T.C.
YEDITEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FiZYOLOJI ANABILIM DALI

TRANSGENIK FARELERDE HIiPOTALAMIK
ARKUAT AGRP NORONLARININ OPiOiD
MODULASYONU

DOKTORA TEZi

YAVUZ YAVUZ, MSc

ISTANBUL-2021



T.C.
YEDITEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FiZYOLOJI ANABILIM DALI

TRANSGENIK FARELERDE HIiPOTALAMIK
ARKUAT AGRP NORONLARININ OPiOiD
MODULASYONU

DOKTORA TEZi

YAVUZ YAVUZ, MSc

DANISMAN

Prof. Dr. BAYRAM YILMAZ

ISTANBUL-2021



TEZ ONAYI FORMU

Kurum : Yeditepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Program : Fizyoloji

Tez Basligi : Transgenik Farelerde Hipotalamik Arkuat AgRP Noronlarinin Opioid
Modiilasyonu

Tez Sahibi : Yavuz YAVUZ
Sinav Tarihi : 29.06.2021

Bu caligma jurimiz tarafindan kapsam ve kalite yoniinden Doktora Tezi olarak kabul
edilmistir.

Unvani, Adi-Soyadi (Kurumu)

Jiiri Baskant: Prof. Dr. Bayram YILMAZ (Yeditepe Universitesi)

Tez damsmant: | e 1y Bayram YILMAZ (Yeditepe Universitesi)

Uye: Prof. Dr. Ahmet AYAR (Karadeniz Teknik Universitesi)

Uye: Prof. Dr. Selim KUTLU (Necmettin Erbakan Universitesi)

Uye: Dog. Dr. Mehtap KACAR ( Yeditepe Universitesi)

Uye: Dog. Dr. Burcu GEMICI BASOL ( Yeditepe Universitesi)
ONAY

Bu tez Yeditepe Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin ilgili
maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun goriilmiis ve Enstitii Yonetim
Kurulu’nun ....... oo e tarih ve .....oocevveviiiciiee sayil1 karari ile onaylanmistir.

Prof. Dr. Bayram YILMAZ

Saglik Bilimleri Enstitiisii Muidiirti



BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin safthalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar igerisinde elde ettigimi, bu tez ¢alismasi ile elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu
tez ¢alismasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin

olmadigini beyan ederim.

10.07.2021

Yavuz YAVUZ



ITHAF

Regmetli adleme ve esim Selda 'ya



TESEKKUR

Oncellikle, bu siirecte bana giivenerek motive eden, anlayis ve sabrmi higbir
zaman esirgemeyen, bu zorlu yolda her zaman hevesle ve inangla yiiriimeme standartlarin
iistlinde imkan saglayan, egitimimin yani sira her konuda sonsuz destegini goérdiigiim,
degerli danisman hocam Prof. Dr. Bayram YILMAZ’a;

Elektrofizyoloji, optogenetik tekniklerini 6grenmemde biiyiik katkis1 olan, her
daim bilgi alisverisinde oldugum Ve birlikte calismaktan zevk aldigim Dog. Dr. Deniz
ATASOY a;

Ihtiyacim olan her an fikirlerine damistigim, her konuda bana géstermis olduklar
ilgiden dolay1 basta Fizyoloji anabilim dalindan Dog. Dr. Mehtap KACAR, Dog. Dr.
Burcu GEMICI BASOL ve Histoloji anabilim dalindan Dog. Dr. Aylin YABA UCAR’a
olmak iizere Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nin tiim dgretim iiyelerine;

Birlikte vakit gecirmekten keyif aldigim ve bu siiregte yardim ve desteklerini
esirgemeyen kardeslerim Dr. Volkan Adem BILGIN’e, Dr. Sami AGUS’a, ve sonradan
aramiza katilan degerli kardesim Ars. Gor. H. Bugra OZGUN’e ve istatistik analizlerinde
yardimini esirgemeyen Ars. Gér. Cihan Siileyman ERDOGAN” a;

Yeditepe Universitesi Beyin Arastirmalari Laboratuvar1 takiminda birlikte
caligmaktan yine cok keyif aldigim, ihtiyacim oldugu her anda yanimda olan arkadaslarim
Ars. Gor. M. Sinem ETHEMOGLU, Ars. Gor. Ozge BASER, Yiiksek Lisans 6grencisi
Deniz Oykii OZEN ve diger tiim ekip arkadaslarima, deney hayvani temini ve bakimi
konusunda desteklerini esirgemeyen Veteriner Hekim Dr. Engin SUMER ve teknisyen
Ramazan GUNEYLI ve tim YUDETAM ekibine, tezimi hazirlarken ve sunarken
yardimc1 olan Saglik Bilimleri Enstitlisii enstitii sekreteri Hasan KOC ve calisma
arkadaslarina;

Tez izleme komitemde bulunan degerli hocalarim, Prof. Dr. Ahmet AYAR’a ve Prof.
Dr. Selim KUTLU’ya ¢alismamin yonlendirilmesinde degerli yorumlariyla sagladiklar
onemli katkilarindan dolayz;

Son olarak, tiim hayatim boyunca oldugu gibi doktora egitimim siiresince de bana
olan giivenleri, karsiliksiz destekleri, tiikenmeyen sevgi ve anlayislari ile daima yanimda
olan kiymetli annem Nigmet YAVUZ’a degerli abilerim Ali YAVUZ’a ve Salih
YAVUZ’a ve esim Selda YAVUZ’a sonsuz tesekkiirler...



ICINDEKILER

TEZ ONAY T FORMU .....oooviiiiecteeeeees ettt enas s enenanans i
BEY AN e e e e e e e e e e e e e aaarraas ii
| 7N U v
TESEKKUR.....ooiiieeieeteeiee ettt es sttt s et s s sttt an s snensns v
ICINDEKILER ....cocoootiiiieieicccee ettt st vi
TABLOLAR LISTEST.....cooviiiiiieicce ettt viii
SEKILLER LISTESI ...coviuiiitiiciiice ettt iX
SIMGELER Ve KISALTMALAR ......coooeviviticieeeteeeee e xiii
(O )/ = PP XVI
ABSTRACT ...ttt n sttt ettt en st s et n et en e en st en s XVii
1. GIRIS V& AMAC ..ottt 1
2. GENEL BILGILER ......cceiiiiviiiecteieiesesetste s st iss sttt ss st sssenses st senensnsnsns 3
2.1, OPIOTAIRT ...ttt 3

2.1.1. Opioid Reseptorlerinin Homeostatik ve Hedonik Mekanizmalar iizerine etkisi .... 4

2.1.2. Klasik Opioid Reseptor SInyali .........ccocovvviiiiiiiiiiiiicii e 7
2.2. Arkuat Cekirdek NPY NOTONIATT ....cvvviiiiiiiiiiiiiii et 9
3. GEREC Ve YONTEM ......cocooiviiiiiiiititeteieeeeie ettt 14
3.1. Kullanilan Deney HayVani ..........cccccoviiiieiiiiiicnceeseseeesee e 14
3.1.1. Farelerin Uretim StratefiSi ........ccovevevreirerereriiieisereieissieeese e 14
3.1.2. GENOLIPIEIME ... ettt aenre s 14
3.2. Cre rekombinaz Bagimli AAV viriislerin Intrakraniyal Enjeksiyonu ..................... 17
3.3. Beyin Kesiti Hazirlanmast...........coceiiiiiiieiiiiiceeseee s 19
3.4. Elektrofizyoloji kayitlart (Patch clamp) ........ccccooviiiiiiiiiiicceeec e 20
3.5, BeSIenmeE daVIAnIS......cccueieiiieiiiieiiiiie st see e e e ree e 21
3.6. Lokomotor aktivite (Home Cage AKLIVILY) ...ooooviiiieiicic e 21
3.7. Viriis enjeksiyonu ve fiberoptik yerlestirme (In vivo) .......ccccoeviiiiiiniiniciiien, 22
3.8. Fiber Fotometri (Ca+2 gOrintlileme).........covvvieiieiiiiiiiiiiee e 23
4. BULGULAR ...ttt 24

Vi



4.1. DAMGO’nun (u opioid agonisti) arkuat AgRP noronlarmin atesleme frekansina
BEKIST ..t 24

4.2. Nalokson’un (pn opioid antagonisti) arkuat AgRP ndronlarinin atesleme frekansina

BEKIST .. 25
4.3. DAMGO’nun AgRP noéronlarina gelen sinaptik akimlara etkisi (EPSC/IPSC)...... 26
4.4. DAMGO’ nun AgRP néron membran dzelliklerine etkisi..........cooeviriviiiiniiicnnn, 29

4.5. DAMGO’ nun GTP ve GDPfS’li internal ve banyoda CMPD101 varliginda AgRP

membran OZellKIErine etKiSi........cccuiiiiiiiiiii e 32
4.6. DAMGO’ nun Arc 9RP>PVH projeksiyonuna etkisi ..........ccccvvevvveverecesecreecnenane, 33
4.7. Yeme davranigi ve home cage aktivite SonuGIart ........ccovvveeiiiiiiiiiiniie e 36
4.8. In vivo AgRP néron kayitlart ve DAMGO’ nun etKiSi.......ccoovvviiiiiiniiiiiiiiicn, 38
5. TARTISMA ...ttt ettt ettt bt be b nneas 41
6. KAYNAKLAR ...ttt ettt nb e be et sn et nbe e 45
T EKLER ...t be e 56
7.1, EtiK KUrul Onay FOMMU .......cooviiiiicecc ettt 56
7.2. Intihal RApOru T1K SAYTASI.....ccviveviieiveiiieisiee et 58
7.3, OZGEGIMS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt et s tens 59

Vi



TABLOLAR LISTESI

Tablo 1. Kontrol PZR IGETTKICTL. ....cviiieiiiiieiiiesieeie sttt 15
Tablo 2. Transgenik PZR 1¢eriKIEII......c.civiiuiiiiiieie e 15
Tablo 3. Kullanilan Primer DizZiler .......ccccuuvviiiriiieieiisiseseeie e 15
Tablo 4. PZR ProtoKOlil.........cveiiiiiiiiiiiiicieeee e 16

viii



SEKILLER LISTESI

Sekil 1. Opioid reseptorlerinin anatomik dagilimi [74]......cccccvviiiiiiiiniiiieiieceeeee 7
Sekil 2. Opioid reseptor sinyallesmesinin 0zeti [73]. ..ocovvvvvereireiiiereere e 9
Sekil 3.Arkuat AgRP ndronlarinin yapmis oldugu projeksiyon haritasi [117]. ............. 11
Sekil 4. Arkuat AgRP noronlarinin GFP ile isaretlenmesi sonrasi projeksiyon yogunluk
RATTEAST [ 1 16]. ciiieiiiie ittt nnes 13
SeKil 5. AGRP Cre fare PCR SONUCU .....ccvecviiieiiieie et 17
Sekil 6. Stereotaksiye yerlestirilen farede cam pipetle viriis enjeksiyonu. .................... 19
Sekil 7. Beyin Kesitleri alimi ........coocviiiiiiiiiiiciiceee e 19

Sekil 8. Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin Arastirmalar1 Laboratuvari A)
Elektrofizyoloji kayit cihazi B) Kayit pipetiyle nérona “seal” (miihiirleme) yapilmasi C)
Elektrofizyoloji Kaylt OTNEE .......cevveiiiiiiriiiiiieesiece e 21
Sekil 9. In-vivo kayitlar igin feriil yerlestirilmis fare. .........cccoooeiiiiiiiniiiiiiieec 22
Sekil 10. A) Standart bir fiber fotometri ¢alisma semas1 B) Yeditepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Beyin Arastirmalart Laboratuvart ........ccoc.eoveieiineneneeiesiesie e 23
Sekil 11. DAMGO’nun arkuat AgRP ndronlarinin atesleme frekanslarina etkisi A)
Transgenik farelerde Cre bagimli viriisiin ekspresyonu B) GFP ifade eden AgRP
noronlarmin  konfokal mikroskopi goriintiileri C) Beyin kesitlerinden alinan
elektrofizyoloji kayit sonuglar1 (Kontrol: 2.4+0.32 Hz n=37 néron, DAMGO: 0.64+0.12
Hz n=39 noron / 4 fare) Alinan frekans sonuglari T-test nonparametric Kolmogorov-
Smirnov testi ile karsilastirildi. (P <0,0001) D) GFP enfekte olan AgRP ndronlarindan
alian ornek elektrofizyoloji Kayitlart.........cccocooiiiiiic 25
Sekil 12. Nalokson’un arkuat AgRP noronlarinin atesleme frekanslarina etkisi A) Beyin
kesitlerinden alinan elektrofizyoloji kayit sonuglart (Kontrol: 0.57+0.09 Hz n=31né6ron,
Nalokson: 2.33+0.26 Hz n=34 noron/ 4 fare) Alinan frekans sonuglari T-test
nonparametric Kolmogorov-Smirnov testi ile karsilastirildi. (P <0,0001) B) GFP enfekte
olan AgRP néronlarindan alinan 6rnek elektrofizyoloji kayitlart. ..o, 26
Sekil 13. DAMGO’nun arkuat AgRP néronlarina gelen uyarici sinaptik akimlara etkisi
A) Whole-cell (tiim hiicre kaydi) teknigi ile alinan sEPSC frekans grafigi (Kontrol:
1.80+0.11 Hz, n=16 néron, DAMGO: 1.0+0.11 Hz n=14 n6ron, Nalokson: 1.17+0.17
Hz n= 16 néron / 3 fare) (one-way ANOVA, P<0.05, Dunn’s multiple comparisons test)
B) sEPSC kayitlarin tepe genisligi (peak amplitude) grafigi (Kontrol: 17.69+1.16 pA,



n=16 néron, DAMGO: 22.46+0.86 pA n=14 noron, Nalokson: 25.36+0.65 pA n= 16
noron / 3 fare) C) GFP enfekte olan AgRP noéronlarindan alinan 6rnek whole-cell
elektrofizyoloji KayItlar..........ccooovoiiiiiiii 27
Sekil 14. DAMGO’nun arkuat AgRP néronlarina gelen inhibe sinaptik akimlara etkisi A)
Whole-cell (tiim hiicre kaydi) teknigi ile alinan sIPSC frekans grafigi (Kontrol:
0.90 +0.19 Hz, n=18 noron, DAMGO: 1.17+0.32 Hz n=17 noron, Nalokson: 0.524+0.05
Hz n=16 noéron / 3 fare) (one-way ANOVA, P=0.7, Dunn’s multiple comparisons test).
B) sIPSC kayitlarin tepe genisligi (peak amplitude) grafigi (Kontrol: 22.944+1.97 pA,
n=18 noron, DAMGO: 24.7740.86 pA n=17 noron, Nalokson: 25.294+1.23 pA n=16
noron / 3 fare) C) GFP enfekte olan AgRP noronlarindan alinan 6rnek whole-cell
elektrofizyoloji KayItlar..........ccooviiiiiiiicii e 28
Sekil 15. GTP’li internal ile AgRP néron membran 6zellikleri A) DAMGO’nun AgRP
noron dinlenim zar potansiyeline etkisi grafigi (Kontrol: -50.84+1,97 mV n=15 noron,
DAMGO: -62.26 +2.55 mV n=15 ndron, Nalokson: -56.4 +2.44 mV n=16 néron/4 fare)
(One-Way ANOVA, P<0,0001, Tukey's multiple comparisons test). B) AgRP néron
direng grafigi (Kontrol: 2244.44 + 261.46 MQ n=9 néron, DAMGO: 1407.14 + 193.473
MQ n=7 noéron, Nalokson: 2385.71 +£436.67 MQ n= 7 noron /4 fare) (One-Way
ANOVA, P=0,0868, Tukey's multiple comparisons test). C) whole-cell current clamp
elektrofizyoloji Kaydl. .......cooiiiiiie 30
Sekil 16. GDPBS’li AgRP néron membran 6zellikleri A) DAMGO’nun AgRP néron
dinlenim zar potansiyeline etkisi grafigi (Kontrol: -45.14+1,20 mV n=14 ndron,
DAMGO: -54.42 £2.32 mV n=14 noron, Nalokson: -49.57 £2.17 mV n=14 ndron/3 fare)
(One-Way ANOVA, P=0,0003, Tukey's multiple comparisons test) B) AgRP néron
direng grafigi (Kontrol: 2557.14 £375.34 MQ n=7 ndéron, DAMGO: 1633.33 +239.93
MQ n=9 noron, Nalokson: 2428.57 + 378.97 MQ n= 7 noron / 3 fare) (One-Way
ANOVA, P=0,1011 Tukey's multiple comparisons test). C) whole-cell current clamp
eleKtrofizyoloji KaYdL. .....c.ooiiiiiii e 31
Sekil 17. CMPD101’li varliginda AgRP néron membran 6zellikleri A) GTP’li internal ve
DAMGO’nun AgRP néron dinlenim zar potansiyeline etkisi grafigi (Kontrol: -46+9.92
mV n=6 néron, DAMGO: -58.83 +3.45 mV n=6 noron, Nalokson: -55.5 + 2.95 mV n=6
noron / 2 fare) (One-Way ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple comparisons test). B)
GBDP’li internal ve DAMGO’nun AgRP ndron dinlenim zar potansiyeline etkisi grafigi
(Kontrol:-46.16+0.87 mV n=6 néron, DAMGO: -48.33 £0.80 mV n=6 noron, Nalokson:



-47.5 +1.58 mV n= 6 noron / 2 fare) (One-Way ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple
comparisons test) C-D) whole-cell current clamp elektrofizyoloji kayitlarrt. ................. 33
Sekil 18. ArcA9RP>PVH ginaptik baglanti 6zellikleri A) Hipotalamus arkuat bdlgesine
ChR2 enjeksiyon gorseli B) PVH bolgesinden noronlardan kayit alma sirasinda AgRP
noron aksonlarinin optogenetik uyarimi C) ChR2 enjeksiyonu yapilan AgRP-Cre fare
beyin kesitinden konfakal gosterimi D) ArcA9RP>PVH projeksiyonundan alinan tepe genlik
kaydi. ArcA9RP?PVH ginaptik baglantilari {izerine DAMGO’nun etkisi E) DAMGO nun
AgPR noéron aksonlarinin uyarimi sonrast PVH noéronlarinda olusturdugu tepe genlik
grafigi (Kontrol: 250.4 +£52.81 pA, DAMGO: 148.3+38.6 pA, Nalokson: 220.5+51.11
pA n=10 noron / 4fare) (One-Way ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple comparisons test)
F) AgRP noronlarindan gelen sinaptik inputlarin release probability grafigi (Kontrol:
0.42 £0.11, DAMGO: 0.3640.09, n=15 noron/4fare) (T-test nonparametric Wilcoxon
matched-pairs signed rank P=0.45) G-H) Postsinaptik noronlarda AgRP noron
aksonlarinin uyarimi sonrasi olusan frekans ve tepe genlik alan grafigi (Kontrol:
8.97+0.92 Hz n=15 noéron, DAMGO: 5.37+0.92 Hz n=15 noéron/4 fare), (Kontrol:
11827.301+3580.14ms.pA n=15 noéron, DAMGO: 5857.75 £2053.75 ms.pA n=15 noéron
| 4 fare) (T-test nonparametric Wilcoxon matched-pairs signed rank P<0.0001, P=
0,0054) 40 ... 0. ... A0 4 36
Sekil 19. AgRP-Cre farelerde DAMGO’nun yeme davranisina ve lokomotor aktivite
ozeliklerine etkisi A) AgRP farelere uygulanilan deney protokiil semas: B) Salin ve
DAMGO uygulanmasi sonrasi farelerin yem tiiketim grafigi (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 yerlestirilen kameralardan alinan ortalama
glinliik aktivite kaydi D-E) Farelere uygulanan DAMGO sonrasi toplam hareket mesafesi
(Kontrol: 3770.47+£290.17 cm, DAMGO: 5061.84+482.12 cm / 11 fare) (T-test P<0.05)
ve hiz degerleri (Kontrol: 4.97+0.71 cm/s, DAMGO: 5.56+0.65 cm / 11 fare) (T-test
e 0101 TSRS 38
Sekil 20. AgRP-Cre farelerden Ca*? gériintiileme ve DAMGO’nun etkisinin aragtiriimast
A) Fiber fotometre Ca*? goriintiileme sistem ¢alisma semas1 B) A¢ birakilan AgRP-Cre
farelerden alinan fiber fotometre verileri C) Ag¢ birakildiginda AgRP né&ronlarinin
atesleme frekansim1 gosteren data D) Ag¢ farelere DAMGO uygulanmasi ve AgRP

néronalarmdan alinan Ca*? SiNYal Grafigi. ........cocoeveveeeeiieeesee e, 40

Xi






AlP:
AAV:
aCSF:
AgRP:
AP5:
BNST:
ChR2:
CMPD101:
CNQX:
Cre:
CsCl:
D/V:
ddH20:
DMH:
DR:
EDTA:
EPSC:
FLEX:
GFP:
GBDP:
H20:
H202:

HCI:

SIMGELER ve KISALTMALAR

Anterior/Posterior

Adeno-Asosiye Viriis

Yapay Beyin Omurilik Stvisi
Agouti-related Peptide

2R-amino-5-phosphonovaleric acid

Stria terminalinin yatak ¢ekirdegi

ChannelRhodopsin

Compound 101 hydrochloride

6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione

Causes of Recombination

Cesium chloride

Dorsal/Ventral

Aritilmis su

Dorsomedial hipotalamus

Dorsal rafe ¢ekirdek

Etilendiamintetraasetik asit

Excitatory postsynaptic current

Flip-Excision

Yesil Floresan Protein

Guanosine 5'-[B-thio]diphosphate trilithium salt

Su

Hidrojen Peroksit

Hidroklorik Asit

xiii



IPSC:

KCI:

LA:
LHA:
Lox:
M/L:
MCH:
Mg-ATP:
MgClI2:
MgS04:
MPA:
NAC:
NaCl:
NaGTP:
NaHCO3:
NaHPO4:
NAOH:
NMDG:
PAG:
PBN:
PCR:

PN:

POMC:

Inhibitory postsynaptic current
Intraperitonal

Potasyum Kloriir

Lateral septal

Lateral Hipotalamik Alan
Locus of Crossing

Medial/Lateral

Melanin Konsantre Eden Hormon

Adenosine Triphosphate Magnesium

Magnezyum Kloriir
Magnesium Siilfat
Medial Preoptik Alan
Nucleus Arcuatus

Sodyum Kloriir

Guanosine 5'-triphosphate sodium salt hydrate

Sodyum Bikarbonat
Sodyum Fosfat

Sodyum Hidroksit
N-Methyl-D-glucamine

Periakuaduktal Gri

Parabrakiyal Cekirdek

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Paranigral Cekirdek

Pro-opiomelanokortin

Xiv



PTX:

PVH:

PVT:

rAAV:

TAE:

VTA:

Picrotoxin

Paraventrikiiler Hipotalamus

Talamusun Paraventrikiiler Cekirdeklerine
Rekombinant Adeno-Asosiye Viriis
Tris-Asetat-EDTA

Ventral Tegmental Alan

XV



OZET

Yavuz, Y. (2021). Transgenik Farelerde Hipotalamik Arkuat AgRP Néronlarinin
Opioid Modiilasyonu. Yeditepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji
ABD, Doktora Tezi. istanbul

Hipotalamusun arkuat ¢ekirdeginde (ARC) lokalize olan Agouti ile iliskili peptit (AgRP)
ndronlart igtah, metabolizma ve enerji homeostazinin diizenlenmesinde merkezi bir role
sahiptir. Calismamizda p opioid reseptor agonistinin AgRP noronlar tizerindeki olasi
fonksiyonel degisimlerini elektrofizyolojik ve Ca*? aktivite goriintilleme yontemleriyle
karakterize etmeyi amacladik.

Calismada disi ve erkek transgenik AgRP-Cre fareler kullanildi. p opioid reseptor
agonisti DAMGO'un AgRP ndronlart {izerindeki etkileri optogenetik ve
elektrofizyolojik testler (“cell attach” ve “whole cell”) ile ex vivo olarak incelenirken, -
opioid reseptor aktivasyonunun in vivo etkileri beslenme davranisi, lokomotor aktivite ve
fiber fotometre Ca*? goriintiileme yontemleri kullanilarak incelenmistir. Verilerin
istatistiksel analizi i¢in One-Way ANOVA testi kullanildi.

Ex vivo deneylerde, DAMGO, AgRP noronlarinin atesleme frekansini 6nemli 6lgiide
azalttt ve bu néronlarin dinlenim membran potansiyelini hiperpolarize etti (P<0,0001).
Ayrica, DAMGO, bu noéronlara giden uyarici post-sinaptik akimlarin frekansini 6nemli
Ol¢iide azaltirken, inhibe post-sinaptik akim frekansini degistirmedigi gozlendi.

CARP>PVH - ginaptik  baglanti

Optogenetik tekniginden faydalanilarak yapilan AR
deneylerinde, ila¢ uygulamasindan sonra sinaptik tepe genliginin 6nemli 6l¢iide azaldig1
gozlendi (P<0,05). DAMGO'nun bes giinliikk intraperitoneal uygulamasindan sonra
farelerde gida tiikketim miktarinin artma trendinde oldugu goézlendi. DAMGO
uygulamasinin bir sonucu olarak, hayvanlarin kat ettikleri mesafe anlamli derece
azalirken hizlarinda bir degisiklik olmadi. AgRP néronlarinin in vivo Ca*? aktivitesini
gorlintiilemek icin fiber fotometri teknigini kullandik. DAMGO, 16 saat a¢ birakilan
farelere uygulandiginda, AgRP noronlarmin Ca*? aktivitesinin anlamli derecede azaldig
gbzlemlendi (P<0,05).

Bu ¢alismada p opioid reseptorlerin AgRP ndronlarimin aktivitesi lizerine etkileri ilk defa
olarak incelenmistir. Calismamizin bulgularina gore, p opioid agonizminin istah

diizenlenmesinde Onemli bir role sahip olan AgRP ndoronlarinin aktivitesinin

modiilasyonunda etkili oldugu 6nerilebilir.
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Anahtar Kelimeler: Opioidler, AgRP fare, Optogenetik, Elektrofizyoloji, Fiber

fotometre, beslenme davranisi.

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. istanbul

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 p-opioid
receptor agonist on AgRP neurons by electrophysiological and Ca*? activity imaging
methods.

Male and female AgRP-Cre mice were used. Ex vivo effects of DAMGO (a p-opioid
receptor agonist) on AgRP neurons were examined by optogenetic and
electrophysiological (cell attach and whole cell) methods, in vivo effects of p-opioid
receptor activation were investigated by feeding behavior, locomotor activity and fiber
photometry Ca*? 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 p-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
ARCAIRP>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*? activity of AgRP neurons. When DAMGO was administered to
mice that were fasted for 16 hours, Ca*? activity in AgRP neurons was significantly
reduced (P<0.05).
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In the present study, p-opioid receptor modulation of AgRP neuronal activity is
demonstrated for the first time. When the available data was considered, it can be
suggested that u-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. GIRIS ve AMAC

Besin aliminin merkezi diizenlenmesi, enerji homeostazina katkida bulunan kilit
bir mekanizmadir. Beslenme davranisini diizenledigi diisiiniilen bir¢ok néral devre hem
anatomik hem de islevsel olarak beynin 6diil devresi ile ortiisiir. Cok sayida sinir aginin
manipiilasyonu, ayni anda gida alimmi ve 6diil merkezini etkileyebilir. Bu siireglerin
altinda yatan iki anahtar sistem olan homeostatik ve hedonik beslenmeyi kontrol edenler,
genellikle bagimsiz olarak kabul edilir. Hedonik beslenme duyusal algi veya zevk
tarafindan uyarilirken, homeostatitk beslenme ise temel metabolik siiregler ve hayatta
kalmak i¢in alinan gidalarin denetiminden sorumludur [1,2]. Fakat esas olarak olusan
negatif bir enerji dengesi, hipotalamus ve beyin sapinin aracilik ettigi fizyolojik yeme
ithtiyacina yol acar, ancak lezzetli yiyecekleri yeme arzusu, enerji durumundan bagimsiz
olarak yiyecek alimimi tesvik edebilir. Ogiin baslangic1 genellikle homeostatik olmayan
mekanizmalar icerirken, 68iin miktar1 ve sonlandirilmasi, 6zellikle gida aliminin neden

oldugu bagirsak sinyalleriyle ilgili olarak homeostatik kontrol altinda yiirtitiiliir [3,4].

Ayrica endojen opioid sistemi hem homeostatik hem de hedonik beslenmede
onemli derecede etki etmektedir. Yapilan ¢alismalarda, opioid reseptor agonistlerinin
uygulanmas1 hayvanlarda gida aliminda yiiksek oranda artisa neden oldugu ve bunun
aksine sistemik veya beyin i¢i Opioid reseptér antagonist uygulamalarinin enerji alim
mekanizmalar1 iizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu gosterilmistir [5-8]. Fakat
homeostatik beslenme iizerine olan molekiiler mekanizmasi halen tam net degildir.
Opioidlerin melanokortin sistemleriyle etkilestigi diistiniilmektedir. Melanokortinler ise
cesitli mekanizmalar yoluyla gida alimimi azalttigi bilinmektedir. Melanokortin
reseptorlerinin endojen bir antagonisti olan agouti ile iliskili peptid (AgRP) gida aliminin

uyartlmasinda 6nemli rol almaktadir [9,10].

Noropeptid Y (NPY), enerji dengesine ve beslenme davranigina aracilik eden bir
diger 6nemli hipotalamik noéropeptittir. Hem AgRP hem de NPY, hipotalamik arkuat
cekirdekte (ARC) bulunan giiglii oreksijenik faktorlerdir [11]. AgRP/NPY néronlari,
yogun intrahipotalamik aksonal projeksiyonlarini paraventrikiiler cekirdege (PVH)
yollayarak sinaptik baglantilar yapmaktadir. ARCAIRPINPYZPYN qinaptik baglantisi
beslenmede 6nemli bir rol oynadigindan [12], bu baglantinin giiciindeki degisikligin istah

diizenlemesi i¢inde kritik bir dneme sahip olmas1 muhtemeldir.



Bu baglamda, calismamizda, p opioid reseptér agonisti ve antagonistinin
homeostatik beslenmede 6nemli degere sahip arkuat g¢ekirdekte lokolize olan ve ayni
zamanda enerji tiikketiminde gorev alan AgRP noronlarindaki fonksiyonel degisiklikleri
kapsamli ve sistematik olarak karakterize etmeyi amagcladik. Bunlar sirasiyla,
DAMGO’nun, AgRP noéronlarinda olusan a) atesleme frekanslarima olan etkisi b)
presinaptik input anomalitelerinin spontane uyarict ve inhibe edici (IPSC ve EPSC)
akimlar olan etskisi c¢) otonom atesleme ve dinlenme potansiyeli gibi 6zelliklerinin
karakterizasyonu d) AgRP néronlarinin sinaptik ¢iktilarinin {izerine etkisi e) p opioid
reseptor agonistinin periton i¢i (i.p) uygulanmasindan sonra farelerde olusan davranigsal

ve fonksiyonel degisiklikleri karakterize etmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Opioidler

Yiizyillardir analjezik olarak yararlanilan opioidlerin sakinlestirici bir ajan olarak
kullaniminin en az 5.000 yillik bir gegmisi vardir. Ancak endojen opioidlerin beyinde
varligi 1970'lerde yapilan hayvan deneyleri sonrasi kesfedildi [13]. Endojen opioid
peptidler arasinda endorfinler, enkefalinler, dinorfinler ve endomorfinler bulunur. Opioid
reseptor tiirleri ise p-, 6- ve k- dir. p opioid reseptorii (MOR), & opioid reseptorii (DOR)
ve k opioid reseptorii (KOR) araciligiyla islev gosterirler. Bunlar G proteinine bagli siiper
ailesinin tiye reseptorleridir. B-Endorfin, beyinde ¢ogu yerde lokalize olmakla birlikte
cogunlukla hipotalamusun arkuat g¢ekirdekte ve beyin sapinda eksprese edilir. MOR
araciligiyla hareket ederek ve istah diizenleme mekanizmasmin yani sira cinsel
davraniglar iizerine etki eder. Enkephalin reseptorii beyinde genis dagilim gosterip ve
MOR ve DOR reseptorleri araciligiyla hareket eder. Dinorfin reseptorii ise KOR
reseptorleri tizerinden etki ederek, omurilikte ve hipotalamus dahil beynin bir¢ok yerinde
bulunur [13].

Yemek tiiketimi basit, konvansiyonel bir davranig degildir. Bir yemek yeme isinin
baslangici, yiyecek erisimi, temin edilen gidanin tiikketimi i¢in merkezi ve ¢evresel sinir
sisteminin es zamanli gérevlerini yerine getirmesi gerekir [14]. Bu sistemlerin birlikte
calismas1 ve gorevlerini yerine getirmesi genellikle laktasyon doneminden sonra
Ogrenilen davraniglardir. Bu nedenle, yeme davranisini diizenleyen yalnizca Merkezi
Sinir Sistemi’nin (MSS) hipotalamustan ziyade ¢evresel sinir sistemiyle birlikte bir biitiin
olarak hareket etmektedir. Ayrica, alkol ve nikotin maddelerinin olusturmus oldugu
bagimlilik gibi opioid agonistlerinin dogrudan uygulanmasi veya alinmasi sonrasi
bagimlilik yaratan davraniglara yol agar. Ayn1 zamanda opioidlerin MSS’de bulunan 6diil
mekanizmalar {izerinde 6nemli rol oynadig: kabul edilmistir. Bagimlilik olusturan sinir

aglarinin ¢ogu ayni zamanda 0diil mekanizmalarinda da yer alir.

Opioid reseptor antagonistleri, bagimlilik yapan ilag alimmi ve 6diil
mekanizmasini inhibe ederek lezzetli yiyecekler alimmi azaltir. Son yillarda yapilan
calismalarda, naltrekson veya naloksonun (opioid antagonistleri) lezzetli yiyecek alimini
azalttig1, morfin ve enkefalin gibi opioid reseptor agonistlerinin ise gida alimini arttirdigi

gosterilmigtir.  Morfin  ve tiirevlerinin akut uygulanmasinin, nalokson ile geri



dondiiriilebilir bir sekilde gida ve agirlik alimini arttirirken, kronik morfin uygulanmasi
sonrasi ise gida alimi ve viicut agirhgmin artist diismektedir. Ayrica, kronik morfin
uygulamasi diizensiz bir beslenme modeline yol a¢tig1 ve opioid agonistlerden bazilarinin
beyin i¢i niikleus akiimbens ¢ekirdegine (NAC) enjeksiyonu sonrasi, diisiik yagl diyet
veya karbonhidrat acisindan zengin olan diyete kiyasla ytliksek yagli besin alimda biiyiik
bir artisa yol actigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismada, yiiksek yagli diyetle beslenen
farelerin  NAc, prefrontal kortek ve hipotalamus bolgesinde MOR ve ligand
preproenkafalin ekspresyonun artigi gosterilmistir. Bu veriler opioidlerin, viicut agirlig
kontroliinde ve besin aliminda rolii oldugunu, 6zellikle de 6diil merkezini uyaran besin
alimlar1 ve opioidler arasinda giiglii bir iligki oldugunu gostermektedir [15]. Bu karsilikli
iliski, opioiderjik beyindeki bir disfonksiyonun, obezite patofizyolojisinde ve degismis
viicut agirligiyla baglantili hastaliklara yol acabilecegi ve rol oynabilecegi gercegini

ortaya koymustur.

2.1.1. Opioid Reseptorlerinin Homeostatik ve Hedonik Mekanizmalar iizerine etkisi

Enerji homeostazinin diizenlenmesinden sorumlu olan opioid reseptdrleri, beyinin
farkli bolgelerinde lokalize olan ve merkezi sinir sisteminde genis dagilim
gostermektedir. Opioid reseptorlerinin enerji dengesindeki rolii yapilan ¢alismalarda
siklikla gosterilmistir [13-16]. Bu alanda yapilan ilk ¢alisma, opioid reseptdr antagonisti
olan nalokson, fare ve siganlarda uygulandiginda gida alimimi anlamli derecede
azaltmistir [17]. Cok sayida calismada, sitemik veya beyin i¢i enjeksiyon olarak
uygulanilan opioid reseptor antagonistlerinin farelerde, siganlarda hatta kemirgen
hayvanlarda gida alimini ve viicut agirliklarinin azalttigi gosterilmistir [18-23]. Bunlara
ek olarak, MOR geni, ozellikle eksonl’de rs1799971 ve intron 1'de rs514980 ve
rs7773995 genotipleri, beden kitle indeksi (BMI) ve obezite ile pozitif olarak iligki oldugu
gosterilmistir [24]. Opioidlerin gida alimi tizerindeki molekiiler mekanizmasi tam olarak
anlasilmasa da, merkezi opioid ve melanokortin sistemleri birbirleriyle etkilesim halinde

oldugu bilinmektedir.

Melanokortinler, yeme davranigini diizenleyen ve proopiomelanokortin (POMC)
olarak isimlendirilen 6nciileri, hem gida alimini azaltan a-melanosit uyarict hormonu hem
de davraniginin yani sira ruh hali ve gida alimin1 etkileyen -endorfini sentezler. Ayrica
POMC néronlari, kendi alt popiilasyon noronlarini hiperpolarize eden ve aksiyon
potansiyel ateslemesini susturan postsinaptik p opioid reseptorlerini sentezler. Dahasi,

GABAEerjik terminallerinde lokalize olan ti¢ farkli opioid reseptoriin aktivasyonu pre-
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sinaptik POMC néronlarini inhibe eder. Opioid agonistlerinin POMC néronlarinda pre-
postsinaptik etkileri ve ayrica POMC ndoronlarindan sentezlenen ve sinaptik bosluga

salinan opioidlerin karsilikli etkilesimler i¢inde oldugu gostermektedir [25].

Melanokortinler, melanokortin reseptorii 3 ve 4 (MC3R ve MC4R) reseptorleri ile
yiyecek alimini azaltici yonde etki eder. Bu reseptorlerin endojen bir antagonisti olan
agouti ile iligkili peptid (AgRP) tarafindan indiiklenen gida aliminin uyarilmasi, opioid
antagonisti nalokson veya naltrekson uygulamasi ile azaldigi gosterilmistir [26,27].
AgRP uyarimi ile olusan gida alimin1 MOR ve KOR opioid reseptorleri iizerinden oldugu
gostermek icin yapilan ¢alismada, bu reseptorlerin birlikte inhibisyonu sonrasi gida alimi
baskilanmustir [28]. Ayrica, bu opioid reseptorlerinin ayr1 ayri inhibe edilmesi sonrasi
AgRP'nin oreksijenik etkisini degistirmemistir [28]. Opioid ve melanokortin sistemi
arasindaki yakin etkilesim, beta endorfinin (MOR ligand1) oreksijenik etkisinin MC3R ve
MCA4R reseptorleri igin bir agonist tarafindan baskilandigi gésterilmistir [29].

Beslenme davranisi ve enerji dengesinin bir baska onemli néron grubu NPY
noronlaridir. Hipotalamik ARC’de birlikte lokalize olan NPY ve AgRP néropepttidleri
giiclii oreksijenik faktorlerdir. Yapilan ¢alismalarda, NPY'nin oreksijenik etkisinin opioid
sistemlerle iliskili oldugu gosterilmistir. Ornegin, merkezi ve periferal nalokson
uygulanmasi sonrasi, NPY ile indiiklenen beslenme davranisini azalttigir gosterilmistir
[30-33]. MOR ve KOR reseptorleri NPY'nin oreksijenik etkisine tetikleyen opioid
reseptorleridir. NPY ile indiiklenen beslenmeyi norBIN (KOR antagonisti) ve B-FNA'nin
(MOR antagonisti) baskilarken, (DOR antagonisti) NPY etkilerini degistirmedigi

gosterilmistir [30].

Oreksin A, lateral hipotalamusta bulunan bagka bir oreksijenik néropeptiddir.
Yapilan galismalarda, oreksin uyarimi ile olusan beslenme davranisinin modiilasyonu
opioidler tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir. Hipotalamik oreksin enjeksiyonu
sonrasi ventral tegmental alanda (VTA), paraventrikiiler c¢ekirdekte (PVH) ve
amigdalanin merkezi ¢ekirdeginde enkafalin gen ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir
[34]. Buna karsi olarak si¢anlara naltrekson uygulanmasi sonrasi oreksin-A’nin
oreksijenik etkisinin azaldig1 gosterilmistir [35]. Ilging bir sekilde, naltrekson ayrica,
dogrudan akiimbens ¢ekirdegine uygulandiginda oreksin A'nin etkilerini bloke etmekte,
bu da oreksininin, beslenme davranisini uyarici etkisinin gidanin 6diillendirici

ozellikleriyle ilgili oldugunu gostermektedir [23]. Bunun aksine opioidler, lateral



hipotalamusta lokalize olan melanin-konsantre edici hormonun oreksijenik etkilerine
aracilik etmemektedirler [36]. Diger bir 6nemli bulgu da, MOR agonisti olan
DAMGO'un akiimbens ¢ekirdege uygulanmasi sonrasi alinan yiiksek yagli diyetin
artmasina karsin VTA’da bozulmamis bir oreksin sinyali gosterilmis olmasidir [37].
Opioidlerin, oreksin sistemileri ile olan bu baglantis1 homeostatik ve hedonik gida alim

ve enerji homeostazisini modiile ettigini diisiindiirmektedir.

Opioidler, homeostatik gida aliminin diizenlenmesinde gorev alir Ve ayrica odiil
mekanizmalarim1 uyararak sekerli soliisyonlarin ya da alinan besinin lezzetini
diizenleyerek hedonik yonde katki saglamaktadir [38-40]. Hedonik beslemenin
edinilmesi, mezolimbik dopamin yolunun aktivasyonunu, VTA’dan NAc bdlgesine
dopaminerjik projeksiyonu icerir ki bu muhtemelen yiyeceklerin 6diil devresinin en
onemli yolagi olarak diisiiniilmektedir. Endojen opioidler, mezolimbik dopamin yolunu
hem VTA hem de NAc bélgelerinde diizenler [41]. Bu nedenle yapilan bir¢ok ¢alismada,
opioid reseptor agonist / antagonistleri VTA ve NAc bolglerine enjekte edilerek
mezolimbik dopamin yolag iizerine etkileri arastirilmistir. Bazi ¢alismalarda, opioidlerin
o0dul mekanizmalar1 Uzerindeki etkilerinin, homeostatik mekanizmalarin tizerindeki
etkilerinden daha giicli oldugu ileri siirilmektedir.  Bu bakimdan nalokson
uygulamasiyla yapilan caligmada, farelerin su alimina kiyasla siikrozlu su alimim daha
kuvvetli baskiladigi [42] ve ayrica sakarinli soliisyon tercihini bloke ettigi gdsterilmistir
[43]. Buna karsi, DAMGO'nun NAc bolgesine uygulanmasi sonrast hayvanlarda sakarin
alimimi artirdigi [44,45] ve VTA yapilan DAMGO enjeksiyonu sonrasinda ise tok
hayvanlarda gida alimimmi indikledigi gosterildi [46]. Kemirgenlere naltrekson
uygulanmasi sonrasi sakaroz diyetinin alimin1 dnemli Ol¢iide azalmasini sagladigr gibi,
opioidler ayrica yemek diyetine kiyasla bazi 6zel diyetlerin tercihini de modiile

etmektedir [47].

Dahasi, opioid reseptdr antagonisti naltrekson, mezolimbik &diil yollaginda
ghrelin hormonunu indiiklemesine ragmen beslenmeyi degistirmemektedir [48,49]. Mide
tarafindan sentezi gerceklesen peptit yapili bir hormon olan ghrelin, ghrelin reseptorii
aracilifiyla hareket edip hipotalamusta ve mezolimbik dopamin sisteminin farkli
bolgelerinde yiiksek oranda eksprese edilerek yiyecek aliminin artmasina neden
olmaktadir [50]. Ghrelin hormonunun VTA veya NAc ¢ekirdegine uygulandiginda
beslenme davranisini giiglii sekil de uyarmaktadir [51,52]. Bir baska onemli konu ise

opioid antagonistlerinin ¢gogunun akut uygulanmasi sonrasi gida alimini azalttig1 ancak
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bazilarinda ise kronik uygulanmasi sonrasi da gida alimini azaltigi gésterilmistir. Yapilan
bazi ¢alismlarada 3,4-dimetil-4-fenilpiperidinler opioid agonistinin kronik uygulamasi
sonrasi farelerde gida alimimi azaltigi gosterilmistir. Dahasi, MOR ve KOR antagonisti
olan LY?255582, kronik olarak 7 giin boyunca intraventrikiiler olarak uygulandiginda gida
alimimi ve viicut agirligini azaltmigtir [53]. Ayni bilesikle yapilan baska bir ¢aligmada,
obez Zucker siganlarina 30 giin boyunca subkutan olarak uygulandiginda gida aliminin
ve viicut agirhiginin azaldig1 gosterilmistir [20]. Ek olarak, yiiksek yagli diyetle beslenen
siganlara 14 giin boyunca oral olarak opioid antagonistti LY 255582 uyguladiklarinda,

sicanlarda gida alimini ve viicut agirhiginun azaldigini gosterilmistir [21].

Mu Delta Kappa
Yogdun

® [ ]
Orta
Hafif ¢ ¢
[ ] [ ]

Sekil 1. Opioid reseptorlerinin ndroanatomik dagilimi [74].

2.1.2.Klasik Opioid Reseptor Sinyali

Opioid reseptorleri, medulla, locus coeruleus ve periakuaduktal gri alani igeren
agriyt modiile edici yollarda ekspres edilirler. Ayrica limbik, orta beyin ve kortikal
yapilarda da ifade edilmektedir. Opioid reseptdrlerinin bu lokasyonlardaki aktivasyonu,
dogrudan noéronlari inhibe eder ve bu da omurilik agrisi iletimini engeller [54,55]. Bu
reseptorlerin disinhibisyona girme siireci gogunlukla analjezi ile ilgili olarak anlasilsa da;
opioid devrelerindeki yeni diizenleyici mekanizmalari ortaya ¢ikarmak i¢in bu alandaki
caligmalar hala aktif sekilde devam etmektedir. Tiim opioid reseptorleri, inhibe edici G
proteinlerine baglanan transmembran proteinlerdir. Endojen opioid peptiti olan endorfin
tarafindan aktive oldugunda ya da morfin ve fentanil gibi eksojen agonistleri tarafindan
aktive edildikten sonra, Ga ve GP alt birimlerine ayrilir ve ¢esitli hiicre i¢i efektor
yolaklar iizerine etki ederler [56,57]. Opioid reseptor farmakolojisindeki ilk ¢aligmalar,

guanozin trifosfat (GTP) gibi guanin niikleotidlerinin, beyin dokusundan membran
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preparasyonlarinda opioid reseptorlerine baglanmayi modiile ettigini gostermistir. Daha
sonra, GTPaz aktivitesinin opioid agonistleri ve endojen opioid peptidleri tarafindan
uyarildigr gosterilmistir [58]. Ayrica opioid reseptorlerinin agonist stimiilasyonunun,
diger G protein bagli reseptor tiplerine (GPCR) benzer bir sekilde siklik adenozin
monofosfat (cCAMP) firetimini inhibe ettigi de gosterilmistir [59]. Bogmaca toksini
(pertussis toxin) kullanilarak segici G protein adenosin difosfat (ADP) ribosil edildiginde,
opioid reseptorlerin G proteinleri lizerinden cAMP sinyali inhibe ettigi bulunmustur

[60,61].

Glinlimiizde, dort opioid reseptor tiirlinlin, bogmaca-toksine duyarlh G
proteinleriyle birlestigi ve CAMP inhibisyonunu Gai tizerinden gerceklestirdigi yaygin
olarak kabul edilmektedir. Opioid reseptor sinyal transdiiksiyonunun klasik ve belki de
en Onemli yonii, opioidlerin kalsiyum ve potasyum iyon kanallarint modiile etme
kabiliyetiyle ilgili olmasidir (Sekil 2). Gai, GPy 'den ayrildiktan sonra, Ga proteini alt
birimi, G-proteini kapli i¢e dogru rektifiye edici potasyum kanali (Kir3) ile dogrudan
etkilesime girer. Kanal deaktivasyonu, GTP'den guanozin difosfat hidrolizine ve GBy'nin
kanalla etkilesimden uzaklastirilmasindan sonra gergeklesir [62-64]. Bu siire¢ hiicresel

hiperpolarizasyona neden olur ve tonik sinir aktivitesini engeller.

Yapilan bazi ¢aligmalarda, opioidlerin ndral uyarilabilirlik {izerindeki inhibe edici
etkilerinin, opioid reseptorlerinin G proteini ile diizenlenen Kir3 ile etkilesimlerinden
kaynaklandig1 gosterilmistir [65,66]. Aktive edildiginde, dort opioid reseptoriiniin tiimii,
P / Q-tipi, N-tipi ve L-tipi kanal blokerlerine duyarli olan Ca*? akimlarinda bir azalmaya
neden olmaktadir [67]. Opioid reseptoriiniin neden oldugu kalsiyum iletkenligi
inhibisyonu ayrilmis GPy alt biriminin dogrudan kanala baglanmasi aracilik eder [67]. Bu
baglanma olaymnin, kanal gozenek agikliginin voltaj aktivasyonunu azalttig
diisiiniilmektedir [68,69]. Yapilan arastirmalarda, opioid reseptorlerinin Ca*? kanallar1 ile
etkilesime girdigini ve modiile ettigi gosterilmistir ki bu bulgular opioid reseptdr
modiilasyonunda yer alabilecek spesifik Ca*? kanal alt birimlerinin incelenmesine yol
agmustir. Ornedin, MOR stimiilasyonunun ala ve alb alt birimlerinin G proteinine
bagimli inhibisyonuyla sonuglandigi gosterilmistir [70]. Opioid agonistlerinin akut
uygulamasinin, opiat toleransinin gelisimi sirasinda vezikiiler Ca*? igeriginin telafi edici
diizenleme regiilasyonu ile sinaptik vezikiiller ve sinaptozomlardaki Ca*? igerigini

azalttigr da agik sekilde goOsterilmistir [71,72]. Bunlara ek olarak, pu, y ve x opioid



reseptorlerinin aktivasyonu adenilil siklaz aktivitesini inhibe ederek, cAMP'ye bagli Ca*?

akisi da azalir.

Opioid reseptorlerinin, potasyum kanallarina pozitif olarak baglanirken kalsiyum
kanallarini negatif olarak modiile ettigine dair kanitlar, ¢ok sayida model sistem ve hiicre
tipinde bildirilmistir. Uzun yillar boyunca bunun, sinir sistemindeki opioid reseptdrlerinin
birincil eylemi oldugu diisiiniiliiyordu. Opioid reseptorlerinin potasyum ve kalsiyum
kanallarina olan bu etkilesim, hipokampustaki néronlardan, locus coeruleus ve ventral
tegmental alandaki noronlardan dorsal kok ganglionlara kadar genis bir sistem
yelpazesinde gosterilmis ve bu kanallarin yiiksek oranda korunmus opioid reseptor
substratlar1 oldugu fikrini desteklemistir. Her ne kadar opioid reseptdrlerinin iyon kanali
modiilasyonu {izerinde giiglii etkilere sahip olsa da diger sinyal iletim yollar1 iizerinde
giiclii etkilere sahip olduklar1 6ne siirtilmektedir.

Opioid agonist G-protein

aktivasyonu

Reseptor fosforilasyon

K|r3

32+

e Geri donus

Arrestin
gu¢lendirme

internalizasyon

MAPK
sinyali

- INK

Sekil 2. Opioid reseptdr sinyallesmesinin 6zeti [73].
2.2. Arkuat Cekirdek NPY Noéronlar

AgRP néronlari, viicudumuzun beslenme ve enerji metabolizmasindan sorumlu
olan beynin hipotalamus bdlgesinde lokalize olan noron popiilasyonlaridir. Aclik
durumunda ARC AgRp noronlarinda mRNA ekspresyonunda gozlenen artigla birlikte
sirkadiyen aktivite seviyeleri de degisim goOstermektedir. Fareler iizerinde yapilan bir
calismada, AgRP noron aktivitesinin karanlik fazin baslamasina kisa stire kala en yiiksek
aktivite seviyelerine ulastig1 gosterilmektedir [75-77]. Ayrica ARC AgRP néronlari,

viicut agirligi kontrol mekanizmasinda ve enerji homeostazinda gorev alan, NPY ve y-
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aminobiitirik asit (GABA) norotransmitter maddelerin ekspresyonlarini da arttirmaktadir

[78-84].

Hipotalamus tabaninda median eminence (ME) yakininda bulunan ARC [85,86],
kan yoluyla tasimman sinyaller tarafindan erigebilirdir. Enerji homeostazinin
diizenlenmesinden sorumlu molekiiller, periferik uygulama sonras1 ARC parankimasina

(parankimine) hizli difiize olarak ARC néron aktivasyonunda degisime neden olmaktadir
[87-92].

AgRp noronlarinin yapisinda yer alan metabolik olarak aktif kabul edilen leptin,
insiilin ve ghrelin hormon reseptorleri bu noronlarda periferik sinyallerle olan
modiilasyonunu desteklemekte ve saglamaktadir [93-97]. Yapilan ¢alismalarda ARC ve
sitkumventrikiiler organlar arasindaki noronal baglantilara ek olarak ARC néronlarinin
aktivitesini modiile eden alternatif bir periferik sinyal mekanizmasinin oldugu 6ne

stiriilmiisttir [98,99].

ARC AgRP ndronlari, enerji homeostatik kontrolii i¢in dogrudan veya dolayl
sekilde sinaptik uyarilar alabilmektedir. Ornegin hipotalamusun paraventrikiiler
cekirdeginden, tirotropin salgilatict hormon ve hipofiz adenilat siklaz aktive edici

polipeptit eksprese eden noronlar AgRP ndronlarina projeksiyon yapmaktadir [100].

Ayrica AgRP ndronlan iizerinde bulunan néropeptid FF reseptor 2 (NPFFR2)
aracilifiyla hem dogrudan hem de dolayli mekanizmalar ile baska afferent girdiler alarak

sinyallesmeyi saglamaktadir [92].

ARC noronlarindan gelen AgRP ve birlikte ifade edilen norotransmitterleri,
beslenmeyi tesvik eden ve enerji tiiketiminin azaltilmasini dort farkli sinyallesme
tizerinden yapmaktadir. (Sekil 2.3). Bu sinyallesmelerden ilki olan NPY, POMC (komsu
anoreksijenik proopiomelanokortin) ve CART (kokain-amfetamin diizenlenen transkript)
noronlarinda yer alan postsinaptik Y1 reseptorlerine dogrudan etki ederek islevini inhibe
eder [78, 101]. ARC POMC ve CART noronlar tarafindan salgilanan a-MSH, MC4R
(melanokortin-4 reseptor)’nin aktivitesini saglayarak hem beslenmenin azalmasini hem

de enerji tiikketimini artmasina neden olmaktadir [101,102].

Ikinci sinyallesme yolunda NPY, PVH’de ve farkli postsinaptik Y1 ve Y5
reseptorlerinin ekspresyonuna etki eden néronlar1 uyararak beslenmeyi tesvik etmektedir

[101,103]. Ugiincii sinyal yolunda AgRp tarafindan salgilanan GABA, POMC ve CART
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noronlarinin ve diger alt hedeflerin inhibitorii olarak gorev yapmaktadir [101,104].
Dordiincii sinyallesme yolunda ise AgRP, POMC tarafindan salgilanan o-MSH’in
postsinaptik MC3R ve MC4R reseptorleri iizerine olan etkisini inhibe etmektedir
[101,105]. ARC AgRP noronlarimin yapmis oldugu projeksiyon agi Sekil 3’de

gosterilmistir.

POMC ve MCA4R sinyalini diizenlenmesi i¢in ARC NPY noéronlarindan gelen
sinaptik uyarilarin aksine melanokortin reseptor agonistlerinin ve AgRP agonistlerinin,
NPY néronlarinin elektriksel 6zelliklerini biiyiik 6lciide etkilemedigi gosterilmistir [ 106].
Bu bulgu ARC NPY néronlarimin beslenme ve enerji metabolizmasinda olduk¢a 6nemli

rol aldigin1 desteklemektedir.

PVH

PAG

MCM4R
/ \ PVT
| e ‘ LS : .
[ l ; P
\‘ J
‘ BNST LA NTS
‘ (Pmygde @
VIR PVH)(LHA
OMH!
ARC WA\ T

>

Sekil 3. Arkuat AgRP ndronlarinin yapmis oldugu projeksiyon haritast [117].

NPY eksprese eden hiicre popiilasyonlariin beyindeki genis dagilimi, kapsamli,
coklu ve Ortiisen terminal baglantilarin kurulmasma olanak saglar [106]. Fakat, bu
hiicrelerin AgRP ile ortak olarak bulundugu bolge oldukca sinirli ve bu ortak lokalize
olunan popiilasyon sadece ARC’da bulunmaktadir [79,80].

ARC'da AgRPmin bu lokalize ve kisith ifadesi, ARC NPY ndron
projeksiyonlarmi ve AgRP immiinoreaktivitesini tanimlamak veya NPY promotorii
yerine AgRP gen promotdriine dayali araglar kullanarak bu néronlari manipiile ederek
fonksiyonlart incelenmistir. ARC NPY ndéronlarinin biiyiik bir boliimiinii kapsamasina
ragmen, AgRP ifade etmeyen bir ARC NPY ndron alt kiimesinin varligin1 géstermeyi

amaglayan calismalar yapilmistir [79,107-110]. Bu nedenle, AgRP eksprese eden
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noronlar bir “toksin reseptorii aracili hiicre nakavti” yaklasimi ile ablasyona tabi

tutuldugunda, ARC'da hala NPY-pozitif hiicrelerin %15'1 kalmaktadir [108].

Benzer sekilde, NPY Cre farelerde, AgRP eksprese eden hiicreler spesifik olarak
silindiginde ARC'da %15 oraninda NPY pozitif hiicre goriilmiistiir. Bunlara ek olarak,
AgRP eksprese eden hiicrelerin kirmizi floresan protein td-TOMATO ile NPY eksprese
eden hiicrelerin yesil floresan protein ile isaretlendiginde ARC'daki bir ndéron
popiilasyonunun NPY ifade ettigini ancak AgRP'yi ifade etmedigini gozlemlenmistir
[107]. Bu nedenle, bir isaretleyici olarak AgRP veya AgRP Cre hatt1 kullanan ¢alismalar,
tim ARC NPY popiilasyonu yerine yalnizca ARC NPY ndéronlarinin bir alt kiimesini

inceleyebilir.

Ayrica, tek hiicreli dizileme ve diger teknolojik yollarla, ARC NPY
popiilasyonunda yukarida bahsedilen ikiye b6liinmiis siniflandirmaya goére ¢cok daha fazla
heterojenlik oldugu gosterilmistir [109,110]. ARC NPY noéronlarinin farkli nérokimyasal
ozellikleri ve buna karsilik gelen projeksiyonlart ve islevleriyle sonuglanan bu
heterojenlige ek arastirmalar yapilmasi gerekmektedir. Ciinkli beslenme ve enerji
metabolik kontrol ¢alismalarinda kullanilan AgRP Cre farelerden bahsedilirken “ARC
NPY/AgRP” kullanilmaktadir.

AgRP ndronlarmin projeksiyonlarint belirlemek icin yapilan calismada ARC
AgRP noronlart hem hipotalamik hem de ekstrahipotalamik alanlara sinaptik baglantilar

kurarak innervasyon olusturdugu gosterilmistir.

Bu baglamda AgRP ndéronlari 6n beyinde bulunan lateral septal (LA), stria
terminalis (BNST) ve amigdala bolgesine, orta beyinde yer alan medial preoptik alan
(MPA), periventrikiiler alan (PVH), dorsomedial hipotalamus (DMH), (LHA), talamusun
paraventrikiiler ¢ekirdeklerine (PVT), arka beyinde bulunan paranigral ¢ekirdek (PN) ve
(VTA), dorsal rafe gekirdek (DR), periakuaduktal gri (PAG) ve parabrakiyal ¢ekirdek
(PBN) bolgelerine farkli yogunlukta sinaptik projeksiyonlar (Sekil 4) yaptigi
gosterilmistir [79].
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A AgRP-Cre; B ARC AgRP nodronlarina gelen sinaptik baglanti orani

Sekil 4. Arkuat AgRP noéronlarinin GFP ile isaretlenmesi sonrasi projeksiyon yogunluk

haritas1 [116].

ARC NPY/AgRP néronlarin bu bolgelerdeki hedef ndronlara yollamis oldugu
inhibisyon akimlarini, yapilan ¢aligmada AgRP ndron ablasyonu gerceklestirilerek,
projeksiyon yaptigi bu bolgelerden c-fos aktivitesi bakilarak gosterilmistir [111,112].
Yapilan bu haritalama sonuglar1 degerlendirildiginde, NPY/AgRP néronlarinin hedefi
olan bir¢ok beyin bolgesinde, ARC, PVH, DMH, MPA, LS, PAG dahil olmak iizere ARC
NPY/AgRP noronlarinin  ablasyonundan sonra c-fos ekspresyonunun giiclii
aktivasyonunu gosterirken, BNST, VTA ve PN, c-fos aktivitesi gostermedi veya ¢ok az
gosterdigi saptanmistir [79, 112,113]. ARC NPY/AgRP néronlarinin ablasyonundan
sonra bu beyin bolgelerinde c-fos ekspresyonun olmamasi, olusan zayif bir uyarici
girdiden kaynaklanabilir veya alternatif olarak ARC NPY/AgRP néronlarindan gelen
inhibisyon, toplam inhibitoriin sadece kii¢iik bir kismin1 olusturabilmektedir [114,115].
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3. GEREC ve YONTEM

Deneyler, Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Beyin
Arastirmalart ve University of lowa Sinirbilim ve Farmakoloji Laboratuvarlarinda
gerceklestirildi. Deney protokolii Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu (YUDHEK) 27.08.2020 tarihinde 2020/08-9 no’lu kararla onaylanmustir.

3.1. Kullanilan Deney Hayvam

Bu tez ¢alismasinda, yirmiser adet disi ve erkek (6-8 haftalik) transgenik Agrp-
Ires-cre (Jax. Lab. #012899) fareler kullanilmistir. Bu fareler Jackson Laboratuvaridan
(ABD) ithal edilmis ve iretilmistir. Deney hayvanlar1 21+1 “C oda 1sis1 ve 12 saat
aydinlik-karanlik 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 {izere

iki grup olusturularak yiiriitiildi.
3.1.1. Farelerin Uretim Stratejisi

Bu ¢alismada kullanilan Agrp-Ires-cre (Jax. Lab. #012899) transgenik fare hatt1
Jackson laboratuvarindan 1 erkek ve 1 disi fare olacak seklinde ithal edilmistir. Jackson
laboratuvarinin 6nerdigi sekilde Homozigot x Homozigot ¢iftlesme stratejisi uygulandi.
Bu stratejiye uygun olarak iki disi ve bir erkekten olusan ¢iftlesme kafesi olusturuldu.
Sonrasinda farelerin sikliis takibi yapildi ve gebe kalan fareler bireysel kafeslere alindi.
Tiim bu AgRP-Cre fare hattinin iiretimi ve bakimi1 Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde (YUDETAM) yapild.

3.1.2. Genotipleme

Yeni dogan yavrularin laktasyon donemi beklendi ve 22. giinde hayvanlar
cinsiyetlerine gore ayrildi. Daha sonra 22. giinde yavrularin kulaklarina kiipe takilarak,
kulak dokusu alindi. Kulak dokular1 +4 °C’de DNAse’den arindirilmis deney tiiplerine
alindi. Her bir 6rnege 100 pl 25 mM NaOH/0.2 mM EDTA soliisyonundan eklendi. Bu
ornekler 98 °C’de 60 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 19 °C’ye alinan
dokular 100 pL 40 mM Tris-HCI solisyonu ile 4000 rpm’de 3 dakika santrifiij
(Mikrosantrifiij, Sigma 1-14) edildi. Hazirlanan soliisyon genotipleme i¢in yeni tiiplere

aktarildi.
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3.1.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Elde edilen yeni soliisyondaki DNA tabloda belirtilen malzemeler ile karistirilarak
PZR karisimi olusturuldu. PZR deneyi i¢in her biri i¢in kontrol ve transgenik PZR

karisimi olusturuldu. Ardindan, yeni tiiplerin son hacimleri 12ul olacak sekilde tizerlerine
ddH20 eklendi.
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Tablo 3. Kullanilan Primer Dizileri.

Primer Dizi (5" > 3)

GAAAAGATAAGGCCTTCAAGTGCT

GATCTTTCTGCAGTATCTTCCTTC

ATCGACCGGTAATGCAGGCAA

Hazirlanan PZR tiipleri asagida tabloda (Tablo 4°te) belirtilen protokolii uygulamak iizere
(Multigene Optimax, TC9610) cihazina yerlestirildi.

95°C 30 sn

95°C 30 sn

60°C 30 sn

68°C 60 sn

68°C 5 dk
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Hazirlanan karisim PCR cihazina (Labnet, Multigene Optimax) konularak,
reaksiyon baglatildi. Reaksiyon sonunda, 1 X Tris-Borik asit- EDTA (TBE) (40 mM Tris-
Cl, 45 mM borik asit, 1 mM EDTA) igerisinde %2 agaroz hazirlandi. Goriintiilemede
DNA’nin segilebilmesi i¢in 200 ml jel igerisine 10 ul EzView Stain (Biomatik, A4205,
Kanada) eklendi. Sonrasinda hazir hale gelen jel 0,5 X TBE iceren elektroforez tankina
(BioRad, ABD) yerlestirildi. PZR iirtinleri 8X jel yiikleme boyasi (NEB, B7024S,
Ingiltere) ile 1:8 oraninda karistirildi. Kuyucuklara 12 pl PZR iiriinii ve ilk kuyucuga 4
ul DNA ladder (NEB, N3232, ingiltere) yiiklendi. Tank kapag: yavas sekilde kapatilarak
protokole uygun sekilde 120 V 300 mA 25 dakika eclektroforez islemi gerceklestirildi.
Deney sonrasi jel Biorad Chemidoc sistemi kullanilarak goriintiilendi. Alinan goriintii

Sekil 5°de gosterilmistir.

-G+ 10 10808 P02 1130114 115

- e -

Sekil 5. AgRP Cre fare PCR sonucu.

3.2. Cre rekombinaz Bagimh AAV viriislerin Intrakraniyal Enjeksiyonu

Intrakraniyal enjeksiyonu i¢cin ABD’de bulunan AddGene firmasindan
(www.addgene.org) AAV-CAG-Flex-GFP viriisii satin alindi. Tercih edilen bu viriisiin
genetik haritasinda GFP geni ile Cre enziminin baglandigi LoxP genlerini de igermesidir.
Bu sistemin sunmus oldugu avantaj Cre bagimli transgenik fare hatlarinda cre rekombinat
enzimini igeren spesifik ndronlar isaretleyerek, bu noéronlarin GFP sentezlemesine
olanak saglamasidir. Bu ¢alismada AgRP-Cre farelere AAV-CAG-Flex-GFP viriisii
enjekte edilerek AgRP noéronlarinin GFP ile isaretlenmesi gerceklestirildi. Viriis
enjeksiyonlari1 stereotaksik (David Kopf) cihaz igerisinde izofluran gaz anestezisi
kullanilarak yapildi (Sekil 6). intrakraniyal enjeksiyonlarin yapim asamasi, fareler hafif
izofluran anestezi altinda stereotaksik cihazina yerlestirildiler. Cihaza yerlestirildikten

sonra, solunabilir oksijen ile %1,5-2 izofluran uygulanarak fareler derin anesteziye alindi.
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Gaz anestezi islemi operasyon boyunca devam etti. Fareler derin anesteziye
girdiklerinden emin olduktan sonra tiras makinasi vasitasiyla kafa derisi tizerindeki
killarin kesimi gerceklestirildi. Bu islem bittikten sonra tirag edilen kisim kulak pamugu
kullanilarak antiseptik uygulandi. Sonrasinda farelerin kafa derisine insizyon yapildi.
Manipiilasyon yapacagimiz kisma soguk Hidrojen Peroksit (H202) ve serum fizyolojik
uygulayarak kafatasinda bulunan Bregma — Lambda noktalarinin goriiniirliigii artirildi.
Elektrot tutucu ile fare Bregma- Lambda noktalar1 arasi uzunluk 6l¢iildii. Hipotalamik
ARC bolgesinin koordinat noktalar1 fare beyin atlasinda belirtildigi gibi 1,35 mm
posteriyor, 0,35 mm lateral ve 5,85 mm vertikal olarak belirlendi [118]. Stereotaksik
cihazina yerlestirilen her farenin Bregma-Lambda noktalar: arasindaki mesafe 6lgiimii
yapilarak, bu koordinatlara gore oranlamasi yapildi. Yeni olusan enjeksiyon noktasina
cerrahi matkap (tur aleti) kullanilarak kiigiik bir delik a¢ildi. Beyin i¢i enjeksiyonlarda
kullanilan mikro pipetlerin (Drummond Scientific, Wiretrol, Broomall-PA) uglarinin
beyin dokusuna daha az zarar vermesi i¢in pipet ¢cekme cihazi (Narishige, Japonya) ile
uclar1 daha ince (50um) ¢ap genisligi olacak sekilde ayarlandi. isleme ugramis pipetlerin
iclerine mineral yag ile dolduruldu ve mikro manipiilator cihazina yerlestirildi. Pipet
icerindeki mineral yagin bir kismi disart ¢ikartilarak, yerine 1,2pul virlis ¢ekildi.
Hipotalamik ARC bdlgesine iki tarafli intrakraniyal olarak 600 nl viriis enjekte edildi.
Her bir bolgeye enjeksiyon yapildiktan sonra 15 dakika beklenildi. Tiim iglemler bittikten
sonra kafa derisi 4.0 cerrahi iplikle dikis atildi. Dikis sonrasi manipiilasyona ugrayan
bolge tekrar antiseptik kullanilarak temizlendi. Enjeksiyon sonra AgRP néronlarinin GFP
tiretmeleri igin yaklasik iki hafta beklendi. Sonrasinda deney protokoliine gore islemler

yapilmaya baslandi.
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Sekil 6. Stereotaksik cihaza yerlestirilen farede cam pipetle viriis enjeksiyonu.
3.3. Beyin Kesiti Hazirlanmasi

Etik kurul bagvurusunda belirtildigi gibi GFP viriisii ile enjeksiyon yapilan AgRP-
Cre fareler uygun sekilde anestezi altinda dekapite edildi. Fare beyinleri hizli bir sekilde
kesme (cutting) soliisyonu igerisine aktarilarak vibratom (Campden Instruments 5100mz)
cihazi ile 250 uM kalinligin da arkuat ¢ekirdegi igeren kesitler alindi (Sekil 7°de). Kesme
(cutting) soliisyon igerigi: (92 mM NMDG, 2.5 mM KClI, 1.25 Mm NaHPOs, 30 mM
NaHCOs3, 20 mM HEPES, 25 mM Glikoz, 2 mM Tiyoiire, SmM Na-askorbat, 3 mM Na-
piruvat, 0.5 mM CaCl2.2H20 ve 10 mM MgS04.7H20). Beyin dokulari kesim ve bekleme
stireleri boyunca daima %95 O2 /%5 CO2 gazi ile miidahale edildi. Vibrotom cihazi ile
alinan kesitler, pastor pipet vasitasiyla HEPES igeren yapay beyin omurilik soliisyonu
(aCSF). HEPES- aSCF igerigi: (92 mM NacCl, 2.5 mM KCl, 1.25 mM NaH2PO4, 30 mM
NaHCO3, 20 mM HEPES, 25 mM Glikoz, 2 mM Tiyotire, 5SmM Na-askorbat, 3 mM Na-
piruvat, 2 Mm CaCl, - 2H,O ve 2mM MgSOQOs - 7H»0) aktarildi. Kesitler bu soliisyon
icerisinde en az 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra elektrofizyoloji banyosunda perfiize
edilen kayit soliisyonu igerisine aktarilarak, isaretlenmis noronlardan elektrofizyoloji
patch clamp teknigi kullanilarak, gevsek kayit (cell-attach) ve tiim hiicre (whole cell)
kayitlar1 alindi. Kayit soliisyonu (recording aSCF igerigi): (124 mM NaCl, 2.5 mM KCl,
1.25 mM NaH2PO4, 24 mM NaHCOs, 12.5 mM Glikoz, 5 mM HEPES, 2 Mm CaCl,-
2H,0 ve 2 mM MgS0..7H20) [119].

Sekil 7. Beyin kesitlerinin alinmasi.
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3.4. Elektrofizyoloji kayitlar1 (Patch clamp)

Protokole uygun olarak hazirlanan fare beyin kesitleri, pastor pipet vasitasiyla
patch clamp (MultiClamp 700B Axon CNS) banyosuna yerlestirildi. Sekil 8’de Faraday
kafesi i¢indeki cam pipet sistemi ve banyo, amplifikatérler ve kayit sistemi
goriilmektedir. Elektrofizyoloji cihazinin banyosunda daima kayit soliisyonu gazlanarak
perfiize edildi. Oncelikle hipotalamus arkuat ¢ekirdekte lokalize olan ve GFP ile
isaretlenmis AgRP noéronlarindan gevsek kayit teknigi ile popiilasyon kayitlar1 alindi. Her
fare beyin kesitlerinden yaklasik 20 néron kaydi alindi. Sonrasinda cihazin banyosuna
2uM DAMGO perfiize edilerek AgRP noronlarindan ayni sekilde popiilasyon kayitlar
alindi. Bu teknikle alinan kayitlarda (gevsek kayit) pipetinin igerisinde kayit soliisyonu
bulunmaktadir ve pipet direnci 7-9 MQ olacak sekilde ayarlandi. Gevsek kayit teknigi
ile alinan bu bulgular, AgRP ndronlarinin iizerinde olusan atesleme frekansinin DAMGO
varliginda nasil degistiginin gostermektedir. Ayni sekilde farkli beyin kesitlerinde
Nalokson (opioid antagonisti) denenerek kayitlar alindi. Tim hiicre (whole-cell)
kayitlarinda pipet direnci 3-5 MQ olacak sekilde ve pipet icerisinde intenal soliisyon ile
dolduruldu. Bu teknikle alinan kayitlarda, AgRP néronlarina gelen inhibisyon ve uyarici
akimlarin kayitlar1 alindi. Oncelikle hiicre zarina siki sekilde miihiir yapilarak, hiicre
zarmin kirllmast gercgeklestirildi. Diger protokole benzer sekilde her beyin kesitinden
kontrol kayitlar1 alindiktan sonra elektrofizyoloji banyosuna DAMGO ve Nalokson
perfiize edildi. Uyarici post sinaptik akimlarin (EPSC) kaydi alinmasi sirasindan banyoda
daima GABA: (50uM) antagonisti Picrotoxin kimyasali bulunurken, inhibe edici post
sinaptik akim (sIPSC) kayit alma sirasinda ise banyoda AMPA / kainate glutamat reseptor
antagonisti ve NMDA reseptor antagonisti olan CNQX (10uM) ve AP5 (50uM)
kimyasali bulunarak hiicreyi V=-65mV da kenetleyerek (Patch Clamp) kayitlar alind1.
Voltaj clamp (voltaj kiskacg) kayitlari i¢in kullanilan soliisyon igerigi: 125 CsCl mM, 5
NaCl mM, 10 HEPES mM, 0.6 EGTA mM, 4 Mg-ATP mM, 0.3 Na.GTP mM, 10
lidokain N-etil bromiir (QX-314) mM, (pH 7.35 ve 290 mOsml™). Current clamp (akim
kiskac) kayitlari i¢in kullanilan soliisyon igerigi: 125 potassium gluconate mM, 6.7 KCI
mM, 10 HEPES mM, 1 EGTA mM, 4 Mg-ATP mM, 10 sodium phosphocreatine mM
(pH 7.25; 290 mOsml ). AgRP néronlarindan alinan elektrofizyoloji kayitlarmin frekans,
peak amplitude (tepe genligi) degerlerini analiz etmek i¢in Clampfit 10.7 programi
kullanildi.
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Sekil 8. Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin Arastirmalar1 Laboratuvari
A) Elektrofizyoloji kayit cihazi B) Kayit pipetiyle ndrona seal (miihiirleme) yapilmasi
C) Elektrofizyoloji kayit rnegi

3.5. Beslenme davramsi

Enjeksiyonu yapilan farelere (n=11) viriis enfekte siiresi beklenildikten sonra tekli
davranis kafeslerine alindi. Dort giin kafeslere aligma siiresi verildi. Sonrasinda farelerden
24 saatlik periyotlarda beslenme davranigi alindi. Bu farelerden 5 giin boyunca 200ul
saline i.p enjeksiyonu yapildi ve her giin saat 16:00 da tiikketilen yem miktart 6l¢iimii
alindi. Aymi farelere 5 giin boyunca 1mg/kg i.p DAMGO enjekte edilerek, yem
tiiketimleri takip edildi. Farelerin tiilketmis olduklart yem miktarlar1 excell dosyasina

aktarilarak analizleri yapildi.
3.6. Lokomotor aktivite (Home Cage Aktivity)

GFP viriis enjeksiyonu yapilmis AgRP fareleri (n=11) virlis enfekte siiresi
(yaklasik 2 hafta) siire beklendikten sonra davranis kafeslerine alindilar. Bu kafeslerin
ozelligi farelerde yem ve su tiiketimi hizli ve dogru sekilde takip ediliyor olmasidir.
Ayrica kafeslerde sensor ve kamera takilabilecek aparatlarin olmasi, farelerle yapilacak
davranig deneylerinde kolaylik saglamaktadir. (Sekil 3.6.) Bu tez ¢alismasinda DAMGO
(1 opioid agonistinin) farelerde lokomotor davranislarina etkileri arastirildi. Tiim fareler
davranig kafeslerine alindiktan sonra, bu kafeslere alismalari i¢in 3 giin beklendi.
Farelerden lokomotor aktivite kayitlar1 alabilmek i¢in, davranis kafeslerine gece gorislii

kamera sitemi takildi. Boylelikle kameralar vasitasiyla 24 saat boyunca farelerin aktivite
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davraniglari kayit altina alindi. Farelere DAMGO i.p enjeksiyonu yapilmadan 6nce 5 giin
boyunca normal davranis kayitlar1 kaydedildi. Bu siire zarfinda farelere her giin 200ul
(i.p) saline uygulandi. Altinc1 giin aymi farelere 1mg/kg dozunda DAMGO enjekte
edilerek farelere 7/24 seklinde kamera kayitlar1 takip edildi. DAMGO enjeksiyon
protokoliine 5 giin boyunca devam edildi. Alinan tiim goriintii kayitlart Noldus
EthoVision XT 15.0 davranis programinda analiz edilerek 1s1 haritasi (heat map)

grafikleir olusturuldu.
3.7. Viriis enjeksiyonu ve fiberoptik yerlestirme (In vivo)

Yukarida koordinat belirleme protokolii detayli anlatildigi seklinde AgRP-Cre
farelerde  ARC bolgesine Ca*? sinyaline duyarli Cre  bagimh
AVV.Syn.Flex. GCAMP6s.WPRE.SV40 viriis enjeksiyonu yapildi. Koordinatlar1 1,35
mm posteriyor, £0,35 mm lateral ve 5,85 mm vertikal olarak belirlendi. In vivo kayit
alabilmek i¢in farelerin ARC iizerine fiberoptik bir kablo (200 um diameter agiklik;
BFH37-200 Multimode; NA 0,37 Thor labs) yerlestirildi. Isik gecirgenligi %80 {izeri olan
fiber kablolar kullanildi [120]. Beyin i¢ine yerlestirilen fiber kablonun, kafatas {izerine
seramik kismini tutturmak i¢in C&B Metabond Quick Cement ve dental akrilik kullanildi
(Sekil 9).

Sekil 9. In vivo kayitlar i¢in feriil yerlestirilmis fare.
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3.8. Fiber Fotometri (Ca+2 goriintiileme)

In vivo fiber fotometri ic¢in Oncelikle AgRP-Cre farelere intrakraniyal
AVV.Syn.Flex. GCAMP6s.WPRE.SV40 viriis enjekte edildi. Virlis enjeksiyonu
yapildiktan sonra ayni koordinatlari kullanilarak beyin igerisine (200 um diameter
aciklik; BFH37-200 Multimode; NA 0,37 Thor labs) yerlestirildi ve kafatasina dental
akrilik ile tutturuldu. Ayn sekilde viriis enfekte stiresi (2 hafta) beklenildi. Sonrasinda 2
eksitasyon ve 1 emisyon portu ile donatilmis bir fiber fotometri Mini Cube (Dorik
Lensler) kullanildi. Birinci eksitasyon portu (400-420 nm) ikinci eksitasyon portu (460-
490 nm) ve emisyon portu (500-550 nm) dir. Tiim deneyler sirasinda fiber ucundan gikan
151k yogunlugu (10-15 pW) aralifinda sabit tutuldu. Alman Ca*2 sinyal verisi igerisinde,
Ca*? sinyaline ait olmayan sinyaller filtre edildi. Alinan sinyaller AF / F formiilii
kullanilarak hesaplandi. AF / F= (473 nm-405 nm)/ 405 nm. Tim in vivo kayitlar
(Doricstudio) programi kullanilarak analiz edildi [120]. Elde edilen bulgular excell
programina aktarilarak, grafik hazirlandi. Tipik bir fiber fotometri sistemi {i¢ ana
bilesenden olusur: Sekil 10°da gosterilmistir.
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Sekil 10. A) Standart bir fiber fotometri calisma semas1 B) Yeditepe Universitesi Tip

Fakiiltesi Beyin Arastirmalar1 Laboratuvari.
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4. BULGULAR

4.1. DAMGO’nun (p opioid agonisti) arkuat AgRP néronlarinin atesleme

frekansina etkisi

Aglik durumunda AgRP noronlarinda artan elektriksel aktivite cell-attach teknigi
kullanilarak siklikla gosterilmistir [121]. Bu baglamda hipotez dogrultusunda a¢ birakilan
AgRP-Cre farelerden alinacak olan cell-attach kayitlarina, p opioid agonisti olan
DAMGO’nun bu néronlarda olusan atesleme frekansina etkisi arastirildi. Oncelikle GFP
enjeksiyonu yapilan AgRP faresi uygun sartlarda dekapite edilerek hipotalamus bolgesini
iceren kesitler alindi. Metot kisminda detayli anlatildigr gibi, alinan kesitler
elektrofizyoloji cihazinin banyosuna aktarildi. Sonrasinda elektrofizyoloji banyosuna
GABAa (50uM) antagonisti Picrotoxin ve AMPA / kainate glutamat reseptor antagonisti
ve NMDA reseptor antagonisti olan CNQX (10uM) ve AP5 (50uM) perfiize edilerek
AgRP ndronlarindan popiilasyon kayitlari alindi. Yeteri diizeyde kayitlar alindiktan sonra
elektrofizyoloji banyosuna bu sefer DAMGO perfiize edilerek tekrar ayni beyin kesitleri
tizerinden GFP ile isaretlenmis AgRP noronlarindan kayitlar alindi. Elde edilen bulgular,
aclikla birlikte atesleme frekansi artan AgRP néronlarinin, banyoya DAMGO
eklenmesiyle anlamli derece inhibe oldugu Sekil 11°de gosterilmistir. (Kontrol: 2.4+0.32
Hz n=37 néron, DAMGO: 0.641+0.12 Hz n=39 noron / 4 fare) Alinan frekans sonuglari

T-test nonparametric Kolmogorov-Smirnov testi ile karsilastirildi (P <0,0001).

bk D Kontrol

Frekans (Hz)

DAMGO

-

Kontrol DAMGO
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Sekil 11. DAMGO’nun arkuat AgRP noronlarinin atesleme frekanslarina etkisi A)
Transgenik farelerde Cre bagimli viriisiin ekspresyonu B) GFP ifade eden AgRP
noronlarinin  konfokal mikroskopi goriintiileri. C) Beyin kesitlerinden alinan
elektrofizyoloji kayit sonuglar1 (Kontrol: 2.440.32 Hz n=37 néron, DAMGO: 0.64+0.12
Hz n=39 noron / 4 fare) Alinan frekans sonuglar1 T-test nonparametric Kolmogorov-
Smirnov testi ile karsilastirildi (P <0,0001). D) GFP enfekte olan AgRP noronlarindan

alinan ornek elektrofizyoloji kayitlari.

4.2. Nalokson’un (n opioid antagonisti) arkuat AgRP néronlarimin atesleme

frekansina etkisi

AgRP noronlarinda aclik durumunda artan atesleme frekansi, DAMGO
uygulandiginda inhibe oldugu gosterildi. Elde edilen ilk sonuglar dogrultusunda opioid
reseptor agonisti aglik AgRP néron atesleme frekansini inhibe ediyor olmasi, farelerde
yem tiikketimi ve tokluk sinyallerinde 6nemli derecede rol aldigi diisiindiirmektedir. Bu
baglamda AgRP noronlar1 opioid reseptor agonistine anlamli derecede duyarli olmasi, bu
reseptorlerin  bloklanmasi durumunda AgRP noéron atesleme frekansinin nasil
etkilenecegi arastirildi. Bu deney setinde tok AgRP-Cre fareler kullanildi.
Elektrofizyoloji banyosunda GABA ve Glutamat reseptor antagonisti varliginda AgRP
noronlarindan cell-attach teknigi ile popiilasyon kayitlart alindi. Yeterli kayit sonrasi
banyoya Nalokson perfiize edilerek noéronlarda atesleme frekansi Olgiildii. Alinan
sonuglar dogrultusunda tok farelerden alinan beyin kesitlerine opioid reseptdr antagonisti
(Nalokson) uygulandiginda AgRP néronlarinda atesleme frekansi anlamli derece arttigi
(Sekil 12°de) gosterilmektedir. (Kontrol: 0.574+0.09, n=31n6ron, Nalokson: 2.33+0.26
n=34 noron/ 4 fare) Alinan frekans sonuglar1 T-test nonparametric Kolmogorov-Smirnov
testi ile karsilastirildi (P <0,0001).
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Sekil 12. Nalokson’un arkuat AgRP noronlarinin atesleme frekanslarina etkisi A) Beyin
kesitlerinden alinan elektrofizyoloji kayit sonuglar1 (Kontrol: 0.5740.09 Hz n=31ndron,
Nalokson: 2.33+0.26 Hz n=34 noéron/ 4 fare). Alinan frekans sonuglar1 T-test
nonparametric Kolmogorov-Smirnov testi ile karsilastirildi (P <0,0001). B) GFP enfekte

olan AgRP noronlarindan alinan 6rnek elektrofizyoloji kayitlari.

4.3. DAMGO’nun AgRP néronlarina gelen sinaptik akimlara etkisi (EPSC/IPSC)

Cell-attach kayit teknigi ile alinan AgRP noron kayitlarinda, uygulanan opioid
agonistinin AgRP noronlarindaki elektriksel aktiviteye olan etkisi arastirildi. Bu deney
diizeneginde ise opioid agonistinin AgRP noéronlarina olan etkisi degil de bu néronlara
gelen sinaptik akimlara olan etkisi arastirildi. Ilk olarak AgRP néronlarina gelen spontan
post sinaptik akim (sEPSC) kayitlar1 alindi. Elektrofizyolojik kayitlar CsCI’li internal
soliisyonu varliginda ve whole-cell teknigi kullanilarak alindi. Deney siiresi boyunca
elektrofizyoloji banyosuna GABAa (50uM) antagonisti Picrotoxin perfiize edildi. Alinan
popiilasyon kontrol verileri sonrasi banyoya DAMGO eklenerek kayitlara devam edildi.
Sonuglar analiz edildiginde opioid agonisti AgRP noronlarina gelen sEPSC akim
frekanslarini anlamli derecede inhibe ederken tepe genisligini anlamli derecede artirdig:
(Sekil 13’te) gosterilmektedir (Kontrol: 1.80+0.11, n=16 néron, DAMGO: 1.0+0.11
n=14 noéron, Nalokson: 1.174+0.17 n=16 noron / 3 fare) (One-way ANOVA, P<0.05,
Dunn’s multiple comparisons test). Ayni sekilde AgRP ndronlarindan spontan inhibe
edici post sinaptik akim (sIPSC) kayitlar1 alind1 ve bu akimlara DAMGO’nun etkisi
arastirildi. IPSC akim kayitlar1 alma sirasinda banyoda daima AMPA / kainate glutamat
reseptor antagonisti ve NMDA reseptor antagonisti olan CNQX (10uM) ve AP5 (50uM)
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perfiize edildi. Elde edilen sonuglar analiz edildiginde opioid agonistinin AgRP
noronlarina gelen sIPSC akim frekanslarina ve tepe genligine etki etmedigi (Sekil 14°te)
gosterilmektedir (Kontrol: 0.90 £0.19, n=18 néron, DAMGO: 1.1740.32 n=17 ndron,
Nalokson: 0.5240.05 n=16 noéron / 3 fare) (One-way ANOVA, P=0.7, Dunn’s multiple

comparisons test).
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Sekil 13. DAMGO’nun arkuat AgRP néronlarina gelen uyarici sinaptik akimlara etkisi
A) Whole-cell (tiim hiicre kaydi) teknigi ile alinan sEPSC frekans grafigi (Kontrol:
1.80+0.11 Hz, n=16 néron, DAMGO: 1.0+0.11 Hz n=14 n6ron, Nalokson: 1.17+0.17
Hz n=16 noron / 3 fare) (One-way ANOVA, P<0.05, Dunn’s multiple comparisons test).
B) sEPSC kayitlarin tepe genisligi (peak amplitude) grafigi (Kontrol: 17.69+1.16 pA,
n=16 néron, DAMGO: 22.46+0.86 pA n=14 noéron, Nalokson: 25.36+0.65 pA n=16
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noron / 3 fare). C) GFP enfekte olan AgRP noronlarindan alinan 6rnek whole-cell

elektrofizyoloji kayztlar.
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Sekil 14. DAMGO’nun arkuat AgRP ndronlarina gelen inhibe sinaptik akimlara etkisi A)
Whole-cell (tim hiicre kaydi) teknigi ile alinan sIPSC frekans grafigi (Kontrol:
0.90 +0.19 Hz, n=18 néron, DAMGO: 1.17+0.32 Hz n=17 noron, Nalokson: 0.52+0.05
Hz n= 16 noron / 3 fare) (One-way ANOVA, P=0.7, Dunn’s multiple comparisons test).
B) sIPSC kayitlarin tepe genisligi (peak amplitude) grafigi (Kontrol: 22.94+1.97 pA,
n=18 néron, DAMGO: 24.7740.86 pA n=17 noron, Nalokson: 25.29+1.23 pA n=16
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noron / 3 fare). C) GFP enfekte olan AgRP noronlarindan alinan 6rnek whole-cell

elektrofizyoloji kayztlar.

4.4. DAMGO’ nun AgRP noron membran o6zelliklerine etkisi

Opioid agonistinin AgRP ndronlarina gelen sinaptik akimlara olan etkisini
belirledikten sonra, bu néronlarin membran 6zelliklerine etkisini arastirdi. Whole-cell
current clamp (tlim hiicre akim kenetleme) teknigi kullanilarak eleketrofizyoloji kayitlar
alindi. Ilk etapta kayit pipetinin icerisine GTP’li Potasyum D-glukonat internali
varliginda kayitlar alindi. Kayit esnasindan GABA ve Glutamat reseptér antagonistleri
elektrofizyoloji banyosunda daima perfiize edildi. AgRP noronlarina elektrofizyoloji cam
pipetlerle GQ diizeyinde baglanilarak, hiicrenin kirilmasi1 gergeklestirildi. Emin
olunduktan sonra hiicreyi -60mV diizeyinde tutularak kayit alindi. Kayit basladiktan
sonra yaklasik 3-4 dakika sonra banyoya DAMGO perfiize edildi. Etki goziikkmesinden
sonra banyodan DAMGO’nun uzaklastirilmasi saglandi. Bu deney asamalari sirasinca
her beyin kesitinden yalnizca bir nérona manipiilasyon edildi. Alinan veriler, DAMGO,
AgRP noronlarinda RMP’ni (dinlenim zar potansiyeli) anlamli derece hiperpolarize
duruma cekerken, hiicre direncine bir trend olmakla birlikte anlamli bir fark olmadig:
(Sekil 15°te) gosterilmektedir. (Kontrol: -50.8+1,97 mV n=15 néron, DAMGO: -
62.26 +2.55 mV n=15 noéron, Nalokson: -56.4 +2.44 mV n=16 noron / 4 fare) (One-way
ANOVA, P<0,0001, Tukey's multiple comparisons test). DAMGO’nun AgRP
noronlarin1  hiperpolarize ediyor olmasi G proteinler vasitasiyla mi gergeklesiyor
sorusuna cevap vermek icin bu set ¢alismasina ek deneyler yapildi. Kayit pipetinin
icerisine GDPBS (Guanosine 5'-[B-thio]diphosphate trilithium salt) eklenerek benzer
kayitlar alindi. Eklenen kimyasalin G protein aktivasyonu inhibe etmek i¢in kullanildi. G
protein aktivasyonunu inhibe ediliyor olmasi, DAMGO’nun AgRP néronlar iizerine
etkisini degistirmedi. Sonuglar analiz edildiginde DAMGO AgRP ndéronlarini anlaml
derecede hiperpolarize etmekte ve hiicre direnglerinde anlamli bir fark olmadigi (Sekil
16’da) gosterilmektedir. (Kontrol: -45.1441,20 mV n=14 néron, DAMGO: -54.42 +2.32
mV n=14 noéron, Nalokson: -49.57 +2.17 mV n=14 néron / 3 fare) (One-way ANOVA
Tukey's multiple comparisons test, P=0,0003).
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Sekil 15. GTP’li internal ile AgRP néron membran 6zellikleri. A) DAMGO’nun AgRP
ndron dinlenim zar potansiyeline etkisi grafigi (Kontrol: -50.84+1,97 mV n=15 néron,
DAMGO: -62.26 +2.55 mV n=15 noron, Nalokson: -56.4 +2.44 mV n=16 néron / 4 fare)
(One-way ANOVA, P<0,0001, Tukey's multiple comparisons test). B) AgRP néron
direng grafigi (Kontrol: 2244.44+261.46 MQ n=9 néron, DAMGO: 1407.14+193.473
MQ n=7 néron, Nalokson: 2385.71+436.67 MQ n= 7 néron / 4 fare) (One-way ANOVA,
P=0,0868, Tukey's multiple comparisons test). C) whole-cell current clamp

elektrofizyoloji kaydi.

30



5000
A 0 . x B
L “ | —
I 1 4000 . A
S 204 g
E o 3000
N 404 g
E ‘g 2000
601 & 1000-
-80 0 o r T
Kontrol DAMGO  Nalokson
2 uM DAMGO

=48mV

10 mV

1 dakika

Sekil 16. GDPBS’li AgRP noéron membran ozellikleri. A) DAMGO’nun AgRP néron
dinlenim zar potansiyeline etkisi grafigi (Kontrol: -45.14+1,20 mV n=14 noron,
DAMGO: -54.42 +2.32 mV n=14 noron, Nalokson: -49.57 +2.17 mV n= 14 néron / 3
fare) (One-way ANOVA, P=0,0003, Tukey's multiple comparisons test). B) AgRP néron
direng grafigi (Kontrol: 2557.14 £375.34 MQ n=7 néron, DAMGO: 1633.33+239.93 MQ
n=9 néron, Nalokson: 2428.57+378.97 MQ n=7 néron / 3 fare) (One-way ANOVA,
P=0,1011 Tukey's multiple comparisons test). C) whole-cell current clamp

elektrofizyoloji kaydi.
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4.5. DAMGO’ nun GTP ve GDPBS’li internal ve banyoda CMPD101 varhginda
AgRP membran o6zelliklerine etkisi

Alinan sonuglar1 daha detaylandirmak i¢in elektrofizyoloji banyosuna CMPD101
(G proteinine bagl reseptor kinaz GRK2 ve GRK3 inhibitorii) eklenerek yeni set whole-
cell current clamp kayitlar alindi. Yapilan bu deneyin amaci, DAMGO, AgRP néronlarini
hangi yolak iizerinden inhibe ediyor, sorusuna cevap aramakti. Yapilan ilk deneyde kayit
pipetinin igerisinde GTP’li soliisyon varhiginda kayitlar alindi. Deney siiresince
elektrofizyoloji banyosunda CMPD101 kimyasali perfiize edildi. ilk deney seti sonuglar
analiz edildiginde DAMGO, AgRP néronlarini anlamli derecede inhibe ettigi Sekil 4.7
gosterilmektedir (Kontrol: -46+9.92 mV n=6 néron, DAMGO: -58.83+3.45 mV n=6
noron, Nalokson: -55.54+2.95 mV n=6 noéron / 2 fare) (One-way ANOVA, P<0,05,
Tukey's multiple comparisons test).Ayn1 sekilde kayit pipetinin igerisine GDPS
eklenerek benzer deneyler yapildi. Alinan sonuglar benzer sekilde anlamli derece
DAMGO, AgRP noronlarini inhibe ettigi (Sekil 17°de) gosterilmektedir. (Kontrol:-
46.16+0.87 mV n=6 noron, DAMGO: -48.33+0.80 mV n=6 noéron, Nalokson: -
47.5+1.58 mV n= 6 noron / 2 fare) (One-way ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple

comparisons test).
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Sekil 17. CMPD101’li varliginda AgRP néron membran 6zellikleri A) GTP’li internal ve
DAMGO’nun AgRP noron dinlenim zar potansiyeline etkisi grafigi (Kontrol: -46+9.92
mV n=6 néron, DAMGO: -58.83+3.45 mV n=6 noron, Nalokson: -55.5+2.95 mV n=6
noron / 2 fare) (One-way ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple comparisons test). B)
GBDP’li internal ve DAMGO’nun AgRP noron dinlenim zar potansiyeline etkisi grafigi
(Kontrol:-46.164+0.87 mV n=6 néron, DAMGO: -48.3340.80 mV n=6 néron, Nalokson:
-47.5+1.58 mV n=6 noron / 2 fare) (One-way ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple

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

4.6. DAMGO’ nun ArcA9RP?PVH projeksiyonuna etkisi

Hipotalamik ARC’de lokalize olan AGRP néronlari, istah, metabolizma ve enerji
diizenlenmesinde merkezi bir role sahiptir. Bu ndron grubuna uygulanilan
manipiilasyonlar sonrasi beslenme davranigini akut olarak diizenlemek i¢in gerekli
oldugu gosterilmistir. AGRP ndronlari paraventrikiiler ¢ekirdege (PVH) yogun aksonal

AGRPSPVH ginaptik baglantis

projeksiyonlar gonderir ve sinaptik baglantilar kurar. Arc
enerji, metabolizma ve daha da Onemlisi beslenmenin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynadigindan, bu baglantiya etki edecek ilaglarin da istah diizenlemesi i¢in de nemli
olmas1 muhtemeldir. Bu deney setinde opioid reseptor agonistinin AgRP ndéronlarin PVH
bolgesine yollamis oldugu sinaptik baglantilar1 {izerine farmakolojik etkileri arastirildi.
Oncelikle AgRP-Cre farelere ChR2 viriis enjeksiyon yapildi. Enfekte siiresi (2 hafta)
beklendikten sonra fareler uygun sartlarda dekapite edildiler. Beyin kesitlerinde PVH
bolgesini iceren kisimlar1 elektrofizyoloji banyosuna aktarildi. PVH noéronlarindan
rastgele whole-cell voltage clamp (tiim hiicre voltaj kenetleme) kayitlar1 alindi. Kayit
alma sirasinda banyoda daima Glutamat inhibe edici kimyasallar perfiize edildi.
Hiicrelere kayit almaya basladiktan sonra sinaptik baglanti olup-olmadigini kontrol i¢in
beyin kesitinin {izerine 470nm dalga boylu mavi lazerle 2 pulse (vurus) 5 ms dalga
genisliginde uyarim yapildi. Baglanti bulunulan néronlardan 5 dakika kontrol kaydi alind1

ve banyoya DAMGO perfiize edildi. Perfiize edildikten sonra en az 10 dakika

beklenildikten sonra tekrar ayn1 hiicreden kayitlar alindi.

Alnan veriler analiz edildiginde arkuat AgRP néronlart uyarildiklarinda PVH
bolgesinden alinan peak amplitude (tepe genligi) degerleri, DAMGO uygulandiktan sonra
anlamli derecede azaldigi (Sekil 18’de) gosterilmektedir (Kontrol: 250.4+52.81 pA,
DAMGO: 148.3+38.6 pA, Nalokson: 220.5+51.11 pA n=10 ndron / 4fare) (One-way

33



ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple comparisons test). Ayni zamanda AgRP
noronlarindan gelen sinaptik inputlarin saliverme olasiligi (release probability)
Ozelliklerini inceledik. Presinaptik hiicreden noérotransmitter salinim olasiligt (PPR)
olarak ifade edilir. Farkli iki uyar1 sonucu olusan postsinaptik akimlardan ikincinin
birinciye orani olarak hesaplanir. Uyarilan presinaptik hiicre ndrotransmiter salinim
ozelligi yiiksekse, uygalanilacak ilk uyarim ile birlikte yiiksek oranda noratransmiter
salinir. Bunun sonucu olarak da kii¢ciik PPR oram1 ortaya ¢ikar. Diislik norotransmitter
salinim 6zelligine sahip presinaptik hiicrede ise PPR orami1 daha yiiksek olur. Yapilan
sinaptik baglant1 deneylerinden elde edilen veriler PPR i¢in tekrar analiz edildi. Sinaptik
inputlarin nérotransmitter salinim 6zelligi olan PPR sonucu her iki grup arasinda anlamli
bir fark olmamakla birlikte benzer sonuglar Sekil 4.9’da gosterilmektedir (Kontrol:
0.4240.11, DAMGO: 0.36140.09, n=15 noron / 4fare) (T-test nonparametric Wilcoxon
matched-pairs signed rank P=0.45) test ile karsilastirildi.

Arkuat AgRP noronlarinin presinaptik olarak uyarilmasi sonucu ndrotransmitter
salinimimi PVH néronlarindan alinan elektrofizyolojik kayitlarla incelendi. Ayrica
DAMGO’nun, postsinaptik néronlarda lazer ile uyarim sonrasi olusabilecek depresyon
veya norotransmitter duyarsizlasma olaylar1 {izerine etkisini arastirildi. Postsinaptik
noronlardan alinan elektrofizyoloji kayit, lazer uyarimmn (2 pulse-5 ms) hemen
sonrasindaki 200ms lik kisminin, frekans ve tepe genlik datasinin altinda kalan alan analiz
edildi. Elde edilen sonuglara bakildiginda DAMGO, postsinaptik néronlarda uyarim
sonrasi olusan frekans ve tepe genlik alan grafiginde anlamli derecede kontrol grubuna
gore azalttig1 sekil 4.10°da gosterildi. Alinan frekans sonuglar1 (Kontrol: 8.97+0.92 Hz
n=15 néron, DAMGO: 5.371+0.92 Hz n=15 ndron / 4 fare) ve tepe genlik alan sonuglari
(Kontrol: 11827.30+3580.14ms.pA n=15 néron, DAMGO: 5857.75+2053.75 ms.pA
n=15 noron / 4 fare) (T-test nonparametric Wilcoxon matched-pairs signed rank
P<0.0001, P=0,0054).
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Sekil 18. ArcA9RP>PVH ginaptik baglanti 6zellikleri A) Hipotalamus arkuat bolgesine
ChR2 enjeksiyon gorseli. B) PVH bolgesinden noronlardan kayit alma sirasinda AgRP
noron aksonlarinin optogenetik uyarimi. C) ChR2 enjeksiyonu yapilan AgRP-Cre fare
beyin kesitinden konfakal gosterimi. D) ArcA9RP>PVH

kaydi. ArcA9RP>PVH ginaptik baglantilari iizerine DAMGO’nun etkisi. E) DAMGO’nun

projeksiyonundan alinan tepe genlik

AgPR ndron aksonlarmin uyarimi sonrast PVH néronlarinda olusturdugu tepe genlik
grafigi (Kontrol: 250.4452.81 pA, DAMGO: 148.3+38.6 pA, Nalokson: 220.5+51.11
pA n=10 néron / 4 fare) (One-way ANOVA, P<0,05, Tukey's multiple comparisons test).
F) AgRP noronlarindan gelen sinaptik inputlarin release probability grafigi (Kontrol:
0.4240.11, DAMGO: 0.36+0.09, n=15 noron / 4 fare) (T-test nonparametric Wilcoxon
matched-pairs signed rank P=0.45). G-H) Postsinaptik noéronlarda AgRP néron
aksonlarinin uyarimi sonrasi olusan frekans ve tepe genlik alan grafigi (Kontrol:
8.971+0.92 Hz n=15 néron, DAMGO: 5.37+0.92 Hz n=15 ndron / 4 fare), (Kontrol:
11827.30+3580.14ms.pA n=15 néron, DAMGO: 5857.75 +£2053.75 ms.pA n=15 néron
| 4 fare) (T-test nonparametric Wilcoxon matched-pairs signed rank P<0.0001,
P=0,0054).

4.7. Yeme davranisi ve home cage aktivite sonuclari

Besin aliminin merkezi diizenlenmesi, enerji homeostazina katkida bulunan ¢ok
onemli bir mekanizmadir. Beslenme davranisini diizenledigi diisiiniilen bir¢ok noral
devre hem anatomik hem de islevsel olarak beynin 6diil devresi ile ortiisiir. Cok sayida
sinir aginin manipiilasyonu, ayni anda gida alimini1 ve 6diil merkezini etkileyebilir. Bu
slireglerin altinda yatan iki anahtar sistem homeostatik ve hedonik beslenmeyi kontrol
edenler, genellikle bagimsiz olarak kabul edilir. Hedonik beslenme duyusal algi veya
zevk tarafindan uyarilirken, homeostatik beslenme ise temel metabolik siirecler ve
hayatta kalmak icin gereklidir. Hipotalamik ARC’de lokalize olan AgRP néron
popiilasyonu homeostatik beslenmede 6nemli rol oynamaktadir. Opioidler ise hedonik
beslenmede 6nemli derece katki saglamaktadir. Yapilan caligsmalarla bu etki bir¢ok kez
gosterildi. Burada, mevcut veriler goz oniine alindiginda, homeostatik beslenmeyi ve
hedonik beslenmeyi kontrol eden sinir devrelerinin tamamen birbirinden ayr1 sekilde
hareket edip etmedigi arastirildi. Oncelikle GFP enjeksiyonu yapilan farelerin enfekte
stiresi beklenildi. Daha sonra fareler kafeslere yerlestirildi ve aligsmalart i¢in 4 giin
beklendi. Ayni1 zamanda kafeslere kamera sistemleri kurularak farelerden 24 saat aktivite

kaydi alinmasi saglandi. Alisma siirelerinden sonra 5 giin boyunca 200ul fizyolojik salin
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(1.p) enjeksiyon yapildi ve her giin farelerin tiikettikleri yem miktari tartildi. Altinci giin
farelere 1mg/kg DAMGO i.p uygulanmaya baslanildi. DAMGO uygulanmasi 5 giin
boyunca devam etti. Kamera kayitlar saline ve DAMGO uygulama giinlerinin ortalamasi
seklinde analiz edildi. Alinan sonuglar analiz edildiginde, opioid uygulanmasi sonrasi
farelerin yem tiiketim miktari anlamli olmamakla birlikte artig trendi izlemekte (Sekil
19°da) gosterilmektedir. (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 kayitlar1 analiz
edildiginde ise DAMGO uygulanan siire¢ zarfinda, salin uygulanilan siirece gore
farelerde toplam hareket mesafesi anlamli derece azalirken, hizlarinda anlamli bir fark
olusmadi. Bu veriler Sekil 5.1°de gosterilmektedir (Kontrol: 3770.474+290.17 cm,
DAMGO: 5061.84+482.12 cm / 11 fare) (T-test, P<0.05). Farelerin hiz degerleri
(Kontrol: 4.974+0.71 cm/s, DAMGO: 5.56+0.65 cm / 11 fare) (T-test, P>0.05).
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Sekil 19. AgRP-Cre farelerdke DAMGO’nun yeme davranigina ve lokomotor aktivite
ozeliklerine etkisi. A) AgRP farelere uygulanilan deney protokol semasi. B) Fizyolojik
salin ve DAMGO uygulanmasi sonrasi farelerin yem tiiketim grafigi (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 yerlestirilen kameralardan alinan ortalama
giinliik aktivite kaydi. D-E) Farele uygulanilan DAMGO sonras1 toplam hareket mesafesi
(Kontrol: 3770.47+290.17 cm, DAMGO: 5061.84+482.12 cm / 11 fare) (T-test, P<0.05)
ve hiz degerleri (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 noron kayitlar1 ve DAMGO’ nun etkisi

Son yillarda gelistirilen sistemlere bakildiginda transgenik hayvan modellemeleri,
optogenetik, kemogenetik gibi teknikler ndronal devreleri anlamada ve islevini ¢6zmede
biiylik kolaylik saglamaktadir. Bu teknikler kullanilarak istenen spesifik néron grubunu
isaretleyip ve bu ndronlar iizerinde manipiilasyonlar yaparak (uyarilma veya inhibe etme)

hayvanlarda fizyolojik veya davranisa etkileri aragtirilmaktadr.

Homeostatik beslenmede 6nemli rolii olan arkuat AgRP noronlarinin {izerinde
yapilan caligmalarda, bu ndronlarin disaridan optogenetik veya kemogenetik teknigi
kullanilarak uyarilmasi veya inhibe edilmesi sonucu farelerin istem dis1 yem tiiketim
miktarmin diizenlenmesin miimkiin oldugu gosterilmistir. Bu teknolojilere ek olarak son
zamanlarda siklikla kullanilan baska bir teknik olan Ca*? goriintiileme veya Ca*? sinyal

okuma methodu olan fiber fotometre sistemleri, Cre teknoloji ile birlikte artik istenilen
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ndron grubunun 24 saatlik spontan ateslemesi takip etmede veya farelerde test edilecek
endokrin ilaglarin, isaretlenmis noronlarda olusturmus oldugu elektriksel degisiklik ve
davranisa olan ¢iktis1 anlik takip etme firsati sunmaktadir. Biz de bu deney setinde
DAMGO’nun AgRP néron elektriksel 6zelliklerine olan etkisini in vivo seklinde fiber
fotometre kullanarak gerceklestirdik. Oncelikle AgRP-Cre farelere
AVV.Syn.Flex. GCAMP6s.WPRE.SV40 viriis enjeksiyonu yapildi. Ayn1 zamanda viriis
enjeksiyonun ardinda 200um capinda fiber kablo beyin i¢i hipotalamus bolgesine
yerlestirildi. Viriis enfekte siiresi beklenildikten sonra Ca*? sinyal kaydi alinmaya
baslandi. A¢ birakilan farelerde AgRP noron atesleme frekansinin yiiksek oldugu
bilinmektedir. Deneylere baglamadan 6nce sistemi optimize etmek igin fareler 16 saat ag
birakildi. Kayit alinmaya bagsladiktan sonra 10 dakika sonra farelere yem verildi. Sonuglar
analiz edildiginde aglikla artan AgRP aktivitesi, farelerin yeme ulasmasiyla birlikte
anlamli derecede azaldig1 (Sekil 20’de) gosterilmektedir. Daha sonra alinan ex vivo
kayitlarda DAMGO AgRP néronlarint inhibe ediyor olmasindan in vivo deney seti
datasini kiyaslamak i¢in fareler a¢ birakilarak, farelerden oncelikle 20 dakika kontrol
kaydi alind1 sonrasinda 1mg/kg i.p DAMGO enjekte edilerek tekrar 20 dakika kayit
alindi. Alian sonuglar analiz edildiginde AgRP néronlarmin Ca*? aktivitesinin anlaml

derecede azaldigi Sekil 20°de gosterilmektedir (P<0,05).
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Sekil 20. AgRP-Cre farelerden Ca*? goriintilleme ve DAMGO’nun etkisinin arastirilmast.

A) Fiber fotometre Ca*? goriintiileme sistem ¢alisma semasi. B) A¢ birakilan AgRP -Cre

farelerden alinan fiber fotometre datasi. C) A¢ birakildiginda AgRP néronlarinin atesleme

frekansin1 gosteren data. D) A¢ farelere DAMGO uygulanmasi ve AgRP nronalarindan

alinan Ca*? sinyal grafigi.
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5. TARTISMA

Opioid reseptorleri, homeostatik ve hedeonik gida alimini uyaran sinir aglarinin
tizerlerinde lokalize olmuslardir. Ancak opioidler, hedonik beslenmede yag ve seker
bakimindan zengin olan gidalarin alimmin modiilasyonunda daha etkili oldugu
bilinmektedir. Opioid antagonistlerin ise istah1 baskiladigi yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir. Bu sebeple, lezzetli gidalar i¢in olusan istek, arzu ve kendini kontrol

edememe durumu opioidle iliskili bir bagimlilik tiirii olarak diistiniilebilir.

Endojen opioid peptidler, endorfinler, enkefalinler, dinorfinler ve endomorfinleri
igerir ve ¢ tip reseptOr araciliiyla etki ederler: bunlar G proteinine bagl reseptor siiper
ailesine ait olan p-, 8- ve x-opioid reseptorleridir (MOR, DOR ve KOR) (1,2). Bu 6ncii
proteinler endorfinlere, enkefalinlere veya dinorfinlere béliinerek endojen opioidlerin
faaliyetine aracilik etmek i¢in norotransmisyon sirasinda salinirlar. 3-endorfin, MSS’nin
farkli bolgelerinde 6zellikle beyin sapinda ve hipotalamik ARC néronlart tarafindan
tiretilir ve MOR reseptor aracilifiyla istah ve cinsel davranis mekanizmasi tizerine etkiler

gosterir (3).

Son yillarda yapilan caligmalarda ayrica enerji harcamasi ve besin aliminin
kontroliinde endojen MOR ve KOR'un 6nemli bir rol oynadig1 6ne siiriilmektedir (4). Cok
sayida ¢aligmada, genel opioid reseptdr antagonistlerinin hem sistemik hem de beyin igi
uygulamasinin kemirgenlerde gida alimmi ve viicut agirhigimi azalttigi gosterilmistir.
Opioidlerin gida alimini azalttiginin molekiiler mekanizmasi tam olarak anlasilmasa da,

merkezi opioid ve melanokortin sistemlerinin etkilestigi bilinmektedir.

Bu baglamda, proje onerimizde de belirtigimiz gibi, p opioid reseptor agonisti ve
antagonistinin homeostatik beslenmede onemli degere sahip ARC’de lokalize olan ve
ayni zamanda enerji tliketiminde de gorev alan AgRP ndronlarindaki fonksiyonel
degisiklikleri kapsamli ve sistemik olarak karakterize ettik. Bunlar sirasiyla, AgRP
noronlarinda olusan a) atesleme frekanslarina olan etkisi b) presinaptik input
anomalitelerinin spontan (IPSC ve EPSC) akimlarin dl¢iilmesi ¢) otonom atesleme ve
dinlenme potansiyeli gibi 6zelliklerinin karakterizasyonu d) AgRP néronlarinin sinaptik
ciktilarinin iizerine etkisi e) p opioid reseptdr agonistinin i.p. seklinde uygulanlamsindan

sonra farelerde olusan davranissal sonuglar1 karakterize ettik.

Aglik durumunda AgRP néron atesleme frekansinin arttigi gosterilmistir [121].
Bu bilgiler dogrultusunda yapilan ilk deney setinde AgRP-Cre fareleri 16 saat ag
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birakildiktan sonra elektrofizyolojik kayitlar alindi. Alinan sonuglar analiz edildiginde
DAMGO’nun (p opioid agonisti) AgRP noronlarinda artan atesleme frekansini anlamli
derecede inhibe ettigi gbzlemlenmistir. Tok farelerden alin AgRP elektorofizyoloji
kayitlarinda ise Nalokson (p opioid antagonisti) uygulanmasi sonrast AgRP noron
atesleme frekansinin anlamli derece arttigi gézlenmistir. Ayn1 zamanda DAMGO’nun
AgRP noronlarina gelen sEPSC (spontan uyarici post sinaptik akim) sinaptik inputlarini
anlamli derecede azaltirken, bu hiicrelere gelen sIPSC (spontan inhibe edici post sinaptik
akim) sinaptik inputlarinina etki etmedigi gozlemlenmistir. Bu gézlem son derece 6nem
arz etmektedir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda opioid agonisti ve antagonistinin
homeostatik beslenmede rolii olan AgRP noronlar tizerine etkisi ilk kez bu ¢alismada

arastirildi.

Dahasi opioid agonistinin AgRP ndronlarina gelen sinaptik akimlara olan etkisini
belirledikten sonra, bu néronlarin hiicre otonom 6zelliklerini inceledik. Amacimiz AgRP
noronlarinin  temel elektrofizyolojik ozellikleirinin  opioid reseptdr agonistinin
uygulanlamasiyla birlikte degisip degismedigini belirlenmesiydi. Bu amagla “whole-cell
current clamp” (tim hiicre akim kenetleme) teknigi kullanilarak elektrofizyolojik
kayitlar1 alindi. Tlk etapta kayit pipetinin icerisine GTP’li Potasyum D-glukonat internali
varliginda kayitlar alindi. Alinan in vitro elektrofizyolojik kayit sonuglarina gore;
DAMGO, AgRP noronlarinda RMP’ni (dinlenim zar potansiyelini) anlamli derecede
hiperpolarize duruma ¢ekerken, hiicre direncinde anlamli olmamakla birlikte azalmaya

yonelik bir trendin oldugunu gézlemledik.

DAMGO’nun, AgRP ndronlarimi hiperpolarize ediyor olmasi G proteinler
vasitayla m1 gergeklestiriyor yoksa bagka bir yolak iizerinden de etki ediyor sorusuna
cevap bulmak i¢in ek deneyler yaptik. Bu sefer kayit pipetinin igerisine G protein
aktivasyonu inhibe etmek icin GBDP eklenerek kayitlar alindi. G protein aktivasyonunun
inhibe ediliyor olmasi, DAMGO’nun AgRP ndronlar iizerine etkisini degistirmedi.
Sonuglar analiz edildiginde DAMGO, AgRP néronlarini anlamli derecede hiperpolarize

ettigi ve hiicre direnclerinde degisiklik yapmadig1 gézlenmistir.

p opioid reseptor agonistinin AgRP ndronlarimi G protein kapli reseptorler
tizerinden yapip yapmadigini daha detayl: arastirmak icin ek ¢aligsmalar yapildi. Yeni set
calismasinda kayit pipetinin igerisinde GBDP’li internal soliisyon ve elektrofizyoloji

banyosuna CMPD101 (G proteinine bagh reseptor kinaz GRK2 ve GRK3 inhibitorii)
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eklenerek yeni set “whole-cell current clamp” kayitlar1 alindi. Sonuglara bakildiginda
DAMGO, AgRP noéronlarin1 benzer sekilde anlamli derecede hiperpolarize ettigi
gozlemlenmistir. Bu bulgular, p opioid reseptor agonistinin AgRP nodronlarini
elektrofizyolojik 6zelliklerini etkileyebilecek sekilde en az iki farkli yolagin oldugunu
gostermektedir. Daha Onceki ¢aligmalarda, opioid antagonistlerin hiicre icerisine G
protein kapl reseptorlerden baska sekilde B-arrestin yollagini kullanarak hiicre igerisine

difiize olduklar1 gosterilmistir [122].

Sonuglarimiza bakildiginda, DAMGO’nun beyin kesitlerinde uygulamis
oldugumuz G protein bagli reseptdr inhibitorlerine ragmen, AgRP noronlarini inhibe
ediyor olmasi, B-arrestin yollaginmi kullanarak AgRP hiicrelerini inhibe ediyor olmasi
muhtemeldir. Bu baglamda elde ettigimiz sonuglarin, oreksijenik néron gruplarindan
AgRP néronlarinda ilk kez bu kadar detayli ¢alisiliyor olmasi bakimindan 6nem arz

etmektedir.

Bununla birlikte, hipotalamik ARC’de lokalize olan AgRP néronlari, PVH
bolgesine yogun aksonal projeksiyonlar gonderir ve sinaptik baglantilar kurar.
ArcAIRPPVH qinaptik baglantis1 enerji, metabolizma ve beslenmenin diizenlenmesinde
onemli rol oynar. Bu baglantiya etki edecek ilaglarin da istah diizenlemesi igin énemli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bundan dolay1, opioid reseptdor agonistinin AgRP
noronlarin PVH bolgesine gonderdigi sinaptik baglantilari tizerine farmakolojik etkilerini
arastirdik. Bunun i¢in optogenetik tekniginden yararlandik. Bu amagla AgRP-Cre farelere
ChR2 viriis enjeksiyonu yapildi. Arkuat AgRP noronlarini 470 nm dalga boylu lazer ile
5 ms genigliginde 2 pulse olacak sekilde uyararak, PVH néronlarindan kayit alindu.
Sinaptik baglant1 bulunan néronlar iizerine DAMGO perfiize edildiginde peak amplitude
(tepe genligi) degerleri anlamli derecede azaldigi goriildii. AgRP noronlarinin yeme
davranis1 sirasinda PVH noronlarma GABA  salgilayarak ndron gruplarinin

inhibisyonunu saglar. Alinan sonuglara bakildiginda DAMGO, AgRP néronlarin PVH

noronlarina olusturdugu inhibisyonu, inhibe ettigi gézlenmistir.

Ayn1 zamanda, AgRP noronlarindan gelen sinaptik inputlarmn “release
probability” (saliverme olasiligl) oOzelliklerini inceledik. Presinaptik hiicreden
norotransmitter salinim olasiligi (PPR) olarak ifade edilir. Yapilan sinaptik baglanti
deneylerinden elde edilen veriler PPR i¢in analiz edildiginde norotransmitter salinim

0zelligi olan PPR sonucu her iki grup arasinda anlamli bir fark gézlemlenmemistir.
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EX vivo beyin kesitlerinde uygulamis oldugumuzun p opioid reseptor agonistinin
AgRP noron elektriksel 6zelliklerine ve projeksiyonlarina olan etkisini gozlemledik.
Sistemik olarak uygulanacak opioid agonistinin AgRP noron grubunda ayni etkileri
gosterip gostermeyecegini arastirdik. Bunun igin fiber fotometre Ca*? goriintiileme
metodunu kullandik. Bu amagla AgRP-Cre farelere AVV.Syn.Flex. GCAMP6s viriis
enjeksiyonu yapildi ve beyin igerisine 200um ¢apinda fiber kablo yerlestirildi. Bu
teknoloji farenin giinliik aktiviteleri sirasinda AgRP noronlarinda olusan elektriksel
aktivite degisikliklerinin kaydini almay1 miimkiin kilmaktadir. Beyin kesitlerinden alinan
elektrofizyolojik kayitlarda DAMGO’nun AgRP néronlarini inhibe ediyor olmasindan,
Ca*? goriintiileme fiber fotometre deneylerini a¢ birakilmis fareler iizerinden aldik.
Oncelikle 16 saat ag birakilan AgRP-Cre farelerden kontrol kayd: alindi. Sonrasinda
farelere DAMGO (1mg/kg) i.p. seklinde uyguland1 ve Ca*? kaydi alind1. Alian sonuglar
dogrultusunda, sistemik olarak uygulan DAMGO, AgRP néronlarinin atesleme
frekansin1 anlamli derecede azaltigi gbzlendi. Ayrica bunlara ek olarak 5 giin boyunca
farelere DAMGO uygulanilarak farelerin yem tiiketimi ve kafes i¢i lokomotor aktivitesi
24 saat kamera ile gozlendi. Ayni farelerden beser giin ortalama yem tiiketim miktarlar
Olctimii yapildi. Sonrasinda 5 giin boyunca DAMGO uygulandi. Tiiketilen yem miktarlari
oncesi/sonras1 seklinde analiz edildiginde, DAMGO uygulandiginda farelerin yem
tiiketimi anlamli olmamakla birlikte arttig1 goriildii. Bunlara ek olarak kafes i¢i lokomotor
aktivitesine bakildiginda, farelerin DAMGO uygulanmaya basladiktan sonra anlamli

derecede hareket mesafelerinin azaldig1 ama hizlarinda bir degisiklik olmadig1 gozlendi.

Bu tez ¢aligmada p opioid reseptorlerin AgRP ndronlarmin aktivitesi tizerine
etkileri ilk defa olarak incelenmistir. Calismamizin bulgularina gore, p opioid
agonizminin istah diizenlenmesinde Onemli bir role sahip olan AgRP néronlarinin

aktivitesinin modiilasyonunda etkili oldugu 6nerilebilir.
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