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1- OZET

UZUN DONEM YAGLI BESLENMENIN HIiPOTALAMUSTAKI
GLUTAMATERJIK NORONLAR  UZERINDEN  DAVRANISSAL
SURECLERE ETKISI

Asirt yeme ve obezite giin gectikge biiyliyen bir saglik problemidir. Beslenmeyi
etkileyen noral mekanizmalar ile ilgili caligmalar, bu sorunu onlemede kullanilacak
tedavi yOntemleri i¢in 6nemli yer edinmektedir. Hipotalamusun medial bolgesi
beslenme davranisini diizenleyen hiicre gruplari icermektedir ve bu bolgede en yogun
bulunan ndrotransmitter glutamattir. Calismada, medial hipotalamus bodlgesindeki
glutamaterjik hiicrelerin kemogenetik aktivasyonunun beslenme ve davranisi nasil
etkiledigi ile yiiksek yagli beslenmenin bu siirece etkisi arastirilmistir. Medial
hipotalamustaki glutamat hiicrelerinin kemogenetik olarak aktive edilmesinin
beslenmeyi baskilayici bir etkisi oldugu ortaya ¢cikmustir. Uzun siireli yiiksek yagh
beslenmenin bellekte olumsuz etkilere sebep oldugu, medial hipotalamustaki glutamat
hiicrelerinin uyarilmasimin bu etkiyi tersine ¢evirmeyi sagladigi bulunmustur. Ac¢ik
alan testi bulgular1 medial hipotalamus glutamaterjik hiicrelerinin lokomotor aktivite
icin 6nemli oldugunu ve yiiksek yagl beslenmenin bu aktivitede bozulmaya neden
oldugunu gostermistir. Yiiksek yagli beslenen farelerde medial hipotalamus
glutamaterjik hiicrelerin kemogenetik aktivasyonunun anksiyeteyi baskilayici bir
etkiye sebep oldugu bulunmugtur. Bu hiicrelerin aktivasyonu glukoz tolerans testinde
anlamli bir etkiye neden olmamustir. Yapilan bu calisma, medial hipotalamustaki
glutamat hiicrelerinin beslenme, kognitif fonksiyonlar, lokomotor aktivite ve anksiyete

tizerinde etkileri oldugunu gosteren 6nemli sonuglar sunmaktadir.

Anahtar sozciikler; beslenme, davrams, glutamat, kemogenetik, medial

hipotalamus



2- ABSTRACT

THE EFFECT OF LONG-TERM HIGH FAT DIET ON GLUTAMATERGIC
NEURONS IN HYPOTALAMUS ON BEHAVIORAL PROCESSES

Overeating and obesity is a growing health problem. Studies on neural mechanisms
that affect feeding have an important place for treatment methods to be used to prevent
this problem. The medial region of the hypothalamus contains groups of cells that
regulate feeding behavior and the most concentrated neurotransmitter in this region is
glutamate. In this study, how the chemogenetic activation of glutamatergic cells in the
medial hypothalamus region affects nutrition and behavior and the effect of high-fat
diet on this process were investigated. It has been revealed that chemogenetic
activation of glutamate cells in the medial hypothalamus has a suppressive effect on
feeding. It has been found that a long-term high-fat diet causes adverse effects on
memory, and stimulation of glutamate cells in the medial hypothalamus helps reverse
this effect. Open field test findings showed that the glutamatergic cells of the medial
hypothalamus are important for locomotor activity and a high-fat diet causes
impairment in this activity. Chemogenetic activation of glutamatergic cells in the
medial hypothalamus in mice fed high fat has been found to have an anxiety
suppressive effect. Activation of these cells did not cause a significant effect on the
glucose tolerance test. This study provides important results showing that glutamate
cells in the medial hypothalamus have effects on nutrition, cognitive functions,

locomotor activity and anxiety.

Key words; eating, behavior, glutamate, chemogenetic, medial hypothalamus



3- GIRIS VE AMAC

Enerji metabolizmasinin diizenlenmesi tiim canlilar i¢in hayati énem tagimaktadir.
Alman enerji ve harcanan enerji miktarinin bir denge halinde olmas1 ve metabolik
ihtiyaglara cevap vermesi canliligin devamim saglayan onemli faktorlerden biridir.
Viicut agirligi bircok fizyolojik ve metabolik aktivite ile homeostatik olarak
diizenlenmektedir. Viicut agirligindaki degisimler uzun ve kisa vadede alinan ve
harcanan enerji arasindaki iligkiyle dogrudan alakalidir. Alinan enerji miktar: harcanan
enerji miktarindan fazla oldugunda obezite gelisir. Bilindigi iizere giiniimiizde obezite
baglica saglik sorunlarindan birini olusturmaktadir. Hastalarin yasam kalitesini
diisiirmesinin yan: sira kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser gibi bagka
hastaliklara da sebep olmaktadir. Daha 6nceden de bilindi8i iizere beyindeki bazi
bolgeler yeme davranisinin diizenlenmesinden sorumludur. Obeziteye neden
olabilecek bozulmug mekanizmalarin ve buna bagh fizyolojik olaylarin nasil kontrol

edildiginin bulunmasi, bu hastalikla miicadelede 6nemli rol oynamaktadir.

Obezitenin tiim risklerine ragmen, mekanizmasi ve altinda yatan sebeplerin tam olarak
anlagilamamis olmasi, mevcut tedavi yoOntemlerinin yetersiz kalmasma sebep
olmaktadir. Tedavideki imkansizliklar yeni yolaklarin bulunmasi ve metotlarin
gelistirilmesine olan gereksinimi artirmaktadir. Bu noktada yemeyi diizenleyen
mekanizmalar 6nemlidir ve bu mekanizmalarin direkt olarak merkezi sinir sitemindeki
sinyal yolaklar1 ve buradan salgilanan hormonlarla alakali oldugu bilinmektedir (1).
Hipotalamus ve arka beyindeki ndronlar ve noronal devreler aktif olarak enerji
durumundaki degisikliklere (aclik ve tokluk) cevap vererek beslenme davranisini
diizenlerler (2). Hipotalamus arka beyinde talamusun altinda bulunan ve cogunlukla
gri maddeden olusan boliimdiir. En temel gorevi homeostazi diizenlemek olan bu
bolge uzun ve kisa siireli enerji dengesi, glikoz konsantrasyonu, su ve elektrolit
dengesi, viicut sicaklifi, uyku/uyanmiklik dongiisiinii ve kan basinci, lireme
hormonlarinin kontrolii gibi hayatin devamlili1 i¢cin gerekli olan otonom vital
fonksiyonlardan sorumludur. Hipotalamus beynin bolgeleri ile merkezi sinir sistemi,

endokrin ve diger sistemler arasinda bir koprii gorevi goriir. Hipotalamusun farkli



bolgelerinin farkli islevlere sahip oldugu bilinmektedir. Ornegin lateral hipotalamus
istah1 arttirmakta (3), medial hipotalamus istahi baskilamaktadir (4). Medial
hipotalamus, arkuat, ventromedial (VMH), dorsomedial (DMH), anterobasal ve
paraventrikiiler  cekirdekleri iceren tuberal hipotalamusu kapsamaktadir.
Hipotalamustaki GABAerjik ve glutamaterjik ndronlarin enerji  dengesinin
siirdiiriilmesi lizerine biiyiik katkis1 oldugu gosterilmistir (5). Ozellikle medial
hipotalamusta farkli ¢ekirdeklerde farkli noron gruplarimin varlig1 bilinmekle birlikte,
en yaygimn bulunan interndronlar GABA ve glutamattir (6). GABA ve glutamatin
aferent girdileri entegre ederek degisen kosullara yaniti sekillendirdigi bilinmektedir.
Dominant hipotalamik transporter olan VGLUT2, VMH’ta gii¢lii bir sekilde eksprese
edilmektedir. Bu denli fazla ifade edilen VGLUTlarin birden fazla mekanizmada rol
oynadi8 diistiniilmektedir. VMH; besin alimi, kan sekerinin ayarlanmasi ve enerjinin
diizenlenmesinden sorumlu bir bélgedir. Ik hiicre-spesifik Cre faresinde silinmisg
VGLUT?2 fonksiyonu iizerine ¢aligma 2007°de Tong ve ark. tarafindan yayinlanmis ve
VMH teki SF1 noronlar: tarafindan glutamat saliniminin, hipoglisemiyi énlemek icin
islev goren sistemin Onemli bir bileseni oldugu gosterilmistir (7). Beslenme
regiilasyonunda gorevli AgRP ve POMC hiicrelerini iceren arkuat c¢ekirdek de
glutamaterjik hiicreler icermektedir ve buradaki VGLUT?2 noronlariin anoreksijenik
bir etkiye sahip oldugu daha 6nce gosterilmistir (8). Bircok POMC ifade eden ndronda
ayn1 zamanda glutamaterjik ve GABAerjik belirteclerin de oldugu bilinmektedir.
Hipotalamusta, Ozellikle medial cekirdeklerdeki glutamaterjik hiicrelerin enerji
dengesine etkisi bilinmekle birlikte, bu bolgedeki glutamaterjik hiicrelerin anlik

uyariminin beslenme davranigina nasil etki edecegi bilinmemektedir.

Obezitenin baslica sebeplerinden biri de uzun siire yiiksek yag igerikli besinlerin
tiiketilmesidir. Yiiksek yagli beslenmenin hipotalamustaki sinyallemelerde bozulmaya
neden oldugu, metabolik, biligsel, fizyolojik pek ¢ok soruna yol actig1 bilinmektedir.
Aragtirmada yiiksek yagli beslenmenin etkileri glutamaterjik hiicreler iizerinden ele
almmustir. Glutamatin merkezi sinir sistemindeki bir diger etkisi ise uzun siireli
potansiyalizasyon (LTP) iizerinedir. LTP sinapslarin son aktivitesine dayanan kalic1

bir giiclendirmedir. Bunlar, iki ndron arasinda sinyal iletiminde uzun siireli bir artisa



neden olan sinaptik aktivite kaliplaridir (9). Var olan literatiirde hipotalamusun yiiksek
yagli beslenmeden etkilendigi, glutamatin bellek siireclerine katkisi, uzun siire yagh
beslenmenin bellege negatif etkileri bilinmekle birlikte; medial hipotalamustaki
glutamaterjik hiicrelerin aktivasyonunun yeme davranigina etkisi ve bu hiicrelerin
yiiksek yagli beslenmeden nasil etkilenecegi bilinmemektedir. Bu ¢alismada, medial
hipotalamustaki glutamaterjik hiicrelerin kemogenetik yontem ile anlik olarak aktive
edilmesinin beslenme davranisi iizerine etkisi; uzun siire yiiksek yagh beslenmenin ve
glutamat aktivasyonunun farelerde bellege, kan glikozuna ve lokomotor faaliyetlere

etkisi aragtirilmagtir.



4- GENEL BILGILER

4.1 - Yeme Kontroliinde Merkezi Yolaklar

Temel tamim olarak beslenme; biiylimenin saglanmasi, enerji, yapitaslari,
diizenleyicilerin eldesi ve psikososyal amaclar i¢in besinlerin kullanilmasidir.
Canliligin temel bilesenlerinden biri olan metabolizmanin siirdiiriilebilirligi icin,
metabolik faaliyetlerin koordine yiiriitiilmesini saglayan diizenleyici mekanizmalara
gerekli molekiillerin temini i¢in beslenmeye ihtiya¢ vardir. Viicudun denge halinin
stirdiirtilebilirlifinde ve metabolik faaliyetlerin saghikli bir sekilde islemesinde bu
kadar hayati onem tagimasindan dolayr beslenme sinirsel ve endokrinolojik bir¢cok
diizenleyici mekanizma ile kontrol altinda tutulmaktadir. Bunun i¢in enerji homeostaz
sistemi, enerji harcanimini ve alimini; yani beslenmeyi modiile eder. Besin alimi
merkezi sinir sistemindeki sinyal yolaklar1 ve buradan salgilanan hormonlarla

diizenlenmektedir (1).

Hipotalamus ve arka beyindeki noronlar ve noronal devreler aktif olarak enerji
durumundaki degisikliklere (aclik ve tokluk) cevap vererek beslenme davranisini
diizenlerler. Buna ek olarak kognitif ve duygusal faktorler de beslenme davraniginin
diizenlenmesinde etkilidir. Hipokampiis ve prefrontal korteks baglantilar1, 6grenilmis
ve motivasyonlu besin alimimi etkilerken, amigdala projeksiyonlar1 beslenmenin
duygusal acidan diizenlenmesinden sorumludur (10). Hipotalamus arka beyinde
talamusun altinda bulunan ve cogunlukla gri maddeden olusan boliimdiir. Uzun ve kisa
stireli enerji dengesi, glikoz konsantrasyonu, su ve elektrolit dengesi, viicut sicakligi,
uyku/uyaniklik dongiisiinii ve kan basinci, lireme hormonlarmin kontrol edilip
ayarlanmasindan sorumludur. Homeostazin saglanmasi ve diizenlenmesinde
hipotalamusun gorevi kritik 6nem tasimaktadir. Hipotalamus hayatin devamlilif icin
gerekli olan beynin farkli bolgeleriyle yapmis oldugu anatomik ve fonksiyonel ag
sayesinde bu vejetatif fonksiyonlar bakimindan énemli bir yere sahiptir. Ozellikle
hipotalamusun belirli alanlari, beslenme davranisim1 kontrol etmektedir. VMH’in

hipotalamusun istahi1 baskiladig1 (4), LHA nin istah: arttirdig: bilinmektedir (11).
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Sekil 4.1.1. Hipotalamusun medial ve lateral boliimleri (4)

Medial hipotalamus, arkuat, ventromedial (VMH), dorsomedial (DMH), anterobasal
ve paraventrikiiler cekirdekleri (PVN) iceren tuberal hipotalamusu kapsamaktadir.
Sekil 4.1.1 de hipotalamusun medial ve lateral boliimleri, Sekil 4.1.2 de medial
hipotalamusun iiclincii ~ ventrikil ve median eminense gbre pozisyonu
gosterilmektedir. Kirmizi alanlar tuberal cekirdekler, turuncu alanlar ise anterior
cekirdeklerdir. Her bir medial cekirdek cesitli fizyolojik fonksiyonlar: diizenlemekle
birlikte, hepsinin paylastig1 bazi ortak roller ve birlikte hareket ettikleri amaglar vardir.
Bu amaclar enerji dengesi, sivi dengesi, stres yaniti, yeniden yapilandirma, biiylime
dengesini saglamak, sirkadiyen ritim i¢in diger hipotalamik islevlerle entegrasyon

saglamaktir (6).
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Sekil 4.1.2. Medial hipotalamusun organizasyonu (4)



Hipotalamusun beslenme davranigi lizerindeki etkisiyle ilgili caligmalar cogunlukla
arkuat cekirdek iizerine yogunlagsmistir. Hipotalamusun tiiberal kisminda bulunan
arkuat ¢ekirdek, medyan eminensin yaninda lokalize olmus, kan beyin bariyerinin en
az oldugu beslenme ve metabolizmadan sorumlu bir alandir. Periferal ve santral
dolasimdan gelen hormonal ve beslenmeye bagli metobolik sinyaller koordine bir geri
bildirim cevab1 olugtururlar (12). Son yillarda, elektrofizyoloji, optogenetik,
kemogenetik tekniklerindeki gelismeler yeme davraniginda etki eden spesifik
noronlarin ayirt edilmesine yardimci olmusgtur. Bu caligmalarda arkuat cekirdekte
enerji dengesinden sorumlu Agouti-related peptide (AgRP) ve pro-opiomelanocortin
(POMC) olmak iizere 1yi tanimlanmis iki ana ndron grubu oldugu bulunmustur (13).
AgRP ve POMC noronlart gesitli beyin bolgelerine de projeksiyonlar yaparak viicut
agirligimin diizenlenmesinden ve besin alimindan sorumludur (14). Genel olarak
AgRP noronlart “yemek yeme istegini artirict”, POMC ndronlar1 da “yemek yeme
istegini baskilayic1” rol oynamaktadir (15,16). Arkuat ¢ekirdek medial hipotalamusta
yer alir ve yakinindaki median eminensten kan temin etmektedir. Boylelikle POMC
ve AgRP hiicreleri, bulunduklar1 anatomik lokasyon ve iligkileri sayesinde periferal ve
merkezi sinyalleri beslenme davranisini diizenlemek i¢in gerekli merkezi sinyallere
donustiirtirler (17). Ayrica, bu hiicreler ¢ok sayida norotransmitter ve hormon
tarafindan da modiile edilmektedir. Ornegin grelin, gastrik mukozadan salinir ve
POMC hiicrelerini baskilayan ve AgRP hiicrelerini uyaran indirekt bir mekanizmaya
sahiptir (18, 19). POMC hiicreleri ise, tokluk durumunda yag dokusundan salgilanan
leptin hormonuna duyarlidir ve melanokortin salgilanmasi ile ve merkezi projeksiyon
noronlari iizerinden AgRP hiicrelerini inhibe ederek besin alimini azalmasina neden

olmaktadir (20).

VMH; PVN, LHA ve arkuat ¢ekirdekten ve diger noronlardan projeksiyonlar alarak
bu girdileri entegre ederek ve diger beyin bolgelerine bilgi gondererek besin alimini
artirmakta ya da azaltmaktadir. VMHin beslenmenin merkezi kontroliinden sorumlu
oldugu bilinmektedir (12). Hipotalamik lezyonlarla ilgili yapilan ilk deneysel
caligmalar 1921 yilinda Bailey ve Bremer’in laboratuvar ¢aligmalarina dayanmaktadir
(21) . Kopeklerde basomedial hipotalamusun lezyonunun, hiperfajiye ve obeziteye

neden oldugu bulunmustur. Benzer sekilde ratlarla yapilan eski calismalarda da



basomedial hipotalamik lezyonunun, obeziteye neden oldugu gosterilmistir (22).
Beslenme davranisindaki modern beyin arastirmalart 1939°’da, Horsley-Clarke’in
stereotaktik ~araglart ratlarda kullanmasiyla baglamistir. lerleyen yillarda
hipotalamustaki lezyonlarin kiloya etkisine dair pek ¢ok calisma yapilmistir ve
VMHin ventrolateral bolgelerindeki goreceli lezyonlarin da kilo aliminda etkili oldugu
bulunmustur (23). VMH yaklasik 60 yil 6nce, lezyonlar1 agir1 yeme ve obeziteye neden
oldugu i¢in doygunluk merkezi olarak tanimlanmigstir. Hipotalamustaki primer
doygunluk merkezi VMHtir (24). Medial hipotalamus, arkuat cekirdekten, beynin
diger bolgelerinden, kan dolasimindaki hormonlardan bilgi almaktadir. Bu bdlge,
besin alimin diizenlemek icin beynin diger bolgelerinden girdiler alir ve bu bilgileri
entegre etmektedir (25). VMH in beyindeki doygunluk merkezi oldugunu sdyleyen ilk
kisi 1950’ de Kennedy olmustur (23). Kennedy’nin lipostatik hipotezi, viicut
agirligimin uzun déonem regiilasyonunda VMH in rolii oldugunu diigiindiirmiistiir. Jean
Mayer’in glukostatik teorisine gore ise, VMH doygunlugu glukoreseptorler
araciligiyla saglamaktadir (26). Sonraki caligmalar VMH no6ronlarinin %25-45inin
glukoza duyarli oldugunu gostermistir (27). Medial hipotalamus bolgesi, glukoz
homeostazini regule etmede dnemli role sahiptir. Ozellesmis VMH glukoz duyarl:
noronlar, periferal ipuglar ile kan glukoz diizeyindeki degisimleri entegre etmektedir

(28). VMH, glukoz ile uyarilan ve inhibe edilen noronlar icermektedir.

4.2- Yagh Beslenme

Insanlik tarihi boyunca yemenin temel amaci enerji dengesini saglamak ve kitliktan
korunmak olmugtur. Fakat modern zamanlarda, yiyecek tiiketiminin enerji ihtiyacini
kargilamanin yani sira ¢cok daha fazla sebebi vardir (29). Viicut agirlig1 ve obezite ile
ilgili ¢caligmalar enerji dengesinin altinda yatan mekanizmalara odaklanir. Bununla
birlikte viicut agirlig1 ayn1 zamanda genlerden, yasam tarzindan, sosyal davranislardan
ve cevreden oldukca etkilenir (30). Yakit ihtiyacimizi kargilamak iizere besin alimi
viicudun homeostatik ihtiyaclarini karsilar ve metabolik olarak tetiklenirken diger
yeme eylemleri biligsel, odiil iligkili ve duygusal faktorlere baghidir. Bu ikinci besin
alim tipi “hedonik yeme” olarak adlandirilir. Hedonik yemede yiyecegin kalorik

degerinden ¢ok yemekten alinan haz 6n plandadir ve ozellikle yagh ve sekerli



yiyecekler beyinde 6diil yaniti olusturmaktadir. Yapilan caligmalar yiiksek yagh ve
sekerli yiyeceklerin Odiillendirici etkileriyle, kisiyi doygunluga ragmen yemeye
motive ettigini gostermektedir. Ayn1 zamanda yiiksek kalorili olan bu yiyeceklerin
sagladig1 pozitif hedonik deneyim, cesitli gidalarin yeterince tedarik edilmesine

yardimc1 olan bir etki saglamaktadir (31).

Yagh ve sekerli bir yiyecegin neden digerlerine tercih edildigi ve doygunluga ragmen
bu yiyeceklerin tiiketimine devam edilmesi, bu yiyeceklerin tetikledigi noral yanitlar
hakkinda merak uyandirmaktadir. Kemirgenlerin de, tipki insanlarda oldugu gibi tath
ve yagh yiyeceklere belirgin bir egilimi vardir. Farelerde standart yemden obezojenik
beslenmeye gecildiginde asir1 yemeye basladiklar: net olarak bilinmektedir (32).
Bunun nedeni obezojenik diyetin olusturdugu odiillendirici etkidir. Ozellikle yagh
yiyeceklerin ddiillendirici etkisi oldugu bilinmektedir (33,34). Kronik olarak yiiksek
yagli beslenmenin beyinde 6diil esiginde diigmeye neden oldugu ve bunun da dopamin
D2 reseptorlerinde azalmaya neden oldugu bilinmektedir (35). Yagli ve lezzetli
yiyeceklerin beyinde olusturdugu odiill yamti, viicut agirligim kontrol eden
homeostatik sinyalleri yok saymakta bu da doygunluga ragmen yemeyi
durduramamaya neden olmaktadir (36). Enerji ihtiyac1 ve hedonik deger arasindaki
bu uyumsuzluk yeme bozukluklarina ve obeziteye neden olmaktadir. Yiiksek yagh
beslenmenin, obezite basta olmak lizere diyabet, metabolik sendrom gibi pek ¢ok
hastalik i¢in risk faktorii oldugu bilinmektedir. Beden kitle indeksinin yiyecek
tercihleriyle ilgili olduguna dair kesin kanit vardir ve bu indeksteki artig cogunlukla
yagli yiyecekler ile iligkilidir (37). Besin erisiminin zor oldugu avcilik toplayicilik
doneminde bu hedonik yeme deneyimi avantajli bir etkiye sahipken, giiniimiizde besin
ulagiminin kolay oldugu obezojenik c¢evresel kosulda, yasamda kalmak ve saglikli

olmak i¢in tam tersi sekilde bu hedonik etkiyi baskilamak daha avantajlidir.

Hipotalamus, besin alimini regule eden ndrosinyaller ile enerji dengesi ve homeostazi
saglar. Fakat, yiiksek yagli diyetle beslenen hayvanlarda, hipotalamusta arkuat
cekirdekte POMC hiicrelerinin artan ekpresyonuna, NPY nin azalan ekspresyonuna
ragmen, asir1 yeme ve obezite goriilmektedir. Bu sonuglar hipotalamusta homeostatik

enerji sinyallerinin hiperfajiyi durdurmada yeterli olmadigin1 gostermektedir (38).

10



Yiiksek yagh diyet tiikketiminin anoreksijenik hormonlar olan leptin ve insiiline karsi
hipotalamik direnci arttirdig1 bilinmektedir. Bu diren¢, gida alimi ve termogenez
arasindaki dengenin agamali olarak kaybina yol acar ve beden kitle indeksinde artis ile
sonuglanir (39—41). Adipoziteye karsi insiilinin varligina ragmen, asir1 yemeye baglh
kilo artiginin, noral yanitlarda bir sorundan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Saghikh
bireylerde yaglanma ve agir1 kilo artisindan koruyan fizyolojik mekanizmalarin varligi
bilinmektedir. Obezitenin prevalansindaki artis gdz oniinde bulunduruldugunda, bu

mekanizmalardaki disfonksiyonun dogasinin anlagilmasi 6nem arz etmektedir.

Enerji homeostazi, insiilin ve leptin (42) hormonlarini iceren bir negatif geri bildirim
dongiisii tarafindan diizenlenir. Bu iki hormon hipotalamus arkuat c¢ekirdekteki
noronlar aracilifiyla enerji tiiketimini artirir. Bu ndronlar insiilin ve leptin reseptorleri
eksprese eder ve bu hormonlara dogrudan yanit verir (43,44). Enerji dengesini
saglayan bu model, pozitif enerji dengesi durumunda insiilin ve leptin diizeylerinin
gida alimini azaltmasima, enerji harcanmasini artirmaya ve yaglanmaya karsi
korumaya yonelik noral tepkilere neden olmas1 gerektigini diisiindiirmektedir. Fakat
bu durumun obezitede bozuldugu gozlenmektedir. Obezite durumunda yaglanmada
artigla birlikte insiilin ve leptin seviyeleri artar fakat gida alimi da yiiksek kalir (45).
Bu bulgular diyet kaynakli obezitenin, merkezi sinir sisteminde leptin ve insiiline kars1
bir direng olustugunu, bunun da kilo alimina neden oldugunu gostermektedir. Insiilin
ve leptin ortak hiicreler aras1 mekanizmalar1 kullandigindan (46), bu hormonlara
yonelik noronal diren¢ mekanizmalar1 da aym ya da benzerdir. Yiiksek yagh
beslenmek, introserebroventrikiiler insiilinin gida alimini azaltma ve hipotalamik
sinyal iletimini aktive etme etkisini azaltmaktadir (47). Yiiksek yagli beslenmenin
etkisiyle hipotalamusta, oksidatif stres markerlarinda artig, inflamasyon, endoplazmik
retikulum stresi, otofaji sorunu apoptoz ve noral rejenerasyonda degisiklikler olusur.
Ek olarak, son zamanlarda yapilan caligmalarda, yiliksek yagl bir diyetin enerji
dengesinin hipotalamik kontrolii ve hipotalamik disfonksiyon iizerindeki etkisiyle

ilgili bir dizi mekanizma ortaya c¢ikarilmigtir (48).
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Yiiksek yagh beslenmenin enerji metabolizmasina direkt etkisi bilinmektedir. Enerji
homeostazinin saglanmasi i¢cin merkezi ve periferik sinir sistemi arasinda hormonal ve
noronal bir iletisim ag1 bulunmaktadir. Insiilin ve insiilin reseptorleri iizerinden
gerceklesen enerji dengesinin korunumu, merkezi sinir sisteminde bellekten sorumlu
beyin bolgesi olan hipokampiisii de etkilemektedir. Hipokampiis ve kortekste insiilin
reseptorlerinin ekspresyonu yogundur ve sinaptik insiilin sinyallemesi 68renme ve
bellek i¢in kritiktir. Periferal insiilin duyarsizlif1 merkezi sinir sisteminde dramatik
etkilere neden olabilir (49,50). Yiiksek yagli beslenmenin neden oldugu bilissel
bozulmanin, bozulmus merkezi ve periferal insiilin sinyallemesi ile iligkili oldugunu
gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir (51-53). Ayrica yiiksek yaghh beslenmenin
endokanabinoid sinyallemedeki degisiklikler araciligiyla (54) , mekéansal 6grenmeyi
bozdugu bilinmektedir (55). Yiiksek yagl beslenmenin bellege etkisi i¢in yapilan
calismalarin biiyiik cogunlugu yiiksek yagli beslenmenin hipokampal aktiviteyi

bozdugunu ve bellek testi performansini olumsuz etkiledigini bulmustur (56).

4.3 Glutamat

Glutamat glutamik asit anyonunu ifade eder ve merkezi sinir sistemindeki dominant
uyarici norotransmitterdir. insan beyninin sinaptik baglantilarinin %901ndan fazlasini
olusturur (57). Bir noronun glutamat salmas: ic¢in, glutamat; spesifik vesikiiler
glutamat transporterlar1 (VGLUT1, VGLUT2, VGLUT3) adi verilen sinaptik
vezikiillere yiiksek yogunlukta paketlenmelidir (5, 58). Uyarim geldiginde, glutamat
sinaptik aralifa salinir ve hiicre yiizey reseptorlerine baglanip aktive ederek etkisini
gosterir. Memelilerde, AMPA, kainat, NMDA reseptorleri ve metabotropik glutamat
reseptorleri olmak iizere dort cesit glutamat reseptorii bulunmaktadir. IIk iic aile aktive
oldugunda membran kanallar1 agilir ve iyon gecisine izin verilir yani iyonotropiktir.
Metabotropik aile ise, g protein bagli reseptorlerdir ve sekonder mesajci sistemi ile

etki gosterirler (59).
Noronlar veya glia tarafindan alinan glutamat, norotransmitter olarak yeniden

kullanilabilir, Sinaptik plastisitedeki roliinden dolay1 glutamat, 6grenme ve bellek gibi

kognitif fonksiyonlarda onemli iglev goriir (60). LTP olarak bilinen plastisite formu,
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hipokampiis, neokorteks ve diger beyin bolgelerinde glutamaterjik sinapslar olarak yer
edinir (61). Glutamat ayrica beyin gelisimi boyunca, biiylime Kkonileri ve
sinaptogenezde de 6nemli rol oynar. Ayn1 zamanda glutamat dekarboksilaz etkisiyle
GABA onciisti, protein sentezi, enerji metabolizmas1 veya amonyak fiksasyonu gibi
metabolik amaclar icin de kullanilabilir. Merkezi sinir sisteminde glutamat, bir
presinaptik néronda ya da komsu glial hiicrelerde glutamin dongiisiiniin bir pargasi

olarak glutaminaz enzimi ile glutaminden sentezlenir (62).

Sitrik asit dongiisiiniin bir parcasi olan alfa keto-glutarik asitten sentezlenebildigi icin,
esansiyel olmayan amino asit sinifina girer. Her yerde bulunan dogasina ragmen, hiicre
digt glutamat seviyeleri siki bir sekilde diizenlenir. Presinaptik glutamatin salinimi
biiyiik Olclide norotransmisyon ihtiyacini agar. Glutamat kan beyin bariyerini tek
basina gecemez. Beyinde konsantrasyonunu sabit tutan, yiiksek afiniteli tagima sistemi
ile sinir sisteminden tagmnir (63). Yiiksek glutamat konsantrasyonlari, hizli bir sekilde
temizlenmedik¢e daha fazla iletimi engelleyebilecegi veya norotoksisiteye neden
olabileceginden, sinaptik olarak salinan glutamat, agirlikli olarak astrositler tizerinde
eksprese edilen uyarici amino asit tagtyicilart (GLT-1 ve GLAST) yoluyla hiicre dis1
bosluktan geri doniistiiriiliir. Astrositlerde, geri doniistiiriilen glutamat, glutamin

sentetaz ile glutamine metabolize olabilir ya da TCA siklusuna girebilir (58).

Viicutta homeostaz1 saglayan anahtar beyin bolgesi olan hipotalamustaki noronlarin
peptidler ve néromodiilatorlerin yani sira primer uyarici transmitter olarak glutamat
saldig1 bilinmektedir (64). Ozellikle ventromedial hipotalamus (VMH) taki noronlar
cogunlukla glutamaterjiktir ve dominant hipotalamik transporter olan VGLUT2,
ventromedial niikleusta giiclii bir sekilde eksprese edilir (65). VMH besin alimi, kan
sekerinin ayarlanmasi ve enerjinin diizenlenmesinden sorumlu bir bolgedir. Ilk hiicre-
spesifik Cre faresinde silinmis VGLUT?2 fonksiyonu iizerine ¢alisma 2007°de Tong ve
ark. tarafindan yaymlanmig ve VGLUT2’nin ventromedial hipotalamus (VMH)
noronlari ile ¢caligilmistir (7). VGLUT?2 ekspresyonunun normal emosyonel aktivite ve
psikostimulant-iligkili davramglar icin gerekli oldugu gosterilmistir (66). VTA

bolgesinde VGLUT2 ndronlarinin aktivasyonunun kosullanmig yer tercihi ve
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beslenme davramiginin  kosullanmasinda 0©diil mekanizmasimi tetikledigi ve

dopaminerjik noronlar: aktive ettigi gosterilmistir (67).

Son yapilan c¢aligmalarda tek basmma AgRP ve POMC ndronlarinin beslenme
davranigina etki etmedigi, birgok ndrotransmitterin de beslenme davraniginda rol
aldig1 gosterilmistir. Ozellikle GABAerjik ve glutamaterjik noronlarin enerji
dengesinin siirdiiriilmesi iizerine biiyilik katkis1 oldugu gosterilmistir  (5).
Hipotalamustaki sinaptik aktivitenin ¢ogunu olusturan iki norotransmitter, aminoasit
glutamat ve GABA dir (68). AgRP ve POMC gibi noron gruplarinin yani sira beyinde
cokca ifade edilen glutamaterjik ve GABAerjik noronlarin da arkuat cekirdekte
beslenme davranisina katildig: diisiiniilmektedir (69). POMC ve AgRP noronlarinin
VMH ve PVN gibi basgka hipotalamik ¢ekirdeklerden aktive edici glutamaterjik geri
bildirimler aldig1 da bilinmektedir. Bircok POMC ifade eden ndéronda ayn1 zamanda
glutamaterjik ve GABAerjik belirteclerin de oldugu bilinmektedir. AgRP
noronlarindaki NMDA reseptorlerinin, AgRP salgilayan noronlarin aghik kaynakl
aktivasyonunun belirgin sekilde artmis glutamaterjik girdi ile iligkili oldugunu
gosteren enerji dengesini kontrol etmede kritik bir rol oynadig1 bulunmustur (70).
Arkuat cekirdekte bulunan VGLUT?2 noronlarmin beslenme davranigi lizerinde etkisi
oldugu daha 6nce gosterilmistir (8). POMC noronlarinin aksine bu VGLUT?2 néronlari
cok daha hizli yanmit olusturmakta ve anoreksijenik etkiye sebep olmaktadir. Bir¢ok
POMC ifade eden néronda ayn1 zamanda glutamaterjik ve GABAerjik belirtecler de

bulunmaktadir.

Beslenmenin ince ayarlanmasinda rol oynadigi diisiiniilen PVN bdlgesine LH’den
gelen inhibe edici sinyallerin de glutamaterjik karakterde olabilecegi diisiiniilmektedir.
Tong ve arkadaslari (7), insiilin kaynakli hipoglisemiye kars1 diizenleyici yanitta VMH
teki glutamaterjik ndronlarin roliinii gostermistir. Glutamatin sinaptik salimi igin
gerekli olan VGLUT tan yoksun farelerin SF1 néronlarinda, viicut agirliginda artis ve
hipoglisemiye kars1 diizenleyici yanitta bozulma oldugu bulunmustur. Bu nedenle,
medial hipotalamus néronlarindan glutamat salinimi bu sistemde 6nemli bir bilesendir.
Dahasi, son caligmalar, akut hipogliseminin saptanmasinda ve glukoza kars

diizenleyici yanitin baslamasinda VMH icinde AMPK (Aktive Edici Protein
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Kinaz)’nin bir rolii oldugunu gostermistir (71). VMH noéronlart ¢ogunlukla
glutamaterjiktir ve  VGLUT-2 kodlayan mRNA ekspresyonu yiiksek seviyede
bulunmaktadir (65). Medial hipotalamusun glutamaterjik néronlardan zengin olmasi,

fizyolojik ve davranigsal yanitlarin kontroliinde 6nemli rol oynadigini gdstermektedir.

Hipotalamustaki glutamat saliniminin  metabolik durumdan etkilendigi de
bilinmektedir. Yiyecek yoksunlugu uyarici sinaptik girdiyi artirmaktadir. Bagirsaktan
salinan grelin, glutamat salimimi artirmakta, AgRP ifade eden noronlar1 aktive etmek
iizere presinaptik reseptorlere etki etmektedir (72). Leptin araciligiyla hipotalamik
astrositlerdeki faktorlerin transportu saglanir ve enerji homeostazinda énemli rol oynar
(73). Hipotalamustaki glutamaterjik hiicreler tat tercihinde de etkilidir. AgRP eksprese
eden noronlarin aktivasyonundan sonra, LHA’da glutamat néronlarinin tat tercihini iki
yolla belirledigi bilinmektedir. Glutamat ndronlar lateral septuma projeksiyonlari tath
tadin tercihine neden olurken, lateral habenulaya projeksiyonu ise aci tatlara
duyarlilig1 azaltir (74). Obezitede yiiksek kalorili (yagh ve sekerli) yiyeceklere egilim
oldugu diislintildiiglinde asir1 yemenin altinda yatan mekanizmalarin glutamat
projeksiyonlar1 ile iliskili oldugu disiiniilebilir. Yiiksek yagli beslenmenin
hipotalamusta sitokin konstantrasyonunda artisa ve mikrogliozis, astrositozis ve
ndronal hasara neden oldugu bilinmektedir. Bu inflamasyon durumu kilo alimina ve
obezite gelisimine neden olmaktadir (75). Ozellikle medial hipotalamus glutamaterjik
hiicrelerinin beslenme durumundan nasil etkilendigi ve bu hiicrelerin davranigsal

siireglere etkisi ¢calismamizin aragtirma konusudur.

4.4 Ogrenme ve Bellek

Bir canli tiiriiniin hayatta kalmasi i¢in temel ihtiyaglarin1 karsilamasi gerekir ve bu
ihtiyaglar1 karsilamak i¢in cevre ile etkilesim kurmali, hangi nesnelerin giivenli
oldugunu ayirt etmelidir. Ogrenme, organizmalarin siirekli degisen g¢evreye
adaptasyonu icin firsat saglayan bir yetidir (77). Genel tanima goére O6grenme,
davraniglarda goreli olarak kalici degisimlere yol agan deneyimlerdir. Ogrenme

organizmanin bir seyi yapmamay1 0grenmesi, davranig dagarcigindan bir eksilme

olmasi olarak da tanimlanabilmektedir (77). Ogrenmenin varlig1 icin davramslarda bir
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degisme olmalidir, davranigtaki degisim kalici olmalidir ve davranistaki bu degisim
cevre ile etkilesim sonucunda, yani bir yasantinin {iriinii olmalidir (78). Bellek; veri ve
bilgilerin kodlandig1, depolandig1 ve ihtiya¢ duyuldugunda geri c¢agirildigi beyin
yetisidir. Gelecekteki davranisi sekillendirmek i¢in bilginin yeniden kullanilmasi
bellek sayesinde miimkiindiir (79). Bellek, duyusal isleme, ¢alisma bellegi ve uzun
stireli bellek gibi i¢sel ve digsal fonksiyonlardan olusan bir bilgi islemleme siirecidir
(80). Duyusal bilgi dis diinyadan alinir ve noronlar aracilifiyla fiziksel veya kimyasal
forma doniistiiriilerek farkli yogunluklarda etki eder. Hipokampiis, amigdala, stiratum,
mamillar cisimcik gibi farkli beyin bolgeleri bellegin néroanatomisini olusturur ve
farkli beyin bolgeleri bellegin farkli bilesenleri ile iliskilendirilir. Hipokampiis
mekansal 6grenme ve agik bellek ile iligkilendirilirken, amigdala duygusal bellek ile
iliskilendirilmektedir (81). Bununla birlikte 6grenme ve bellegi yalnizca spesifik beyin
bolgeleri ile anlamak miimkiin degildir. Ogrenme ve bellek néral sinapslarda
degisiklikleri iceren bir siirectir ve uzun siireli potansiasyon (LTP) ve uzun siireli

depresyon (LTD) araciligiyla diizenlendigi bilinmektedir (82,83).

Ogrenme ve bellegin hiicresel diizeyde temsilini saglayan sinaptik plastisite
mekanizmalar1 olan LTP ve LTD siireclerinde; glutamat ve glutamat reseptorlerinin
anahtar rol oynadig1 bilinmektedir. LTP sinapslarin son aktivitesine dayanan kalic1 bir
giiclendirmedir. Bunlar, iki ndron arasinda sinyal iletiminde uzun stireli bir artisa
neden olan sinaptik aktivite kaliplaridir (9). LTP yaygin olarak 6grenme ve hafizay1
olusturan ana hiicresel mekanizmalardan biri olarak kabul edilir (84). LTP sinyal
yolaklari, spesifik hiicreleri ve reseptorleri kullanir. Hipokampal LTP; NMDA
reseptorlerine, digerlerinin bir bolimii metabotrofik glutamat reseptdrlerine baglidir.
AMPA reseptorleri, beyinde en ¢ok bulunan glutamat reseptoriidiir ve uyarici
aktivitelerin biiyiik kismimi modiile eder. Sinapslarda AMPA reseptor sayist arttikca
gelecek uyaricilarin postsinaptik yanita doniisme ihtimalleri artar (85). Beyinde
yiikksek miktarda bulunan glutamat ve reseptorleri, 6grenme ve bellek ile ilgili

stireclerde 6nemli rol oynamaktadir.

Beslenme regiilasyonu ve homeostaz i¢in anahtar beyin bolgesi olan hipotalamusun

ogrenme ve bellege katkisi son yillarda yapilan ¢aligmalarda ele alinmaya baglamistir.
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Hipotalamus, obeziteye yatkinlik ya da direnci belirlerken bir “metabolik bellek™
gorevi gormektedir. Homeostazdan sorumlu ana beyin bolgesi olan hipotalamusun
yiyeceklerin duyusal bilesenlerini hatirlamaktan farkli bir metabolik 6grenmeden
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (86). Hipotalamusun elektriksel stimiilasyonunun
bellegi giiclendirdigini gosteren eski caligmalar mevcuttur (87,88). Bu bdlgenin,
organizmanin simdiki fizyolojik ve davranmigsal durumuna dayanarak Ogrenme ve
bellek gibi kognitif siirecleri yonlendirdigi bilinmektedir (89). Lateral hipotalamus
lezyonlu sicanlarin daha ©Once Ogrenilmis tat isteklerini hatirlayabildigi, ancak
yenilerini 68renemedi8i gosterilmistir (90). Lateral hipotalamusun intrakranial
stimiilasyonunun, bellek konsolidasyonunu giiclendirdigi, bu giiclendirmenin
hipokampiiste cesitli sinyal yolaklariyla noroplastisite aracilifiyla gerceklestigi
bulunmugtur  (91).  Alzheimer hastalarinda hipotalamusun derin  beyin
stimiilasyonunun tedavi olarak kullanildig1 bilinmektedir (92). Benzer sekilde
obezlerle yapilan bir calismada bilateral hipotalamik derin beyin stimiilasyonunun
otobiyografik bellegi uyardigi bulunmustur (93). Bu calismalar, beslenmenin
regiilasyonunu saglayan hipotalamusun bellek ile iligkilerini farkli yonlerden ele
almigtir. Bu iliskiler g6z Oniine alindiginda, beslenme bi¢iminde yapilan

degisikliklerin de bellege etkisi de aragtirma konusu olmaktadir.

Ogrenme ve bellek gibi kognitif fonksiyonlarin beslenme biciminden etkilendigi
bilinmektedir. Yapilan c¢aligmalar beslenmenin ve yiyecege iliskin c¢evrenin
kognisyon, motivasyon ve davranigsal kontrol iizerinde etkileri oldugunu
gostermektedir (94). Doymus yag ve rafine karbonhidrat iceren diyetlerin asir
tiiketimi yalmzca obeziteyle degil, kognitif fonksiyonlarda azalma ile de iligkilidir
(95). Ogrenme, bellek ve davramgsal kontrol ile ilgili beyin bolgelerinin beslenmeden
etkilendigi bilinmektedir (94,96). Yiiksek yagli ve sekerli beslenmenin, farelerde
dopamin seviyesini artirdi81; bellekle iligkili bolgeler olan striatum ve hipokampiiste
metabolitlere neden oldugu bulunmugtur (97). Yiiksek yagl beslenmenin farelerde
bellege olumsuz etkileri gosterilmistir. 12 hafta yiiksek yagh diyetle beslenen
hayvanlarin, 12 hafta standart pelet yeme gecirilmesiyle diyete bagli gelisen kognitif
ve duygusal siire¢lerde onarimin sagladig: bilinmektedir (96). 10 giinliik yiiksek yagh
yiiksek sekerli diyetin hipokampal Glut-1 glukoz transporterinda diisiise neden
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olmaktadir. Bu diislis 6grenme ve bellek sorunlariyla iligkilendirilmigtir (98,99). Pek
cok caligma obezite ve kognitif bozulma arasindaki iligkiyi gostermistir (100,101).
Kognitif fonksiyonlardaki bu bozulma, BDNF (Beyin tiirevli norotrofik faktor)
seviyelerinde azalma, glutamaterjik sinyallemede degisimler ve insiilin
regiilasyonunda bozulma gibi farkli mekanizmalarla agiklanmaktadir (102). Yiiksek
yagli beslenmenin bellek iizerine olumsuz etkileri beslenme siiresine gore de
degiskenlik gostermektedir. 5 hafta boyunca yiiksek yaglh diyetle beslenen fareler obje
tanima testinde kontrole gore ayn1 performans gosterirken (103), 21 hafta ytiksek yagh
diyetle beslenen farelerde tanima belleginde bariz bozulma goriilmiistiir (104). 8 ve 16
hafta yiiksek yagli beslenmenin etkisini belirlemek i¢in yapilan obje tanima testinde;
8 hafta yiiksek yagli beslenen farelerin kontrol ile benzer performans gosterdigi, 16
hafta yiiksek yaglh beslenen farelerin kontrole gére daha bagarisiz oldugu bulunmustur
(105). Sonug olarak, uzun dénem boyunca (20-21 hafta) yiiksek yagl diyetle beslenen
fareler cesitli caligmalarda mekansal bellekte ve mekansal 6grenmede bozulma

gostermistir (106-109).

Obez bireyler hipotalamik dirence sahiptir ve leptinin anoreksijenik uyarimini
alamazlar. Hipotalamustaki bu disregulasyon istah ve besin aliminda artisga ve
obeziteye neden olur (110,111) Periferal ipuclar1 ve arkuat cekirdekteki noronal
yanitlar arasindaki entegrasyon oldukga hassastir ve kolaylikla bozulabilir. Farelerde
bir giinliik yiiksek yagli diyetin, hipotalamik IL-6 ve TNF alfa ekspresyonunu ve
mikroglial hiicrelerin aktivasyonunu artirdig1 bilinmektedir (112). 3 giin boyunca
yiiksek yagl diyetle beslenen farelerde noroinflamasyon, gliosis ve noral injury
markerlarinda artis bulunmugtur (113). Uzun siire yiiksek yagli beslenmenin ve
obezitenin, hipotalamik dirence ve norosinyalleme mekanizmasinda duyarsizlasmaya
neden oldugu bilinmektedir. Yiiksek yagli beslenmenin bellek iizerine olumsuz etkileri
de goz Oniinde bulundurularak, bu ¢aligmada; hipotalamusta 6zellikle bellek icin
anahtar rol oynayan glutamaterjik hiicreler iizerinden bir duyarsizlasma olmasinin,

bellege olumsuz etkiye neden olabilecegi hipotez edilmistir.
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4.5 Kemogenetik Stimulasyon

Insanda farkli beyin bélgelerinin fonksiyonlarmi belirlemek icin yapilan ¢alismalar,
tarth boyunca aragtirma konusu olmugtur. Yapilan ilk c¢alismalar lezyon
arastirmalarina dayanmaktadir. Klinik ¢aligmalar ve beyin hasar1 gozlemleri ile farkl
beyin bolgelerinin fonksiyonlar: haritalanmistir. Beyin bolgelerinin iglevleri ve noral
devrelerin iletisimleri yillar icinde acikliga kavusmaya baglamistir. Davranigsal
degisiklik saglamak, tedavi edici olarak kullanmak, islevleri daha detayl aragtirmak
gibi sebeplerle spesifik noral devrelerin aktivasyonu veya inhibisyonu i¢in cesitli
yontemler denenmigtir. Optogenetik ve kemogenetik yOntemlerdeki gelismeler,
hedeflenen beyin bolgesindeki spesifik noronal popiilasyonlarin aktivasyonu ya da
inhibisyonunu saglamaya yardimci olmaktadir. DREADD adi1 verilen bu tekniklerde,
spesifik noronlar icin 151k ile aktive olabilen iyon kanallar1 veya tasarimci ilag
tarafindan ©zel olarak etkinlestirilen tasarimci reseptorler kullanilmaktadir (114).
Optogenetik yontemde; 1518a duyarli kanallar norona viral olarak yerlestirilmekte ve
bu kanala sahip hiicreler 1sikla manipiile edilebilir hale gelmektedir. Kemogenetik
yontemde ise bu hiicreleri aktive etmek i¢in kimyasal olarak tasarlanmis reseptorler ve
bu reseptorlere 0zgii eksojen molekiiller kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalarda kemogenetik yontem, cogunlukla beyin aktivitesi ve davranis arasindaki

iliskiyi anlamak i¢in kullanilmaktadir (115).

Belirli bir noron popiilasyonunun spesifik olarak uyarilmasi i¢in hiicre i¢i ve hiicreler
aras1 sinyal iletimindeki elektrokimyasal gradyan, avantaj saglamaktadir.
Elektrokimyasal gradyanlar, besin taginmasi, enerji iiretimi, hiicre i¢i sinyal iletimi ve
uzun menzilli elektriksel iletim gibi temel hiicresel fonksiyonlar1 kolaylagtirmaktadir.
Iyon kanallar1 hiicresel elektriksel aktiviteyi kontrol ettikleri icin, hiicresel
fonksiyonlarda baglica hedeflerdir (116). Iyon kanallari, kii¢iik molekiil veya peptit
agonistleri veya antagonistleri ile veya dolayl1 olarak G proteini bagli reseptor sinyali
yoluyla bozulabilmektedir (117,118). Iyon kanallar1 ve reseptdrlerin uyarimi
farmokolojik olarak miimkiin olmasina ragmen (119-122), bu kanal ve reseptorler ¢ok
sayida hiicre popiilasyonu tarafindan eksprese edildigi icin manipiilasyonlarin

seciciligi yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle hiicresel elektriksel aktiviteyi kontrol
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edebilmek i¢in; kemogenetik yontem olarak bilinen, ekzojen olarak tasarlanmig
reseptor ve iyon kanallar gelistirilmistir (123—125). Kemogenetik araclar, spesifik bir
hiicre popiilasyonunu hedef alir ve bir kimyasal ligand araciligiyla hizla acilip
kapanabilen bir hiicresel yolu transgenik olarak igletir (124). Kemogenetik yontem
sayesinde; hemen hemen her hiicre popiilasyonuna uygulanabilen ayarlanabilir, se¢ici
reseptor / ligand sistemi tasarlanarak hiicresel yollarin kimyasal kontrolii
saglanmaktadir. Kemogenetik araclarin iki temel 6zelligi vardir. Birincisi; transgenik
isletici normalde hiicrelere kars1 etkisizdir, endojen ve ligandlara yamt1 diisiiktiir.
Ikincisi; ekzojen ligand, isletici transgeni icermeyen hiicrelere zararsizdir (116).
Kemogenetik yontemde, reseptorleri dizayn etmek icin kullanilan tasarlanmig
makromolekiiller niikleik asit hibritleri (126), kinazlar (127), metabolik enzimler
(128,129), DREADD (130-132) gibi G protein baglh reseptorleri igerir. DREADD en
yaygin bilinen G protein baglh reseptor kullanilan kemogenetik yontemdir (115). Bu
reseptorler sadece ilgili ila¢ (eylemsiz molekiil) tarafindan aktive edilir ve merkezi
sinir sistemi i¢inde ve disinda gerceklesen fizyolojik ve sinirsel siirecleri etkiler.
DREADD, laboratuvar hayvanlarinda hiicresel aktivitenin uzaktan ve gegici olarak
manipiilasyonu i¢in klinik terapotik potansiyeli olan giiclii bir yaklagimdir (133).
DREADD teknolojisinde tasarimci reseptorler; asetilkolin veya diger endojen
norotransmitterler tarafindan aktive edilmeyen, yalnizca tasarimci ilag klozapin n oksit
(CNO) tarafindan aktive edilen; mutasyona ugramis insan muskarinik reseptorleridir

(hM3Dq ;hM4Dq) (Sekil 4.5.1) (132).

hM3Dq hM4Di
CNO CNO

. s
@T cAKAPl

Sekil 4.5.1. DREADD metodu ile kemogenetik manipiilasyon (16)
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Kemogenetik ve optogenetikte spesifik noral dongiilerin manipiilasyonunda basarili
olmak i¢in hedefleme stratejisi onemlidir. Hedeflenen noron popiilasyonu, hiicre
govdeleri veya projeksiyonlarimi hedeflemek icin pek cok metot vardir (134).
Optogenetik ve kemogenetikte; hedeflenen noronal popiilasyon i¢in, spesifik bir genin
transkripsiyonal kontrolii altinda cre rekombinaz enzimi eksprese eden, genetik olarak
modifiye edilmis fareler kullanilir. Ornegin VGlut-Cre fareler; cre yi yalmzca VGlut
ifade eden glumataterjik noronlarinda eksprese eder. Cre-Lox rekombinasyonu,
hiicrelerin DNA'sindaki belirli bolgelerde silmeleri, yerlestirmeleri, yer de8istirmeleri
ve inversiyonlar1 gerceklestirmek icin kullanilan bolgeye 0Ozgii bir rekombinaz
teknolojisidir. DNA modifikasyonunun belirli bir hiicre tipine hedeflenmesini veya
spesifik bir harici uyaran tarafindan tetiklenmesini saglar. DREADD ekspresyonunun
anatomik spesifikligini saglamak icin, hedeflenen beyin bolgesindeki proteinleri ifade
eden viral vektorlerin stereotaktik enjeksiyonunun yapilmasi gereklidir. Cre; iki Lox-
p bolgesi arasinda bolgeye 0zgii rekombinasyonu katalizleyen bir enzimdir (Sekil
4.5.2). DREADD'lerin genetik hedeflemesi i¢in en yaygin kullanilan stratejiler, lokal
olarak iletilen viral enjeksiyonlar ve genetik olarak tasarlanmig hayvan modellerinden
ekspresyondur. DREADD eksprese eden viral vektorlerin stereotaktik olarak verilmesi
anatomik olarak kisitlanmig ekspresyona izin vermektedir. Cre iceren viral vektorler,
DREADD kodlayan ve sadece cre igeren transfekte edilmis hiicrelerde gen
ekspresyonuna neden olan “cift flokslu” genlerle olusturulmaktadir. Viral yapiya bir
floresan etiket eklenir ve hedeflenen hiicre tipi ve beyin bdlgesinde gen
ekspresyonunun histolojik olarak dogrulanmasi saglanmaktadir. Bu iglem icin Cre ile
indiiklenebilen adeno assosiye viriisler (AAV) kullanilmaktadir. Clozapinin periton
icinden uygulanmasiyla yaklasik 45 dakika icinde, metabolize olmus clozapin, kan
beyin bariyerini asip DREADD ifade eden noronlari reseptor diizeyinde uyarmaktadir
(114). Kemogenetik teknolojiler sayesinde, tasarlanmig bir proteinin yiiksek
ekspresyon seviyelerinin, kimyasal aktivasyon yoklugunda ayni etkiye sahip olma
thtimali olmaktadir (135). Bu yontem ile, besin alimi ve istah mekanizmalarinin

manipiilasyonunda da etkili bigimde ¢alisiimaktadir.
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Sekil 4.5.2. Cre-Lox Sistemi (16)

Enerji dengesi, istah, tokluk, enerji harcanimini etkileyen hiicre tipleri ve devrelerinin
karmagik etkilesimi ile diizenlenir. Bu nedenle DREADD'ler, istah1 diizenleyen
noroendokrin devrelerin hiicre tipine 6zgii manipiilasyonu i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (136). Besin arama ve tiiketim davranigini uyarmak i¢cin hM3Dq ile
AgRP noronlarmin akut kemogenetik aktivasyonunun, uzun siireli hiperfajik etkiye
neden oldugu bulunmustur (137). AgRP noronlarimin  hM4di tarafindan
inhibisyonunun ise a¢ hayvanlarda besin alimin1 hizla azalttig1 bilinmektedir (138). Bu
calismada, medial hipotalamusta, VGlut2—Cre hayvanlarda kemogenetik aktivasyon

ile glutamaterjik hiicrelerin uyarilmasinin besin alimi ve davranisa etkisine bakilmigtir.
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S.METOT

5.1 Deney Hayvanlari

Tiim deneylerde yetiskin disi ve erkek Slcl17a6m2ceitovt (kisa adiyla vGlut2-cre) (jax
1d:16963) faresi kullanilmigtir. vGlut2 disi ve erkek fareleri C57BL/6 yabanil fareleri
ile ciftlestirilmigtir. Calismada 12 disi, 12 erkek olmak iizere 24 fare kullanilmugtir.
Deneyde kullanilacak vGlut2-cre faresi daha 6nce Jackson Laboratuvarlarindan satin
alinip Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi (MEDITAM)
biinyesinde iiretilip biiyiitiilmiistiir. Farelerin ad-libitum yiyecek ve suya ulagimi
saglanip, fare bakim odalar1 22C de tutulmugtur. Fareler 12 saat karanlik 12 saat
aydinlik dongiide barmndirilmistir. Hayvan deneyleri izni Istanbul Medipol
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IMU-HADYEK) tarafindan

onaylanmigtir.

Tablo 5.1.1.  Deney Hayvanlar1 Dagilim

Grup Say1 (n) Beslenme Denek
SD grubu 12 Standart pelet yem vGlut2-cre
YYD grubu 12 %60 yaglh yem vGlut2-cre

5.2 Genotipleme ve DNA Eldesi

Annelerinin yaninda yasayan heniiz siitten kesilmemis 28-30 giinliik fareler
kulaklarindan doku ornekleri toplanarak genotipleme yapilmistir. Bunun icin, yavrular
Izofloran ile hafif anestezi altina alindiktan sonra sag kulaklarna numarali kulak
kiipesi takilip yine ayni kulaktan delme pensi kullanilarak 1mm? ¢apinda bir doku
ornegi alinmigtir. Alinan doku pargas1 75ul alkali lizis tamponu (25mM NaOH/EDTA)
iceren 0,2 ml lik PCR tiiplerine konulmustur. Tiipler 1 saat 98°C sicaklikta T100™
Thermal Cycler PCR cihazinda kaynatilmigtir. Ardindan iizerine 75 ul notralizasyon

tamponu (40 mM Tris/HCl) eklenmistir. Pipetleme ve vortexleme islemlerinin
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ardindan 4 dakika 4000rpm hizla santrifiij edilip, siipernatant 0,5 ml tiiplere konulup -
20°C de muhafaza edilmistir.

5.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

1X tampon ¢ozeltisi i¢inde, 0,5 uM geri ve transgenik primer, 200 uM DNTP karimu,
1,25 unit Taq Polimeraz, DNA ve ddH,O eklenerek toplamda 12 ul PZR karigimi
hazirlanmigtir. Tiiplerden birine DNA eklenmemis, bu karisim negatif kontrol olarak

kullanilmigtir. Kullanilan primer dizileri asagida verilmistir:

Tablo 5.3.1. Kullanilan Primer Dizileri

Primer Dizi 5> > 3

Ileri Primer 5’-GAA AAG ATA AGG CCT TCA AGT GCT-3’
I¢ pozitif kontrol geri primer 5’-GAT CTT TCT GCA GTA TCT TCC TTC-3
Transgenik primer 5’-ATC GAC CGG TAA TGC AGG CAA-3

Hazirlanan PZR karigimi, asagida belirtilen protokol kullanilarak T100™ Thermal

Cycler cihazinda cogaltilmisgtir.

Tablo 5.3.2. PZR Protokolii

Dongii Sicakhk Siire

1 95°C 1 dakika

37 95°C 30 saniye
60°C 30 saniye
68°C 1 dakika

1 72°C 5 dakika
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5.4 Agoroz Jel Elektroforezi ve Goriintiilleme

100 ml 1X TAE tampon ¢ozeltisine (40 mM Tris, 20 MM Glasiyal asesit asit, ] Mm
pH:7,6 EDTA) 2 gr agaroz eklenip ¢oziiliip berraklagincaya dek mikrodalga firinda
kaynatilmistir. Kaynayan ¢ozeltinin i¢ine 5 ul safewiev eklenmis ve yiikleme taraklari
takilmig elektroforez kasetine dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra 1X TAE ile
doldurulmusg elektroforez tankina yerlestirilmis ve ardindan her bir kuyucuga 9 ul PZR
tiriinii 1 ul ylikleme boyasi ile karistirilip konulmugtur. Son olarakta, ilk kuyucuga 5
ul DNA belirteci konulmusg ve 100 voltta 20 dakika yiiriitiilmiistiir. Yiirtitiilen 6rnekler
BioRAD ChemiDoc cihazinda goriintiilenmistir. Cikan bantlar yorumlanip, farenin

transgenik olup olmadigina karar verilmistir.

5.5 AAYV Viriis Uretimi

Plazmitler ve Stbl3 E.coli bakterileri Addgene firmasindan temin edilmistir. %4 LB
agar c¢ozeltisi hazirlanip steril edilmistir. Soguyan karisima 100 ul/ml antibiyotik
eklenmis ve LB agar, 10 cm plastik petri kaplarina dokiiliip donmasi saglanmusgtir.
Bakteriler, cogaltilmak iizere petri kaplarina yayilip 37C de inkiibe edilmistir. Ertesi
sabah, olusan tekli koloniler toplanarak, 6nceden hazir edilmis %2 LB iceren s1v1 besi
yerine aktarilmigtir. 37C de 250 rpmde 18 saat boyunca bakteriler cogaltilmigtir. 6000
rpm de 4C de 15 dakika santrifiij edilip siipernatant toplanmistir. Bu iglemler ana
vektor ve yardimci vektorler icin tekrar edilmigtir. Siipernatanttan elde edilecek
DNA’lar Qiagen Endofree Plasmid Kit (Qiagen, 12362) ile izole edilmis ve

konsantrasyonlar1 SpektraMAXx cihazi kullanilarak belirlenmisgtir.

Rekombinant AAV iiretimi i¢in 0zellesmis olan 293 AAYV hiicre hatt1 (Cell BioLabs,
AAV-100), 10 cm petri kaplarina ekilmis ve 37°C ve %5 CO, kosullarinda inkiibatorde
biiyiitiilmiistiir. Hiicreler %70-80 doluluk oranma ulagtiginda transfeksiyon islemi
yapilmigtir. Ana vektor ve yardimc vektorler Opti-MEM transfeksiyon medyumu ve
polietilenimin transfeksiyon ajam steril tiipte karistirllmistir. Bu karisim hiicrelerin
tizerine eklenerek 72 saat boyunca 37°C de %5 CO, kosullarinda inkiibe edilmistir.

Ardindan, hiicreler toplanilarak 5 dakika 4°C 1100 rpm’de santrifiij edilmis ve
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stipernatant toplanmugtir. Elde edilen hiicre ¢cokeltisi NaCl, Tris (pH=8,0) iceren L steil
liziz ¢ozeltisi ile karistinlmistir. Hiicreler sirasiyla kuru buz-%70 EtOH karisiminda
ve 37°C su banyosunda 3 kez 2ser dakika inkiibe edilmistir. Ardindan hiicreler 3
dakika sonikasyon iglemi yapilmistir. Piirifikasyon icin 1 mM MgCl, ve 250 U/mL
Benzonase (Sigma E8263-25K) eklenenen karigim 20 dakika 4°C 4000 rpm’de
santrifiij edilmigtir. igerisinde 10x PBS, 1M MgCl,,1M KClI, 5M NaCl, Iodixanol olan
karisimdan %17lik, %25°lik, %40°lik ve %60°lik ¢ozeltiler hazirlanmigtir. Sirasiyla
%6011k, %40lik, %25lik ve %17,5luk cozeltiler hiicre lizatinin iizerine (Beckman
36625) siringa ile yavag yavas damlatilmigtir. Optiseal ultrasantrifiij tiiplerine konulan
karigim (Beckman Coulter 36625) 6000rpm de 18°Cde 90 dakika santrifiij edilmistir.
Bu gradient sonunda istenilen virlis katmani %40’lik c¢ozelti iceren kisimda
toplanmustir. Onceden sitilmis 1 L’sinde100 mL 10x PBS, 50 gr D-Sorbitol, 42,4 mL
%5 NaCl iceren 1X saklama tampon cozeltisi, Amicon 100K filtreli kolonlardan
(Milipore, UFC910024) gecirilmis ve 3500 rpm de 4C de 30 dakika santrifiij
edilmistir ve bu islem 2 kez tekrarlanmigtir. Bu iglem 1x saklama tampon ¢ozeltisi

eklenerek 2 defa daha tekrarlanmistir. Toplanan viriisler -80C de saklanmuigtir.

5.6 Intrakranial Viriis Enjeksiyonu

vGlut2-cre fareleri (6 haftalik) izofloran kullanilarak bayiltilip stereotaksik enjeksiyon
masasma almmustir (Acu-Rite Inc.). Fareler digleri ve kulaklarindan masaya
sabitlendikten sonra kafa yiizeyindeki killar tirag edilip, calisilacak bolge bisturi ile
acilmigtir. Kafatasina az miktarda hidrojen peroksit uygulanmis ve kemikler belirgin
hale getirilmigtir. Ardindan kafatas1 yilizeyi hidrojen peroksitin fazlaliindan
arindirilip, SteREO Discovery V8 mikroskop altinda makro ve mikro diizeydeki
orantisizliklar giderilip farenin kafasinin miimkiin oldugunca diiz olmas1 saglanmistir.
Kafa yiizeyindeki lamda ve bregma noktalarindan referans alinarak yer-yon ve
yiikseklik/yamukluk tayini yapilmistir. Ardindan hipotalamusun iist kismima denk
gelen kisimda, kafatasina bir diril yardimi ile (Strong 210) kiigtik delik acilmugtir.
Mikromanipiilator (Narishige) kullanilarak viriisiin medial hipotalamusa (bregma -

1.35 mm, orta hat 0.35 mm ve dorsal yiizey 5.70 mm) gitmesi saglanmistir. Sutter P-
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1000 Mikropipet ¢ekici ile cam mikropipetler 1s1 yardimiyla inceltilmistir. Icine
mikrofil ile (World Precision Instrument) ile mineral yag doldurulan cam
mikropipetler Narishge enjektore takilmistir. Beyne kademeli olarak 700ul viriis
enjekte edilmis ve geri sizmay1 Onlemek i¢cin 10 dakika beklenip yavag yavas geri
cikilmig ve bu iglem beynin sag ve sol yarim kiiresi icin de ayni sekilde yapilmustir.
Farenin kafatasi ve derisi temizlenip dikildikten sonra 0.3ml serum fizyolojik, karin

icine enjekte edilip fare anesteziden ¢ikarilmistir. Fareler iyilesme siirecine alinmugtir.

5.7 Yiiksek Yagh Beslenme

Yiiksek yagh diyetin medial hipotalamustaki glutamaterjik hiicrelere ve davraniga
etkisini arastirmak iizere deneklerin yaris1 yiiksek yagli, yarisi standart yem ile
beslenmistir. 24 hafta boyunca uygulanan bu farklilik, 6 disi 6 erkek fareye standart
pelet yem, kalanina ise %60 yaglh yem verilerek saglanmistir. Davranig deneyleri
stirecinde yiiksek yagli diyetle beslenen grup da standart pelet yeme gecirilmisgtir.
Calisma boyunca bu iki grup beslenme ge¢cmislerine dayanarak, gruplar Standart Diyet

(SD) ve Yiiksek Yagh Diyet (YYD) olarak adlandirilmustir.

5.8 Glutamat Noron Aktivasyonu

6 haftalik vGlut2-cre farelere intrakranial olarak enjekte edilen pAAV-EF1a-DIO-
hM3D(Gq)-mCherry viriisii ile 14 giin siireyle medial hipotalamus bolgesindeki
glutamat noronlar1 enfekte edilmisti. DREADD-hM3Dq tasarlanmig G-protein
reseptoriidiir ve clozapine enjeksiyonu ile birlikte Gq uyarici sinyal yolagini aktive
etmektedir. Operasyon sonrasi iyilesme siirecinin sonunda fareler davranis deneyleri
icin tekli kafeslere alinmistir. Farelerin bu kafeslere adaptasyonu icin siire taninmais,
besin tliketimi takip edilerek stabil hale gelmesi beklenmistir. Davranis deneyleri
giindiiz saatlerinde yapilacagi i¢in gece/giindiiz dongiileri ters ¢evrilmis ve farelerin
buna adaptasyonu i¢in zaman taninmistir. Beslenme takibi, obje tanima testi, agik alan
testi ve glukoz tolerans testi deneyleri, kemogenetik araglar ile glutamat ndron

aktivasyonu saglanarak uygulanmistir.
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5.9 Beslenme Takibi

Giindiiz dongiisiinde tiiketilen besin miktarin1 6l¢gmek icin farelerin saat 05.00 de
besinleri alinmig, 16 saatlik a¢liga maruz kalmistir ve deney siiresince besin erigimi
bulunmamigstir. Plasebo giiniinde %0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH, deney giinii ise
clozapine enjekte edilmis ve 30 dakika sonra standart pelet yem sunulmustur. 2 saat

boyunca besin tiiketimi kaydedilmisgtir.

Tablo 5.9.1. Besin Tiiketim Kayd: i¢in Uygulanan Intraperitonal Enjeksiyonlar

Giin Saat i.p enjeksiyon

1 21.00 %09 NaCl + 5 mg/kg EtOH
3 21.00 Clozapine

5 21.00 Clozapine

Clozapine enjeksiyonu iki ayr1 giin tekrarlanmig ve tiiketilen yem miktari kaydedilerek

iki giiniin ortalamasi alinmugtir.

510 Acik Alan Testi

Acik alan testi, lokomotor aktivite, anksiyete, kesif davranisini 6l¢en bir davranig
testidir. Calismada plasebo ve iki deney giinii olmak iizere 3 giin boyunca 40x40 cm
lik acik alanda her bir fare 10 dk tutulmugtur. Plasebo giinii, deneyden 20 dk dnce
%0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH enjeksiyonu yapilmis, deney giinlerinde ise deneyden 20
dk Once intraperitoneal clozapine enjeksiyonu yapilmistir. Merkezde ve cevrede

gecirilen zaman ve toplam alinan mesafe ANY-maze programu ile kaydedilmisgtir.

511 Obje Tanima Testi
Obje tanima testi, farelerde 6grenme ve bellegin farkli fazlari gorece hizli ve etkili

O0lcmeyi saglayan bir davranig testidir. Test habitasyon, alistirma ve test olmak {izere

3 asamadan olugmaktadir (Sekil 5.8.1). Alistirma agsamas1 ayni iki objenin kesfini, test
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asamasl ise onceki objelerden birinin kaldirilip yerine yeni bir obje yerlestirilmesini
icermektedir. Farelerin yeni olani tercih etmeye egilimlerinden dolayi, bir fare tanidik
olani hatirlamakta ve yeni nesne ile daha fazla zaman gecirmektedir (139,140).
Calismada obje tanima testi i¢in 40x40 cm ebatlarinda kare, beyaz zeminli, pleksi
deney diizenegi kullanilmustir. {lk giin fareler habitasyon igin 5 dk, deney diizenegi
bos olarak bekletilmistir. Alistirma asamasinda (T1) fareler bu diizenekte birinci giin
ayn1 iki nesne ile, test giinii (T2) nesnelerden birinin yerine yeni bir nesne ile 10 dk

boyunca kesif icin bekletilmis ve nesnelerle gegirilen zamanlar analiz edilmigtir.

1.Giin (TO) 2. Giin(T1) 3. Giin (T2)

D

5 dk 10 dk m 10 dk
Habitasyon Aligtirma Test

Sekil 5.11.1. Obje Tanima Testi Plan

Her bir deney arasinda deney diizenegi ve nesneler kokuyu yok etmek i¢in %70 etanol
ile dezenfekte edilmigtir. Deney 2 giinden olustugu i¢in, her iki giin de farelerin
yarisina deneyden 20 dk once %0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH enjeksiyonu, diger yarisina
ise deneyden 20 dk Once intraperitoneal clozapine enjeksiyonu yapilmistir. Deney 2

tur seklinde tekrarlanmis ve diger turda enjeksiyonlar ters ¢evrilmistir (Tablo 5.8.1).

Tablo 5.11.1. Obje Tanima Testi I¢in Uygulanan Intraperitonal Enjeksiyonlar

Tur Giin i.p enjeksiyon

- Habitasyon (TO) -

1. tur Aligtirma (T1) 9%0.,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH / CNO
Test (T2) CNO/ %0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH

2. tur Alistirma (T1) %0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH / CNO
Test (T2) CNO / %0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH
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5.12 Glikoz Tolerans Testi

Glikoz tolerans testinden 16 saat Once farelere besin kisitlamasi uygulanmistir. 16
saatlik acligin sonunda farelerin kuyruguna bisturi ile kesik atilmistir. Vendz kan,
seker Ol¢lim ¢ubuguna konulmus ve seker Ol¢lim cihazi ile Ol¢lilmiistiir. 30 dakika
sonra farelere intraperitonal olarak %0,9 NaCl + 5 mg/kg EtOH (plasebo giinii) veya
%0,9 NaCl + 5 mg/kg clozapine (deney giinii) enjekte edilmis ve kan sekerleri
Ol¢iilmiistlir. Bu enjeksiyondan 30 dakika sonra intraperitonal olarak 2 g/kg D-Glikoz
(dekstroz) enjekte edilmis ve kan sekeri 6l¢iilmiisiir. Kan sekeri 6l¢imii, 90, 120 ve

150. dakikalarda tekrarlanmistir.

5.13 Doku Fiksasyonu ve Kesit Alma

Davranig deneylerinden sonra farelere, sirasiyla fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi ve %4
paraformaldehit fiksatifi (PFA) ile kardiyak perflizyon yapilmistir. Sakrifiye edilen
farelerin beyinleri ¢ikartilmigtir. Beyinler once 4°C’de 4 saat %4’liikk PFA i¢inde,
sonra 4°C’de 24 saat %30’luk siikroz ¢ozeltisi i¢inde bekletilmistir. 10 mL H2O igine
0,4 g diisiik donma sicaklifina sahip agaroz katilmig ve c¢ozelti berraklagana kadar
kaynatilmistir. Beyinler fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra bu ¢ozelti
icine gomiilmiis ve jel kivamina gelene kadar beklenmistir. VT1000S vibratom ile 50

pm kalinliginda kesitler alinmisgtir.

5.14 Mikroskobik Goriintilleme ve Analiz

Kesitler Zeiss LSM 780 Konfokal Mikroskopta, kirmizi ChR?2 floresan proteinleri
goriintiilemek i¢in 610 nm dalga boyunda goriintiilenmistir. Medial hipotalamusta
glutamaterjik hiicreleri transfekte olan deneklerin deneyleri degerlendirilmeye
almmustir. Davranis deneyleri ANY-maze programi aracilif ile kayit altina alinmig ve
analiz edilmistir. Istatistiksel analizler Prism 6.0 (GraphPad) programi kullamlarak
gergeklestirilmigtir. Sonuclar, Student’s t-test ile degerlendirilmistir. Tiim degerler +
standart hata olarak gOsterilmistir. p>0,05; istatistiksel olarak anlamsiz kabul

edilmistir. p < 0,05; *,p < 0,01; **, p<0,001; *** olarak gosterilmistir.
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6- BULGULAR

6.1 Genotipleme

Yapilan deneylerde yalnizca 30 giinlilk VGlut2-cre transgenik fareler kullanilmigtir.
Genotipleme sonucuna gore ayn1 batindan dogan transgenik fareler ayni deneyler icin
kullanilmigtir. Farelerin hepsine 6 haftalikken pAAV-EF1a-DIO-hM3D(Gq)-mCherry

enjeksiyonu yapilmistir. Transgenik olmayan fareler deneylere dahil edilmemistir.

6.2 Mikroskobik Analiz

Deneylerin tamamlanmasmin ardindan deneklerin beyni c¢ikarilip fikse edilerek
enjeksiyonlarin tutarlilif1 teyit edilmigtir. Tutarsiz enjeksiyonlar tespit edilerek deney

gruplarindan ¢ikarilmagtir.

_____________

Sekil 6.2.1 pAAV-EF1a-DIOhM3D(Gq)-mCherry enjekte edilmis Vglut2-cre

farelerin medial hipotalamus bolgelerinde floresan goriintiileri
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6.3 Besin Tiiketimi

Glutamat noronlarinin kemogenetik aktivasyonunda besin tiiketimindeki degisimi
gozlemleyebilmek i¢in intrakraniyal olarak pAAV-EF1a-DIO-hM3D(Gq)-mCherry
enjekte edilmis VGlut2-cre transgenik fareler davranis deneylerine alinmigtir. 16
saatlik agliga maruz birakilan fareler, giindiiz dongiisiinde deneye alinmig ve deney
siiresince besin erisimleri engellenmistir. Intraperitonal enjeksiyondan 30 dk sonra
besin sunulmasiyla, besin tiiketim 6l¢iimii baglatilmigtir. Bu dl¢iimlere gore, Hm3dq-
SD grubuna plasebo verilen giinde besin tiiketimi 1,57 g (0,75 g) olarak olg¢iiliirken,
glutamat aktivasyonunda besin tiiketimi belirgin azalma gostererek 0,64g (£0,32 g)

olarak belirlenmistir (Sekil 6.3.1).

18

16

14

1,2

Tuketilen pelet miktari (g)

hM3Dg-SD hM3Dg-YYD

m Plasebo @Clozapine

Sekil 6.3.1. SD ve YYD ile beslenen farelerde glutamat néron aktivasyonunun 4 saatlik
besin tiiketimleri ortalamalarina etkisi

Clozapine verilen giinlerdeki bu azalmanin, plasebo grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli oldugu hesaplanmistir (p<0,05). Hm3dq-YYD grubu fareleri de benzer
sekilde, plasebo giiniinde 1,61 g (£0,66 g), glutamat aktivasyonunda ise ortalama
0,53g (£0,23g) besin tiikketmistir ve bu azalmanin da istatistiksel olarak anlamli oldugu

bulunmustur (p<0,01).
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6.4 Acik Alan Testi

Fareler acik alan testi i¢in deney diizenegine alinmadan 20 dk Once, giindiiz
dongiisiinde, bir giin intraperitonal plasebo enjeksiyonu yapilmig, iki ayr1 deney
giiniinde ise clozapine enjeksiyonu yapilarak, bu iki giinii ortalamasi alinmigtir. Fareler
merkezde gegirilen siire (s) agisindan degerlendirildiginde, Hm3dq-SD grubundaki
farelerin plasebo giiniinde ortalama 30,5 s (32 s), glutamat aktivasyonunda ise benzer
bicimde, ortalama 30,13 s (+5,2 s) zaman gecirdigi bulunmustur. Hm3dq-YYD
grubundaki farelerde ise; plasebo giiniinde ortalama 33,9 s (+17,5) zaman gecirirken,
glutamat aktivasyonunda bu siire ortalama 172,7 s (£99,5 s) e ¢cikmistir (Sekil 6.4.1).
Hm3dq-YYD grubunda glutamat aktivasyonu ile goriilen bu artig istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,01).

250

sk

200

150

100

Merkezde gegirilen siire (s)

50

Hm3dg-SD Hm3dg-YYD

m Plasebo @@ Clozapine

Sekil 6.4.1. SD ve YYD ile beslenen farelerde glutamat néron aktivasyonunun agik alan
testinde merkezde gegirilen siireye etkisi

Acik alan testinde toplam alinan mesafe (m) analizlerine gore, Hm3dq-SD grubunda
plasebo giiniinde toplam alinan mesafe ortalama 11,2 m (9 m) iken, glutamat
aktivasyonunda bu mesafe 23 m (+15,4m) ye yiikselmistir (Sekil 6.3.2). Glutamat
aktivasyonu ile olusan bu artis istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,01). Bu artis, yiiksek
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yaglh beslenme durumunda ortadan kaybolmus ve; Hm3dq-YYD grubunda plasebo
giiniinde toplam mesafe ortalama 15,6 m (7 m), glutamat aktivasyonunda ise
ortalama 18,63 m (+3 m) olarak bulunmustur. Bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05). Her iki enjeksiyonda YYD ve SD gruplar1 kendi iginde
kiyaslandiginda gruplar arasi farkin da istatistiksel olarak anlamli olmadig:

saptanmugtir (p>0,05).

30 o

25

20

15

10

Toplam mesafe (m)

(V)

Hm3dq-SD Hm3dq-YYD
B Plasebo @Clozapine

Sekil 6.4.2. SD ve YYD ile beslenen farelerde glutamat néron aktivasyonunun agik alan
testinde toplam alinan mesafeye etkisi

6.5 Obje Tanima Testi

Obje tanima testi farkli zamanlarda gergeklestirilen 2 turdan olugsmustur. Testte
kullanilan iki objeyi ayirt etmek icin; objelerin bulunduklari bolgelere “sabit” ve
“degisen” olarak isim verilmistir. Degisen bolgede ilk giin sabit bolgedeki ile aymi
nesne bulunmakta, ikinci giin ise yeni nesne yer almaktadir. 1. turda clozapine
enjeksiyonu yapilmamistir. Hm3dqg-SD grubu, birinci giin toplam vaktinin %50,3iinii
degisen bolgede gecirirken, ikinci giin degisen bolgede gecirdigi siire toplam siirenin
%74,11 olarak analiz edilmistir (Sekil 6.5.1). Bu artig istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 6.5.1. Hm3Dg-SD grubu; obje tanima testinde sabit ve degisen bolgelerde gegirilen
stirenin yiizde dagiliminin iki giin arasinda kiyasi

Hm3dqg-YYD grubunda ise bu artis ortadan kalkmig ve birinci giin de8isen bolgede
toplam vaktinin %48.8 ini gecirirken, ikinci giin bu oran %351 olarak bulunmugtur
(Sekil 6.5.2). Ikinci giin SD ve YYD gruplarinin degisen bolgede gecirdikleri ortalama
siirelerin ylizdeleri kiyaslandiginda iki grup arasindaki farkin anlamli oldugu
saptanmugtir (p<0,05).
80
70
60
50
40
30
20

10

Gegirilen ortalama stirenin ylizdesi

1.gln 2.gln

W sabit bolge @degisen bolge

Sekil 6.5.2. Hm3Dg-YYD grubu; obje tanima testinde sabit ve degisen bolgelerde gecirilen
stirenin yiizde dagiliminin iki giin arasinda kiyasi
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Ikinci turda, YYD grubundaki fareler plasebo enjeksiyonunda, 1. giin degisen bolgede
toplam siirelerinin %57(+12,8) sini gecirirken, ikinci giin bu siire toplam siirenin %28
(£17,2)ine diismiistiir. 1ki giin arasindaki bu azalma istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0,05). YYD grubunda glutamaterjik hiicrelerin aktive edilmesiyle 2.
giin deg8isen bolgede gecirilen ortalama siire %52,5 (£12,4) e yiikselmistir. Clozapine

enjeksiyonu ile ortaya c¢ikan bu yiikselme istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,05).
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Sekil 6.5.3. Hm3Dg-Y YD grubunda glutamat aktivasyonunun degisen bolgede gecirilen
stireye etkisi

SD grubunda plasebo enjeksiyonunda degisen bolgede gecirilen siire birinci giin %58
(£16,7) iken ikinci giin %63 (+30,4) e ¢cikmistir. Kontrol enjeksiyonundaki bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Clozapine enjeksiyonu giiniinde ise,
degisen bolgede birinci giin toplam siirenin %46,5 (+18,1) ini ge¢irmis, ikinci giin bu
siire %56,8 (£10,6) e cikmistir (Sekil 6.5.4). Bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 6.5.4. Hm3Dg-SD grubunda glutamat aktivasyonunun degisen bolgede gecirilen siireye
etkisi

6.6 Glikoz Tolerans Testi

pAAV-EF1a-DIO-hM3D(Gq)-mCherry enjekte edilmis fareler glikoz tolerans testi
icin 16 saat agliga maruz birakilmistir. Farelerin deney siiresince besine erisimleri
engellenmistir. Farelerin kuyruklarindan bisturi yardimiyla olusturulan kesikten 30
dakika arayla ven6z kan alinmaya baglanmustir. ilk 30 dakikanin baginda kan sekeri
Olctimii yapilmadan hemen 6nce, farelere intraperitonal olarak plasebo veya Clozapine
enjekte edilmistir. Ikinci 30 dakikanin baginda ise yine kan sekeri 6l¢iimii yapilmadan
hemen once 2 g/kg konsantrasyonunda dekstroz enjekte edilmistir. Kan gsekeri

Olctimiine 150. dakikaya kadar devam edilmistir.

Buna gore, SD grubunda; dekstroz enjeksiyonundan sonra kan sekeri plasebo verilen
giinde ortalama 187,7 mg/dl (+14,91 mg/dl), clozapine verilen giinde 176 mg/dL (12,4
mg/dL) seviyesine ulagmistir. Hm3Dq-Y YD grubunda ise, plasebo giiniinde kan sekeri
ortalalama 179,9 mg/dl (x30mg/dl), clozapine giiniinde ise ortalama 157.5 mg/dl
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(20,7 mg/dl) olarak bulunmugtur. 120. dakikada her iki grubun kan sekeri orantilt
olarak azalmaya baglamistir (Sekil 6.6.1, Sekil 6.6.2). Her iki grupta da glutamat
aktivasyonu kan sekerini diigiirmiis goriinse de, glutamat aktivasyonu ile gerceklesen

bu diisiiste istatistiksel olarak anlamlilia rastlanmamistir (p>0,05).
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Sekil 6.6.1. Hm3Dg-SD grubunda glutamat aktivasyonu durumunda glikoz tolerans testine
bagli kan sekeri degerleri

200
= 150
o
S~
b
E
T 100
£
()]
uUn
: r
X 50 i.p i.p
0

0 30 60 90 120 150
Zaman (dakika)

e Plasebo Clozapine

Sekil 6.6.2. Hm3Dq-YYD grubunda glutamat aktivasyonu durumunda glikoz tolerans testine
bagli kan sekeri degerleri
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7. TARTISMA

Asirt kilo ve obezite son 30 yilda diinya ¢apinda dramatik bicimde artis gdsteren bir
salgin haline gelmis durumdadir (141). Her y1l en az 2.8 milyon insan obeziteye baglh
sebeplerden Olmekte, obezite diinyada Oliim sebepleri arasinda beginci sirada
gelmektedir. Obezite, viicut fonksiyonlarinin neredeyse hepsini etkileyen ve toplum
sagligimi tehdit eden ciddi bir saglik sorunudur. Diyabet, kalp hastaliklari, kanser
cesitleri, iskelet kas hastaliklari, zihinsel saglik gibi pek cok hastalik icin risk
faktoriidiir ve yasam kalitesinde azalmaya neden olmaktadir (142,143). Obezite alinan
enerji ve harcanan enerji arasindaki dengesizlikten kaynaklanir ve viicutta enerji
dengesini saglayan anahtar beyin bolgesi hipotalamustur. Hipotalamus, viicut
sicakligi, biiylime, onarim, su dengesi, duygusal davraniglar, besin aliminin
diizenlenmesi gibi ¢cok sayida hayati fonksiyon i¢cin 6nemli bir beyin bolgesidir (144).
Saglik i¢cin bu denli 6nemli bir risk faktorii olan obezitenin Onlenmesi ve tedavi
yontemleri gelistirilmesi i¢cin uzun yillardir cok sayida calisma yapilmaktadir. Bu
caligmalarda enerji dengesini diizenleyen, besin alimini artiran ve azaltan noral aglarin

daha detayl1 anlasilmas1 oldukc¢a 6nemli bir yere sahiptir.

Hipotalamusun en temel fonksiyonu enerji homeostazidir ve bu fonksiyon
hipotalamusun 6zel ¢ekirdekleri, noral sinyalleme yolaklari, cekirdeklerden eksprese
edilen reseptorler ve norotransmiterler araciligiyla saglanmaktadir (145). Ozellikle
hipotalamusun belirli alanlar1, beslenme davranisini kontrol etmektedir. Eski
caligmalar VMH in istah1 baskiladigimi (4), LHA nin istahi arttirdigini géstermektedir
(3). Ozellikle medial hipotalamusun enerji dengesi ve besin alimi mekanizmalarinda
onemli rolii bulunmaktadir. Medial hipotalamus; arkuat, VMH, DMH, anterobasal ve
PVN 1 iceren tuberal hipotalamusu kapsamaktadir. Hipotalamusun beslenme
regiilasyonundaki rolii ile ilgili ¢aligmalar cogunlukla arkuat cekirdekteki AgRP ve
POMC hiicreleri tizerine odaklanmaktadir. Fakat son yillardaki ¢aligmalar 6zellikle
glutamaterjik noronlarin enerji dengesinde 6nemli rol oynadigini1 gostermektedir (5).
Hipotalamustaki sinaptik aktivitenin ¢cogu glutamat ve GABA dan olugsmaktadir (68).
Immunohistokimyasal calismalarla ¢cok sayida hipotalamik glutamaterjik néronun

sinaptik vezikiillerdeki varlig1 bilinmektedir. Ayrica elektrofizyoloji ¢aligmalari,
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glutamat reseptor antagonisti uygulanarak hipotalamik noronlarin aniden baskilanmasi
ve uyarillmasini saglayarak glutamatin hipotalamustaki major fonksiyonunu
kanitlamistir (64). VMH noéronlar1 ¢cogunlukla glutamaterjiktir ve VGlut-2 kodlayan
mRNA ekspresyonu yiiksek seviyede bulunmaktadir (65). Medial hipotalamusun
glutamaterjik noronlardan zengin olmasi, fizyolojik ve davranigsal yanitlarin
kontroliinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir. Yapilan lezyon calismalar
ozellikle VMHin doygunluk merkezi oldugunu, elektriksel uyarim ile aktivasyonlarin
yemeyi baskiladigini gostermistir (24). Bu teknikler, su anki bilgilerin temelini
olusturmada Onemli yer edinmekle birlikte, kalict hasar vermeleri ve spesifik
olmamalar1 nedenleriyle yetersiz kalmaktadir. Kemogenetik aktivasyon yontemi, geri
doniislii, akut, invaziv olmayan ve spesifik stimulasyon saglayan bir yontem olarak bu
eksikligi kapatmaktadir (16). Bu nedenle c¢alismada medial hipotalamustaki
glutamaterjik noronlarin davranigsa etkisini arastirmak icin kemogenetik aktivasyon

yontemi kullanilmigtir.

Medial hipotalamustaki glutamaterjik hiicrelerin besin alimi iizerine etkilerini test
ekmek iizere; bu hiicrelerin kemogenetik aktivasyonu ile besin alimi arasindaki iligkiyi
Olcen besin tiiketimi deneyi yapilmistir. Besin tiiketimi deneyinde, intrakraniyal olarak
PAAV-EF1a-DIO-hM3D(Gq)-mCherry enjekte edilmis VGlut2-Cre transgenik
farelerde, 16 saatlik acliktan sonra intraperitonal clozapine enjeksiyonu ile medial
hipotalamus bolgesinde glutamaterjik hiicrelerin aktivasyonu saglanmigstir. Deney
bulgularina gore, hem SD hem YYD ile beslenen farelerde glutamat aktivasyonunun
beslenmeyi belirgin bicimde baskiladigi bulunmustur. Literatiirde medial
hipotalamustaki glutamaterjik hiicrelerin yemeye etkisini belirleyen spesifik
norostimiilasyon caligsmasi bulunmamakla birlikte, yakin zamanda arkuat ¢ekirdekte
VGlut2 noronlart ile yapilan bir calismada; bu nodronlarin  kemogenetik
aktivasyonunun, POMC néronlarina gore daha hizli bir anoreksijenik etkiye neden
oldugu gosterilmigstir (8). Ayrica ratlarla yapilan eski caligmalarda basomedial
hipotalamik lezyonunun, obeziteye neden oldugu gosterilmistir (22). VMHin
ventrolateral bolgelerindeki goreceli lezyonlarin da kilo aliminda etkili oldugu

bulunmugtur (23). Eski lezyon ¢aligmalarmin da destekledigi bu bulgular medial
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hipotalamustaki glutamaterjik aktivasyonun anoreksijenik bir etkiye neden oldugunu

gostererek, sonuclarimizla tutarhdir.

Beslenme enerji ihtiyacinin karsilanmasi i¢in gerceklestirilen fizyolojik bir eylemdir.
Fakat fizyolojik etkilerin yami sira biligsel, somatik ve otonom faktorler de
beslenmenin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir. Ornegin beslenmenin icerigi
ogrenme ve bellek gibi biligsel siireclere etki etmekte, enerji harcanmasi ve korunumu
arasindaki denge icin fiziksel aktivite ve somatik faaliyetleri etkilemekte, kan
sekerindeki degisimler aracilifiyla metabolik ve otonom sonuclari olmaktadir.
Calismamizda medial hipotalamus glutamat hiicrelerinin aktivasyonunun beslenme
tizerindeki baskilayici etkisinin sebebi biligsel, somatik ve otonom faktorleri ele alarak
arastirllmigtir. Bilindigi lizere sinaptik plastisitedeki roliinden dolayr glutamat,
ogrenme ve bellek gibi kognitif fonksiyonlarda onemli islev gormektedir (60).
Calismada glutamatin biligsel etkilerinden yola c¢ikilarak, medial hipotalamus
bolgesindeki kemogenetik glutamat aktivasyonun bellek iizerine etkisini aragtirmak

lizere obje tanima testi kullanilmigtir.

Obje tanima testi bulgularina gore, SD ile beslenen farelerde herhangi bir enjeksiyon
yapilmadiginda, beklendigi gibi farelerin yeni nesneye ilgilerinden dolay1 ikinci giin
degisen bolgede gecirdikleri siire artmigtir. Bu farelerde glutamat aktivasyonu ise,
ikinci giin degisen bolgede gecirilen siirede herhangi bir degisime neden olmamustir.
Literatiirde obje tanima testiyle ilgili var olan bilgiler, farelerin yeni olani tercih
etmeye egilimlerinden dolay1 yeni nesne ile daha fazla zaman gecirdigini gostererek

bulgumuzu desteklemektedir (139,140).

Medial hipotalamus glutamaterjik sisteminin uyarilmasinin kognitif fonksiyonlarda
nasil bir degisiklige yol a¢tiginin daha iyi irdelenebilmesi bakimindan yiiksek yagh
diyetle beslenen hayvanlarda calisma tekrarlanmistir. Giinlimiizde obezitenin
yayginligimmin sebeplerinin basinda yiiksek yagli yiyeceklerin giinliik diyette
gereginden fazla bulundurulmasi gelmektedir. Doymus yagdan zengin islenmis
yiyecekler gelismis tilkelerin besin alimlarinin biiyiik kismin1 olusturmakta, obezitenin

yayginlagsmasinda ve obezite kaynakli saglik sorunlarinda 6nemli rol oynamaktadir.
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Yiiksek yaglh diyet ile beslenen insanlarda obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, tip2
diyabet, hipertansiyon gibi kronik sistemik hastaliklar daha sik gortilmektedir (149).
Uzun donemde, yiiksek yaglh beslenmek beyin saghgr dahil tiim viicudun
homeostazini bozmaktadir. Yapilan ¢alismalar, yagh yiyeceklerden zengin bir diyet
tiikketmenin hipokampiis hacminde azalmaya, bellek, psikomotor yeterlilik, dikkat gibi
kognitif fonksiyonlarda bozulmaya, depresyon ve anksiyeteye yatkinligin artmasina
neden oldugunu gostermektedir (150). Yagli ve lezzetli yiyeceklerin beyinde
olusturdugu 6diil yanti, viicut agirligini kontrol eden homeostatik sinyalleri yok
saymakta bu da doygunluga ragmen yemeyi durduramamaya neden olmaktadir (36).
YYD ile beslenen hayvanlarda, hipotalamusta homeostatik enerji sinyallerinin
hiperfajiyi durdurmada yeterli olmadig1 gosterilmistir (38). Son zamanlarda yapilan
calismalarda, yiiksek yagh bir diyetin enerji dengesinin hipotalamik kontrolii ve
hipotalamik disfonksiyon iizerindeki etkisiyle ilgili bir dizi mekanizma ortaya
cikarilmistir (48). Farelerde YYD, insanlarda diyete bagh obeziteyi modellemek icin
yaygin olarak kullanilmaktadir (151). Uzun siireli yiiksek yagl beslenmenin farelerde
kognitif fonksiyonlar: etkiledigi, obezite ve diyabetle ilgili patolojilere neden oldugu

bilinmektedir (152).

Calismada YYD’in biligsel islevlere negatif etkisi olacagi ve glutamat aktivasyonunun
bu etkiyi tersine cevirebilecegi hipotez edilmistir. Farelerin yarisi, deneylere
baglamadan, 24 hafta boyunca %60 yagl yem ile beslenmistir. Deneyler bagladiginda
fareler standart pelet yeme gecirilmistir. Kronik YYD gecmisi olan fareler ile SD
gecmisi olan fareler deneylere alinmigtir. Obje tanima testinde, YYD grubu farelerde
herhangi bir enjeksiyon yapilmadiginda, degisen bolge ve sabit bolgede gecirilen siire
arasinda fark bulunmamustir. Farelerin eski nesneyi hatirlayip, yeni nesneye ilgileri
beklenirken bu farkin gbzlenmemis olmasi, YYD’in bellegi bozdugunu gostermis ve
hipotezimizle uyumlu bulunmustur. Daha once yapilan calismalarda farelerde YYD
ile beslenmenin obje tanima testine etkileri ele alinmigtir. Kisa ve uzun donem YYD
ile beslenmenin etkilerine bakilan bir ¢calismada, 2,3 ve 4 ay boyunca &60 yagl diyetle
beslenmenin obje tanima testinde bozulmalara neden oldugu bulunmustur (153) .
Calismamiza benzer bicimde 21 hafta boyunca YYD ile (%40 yagli) beslenen

farelerde obje tanima testi sonucglarina gore bellekte bozulma bulunmustur (104).
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Bagka bir ¢aligmada 23 hafta boyunca %60 yagh diyet ile beslenmenin, obje tanima
testinde bir fark olusturmadig, fakat hipokampiise bagli objenin lokasyonu belleginde
bozulma oldugu bulunmustur (154). Literatiirdeki caligmalarin haftalarca ya da aylarca
yiiksek yagli beslenmenin bellekte bozulmalara neden oldugunu gosterdigi
bilinmektedir (155). Bu ¢caligmalar yiiksek yagl beslenmenin bellege olumsuz etkisini

gosteren obje tanima testi bulgularimizi desteklemektedir.

Obje tanima testinde, glutamat aktivasyonun etkisini belirlemek i¢in, farelere deney
diizenegine alinmadan 20 dk once plasebo ya da clozapine enjeksiyonu yapilmistir.
Hm3Dqg-Y YD grubunda plasebo enjeksiyonunda, ikinci giin degisen bolgede gecirilen
stire birinci gline gore anlamli bicimde azalmistir. Bu azalma, yukarida bahsedildigi
gibi  yiiksek yagli beslenmenin biligsel fonksiyonlara verdii zararla
iligkilendirilebilmektedir. Bu farelere clozapine enjekte edildiginde, ikinci giin degisen
bolgede gecirilen siirede artis meydana gelmistir. Bu artig, farelerin birinci giinkii
nesneyi hatirladiklarini, yeni nesneyi eski nesneden ayirt etme yetilerinin arttigini
diisiindiirmektedir. Plasebo enjeksiyonu YYD ile bellekte bozulma oldugunu
dogrulamis, clozapine enjeksiyonunda degisen bolgede gecirilen siiredeki artis ise,
glutamat aktivasyonunun bu bozulmaya tersine bir etki gosterdigini ortaya koymustur.
Yiiksek yagli beslenmek, obje tanima testinde bozulmaya, medial hipotalamus
glutamaterjik hiicrelerin kemogenetik aktivasyonu ise bu bozulmayi iyilestirmeyi

saglamaktadir.

Literatiirde var olan cok sayida calisma, hipotalamusun 6grenme ve bellek gibi
kognitif fonksiyonlarda énemli islevi oldugunu gostermektedir (156—160). Ornegin
hipotalamik oreksin ndronlarmin asosiyatif 6grenme ve mekansal bellekte rol oynadigi
bilinmektedir. Yeni veya tanidik objelere yanit davranisinda hipotalamik aktivitenin
onemli oldugu son yillarda yapilan yeni bir ¢alisma ile bilinmektedir. Bu calismada
hipotalamustaki MCH néronlarinin optogenetik inhibisyonunun, obje hatirlama ile
iligkili oldugu gosterilmistir. Calismamizin bulgulari, hipotalamik noronlar ve bellegin
nesne iligkili dinamikleri hakkindaki goriisii desteklemektedir. Hipotalamusta diger
noron gruplariyla yapilan caligmalar (159,161-163), hipotalamik sinyallerin bellek

tizerindeki Onemli etkisini gOstermekle birlikte, literatiirde hipotalamustaki
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glutamaterjik hiicrelerin bellek iizerindeki etkisini gosteren spesifik aktivasyon

caligsmasi bulunmamaktadir.

Medial hipotalamus glutamat hiicrelerinin kognitif, somatik, otonom etkilerini
arastiran calismamizda, somatik etkileri arastirmak iizere farelere acgik alan testi
uygulanmistir. Acgik alan testi, farelerde kesif davranigini, lokomotor faaliyet ve
anksiyeteyi Olgen ve en sik kullanilan davranig testidir. Testte, toplam alinan mesafe
ve merkezde gecirilen siire olarak iki temel Ol¢ciim elde edilmektedir. Acik alan
testinde, obje tanima testinde fark olusturan yiiksek yagli beslenmenin ve glutamat
aktivasyonunun anksiyete ve lokomotor davranisa etkisi aragtirllmistir. Fareler acik

alan testine alinmadan 20 dk 6nce plasebo veya clozapine enjeksiyonu yapilmistir.

Denekler toplam alman mesafe acisindan degerlendirildiginde, glutamat
aktivasyonunun SD grubunda lokomotor aktiviteyi artirdigi bulunmustur. Ote yandan
glutamat aktivasyonunun lokomotor aktiviteye olan bu artirici etkisi, YYD ile
beslenme sonucunda ortadan kalkmustir. Literatiirde var olan ¢alismalar, YYD ile
beslenmenin lokomotor aktivitede azalmaya neden oldugunu gostermektedir (164).
Mediobasal hipotalamusun lokomotor aktivitede rol oynadigi, bu bolgenin lezyonunun
lokomotor aktiviteyi azalttig1 bilinmektedir (165). DMH’a glutamat enjeksiyonunun,
ratlarda lokomotor faaliyeti baglattig1 bulunmustur (166) . Calismamizin bulgulari,
medial hipotalamus glutamaterjik hiicrelerinin lokomotor aktivite icin Onemli
oldugunu ve yiiksek yagl beslenmenin bu aktivitede bozulmaya neden oldugunu

gostermisgtir.

Acik alan testinin bir diger bulgusuna gore; SD grubunda merkezde gegirilen siire
glutamat aktivasyonu ile herhangi bir degisiklige ugramamis fakat YYD grubunda
glutamat aktivasyonu merkezde gecirilen siireyi belirgin olarak artirmigtir. A¢ik alan
testinde merkezde gecirilen siire, merkezin kenarlara gore daha tehdit edici
algilanmasindan dolayr anksiyete ile iligkilendirilmektedir (167). Normal beslenen
farelerde glutamat aktivasyonu risk almayi saglayan bir etkiye sahip degilken, yiiksek
yagli beslenen farelerde glutamatin aktive olmasiyla fareler icin riskli bir davranig

olarak yorumlanabilen merkezde zaman gecirme siireleri artmistir. Bu sonug, yiiksek
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yagli beslenmenin glutamaterjik noronlar iizerinde bir etki dogurdugunu
gostermektedir. Yiiksek yagli beslenme durumunda glutamatin aktive olmasi farelerde
risk almaya neden olmustur. Kronik olarak yiiksek yagli beslenme ge¢cmisine sahip
olan farelerde medial hipotalamus glutamaterjik hiicrelerin kemogenetik aktivasyonu

anksiyeteyi baskilayici bir etki gostermistir.

Literatiirde yiiksek yagli beslenmek, acik alan testinde anksiyete davraniglari ile
iliskilendirilmektedir. Yiiksek yagli beslenmenin anksiyeteye etkisini aragtiran bir
calismada, YYD ile beslenen farelerin diisiik yagl beslenen gruba gore, acik alan
testindeki lokomotor aktivitesinin daha diisiik oldugu bulunmugtur (168). Bagka bir
caligmada 10 hafta yiiksek yagli beslenen sicanlarda, agik alan testinde anksiyete
iliskin davramiglarda artis bulunmustur (169). Calismamizin bulgular yiiksek yagh
beslenme ile anksiyete davranisi arasinda bir iligki gostermemigtir. Fakat yiiksek yagh
beslenme durumunda glutamaterjik aktivasyonun, anksiyeteyi baskilayici bir etkiye
sahip oldugu bulunmustur. Bu durum YYD ye bagh anksiyetenin glutamaterjik
yolagin baskilanmas: ile ilgili olabilecegini diislindiirmektedir. Bu etkinin hangi

baglantilarla gerceklestigi arastirma konusudur.

Medial hipotalamustaki glutamaterjik noronlarin aktivasyonunun kan sekeri tizerine
etkisini degerlendirmek i¢in yapilan glikoz tolerans testinde SD ve YYD gruplarinin
her ikisinde de clozapine enjeksiyonunun kan sekerinde anlamli bir farka neden
olmadig1 bulunmusgtur. Literatiirde medial hipotalamusun glikoz homeostazi icin
onemini gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Ozellikle VMH glukoz ile uyarilan ve inhibe
edilen noronlar icermektedir. Tong ve arkadaslari, insiilin kaynakli hipoglisemiye
karg1 diizenleyici yanitta VMH teki glutamaterjik noronlarmn roliinii gostermistir.
Glutamatin sinaptik salimi i¢in gerekli olan VGLUT tan yoksun fareler, 6zellikle SF1
noronlarinda, viicut agirhginda artis ve hipoglisemiye karsi diizenleyici yanitta

bozulma oldugu bulunmustur (7).
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8- SONUC

Medial hipotalamus bolgesi, icerdigi ¢ekirdekler ve néron gruplar ile besin aliminin
diizenlenmesinde Onemli role sahiptir. Bu bdlgede en yaygin norotransmitter olan
glutamat ile yapilan spesifik nérostimulasyon ¢alismas1 bulunmamakta, bu hiicrelerin
beslenme ve davranis iizerine islevi spesifik olarak bilinmemektedir. Bu ¢aligmada
medial hipotalamus bolgesinde en yaygin bulunan norotransmitter olan glutamatin
beslenmeye ve davranisa etkisi arastirllmistir. Arastirma bulgulari, bu bolgedeki
glutamat hiicrelerinin kemogenetik aktivasyonun beslenmeyi baskiladigini
gostermigtir. Medial hipotalamustaki glutamaterjik hiicrelerin beslenmeyi baskilayici
etkisinin hangi projeksiyonlar lizerinden gerceklestigi ise aragtirma konusudur. Medial
hipotalamusun farkl alt ¢ekirdeklerindeki glutamat hiicrelerinin iglevini tespit etmek
icin spesifik caligmalar yapilmalidir. Ote yandan glutamatin yaygin bulunan bir

norotransmitter olmasi bolge spesifik ¢aligmalar i¢cin dezavantaj olabilmektedir.

Obje tanima testi bulgular1 uzun siire yiiksek yagl beslenmenin bellege olumsuz
etkilerini gostermigstir. Medial hipotalamus bogesindeki glutamat hiicrelerinin
kemogenetik olarak aktive edilmesinin bu bozulmay1 tersine ¢evirebilecek bir etkiye
sahip oldugu bulunmugtur. Calismamiz, bu bolgedeki glutamaterjik hiicrelerin bellek
lizerine etkisini gostermesiyle yeni ve Ozgiin bir bakis agis1 getirmigtir. Medial
hipotalamustaki glutamat hiicrelerinin hangi tiir bellek iizerine nasil etki ettigi
arastirma konusudur. Bu bulgular, bahsedilen bolgenin beslenmeyle iligkisinden yola
cikilarak beslenme bellegi ile ilgili yapilacak arastirmalar icin 151k olacak niteliktedir.
Acik alan testi bulgulari, medial hipotalamus glutamaterjik hiicrelerinin lokomotor
aktivite i¢in 6nemli oldugunu ve yiiksek yagli beslenmenin bu aktivitede bozulmaya
neden oldugunu gostermistir. Yiiksek yagh beslenmek glutamaterjik hiicreler tizerinde
bir etki gostermektedir fakat ¢calismamizin bulgular1 bu etkinin nasil gergeklestigini
tespit etmekte yetersiz kalmaktadir. Bu bulgular ileriki calismalar i¢in yol gosterici
olacaktir. Ote yandan yiiksek yagh beslenen farelerde glutamatin kemogenetik
aktivasyonu anksiyeteyi baskilayici bulunmugtur. Bu durum yiiksek yagli beslenmeye
bagli anksiyetenin glutamaterjik yolagin baskilanmas: ile ilgili olabilecegini

diisiindiirmektedir. Bu etkinin hangi baglantilarla gerceklestigi arastirma konusudur.
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