$»% MEDIPOL
~ UNV BE.

T.C.
ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZI

VENTROMEDYAL HIPOTALAMIK CEKIRDEKTE
STEROIDOJENIK FAKTOR 1 (SF-1) iIFADE EDEN
NORONLARIN BESLENME UZERINE ETKISI

FULYA KOKSALAR
SINIRBILIM ANABILIM DALI
DANISMAN
Dog. Dr. DENIZ ATASOY

ISTANBUL 2018



TESEKKUR

Ogrencisi olmaktan gurur duydugum Dog. Dr. Deniz Atasoy’a, Prof. Dr.
Giirkan Oztiirk’e, sundugu firsatlar icin REMER ve MEDITAM’a, destegini her

zaman hissedecegim Do¢. Dr. Nagehan Ersoy Tunali’ya,

Annem ve babam Buket ve Turgay Koksalar’a, esim Hilmi Kaan Alkan’a,

arkadaslarim Bircan ve Cansu Kolbasi, Nazli Moripek’e ve de Tonbak ailesine,

Tesekkiir ediyorum.

il



ICINDEKILER

TEZ ONAYL .uuooioiiiiiniinsnniicnsnnissssnissssnissssnssssssssssssosssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns |
BEYAN cottiiinnniiininnnniessssstncssssssssessssssnssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses I
TESEKKUR ..cuconininninnisnisncsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss i
KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI...cu.ccvcuimiincincinciscsscsscssscens vi
SEKILLER LISTESI ceucuuiiucainncininisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss viii
TABLOLAR LISTESI .cucuiuinininincacnscississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 15.¢
Lo OZET orinctncsssssssssnsssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
2. ABSTRACT . ..ciiiirnrinssnrisssnnccsssncssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 2
3. GIRIS VE AMAC ..ouuunnirnrincisnicnsscsssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 3
4. GENEL BILGILER......uicacincinsinscssscssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 4
4.1. Obezite... cereessanessanennne 4
4.2, Ventromedyal Hlpotalamus ve Beslenme ........ cereessneessnnenne 6
4.3. Ventromedyal Hipotalamus, Steroidojenik Faktor 1 ve Beslenme ................... 9
4.4. VMH®"! néronlariin kemogenetik ve optogenetik manipiilasyonlari .......... 15

5. MATERYAL VE METOT .....uiinnniinssnncsssnncssnsicssssecssssessssssssssssssssssssssses 21
5.1. Materyal . . . . . . w21
5.2. Transgenik Deney Hayvanlarl . . . . w22
5.3. Genotipleme........ . . . . . . .23
5.3.1. DNA TZOIASYONU ..o 23
5.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ........cccocoivriiiiniiiniieiieeeeeeeeen 23
5.3.3. Agaroz Jel EleKtroforezi........cocvvviviriiiiniieieecie e 24

5.4. Doku Fiksasyonu ve Kesit Alimi . . . . w24
5.5.  immunohistokimyasal Antikor Boyamasi....... . . . w25
5.6. Mikroskopi . . . . . . w25
5.7. rAAV Uretimi .. . . . cereessneessnees 25
5.8. Beyin icine Lateks boncuk En]eks1y0nu . . . w27
5.9. Beslenme Davranisi Analizleri . . . . . w27
5.9.1. NOTAl AKEIVASYON ....iieiiieiiieeiie ettt see et et e e seteeeeeesnbeesnseeenees 27
5.9.2. NOral INAKEVASYON. ... 29
5.9.3. NOTAl ADIASYON ...eiiiiiieiiteciiieeee ettt e e e 30
5.10. Anksiyete Testi... . . . . cereessneessaens 31
5.11. Enjeks1y0n Alanlarimin Sayisal Anallzlerl ...... . . .31
5.12. istatistiksel Analiz ........ . . . . . . w32

6. BULGULAR...tiiitrincnnicnsnricssstsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssossssssssssssses 33
6.1.  Deney Gruplar1 Ve Genotipleme . . . w..33
6.2. Lateks Boncuk Enjeksiyonu ile VMH’in Hedeﬂenmes1 .................................. 33
6.3. Noral Aktivasyon . . . . . ceessreessnnnenes 34

v



6.4. Néral inaktivasyon....... . . . . . w37

6.5. Noral Ablasyon .. . . . . . ceessreessnnnenes 40
7. TARTISMA VE SONUCQC ...ccoovuiireicsenssnncsannssancssessssesssesssasessassssessssssssssssassssessssss 43
8. KAYNAKLAR ...couuiitirntenseicsnensencssessnesssnsssascssessssssssesssassssasssssssssssssssssassssessases 46
10.ETIK KURUL ONAYL....ucuoveenerrerrsseressssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 50
TLOZGECMIS ouninncrninnisnscisnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 53



KISALTMALAR VE SIMGELER LIiSTESI

AAV
ACh
AgRP
ARC
BAT
BMI
CAG
Casp3
ChR2
CNO
Cre
CRR
cVMH
DA
DMH
dmVMH
DREADD
EDTA
EFla
EtOH
EPM
EGFP
FLEX
GABA
GFP
HCI
LHA
LoxP
mACh
ME
MSS

Adeno-asosiye viriis

Asetilkolin

Agouti-related Protein

Arkuat Niikleus

Brown Adipose tissue

Viicut kitle indeksi

cytomegalovirus enhancer/chicken beta-actin promoter
Kaspaz 3

Channelorhodopsin 2

Clozapine-N-Oxide

Carbapenem — resistant Enterobacteriaceae
Kars1 Diizenleyici Yanit

central Ventromedyal Hipotalamus
Dopamin

Dorsomedyal Hipotalamus

Dorsomedyal Ventromedyal Hipotalamus
Designer receptors exclusively activated by designed receptors
Ethylenediaminetetracetic acid

human elongation factor 1 alpha

Etanol

Elevated Plus Maze

Enhanced Green Fluorescence Protein

Cre —dependent flip excision switch
Gamma-aminobutirik asit

Green Fluorescence Protein

Hydrochloric acid

Lateral Hipotalamik Alan

Locus of X(cross)-over in P1

Muskarinik Asetil kolin

Medyal Eminence

Merkezi sinir sistemi

vi



NE
Npy
PBS
PCR
PFA
POMC
PSS
rAAV
SF-1
TAE
TEVp
vIVMH
VMH
VMN
Vglut2
L.p.

3V

Norepinefrin

Noropeptid Y

Phosphate buffered Saline
Polymerase Chain Reaction
Paraformaldehyde
Pro-opiomelanocortin

Periferik sinir sistemi
rekombinant adeno-asosiye viriis
Steroidojenik faktor 1

Tris base, acetic acid and EDTA
Tobacoo etch viriis protease
ventrolateral Ventromedyal Hiptalamus
Ventromedyal Hipotalamus
Ventromedyal Niikleus
Vesicular glutamate transporter 2
intraperitonel

ticlincii ventrikiil

vii



SEKILLER LIiSTESI

Sekil 4.1.1. TUIK giincel 0bezite VETileri...........ccovovuevevevieeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenneen, 4
Sekil 4.1.2: Diinya Saglik Orgiitii 2014 obezite Verileri.............cccoeverreverererrrerereennn. 5

Sekil 4.2.1: Viicuttaki enerji dengesinin hem periferik hem de merkezi sistemlerin
iletigimi ile dUZENIENMEST ......cccveeieiieiieiieciieee e 6

Sekil 4.2.2: VMH’e 6zgiin elektrolitik lezyonlar ve ¢elik bigak indirme yontemlerine

gore albino siganlarda kilo alimi.........cccooiiiiiiiiiiniiii e, 8
Sekil 4.3.1: VMH>"" néronlarmin elektrofizyolojik kayitlart ..............cooovevreueeenee.. 13
Sekil 4.3.2: VMH’te yabanil tip ve nakavt SF-1 ifade eden farelerin besin igerigine

ve beslenme durumuna bagli uzun siireli etkileri .........ccooeeeveienieiiiiniiniiens 14
Sekil 4.3.3: Insiilinin VMH® " néronlarinin elektriksel aktivitesine etkisi ............... 15

Sekil 4.4.1: Nr5al::hM4D-2A-tomatoF transgenik farede gen ifadelenme semasi... 17

Sekil 4.4.2: Cre-bagiml1 genetik yaklagim ile noral ablasyonu .........c...coceeeeiennnnne. 18
Sekil 4.4.3: Whole-cell patch clamp metodu ile ChR2 ifade eden VMH®"!
noronlarinin 151k uyarimli elektrofizyolojik kaydi...........cccoeevieiiiiiiiiniinininn. 19
Sekil 4.4.4: SF-1 noronlarinin optogenetik inaktivasyonu ...........ccceeeeerieenieenieennens 20
Sekil 5.9.1: Noral aktivasyon deney $Emast .........cccueevveeriieniieniienieeiienieeiee e e 28
Sekil 5.9.2: Noral inaktivasyon deney $Emast ...........ecveerueerieeriieneeeniienieeieesveeenns 30
Sekil 5.9.3: Noral ablasyon deney Semast ........ccueeeveerveeriienieeriieeie et sie e eve e 31
Sekil 6.3.1: Anlik SF-1 ndral aktivasyonU..........c.eeeueerieeiiienieeiiecieeiiecee e 35
Sekil 6.3.2: Uzun siireli SF-1 noral aktivasyonu ...........ccceeveeeeriieniiienieniieieeeieeiens 36
Sekil 6.3.3: Davranis degisimleri ve aktive edici virts ile transdiikte olan VMH alan
KOTELASYOMU ...ttt et ettt et e sbe e bt e enbeenneeas 36
Sekil 6.4.1: Anlik SF-1 ndral inaktivaSyOonU..........cc.ceecveeriienieeniienieeiiesieeiee e e 38
Sekil 6.4.2: Uzun siireli SF-1 noral inaktivasyon ...........ccceeveeeriieniieeniienieeiieeie e 39

Sekil 6.4.3: Davranis degisimleri ve inaktive edici viris ile transdiikte olan VMH
Alan KOT@LASYOMNU ......eoiuiiiiiiiiieiie ettt et et 39
Sekil 6.5.1: rAAV-FLEX-taCasp3-TEVp viriisiiniin SF1-Cre farede ifadelenmesi. 40

Sekil 6.5.2: SF-1 noral ablasyonunun besin tiikketimine ve viicut agirhigina etkisi.... 41

Sekil 6.5.3: SF-1 noral ablasyonu ve besin tiiketimi degisimi...........ccceecueevueerveennens 41
Sekil 6.5.4: Noral ablasyon sonucu anksiyete analizleri...........c.occveevieriieniienieennens 42

viii



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 5.3.1: PZR KaTISIMI.....c.cooiiiiiiiiiieciie ettt e vee e e eas
Tablo 5.3.2: PZR PrOgraml........ccccueeiuieiiieiiieniieeieeeiie ettt ettt eveeieesane s
Tablo 6.1.1: Deney gruplar1 ve hayvan saytlart........c..ccoceeceviinenieniinenieneeeceee,

X



RESIMLER LiSTESI

Resim 4.2.1: Elektrolitik lezyon sonrasi sekizinci haftada obez albino sicanlar-......... 7
Resim 4.3.1: Disi ve Erkek Farelerde VMH’e 6zgiin SF-1 ifadelenmesi.................. 11
Resim 4.3.2: MSS’ye 6zgiin silinmesi sonucu SF-1’a bagli eGFP transgeni ifade
eden NOTronlarin YerleSImi .........c.eecvieriieriieiieeiieeie ettt 12
Resim 4.4.1: CNO aracili DREADD aktivitesi ve ndral yanitlar .............ccccceeneenee.. 15
Resim 4.4.2: Cre-LoxP iS1eyis SEmMaST .....eeuiiiiieiiiieiieiiecieeteee e 16
Resim 4.4.3: Hiicre tipine 6zglin transgenik gen ifadelenmesi...........cccccecuerieniennene. 16
Resim 6.1.1: Cre ifade eden SF-1 erkek farelerin PCR goriintlisii..........ccceeveennennee. 33
Resim 6.2.1: Lateks boncuklar ile VMH’in beyin i¢i enjeksiyon ile hedeflenmesi .. 33
Resim 6.3.1: hM3Dg-mCherry viriisiiniin SF-1 Cre farede ifadelenmesi................. 34
Resim 6.4.1: hM4Di-mCherry viriisiiniin SF-1 Cre farede ifadelenmesi.................. 37



1. OZET

VENTROMEDYAL HIPOTALAMIK CEKIRDEKTE STEROIDOJENIK
FAKTOR 1 (SF-1) iIFADE EDEN NORONLARIN BESLENME UZERINE
ETKISI

Obezite enerji alim1 ve enerji harcanmasi arasindaki dengenin alim yoniine kaymasi
ile gelisen 6nemli bir saglik problemidir. Hipotalamustaki sinir aglarinin aclik ve
tokluk hissini diizenledigi uzun zamandir bilinmektedir. Bu bodlgede yer alan
Ventromedyal hipotalamus (VMH) besin tiiketiminde rol alan ve ‘tokluk’ merkezi
olarak da bilinen bir ¢ekirdektir. Enerji metabolizmasinda ve glikoz dengesinden de
sorumlu VMH’e yapilan lezyon c¢alismalart ve bu cekirdekte bulunan noral alt
gruplarin genetik manipiilasyonu hiperfajiyle karakterize obeziteye yol actigi
kanitlansa da anlik istah yonetiminde VMH noéronlarinin isleyisi sinaptik diizeyde
halen bilinmemektedir. Bu tezde hiicre tipine Ozgiin farmakogenetik teknikler
kullanilarak VMH steroidojenik faktor 1 (SF-1) ifade eden néronlarin anlik ve uzun
stireli istaha etkileri incelendi. A¢ hayvanlarda SF-1 noéronlarinin kemogenetik
aktivasonu anlik besin tliketimini baskiladi (p<0.005). Tok hayvanlarda SF-1
ndronlarmin kemogenetik inaktivasyonu sonucu anlik istahta herhangi bir degisiklik
gdzlenmedi. Ote yandan, SF-1 néronlari apoptoz aracili hiicre 6liimii ile ablasyonu
saglanarak, istahta uzun siireli bir artis ve bununla birlikte ilerleyen kilo alim1 goriildi
(p<0.05). Bulgular, SF-1 ifade eden VMH ndronlarinin igtahi ve viicut agirligini ¢ok

sik1 olmayan bir sekilde kontrol ettigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: VMH, SF-1, beslenme davranisi, viicut agirligi, kemogenetik



2. ABSTRACT

STEROIDOGENIC FACTOR 1 (SF-1) NEURONS IN THE VENTROMEDIAL
HYPOTHALAMUS EFFECT ON FOOD INTAKE

Obesity is an epidemic disease which is caused by the imbalance between energy
intake and energy expenditure. It has been known that there are neuronal circuits in
the hypothalamic region of the brain regulating appetite and body weight.
Ventromedial hypothalamus (VMH) is one of the earliest identified ‘satiety’ centers
and has long been implicated in feeding behavior. Despite the large body of literature
suggesting that genetic or anatomical lesions to this region are sufficient to drive obese
phenotype, precise role of electrical activity in VMH neurons for acute appetite
regulation is not clear. In this thesis, cell type specific pharmacogenetic manipulation
tools have been used to investigate role of VMH steroidogenic factor -1 (SF-1) neurons
in short term regulation of appetite. Results indicate that while chemogenetic
activation of SF-1 neurons inhibit food intake in food deprived mice (p<0.005), their
inhibition does not result in significant food inhibiton in sated animals. In addition,
specific ablation of VMH®> ' neurons resulted in increased body weight and food
intake over a period of several months (p<0.05). Collectively, these results suggest a

permissive role for VMH®"" neuronal activity in short term regulation of food intake.

Keywords: VMH; SF-1; feeding behavior, body weight; chemogenetics



3. GIRIS VE AMAC

Obezite, birlikte seyreden hastaliklarla 6liim riskini artiran ciddi bir saglik problemi
olup insan popiilasyonunun biiyiik bir kismi etkilemektedir. Goriilme siklig1 giderek
artan obezite, yetersiz egzersiz, biiylik porsiyonlar, yiiksek kalori igerikli besin
tiiketimi ve dengesiz beslenme diizeni sonucu, alinan ve verilen enerji miktarindaki

dengenin alma yoniinde kaymasi sonucu gelismektedir [1].

Viicutta enerji dengesi, merkezi (MSS) ve periferik sinir sisteminin (PSS) entegre
oldugu bir haberlesme agiyla diizenlenir. Enerji azalmasi ile gelisen besin tiilketme
ihtiyaci, organlardan beyine iletilen hormonel faktorlerin algilanmasi ile baslatilip,

gereken enerji elde edildiginde buradan bir geri bildirim ile durdurulur.

Ventromediyal Hipotalamus (VMH), agirlikla eksitator noral alt gruplarin bulundugu
ve aktivitesine bagl olarak aclik ve toklugu yonlendirebilen, {iglincii ventrikiile (3V)
bitisik hipotalamik bir ¢ekirdektir [2]. Barindirdig1 noral alt gruplarin tokluk hormonu

insiilin ve leptine ve de aglik hormonu ghrelin’e duyarlidir [3, 4].

VMH’e 6zgiin elektrolitik lezyonlar ve kimyasal inflizyon ¢alismalari, kandaki glikoz
ve insiilin seviyesi dengesizlikleriyle seyreden hizli kilo alim1 ve yiiksek istah ile
karakterize obeziteye neden olmustur [5-8]. Neredeyse tiim hipotalamusu kapsayan ve
ticlincii ventrikiiliin par¢alanmasina neden olan bu lezyonlar, VMH’in bir ¢ekirdek

olarak enerji durumunu nasil diizenledigini agiklamamaktadir [9].

Halen, VMH’in agik ve tokluga nasil etkidigi tiim viicutta ve sinaptik seviyede ayrintili
olarak bilinmemektedir. Giiniimiiz teknolojisi, tiim beyin bolgelerinde oldugu gibi,
VMH’in ve burada yerlesik noral alt gruplarin enerji dengesini ve beslenmeyi
diizenleyici gorevlerini molekiiler diizeyde arastirabilmeye imkéan tanimaktadir. Bu
tezde, VMH’teki eksitatdr Steroidojenik Faktor 1 (SF-1) ifade eden néronlarin anlik
ve uzun siireli enerji ihtiyact durumlarinda beslenmenin merkezi kontroliindeki rolii

incelenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Obezite
Diinya Saglik Orgiitii 2014 verilerine gére diinya popiilasyonunun %39’u viicut kitle
endeksi (BMI) standartini {izerindedir (obez fenotip i¢in BMI>30 kg/m?; asir1 kilo igin
BMI>25 kg/m?®) ve ¢ocukluk ¢agindaki bireylerin viicut agirhgi %30 oraninda
artmistir. 2016 yili TUIK verilerine gore ise Tiirkiye’de obez bireylerin orani
%19,6°d1ir (Sekil 4.1.1). Diinyada obez fenotipin erkek ve kadinlarda goriilme sikligi
Sekil 4.1.2°deki gibidir. Beslenme diizeyinde biiyiik porsiyon, yiiksek kalori igerigi ve
yemek yeme siiresindeki diizensizler ile birlikte obez fenotip daha sik ortaya
cikmaktadir. Bu olumsuzluklara ek olarak gelisen teknoloji, sozde hayat kolaylastiric
unsurlarin bollugu ve az veya yetersiz egzersizden dolayi enerji tiikketiminin azalmasi
sonucu daha da ciddilestirmektedir. Yalnizca kilo alimiyla kalmayip, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet, kanser, hipertansiyon, inme, osteoartirit, iskelet sistemi
bozukluklarina da yol agmaktadir. Hem metabolik hem de davranigsal bozukluklara

yol acan obezite, insan gelecegini temelinden sarsan, ciddi bir saglik sorunudur.

Secilmis AB iilkelerinde obez bireylerin ylizdesi, 2014

Hollanda ssss—— 129

Avusturya IEEEEEEEESSSS—— 143
A EE—— 144
an  E— 144

Letonya 208
Malta 252

100 120 140 16,0 180 200 20 240 26,0

*2016 yih verisidir.

Sekil 4.1.1. TUIK giincel obezite verileri



Fig. 7.2 Age-standardized prevalence of obesity in women aged 18 years and over (BMI =30 kg/m?), 2014
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Fig. 7.1 Age-standardized prevalence of obesity in men aged 18 years and over (BMI =30 kg/m?), 2014
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Sekil 4.1.2: Diinya Saglik Orgiitii 2014 obezite verileri

Merkezi ve periferik sinir sisteminin birlikteligi ile yonetilen enerji metabolizmasinin,
bozuklugu durumlarinda hangi sistemlerin nasil etkilendigi ve sistemlerdeki ne tip
bozukluklar ve/veya hatali isleyisler nedeniyle ortaya ciktigi net bir sekilde
bilinmemektedir. insan metabolizmasinin karmasik isleyisi nedeniyle, sorunun odagi
kolaylikla tespit edilememektedir. Giinlimiizde genetik alanindaki gelismeler
sayesinde bu eksiklikler hizla tamamlanip teorik olarak giin 15181ina cikarilmaya
baglanmistir. Model organizmalar kullanilarak, insan sagligini olumsuz etkileyen
hastaliklarin kaynagina ulagmak kolaylasirken, tedavi yontemleri de sekillenmektedir.
Obezite gibi kalitsal veya dis etkenlerin etkisiyle gelisebilen bir saglik probleminin
cozlimiinde bu tip aragtirmalar hem odaga hem de uygun tedavi ydntemine

ulasabilmeyi saglamaktadir.

Aglik ve tokluk durumlari ve bunlara iligkin fizyolojik ve metabolik degisimlerin viicut
tarafindan nasil kontrol edildigi halen netlesmemistir. Beyinde hipotalamus bdlgesi,
beslenme i¢in 6zellesmis sinir aglarini igerir. Buradaki ¢ekirdeklerin besin tiiketimi

veya tokluk acisindan 6nemli bir yere sahiptir. Ancak molekiiler diizeyde nasil



caligtiklari, diger beyin bolgeleri ile olan iligkileri, kendi igerisindeki calisma
prensipleri ve genel davranisa etkileri bilinmemektedir. Yeni tedavi yontemlerinin
gelistirilmesi i¢in bu aglarin sinaptik baglantilarinin  farmakolojik = 6zellikleri
aragtirtlmalidir. Ancak bu sayede ndron diizeyinde beslenme davraniginin beyin
tarafindan nasil diizenlendigi ve de bozulmasi durumunda ne nelere yol actigi

belirlenebilir.

4.2. Ventromedyal Hipotalamus ve Beslenme

Hipotalamus hormonel ve sinirsel uyaranlarin viicutta enerji dengesini korumak tizere
birlestirildigi beyin bolgesidir (Sekil 4.2.1) [10]. Periferden salinip dolasim yoluyla
hipotalamusa ulasan hormonlar (leptin, insiilin, ghrelin vb.), anlik enerji durumunu
bildirir. Buradaki elektriksel bilgi enerji dengesinin artirilmasi veya azaltilmasi

yoniinde gelisecek bir davranisin baglatilmasini saglar.

o/

Food @ (‘1
) @

(=
Energy iposi
b expenditure * Metabolic rate A:,;p:;:y
] * Physical activity Insulin/leptin
L @
Energy balance

Sekil 4.2.1: Viicuttaki enerji dengesinin hem periferik hem de merkezi sistemlerin iletisimi

ile diizenlenmesi[10]

1840’1h yillarda obez kisilerin bazomedyal hipotalamik bdlgelerinde yapisal
anormallikler belirlenmistir. Bu nedenle obezitenin basta hipofizyal kaynakli bir

endrokrin sistem bozuklugu oldugu diisliniilmiistiir. Ancak bazomedyal hipotalamusu



etkilemis tlimorii olan kisilerde obezite gelisirken, hipofizi ¢ikarilan kisilerde herhangi
ciddi degisimler gozlenmemistir [2, 11]. Bu erken bulgular beslenme ve viicut

agirliginin kontroliinde hipotalamusun 6nemli bir yere sahip oldugunu gostermistir.

1940’1 yillarinda albino siganlarin VMH’ine yapilan elektrolitik lezyonlar sonrasi
asirt besin tiikketimi ve kilo alim gozlenmistir (Resim 4.2.1) [12, 13]. Lezyon
operasyonlarindan hemen sonra goriilebilen bu ciddi istah artis1 ve kilo alimiyla

karakterize hiperfaji, VMH’1 bir ‘tokluk merkezi’ olabilme statiisiine tagimigtir.

Resim 4.2.1: Elektrolitik lezyon sonrasi sekizinci haftada obez albino siganlar [12]

Lezyonlar, steryotaktik cer¢evede, yetiskin albino sicanlarin hipotalamuslarinin farkl
bolgelerine indirilen elektrotlar ile yapilmaktaydi. Bu olduk¢a invaziv ve iyilesme
stireci zor olan bir tekniktir. Yapilan lezyonlardan sag ¢ikabilen sigan sayisi diisiik olsa
da hayatta kalanlarda operasyon sonrasi hizli bir istah artis1 ve kilo alim1 gézlenmistir
[14, 15]. Teknigin bir diger dezavantaji ise lezyonlanan alanin dogru ve tutarh
olamamasidir. Lezyonlarin bazilar lateral hipotalamik alana (LHA) yayilip medyal
hipotalamusu kapsarken bazilar1 ti¢lincli ventrikiili pargalayacak kadar genis
olmaktayd1. Oyle ki, LHA lezyonlar;, VMH’in tersine, kilo kayb1 ve istah kesilmesi
ile karakterize afajiye neden olmaktaydi ve dolayisiyla bolge ‘a¢lik merkezi’ olarak
tanimlanmistir [5]. Bir yandan ‘merkez’ statiileri iizerine ¢aligmalar siirdiiriiliirken, bir
yandan lezyon tekniklerin invazivligi ve hayatta kalan siganlar ile elde edilen bilginin
kisith veya yaniltici olabilecegi tartisiliyordu. Invaziv olmayan yontemler ile ‘aglik-

tokluk’ merkezleri arastirildiginda goriilmiistiir ki, VMH’in sadece medyal kism1 veya



sadece ventral kismindan gecen ndradrenerjik fiberlerin hasarlanmasina bagh gelisen

hiperfajik obezite sdz konusuydu (Sekil 4.2.2) [5, 9, 16].
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Sekil 4.2.2: VMH’e o6zgiin elektrolitik lezyonlar (sol) ve celik bicak indirme (sag)

yontemlerine gore albino si¢anlarda kilo alimi [5, 16]

Adipoz doku tarafindan salgilanan ve hipotalamik bdlgeleri elektriksel diizeyde
etkileyen leptin ve insiilin, viicuttaki anlik enerji bilgisini ileten hormondur. Artan
leptin seviyeleri, yiiksek beyaz adipoz doku miktar1 ile dogru orantili olup,
hipotalamusa da beslenmenin durdurulup enerji tiilketimine gegilmesi gerektigini
bildirir [17]. VMH ise bu hormonlarin reseptoriince zengin bir hipotalamik ¢ekirdektir.

(2, 4].

Invaziv olmayan tekniklerle VMH lezyonlar1 sonras1 kanda serbest dolasan anormal
seviyelerdeki insiilin ve glikoz tespit edilmistir. Normal besin (chow diet) tiiketen
lezyonlu sigcanlarda kilo artigina paralel gelisen hiperinsiilinemi ve hipoglisemi
gelismistir [8, 18]. Glikoz baskilayicisi olan goldthioglucose’un VMH’e verilmesini
takiben hiperfajik bir fenotip ortaya ¢ikmaktadir [19]. Ayrica periton i¢ine (i.p.) glikoz
enjeksiyonu, Ozellikle VMH’teki glikoz radyoaktivitesini de yiikseltmistir [20].
VMH’in elektriksel uyarimi sonucu, 1s1 artig1 ve yag metabolizmasinin hizlanmasi ile

karakterize artmis kahverengi yag dokusu (BAT) aktivitesi de rapor edilmistir [21, 22].



Noroendokrin yanitlarin olusturulmasindaki bozukluklara da igaret eden bu durum,
hipotalamik-hipofizyal bir eksende beslenmenin diizenlendigine dair ipuglarini ortaya

cikarmistir.

VMH ' te elektriksel aktiviteyi baslatacak humoral faktdrlerin yani sira, ndrotransmitter
bazli iletisime dair ¢ok az veri vardi. Caligmalar genellikle bu bdlgeye belirli
uyaranlarin verilmesi seklindeydi. Gergekten de uyarici bir ndrotransmitter olan
glutamatin VMH’e verilmesi ile BAT tan 1s1 liretiminin arttig1 rapor edilmistir [22].
Bu sinyallesmenin bozulmasi durumunda ise yiiksek istah, diisiik enerji tiikketimi ve
obezitenin gelismektedir. Yani VMH’deki glutamaterjik sinyallesmenin enerji
metabolizmasinin dogru isleyebilmesi i¢in sart oldugunu gdstermistir. VMH’i
cevreleyen fiber aglar norepinefrin (NE) ve dopaminerjik (DA) terminallerce
zengindir ve dendritlerine sinaps yaparlar. Hipoglisemide VMH’te NE
konsantrasyonu artmigtir. Yiikselen DA konsantrasyonu ile sik araliklarla ve asiri
besin tiikketimi arasinda dogru bir oranti1 vardi [23]. Gamma-aminobutirik asit (GABA)
VMH'’te 6nemli bir role sahiptir. VMH’1 ¢evreleyen duvarlardaki GABAerjik fiberler,
VMH ve LH arasinda baskilayici temelde bir iletisimi saglarlar [24]. NE gibi, VMH’te
artan GABA konsantrasyonlar1 da hipoglisemi ile iligkilidir [25].

4.3. Ventromedyal Hipotalamus, Steroidojenik Faktor 1 ve Beslenme

Lezyon ve inflizyon calismalarindan edinilen yetersiz bilgi, gelistirilen teknikler
sayesinde tiim beyin bdlgelerinde oldugu gibi VMH ve igerisindeki ndral gruplarin
molekiiler diizeyde arastirilmasiyla giderilmektedir. Baglarda hem yetiskin hem de
embriyonik donem VMH’inde yapisal gelisim ve fonksiyon kazanmada belirteg gorevi
goren kilit genler ve gen ifadelenme kaliplar1 incelenmistir. Giiniimiizde ise, noral alt
gruplarin hem kendi baslarina hem de yer aldiklar1 yolaklardaki gdrevlerine gore,

sinaptik diizeyde VMH’in noral aglarina dair ayrintili bilgilere ulasilabilmektedir.

Steroid hormonlar kolesterolden sentezlenir ve fetiisten yetiskinlige birgok gelisimsel
ve fizyolojik isleyisi diizenler. 1930 yilinda kimyasal yapisinin tanimlanmasiyla
steroidogenez yolaklar1 da incelenmeye baslanmistir. 1980 yilinda farkli hayvanlardan
sterodiojenik enzimler izole edilip cDNA klonlamalar1 yapilmis ve steroidojenik

reaksiyonlardan daha az sayida steroidojenik enzim oldugu goriilmiistiir [25]. Yani
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cogu durumda, bir steroidojenik reaksiyon tiim dokularda ayni enzim tarafindan
katalizlenir. Steroidlerin farkli fizyolojik kategorilerinin (androjen, Ostrojen ve
mineralokortikoidler ve glukokortikoidler) gorevleri ancak steroid hormon

reseptorlerin tanimlanmasi ile ortaya ¢ikmustir.

Cogu steroidojenik enzim, sitokrom oksidaz P450 ailesindendir. insanda 57 tane
sitokorom P450 ifadeleyen gen bulunur ve 7 tanesi mitokondriye, 50 tanesi de
endoplazmik retikuluma hedeflidir [26, 27]. Adrenal korteksten sentezlenen
kortikosteroidler, P450 enzimleri ile aktivite gosterebilir. Kolesterol yan zincir yikim
enzimi (Cypl1la, P450scc) tiim steroid kokenli dokulardan sentezlenerek, steroidlerin
siirl siirede {iretimini katalize eder. Steroid 21-hidroksilaz (21-Ohase, Cyp21) ise
mineralokortikoidler ve glukokortikoidlerin sentezinden sorumludur. Farede steroid
21B-hidroksilaz, adrenal bezden ifadelenen iki izoenzime sahiptir. 118-hidroksilaz
(11B-Ohase, Cypl1b-1), korteksin i¢ kisminda ifadelenerek, deoksikortikosteronun
11B-hidroksliasyonu ile kortikosterona (glukokortikoid) doniisiimiinii saglar.
Aldosteron sentaz (AS, Cypl1b-2) izozimi ise, glomerulozanin disindan sentezlenir
ve li¢ ardisik reksiyonu katalize ederek aldosteronu (mineralokortikoit) olusturur.
Kolesterol sentezindeki genetik anormaliler ve metabolizmasindaki bozukluklar
oncelikli olarak hipertansiyon ve adrenal yetmezlige yol agarken demansi da
tetikleyebilir. Ayrica mikrosefali, gelisim geriligi, atipik yiiz, kardiyak anormallikleri

ve az gelismis erkek genital bolge de yansimalari arasindadir.

Biiyiik bas hayvanlarin adrenal bezlerinden alinan ¢ekirdek oziitlerinde, NR5al geni
tarafindan kodlanan ve steroidojenik faktér 1 (SF-1/Ad4BP) olarak isimlendirilen
steroidojenik diizenleyici enzimlerle etkilesen bir protein elde edilmistir. Yiiksek
miktarda ifadelenmesi sayesinde DNA kolonileri olusturulmus ve SF-1’1n adrenal
kortekste tiim steroidojenik enzimlerle koordineli bi¢imde ifade edildigi goriilmiistiir
[28]. Insanda SF-1 mutasyonlari, orta ila ciddi diizey aras1 fenotiplere yol agar.
Adrenal ve gonadal hasarlar ile dikkat ¢ekerken, 6zellikle Gly-146 poziyonundaki
mutasyon, obeziteye es insiilin duyarlili1 ve tip 2 diyabet de goriilmektedir. Ancak
SF-1’1n dogrudan viicut agirliginin diizenlenmesinde hangi metabolik yolaklarda ve
nasil etkili oldugu ise bilinmemektedir. Farede Ad4 olarak temsil edilen SF-1 proteini
yine steroid kdkenli enzimlerin gen dizisinin promotdr bolgesi ile birlikte koordineli

ifadelenir. Ayrica, SF-1"1n fare homologu Ad4 RNA’s1 hipotalamusun gelistigi ventral
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diyensefalonda da goriilmiistiir. Hipotalamusta SF-1 ifadelenmesi embriyonik
donemin 14,5’cu giinlinde belirgin sekilde goriiliir [29]. Bu bulgular, hipotalamik-
hipofizyel-steroidojenik bir ekseninin varligina isarettir. Bu eksinin varhigini
giiclendirecek diizeyde bir diger bulgu ise farede Frz-FI (SF-1 kodlayicit gen)
ifadesinin bozukluguna bagli gelisen gonadotropik markér Luteinleyici-hormon B
(LHB), folikiil-uyaricit hormon B (FSHB) ve gonadotropin-salgilayict hormon reseptdrii
(GnRH) eksikligidir [30]. SF-1 ifadesinin lireme fonksiyonu ve gelisim i¢in olmazsa

olmazdir.

Hipotalamusun yapisal gelisimi ve fonkiyonu agisindan nasil bir etkiye sahip oldugu
arastirildiginda SF-1 ifadesinin VMH ile kisitli oldugu goriilmiistiir (Resim 4.3.1)
[31]. Dogum sonrast birinci giin itibariyle SF-1 kodlayan Ftz-F1 geninin yoklugu,

VMH yapisal biitiinliiglinii bozar ve SF-1 ndronlarinin eksikligine neden olmaktadir.

Resim 4.3.1: Disi ve Erkek Farelerde VMH’e 6zgiin SF-1 ifadelenmesi. A-B. Disi fare
hipotalamusunun koronal kesitinde SF-1 ifadesinin kristal viyole boyama (sol) ve karsi-zincir
hibridizasyonu ile gosterilmesi (sag). C-D. Erkek fare hipotalamusunun sagital kesitnde SF-1

ifadesinin kristal viyole boyama (sol) ve karsi-zincir hibridizasyon ile gosterilmesi (sag) [31]
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SF-1 nakavt dogan hayvanlarda gonad ve adrenal bezlerin yokluguna baglh 6liimler
gergeklesmektedir [30-33]. Bu hayvanlara dogum sonrasi adrenal bez
transplantasyonu yapildiginda ise ge¢ donem baslangicli obezite gbzlenmistir. Beyaz
yag dokusu artis1 ve enerji tiikketiminin azalmasi nedeniyle gelisen obez fenotipin,
transplantasyon sonrasi asir1 glukokortikoid tiretiminden olmadigi, kontrollere gore
degismeyen kortioid seviyeleri ile ispatlanmistir [33]. Nakavt farelerde yesil floresan
protein (GFP) ile ifade edilen SF-1 geni i¢in hiicresel pozisyonlanmanin bozuldugu
gozlenmistir (Resim 4.3.2) [34]. Hiicre sayisi etkilenmese de yerlesimleri ve son
farklilagma siirecindeki noral gocte bozukluklar gozlenmistir. Bu etki, periferik steroid

hormonlarin yonlendirmesinden bagimsizdir.

Resim 4.3.2: MSS’ye 6zgiin silinmesi sonucu SF-1’a bagli eGFP transgeni ifade eden
noronlarin yerlesimi. A. Yabanil tip farede immiinreaksiyon ile isaretlenen eGFP ifade eden
SF-1 noéronlari. B. Nakavt farede immiinoreaktif isaretlenen eGFP ifade eden SF-1 ndronlart.

Skala 100um [34]

LepR geninin silinmesi sonucu goriilen hiperfajinin yani sira, termoregiilasyon,
karaciger ve yag doku genislemesi ve glikoz oksidasyonunda diislis gozlenir. ARC,
DMH ve LHA’a ek olarak, VMH’te de LepR ifadesi oldukga fazladir [4, 35, 36].
Cre/loxP sarthi gen nakavti ile VMH® ' néronlarina 6zgiin LepR gen ifadelenmesi
silindiginde, yiliksek yagli beslenen fareler daha kesin bir obez fenotip ortaya
koymustur. Ayrica leptin reseptorden yoksun SF-1 noronlarinin depolarizasyon

sonucu noral ateslenmesi baskilanmistir (Sekil 4.3.1) [37].
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Sekil 4.3.1: VMH®"" néronlarinin elektrofizyolojik kayitlar1 A. yabanil tip Sf1-Cre, lox-GFP
Lepr ifade eden farede leptin varliginda artan SF-1 néronu aksiyon potansiyel frekansi kaydi.
B. Nakavt Sf-1-Cre lox-GFP Lepr farede leptine duyarsizlasan SF-1 ndronu aksiyon
potansiyel kaydi. C. Istatistiksel olarak yabanil tip ve nakavt farelerin leptine yanit1. D. SF-1
ifade eden ve etmeyen VMH ndronlarinin leptine yanitlari. E. Yabanil tip farede SF-1 ifade

etmeyen VMH noronlarin leptine yaniti. *p<0,05, student’s t-test. [37].

Yag oraninca diisiik, normal besin ile beslenen nakavt ve yabanil tip farelerde ne kilo
artist ne de istah artis1 goriilmezken, yiiksek yagli besine gecirilen hayvanlarda
yaglanma hizlanmig ve kilo artis1 gozlenmistir. Bu hayvanlarda yabanil tipe gore
yliksek leptin, insiilin ve glikoz seviyeleri tespit edilmistir (Sekil 4.3.2) [38]. SF-1
noronlarinda leptin reseptorii kontrollii beslenme ve enerji dengesinin saglanmasi
acisindan sarttir. VMH teki noral aktiviteden sorumlu bir diger metabolit ise insiilindir
ve SF-1 noronlarinda reseptorii bolca bulunur. Yiiksek yagli beslenen farelerde,
hiperinsiilinemi gosteren hayvanlarin SF-1 ndronlarinda hiperpolarizasyonu artmistir
ve bu da POMC noronlarina giden sinaptik bilginin kesilmesiyle glikoz toleransina ve

obeziteye yol agar (Sekil 4.3.3) [39].
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Sekil 4.3.2: VMH’te yabanil tip ve nakavt SF-1 ifade eden farelerin besin igerigine ve
beslenme durumuna bagli uzun siireli etkileri. A — D. SF-1’in VMH’te silinmesi (skala
200um). E. Normal ve yiiksek yagli besin tiiketiminde yabanil tip ve nakavt farelerin SF-1"1n
ifadeleme seviyeleri (her bir fenotip i¢in n=8). F. Erkek farelerin normal besin tiiketimine bagl
viicut agirligi degisimi. G. Normal besin tiiketen yabanil tip ve nakavt farelerde yagh ve yagsiz
viicut kitlesine agirlik degisimleri. H. iki farkli genetik yapili yabanil tip ve SF-1 nakavt erkek
farelerde yagli besin tiiketimi oncesi ve sonrasindaki viicut agirliklari. I. Yagli besin tiiketen
yabanil tip ve nakavt farelerde yaglh ve yagsiz viicut kitlesine gore agirlik degisimleri. J-L. 8.
haftadan itibaren yagli besin tiiketen yabanil tip ve nakavt farelerin aclik ve tokluk
durumlarinda sirastyla kandaki glikoz, insiilin ve leptin seviyeleri. (*p<0.05 ve **p<0.01,

Student’s t-test) [38].
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Sekil 4.3.3: Insiilinin VMH®""' néronlarinin elektriksel aktivitesine etkisi. A. Insiilin reseptorii
iceren SF-1 néronlarina insiilinin etkisi. B. Insiilin reseptdrii silinmis SF-1 néronlarmna etkisi

[39].

4.4. VMH®""! néronlarinin kemogenetik ve optogenetik manipiilasyonlar

Giliniimiizde kemogenetik ve optogenetik yontemler ile, beyindeki herhangi bir
bolgedeki noral bir alt grubun hiicreye 6zgii anlik veya uzun siireli manipiilasyonlari

yapilabilmektedir.

Hiicrelerin yanit olusturma yolagindaki gorevleri iyi bilinen G protein kapli reseptorler
(GPCRs) farmakolojik olarak kolayca hedeflenmektedir. Muskarinik reseptorler (M1-
MS5) tizerinden aktiflenen inhibitdr (Gi) veya aktivator (Gq) GPCR yolaklar: uygun
hiicresel yanit baglatilir. Asetil kolin (ACh), bir néronda G proteinin uyaran dogal bir
norotransmitterdir. DREADD (ila¢ yolukla aktiflenen dizayn edilmis reseptorler)
olarak kisaltilan kemogenetik yaklagimda, muskarinik ACh reseptorler (mAChR)
farmakolojik olarak yan etkileri indirgenmis Clozapine-N—oxide (CNO) tarafindan
uyarilir ve takip eden G protein yolagini baslatir (Resim 4.4.1) [40].

“I“'l hM3aDq TExcitability
‘ CNO
) Presynaptic
l l hM4Di  hibition + silencing

Resim 4.4.1: CNO aracili DREADD aktivitesi ve noral yanitlar [40]
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Muskarinik reseptor-1, -3 ve -5’ gore tasarlamis aktive edici hM3Dq DREADD ler
diisiik doz CNO ile uyarilir ve hiicre i¢i kalsiyumun artmasi sonucu depolarizasyon
gerceklesir. Muskarinik reseptor- 2 ve -4’e gore tasarlanmig inaktive edici hM4Di
DREADD’ler CNO ile uyarildiklarinda ise ya K kanallar1 acilip bir dnceki sinapstan
ndrotransmitter salinimi baskilanarak hiicrenin hiperpolarizasyonu gergeklesir [41].
CNO’nun periton i¢inden uygulanmasiyla yaklasik 45 dakika icinde, metabolize
olmus klozapin, kan beyin bariyerini asip DREADD ifade eden ndronlar1 reseptor

diizeyinde uyarir.

Cre bakteriyel bir rekombinaz enzimidir. 34 baz ¢iftlik LoxP dizisi Cre rekombinaz
enzimince taninir. Gen dizisinde LoxP bdlgelerinin konumlanis ydnlerine gore
rekombinaz iglemi sonucu ters yone ¢evrilir (Resim 4.4.2) [42]. Cre-bagimli olarak bu
sekilde ifadelenen DREADD firiinlerini tasiyan rekombinant adeno-asosiye viriisler
(rAAV), Cre rekombinaz ifade eden transgenik farelerin beynine steryotaktik ¢erceve

kullanilarak enjekte edilir (Resim 4.4.3).

- . transgene

______________ Ve N

Y oucosuen B DOSERIR R ansoene Il

--------- N 7
Sl

Resim 4.4.2: Cre-LoxP isleyis semas1 [42]

Cell-type specific targeting [ ® Cre-dependent rAAV —<@-—Cre+ neuron —<a>—Cre- neuron

Resim 4.4.3: Hiicre tipine 6zgiin transgenik gen ifadelenmesi [41, 42]
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Silva ve arkadaglari, DREADD ydntemi ile kemogenetik olarak anlik noral aktiviteyi
degistirerek  yukarida sozkonusu bilgi kisitlamalarimin  indirgenebildigini
gostermislerdir. dmVMH ve vIVMH’in kemogenetik inaktivasyonu, sirasiyla, bir
yirtict veya avcilya karsi gelistirilecek kagma yanitini ve agresif bir si¢anla
karsilasildigindaki donup kalma davranisini bozmustur [43]. Ayrica, in vitro olarak
CNO aracilt SF-1 noral inaktivasyon, dmVMH’deki spontan atesleme ve membran

potansiyelinde azalmaya neden olmustur (Sekil 4.4.1).
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Sekil 4.4.1: Nr5al::hM4D-2A-tomatoF transgenik farede gen ifadelenme semasi. A. Nr5al ile
birlikte ifade edilen HA-hM4Di farmakogenetik noéral inhibisyon dizisine takiben Tomato
floresan protein (Tom-f) ifade eden transgen. B-D. sirasiyla dm/cVMH, SOC ve dPAG’de
Tom-f ifadesi. E-G. Nr5al ve HA 6zgiin ¢ifte immiinofloresan boyama. H. Nr5al::hM4D-
2A-tomatoF farenin in vitro beyin kesitlerine uygulanan CNO sonrasi diisen aksiyon

potansiyeli olusum frekansi ve membran potansiyelinin patch-clamp elektrofizyolojik kaydi
[43].

Progesteron reseptdrii (PR ") ifade eden vIVMH néronlarmin taCasp3 aracili apoptotik

ablasyonu, erkek farelerde ¢iftlesme davranisi ve agresyonu azaltirken, disilerde cinsel

cekimi ortadan kaldirmistir (Sekil 4.4.2) [44].
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Sekil 4.4.2: Cre-bagimli genetik yaklasim ile ndral ablasyonu. A. Endojen prokaspaz 3

VMHvI

yikiminin iist diizey kaspazlarca parcalanmasi sonucu kaspaz-3 aracili apoptoz tetiklenir. TEV
baglayic1 dizi iceren inaktif taCasp3 virlisiinde ise Cre varligina bagli olarak apopotoz
tetiklenir. B. PR'- Cre farede taCasp3 viriisiiniin cre bagimli ifadelenme sematigi. C-D. in
vitro ortamda taCasp3 viriisiiniin kontrolii. E-F. PR'- Cre farelerde taCasp3 viriisiiniin

kontrolii [44]

Optogenetik hiicre grubuna 6zgiin aktivite artiric1 ya da baskilayict manipulasyonlara
izin veren bir diger tekniktir. 473nm dalga boyunda 1518a duyarli Channelorhodopsin-
2 reseptorii (ChR2) ifadeleyen SF-1 néronlarmin uyarimi sonucu hiicre igine Na" akist
bagslar ve hiicre depolarize olarak eksitator frekansta sinyallesmeyi tetikler. Tek hiicre
elektrofizyolojisinde, 20Hz e kadar olan optogenetik uyarim sonucu SF-1 néronlarinin

atesleme sikligini1 artmaktadir (Sekil 4.4.3) [45].
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Sekil 4.4.3: Whole-cell patch clamp metodu ile ChR2 ifade eden VMH®*"' néronlarinin 151k
uyarimli elektrofizyolojik kaydi. O. Elektrofizyolojik kayit semasi. P. Kayit alinan eYFP ile
isaretli ChR2 ifade eden SF-1 ndéronu. Q-R. 473nm, 20Hz uyarim ile artan atesleme frekansi
ve uyarim frekansina gore atesleme yiizdesi degisimi. S. Canli hayvanda elektrofizyolojik
kayit semas1. T. Uyarim ile aktiflenen atesleme frekansinin zamana gore degisimi. U. Canli

hayvanda noral uyarima bagl cFos pozitifligi [45].

Hipoglisemi, diyabet tedavisinde asilmaya g¢aligilan 6nemli bir asamadir. Kandaki
glikozu normal seviyeye getirebilmek ilizere gergeklesen artan glukagon, epinefrin ve
glikokortikoidlerin salinimi ve insiilin saliniminin  azaltilmasi gibi savunma
mekanizmalar1 hipoglisemiye Kars1 —Diizenleyici Yanitlart (CRR; Counter
Regulatory Response) olusturur. SF-1 noronlarmin Cre-bagimli inhibitér ChR2

(SwiChRca) aracili inaktivasyonu sonucu bu yanitin olusturulamadigi, diistik
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glukagon ve kortikosteron seviyeleri ortaya koyulmustur (Sekil 4.4.4) Gelistirilecek
CRR igin VMH™" ! néronlarinin aktivitesi sarttir. [46].
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Sekil 4.4.4: SF-1 ndronlarinin optogenetik inaktivasyonu. A-C. Bilateral steryotaktik inhibitor
ChR2 (SwiChRca) enjeksiyonu ve fiber optik yerlestirilmesi. D-F. Hipoglisemik kosullarda
periton i¢i insiilin uygulamasi sonras1 ndral inaktivasyona bagli glukagon ve kortikosteron

seviyeleri degisimi. G. Bazal kosullarda noral inaktivasyonu oncesi, sirasi ve sonrasi glikoz

seviyeleri degisimi [46].

Kemogenetik ve optogenetik olarak SF-1 noronlarinin modiilasyonuyla gelisen
davranislar ortaya koyulsa da uzun ve kisa vadede VMH®" ' aktivitesinin istah ve viicut
agirligina etkisi bilinmemektedir. Bu tez ¢calismasinda, DREADD teknolojisi ile SF1-
Cre farelerde, enerji durumuna bagli olarak beslenmenin nasil degistigini ve tiim bu

degisimlerin viicut agirligina olan etkileri arastirilmistir.
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S. MATERYAL VE METOT

5.1. Materyal

293AAV Hiiccre hatti

Agaroz

Amicon Ultra-15 100 membranl
santrifiij filtreler

Anestezi cihazi

Benzonase

cFos Tavsan monoklonal antikor

Clozapine N-Oxide (CNO)

ChemiDoc™ MP System

dNTP Mix

Ear Tag

EndoFree Plazmit Maxi Kit
Eppendorf tiipler

Fluoromount™ Mounting Medium
Hidrojen Peroksit

Kegi serumu

Keci anti-tavsan IgG (H+L) 488 ikincil

antikor

Lateks Boncuk (kirmizi)

LB Agar

Lb Broth

Magnezyum Klorid (MgCl,)
Mikropipet
Mikromanipulator
MicroPunch

Multi-therm Shaker
OneShot Stbl-2 Kompetan E.Coli
hiicre hatti

OptiSeal Santrifiij siseleri

(Cell BioLabs — AAV 100)
(BioRAD —161305)

(Millipore — GNUFC910024)
(Beyza Medikal)

(Sigma E8263-25K)

(Cell Signaling - 2250)

(Enzo Life Sciences — BML-NS105-
0025)

(BioRAD)

(Thermo Fisher Scientific - RO193)
(Harvard Apparatus - 524716)
(Qiagen — 12362)

(Eppendorf)

(Sigma — F4680)

(Sigma Adrich — H1009-5ML)
(Sigma Aldrich- G9023)

(Life Technologies - A11008)
(Sigma Aldrich - L2778)
(Biomatik - A8523-500G)
(Biomatik - A8523-500G)

(Sigma Aldrich — 208337-1KGQ)
(Thermo Fisher Scientific)
(Narishige - SM-25C)

(Harvard Apparatus - 340140)
(Benchmark Scientific H5000-HC)

(Life Technologies — C737303)

(Thermo Fisher Scientific — 76003026)



Paraformaldehit

PBS (Fosfat-tampon ¢ozeltisi — Salin)
PCR tiipii

Primerler

Rekombinant adeno-asosiye viriisler
SafeView

Santrifiij

Shutter P-1000 Mikropipet ¢ekici
Sonikator

SpektraMax

SteREO Discovery V8 mikroskop

Sub-Cell ® GT Horizontal Electrophosesis

Systems, 15X 10 cm Tray

Stikroz

Steryotaktik Cerceve

T100™ Thermal Cycler

Taq Polimeraz

Tris-Hidrojen Kloriir (Tris-HCI)
Triton X-100

Vibratom VT1000S

Zeiss LSM 780 Konfocal Mikroskobu

(Sigma Aldrich — 158127)
(Multicell - 311-010-CL)
(IsoLab)

(Sentegen, Ankara)
(Addgene)

(ABM G-108)

(Orto Alsera — Biocen 22R)

(Sutter Instruments)

(Molecular Devices)

(Carl Zeiss)

(BioRAD — 1704401)

(Sigma Aldrich — 0389-5KG)

(David Kopf Instruments)

(BioRAD- 1861096)

(Thermo Fisher Scientific - 10342046)
(Sigma Aldrich — 07066)

(Sigma Aldrich — X100-500ML)
(Leica)

(Carl Zeiss)

5.2. Transgenik Deney Hayvanlar:
012462 kodlu ve Tg(Nr5al-cre)7Lowl alelik sembollii 2 erkek SF-1-Cre fare Jackson
Laboratory tarafindan saglandi. SF-1 erkek fareler ikiser C57BL/6 disi fare ile 15 giin
ciftlesmeye birakilmis ve sonra erkek fareler kafesten ¢ekildi. Dogum sonrasi 21.ci
giinde, yavrularin kulaklarindan 2 mm c¢apli doku ornekleri alinarak genotipleme
yapildi. Deneyler genotiplemede SF-1 cre c¢ikan 42 transgenik erkek fare ile
gerceklestirilmistir. Hayvan bakimi ve iiretimleri Istanbul Medipol Universitesi T1bbi
Arastirma Merkezi’nce (MEDITAM) yapildi. Tiim hayvan deneyleri Istanbul Medipol
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IMU-HADYEK) tarafinca

onaylandi.
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5.3. Genotipleme

5.3.1. DNA izolasyonu

Kulaklarindan 2mm’lik doku ornekleri alinan fareler, MicroPunch (Harvard
Apparatus) kulak isaret¢isi takilarak numaralandirildi. Dokular 0.2ml’lik PCR
tiiplerindeki alkali lizis soliisyonuna (75 pL 25mM NaOH/0,2mM EDTA) atilip,
T100™ Thermal Cycler PZR cihazinda 1 saatlik 98°C programda homojenize edildi.
C1ikan dokular pipetaj ile mekanik olarak homojenize edildikten sonra iizerine 75ul 40
mM Tris/HCI (pH 5.5) eklenerek 5 dakika boyunca 4000 rpm hizda santrifiij edildi.
Elde edilen siipernatant DNA, 0.6ml’lik eppendorf tiiplere aktarilip kisa siire igin
+4°C’ye, uzun siire i¢in -20°C’ye kaldirildi.

5.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Tablo 5.3.1°deki sira ile PZR karisgmi hazirlanip T100™ Thermal Cycler PZR
cihazina optimize edilmis programda (Tablo 5.3.2) DNA’lar ¢ogaltidi. Heterozigot
hattin SF1-Cre oldugunu belirten transgen dizi 650bp, Internal Positive Control (IPC)
olarak belirtilen yabanil tip dizi 300bp {iriin vermektedir. Hem Cre hem IPC bandini
tastyan heterozigot SF-1 erkek fareler deney i¢in kullanildu.

Tablo 5.3.1: PZR Karigimi

ICERIK Miktar
ddH,O 14,375 ul
10X Tampon ¢ozelti 24 ul
dNTP karisimi 0.5 ul

Primer A (SF1-Cre Forward transgene 5°-->3" | 0.4l
CTGAGCTGCAGCGCAGGGACAT)

Primer B (SF-1 Cre Reverse transgene 5°-->3" | 0.4 ul
TGCGAACCTCATCACTCGTTGCAT)
Primer C (IPC yabamil tip Forward 5’-->3"| 0.4 ul
CAAATGTTGCTTGTCTGGTG
Primer D (IPC yabanil tip Reverse 5’-->3° | 0.4 ul
GTCAGTCGAGTGCACAGTTT)

DNA 4 ul
Taq Polimeraz 0.125 pl
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Tablo 5.3.2: PZR Program

ADIMLAR Bilgiler
Ik ayirma 94°C 00:02:00
Déngii 1 94°C 00:00:20

65°C 00:00:15 (her dongiide 0,5°C diisiis)
68°C 00:00:10

TEKRAR <Déngii 1> 10 dongii

Dongii 2 94°C 00:00:15

60°C 00:00:15

72°C 00:00:10

TEKRAR <Déngii 2> 28 dongii
Son uzatma 72 °C 00:02:00
Soguma -4 °C (bekleme)

5.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

3 gr Agaroz, 100 pL 1X TAE (40mM Tris, 20mM Glasiyal Asetik Asit, ImM pH: 7.6
EDTA) tampon ¢6zelti i¢cinde karistirilip 200°C’de kaynatilarak ¢oziinmesi saglandi.
Sicak karisimin {izerine Sul. SafeView niikleik asit boyasi eklendi. Akan su altinda
iliklagtirilan agaroz yiikleme taragi takili elektroforez kasedine dokiildii ve donduktan
kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Uzerine tiim kasedi ve tanki kaplayacak sekilde
1X TAE tampon ¢dzeltisi dokiildii. Ik kuyucuk 5 uL DNA ladder yiiklenirken, 2 pL
DNA loading dye ve 8 puL PZR firiinii karistirilarak diger kuyucuklar dolduruldu.
100V’ta 45 dakika boyunca jelde yiiriitiilen PCR f{iriinleri, ChemiDoc UV cihazinda

goriintlilendi.

5.4. Doku Fiksasyonu ve Kesit Alimi
Deney bitiminde fareler anestezi altinda kardiyak olarak perfiize edilmistir. 10ml 1X
PBS ile kalpteki kan bosaltildiktan sonra fiksatif olarak %4’liik paraformaldehit (PFA)
gecirildi. Farelerin beyni ¢ikarilip dnce +4°C’de 4 saat boyunca 4%PFA’da, sonra
kesit alincaya kadar %30°luk stikroz ¢ozeltisinde +4°C’de bekletildi. VMH’1 kapsayan
hipotalamik kisim bistiiri ile ayrilip 70uM kalinliginda vibratom kesitleri alinarak
goriintiilenmek iizere ya dogrudan lam {izerinde kapatild1 ya da immiinohistokimyasal

boyama i¢in 24-well petrilere aktarildi.
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5.5. Immunohistokimyasal Antikor Boyamasi
70uM’lik VMH kesitleri 15 dakikalik 3 tekrar seklinde 1X PBS igerisinde yikandi.
Tim siv1 ¢ekildikten sonra, 1X PBS’te ¢oziinmiis %0,1 Triton-X-100 ve %15 keci
serumu iceren bloklayici ¢ozelti eklenerek oda sicakliginda 2 saat bekletildi. Sivi
atildiktan sonra, birincil antikor Tavsan anti-cFos 1X PBS’te ¢6zlinmiis %0,1 Triton-
X-100 ve %5 ke¢i serumu igeren ¢ozeltide 1/1000 oraninda seyreltilerek beyin
kesitlerine verilip gece boyu (16 saat) +4°C’de yatay olarak ¢alkalandi. Kontrol olarak
beyin kesitlerinin birka¢i bu birincil antikoru icermeyen ¢ozelti ile galkalandi. 16
saatin sonunda kesitlerden s1v1 atilip, kesitleri 15 dakikalik 3 tekrar seklinde 1X PBS
yikamasi yapildi. 1X PBS, %0,1 Triton-X-100 ve %S5 keci serumunda 1/1000
seyreltilmis Keci anti-Tavsan IgG (H+L) Alexa Fluor ® 488 antikor, kesitlere
eklenerek, 1 saat boyunca oda sicakliginda yatay olarak ¢alkalanarak inkiibe edildi.
Boyama bitiminde, 15 dakikalik 3 tekrar seklinde 1X PBS yikamasi yapildi ve kesitler
pozitif yiiklii lamlara aktarildi. Kuruyan kesitler, {izerine Fluoromount kapatma sivisi

dokiilerek lamellerle kapatildi ve goriintiileninceye kadar +4°C’ye kaldirildi

5.6. Mikroskopi
Immiinohistokimyasal boyama yapilan ve yapilmayan tiim kesitlerin floresan

goriintiilemeleri Zeiss LSM 780 Konfokal mikroskobunda yapildi.

5.7. rAAV Uretimi
Rekombinant adeno-asosiye viriislerini yapmay1 saglayacak plazmitler Addgene
(http://www.addgene.com/) iizerinden satin alindi. Plazmitler bakteriyel preparatlar,

kompetan Stbl3 E.coli ‘ye transformasyonlar1 yapilmis halde getirilmistir.

Plazmid dizisini ¢ogaltmak iizere 35 g/L oraninda dH,O’da ¢o6ziinmiis LB agar
otoklavlanarak 1lik halde iizerine 100 pg/ml ampisilin eklendi. 10 cm ¢apinda petri
kaplarinin {gte ikisine kadar ampisilinli LB agar doldurulup donmaya birakildi.
Bakteriyel plazmid preparatlar1 soguyan agar kaplarina yayilip 37°C’de gece boyu
inkiibasyona birakildi. Olusan bakteriyel koloniler 6ze ile toplanip otoklavlanmis 20
g/L stv1 LB brota aktarildi. 18 saat boyunca 37°C’de 250 rpm hizla ¢alkalanarak
bakterilerin i¢in uygun sayiya ulagmalar1 saglandi. Tiim brot 6000 rpm hizda 4°C’de
15 dakika santrifiij edildi ve ¢okelti halindeki bakteriyel 6ziit elde edildi. Oziit bir

25



dahaki ¢ogaltimda kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi. Viriis yapiminda gerekli
yardimc1 vektorler olan Helper ve vektor 2/1 icin de ayni islemler tekrarland.
Dondurulan ¢ozeltiler ¢oziindiikten sonra Qiagen EndroFree Plasmid Maxi Kit ile
DNA izolasyonu yapild1 ve elde dilen konsantrasyon SpektraMax cihaziyla kontrol

edildi. Tiim bu islemler izole edilen tiim plazmid DNA’lar1 i¢in tekrarlandi.

293AAV hiicre hatt1 10° sayida olacak sekilde 10x10 cm petri kaplarina ekilerek,
37°C’lik %5 CO; ve %20 O; kosullarindaki inkiibatorlerde biiyiimeye birakildi. %80
doygunluk oranina ulastiginda pasajlanan hiicreler transfeksiyona hazir hale geldi.
Steril bir tlipte, yardimer vektor Helper’dan 24 ng, vektor 2/1°den 20 pg ve istenilen
transgeni ifade edecek diziyi igeren vektorden 12 pg olacak sekilde Opti-MEM
transfeksiyon karigimi ve polietilenimin transfeksiyon ajani karigtirildi. Biiyiiyen
hiicreler iizerine eklenen karisim, 72 saat boyunca transfeksiyonu saglamak {izere
37°C’lik %5 CO; ve %20 O; kosullarinda inkiibe edildi. Toplanan hiicreler 4°C 1100
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen ¢okelti -80°C’de donduruldu.

Dondurulmus ¢okelti 9 ml steril lizis i¢inde ¢6zilindiiriiliip, 6nce %70 EtOH-kuru buz,
sonra 37°C su banyosunda olmak iizere ikiser dakika bekletildi. Islemler ii¢ kez
tekrarlanip bir de li¢ dakika sonikatdrde tutulup hiicrelerin i¢indeki viriislerin serbest
kalmasi saglandi. Piirifikasyon icin iizerine 1mM MgCl, ve 250U/ml Benzonase
eklenip 4°C 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. 17%’lik ¢ozelti (Sml 10x PBS,
0,05ml 1M MgCl,, 0,125ml 1M KCI, 10ml 5M NacCl, 12,5ml Iodixanol ve 50 ml’ye
kadar H,0), 25%’lik ¢6zelti (5 ml 10x PBS, 0,05ml 1M MgCl,, 0,125ml 1M KCI, 20
ml Todixanol, 0,1ml 0.5% fenol kirmizis1 ve 50 ml’ye kadar H,0O), 40%’lik ¢ozelti
(5ml 10x PBS, 0,05ml 1M MgCl,, 0,125ml 1M KCIl, 10ml 5M NacCl, 33,3ml lodixanol
ve 50 ml’ye kadar H,O) ve 60%’lik ¢ozelti (0,05ml 1M MgCl,, 0,125ml 1M KClI,
50ml Iodixanol, 0,025ml 0.5% fenol kirmizisi) hazirlandi. Sirayla 3 ml %60°’lik
cozelti, 5 mL %40°lik ¢cozelti, 6 ml %25°1ik ¢ozelti, 6 ml %17’lik ¢ozelti ve son olarak
hiicre lizat1, OptiSeal ultrasantrifiij tiipiine yavasc¢a siringa edildi. 18°C 60000 rpm’de
90 dakika santrifiij edildikten sonra %40°lik ¢ozeltinin bulundugu katmanda birikecek
viriisler yine bir siringa yardimiyla toplandi. 1X saklama tamponu (1L: 100 mL 10x
PBS, 50 g D-Sorbitol, 42,4 mL %35 NaCl) ile yikanan Amicon 100K filtreli kolonlara
siringa ile cekilen viriis icerigi eklenip 15ml’ye tamamlanincaya kadar saklama

tamponu eklendi. iki kez 4°C 3500 rpm’de 30 dakika santrifiij islemi tamamlandiktan
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sonra filtrenin lizerine kalan viriisler toplanip, 3uL alikotlar halinde -80°C’ye

kaldirildi.

5.8. Beyin I¢cine Lateks boncuk Enjeksiyonu
Gentoipleme sonucu yabanil tip olarak belirlenmis 35 giinliik erkek farede steryotaktik
cercevede anestezi altinda (Beyza Medikal) lateks boncuk enjeksiyonlart yapildi.
rAAV enjeksiyonlarmin  VMH’i hedefleyebilmesi adina bu lokasyon bulma
enjeksiyonlar1 yapilmistir. Kafatasi sabitlenerek bistiiri ile derisi agilip hidrojen
peroksit ile kemikler belirginlestirildi. Hidrojen peroksit uzaklastirildiktan sonra
SteREO Discovery V8 (Zeiss) mikroskop altinda kafatasi iizerinde koordinatlar
belirlendi. Shutter P-100 Mikropipet ¢ekicide tiim cam pipetlerin inceltilip koparildi.
VMH i¢in koordinatlar Anterior/Posterior: 1,2 mm, Medyal/Lateral: 0,30 mm ve
Dorsal/Ventral: -5,40 mm olarak belirlendi. Tiim rAAV enjeksiyonlar1 bu
koordinatlara cam mikropipet takili mikromanipiilatdr ile yapildi. mikropipetlere
cekilmis yaklasik 320 nl miktarinda viriis yavasca VMH’e verilip 10 dakika sonra
mikropipet beyinden cekildi. Kafa derisi kapatilip dikis atilarak iizeri betadin ile
temizlendi. Farelerin ensesinden %0,9 Sodyum kloriir serum enjekte edilip, deney

yapilana kadar 14 giinliik iyilesmeye birakildu.

5.9. Beslenme Davranis1 Analizleri

5.9.1. Noral Aktivasyon

SF1-Cre ifade eden farelerin VMH bdlgesine ateslemeyi uyaran aktive edici
DREADD, rAAV-EF1a-DIO-hM3D(Gq)-mCherry (EF1a: human elongation factor 1
alpha) viriisii enjekte edildi (Sekil 5.9.1). Viriis, reseptor dizisiyle birlikte ifadelenen
mCherry floresan gen dizisini de igermektedir (Sekil 5.9.1 B). Uzun siireli aktivasyon
deneyleri i¢cin rAAV-FLEX-EGFP (FLEX: Cre-dependent flip excision switch) viriisii

enjekte edilmis 6 transgenik erkek fareden 5 tanesi kullanildi.

14 giinliik dinlenme siiresinin son 4 giliniinde hayvanlar tekli kafeslere alindi. Besin
tiiketimine SF-1 ndronlarinin anlik aktivitesi, hem aglik sonrasi (Sekil 5.9.1 C) hem de
aksam saatinde (Sekil 5.9.1 D) incelenmistir. A¢lik deneyleri i¢in, aksam 1siklar
kapanmadan 1 saat dnce yemleri alinan farelere 16 saat sonra periton i¢i Smg/kg Salin

(%0,9 fosfat tampon ¢ozeltisi iginde ¢oziinmiis %100 EtOH) veya 5 mg/kg %0,9 fosfat
27



tampon ¢ozeltisinde ¢ozliinmiis CNO enjeksiyonlar1 yapildi. Farelerin birinci giin ilk
aclik sabahindaki salin enjeksiyonunu takiben yarim saat sonra yeme ulagimlari
saglandi. Yarim saat araliklar ile 2 saat boyunca yem tartimi yapildi. A¢lik deneyi
tamamlandiktan sonra bir giin ara verildi. Ugiincii giin ikinci aclik sabahinda Smg/kg
CNO enjeksiyonu yapilip salin protokoliiniin aynis1 takip edildi. Aksam deneyleri i¢in,
1siklar kapanmadan 2 saat dnce besin tiikketimleri 6l¢iiliip, 1s1klar kapatilmadan yarim
saat once Salin veya CNO enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyonu takiben saate bir yemleri
tartildi. Salin ve CNO deney giinleri arasinda birer giin ara verildi. Tiim deneyler ikiser

kez tekrarlandi.

Besin tiiketiminde SF-1 néronlarinin uzun siireli aktivitesinin rolii ise giin boyu periton
ici CNO enjeksiyonu ile olgiildii (Sekil 5.9.1 E). 14 giinliik siirecin ilk ve son 3
giinlinde, giinde 3 defa 3mg/kg Salin, aradaki 8 giin boyunca giinde 3 defa 3mg/kg
CNO enjeksiyonu yapildi. Besin tiiketimi ve viicut agirliklar1 her sabah enjeksiyonu
oncesi tartildi. GFP ifade eden rAAV virlisii enjekte edilmis fareler icin de ayni

protokol takip edildi.
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Sekil 5.9.1: Noral aktivasyon deney semasi. A. Beyin ici bilateral h(M3Dg-mCherry DREADD
enjeksiyonunun sagital ve koronal temsili. B. Aktive edici hM3Dq-mCherry DREADD

viriisiiniin ¢alisma mekanizmasi ve Cre rekombinaz (sar1) aracili gen ifadesi. C. hM3Dq ifade
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eden 8 farede 16 saat aclik sonrast CNO uygulamasi. D.hM3Dq ifade eden 8 farede aksam
dongiisinde CNO uygulamasi. E. GFP ifade eden 5 kontrol ve hM3Dq ifade eden 8 farede

CNO uygulamasina bagli uzun siireli SF-1 ndron inaktivasyonu.

5.9.2.  Noral Inaktivasyon

SF-1-Cre ifade eden farelerin VMH bolgesine, ateslemeyi baskilayacak
hiperpolarizasyonu uyaran inaktive edici DREADD, hM4Di viriisii enjekte edildi
(Sekil 5.9.2). Viriis, reseptor dizisiyle birlikte ifadelenen mCherry floresan gen dizisi
icermektedir (Sekil 5.9.2 B). Uzun siireli aktivasyon deneyleri icin rAAV-GFP enjekte
edilmis 6 erkek transgenik fare kullanildi.

14 giinliik dinlenme siiresinin son 4 giinlinde hayvanlar tekli kafeslere alindi. Besin
tiikketimine SF-1 noéronlarinin anlik inaktivasyonu, hem giindiiz (Sekil 5.9.2 C) hem de
aksam saatlerinde (Sekil 5.9.2 D) incelendi. Giindiiz deneyleri i¢in 1siklar agildiktan
sonra 2 saat boyunca besin tiiketimleri 6l¢iilen farelere periton i¢i Smg/kg Salin (% 0.9
fosfat tampon ¢ozeltisi i¢inde ¢oziinmiis %100 EtOH) veya 5 mg/kg %0.9 fosfat
tampon ¢ozeltisinde ¢oziinmiis CNO enjeksiyonlari yapildi. Enjeksiyonu takip eden 2
saat boyunca her yarim saatte bir yem tartimlar1 yapildi. Aksam deneyleri igin, 1s1klar
kapanmadan 2 saat once besin tiiketimleri dl¢iiliip, 1s1klar kapatilmadan yarim saat
once Smg/kg Salin veya Smg/kg CNO enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyonu takip eden 2
saat boyunca saate bir yemleri tartildi. Salin ve CNO deney giinleri arasinda birer giin

ara verildi. Tiim deneyler ikiser kez tekrarland.

Besin tliketiminde SF-1 noronlarinin uzun siireli inaktivasyonu ise giin boyu periton
ici CNO enjeksiyonlar ile olgtildii (Sekil 5.9.2 E). 14 giinliik siirecin ilk ve son 3
giiniinde, giinde 3 defa 3mg/kg Salin, aradaki 8 giin boyunca giinde 3 defa 3mg/kg
CNO enjeksiyonu yapildi. Besin tiiketimi ve viicut agirliklar1 her sabah enjeksiyonu
oncesi tartildi. GFP ifade eden rAAV virlisii enjekte edilmis fareler icin de ayni

protokol takip edildi.
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Sekil 5.9.2: Noral inaktivasyon deney semasi. A. Beyin i¢i bilateral hM4Di-mCherry
DREADD enjeksiyonunun sagital ve koronal temsili. B. Inaktive edici hM4Di-mCherry
DREADD viriisiiniin ¢alisma mekanizmast ve Cre rekombinaz (sar1) aracili gen ifadesi. C.
hM4Di ifade eden 17 farede 16 saat aglik sonrast CNO uygulamasi. D. hM4Di ifade eden 25
farede aksam dongiisiinde CNO uygulamasi. E. GFP ifade eden 6 kontrol ve hM4Di1 ifade eden

10 farede CNO uygulamasina bagli uzun siireli SF-1 noron inaktivasyonu.

5.9.3. Noral Ablasyon

35 giinliik erkek transgenik VMH bdlgesine programli hiicre 6liimii apoptozu uyaran
rAAV-FLEX-taCasp3-TEVp viriisii enjekte edildi (Sekil 5.9.3A). Viriisle herhangi bir
floreasan protein ifade edilmediginden, enjeksiyonlar hem Cre-bagimli rAAV-FLEX-
EGFP hem de Cre-bagimsiz rAAV-CAG-tdTomato (tdtom) (CAG: cytomegalovirus
enhancer/chicken beta-actin promoter) ifade eden iki viriisle birlikte yapildi. Kontrol
farelere ise sadece GFP ile birlikte tdtom enjeksiyonlar1 yapildi. 14 giinliik dinlenme

siiresinin son 4 giinlinde hayvanlar tekli kafeslere alindi.
Normal hiicresel apoptoz yolagindan farkli olarak, rAAV-taCasp3 virilisii, TEV

proteaz sayesinde hizla apoptoz uyarir (Sekil 5.9.3B). Viriis enjeksiyonundan 6nce

kilolar1 tartilan tiim hayvanlar, virilis enjeksiyonundan sonraki 14.glinden itibaren, 14
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hafta boyunca haftada 3’er kez kilo ve yem tartimlar1 yapildi. Deneyde 4 kontrol, 7

taCasp3 ifade eden erkek fare vardir.

A

B Mechanism of action

Caspase-3 taCasp3
Apoptosis induction
Upstream caspase TEV protease

o'e Oe

Inactive

Pro-Caspase-3 Pro-taCasp3
o
2
: C® C®
<
© Cre-bagmii TAAV-GFP Caspase-3 taCasp3
re-bagimli rAAV- -
@ Cre-bagimli rAAV-Casp3-TEVp &> Cre"noron | |
@ Cre-bagimsiz rAAV-tdtom —<>— Cre néron Apoptosis Apoptosis

Sekil 5.9.3: Noral ablasyon deney semasi. A. Cre-bagimli rAAV-FLEXGFP, Cre-bagimsiz
rAAV-CAG-tdTomato ve Cre-bagimli rAAV-FLEX-taCasp3-TEVp viriislerinin beyin ici
enjeksiyonu. B. Normal yoldan ve TEV proteaz bagimli olarak pro-taKaspaz-3 aracili

apoptozun tetiklenmesi[44].

5.10. Anksiyete Testi
Yerden 50 metre yukarida art1 bigimli Elevated Plus Maze (EPM) deney diizeneginde,
iki adet acik kol (5x35 cm) ve iki adet kapali kol (5x35x20 cm) bulunmaktadir. Fareler
deneyden bir saat dnce deney odasina getirilip odaya alistirildi. Acik kola bakacak
sekilde karenin merkezinden diizenege birakilan fareler, 10 dakika boyunca teste tabi
tutuldu. Davranmiglar CCD kamera tarafindan kaydedildi ve ANY-maze Software
(Stoelting Co., Wood Dale, IL) programinda analiz edildi.

5.11. Enjeksiyon Alanlarimin Sayisal Analizleri
Davranig sonrasi beyin kesitleri alinan farelerin VMH goriintiilemeleri yapilip, viriis
ile transdiiksiyona ugramig SF-1 ndronlarmin 200um skala iizerinden ne kadarlik bir
alan kapladigi ImageJ programinda hesaplandi. Kesitler fare beyin atlasindaki
koordinatlarla uyumlu olacak sekilde cakistirildi. Goriintiilerdeki beyaz alan artirilip
karanlik alan iizerinden transdiikte olmus alan hesaplandi. VMH’in oldugu tiim
kesitler i¢in goriintiileme yapilip alan hesaplandi. Kaspaz ablasyon deneyleri i¢in ise
karanlik alan artirilip beyaz alan iizerinden transdiikte olmus alan hesaplandi. Noral

aktivasyon, inaktivasyon ve ablasyon deneylerinden elde edilen besin tliketimi
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degisimlerinin ylizde degerleri ile transdiikte olan VMH alaninin ne tip bir orantida

oldugu korelasyon analizleri ile hesaplandi.

5.12. Istatistiksel Analiz
Tiim sonuglar ortalama + standart hata pay1 ile gosterilmistir. Tiim deneyler i¢in aksi
belirtilmedikge esli ve esli olmayan Student’s t-test kullanilmistir (*p<0.05; **p<0.01,
*#%p<(0.005). Korelasyon analizleri i¢in Pearson r ve p degerleri, Prism 7 (GraphPad

Software) kullanilarak test edilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Deney Gruplar1 Ve Genotipleme
Genotipleme sonucu (Resim 6.1.1) Cre ifade ettigi belirlenen 35 giinliik 47 SF-1-Cre
erkek fareler, enjeksiyonlar i¢in tablo 6.1.1 ‘deki gibi deney gruplarina ayrildi.

634 635 636 637 638 639 640 641 642 643 644 645 646 647 648 649 650 neg

Cre — -— — — e e — — —

WT —> — - - S e ey ey e T e G G S e

Resim 6.1.1: Cre ifade eden SF-1 erkek farelerin PCR goriintiisii

Tablo 6.1.1: Deney gruplar1 ve hayvan sayilari

Deney grubu Hayvan sayis1
Aktivasyon (hM3Dq) 8 hM3Dq
Inaktivasyon (hM4Di) 17 hM4Dq
Ablasyon (taCasp3-TEVp) | 7 taCasp3-TEVp
Kontrol 6 GFP; 4 GFP&TdTom

6.2. Lateks Boncuk Enjeksiyonu ile VMH’in Hedeflenmesi
Metotlar 5.8’de tarif edildigi sekilde, Lateks boncuklar beyin i¢in belirtilen
koordinatlarda VMH’e verilerek uygun lokasyon bulundu (Resim 6.2.1).

Koy AL

Resim 6.2.1: Lateks boncuklar ile VMH’in beyin i¢i enjeksiyon ile hedeflenmesi
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6.3. Noral Aktivasyon
SF-1 noéronlarinin anlik ve uzun stireli kemogenetik aktivasyonunun besin tiikketimini
ve kiloyu nasil etkiledigini bulmak i¢in, rAAV-hSyn-FLEX-hM3Dg-mCherry (n=8)
ve rAAV-FLEX-GFP (n=5) enjekte edilmis (Resim 6.3.1) SF-1-Cre erkek farelere,
aclik ve aksam istah1 deneyleri yapildi. Beyin i¢i enjeksiyonlar bilateral tutularak, en
fazla sayida noron aktivasyonuyla karakterize edilecek davranis ortaya ¢ikarilmaya

calisildi.

Resim 6.3.1: hM3Dg-mCherry viriisiiniin SF-1 Cre farede ifadelenmesi. cFos pozitif hM3Dq
ifade eden SF-1 ndronlari (sol), GFP ifade eden SF-1 noronlari (sag)

Uzun siire aglik sonrasi yiiksek istah s6z konusudur ve yemege ulasimi saglanan
farelerin hizla yemege gitmeleri beklenir. Gergekten, salin enjekte edilen giine kiyasla
yem tiiketiminde yar1 yartya bir disiis goriildii (Sekil 6.3.1 A) (*** p<0,005). Besin
tilketimindeki diislisiin birikimli analizinde ise yeme ulasim saglandiktan sonraki

ikinci saatteki diisiis anlamli bulundu (Sekil 6.3.1B) (***p<0,005).

Farelerin en fazla besin tiiketimi aksam, 1siklar kapandiktan sonradir. Bu donemdeki
istah SF-1 noronlarinin  kemogenetik aktivasyonu ile uyarildiginda, salin
enjeksiyonlarina kiyasla yar1 yartya bir diislis gozlendi (Sekil 6.3.1 C) (**p<0,01).
Isiklar kapanmadan O©nceki iki saatte yedikleri yem miktar1 gz Oniinde
bulunduruldugunda, ikinci saatin sonunda birikimli besin tiiketiminde bir azalma

gdzlendi (Sekil 6.3.1 D) (**p<0,01)
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Sekil 6.3.1: Anlik SF-1 ndral aktivasyonu. A. 16 saatlik aglik sonras1 CNO enjeksiyonunu
takip eden 2 saatteki besin tiiketiminin salin enjeksiyonuna kiyasi. B. 16 saatlik aclik sonrasi
CNO enjeksiyonunu (yesil) takip eden her yarim saatteki besin tiikketiminin, salin
enjeksiyonuna birikimli kiyasi. C. Aksam istaht 6ncesi CNO enjeksiyonunu takip eden 2
saatlik besin tiikketiminin, salin enjeksiyonuna kiyasi. D. Aksam istahinda CNO ve salin

enjeksiyonuna bagli besin tiiketiminin birikimli kryas1. ** p<0,01 ve ***p<0,005

Anlik olarak besin tiiketimindeki kisa siireli degisimlerin yani sira, SF-1 ndron
aktivasyonunun siirekliliginde nasil bir fenotip ortaya ¢ikacagi da arastirildi (Sekil
6.3.2A). hM3Dq ve GFP ifade eden SF-1-Cre farelerde uzun siireli aktivasyon sonucu
besin tiiketiminde ve veya viicut agirliginda anlamli bir degisim gozlenmedi (Sekil

6.3.2 B,C).
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Sekil 6.3.2: Uzun siireli SF-1 noral aktivasyonu. A. 14 giinliik deney plan1 ve enjeksiyonlar.
B. Uzun siireli SF-1 noral aktivasyonuna bagli besin tiiketimi degisiminin kontrol (GFP)
fareler ile karsilastirilmasi. C. Uzun siireli SF-1 néral aktivasyonuna bagli viicut agirligi

degisiminin kontrol fareler ile karsilagtirilmasi.

Aktive edici DREADD viriisii ile transdiikte olmus VMH kesitlerinden alan
hesaplamasi yapildiginda (Sekil 6.3.3 A) 16 saat aglik ve aksam tokluk noral
aktivasyonu sonucu besin tiiketimindeki diisiis orani ile transdiikte olmus VMH

alaninin arasinda herhangi bir orant1 bulunmadi. (Sekil 6.3.3 B, C).

B s C g
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Sekil 6.3.3: Davranis degisimleri ve aktive edici viriis ile transdiikte olan VMH alan
korelasyonu. A. rAAV-hM3Dq-mCherry ifade eden SF-1 ndronlarini temsil eden alan (her
renk bir hayvani temsil etmektedir) (200um skala). B. 16 saatlik aclik sonrasi diisen besin
tilkketimi ve transdiiksiyon alaninin karsilagtirilmasi. C. Aksam istahinda diigen besin

tilkketimi ve transdiiksiyon alaninin karsilastiriimasi.
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6.4. Noral Inaktivasyon
SF-1 noronlarinin anlik ve uzun siireli kemogenetik inaktivasyonuyla besin tiiketimini
ve kiloyu nasil etkiledigini bulmak i¢in, rAAV-hSyn-FLEX-hM4Di-mCherry (n=17)
ve TAAV-FLEX-GFP (n=6) enjekte edilmis (Resim 6.4.1) SF-1-Cre erkek farelere,
giindiiz ve aksam tokluk deneyleri yapildi. Beyin i¢i enjeksiyonlar bilateral tutularak,
en fazla sayida noéron inaktivasyonuyla karakterize edilecek davranis ortaya

cikarilmaya calisildi.

Resim 6.4.1: hM4Di-mCherry viriisiiniin SF-1 Cre farede ifadelenmesi. Bilateral hM4Di
ifade eden SF-1 ndronlar1 (sol), bilateral GFP ifade eden SF-1 néronlar1 (sag).

Farelerde glindiizleri diisiik bir istah s6z konusudur. Lezyon ve nakavt ¢alismalarina
parelellikle SF-1 ndronlarmin inaktivasyonuna bagli olarak giindiiz istahinda artis
beklenir. Ancak CNO uygulmasina bagl toplam yem tiiketimleri salin enjekte edilen
giine kiyasla degismedi (Sekil 6.4.1 A). Benzer sekilde birikimli yem tiiketiminde de
herhangi bir farklilik bulunamadi (Sekil 6.4.1 B). Normal aksam istahinin {izerine
tagtyacak bir istah olup olmadigr arastirildiginda ise, SF-1 ndral inaktivasyonunun
besin tiiketimini daha da artirmadig: goriildii (Sekil 6.4.1 C). Benzer sekilde birikimli
yem tiikketiminde de herhangi bir farklilik bulunmadi (Sekil 6.4.1 D).
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Sekil 6.4.1: Anlik SF-1 ndral inaktivasyonu. A. Giindiiz CNO enjeksiyonunu takip eden 2
saatteki besin tiiketiminin salin enjeksiyonuna kiyasi. B. Giindiiz CNO enjeksiyonunu (yesil)
takiben saatte bir besin tiiketiminin, salin enjeksiyonuna kiyasla birikimli kiyasi. C. Aksam
istah1 6ncesi CNO enjeksiyonunu takiben 2 saatlik besin tiiketiminin, salin enjeksiyonuna

kiyasi. D. Aksam CNO ve salin enjeksiyonuna bagl besin tiiketiminin birikimli kiyast.

Anlik olarak besin tiiketimindeki kisa siireli degisimlerin yani sira, siirekli SF-1 ndron
inaktivasyonu sonucu obez fenotip cikip cikmayacagi da arastirildi. 14 giinliik
deneyde hM4Di ve GFP ifade eden SF-1-Cre farelerde uzun siireli inaktivasyonu
sonucu besin tliketiminde (8. Giin hari¢) ve viicut agirhiginda anlamlh bir degisim

gozlenmedi (Sekil 6.4.2).
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Sekil 6.4.2: Uzun siireli SF-1 noral inaktivasyon. A. Uzun stireli SF-1 néral inaktivasyonuna
bagli besin tiiketimi degisiminin kontrol (GFP) fareler ile karsilastirilmasi. B. Uzun siireli SF-

1 noéral inaktivasyonuna bagli viicut agirlig1 degisiminin kontrol fareler ile karsilastiriimasi.

Inaktive edici DREADD viriisii ile transdiikte olmus VMH kesitlerinden alan
hesaplamasi yapildiginda (Sekil 6.4.3 A) ne gilindiiz ne de gece besin tiiketimi degisimi

ile transdiikte olmus VMH alan arasinda herhangi bir iliski bulunmadi (Sekil 6.4.3
B,C).
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Sekil 6.4.3: Davranis degisimleri ve inaktive edici virlis ile transdiikte olan VMH alan
korelasyonu. A. rAAV-hM4Di-mCherry ifade eden SF-1 noronlarini temsil eden alan (her

renk bir hayvani temsil etmektedir) (200um skala). B. Giindiiz ac¢lig1 sonrast besin
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tilketimindeki degisim ve transdiiksiyon alanlarmin karsilastirilmasi. C. Aksam igtahi sonrast

besin tiiketimindeki degisim ve transdiiksiyon alanlariin karsilagtirilmasi.

6.5. Noral Ablasyon
VMH ve etrafindaki ndradrenerjik fiber yapilar1 hasarlayan lezyon caligmalar1 ve
beyine 6zgii SF-1 nakavt hayvan modellerinden elde edilen bilgilere gére ciddi VMH
ve SF-1 besin tiiketimi ve viicut kitlesinin korunumunda 6nemli géreve sahiptir. Bu
bilgiler 151g1nda, tezde viral teknikler kullanilarak, normal besin igeriginde beslenen

yetiskin farelerde SF-1 noron kaybi ile obezite iliskisi tekrar incelendi.

Bilateral olarak 7 fareye rAAV-FLEX-taCasp3-TEVp 4 fareye ise rAAV-FLEX-GFP
ile TAAV-CAG-tdTomato birlikte enjekte edildi. Genel olarak tek tarafi vuran
enjeksiyonlar Sekil 6.5.1°deki gibidir.

SF1-Cre Kontrol

Sekil 6.5.1: rAAV-FLEX-taCasp3-TEVp viriistiniin SF1-Cre farede ifadelenmesi. Kaspaz 3
aracili apoptotik yolak ile 6len SF-1 néronlarini kapsayan VMH bélgesi (sol) kaspaz 3 ifade
etmeyen SF-1 ndronlarin1 kapsayan VMH bdélgesi (sag). Skala 200um.

[lk hafta yedikleri yem miktar1 baz alinip geri kalan besin tiiketimindeki degisim yiizde
cinsinden hesaplandi. Kontrol fareler ile karsilastirildiginda, beklenildigi gibi, SF-1
noéron kaybi hem besin tiilketiminin artmasina neden oldu (Sekil 6.5.2 A) (Yedinci
haftadan itibaren birkag hafta boyunca kontrol edilemeyen oda 1sis1 diisiisii olmustur).
Buna paralel olarak, enjeksiyon Oncesi viicut agirliklarina oranlandiginda, kontrol

farelere kiyasla SF-1 noronlar1 6len farelerde anlamli seyreden kilo alimina goriildi

(Sekil 6.5.2 B).
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Sekil 6.5.2: SF-1 noral ablasyonunun (A) besin tiikketimine ve (B) viicut agirligina etkisi
*p<0.05 ve **p<0.01.

SF-1 noronlarmin VMH’in ne kadarinda apoptoza ugradigi hesaplandiginda (Sekil
6.5.3 A), ablasyon genisligi artan besin tiiketimi ile iliskili oldugu goriildii (p=0.0002,
R=0.8587, P=0.013) (Sekil 6.5.3 B). Aym iliski viicut agirliginda artis igin
hesaplandiginda, negatif yonde bir korelasyon goriildii (R=-0.234 ve P=0.613).
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Sekil 6.5.3: SF-1 noral ablasyonu ve besin tiiketimi degisimi. A. her bir hayvandaki apopotoza

ugramig SF-1 ndéronlarinin kapsadigi alanlar (skala 200um). B. Baglangictaki degerlere oranla

artan besin tiiketimi ile ablasyona ugramis alan aras1 iligki.

SF-1 noronlarinin noral ablasyonu sonucu farelerde anksiyete ile birlikte seyreden
artan lokomotor aktivite bildirilmistir. Bunu ispatlamak amaciyla noral ablasyon (n=7)
ve kontrol gruplarina (n=4) Elevated Plus Maze (EPM) aksiyete testi yapild1 (Sekil
6.5.4 A). Ablasyon yapilan hayvanlar, kontrollere kiyasla, agik kola ge¢is (p=0.0334),
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burada bulunma siiresi (p=0.0495) ve katedilen mesafe bakimindan (p=0.0155)
anksiyolitik davranig gostermistir (Sekil 6.5.4 B-D).
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Sekil 6.5.4: Noral ablasyon sonucu anksiyete analizleri. A. Kontrol ve ablasyon grubundan
birer farenin temsili EPM izleri. Mavi baslangig¢, kirmizi bitis noktasini gosterir. (A.K., agik
kol; K.K., kapali kol). A¢ik kollara girme sayis1 (B), a¢ik kollarda gegirilen toplam zaman (C)
ve acik kollarda kosulan mesafenin (D) kontrol farelere kiyasi (*p<0.05).
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7. TARTISMA VE SONUC

VMH ndéral alt gruplarmin bazilart besin tiiketimini ve ilintili diger davranislar
yonetmektedir. Son donem ¢aligmalar1 genelde saldirganlik, anksiyete ve savunma
davranisi lizerinedir. Ancak simdiye kadar beslenme davranisi i¢in, sistematik olarak
davranigsal ve fizyolojik herhangi bir sonu¢ ortaya koyulmamistir. Bu tezde, bu
baglantili iliskiyi ¢6zebilmek adina, VMH’in ¢ogunlugunu olusturan SF-1
ndronlarimin besin tiiketimi ve viicut agirligini anlik ve uzun siireli olarak nasil

etkiledigi aragtirilmigtir.

Bu tez calismasinda oncelikli olarak VMH®"™' néronlarmin beslenme durumlarina
bagli anlik ve uzun siireli farmakogenetik aktivitesine bakilmistir. Kemogenetik
hM3Dq aracili anlik aktivasyon beklendigi iizere besin tiiketimini durdurmustur. Bu
elektriksel VMH® ™" uyarimi sonucu azalan atesleme frekansi ile tutarli bir sonugtur.
Alan ile besin tiiketimindeki azalma arasindaki iliski zayiftir. Uzun siireli CNO
enjeksiyonuna bagli SF-1 néron ateslemesinin siirekliligi sonucu viicut agirlig1 bir siire
diisse de anlamlilik yoktur. Bu da tek basmma SF-1 noéral aktivitesinin anoreksik
olmay1p, anlik olarak anoreksik bir néral agin fonksiyonunu etkiledigini diistindiiriir.
Aktivasyon caligmalar1 farkli VMH bolgelerinin farkli fonksiyonlara sahip oldugunu
gostermistir. vVIVMH ‘teki SF-1 noronlarinin aktivitesi agresyon ve ¢iftlesme gibi iki
farkli davranis1 birden yonetirken [47, 48], dmVMH’in optogenetik aktivasyonu
sadece saldir1 davranigini tetiklemektedir [45]. Bu nedenle enjeksiyonun deneydeki
tim hayvanlarda tutarli bir alan1 kapsamamas1 belirgin bir fenotipin goriilmesini
engellemis olabilir. Ger¢ekten de enjeksiyon alani ile davranis egilimi arasinda bir

korelasyon bulunamamistir.

VMH®"! noronlarmimn nakavt modellerinde erken baslangigli obez fenotip ortaya
ciktig1 bilinmektedir. Ancak beslenme durumuna bagli olarak anlik noéral
inaktivasyonun davranisa nasil yansidigi halen bilinmemektedir. Bu tezde VMH>"'
literatiire benzer sekilde bir besin tiikketimi artisi bulmak amaciyla hM4Di aracilt
inaktivasyon yapilmistir. Besin tiiketiminin ve fiziksel aktivitenin en az oldugu giindiiz

dongiisiinde ¢ok az bir artig goriilmiistiir ancak bu anlamli degildir. inaktivasyonun
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aksam istahin1 daha da artirma gibi bir etkisi de yoktur. Nakavt veya lezyon
caligmalarindaki gibi ciddi bir hiperfajinin goriilememe nedenlerinden biri, hali
hazirda viicuttaki yaglanmaya bagl olarak SF-1 aktivitesinin alttan alta kronik olarak
sekillenmis olabilecegidir. Enerji depolarindaki degisimler, SF-1 ndoronlarinin
haberlestigi diger alt noral yolaklarinin da besin durumuna kars gelistirlecek bir karsi
yanitin sekillenmesine neden olabilir. Inaktivasyonun hangi VMH bdlgesinde
meydana geldigi de davranisi etkileyebilmektedir. vIVMH’deki SF-1 noronlarinin
kemogenetik olarak baskilanmasi sosyal korku davranigini baskilamaktadir [43, 49].
Bolgeye 0zgiin fenotipten yola ¢ikarak, inaktive edilmis noral alan ile besin tiikketimi
arasinda bir baglanti kurulmaya ¢alisilmistir. Giindiiz besin tiikketiminde ortalama bir
artis olsa da anlamli degildir ve artig ile alan arasinda korelasyon yoktur. Tiim
hayvanlarda inaktive edici viriis enjeksiyonu iki tarafli tiim VMH’i kapsamadigindan
dolay1 da beslenme davranisi net olarak ortaya koyulamamis olabilir. Uzun siireli CNO
enjeksiyonuna bagli SF-1 ndron ateslemesinin engellenmesi, birka¢ giin i¢in viicut
agirliginda artisa neden olmustur. Bu artis belli bir siire sonra viicut agirliginin normale
donmesiyle takip etmistir. Ayrica kilo artigi besin tiiketiminden bagimsizdir. Bu da
SF-1 noronlarma yiiklenen baz1 gorevlerin VMH disindaki bazi hiicre gruplarin,
kompanse edici sekilde calisarak viicut agirligini diizenledigini diisiindiirmektedir.
Viicut agiligmi diizenleyici gorevde oldugu bilinen SF-1 néronlarmin, bunu

beslenmeden bagimsiz olarak kontrol ettigi daha 6nceleri rapor edilmistir [37, 50-54].

Noronlarin apoptotik olarak oliimii teknik olarak nakavt caligmalarini taklit
edebilmektedir. Bu tezde apoptotik olarak VMH®"' ngron ablasyonu sonucu,
literatiirdeki gibi erken baslangigli ve siirdiiriilebilir bir hiperfajinin ortaya ¢ikip
¢ikmayacagi arastrilmistir. VMH®"' néronlarmm Kaspaz 3 aracili ablasyonu
gercekten erken baslangi¢li kilo ve besin tiikketimi artisa neden olmustur. Her ne kadar,
VMH’in tamaminda SF-1 ndronlarinin kaybi saglanamamis ve gorece az hayvan ile
calisilmasina ragmen obez fenotip goriilmiistiir. Ablasyona ugramis alan ile besin
tilketimindeki artis iligkilidir ancak viicut agirligi icin bu tip bir sey sdylenemez.
Yetiskin donemde SF-1 noral kaybinin besin tiiketimine ve viicut agirligina olan etkisi
bu tez ile ilk olma niteligindedir. Daha 6nce bu teknik ile saldir1 karisisinda

gerceklestirilen otonom savunma davraniglarmin @ VMH  bolgelerine  6zgiin
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diizenlendigi gosterilmistir [43-45]. Ayrica bu tezde, ablasyonun son haftasinda
yapilan EPM testi, SF-1 noral aktivitesinin anksiyetik davranig ortaya koyabilmek igin
sart oldugu, onceki bulgularla benzer sekilde, bir kez daha kanitlanmistir. Kisaca

VMH ' teki bu ndral grup tek basina sadece beslenmeyi kontrol etmemektedir.

SF-1 noéral agi, beyinde beslenme ve savunma davraniglarinin  merkezi
entegrasyonunda yer alir. Bu tip bir diizenlemenin, bir¢ok hipotalamik noral
popiilasyon tarafindan da gerceklestirildigi goz oniinde bulundurulursa, VMH®""
ndronlarmin bu agdaki gorevi, bircok bolge ile birlikte ¢alisip ve anlik cevresel
etkilerle sekillenebilen davraniglara gore yanit olusturmaktir. Sonug olarak, istah
diizenlenmesi ve enerji dengesi SF-1 noéronlarinca ¢ok da siki olmayan bir bigimde
kontrol edilmemektedir. Bu nedenle insan saglig1 i¢in hipotalamik obeziteye yonelik
tedavi ¢aligmalart hem duygu durum hem de beslenme davraniginin ortak diizenlendigi

noral aglar tizerine stirdiiriilmelidir.
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