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1. OZET

PRADER-WILLI SENDROMUNA DAYALI MORBID OBEZITENIN
NORONAL KOKENLERI

Prader-Willi sendromu (PWS) kromozom 15 in paternal kopyasindaki q11-ql3
bolgesinin inaktive olmasi sonucu meydana gelen bir genetik ndrogelisimsel bir
hastaliktir. Magel2 geni, bu bolgede bulunan ve inaktive olan genlerden biridir.
PWS, hiperfaji ve sosyal bozukluklar gibi ¢esitli fizyolojik ve davranigsal problemler
ile iligkilidir. Magel2 nin hipotalamusta yiiksek derece ifade edildigi bilinmektedir.
Oksitosin, istah ve besin alimmi dizginleyerek toklugu saglayan baslica
noropeptilerden biridir. PWS hastalarinda yapilan postmortem analizler sonucu elde
edilen bulgular oksitosin sentezleyen ndronlarin seviyelerinde ciddi miktarlarda
azalmalar oldugunu gostermistir. Bu bulgulara ilaveten oksitosin néronlarmin tokluk
hissi olusumunda oynadigi 6nemli rol de gbz Oniine alindiginda, bu sistemdeki
bozukluklarin PWS hastalarinda goriilen asir1 istaha katkida bulunabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu giine dek yapilan caligmalar oksitosin ndropeptidinin gen
ifadesi yada noropeptidin  post-translasyonel — olgunlagsmasi  asamalarinda
yogunlagmistir. Buna karsin saglikli ve PWS’li hayvan modellerinde, oksitosin
noronlarinin i¢inde bulundugu hipotalamik sinir aglarinin anatomisi ve fizyolojisi
hakkinda yapilan g¢alismalar olduk¢a smirlidir. Bu projede hipotezimiz Magel2
geninin delesyonunun oksitosinerjik devre bozukluklarina PWS fenotipine yol
acabilecegidir. Bu hipotezi test etmek amaciyla Magel2 eksik farelerde oksitosin
noronlarmin fonksiyonel 6zelliklerini irdeledik. Calismalarimiz sonunda oksitosin
noronlarina gelen sinaptik inputlarin Magel2 eksikliginde dramatik bir sekilde
degistigini ve bu ndronlarin aktivitesinin azaldigini gozlemledik. Bu c¢aligmalar
hipotalamik sinir devrelerinde islevi bozulan unsurlarin tanimlanmasina ve

PWS’deki tokluk devrelerinin patogenezini anlamaya yardimei olacaktir (*p < 0.05).

Anahtar kelimeler: Prader-Willi sendromu, Magel2, hipotalamus, oksitosin



2. ABSTRACT

CIRCUITRY SUBSTRATES OF MORBID OBESITY IN
PRADER-WILLI SYNDROME

Prader-Willi syndrome (PWS) is a genetic disorder caused by disruption of a well-
defined region on chromosome 15, which contains several paternally active genes
including Magel2. Insatiable appetite and the resulting morbid obesity is a significant
problem in PWS. A constant desire to eat makes PWS the most common genetic
cause of life threatening childhood obesity. The chromosomal abnormalities that
underlie PWS leads to inactivation of several genes, a condition that is thought to
cause hypothalamic dysfunction. PWS is associated with several physiological and
behavioral problems including hyperphagia and social deficits. Oxytocin is an
important neuropeptide for controlling satiety following food intake and also, it has
been implicated in both social and feeding behaviours. The number of oxytocin
neurons has been shown to be reduced in PWS patients as well as mouse models of
PWS. Much of the research has been focused on the oxytocin neuropeptide and
defects in its processing in PWS, however very little is known about the circuitry
formed by oxytocin expressing neurons. Defects in satiety-circuits defined by
oxytocin neurons may underlie the voracious appetite seen in PWS patients.
Since Magel2 is highly expressed in hypothalamus, we hypothesized that its deletion
may cause oxytocinergic circuit defects that may contribute to PWS phenotype. To
understand full scope of oxytocinergic circuitry defects, we examined circuit
properties of oxytocin neurons in Magel2 null mice, our results suggest that synaptic
inputs to oxytocin neurons are dramatically altered that drive reduced activity in
Magel2-deficient oxytocin neurons. These studies will help to identify dysfunctional
circuit elements at synaptic resolution and elucidate pathogenesis of satiety circuits
in PWS, which could lead to targeted therapeutic interventions to restrain insatiable
hunger (*p < 0.05).

Key words: Prader-Willi syndrome, Magel2, hypothalamus, oxytocin



3. GIRIS VE AMAC

Obezite, son yillarda diinyada ve iilkemizde en 6nemli toplumsal saglik problemleri
arasina girmis bulunmaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore,
tilkemizde her alti kisiden birisi obez ve her iki kisiden birisi de fazla kilolu
kategorisine girmektedir (Sekil 3.1). Daha da endise verici olan ise, gerekli tedbirler
alinmadig1 taktide bu oranlarin  Oniimiizdeki yillarda daha da artacagir tahmin
edilmesidir. Obezite, kisilerin yasam kalitesini dogrudan etkilemekten Ote, birgok
farkli hastaligin goriillme riskini de arttirarak ciddi saglik problemlerine davetiye
cikarmaktadir. Bunlarin arasinda kardiyovaskiiler rahatsizliklar, diyabet ve kanser
gibi mortalite riski yiiksek hastaliklar bulunmaktadir (1). Ustelik diyet, egzersiz ve

ilaca dayali tedavi yontemleri su ana kadar beklenen etkiyi gostermekte basarisiz

kalmistir (2).

Viicut kitle endeksi  Viicut kitle | Viicut kitle
(15 yasg ustu) endeksi endeksi
Diigiik (kadin) (erkek)
kilolu3-2 opez 39
17.2 30.4
442 209
Normal 13.7
‘kilolu
ey Obez Fazla |Obez Fazla
kilolu kilolu kilolu
* Oranlar viizde olarak verilmistir

Sekil 3. 1. TUIK verilerine gore Tiirkiye’deki obezite oranlari (3).

Beslenme ve enerji dengesini kontrol eden mekanizmalar hakkindaki son derece
siirlt olan bilimsel birikim, yeni tedavi yollarinin aranmasinin dniindeki en biiyilik
engellerden birini teskil etmektedir. Dolayisiyla kisa vadede bu siireglerin, yani aclik
ve toklugun ve bununla ilintili fizyolojik olaylarin viicut tarafindan nasil kontrol

edildiginin agiga kavusturulmasi gerekmektedir. Beynin hipotalamus bdlgesi bu



gorev icin Ozellesmis sinir aglarint barindirmaktadir. Tarihsel gelisimi agisindan ele
alindiginda hipotalamus bdlgesinin istah1 ve beslenme davranigini etkiledigi 100 yili
askin bir siiredir bilinmektedir. Ilk bulgular yiizyilin baslarindaki beyin hasar1 ve
timor olusumuna dayali olarak hastalarda goriilen metabolik bozukluk
gozlemlemelerinden olusmaktadir. Yiizyillmizin ortasinda hayvan deneklerde
gerceklestirilen kapsamli hipotalamik lezyon haritalamalariyla bu bolgenin ¢esitli
cekirdeklerinde olusturulan hasarlarin obeziteye ya da istah kaybina yol agtigini

gOstermistir (4).

Yapilan aragtirmalar arkuat c¢ekirdek (ARC) ve paraventrikiiler hipotalamik
cekirdekte (PVN) bulunan sinir hiicrelerinin beslenme davranisini dogrudan
diizenledigini gostermistir. PVN deki oksitosin noronlar1 yemek aliminin
diizenlenmesinde dnemli role sahiptir. PVN nin roliiyle ilgili pek ¢cok bulguya ragmen
alt baglant1 yolaklari ve PVN nin nasil bir mekanizmayla agligi kontrol ettigi su an
aciklanamamaktadir. Dahasi, PWS fare modellerinde temel oksitosin sinirsel
anatomisinin ve islevinin nasil degistigi de tam olarak anlasilamamistir. Optogenetik
ve farmakogenetik yaklagimlarin elektofizyolojik ve davranigsal analizler ile
birlestirilmesi sayesinde, artik tek bir hiicre tipinin bir organizmanin fizyolojisi ve
davranigina olan etkisini belirlemek miimkiin olabilmektedir (53). Bu teknikler
oksitosin noronlarindaki islevsel ve baglantisal 6zelliklerin PWS modellerinde nasil
etkilendigini belirlemek i¢in kullanilmistir. PWS hastalarinda asir1 istaha yol acan
merkezi sinir sistemi devrelerindeki patolojik degisimleri daha iyi anlayabilmek i¢in,
normal ve bir PWS modeli olan Magel2 eksik fare modelinde ilgili néronlarinin
baglanti anatomisini ve bu baglantilarin sinaptik 6zelliklerini kapsamli bir sekilde

analiz edilmesi amacglanmustir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Hipotalamus ve beslenme davramisinin fizyolojisi

Hayvan c¢alismalari  beslenmenin  ve  metabolizmanin  diizenlenmesinde
hipotalamusun 6nemli bir rolii oldugunu gostermistir. Hipotalamus siirekli olarak
periferal sistemden sinyalleri kabul eden ve yeme davranisini diizenleyen bir
bolgedir (6rn; yemek aramak ya da tok hissetmek) ve metabolizma hizina bagh
olarak buna bir cevap olusturur (5). Enerji dengesinin kontrolii gastrointestinal
sistem, adipozite ve besin ile iliskili sinyaller tarafindan gelen tokluk sinyallerinin
birlesimini icerir. Yemek alimina cevap olarak, bagirsaktan tokluk hissini saglayarak
yemek alimini inhibe eden kolesistokinin (CCK) ve peptid YY salgilanir ve bunun
sonucu olarak asir1 besin tiiketimini onler. Bu peptidlere zit olarak, ghrelin a¢ olunca
mideden salgilanir ve istah artisina yol agar (6). Adiposit sinyaller viicut enerji
depolarindan beyne geri bilgi akisi saglar ve hormonlarin dolagimina aracilik eder
(7). Leptinin viicut yagina orantili seviyelerde sirkiilasyonu olur ve plazmadaki
yiiksek konsantrasyonu beslenmeyi inhibe eder. Buna zit olarak, yemek kisitlandigi
zaman leptin seviyeleri diiserek, leptin reseptorleri yoluyla hipotalamustaki istahi
artiran yolaklar1 aktive eder. Insiilin de aymi yolaklar yoluyla benzer sekilde etki
eder. Hem insiilin hem de leptin sinyal yolaklarindaki hipotalamik sorunlar yemek

aliminda artigla ya da viicut agirligindaki artigla iligkilidir (8).

Hipotalamusun arkuat ¢ekirdeginde bulunan iki farkli ndron popiilasyonundan biri
olan istah1 uyaran ve ndropeptid Y (NPY) ve agouti iliskili protein (AGRP) iireten
noronlar yemek alimini kontrol eder, bu néronal aktivite kilo kayb1 ve acligin artmasi
durumunda gozlenir (9). Proopiomelanokortin (POMC) yoluyla etki eden diger istah
baskilayici noronlar alfa melanosit uyaricti hormon ve kokain ve amfetamin
diizenleyici transkript salgilanmasi yoluyla yemek alimini baskilar (10). NPY/AGRP
noronlart POMC/CART hiicrelerinin aktivitesi {istline inhibe edici bir etkisi vardir
(11). Arkuat gekirdekte bulunan bu néron gruplarinin her ikiside periferal sistemden
gelen input sinyaller i¢in bir ¢ok reseptor eksprese eder. Bu sinyaller CCK, peptid
YY, leptin ve insulin yoluyla iletilir ve NPY/AGRP néronlarinin aktivitesini baskilar



ve POMC/CART hiicrelerinin aracilik ettigi anoreksijenik yolaga degistirerek besin

aliminin azalmasina yol agar (5).

ARC noéronlarindan sinyaller, melanokortin receptorii eksprese eden néronlara ve
paraventrikular ¢ekirdek (PVN) ve lateral hipotalamus (LHA) bolgesi gibi
hipotalamusun diger bolgelerine gonderilir. Ozellikle MC4R yemek alimini azaltmak
ve metabolizma hizin1 artirmak iizerine baslica etkileri olmasiyla enerji dengesini
kontol etmek i¢in 6nemlidir. Hayvanlar iizerine yapilan fonksiyonel ¢alismalar farkl
beyin bolgelerindeki melanokortin sinyal yolaginin obezitenin farkli karakteristik
ozelliklerine katkisini icerir. PVVN deki bozulmalar hiperfajiyi uyarir ve viicut agirlig
artisina neden olur (5, 12). LHA daki bozulmalar ise yliksek yagl diette obezitenin
olusumunu hizlandirir. Istah1 diizenlemede 6nemli bir ndropeptid olan oreksin, LHA
da yaygin bir sekilde eksprese edilir ve aglik durumunda yemek arama davranisini
stimule eder, ventromedial hipotalamusta (VMH) salgilanan beyin kaynakli
norotrofik faktor (BDNF), MC4R sinyal yolagi yoluyla beslenme ile ilgili duruma
cevap olarak yemek alimimi azaltir ve farkli hipotalamik bolgelerde bulunan 5-

hidroksitriptamin reseptor toklugu diizenler (Sekil 4.1) (13).



Yemek  Enerji

alimi harcanmasi
*

I L =|

Mide Gastrointestinal Adipoz doku Pankreas
sistem

Sekil 4. 1. Yeme davranisini ve enerji metabolizmasini diizenleyen hipotalamustaki

noropeptidler arasindaki etkilesimler (5).



4.2. Genetik varyasyonlarin obezitedeki rolii

Obezite ve obezite sonucu ortaya ¢ikan bozukluklar hastaliga yakalananlarin sayisi,
Oliim oran1 ve fazla saglik masraflarinin en baslica nedenidir. Yetiskinlerdeki tahmini
viicut agirhigt indeksi %40-70 iken c¢ocuklar ve genclerde viicut agirlig
varyasyonunun %80 den fazlasina genetik faktorler katkida bulunur (14, 15). Bir ¢cok
obeziteye yol agan gen merkezi sinir sisteminde etkisini gosterir (10). Calismalar
obeziteyi anlamak ve tedavi etmek i¢in yiiksek potansiyele sahip oldugu gosterilmis
yeni obezite genlerini ve yolaklarmi tanimlamis ve karakterize etmistir.
Hipotalamusta enerji dengesini kontrol eden devrelerde 6nemli rol oynayan
genlerdeki nadir mutasyonlar ¢ocuklukta ortaya ¢ikan, siddetli, sendromik veya
kalitsal obezite formlarina neden olur (5). Protein kodlayan genlerde meydana gelen
hem nadir mutasyonlar hem de yaygin varyasyonlar adipoz dokuda iiretilen 6nemli
bir hormon olan leptine olan noronal cevaplari etkiler. Bu genlerdeki mutasyonlar
viicut agirhigint dramatik bir sekilde etkiler ve diger genler ve yolaklar tarafindan
kompense edilemez. Dahasi, leptin direnci diete bagli obezitenin ayirici bir
ozelligidir. Daha 6nceki bir ¢alismaya gore obezite iligkili bir genin eksikligi sonucu
hipotalamustaki leptin sinyalini bozdugu gosterilmistir (15). Leptin, reseptorii ve
sinyal yolagindaki komponentleri kodlayan genlerdeki mutasyonlart olan obez
cocuklar, giiclii aglik duygusu ve yemek icin agresif davraniglar gosterebilirler. Buna
benzer olarak leptin ya da leptin reseptorii eksik fareler hipoaktif, hiperfajik, kisir ve
obezdir (16). Diger obez c¢ocuklar leptin devreleriyle iligkili yolaklardaki
melanokortin veya beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) yolaklar: ile iliskili
proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar1 tagiyabilir. Ornegin, melanokortin-4
reseptor genindeki varyasyonlar monogenik obezitenin en sik nedenidir ve SIM1
genindeki bozukluklar hipotalamik leptin-melanokortin yolagini bozarak sendromik
obeziteye neden olur. Bardet-Biedl sendromu (BBS) gibi diger nadir gocukluk
obezite sendromlart sinyal transdiiksiyon yolaklarmi koordine etmek i¢in hiicresel
anten olarak hareket eden ve hiicre biiyiime ve farklilagmasini kontrol eden sil

komponentlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar sonucu olusur (17).



Fare obezite mutasyonlarinda bulunan sorumlu genlerin tanimlanmasi, insan viicut
agirliginin diizenlenmesi ile ilgili hastaliklarin anlasilmas: ve tedavi edilmesi igin
Onem tasimaktadir ve bu genlerden bazilar1 onemli fizyolojik yolaklar1 ortaya
cikarmaktadir. Mutant hayvanlar ise endokrinoloji, metabolizma ve davranig

arastirmalar i¢in kullanilmistir (18).

4.3. Prader-Willi sendromu (PWS)

Obezitenin tiim sendromik formlari i¢inde Prader-Willi sendromu (PWS)
genetikcilerin ve obezite ¢alisan arastirmacilarin en ¢ok aklini karistiran hastaliktir.
Leptin yolaginda mutasyonlari olan ¢ocuklar gibi, PWS’li ¢ocuklar artmis yag kas
oran1 ve durmak bilmeyen bir aglik hissine sahiptirler. Bu da morbid obeziteye yol
acar. PWS hastalarinin yemek caldig, sakladigi ve yemek i¢in yalvardigi, yemek icin
para c¢aldigi biliniyordur. Bu nedenle, PWS aghgm genetik bir modeli olarak
tanimlanmistir ¢linkli benzeri yemek arama davranist ve enerji harcanmasinin

azalmasi a¢ birakilan hayvanlarda da gozlemlenmistir (19).

Gliclii yeme istegi ve bunu takiben olusan morbid obezite Prader-Willi Senromu’nda
(PWS) temel bir sorundur. Hatta PWS, ¢ocuklardaki obezitenin bir numarali genetik
kokenli sebebi olarak gosterilir (20). PWS diinya genelinde 15000-30000 arasi
dogumda bir goriilen kompleks bir nodrogelisimsel bir hastaliktir. Neonatal
hipogonadizm ve ciddi hipotani ile karakterize edilmesinin yaninda yeme
problemleri ve gelisimin ilk yillarinda bozukluk, nefes alma problemleri, spesifik
davranig ve ¢esitli endokrin fonksiyon bozukluklar: bunu takip eder (21). PWS nin
genetik sebepleri kromozom 15 in paternal kopyasindaki qll1-ql13 boliimiiniin
inaktive olmas1 ve maternal kopyadaki ayni boliimiin genomik imprinting sonucu
sessizlestirilmesini igerir (Sekil 4.2). Bu bolgede maternal imprintinge maruz kalan
pek cok gen bulunur ve bu genlerin islevini kaybetmesinin hipotalamik fonksiyon

yetmezligine yol actig1 diisiniilmektedir (22).
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Sekil 4. 2. Prader-Willi sendromu ile iligkili kromozom 15 tizerindeki ql11-g13

bolgesindeki genlerin sematik gosterimi (23).

Bu sendrom zeka geriligi, duygusal dengesizlik, kaslarda gii¢c kaybi ve hipotonus,
istah artig1, 0grenme zorlugu, 6fke patlamasi ve karamsarliga kapilma, 6grenme
giicliigl, inatcilik, 6grenme zorlugu, kompulsif davraniglar, uyku problemleri gibi
gelisimsel, davranigsal ve obezite ile iligkili bozukluklar goriiliir. Bu hastalar dis
goriiniis olarak birbirlerine benzerler ve fenotipik karakteristik 6zellikleri kiiciik el ve
ayaklar, gozlerin badem seklinde olmasi, kisa boy, gorme bozukluklar1 ve dar yiiz
hatlarint icerir (Resim 4.1). Ciddi obezite farkli beslenme ile iligkili evrelerde gelisir.
Bu evrelerin klasik tanimlanmasi iki faz ile ilskilidir: infant donemde beslenme
giicliigii, hipotani ve biiyiime ve gelismede problemler (faz 1, 0-9 ay arasi), bunu

hiperfaji izler ve hastalar obez hale gelir (faz 2, 9 ayliktan yetigkinlige kadar olan
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stire). Bunlar hastanin beslenmesine, davranigina ve viicut kiitlesindeki artigsa baglidir

(24).

PWS sendromal obezitenin en c¢ok rastlanilan nedeni olmasma ve metabolik
komplikasyonlarin esas nedeni olmasina ragmen, obezitenin gelismesindeki asil
mekanizma tam olarak anlasilmis degildir. Hipotalamik tokluk merkezindeki ve
hormonal dongiideki anormallikler enerji harcanmasini, yemek alimini ve hormonal

olaylar1 etkiler (24).

Resim 4. 1. Prader-Willi sendromuna sahip bir hastanin fenotipik karakteristik
ozellikleri (23).

Beslenme davranisinda ve ndorolojik fonksiyonda goérev alan ghrelin, biiylime ve
cinsiyet hormonlart ve GABA gibi bir ¢ok noropeptid ve hormonun anormal

seviyeleri PWS de oldugu gosterilmistir. Bu dengesiz sonuglarin ve klinik
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ozelliklerin molekiiler mekanizmalar1 tam olarak anlagilmamistir. Fakat somatik ve
beyin dokularimin ndropatoloji ve mikroarray gen ekspresyon analizlerinden,
molekiiler ¢alismalardan gelen bulgulara gore 15q11-q13 bolgesindeki ve disindaki
gen etkilesim paternini ve yolaklarini tanimlamak i¢in baslangi¢c olmustur ve PWS ye
neden oldugu diisiiniilen 6zelliklerin molekiiler mekanizmasina 11k tutmustur (20,

23).

Mideden kan dolasimina salgilanan ghrelin peptidi bir ¢ok dokuda sentezlenir ve
hem endokrin hem de parakrin etkilere sahiptir. Bunlar istah artigi, biiylime
hormonunun uyarilmasi, prolaktin ve adenokortikotropik hormonun salgilanmasi ve
enerji dengesinin diizenlenmesidir. PWS ye sahip c¢ocuk ve yetiskinlerde ghrelin
seviyelerinde anlamli bir artis gozlemlenmistir. Ghrelin yemeyi uyarir, oysa

bagirsaktan salgilanan peptid Y'Y yemeyi inhibe eder (23, 25)

Leptin, melanokortin, BDNF ya da iliskili yolaklarin bozulmasina neden olan
genlerle ilgili bir ¢ok genetik obezite hastaliklarina ragmen PWS deki hiperfajik
obezitenin nedeni bilinmiyordur. PWS ile iligkili obezite diisiiniildiiglinde leptin -
melanokortin yolagii igeren bir bozukluk en az bilgi verici agiklamadan biridir.
Fakat simdiye kadar herhangi bir PWS geni ve beyindeki bir spesifik yolak

arasindaki bir mekanizmayi igeren bir baglant1 gosterilmemistir (15).

4.4. Deney hayvanlarinda Prader Willi sendromuna yol actigi bilinen

molekiillere bagh aday genlerin arastirilmasi

Prader-Willi sendromuna iliskin kromozom bdlgesi MKRN3, MAGEL2, NDN,
SNORD116, ve bicistronic SNURF-SNRPN imprint olan genleri igerir. Bu genlerin
her birinin kaybi1 PWS fenotipini farkli sekilde etkiler, fakat her birinin 6nemi tam
olarak anlagilmamistir (18). SNORD116 ve MAGEL2 biiyiik bir gogunlukla beyinde
ifade edilir. SNORD116 uyku hastalilarini agiga ¢ikarmak ve katkida bulunmak i¢in
PWS icin gereklidir. PWS fare modellerinde Snord116 delesyonlart beyin
morfolojisinde degisiklikler ve hipokampus boyutunda azalma ile sonuglanir (26).

MAGEL2 hipotalamusta bulunan bir protein kodlar ve beyin gelisimi sirasinda
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eksprese edilir, noral farklilasma i¢in 6nemlidir. MAGEL2 sirkadyan ritimde de
fonksiyonel gorevi vardir ve ASD riski ile de iliskilidir (18). MAGEL2 nin PWS ile
iliskili obezitede rol aldigini gosteren ilk ipucu, sirkadyan ritmi ve enerji dengesini
kontrol eden hipotalamus bolgelerinde Magel2 nin yiiksek miktarda eksprese
oldugunun gézlemlenmesi ile ortaya ¢ikmistir (26). Magel2 eksik fareler asir1 kilolu
ve iki kat1 daha fazla yag kiitlesine sahiptir, orantili olarak daha yiiksek leptine, daha
az kas ve kemik kiitlesine sahiptir (27). Ndn geni tarafindan kodlanan Necdin sinir
sisteminde yiiksek miktarda ifade edilir. Necdin kaybi merkezi ve periferal sinir
sistemlerinin anormal gelisimi ile sonuglanir, PWS de hipogonadotrofik
hipogonadizme yol acgabilir (28). Farelerde Necdin and Magel2 delesyonlar1 OT
tiretiminin azalmasi ve otizim davraniglarinin goriilmesi ile sonuglanir (29). PWS de
diger kromozomlardaki anormallikler beyin gelisimini ve davranisini etkileyebilir.
Embriyogenesis de rol oynayan bir reseptér olan SHTR2B ve yeme davranisi ve
obezitede rol oynayan genler (ADIPOR2, MC2R, HCRT) ve OXTR geninin
ekspresyonunda azalma gozlemlenmistir (23). Ayn1 zamanada steroid sentezi igin
onemli olan STAR ve G protein bagli reseptorlerin desensitize olmasinda 6nemli
olan genlerin ekspresyonunda da azalma gozlemlenmistir. Oksitosin (OT) sentezinde
gerekli olan MAGEDI1 kaybi1 OT prekiirsorlerinin normal seviyelerde olmasina
ragmen hipotalamusta OT iiretiminde azalmaya neden olur, ve bu farelerde obezite,

sosyal etkilesim ve cinsel davranista bozulmalara yol agtig1 gosterilmistir (Sekil 4.3)
(30).

13



Kromozom 15q11-q13 anomalileri

Gen ekspresyonu | kaybi (ya da degismesi)

Etkilenmis genler | Biallelik genler
(paternal)

Imprinted genler (paternal ekspresyon)

__| SNURF-SNRPN HERC2
snoRNAs, IPW MAGEL2  NOW GABRB3, GABRAS P (0CA2)
OR4N4
y NIPAT
Trans genler
orn; Gpri151, Tcerg
Cis genler
orn; SGNE1
1 vy r ¥ v
_, |NGroregulatorierin/ Noral geligim/ Endolfrin bozukluk
hormonlarin RNA/ bozukluk Ghrelin artisi
protein islenmesi Biiylime hormonu
(orn;ghrelin, »| azaligi
'vasopressin, Pomc Anormal oksitosin
v y 9
Beyin geligimi ve fonksiyonu | Periferal etkiler
Kognitif islev bozuklugu Obezite
Yeme davranisi anomalileri Anormal yag/ kas
Gorsel isleme sorunlan RS AR
Kendine zarar verme davranig| :
: Metabolizmanin
Solunum problemleri ey

MMM‘ML

]
[prader$w senceoms]

Sekil 4. 3. Prader-Willi sendromuna yol agan birbirini etkileyen ve birbiri ile
baglantili olan olast mekanizmalar1 gdsteren teorik diagram. Prader-Willi
sendromundaki (PWS) kromozom 15q11-q13 anomalileri ti¢ kategoride (imprinted,
etkilenmis ya da biallelik) gruplanmistir ve o bolgedeki genlerin ekspresyonunun
degismesine ya da kaybima yol agar. Ek olarak, trans etkilerin (6rnegin, RNA
islenmesinde gorev alan 15ql1-ql3 genlerinin ekspresyonunun kaybi) ve cis
etkilerin (SGNE1 ekspresyonunun kaybi ya da azalmasi) sonucu olarak downstream

genlerin ekspresyonu etkilenir. Gen ekspresyonundaki bu bozulmalarin ¢ogu
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ndroregulatorlerin/hormonlarin RNA ve/veya protein iglenmesini etkileyebilir. Bu
ayni zamanda noral gelisimin ve endokrin fonksiyon bozuklugunun diizenlenmesinin
bozulmasina yol agabilir. NDN (hiicre siklusu regulatorii), GABA reseptorleri
(GABRB3, GABRAS) ve olfaktor reseptorleri (OR4N4) kodlayan genler gibi diger
genlerin ekspresyonundaki bozulmalar noral fonsiyonda direkt etkilere neden olabilir
ve P (OCA2) bozulmasi pigmentasyonu direkt olarak etkileyebilir. Ekspresyon
paternine ve klinik sonuglara gore varsayilan ve rollerine gore sekilde gruplandirilan

genler orneklendirilmistir (23).

4.5. Oksitosin ve Prader-Willi sendromu ile iliskisi

Prader-Willi hipotalamusta fonksiyon bozukluguna yol acan bir ¢ok endokrin
anormallikler ile karakterize edilir. Hipotalamusta SON ve PVN de iiretilen oksitosin
seviyeleri bliylime hormonu, oreksin ve néropeptid Y (NPY) gibi diger hipotalamik
trtinlerin  seviyelerinde oldugu gibi anormallik oldugu bilinmektedir (18).
Postmortem c¢aligmalar PVN deki oksitosin noron sayisinda azalma oldugunu
gostermistir ve bagka calismalarda plazma ve serobrospinal sivida oksitosin
seviyelerinde azalma oldugu bulunmustur. Goriintiileme calismalarinda ise PWS
hastalarinda hipotalamusun normale gore daha kiiciik oldugu gosterilmistir (18, 31,
32).

Hayvan caligmalarima gore hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdeginde bulunan
oksitosin néronlar1 yemek aliminin diizenlenmesinde dnemli role sahiptir. Oksitosin,
istah ve besin alimini dizginleyerek toklugu saglayan baslica noropeptilerden biridir.
PVN bolgesine yapilan kiiciik lezyonlarin istah artisina sebep oldugu ve obeziteye
yol actig1 gosterilmistir, ve PVN bdlgesindeki belli bir néron grubunun uyarilmasi
Oonemli Olgiide gastrik asit salimimi artist ile sonuglanir. Merkezi oksitosin ve
oksitosin agonistleri verilmesi yemek alimini1 ve gastrik hareketi inhibe eder ama bu
etkiler oksitosin reseptorii antagonistleri tarafindan korunabilir. Buna dayanarak
PVN deki oksitosin néronlarinin yeme davranisinda ve viicut agirliginda inhibe edici

etkisi oldugu sdylenebilir (32).
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Oksitosin G proteini bagli reseptor ailesine liye olan, 0ksitosin reseptdriine baglanan
dokuz amino asitten olusan bir peptid hormondur. Yeme davranis1 ve
metabolizmanin diizenlenmesi gibi fizyolojik olaylar1 diizenler (Sekil 4.4). Oksitosin
hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdeginde ve supraoptik c¢ekirdeginde iretilir ve
dendritik difiizyon yoluyla oksitosin enerji metabolizmasinda gérev yapan beyin
bolgelerine salinir, ayn1 zamanda parvoselliiller oksitosin noronlarmin arkuat
¢ekirdek, ventral tegmental bolge, nukleus akkumbens, nukleus traktus solitarius ve
spinal kord gibi diger bolgelere olan aksonal baglantilar1 yoluyla tasinir (33).
Magnoselliiler oksitosin nodronlarinin oksitosini periferal dolasima salgilayan
posterior hipofiz bezine aksonal baglantilar1 vardir. Ayrica oksitosin reseptorleri
yoluyla otokrin ve parakrin etkilerini gosterdigi gastrointestinal sistem gibi lokal
dokularda dretilir ve salgilanir. Oksitosin reseptorii genellikle merkezi sinir
sisteminde bulunur (6rnegin, hipotalamus, basal ganglia, VTA, nukleus akkumbens,
frontal korteks, insula, NTS ve spinal kord) (34).

Oksitosin reseptorii yemek alinimi ve metabolizmanin kontrol edilmesinde 6nemli
role sahip olan merkezi sinir sistemi ve periferal bolgelerde yaygin bir sekilde
bulunur (Sekil 4.5). Hayvan ¢alismalarina gore oksitosin kalorik besin alinimi ve
metabolizmanin diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir (Sekil 4.6). Oksitosin ve
oksitosin reseptor knockout farelerde kilo artisi, obezite ve glukoz metabolizmasinda
bozukluk goriilmiistiir (35). Hayvanlarla yapilan ¢alismalara gore oksitosin kalorik
tilketiminde azalma goriilmistiir. Oksitosin Siml eksik farelerde yemek alinimi ve
kilo artig1 gozlemlenmistir (36). Klinik oncesi ¢alismalar ise oksitosinin karbonhidrat
tiiketimini azalttigin1 ve yiiksek yagli besin tliketimini baskiladigini gostermektedir
(33). Ayrica oksitosin istah1 diizenleyen hormon seviyelerini degistirerek (6rnegin,
anoreksijenik hormon olan kolesistokinin (CCK) ve glukagon benzeri peptid 1
(GLP1)) istah1 dolayli yoldan etkilemektedir. Dahasi, oksitosinin yag ve karbonhidrat
oran1 yiiksek daha lezzetli besinlerin tiiketiminde azalmaya yol agmasi, 6diil ile
iligkili besin motivasyonu yoluyla oksitosin besin alinimini inhibe eder. PVN den

oksitosin projeksiyonlar1 kabul eden ve oksitosin reseptorii eksprese eden 6diil yolagi
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ile iligkili ventral tegmental bolge (VTA) ve nukleus akkumbens gibi beyin

bolgelerine oksitosin verilmesi sonucunda siikroz alinimi inhibe edilmistir (33).
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Vintamasyon lvicuTAGIRLIGI ~ inflamasyor

Sekil 4. 4. Oksitosinin enerji dengesine olan etkilerini gosteren devrelerin sematik
olarak gosterilmesi. Oksitosin merkezi sinir sistemi i¢inde spinal kord ve
norohipofizden dolagima salinir (siyah okla gosterilmistir), metabolik olaylar
etkileyebilir (gri ile gosterilmistir) ve bu viicut agirliginda azalma ile sonuglanir.
Kisaltmalar: ARC, arkuat nukleus; CCK, kolesistokinin; BAT, kahverengi yag
dokusu; NTS, nukleus traktus solitari; PVN, paraventrikiiler nukleus; SON,
supraoptik nukleus; ve VTA, ventral tegmental bolge (37).
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Sekil 4. 5. Yemek alimimi kontrol eden oksitosin ndronal devrelerini gosteren
mekanizmalar. Leptin leptin reseptorii (LepR) yoluyla paraventrikiiler ¢ekirdekteki
(PVN) oksitosin (Oxt) néronlarini ve hipotalamik arkuat ¢ekirdekteki POMC/CART
noronlarim aktive eder, ARC deki AgRP/NPY néronlarini inhibe eder. Oksitosin
noronlar1 aktive olduktan sonra hipotalamik ARC ¢ekirdekteki POMC/CART
noronlarim1 ve arka beyindeki NTS bolgesini aktive eder. Bu da yemek aliminin
azalmasina yol agar. Dahasi, oksitosin ndronlarmin aktivasyonu negatif bir
mekanizmay1 tetikler, PVN oksitosin noronlart arkuat cekirdekteki AgRP/NPY
noronlart ile baglanti yapar ve bu PVN oksitosin ndronlarini inhibe eder. Bunun
yaninda oksitosin ndronlarinin posterior hipofiz bezi ile baglantis1 vardir ve
aktivasyonu dolagima oksitosin salgilanmasina yol acar. Boylece oksitosin adipoz

doku gibi hedef dokulara ulasir (38).
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Sekil 4. 6. Oksitosinin kalorili besin alimina etkilerini gosteren mekanizmalar.
Periferal sinyallere cevap olarak, oksitosin beyin devrelerini kontrol ederek kalorik

besin alimini, 6zellikle daha lezzetli besin alimini azaltir (33).

PWS fenotipinin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan genlerden biri olan Magel2 eksik
yeni doganlarin hipotalamusunda oksitosinin azaldigi gosterilmis ve yasamin ilk 5
saatinde tek doz oksitosin verilmesinin erken oliimleri engelleyerek ve normal siit
emme davranigini yeniden saglayarak anormal yeme davraniglarini diizeltmistir.
Bagka bir ¢alismada ise Magel2 eksik farelerde yasamin ilk haftasinda 1 hafta
oksitosin tedavisinden sonra anormal sosyal tanima ve etkilesim davranislari
diizeltilmistir. Insanlar ile yapilan g¢aligmalarin birinde yetiskin PWS hastalari
intranasl oksitosin ya da plasebo ile tedavi edilmistir. Oksitosin ile tedavi goren
hastalarin diger kisilere kars1 gliven artisi, liziintiiniin azalmas1 ve daha az rahatsiz

edici davranig gibi sosyal davranislarin gelismesini saglamistir (33).

Benzer sekilde, Necdin knockout fare modelinde oksitosin sisteminde bir azalma
goriilmiistiir. Dahasi, kromozom 15 {izerinde bulunan maternal olarak imprint olan
protein kodlayan genlerden biri olan Magel2 geninin eksik oldugu diger bir PWS
fare modelinde oksitosin néronlarinda anormallikler oldugu gdsterilmistir. Buna

dayanarak PWS fenotipinde anormal oksitosin noronlarinin oldugu soylenebilir.
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Oksitosin PVN ve supraoptik ¢ekirdek diye adlandirilan iki hipotalamik cekirdekte
tiretilir. En 1iyi bilinen periferal etkileri uterusun kasilmasi ve siit salgilanmasi
olmasmin yaninda anoreksijenik bir hormon olarak bilinen oksitosinin etkileri
toklugu saglamasidir (32). Ek olarak, oksitosin sosyal davranislar i¢ginde 6nemli olan
bir noropeptiddir. Insanlarda nasal oksitosin almimi saglikli ve otistik bireylerde
duygusal becerileri gelistirmistir. Bu nedenle olasi oksitosin fonksiyonundaki
bozukluklar PWS hastalarindaki zayif sosyal beceriler ve duygularini kontrol
etmedeki yetersizlikler ile iliskili olabilir ve bu onlarin tahmin edilemeyen rahatsiz
edici davraniglarini ve siklikla olan ani Ofkelenmelerini aciklayabilir. PWS
hastalariyla yapilan bir ¢alismada normal hastalara gore intranasal oksitosin alinimi
sonucunda dnemli Sl¢iide diger kisilere kars1 giiven artis1 olmus, lizglin olma egilimi
azalmis, daha az rahatsiz edici davranis ve yemek aliniminda azama oldugu

gosterilmistir (29).

4.5.1. Parvoselliiler oksitosin néronlar:

Prader-Willi sendromuna sahip ¢ocuklarin dogduklarindaki viicut agirliklar1 genelde
normalin altindadir. Sonraki iki sene igerisinde diger cocuklardan daha fazla kilo
almaya baglarlar. Zihinsel gerilik daha ciddi bir boyutta oldugu zaman istah kontrolii
daha kotii bir hal alabilir. Obeziteye yeme isteginde artis ve tokluk mekanizmasindaki
bozukluk neden olabilir. Bu fonksiyonlardan her ikiside hipotalamus tarafindan
kontrol edilir. Hayvan deneylerine gore parvoselliilar oksitosin ndronlar1 yemek

aliminin diizenlenmesi i¢in 6nemlidir (23).

PVN istahin ve metabolizmanin diizenlenmesinde Onemli bir role sahiptir ve
metabozlizmay1 ndéroendokrin ndronlar yoluyla diizenler, bu ndronlar tiroid bezini
diizenlemek i¢in tirotropin salgilayict hormonu salgilar (39, 40). Hipofiz bezi
adenokortikotropin  salgilanmasin1  diizenleyerek glukokortikotropin {iretimini
diizenler ve pre-otonomik ndronlarin biiyiik bir popiilasyonu yoluyla sempatik sinir
sistemini diizenler (39, 41). Fakat SON de bulunan oksitosin néronlari gibi PVN deki
oksitosin noronlar1 a-MSH i¢in dikkat ¢eken hedeflerdir ve 6zellikle yeme alimi ve

cesitli besinle ilgkili sinyaller trafindan giiglii bir sekilde etkilenir (39, 42). Siganlar ile
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yapilan bir ¢alismada a¢lik durumunda PVN deki oksitosin mRNA sinin ekspresyonu
onemli derecede azalmistir, bu azalma leptin verilmesi durumunda tersine gevrilmistir
ve bu etkiler anlasildig: iizere magnoselliiler ve parvoselliiler néronlarin her ikisinide
igerir (Sekil 4.7) (36, 39). PVN deki oksitosin noronlar1 arkuat c¢ekirdegin
NPY/AgRP/GABA noéronlarindan gelen fiberler tarafindan baglanti kurar. PVN ¢ok
sayida GABA ve NPY Y1 reseptorii eksprese eder. PVN deki GABAerjik aksonlarin
optogenetik aktivasyonu arkuat ¢ekirdekten dogru olur ve yemek alimim artirir (39,
43). Benzer sekilde PVN oksitosin noronlarmin direkt optogenetik aktivasyonu bu
noronlardaki c-Fos ekspresyonunu artirir ve yemek alimini baskilar. Ayni ¢aligmada
farmakogenetik  bir yaklasim arkuat POMC ndronlarmin  akut olarak
sessizlestirilmesine ragmen ilging bir sekilde kiiciik bir etkisi kalsada Sim-1 eksprese
eden PVN noronlarmin 6nemli derecede yemek alimimni artirdigi gosterilmistir (39,
44).

Bir ¢ok parvoselliiler oksitosin noronlar1 kaudal beyin sapindaki nukleus traktus
solitari (NTS) bolgesine projeksiyon gonderir, bu bolgede oksitosin vagal efferent
yolaklart modiile ederek gastrik hareketi diizenler. Bu ndronlar ciddi derecede yemek
alm ile tetiklenen refleks olay: ile iliskilidir ve gastrik gerilme ve onikiparmak
bagirsagindan CCK salgilanmasinin bir pargasi olarak aracilik eder. CCK in periferal
olarak verilmesi gastrik vagal afferent ndronlarin ve beyin kokii yapilarinin (6zellikle
NTS ve ventrolateral medulla) aktivasyonunu saglar. CCK uyarict NTS néronlari
yogun olarak PVN deki oksitosin igeren fiberler ile baglantiliyken parvoselliiler
oksitosin noronlarini igeren tekrarlanan bir devre vardir, bu gastrointestinal vago-

vagal refleksi modiile eder (39, 45).

Gastrointestinal vago-vagal refleks esas olarak ti¢ komponenti igerir: gastrointestinal
sistem, NTS ve vagusun dorsal motor ¢ekirdegi (DMV). Sindirim ile iliskili bilgiyi
tasiyan viskeral afferent fiberleri vagus sinirden baglar ve medial NTS te sonlanir.
NTS ndronlart bilgiyi entegre eder ve DMV ye afferent projeksiyonlar gonderir ve
DMV néronlart gastrointestinal sistemdeki intrinsik gangliaya geri projeksiyon yapar.
Bu esas dongiiye ek olarak, NTS in katekolaminerjik ve peptiderjik noéronlar PVN 1

iceren On beyindeki yapilara projeksiyon gonderir ve parvoselliiler PVN ndéronlart
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hem NTS hem DMN e geri projeksiyon gonderir. DMN de oksitosin gastrik hareketi
inhibe etmek igin rol oynar: DMN oksitosin reseptorlerini igerir ve o0ksitosin
antagonistleri zit bir etkiye sahipken DMN igine oksitosin enjeksiyonu gastrik
hateketi azaltir. PVN nin elektrik ile uyarilmasi gastrik hareketi inhibe eder ve bu etki
DMN e oksitosin antagonist enjeksiyonu yoluyla azaltilabilir (39). Diger yapilan
calismalarda da benzer sonuglar gozlemlenmistir, hayvan deneylerine gore icv
oksitosin enjeksiyonu ve PVN in uyarilmasi sonucunda gastrik hareket azalmistir, her
iki durumda da bu inhibisyon icv oksitosin antagonisti enjeksiyonu sonucu
Onlenmistir. Sonug¢ olarak, sadece icv oksitosin antagonistinin verilmesi gastrik
hareketi artirmigtir. Fakat gastrik hareketin CCK uyarilmis inhibisyonu icv oksitosin
antagonist enjeksiyonu ile onlenmezken gastrik hareket {izerine olan CCK in inhibe

edici etkisine oksitosin aracilik eder (39).

4.5.2. Magnoselliiler oksitosin néronlari

Magnoselliiler oksitosin néronlari istah1 diizenlemekte 6nemli bir role sahiptir, fakat
bu gorevi gerceklestirebilmesi i¢in sadece oksitosinin olmasi gerekli degildir. SON ve
PVN in magnoselliiler noronlarinda oksitosin CART, hipofiz bezi adenilat siklaz
polipeptid (PACAP), kortikotropin salgilayic1 faktor (CRF), CCK ve nesfatin-1 gibi
noropeptidleri igeren birkag anoreksijenik faktor ile kolokalize olur (46). Nesfatin-1
PVN de oksitosin salgilanmasini uyarmasmin ve oksitosin antagonisti tarafindan
nesfatin-1 in anoreksijenik etkisinin bloklanmasi yaninda, oksitosin nesfatin-1 in
yemek alimina olan inhibe edici etkisine aracilik eder. Yag kiitlesi ve obezite iliskili
(FTO) gen insanlarda obezite ile iligskilidir ve PVN ve SON de oksitosin ile
kolokalize olur. Bu gen transkripsiyon ko-faktorii (Fto) kodlar ve istahla iliskili
genlerin ekspresyonunu diizenledigi diisiiniiliir, ve Fto nun asir1 ekspresyonu hiicre

kiiltiriinde oksitosin mRNA seviyelerini artirir (39, 47).

Magnoselliiler oksitosin ndronlar1 beslenme sirasinda aktive olur. Her giin 2 saat
yemek alarak egitilmis hayvanlarda, PVN ve SON deki magnoselliiler oksitosin
noronlarinda yemek aliminin baglamasinin hemen ardindan yogun olarak Fos proteini

ekspresyonu vardir. Bu noronlar gastrik hareket ve CCK ve GLP-1 gibi tokluk
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peptidlerinin sistemik uygulanmasi sonucunda aktive olur. Dahasi, vagus sinirin
aktivasyonu sonucu yemeyi baskilayan intestinal lipid amid oleoilethanolamid (OEA)
PVN ve SON de oksitosin mRNA ekspresyonunu uyarir, bu anoreksik etki merkezi

oksitosin reseptorlerinin bloklanmasi sonucu 6nlenir (39, 48).

Magnoselliiler oksitosin ndronlarinin yeme uyarict aktivasyonunu igeren en iyi
anlasilmis yolak CCK in periferal enjeksiyonlar1 sonucu posterior hipofiz bezinden
oksitosin salgilanmasidir. Kisaca yemek alimina cevap olarak CCK onikiparmak
bagirsagindan salgilanir ve CCK in periferal verilmesi vagal afferent noronlarin
uyarilmasi ve beyinsap1 yapilarinin (NTS ve ventrolateral medulla) aktivasyonu
sonucunda yemek alimi inhibe olur. Intraperitonel veya intravendz olarak CCK
uygulanmas1 PVN ve SON deki oksitosin noronlarinda Fos ekspresyonunu artirir,
SON de oksitosin noronlarinin elektriksel aktivitesini artirir ve plazma oksitosin
salgilanmasimi artirir (49). A2 hiicre grubu noradrenerjik noronlarmnin direkt
projeksiyonu bu etkilere aracilik eder, bu hiicre grubu potent istah inhibe edici peptid
prolaktin salgilayic1 peptidi (PrRP) koeksprese eder. Oksitosin ndronlarinin
aktivasyonu noradrenerjik afferentlerin segici lezyonu ve noradrenalinin SON deki
etkilerinin bloklanmasi ya da PrRP deki etkilerin bloklanmas1 sonucunda bloke olur.
Ilging olarak, merkezi oksitosin reseptdr antagonist tedavisi CCK in anoreksijenik

etkisini azaltir, oksitosinin CCK uyarici tokluguna aracilik eder (39).

Parvoselliiler oksitosin noronlar1 gibi, magnoselliiler oksitosin néronlari ¢cok miktarda
leptin reseptdriinii eksprese eder ve bu dnemli hormon i¢in hedeftir. Leptin PVN de
Fos ekspresyonunu aktive eder, ozellikle NTS teki CCK ye duyarli ndronlara
projeksiyon yapan parvoselliller PVN noronlart. Fakat SON de leptinin  merkezi
olarak verilmesi Fos ekspresyonunu veya STAT3 {in niiklear translokasyonunu

uyarmaz, fakat niikklear STATS ekspresyonunu artirir (39).

Leptinin bu direkt modiilasyonuna ek olarak, magnoselliiler oksitosin noéronlari
indirekt olarak arkuat ¢ekirdegin POMC ndronlarina leptinin etkileri yoluyla
diizenlenir. PVN gibi SON de POMC néronlarindan giiclii projeksiyonlar kabul eder.
SON deki oksitosin noronlart PVN dekiler gibi yogun olarak a-MSH reseptorlerini
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(MC4) eksprese eder. a-MSH giiclii bir anoreksijenik peptiddir, yemek alimini ve
viicut agirhigimi azaltir, ve MC4 reseptorleri eksik fareler hiperfajik ve obezdir. Siml
heterezigot fare modelinde yapilan ¢alismada a-MSH ve oksitosin arasindaki iliski
incelenmistir. Yabanil tip farelerde, a-MSH MC4 reseptor (MC4R) agonisti yemek

alimin1 azaltmis ve PVN noronlarinda Fos ekspresyonunu uyarmistir (50).

Fakat Sim1 heterozigot farelerde, MC4R agonistinin yemek alimminda ve PVN de
Fos ekspresyonu iizerine azaltici bir etkisi vardir. Farelerde oksitosin iiretiminin eksik
olmast durumunda a-MSH agonistinin Siml farelerin PVN nindeki etkileri
bozulmustur (50, 51).

Spinal kord
Beyin sapi
Median eminens

Parvoselliiler PVN
néronu \

Q Posterior
= hipofiz bezi

Sekil 4. 7. Hipotalamik paraventrikiiler ¢ekirdekteki (PVN) parvoselliler ve
magnoselliiler néronlarin semetik gosterimi. NPFF parvoselliiler ve magnoselliiler

noronlara olan GABAerjik inputu modiile eder (52).
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4.6. AGRP ve POMC noéronlar1 ve Prader-Willi sendromu ile iliskisi

Magel2 geninin eksikligine sahip farelerde viicut agirhigimnin arttigi ve yiiksek leptin
seviyelerine sahip olduklar1 gériilmiistiir. Hipotalamusta Magel2 arkuat c¢ekirdekte
yiiksek miktarda eksprese edilir. Bu bolge istaht ve enerji harcanmasini zit sekilde
diizenleyen farkli néronal populasyonlara sahiptir. Bunlardan AGRP noronlar1 besin
tilketimini artirir ve enerji harcanmasimi azaltir, POMC no6ronlar1 ise MC4R
noronlarim1 aktive ederek besin tliketimini azaltir ve enerji harcanmasini artirir.
AGRP noronlar1 beynin farkli bolgeleri ile projeksiyon yapar ve bunun yaninda
ndropeptid Y ve GABA’nin antagonistik etkileri ile lokal POMC ndronlarini inhibe
eder (Sekil 4.8) (54). AGRP noronlar1 yeme davranmigini akut olrak etki ederken
POMC ndronlar1 uzun siirede beslenmeyi etkiler. Bu nedenle AGRP ndronlarina
bagli POMC noéronlariin baskilanmasi akut beslenme davranisi icin gerekli degildir
(44). Optogenetik teknikler AGRP noronlarimin aktivitesi ve davranigi arasindaki
iligkiyi arastirmak icin kullanilmistir. Bu yontem AGRP néronlarini ve bu
noronlarin beslenme davranisini etkileyen sinyal yolaklarini arastirmaya olanak
saglar. Bu ndronlarin uyarilmas:t yemeye olan cevabi aktive etmek i¢in yeterlidir
(55). Dahasi, PVH, BNST ve LH gibi beyin bélgelerine AGRP nin aksonal
projeksiyonlar1 vardir. Ozellikle PVH bdlgesine olan projeksiyon yeme davranigimnin
diizenlenmesinde dnemli role sahiptir. AGRP ndronlariin PVH de bulunan néronlari
inhibe ederek beslenmeyi artirdigi gosterilmistir (44). Hem oreksijenik AGRP hem
de anoreksijenik POMC néronlarinin  Magel2 transkriptine sahip oldugu
gosterilmistir. Ayrica Magel2 eksik farelerde leptine olan cevabin bozuldugu
gosterilmistir. Dahasi, Magel2 knock-out farelerin MC4R aktivasyonuna daha hassas
oldugu goriilmiistiir ve azalan POMC noron akson dallanma fenotipi ortaya
ctkmistir. Onceki calismalara gére POMC néronlarindaki leptin  duyarhiligmin
degismesi enerji dengesinin bozulmasma yol agabilir. Fakat Magel2 eksikliginin

POMC noronlarinin davranisa olan etkisi bilinmemektedir (15).
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Sekil 4. 8. AgRP ve POMC noronlart beslenme ile iligkili sinyallere cevap olarak
beslenmeyi diizenler. A. AgRP ve POMC noronlari hipotalamusun arkuat
cekirdeginde bulunur. Anoreksijenik hormon leptin ve oreksijenik hormon ghrelin

AgRP ve POMC noéronlarini zit bir sekilde diizenlerler (56).

26



5. MATERYAL VE METOD

5.1. Materyal

Primerler (Sentegen)

Agaroz (Sigma)

Paraformaldehit (Sigma)

SafeView (Alfagen)

Fluoromount Mountin Medium (Sigma)
Clozapine N-Oxide (Enzo Life Sciences)
Ensure (Abbott)

MicroPunch (Harvard Apparatus)
Micromanipulator (Narishige)

Anestezi cihazi (Beyza Medikal)
Mikropipet (Fisher Scientific)

PCR tiipii (Isolab)

Ear Tag (Harvard Apparatus)
Microcentrifuge tiip (Sigma)

Santrifiij (Orto Alsera)

Manyrtik karistirici (Benchmark Scientific)
ChemiDoc (BioRAD)

Tart1 (Ohaus Explorer)

Vibratom (Leica)

Ozmometre (Advance Instruments)

Mikropipet gekici (Sutter instruments)

5.2. Deney hayvanlari
Jackson Laboratuvari’ndan satin alinan C57BL/6-Magel2™S"/J veya kisa adiyla

Magel2 Knock out erkek transgenik fareler, disi B6;129S-OxtMmL1re)bolsn/j yeya

kisa adiyla Oxt-Cre fareler ile ¢aprazlanarak cift transgenik fareler iiretildi. aym
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zamnada, Magel2 Knock out erkek transgenik fareler, disi Agrp™C™®L%/] veya kisa
adiyla Agrp-Cre ve Pomc!t®"/J veya kisa adiyla Pomc-Cre fareler ile ¢aprazlanarak
cift transgenik fareler iiretildi. Fareler 28 giinliige ulastiklarinda, anestezi altinda
yavrularin kulaklarindan doku 6rnekleri alinarak genotipleri belirlendi. Genotipleme
sonucuna gore disi ve erkek transgenik fareler ayrildi. Deneyler sirasinda hem disi
hem erkek fareler kullanildi. Transgenik farelerin bakimi ve iiretimi Istanbul
Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezi tarafindan (MEDITAM)
gerceklestirilmistir. Hayvan deneyleri, Istanbul Medipol Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (iIMU-HADYEK) tarafindan onaylanmustir.

5.3. Genotipleme

5.3.1. DNA izolasyon protokolii

75 ul 25mM NaOH/0,2 mM EDTA igeren Alkalin soliisyon igerisine fareden alinan
doku eklenir. PZR cihazina konarak 1 saat 98 °C de, daha sonra 15°C ye distiriiliir.
Kaynamis olan doku pipetaj yapilarak doku biitiinliigli kaybetmesi saglandiktan
sonra 75 ul 40 uM Tris HCI (pH:5,5) soliisyonu eklenerek 4000 rpm de 5 dakika

santrifiij edilir. Stipernatan ayrilir, pelet atilir.

5.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu

1 o6rnek i¢in: 2,4 ul Magnezyum icermeyen 10X Tampon ¢ozelti, 0,5ul ANTP, 0,8ul
Primer a,0,8 ul Primer b, 0,125ul tag polimeraz, 2ul MgClI2,14,375ul ultra distile su

ve 4ul izole edilen dna eklenerek pcr programi calistirilir. Tiiplere ekleme sirasi

olarak en yiiksek hacim ilk konur prensibi izlenir (Tablo 5.1).
Tablo 5.1. Polimeraz zincir reaksiyonu programi

1-94°C -2dakika

2-94°C-20saniye

3-65°C-15saniye (her dongiide 0,5°C diiger)
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4-68°C-10saniye
5-Tekrar programi (2-4 arasi program 10x tekrar)
6-94°C-15saniye
7-60°C-15saniye
8-72°C-10saniye
9-Tekrar programi (6-8 aras1 program 28x tekrar)
10-72°C-2dakika
11-4°C-bekleme.

5.3.3. Agaroz jel elektrofrezi
Program calistirildiktan sonra tiiplerden 10ul alinarak 2ul 6x boya eklenerek %3liik

agara yiklenir, 80V.ta 1XTAE tampon c¢dzelti icerisinde 1 saat yiiriitiliir ve

goriintiilenir (Resim 5.1).

Resim 5.1. %3 agaroz jelde pcr iriinleri goriintiisii. Magel2 +/- hatt1 transgenik bant
uzunlugu 336 baz ciftidir. Oxt-cre hatti1 bant uzunlugu 200 baz ¢iftidir.310 baz ¢ifti
uzunlugunda goriinen ise dna 6rneginde cogaltilan gen bolgesinde bulunan yabanil

tip alleli gostermektedir. Bu DNA 6rnegi i¢in heterozigottur yorumu yapilir.

5.4. intrakraniyal rekombinant adeno-asosiye viriis enjeksiyonu
30 giinliik disi veya erkek fareler stabil anestezi altinda stereotaksik cergeveye

sabitlendi. Kafanin diiz ve sabit oldugundan emin olunmasiyla, kafa derisi Betadin ile

temizlendi ve bisturi ile kesildi. Kafatasina uygulanan hidrojen peroksit ile kemikler
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belirgin hale getirildi. Kafatas1 hidrojen peroksitten arindirildi ve SteREO Discovery
V8 mikroskop altinda kraniyal koordinatlar belirlendi. Florasan boncuk kullanilarak
daha 6nceden bu koordinatlar belirlenmistir. Narishige mikromanipulator yardimiyla
Bregma noktasinda tiim koordinat degerleri sifirlandi ve Paraventrikiiler ¢ekirdek
(PVN) bolgesi i¢in koordinat diizleminde Anterior/Posterior (A/P): -0,8 mm ve
Medial/Lateral (M/L): 0,25 mm olacak sekilde ilerlendi. Arkuat gekirdek (10) bolgesi
icin koordinat diizleminde Anterior/Posterior (A/P): -1,5 mm ve Medial/Lateral
(M/L): 0,25 mm olacak sekilde ilerlendi Kafatas1 bu noktada freze yardimiyla delindi.
Sutter P-1000 Mikropipet ¢ekici ile cam mikropipetler 1s1 yardimiyla inceltilerek
hazirlandi. i¢ine mineral yag doldurulan cam mikropipet Narishge enjektore takildi.
Rekombinant adeno-asosiye viriis mikropipete dolduruldu (Tablo 5.2). Belirtilen A/P
ve M/L koordinatlarinda beyin yiizeyi Dorsal/Ventral (D/V) olarak sifir alindi ve
PVN igin D/V: -4,9 mm olacak sekilde beyin iginde ilerlendi, ARC i¢in ise D/V: -5,6
mm olacak sekilde beyin i¢inde ilerlendi (Sekil 5.1). Narishige enjektor ile 300 nl
enjeksiyon yapildi. 10 dakika beklemenin ardindan cam mikropipet beyinden
cikarildi, kafa derisi dikildi ve fareler operasyon sonrasi bakima alindi. Viriisiin iyice
enfekte olabilmesi i¢in fareler 1-2 hafta operasyon sonrasi bakimda bekletildi. Daha

sonra fareler elektrofizyolojik kayit alinmak tizere ayrildi.

Florasan boncuk

Sekil 5.1. Koronal beyin kesitinde florasan boncuk ile paraventrikiiler ¢ekirdegin
(PVN) hedeflenmesi.
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Tablo 5.2. Alinan ve iiretilen viriis gesitleri

Elektrofizyolojik kayit almak i¢in kullanilacak ChR2 viriisleri
-pAAV-CAG-Rev-ChR2-tdTomato
-pAAV-CAG-Rev-CHR2-tdTomato
-pAAV-CAG-CHR2-tdTomato

Anatomik inceleme i¢in ndron isareleyici floresan tasiyan virlisler
-pAAV-rev-GFP
-pAAV-CAG- rev-tdTomato

Sinaptik salgiy1 belirli bolgelerde inhibe etmekte kullanilacak proton pompasi Arch
viriisleri

-pAAV-CAG-ArchT-GFP

-pAAV-FLEX-ArchT-tdTomato

-pAAV-FLEX-ArchT-GFP

5.5. Elektrofizyoloji

5.5.1. Solusyonlar

Yapay beyin omurilik sivisi: 119 mM NaCl, 25 mM NaHCO3, 11 mM D-glukoz,
2.5 mM KCI, 1.25 mM MgCl2, 2 mM CaCl2 and 1.25 mM NaH2PO4

Kesim soliisyonu: 234 mM siikroz, 28 mM NaHCO3, 7 mM D-glukoz, 2.5 mM
KCI, 7 mM MgCI2, 0.5 mM CaCl2, 1 mM sodyum askorbat, 3 mM sodyum piruvat
and 1.25 mM NaH2PO4

Hiicre i¢i soliisyon: 125 mM CsCl, 5 mM NaCl, 10 mM HEPES, 0.6 mM EGTA, 4
mM Mg-ATP, 0.3 mM Na2GTP, 10 mM lidokain N-etil bromid (pH 7.35 and 290

mOsm)
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5.5.2. Hiicre ici soliisyon

e CsClI (Sigma-Aldrich)

e EGTA (Sigma-Aldrich)

e NaCl (Sigma-Aldrich)

e HEPES (Sigma-Aldrich)

e Mg-ATP (Sigma-Aldrich)

e Na2GTP (Sigma-Aldrich)

e Lidokain N-etil bromid (Sigma-Aldrich)

5.5.3. Hiicre dis1 solusyonlar

e NaCl (Sigma-Aldrich)

e D-glukoz (Sigma-Aldrich)

e KCI (Sigma-Aldrich)

e MgCl; (Sigma-Aldrich)

e CaCl; (Sigma-Aldrich)

e HEPES (Sigma-Aldrich)

e NaHCO3 (Sigma-Aldrich)

e NaH2PO4 (Sigma-Aldrich)

e Siikroz (Sigma-Aldrich)

e Sodyum askorbat (Sigma-Aldrich)
e Sodyum piruvat (Sigma-Aldrich)

5.5.4. Elektrofizyoloji ekipmanlari

e Vibrasyon engelleyici masa (Scientifica)
e Faraday kafesi

e Mikroskop (Olympus)

e Objektif (Olympus)

e Mikromanipulator (Scientifica)

e Basing kontrol sistemi



o Amplifier (Axon Digidata 1550 ve MultiClamp 700B)
o Elektofizyoloji platformu (Scientifica)

e Bilgisayar

e Cam mikropipet (Harvard Apparatus)

e Mikropipet ¢ekici (Sutter Instruments)

e Data analiz sistemi (Molecular Devices)

e Kamera (Zeiss)

e Kamera ekrant

e Perflizyon pompasi

e Karbojen (%95 02 and %5 CO2)

e Osmometre (Advanced Instruments)

5.5.5. Yontem

Elektrofizyolojik kayit oncesi beyin kesitleri hazirlandi. Bunun i¢in 234 g/mM
siikroz, 28 g/mM NaHCOs, 7 g/mM dekstroz, 7 g/mM MgCl,, 0,5 g/mM CaCly, 1
g/mM sodyum askorbat, 3 g/mM sodyum piirivat ve 1,25 mM NaH2POys igeren,
kesme soliisyonu 6nceden hazirlandi ve -80°C’de sogutuldu. Fareler fikse edilmeden
sakrifiye edildi. Canli beyin dokusundan, %95 O2 ve %5 CO: ile havalandirilan
kesme soliisyonu icinde vibratom (Leica) ile 300 um kalinliginda kesitler alindi.
Ardindan bu kesitler 119 g/mM NaCl, 25 g/mM NaHCOs, 7 g/mM dekstroz, 2,5
g/mM KCI, 7 g/mM MgCly, 0,5 g/mM CaCly, 1 g/mM sodyum askorbat, 3 g/mM
sodyum piirivat ve 1,25 mM NaH2POys iceren, %95 O, ve %5 COzile havalandirilan
yapay beyin omurilik sivist (aCSF) igerisine konuldu. Elektrofizyoloji deneyine
baslamadan once beyin kesitlerinin 30dk kadar yapay beyin beyin omurilik sivisinda
tyilesmesi beklendi. Beyin kesitleri daha sonra elektrofizyoloji platformunda bulunan
ve aCSF ile perfiize olan bdlmeye alindi. Ilgilendigimiz alan1 ekranda bulup
mikropipete hiicre i¢i sivist (125 mM CsCl, 5 mM NaCl, 10 mM HEPES, 0.6 mM
EGTA, 4 mM Mg-ATP, 0.3 mM Na2GTP, 10 mM lidokain N-etil bromid (pH 7.35
and 290 mOsm)) dolduruldu. Pipet takildiktan sonra pozitif basing verildi ve pipet

beyin kesitine yaklastirildi. Pipet solusyona degdigi zaman bilgisayar programinda
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(Clampex) direnci goriiliir. Eger idealse objektif 4x ten 40x e alinir, 40x objektif
solusyona degdigi zaman hiicreler goriiliir. Canli bir hiicre segildikten sonra pipet
hiicreye yavasca yaklastirilir. Pipet hiicreye degdigi zaman c¢ukur bir goriinti
olusacak, o noktada pozitif basing acilir sonra negatif basing verilerek hiicrenin
pipete yapigmasi saglanir. Daha sonra whole cell kayit i¢in hiicre -60mV ta tutulur ve
hiicrenin kirildigindan emin olununca elektrofizyolojik kayit alinir. Elektrofizyolojik
kayitlar amplifier sistemi kullanilarak goriintiilenir. Cell-attached kayit i¢in ise hiicre
zar1 kirilmadan veya hiicre herhangi bir voltajda tutulmadan spontane aktivite ol¢tliir
ve pipet igine aCSF doldurulur. Pipet direnci 4-6 MQ olarak belirlendi. Cam pipetler
Sutter P-1000 Mikropipet ¢ekici 1s1 yardimiyla inceltilerek hazirlandi.

5.6. Doku fiksasyonu ve kesit alma

Davranis deneyleri sonrasinda farelere sirasiyla fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi ve %4
paraformaldehit fiksatifi (PFA) ile kardiyak perfiizyon yapildi. Sakrifiye edilen
farelerin beyinleri ¢ikarildi. Beyinler dnce 4°C’de 4 saat %4’liikk PFA i¢inde, sonra
4°C’de 24 saat %30’luk siikroz ¢ozeltisi i¢inde bekletildi. 10 mL H20 igine 0,4 g
diisik donma sicakligina sahip agaroz katildi ve c¢ozelti berraklasana kadar
kaynatildi. Beyinler fosfat tamponlu tuz ¢o6zeltisi ile yikandiktan sonra bu ¢ozelti
icine gomiildii ve jel kivamina gelene kadar beklendi. VT1000S vibratom ile 75 um

kalinliginda kesitler alind1.

5.7. Mikroskobik goriintiileme ve analiz

Beyin kesitlerinin goriintiileme islemi Zeiss LSM 780 Konfokal Mikroskop ile
yapildi.

5.8. Kimyasal aktivasyon

30 giinliik erkek Magel KO ve Oxt-cre, Agrp-cre ve Pomc-cre transgenik farelere
intrakraniyal olarak enjekte edilen rAAV-hSyn-FLEX-hM3D(Gq)-mCherry viriisii
ile 14 giin siireyle noronlar enfekte edildi. Operasyon sonrasi bakim siiresi sonunda

fareler davranis deneyleri i¢in tekli kafeslere alindi. Farelerin bu kafeslere alismasi

icin 2 giin siire tanindi. Ardindan, giinliik besin tiiketimi gdzlenmeye baglandi. Besin
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tilketimi stabil hale geldiginde ad libitum olarak davranis deneyleri baslatild.
Intraperitonal (i.p.) CNO enjeksiyonlar1 gergeklestirildi. Intraperitonal enjeksiyonlar
sonrasinda 30 dakika arayla 2 saat boyunca besin tiikketimi gozlendi ve viicut agirlig

degisimi ol¢iildii.

5.9. Kimyasal inhibisyon

30 giinliik erkek Magel KO ve Oxt-cre transgenik farelere intrakraniyal olarak enjekte
edilen rAAV-hSyn-FLEX-hM4D(Gi)-mCherry viriisii ile 14 giin siireyle PVN
bolgesindeki oksitosin noronlar1 enfekte edildi. Operasyon sonrasi bakim siiresi
sonunda fareler davranis deneyleri icin tekli kafeslere alinmistir. Farelerin bu
kafeslere alismasi i¢cin 2 giin silire taninmistir. Ardindan, gilinliik besin tiiketimi
gozlenmeye baslanmistir. Besin tiiketimi stabil hale geldiginde ad libitum olarak
davramis deneyleri baslatilmistir.  Intraperitonal ~Clozapine-N-Oxide (CNO)

enjeksiyonlar sonrasinda 30 dakika arayla 2 saat boyunca besin tiiketimi gézlenmistir.

5.10. Istatistik
Elektrofizyoloji ve davranig deneylerini analiz etmek i¢in Student’s t-test kullanildi.

p < 0.05; * p < 0.01; **, p<0.001; *** olarak kabul edildi. p>0.05, istatistiksel

olarak anlamsiz kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. PVN oksitosin noronlarina gelen sinaptik inputlarin Magel2 eksik farede

degerlendirilmesi

Bu proje kapsaminda bir Prader Willi Sendromu (PWS) modeli olan Magel2-eksik
fare modeli ve toklukla iligkisi oldugu bilinen oksitosin salan noronlarinda cre
rekombinaz enzimi igermesi saglanmig Oxt-cre fare modeli ile ¢alisgilmistir. Magel2-
eksik fare hatti ile Prader Willi Sendromuyla ilgili néronlarin baglanti anatomisini ve
bu baglantilarin sinaptik 6zelliklerini analiz etmeyi amagladik. PWS ile baglantil
oldugu gorillen oksitosinin ndronal aktivitesindeki yetersizligin  sebepleri
arastirilirken Oxt-cre hatt1 kullanildi. Sonrasinda Magel2 KO ve Oxt-cre hatlarinin
caprazlanmasi ile ¢ift transgenik; Magel2 geninin parental kopyasi bozulmus ve
oksitosin ndronlari cre rekombinaz eksprese etmesi saglanmig PWS modelinde
oksitosin noronlarinin anatomisi incelenerek ve arastirmalar sonucunda normal, PWS
li fare modelinde ve oksitosin noronlart manipule edilebilen PWS fare modelinde
oksitosin noronlarma gelen inputlarda bir degisiklik olup olmadigi saptanarak,
oksitosin noronal aktivitesindeki yetersizligin yetersiz uyarilmadan mi, otonom bir
bozukluktan m1 kaynaklaniyor oldugu sorusu ag¢ikliga kavusturulmasi amag¢lanmistir

(Sekil 6.1).

G - Q

Magel2 +/- Oxt-Cre

Sekil 6.1. Magel2:Oxt-cre ikili transgenik fare hattinin tiretimi.

Magel2 eksikliginde oksitosin ndronlarinin fonksiyonunda bir bozukluk olup
olmadigint anlamak i¢in bu ndronlara gelen sinaptik inputlar1 inceledik.
Elektrofizyolojik Olglimlerin oncesinde Oxt-cre ve DTG (Magel2 geninin paternal

kopyast bozulmus ve oksitosin noronlar1 Cre rekombinazi eksprese eden fareler)
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yavrulara 30 giinliik olduklarinda stereotaktik ¢erceve ve mikropipet yardimiyla PVN
bolgesine PVN bolgesine AAV-Flex-GFP viriisii enjekte ederek oksitosin néronlari
florasan olarak isaretlendi (Sekil 6.2).

TN

(yada DTG) | =TV

400 mm

Sekil 6.2. Oxt-Cre ya da DTG farede AAV-Flex-GFP viriisii ile PVN deki oksitosin

noronlarinin isaretlenmesi.

Iki hafta boyunca viral vektoriin tasidig1 transgenin ifade olmasini bekledikten sonra
akut olarak beyin kesiti alinmis ve yesil florasan ile isaretlenen PVN deki oksitosin
noronlarindan kayit alinmigtir. Magel2 eksikliginde PVN-oksitosin néronlarindaki
olas1 presinaptik input anomalitelerinin spontane (EPSC veya IPSC) akimlarin
Olclilmesiyle test edilmesi hedeflenmistir. Bunun i¢in yesil florasan ile isaretli
oksitosin ndronlarindan tam hiicre yama kiskact (whole-cell patch clamp) kayitlart
toplanmaya baslanmistir. Elekrofizyoloji sonuglarina gore Magel2 eksikliginde
oksitosin noronlarina gelen EPSC sinaptik inputlarinda (uyaran input) ©6nemli bir
oranda azalma gozlemlenmistir ama tepe genlik (peak amplitude) degerinde bir fark
yoktur (Sekil 6.3). Ayn1 zamanda IPSC sinaptik input (baskilayan input) kayitlart
almmistir. Bunun sonucunda Magel2 eksikliginde hem oksitosin noronlarina gelen
IPSC sinaptik inputlarinda degisiklik yoktur ama tepe genlik degerinde bir artis vardir
(Sekil 6.4).
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Sekil 6.3. AAV-Flex-GFP viriisii ile isaretlenen Oxt-Cre ve DTG farelerde PVN’deki
oksitosin noronlarindan EPSC (uyaran input) akimlarinin 6l¢iilmesi. a) Oxt-Cre ve
DTG farede yesil florasan ile isaretli oksitosin ndronundan alinan tam hiicre yama
kiskact (whole-cell patch clamp) kayit. b) EPSC elektofizyolojik kayitlarin frekans
grafigi (Oxt-cre: 3.02 £ 0.28 Hz, n=28 noron / 4 fare ve Oxt-cre::Magel2*™: 1,70 +
0.23 Hz, n=31 nodron / 4 fare; p=0.0006). ¢) EPSC elektofizyolojik kayitlarin tepe
genlik (peak amplitude) grafigi (Oxt-cre: 23.43 + 1.53 pA, n=28 ndron / 4 fare ve
Oxt-cre::Magel2™™: 20.43 + 1.09 pA, n=31 néron / 4 fare; p=0.11). d) Uyarict
sinaptik olaylarin arasindaki zaman araligina bagl kiimilatif olasilik grafigi. €)
EPSC elektofizyolojik kayitlarin tepe genlik (peak amplitude) degerleri ile iligkili
kiimiilatif olasilik grafigi. (p < 0.001).
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Sekil 6.4. AAV-Flex-GFP viriisii ile isaretlenen Oxt-Cre ve DTG farelerde PVN’deki
oksitosin noronlarindan IPSC (baskilayan input) akimlarinin dlgiilmesi. a) Oxt-Cre
ve DTG farede yesil florasan ile isaretli oksitosin ndronundan alinan tam hiicre yama
kiskact (whole-cell patch clamp) kayit. b) IPSC elektofizyolojik kayitlarin frekans
grafigi (Oxt-cre: 2.53 £ 0.26 Hz, n=41 noron / 6 fare ve Oxt-cre::Magel2*™: 221 +
0.26 Hz, n=41 ndron / 6 fare; p=0.39). ¢) IPSC elektofizyolojik kayitlarin tepe genlik
(peak amplitude) grafigi (Oxt-cre: 60.02 + 4.64 pA, n=41 noron / 6 fare ve Oxt-
cre::Magel2*™: 73.90 + 3.94 pA, n=41 noron / 6 fare; p=0.02). d) Inhibe edici
sinaptik olaylarin arasindaki zaman araligina baglh kiimiilatif olasilik grafigi. e) IPSC
elektofizyolojik kayitlarin tepe genlik (peak amplitude) degerleri ile iliskili
kiimiilatif olasilik grafigi. (*p < 0.05).
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Dendritik dallar, merkezi sinir sistamindeki uyarici (excitatory) sinaptik iletimin esas
bolgeleridir. Dendritik dallarin yogunlugu noéral devre fonksiyonunu etkiler. Bu
nedenle, uyarici akimlardaki azalma dendritik uzantilarin yogunlugunda bir azalma
olmasi ile ilsili olabilir. Fakat, dendritik uzantilarin yogunluklar1 karsilastirildiginda
Magel?2 eksik farelerin dendritik uzantilarinda bir azalma olmadigi goriilmistiir (Sekil

6.5).
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Sekil 6. 5. Oksitosin noronlart tizerindeki dendritik dallarin yogunlugunun Oxt-Cre
ve Magel2 eksik farelerde karsilagtirilmasi. a) Oxt-Cre ve DTG faredeki dendritik
segmentler. b) Dendritik dallarin yogunluk grafigi (Oxt-cre: 0.27 £ 0.04, n=20
dendrit / 4 fare ve Oxt-cre::Magel2*™P: 0.36 + 0.05, n=30 dendrit / 3 fare; p=0.24).

6.2. PVN noronlarinin otonom atesleme ve dinlenme potansiyeli 6zelliklerinin

normal ve PWS modelinde belirlenmesi

Oksitosin ndronlarma gelen inputlardaki degisiklikleri belirledikten sonra bu
ndronlarin hiicre otonom ozelliklerini degerlendirdik. Oksitosin ndronlarinin temel
elektrofizyolojik 6zelliklerinin PWS modellerinde degisip degismedigini belirmeyi
hedefledik. Bunun i¢in akut hazirlanan beyin kesitlerinde kontrol ve Magel2 eksik
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farelerdeki oksitosin membran1 dinlenme potansiyelini, frekans degisimini ve
spontane atesleme hizini dl¢ilip karsilastirdik. Elekrofizyoloji sonuglarina gore Oxt-
Cre farede spontane aktivite frekansi tok durumda daha yiiksekken Magel2 eksik
oldugunda spontane aktivite frekansinda bir azalma vardir (Sekil 6.6). Bunun
yaninda Magel2 eksik farelerde noronlarin ateslemesinde bir azalma gézlemdi ama
membran potansiyeli 6zelliklerinde bir degisiklik gézlemlenmedi (Sekil 6.7). Ayrica
akim-voltaj degerlerinde de anlamli bir fark yoktur (Sekil 6.8). Merkezi sinir
sisteminde excitatory sinapslar glutamat salgilar ve bu norotransmitter iki bolgede
etki eder: AMPA ve NMDA reseptorleri. AMPA reseptorleri, post-sinaptik
depolarizasyonu saglar ve bu néronun ateslemesini baglatir. NMDA reseptorleri ise
sinaptik plastisiteyi baglatir. NMDA ve AMPA akimlarinin dl¢iim sonuglarina gore
NMDA/AMPA oraninda bir azalma goézlemlenmistir (Sekil 6.9). Bu sonuglar
sinaptik baglantidaki bozulmanin hiicrelerin atesleme 6zelliklerini dogrudan
etkiledigini gostermektedir, fakat noronlarin wuyarilabilirlik 6zelliklerinde bir

degisiklik yoktur.
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Sekil 6.6. AAV-Flex-GFP viriisii ile isaretlenen Oxt-Cre ve DTG farelerde PVN’deki
oksitosin noronlarindan elektrofizyolojik dl¢limlerin alinmasi. a) Oxt-Cre ve DTG
yesil florasan ile isaretli oksitosin noronundan alinan cell-attached kayit. b)
Elektofizyolojik kayitlarin frekans grafigi (Oxt-cre: 1.68 + 0.16 Hz, n=70 ndron / 7
fare ve Oxt-cre::Magel2*™P: 1.19 + 0.15 Hz, n=45 noron / 5 fare; p=0.04). c)

Spontane olaylarin arasindaki zaman araligina bagl kiimiilatif olasilik grafigi. (*p <
0.05).
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Sekil 6.7. AAV-Flex-GFP viriisii ile isaretlenen Oxt-Cre ve DTG farelerde hiicre
otonom oOzelliklerinin karsilastirilmasi. a) Oxt-Cre ve DTG farede yesil florasan ile
isaretli oksitosin noronundan alinan tam hiicre yama kiskaci (whole-cell patch
clamp) kayit. b) Elektofizyolojik kayitlarin frekans grafigi (Oxt-cre: 2.45 + 0.40 Hz,
n=36 noron / 6 fare ve Oxt-cre::MageIZ*m"p: 1.23 + 0.39 Hz, n=31 noron / 5 fare;
p=0.03). c) Membran potansiyeli grafigi (Oxt-cre: -52.40 + 1.26 mV, n=36 ndron / 6
fare ve Oxt-cre::Magel2*™: -52.13 + 1.33 mV, n=31 noron / 5 fare; p=0.88). (*p <
0.05).
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Sekil 6.8. Akim-voltaj egrisi (Oxt-cre: n=20 noron / 3 fare ve Oxt-cre::Magel2*™:
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Sekil 6.9. NMDA/AMPA orani. a) Oxt-Cre ve DTG farede olgiilen NMDA ve

AMPA akimlar1 gosteren kayitlar. AMPA akimlar1 voltaj -60 ta tutularak

Olgiilmiistir, NMDA akimlart ise voltaj +40 ta tutularak Olgiilmiistiir. b)

NMDA/AMPA oranmi grafigi (Oxt-cre: 0.12 + 0.02, n=20 noron / 3 fare ve Oxt-

cre::Magel2*™: 0.38 + 0.06, n=24 noron / 3 fare; p=0.0009). (***p < 0.001).
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6.3. PVN oksitosin noronlarima gelen sinaptik inputlarin release probability

ozelliklerinin Oxt-Cre ve Magel2 eksik farelerde degerlendirilmesi

Elektrofizyolojik olglimlerin oncesinde Oxt-cre ve DTG (Magel2 geninin paternal
kopyast bozulmus ve oksitosin noronlar1 Cre rekombinazi eksprese eden fareler)
yavrulara 30 giinliik olduklarinda stereotaktik ¢erceve ve mikropipet yardimiyla PVN
bolgesine AAV-Flex-GFP viriisti enjekte ederek oksitosin néronlari florasan olarak
isaretlendi. 1ki hafta boyunca viral vektdriin tasidigi transgenin ifade olmasi
bekledikten sonra akut olarak beyin kesiti alinmis ve yesil florasan ile isaretlenen
PVN deki oksitosin noronlarindan kayit alinmistir. Magel2 eksik farelerde meydana
gelen input degisikliklerinin nedenini arastirmak icin oksitosin ndronlarina gelen
sinaptik inputlarin release probability 6zelliklerini inceledik. Norotransmitter salinim
olasilig1 oram (PPR) presinaptik hiicrenin salmim 6zelliklerini ifade eder. iki uyari
sonucu olusan postsinaptik cevaptan ikincinin birinciye oranidir. Eger presinaptik
hiicre yiiksek salinim 6zelligine sahipse, ilk uyarida norotransmitter salimin1 meydana
gelir, ikinci uyarida daha az nérotransmitter salinir. Boylece daha kiiciik bir PPR
orani meydana gelir. Eger presinaptik hiicre diisiik salinim o6zelligine sahipse ilk
uyarida daha diisiik bir postsinaptik cevap olusacak, ikinci uyarida daha biiylik bir
norotransmitter salimini meydana gelir. Boylece daha biiylik bir PPR oran1 meydana
gelir. Kayitlar sirasinda sinaptik transmisyonu engelleyen kimyasallar kullanilmistir.
Boylece excitatory (uyarici) ve inhibitory (inhibe edici) akimlar ayr1 ayrn
incelenmigtir. PTX (inhibe edici akimlar1 ortadan kaldirir) eklenen kayitlarda
excitatory akimlarin release probability Ozellikleri incelenmistir. Bu deneyin
sonucuna gore normal ve Magel2 eksik farelerde PPR oraninda anlamli bir degisiklik
meydana gelmemistir (Sekil 6.10). CNQX ve AP5 (uyarici akimlari ortadan kaldirir)
eklenen kayitlarda ise inhibitory akimlarin release probability ozellikleri
incelenmistir. Bu deneyin sonucuna gore de normal ve Magel2 eksik farelerde PPR
oraninda anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir (Sekil 6.11). Sonug¢ olarak,
uyarict akimlarda ve inhibe edici akimlarda meydana gelen degisiklik release

probability ile iliskili degildir, input sayisinda bir degisiklik meydana gelmis olabilir.
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Sekil 6.10. Oxt-Cre ve Magel2 eksik farelerde uyarict sinaptik inputlarin release
probability 6zelliklerinin degerlendirilmesi (Oxt-cre: n=25 noron / 5 fare ve Oxt-

cre::Magel2*™-P: n=28 noron / 4 fare).
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Sekil 6.11. Oxt-Cre ve Magel2 eksik farelerde inhibe edici sinaptik inputlarin release
probability ozelliklerinin degerlendirilmesi (Oxt-cre: n=28 néron / 5 fare ve Oxt-

cre::Magel2*™-P: n=24 ngron / 5 fare).
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6.4. PVN oksitosin noronlarinin aktivasyonu ve bu aktivasyonunun Oxt-Cre ve

Magel2 eksik farelerde besin tiiketimine olan etKisi

Davranis deneylerinin 6ncesinde Oxt-cre ve DTG (Magel2 geninin paternal kopyasi
bozulmus ve oksitosin noronlari Cre rekombinazi eksprese eden fareler) yavrulara 30
giinliik olduklarinda stereotaktik ¢erceve ve mikropipet yardimiyla PVN bolgesine
AAV-Flex-hM3D viriisii enjekte edildi. Kemogenetik manipiilasyonu saglamak
amaciyla verilen hM3D, aktivatér Gq protein bagl bir reseptordiir. hM3D reseptorii
aktive edildiginde hiicrelerin ateslemesini saglar. Aktif duruma gegmesi i¢in
Clozapine-N-Oxide (CNO) adi verilen bir liganda ihtiyag duyarlar. Farelere
intraperitonal (i.p.) olarak CNO verilmesi durumunda hM3D reseptorleri aktif faza
gecer. Bu manipiilasyon kisa stirelidir. CNO’nun yikimiyla reseptorler yine inaktif
duruma donerler. Dolayisiyla kemogenetik manipiilasyonlar daha az invaziv, uzaktan
kontrollii ve geri doniisiimliidiir. Intraperitonal (i.p.) olarak CNO verilerek bu
noronlar aktive edilmis ve daha sonra besin tiiketimi gozlemlenmistir. Besin 6l¢iimii
sonucuna gore oksitosin noronlarinin aktivasyonu sonucunda farelerin besin
tilketiminde kontrol durumuna gore anlamli bir azalma gozlemlenmemistir (Sekil

6.12).
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Sekil 6.12. Oxt-Cre ve Magel2 eksik farelerde kemogenetik olarak oksitosin
noronlarinin aktivasyonunun besin tiiketimine olan etkisi. a) Oxt-Cre ve DTG
farelerde AAV-Flex-hM4D viriisii ile PVN deki oksitosin noronlarimin isaretlenmesi.
b) Oxt-Cre ve DTG farelerde oksitosin néronlarinin aktivasyonunun besin tiiketimine
etkisi (Saline- Oxt-cre: 0.95 + 0.18 g, n=9 ve DTG:" 0.84 £+ 0.16 g, n=7; p=0.82;
CNO- Oxt-cre: 0.96 = 0.10 g, n=9 ve DTG: 0.59 + 0.07 g, n=7; p=0.76).

6.5. PVN oksitosin noronlarimin inhibisyonu ve bu inhibisyonun Oxt-Cre ve

Magel2 eksik farelerde besin tiiketimine olan etkisi

Kimyasal inhibisyon 6ncesinde Oxt-Cre farelere stereotaktik ¢erceve ve mikropipet
yardimiyla PVN bolgesine AAV-Flex-hM4D viriisti enjekte edilmistir. Kemogenetik
manipiilasyonu saglamak amaciyla verilen hM4D inhibitor Gi protein bagh
reseptordiir. hM4D reseptorii aktive edildiginde hiicrelerin sessizlesmesini saglar.
Aktif duruma gegmesi i¢in Clozapine-N-Oxide (CNO) ad1 verilen bir liganda ihtiyag
duyarlar. Farelere intraperitonal (i.p.) olarak CNO verilmesi durumunda hM3D

reseptorleri aktif faza gecer. Bu manipiilasyon kisa siirelidir. CNO’nun yikimiyla
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reseptorler yine inaktif duruma donerler. Dolayisiyla kemogenetik manipiilasyonlar
daha az invaziv, uzaktan kontrollii ve geri doniisiimliidiir. Intraperitonal (i.p.) olarak
CNO verilerek oksitosin noronlar inhibe edilmis ve daha sonra besin tiiketimi
Olgiilmiistiir. Oksitosin ndronlarimin  inhibisyonu sonucunda farelerin  besin

tiiketiminde bir degisiklik gozlemlenmemistir (Sekil 6.13).

a
Oxt-cre -hM4D

Oxt-Cre

O
o
(0"

1m Saline
mCNO

Besin tiketimi (g)
o
IS

Oxt-cre - hM4D

Sekil 6.13. Kimyasal olarak oksitosin néronlarinin inhibisyonunun besin tiikketimine
olan etkisi. a) Oxt-Cre farelerde AAV-Flex-hM4D viriisii ile PVN deki oksitosin
noronlarmin  isaretlenmesi. b) Oxt-Cre farelerde oksitosin  ndronlarinin
inhibisyonunun besin tiiketimine etkisi (Saline: 0.16 + 0.07 g, n=6 ve CNO:" 0.15 +
0.06 g, n=6; p=0.87).

50



6.6. Magel2 eksik farelerin sekerli beslenmeye olan tercihi

Magel2 eksikliginin sekerli beslenmeye olan etkisini incelemek i¢in Magel2+/-
fareler deney igin kullanildi ve wild type farelerle karsilastirildi. Seker tercihini test
edebilmek i¢in kafeslere su ya da sekerli (sakarin, siikroz, frilkktoz ve maltodextrin) su
igeren iki suluk yerlestirildi. Boylece farelerin Magel KO oldugu durumda sekere
olan ilgisi 6lgiilmiis oldu. Deneylerin sonucuna gore Magel2 eksikliginde farelerin
sekere olan tercihi kontrol grubuna gore daha fazla oldugu gozlemlendi (Sekil 6.14).
Ayrica fareler yliksek sekerli besinle beslendiginde kontrolle karsilastirildigi zaman
Magel2 eksik farelerin normal yem yerine daha ¢ok yliksek sekerli yemi tercih ettigi
gozlemlenmistir (Sekil 6.15).

a b
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Sekil 6.14. Magel2 eksikliginin sekerli beslenmeye olan etkisi. a) Magel2 eksik ve
WT farelerin sakarine olan tercihi (WT: 8 fare ve Magel2*™: 8 fare). b) Magel2
eksik ve WT farelerin siikroza olan tercihi (WT: 8 fare ve Magel2*™: 8 fare). c)
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Magel2 eksik ve WT farelerin fruktoza olan tercihi (WT: 8 fare ve Magel2*™: 8
fare). d) Magel2 eksik ve WT farelerin maltodextrine olan tercihi (WT: 8 fare ve
Magel2*™°: 8 fare).
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Sekil 6.15. Magel2 eksikliginin yiiksek sekerli beslenmeye olan etkisi. a) Magel2
eksik ve WT farelerin yiiksek sekerli beslenme tercih orami grafigi (WT: 8 fare ve
Magel2*™: 8 fare). b) Magel2 eksik ve WT farelerin viicut agirhig: grafigi (WT: 8

fare ve Magel2*™: 8 fare).
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6.7. AGRP ve POMC noronlarmin atesleme ozelliklerinin normal ve PWS

modelinde belirlenmesi

Elektrofizyolojik o6l¢limlerin dncesinde farelere 30 giinliikk olduklarinda stereotaktik
gergeve ve mikropipet yardimiyla ARC bolgesine AAV-Flex-GFP virlisii enjekte
edilerek AGRP ve POMC noronlar1 florasan olarak isaretlendi. Bu noéronlarin temel
elektrofizyolojik 6zelliklerinin PWS modellerinde degisip degismedigini belirmeyi
hedefledik. Bunun igin akut hazirlanan beyin kesitlerinde kontrol ve Magel2 eksik
farelerdeki spontane atesleme hizini dlgilip karsilastirdik. Elekrofizyoloji sonuglarina
gore Agrp-Cre farelerde spontane aktivite frekansi aglik durumunda tok farelere gore
daha ytiksektir. Fakat Magel2 eksik fareler ve kontrol fareleri arasinda anlamli bir
fark yoktur (Sekil 6.16). Pomc-Cre farelerde ise tok durumda Magel2 eksikliginde
spontane aktivite frekansinda bir azalma vardir. Ayni zamanda anlik frekansta da bir

azalma vardir (Sekil 6.17).
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Sekil 6.16. AAV-Flex-GFP viriisii ile isaretlenen Agrp-Cre ve Agrp-cre::Magel2*™?
farelerde a¢ ve tok durumda ARC deki AGRP noéronlarindan elektrofizyolojik
olgiimlerin alinmasi. A,B) Agrp-Cre ve Agrp-cre::Magel2*™ farelerin yesil florasan
ile isaretlenmesi. C) Agrp-Cre ve Agrp-cre::Magel2*™ farede yesil florasan ile
isaretli AGRP noronlarindan alinan cell-attached kayitlar. D) Elektofizyolojik
kayitlarin frekans grafigi. Tok: (Agrp-cre: 1.32 £ 0.20 Hz, n=26 noron / 5 fare
and Agrp-cre::Magel2*™: 1.59 + 0.21 Hz, n=28 néron / 3 fare; p=0.37). A¢: (Agrp-
cre: 3.07 = 0.40 Hz, n=20 néron / 3 fare ve Agrp-cre::Magel2*™: 3.37 + 0.56 Hz,
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n=12 ndron / 2 fare; p=0.66). E) Spontane olaylarin arasindaki zaman araligina bagh
kiimiilatif olasilik grafigi. F) Elektofizyolojik kayitlarin anlik frekans grafigi. Tok:
(Agrp-cre: 2.71 £ 0.30 Hz, n=26 néron / 5 fare ve Agrp-cre::Magel2*™-: 3.30 + 0.52
Hz, n=28 noron / 3 fare; p=0.34). A¢: (Agrp-cre: 3.93 + 0.42 Hz, n=20 néron 3/ ve
Agrp-cre::Magel2*™P: 4.75 £ 0.78 Hz, n=12 noron / 2 fare; p=0.33).
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Sekil 6.17. AAV-Flex-GFP virtisii ile isaretlenen Pomc-Cre ve Pomc-
cre::Magel2*™®  farelerde tok durumda ARC deki POMC néronlarindan

elektrofizyolojik 6lg¢iimlerin alinmasi. A,B) Pomc-Cre ve Pomc-cre::Magel2*™?
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farelerin yesil florasan ile isaretlenmesi. C) Pomc-Cre ve Pomc-cre::Magel2*™-?
farede yesil florasan ile isaretli POMC néronlarindan alinan cell-attached kayitlar. D)
Elektofizyolojik kayitlarin frekans grafigi. (Pomc-cre: 1.03 = 0.11 Hz, n=82 néron /
4 fare ve Pomc-cre::Magel2*™P: 0.48 + 0.13 Hz, n=25 néron / 3 fare; p=0.01). E)
Spontane olaylarin arasindaki zaman araligina bagl kiimiilatif olasilik grafigi. F)
Elektofizyolojik kayitlarin anlik frekans grafigi (Pomc-cre: 2.60 + 0.42 Hz, n=82
noron / 4 fare ve Pomc-cre::Magel2*™: 0.83 + 0.24 Hz, n=25 ndron / 3 fare;
p<0.02). (*p < 0.05).

6.8. AGRP ve POMC néronlarinin aktivasyonu ve bu aktivasyonunun normal

ve Magel KO farelerde besin tiiketimine olan etkisi

Davranis deneylerinin 6ncesinde farelere 30 giinliik olduklarinda stereotaktik gerceve
ve mikropipet yardimiyla ARC bolgesine AAV-Flex-hM3D viriisii enjekte edildi.
Kemogenetik manipiilasyonu saglamak amactyla verilen hM3D, aktivatdr Gq protein
bagli bir reseptordiir. hM3D reseptorii aktive edildiginde hiicrelerin ateslemesini
saglar. Aktif duruma gegmesi i¢in Clozapine-N-Oxide (CNO) ad1 verilen bir liganda
ihtiya¢ duyarlar. Farelere intraperitonal (i.p.) olarak CNO verilmesi durumunda
hM3D reseptorleri aktif faza geger. Bu manipiilasyon kisa siirelidir. CNO’nun
yikimiyla reseptorler yine inaktif duruma donerler. Dolayisiyla kemogenetik

manipiilasyonlar daha az invaziv, uzaktan kontrollii ve geri doniistimliidiir.

AGRP néronlar: aglikla iliskili olan bir néron grubudur. Intraperitonal (i.p.) olarak
CNO verilerek bu noronlar aktive edilmis ve daha sonra besin tiiketimi
gozlemlenmistir. Besin Ol¢imii sonucuna gére AGRP noéronlarinin aktivasyonu
sonucunda farelerin besin tiiketiminde kontrol durumuna goére bir artis
gozlemlenmistir. Fakat Magel2 nin eksik olmasi bu ndronlarn aktivitesini

etkilememistir. Ayrica viicut agirhiginda bir degisim gozlemlenmemistir (Sekil 6.18).
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Sekil 6.18. Kimyasal olarak AGRP noéronlarinin aktivasyonunun besin tiikketimine
olan etkisinin normal ve Magel2 eksik farelerde karsilastirilmasi. A,B) Agrp-Cre ve
Agrp-cre::Magel2*™® farelerde AAV-Flex-hM3D viriisii ile ARC deki AGRP
noronlarinin igaretlenmesi. C,D) AGRP néronlarmin aktivasyonunu sonucu besin
tiiketimi degisimi (Saline- Agrp-cre: 0.11 + 0.04 g, n=7 ve Agrp-cre::Magel2*™:
0.10 £ 0.037 g, n=6; p=0.86; CNO- Agrp-cre: 0.92 + 0.076 g, n=7 ve Agrp-
cre::Magel2*™" 0.69 + 0.096 g n=6; p=0.087). E) AGRP néronlarinin
aktivasyonunu sonucu viicut agirhi@ degisimi (Agrp-cre: 21.76 + 0.047 g, n=7 ve
Agrp-cre::Magel2*™? 20.69 £ 0.051 g, n=6; p=0.16).
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POMC néronlar toklukla iliskili olan bir néron grubudur. Intraperitonal (i.p.) olarak
CNO verilerek bu noronlar aktive edilmis ve daha sonra besin tiiketimi
gozlemlenmistir. Besin Ol¢limii sonucuna gére POMC néronlarmin aktivasyonu
sonucunda farelerin besin tliketiminde kontrol durumuna goére bir azalig
gozlemlenmistir. Magel2 eksikliginde ise bu néronlarin aktivitesinde bir bozulma
meydana gelmistir ve besin alimin1 baskilamada daha zayif kalmistir. Fakat viicut

agirhiginda bir degisim gézlemlenmemistir (Sekil 6.19).
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Sekil 6.19. Kimyasal olarak AGRP noronlarmin aktivasyonunun besin tiiketimine
olan etkisinin normal ve Magel2 eksik farelerde karsilastirilmasi. A,B,C) Pomc-Cre
ve Pomc-cre::Magel2*™ farelerde AAV-Flex-hM3D viriisii ile ARC deki POMC
ndronlarmin isaretlenmesi. D,E,F) POMC néronlarinin aktivasyonunu sonucu besin
tilketimi degisimi (Pomc-cre: Pre- 5.54 £ 0.08 g, CNO- 4.07 = 0.30 g, Post- 4.85 +
0.08 g, n=6; Pre vs CNO p=0.0003, CNO vs Post p=0.018 ve Pomc-cre::Magel2*™":
Pre- 4.59 £ 0.02 g, CNO- 3.78 + 0.21 g, Post- 4.15 £ 0.08 g, n=7; Pre vs CNO
p=0.004, CNO vs Post p=0.109). G) POMC noronlarinin aktivasyonunu Sonucu
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viicut agirhigr degisimi (Pomc-cre: -26.35 + 2.33 %, n=6 ve Pomc-cre::Magel2+™-P -
14.96 £ 3.05 %, n=7; p=0.034). (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).
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7. TARTISMA VE SONUC

Prader Willi Sendromu yol actig1 hormonal, sinirsel ve sosyal davranis bozukluklari
sebebiyle ¢ok yonli bir hastaliktir. PWS nin genetik sebepleri kromozom 15 in
paternal kopyasindaki ql1-q13 bdliimiiniin inaktive olmasi ve maternal kopyadaki
ayni boliimiin genomik imprinting sonucu sessizlestirilmesini icerir. Bu bolgedeki
genlerin islevini kaybetmesinin s6z konusu hastalik patogenezine katkisi halen tam
olarak anlasilamamistir. Her ne kadar delesyon bolgesinde 5 farkli gen varsa da, bu
genler arasinda Magel2 digerlerinden farkli bir konuma sahiptir. Soyle ki, Magel2
geni neredeyse Ozel olarak merkezi sinir sisteminin hipotalamus bodlgesinde yogun
olarak ifade edilmektedir. Hastaligin beslenme ve sosyal davramis fenotipleri
disiiniildiginde, bu gen ifadesi konumu daha da bir O6nem arz etmektedir.
Dolayisiyla, proje onerimizde belirttigimiz gibi, ¢calismamizda 6zellikle de bu genin
eksikliginin  fenotipik  sonuglarinin  irdelenmesi, molekiiller ve hiicresel
mekanizmalarin arastirilmasi iizerinde yogunlastik. Oksitosin noronlar1 hem sosyal
davranig hem de tokluk hissi ile olan iligkisi nedeniyle, PWS’de gozlenen fenotipik
bozukluklar agisindan ilging bir kesisme noktasinda bulunmaktadir. Buna, PWS
hastalarinin post mortem beyin dokusu analizlerinde gozlenen oksitosin ndron
kaybmni (31) ve yine PWS modellerinde gozlenen oksitosin hormonu seviyesi
degisimleri ve halen devam etmekte olan PWS hastalarinda faz-2 oksitosin tedavisi
caligmalart (32) eklenince, bu noéronlarin hastalik etiyolojisinde merkezi bir rol

oynamasi ¢ok muhtemel goriinmektedir.

PVN nin roliiyle ilgili pek ¢ok bulguya ragmen alt baglanti yolaklart ve PVN nin
nasil bir mekanizmayla ac¢lig1 kontrol ettigi su ana kadar ¢ok 1y1 aciklanamamistir. Bu
calismada elektrofizyolojik teknikler kullanilarak oksitosin néronlarindaki islevsel ve
baglantisal oOzelliklerin PWS modellerinde nasil etkilendigini arastirilmistir ve
Magel2 eksik fare modelinde oksitosin noronlarinin baglantt anatomisi ve bu

baglantilarin sinaptik 6zellikleri kapsamli bir sekilde analiz edilmistir.

Bu ¢alismada MAGEL?2 eksik PWS fare modelinde PVN oksitosin noronlarindaki

fonksyonel degisiklikleri kapsamli ve sistematik olarak karakterize ettik. Bunlar
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sirastyla, MAGEL2 eksik farede oksitosin noronlarina gelen (a) presinaptik input
anomalitelerinin spontane (EPSC veya IPSC) akimlarin Olclilmesi (b) oksitosin
noronlarina sinaptik input yollayan baslica afferent kaynagin tespit edilmesi, (c)
MAGEL2 yoklugunda oksitosin ndronlarinin otonom atesleme ve dinlenme
potansiyeli gibi Ozelliklerinin karakterizasyonu (d) oksitosin ndronlarinin sinaptik
ciktilarinin MAGEL2 yoklugunda karakterizasyonu ve son olarak (¢) MAGEL2
yoklugunda oksitosin noronlarinda yapilacak aktivite baskilamasinin davranigsal
sonuglart. Ayn1 zamanda, MAGEL2 eksik PWS fare modelinde ARC AGRP ve
POMC noronlarindaki fonksyonel degisiklikleri karakterize ettik.

Elekrofizyoloji sonuglarina gore MAGEL2 eksikliginde oksitosin ndronlara gelen
EPSC sinaptik inputlarinda (uyaran input) Onemli bir oranda azalma
gozlemlenmistir, ama bu hiicrelere gelen inhibe edici sinaptik (IPSC) sinaptik
inputlarinda bir degisiklik yoktur. En az iki sebepten dolayr bu gozlem son derece
onem arz etmektedir. Birincisi, simdiye kadar yapilan onlarca calismada PWS,
Schaaf-Yang sendromu (MAGEL2 6zel mutasyonu) ve otizm spektrum
rahatsizliklarinda oksitosin bozuklugu olabilecegi hipotez edilmis fakat fonksiyonel
olarak dogrudan bir bag kurulamamisti (57, 58). Ilk defa bu calismada bir
norogelisimsel sosyal davranis bozuklugu iceren rahatsizligin modelinde oksitosin

noronlarinda dramatik fonksiyon bozukluklar1 gozlenmis oluyor.

Dahasi, oksitosin ndronlarina gelen inputlardaki degisiklikleri belirledikten sonra bu
noronlarin  hiicre otonom o6zelliklerini degerlendirdik. Amacimiz oksitosin
noronlarmin temel elektrofizyolojik 6zelliklerinin  PWS modellerinde degisip
degismedigini belirlenmesiydi. In vitro akut olarak hazirlanan beyin kesitlerinden
yaptigimiz elektrofizyolojik kayit sonuglarina gére normal farelere gore MAGEL?2
eksikliginde spontane ativitede onemli azalma goézlemlenmistir. Bunun yaninda
MAGEL2 eksik farelerde ndronlarin ateslemesinde bir azalma gozlemledik ve
dinlenme membran potansiyelinde bir degisiklik gormedik. Bunlarin yani sira,
oksitosin noronlarmin MAGEL2 varliinda ve yoklugunda membran direng
degerlerini ve voltaj akim egrilerini de ¢ikardik. S6z konusu membran potansiyeli

farki ve atesleme azalmasinin hiicrenin kendinden kaynakli m1 yoksa gelen sinaptik
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inputlardaki degisikliklerden mi kaynaklandigini anlamak i¢in, ayni Ol¢timleri
sinaptik reseptdr blokerleri (glutamat ve GABA) varliginda tekrarladigimizda, farkin
ortadan kalktigin1 gézlemledik. Bu sonuglar, sinaptik baglantilardaki degisikligin,
hiicrenin atesleme oOzelliklerini dogrudan etkiledigini gostermektedir. Ayrica, bu
sonuglar, oksitosin ndron aktivitesinin MAGEL2 yoklugunda yetersiz kaldigini da
kanitlamis olmaktadir. Dahasi, AMPA reseptorlerindeki azalma oksitosinerjik

sistemdeki bozulmanin mekanizamasini agiklayabilir.

Ayn1 zamanda, normal ve MAGEL2 olmayan farelerde oksitosin ndronlarin
fonksiyonel ve davranigsal degerlendirmesini gergeklestirdik. Bunun igin,
farmakogenetik DREADD teknolojisinden faydalandik. Bu amagla normal ve
MAGEL?2 eksik — oksitosin-cre ikili transgenik oksitosin néronlarii hM3D ve
hM4D farmakogenetik inhibitor proteini tasiyan rAAV virisi ile enjekte edip CNO
ligandin1 intraperitoneal vermek suretiyle bu néronlar1 akut olarak aktive ve inhibe
ettik. Aktivasyonun ve inhibisyonun beslenmeye olan etkilerini gézlemledigimizde,
bu noronlarin dogrudan bir etkisi olmadigini fark ettik. Sonug itibariyle oksitosin
noronlarinin akut aktivasyonu ve inhibisyonu hem normal hem de MAGEL2 eksik
farede akut besin alimini tetiklemek icin yeterli degildir diyebiliriz. Fakat, fareler
Magel2 eksik farelerin normal yem yerine daha ¢ok yiiksek sekerli yemi tercih ettigi

gozlemlenmistir.

Bu c¢alismada MAGEL2 eksik PWS fare modelinde ARC ve AGRP POMC
noronlarindaki fonksyonel degisiklikler de karakterize edilmistir. Daha Onceki
caigmalara gore leptin — POMC sinyal yolagindaki bozulmalarin POMC ndron
aktivitesini etkiledigi gosterilmistir (15, 59) ve ARC deki POMC néron sayisinda
azalma oldugu goézlemlenmistir (15). Ayrica, AGRP ndéronlarina zit olarak POMC
noronlari istah tizerine kisa siirede sinirh etkisi vardir (60, 61, 62). Elektrofizyolojik
kayit sonuglarina gore normal farelere gore MAGEL2 eksikliginde AGRP
ndronlarinda spontane ativitede bir degisiklik yoktur. Fakat, POMC noéronlarinin
spontane ativitesinde Onemli bir azalma gozlemlenmistir. Davranig deneyleri

sonuclarina gore ise MAGEL2 proteini AGRP ndéronlarina bagl istah icin gerekli
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degildir. Ama Magel2 eksikligi POMC néronlarinin fonksiyonunda bir bozulmaya
yol agmaktadir.

MAGEL2 eksikligi, hem Prader Willi sendromu, hem de hastalarinin yaklasik %751
otizm fenotipi gosteren Schaaf-Yang sendromunda goriilmektedir. Bu fare
modelinde oksitosin gibi anahtar rol oynayan néronlarin fizyolojik ve davranigsal
Ozelliklerini ilk kez kapsamli ve sistematik olarak gerceklestirmeyi basardik ve bu
noronlarin ¢alismasinda ciddi bozulmalar oldugunu goézlemledik. S6z konusu
oksitosin sinir ag1 hasarlarinin hastalik etiopatogenezinde, 6zellikle de istah ve sosyal

davranig bozukluklarinda 6nemli bir rol oynamasi olduk¢a muhtemeldir.
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