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ÖZET 

Yavuz, Y. (2021). Transgenik Farelerde Hipotalamik Arkuat AgRP Nöronlarının 

Opioid Modülasyonu. Yeditepe Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Fizyoloji 

ABD, Doktora Tezi. İstanbul 

Hipotalamusun arkuat çekirdeğinde (ARC) lokalize olan Agouti ile ilişkili peptit (AgRP) 

nöronları iştah, metabolizma ve enerji homeostazının düzenlenmesinde merkezi bir role 

sahiptir. Çalışmamızda µ opioid reseptör agonistinin AgRP nöronları üzerindeki olası 

fonksiyonel değişimlerini elektrofizyolojik ve Ca+2 aktivite görüntüleme yöntemleriyle 

karakterize etmeyi amaçladık. 

Çalışmada dişi ve erkek transgenik AgRP-Cre fareler kullanıldı. µ opioid reseptör 

agonisti DAMGO'nun AgRP nöronları üzerindeki etkileri optogenetik ve 

elektrofizyolojik testler (“cell attach” ve “whole cell”) ile ex vivo olarak incelenirken, µ-

opioid reseptör aktivasyonunun in vivo etkileri beslenme davranışı, lokomotor aktivite ve 

fiber fotometre Ca+2 görüntüleme yöntemleri kullanılarak incelenmiştir. Verilerin 

istatistiksel analizi için One-Way ANOVA testi kullanıldı. 

Ex vivo deneylerde, DAMGO, AgRP nöronlarının ateşleme frekansını önemli ölçüde 

azalttı ve bu nöronların dinlenim membran potansiyelini hiperpolarize etti (P<0,0001). 

Ayrıca, DAMGO, bu nöronlara giden uyarıcı post-sinaptik akımların frekansını önemli 

ölçüde azaltırken, inhibe post-sinaptik akım frekansını değiştirmediği gözlendi. 

Optogenetik tekniğinden faydalanılarak yapılan ARCAgRPPVH sinaptik bağlantı 

deneylerinde, ilaç uygulamasından sonra sinaptik tepe genliğinin önemli ölçüde azaldığı 

gözlendi (P<0,05). DAMGO'nun beş günlük intraperitoneal uygulamasından sonra 

farelerde gıda tüketim miktarının artma trendinde olduğu gözlendi. DAMGO 

uygulamasının bir sonucu olarak, hayvanların kat ettikleri mesafe anlamlı derece 

azalırken hızlarında bir değişiklik olmadı. AgRP nöronlarının in vivo Ca+2 aktivitesini 

görüntülemek için fiber fotometri tekniğini kullandık. DAMGO, 16 saat aç bırakılan 

farelere uygulandığında, AgRP nöronlarının Ca+2 aktivitesinin anlamlı derecede azaldığı 

gözlemlendi (P<0,05). 

Bu çalışmada µ opioid reseptörlerin AgRP nöronlarının aktivitesi üzerine etkileri ilk defa 

olarak incelenmiştir. Çalışmamızın bulgularına göre, µ opioid agonizminin iştah 

düzenlenmesinde önemli bir role sahip olan AgRP nöronlarının aktivitesinin 

modülasyonunda etkili olduğu önerilebilir. 
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ABSTRACT 

 

Yavuz, Y. (2021). Opioid Modulation of Hypothalamic Arcuate Agrp Neurons in 

Transgenic Mice. Yeditepe University, Institute of Health Science, Department of 

Physiology, PhD Thesis. İstanbul 

Agouti-related peptide (AgRP) neurons, localized in the arcuate nucleus (ARC) of the 

hypothalamus, have a central role in the regulation of appetite, metabolism, and energy 

homeostasis. We aimed to characterize possible functional changes of the µ-opioid 

receptor agonist on AgRP neurons by electrophysiological and Ca+2 activity imaging 

methods. 

Male and female AgRP-Cre mice were used. Ex vivo effects of DAMGO (a µ-opioid 

receptor agonist) on AgRP neurons were examined by optogenetic and 

electrophysiological (cell attach and whole cell) methods, in vivo effects of µ-opioid 

receptor activation were investigated by feeding behavior, locomotor activity and fiber 

photometry Ca+2 imaging methods. Data were statistically analyzed by One-Way 

ANOVA. 

DAMGO significantly reduced the firing frequency of AgRP neurons and hyperpolarized 

the resting membrane potential (P<0,0001). In addition, it was observed that this µ-opioid 

agonist significantly reduced the frequency of excitatory post-synaptic currents to the 

AgRP neurons, without changing the frequency of inhibitory post-synaptic currents. In 

ARCAgRPPVH synaptic connection experiments using the optogenetic technique, the 

synaptic peak amplitude decreased significantly after drug administration (P<0,05). Five 

days after intraperitoneal administration of DAMGO, amount of food consumption 

tended to increase. DAMGO treatment significantly decreased the distance traveled by 

the animals while their speed did not change. We used fiber photometry technique to 

monitor the in vivo Ca+2 activity of AgRP neurons. When DAMGO was administered to 

mice that were fasted for 16 hours, Ca+2 activity in AgRP neurons was significantly 

reduced (P<0.05). 
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In the present study, µ-opioid receptor modulation of AgRP neuronal activity is 

demonstrated for the first time. When the available data was considered, it can be 

suggested that µ-opioid agonism is effective in regulating the activity of AgRP neurons, 

which have an important role in appetite regulation. 

Key words: Opioids, AgRP mice, Optogenetic, Electrophysiology, Fiber photometry, 

Feeding behavior.
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Besin alımının merkezi düzenlenmesi, enerji homeostazına katkıda bulunan kilit 

bir mekanizmadır. Beslenme davranışını düzenlediği düşünülen birçok nöral devre hem 

anatomik hem de işlevsel olarak beynin ödül devresi ile örtüşür. Çok sayıda sinir ağının 

manipülasyonu, aynı anda gıda alımını ve ödül merkezini etkileyebilir. Bu süreçlerin 

altında yatan iki anahtar sistem olan homeostatik ve hedonik beslenmeyi kontrol edenler, 

genellikle bağımsız olarak kabul edilir. Hedonik beslenme duyusal algı veya zevk 

tarafından uyarılırken, homeostatitk beslenme ise temel metabolik süreçler ve hayatta 

kalmak için alınan gıdaların denetiminden sorumludur [1,2]. Fakat esas olarak oluşan 

negatif bir enerji dengesi, hipotalamus ve beyin sapının aracılık ettiği fizyolojik yeme 

ihtiyacına yol açar, ancak lezzetli yiyecekleri yeme arzusu, enerji durumundan bağımsız 

olarak yiyecek alımını teşvik edebilir. Öğün başlangıcı genellikle homeostatik olmayan 

mekanizmaları içerirken, öğün miktarı ve sonlandırılması, özellikle gıda alımının neden 

olduğu bağırsak sinyalleriyle ilgili olarak homeostatik kontrol altında yürütülür [3,4]. 

Ayrıca endojen opioid sistemi hem homeostatik hem de hedonik beslenmede 

önemli derecede etki etmektedir. Yapılan çalışmalarda, opioid reseptör agonistlerinin 

uygulanması hayvanlarda gıda alımında yüksek oranda artışa neden olduğu ve bunun 

aksine sistemik veya beyin içi opioid reseptör antagonist uygulamalarının enerji alım 

mekanizmaları üzerinde inhibe edici etkiye sahip olduğu gösterilmiştir [5-8]. Fakat 

homeostatik beslenme üzerine olan moleküler mekanizması halen tam net değildir. 

Opioidlerin melanokortin sistemleriyle etkileştiği düşünülmektedir. Melanokortinler ise 

çeşitli mekanizmalar yoluyla gıda alımını azalttığı bilinmektedir. Melanokortin 

reseptörlerinin endojen bir antagonisti olan agouti ile ilişkili peptid (AgRP) gıda alımının 

uyarılmasında önemli rol almaktadır [9,10].  

Nöropeptid Y (NPY), enerji dengesine ve beslenme davranışına aracılık eden bir 

diğer önemli hipotalamik nöropeptittir. Hem AgRP hem de NPY, hipotalamik arkuat 

çekirdekte (ARC) bulunan güçlü oreksijenik faktörlerdir [11]. AgRP/NPY nöronları, 

yoğun intrahipotalamik aksonal projeksiyonlarını paraventriküler çekirdeğe (PVH) 

yollayarak sinaptik bağlantılar yapmaktadır. ARCAgRP/NPYPVN sinaptik bağlantısı 

beslenmede önemli bir rol oynadığından [12], bu bağlantının gücündeki değişikliğin iştah 

düzenlemesi içinde kritik bir öneme sahip olması muhtemeldir.  
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Bu bağlamda, çalışmamızda, µ opioid reseptör agonisti ve antagonistinin 

homeostatik beslenmede önemli değere sahip arkuat çekirdekte lokolize olan ve aynı 

zamanda enerji tüketiminde görev alan AgRP nöronlarındaki fonksiyonel değişiklikleri 

kapsamlı ve sistematik olarak karakterize etmeyi amaçladık. Bunlar sırasıyla, 

DAMGO’nun, AgRP nöronlarında oluşan a) ateşleme frekanslarına olan etkisi b) 

presinaptik input anomalitelerinin spontane uyarıcı ve inhibe edici (IPSC ve EPSC) 

akımlar olan etskisi c) otonom ateşleme ve dinlenme potansiyeli gibi özelliklerinin 

karakterizasyonu d) AgRP nöronlarının sinaptik çıktılarının üzerine etkisi e) µ opioid 

reseptör agonistinin periton içi (i.p) uygulanmasından sonra farelerde oluşan davranışsal 

ve fonksiyonel değişiklikleri karakterize etmeyi amaçladık. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Opioidler 

Yüzyıllardır analjezik olarak yararlanılan opioidlerin sakinleştirici bir ajan olarak 

kullanımının en az 5.000 yıllık bir geçmişi vardır.  Ancak endojen opioidlerin beyinde 

varlığı 1970'lerde yapılan hayvan deneyleri sonrası keşfedildi [13]. Endojen opioid 

peptidler arasında endorfinler, enkefalinler, dinorfinler ve endomorfinler bulunur. Opioid 

reseptör türleri ise µ-, δ- ve κ- dir.  µ  opioid reseptörü (MOR), δ  opioid reseptörü (DOR) 

ve κ opioid reseptörü  (KOR) aracılığıyla işlev gösterirler. Bunlar G proteinine bağlı süper 

ailesinin üye reseptörleridir. β-Endorfin, beyinde çoğu yerde lokalize olmakla birlikte 

çoğunlukla hipotalamusun arkuat çekirdekte ve beyin sapında eksprese edilir. MOR 

aracılığıyla hareket ederek ve iştah düzenleme mekanizmasının yanı sıra cinsel 

davranışlar üzerine etki eder. Enkephalin reseptörü beyinde geniş dağılım gösterip ve 

MOR ve DOR reseptörleri aracılığıyla hareket eder. Dinorfin reseptörü ise KOR 

reseptörleri üzerinden etki ederek, omurilikte ve hipotalamus dâhil beynin birçok yerinde 

bulunur [13]. 

Yemek tüketimi basit, konvansiyonel bir davranış değildir. Bir yemek yeme işinin 

başlangıcı, yiyecek erişimi, temin edilen gıdanın tüketimi için merkezi ve çevresel sinir 

sisteminin eş zamanlı görevlerini yerine getirmesi gerekir [14]. Bu sistemlerin birlikte 

çalışması ve görevlerini yerine getirmesi genellikle laktasyon döneminden sonra 

öğrenilen davranışlardır. Bu nedenle, yeme davranışını düzenleyen yalnızca Merkezi 

Sinir Sistemi’nin (MSS) hipotalamustan ziyade çevresel sinir sistemiyle birlikte bir bütün 

olarak hareket etmektedir. Ayrıca, alkol ve nikotin maddelerinin oluşturmuş olduğu 

bağımlılık gibi opioid agonistlerinin doğrudan uygulanması veya alınması sonrası 

bağımlılık yaratan davranışlara yol açar. Aynı zamanda opioidlerin MSS’de bulunan ödül 

mekanizmaları üzerinde önemli rol oynadığı kabul edilmiştir. Bağımlılık oluşturan sinir 

ağlarının çoğu aynı zamanda ödül mekanizmalarında da yer alır. 

 Opioid reseptör antagonistleri, bağımlılık yapan ilaç alımını ve ödül 

mekanizmasını inhibe ederek lezzetli yiyecekler alımını azaltır. Son yıllarda yapılan 

çalışmalarda, naltrekson veya naloksonun (opioid antagonistleri) lezzetli yiyecek alımını 

azalttığı, morfin ve enkefalin gibi opioid reseptör agonistlerinin ise gıda alımını arttırdığı 

gösterilmiştir. Morfin ve türevlerinin akut uygulanmasının, nalokson ile geri 
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döndürülebilir bir şekilde gıda ve ağırlık alımını arttırırken, kronik morfin uygulanması 

sonrası ise gıda alımı ve vücut ağırlığının artışı düşmektedir. Ayrıca, kronik morfin 

uygulaması düzensiz bir beslenme modeline yol açtığı ve opioid agonistlerden bazılarının 

beyin içi nükleus akümbens çekirdeğine (NAc) enjeksiyonu sonrası, düşük yağlı diyet 

veya karbonhidrat açısından zengin olan diyete kıyasla yüksek yağlı besin alımda büyük 

bir artışa yol açtığı gösterilmiştir. Yapılan çalışmada, yüksek yağlı diyetle beslenen 

farelerin NAc, prefrontal kortek ve hipotalamus bölgesinde MOR ve ligand 

preproenkafalin ekspresyonun artığı gösterilmiştir. Bu veriler opioidlerin, vücut ağırlığı 

kontrolünde ve besin alımında rolü olduğunu, özellikle de ödül merkezini uyaran besin 

alımları ve opioidler arasında güçlü bir ilişki olduğunu göstermektedir [15]. Bu karşılıklı 

ilişki, opioiderjik beyindeki bir disfonksiyonun, obezite patofizyolojisinde ve değişmiş 

vücut ağırlığıyla bağlantılı hastalıklara yol açabileceği ve rol oynabileceği gerçeğini 

ortaya koymuştur. 

2.1.1. Opioid Reseptörlerinin Homeostatik ve Hedonik Mekanizmalar üzerine etkisi 

Enerji homeostazının düzenlenmesinden sorumlu olan opioid reseptörleri, beyinin 

farklı bölgelerinde lokalize olan ve merkezi sinir sisteminde geniş dağılım 

göstermektedir. Opioid reseptörlerinin enerji dengesindeki rolü yapılan çalışmalarda 

sıklıkla gösterilmiştir [13-16]. Bu alanda yapılan ilk çalışma, opioid reseptör antagonisti 

olan nalokson, fare ve sıçanlarda uygulandığında gıda alımını anlamlı derecede 

azaltmıştır [17]. Çok sayıda çalışmada, sitemik veya beyin içi enjeksiyon olarak 

uygulanılan opioid reseptör antagonistlerinin farelerde, sıçanlarda hatta kemirgen 

hayvanlarda gıda alımını ve vücut ağırlıklarının azalttığı gösterilmiştir [18-23]. Bunlara 

ek olarak, MOR geni, özellikle ekson1’de rs1799971 ve intron 1'de rs514980 ve 

rs7773995 genotipleri, beden kitle indeksi (BMI) ve obezite ile pozitif olarak ilişki olduğu 

gösterilmiştir [24]. Opioidlerin gıda alımı üzerindeki moleküler mekanizması tam olarak 

anlaşılmasa da, merkezi opioid ve melanokortin sistemleri birbirleriyle etkileşim halinde 

olduğu bilinmektedir. 

Melanokortinler, yeme davranışını düzenleyen ve proopiomelanokortin (POMC) 

olarak isimlendirilen öncüleri, hem gıda alımını azaltan α-melanosit uyarıcı hormonu hem 

de davranışının yanı sıra ruh hali ve gıda alımını etkileyen β-endorfini sentezler. Ayrıca 

POMC nöronları, kendi alt popülasyon nöronlarını hiperpolarize eden ve aksiyon 

potansiyel ateşlemesini susturan postsinaptik µ opioid reseptörlerini sentezler. Dahası, 

GABAerjik terminallerinde lokalize olan üç farklı opioid reseptörün aktivasyonu pre-



5 
 

sinaptik POMC nöronlarını inhibe eder.  Opioid agonistlerinin POMC nöronlarında pre-

postsinaptik etkileri ve ayrıca POMC nöronlarından sentezlenen ve sinaptik boşluğa 

salınan opioidlerin karşılıklı etkileşimler içinde olduğu göstermektedir [25].  

Melanokortinler, melanokortin reseptörü 3 ve 4 (MC3R ve MC4R) reseptörleri ile 

yiyecek alımını azaltıcı yönde etki eder. Bu reseptörlerin endojen bir antagonisti olan 

agouti ile ilişkili peptid (AgRP) tarafından indüklenen gıda alımının uyarılması, opioid 

antagonisti nalokson veya naltrekson uygulaması ile azaldığı gösterilmiştir [26,27]. 

AgRP uyarımı ile oluşan gıda alımını MOR ve KOR opioid reseptörleri üzerinden olduğu 

göstermek için yapılan çalışmada, bu reseptörlerin birlikte inhibisyonu sonrası gıda alımı 

baskılanmıştır [28]. Ayrıca, bu opioid reseptörlerinin ayrı ayrı inhibe edilmesi sonrası 

AgRP'nin oreksijenik etkisini değiştirmemiştir [28]. Opioid ve melanokortin sistemi 

arasındaki yakın etkileşim, beta endorfinin (MOR ligandı) oreksijenik etkisinin MC3R ve 

MC4R reseptörleri için bir agonist tarafından baskılandığı gösterilmiştir [29].  

Beslenme davranışı ve enerji dengesinin bir başka önemli nöron grubu NPY 

nöronlarıdır. Hipotalamik ARC’de birlikte lokalize olan NPY ve AgRP nöropepttidleri 

güçlü oreksijenik faktörlerdir. Yapılan çalışmalarda, NPY'nin oreksijenik etkisinin opioid 

sistemlerle ilişkili olduğu gösterilmiştir. Örneğin, merkezi ve periferal nalokson 

uygulanması sonrası, NPY ile indüklenen beslenme davranışını azalttığı gösterilmiştir 

[30-33]. MOR ve KOR reseptörleri NPY'nin oreksijenik etkisine tetikleyen opioid 

reseptörleridir. NPY ile indüklenen beslenmeyi norBIN (KOR antagonisti) ve β-FNA'nın 

(MOR antagonisti) baskılarken, (DOR antagonisti) NPY etkilerini değiştirmediği 

gösterilmiştir [30].  

Oreksin A, lateral hipotalamusta bulunan başka bir oreksijenik nöropeptiddir. 

Yapılan çalışmalarda, oreksin uyarımı ile oluşan beslenme davranışının modülasyonu 

opioidler tarafından kontrol edildiği gösterilmiştir. Hipotalamik oreksin enjeksiyonu 

sonrası ventral tegmental alanda (VTA), paraventriküler çekirdekte (PVH) ve 

amigdalanın merkezi çekirdeğinde enkafalin gen ekspresyonunu artırdığı gösterilmiştir 

[34]. Buna karşı olarak sıçanlara naltrekson uygulanması sonrası oreksin-A’nın 

oreksijenik etkisinin azaldığı gösterilmiştir [35]. İlginç bir şekilde, naltrekson ayrıca, 

doğrudan akümbens çekirdeğine uygulandığında oreksin A'nın etkilerini bloke etmekte, 

bu da oreksininin, beslenme davranışını uyarıcı etkisinin gıdanın ödüllendirici 

özellikleriyle ilgili olduğunu göstermektedir [23]. Bunun aksine opioidler, lateral 
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hipotalamusta lokalize olan melanin-konsantre edici hormonun oreksijenik etkilerine 

aracılık etmemektedirler [36]. Diğer bir önemli bulgu da, MOR agonisti olan 

DAMGO'nun akümbens çekirdeğe uygulanması sonrası alınan yüksek yağlı diyetin 

artmasına karşın VTA’da bozulmamış bir oreksin sinyali gösterilmiş olmasıdır [37]. 

Opioidlerin, oreksin sistemileri ile olan bu bağlantısı homeostatik ve hedonik gıda alım 

ve enerji homeostazisini modüle ettiğini düşündürmektedir. 

Opioidler, homeostatik gıda alımının düzenlenmesinde görev alır ve ayrıca ödül 

mekanizmalarını uyararak şekerli solüsyonların ya da alınan besinin lezzetini 

düzenleyerek hedonik yönde katkı sağlamaktadır [38-40]. Hedonik beslemenin 

edinilmesi, mezolimbik dopamin yolunun aktivasyonunu, VTA’dan NAc bölgesine 

dopaminerjik projeksiyonu içerir ki bu muhtemelen yiyeceklerin ödül devresinin en 

önemli yolağı olarak düşünülmektedir. Endojen opioidler, mezolimbik dopamin yolunu 

hem VTA hem de NAc bölgelerinde düzenler [41]. Bu nedenle yapılan birçok çalışmada, 

opioid reseptör agonist / antagonistleri VTA ve NAc bölglerine enjekte edilerek 

mezolimbik dopamin yolağı üzerine etkileri araştırılmıştır. Bazı çalışmalarda, opioidlerin 

ödül mekanizmaları üzerindeki etkilerinin, homeostatik mekanizmaların üzerindeki 

etkilerinden daha güçlü olduğu ileri sürülmektedir.  Bu bakımdan nalokson 

uygulamasıyla yapılan çalışmada, farelerin su alımına kıyasla sükrozlu su alımını daha 

kuvvetli baskıladığı [42] ve ayrıca sakarinli solüsyon tercihini bloke ettiği gösterilmiştir 

[43]. Buna karşı, DAMGO'nun NAc bölgesine uygulanması sonrası hayvanlarda sakarin 

alımını artırdığı [44,45] ve VTA yapılan DAMGO enjeksiyonu sonrasında ise tok 

hayvanlarda gıda alımını indüklediği gösterildi [46].  Kemirgenlere naltrekson 

uygulanması sonrası sakaroz diyetinin alımını önemli ölçüde azalmasını sağladığı gibi, 

opioidler ayrıca yemek diyetine kıyasla bazı özel diyetlerin tercihini de modüle 

etmektedir [47].  

Dahası, opioid reseptör antagonisti naltrekson, mezolimbik ödül yollağında 

ghrelin hormonunu indüklemesine rağmen beslenmeyi değiştirmemektedir [48,49]. Mide 

tarafından sentezi gerçekleşen peptit yapılı bir hormon olan ghrelin, ghrelin reseptörü 

aracılığıyla hareket edip hipotalamusta ve mezolimbik dopamin sisteminin farklı 

bölgelerinde yüksek oranda eksprese edilerek yiyecek alımının artmasına neden 

olmaktadır [50].  Ghrelin hormonunun VTA veya NAc çekirdeğine uygulandığında 

beslenme davranışını güçlü şekil de uyarmaktadır [51,52].  Bir başka önemli konu ise 

opioid antagonistlerinin çoğunun akut uygulanması sonrası gıda alımını azalttığı ancak 
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bazılarında ise kronik uygulanması sonrası da gıda alımını azaltığı gösterilmiştir. Yapılan 

bazı çalışmlarada 3,4-dimetil-4-fenilpiperidinler opioid agonistinin kronik uygulaması 

sonrası farelerde gıda alımını azaltığı gösterilmiştir. Dahası, MOR ve KOR antagonisti 

olan LY255582, kronik olarak 7 gün boyunca intraventriküler olarak uygulandığında gıda 

alımını ve vücut ağırlığını azaltmıştır [53]. Aynı bileşikle yapılan başka bir çalışmada, 

obez Zucker şıçanlarına 30 gün boyunca subkutan olarak uygulandığında gıda alımının 

ve vücut ağırlığının azaldığı gösterilmiştir [20]. Ek olarak, yüksek yağlı diyetle beslenen 

sıçanlara 14 gün boyunca oral olarak opioid antagonistti LY255582 uyguladıklarında, 

sıçanlarda gıda alımını ve vücut ağırlığınıın azaldığını gösterilmiştir [21].  

 

Şekil 1. Opioid reseptörlerinin nöroanatomik dağılımı [74]. 

2.1.2. Klasik Opioid Reseptör Sinyali 

Opioid reseptörleri, medulla, locus coeruleus ve periakuaduktal gri alanı içeren 

ağrıyı modüle edici yollarda ekspres edilirler. Ayrıca limbik, orta beyin ve kortikal 

yapılarda da ifade edilmektedir. Opioid reseptörlerinin bu lokasyonlardaki aktivasyonu, 

doğrudan nöronları inhibe eder ve bu da omurilik ağrısı iletimini engeller [54,55]. Bu 

reseptörlerin disinhibisyona girme süreci çoğunlukla analjezi ile ilgili olarak anlaşılsa da; 

opioid devrelerindeki yeni düzenleyici mekanizmaları ortaya çıkarmak için bu alandaki 

çalışmalar hala aktif şekilde devam etmektedir. Tüm opioid reseptörleri, inhibe edici G 

proteinlerine bağlanan transmembran proteinlerdir. Endojen opioid peptiti olan endorfin 

tarafından aktive olduğunda ya da morfin ve fentanil gibi eksojen agonistleri tarafından 

aktive edildikten sonra, Gα ve Gβ alt birimlerine ayrılır ve çeşitli hücre içi efektör 

yolaklar üzerine etki ederler [56,57]. Opioid reseptör farmakolojisindeki ilk çalışmalar, 

guanozin trifosfat (GTP) gibi guanin nükleotidlerinin, beyin dokusundan membran 

 



8 
 

preparasyonlarında opioid reseptörlerine bağlanmayı modüle ettiğini göstermiştir. Daha 

sonra, GTPaz aktivitesinin opioid agonistleri ve endojen opioid peptidleri tarafından 

uyarıldığı gösterilmiştir [58]. Ayrıca opioid reseptörlerinin agonist stimülasyonunun, 

diğer G protein bağlı reseptör tiplerine (GPCR) benzer bir şekilde siklik adenozin 

monofosfat (cAMP) üretimini inhibe ettiği de gösterilmiştir [59]. Boğmaca toksini 

(pertussis toxin) kullanılarak seçici G protein adenosin difosfat (ADP) ribosil edildiğinde, 

opioid reseptörlerin G proteinleri üzerinden cAMP sinyali inhibe ettiği bulunmuştur 

[60,61]. 

Günümüzde, dört opioid reseptör türünün, boğmaca-toksine duyarlı G 

proteinleriyle birleştiği ve cAMP inhibisyonunu Gαi üzerinden gerçekleştirdiği yaygın 

olarak kabul edilmektedir. Opioid reseptör sinyal transdüksiyonunun klasik ve belki de 

en önemli yönü, opioidlerin kalsiyum ve potasyum iyon kanallarını modüle etme 

kabiliyetiyle ilgili olmasıdır (Şekil 2). Gαi, Gβγ 'den ayrıldıktan sonra, Gα proteini alt 

birimi, G-proteini kaplı içe doğru rektifiye edici potasyum kanalı (Kir3) ile doğrudan 

etkileşime girer. Kanal deaktivasyonu, GTP'den guanozin difosfat hidrolizine ve Gβγ'nin 

kanalla etkileşimden uzaklaştırılmasından sonra gerçekleşir [62-64]. Bu süreç hücresel 

hiperpolarizasyona neden olur ve tonik sinir aktivitesini engeller. 

Yapılan bazı çalışmalarda, opioidlerin nöral uyarılabilirlik üzerindeki inhibe edici 

etkilerinin, opioid reseptörlerinin G proteini ile düzenlenen Kir3 ile etkileşimlerinden 

kaynaklandığı gösterilmiştir [65,66]. Aktive edildiğinde, dört opioid reseptörünün tümü, 

P / Q-tipi, N-tipi ve L-tipi kanal blokerlerine duyarlı olan Ca+2 akımlarında bir azalmaya 

neden olmaktadır [67]. Opioid reseptörünün neden olduğu kalsiyum iletkenliği 

inhibisyonu ayrılmış Gβγ alt biriminin doğrudan kanala bağlanması aracılık eder [67]. Bu 

bağlanma olayının, kanal gözenek açıklığının voltaj aktivasyonunu azalttığı 

düşünülmektedir [68,69]. Yapılan araştırmalarda, opioid reseptörlerinin Ca+2 kanalları ile 

etkileşime girdiğini ve modüle ettiği gösterilmiştir ki bu bulgular opioid reseptör 

modülasyonunda yer alabilecek spesifik Ca+2 kanal alt birimlerinin incelenmesine yol 

açmıştır. Örneğin, MOR stimülasyonunun α1a ve α1b alt birimlerinin G proteinine 

bağımlı inhibisyonuyla sonuçlandığı gösterilmiştir [70]. Opioid agonistlerinin akut 

uygulamasının, opiat toleransının gelişimi sırasında veziküler Ca+2 içeriğinin telafi edici 

düzenleme regülasyonu ile sinaptik veziküller ve sinaptozomlardaki Ca+2 içeriğini 

azalttığı da açık şekilde gösterilmiştir [71,72]. Bunlara ek olarak, µ, γ ve κ opioid 
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reseptörlerinin aktivasyonu adenilil siklaz aktivitesini inhibe ederek, cAMP'ye bağlı Ca+2 

akışı da azalır. 

Opioid reseptörlerinin, potasyum kanallarına pozitif olarak bağlanırken kalsiyum 

kanallarını negatif olarak modüle ettiğine dair kanıtlar, çok sayıda model sistem ve hücre 

tipinde bildirilmiştir. Uzun yıllar boyunca bunun, sinir sistemindeki opioid reseptörlerinin 

birincil eylemi olduğu düşünülüyordu. Opioid reseptörlerinin potasyum ve kalsiyum 

kanallarına olan bu etkileşim, hipokampustaki nöronlardan, locus coeruleus ve ventral 

tegmental alandaki nöronlardan dorsal kök ganglionlara kadar geniş bir sistem 

yelpazesinde gösterilmiş ve bu kanalların yüksek oranda korunmuş opioid reseptör 

substratları olduğu fikrini desteklemiştir. Her ne kadar opioid reseptörlerinin iyon kanalı 

modülasyonu üzerinde güçlü etkilere sahip olsa da diğer sinyal iletim yolları üzerinde 

güçlü etkilere sahip oldukları öne sürülmektedir. 

 

Şekil 2. Opioid reseptör sinyalleşmesinin özeti [73]. 

2.2. Arkuat Çekirdek NPY Nöronları 

AgRP nöronları, vücudumuzun beslenme ve enerji metabolizmasından sorumlu 

olan beynin hipotalamus bölgesinde lökalize olan nöron popülasyonlarıdır. Açlık 

durumunda ARC AgRp nöronlarında mRNA ekspresyonunda gözlenen artışla birlikte 

sirkadiyen aktivite seviyeleri de değişim göstermektedir. Fareler üzerinde yapılan bir 

çalışmada, AgRP nöron aktivitesinin karanlık fazın başlamasına kısa süre kala en yüksek 

aktivite seviyelerine ulaştığı gösterilmektedir [75-77]. Ayrıca ARC AgRP nöronları, 

vücut ağırlığı kontrol mekanizmasında ve enerji homeostazında görev alan, NPY ve γ-

MAPK 

sinyali 

Arrestin 

güçlendirme 

Opioid agonist G-protein 

aktivasyonu 

Reseptör fosforilasyon 

Geri dönüş 
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aminobütirik asit (GABA) nörotransmitter maddelerin ekspresyonlarını da arttırmaktadır 

[78-84]. 

Hipotalamus tabanında median eminence (ME) yakınında bulunan ARC [85,86], 

kan yoluyla taşınan sinyaller tarafından erişebilirdir. Enerji homeostazının 

düzenlenmesinden sorumlu moleküller, periferik uygulama sonrası ARC parankimasına 

(parankimine) hızlı difüze olarak ARC nöron aktivasyonunda değişime neden olmaktadır 

[87-92]. 

AgRp nöronlarının yapısında yer alan metabolik olarak aktif kabul edilen leptin, 

insülin ve ghrelin hormon reseptörleri bu nöronlarda periferik sinyallerle olan 

modülasyonunu desteklemekte ve sağlamaktadır [93-97]. Yapılan çalışmalarda ARC ve 

sirkumventriküler organlar arasındaki nöronal bağlantılara ek olarak ARC nöronlarının 

aktivitesini modüle eden alternatif bir periferik sinyal mekanizmasının olduğu öne 

sürülmüştür [98,99]. 

ARC AgRP nöronları, enerji homeostatik kontrolü için doğrudan veya dolaylı 

şekilde sinaptik uyarılar alabilmektedir. Örneğin hipotalamusun paraventriküler 

çekirdeğinden, tirotropin salgılatıcı hormon ve hipofiz adenilat siklaz aktive edici 

polipeptit eksprese eden nöronlar AgRP nöronlarına projeksiyon yapmaktadır [100].  

Ayrıca AgRP nöronları üzerinde bulunan nöropeptid FF reseptör 2 (NPFFR2) 

aracılığıyla hem doğrudan hem de dolaylı mekanizmalar ile başka afferent girdiler alarak 

sinyalleşmeyi sağlamaktadır [92].  

ARC nöronlarından gelen AgRP ve birlikte ifade edilen nörotransmitterleri, 

beslenmeyi teşvik eden ve enerji tüketiminin azaltılmasını dört farklı sinyalleşme 

üzerinden yapmaktadır. (Şekil 2.3). Bu sinyalleşmelerden ilki olan NPY, POMC (komşu 

anoreksijenik proopiomelanokortin) ve CART (kokain-amfetamin düzenlenen transkript) 

nöronlarında yer alan postsinaptik Y1 reseptörlerine doğrudan etki ederek işlevini inhibe 

eder [78, 101]. ARC POMC ve CART nöronları tarafından salgılanan α-MSH, MC4R 

(melanokortin-4 reseptör)’nin aktivitesini sağlayarak hem beslenmenin azalmasını hem 

de enerji tüketimini artmasına neden olmaktadır [101,102]. 

İkinci sinyalleşme yolunda NPY, PVH’de ve farklı postsinaptik Y1 ve Y5 

reseptörlerinin ekspresyonuna etki eden nöronları uyararak beslenmeyi teşvik etmektedir 

[101,103]. Üçüncü sinyal yolunda AgRp tarafından salgılanan GABA, POMC ve CART 
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nöronlarının ve diğer alt hedeflerin inhibitörü olarak görev yapmaktadır [101,104]. 

Dördüncü sinyalleşme yolunda ise AgRP, POMC tarafından salgılanan α-MSH’in 

postsinaptik MC3R ve MC4R reseptörleri üzerine olan etkisini inhibe etmektedir 

[101,105]. ARC AgRP nöronlarının yapmış olduğu projeksiyon ağı Şekil 3’de 

gösterilmiştir. 

POMC ve MC4R sinyalini düzenlenmesi için ARC NPY nöronlarından gelen 

sinaptik uyarıların aksine melanokortin reseptör agonistlerinin ve AgRP agonistlerinin, 

NPY nöronlarının elektriksel özelliklerini büyük ölçüde etkilemediği gösterilmiştir [106]. 

Bu bulgu ARC NPY nöronlarının beslenme ve enerji metabolizmasında oldukça önemli 

rol aldığını desteklemektedir. 

 

 

Şekil 3. Arkuat AgRP nöronlarının yapmış olduğu projeksiyon haritası [117]. 

NPY eksprese eden hücre popülasyonlarının beyindeki geniş dağılımı, kapsamlı, 

çoklu ve örtüşen terminal bağlantıların kurulmasına olanak sağlar [106]. Fakat, bu 

hücrelerin AgRP ile ortak olarak bulunduğu bölge oldukça sınırlı ve bu ortak lokalize 

olunan popülasyon sadece ARC’da bulunmaktadır [79,80]. 

ARC'da AgRP'nin bu lokalize ve kısıtlı ifadesi, ARC NPY nöron 

projeksiyonlarını ve AgRP immünoreaktivitesini tanımlamak veya NPY promotörü 

yerine AgRP gen promotörüne dayalı araçlar kullanarak bu nöronları manipüle ederek 

fonksiyonları incelenmiştir. ARC NPY nöronlarının büyük bir bölümünü kapsamasına 

rağmen, AgRP ifade etmeyen bir ARC NPY nöron alt kümesinin varlığını göstermeyi 

amaçlayan çalışmalar yapılmıştır [79,107-110]. Bu nedenle, AgRP eksprese eden 
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nöronlar bir “toksin reseptörü aracılı hücre nakavtı” yaklaşımı ile ablasyona tabi 

tutulduğunda, ARC'da hala NPY-pozitif hücrelerin %15'i kalmaktadır [108].  

Benzer şekilde, NPY Cre farelerde, AgRP eksprese eden hücreler spesifik olarak 

silindiğinde ARC'da %15 oranında NPY pozitif hücre görülmüştür. Bunlara ek olarak, 

AgRP eksprese eden hücrelerin kırmızı floresan protein td-TOMATO ile NPY eksprese 

eden hücrelerin yeşil floresan protein ile işaretlendiğinde ARC'daki bir nöron 

popülasyonunun NPY ifade ettiğini ancak AgRP'yi ifade etmediğini gözlemlenmiştir 

[107]. Bu nedenle, bir işaretleyici olarak AgRP veya AgRP Cre hattı kullanan çalışmalar, 

tüm ARC NPY popülasyonu yerine yalnızca ARC NPY nöronlarının bir alt kümesini 

inceleyebilir.  

Ayrıca, tek hücreli dizileme ve diğer teknolojik yollarla, ARC NPY 

popülasyonunda yukarıda bahsedilen ikiye bölünmüş sınıflandırmaya göre çok daha fazla 

heterojenlik olduğu gösterilmiştir [109,110]. ARC NPY nöronlarının farklı nörokimyasal 

özellikleri ve buna karşılık gelen projeksiyonları ve işlevleriyle sonuçlanan bu 

heterojenliğe ek araştırmalar yapılması gerekmektedir. Çünkü beslenme ve enerji 

metabolik kontrol çalışmalarında kullanılan AgRP Cre farelerden bahsedilirken “ARC 

NPY/AgRP” kullanılmaktadır. 

AgRP nöronlarının projeksiyonlarını belirlemek için yapılan çalışmada ARC 

AgRP nöronları hem hipotalamik hem de ekstrahipotalamik alanlara sinaptik bağlantılar 

kurarak innervasyon oluşturduğu gösterilmiştir. 

Bu bağlamda AgRP nöronları ön beyinde bulunan lateral septal  (LA), stria 

terminalis (BNST) ve amigdala bölgesine, orta beyinde yer alan medial preoptik alan 

(MPA), periventriküler alan (PVH), dorsomedial hipotalamus (DMH), (LHA), talamusun 

paraventriküler çekirdeklerine (PVT), arka beyinde bulunan paranigral çekirdek (PN) ve 

(VTA), dorsal rafe çekirdek (DR), periakuaduktal gri (PAG) ve parabrakiyal çekirdek 

(PBN) bölgelerine farklı yoğunlukta sinaptik projeksiyonlar (Şekil 4) yaptığı 

gösterilmiştir [79].  
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Şekil 4. Arkuat AgRP nöronlarının GFP ile işaretlenmesi sonrası projeksiyon yoğunluk 

haritası [116]. 

 

ARC NPY/AgRP nöronların bu bölgelerdeki hedef nöronlara yollamış olduğu 

inhibisyon akımlarını, yapılan çalışmada AgRP nöron ablasyonu gerçekleştirilerek, 

projeksiyon yaptığı bu bölgelerden c-fos aktivitesi bakılarak gösterilmiştir [111,112]. 

Yapılan bu haritalama sonuçları değerlendirildiğinde, NPY/AgRP nöronlarının hedefi 

olan birçok beyin bölgesinde, ARC, PVH, DMH, MPA, LS, PAG dahil olmak üzere ARC 

NPY/AgRP nöronlarının ablasyonundan sonra c-fos ekspresyonunun güçlü 

aktivasyonunu gösterirken, BNST, VTA ve PN, c-fos aktivitesi göstermedi veya çok az 

gösterdiği saptanmıştır [79, 112,113]. ARC NPY/AgRP nöronlarının ablasyonundan 

sonra bu beyin bölgelerinde c-fos ekspresyonun olmaması, oluşan zayıf bir uyarıcı 

girdiden kaynaklanabilir veya alternatif olarak ARC NPY/AgRP nöronlarından gelen 

inhibisyon, toplam inhibitörün sadece küçük bir kısmını oluşturabilmektedir [114,115]. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Deneyler, Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı Beyin 

Araştırmaları ve University of Iowa Sinirbilim ve Farmakoloji Laboratuvarlarında 

gerçekleştirildi. Deney protokolü Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Hayvan Deneyleri 

Etik Kurulu (YÜDHEK) 27.08.2020 tarihinde 2020/08-9 no’lu kararla onaylanmıştır. 

3.1. Kullanılan Deney Hayvanı 

Bu tez çalışmasında, yirmişer adet dişi ve erkek  (6-8 haftalık) transgenik Agrp-

Ires-cre (Jax. Lab. #012899) fareler kullanılmıştır. Bu fareler Jackson Laboratuvarından 

(ABD) ithal edilmiş ve üretilmiştir. Deney hayvanları 21±1 ◦C oda ısısı ve 12 saat 

aydınlık-karanlık ortamda tutuldular. Farelere standart fare yemi ve normal musluk suyu 

ad libitum olarak verildi.  Deneyler, in-vivo (n=11 fare) ve ex-vivo (n=29) olmak üzere 

iki grup oluşturularak yürütüldü. 

3.1.1. Farelerin Üretim Stratejisi  

Bu çalışmada kullanılan Agrp-Ires-cre (Jax. Lab. #012899) transgenik fare hattı 

Jackson laboratuvarından 1 erkek ve 1 dişi fare olacak şeklinde ithal edilmiştir. Jackson 

laboratuvarının önerdiği şekilde Homozigot x Homozigot çiftleşme stratejisi uygulandı. 

Bu stratejiye uygun olarak iki dişi ve bir erkekten oluşan çiftleşme kafesi oluşturuldu. 

Sonrasında farelerin siklüs takibi yapıldı ve gebe kalan fareler bireysel kafeslere alındı. 

Tüm bu AgRP-Cre fare hattının üretimi ve bakımı Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Deneysel Araştırmalar Merkezi’nde (YÜDETAM) yapıldı. 

3.1.2. Genotipleme  

 Yeni doğan yavruların laktasyon dönemi beklendi ve 22. günde hayvanlar 

cinsiyetlerine göre ayrıldı. Daha sonra 22. günde yavruların kulaklarına küpe takılarak, 

kulak dokusu alındı. Kulak dokuları +4 °C’de DNAse’den arındırılmış deney tüplerine 

alındı. Her bir örneğe 100 µl 25 mM NaOH/0.2 mM EDTA solüsyonundan eklendi. Bu 

örnekler 98 °C’de 60 dakika boyunca inkübe edildi. İnkübasyon sonunda 19 °C’ye alınan 

dokular 100 µL 40 mM Tris-HCl solüsyonu ile 4000 rpm’de 3 dakika santrifüj 

(Mikrosantrifüj, Sigma 1-14) edildi. Hazırlanan solüsyon genotipleme için yeni tüplere 

aktarıldı. 

 



15 
 

3.1.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) 

Elde edilen yeni solüsyondaki DNA tabloda belirtilen malzemeler ile karıştırılarak 

PZR karışımı oluşturuldu. PZR deneyi için her biri için kontrol ve transgenik PZR 

karışımı oluşturuldu. Ardından, yeni tüplerin son hacimleri 12µl olacak şekilde üzerlerine 

ddH2O eklendi. 

Tablo 1.  Kontrol PZR içerikleri. 

 

Tablo 2. Transgenik PZR içerikleri. 

 



16 
 

Tablo 3.  Kullanılan Primer Dizileri. 

 

Hazırlanan PZR tüpleri aşağıda tabloda (Tablo 4’te) belirtilen protokolü uygulamak üzere 

(Multigene Optimax, TC9610) cihazına yerleştirildi. 

 

Tablo 4.  PZR protokolü. 
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Hazırlanan karışım PCR cihazına (Labnet, Multigene Optimax) konularak, 

reaksiyon başlatıldı. Reaksiyon sonunda, 1 X Tris-Borik asit- EDTA (TBE) (40 mM Tris-

Cl, 45 mM borik asit, 1 mM EDTA) içerisinde %2 agaroz hazırlandı. Görüntülemede 

DNA’nın seçilebilmesi için 200 ml jel içerisine 10 µl EzView Stain (Biomatik, A4205, 

Kanada) eklendi. Sonrasında hazır hale gelen jel 0,5 X TBE içeren elektroforez tankına 

(BioRad, ABD) yerleştirildi. PZR ürünleri 8X jel yükleme boyası (NEB, B7024S, 

İngiltere) ile 1:8 oranında karıştırıldı. Kuyucuklara 12 µl PZR ürünü ve ilk kuyucuğa 4 

µl DNA ladder (NEB, N3232, İngiltere) yüklendi. Tank kapağı yavaş şekilde kapatılarak 

protokole uygun şekilde 120 V 300 mA 25 dakika elektroforez işlemi gerçekleştirildi. 

Deney sonrası jel Biorad Chemidoc sistemi kullanılarak görüntülendi. Alınan görüntü 

Şekil 5’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 5. AgRP Cre fare PCR sonucu. 

 

3.2. Cre rekombinaz Bağımlı AAV virüslerin İntrakraniyal Enjeksiyonu  

 Intrakraniyal enjeksiyonu için ABD’de bulunan AddGene firmasından 

(www.addgene.org) AAV-CAG-Flex-GFP virüsü satın alındı. Tercih edilen bu virüsün 

genetik haritasında GFP geni ile Cre enziminin bağlandığı LoxP genlerini de içermesidir. 

Bu sistemin sunmuş olduğu avantaj Cre bağımlı transgenik fare hatlarında cre rekombinat 

enzimini içeren spesifik nöronları işaretleyerek, bu nöronların GFP sentezlemesine 

olanak sağlamasıdır. Bu çalışmada AgRP-Cre farelere AAV-CAG-Flex-GFP virüsü 

enjekte edilerek AgRP nöronlarının GFP ile işaretlenmesi gerçekleştirildi.  Virüs 

enjeksiyonları stereotaksik (David Kopf) cihaz içerisinde izofluran gaz anestezisi 

kullanılarak yapıldı (Şekil 6). İntrakraniyal enjeksiyonların yapım aşaması, fareler hafif 

izofluran anestezi altında stereotaksik cihazına yerleştirildiler. Cihaza yerleştirildikten 

sonra, solunabilir oksijen ile %1,5-2 izofluran uygulanarak fareler derin anesteziye alındı. 
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Gaz anestezi işlemi operasyon boyunca devam etti. Fareler derin anesteziye 

girdiklerinden emin olduktan sonra tıraş makinası vasıtasıyla kafa derisi üzerindeki 

kılların kesimi gerçekleştirildi. Bu işlem bittikten sonra tıraş edilen kısım kulak pamuğu 

kullanılarak antiseptik uygulandı. Sonrasında farelerin kafa derisine insizyon yapıldı. 

Manipülasyon yapacağımız kısma soğuk Hidrojen Peroksit (H2O2) ve serum fizyolojik 

uygulayarak kafatasında bulunan Bregma – Lambda noktalarının görünürlüğü artırıldı. 

Elektrot tutucu ile fare Bregma- Lambda noktaları arası uzunluk ölçüldü. Hipotalamik 

ARC bölgesinin koordinat noktaları fare beyin atlasında belirtildiği gibi 1,35 mm 

posteriyor, ±0,35 mm lateral ve 5,85 mm vertikal olarak belirlendi [118]. Stereotaksik 

cihazına yerleştirilen her farenin Bregma-Lambda noktaları arasındaki mesafe ölçümü 

yapılarak, bu koordinatlara göre oranlaması yapıldı.  Yeni oluşan enjeksiyon noktasına 

cerrahi matkap (tur aleti) kullanılarak küçük bir delik açıldı. Beyin içi enjeksiyonlarda 

kullanılan mikro pipetlerin (Drummond Scientific, Wiretrol, Broomall-PA) uçlarının 

beyin dokusuna daha az zarar vermesi için pipet çekme cihazı (Narishige, Japonya) ile 

uçları daha ince (50µm) çap genişliği olacak şekilde ayarlandı. İşleme uğramış pipetlerin 

içlerine mineral yağ ile dolduruldu ve mikro manipülatör cihazına yerleştirildi. Pipet 

içerindeki mineral yağın bir kısmı dışarı çıkartılarak, yerine 1,2µl virüs çekildi. 

Hipotalamik ARC bölgesine iki taraflı intrakraniyal olarak 600 nl virüs enjekte edildi.  

Her bir bölgeye enjeksiyon yapıldıktan sonra 15 dakika beklenildi. Tüm işlemler bittikten 

sonra kafa derisi 4.0 cerrahi iplikle dikiş atıldı. Dikiş sonrası manipülasyona uğrayan 

bölge tekrar antiseptik kullanılarak temizlendi. Enjeksiyon sonra AgRP nöronlarının GFP 

üretmeleri için yaklaşık iki hafta beklendi. Sonrasında deney protokolüne göre işlemler 

yapılmaya başlandı.  
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Şekil 6. Stereotaksik cihaza yerleştirilen farede cam pipetle virüs enjeksiyonu. 

3.3. Beyin Kesiti Hazırlanması 

Etik kurul başvurusunda belirtildiği gibi GFP virüsü ile enjeksiyon yapılan AgRP-

Cre fareler uygun şekilde anestezi altında dekapite edildi. Fare beyinleri hızlı bir şekilde 

kesme (cutting) solüsyonu içerisine aktarılarak vibratom (Campden Instruments 5100mz) 

cihazı ile 250 µM kalınlığın da arkuat çekirdeği içeren kesitler alındı (Şekil 7’de). Kesme 

(cutting) solüsyon içeriği: (92 mM NMDG, 2.5 mM KCl, 1.25 Mm NaHPO4,  30 mM 

NaHCO3,  20 mM HEPES, 25 mM Glikoz, 2 mM Tiyoüre, 5mM Na-askorbat, 3 mM Na-

piruvat, 0.5 mM CaCI2.2H2O ve 10 mM MgS04.7H2O). Beyin dokuları kesim ve bekleme 

süreleri boyunca daima %95 O2 /%5 CO2 gazı ile müdahale edildi. Vibrotom cihazı ile 

alınan kesitler, pastör pipet vasıtasıyla HEPES içeren yapay beyin omurilik solüsyonu 

(aCSF). HEPES- aSCF içeriği:  (92 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1.25 mM NaH2PO4, 30 mM 

NaHCO3, 20 mM HEPES, 25 mM Glikoz, 2 mM Tiyoüre, 5mM Na-askorbat, 3 mM Na-

piruvat, 2 Mm CaCl2 · 2H2O ve 2mM MgSO4 · 7H2O) aktarıldı. Kesitler bu solüsyon 

içerisinde en az 1 saat inkübe edildi. Daha sonra elektrofizyoloji banyosunda perfüze 

edilen kayıt solüsyonu içerisine aktarılarak, işaretlenmiş nöronlardan elektrofizyoloji 

patch clamp tekniği kullanılarak, gevşek kayıt (cell-attach) ve tüm hücre (whole cell) 

kayıtları alındı. Kayıt solüsyonu (recording aSCF içeriği): (124 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 

1.25 mM NaH2PO4, 24 mM NaHCO3, 12.5 mM Glikoz, 5 mM HEPES, 2 Mm CaCl2· 

2H2O ve 2 mM MgSO4.7H2O) [119]. 

 

Şekil 7. Beyin kesitlerinin alınması. 
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3.4. Elektrofizyoloji kayıtları (Patch clamp)  

Protokole uygun olarak hazırlanan fare beyin kesitleri, pastör pipet vasıtasıyla 

patch clamp (MultiClamp 700B Axon CNS) banyosuna yerleştirildi. Şekil 8’de Faraday 

kafesi içindeki cam pipet sistemi ve banyo, amplifikatörler ve kayıt sistemi 

görülmektedir. Elektrofizyoloji cihazının banyosunda daima kayıt solüsyonu gazlanarak 

perfüze edildi. Öncelikle hipotalamus arkuat çekirdekte lokalize olan ve GFP ile 

işaretlenmiş AgRP nöronlarından gevşek kayıt tekniği ile popülasyon kayıtları alındı. Her 

fare beyin kesitlerinden yaklaşık 20 nöron kaydı alındı. Sonrasında cihazın banyosuna 

2µM DAMGO perfüze edilerek AgRP nöronlarından aynı şekilde popülasyon kayıtları 

alındı. Bu teknikle alınan kayıtlarda (gevşek kayıt) pipetinin içerisinde kayıt solüsyonu 

bulunmaktadır ve pipet direnci 7-9 MΩ olacak şekilde ayarlandı.  Gevşek kayıt tekniği 

ile alınan bu bulgular, AgRP nöronlarının üzerinde oluşan ateşleme frekansının DAMGO 

varlığında nasıl değiştiğinin göstermektedir. Aynı şekilde farklı beyin kesitlerinde 

Nalokson (opioid antagonisti) denenerek kayıtlar alındı.  Tüm hücre (whole-cell) 

kayıtlarında pipet direnci 3-5 MΩ olacak şekilde ve pipet içerisinde intenal solüsyon ile 

dolduruldu. Bu teknikle alınan kayıtlarda, AgRP nöronlarına gelen inhibisyon ve uyarıcı 

akımların kayıtları alındı. Öncelikle hücre zarına sıkı şekilde mühür yapılarak, hücre 

zarının kırılması gerçekleştirildi. Diğer protokole benzer şekilde her beyin kesitinden 

kontrol kayıtları alındıktan sonra elektrofizyoloji banyosuna DAMGO ve Nalokson 

perfüze edildi. Uyarıcı post sinaptik akımların (EPSC) kaydı alınması sırasından banyoda 

daima GABAa (50µM) antagonisti Picrotoxin kimyasalı bulunurken, inhibe edici post 

sinaptik akım (sIPSC) kayıt alma sırasında ise banyoda AMPA / kainate glutamat reseptör 

antagonisti ve NMDA reseptör antagonisti olan CNQX (10µM) ve AP5 (50µM) 

kimyasalı bulunarak hücreyi V=-65mV da kenetleyerek (Patch Clamp) kayıtlar alındı. 

Voltaj clamp (voltaj kıskaç) kayıtları için kullanılan solüsyon içeriği: 125 CsCl mM, 5 

NaCl mM, 10 HEPES mM, 0.6 EGTA mM, 4 Mg-ATP mM, 0.3 Na2GTP mM, 10 

lidokain N-etil bromür (QX-314) mM, (pH 7.35 ve 290 mOsml-1). Current clamp (akım 

kıskaç) kayıtları için kullanılan solüsyon içeriği: 125 potassium gluconate mM, 6.7 KCl 

mM, 10 HEPES mM, 1 EGTA mM, 4 Mg-ATP mM, 10 sodium phosphocreatine mM 

(pH 7.25; 290 mOsml-1). AgRP nöronlarından alınan elektrofizyoloji kayıtlarının frekans, 

peak amplitude (tepe genliği) değerlerini analiz etmek için Clampfit 10.7 programı 

kullanıldı. 
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Şekil 8. Yeditepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Beyin Araştırmaları Laboratuvarı 

A) Elektrofizyoloji kayıt cihazı B) Kayıt pipetiyle nörona seal (mühürleme) yapılması  

C) Elektrofizyoloji kayıt örneği 

3.5. Beslenme davranışı 

Enjeksiyonu yapılan farelere (n=11) virüs enfekte süresi beklenildikten sonra tekli 

davranış kafeslerine alındı. Dört gün kafeslere alışma süresi verildi. Sonrasında farelerden 

24 saatlik periyotlarda beslenme davranışı alındı. Bu farelerden 5 gün boyunca 200µl 

saline i.p enjeksiyonu yapıldı ve her gün saat 16:00 da tüketilen yem miktarı ölçümü 

alındı.  Aynı farelere 5 gün boyunca 1mg/kg i.p DAMGO enjekte edilerek, yem 

tüketimleri takip edildi. Farelerin tüketmiş oldukları yem miktarları excell dosyasına 

aktarılarak analizleri yapıldı. 

3.6. Lokomotor aktivite (Home Cage Aktivity) 

GFP virüs enjeksiyonu yapılmış AgRP fareleri (n=11) virüs enfekte süresi 

(yaklaşık 2 hafta) süre beklendikten sonra davranış kafeslerine alındılar. Bu kafeslerin 

özelliği farelerde yem ve su tüketimi hızlı ve doğru şekilde takip ediliyor olmasıdır. 

Ayrıca kafeslerde sensör ve kamera takılabilecek aparatların olması, farelerle yapılacak 

davranış deneylerinde kolaylık sağlamaktadır. (Şekil 3.6.) Bu tez çalışmasında DAMGO 

(µ opioid agonistinin) farelerde lokomotor davranışlarına etkileri araştırıldı. Tüm fareler 

davranış kafeslerine alındıktan sonra, bu kafeslere alışmaları için 3 gün beklendi. 

Farelerden lokomotor aktivite kayıtları alabilmek için, davranış kafeslerine gece görüşlü 

kamera sitemi takıldı. Böylelikle kameralar vasıtasıyla 24 saat boyunca farelerin aktivite 
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davranışları kayıt altına alındı. Farelere DAMGO i.p enjeksiyonu yapılmadan önce 5 gün 

boyunca normal davranış kayıtları kaydedildi. Bu süre zarfında farelere her gün 200µl 

(i.p) saline uygulandı. Altıncı gün aynı farelere 1mg/kg dozunda DAMGO enjekte 

edilerek farelere 7/24 şeklinde kamera kayıtları takip edildi. DAMGO enjeksiyon 

protokolüne 5 gün boyunca devam edildi. Alınan tüm görüntü kayıtları Noldus 

EthoVision XT 15.0 davranış programında analiz edilerek ısı haritası (heat map) 

grafikleir oluşturuldu. 

3.7. Virüs enjeksiyonu ve fiberoptik yerleştirme (In vivo) 

Yukarıda koordinat belirleme protokolü detaylı anlatıldığı şeklinde AgRP-Cre 

farelerde ARC bölgesine Ca+2 sinyaline duyarlı Cre bağımlı 

AVV.Syn.Flex.GCAMP6s.WPRE.SV40 virüs enjeksiyonu yapıldı. Koordinatları 1,35 

mm posteriyor, ±0,35 mm lateral ve 5,85 mm vertikal olarak belirlendi.  In vivo kayıt 

alabilmek için farelerin ARC üzerine fiberoptik bir kablo (200 µm diameter açıklık; 

BFH37-200 Multimode; NA 0,37 Thor labs) yerleştirildi. Işık geçirgenliği %80 üzeri olan 

fiber kablolar kullanıldı [120]. Beyin içine yerleştirilen fiber kablonun, kafatası üzerine 

seramik kısmını tutturmak için C&B Metabond Quick Cement ve dental akrilik kullanıldı 

(Şekil 9). 

 

 

Şekil 9. In vivo kayıtlar için ferül yerleştirilmiş fare. 
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3.8. Fiber Fotometri (Ca+2 görüntüleme)   

In vivo fiber fotometri için öncelikle AgRP-Cre farelere intrakraniyal 

AVV.Syn.Flex.GCAMP6s.WPRE.SV40 virüs enjekte edildi. Virüs enjeksiyonu 

yapıldıktan sonra aynı koordinatları kullanılarak beyin içerisine (200 µm diameter 

açıklık; BFH37-200 Multimode; NA 0,37 Thor labs) yerleştirildi ve kafatasına dental 

akrilik ile tutturuldu. Aynı şekilde virüs enfekte süresi (2 hafta) beklenildi. Sonrasında 2 

eksitasyon ve 1 emisyon portu ile donatılmış bir fiber fotometri Mini Cube (Dorik 

Lensler) kullanıldı. Birinci eksitasyon portu (400-420 nm) ikinci eksitasyon portu (460-

490 nm) ve emisyon portu (500-550 nm) dır. Tüm deneyler sırasında fiber ucundan çıkan 

ışık yoğunluğu (10-15 µW) aralığında sabit tutuldu. Alınan Ca+2 sinyal verisi içerisinde, 

Ca+2 sinyaline ait olmayan sinyaller filtre edildi. Alınan sinyaller ΔF / F formülü 

kullanılarak hesaplandı. ΔF / F= (473 nm-405 nm)/ 405 nm. Tüm in vivo kayıtlar 

(Doricstudio) programı kullanılarak analiz edildi [120]. Elde edilen bulgular excell 

programına aktarılarak, grafik hazırlandı. Tipik bir fiber fotometri sistemi üç ana 

bileşenden oluşur: Şekil 10’da gösterilmiştir.  

 

Şekil 10. A) Standart bir fiber fotometri çalışma şeması B) Yeditepe Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Beyin Araştırmaları Laboratuvarı. 
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4. BULGULAR 

4.1. DAMGO’nun (µ opioid agonisti) arkuat AgRP nöronlarının ateşleme 

frekansına etkisi 

Açlık durumunda AgRP nöronlarında artan elektriksel aktivite cell-attach tekniği 

kullanılarak sıklıkla gösterilmiştir [121]. Bu bağlamda hipotez doğrultusunda aç bırakılan 

AgRP-Cre farelerden alınacak olan cell-attach kayıtlarına, µ opioid agonisti olan 

DAMGO’nun bu nöronlarda oluşan ateşleme frekansına etkisi araştırıldı. Öncelikle GFP 

enjeksiyonu yapılan AgRP faresi uygun şartlarda dekapite edilerek hipotalamus bölgesini 

içeren kesitler alındı. Metot kısmında detaylı anlatıldığı gibi, alınan kesitler 

elektrofizyoloji cihazının banyosuna aktarıldı. Sonrasında elektrofizyoloji banyosuna 

GABAa (50µM) antagonisti Picrotoxin ve AMPA / kainate glutamat reseptör antagonisti 

ve NMDA reseptör antagonisti olan CNQX (10µM) ve AP5 (50µM) perfüze edilerek 

AgRP nöronlarından popülasyon kayıtları alındı. Yeteri düzeyde kayıtlar alındıktan sonra 

elektrofizyoloji banyosuna bu sefer DAMGO perfüze edilerek tekrar aynı beyin kesitleri 

üzerinden GFP ile işaretlenmiş AgRP nöronlarından kayıtlar alındı. Elde edilen bulgular, 

açlıkla birlikte ateşleme frekansı artan AgRP nöronlarının, banyoya DAMGO 

eklenmesiyle anlamlı derece inhibe olduğu Şekil 11’de gösterilmiştir. (Kontrol: 2.4±0.32 

Hz n=37 nöron, DAMGO: 0.64±0.12 Hz n=39 nöron / 4 fare) Alınan frekans sonuçları 

T-test nonparametric Kolmogorov-Smirnov testi ile karşılaştırıldı (P <0,0001). 
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Şekil 11. DAMGO’nun arkuat AgRP nöronlarının ateşleme frekanslarına etkisi A) 

Transgenik farelerde Cre bağımlı virüsün ekspresyonu B) GFP ifade eden AgRP 

nöronlarının konfokal mikroskopi görüntüleri. C) Beyin kesitlerinden alınan 

elektrofizyoloji kayıt sonuçları (Kontrol: 2.4±0.32 Hz n=37 nöron, DAMGO: 0.64±0.12 

Hz n=39 nöron / 4 fare) Alınan frekans sonuçları T-test nonparametric Kolmogorov-

Smirnov testi ile karşılaştırıldı (P <0,0001). D) GFP enfekte olan AgRP nöronlarından 

alınan örnek elektrofizyoloji kayıtları. 

4.2. Nalokson’un (µ opioid antagonisti) arkuat AgRP nöronlarının ateşleme 

frekansına etkisi 

AgRP nöronlarında açlık durumunda artan ateşleme frekansı, DAMGO 

uygulandığında inhibe olduğu gösterildi. Elde edilen ilk sonuçlar doğrultusunda opioid 

reseptör agonisti açlık AgRP nöron ateşleme frekansını inhibe ediyor olması, farelerde 

yem tüketimi ve tokluk sinyallerinde önemli derecede rol aldığı düşündürmektedir. Bu 

bağlamda AgRP nöronları opioid reseptör agonistine anlamlı derecede duyarlı olması, bu 

reseptörlerin bloklanması durumunda AgRP nöron ateşleme frekansının nasıl 

etkileneceği araştırıldı. Bu deney setinde tok AgRP-Cre fareler kullanıldı. 

Elektrofizyoloji banyosunda GABA ve Glutamat reseptör antagonisti varlığında AgRP 

nöronlarından cell-attach tekniği ile popülasyon kayıtları alındı. Yeterli kayıt sonrası 

banyoya Nalokson perfüze edilerek nöronlarda ateşleme frekansı ölçüldü. Alınan 

sonuçlar doğrultusunda tok farelerden alınan beyin kesitlerine opioid reseptör antagonisti 

(Nalokson) uygulandığında AgRP nöronlarında ateşleme frekansı anlamlı derece arttığı 

(Şekil 12’de) gösterilmektedir. (Kontrol: 0.57±0.09, n=31nöron, Nalokson: 2.33±0.26 

n=34 nöron/ 4 fare) Alınan frekans sonuçları T-test nonparametric Kolmogorov-Smirnov 

testi ile karşılaştırıldı (P <0,0001). 
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Şekil 12. Nalokson’un arkuat AgRP nöronlarının ateşleme frekanslarına etkisi A) Beyin 

kesitlerinden alınan elektrofizyoloji kayıt sonuçları (Kontrol: 0.57±0.09 Hz n=31nöron, 

Nalokson: 2.33±0.26 Hz n=34 nöron/ 4 fare). Alınan frekans sonuçları T-test 

nonparametric Kolmogorov-Smirnov testi ile karşılaştırıldı (P <0,0001). B) GFP enfekte 

olan AgRP nöronlarından alınan örnek elektrofizyoloji kayıtları. 

4.3. DAMGO’nun AgRP nöronlarına gelen sinaptik akımlara etkisi (EPSC/IPSC) 

Cell-attach kayıt tekniği ile alınan AgRP nöron kayıtlarında, uygulanan opioid 

agonistinin AgRP nöronlarındaki elektriksel aktiviteye olan etkisi araştırıldı. Bu deney 

düzeneğinde ise opioid agonistinin AgRP nöronlarına olan etkisi değil de bu nöronlara 

gelen sinaptik akımlara olan etkisi araştırıldı. İlk olarak AgRP nöronlarına gelen spontan 

post sinaptik akım (sEPSC) kayıtları alındı. Elektrofizyolojik kayıtlar CsCI’li internal 

solüsyonu varlığında ve whole-cell tekniği kullanılarak alındı. Deney süresi boyunca 

elektrofizyoloji banyosuna GABAa (50µM) antagonisti Picrotoxin perfüze edildi. Alınan 

popülasyon kontrol verileri sonrası banyoya DAMGO eklenerek kayıtlara devam edildi. 

Sonuçlar analiz edildiğinde opioid agonisti AgRP nöronlarına gelen sEPSC akım 

frekanslarını anlamlı derecede inhibe ederken tepe genişliğini anlamlı derecede artırdığı 

(Şekil 13’te) gösterilmektedir (Kontrol: 1.80±0.11, n=16 nöron, DAMGO: 1.0±0.11 

n=14 nöron, Nalokson: 1.17±0.17 n=16 nöron / 3 fare) (One-way ANOVA, P<0.05, 

Dunn’s multiple comparisons test).  Aynı şekilde AgRP nöronlarından spontan inhibe 

edici post sinaptik akım (sIPSC) kayıtları alındı ve bu akımlara DAMGO’nun etkisi 

araştırıldı. IPSC akım kayıtları alma sırasında banyoda daima AMPA / kainate glutamat 

reseptör antagonisti ve NMDA reseptör antagonisti olan CNQX (10µM) ve AP5 (50µM) 
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perfüze edildi. Elde edilen sonuçlar analiz edildiğinde opioid agonistinin AgRP 

nöronlarına gelen sIPSC akım frekanslarına ve tepe genliğine etki etmediği (Şekil 14’te) 

gösterilmektedir (Kontrol: 0.90 ±0.19, n=18 nöron, DAMGO: 1.17±0.32 n=17 nöron, 

Nalokson: 0.52±0.05 n=16 nöron / 3 fare) (One-way ANOVA, P=0.7, Dunn’s multiple 

comparisons test). 

 

Şekil 13. DAMGO’nun arkuat AgRP nöronlarına gelen uyarıcı sinaptik akımlara etkisi 

A) Whole-cell (tüm hücre kaydı)  tekniği ile alınan sEPSC frekans grafiği (Kontrol: 

1.80±0.11 Hz, n=16 nöron, DAMGO: 1.0±0.11 Hz n=14 nöron, Nalokson: 1.17±0.17 

Hz n=16 nöron / 3 fare) (One-way ANOVA, P<0.05, Dunn’s multiple comparisons test). 

B) sEPSC kayıtların tepe genişliği (peak amplitude) grafiği (Kontrol: 17.69±1.16 pA, 

n=16 nöron, DAMGO: 22.46±0.86 pA n=14 nöron, Nalokson: 25.36±0.65 pA n=16 
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nöron / 3 fare). C) GFP enfekte olan AgRP nöronlarından alınan örnek whole-cell 

elektrofizyoloji kayıtlar. 

 

 

 

 

Şekil 14. DAMGO’nun arkuat AgRP nöronlarına gelen inhibe sinaptik akımlara etkisi A) 

Whole-cell (tüm hücre kaydı) tekniği ile alınan sIPSC frekans grafiği (Kontrol: 

0.90 ±0.19 Hz, n=18 nöron, DAMGO: 1.17±0.32 Hz n=17 nöron, Nalokson: 0.52±0.05 

Hz n= 16 nöron / 3 fare) (One-way ANOVA, P=0.7, Dunn’s multiple comparisons test). 

B) sIPSC kayıtların tepe genişliği (peak amplitude) grafiği (Kontrol: 22.94±1.97 pA, 

n=18 nöron, DAMGO: 24.77±0.86 pA n=17 nöron, Nalokson: 25.29±1.23 pA n=16 
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nöron / 3 fare). C) GFP enfekte olan AgRP nöronlarından alınan örnek whole-cell 

elektrofizyoloji kayıtlar. 

4.4. DAMGO’ nun AgRP nöron membran özelliklerine etkisi 

Opioid agonistinin AgRP nöronlarına gelen sinaptik akımlara olan etkisini 

belirledikten sonra, bu nöronların membran özelliklerine etkisini araştırdı. Whole-cell 

current clamp (tüm hücre akım kenetleme) tekniği kullanılarak eleketrofizyoloji kayıtları 

alındı. İlk etapta kayıt pipetinin içerisine GTP’li Potasyum D-glukonat internali 

varlığında kayıtlar alındı. Kayıt esnasından GABA ve Glutamat reseptör antagonistleri 

elektrofizyoloji banyosunda daima perfüze edildi. AgRP nöronlarına elektrofizyoloji cam 

pipetlerle GΩ düzeyinde bağlanılarak, hücrenin kırılması gerçekleştirildi. Emin 

olunduktan sonra hücreyi -60mV düzeyinde tutularak kayıt alındı. Kayıt başladıktan 

sonra yaklaşık 3-4 dakika sonra banyoya DAMGO perfüze edildi. Etki gözükmesinden 

sonra banyodan DAMGO’nun uzaklaştırılması sağlandı. Bu deney aşamaları sırasınca 

her beyin kesitinden yalnızca bir nörona manipülasyon edildi. Alınan veriler, DAMGO, 

AgRP nöronlarında RMP’ni (dinlenim zar potansiyeli) anlamlı derece hiperpolarize 

duruma çekerken, hücre direncine bir trend olmakla birlikte anlamlı bir fark olmadığı 

(Şekil 15’te) gösterilmektedir. (Kontrol: -50.8±1,97 mV n=15 nöron, DAMGO: -

62.26 ±2.55 mV n=15 nöron, Nalokson: -56.4 ±2.44 mV n=16 nöron / 4 fare) (One-way 

ANOVA, P<0,0001, Tukey's multiple comparisons test). DAMGO’nun AgRP 

nöronlarını hiperpolarize ediyor olması G proteinler vasıtasıyla mı gerçekleşiyor 

sorusuna cevap vermek için bu set çalışmasına ek deneyler yapıldı. Kayıt pipetinin 

içerisine GDPβS (Guanosine 5′-[β-thio]diphosphate trilithium salt) eklenerek benzer 

kayıtlar alındı. Eklenen kimyasalın G protein aktivasyonu inhibe etmek için kullanıldı. G 

protein aktivasyonunu inhibe ediliyor olması, DAMGO’nun AgRP nöronlar üzerine 

etkisini değiştirmedi. Sonuçlar analiz edildiğinde DAMGO AgRP nöronlarını anlamlı 

derecede hiperpolarize etmekte ve hücre dirençlerinde anlamlı bir fark olmadığı (Şekil 

16’da) gösterilmektedir. (Kontrol: -45.14±1,20 mV n=14 nöron, DAMGO: -54.42 ±2.32 

mV n=14 nöron, Nalokson: -49.57 ±2.17 mV n=14 nöron / 3 fare) (One-way ANOVA 

Tukey's multiple comparisons test, P=0,0003). 
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Şekil 15. GTP’li internal ile AgRP nöron membran özellikleri. A) DAMGO’nun AgRP 

nöron dinlenim zar potansiyeline etkisi grafiği (Kontrol: -50.8±1,97 mV n=15 nöron, 

DAMGO: -62.26 ±2.55 mV n=15 nöron, Nalokson: -56.4 ±2.44 mV n=16 nöron / 4 fare) 

(One-way ANOVA, P<0,0001, Tukey's multiple comparisons test). B) AgRP nöron 

direnç grafiği (Kontrol: 2244.44±261.46 MΩ n=9 nöron, DAMGO: 1407.14±193.473 

MΩ n=7 nöron, Nalokson: 2385.71±436.67 MΩ n= 7 nöron / 4 fare) (One-way ANOVA, 

P=0,0868, Tukey's multiple comparisons test). C) whole-cell current clamp 

elektrofizyoloji kaydı. 
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Şekil 16. GDPβS’li AgRP nöron membran özellikleri. A) DAMGO’nun AgRP nöron 

dinlenim zar potansiyeline etkisi grafiği (Kontrol: -45.14±1,20 mV n=14 nöron, 

DAMGO: -54.42 ±2.32 mV n=14 nöron, Nalokson: -49.57 ±2.17 mV n= 14 nöron / 3 

fare) (One-way ANOVA, P=0,0003, Tukey's multiple comparisons test). B) AgRP nöron 

direnç grafiği (Kontrol: 2557.14 ±375.34 MΩ n=7 nöron, DAMGO: 1633.33±239.93 MΩ 

n=9 nöron, Nalokson: 2428.57±378.97 MΩ n=7 nöron / 3 fare) (One-way ANOVA, 

P=0,1011 Tukey's multiple comparisons test). C) whole-cell current clamp 

elektrofizyoloji kaydı. 
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4.5. DAMGO’ nun GTP ve GDPβS’li internal ve banyoda CMPD101 varlığında 

AgRP membran özelliklerine etkisi 

Alınan sonuçları daha detaylandırmak için elektrofizyoloji banyosuna CMPD101 

(G proteinine bağlı reseptör kinaz GRK2 ve GRK3 inhibitörü) eklenerek yeni set whole-

cell current clamp kayıtlar alındı. Yapılan bu deneyin amacı, DAMGO, AgRP nöronlarını 

hangi yolak üzerinden inhibe ediyor, sorusuna cevap aramaktı. Yapılan ilk deneyde kayıt 

pipetinin içerisinde GTP’li solüsyon varlığında kayıtlar alındı. Deney süresince 

elektrofizyoloji banyosunda CMPD101 kimyasalı perfüze edildi. İlk deney seti sonuçları 

analiz edildiğinde DAMGO, AgRP nöronlarını anlamlı derecede inhibe ettiği Şekil 4.7 

gösterilmektedir (Kontrol: -46±9.92 mV n=6 nöron, DAMGO: -58.83±3.45 mV n=6 

nöron, Nalokson: -55.5±2.95 mV n=6 nöron / 2 fare) (One-way ANOVA, P<0,05, 

Tukey's multiple comparisons test).Aynı şekilde kayıt pipetinin içerisine GDPβS 

eklenerek benzer deneyler yapıldı. Alınan sonuçlar benzer şekilde anlamlı derece 

DAMGO, AgRP nöronlarını inhibe ettiği (Şekil 17’de) gösterilmektedir. (Kontrol:-

46.16±0.87 mV n=6 nöron, DAMGO: -48.33±0.80 mV n=6 nöron, Nalokson: -

47.5±1.58 mV n= 6 nöron / 2 fare) (One-way ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple 

comparisons test). 
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Şekil 17. CMPD101’li varlığında AgRP nöron membran özellikleri A) GTP’li internal ve 

DAMGO’nun AgRP nöron dinlenim zar potansiyeline etkisi grafiği (Kontrol: -46±9.92 

mV n=6 nöron, DAMGO: -58.83±3.45 mV n=6 nöron, Nalokson: -55.5±2.95 mV n=6 

nöron / 2 fare) (One-way ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple comparisons test). B) 

GβDP’li internal ve DAMGO’nun AgRP nöron dinlenim zar potansiyeline etkisi grafiği 

(Kontrol:-46.16±0.87 mV n=6 nöron, DAMGO: -48.33±0.80 mV n=6 nöron, Nalokson: 

-47.5±1.58 mV n=6 nöron / 2 fare) (One-way ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple 

comparisons test) C-D) whole-cell current clamp elektrofizyoloji kayıtları. 

4.6. DAMGO’ nun ArcAgRPPVH projeksiyonuna etkisi 

Hipotalamik ARC’de lokalize olan AGRP nöronları, iştah, metabolizma ve enerji 

düzenlenmesinde merkezi bir role sahiptir. Bu nöron grubuna uygulanılan 

manipülasyonlar sonrası beslenme davranışını akut olarak düzenlemek için gerekli 

olduğu gösterilmiştir. AGRP nöronları paraventriküler çekirdeğe (PVH) yoğun aksonal 

projeksiyonlar gönderir ve sinaptik bağlantılar kurar. ArcAgRPPVH sinaptik bağlantısı 

enerji, metabolizma ve daha da önemlisi beslenmenin düzenlenmesinde önemli rol 

oynadığından, bu bağlantıya etki edecek ilaçların da iştah düzenlemesi için de önemli 

olması muhtemeldir. Bu deney setinde opioid reseptör agonistinin AgRP nöronların PVH 

bölgesine yollamış olduğu sinaptik bağlantıları üzerine farmakolojik etkileri araştırıldı. 

Öncelikle AgRP-Cre farelere ChR2 virüs enjeksiyon yapıldı. Enfekte süresi (2 hafta) 

beklendikten sonra fareler uygun şartlarda dekapite edildiler. Beyin kesitlerinde PVH 

bölgesini içeren kısımları elektrofizyoloji banyosuna aktarıldı. PVH nöronlarından 

rastgele whole-cell voltage clamp (tüm hücre voltaj kenetleme) kayıtları alındı. Kayıt 

alma sırasında banyoda daima Glutamat inhibe edici kimyasallar perfüze edildi. 

Hücrelere kayıt almaya başladıktan sonra sinaptik bağlantı olup-olmadığını kontrol için 

beyin kesitinin üzerine 470nm dalga boylu mavi lazerle 2 pulse (vuruş) 5 ms dalga 

genişliğinde uyarım yapıldı. Bağlantı bulunulan nöronlardan 5 dakika kontrol kaydı alındı 

ve banyoya DAMGO perfüze edildi. Perfüze edildikten sonra en az 10 dakika 

beklenildikten sonra tekrar aynı hücreden kayıtlar alındı.  

Alınan veriler analiz edildiğinde arkuat AgRP nöronları uyarıldıklarında PVH 

bölgesinden alınan peak amplitude (tepe genliği) değerleri, DAMGO uygulandıktan sonra 

anlamlı derecede azaldığı (Şekil 18’de) gösterilmektedir (Kontrol: 250.4±52.81 pA,  

DAMGO: 148.3±38.6 pA,  Nalokson: 220.5±51.11 pA n=10 nöron / 4fare) (One-way 
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ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple comparisons test). Aynı zamanda AgRP 

nöronlarından gelen sinaptik inputların salıverme olasılığı (release probability) 

özelliklerini inceledik. Presinaptik hücreden nörotransmitter salınım olasılığı (PPR) 

olarak ifade edilir. Farklı iki uyarı sonucu oluşan postsinaptik akımlardan ikincinin 

birinciye oranı olarak hesaplanır. Uyarılan presinaptik hücre nörotransmiter salınım 

özelliği yüksekse, uygalanılacak ilk uyarım ile birlikte yüksek oranda nöratransmiter 

salınır. Bunun sonucu olarak da küçük PPR oranı ortaya çıkar. Düşük nörotransmitter 

salınım özelliğine sahip presinaptik hücrede ise PPR oranı daha yüksek olur. Yapılan 

sinaptik bağlantı deneylerinden elde edilen veriler PPR için tekrar analiz edildi. Sinaptik 

inputların nörotransmitter salınım özelliği olan PPR sonucu her iki grup arasında anlamlı 

bir fark olmamakla birlikte benzer sonuçlar Şekil 4.9’da gösterilmektedir (Kontrol: 

0.42±0.11, DAMGO: 0.36±0.09, n=15 nöron / 4fare) (T-test nonparametric Wilcoxon 

matched-pairs signed rank P=0.45) test ile karşılaştırıldı. 

Arkuat AgRP nöronlarının presinaptik olarak uyarılması sonucu nörotransmitter 

salınımını PVH nöronlarından alınan elektrofizyolojik kayıtlarla incelendi. Ayrıca 

DAMGO’nun, postsinaptik nöronlarda lazer ile uyarım sonrası oluşabilecek depresyon 

veya nörotransmitter duyarsızlaşma olayları üzerine etkisini araştırıldı. Postsinaptik 

nöronlardan alınan elektrofizyoloji kayıt, lazer uyarımın (2 pulse-5 ms) hemen 

sonrasındaki 200ms lik kısmının, frekans ve tepe genlik datasının altında kalan alan analiz 

edildi. Elde edilen sonuçlara bakıldığında DAMGO, postsinaptik nöronlarda uyarım 

sonrası oluşan frekans ve tepe genlik alan grafiğinde anlamlı derecede kontrol grubuna 

göre azalttığı şekil 4.10’da gösterildi. Alınan frekans sonuçları (Kontrol: 8.97±0.92 Hz 

n=15 nöron, DAMGO: 5.37±0.92 Hz n=15 nöron / 4 fare) ve tepe genlik alan sonuçları 

(Kontrol: 11827.30±3580.14ms.pA n=15 nöron, DAMGO: 5857.75±2053.75 ms.pA 

n=15 nöron / 4 fare) (T-test nonparametric Wilcoxon matched-pairs signed rank 

P<0.0001, P=0,0054). 
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Şekil 18. ArcAgRPPVH sinaptik bağlantı özellikleri A) Hipotalamus arkuat bölgesine 

ChR2 enjeksiyon görseli. B) PVH bölgesinden nöronlardan kayıt alma sırasında AgRP 

nöron aksonlarının optogenetik uyarımı. C) ChR2 enjeksiyonu yapılan AgRP-Cre fare 

beyin kesitinden konfakal gösterimi. D) ArcAgRPPVH projeksiyonundan alınan tepe genlik 

kaydı.  ArcAgRPPVH sinaptik bağlantıları üzerine DAMGO’nun etkisi. E) DAMGO’nun 

AgPR nöron aksonlarının uyarımı sonrası PVH nöronlarında oluşturduğu tepe genlik 

grafiği (Kontrol: 250.4±52.81 pA,  DAMGO: 148.3±38.6 pA,  Nalokson: 220.5±51.11 

pA n=10 nöron / 4 fare) (One-way ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple comparisons test). 

F) AgRP nöronlarından gelen sinaptik inputların release probability grafiği (Kontrol: 

0.42±0.11, DAMGO: 0.36±0.09, n=15 nöron / 4 fare) (T-test nonparametric Wilcoxon 

matched-pairs signed rank P=0.45). G-H) Postsinaptik nöronlarda AgRP nöron 

aksonlarının uyarımı sonrası oluşan frekans ve tepe genlik alan grafiği (Kontrol: 

8.97±0.92 Hz n=15 nöron, DAMGO: 5.37±0.92 Hz n=15 nöron / 4 fare), (Kontrol: 

11827.30±3580.14ms.pA n=15 nöron, DAMGO: 5857.75 ±2053.75 ms.pA n=15 nöron 

/ 4 fare) (T-test nonparametric Wilcoxon matched-pairs signed rank P<0.0001, 

P=0,0054). 

4.7. Yeme davranışı ve home cage aktivite sonuçları  

Besin alımının merkezi düzenlenmesi, enerji homeostazına katkıda bulunan çok 

önemli bir mekanizmadır. Beslenme davranışını düzenlediği düşünülen birçok nöral 

devre hem anatomik hem de işlevsel olarak beynin ödül devresi ile örtüşür. Çok sayıda 

sinir ağının manipülasyonu, aynı anda gıda alımını ve ödül merkezini etkileyebilir. Bu 

süreçlerin altında yatan iki anahtar sistem homeostatik ve hedonik beslenmeyi kontrol 

edenler, genellikle bağımsız olarak kabul edilir. Hedonik beslenme duyusal algı veya 

zevk tarafından uyarılırken, homeostatik beslenme ise temel metabolik süreçler ve 

hayatta kalmak için gereklidir. Hipotalamik ARC’de lokalize olan AgRP nöron 

popülasyonu homeostatik beslenmede önemli rol oynamaktadır. Opioidler ise hedonik 

beslenmede önemli derece katkı sağlamaktadır. Yapılan çalışmalarla bu etki birçok kez 

gösterildi. Burada, mevcut veriler göz önüne alındığında, homeostatik beslenmeyi ve 

hedonik beslenmeyi kontrol eden sinir devrelerinin tamamen birbirinden ayrı şekilde 

hareket edip etmediği araştırıldı. Öncelikle GFP enjeksiyonu yapılan farelerin enfekte 

süresi beklenildi. Daha sonra fareler kafeslere yerleştirildi ve alışmaları için 4 gün 

beklendi. Aynı zamanda kafeslere kamera sistemleri kurularak farelerden 24 saat aktivite 

kaydı alınması sağlandı. Alışma sürelerinden sonra 5 gün boyunca 200µl fizyolojik salin 
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(i.p) enjeksiyon yapıldı ve her gün farelerin tükettikleri yem miktarı tartıldı. Altıncı gün 

farelere 1mg/kg DAMGO i.p uygulanmaya başlanıldı. DAMGO uygulanması 5 gün 

boyunca devam etti. Kamera kayıtları saline ve DAMGO uygulama günlerinin ortalaması 

şeklinde analiz edildi. Alınan sonuçlar analiz edildiğinde, opioid uygulanması sonrası 

farelerin yem tüketim miktarı anlamlı olmamakla birlikte artış trendi izlemekte (Şekil 

19’da) gösterilmektedir. (Kontrol: 4.06±0.13 gr, DAMGO: 4.74±0.11 gr / 11 fare) (Two-

way ANOVA, P>0,05, Sidak's multiple comparisons test). Kamera kayıtları analiz 

edildiğinde ise DAMGO uygulanan süreç zarfında, salin uygulanılan sürece göre 

farelerde toplam hareket mesafesi anlamlı derece azalırken, hızlarında anlamlı bir fark 

oluşmadı. Bu veriler Şekil 5.1’de gösterilmektedir (Kontrol: 3770.47±290.17 cm, 

DAMGO: 5061.84±482.12 cm / 11 fare) (T-test, P<0.05). Farelerin hız değerleri 

(Kontrol: 4.97±0.71 cm/s, DAMGO: 5.56±0.65 cm / 11 fare) (T-test, P>0.05). 
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Şekil 19. AgRP-Cre farelerde DAMGO’nun yeme davranışına ve lokomotor aktivite 

özeliklerine etkisi. A) AgRP farelere uygulanılan deney protokol şeması. B) Fizyolojik 

salin ve DAMGO uygulanması sonrası farelerin yem tüketim grafiği (Kontrol: 4.06±0.13 

gr, DAMGO: 4.74±0.11 gr / 11 fare) (Two-way ANOVA, P>0,05, Sidak's multiple 

comparisons test). C) Metabolik kafeslere yerleştirilen kameralardan alınan ortalama 

günlük aktivite kaydı. D-E) Farele uygulanılan DAMGO sonrası toplam hareket mesafesi 

(Kontrol: 3770.47±290.17 cm, DAMGO: 5061.84±482.12 cm / 11 fare) (T-test, P<0.05) 

ve hız değerleri (Kontrol: 4.97±0.71 cm/s, DAMGO: 5.56±0.65 cm / 11 fare) (T-test, 

P>0.05).  

4.8. In vivo AgRP nöron kayıtları ve DAMGO’ nun etkisi 

Son yıllarda geliştirilen sistemlere bakıldığında transgenik hayvan modellemeleri, 

optogenetik, kemogenetik gibi teknikler nöronal devreleri anlamada ve işlevini çözmede 

büyük kolaylık sağlamaktadır. Bu teknikler kullanılarak istenen spesifik nöron grubunu 

işaretleyip ve  bu nöronlar üzerinde manipülasyonlar yaparak (uyarılma veya inhibe etme) 

hayvanlarda fizyolojik veya davranışa etkileri araştırılmaktadır.  

Homeostatik beslenmede önemli rolü olan arkuat AgRP nöronlarının üzerinde 

yapılan çalışmalarda, bu nöronların dışarıdan optogenetik veya kemogenetik tekniği 

kullanılarak uyarılması veya inhibe edilmesi sonucu farelerin istem dışı yem tüketim 

miktarının düzenlenmesin mümkün olduğu gösterilmiştir. Bu teknolojilere ek olarak son 

zamanlarda sıklıkla kullanılan başka bir teknik olan Ca+2 görüntüleme veya Ca+2 sinyal 

okuma methodu olan fiber fotometre sistemleri, Cre teknoloji ile birlikte artık istenilen 
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nöron grubunun 24 saatlik spontan ateşlemesi takip etmede veya farelerde test edilecek 

endokrin ilaçların, işaretlenmiş nöronlarda oluşturmuş olduğu elektriksel değişiklik ve 

davranışa olan çıktısı anlık takip etme fırsatı sunmaktadır. Biz de bu deney setinde 

DAMGO’nun AgRP nöron elektriksel özelliklerine olan etkisini in vivo şeklinde fiber 

fotometre kullanarak gerçekleştirdik. Öncelikle AgRP-Cre farelere 

AVV.Syn.Flex.GCAMP6s.WPRE.SV40 virüs enjeksiyonu yapıldı. Aynı zamanda virüs 

enjeksiyonun ardında 200µm çapında fiber kablo beyin içi hipotalamus bölgesine 

yerleştirildi. Virüs enfekte süresi beklenildikten sonra Ca+2 sinyal kaydı alınmaya 

başlandı. Aç bırakılan farelerde AgRP nöron ateşleme frekansının yüksek olduğu 

bilinmektedir. Deneylere başlamadan önce sistemi optimize etmek için fareler 16 saat aç 

bırakıldı. Kayıt alınmaya başladıktan sonra 10 dakika sonra farelere yem verildi. Sonuçlar 

analiz edildiğinde açlıkla artan AgRP aktivitesi, farelerin yeme ulaşmasıyla birlikte 

anlamlı derecede azaldığı (Şekil 20’de) gösterilmektedir.  Daha sonra alınan ex vivo 

kayıtlarda DAMGO AgRP nöronlarını inhibe ediyor olmasından in vivo deney seti 

datasını kıyaslamak için fareler aç bırakılarak,  farelerden öncelikle 20 dakika kontrol 

kaydı alındı sonrasında 1mg/kg i.p DAMGO enjekte edilerek tekrar 20 dakika kayıt 

alındı. Alınan sonuçlar analiz edildiğinde AgRP nöronlarının Ca+2 aktivitesinin anlamlı 

derecede azaldığı Şekil 20’de gösterilmektedir (P<0,05). 
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Şekil 20. AgRP-Cre farelerden Ca+2 görüntüleme ve DAMGO’nun etkisinin araştırılması. 

A) Fiber fotometre Ca+2 görüntüleme sistem çalışma şeması. B) Aç bırakılan AgRP -Cre 

farelerden alınan fiber fotometre datası. C) Aç bırakıldığında AgRP nöronlarının ateşleme 

frekansını gösteren data. D) Aç farelere DAMGO uygulanması ve AgRP nronalarından 

alınan Ca+2 sinyal grafiği. 
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5. TARTIŞMA 

Opioid reseptörleri, homeostatik ve hedeonik gıda alımını uyaran sinir ağlarının 

üzerlerinde lokalize olmuşlardır. Ancak opioidler, hedonik beslenmede yağ ve şeker 

bakımından zengin olan gıdaların alımının modülasyonunda daha etkili olduğu 

bilinmektedir. Opioid antagonistlerin ise iştahı baskıladığı yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir. Bu sebeple,  lezzetli gıdalar için oluşan istek, arzu ve kendini kontrol 

edememe durumu opioidle ilişkili bir bağımlılık türü olarak düşünülebilir. 

Endojen opioid peptidler, endorfinler, enkefalinler, dinorfinler ve endomorfinleri 

içerir ve üç tip reseptör aracılığıyla etki ederler: bunlar G proteinine bağlı reseptör süper 

ailesine ait olan µ-, δ- ve κ-opioid reseptörleridir (MOR, DOR ve KOR) (1,2). Bu öncü 

proteinler endorfinlere, enkefalinlere veya dinorfinlere bölünerek endojen opioidlerin 

faaliyetine aracılık etmek için nörotransmisyon sırasında salınırlar. β-endorfin, MSS’nin 

farklı bölgelerinde özellikle beyin sapında ve hipotalamik ARC nöronları tarafından 

üretilir ve MOR reseptör aracılığıyla iştah ve cinsel davranış mekanizması üzerine etkiler 

gösterir (3).  

Son yıllarda yapılan çalışmalarda ayrıca enerji harcaması ve besin alımının 

kontrolünde endojen MOR ve KOR'un önemli bir rol oynadığı öne sürülmektedir (4). Çok 

sayıda çalışmada, genel opioid reseptör antagonistlerinin hem sistemik hem de beyin içi 

uygulamasının kemirgenlerde gıda alımını ve vücut ağırlığını azalttığı gösterilmiştir. 

Opioidlerin gıda alımını azalttığının moleküler mekanizması tam olarak anlaşılmasa da, 

merkezi opioid ve melanokortin sistemlerinin etkileştiği bilinmektedir.  

Bu bağlamda, proje önerimizde de belirtiğimiz gibi, µ opioid reseptör agonisti ve 

antagonistinin homeostatik beslenmede önemli değere sahip ARC’de lokalize olan ve 

aynı zamanda enerji tüketiminde de görev alan AgRP nöronlarındaki fonksiyonel 

değişiklikleri kapsamlı ve sistemik olarak karakterize ettik. Bunlar sırasıyla, AgRP 

nöronlarında oluşan a) ateşleme frekanslarına olan etkisi b) presinaptik input 

anomalitelerinin spontan (IPSC ve EPSC) akımların ölçülmesi c) otonom ateşleme ve 

dinlenme potansiyeli gibi özelliklerinin karakterizasyonu d) AgRP nöronlarının sinaptik 

çıktılarının üzerine etkisi e) µ opioid reseptör agonistinin i.p. şeklinde uygulanlamsından 

sonra farelerde oluşan davranışsal sonuçları karakterize ettik. 

Açlık durumunda AgRP nöron ateşleme frekansının arttığı gösterilmiştir [121]. 

Bu bilgiler doğrultusunda yapılan ilk deney setinde AgRP-Cre fareleri 16 saat aç 
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bırakıldıktan sonra elektrofizyolojik kayıtlar alındı. Alınan sonuçlar analiz edildiğinde 

DAMGO’nun (µ opioid agonisti) AgRP nöronlarında artan ateşleme frekansını anlamlı 

derecede inhibe ettiği gözlemlenmiştir. Tok farelerden alın AgRP elektorofizyoloji 

kayıtlarında ise Nalokson (µ opioid antagonisti) uygulanması sonrası AgRP nöron 

ateşleme frekansının anlamlı derece arttığı gözlenmiştir. Aynı zamanda DAMGO’nun 

AgRP nöronlarına gelen sEPSC (spontan uyarıcı post sinaptik akım) sinaptik inputlarını 

anlamlı derecede azaltırken, bu hücrelere gelen sIPSC (spontan inhibe edici post sinaptik 

akım) sinaptik inputlarınına etki etmediği gözlemlenmiştir. Bu gözlem son derece önem 

arz etmektedir. Şimdiye kadar yapılan çalışmalarda opioid agonisti ve antagonistinin 

homeostatik beslenmede rolü olan AgRP nöronları üzerine etkisi ilk kez bu çalışmada 

araştırıldı.   

Dahası opioid agonistinin AgRP nöronlarına gelen sinaptik akımlara olan etkisini 

belirledikten sonra, bu nöronların hücre otonom özelliklerini inceledik. Amacımız AgRP 

nöronlarının temel elektrofizyolojik özellikleirinin opioid reseptör agonistinin 

uygulanlamasıyla birlikte değişip değişmediğini belirlenmesiydi. Bu amaçla “whole-cell 

current clamp” (tüm hücre akım kenetleme) tekniği kullanılarak elektrofizyolojik 

kayıtları alındı. İlk etapta kayıt pipetinin içerisine GTP’li Potasyum D-glukonat internali 

varlığında kayıtlar alındı. Alınan in vitro elektrofizyolojik kayıt sonuçlarına göre; 

DAMGO, AgRP nöronlarında RMP’ni (dinlenim zar potansiyelini) anlamlı derecede 

hiperpolarize duruma çekerken, hücre direncinde anlamlı olmamakla birlikte azalmaya 

yönelik bir trendin olduğunu gözlemledik. 

DAMGO’nun, AgRP nöronlarını hiperpolarize ediyor olması G proteinler 

vasıtayla mı gerçekleştiriyor yoksa başka bir yolak üzerinden de etki ediyor sorusuna 

cevap bulmak için ek deneyler yaptık. Bu sefer kayıt pipetinin içerisine G protein 

aktivasyonu inhibe etmek için GβDP eklenerek kayıtlar alındı. G protein aktivasyonunun 

inhibe ediliyor olması, DAMGO’nun AgRP nöronlar üzerine etkisini değiştirmedi. 

Sonuçlar analiz edildiğinde DAMGO, AgRP nöronlarını anlamlı derecede hiperpolarize 

ettiği ve hücre dirençlerinde değişiklik yapmadığı gözlenmiştir. 

µ opioid reseptör agonistinin AgRP nöronlarını G protein kaplı reseptörler 

üzerinden yapıp yapmadığını daha detaylı araştırmak için ek çalışmalar yapıldı. Yeni set 

çalışmasında kayıt pipetinin içerisinde GβDP’li internal sölüsyon ve elektrofizyoloji 

banyosuna CMPD101 (G proteinine bağlı reseptör kinaz GRK2 ve GRK3 inhibitörü) 
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eklenerek yeni set “whole-cell current clamp” kayıtları alındı. Sonuçlara bakıldığında 

DAMGO, AgRP nöronlarını benzer şekilde anlamlı derecede hiperpolarize ettiği 

gözlemlenmiştir. Bu bulgular, µ opioid reseptör agonistinin AgRP nöronlarını 

elektrofizyolojik özelliklerini etkileyebilecek şekilde en az iki farklı yolağın olduğunu 

göstermektedir. Daha önceki çalışmalarda, opioid antagonistlerin hücre içerisine G 

protein kaplı reseptörlerden başka şekilde β-arrestin yollağını kullanarak hücre içerisine 

difüze oldukları gösterilmiştir [122]. 

Sonuçlarımıza bakıldığında, DAMGO’nun beyin kesitlerinde uygulamış 

olduğumuz G protein bağlı reseptör inhibitörlerine rağmen, AgRP nöronlarını inhibe 

ediyor olması, β-arrestin yollağını kullanarak AgRP hücrelerini inhibe ediyor olması 

muhtemeldir. Bu bağlamda elde ettiğimiz sonuçların, oreksijenik nöron gruplarından 

AgRP nöronlarında ilk kez bu kadar detaylı çalışılıyor olması bakımından önem arz 

etmektedir. 

Bununla birlikte, hipotalamik ARC’de lokalize olan AgRP nöronları, PVH 

bölgesine yoğun aksonal projeksiyonlar gönderir ve sinaptik bağlantılar kurar. 

ArcAgRPPVH sinaptik bağlantısı enerji, metabolizma ve beslenmenin düzenlenmesinde 

önemli rol oynar. Bu bağlantıya etki edecek ilaçların da iştah düzenlemesi için önemli 

olabileceği düşünülmektedir. Bundan dolayı, opioid reseptör agonistinin AgRP 

nöronların PVH bölgesine gönderdiği sinaptik bağlantıları üzerine farmakolojik etkilerini 

araştırdık. Bunun için optogenetik tekniğinden yararlandık. Bu amaçla AgRP-Cre farelere 

ChR2 virüs enjeksiyonu yapıldı. Arkuat AgRP nöronlarını 470 nm dalga boylu lazer ile 

5 ms genişliğinde 2 pulse olacak şekilde uyararak, PVH nöronlarından kayıt alındı. 

Sinaptik bağlantı bulunan nöronlar üzerine DAMGO perfüze edildiğinde peak amplitude 

(tepe genliği) değerleri anlamlı derecede azaldığı görüldü. AgRP nöronlarının yeme 

davranışı sırasında PVH nöronlarına GABA salgılayarak nöron gruplarının 

inhibisyonunu sağlar. Alınan sonuçlara bakıldığında DAMGO, AgRP nöronların PVH 

nöronlarına oluşturduğu inhibisyonu, inhibe ettiği gözlenmiştir. 

Aynı zamanda, AgRP nöronlarından gelen sinaptik inputların “release 

probability” (salıverme olasılığı) özelliklerini inceledik. Presinaptik hücreden 

nörotransmitter salınım olasılığı (PPR) olarak ifade edilir. Yapılan sinaptik bağlantı 

deneylerinden elde edilen veriler PPR için analiz edildiğinde nörotransmitter salınım 

özelliği olan PPR sonucu her iki grup arasında anlamlı bir fark gözlemlenmemiştir.  
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Ex vivo beyin kesitlerinde uygulamış olduğumuzun µ opioid reseptör agonistinin 

AgRP nöron elektriksel özelliklerine ve projeksiyonlarına olan etkisini gözlemledik. 

Sistemik olarak uygulanacak opioid agonistinin AgRP nöron grubunda aynı etkileri 

gösterip göstermeyeceğini araştırdık. Bunun için fiber fotometre Ca+2 görüntüleme 

metodunu kullandık. Bu amaçla AgRP-Cre farelere AVV.Syn.Flex.GCAMP6s virüs 

enjeksiyonu yapıldı ve beyin içerisine 200µm çapında fiber kablo yerleştirildi. Bu 

teknoloji farenin günlük aktiviteleri sırasında AgRP nöronlarında oluşan elektriksel 

aktivite değişikliklerinin kaydını almayı mümkün kılmaktadır. Beyin kesitlerinden alınan 

elektrofizyolojik kayıtlarda DAMGO’nun AgRP nöronlarını inhibe ediyor olmasından, 

Ca+2 görüntüleme fiber fotometre deneylerini aç bırakılmış fareler üzerinden aldık. 

Öncelikle 16 saat aç bırakılan AgRP-Cre farelerden kontrol kaydı alındı. Sonrasında 

farelere DAMGO (1mg/kg) i.p. şeklinde uygulandı ve Ca+2 kaydı alındı. Alınan sonuçlar 

doğrultusunda, sistemik olarak uygulan DAMGO, AgRP nöronlarının ateşleme 

frekansını anlamlı derecede azaltığı gözlendi. Ayrıca bunlara ek olarak 5 gün boyunca 

farelere DAMGO uygulanılarak farelerin yem tüketimi ve kafes içi lokomotor aktivitesi 

24 saat kamera ile gözlendi. Aynı farelerden beşer gün ortalama yem tüketim miktarları 

ölçümü yapıldı. Sonrasında 5 gün boyunca DAMGO uygulandı. Tüketilen yem miktarları 

öncesi/sonrası şeklinde analiz edildiğinde, DAMGO uygulandığında farelerin yem 

tüketimi anlamlı olmamakla birlikte arttığı görüldü. Bunlara ek olarak kafes içi lokomotor 

aktivitesine bakıldığında, farelerin DAMGO uygulanmaya başladıktan sonra anlamlı 

derecede hareket mesafelerinin azaldığı ama hızlarında bir değişiklik olmadığı gözlendi. 

Bu tez çalışmada µ opioid reseptörlerin AgRP nöronlarının aktivitesi üzerine 

etkileri ilk defa olarak incelenmiştir. Çalışmamızın bulgularına göre, µ opioid 

agonizminin iştah düzenlenmesinde önemli bir role sahip olan AgRP nöronlarının 

aktivitesinin modülasyonunda etkili olduğu önerilebilir. 
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