.3d) MCH inhibisyonunun istatistiksel olarak anlamli bir bellek performansi
degisikligine yol agmadig1 goriilmektedir; fakat enfekte edilmis hiicre oraninin diisiik
olmasi g6z oniinde bulunduruldugunda MCH noéron aktivitesi durduruldugunda bellek

performansinin bozulmaya dogru bir egilim i¢inde olabilecegi diisiiniilmektedir.

Biitlin bunlarin yaninda deney ve kontrol gruplarinin beraber deneye alinmig
olmasindan dolay1 ultrasonik vokalizasyon, koku gibi ipuclarinin gruplar arasinda

paylasilmis olabilecegi de unutulmamalidir.

Davranig  performanslarint  inceledigimiz  farelerin  beyin  dokular
immunohistokimya yontemiyle anti-MCH antikoruyla boyandiklarinda AAV2-EF1a-
DIO-hM4D(Gi)-mCherry viriisiiyle enfekte edilen noronlarin MCH sentezi
gerceklestirdigi (Sekil 6.4); ancak AAV2-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry virtisiiyle
enfekte edilen noronlarin MCH boyamasiyla ortiismedigi (Sekil 6.5) gorilmiistiir.
MCH ndronlarmin enfekte oldugu dogrulanmamis olan, AAV2-hSyn-DIO-
hM4D(Gi)-mCherry viriisii ile enfekte olan ti¢ fare davranis analizinden ¢ikarilmistir.

Bu farelerin bilgileri Tablo 5.6’da mevcuttur.

Yukarida da bahsedildigi gibi inhibisyon ¢aligmalarinda enfekte olan noron
sayist Onemlidir. Yapilan manipiilasyon hedeflenen tiim néronlara ulasamayabilir.
Hedeflenen ndronlarin hangi oranda etkilendigini tespit edebilmek i¢in anti-MCH
antikoru kullanilarak immunohistokimya ¢alismasi yapilmistir. immunohistokimya
sonucu MCH néronlarinin yarisindan fazlasinin enfekte olmadigini gostermektedir
(Tablo 6.1). Viriisten gelen sinyalin immunohistokimya sonucu elde edilen sinyale
gore daha az olusu da buna etkendir; fakat enfeksiyondan kurtulan néronlarin dogal
stirecleri yerine getirmede yeterli gelmis olabilecegini diisiinmek gerekir. Ayrica bagka
bellek tiirleriyle ilgili yapilan benzer ¢alismalar gostermistir ki bellek aglanmalari
fonksiyon agisindan birbirinin yerine gecebilecek pek ¢ok elemana sahiptir (76).
Burada da MCH néronlarinin rolii bagka bir grup ndron tarafindan devralinmis olabilir.
Bu tir karmagik siireglerde islemler tek bir néron grubunun kaybedilmesiyle
bozulmayabilir. Bu sebeple kiiclik bir performans azalmasi bile dikkate degerdir.

Dolayisiyla vardigimiz sonucun MCH hiicrelerinin bellek iizerinde etkisi olmadigi
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gibi bir anlama geldigini sdylemek yanlig olur. Ayrica literatiirde MCH noéronlarinin
bellek {izerinde olumlu etkisinin oldugunu destekleyen bir ¢aligma da mevcuttur.
MCH/ataxin3 (ataxin3 bir pro-apoptotik toksindir) transgenik farelerinin kullanildig:
bu ¢alismada MCH néronlari, fareler yetiskinlige eristiginde 6liime siiriiklenmis ve bu
durumun bellek performansi tizerindeki etkisi davranig deneyleri ve plastisite
analizleri ile tespit edilmistir. Deneylerin sonuglar1 gostermistir ki MCH reseptorleri
silinen fareler kontrol grubuna goére T labirentinde 6grendikleri besin lokasyonunu
ararken daha c¢ok tereddiit etme davranisi gostermislerdir (68). Hiicreleri tamamen
silmek lezyon caligmalarinin sahip oldugu dezavantajlara benzer olumsuz ozellige
sahip olsa da MCH néronu eksikliginde bellek performansina bdyle bir olumsuz etki

gormek ilgingtir.

Calismamizda enfekte olmus hiicre sayisinin yeterli gelmemis olabilecegi goz
onilinde bulundurularak, MCH néronlarinin konsolidasyon iizerindeki etkisini daha iyi
anlayabilmek i¢in gelecek calismalarda yeni nesne tanima testi Pmch-Cre farelerin
hM4D raporlayici farelerle caprazlanmasi ile elde edilecek yavrularla tekrar edilebilir.
hM4D raporlayict fareler tiim ndronlarinda hM4D reseptorlerinin ifade edildigi
farelerdir. Pmch-Cre farelerle caprazlandiklarinda yavrular, tim ndron gelisimi
stiresince MCH geni ifade edilen noronlarinda hM4D genini de ifade eder. Boylece
stereotaktik enjeksiyona gerek kalmaksizin MCH hiicreleri hedeflenebilir hale
getirilir. Bu yontemin dezavantajlar1 yetiskinlik diizeyinde MCH geni yogun olarak
ifade edilmese bile gelisimin bir asamasinda bu geni ifade etmis olan hiicrelerde de
hM4D reseptorlerinin  bulunacak olmasi ve stereotaktik enjeksiyonla saglanan
lokasyon kontroliinden yoksun olmasidir. Yine de inhibisyon ic¢in uygun bir
secenektir; ¢linkii MCH geni beyinde ¢ok yaygin olarak ifade edilmez. En yogun

bolgeler lateral hipotalamus ve zona inserta bolgeleridir (80).
Ayrica fare gruplariin aralarinda ultrasonik vokalizasyon, koku ve benzeri

ipuclarini paylagsmig olmasi ihtimalini ortadan kaldirmak adina farkli gruplar i¢in farkl

zamanlarda yapilan testlerle ek bir 6l¢liim yapilabilecegi diistiniilmektedir.
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Bu tez ¢alismasi ile ilk defa MCH ndéronlarinin kemogenetik inhibisyonunun
bellek konsolidasyonuna etkisi incelenmis olup, REM uykusunun konsolidasyona
bilinen etkisinin mekanizmasi aragtirilmigtir. Elde edilen sonuglara gore gecici olarak
MCH noéronlarinin Tablo 6.1°de verilen oranlarda susturulmasi yeni nesne tanima testi
ile 6l¢iilen bellek performansinda azalma egilimine sebep olmus; ancak istatistiksel
acidan anlamli bir fark yaratmamistir. AAV2-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry
stereotaktik enfeksiyonu uygulanmis farelerde klozapin kosulunda enfekte olmus
hiicre sayisinin bellek skorlariyla korelasyon gostermesi ise dikkate degerdir. MCH
noéronlarinin REM uykusundaki aktif rolii ve REM uykusunun bellek siirecleri
tizerindeki etkisi goz oniinde bulunduruldugunda farkli yontemlerle s6z konusu beyin

aginin aragtirilmaya devam edilmesinde fayda vardir.
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8. EKLER

Tablo 8.1. AAV2-EF1a-DIO-hM4D(Gi)-mCherry ve AAV2-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry ile

enfekte edilmis tiim farelerin arastirma siireleri skorlarinin Student’s ttest ile karsilagtirilmasi

Tum fareler

P degerleri

FD (serum fiz.)

FD (klozapin)

inhibisyon/kontrol

0,170145717

0,457639814

FD (kontrol)

FD (inhibisyon)

klozapin/serum
fiz.

0,033490074

0,673232379

Tablo 8.2. AAV2-hSyn-DIO-hM4D(Gi)-mCherry ile enfekte edilmis tiim farelerin arastirma sureleri

skorlarinin Student’s ttest ile karsilagtirilmasi

Cikarilan fareler

P degerleri

FD (serum fiz.)

FD (klozapin)

inhibisyon/kontrol | 0,08511956 0,177636517
FD (kontrol) FD (inhibisyon)
lfillzozapln/serum 0,414451386 0,673232379
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