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OZET

Agus, S. (2021). Transgenik Fare Kisspeptin Noronlarinda Erken Donem Sosyal
izolasyon iliskili Fonksiyonel ve Aksonal Plastisitenin Arastirllmasi. Yeditepe

Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji ABD, Doktora Tezi. istanbul

Bu calismada adolesan donemde maruz kalinan sosyal izolasyon stresinin,
hipotalamik ~ Arkuat Cekirdeginde (ARC) bulunan Kisspeptin ndronlarinin
fonksiyonlarmin ve aksonal uzantilariin nasil etkilendigi arastirildi. Bu amagla Kiss:Cre
transgenik fare hatti kullanildi. Post-natal 21. giinde (P21) fareler 3 haftalik sosyal
izolasyona alindi. Bu donemde fareler opak kafeslerde tek basina yasarken sosyal
gruptaki fareler normal kafeslerde iigerli gruplar halinde yasatildi. izolasyon sonrasinda
farelerin lokomotor aktiviteleri, beslenme davranislart ve anksiyeteleri gozlendi.
Kisspeptin noronlarin1 goriintiileyebilmek icin farelerin hipotalamik ARC bdlgelerine
GFP-Adone Associated Viriis (AAV) enjeksiyonu yapildi. Bu farelerin ARC Kisspeptin
noronlarindan elektrofziyoloji kaydi alindi. Projeksiyon analizi yapabilmek i¢in ARC
Kisspeptin noronlarmin aksonal uzantilar1 konfakal mikroskopta goriintiilendi. ARC
bolgesinde Kisspeptin, NorokininB ve Dinorfin néropeptid ifadesi immiinfloresan teknigi

kullanilarak incelendi.

Davranis deneylerinden elde edilen sonuglara bakildiginda gece fazinda izole
gruptaki disilerin diger gruplardan daha aktif oldugu (p<0.005) erkeklerde ise sosyal
gruptaki farelerin izole gruptakilerden daha aktif oldugu goriildii. Beslenme
davraniglarinda gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmedi. Yiikseltilmis art1 labirent
testinde izole gruptaki farelerin daha ankisyetik oldugu goriildii (p<0.05). Sosyal gruptaki
farelerin ARC Kisspeptin ndronlarinin aksiyon potensiyel frekanslarinin izole gruptaki
farelere gore daha yiiksek oldugu (p<0.001), sosyal gruptaki disi farelerin aksiyon
potansiyel frekanslarinin izole gruptaki disi ve erkek farelere gore daha yiiksek oldugu
(p<0.001) goriildii. Immiinfloresan sonuglarma bakildiginda izole gruptaki farelerin ARC
bolgelerinde Dinorfin miktarinin sosyal gruptan daha fazla oldugu (p<0.05) goriildii.
Nerokinin B miktarinin izole gruptaki farelerde, Kisspeptin miktarinin ise sosyal gruptaki
farelerde daha fazla oldugu gozlendi ancak istatistiksel anlamlilik goriilmedi. Aksonal
projeksiyon analizlerine bakildiginda sosyal gruptaki farelerin hipotalamik ARC
Kisspeptin néronlarinin Anteroventral Periventricular (AVPV) bolgeye izole gruptakilere

xiii



gore daha yogun projeksiyon yaptig1 gozlemlendi. Beynin diger bdlgelerine yapilan ARC
Kisspeptin aksonal projeksiyonlart i¢in gruplar arasinda bir fark goriilmedi.

Elde edilen bu bulgulara gore ergenlik doneminde maruz kalinan sosyal
izolasyonun farelerin lokomotor ve anksiyte davranislarini etkiledigi ve Kisspeptin

noronlarinin fonksiyonlarini baskiladigr goriildii.

Anahtar Kelimeler: Sosyal izolasyon, Kisspeptin, Elektrofizyoloji, Davranis Deneyleri,

Xiv



ABSTRACT

Agus, S. (2021). Investigation of Functional and Axonal Plasticity in Kisspeptin
Neurons Following Early Social Isolation in Transgenic Mice. Yeditepe University,

Institute of Health Science, Department of Physiology, PhD Thesis. istanbul

In this study, it was investigated how the stress of social isolation in adolescence
affects the functions and axonal projections of Kisspeptin neurons in the hypothalamic
Arcuate Nucleus (ARC). For this purpose, the Kiss: Cre transgenic mouse line was used.
On the post-natal 21st day (P21), the mice were placed in social isolation for 3 weeks.
During this period, mice were living alone in opaque cages, while mice in the social group
were kept alive in groups of three in normal cages. Locomotor activities, feeding behavior
and anxiety of mice were observed after isolation. GFP-Adone Associated Virus (AAV)
was injected into the hypothalamic ARC regions of mice to visualize the Kkisspeptin
neurons. Electrophysiology was recorded from ARC Kisspeptin neurons of these mice.
Axonal projections of ARC Kisspeptin neurons were viewed under the confocal
microscop. Kisspeptin, NeurokininB and Dynorphine neuropeptides expression in the

ARC region was examined using the immunofluorescence technique.

Looking at the results obtained from the behavioral experiments, it was seen that
females in the isolated group were more active than the other groups in the nocturnal
phase (p <0.005), and the mice in the social group were more active than those in the
isolated group. There was no significant difference in feeding behavior between the
groups. Mice in the isolated group were found to be more anxious in the elevated plus
maze test (p <0.05). It was observed that the action potential frequencies of ARC
Kisspeptin neurons of mice in the social group were higher than the mice in the isolated
group (p <0.001), and the action potential frequencies of female mice in the social group
were higher than that of female and male mice in the isolated group (p <0.001). When the
immunofluorescence results were examined, it was seen that the amount of Dynorphine
in the ARC regions of the mice in the isolated group was higher than the social group (p
<0.05). It was observed that the amount of Nerokinin B was higher in mice in the isolated
group and the amount of Kisspeptin in mice in the social group, but statistical significance
was not observed. When axonal projection analyzes were examined, a more intense
projection of hypothalamic ARC Kisspeptin neurons in social group mice was observed

to the Anteroventral Periventricular (AVPV) region compared to those in the isolated

Xv



group. There was no difference between groups for ARC Kisspeptin axonal projections

to other parts of the brain.

According to these findings, it was observed that social isolation exposed during
adolescence affected the locomotor and anxiety behavior of mice and suppressed the

functions of Kisspeptin neurons.

Key Words: Social Isolation, Kisspeptin, Electrophysology, Behavioral

Experiments
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1. GIRIS ve AMAC

Adolesan (ergenlik) bireylerin yasam dongiilerinde kapsamli noronal ve
davranigsal degisikliklerin ortaya ¢iktigi; bireylerin bilissel, duygusal ve sosyal gelisim
kazandiklar1 6nemli bir evredir (1). Hipotalamo-Hipofiz-Gonadal (HPG) aksin aktive
oldugu puberte baslangic1 da adolesan dénemin bir pargasi oldugu gibi bireyin eriskin
donemini etkileyecek diger endokrin mekanizmalar da bu adolesan donemde gelismeye
devam etmektedir. Kemirgenlerle yapilan ¢alismalarda bu donemde maruz kalinan sosyal
stres faktorlerinin depresyon, anksiyete ve 6diil mekanizmasi iliskili davraniglari
etkiledigi goriilmiistiir (2). Bu calismalarda 6ne ¢ikan stresor modeli ise kemirgenlerin
adolesans donem boyunca tek basina yasadigi emzirme sonrasi sosyal izolasyon (PWSI)
modelidir. Bu modelde beyin dokusundaki hormonal mikro-¢evrenin ve monoaminerjik

sinyal yollarinin etkilendigi goriilmiistiir (1-2)

Kisspeptin ilk olarak bir tiimdr baskilayici gen olarak tanimlanan KiSS-1 geninin
peptit iriinidiir. Kisspeptin GPR54 reseptoriiniin bir agonistidir. Kisspeptin/GPR54
sistemi HPG aksmin aktive olmasi i¢in gerekli diizenleyicilerinden biri oldugu
bilinmektedir. Kisspeptin noéronlar1 ¢ogunlukla hipotalamusun ARC ve AVPV
¢ekirdeklerinde lokalize olmuslardir (3). Kisspeptin salgilayan noéronlar basta HPG
aksindaki hormonlarin kontrolii olmak iizere puberteye giris, cinsel davranislar, gebelikte
oksitosin salgisinin diizenlenmesi, besin aliminin zamanlamasi ve lokomotor aktivitenin
sirkadiyen regiilasyonu gibi bir ¢ok mekanizmada 6nemli rol oynamaktadir. Bu
diizenlenmelerin bir ¢ogunu da ko-lokalize oldugu Norokinin B ve Dinorfin
noropeptidleri ve bunlarin reseptorleri (Sirasiyla, NK3R ve KOR) araciligiyla
gergeklestirmektedir (4). Kisspeptin noronlart HPG akst ile iligkili fizyolojik ve gevresel
degisikliklere yanit olusturmakta Norokinin B ve Dinorfin araciligi ile diger beyin

bolgelerinden aferent girdileri almak i¢in ideal bir istasyon (hub) konumundadir (5).

Norokinin B’nin izolasyon stres farktorleri altinda farkli beyin bdlgelerinde
mRNA ve peptit diizeyinde artis ve anlamli davranis degisiklikleri gdzlemlenmesine
ragmen, bu iligski tam olarak agiklanamamistir. Norokinin B ile yakin iligkide olmasina
ragmen Kisspeptin néronlarinin  stres davramisindaki rolii heniliz literatiirde
aciklanmamistir. Erken donemde izolasyon stresine maruz kalmis bireylerin erigkinlik
donemlerinde goriilen HPG aksiyla iliskili davranis degisiklikleri de gbz Oniinde
bulunduruldugunda erken donem izolasyon stresi ile Kisspeptin noronlarinin fonksiyonel

ve aksonal projeksiyonlarinin incelenmesine ihtiyag vardir.



Bu tez caligmasinda Cre-rekombinaz enzimini sentezleyecek sekilde dizayn
edilmis Kiss-Cre transgenik fareler kullanilmistir. Bu sayede Hipotalamik ARC bulunan
Kisspeptin noronlar1 Green Floresan Protien (GFP) trasgenini igeren non-patojen AAV
ile enfekte edilerek, bu noronlarin soma ve aksonal uzantilarinda GFP iiretmesi
saglanmigtir. Boylelikle Kisspeptin ndronlarinin yaptigi ndronal projeksiyonlar spesifik
olarak takip edilmistir. Bu isaretleme yontemi bu néronlardan spesifik elektrofizyolojik
kayit alinmasina da imkan saglamaktatir. Ayrica bu noéronlarda ve aksonal projeksiyon
yaptiklar1 bolgede NKB ve Dinorfin i¢in immiinfloresan boyama yapilarak bu néronlarin
stres kosullar1 altindaki fonksiyonel degisimleri incelenmistir. Post mortem deneyler
yapilmadan Once erken donem sosyal izolasyona maruz birakilan farelerin kafes ici
lokomotor ve yeme davranislari da ¢alismaya 6zel tasarlanan kafesler ve bu kafeslere
entegre edilen hareket sensor ve kamera sistemleri ile takip edilmistir.

Bu tez calismasinda, ergenlik doneminde maruz kalinan sosyal izolasyon stresinin
Kisspeptin ndronlarmin elektrofizyolojik fonksiyonlarmi etkileyip etkilemedigi,
Kisspeptin ndronlarinin néropeptit salinimini ve bu néronlarin beynin farkli bolgelerine

yaptig1 projeksiyonlar1 degistirip degistirmediginin arastirlamasi amaglanmistir.

Erken donem sosyal izolasyon modeli olusturularak puberteye geciste kritik role
sahip Kisspeptin ndronlarinin fonksiyonlarinin ve aksonal projeksiyonlarinin nasil
etkilendigi ilk defa olarak incelenmistir. Davranig deneylerinde kullanilan teknikler ise
bu alanda g¢alisma yapan arastirmacilar i¢in davranig laboratuvarlarinda kullanilan

karmasik ve pahali sistemlere alternatif daha basit ve ucuz teknik sunmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Adolesan Dénem ve Sosyal izolasyon

Bireyler c¢ocukluktan erigkinlige gecerken cinsel olgunlugun yani sira
ebeveynlerinden bagimsiz kendi hayatlarini kurabilmeleri i¢in gerekli biligsel, duygusal
ve sosyal becerilerini gelistirirler (1). Bu gelismelerin goriildiigii donem “ergenlik” ya da
“adolesan” olarak isimlendirilir (6). Adolesan, bireylerin yasam dongiilerinde kapsamli
noronal ve davranigsal degisikliklerin ortaya ¢iktig1; bilissel, duygusal ve sosyal gelisim

kazandiklar1 6nemli bir evredir (7).

Bu dénem bireylerin ailelerinden bagimsiz olarak sosyal ¢evreleriyle etkilesime
girerek bir arayis igerisinde olduklari ve bu sebeple sosyal stres faktorlerine daha duyarli
olduklar1 bir donemdir. (1) Adolesan donemin yas ile tanimlanmasi toplumlara gore
farklilik gosterebilmektedir. Bireyler adolesan dénemdeki davranislarindan tamamiyle
sorumlu tutulmayip vasilerinin kontroliinde yasamaktadirlar. Adolesan dénemde cesitli
cevresel etkilerle gergeklestirilen madde bagimliligi gibi kotii davraniglar erigkin
donemde kazanilmig bir aligkanlik olarak ortaya ¢ikmaktadir (8). Bu sebeple adolesan
donemde sigara ve alkol kullanimi gibi davraniglar otoriteler tarafindan

sinirlandirilmaktadir.

Uyusturucu madde bagimliligi, alkol ve sigara kullanimi, saglikli beslenememe
gibi ¢evresel faktorlerden farkli olarak adolesan donemde bireylerin maruz kaldig: sosyal
izolasyona bagli stres uyaranlarinin da erigkin donemdeki bir¢ok davranisi etkiledigi
bildirilmistir (9-10). 2020 yilinin basina kadar sosyo ekonomik kosullara baglanabilecek
olan sosyal izolasyon, 2020 yilinin basinda Covid-19 salginindan dolay: ilan edilen
pandemi sebebiyle tiim diinya genelinde milyonlarca insani etkileyen zorunlu sosyal
izolasyon (forced social isolation) olarak ifade edilmis ve toplum sagligini etkileyen en

onemli stres kaynaklar arasinda gosterilmeye baglanmigtir (11-12).

Farelerde yapilan ¢alismalarda adolesan doneme denk gelen emzirme sonrasinda
(Postnatal 21. giin) 1 haftadan fazla siiren sosyal izolasyon modelinde dikkat azalmasi,
sosyal baglanmada azalma ve kosullu korku hafizasinda gerileme gibi davranis
bozukluklar1 goriilmiistiir (13). Yine bu donemde maruz kalinan sosyal stres
faktoriilerinin depresyon, ankisyete ve 6diill mekanizmasi iliskili davraniglart etkiledigi

gosterilmistir. (14)



Farelerde yapilan bir ¢alismada P21 sonrasi iki hafta siiren sosyal izolasyonun
“resident-intruder assay” olarak isimlendirilen bir sosyal etkilesim deneyinde agresif
davraniglar1 arttirdigi, korku 6grenme/hafiza davranisinin modellendigi “looming disk”
ve “fear conditioning” testlerinde donma hareketini arttirdigi, “acik alan” ve

“yiikseltilmis art1” testlerinde de anksiyetik davraniglari arttirdigi gozlemlenmistir (15).

Ergenlik doneminde etkili olan stres faktorlerinin yetiginlikte sebep oldugu en
kritik durumlardan bir tanesi de madde bagimliligidir. Adolesan donemde sosyal
izolasyon stresine maruz birakilan farelerde “sartlandirilmis” ve “6dilli” tercih
testleriyle bu modelin madde bagimliligindaki etkisi test edilmistir (16). P21-P42 giinleri
arasinda izole olan farelerin kokain ve amfetamin psikostimiilanlarina bagimlilig sosyal
gruptaki farelerle karsilastirildigina dramatik bir sekilde arttigi gorilmistir (17). Bu
durumun opioidlerle karsilastirilmasi ic¢in yapilan calisma sayisinin ¢ok az oldugu
bildirilmistir (1). Sosyal izolasyonun madde bagimlilig: ile ilgili iliskisi beyindeki
mezolimbik dopamin sistemlerinin adolesan donemdeki gelisimi ile ilgili oldugu ifade

edilmektedir. (18)

Adolesan donemde maruz kalinan izolasyon stres faktorlerinin beyin dokusundaki
hormonal mikro-gevreyi ve monoaminerjik sinyal yolaklarini etkiledigi goriilmiistiir.
Adelosan donemde stres ile indiiklenmis kortizol seviylerinde artisin gosterildigi
caligmalar mevcuttur (19). Amigdala, hipokampiis ve prefrontal korteks gibi birgok
ndrotransmitter ve sinyal yolagi sisteminin bulundugu beyin bdlgelerinin glukokortikoid
reseptorlerini adelosan donemde ¢ok yiiksek seviyelerde ifade ettigi bilinmektedir (20).
Bu durumun hem adolesan hem de eriskin dénemde beyni stres uyaranlarina daha da

duyarli hale getirdigi ifade edilmektedir (21).

Bu calismalarda 6ne cikan stresér modeli ise kemirgenlerin adolesan dénem
boyunca tek basina yasadigi emzirme sonrast sosyal izolasyon “Post-Weaning Social
Isolation” (PWSI) modelidir (22). Sosyal izolasyon ¢alismalarinda P21. giin sonrasi 1

hafta ile 7 hafta arasinda degisen izolasyon siireleri uygulandig1 goriilmistiir (22-25).
2.2.  Kisspeptin ve Puberte

Noroendokrin perspektiften bakildiginda adolesan donem “puberte” olarak da
isimlendirilir (26). Cocukluktan ergenlige gecis donemi olarak adolesan ve puberte
esanlamli olarak kullanilsa da adolesan, biligsel, duygusal ve sosyal gelisimi ifade

ederken puberte ise HPG aksin aktive oldugu, HPG aksindaki endokrin mekanizmalarin



viicudun fizyolojik ve davranigsal gelisimlerdeki etkisinin goriilmeye basglandigi ve
tireme sisteminin ¢aligmaya basladigi donem olarak ifade edilmektedir (27-29). Disi sican
ve farelerde puberteye giris deneysel olarak vajinal agikligin goriilmesi olarak kabul
edilmektedir. Siganlarda ilk ovulasyon ile strus dongiisiiniin baglamasi vajinal agikligin
goriilmesi senkronize olurken, farelerde dstrus dongiisiiniin baslamas1 vajinal a¢ikligin
goriilmesinden 10-20 giin sonra goriilmektedir (30-31). Erkek farelerde ise sperm
iiretiminin baslamasi puberteye giris olarak kabul edilirmektedir. Fareler icin puberte
baslangici disilerde P30-P34 giin arasinda erkeklerde ise P40-P55 giin arasi oldugu
belirtilmektedir (30). Puberteye giris zamaninda etkili olan intrinsik faktorler enerji
metabolizmasini da diizenleyen Leptin ve Insiilin oldugu, ekstrinsik faktorlerinse olfaktdr

sinir yolu tlizerinden etki eden feromonlar oldugu belirtilmistir. (30,32)

Kisspeptin ilk olarak bir tiimdr baskilayici gen olarak tanimlanan KiSS-1 geninin
peptit iriniidiir. Kisspeptin, G protein kenetli bir reseptor olan GPR54 reseptdriiniin
agonistidir. Kisspeptin/GPR54 sisteminin HPG aksmin aktive olmasi igin gerekli
diizenleyicilerinden biri oldugu bilinmektedir. Kisspeptin ndronlar1 canli tiirlerine gore
farklilik gostermekle birlikte memeli canlilarin hipotalamusun Arkuat Cekirdeginde (33-
36), primatlarda ve insanlarda bu bdlgenin homologu olan infundibular ¢ekirdekte yogun
olarak bulunmaktadir (37). Ayrica bir ¢ok memeli tiiriinde Preotpic Alanda (POA) ve
kemirgenlerde de antroventral periventricular ¢ekirdeginde de (AVPV veya RP3V)
lokalize olmuslardir (38). Immiinreaktivite teknigiyle disi farelerin hipotalamik ARC
bolgesinde Kisspeptin ndéron yogunlugunun pubertal gelisim siirecinde degisimi
gosterilmistir (Sekil 2.1.) (39). Yine ayn1 teknik kullanarak disi ve erkek farelerin AVPV
bolgesindeki Kisspeptin ndronlarinin popiilasyonun pubertal gelisim siirecinde arttid

gosterilmistir (Sekil 2.2.) (39).



Sekil 2.1. Disi farede Arkuat Cekirdekte pubertal gelisim siiresince Kisspeptin noron

popiilasyonun immiinreaktivite teknigi ile gosterimi. (Clarkson ve Herbison (39) ‘dan derlenmistir)
c
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Sekil 2.2. Erkek (mavi) ve disi (pembe) farelerde AVPV’de pubertal gelisim siiresince Kisspeptin

ndron sayisisnin degisimi (Clarkson ve Herbison (39) ‘dan derlenmistir).



GPR54 reseptoriiniin ise hipokampiis ve korteks dahil beynin genis bir alaninda
ifade edildigi bilinmektedir. Kisspeptin/GPR54 sistemi Gonadotropin Salgilatict Hormon
(GnRH) salgilanmasi i¢in gereklidir ve bu nedenle pubertenin ndroendokrin
regiilasyonunda kilit role sahiptir. Pubertenin baslangicinda GnRH sistemin aktive
olmasiyla steroit hormon iiretimi baglar ve bu steroit hormonlar da beyindeki GnRH
sekresyonunu diizenleyerek adolesan donem boyunca cinsel davraniglart kontrol eden

noronal devrelerin olusumunu saglamaktadir. (40-41)

Hipotalamik ARC g¢ekirdekte bulunan Kisspeptin noronlar1 ayni zamanda
Norokinin B ve Dinorfin peptitlerini de birlikte tretirler (Co-expression). AVPV’de
bulunan Kisspeptin ndronlari i¢in boyle birsey s6z konusu degildir. Bu ii¢ peptidi
salgilayan ndronlar ayn1 zamanda Kisspeptin/Norokinin B/Dinorfin (KNDy) néronlari
olarak da bilinmektedir. Norokinin B ve Dinorfin ARC ¢ekirdekte iiretildikleri
noronlardan Kisspeptin salinimini kontrol etmektedir (42-43). (Sekil 2.3.)

GnRH nodronlar1 POA’da bulunmakta olup aksonal sonlanmlart Median
Eminens’te (ME) bulunmaktadir. AVPV’de bulunan Kisspeptin néronlart POA’da
bulunan GnRH somalarma aksonal projeksiyonlar yaparak buradaki aksonal
sonlanmalarindan Kisspeptin salgiladigir gosterilmistir. Kisspeptin de GnRH noéronlari
tizerinde bulunan GPRS54 reseptoriilerine baglanarak GnRH salgilanmasini kontrol
etmektedir. AVPV ¢ekirdeginde bulunan Kisspeptin néronlari pre-oviilasyon dénemde
Liiteinlestirici Hormon (LH) salinimin1 kontrol etmektedir. ARC ¢ekirdeginde lokalize
Kisspeptin noronlar1 GnRH noéronlarinin ME’de bulunan aksonal sonlanmalarina
yaptiklar1 projeksiyon ile LH’in pulsatil sekresyonunu diizenlemektedir (44-49). Bu

mekanizma Sekil 2.3.’te anlatilmistir.



AVPV

POA

GnRH

Sekil 2.3. Farelerde Kisspeptin néronlarinin GnRH néronlart ile iligkisi ve HPG aksindaki rolii.
Mavi Kisspeptin hiicreleri, Yesil: GnRH noronlart, Kp: Kisspeptin, NKB: Noérokinin B, DYN: Dinorfin,
KISS1R: Kisspeptin reseptorii (GPR54), NK3R: Norokinin B reseptdrii, KOR: Dinorfin reseptorii, ARC:
Arkuat Cekirdek, AVPV: antroventral periventricular, POA: Preoptik alan. — inhibitor etki, + stimulator
etki. (Tassigny ve Colledge (4)’dan derlenmistir.)

Ayrica retro ve antero virlis teknolojileri ve Cre rekombinant transgenik fare
hatlar1 kullanilarak yapilan ¢calismalarla KNDy néronlari hipotalamusun ARC bolgesinde
bulunan Agouti-Related Peptide (AgRP) noronlari, medial preoptik ¢ekirdek (MPON) ve
ventromedial hipotalamus (VMH) gibi farkli hipotalamik ¢ekirdeklerden monosinaptik
girdiler aldig1 ve bu girdilerin gonadotropin salgilanmasini etkiledigi gosterilmistir (42).
Optogenetik ve elektrofizyolojik yontemlerin kullanildig1 bagka bir ¢aligmada da ARC
Kisspeptin noronlariin amigdala, paraventricular ¢ekirdek (PVN), supraoptic ¢ekirdek
(SON), ventral tuberomammilary c¢ekirdek (VIM) ve ARC cekirdekte bulunan
proopiomelanocortin (POMC) néronlarindan girdiler aldigi gosterilmistir. (50)

Kisspeptin  noronlarinin  beynin bir ¢ok bdlgesine projeksiyon yaptigi
bilinmektedir. Radioimmunoassay (RIA) ve immiinfloresan teknikleri ile yapilan
mikroskobi caligmalar1 gostermistir ki Kisspeptin noéronlart GnRH ndéronlarina aksonal
projeksiyonlar gergeklestirmekte ve bu projeksiyonlar puberte oncesi goriilmemekle

birlikte puberte sonrasinda kademeli olarak artmaktadir (34). 2016 yilinda yayinlanan bir
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calismada (51) ARC’de Kisspeptin ve NKB iireten noronlarin SON ve PVN
cekirdeklerine aksonal projeksiyonlar yaptigi gosterilmistir. Bu ndronal fiberlerden
mRNA diizeyinde NKB salgilandigi ve NKB’nin SON’da bulunan vasopressin

noronlarinin elektriksel aktivitelerini arttirdig1 yine bu ¢alismada gosterilmistir.

Seymour ve ark. (52) gebe siganlarda yaptiklari ¢alismada hipotalamusun rostral
periventrikiiler (RP3V) cekirdeginden koken alan Kisspeptin noronlarinin (SON)
bulunan oksitosin noéronlarina projeksiyon yaptiklarini, ancak bu projeksiyonlarin
gebeligin ilk iki sathasinda neredeyse hi¢ goriilmedigini sadece gebeligin 3. sathasinda
anlamli artig gosterdigini ortaya koymuslardir. Ayrica bu ¢alismada Kisspeptin peptidinin
SON’da bulunan noronlar1 oksitosin salinimi i¢in uyardigi gosterilmigtir. Tim bu
calismalar Kisspeptin néronlarinin ¢evresel faktorlere, fizyolojik kosullara ve yasa bagh

olarak plastisite gosterebildigine isaret etmektedir (53).

Hellier ve ark. (54) 2018 yilinda yayinladiklari ¢alismasinda disi farelerde
AVPV’de bulunan Kisspeptin néronlarinin erkek feromonlari ile olfaktor yolak tizerinden
aktive oldugunu gostermistir. Kiss-Cre transgenik farelerin kullanildigi bu ¢aligmada
ayrica Kisspeptin ndronlarinin VMH c¢ekirdegine projeksiyon yaptigi ve burada néronal
Nitrik Oksit Sentaz (nNOS) enzimi salgilayan noronalar ile iletisimde oldugu
gosterilmistir. Bu ¢alismada Kisspeptin noronlarinin bu yolaklar izerinden disi farelerin

es seciminde ve cinsel performanlarinda bir istasyon (hub) rolii oynadig: gosterilmistir.

Kiss-Cre transgenik disi farelerin ve elektrofizyolojik yontemlerin kullanildig:
bagka bir ¢aligmada hipotalamik ARC ¢ekirdekte bulunan Kisspeptin néronlarinin giinliik
besin aliminin zamanlamasinda, lokomotor aktivitenin sirkadiyen regiilsayonunda ve

uyku diizeninde kontrol edici rol tistlendigi gosterilmistir (55-56).

Adelosan donemde sosyal strese maruz birakilan farelerin dorsomedial
hipotalamik c¢ekirdek (DMH), stria tetminalisin bed c¢ekirdegi (BNST) ve santral
amigdala ¢ekirdegi (CeA) basta olmak iizere bir cok beyin bolgesinde Tasikinin 2 (Tac2)
geni tarafinda ifade edilen NKB peptidinin tretilmesini ve bu peptidin iretildigi
noronlardaki ndronal aktvitenin izolasyon stres faktoriine bagl olarak anlamli derecede
arttig1 gosterilmistir (15). Ayni calismada beynin farkli bolgelerindeki Tac2/NKB
ekspresyonu ile sosyal izolasyona bagli davranis degisiklikeri arasinda anlamli iligki

bulundugu da bildirilmistir.



Noropeptidler, organizma i¢in yagamsal dnem tasiyan yeme-igme, kan basinci,
kalp ritmi, viicut sicakligi gibi bir harmoni igerisinde devam etmesi gereken metabolik
aktivitelerin dlizenlenmesinde 6nemli rol {istlenmektedir. Bu fizyolojik dengeyi
siirdiirmek amaciyla ihtiya¢ duydugu davranislarin (yemek ve su arama, barinma, 1sinma
vs.) yerine getirilmesinde, iireme fonksiyon ve davraniglarinin diizenlenmesinde,
organizmanin ¢evresi ve diger bireyler ile olan sosyal iliskisinin saglanmasinda

noropeptidler belirleyici rol oynamaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismada yer alan deneyler Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’'nun (YUDHEK) 18.08.2020 tarihli ve 2020/02-18 nolu etik kurul onayi ile
Yeditepe Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde (YUDETAM) ve Yeditepe
Universitesi  Fizyoloji Anabilim Dali Beyin Arastirmalari Laboratuvarlarinda

gergeklestirildi.
3.1. Kullanilan Deney Hayvam

Calismada Jaxon Laboratory (ABD) firmasindan temin edilen Kiss:Cre (Jax Lab
033169) transgenik fare hatt1 kullanildi (https://www.jax.org/strain/033169). Bu farenin
ozelligi Kissl geni promotdr bolgesinde Cre rekombinaz genini de ifade etmesi,
dolayisiyla spesifik olarak sadece bu promotorii aktif olarak kullanan, Kisspeptin
peptidini ¢okea ifade eden ndronlar, ayn1 zamanda Cre rekombinaz proteinini de ifade
ediyor olmasidir. Bu sistem sadece Kisspeptin néronlarinin Cre bagimli ¢alisan, patojen

olmayan AAYV ile enfekte olmasina olanak saglamaktadir.

Bu trasgenik fare hatt1 Cre genini tasiyan (Kiss:Cre™ ) erkek fareler ile yabanil tip
C57BL/6 disi farelerin ciftlestirilmesi ile YUDETAM’da iiretildi. Fareler 12 saat
aydinlik/karanlikta, 21 + 1 °C sicaklikta, ad libitum olarak serbest beslendikleri ortamda
tutuldular. Dogan yavrularin Kiss:Cre® olup olmadigi Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PZR) ile belirlendi. Detaylar ilerleyen boliimlerde anlatildi.
3.1.1. Deney Gruplari ve Deney Plani

Calismada deney modeli icin 3 hafta sliren emzirme sonrasi sosyal izolasyon
(PSWI) modeli olusturuldu. Transgenik fareler dogumdan 15-20 giin sonra (P15-P20)
genotiplendi. P21°de izolasyon modeline baglandi. 3 hafta sonra davranis deneyleri
gerceklestirildi. Davranis deneyi sonrasi farelere Intra-Kraniyel AAV enjeksiyonlari
gerceklestirildi. 15 giinlik virlis enfeksiyon sonrasi ex-vivo olarak elektrofizyoloji
deneyleri ve post-mortem olarak immiinfloresan boyama ile projeksiyon analizi igin
konfokal goriintiileme deneyleri gergeklestirildi. Calismada olusturulan deney gruplari,
gruplarda kullanilan hayvan sayilari ve ¢alisma zaman akis1 Tablo 3.1.’de ve Sekil 3.1.’de

gosterildi.
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Tablo 3.1. Caligmada olusturulan deney gruplar1 ve hayvan sayilari.

Lokomotor Aktivite 7+7=14 8+4=12
2 Beslenme 7+7=14 9+7=16
3 Yiikseltilmis Arti 6+0=6 5+0=5
Labirent
4 Elektrofizyoloji 4+3=7 4+3=7
5 Immiifloresan 5+0=5 4+0=4
6 Projeksiyon 3+0=3 3+0=3
PO PIS-P20 P21-P42 P42.P50 PS0-PSS PG5-PT0

Farelein izole ve Sosyal Modelin Davramis Intra-Hipotalamik Elektrofizyoloji
Dogumu Genotipleme Olusturulmast (PWSI) | Deneyleri | AAV Enejskiyonlar: | Immiinfloresan ve Goriintiileme Deneyleri

Sekil 3.1. Calisma plani ve zaman akisi.

3.1.2. Farelerin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cre Genotiplerinin Belirlenmesi

P15-P20 arasinda yavru fareler bayiltma kabi igerisinde izofluran inhalasyon
antezigi ile bayiltilarak farelerin kulaklarindan 1-2 mm uzunlugunda doku bistiiri ile
kesilerek alindi. PZR deney tiipiine alinan dokularin tizerine 100 pl alkali lizis ¢ozeltisi (
25 mM NaOH, 0,2 mM EDTA, pH 12.4 ) eklendi. Doku parcalart ¢ozelti icerisine
tamamen gomiildiikten sonra tiipler 98 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
tiiplerin i¢ine 100 pl nétralizasyon ¢ozeltisi (40 mM Tris-HCI, pH 7.4 ) pipetaj yapilarak
eklendi. Tiipler 4000 rpm’de 4 dakika santrijiif edildi. Santrifiiz sonrasinda karigimin
stipernatan (DNA igeren) kismi yeni bir tiipe aktarildi.

Izole edilen genomik DNA ile PZR islemine geg¢ildi. Cre geninin ¢ogaltilmasi igin
gerekli primerler (Tablo 3.2.) Jax Lab. firmasindan dgrenildi ve Sentromer (Istanbul)
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firmasinda sentezletilip satin alindi. PZR igin gerekli master karisim Tablo 3.3.°te
belirtildigi sekilde hazirlandi ve PZR tiiplerine 10,5 pl master karigimdan ve iizerine 2 pl
genomik DNA eklendi. Negatif kontrol igin 2 ul PZR standart su eklendi. Pozitif kontrol
icin Jax Lab.’dan gelen damizlik fareden izole edilen DNA eklendi. Bu islemlerin tamam
buz icerisinde yapildi. PZR tiipleri termal dongii cihazina (Multigene Optimax,
TC9610) yerlestirildi ve Tablo 3.4.’te belirtilen kosullarda PZR cihazi ¢alistirildu.

Tablo 3.2. Kiss:Cre* farelerin genotiplenmesinde kullanilan Cre primer dizileri

Transgene 5 GCG GTC TGG CAG TAA AAACTATC 3
Forward
Transgene 5 GTG AAA CAGCATTGC TGT CACTT 3
Reverse

Tablo 3.3. Kiss:Cre* farelerinin genotiplemelerinde kullanilan PZR karigimi

Master Mix (ANTP,Taqg Polimeraz) (2x) 6.25
Forward Primer 0.5
Reverse Primer 0.5
ddH20 3.25
DNA 2
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Tablo 3.4. Kiss:Cre* farelerinin genotiplemelerinde kullanilan PZR termal déngii kosullar

95°C 30 sn
95°C 30 sn
38
60 °C 30 sn
Tekrar
68 °C 60 sn
68 °C 5 dk

PZR devam ederken 1 X Tris-Borik asit- EDTA (TBE) ( 40 mM Tris-Cl, 45 mM
borik asit, | mM EDTA ) igerisinde %2 agaroz hazirlandi. DNA’nin goriintiilenebilmesi
icin 100 ml jel igerisine 5 ul EzView Stain (Biomatik, A4205, Kanada) eklendi. Donan
jel 0,5 X TBE igeren elektroforez tankina (BioRad, ABD) yerlestirildi. PZR iiriinleri 6X
jel yiikleme boyasi (NEB, B7024S, Ingiltere) ile 1:6 oraninda karistirildi. Jel
kuyucuklarma 10 pl PZR iirini ve ilk kuyucuga 3 pul DNA ladder (NEB, N3232,
Ingiltere) yiiklendi. Tank kapag: kaptilarak 120 V 300 mA akim 20 dakika uygulanarak
elektroforez islemi tamamlandi. Elektroforez sonrasi jel Biorad Chemidoc sistemi ile
goriintiilendi. Cre geni 700 bp seviyesinde goriintiilenen drnekler (Sekil 3.2.) Cre* olarak

isaretlenerek, doku alinan fareler deney gruplarina dahil edildi.

Sekil 3.2. Kiss:Cre* farelerinin genotiplemelerinde elde edilen PZR jel goriintiisii.
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3.2. Deney Modelinin Olusturulmasi (PWSI)

P15-P20 arasinda genotiplenerek Kiss:Cre* oldugu tespit edilen fareler emzirme

sonrast (Post Weaning-PW) ayr1 ayr1 disi ve erkek olarak sosyal ve izole gruplara ayrildi.

Sosyal gruptaki fareler P21-P25°de (6 gr agirligin altinda olan farelerin tek basina
beslenmesinde problem goézlendigi igin kilo almalart i¢in P25 beklendi) hemcinsleri ile
bir kafeste 2 ya da 3 fare olacak sekilde standart fare kafeserine (30X15 c¢cm) alindilar.
Izole gruptaki fareler ise bir kafese 1 fare olacak sekilde kiiciik (10X10 cm) kafeslere
alindilar. izole kafesler siyah jelatin ile sarilarak opak hale getirildiler. (Sekil 3.3.) Fareler
12 saat aydinlik / karanlik dongiide, 21 °C sicaklikta, ad libutum olarak beslenerek bu
kafeslerde 3 hafta boyunca tutuldu. Model baslangicinda farelerin kilolar1 tartildi ve kilo
alimlar takip edildi.

Sekil 3.3. PWSI modeli olusturulan kafes sistemleri

3.3. Davrams Deneyleri

Erken donem sosyal izolasyona maruz birakilan farelerin lokomotor aktivite ve
beslenme davranislar1 6zel kafeslerde gozlemlendi. Sosyal izolasyona maruz birakilan
farelerin anksiyeteleri yiikseltilmis arti testi ile Olciildii. Farelerin kafatas1 gelisimlerinin
anatomik olarak tamamlanmamasindan ve operasyonun davraniglar1 etkilemesini
onlemek amaciyla Intra-Hipotalamik AAV enjeksiyonlar davranis deneylerinden sonra

yapildi.
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3.3.1. Lokomotor Aktivite Davrams1 Takibi

Lokomotor aktivite ve yeme davranisi takip edilecek fareler sosyal ve izole
kafeslerde 3 hafta gegirdikten sonra P42-P45°ten sonra davranis kafeslerine alindilar.
Davranis kafesleri (Sekil 3.4.) demonte olarak satin alind1 (Tabelaciniz, Istanbul). Bu
kafesler farelerin yeme ve igme davranigsarini manuel olarak takip etme, kamera ve
hareket sensorii monte edilebilme 0Ozelliktedir. Kafeslerin montaji laboratuvarda

gerceklestirildi.

Sekil 3.4. Lokomotor ve beslenme davranislarimin takip edildigi davrams kafesleri

Fareler kafeslere birerli konuldu, opak pargalar ile izole gruptaki farelerin
kafeslerinin izolasyonu gergeklestirildi. (Sekil 3.5.) Tim farelerin davranislar1 takip

edilmeden Once, ortama alismalar1 i¢in 2 giin beklendi.
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Sekil 3.5. Lokomotor ve beslenme davranislarinin takip edildigi davranis kafes sistemleri

Farelerin lokomotor davranisarinin 6l¢iimii i¢in kafeslere gece goriis 6zelligi olan
kablosuz kamera ve Kizilotesi (Passive Infrared- PIR) (Hc-Sr501, Cin) hareket sensorleri
yerlestirildi. Bu sensoriin 6zelligi hareket algilama kapasitesinin ¢ok hassas olmasidir.
Saniyede bir hareket algilayabilmektedir. Hareket sensorlerinin verileri Arduino
elektronik kart1 ile bilgisayara aktarildi. (Sekil 3.6.) Kameralar ile 24 saat boyunca kayit
yapildi.

Sekil 3.6. Davranis kafeslerine monte edilen kamera ve PIR sensorleri, sensoriin bagli oldugu Arduino
elektronik kart baglantisi ve kameradan alinan kafes goriintiisii.
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Hareket sensorleri Arduino (versiyon 1.8.12) yazilim programi ile entegre
edilerek galistirildi. Bu programda yazilan kod (Tablo 3.5.) ile farelerin hareketliligi her
saniye ikili kod (binary data) olarak 24 saat boyunca bilgisayar ortamina aktarilip
matematiksel ifadesi saglandi. (Sekil 3.7.) 5 giin boyunca farelerin kafeste lokomotor
aktiviteleri (Homa Cage Activity) takip edilip kayit edildi.

Tablo 3.5. Hareket sensoriinden alinan verilerin ikili kod olarak alinmasini saglayan Aruino yazilim kodu.

#include <Wire.h>

#include <DS3231.h>

#include <Wire.h>

#include "ds3231.h"

int pir1=30;

int val1=0;

DS3231 rtc(SDA, SCL);

void setup() {

Serial.begin(9600);
pinMode(pir1, INPUT);

rtc.begin();

//rtc.setTime(23, 12, 00);

//rtc.setDate(06, 05, 2020); }

void loop() {

val1= digitalRead(pir1);

Serial.print(val1);
Serial.print("\t");

Serial.print (rtc.getTimeStr());

Serial.print ("--");

Serial.print (rtc.getDateStr());

Serial.print("\n");
delay(1000);}
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Sekil 3.7. Arduino yazilimi ile hareket sensorlerinden elde edilen ikili kod verileri temsili goriintiisii.

Her bir fareden 24 saat boyunca 86400 adet veri kayit edildi. Bu veriler excell

dosyasina aktarildi. Her bir farenin verileri excell formulasyonu ile 15 dakikalik

segmentler haline getirildi. Bunun i¢in aydinlik fazin (07:00) baslamasiyla her 15 dakika

icindeki “1” adeti topland1. (Sekil 3.8.) 24 saatlik veri aydinlik ve karanlik olarak ikiye
boliindii ve “Two-Way rm ANOVA” istatistiksel testi kullanilarak analiz edildi (55).

Analiz detaylar1 bulgular kisminda belirtildi. Lokomotor aktivite davranig verisinin gorsel

olarak ifade edilebilmesi i¢in 15 dakikalik veriler kullanilarak excell programinda

“Aktogram” olusturuldu. Bunun i¢in excell programinin “kosullu bigimlendirme” 6zelligi

kullanild1. Excell dosyasina aktarilan verilerin tamamu segilerek en kiiciik deger “0” en

yiiksek deger “1000” olarak atandi ve veri ¢ubuklari olusturuldu. Olusan grafik resim

olarak kopyalandi ve diizenleme i¢in “power point” programina aktarild

(57).

(Sekil 3.9.),
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Sekil 3.8. Bir fareden 24 saat boyunca alinan 86400 adet veri 15 dakika / 12 saat lik segmentlere ¢evrildi.
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Sekil 3.9. Arduino verilerinden olusturulan “aktogram” 6rnegi. 1 gece ve 1 giindiiz verisidir. Maviler erkek,

pembeler disi farelerin verilerini temsil etmektedir.

Lokomotor aktivite davranisinin takibi i¢in kullanilan kablosuz kameralar ile 10ar
dakikalik pargalar halinde kayit yapildi. Bu kayitlar giinliik olarak bilgisayar ortamina
aktarild1 ve birlestirildi. 5 giinliik davranis kaydi bittikten sonra kamera goriintiileri ile
hareket sensoriinden alinan verilerin uyumlulugu incelendi. Video goriintiileri Noldus
EthoVision XT 15.0 davranis programinda okutularak farelerin giindiiz ve gece kafes

igerisindeki lokomotor aktivitelerinin 1s1 haritas1 (Heatmap) olusturuldu.
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3.3.2. Beslenme Davramsi Takibi

Farelerin beslenme davramislar1 24 saatlik periyotlarda tartilarak takip edildi.
Hergiin saat 16:00 — 17:00 aras1 9-10 gr normal yem tartilarak kafeslerin i¢ine birakildi.
Ertesi giin ayni1 saatte artan yem miktari tartildi. Davranis kafesinin altlik kismina dokiilen
toz yemler de ayrica tartildi. Kati ve toz toplam artan yem miktar1 24 saat 6nce verilen
yem miktarindan ¢ikarilarak farelerin giinliik yem tiiketimi tespit edildi. 2 giinliik alisma

stirecini takip eden 5 giin boyunca farelerin besin tiiketimi 6l¢iildii.

Farelerin anksiyetelerini yeme davranisindan gozlemleyebilmek i¢in yem yerken

toz haline doniisiip kafesin altina diisen toz mikar1 da giinliik olarak tartild1.

Farelerin beslenme verileri excell dosyasina aktarilarak grafik olusturuldu. Veriler
“Two-Way ANOVA ve Tukey’s test” istatistiksel testleri ile analiz edildi. Analiz

detaylar1 bulgular kisminda belirtildi.

Deneyden ¢ikan fareler goriintiilleme ve elektrofizyoloji deneyleri i¢in izolasyon

ortamlarina geri konuldu.
3.3.3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi

Anksiyete davranislar1 olglilecek fareler sosyal ve izole kafeslerde 3 hafta
gecirdikten sonra P42-P45’ten sonra fareler davranis deneyine alindilar. Farelerin
anksiyetilerini 6lgmek igin art1 labirent testi (Elevated Plus Maze — EPM) uygulandi (58).
Bu testte art1 (+) seklindeki bir platform 30 X 5 cm uzunlugunda 2 kol ag¢ik birakilarak
diger 2 kol yanlar1 kapali olacak sekilde yerden 1 metre yiikselige kuruldu. (Sekil 3.10.)
Fareler deneye baslamadan 1 saat dnce testin yapilacagi odaya getirilip ortama alismasi
saglandi. Fareler deneyin baslangicinda labirentin merkezine birakilarak 5 dakika
boyunca farelerin labirentin kollarinda geg¢irdigi stire Noldus Etho Vision 13.1 davranis
takip programi ile Olciildli. Veriler “t test” istatistiksel testi ile analiz edildi. Analiz
detaylar1 bulgular kisminda belirtildi. Ayn1 program kullanilarak farelerin labirentteki

davraniglarinin 1s1 haritlar1 olusturuldu.
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Sekil 3.10. Anksiyete deneyinde kullanilan yiikseltilmis art1 labirenti.

Deneyden ¢ikan fareler goriintiileme ve elektrofizyoloji deneyleri i¢in izolasyon

ortamlarina geri konuldu.
3.4. Stereotaksik intra-Hipotalamik AAV Enkesiyonlar

AAV-CAG-Flex-GFP viriisii University of North Carolina, Gene Therapy Center,
Vector Core (ABD) laboratuvarlarindan satin alindi. Bu viriisiin 6zelligi genetik materyal
iceriginde GFP geni ile beraber Cre enziminin baglandigi LoxP Lox2272 genlerini de
icermesidir. Bu sistem enjekte edilen viriisiin sadece Cre rekombinant enzimini ifade eden
noronlari, enfekte etmesini ve GFP’nin sadece bu noronlarda ifade edilmesine imkan
saglamaktadir. (Sekil 3.11.) Bu ¢alismada AAV-CAG-Flex-GFP enjekte edilen farelerin

Kisspeptin néronlarinin somalarinda ve aksonlar1 boyunca GFP ifade edildi.
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Sekil 3.11. Cre enzimi varliginda gerceklesen Cre-Lox sisteminin ¢alisma mekanizmast.

Virlis enjeksiyonlar1 izofluran gaz anestezisi altinda fare stereotaksik cihazinda
(David Kopf Instruments, ABD) manuel hidrolik mikro-enjektor (Narishige, Japonya)
kullanilarak gergeklestirildi. (Sekil 3.12.a.) Enjeksiyon islemi i¢in davranis deneylerini
bitiren fareler hafif izofluran anestezisi aldinda steraotaksik cergeveye yerlestirildiler.
Farenin ¢enesi sabitlendikten sonra solunabilir oksijen ile birlikte % 2 izofluran verilerek
fare derin anesteziye alind1 ve operasyon boyunca oksijen ile birlikte anestezi derinligine
gore % 1 - 1,5 araliginda izofluran verildi. Farenin anestezisi ayak kistirma refleksi ile
test edildi ve operasyon boyunca solunumu takip edildi. Derin anesteziye giren farenin
kafe tas1 kulak ¢ubuklari ile sabitlendi ve kafe derisi antiseptik ile temizlendikten sonra
makas ile kesi acgildi. Kafa tasi kemigi soguk Hidrojen Peroksit (H202) ve serum
fizyolojik (SF) ile temizlendi. Mikro pipet ile kafatasi {izerinde Bregma - Lambda
noktalar1 belirlendi ve iki nokta arasindaki mesafe 6l¢iildii. Hipotalamik ARC referans
koordinatlar1 bregmadan 1,48 mm posteriyor, + 0,27 mm lateral ve 5,75 mm vertikal
olarak fare beyin atlasindan belirlendi (59) (Sekil 3.12.b.) ve enjeksiyon yapilan farenin
Bregma — Lambda mesafesine gére oranlama yapilarak her fare i¢in hesaplandi. Kafatasi
tizerinde belirlenen enjeksiyon noktasi cerrahi matkap ile delindi. Enjeksiyon yapilacak

cam mikro pipet (Wiretro, ABD) pipet ¢ekme cihazi (Narishige, Japonya) ile hazirlandi.
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Mikro pipetin igerisi mineral yag ile dolduruldu ve mikro pipet hidrolik mikro
manipiilatoriin pistonuna yerlestirildi. Mikro pipet stereotaksi cihazina yerlestirilerek
igerisine yaklasik 300 nl viriis ¢ekildi. Bregma noktasinda tekrar koordinat sifirlamasi
yapilarak hesaplanan koordinatlara gidildi. Vertikalde belirlenen koordinata ulasilinca
100 nl viriis yaklasik 5 dakikada verildi. Viriis enjekte edildikten sonra mikro pipet
cikarilmadan 15 dakika virlisiin difiizyonu i¢in beklendi. Sonrasinda mikro pipet
kademeli olarak yaklasik 5 dakikada beyin igerisinden ¢ikarildi. Viriis enjeksiyonu
bilateral olarak gerceklestirildi. (Sekil 3.12.b.) Enjeksiyon bittikten sonra kesi bolgesi 4.0
ipek cerrahi iplik ile dikildi. Dikilen bolge antiseptik ile temizlendikten sonra fare 1sitic
tabla lizerine alinarak anesteziden uyanmasi beklendi. Enjeksiyon sonrasi virlisiin
Kisspeptin noronlarin1 efekte ederek GFP’nin iiretilmesi i¢in fareler 10 giin daha

izolasyon kosullarina alindi.

w0

Sekil 3.12. a- AAV enjeksiyonlarinda kullanilan stereotaksik sistem. b- Hipotalamik arkuat ¢ekirdege AAV

bilateral enjeksiyon.
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3.5. Kisspeptin Noronlarmn Elektrofizyolojik Ozelliklerinin Arastirilmasi

Davranis deneylerini tamamlayip AAV-Flex-GFP enjeksiyonu gergeklestirilen
farelerde elektrofizyoloji deneylerine gecildi. Bu asamada erken donem sosyal
izolasyonun Kisspeptin ndronlarmin elektrofizyolojisini nasil etkiledigi arastirildi. izole
ve sosyal disi ve erkek farelerin Kisspeptin néronlarindan, ex-vivo olarak gevsek yalitimli
(loose seal) yama kiskaci (Patch Clamp) teknigi kullanilarak spontane aksiyon potansiyel

kayd1 alindi. Tiim kayitlar 6gleden once yaklasik ayni saatte gerceklestirildi.

3.5.1. Ex-vivo Beyin Kesitlerinin Hazirlanmasi

Elektrofizyoloji deneylerinde kayit alinacak kesitlerin hazirlanmasi ve kayit
alinmasi i¢in 3 farkli yapay omur ilik soliisyonu (aCSF) kullanild1 (Tablo 3.6.) Tim
soliisyonlar hazirlama asamasinda ve kullanilirken %95 O; %5 CO> (karbojen) gazi ile
gazlandi. Kardiyak perflizyon, beyin kesiti alinmasi ve toparlanma (recovery)
asamalarinda NMDG-HEPES-aCSF kullanildi. Bekleme asamasinda HEPES-Holding
aCSF soliisyonu kullanildi. Kayit agamasinda ise Recording-aCSF soliisyonu kullanildi.

(60)

AAV enfeksiyon siiresini dolduran farelere izofluran ile anesteziye alindiktan
sonra karbojen gazi ile gazlanmis ve sogutulmus NMDG-HEPES-aCSF soliisyonu (Tablo
3.6.) ile kardiyak perfiizyon yapildi. Kardiyak perfiizyon isleminde fare izofluran
anestezisi altinda diseksiyon aparatina sabitlendikten sonra farenin batin bolgesinden
baslayan kesi ile gogiis kafesi acildi. Abdominal arter klemplendi. Kalbin sol
ventrikiiliiniin apeksine perfiizyon soliisyonunun ignesi ile girildi ve sag atriyumuna kesi

acildi. Siringa ile 20 ml perflizyon sivisi verilerek perfiizyon tamamlandi.

Perflize edilen farenin beyni ¢ikarildi ve karbojen ile gazlanan sivi-buz NMDG-
HEPES-aCSF soliisyonu igeren vibratom kabina aktarildi. Vibratom cihazinda (Campden
Instruments, Ingiltere) Hipotalamik ARC cekirdegini de igerecek sekilde 250 pl
kalinliginda kesitler alind1. Noronlarin toparlanma (recovery) evresi igin alinan kesitler
32 °C’de karbojen ile gazlanan kesme soliisyonunda 15 dakika bekletildi. Daha sonra
kesitler oda sicakliginda HEPES-Holding-aCSF soliisyonuna aktarilarak 1 saat sonra
kayit alma islemine gecildi. Kesitler tiim deney boyunca oda sicakliginda HEPES-

Holding-aCSF soliisyonu igerisinde tutuldu.
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Tablo 3.6. Elektrofizyoloji deneylerinde kullanilan aCSF soliisyon igerikleri

N-methyl-D-
glucamine

HCI

NacCl

KCI

NaH2POq4

NaHCOs3

HEPES

Glukoz

Sodyum
Askorbat

Tiyoiire

Sodyum Piruvat

MgSO4

CaCl;

92

2.5

1.2

30

20

25

10

0.5

92

2.5

1.2

30

20

25

124

2.5

1.2

24

12.5
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3.5.2. Spontane Aksiyon Potansiyel Kaydinin Alinmasi

Aksiyon potansiyel kayitlar1 floresan goriintiileme sistemi (CoolLed, pE-4000
Ingiltere) ile entegre, faraday kafesi igerisinde kurulu elektrofizyoloji sistemi (Scientifica,
Ingiltere) kullanilarak alindi. Elektiriksel aktivitenin osiloskop ekraninda takip
edilebilmesi i¢in patch clamp amfi sistemi ve Clampex 10.4 yazilimi1 (Molecular Devices,
Amerika) kullanild1. (Sekil 3.13.)

Sekil 3.13. Elektrofizyoloji sistemi

Kayit boyunca elektrofizyoloji banyosu oda sicakliginda karbojen ile gazlanan
Recording-aCSF ile perfiize edildi (2 ml/dakika). Kesitler elektrofizyoloji banyosunun
igerisine konuldu. Floresan goriintiileme sistemi ile 4X biiylitmede hipotalamik ARC
bolgesinde GFP sinyali olup olmadigi gézlendi. Hipotalamik ARC bolgesinde GFP

sinyali goriilen kesitlerde kayit alma islemine gegildi.

Kayit islemi igin Oncelikle yama kiskacinin yapilacagi cam elektrod pipetler
hazirlandi. Dis ¢ap1 1.5 mm i¢ ¢ap1 1.1 mm, borosilikat cam pipetler (Sutter Instrument,
ABD) dikey pipet ¢ekici (Narishige, Japonya) kullanilarak hazirlandi. Pipet direncinin
“cell-attached” kaydina, hiicreden parca koparmadan sadece hiicreye yapisarak, uygun
olmasi i¢in (8-12 MQ) pipet ¢ekicinin 1. 1s1 ayar1 70.5 °C, 2. 1s1 ayar1 52.4 °C olarak
ayarlandi ve cam pipetin altina 4 adet agirlik yerlestirildi. Hazirlanan pipetler ekstra
seliiler siv1 gorevi gormesi i¢in Recording-aCSF ile dolduruldu. Pipet elektrofziyoloji

sisteminde giimiis elektrod icine girecek sekilde “head stage” aparatina monte edildi.

4X biuylitmede fare beyin atlast (59) referans alinarak hipotalamik ARC
bolgesindeki GFP 1simasi belirlendikten sonra, sisteme dahil mikro manipiilatorler ile

pipet elektrofizyoloji banyosuna sokuldu ve enjeksiyon bdlgesine yaklastirildi.
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Sonrasinda 40X biiyiitme objektifine gegilerek GFP sinyali veren Kisspeptin ndronlari
sipesifik olarak belirlendi. Pipete pozitif basing vererek pipet Kisspeptin néronunun hiicre
zarma temas edinceye kadar yaklastirildi. Hiicre zarina temas ettikten sonra negatif basing
ile pipetin Kisspeptin noronuna kenetlenmesi saglandi. Bu kenetlenme de osiloskopta
takip edildi. Pipet direncinin 30 MQ iizerine ¢ikan kenetlenmelerde aksiyon potansiyel
kaydi alindi. Kayitlar Clampfit 11.0.3 yazilimi (Molecular Devices, Amerika) ile analiz
edildi.

3.6. ARC KNDy immiinfloresan Boyama

Erken donem sosyal izolasyonun hipotalamik ARC c¢ekirdeginde bulunan
noronlarda Kisspeptin, Norokinin B ve Dinorfin (KNDy) néropeptidlerinin iiretimini
nasil etkiledigini incelemek ic¢in izole ve sosyal gruptaki farelerin beyin kesitlerinde

KNDy néropeptidlerin antikorlari ile immiinfloresan boyamasi yapildi.

Boyama yapilacak beyin kesitleri boliim 3.6.1.°de tarif edildigi gibi 50 pm
kalinliginda hazirlandi. Hipotalamik ARC c¢ekirdegi igeren kesitler stereo mikroskop
(Zeiss, Almanya) altinda segilerek 24 kuyulu plaka’ya bir kuyucuga bir kesit olacak
sekilde aktarildi.

Kalan PFA’y1 uzaklastirmak icin kesitler iizerine 300 ul 0.1 M glisin eklenerek
oda sicakliginda 15 dakika g¢alkalandi. Sonrasinda soliisyon uzaklastirilarak kesitler 3
defa Ser dakika PBS ile ¢alkalanarak oda sicakliginda yikandi. Permeabilizasyon islemi
icin kesitler tizerine 300 pl % 0.3 Triton X-100 / PBS eklenerek +4 °C’de 45 dakika
calkalandi. Sonrasinda soliisyon uzaklastirilarak kesitler 3 defa 5Ser dakika PBS ile
calkalanarak oda sicakliginda yikandi. Bloklama islemi i¢in % 0.1 Triton X-100 / PBS
icerisinde % 3 normal ke¢i serum sollisyonu hazirlandi. Yikama sonrasi kesitler {izerine
300 ul bloklama soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 1 saat galkalandi. Sonrasinda
bloklama soliisyonu uzaklastirilarak yikama yapmadan bloklama soliisyonu igerisinde
1:100 oraninda hazirlanan primer antikorlar (Tablo 3.7.) 200 ul hacimde eklenerek
kesitler gece boyu +4 °C’de calkalanmaya birakildi. Ertesi giin primer antikorlar
uzaklastirilarak PBS ile 3 defa Ser dakika oda sicakliginda yikama yapildi. Sekonder
antikor olarak primer antikorlarin iretimine uygun olarak AlexaFlour 488 anti-rabbit 1gG
(abcam, ABD) kullanildi. Sekonder antikorlar % 0.1 Triton X-100 / PBS ile hazirlanan

%3 Bovin Serum Albumin (BSA) soliisyonu igerisinde 1:1000 oraninda seyreltilerek
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kullanildi. Kesitler tizerine 200 pl sekonder antikor eklenerek karanlik ortamda oda
sicakliginda 1 saat calkalanmaya birakildi. Sonrasinda sekonder antikorlar
uzaklastirilarak PBS ile 3 defa Ser dakika oda sicakliginda yikama yapildi. Son yikama
islemi de bittikten sonra kesitler polizin kapli lam iizerine alinarak PBS tamamen
uzaklasana kadar beklendi. Kesitler hiicre ¢cekirdegini boyayan DAPI iceren flouromount

kapatma sivisi ile kapatilarak +4 °C’de 1s1iktan korunakli olarak saklandi.

Beyin kesitlerinin hipotalamik ARC bolgeleri konfokal mikroskobunda 20X
biiyiitme ile goriintiilendi. Goriintii analizleri ImageJ programi ile yapildi. Kisaca;
Konfokal mikroskobundan alinan 20X goriintiiler Imagel] programinda acildi, goriintii
katmanlarma ayrilip yesil katman secildi (image, Stacks to images), 8 bit olarak ayarlandi
(Image, Type, 8 bit), ARC bolgesi secildi (ROI), secilen bolgedeki parlaklik dlciildii
(Analyze, Measure). Segilen bolge yakinlastirildi (zoom in) 151ma olmayan 5 farkl alan
secilerek arkaplan (background) ol¢limii yapildi. Floresan sinyal yogunlugunu

hesaplamak igin;
Floresan Sinyal Yogunlugu = ROI Parlaklik — (ROI Alan1 * Arkaplan Parlaklig1)

formulasyonu kullanildi. Gruplar arasi karsilastirma Kolmogorov-Smirnov testi ile

yapildu.

Tablo 3.7. Immiinfloresan boyamalarda kullanilan primer antikorlar.

Kisspeptin Tavsan 1:50 Bioss / bs-0749R
Neurokinin B Tavsan 1:50 MBS / 2027440
Dynorphin Tavsan 1:50 Bioss / bs13041R

3.7.  Kisspeptin Noronlarinin Aksonal Uzantilarinin Goriintiilenmesi

Davranig deneylerini tamamlayip AAV-Flex-GFP enjeksiyonu gerceklestirilen
farelerde konfakal goriintiilleme deneylerine gegildi. Erken donem sosyal izolasyonun

hipotalamik ARC ¢ekirdeginde bulunan Kisspeptin néronlarinin beynin farkli bolgelerine
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yaptig1 aksonal projeksiyonlar1 iizerine etkilerini incelemek igin Kisspeptin soma ve
aksonlarinda Cre bagiml ifade edilen GFP sinyalleri konfakal mikroskobi teknigiyle

goriintiilenip ImageJ programu ile analiz edildi.
3.7.1. Beyin Kesitlerinin Hazirlanmasi

[zofluran ile anesteziye alinan farelere dnce soguk 10 ml SF ile hemen devaminda
10 ml soguk %4 paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisi ile boliim 3.5.1.°de tarif edildigi gibi
kardiyak perflizyon yapildi. Perfiizyon sonrasi farelerin beyinleri biitiinliigii bozulmadan
cikarildi ve % 4 PFA ¢ozeltisi igerisine alindi. Beyinler +4 °C’de PFA igerisinde en az 4
saat bekletildikten sonra doku igerisindeki suyun uzaklastirilmasi i¢in PBS ile hazirlamis
%30 siikroz ¢ozeltisine alindi. Beyinler siikroz soliisyonun dibine ¢okene kadar +4 °C’de
bekletildi.

Siikroz soliisyonunda ¢oken beyinler soguk PBS ile yikandiktan sonra serebellum
kismina yakin bir bdlgeden bistiiri yardimiyla diiz bir sekilde kesildi. Beyinler kesilen
bolgeden vibratom miknatisina yapistirilarak soguk PBS ile dolu vibratom tankina
yerlestirildi. Vibratom cihazinda (Campden Instruments, Ingiltere) beyinlerin en ug
kismindan baslanarak en arka kismina kadar 100 pm kalinliginda koronal kesitler alindi.
Alinan kesitler soguk PBS igerisinde her kuyucuga 3 kesit olacak sekilde 24 kuyulu
plakada toplandi. Her kuyudan 1 adet kesit alarak polizin kapli lam {izerine konularak
PBS tamamen uzaklagtirildi. Kesitler flouromount kapatma sivisi ile kapatilarak +4 °C’de

saklandi.
3.7.2. Beyin Kesitlerinin Goriintillenmesi ve Analizi

Beyin kesitlerinde GFP sinyali konfokal mikroskobunda (Carl Zeiss, LSM70,
Almanya) goriintiillendi. ilk olarak hipotalamik ARC ¢ekirdege yapilan enjeksiyon
bolgesi goriintiilendi. Sonrasinda da hipotalamik ARC ¢ekirdegin posteriyor ve
anteriyorunda tiim beyin kesitleri taranarak GFP sinyali alinan bolgeler 20X biiyiitme ile
goriintiilendi. Flde edilen resimlerden Kisspeptin ndronlarinin projeksiyonlarinin

haritalamasi yapildi. Akson yogunlugu ImageJ programu ile analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Erken Donem Sosyal izolasyonun Lokomotor Aktivite Uzerine EtKkisi

Erken donem sosyal izolasyonun kafes i¢i lokomotor aktivite {izerine etkisi PIR
hareket sensorii ve Ardunio yazilimi kullanilarak arastirildi. Ayrica 24 saat kamera kaydi

alinarak kafes i¢indeki hareketlikleri takip edildi.

Kamera kaydi goriintiilerinden elde edilen veriler ile farelerin kafes iginde
hareketliliklerini gorsel olarak ifade edebilmek i¢in 1s1 haritasi olusturuldu. Bu haritada
her bir gruptan 1 farenin 1 giinliikk aktivitesi gece ve giindiiz olarak 5 giin boyunca
gosterildi. Olusturulan 1s1 haritasinda tiim gruplardaki farelerin gece fazinda daha
hareketli oldugu, tiim kafesi dolsatig1 goriiliirken giindiiz fazinin neredeyse tamamin
kafesin belli bir noktasinda gegirdigi gozlendi. (Sekil 4.1.) izole gruptaki farelerin de
sosyal gruplardaki farelere gére daha hareketli oldugu goriilmektedir.

1. Giin 07:00 19:00 - Giin 07:00 19:00 3. Giin 07:00 19:00 4. Giin 07:00 19:00 5. Giin 07:00 19:00
f B : ' LW ‘ ' v ! -
/ 0 L | 0 ‘ £ L o
i W

Y ,,'

Sekil 4.1. izole ve sosyal gruplardaki disi ve erkek farelerin giindiiz ve gece kafes i¢i lokomotor
aktivitelerini gdsteren 1s1 haritalar1. (iist barem gece, alt barem giindiiz haritalar1 i¢indir.)
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Farelerin lokomotor aktivitesini niimerik olarak ifade edip analiz edebilmek i¢in

IR hareket sensorleri kullanildi. Hareket sensdrlerinden alinan veriler Arduino yazilimi

ile bilgisayar ortamina aktarildi. 24 saat boyunca saniyelik olarak farelerin hareketliligi

“1” hareketsizligi “0” olarak kodlandi. Isiklarin agik oldugu 07:00-19:00 saatleri

arasindaki “1” toplami giindiiz hareketliligini, 1s1iklarin kapali oldugu 19:00-07:00 “1”

toplami1 gece hareketliligini ifade etmektedir. Giindiiz ve gece hareketliligi 15er dakikalik

boliimlerde olarak toplandi. Excell programinda toplanan veriler ile lokomotor aktiviteyi

grafik olarak ifade edebilmek i¢in aktogram olusturuldu (Sekil 4.2.) Olusturulan

aktogram grafiginde de 1s1 haritas1 ile uyumlu olarak tim gruplardaki farelerin gece

fazinda daha hareketli oldugu, giindiiz fazin1 daha pasif gegirdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. izole ve sosyal gruplardaki erkek ve disi farelerin giindiiz ve gece kafes ici lokomotor
aktivitelerini gdsteren aktogram grafigi. (Her bir ¢izgi 15 dakikalik hareketliligi ifade etmektedir.)
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Tiim gruplardaki her bir fare igin giindiiz ve gece 15er dakikalik hareketlilik
verilerinin ortalamalar1 tablo 4.1. ve 4.2.’de gosterildi.

Tablo 4.1. izole (n= 7) ve sosyal (n=8) gruplardaki disi farelerin 12 saatlik (giindiiz-gece) kafes ici
lokomotor aktivite ortalamalari.

Giinler Periyod

1.Giin Qundiz

2 Giin Gilindiiz

3.Giin Gilindiiz

4.Giin

5.Giin Gilindiiz

Giinler Periyod

1.Giin Gilindiiz

2.Giin Gilindiiz

3.Giin

4.Giin Giindiiz

Giindiiz

5.Giin
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Tablo 4.2. izole (n= 7) ve sosyal (n=4) gruplardaki erkek farelerin 12 saatlik kafes ici lokomotor aktivite
ortalamalar1.

Giinler Periyod

1.Giin Gindiz

2.Gun

3.Giin

4.Giin

5.Giin

Giinler Periyod

1.Giin Sundiz

2.Giin
3.Giin

4.Giin

Gindiiz

5.Giin

Lokomotor aktivite verilerinin analizi i¢in Two-Way rmANOVA istatistiksel
yontemi kullanildi (Ref). Tim gilinlerde giindiiz ve gece fazlari igin gruplar kendi
aralarinda karsilagtirildi. Sosyal ve izole sosyal gruplardaki disi ve erkek tiim farelerin
lokomotor aktivitesinin yiiksek derecede anlamli olarak gece daha fazla oldugu goriildi
(****; p<0.0001, DF=93.78).

Gece fazinda da sosyal gruptaki disi farelerin tiim gruplardan daha hareketli
oldugu goriildii. Giindiiz fazinda gruplar arasinda anlamli bir fark goriillmedi (p>0.05).
Ancak grafikte izole gruptaki disilerin diger gruplardan faha hareketli oldugu
goriilmektedir.

Gece fazina bakildiginda; 1. giin gece fazinda izole gruptaki disi farelerin
hareketliliginin izole ve sosyal gruptaki erkek farelerden anlamli olarak fazla oldugu
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goriildii (sirasiyla, p=0.0017 ve p= 0.0035, DF=220), sosyal gruptaki disi farelerin
hareketliligi de izole ve sosyal gruptaki erkek farelerden anlamli olarak fazla oldugu
goriildii (sirasiyla, p=0.0192 ve p=0.0259, DF=220).

2. giin gece fazinda izole gruptaki disi farelerin hareketliliginin izole ve sosyal
gruplardaki erkek farelerden anlamli olarak daha fazla oldugu gorildii (siyasiyla,
p=0.0050 ve p=0.0486, DF=220), diger gruplar arasinda anlaml1 bir fark goriilmedi.

3. gilin gece fazinda yalnizca izole grupta disi fareler ile izole gruptaki erkek fareler
arasinda anlaml fark goriildii (p=0.0496, DF=220)

4. giin gece fazinda anlamli bir fark goriilmedi.

5. glin gece fazinda izole ve sosyal gruplardaki disi farelerin hareketliliginin izole
gruptaki erkek farelerden anlamli olarak fazla oldugu goriildi (sirasiyla, p=0.0041, ve
p=0.0425, DF=220). (Sekil 4.3.)

330

300

270
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Sekil 4.3. Gruplar aras1 kafes i¢i lokomotor aktivite ortalamas: karsilastirmalari. Two-Way rmANOVA,
DF=220, **; p<0.005, *; p<0.05.
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4.2.  Erken Dénem Sosyal izolasyonun Beslenme Davramisi Uzerine Etkisi

Erken donem sosyal izolasyonun beslenme davranisi iizerine etkisi glinliik yem
tartimi yapilarak takip edildi. Tablo 4.3. ve 4.4.’te izole ve sosyal gruplardaki disi ve
erkek farelerin giinliik tiikkettikleri yem miktar1 gosterildi.

Tablo 4.3. izole (n= 7) ve sosyal (n=9) gruplardaki disi farelerin 24 saat boyunca tiikettikleri yem miktar1
(gram)

Giinler
1. Giin
2. Giin
3. Giin
4. Giin
5. Giin

Giinler
1. Giin
2. Giin
3. Giin
4. Giin
5. Giin

Tablo 4.4. izole (n=7) ve sosyal (n=7) gruplardaki erkek farelerin 24 saat boyunca tiikettikleri yem
miktar1 (gram)

Giinler
1. Giin
2. Giin
3. Giin
4. Giin
5. Giin

Giinler
1. Giin
2. Giin
3. Giin
4. Giin
5. Giin
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Tiim gruplar arasindaki yem tiiketim ortalamalar1 Two-Way ANOVA istatistiksel
yontemi ve Tukey’s ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. Yapilan istatistiksel analizde

gruplar arasinda ve zaman bagli olarak anlamli bir fark gériilmedi (p>0.05, DF=26).

Sekil 4.4.’te giinliik ortalama yem tiiketimlerine bakildiginda sosyal gruptaki disi
ve erkek farelerin yem tiiketiminin zamanla azaldigin1 ve deney sonunda ayni seviyeye
indigi goriildii. izole gruptaki disi ve erkek farelerin de genel olarak sosyal gruptaki

farelere gore daha ¢ok yem tiikettigi gortildii.
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Sekil 4.4. Gruplar arast yem tiiketim ortalamalar1 karsilastirmasi. Two-way ANOVA Tukey’s, DF=26
p>0.05

Erken donem sosyal izolasyonun anksiyetik etkisini beslenme davranisi lizerinden
incelemek igin farelerin yem yerken olusan toz miktar1 da tartildi. Olusan toz miktarlari
Tablo 4.5. ve 4.6.’da, gruplar arasi1 ortalama karsilastrmalar1 Sekil 4.5.’te gosterildi.
Gruplar aras1 yapilan karsilastirmada sosyal gruptaki erkek farelerin anlamli olarak diger
tiim gruplardan daha az yem artig1 olusturdugu goriildii (Unpaired t test, p=0.0079). Two-
Way ANOVA istatistiksel yontemi ve Tukey’s coklu karsilagtirma testi kullanilarak
yapilan istatistiksel analizde gruplar arasinda zamana bagli anlaml bir fark goriilmedi

(p>0.05, DF=26).
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Tablo 4.5. izole (n= 7) ve sosyal (n=9) gruplardaki disi farelerin 24 saat boyunca yem tiiketirken olusan toz
miktar1 (gram)

Giinler
1. Giin
2. Giin
3. Giin
4. Giin
5. Giin

Giinler
1. Giin
2. Giin
3. Giin
4. Giin
5. Giin

Tablo 4.6. izole (n=7) ve sosyal (n=7) gruplardaki erkek farelerin 24 saat boyunca yem tiiketirken olusan
toz miktar1 (gram)

Giinler
1. Giin
2. Giin
3. Giin
4. Giin
5. Giin

Giinler
1. Giin
2. Giin
3. Giin
4. Giin
5. Giin

Isole Disi n—= 7

Sosyal Disi n=9
1zole Erkek n=7
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Sekil 4.5. Gruplar aras1 yem tiiketirken olusan toz miktar1 ortalamalar karsilastirmasi. Unpaired t test,
*%
p<0.01

39



4.3.  Erken Donem Sosyal izolasyonun Anksiyete Uzerine Etkisi

Erken donem sosyal izolasyonun farelerdeki anksiyetik etkisi yiikseltilmis arti
labirent (EPM) testi ile arastirildi. Deney videolar1 birlestirilerek iki gruptaki tiim
farelerin videolarindan EPM testinin 1s1 haritast olusturuldu. (Sekil 4.6.) Is1 haritasina
bakildiginda izole gruptaki farelerin kapali kollarda kalmay: tercih ettigini, sosyal

gruptaki farelerin ise tiim labirenti dolastiklart goriildii.

Trial 1/ Center-point 104 Trial 2 / Center-point

izole Grup n=6 Sosyal Grup n=5
Sekil 4.6. Yiikseltilmis art1 labirent testi 1s1 haritast
Her iki gruptaki farelerin labirentin kollarinda gegirdikleri siireler Tablo 4.7.’de
belirtildi. Gruplar aras: istatistiksel analiz Unpaired t test kullamlarak yapild. Izole ve
sosyal gruplarin agik ve kapali kollarda gecirdigi siireler anlamli olarak farkli oldugu

gorildii. (sirastyla, p=0.0349 ve p=0.0421)

Tablo 4.7. izole ve sosyal gruptaki farelerin Yiikeltilmis Art1 Labirent testinde labirentin agik ve kapal
kollarinda gegirdikleri siire (saniye)

Izole Grup
n Acik Kol Kapah Kol
1 137,6 121,5
2 72,5 185,6
3 42,5 154,3
4 53,1 200,9
5 52,5 205,6
6 121,2 117,7
Sosyal Grup
n Acik Kol Kapah Kol
1 79,0 168,0
2 209,8 57,6
3 106,4 129,0
4 1714 102,0
5 2410 48,8
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Sekil 4.7. Yikseltilmis art1 labirent testinde izole ve sosyal gruplardaki farelerin labirentin kollarinda
gecirdikleri siireler. Unparired t test, *; p<0.05

4.4. FErken Donem Sosyal izolasyonun ARC Kisspeptin Noronlarmin
Elektrofizyolojik Ozelliklerine Etkisi

Erken donem sosyal izolasyonun ARC Kisspeptin ndronlarinin elektriksel
aktvitelerini nasil etkiledigi ex-vivo elektrofizyolojik yontemler kullanilarak arastirildi.
Hipotalamik ARC bolgesinde GFP sinyali goriilen beyin kesitlerinde GFP sinyali veren
Kisspeptin noronlarindan “cell attach” yontemi ile spontan aksiyon potansiyel kaydi
alind1. (Sekil 4.8.) ARC bolgesini tagmis viriis enfeksiyonu kaynakli GFP sinyali alinan

noronlardan kayit alinmada.

Sekil 4.8. Hipotalamik ARC Kisspeptin ndronlarindan aksiyon potansiyel kaydi.
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Baglant1 (seal) kurulan tiim noronlardan ortalama 60 saniye boyunca
elektrofizyolojik kayit alindi. Alinan kayittaki aksiyon potansiyel “peak”leri sayildi ve
kayit stiresine bollinerek her bir néronun atesleme frekansi hesaplandi. Tiim néronlardan
alinan frekanslar birlestirilerek izole ve sosyal gruplardaki disi ve erkek fareler i¢in veri
havuzu olusturuldu. Sekil 4.9. ve 4.10°da izole ve sosyal gruptaki farelerin ARC

Kisspeptin néronundan alinan kayit trasesi gosterildi.
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Sekil 4.9. 1zole gruptaki disi fare ARC Kisspetpin noronlarindan alian aksiyon potansiyel kaydi drnegi.
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Sekil 4.10. Sosyal gruptaki disi fare ARC Kisspeptin noronlarindan alinan aksiyon potansiyel kaydi 6rnegi.
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Izole ve sosyal gruptaki farelerin ARC Kisspeptin ndronlarmin atesleme
frekanslar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile karsilastirildi. Izole ve Sosyal gruptaki tiim
fareler arasinda yiiksek anlamli fark gézlendi. (p=0.0009) (Sekil 4.8.)
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Sekil 4.11. Izole ve Sosyal gruptaki farelerin ARC Kisspetpin noéronlarmin spontan atesleme frekanslari.

Kolmogorov-Smirnov testi, ***; p<0.001

Izole ve sosyal gruplardaki farelerin ARC Kisspeptin ndronlarmin atesleme
frekansar1 cinsiyet olarak da karsilastirildi. Sosyal disi farelerin ARC Kisspeptin
noronlarinin atesleme frekanslarinin izole gruptaki disi ve erkek farelerinkinden yiiksek
anlaml olarak farkli oldugu goriildii (sirasyila, p=0.0004, p=0.0001). Diger gruplar

arasinda anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05)

**k%k

* %%

Izole Erkek Sosyal Erkek Izole Disi Sosyal Disi
n=36/3 n= 56/3 n= 70/4 n= 34/4

Sekil 4.12. izole ve Sosyal gruptaki farelerin cinsiyete gére ARC Kisspetpin ndronlarinin spontan atesleme

frekanslari. Kolmogorov-Smirnov testi, ***; p<0.001
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45.  Erken Dénem Sosyal izolasyonun ARC Bélgesindeki KNDy Uretimine Etkisi

Erken donem sosyal izolasyonun KNDy iiretimini nasil etkiledigini arastirmak
i¢in bu noropeptiler i¢in immiinfloresan boyamasi yapildi. Sekil 4.10°da izole grupraki
farelerin Hipotalamik ARC bdélgelerindeki Kisspeptin, Norokinin B ve Dinorfin

immiinfloresan boyama 6rnekleri gosterildi.

Kiss 20 P Kiss 63X Kiss/ D AP1 63X

NeurB 20X NeurB 63X iy NeurB/

Dyn 20X | Dyn 63X . Dyn/DAPI 63X

Sekil 4.13. izole gruptaki farlerde hipotalamik ARC bélgelerinde Kisspeptin, Nérokinin ve Dinorfin
immiinfloresan boyamalari.
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Sekil 4.11’de sosyal grupraki farelerin Hipotalamik ARC bolgelerindeki

Kisspeptin, Norokinin B ve Dinorfin immiinfloresan boyama 6rnekleri gosterildi.

Kiss 20X Kisy 63X

NeurB 20X )\ NeurB 63X

Dyn 20X ;" “-‘ Dyn 63X

Sekil 4.14. Sosyal gruptaki farlerde hipotalamik ARC bdlgelerinde Kisspeptin, Norokinin ve Dinorfin
immiinfloresan boyamalari.
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Boyama yapildiktan sonra konfokal mikroskobu ile alinan goriintiilerden Imagel
programi ile ARC bolgesindeki floresan 1sima yogunlugu o6l¢iildii ve sonrasinda
diizeltilmis floresan yogunlugu (CFI-Corrected Flourescence Intensity) hesaplandi

(Tablo 4.8.).

Tablo 4.8. izole ve sosyal grup farelerin hipotalamik ARC bélgesinde KNDy immiinfloresan boyamasi
floresan yogunluklar.

Izole Grup
n Kisspeptin ~ Neurokinin B Dinorfin
1 13729394,6 31480469,6 13580187
2 13626280 55217287 18136387,8
3 26972378,2 156098846 15402899
4 35954256,4  165920173,4 67283888

Sosyal Grup
n Kisspeptin ~ Neurokinin B Dinorfin
1 42328682,8 7271094 9147436,6
2 10526752,2 11657576,6 4833731,8
3 57285940,8 7620097 19096390,6
4 34013266,2 7936215 13629256
5 56798092,8 88943147 7175256,6

Her bir noéropeptid i¢in izole ve sosyal gruplar arasinda istatistiksel analiz t testi
ile yapildi. Kisspeptin floresan yogunlugunun sosyal grupta daha fazla oldugu goriildii
ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi ( p=0.065 ) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.15. izole ve Sosyal grup farelerin hipotalamik ARC bolgelerinde Kisspeptin Immiinfloresan
boyamast floresan yogunlugu. t testi, p>0.05.
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Izole gruptaki farelerin hipotalamik ARC bélgelerinde Norokinin B floresan
yogunlugunun sosyal gruptaki farelere gore anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii

(p=0.032) (Sekil 4.13.)
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Sekil 4.16. izole ve Sosyal grup farelerin hipotalamik ARC bélgelerinde Nérokinin B Immiinfloresan
boyamasi floresan yogunlugu. t testi, *; p<0.05.

Izole gruptaki farelerin hipotalamik ARC bélgelerinde Dinorfin floresan
yogunlugunun sosyal gruptaki farelere gére daha fazla oldugu goriildii ancak istatistiksel

olarak anlamlik goriilmedi (p=0.085) (Sekil 4.14.)

6.0x107-
5 —
o)
=
S 4.0x107-
o]
o
>
5
? 2.0x107+
S |
TS
0' T
Izole Sosyal
n=4 n=>5

Sekil 4.17. izole ve Sosyal grup farelerin hipotalamik ARC bélgelerinde Dinorfin iImmiinfloresan boyamasi
floresan yogunlugu. . t testi, p>0.05.
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4.6. Erken Dénem Sosyal Izolasyonun ARC Kisspeptin Néronlarmmn

Projeksiyonlarna Etkisi

Erken donem sosyal izolasyonun hipotalamik ARC Kisspeptin noronlarinin
beynin farkli bolgelerine yaptig1 projeksiyonlarinin nasil etkilendiginin belirlenebilmesi
icin Kiss-Cre transgenik farelerin hipotalamik ARC bolgesine AAV-Flex-GFP
enjeksiyonu yapildi. Bu viriis ile hipotalamik ARC bdélgesindeki Kisspeptin néron
somalarmin ve aksonal uzantilarinin GFP ifade etmesi hedeflendi. Izole ve sosylan
gruptaki farelerin Kisspeptin noronlarinin soma ve aksonlarindan alinan GFP sinyalleri

konfokal mikroskobunda goriintiilenerek iki grup arasindaki farkin incelenmesi
hedeflendi.

Yapilan goriintiileme incelemelerinde viriis enfeksiyonunun ARC bdlgesinin
disina ¢ikan beyin kesitleri degerlendirmeye alinmadi. ARC bdlgesinde viriis enfeksiyonu
goriilen kesitler beynin porteriyor ve anteriyor yoniinde goriintiilendi. Her iki grupta da
ARC cevresindeki diger hipotalamik bdlgelere; Dorsamedial Hipotalamus (DMH),
Lateral Hipotalamik Bolge (LHA), Ventral Tuberomammillary Cekirdek (VTM),
Anteriyor Hipotalamik Bolge (AHA), Medial Preoptik Bolge (MPA), ARC Kisspeptin

ndronlarmin yogun bir sekilde aksonal projeksiyonlar1 gézlendi. (Sekil 4.15.)

Hipotalamik ARC Kisspepti ndronlarinin Antroventral Periventrikiiler (AVPV)
cekirdege yaptigr projeksiyonlara bakildiginda, sosyal grupta yer alan farelerin
beyinlerinin AVPV bdlgesinde daha yogun akson oldugu goézlendi. (Sekil 4.16.)
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Sosyal Gru

Sekil 4.18. Izole ve sosyal gruptaki farelerin hipotalamik ARC bélgesinde bulunan Kisspeptin ndronlarinin
aksonal uzantilarinin hipotalamusta yayilimi. (Disi farelerin beyin kesitleri goriintiilendi)
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izole Grup Sosyal Grup

Sekil 4.19. izole ve sosyal gruptaki farelerin hipotalamik ARC Kisspeptin néronlarmin AVPV bolgesine
yaptig1 aksonal projeksiyonlar. (Disi farelerin beyin kesitleri goriintiilendi)
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, erken donem sosyal izolasyonun kafes i¢i lokomotor aktivite
ve beslenme davransilarini nasil etkiledigi ve bu izolasyonun anksiyetik etkisi
gozlemlendi. Bu amagla kamera ve hareket sensorleriyle entegre bir kafes sistemi dizayn
edildi ve deney modeli olusturulduktan sonra farelerin davranislart bu kafeslerde takip
edildi. Toplanan veriler excell programinda islenerck farelerin kafes i¢i lokomotor
aktivite gibi pahali ve karmagik kapali sistemler ile olgiilebilecek bir parametre basit ve
sade bir yontem ile elde edilmis oldu. Sensorlerden elde edilen verilerin kamera
kayitlariyla da uyumlu oldugu goriildi. Bu g¢alismada ayrica erken dénem sosyal
izoalsyonun hipotalamik ARC Kisspeptin  ndronlarinin ~ fonksiyonlarina  ve
projeksiyonlarina etkisi arastirildi. Bu amagla da calismada AAV-Flex-GFP enjeksiyonu

ile Kisspeptin ndronlarini isaretleyebilecegimiz Kiss-Cre transgenik faresi kullanildi.

2003 yilinda yapilan bir ¢alismada, emzirme sonrasi erkek ve disi farelerde 1-4
aylik bir izolasyon periyodunda gilindiiz fazinda sabah 09:00-11:00 saatleri arasinda
lokomotor aktivitelerine bakildiginda izole ve sosyal disi fareler arasinda bir fark
olmadigy, izole erkek farelerin ise sosyal erkek farelerden daha yiiksek lokomotor aktivite
gosterdigi belirtilmistir (9). 2020 yilinda yayimlanan bir ¢alismada kafes arkadaslarinin
yanindan aliman yetiskin erkek farelerin kafes i¢i hareketliliginde azalma goézlendigi
gosterilmistir (61). Baska bir ¢alismada ise erken donemde ve erigkin donemde sosyal
izolasyona maruz birakilan erkek siganlarin lokomotor aktiviteleri 60 dakikalik bir agik
alan (Open Field) testinde, hiz, mesafe ve hareket yiizdeleri kullanilarak derecelendirilmis
ve izole gruptaki siganlarin sosyal gruptaki siganlara gore daha yiiksek lokomotor aktivite
gosterdigi gosterilmistir (62). Bu ¢aligmada gergeklestirlen davranis deneylerinden elde
edilen sonuglara bakildiginda erken donem sosyal izolasyonun erkek ve disi farelerin
kafes i¢i lokomotor aktivitelerini farkli yonde etkiledigi goriildi. Literatiirden de bilinen
farelerin gece aktif hayvanlar oldugu yapilan davranis deneyinde de gbzlemlenmistir.
Disi-erkek tiim gruplar i¢in kafes i¢i lokomotor aktivitenin gece fazinda giindiiz fazindan
daha yiiksek oldugu goriildii. Cinsiyet farki gozetilerek bakildiginda ise disi farelerin
erkek farelerden daha aktif oldugu goriildi. Disi farelere grup farki gozetilerek
bakildiginda emzirme sonrasi dénemde sosyal izolasyona maruz birakilan disi farelerin
gece fazinda sosyal disi farelerden daha aktif oldugu gozlemlendi. Erkek farelerde ise bu
durumun tersi oldugu, sosyal erkek farelerin gece fazinda erken dénem izolasyona maruz

kalan erkek farelerden daha aktif oldugu goriildii. Davranis deneyinin basladigi birinci
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giinden itibaren disi farelerin hareketliliginin azaldigi, erkek farelerin hareketliliginin de
arttigi, deneyin dordiinci giiniinde hareketlilik verilerinin birbirine yaklastig
gozlemlendi. Giindiiz fazina bakildiginda ise izole disilerin diger gruplardan daha aktif
oldugu, sosyal disi, izole ve sosyal erkeklerin hareketliliginin de birbirine yakin oldugu
goriildii. Bu c¢aligmada erken donem sosyal izolasyonun farelerde cinsiyet farklari
gozetilerek 24 saat siireyle yasam alanmi olan kafes igindeki hareketliligine etkisi
gosterilmektedir. Elde edilen bu veriler disi farelerin eriskinlik 6ncesi sosyal izolasyona

daha duyarli oldugunu géstermektedir.

Kafes i¢i aktivitenin gozlemlendigi farelerin ayn1 zamanda beslenme davranisi da
takip edildi. izolasyon sonras1 5 giinliik beslenme takibinde gruplar aras1 anlaml bir fark
goriilmedi. Disi ve erkek izole gruplarin sosyal gruplardan daha ¢ok yem tiikettigi, sosyal
gruptaki farelerin yem tiikketimini giin gectik¢e azaldig1 goriildii. Sosyal gruplardaki bu
azalis deney protokolii geregi sosyal farelerin deney siiresince tek basina yasamaya
baslamasindan kaynaklanabilir. Begni vark.(62) yaptigi ¢alismada sosyal izolasyonun
ankisyetik etkisini skorlamak i¢in siganlarin agik alan testinde labirente biraktiklar1 feces
adetleri kasilagtirilmis ve anlamli bir fark bulunamamistir. Yapilan bu ¢alismada da
sosyal izolasyonun anksiyetik etkisinin yeme davranisindan yorumlayabilmek igin
farelerin yemek yerken artik olarak olusturduklari yem kirintilari tartildi ve karsilastirildi.
Elde edilen sonuglar sosyal gruptaki erkek farelerin izole gruptaki farelerden daha az
yemk kirimtist olusturdugunu gosterdi. Ayrica izole disi farelerde artan kirinti pargalarin
diger gruplardakine gore daha biiyiik pargalar oldugu gozlendi. Elde edilen bu veri hem
literatlirde daha once gosterilen (1,2,7) hem de bu ¢aligmada gergeklestirilen anksiyete

deney sonuglari ile uyumluluk gostermektedir.

Kemirgenlerde anksiyeteyi dlgmek i¢in en yaygin kullanilan test “Art1 Labiretn
Testi”dir (63). Detaylar1 gere¢ ve yontem kisminda belirtilen testte farelerin agik kollarda
daha fazla siire gegirmesi daha az anksiyetik oldugunun gostergesidir (63). Simdiye kadar
yapilan sosyal izolasyon g¢alismalarinda, hem erken dénem ve hem de eriskin donem
izolasyonlarda izole gruplarin kapali kolda daha fazla vakit gecirerek anksiyetik davranis
gosterdigi belirtilmektedir (1,2,7). Calismada da ulasilan sonuglar literatiir ile uyumludur;
sosyal gruptaki fareler anlamli olarak agik kollarda daha fazla vakit gegirirken izolasyon
grubundaki fareler ise anlamli olarak kapali kollarda daha fazla vakit ge¢irmislerdi. Bu

davranig video kayitlardan olusturulan 1s1 haritasinda da goriilmektedir. Kafes i¢i
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lokomotor aktivite testinde kullanilan farelere ikinci bir davranis testi uygulamak tercih
edilmedigi i¢in art1 labirent testinde kullanilan fare sayisi diger deneylere kiyasla daha az
olsa da istatistiksel olarak anlamli veri elde edilebilmistir. Bu ¢alismada ayr1 bir deney
kurgulamasina gerek kalmadan, yeme davranisindan da anksiyete 6l¢iimii yapilabilecegi

gosterildi.

Erken donem sosyal izolasyonun HPG aksinin gelisimini ve eriskinlik doneminde
HPG aksindaki néroendokrin mekanizmalar etkiledigi daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir. 2 haftalik erken donem sosyal izolasyonun da beynin farkli bolgelerindeki
noron gruplarinin elektriksel aktivitelerini etkiledigi, Rafe Cekirdeginde Serotonin
noronlarmin atesleme frekanslarimi baskiladigi (64), Intra-Bazolateral Amigdala’da
(BLA) bulunan piramidal néronlarin aksiyon potansiyel (spike) sayisini arttirdigi (65)
gosterilmistir. Bu ¢alismada erken dénem sosyal izolasyonun HPG aksmin beyindeki
kritik noktalarindan biri olan hipotalamik ARC Kisspeptin ndronlarinin elektriksel
aktivitesini nasil etkiledigini incelemek amaciyla ARC Kisspeptin ndronlarindan ex-vivo
elektrofizyoloji kaydi alindi. Elde edilen verilere bakildiginda erken doénem sosyal
izolasyonun ARC Kisspeptin noronlarinin atesleme frekansini baskiladigi, sosyal
gruptaki farelerin ARC Kisspeptin ndronlarinin aksiyon potansiyel frekansinin anlamli
derecede yiiksek oldugu goriildii. Bu veriler cinsiyet farki gozetilerek incelendiginde
sosyal gruptaki disi farelerin ARC Kisspeptin noronlarinin atesleme frekanslarinin izole
gruptaki erkek ve disi farelerin ARC Kisspeptin néronlarin atesleme frekansindan anlaml
derecede yliksek oldugu goriildii. Sosyal gruptaki erkek farelerin verileri ile diger
gruptaki veriler arasinda anlamli bir fark goriilmedi. izole gruptaki farelerden alman
kayitlarda bir ¢ok norona saglikli bir baglant1 yapildigt ve néron uyarildig: halde aksiyon
potensiyel ateslemesi gostermedigi goriildii. Erken donem sosyal izolasyonun ARC
Kisspeptin noronlarmin elektriksel aktivitesi iizerine etkisi ilk defa bu c¢aligmada

gosterilmis oldu.

Hipotalamik ARC Kisspeptin noronlarmin HPG aksindaki fonksiyonu bu
noronlarda birlikte ifade edilen Kisspeptin/Norokinin B/Dinorfin (KNDy) néropeptitler
tarafindan kontrol edilmektedir (42). KNDy noéropeptidleri GnRH saliniminda kritik
oneme sahiptir. Bu néropeptidlerin ve reseptorlerinin disfonksiyonun oldugu durumlarda
HPG aksinin da diizenli ¢alismadig1 gosterilmistir (66). Erken donem sosyal izolasyonun

KNDy noropeptidlerinin  ifade edilmesini nasil etkiledigini incelemek ig¢in
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Immiinfloresan boyama teknigi kullanildi. Hipotalamik ARC bélgesinde sosyal farelerde
Kisspeptin yogunlugunun daha fazla goriildii. Bu sonug elektrofizyoloji deneylerinden
elede edilen bulgular ile uyumluluk gostermektedir. Siganlarda yapilan erken dénem
sosyal izolasyon c¢alismasinda izole siganlarin Niikleus Akkumbens bdlgesinde
Dinorfin/Kappa Opioid Reseptdr sisteminin fonksiyonun arttigi goriilmiistir (67). Bu
caligmada da immiinfloresan boyamalar1 izole gruptaki farelerin hipotalamik ARC
bolgesinde Dinorfin miktarinin daha fazla oldugunu gésterdi. izolasyon stresine maruz
birakilan farelerde, tiim beyin boélgelerinde, Norokinin B ve reseptoriiniin mRNA
diizeyinde ifade edilmesinin sosyal gruplara gére daha fazla oldugu gosterilmisti (15). Bu
calismada da izole grupraki farelerin hipotalamik ARC bolgelerinde Norokinin B
miktarinin sosyal gruptakilere goére anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii. Bagimlik
ve bazi psikolojik patolojilerle ilgili yapilan ¢alismalarda izolasyon stresinin beynin farkli
bolgelerinde Dinorfin ve Norokinin B peptidlerinin ve bu peptidlerin resoptlerinin
tiretimlerini ve fonksiyonlarini etkiledigini gostermistir. Bu iki ndropeptid ile birlikte
hipotalamik ARC c¢ekirdeginde ayni hiicrelerde iretilip salinan Kisspeptin’in erken

dénem sosyal izolasyondan nasil etkilenecegi bu tez calismasinda gosterildi.

Fare beyninde Kisspeptin néron popiilasyonlarinin ARC, AVPV ve Amigdala
bolgelerinde yogunlukta oldugu, bu bolgelerdeki Kisspeptin néron yogunlugunun ve
fonksiyonlariin, bu néronlarin yaptig1 projeksiyonlarin cinsiyete gore farklilik gosterdigi
Cre-Rekombinaz teknolojisi kullanilarak detayli olarak ¢alisilmistir (36). ARC
Kisspeptin noronlarina beynin farkli bolgelerinden gelen ndronal girdiler detayli olarak
gosterilmisti (50). Siganlarla yapilan bir ¢alismada gebeligin tiglincii trimesterinde ARC
Kisspeptin ndronlarinin Supraoptik cekirdegin (SON) periniiklear bolgesine (PNZ)
yaptig1 projeksiyonlarin ilk iki trimestere gore arttigi gosterilmistir (52). HPG aksinda
kritik rol oynayan Kisspeptin noéronlarinin hem elektriksel aktivitelerinin hem de
noropeptid iiretiminin erken donem sosyal izolasyondan etkilendigi gosterildikten sonra
bu noronlarin yaptigi projeksiyonlarin da izolasyon stresine kars1 farklilik gésterebilecegi
diisliniildii. Bu amagla da erken donem izolasyon ve sosyal gruplardaki Kiss-Cre farelere
AAV-Flex-GFP enjeksiyonu yapilarak ARC Kisspeptin noronlarmin yaptig1 aksonal
projeksiyonlar incelendi. Bu deneyden dogru ve anlamli sonug alabilmek i¢in yapilan
enjeksiyonun koordinatlar1 kadar enjekte edilen viriis miktar1 da 6nemlidir. Bu deneyde
gruplar arasinda karsilastirma yapabilmek i¢in ARC bdlgesi disinda viriis enfeksiyon

goriilen kesitler elendi. Incelenen kesitlere bakildiginda AVPV disinda ARC Kisspeptin
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ndronlarmin yaptig1 projeksiyonlarin izole ve sosyal gruplar arasinda bir farklilik
gostermedigi goriildii. Sosyal grupta AVPV bolgesine yapilan projeksiyon yogunlugunun
daha fazla oldugu goriildii. ARC disinda goriilen viriis enfeksiyonlu kesitlerin elenmesi

sebebiyle bu deney grubunda incelenen 6rnek miktar1 diger deneylere gore daha diistiktii.

Disi farelerde ARC Kisspeptin noronlarinin  gilinlik yem tiiketiminin
zamanlamasini, lokomotor aktivite, uyku ve viicut sicakliginin sirkadiyen
diizenlenmesini kontrol ettigi ve bunu Suprakiazmatik Cekirdege yaptig1 projeksiyon ile
yaptig1 gosterilmistir (55). Bu ¢alismada oncelikle erken donem sosyal izolasyonun kafes
ici lokomotr aktivite ve beslenme davranisina etkisi arastirildi, sonrasinda da sosyal
izolasyonun Kisspeptin néronlarinin fonksiyon ve yaptigi projeksiyonlara etksi incelendi.
Sonug olarak erken dénem sosyal izolasyonun disi ve erkek farelerin ARC Kisspeptin
noronlarinin fonksiyonunu ve bu noronlarin diizenledigi fizyolojiye bagli davranislari
etkileyebilecegini gosterildi. Elde edilen verilerin ergenlik donemde maruz kalinan sosyal
izolasyon stresinin erigkinlik donemde sebep oldugu davramigsal ve fizyolojik
problemlerin  Kisspeptin-HPG aksi da dikkate alinarak degerlendirilip ¢6ziim
stratejilerine katki sagyalabilecgei diisiiniilmektedir. Erken donem sosyal izolasyonun
Kisspeptin ndronlarinin néroendokrin mekanizmadaki roliinden 6tiiri LH salinimina
etkisi, puberteye giris siiresine ve menstrual dongiiye etkisi calismanin devami olarak
planlanmaktadir. Ayrica izole gruptaki Kisspeptin néronlarinin projeksiyonlarinin
enjeksiyon koordinati ve virlis yogunlugundan bagimsiz olarak arastirilabilmesi i¢in
Kiss-Cre-tdTomato-reporter fareler (36) kullanilarak bu deneylerin tekrarlanmasi

planlandi.
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