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ONSOZ

Hipotalamo-hipofizer-gonadal  aks, {ireme yeteneginin  kazanilmasi  ve
siirdiiriilmesine aracilik eden, diger sistemlerle kompleks iliskileri olan merkezi bir
sistem olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Puberta sirasinda bu sistemin nasil aktive
oldugu uzun yillar gizemini korumus, anlagilamayan ydnleri ile ilgi ve merak
uyandirarak popiiler bir aragtirma alani olma 6zelligini hala yitirmemistir. Melatonin
ve kisspeptin; hipotalamus, hipofiz ve gonadal aks iizerinde farkli diizenleyici
etkilere sahip hormonlardir. Calismamizda bu iki molekiiliin birbiri ile etkilesiminin,
disi sicanlarda pubertaya erismedeki fonksiyonu ile reprodiiktif sistem {iizerindeki
olas1 etki mekanizmalar1 endokrinolojik analizlerle ortaya konularak reprodiiktif
fizyolojiye 151k tutmak ve bu alandaki arastirmacilara katki saglayabilmek
hedeflenmistir.
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5HT : 5-hidroksitritamin (Seratonin)

S5HTP : 5-hidroksitriptofan

AANAT : Aril-alkilamin-N-asetil transferaz
AR : Androjen reseptorii

ARC : Arkuat niikleus

Arg-Phe : Arginin-fenilalanin

AVPV : Anteroventral paraventrikiiler niikleus
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Ca*?: Kalsiyum
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cGMP : Siklik guanozin monofosfat

DAG : Diagilgliserol

DNA: Deoksiriboniikleik asit

E : Ostrojen

ERK : Ekstra sinyal regiile edilmis kinaz
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ER,KO : Ostrojen reseptdr a bloke edilmis

ERp : Ostrojen reseptdr 3
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ERpKO : Ostrojen reseptor B bloke edilmis

FSH : Folikiil uyarict hormon

GABA : Gamma amino biitirik asit

GnRH : Gonadotropin salgilayict hormon
GPCRs : G protein reseptorii

GPR54 : G protein 54

Gaq : G protein q reseptorlerine bagl aktive edilmis quanin niikleotidi
HIOMT : Hidroksiindol O-metil transferaz
HPG : Hipotalamo-hipofizer-gonadal

IHH : idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm
IP3 : Inositol trifosfat

IV : Damar i¢i
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Kir : Potasyum kanallar1

LH : Luteinlestirici hormon

LHRH : Luteinlestirici hormon salgilatict hormon
ME : Median eminens

MT1(Mella) : Melatonin reseptorii 1
MT2(Mellb) : Melatonin reseptorii 2

NAT : N-asetiltransferaz

NKB : Norokinin B

PIP 2 : Fosfotidil 4,5-bifosfat
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1. GIRIS

Memelilerde iireme yeteneginin kazanilmasi ve siirdiiriilmesine aracilik eden ve
merkezi bir sistem olarak kabul goren hipotalamo-hipofizer-gonadal (HPG) aks;
hipotalamus, hipofiz ve gonadlardan olusan {i¢ temel boliimiin nérohormonal
diizeyde entegrasyonu ile diizenlenmektedir (Kafa ve Eyigor 2011). Memelilerde
HPG aksin temel fizyolojik fonksiyonu; reprodiiktif faaliyetlerin olusumu ve devami
i¢cin gerekli hormonlarin salgilanmasi, erkeklerde testis ve eklenti bezlerinin gelisimi
ile sperm iiretimi, disilerde ovumun olusumu, gebeligin sekillenmesi ile devamin
saglamaktir. Bu iicli aksin hipotalamus kismini, gonadotropin salgilatict hormon
(GnRH); hipofiz kismini, folikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinlestirici hormon
(LH); gonad kismim ise erkeklerde testosteron, disilerde Ostrojen ve progesteron
olusturmaktadir. Hipotalamustan salinan GnRH, hipotalamo-hipofizer portal
dolagimda yiiksek yogunluga ulastiginda o6n hipofizdeki reseptorler araciligi ile
gonadotrop hiicreleri uyarmakta ve bu hiicrelerden FSH ve LH salgilanmaktadir.
Disilerde FSH, ovaryumda folikiil gelisimini ve Ostrojen hormonunun salinimini
uyarirken; LH, folikiil olgunlagsmasi ve ovulasyonu gerceklestirmektedir (Yilmaz
1999; Kafa ve Eyigér 2011; Oktem ve Urman 2012). Reiter’in (1991) yaptig1
calismaya gore; HPG aks igerisinde pineal bez de yer almaktadir. Pineal bez,
polidstrik memelilerde reprodiiksiyonun kontroliinde 6nemli rollere sahiptir. Seksiiel
gelisimin zamanlamasi, gonadal steroidogenezis ve ovulasyonda pineal bezden
salinan melatonin hormonu islev gérmektedir. Melatonin, néroendokrin-reprodiiktif
aks iizerinde degistirici etkilere sahiptir. Ovulasyon esnasinda LH artis1 ile birlikte
plazma melatonin diizeyinde azalma meydana gelmesi ve pubertal gelisim siireci
icinde gece melatonin salgilanmasinin giderek azalmasi, pineal bezin melatonin
hormonu araciligiyla reprodiiktif sistemde, mevsimsel olmayan polidstrik hayvanlar
(Okatani ve ark., 1997), rodentler (Arendt, 1998) ve insanlar (Roy ve ark., 2001)
tizerinde inhibitér etkisi olabilecegini disiindiirmektedir. Bu inhibitor etki
hipotalamustan GnRH saliniminin baskilanmasi ve devaminda FSH ile LH
sekresyonunun azalmasi seklinde kendini gostermektedir (Uyar ve Alan, 2008). Buna
karsin, melatonin hormonunun; son zamanlarda kesfedilen, erkek ve disilerde

pubertanin baslamasinda, puberta sonrasi ise reprodiiktif hormonlarin salinmasinda



anahtar roli belirlenen ve GnRH devaminda FSH ve LH salinimini artirarak HPG
aks tizerinde stimulator etkisi oldugu ileri siiriilen Kisspeptin hormonu tizerine etkisi

bilinmemektedir (Kelestimur ve ark., 2009).

Bu arastirmanin amaci, prepubertal donemde pinealektomili disi siganlarda
melatonin/kisspeptin etkilesiminin puberta yasi ile ovulasyonda gorevli hormonlar

uzerine etkisini incelemektir.

1.1. Disi Sicanlarda Ureme Fizyolojisi

Sicanlar, postpartum donem de dahil olmak iizere puberta baslangicindan yasliliga
kadar yil boyu siklik aktivite gosteren ve tireme Ozellikleri mevsime bagli olmayan
polidstrik hayvanlardir (Soylu, 2011). Yetigkin disi siganlarin bdbreklerinin kranial
kutbunda yer alan ovaryum, folikiillerle dolu bir yapidadir. Helezonik yapidaki

ovidukt ise ovaryumu bikornual yapidaki uterusa baglar (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Disi si¢anlarda lirogenital sistem anatomisi (Miilazimoglu ve ark., 2012)

Sicanlarda cinsel gelisim evreleri; fetal donem, prepubertal donem ve erigkin

donem olmak tizere li¢ temel asamada ele alinmaktadir (Maeda ve ark., 2000).

1.1.1. Fetal donemde seksiiel gelisim

Sicanlarda sekstiel gelisim; ilk olarak fetal donemin 12. giinlinde, hipotalamustan



luteinlestirici hormon salgilatici hormonun (LHRH) salgilanmasiyla baslamaktadir
(Aubert ve ark., 1985). Hipotalamustan LHRH salinimi, pulsatil karakterde olup
doguma kadar ozellikle gestasyonel 17-18. giinlerden sonra artarak devam eder
(Nemeskéri ve ark., 1983; Aubert ve ark., 1985). LHRH nin ilk salinma zamani
sicanlarda gonadotropinler ve reprodiiktif kapasite iizerinde Onemli degistirici
etkilere sahiptir (Szabo ve Csanyi, 1982). Hipofizden LH salinimi fetal yasamin 17.
giiniinden itibaren, FSH salinimi1 ise 19-21. giinler arasinda baslamaktadir (Salisbury
ve ark., 1982; Nemeskéri ve ark., 1983; Aubert ve ark., 1985).

Fetal yasamda overler steroidogenik yapida degildir. Bu nedenle, hormon
salgilama yetenegi kazanmamistir (Parker ve Schimmer, 2006). Oositler ise maternal
dolasimdaki yiiksek seviye progesteron tarafindan korunmaktadir (Morrison ve

Marcinkiewicz, 2002).

1.1.2. Prepubertal donemde seksiiel gelisim

Disilerde prepubertal donem; dolasimdaki gonadotropin seviyeleri, steroid geri
bildirim mekanizmasindaki degisiklikler, morfolojik yap1 gibi fizyolojik parametreler
esas alnarak dort gruba ayrilmistir. Buna gore; dogumdan sonraki ilk yedi giine
kadar neonatal donem, postnatal 8-21. giin arasi infantil donem olmak iizere iki
asamada incelenirken, juvenil donem 22-36. giinler arasi ve peripubertal donem ise
ilk ovulasyon giinii esas alinarak 38-42. giinler arasinda kabul edilmektedir (Ramirez

1973).

Dogumdan hemen sonra yavru siganda prepubertal maturasyon siiresince
hipotalamik LHRH salinimi ve GnRH ekspresyonu artmaktadir (Matagne ve ark.,
2004). Postnatal 6. giin itibariyle pulsatii GnRH salimimlar1 ile birlikte LH
konsantrasyonu da yavas artislarla yiikselmekte, en yiiksek seviyeye juvenil
donemde erigmektedir (Advis ve Ojeda, 1978). Plazma FSH seviyeleri ise dogumdan
kisa bir siire sonra artmaya baslayarak maksimum seviyesine postnatal 12. giinde
ulagmaktadir. Bu siirecten sonra juvenil donemin sonuna kadar LHRH salinim

sikligindaki artis ile paralel olarak plazma FSH seviyesinde kademeli bir diisiis



gbzlenmektedir (Dalkin ve ark., 1989). infantil dénemdeki LH artis1 FSH seviyeleri
ile kiyaslandiginda oldukga diisiiktiir (Ojeda ve Ramirez 1972).

Neonatal donemde Ostrojen geri bildirim mekanizmasi aktif degildir (Ojeda ve
Ramirez, 1973). Gonadotropin salinimimin kontrolii androjenler araciligiyla
saglanmaktadir. Bu donemde ovaryumlar, FSH’ 1n etkisi ile testosteronu Ostradiol
17B’ya metabolize etmektedir. Infantil dsnemde ise FSH ve LH etkinligi ile folikiiler
gelisim goriilmektedir (Advis ve Ojeda, 1978). Folikiiler gelisim postnatal 15-19.
giinlerde tamamlanmaktadir (Hage ve ark., 1978). Puberta oncesi yapilan
hipofizektomi, pubertal degisimleri 6nlemektedir (Setchell, 1982).

Pubertanin baglamasi pulsatil LH saliniminin aktivasyonu ile miimkiindiir
(Smith-White ve Ojeda, 1981). Preovulator LH artisi pubertayr baglatan en onemli
faktordir (Uilenbroek ve Van der linden, 1983). Disi sigcanlarda pubertanin
indikatorii, vajinal agiklik ve ilk prodstrustur. ilk prodstrustan 8-9 giin 6nce LH
seviyelerinde artis oldugu bildirilmektedir (Meijs-Roelofs ve ark., 1983). Vajinal
aciklik, ilk preovulatér LH artisindan sonra postnatal 33-42. giinlerde ayn1 zamanda
viicut agirligi yaklagik 100 gram iken meydana gelmektedir (Maeda ve ark., 2000).
Diizenli Ostrus sikluslari, yaklasik olarak vajinal agiklik baglangicindan bir hafta

sonra olusmaktadir (Ojeda ve ark., 1986).

Pubertanin baslamasi, fenotipik degisiklikler ele alindiginda bes farkli evrede
gerceklesmektedir. Ilk evre, ge¢ juvenil veya andstrus evre olarak adlandirilmaktadir.
Bu evre, LH salinim modundaki degisiklikler ile karakterizedir. Yaklasik olarak
postnatal 30. giine karsilik gelir. Vajina kapali, uterus oldukga kiigiik boyutlarda ve
agirhig 100 mg’dan daha azdir. Intrauterin kavitede sivi yoktur (Urbanski ve Ojeda,
1985). Bu evreyi erken prodstrus evresi takip eder. Uterus boyutlar1 geniglemistir.
Intrauterin kavite bir miktar siv1 ile doludur, vajina kapalidir. Ugiincii evre, geg
proostrus evresi olarak adlandirilmaktadir. Bu evre ilk prodstrus ile karakterizedir.
Intrauterin kavite tamamen siv1 ile doludur. Uterusun agirhig1 200 mg’1n iizerindedir.
Overler biiyiik folikiillere sahiptir, ancak vajina agik degildir. Sonraki evre Gstrus
evresidir. Ik ovulasyonun gériildiigii giine karsilik gelir. Vajina agiktir ve vajinal
sitolojide kornifiye hiicreler hakimdir. Canli bir korpus luteum mevcuttur.

Prepubertal siirecten peripubertal periyoda gegisteki son evre, ilk didstrus evresidir.



Bu evrede vajinal sitolojide l16kositler baskin yer kaplamaktadir ve overler igerisinde

olgun bir korpus luteum mevcuttur (Advis ve ark., 1979)

Juvenil donemde, folikiillerden Ostrojen sekresyonu baglamakta ve her {i¢ saatte
bir prolaktin salinimi meydana gelmektedir. Bu salinim, ovaryumdan Ostradiol ve

progesteron salinimini indiiklemektedir (Advis ve Ojeda., 1978).

1.1.3. Disi sicanlarda kizginhk dongiisii

Cinsel olgunluga erismis siganlarda tireme siklusu dort donemde gerg¢eklesmektedir.
Bunlar sirasiyla: prodstrus, Ostrus, metostrus ve didstrustur. Bu dort donemi
kapsayan sigan tireme siklusu ortalama 4-5 giin siirmektedir. (Krinke 2000; Soylu
2011). Bu dort donem boyunca vajinal sitolojide gozlenen hiicre tipleri, seksiiel

davraniglar ve gonadotropin seviyeleri donemlere 6zgii farkliliklar gostermektedir

(Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Ureme siklusu boyunca siganlarda gdzlenen vajinal smear hiicre tipleri.

Tipik Hiicre sayilari
.. i i i Giivenilirlik*
Doénem |Lékositlerf Gekirdekli Kornifiye (}eklrd_gksu epitel Toplam uventiirt
: - . hucreler
epitel hiicreler hiicreler

Ostrus -1+ e+ +- +H+ e
Metdstrus, -I+ -/+ -I+ + +++ T+
Didstrus ++ +/- +/- +/- +++ Tt
Prodstrus ++ -I+ +/++ T+

(-) yok ya da ¢ok az; (+) disiik; (++) orta; (+++) yiiksek; (-/+) donemin baslangicinda yok ya
da ¢ok az, donemin sonunda diisiik; (+/-)donemin baslangicinda diisiik, dénemin sonunda
yok ya da ¢ok az. *Vajinal smearlar 1s18in saat 06:00 itibariyle devrede oldugu 12 saat
karanlik ve 12 saat aydinlik siklusunda 08:00 ile 10:00 saatleri arasinda alinmistir (Cooper
ve Goldman, 1999).

Diizgiin niikleuslu, yuvarlak, tek veya gruplar olusturmus epitel hiicreleri ile

karakterize olan prodstrus donemi, yaklagik olarak 12 saat slirmekte ve bu evrenin



sonunda disi erkegi kabul etmeye baslamaktadir (Sharp ve Laregina, 1998; Soylu,
2011). Yiizlerce biiyiik kornifiye dejenere niikleuslu hiicreler ile karakterize Ostrus
evresi ise 9-15 saat siiren, disinin erkegi kabul etmeye devam ettigi ve lordozis
gozlendigi donem olarak tanimlanmaktadir. Ostrus dénemi baslangicinda % 75
niikleuslu ve % 25 kornifiye epitel hiicre saptanirken, donemin ortalarina dogru bu
oran, kornifiye epitel hiicreler lehinde degisir. Donemin sonlarina dogru ise bu
kornifiye hiicreler dejenere olarak epitelyal bir yigint1 halini almaktadir (Baker,
1979). Metostrus donemi; ovulasyondan sonra goriilen, yaklasik 21 saat siiren ve
artik disinin erkegi kabul etmedigi donemdir. Ayni oranda l6kosit, kornifiye ve
cekirdekli epitel hiicreler ile karakterizedir. Didstrus donemi, tireme siklusunda en
uzun donem olup yaklasik 57 saat siirmektedir. Ipliksi mukus ile karisik 16kositler ve

niikleuslu birkag epitel hiicre ile karakterizedir (Oba ve ark., 2001).

Pulsatil LH saliniminda; en yiiksek frekans proostrusta, en diisiik frekans ise
Ostrus doneminde goriilmektedir (Sekil 1.2). Proostrus doéneminde olusan LH
dalgalar1, preovulator folikiillerde ovulasyonun meydana gelmesine ve korpus
luteumun sekillenmesine neden olmaktadir (Ackland ve ark., 1990).
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Sekil 1.2. Ureme siklusunda disi siganlarda evrelere gére gonadotropin seviyeleri (Krinke
2000).



Ureme siklusu evrelerinde FSH salimimi, LH salimmu ile benzerlik
gostermektedir. Farkli olarak prodstrus evrede FSH salimminda iki dalga
olusmaktadir (Sekil 1.2). Bu iki preovulator FSH dalgasindan ilki, LH salinimindaki
artig, ikincisi ise inhibin hormonundaki azalis ile iliskili olarak gerceklesmektedir.
FSH salinimindaki bu dalgalanmalar folikiil gelisimini stimule etmektedir (Ackland
ve ark., 1990; Fortune, 1994).

Sicanda Korpus luteum en biiyilik boyutuna erken didstrus doneminde ulasirken,
korpus Iuteumdan salinan progesteron en yiiksek degerlerine ostrus siklusunun ikinci
giiniinde erigsmektedir (Kohn ve Clifford, 2002). Didstrus déneminde progesteron
seviyesi azalmakta ve artan 17f Ostradiol seviyesine bagli olarak folikiiler gelisim
tekrar baglamaktadir. Ureme siklusu, prodstrusta meydana gelen dstrojen piklerinin
ovulasyonu saglayan gonadotropin salinimini indiiklemesi ile tamamlanmaktadir

(Freeman, 1988).

1.2. Pineal Bez

Pineal kelimesi Latince’de ¢am agaci kozalagi anlamina gelen “pinea” kelimesinden
tiretilmistir (Cam ve Erdogan, 2003). Korpus pineale, glandula pinealis, pineapple
gland, epiphysis cerebri gibi adlarla da anilmaktadir (Sahin, 2006). Pineal bez,
embriyolojik olarak proensefalondan gelismis olup fotondéroendokrin sisteminin
kontrolii altindadir (Maksimovich, 2002). Anatomik iliskileri memeli tiirlerinde
aynidir (Reiter, 1981). Insanda, her iki kollikulus superiorun arasindaki ¢ukurlukta ve
orta hatta yer alan bir yapidir. Yukarida corpus callosumun splenium kisminda
tiglincli ventrikiilin Tela choroidea’s: ile ayrilir (Sekil 1.3 A). Cok ince bir sap
aracihig ile iigiincii ventrikiil tavanma baglanmistir. One dogru uzanan sap kismu iist
ve alt olmak iizere iki laminaya ayrilir (Reiter, 1980). Arteriyel beslenme posterior
choroidal arterler yoluyla, vendz dolasim ise internal serebral venler ile
saglanmaktadir. Cogunlukla siiperior servikal gangliondan sempatik innervasyonu
vardir (Sahin, 2009). Onemli derecede damarlasma gdstermekte olup kan akimi
yoniinden giinliik 4 ml/dk’lik degerle, endokrin organlar iginde, bobreklerden sonra

ikinci sirada yer almaktadir (Kelestimur, 1996).



Sican pineal bezi ise commissura posterior ile commissura habenulorum
arasinda, Ugilincli ventrikiil tavaninin arka ucundan baslayan bir sapla beyincige
dogru uzanmaktadir (Sekil 1.3 B). Insan ve diger memelilerde pineal bez tek
kisimdan olusurken, kemirgenlerde yiizeysel ve derin pineal bez olmak iizere iki
kisimdan olugsmaktadir (Reiter, 1981). Bezin biiyiik bir kismi dorso-caudal yonde

yiizeysel pineal seklindedir ve kiiglik bir kismini olusturan derin pineal ise ii¢lincii

ventrikiile yakin sekilde yerlesmistir. Her iki kisim da pineal sap ile birlesmektedir

(Garidou ve ark., 2001; Sahin, 2006).
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Sekil 1.3. Pineal bezin anatomik konumu.
A. Insanda pineal bezin anatomik konumu (Palabiyik, 2003).
B. Sicanda pineal bezin anatomik konumu (Sahin, 2006).

Yuvarlagimsi-oval sekilli olan pineal bez, beyazimtrak ve homojendir (Reiter,
1980; Cam ve Erdogan, 2003). Boyutu ve pozisyonu, ayni tiirler i¢inde dahi farklilik
gostermektedir. Sican pineal bezine ait dlglimler; transvers 1300-1500 pm, dorso-
ventral 750-800 um, longitudinal (fronto-occipital) 1500-1600 pum seklinde olup
bezin agirligr 0,9-1,56 mg’dir (Calvo ve Boya, 1984; Sahin, 2006). Agirhigi ve
boyutlarinda pubertaya kadar artis, puberta sonrasinda ise azalig goriilmektedir
(Maksimovich, 2002; Oztiirk, 2006).

Pineal bezin parankimi, % 85-90 pinealositler ve % 10-15 glia hiicrelerinden
olusmaktadir (Arendt, 1998). Noroepitelyal hiicreler olan pinealositler, hafif

bazofilik stoplazmali hiicrelerdir. Belirgin olan ¢ekirdekleri biiyiik, diizensiz veya



birkag¢ lobludur. Néroendokrin isleve sahip olan bu hiicrelerden; melatonin, serotonin
ve bazi pineal peptidler salgilanmaktadir. Glia hiicreleri ise uzun stoplazmik
uzantilara sahip, bol miktarda ribozom igeren hiicrelerdir. Pineal bezde yerlesmis
olan glia hiicreleri, destekleyici islevlerinin yani sira kan damarlar ile parankima

arasindaki madde alis veriginden sorumludur (Kus ve Sarsilmaz, 2002; Kus, 2011).

Pineal bez; memelilerde sekretuar, baliklarda ve amfibienlerde fotoreseptif,
stiriingenlerde ve kuslarda ise hem fotoreseptif hem de sekretuar fonksiyonlari
tistlenen bir organdir (Cam ve Erdogan, 2003). Memelilerde, dis ¢evrenin aydinlik ve
karanlik olmasina gore gelen fotoelektrik sinyalleri hormonal sinyallere g¢eviren,
organizmanin basta endokrin sistem olmak tizere bir¢ok sistemdeki degisiklikleri bu
sinyaller dogrultusunda diizenleyen noroendokrin bir iletici olarak gorev

yapmaktadir (Kelestimur, 1996; Vanecek, 1998).

Pineal bez; basta melatonin olmak tiizere norepinefrin, serotonin, histamin,
dopamin, oktopamin, LHRH, tirotropin salgilatict hormon (TRH), somatostatin,
vazotosin gibi baz1 biyolojik amin ve peptidleri sekrete etmektedir (Atas, 1998). Bu
bez, sirkadiyen ritimde salgiladigi melatonin hormonu vasitasiyla viicudun diger
kisimlarina zaman sinyalleri gonderir. Boylece, giinlin ve yilin farkli zamanlarina
bagl fizyolojik sikluslarin diizenlenmesinde gorev almaktadir (Tamarkin ve ark.,
1985; Ozsahin, 2006).

1.2.1. Melatonin

Melatonin, ilk olarak sigir pineal bez ekstrelerinden izole edilip amfibienlere
verildiginde cilt renginin agilmasmna neden olan pineal bir hormon olarak
tamimlanmstir (Kogak ve Colak, 1996; Atas, 1998; Brzezinski, 1997). Potansiyel
pineal hormonu olarak ifade edilen melatonin, Yunanca melas=karanlik ve
tonein=baskilama kelimelerinden koken almaktadir (Cam ve Erdogan, 2003; Sahin,
2009). indol tiirevi olan 232 molekiil agirhigindaki bu hormonun kimyasal
isimlendirmesi, N-Acetyl-5-Methoxytryptamine seklindedir (Kogak ve Colak, 1996;
Kus ve Sarsilmaz, 2002).
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Sekil 1.4. Melatoninin Kimyasal Yapist (Kocak ve Colak, 1996).

1.2.1.1. Melatonin biyosentezi

Pineal bezin islevi lizerine baslica kisitlayict etki yapan faktor 1siktir. Ayrica 151k,
merkezi sinir sistemi araciligiyla pineal bez ritminin ¢evreye uyumunu
saglamaktadir. Isik durumuna (karanlik/aydinlik) bagl olarak, dis ortamdan gelen
uyarillar goziin retina katmani ile alinir, fotoreseptorlere ulasir ve buradan
hipotalamustaki suprakiazmatik niikleusa (SCN) iletilir. Bu uyarilar daha sonra
paraventrikiiler ¢ekirdege ulasir. Uyar1 dalgalari medial 6n beyin sapinda ve retikiiler
formasyonda birleserek omuriligin lateral c¢ekirdegine gider. Bu ¢ekirdekten
sempatik sinir sisteminin pregangliyonik adrenerjik sinirleriyle alinan uyarilar
postganglionik sinir lifleri ile pineal beze ulasir (Reiter, 1980; Macchi ve Bruce,
2004).

Pineal bez igindeki en 6nemli norotransmitter madde noradrenalindir. Sempatik
sinirlerin ~ pineal hiicreler tiizerine olan etkisi, noradrenalin  salinimini
karanlik/aydinlik degisimlerine bagli olarak ritmik bicimde degistirerek triptofan
(serotonin ve melatonin oncii maddesi) salinimini diizenlemektir. Noradrenalin,
pinealosit membranindaki postganglionik reseptorler olan Bl ve ol adrenerjik
reseptorlere baglanir (Palaoglu ve Beskonakli, 1998; Macchi ve Bruce, 2004; Oztiirk,
2006). Pineal bezde melatonin sentezinin yaklasik % 85’inden B1 reseptorlerinin,
yaklasik % 15’inden ise al reseptdrlerinin uyarilmasi sorumludur (Kogak ve Colak
1996, Palaoglu ve Beskonakli, 1998; Macchi ve Bruce, 2004; Oztiirk, 2006).
Noradrenalin, pineal hiicre zarindaki B-adrenerjik reseptorlere baglanarak siklik
adenozin monofosfat (cAMP) sistemini uyarir (Macchi ve Bruce., 2004; Yenice,
2012). Aydinlikta pineal hiicrelere aktif transportla plazmadan alinan ve indol bir

amino asit olan triptofana, triptofan 5-hidroksilaz enzimi tarafindan -OH grubu
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eklenerek 5-hidroksitriptofan (5HTP) olusur. 5HTP, aromatik amino asit
dekarboksilaz araciligiyla serotonine (5-hidroksitriptamin, 5HT) dondstiiriiliir.
Karanlikta serotonin, serotonin N-asetiltransferaz (NAT) ile N-asetilserotonine ve
sonrasinda  hidroksiindol-O-metiltransferaz ~ enzim  tarafindan  melatonine
doniistirilir (Sekil 1.5). Bu mekanizmada hiz kisitlayict enzim aril-alkilamin-N-

asetil transferaz (AANAT) olarak adlandirilan enzimdir (Yerer, 2006).

Triptofan

triptofan hidroksilaz
¥

3 - hidroksittiptofan

3 - hidroksitriptofan delkarbolsilaz

Y
Serototin
™ - asetil transferaz
L J

™ - azetil serotonin

hidroksiindol O - metil transferaz

MELATONIN

Sekil 1.5. Melatonin sentez basamaklari (Yenice, 2012)

Pineal bez i¢inde sentezlenen melatonin, en ¢ok kabul goren hipoteze gore;
once galen veni igine sonra sagital siniis ve juguler ven yolunu izleyerek kalbe,
kalpten ise karotis arter yoluyla spinal kord ve beyin dokusundaki ndral yapilara
ulagsmaktadir. Diger bir hipoteze gore ise ventrikiil sistem igindeki serebrospinal siv1
aracilig1 ile beyin ve spinal kord gibi noral yapilarda yer alan hedef dokulara
ulagmaktadir (Young ve ark., 1984; Palaoglu ve Beskonakli 1998; Tan ve ark.,
2010).
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1.2.1.2. Melatoninin etki mekanizmasi

Merkezi sinir sisteminde melatoninin esas hedef organi hipotalamustur. Melatonin
verilmesi hipotalamusta dopamin, serotonin, norepinefrin ve gamma amino biitirik
asit (GABA) gibi transmiterleri artirir (Brzezinski, 1997). Bununla birikte, melatonin
diizeyinin artmasi, bir¢ok dokuda guanilat siklaz aktivitesinin azalmasina neden olur.
Boylece, siklik guanozin mono fosfat (cGMP) diizeyi azalir ve cAMP diizeyi artar
(Yerer, 2006).

Melatonin; deoksiriboniikleik asit (DNA) tamiri, membranlar ve diger
intraselliiler komponentlerin bakimi1 i¢in gerekli olan guanin niikleotitlerin
olusumuna katkida bulunur (Ozsahin, 2006). Bu hormonun yaklasitk % 70’
plazmada geri doniistimlii olarak albiimine veya alfa asit glikoproteine baglanarak
hedef dokuya tasinmaktadir (Brzezinski 1997; Cam ve Erdogan, 2003; Ozsahin,
2006).

1.2.1.3. Melatonin salinimi

Melatonin olusturulduktan sonra depolanmadan, basit difiizyonla dolasim kanina
verilmektedir (Macchi ve Bruce, 2004). Salgilanma hizi 29 mg/24 h’dir (Sener,
2010). Melatoninin kana hizli salinimt lipofilik 6zelligi sayesinde olmaktadir (Kus,
2006). Lipofilikliginin ¢ok yiiksek olmasindan dolay1 tiim biyolojik doku ve sivilara
dagilir. Yapilan analizlerde, birgok viicut sivisi ve dokularinda (beyin omurilik sivisi,
tiikkiirtik, lenf, amniotik sivi, idrar, sperma, retina ve siyatik sinir) melatonin

hormonunun varlig1 gosterilmistir (Erlich ve Apuzzo, 1985).

Pineal bezden melatonin salinimi fotondroendokrin kontrol altindadir. Salinimi
sirkadiyen ritme sahiptir (Reiter, 1980; Oztiirk, 2006; Yerer 2006). Memelilerde bu
ritim, SCN’ta yer alan pacemaker'lar tarafindan belirlenir (Brzezinski, 1997; Sahin,
2009). Melatonin salgilanmas: karanlikla baslar, aydinlikla sona erer (Ozgiiner ve
ark., 1995; Oztiirk, 2006). Giin 1518min bulundugu saatlerde, retina fotoreseptdr
hiicreleri hiperpolarizedir ve retina-hipotalamik-pineal sistem sessizdir, bu donemde
¢ok az melatonin salgilanir (Altun ve ark., 2002; Yaprak ve ark., 2003). Karanlikla

ilgili impulslar pineal beze ulasinca norepinefrinin pinealosit membraninda
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adrenerjik reseptorlere baglanmasiyla bir seri reaksiyon baglar. Membranda adenil
siklaz aktivasyonu yoluyla hiicre i¢ci CAMP yapimi ve NAT artis1 olur. Melatonin
sentez ve saliimi artar (Palaoglu ve Beskonakli 1998; Touitou, 2001; Oztiirk, 2006).
Fakat melatonin salimmindaki bu sirkadiyen ritim, canli tiirlerinde farkliliklar
gostermektedir (Reiter, 1980; Yerer 2006). Farklilik, hormonun gece pikinin
meydana geldigi saatler ve siireleri ile ilgili olup, ii¢ degisik ritim tipi tespit
edilmistir. Birinci gruptaki deney hayvanlarinda (Suriye hamsteri, ev faresi vb.)
melatonin gecenin ilk yarisinin bitimiyle yiikselmeye baslar, gecenin ikinci yarisinda
yani ge¢ karanlik fazda pik yapar ve giin 1518in1n baslangicindan hemen 6nce giindiiz
diizeylerine iner (Sekil 1.6 A). Ikinci grup canlilarda (insan ve sicanlarin da dahil
oldugu en yaygin sirkadiyen ritim) melatonin karanligin hemen baslangicinda
giderek artmaya baglar, yavas bir artma gdstererek gece yarisinda pik yapar. Gecenin
ikinci yarisinda diismeye baglar ve giinesin dogmasindan hemen oOnce giindiiz
diizeylerine ulasir. Giin boyunca tekrar karanlik periyot baslayincaya kadar sabit bir
diizeyde kalir (Sekil 1.6 B). Ugiincii grup canlilarda ise (Sibirya hamsteri, koyun vb.)
melatonin karanlik fazin baslangici ile ¢cok hizli bir sekilde artmaya baslar, karanlik
periyodun biiyiikk bir kisminda en yiiksek diizeyinde sabit olarak kalir ve giin
dogumuna yakin ¢ok hizli bir diisme gostererek giindiiz diizeyine iner (Sekil 1.6 C).
Her ti¢ grup i¢in gegerli olmak kaydiyla karanlik fazin uzamasi (ki mevsiminde

uzun gecelerde) ile melatonin miktar1 dogru orantili olarak artma gosterir (Sekil 1.6
A’, B’ C).

i1a 0

Sekil 1.6. Farkli canlilarda uzun (A, B, C) ve kisa giin (A’, B’, C’) sartlarinda pineal bezde
melatonin tiretimi (Reiter, 1991).
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Plazma melatoninin yogunlugu, gece saatlerinde giindiize gore 3-10 Kkat
fazladir (Reiter, 1991; Atas, 1998; Cam ve Erdogan, 2003; Ozsahin, 2006; Yerer,
2006). Salgilanmasi genellikle 21:00-22:00 saatleri arasinda baslar, maksimum
konsantrasyon 02:00-04:00 arasinda gézlenir ve 07:00-09:00 arasinda giderek azalir
(Sekil 1.7). Bu yogunluk, giindiiz 0-20 pg/dl iken, gece 50-200 pg/dl diizeyine
yiikselmektedir. Insanda bir giinde 30 mg melatonin iiretilmektedir ve bunun % 80’i
geceleri sentezlenmektedir (Oztiirk, 2006). Saglikli bir sicanda ise giinliik melatonin

tiretimi ortalama 10 pg’dir (Arendt, 1998).

Kisa siireli ama yeterli miktarda 151k maruziyeti melatonin salgisin1 baskilar.
Insanda 1000-2500 liiks’liik 151k melatonin salgilanmasinda azalmaya yol acar ve en

etkilisi yesil 1s1iktir (Atas, 1998; Cam ve Erdogan, 2003).

80"

40

MELATONIN {pg/ml)

T T
12 16 20 24 04 08 17

SAAT
Sekil 1.7. Sirkadiyen serum melatonin diizeyi (Yerer, 2006).

Melatonin seviyesini 1s1gin yaninda birgok ¢evresel faktor (1s1, gel-git vb.) ve

cesitli ilaglar etkilemektedir (Ozgiiner ve ark., 1995).

Melatoninin kandaki konsantrasyonu yasa bagl olarak da degismektedir. Fetal
pinealositler, en erken gestasyonun 26. haftasindan sonra melatonin
sentezleyebilmektedir. Dogumdan sonraki 3-4 haftaya kadar melatoninin sirkadiyen
salinimi goriilmemektedir. Dogum sonrasi ilk ii¢ ay siiresince melatonin salinimi

oldukga azdir. Pik seviyesine 1-3 yas arasi ulasir. Bu dénemde gece melatoninin
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serum pik seviyeleri 325 pg/ml (1400 pmol/l) degerlerine kadar yiikselir (Macchi ve
Bruce, 2004).

Insan melatonin ritminin en karakteristik 6zelligi, normal bireylerde giinliik ve
haftalik olarak tekrarlanabilir olmasidir. Pineal bezde {iretilen melatoninin miktar
genetik olarak belirlenmistir ve birey igerisinde degismezlige ragmen bireyler
arasinda ritmin amplitiidii agisindan ¢ok biiylik degiskenlik vardir (Arendt, 1988;
Cam ve Erdogan., 2003). Oyle ki, ayn1 yastaki bireyler arasinda bile melatonin
konsantrasyonundaki gece pikleri degiskenlik gostermekte ancak bu farkliligin
Oonemi halen bilinmemektedir (Reiter, 2003). Eriskinde cinsiyet, boy ya da viicut
agirligina gore sekresyonda tutarli bir degisiklik saptanmamistir. Cocuklarda ve
ergenlerde (1-20 yas) gece goriilen melatonin diisiisliniin viicut agirligiyla ve viicut
yiizey alani ile korelasyon i¢inde oldugu fakat daha ileri yaslarda bu korelasyonun
devam etmedigi saptanmistir. Cocuk ve ergenlerin serum melatonin diizeyleri ile
viicut agirhiklar1 arasindaki negatif korelasyon, bu periyotta serum melatonin
seviyesinde gozlenen diislisiin viicut ebatlarinin artmasindan kaynaklandigini
diisiindiirmiistiir. Ileri yaslardaki diisiisin ise diger faktdrlere bagli oldugu

diisiiniilmisttir (Waldhauser ve ark., 1988; Cam ve Erdogan 2003).

1.2.1.4. Melatonin metabolitleri

Dolagimdaki melatoninin insanda yarilanma siiresi 30-60 dakika araliginda
degismektedir. Disaridan verilen sentetik melatonin igin ise bu siire 12-48 dakika
civarinda olup oral biyoyararlanim (2,5-100 mg doz araligir i¢in) % 40-70
oranindadir. Sicanlarda biyolojik melatoninin yarilanma siiresi yaklasik 20 dakikadir

(Yeleswaram ve ark., 1997).

Melatonin, karaciger ve bobreklerde metabolize edilmektedir. En Onemli
metaboliti 6-hidroksimelatonin’dir (Reiter, 1991; Atas, 1998; Cam ve Erdogan,
2003; Ozsahin, 2006; Yerer, 2006). Ortalama atilim hiz1 0-30 ng/8 h olup, bu siire
yiiksek oranda bireysel ve gilinliik farklilik gosterebilmektedir (Palaoglu ve
Beskonakli, 1998). Yaklasik % 50-80 oraninda siilfat derivelerine, % 5-30 oraninda

glukronid derivelerine doniistiiriiliir. Ancak sicanda melatonin, N-asetilserotonine de
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metabolize olabilir (Kogak ve Colak, 1996). Melatoninin % 1’den daha az bir miktar1
ise degismeden atilir (Cardinali ve Pevet, 1998; Macchi ve Bruce, 2004). Idrarda 6-
siilfatoksimelatonin atilimi1 serum melatonin konsantrasyonu ile yakin iligki gosterir

(Cardinali ve Pevet, 1998; Toutiu, 2001; Macchi ve Bruce, 2004; Oztiirk, 2006).

Melatonin olusumunda prekiirsér olan N-asetilserotoninin insanlarda melatonin
metaboliti oldugu bilinmektedir. Melatoninin kendi prekiirsdriine doniismesi
melatonin sentezinin kompleks bir geri bildirim mekanizma ile kontrol edildigini
gostermektedir (Palabiyik, 2003).

1.2.1.5. Melatonin reseptorleri

Melatonin hormonu hedef dokulardaki etkisini, bu dokularda yer alan spesifik
reseptorler araciligr ile gostermektedir (Lee ve ark., 1996). Melatonin reseptorlert;
plazma membran yiizeyinde, sitozolde, ¢ekirdek ve mitokondri membrani gibi
hiicrenin bir¢cok alaninda tespit edilmistir (Cohen ve ark., 1978; Sahin, 2006).
Reseptorlerinin de melatonine benzer bir sekilde sirkadiyen bir ritim ile fonksiyon

gosterdigi saptanmistir (Reiter, 1995).

Bilinen melatonin reseptorleri, yedi transmembran alana sahip olup G-proteinle
eslesmis reseptdr ailesindendir (Reiter, 2003). Iki grup melatonin reseptdrii
tanimlanmistir. Bunlardan MT1 (Melj,) reseptori, biitiin vertebralilarda mevcuttur ve
baslica beyinde eksprese edilir. MT2 (Meljp) reseptorii de biitiin vertebralilarda
mevcuttur ve baslica retinada eksprese edilmektedir (Nosjean ve ark., 2000; Sahin,

2006).

Insanlarda MT1 reseptor geninin 4g35.1 kromozomunda lokalize oldugu tespit
edilmistir. MT2 reseptor geni ise 11q21-22 kromozom bdlgesinde kodlanmistir.
Melatoninin bu giine kadar saptanabilmis spesifik bir antagonisti yoktur (Cam ve

Erdogan, 2003; Dubocovich ve ark., 2005; Ozsahin, 2006).

Melatonin reseptorleri hiicresel fonksiyonlarin1 genelde ikincil haberciler
araciligiyla gosterirr Hem MT1 hem de MT2 reseptoriic G-protein kenetli

reseptorlerdir. Bu reseptorler, G-protein bagli reseptorler vasitasiyla genis bir
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intraselliiler haberci agiyla (CAMP, cGMP ve kalsiyum) etkinlik gosterir. Melatonin,
cAMP ve ¢cGMP’nin hiicre i¢inde birikmesini inhibe eder, hiicre i¢i kalsiyum (Ca+2)
konsantrasyonunu azaltir ve diagilgliserol (DAG) olusumunu baskilar (Vanecek ve
ark., 1990; Vanecek, 1998; Sahin, 2006). MT1 reseptoriiniin muhtemelen G-protein
araciligiyla fosfotidil inozitol hidrolizi ile adenilat siklaz inhibisyonunda rol aldigi,
bunlarin neticesinde cAMP’yi azaltici etki olusturdugu bildirilmektedir (Sahin,
2006). Bu etkinin genellikle pertussis toksin’e (PT) duyarli G-proteini aracilifiyla
olustugu ifade edilmektedir. MT2 reseptoriiniin de cAMP sentezi ve retinada

dopamin sentezinin inhibisyonunda rol oynadig1 gosterilmisir (Sahin, 2006).

MT1  esas olarak, noronal aktiviteyi  diizenlemeye,  arteriyel
vazokonstruksiyonu saglamaya, kanser hiicrelerinde proliferasyona, iireme ve
metabolik fonksiyonlarin diizenlenmesine aracilik etmektedir. MT2 reseptor
aktivasyonu ise SCN’un noronal aktivasyonu ile sirkadiyen ritmin diizenlenmesine,
retinada dopamin saliniminin inhibisyonuna, arteriyel yatakta vazodilatasyonun artisi
ve lokosit gociinilin inhibisyonu ve immun sistemin aktivasyonuna neden olmaktadir

(Konturek ve ark., 2007).

Melatonin molekiiler etkisini hedef hiicrelerdeki reseptdrlerine baglanarak
gerceklestirirken, reseptorlere ihtiyag duymadigi durumlar da séz konusudur.
Melatoninin reseptorden bagimsiz etkileri kalmodulin yardimi ile olmaktadir (Cetin,
2005). Sitozolik kalmoduline baglanan hormon; adenilat siklaz, fosfodiesteraz gibi
hedef enzimlerle oldugu kadar yapisal proteinlerle de etkileserek dogrudan kalsiyum
uyarisi lizerinde etki gosterebilir (Aydogdu, 2003).

1.2.2. Melatonin ve iireme

Melatoninin disi iireme sisteminde; overlerde, folikiilogenez, folikiiler atrezi, ve oosit
maturasyonu ile ovulasyon ve korpus luteum formasyonu iizerinde rolii oldugu
bilinmektedir (Tamura ve ark., 2008). Eriskin disi sicanlara kronik melatonin
verildiginde, over boyutlar1 ve agirligi ile ostrus sikliginin azaldigi bildirilmektedir
(Wurtman ve ark., 1963). Deneysel olarak yapilan ¢aligmalarda, melatoninin uterus

yap1 ve fonksiyonlari {izerine de etkilerinin oldugu, disaridan uygulanan melatoninin
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uterus diiz kas kontraksiyonlarini inhibe ettigi bildirilmektedir (Ayar ve ark., 2001;
Zhao ve ark., 2002; Schlabritz ve ark., 2003; Pekmez ve ark., 2004). Ayrica bu
caligmalarda, uterusun endometriyal ve miyometriyal tabakalarinda melatonin
reseptOrlerinin bulundugu ve melatoninin uterus iizerindeki etkilerini bu reseptorler
araciligryla gosterdigi ifade edilmistir (Zhao ve ark., 2002; Schlabritz ve ark., 2003).
Vriend ve ark. (1987), disi Suriye hamsterlar1 {izerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda;
melatonin enjeksiyonunun uterusta atrofiye sebep oldugunu bildirmektedirler.
Melatoninin ayni1 zamanda endometriyumda hiicre proliferasyonunu da engelledigi
bilinmektedir (Vriend ve ark., 1987). Lawson ve ark. (1992), melatonin
uygulamasindan 8 hafta sonra Golden hamsterlarinin uterus agirliginda azalma
meydana geldigini ifade etmektedirler. Pekmez ve ark. (2005), yaptiklart bir
calismada; pinealektomi sonrasi uterus agirhiginda artis oldugunu gdstermislerdir.
Reiter (1975), giinlin 23 saati boyunca karanlikta tutulan disi hamsterlarin lireme
organlarinda involusyonun meydana geldigini ve bu involusyonun pinealektomi ile
Onlendigini bildirmistir. Melatoninin, doza bagli olarak, gebe ve gebe olmayan
siganlarin miyometriyumunda kasilimlart inhibe ettigi de bildirilmektedir (Ayar ve
ark., 2001). Diger bir caligmada ise pineal bezin yeteri kadar melatonin
salgilayamamasi sonucunda spontan abortus gelisebilecegi ileri siiriilmektedir (Sainz
ve ark., 2000). Bu bildirimler 1s1¢inda melatoninin iireme iizerinde etkileri oldugu

sliphesizdir.

1.2.2.1 Melatoninin pubertaya etkisi

Melatoninin ~ sekresyon periyodu, bazi canli tiirlerinde puberta zamanim
belirlemektedir. Buna karsin, pubertanin baglamasi i¢in canlinin yeterli derecede
fiziksel gelisime de ulasmasi gerekmektedir (Cam ve Erdogan, 2003). Pineal bezin
puberta donemini etkiledigi tezi, Heubner’in pineal bezi imha eden néroparankimal

bir tiimoriin erken pubertaya yol actigin1 gosterdigi 1898 yilina kadar uzanmaktadir.

Pubertaya erisme zamani gecikmis ve hipotalamik amenoreli ¢ocuklardaki
melatonin diizeyi aymi yastaki saglikli ¢ocuklardan daha yiiksek bulunmustur

(Cavallo, 1993). Yaslar1 1-18 arasi, 38 c¢ocukta melatonin konsantrasyonu
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kiyaslanarak yapilan bir calismada; nokturnal melatonin konsantrasyonunun yas
ilerledik¢e azaldigi saptanmis, bu diisiisiin bebeklikten itibaren basladigi ve biiyilik
Olctlide ergenlik gelisimiyle ilgili oldugu vurgulanmistir (Attanasio ve ark., 1985). Bir
baska calismada, 8 kiz ve 8 erkek ¢ocugu ergenlik agsamasina gore siniflandirilmis ve
melatonin ritminin kronolojik yastan ziyade ergenlik yasi ile ilgili oldugu
gosterilmistir (Salti ve ark., 2000). Bu gozlemler dogrultusunda insanlarin pubertal

gelisiminde melatoninin rolii olabilecegi ifade edilmektedir (Cam ve Erdogan, 2003).

1.2.2.2. Melatoninin menstrual siklusa etkisi

Insanda ovulasyondan hemen Onceki sabaha ait preovulator serum melatonin
yogunlugunun disiik oldugu ve bunun preovulator LH pikini kolaylastirdigi 6ne
stiriilmiistiir (Arendt, 1988). Ancak sonraki yillarda, normal siklusun seyri boyunca
melatonin sekresyonunun fazinin ve amplitiidinin degismedigi gosterilmistir.
(Shinohara ve ark., 2000). Benzer sekilde normal dongiileri olan infertil kadinlarda
serum Ostradiol diizeylerindeki belirgin artiglar, melatonin salgisini etkilememektedir
(Brzezinski ve ark., 1988; Adriaens ve ark., 2006). Ancak melatonin, overler
tarafindan salgilanan ve prolaktin yapimimni idame ettiren Ostradiol salgisini
baskilamaktadir. Bunun yaninda, serum melatonin konsantrasyonlari, hipotalamik
amenoresi olan kadinlarda artmaktadir (Cos ve ark., 2006). Fonksiyonel hipotalamik
amenoreli kadinlar ile normal adet goren folikiiler fazin basinda olan kadinlar
arasindaki 24 saatlik serum melatonin diizeylerinin karsilastirildigi bir ¢alismada,;
hipotalamik amenoreli kadinlarda nokturnal melatonin salgisi normal kadinlara gére
daha erken baslamig, daha ge¢ bitmis ve plazma melatonin diizeyi 3 kat fazla
cikmistir (Berga ve ark., 1988).

Yapilan bir ¢aligmada, melatonin ve progestin kombinasyonunun birbirleriyle
sinerjik etki gostererek ovaryen fonksiyonu engelledigi ve yan etkilerinin azligi
nedeniyle bu kombinasyonunun dogum kontrol haplari yerine de gecebilecegi

bildirilmektedir (Voordouw ve ark., 1992).
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1.2.2.3. Melatonin ve infertilite

Melatonin polidstrik hayvanlarin reprodiiktif sistemi iizerindeki inhibitor etkisi goz
oniinde tutuldugunda infertilite ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Okatani ve
ark., 1997; Roy ve ark 2001). Siganlarda yapilan ¢alismalarda, kronik uygulanan
melatoninin ovaryumda morfolojik degisikliklere ve folikiil atrezisine neden oldugu
ve bunun fertilite tizerinde olumsuz etkileri oldugu ifade edilmektedir (Ergin ve
Basaloglu, 2004; Pekmez ve ark., 2004). Ancak yapilan calismalarda, erkeklerde
melatoninin liremenin ndéroendokrin dongiisiinde diizenleyici olarak etki gosterdigi
ve azalmig seminal melatonin seviyesinin infertil semen parametreleri ile iligkili
olabilecegi gosterilmistir (Luboshitzky ve ark., 2002; Awad ve ark., 2006). Infertil
erkeklerde, 6zellikle sperm hareketi kotli olanlarda, semen antioksidan kapasitesinin
fertil erkeklerden diisiikk oldugu saptanmistir (Awad ve ark., 2006; Giizel ve ark.,
2013). Pineal bezi ¢ikartilan siganlarda testis regresyonu olustugu bildirilmistir (Kus,
2006). Diger bir calismada ise iireme siklusunun degisik evrelerinde melatonin

verilen kdpeklerde testis regresyonunun 6nlendigi gosterilmistir (Becker ve Turner,

1995).

1.3. Kisspeptinler ve Kisspeptin Reseptorii (GPR54)

Basaril1 bir reprodiiksiyon i¢in beyin, hipofiz ve gonadlardan gelen diizenleyici
sinyaller arasindaki etkilesimin iyi sekilde kontrolii gerekmektedir. Hipotalamus,
hipofiz ve gonadal aksta, GnRH - FSH/LH - &strojen/progesteron yolu bir¢ok
memeli tiiriinde 1yl tanimlanmis olmasina ragmen 6n beyinde bu islevi baslatan
molekiiler ve hiicresel olaylar heniiz tam olarak bilinmemektedir. Fakat son yillarda
kisspeptin hormonunun kesfedilmesi, basta GnRH salinimi olmak iizere, puberta ve
tiremenin metabolik diizenlenmesinde bir¢ok bilinmeyenin ortaya ¢ikmasina neden

olmustur (Kafa ve Eyigor, 2011).

Fenil alenin amid yapida peptid bir hormon olan kisspeptinler, Kissl gen
(1g32) tarafindan kodlanan ve G protein 54 reseptdr ¢iftine tutunmus hormonlardir
(Jayasena ve ark., 2009). Kisspeptin reseptorii (GPR54) ve bu reseptoriin ligand1 olan

kisspeptin hormonu, ilk olarak 1995 yilinda melanom ve meme kanseri lizerine
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yapilan arastirmalarda, metastaz baskilayict bir genin iiriinii olarak kesfedilmistir
(Lee ve ark., 1996). Bundan dolayi, ilk belirlendigi yillarda “metastin® olarak
adlandirilirken, takip eden yillarda "kisspeptin™ olarak isimlendirilmistir. Bu
adlandirmadaki “SS* takis1 baskilayici diziyi ifade ederken; “KI” harfleri, kesfinin
Hershey, Pensilvanya’da olmasindan dolayr bu sehrin iinli “KISS” ¢ikolatasina
ithafen "SS" ekiyle bir araya getirilmis ve boylece "KISS" sézciigii olusturulmustur.
(Lee ve ark., 1996). Giiniimiizde her iki terim de kullanilmakla beraber, kanser
biyologlar1 biiylik o6lgiide “metastin” terimini tercih etmekte, diger alanlardaki
aragtirmacilar ise “kisspeptin” terimininin kullanilmasin1  desteklemektedir.
Terminolojide insana ait kisspeptin reseptor genler, “KISS1” seklinde; insan
disindaki diger tiirlere ait reseptor genler ise “Kissl” olarak gosterilmektedir (Gottsch

ve ark., 2009).

Orphan G protein kenetli membran reseptorii olan kisspeptin reseptorii, ilk
olarak sigan beyninde Lee ve ark. (1999) tarafindan tanimlanmis olup si¢anlarda
“GPR54” velveya Kisslr”; insanlarda “AXOR12” ve/veya “hOT7T175” ve diger
canli tiirleri i¢in “Kiss-1R” seklinde gosterilmektedir (Lee ve ark., 1996; Kotani ve
ark., 2001; Muir ve ark., 2001; Ohtaki ve ark., 2001; Ringel ve ark., 2002). GPR54,
398 amino asit kalit1 igeren heptahelikal G-protein-kenetli, galanin ve opoid reseptor
ailesi i1le homoloji gosteren bir reseptordiir (Funes ve ark., 2003; Aparicio, 2005).
Kisslr’nin de iiyesi oldugu ¢ift bagl G-protein reseptorler (GPCRs) hiicre biiylimesi,
cogalmast ve gocii ile ilgili degisik fonksiyonlari igeren sinyal iletim yollarini
etkinlestirmek i¢in c¢esitli girdilerin transdiiksiyonunu saglar (Marchese ve ark.,
1999). Kisslr, yedi transmembran alani ile N terminalinden ii¢ glikozilasyon sitesi
icermektedir (Clements ve ark., 2001). Yapilan arastirmalarla, insan GPR54’{iniin
(AXOR12) sigan ile % 85, fare ile % 80 ve memeli olmayan canlilarla % 40
homolog oldugu belirlenmistir (Navarro ve ark., 2004).

C-terminal’de arginin-fenilalanin (Arg-Phe) igeren noropeptidler RF-Amidleri
olarak nitelendirilmektedir. Kiss1’in iiyesi oldugu RMRFamide (Phe-Met-Arg-Phe-
NH;) bagl peptidler (RFRPs), Arg-Phe-NH, dizisi ile sona eren noéropeptidlerin
stiper ailesini teskil etmektedir (Greenberg ve Price, 1992; Li ve ark., 1999). Bugiine

kadar tanimlanmis biitin RF-Amidlerinin direk ya da indirek olarak iireme-
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noéroendokrin aks tizerinde etkin olduklar1 gosterilmistir (Durmaz ve Dikmen, 2007).
Ayrica, insan ve farelerde GPR54 mutasyonlarindaki delesyon ya da bozukluklarin
hipogonadotropik hipogonadizmle sonuglanmasi, kisspeptinin {ireme sistemi
tizerinde 6nemli rollere sahip oldugunu ortaya koymaktadir (De Roux ve ark., 2003;
Seminara ve ark., 2003; Smith, 2008). Kisspeptinin reprodiiktif sistem tlizerindeki
etkileri seks steroidlerinin negatif geri bildirim eylemine aracilik etmek, preovulator
GnRH/LH {iretimi, mevsimsel iiremenin kontrolii, gonadotropin hormonlarin
salgilanmasi, emzirme doneminde iireme etkinliginin engellenmesi, ergenlikte cinsel
olgunlasma siirecine rehberlik etme ve pubertanin baslatilmasi seklinde siralanabilir.
Ayrica kisspeptinin reprodiiktif etkilerinin disinda plasental fizyoloji, vaskiiler
dinamikler ve bazi kanserlerde metastaz iizerinde ¢esitli etkileri olduguna dair
calismalar da mevcuttur (Masui ve ark., 2004; Terao ve ark., 2004; Oakley ve ark.,
2009; Sawyer ve ark., 2011).

1.3.1. Kisspeptinlerin kimyasal yapisi, etki mekanizmasi ve tiirleri

Kiss1 geninin ilk {irlinii olarak bilinen Kisspeptin-54, toplamda 145 amino asit i¢eren
bir peptitdir (West ve ark., 1998). ilk 19 amino asitlik kisim sinyal diziyi
olusturmaktadir. Protein 57. ve 67. pozisyonda birer kesim noktasi igerir, 121-124.
amino asitler arasindaki bir diger kesim noktasindan ayrilmasiyla olusan yeni
proteinde, C-terminal amidlestirilir (Sekil 1.8). Bu kisim GPR54 reseptériine
baglanmaktan sorumlu olup intraselliiler Ca*? uyarimi i¢in gereklidir (Aparicio,

2005; Durmaz ve Dikmen, 2007).
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Prepro-Kisspeptin

(MW: 15.4 KDa) % X
RR GK
1 1920 65 |68 121|124 145
NHQW Kisspeptin-54 (Metastin) - COOH
108 121
Kp-54/Metastin (Mw: 5.9 KDa) Kp-14
GTSLSPPPESSGSRQQPGLS ¥ -
APHSRQIPAPQGAVLVQREK
DLPNYNWNSFGLRF-NH2 Kp-13
112 121
Kisspeptin-10 (Mw: 1.3 KDa)
YNWNSFGLRF-NH2 b il

Sekil 1.8. Kisspeptinlerin yapisi (Durmaz ve Dikmen, 2007).

Kisspeptinin, GPRS54 reseptoriine baglanmasi sonucunda fosfolipaz-C
etkinlesir ve intraselliiler inozitol (1,4,5) trisfosfat ve Ca*? yogunlugu artar. Boylece
ekstra hiicresel sinyal regiile edilmis kinaz (ERK) ve p38 mitojen-aktiveli protein
kinaz (MAP) yolu aktive olur (Aparicio, 2005; Durmaz ve Dikmen, 2007).

Kisspeptinin, transient receptor potential canonical (TRPC) benzeri kanallar
aktive ederek GnRH salgilanmasini stimule ettigi ve olasilikla DAG ve/veya Ca*
aracilig1 ile potasyum kanallarini (Kj) inhibe ederek diizeltici faaliyette bulundugu

diistiniilmektedir (Sekil 1.9).

Kiss1r TRPC ' |‘ Kir

¥ PLC DAG P LA

‘‘‘‘‘

Sekil 1.9. Kisspeptinin Kisslr’e baglanmasinda noronal depolarizasyonun mekanizmasi.
Kisspeptin, reseptoriine baglanmas1 esnasinda; G proteini, G4, (G protein q reseptorlerine
bagl aktive edilmis guanin niikleotidi) ve G protein-aktiveli fosfolipaz C (PLC)’yi aktive
ederek; fosfotidil 4,5-bisfosfat1 (PIP,), inositol trifosfat (IP;) ve DAG olmak ilizere ayristirir.
DAG ise protein kinaz C (PKC)’yi etkinlestirerek TRPC ve Kj’'na pargali sinyaller gonderir.
Diger taraftan IP; ise Ca' iyonlarmin mobilizasyonunu saglayarak diger proteinlerin
aktivasyonuna katilim saglar. Muhtemelen DAG’lin katilimiyla membran depolarizasyonu;
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selektif olmayan TRPC katyon kanallarinin aktivasyonu ve Ki’nin inhibasyonu ile
gerceklesmektedir (Kotani ve ark., 2001).

Kisspeptinin dolasimdaki ve dokulardaki major formu 54 amino asit kaliti
iceren metastindir. Bunun yanisira 10, 13 ve 14 amino asit kalit1 i¢ceren daha kisa
biyolojik formlar1 (kisspeptin-14, Kisspeptin-13 ve kisspeptin-10) bulunmaktadir.
Biitlin kisspeptin formlarinin C-terminalinde Arg-Phe-NH; motifi bulunur ve toplu
olarak kisspeptinler olarak isimlendirilir (Kotani ve ark., 2001; Castellano ve ark.,
2006). Her dort peptid (Kisspeptin-10, -13, -14, -54 ile) Kisslr i¢in ayni afinite ve
etkinlik sergilemesine ragmen dort peptidin de C-terminal ucunda baglayici ve
aktivasyondan sorumlu olan reseptoriiniin Kisslr oldugu gosterilmistir (Kotani ve
ark., 2001). Bu dort kisspeptin, biyolojik olarak aktif olmakla birlikte kisa peptidlerin

in vivo iliskisi heniiz bilinmemektedir (Muir ve ark., 2001).

1.3.2. Kisspeptin Analoglan

Kisspeptin sinyal iletimi, hem kanser hem de iireme biyolojisinde kritik bir rol
oynamasina ragmen yeni ligandlarin veya farmakolojik tedavi ajanlarinin (agonist
veya antagonist) gelisiminde ancak son zamanlarda ilerleme goriilmiistiir. Potansiyel
ligandlar1 tanimlamak i¢in Orsini ve ark. (2007); niikleer manyetik rezonans, reseptor
baglanmas1 ve fonksiyonel testleri birlestirerek kisspeptin farmakoforunu kullanan
bir model tanimlamislardir. Arastirmacilar, kisspeptin-13 i¢in dizinin 7’den 13’e
kadar olan kisminin oldukga stabil sarmal bir yapiya sahip oldugunu ve bu sarmalin
bir yiiziinde farmakofor alani tanimlayan ii¢ fonksiyonel anahtar dizinin (Phe9,
Argl2 ve Phel3) oldugunu gostermislerdir (Orsini ve ark., 2007). Gutierrez-Pascual
ve ark. (2009) ise Kisspeptin-10 i¢in 6. ve 10. pozisyonlarindaki alenin aminoasitine
dikkat ¢ekerek, bu bolgelerin kisspeptin analoglar1 olusturabilecek yapida potansiyel
modifikasyonlara sahip oldugunu ve onem tasidigini belirtmislerdir. Ayrica bir¢ok
pentapeptid Kisspeptin analogu Kisslr agonisti olarak tanimlanmistir (Tomita ve ark.,
2006; 2007; 2008). Tanimlanan molekiiller kisspeptinin  kendisi ile
karsilagtirildiginda, zayif olmasina ragmen farmakofor alanmin temel 6zellikleri
bakimindan tam agonist 6zellik gostererek hareket edebilmektedir (Orsini ve ark.,
2007).
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Kisspeptin ile Kiss-1R arasindaki sinyal iletimini engellemek i¢in de ¢esitli
yontemler kullanilmistir. Kinoshita ve ark. (2005), preoptik alana (POA) monoklonal
kisspeptin antikoru infiize ederek, prodstrus LH artistni engellemis ve Ostrus
siklusunu inhibe etmislerdir. Roseweir ve ark. (2009) ise kisspeptin-10 analogunun
antagonistini gelistirmis (peptid 234) ve bu antagonistin; fare, sican ve kastrasyon
yapilan koyunlarda kisspeptin ile indiiklenen LH artisint inhibe etttigini
gostermislerdir. Bu bulgu; HPG aksta kisspeptin néronlarinin, seks steroidleri negatif
geri bildirim eylemine aracilik ettiginin giiglii bir gostergesidir. Dahasi, bu kisspeptin
antagonisti farede GnRH noronal ateslemeyi inhibe etmekte ve pubertal disi
maymunlarda GnRH sekresyonunu azaltmaktadir (Roseweir ve ark., 2009).

1.3.3. Kiss1 noronlariin molekiiler fizyolojisi

Kissl noronlari steroid hormon geribildirimi, metabolik sinyaller ve fotoperiyodik
bilginin kontrolii iizerinde birtakim etkilere sahiptir. Kissl néronlarmin, steroid
hormon geri bildirim mekanizmalarinda tistlendigi aracilik gorevi ile uyumlu olarak,
Ostrojen reseptorleri (ER, ve ERg) ile progesteron reseptdriiniin (PR) saliniminda
gorev aldig1 6ne stiriilmektedir (Franceschini ve ark., 2006; Smith ve ark., 2005,
2006, 2007; Adachi ve ark., 2007; Clarkson ve ark., 2008). Ayrica Goodman ve ark.
(2007) tarafindan yapilan ¢alismada, hipotalamusta arkuat niikleus (ARC) iginde
dynorphin A ve norokinin B (NKB) salimimi yapan kisspeptin noronlar

tanimlamaktadirlar.

1.3.4. Kisspeptinin GnRH néronlari iizerine dogrudan ve dolayh etkileri

Kisspeptinin GnRH salinimi {izerine olan etkisi ilk olarak Smith (2008) tarafindan,
kisspeptinin GnRH antagonistini bloke ettigini gdstermesiyle ortaya konmustur.
Kisspeptinin GNnRH néronlari {izerine direkt ya da dolayli yollarla etki ettigine dair
giicli kanitlar bulunmaktadir (Colledge, 2009). Ayrica kisspeptinin GnRH
salgilanmasini uyarmak tizere geleneksel sinaptik mekanizmalar vasitasiyla hareket

edebilmesine ragmen, hipotalamusta da 6zellikle median eminens (ME) igerisinde

sinaptik olmayan bir sekilde dogrudan hareket edebildigi géz Oniine alinmalidir
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(Pompolo ve ark., 2006; Franceschini ve ark., 2006; Decourt ve ark., 2008;
Ramaswamy ve ark., 2008; d’Anglemont de Tassigny ve ark., 2008). Koyunda ise
pituatuar hiicre kiiltiirlerinde kisspeptine yanit olarak LH sekresyonunun arttig1 ve bu
yanitin dstrus siklusunun folikiiler fazinda meydana geldigi ancak luteal fazda veya
overektomize koyunlarda yanit olusmadigi gozlemlenmistir (Smith, 2008).
Insanlarda yapilan ¢aligmalarda ise hayvan deneylerinden ¢ikan sonugtan farkli
olarak kisspeptinin higbir araci kullanmadan, direkt gonadotropin salinimi {izerinde
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Buna gore, hipofizden eksprese edilen GPR54’iin in
vitro hipofiz hiicrelerinde gonadotropin salinimini uyardigi belirlenmistir (Jayasena
ve ark., 2009). Jayasena ve ark. (2009), 0,2-6,4 nmol/kg kisspeptinin plazma LH ve
FSH diizeylerinde artisa neden oldugunu ancak LH artis oranimin FSH’dan 7 kat
fazla oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica Kisspeptin uygulamalar: ile ilgili olarak
cesitli hayvan tiirlerinde siirekli/pulsatil uygulamalarin farkli yanitlar ile sonuglandigi
One  silrilmiistiir. Eksojen  kisspeptinin  siirekli  inflizyonu, Kiss-1R’yi
duyarsizlastirarak, agonadal genc ve yetiskin erkek maymunlarda LH salinimi ve
testis dejenerasyonunda azalmaya neden olmaktadir (Thompson ve ark., 2006;
Seminara ve ark., 2006; Ramaswamy ve ark., 2007). Buna karsilik, kisspeptinin
tekrarlanan periferik enjeksiyonlar1 erkek fare ve maymunda kontrolsiiz LH
sinyallerine neden olmus ve kisspeptinin pulsatil niteligine baglh olarak LH
salinimini ortaya ¢ikmistir (Tovar ve ark., 2006; Plant ve ark., 2006). Ayrica, siirekli
(30 veya 48 saat) intravenoz (IV) kisspeptin tedavisinin mevsimsel asiklik disi

koyunlarin % 80'inde ovulasyona neden oldugu bildirilmistir (Caraty ve ark., 2007).

1.3.5. Kiss1 ve GPR54’ iin hormonal regiilasyonu

GnRH noronlarinin seks steroidleri lizerindeki diizenleyici etkisi siiphesizdir. Ancak
GnRH noronlarindan salinan seks steroidi reseptorlerine bakildiginda; GnRH
noronlarinin ER, ve PR’ni eksprese etmedigi, yanlizca ERg saliniminda rol aldig:
anlasilmistir. ERg‘nin ise reprodiiktif aksin merkezi kontroliindeki fonksiyonel 6nemi
belirsizdir (Smith, 2008). Tim bunlar ele alindiginda, GnRH néronlarinin GnRH
ekspresyonu ile ilgili olarak seks streoidi reseptorleri iizerindeki geri bildirim

etkisinin bu reseptorler yoluyla olmadigi agiktir. Son yillarda kisspeptin ile ilgili
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yapilan calismalarda, GnRH ndronlarinin bu etkisini kisspeptin araciligi ile sagladigi
one stiriilmektedir (d’ Anglemont de Tassigny ve ark., 2008; Clarkson ve ark., 2010).
Nitekim, Kissl mRNA eksprese eden hiicrelerin GnRH noronlar1 ile yakin
lokalizasyon gostermesi, kisspeptinin GnRH sekresyonunu uyarma yetenegi ve Kiss
hiicrelerinin steroid reseptdrlerini ekprese ettigi de géz oniinde tutuldugunda, GnRH
noronlart ile ortamda bulunan seks steroidleri arasindaki bilgi aktariminda

kisspeptinin araci olabilecegi diisiiniilmektedir (Smith, 2008).

Navarro ve ark. (2004); seks steroidlerinin, ARC’de Kissl mRNA
ekspresyonunu ve sekresyonunu inhibe ederek GnRH néronlarindan GnRH
salimmmini  azalttigim1  bildirmektedirler. Bu aragtirmacilarin  hipotezine gore,
dolasimdaki Ostrojen (E) ve testosteron (T) diizeyleri distiigiinde; inhibisyonun
ortadan kalkarak, ARC’de kisspeptin sentezinin uyarildigi ve GnRH saliniminin
arttigt One siirlilmiistiir. Sican ve farede yapilan g¢alismalarda ARC’den Kissl
ekspresyonunun kastrasyon sonrasinda arttigi, meydana gelen bu artisin T
uygulamasi ile baskilandigi anteroventral paraventrikiiler niikleus (AVPV)’de ise
Kiss] mRNA ekspresyonunun kastrasyon sonrasi azaldigi ve bu durumun T
ekspresyonunun stimulasyonu ile tedavi edildigi aciklanmistir. Boylece, ARC’de
bulunan kisspeptinin  GnRH sekresyonu iizerinde negatif geri bildirim etki
olusturdugu desteklenmistir (Navarro ve ark. 2004; Smith, 2008). Testosteronun
ARC’de Kissl ekspresyonu fiizerindeki steroid-bagimli inhibitér etkisine, hem
androjen reseptorii (AR) hem de ER,, birlikte eslik ederken; AVPV’deki stimulator
etkisine ise AR’nin aracilik etmedigi disiiniilmektedir (Smith, 2008). Nitekim
ARC’de, AR’ii Kissl mRNA’lar ile % 65 kolokalizasyon gosterirken, ER,, ile % 88
oraninda kolokalizasyon gostermektedir (Navarro ve ark., 2004). Bu iki bolgede
T’nun Kiss] mRNA ekspresyonu iizerine olan karsit etkileri AR ve ER’nin bu iki
niikleustaki ekspresyonlarinin farkli olmasi ile agiklanmistir (Navarro ve ark., 2004;
Smith ve ark., 2006). Yapilan ¢alismada AVPV’deki kisspeptin hiicrelerinin agikca
ARC’dekinlerden farkli oldugu ve buradaki hiicrelerin seksiiel davramiglar gibi T
merkezli olaylarda rol oynadig1 goriilmiistiir (Smith, 2008).

Disi farelerde de E, Kiss] mRNA ekspresyonunu ARC’da inhibe ederken;
AVPV’da ise indiiklemektedir. Disi sigan, koyun ve farede overektominin ARC’de
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Kissl ekspresyonunu baskiladigi ve bu etkinin ostradiol replesmani ile azaltildigi
gosterilmistir (Smith, 2008). Disilerde hemen hemen biitiin Kiss1 hiicreleri ER,’ya
sahipken, sadece % 25-30’luk bir kism1 ERg icermektedir (Navarro ve ark., 2004).
ER,’s1 bloke edilmis (ER,KO) farelerde, E-bagimli regiilasyonun kayboldugu, buna
karsin ERgKO farelerde ise bu regiilasyonun bozulmadig1 gosterilmistir ki, bu durum

E-bagimli regiilasyonun ER,, lizerinden oldugunu kanitlamaktadir (Smith, 2008).

Kiss1 mRNA ekspresyonu, AVPV’de disilerde erkeklere kiyasla daha fazladir.
Bu durum, AVPV’deki kisspeptin noronlarin gorevinin cinsiyete goére farklilik
gdsterdigini isaret etmektedir (Aparicio, 2005; Gottsch ve ark., 2006). On beyindeki
niikleuslarda Kiss]1 mRNA regiilasyonunun farkli olmasi HPG aksta Kiss1’in degisik
fizyolojik fonksiyonlarmmin ortaya c¢ikmasinda oOnemlidir. ARC, GnRH ve
gonadotropin sekresyonu i¢in negatif geri bildirim regiilasyon merkezi olarak; AVPV
ise disilerdeki LH dalgasindan sorumlu pozitif geri bildirim regiilasyon merkezi
olarak gorev yapar (Sekil 1.10). AVPV’de, ER,g ve PR bol miktarda bulunur. Bu
reseptorler, ligandlar ile baglandiklarinda LH sekresyonunu arttirarak LH dalgasina
neden olmaktadir. Ayrica AVPV’deki Kissl noronlarinin GnRH noronlari ile sinaps
yaptigi, AVPV’de Kiss] mRNA ekspresyonunun GnRH/LH salinimi ile paralel
olarak ayn1 zamanda pik yaptigit ve disilerde E-bagimli Kissl mRNA
indiiksiyonunun  preovulasyonda GnRH/LH dalgasinda da rol oynadig
distintilmektedir (Funes ve ark., 2003; Smith ve ark., 2006; Adachi ve ark., 2007).
Kisspeptin antiserum uygulamasi, disi siganlarda LH salinimini tamamen ortadan

kaldirmistir (Kinoshita ve ark., 2005; Adachi ve ark., 2007).



29

AVPV .
P - SNRH ndron
L

- ' -l "H_____.f"'.@@

@
Hi'ss naron / ?
[ lGnF‘.H
° Kizs ndron
-
e »

Hipofiz

Seks steroidleri
[ET

GDHEEHEF@"_ '-H"FSJ

Sekil 1.10. Farenin 6n beyni i¢inde Kiss1 sinyal iletimi (Gottsch ve ark., 2006).

Ostrojenin ARC ve AVPV’deki Kissl ekspresyonu iizerine olan farkli
etkilerinin molekiiler mekanizmasi heniiz bilinmemektedir. Fakat PR’niin de bu
fenomene katildigi diisiiniilmektedir. Robertson ve ark. (2009), Kissl noronlarinin
PR noéronlart ile kolokalize ya da cok yakin oldugunu go6zlemleyerek, E
regiilasyonundaki bu farkli etkilerin dopaminden kaynaklanabilecegini de
vurgulamaktadir. Tirozin hidroksilaz ve Kissl mRNA’lar AVPV’da kolokalize
olarak bulunurken, ARC’da kolokalize degildir. Bu nedenle AVPV’da E-bagimh
Kissl  ekspresyonunun indiiksiyonunda dopaminin de roliiniin  oldugu

diistiniilmektedir (Robertson ve ark., 2009).

1.3.6. Kisspeptin ve puberta

Puberta biiyimenin hizlandigi, cinsel matiirasyonun tamamlanarak reprodiiktif
ozelliklerin kazanildigi, cocukluk doneminden erigkinlige gecis donemidir ve
bilindigi gibi, puberta baslangicinda GnRH atim jenerator sistem aktivasyonu anahtar
rol dstlenmektedir (Yazici, 2011). Kisspeptinin, GnRH néronlart {izerindeki
direkt/dolayli etkileri gbz Oniinde tutuldugunda pubertal aktivasyonda da oldukca
onemli bir role sahip oldugu kuskusuzdur (Navarro ve ark., 2004; Shahab ve ark.,
2005). Nitekim farkli tirler ile yapilan ¢alismalarda Kissl ve/veya Kisslr
ekspresyonunun pubertanin baslangic1 ile birlikte belirgin bir artis sergiledigi

gosterilmistir (Han ve ark., 2005; Li ve ark., 2008; Clarkson ve ark., 2009). Ayrica
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insanlarda ve farelerde GPR54 genindeki delesyon ve mutasyonlarin idiopatik
hipogonadotropik hipogonadizme (IHH) neden oldugu bildirilmistir (Lee ve ark.,
1996). Farede yapilan bir ¢alismada, puberta boyunca AVPV’de Kissl mRNA
ekspresyonunun Onemli derecede arttifi gosterilmistir (Han ve ark., 2005). Aym
zamanda juvenil disi sicanlarda santral ve periferik yolla verilen kisspeptin, LH
salmmmimi ve ovulasyonu stimule ederek vajinal agilmanin zamanlamasini
kisaltmigtir (Matsui ve ark., 2004; Navarro ve ark., 2004). Benzer sekilde,
primatlarda da kisspeptin-54 sinyal frekansindaki artisin, puberta doéneminin
baslangicinda gergeklestigi ifade edilerek pubertal donemdeki Kisspeptin sekresyonu
artisgt ile ilgili bulgular desteklenmektedir (Keen ve ark., 2008). Rhesus
maymunlarinda puberta boyunca ARC’de Kiss] mRNA ekspresyonunun arttigi ve
bununla iliskili olarak LH sekresyonununda da artis gozlendigi bildirilmistir (Shahab
ve ark., 2005).

1.4. Kisspeptin ve Melatonin

Cesitli calismalar, Kissl ndronlarinin fotoperiyodik kontrol altinda olabilecegini
gostermektedir (Smith ve ark., 2007; 2008; Martinez-Chavez ve ark., 2008; Kanda ve
ark., 2008; Gingerich ve ark., 2009). Ancak, bu fotoperiyodik isaretlerin hangi yolak
ve aracilar ile kisspeptin noronlara etki ettigi hususunda pek cok soru cevapsiz
kalmaktadir. Fotoperiyodun, melatonin yolu ile Kissl néronlarinin reprodiktif
akstaki etkisini azalttigi one siriilmistiir (Ansel ve ark., 2010). Hamsterlarda giin
151gmin uzun oldugu fotoperiyotta melatonin uygulamasimin, AVPV ve ARC’da
Kissl mRNA seviyelerinde diisiise neden oldugu; uzun giinlerde kisirlagtirilmig
hamsterlara verilen melatoninin ARC’da Kiss1 ekspresyonunu hizla inhibe ederken,
AVPV’de etmedigi, ayrica kisa giine adapte edilmis pinealektomili disi ve erkek
hamsterlarda Kissl mRNA seviyelerinin ARC’da artarken AVPV’de artmadigi
gosterilmektedir (Ansel ve ark., 2011). Arastrimacilar bu ¢alismada; melatoninin,
Kissl ekspresyonu {iizerindeki inhibitdr etkisinin, hipotalamusa direkt etki ile
gerceklestigini ancak bu etkinin muhtemelen seks steroidlerine bagimli olarak ikincil

yoldan agi8a ¢iktigini 6ne siirmiislerdir.
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Gingerich ve ark. (2009), kisspeptin noronlarinin klonal popiilasyonlarinda
sicanlarda melatoninin dogrudan etkilerini arastirmig ve 10 nm/24h melatonin

uygulamasinin kisspeptin gen ekspresyonunu azalttigini1 6ne stirmiislerdir.

Melatonin/kisspeptin etkilesimi ile ilgili ¢alismalar daha ¢ok mevsimsel iireme
Ozelligi gosteren canlilarda yapilmis ve fotoperiyodik etkiler iizerinde durulmustur.
Poliostrik canlilarda ise mevcut ¢alismalar yok denecek kadar azdir. Bu nedenle bu
caligmanin amact polidstrik bir canli olan siganlarda melatonin/kisspeptin

etkilesimine 151k tutmaktir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

Arastirmada; pubertaya ulasmamus, 25 giinliik yasta, 60-80 gram canli agirlikta, 126
adet disi Wistar albino cinsi sigan (Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvari
A.S/Ankara) kullanildi. Calisma, Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari
Aragtirma Merkezi’nde yapildi, etik kurul tarafindan onaylandi (AKUHADYEK-
Referans No-19-11).

2.2. Yontem

Calisma siiresince hayvanlar 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ortamda, oda
sicakliginda (20-24 C) tutularak ticari pelet sigan yemi ve normal ¢cesme suyu ile ad
libitum beslendi. Siganlar kenarlar1 sert plastik ve istiinde gelik 1zgara bulunan deney
grubuna gore isaretlenmis 19x12x12 cm dlgiilerinde ve tabani yonga talasi ile
dosenen kafeslerde barindirildi. Deney hayvanlarinda olusabilecek stresi en diisiik
diizeyde tutabilmek igin kafesler, ¢alisma siiresince miimkiin olan en az girtltili

ortamda bekletildi.

2.2.1. Hayvanlarin gruplandirilmasi

Calismada kullanilacak siganlar (n = 126) yol stresini azaltmak i¢in bir gilin siireyle
dinlendirildi. Intramiiskiiler olarak ketamin (21,1 mg/kg, Ketalar, Pfizer, Tiirkiye) +
ksilazin (4,2 mg/kg, Egevet, Alfazyn, Tiirkiye) ile anestezi edildikten sonra 27. giin
yagta 108 adet sicana pinealektomi ve 18 adet sicana sham pinealektomi
operasyonlar1 gerceklestirildi. Hayvanlarda olusabilecek postoperatif enfeksiyonlari
onlemek amaciyla {i¢ giin siire ile insizyon bolgesi betadin ile pansuman edilerek
intramiiskiiler yolla, 1 mg/kg dozda antibiyotik (Forsef, Bilim ilag, Tiirkiye)
uygulandi.
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Sicanlar 29 giinliik yasa ulastiginda agirliklar1 kayit altina alinarak her bir
grupta 18 si¢an olacak sekilde 7 gruba ayrildi. Gruplar; kontrol (Sham), pinealektomi
(PE), melatonin (PE+M), Kkisspeptin (PE+Kiss), kisspeptin antagonisti (PE+KissA),
melatonin + Kisspeptin (PE+M+Kiss) ve melatonin + Kkisspeptin antagonisti
(PE+M+KissA) olacak sekilde olusturuldu. Herbir grupta gergeklestirilen
uygulamalar Cizelge 2.1°de sunuldu. Tim gruplarda enjeksiyonlar 21:00-23:00
saatleri arasinda yapildi (Navarro ve ark., 2005; Thompson ve ark., 2006). Hormon
uygulamalar1 her gruptan 6 sican olacak sekilde (PE ve Sham hari¢) 30 sigana
prepubertal 33. giine kadar; 30 sigana siklus baslangicindan sonraki ilk folikiiler
doneme kadar; 30 sicana ise siklus baslangicindan sonraki ilk luteal doneme kadar
stirdiiriildii. Sicanlara 12 saatte bir vajinal agiklik kontrolii yapilirken, 33 giinliik
yasta vajinal agiklik olusmamis siganlardan her gruptan 6 sigan alinarak son hormon
uygulamasimi takiben 20. dakikada genel anestezi altinda kalplerinden kan alinarak

Otenazileri saglandi.

Her grupta kalan 12 sicanda vajinal agiklik kontrolii ile vajinal agikligin
olustugu giin kayit altina alinirken, 12 saatte bir olacak sekilde vajinal yikama
yontemiyle Ostrus takibi yapildi. Folikiiler ve luteal donemde bulunan tiim gruplarin
her birinden 6 sigana son enjeksiyon uygulamalarinin 20. dakikasini takiben
kalplerinden kan alinarak Otenazi gergeklestirildi. Vajinal yikamanin kontroliiniin
yapilmasi i¢in alinan kanlarda progesteron diizeyi belirlendi (Quifiones-Jenab ve ark.,

2000).

Cizelge 2.1. Deney gruplarinda si¢anlara yapilan uygulamalar (Herbir grup i¢in n=18).

Gruplar* Uygulama Giinliik uygulama | Uygulama
dozu ve uygulama | zamani ve siiresi®
yolu

Kontrol (Sham) | FTS P 21:00-23:00

PE FTS ip 21:00-23:00

PE + M Melatonin 0,5 mg/kg, SK 21:00-23:00

PE + Kiss Kisspeptin 1 mg/kg, 1P 21:00-23:00

PE + KissA Kisspeptin antagonisti | 1 pg/kg, IP 21:00-23:00

PE + M + Kiss Melatonin 0,5 mg/kg, SK . .

Kisspeptin 1 ng/kg, IP 21:00-23:00

PE + M + KissA | Melatonin 0,5 mg/kg, SK . .

Kisspeptin antagonisti | 1 pg/kg, iP 21:00-23:00

*PE; pinealektomi 0,1 ml/24 h serum fizyolojik (0,09 NaCl), intraperitonal® (iP), Sham;
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sham pinealektomi 0,1 ml/24 h serum fizyolojik (0,09 NaCl), intraperitonal® (iP), M;
melatonin (Sigma M5250) giinlik 0,5 mg/kg subkutan® (SK), Kiss; kisspeptin (048-56,
Phoenix Pharmaceuticals) giinliik 1 pg/kg intraperitonal® (iP), KissA; kisspeptin antagonisti
(Kisspeptin-234, Sigma K2644) giinlik 1 pg/kg intraperitonal1 (iP): Folikiiler ve luteal
donemde oldugu belirlenen siganlarda ilave hormon uygulamasi sonrasinda &tenazileri
yapildi.

2.2.1.1 Pinealektomi prosediirii

Operasyon Oncesi sicanlarin kafasi tirag edilerek insizyon bolgesi betadin ile
temizlendi. Pinealektomi prosediiriinde Kuszac ve Rodin (1977) modeli kullanildu.
Sicanlarda, pinealektomi prosediiriinii uygulamak amaciyla, skalp derisine orta hat
insizyonu yapilarak, kalvaryum tizerindeki yumusak doku temizlenerek diseke edildi.
Sagittal siitiir ile sag transvers siitiir birlesim noktasindan tur cihazi ile 2-3 mm
capinda delik agilarak, forseps yardimiyla dura materden ayrildi. Dura mater, iris
forsepsi ile yukar1 ve kenara g¢ekilerek pineal bez dikkatlice ¢ikarildi. Deri 3/0 ipek

ile satiire edildi (Resim 2.1). Eksize edilen pineal bezler histolojik olarak dogrulandi.

Resim 2.1. Siganlarda pineal bezin ¢ikarilmasi
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Resim 2.1.Devam. Siganlarda pineal bezin ¢ikarilmasi
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Resim 2.1.Devam. Siganlarda pineal bezin ¢ikarilmasi

2.2.1.2 Sham pinealektomi prosediirii

Operasyon oOncesi siganlarin kafasi tirag edilerek insizyon bdolgesi betadin ile
temizlendi. Siganlarda, sham pinealektomi prosediiriinii uygulamak amaciyla skalp
derisine orta hat insizyonu yapilarak, kalvaryum {izerindeki yumusak doku
temizlenerek diseke edildi. Sagittal siitiir ile sag transvers siitiir birlesim noktasindan
tur cihazi ile 2-3 mm ¢apinda delik agilarak forseps yardimiyla dura materden ayrildi.

Pineal beze dokunulmadan tekrar deri 3/0 ipek ile satiire edildi.
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2.2.2. Vajinal yikama yontemi ile 6strus siklusunun tespit edilmesi

Sicanlar bulunduklar kafesten nazik¢e kuyruklarindan tutularak ¢ikarildiktan sonra
hareketsizligi saglamak icin ense bdlgesinden postu sikica kavranarak vajinal
yikamalar1 yapildi. Vajinal yikamada, Oncelikle plastik pipet yardimiyla vajina
icerisine 10 pul % 0,9 NaCl (serum fizyolojik) uygulandi ve daha sonra ayni pipet ile
vajen icerisindeki sivi toplandi. Toplanan vajen sivist lamel iizerine aseptik sekilde
yerlestirildikten sonra alinan 6rnek 1s1tk mikroskobu (Olympus marka CX21FS1
model) altinda x10 ve/veya x40 mercek ile incelendi. Islem sirasinda her hayvan icin

ayr1 lamel ve pipet kullanildi (Resim 2.2).

Resim 2.2. Sicanlarda tutus ve vajinal yikama
A. Siganlarin kafesten ¢ikarilmasi, B. Tutus sekli, C. Vajinal yikama

Vajen sivisinda, 6strus siklusu evrelerinin belirlenmesinde Marcondes ve ark.

(2002) tarafindan tanimlanan ti¢ tip hiicre modeline gore siklus belirlendi (Sekil 2.1).

2.2.3. Melatonin, GnRH, FSH, LH ve progesteron hormon diizeylerinin

belirlenmesi

Arastirmanin; prepubertal 33. giin, folikiiler ve luteal doneminde normal tiiplere
alman sican kan ornekleri +4 "C’de 12 saat bekletildikten sonra +4 "C’de 3000
devirde 15 dakika santrifiij edilerek serumlar elde edildi. Elde edilen serumlarda
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Melatonin (CSB-E13433r), GnRH (CSB-E08037r), FSH (CSB-E06869r), LH (CSB-
E12654r) ve progesteron (DRG-EI1561) hormonlari sigana dzgii ticari ELISA kitleri
kullanilarak belirlendi (MWGt Lambda Scan 200, Bio-Tek Instruments).

Sekil 2.1. Sicanlarda &strus siklusunun farkli dénemlerine gore vajinal yikantida gézlenen
hiicre tipleri. L: lokositler, E: epitel hiicreler, C: Kornifiye hiicreler. a, b: ¢ekirdekli epitel
hiicrelerin baskin olarak gozlendigi prodstrus evresi, ¢, d: ¢ekirdeksiz kornifiye hiicrelerin
gozlendigi Ostrus evresi, e, f: ayni oranda 16kosit, kornifiye ve ¢ekirdekli epitel hiicrelerin
gozlendigi metostrus evresi, g, h: lokositlerin baskin olarak gozlendigi didstrus evresi
(Marcondes ve ark., 2002).

2.3. Istatistiksel Degerlendirme

Aragtirmada elde edilen hormon diizeyi sonucglarinda; gruplar arasindaki fark
ANOVA testi, farkliligin hangi gruptan kaynaklandigi da TUKEY testi ile belirlendi
(SPSS 16.0). Tiim sonuglar ortalama + SE olarak sunuldu ve minimum Onemlilik

p<0,05 kabul edildi.
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3. BULGULAR

Sicanlarin prepubertal (33. giin), folikiiler ve luteal dénemlere ait serum melatonin
diizeyleri Cizelge 3.1°de, vajinal agiklik yasi (giin) ile ilk siklus goriillme zamani
(glin), hormon uygulamalar1 baglamadan 6nceki ilk ve siklus baslangicindaki viicut

agirliklart (gram) Cizelge 3.2°de gosterilmektedir.

Arastirmada serum melatonin diizeyi; Sham, PE, PE+M, PE+Kiss, PE+KIissA,
PE+M+Kiss ve PE+M+KissA gruplarinda sirasiyla prepubertal 33. giinde
27,36+0,88, 11,59+0,55, 27,15+0,77, 13,03+1,23, 10,78+0,79, 25,13+0,71 ve
25,78+0,70 pg/ml; peripubertal folikiiler doénemde 25,94+0,56, 13,54+1,20,
28,26+0,66, 12,33+1,31, 13,10+1,02, 26,87+1,17 ve 27,03+0,57 ng/ml; peripubertal
luteal donemde ise 25,49+0,69, 14,25+1,28, 26,43+0,92, 13,11+1,25, 13,38+1,36,
25,59+1,79 ve 25,92+0,64 ng/ml olarak belirlenmistir. Gruplarda her li¢ donemde de
serum melatonin diizeyi; Sham, PE+M, PE+M+Kiss, PE+M+KissA gruplarinda PE,
PE+Kiss, PE+KissA gruplarma kiyasla yiiksek belirlenmistir (p<0,001). Ancak
Sham, PE+M, PE+M+Kiss, PE+M+KissA gruplar1 kendi aralarinda ve PE, PE+Kiss,
PE+KissA gruplart da kendi aralarinda karsilagtirildiginda gruplar arasinda fark
olmadig1 gortilmistiir (p>0,05).

Gruplarda prepubertal 33. giin, folikiiler ve luteal donem serum melatonin

diizeyi bakimindan dénemlere gore fark goriilmemistir (Grafik 3.1).
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Grafik 3.1. Prepubertal 33. giin, folikiiler ve luteal dénem serum melatonin diizeyleri
(pg/ml). Herbir grup igerisinde istatistiksel fark belirlenmemistir (p>0,05). Sham; sham
pinealektomi, PE; pinealektomi, PE+M; melatonin, PE+Kiss; kisspeptin, PE+KIissA,;
Kisspeptin antagonisti, PE+M+Kiss; melatonin+kisspeptin, PE+M+KissA;
melatonin+kisspeptin antagonisti.

Gruplarda vajinal agiklik yasimin Sham, PE, PE+M, PE+Kiss, PE+KIissA,
PE+M+Kiss ve PE+M+KissA gruplarinda sirasiyla 34,86+0,21, 34,60+0,13,
36,35+0,56, 32,94+0,38, 35,50+0,63, 34,93+0,45 ve 35,20+0,57 giin olarak
belirlenmistir (Grafik 3.2). Vajinal agiklik yasi bakimindan Sham, PE, PE+M,
PE+KissA ve PE+M+KissA gruplari arasinda fark goriilmezken; vajinal agiklik
yasinin bu gruplara gére PE+M grubunda arttigi, PE+Kiss grubunda ise azaldigi
belirlenmistir (Cizelge 3.2; p<0,001).
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Grafik 3.2. Gruplarda ortalama vajinal aciklik yasi (giin). Farkli harfler (a, b, c¢) gruplar
arasinda fark ifade eder (p<0,001). Sham; sham pinealektomi, PE; pinealektomi, PE+M;
melatonin, PE+Kiss; kisspeptin, PE+KissA; Kisspeptin antagonisti, PE+M+Kiss;
melatonin+kisspeptin, PE+M+KissA; melatonin+kisspeptin antagonisti.

Siklus baslangi¢ zaman1 Sham, PE, PE+M, PE+Kiss, PE+KissA, PE+M+Kiss,
PE+M+KissA gruplarinda sirastyla  36,41+0,42, 35,70+0,23, 37,24+0,49,
35,07+0,17, 37,12+0,54, 36,03+0,25 ve 37,40+0,48 giin olarak tespit edilmistir.
Ortalama siklus baslangic zamani1 bakimindan Sham, PE, PE+KissA ve
PE+M+KissA gruplar1 arasinda fark goriilmezken; bu gruplara kiyasla PE+Kiss
grubunda ortalama siklus baslangic zamanmin azaldigi ve Sham, PE gruplarina

kiyasla ise PE+M grubunda arttig1 belirlenmistir (Cizelge 3.2; p< 0,001).

Arastirmada kullanilan siganlarin arastirma baslangi¢c canli agirliklar; Sham,
PE, PE+M, PE+Kiss, PE+KissA, PE+M+Kiss ve PE+M+KissA gruplarinda sirasiyla
75,66+3,60, 74,09+2,19, 75,85+3,04, 73,50+1,72, 74,00+3,11, 73,80+3,26,
73,57+1,82 gram; pubertaya erisme giiniindeki agirliklar1 ayni gruplarda sirasiyla
105,90+5,25, 99,88+5,41, 90,63+3,65, 103,30+3,63, 100,20+4,62, 100,60+5,24 ve
93,904+3,06 gram olarak belirlenmistir. Buna gore arastirma baglangic1 ve pubertaya
erisme giinii canli agirliklar bakimindan gruplar arasinda fark goriillmemistir (Cizelge

3.2; p>0,05).
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Aragtirma grubunda yer alan siganlarin prepubertal 33. giin, serum GnRH,
FSH ve LH diizeyleri Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Prepubertal 33. giin serum GnRH diizeyi; Sham, PE, PE+M, PE+Kiss,
PE+KissA, PE+M+Kiss ve PE+M+KissA gruplarinda sirasiyla 20,99+0,81,
21,15+0,59, 19,00+0,53, 23,45+0,68, 18,65+0,99, 23,85+0,88 ve 18,40+0,52 ng/ml
olarak ol¢lilmiistiir. Buna gore serum GnRH diizeyinin PE+Kiss ve PE+M+Kiss
gruplarinda Sham ve PE gruplarina gore arttigi; PE+M, PE+KissA, PE+M+KissA
gruplarina gore ise azaldigi belirlenmistir (Grafik 3.3; p<0,05).
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Grafik 3.3. Gruplarda prepubertal 33. giin serum GnRH diizeyleri (ng/ml). Farkli harfler (a,
b, ¢) gruplar arasinda fark ifade eder (p<0,05). Sham; sham pinealektomi, PE; pinealektomi,
PE+M; melatonin, PE+Kiss; kisspeptin, PE+KissA; kisspeptin antagonisti, PE+M+Kiss;
melatonin+kisspeptin, PE+M+KissA; melatonin+kisspeptin antagonisti.

Siganlarin prepubertal 33. giin serum FSH diizeyleri incelendiginde ise
Sham, PE, PE+M, PE+Kiss, PE+KissA, PE+M+Kiss ve PE+M+KissA gruplarinda
sirastyla 81,76+1,44, 84,45+0,99, 72,88+3,37, 92,89+1,56, 70,74+3,25, 89,27+2,18
ve 70,15+3,61 ng/ml oldugu goriilmiistiir. Buna gore; serum FSH diizeyinin Sham ve
PE gruplarina kiyasla PE+Kiss, PE+M+Kiss gruplarinda yiikseldigi; PE+M,
PE+KissA, PE+M+KissA gruplarinda azaldig: belirlenmistir (Grafik 3.4; p<0,001).
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Grafik 3.4. Gruplarda prepubertal 33. giin serum FSH diizeyleri (ng/ml). Farkli harfler (a, b,
¢) gruplar arasinda fark ifade eder (p<0,000). Sham; sham pinealektomi, PE; pinealektomi,
PE+M; melatonin, PE+Kiss; kisspeptin, PE+KissA; kisspeptin antagonisti, PE+M+Kiss;
melatonin+kisspeptin, PE+M+KissA; melatonin+kisspeptin antagonisti.

Prepubertal 33. giin serum LH diizeyleri Sham, PE, PE+Kiss, PE+M+Kiss,
PE+M, PE+KissA ve PE+M+KissA gruplarinda sirasiyla 9,06+£0,97, 10,49+0,42,
11,98+0,59, 10,83+1,81, 9,10+0,79, 9,66+0,55 ve 9,30+1,33 ng/ml olarak
Ol¢lilmiigtiir. Siganlarda serum LH diizeyi agisindan gruplar arasinda fark tespit
edilmemistir (Cizelge 3.3; p>0,05).

Arastirma grubundaki siganlarin folikiiler donem serum GnRH, FSH ve LH
diizeyleri Cizelge 3.4’de gosterilmistir. Siganlarin peripubertal folikiiler donem
serum GnRH diizeyleri; Sham, PE, PE+Kiss, PE+M+Kiss, PE+M, PE+KissA ve
PE+M+KissA  gruplarinda sirasiyla 41,94+1,12, 44,41+1,46, 54,61+2,64,
56,68+3,01, 41,43+1,43, 39,94+0,65 ve 41,87+1,86 ng/ml olarak 6l¢iilmiistiir. Buna
gore folikiiler donem serum GnRH seviyesi PE+Kiss ve PE+M+Kiss deney

gruplarinda diger gruplara kiyasla yiiksek bulunmustur (Grafik 3.5; p<0,001).

Folikiiler donem serum FSH diizeyleri ise Sham, PE, PE+M, PE+Kiss,
PE+KissA, PE+M+Kiss ve PE+M+KissA gruplarinda sirasiyla 284,03+14,33,
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276,59+23,11, 252,94+23,11, 322,07+31,22, 274,42+26,21, 305,02+22,11 ve
258,18429,33 ng/ml olarak tespit edilmistir. Serum FSH diizeyi agisindan gruplar
arasinda fark bulunmamistir (Cizelge 3.4; p>0,05).
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Grafik 3.5. Gruplarda folikiiler donem serum GnRH diizeyleri (ng/ml). Farkli harfler (a, b,
¢) gruplar arasinda fark ifade eder (p<0,000). Sham; sham pinealektomi, PE; pinealektomi,
PE+M; melatonin, PE+Kiss; kisspeptin, PE+KissA; kisspeptin antagonisti, PE+M+Kiss;
melatonin+kisspeptin, PE+M+KissA; melatonin+kisspeptin antagonisti.

Sicanlarin  folikiiler donem serum LH diizeyleri; Sham, PE, PE+M,
PE+Kiss, PE+KissA, PE+M+Kiss ve PE+M+KissA gruplarinda sirasiyla
52,89+5,48, 58,4445,08, 47,77+4,59, 80,38+4,69, 48,47+3,62, 80,36+4,33 ve
48,7144,07 ng/ml olarak gdzlemlenmistir. Buna gore folikiiler déonem serum LH
diizeyinin, PE+Kiss ve PE+M+Kiss gruplarinda diger gruplara kiyasla yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Grafik 3.6; p<0,001).
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Grafik 3.6. Gruplarda folikiiler donem serum LH diizeyleri (ng/ml). Farkli harfler (a, b, c)
gruplar arasinda fark ifade eder (p<0,000). Sham; sham pinealektomi, PE; pinealektomi,
PE+M; melatonin, PE+Kiss; kisspeptin, PE+KissA; kisspeptin antagonisti, PE+M+Kiss;
melatonin+kisspeptin, PE+M+KissA; melatonin+kisspeptin antagonisti.

Arastirma grubundaki si¢anlarin luteal donem serum GnRH, FSH ve LH
diizeyleri Cizelge 3.5’de gosterilmistir. Elde edilen bulgulara gore luteal donem
serum GnRH diizeyleri; Sham, PE, PE+Kiss, PE+M+Kiss, PE+M, PE+KissA ve
PE+M+KissA gruplarinda sirastyla  25,70+0,54, 27,19+0,36, 28,63+0,68,
27,83+0,73, 27,21+1,57, 26,78+1,11 ve 27,38+0,98 ng/ml; serum FSH diizeyleri ayni
sirayla 57,44+4,29, 59,2944,34, 55,96+3,43, 50,05+3,10, 57,88+6,99, 49,24+3,12 ve
54,754+3,39 ng/ml; serum LH seviyeleri ise 4,84+0,40, 6,00+0,43, 6,67+0,87,
5,04+0,55, 5,07+£0,21, 5,75+0,80 ve 6,41+0,63 ng/ml olarak belirlenmistir. Elde
edilen bu bulgulara gore luteal donem serum GnRH, FSH ve LH diizeyleri agisindan
istatistiksel fark yoktur (p>0,05).
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Cizelge 3.1. Gruplarda prepubertal 33. giin, folikiiler ve luteal evre serum melatonin diizeyleri (pg/ml).

Sham PE PE+M PE+Kiss PE+KissA  PE+M+Kiss PE+M+KissA p<

Prepubertal 33. giin  27,36+0,88a 11,59+0,55b 27,15+0,77a 13,03+1,23b 10,78+0,79b 25,13+0,71a 25,78+0,70a 0,001
Folikiiler donem 25,94+0,56a 13,54+1,20b 28,26+0,66a 12,33+1,31b 13,10+1,02b 26,87+1,17a 27,03+0,57a 0,001
Luteal donem 25,49+0,69a 14,25+1,28b 26,43+0,92a 13,11+1,25b 13,38+1,36b 25,59+1,79a 25,92+0,64a 0,001

a, b: Herbir satirdaki farkli harfler arasinda istatistiksel 6nem vardir.

Sham: Sham pinealektomi grubu; PE: Pinealektomi grubu; PE+M: Pinealektomi+Melatonin grubu; PE+Kiss: Pinealektomi+Kisspeptin grubu;
PE+M+Kiss:  Pinealektomi+Melatonin+Kisspeptin ~ grubu;  PE+KissA: Pinealektomi+Kisspeptin  Antagonisti  grubu; PE+M+KissA:
Pinealektomi+Melatonin+Kisspeptin Antagonisti grubu.

Cizelge 3.2 Gruplarda vajinal agiklik yas1 (giin),siklus baslangi¢ yasi (giin) ile baslangi¢ ve kesim canli agirligi (gram)

Sham PE PE+M PE+Kiss PE+KissA PE+M+Kiss PE+M+KissA p<

Basglangic agirhgr  75,66+3,60 74,09+2,19 75,85+3,04 73,50+£1,72 74,00+3,11 73,80+3,26 73,57+1,82 0,994
Siklus bas. agirligt  105,90+£5,25  99,88+5,41 90,63+3,65 103,30+3,63 100,20+4,62 100,60+5,24  93,90+3,06 0,201
Vajinal agik. yas1i  34,86+0,21b  34,60+0,13b  36,35+0,56a 32,94+0,38c 35,50+0,63ab 34,93+0,45b  35,20+0,57ab 0,000
Siklus bas. yas1 36,41+0,42ab 35,70+0,23bc  37,24+0,49a 35,07+0,17¢ 37,12+0,54a  36,03+0,25bc 37,40+0,48a 0,001

a, b, c: Herbir satirdaki farkli harfler arasinda istatistiksel 6nem vardir

Sham: Sham pinealektomi grubu; PE: Pinealektomi grubu; PE+M: Pinealektomi+Melatonin grubu; PE+Kiss: Pinealektomi+Kisspeptin grubu;
PE+M+Kiss:  Pinealektomi+Melatonin+Kisspeptin  grubu; PE+KissA: Pinealektomi+Kisspeptin ~ Antagonisti  grubu; PE+M+KissA:
Pinealektomi+Melatonin+Kisspeptin Antagonisti grubu.
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Cizelge 3.3. Gruplarda prepubertal 33. giin serum GnRH, FSH ve LH diizeyleri (ng/ml).

Sham PE PE+M PE+Kiss PE+KissA  PE+M +Kiss PE+M+KissA p<

GnRH 20,99+0,81bc 21,15+0,59bc 19,00+0,53d 23,45+0,68a 18,65+0,94d 23,85+0,88a 18,40+0,52d 0,01
FSH  81,76+1,44b 84,45+0,99b 72,88+3,37c 92,89+1,56a 70,74+3,25c 89,27+2,18a 70,15+3,61c 0,001
LH 9,06+0,97 10,49+0,42 9,10+0,79 11,98+0,59  9,6640,55 10,83+1,81  9,30+1,33 0,294

a, b, ¢, d: Herbir satirdaki farkli harfler arasinda istatistiksel 6nem vardir.

Sham: Sham pinealektomi grubu; PE: Pinealektomi grubu; PE+M: Pinealektomi+Melatonin grubu; PE+Kiss: Pinealektomi+Kisspeptin grubu;
PE+M+Kiss:  Pinealektomi+Melatonin+Kisspeptin  grubu; PE+KissA: Pinealektomi+Kisspeptin ~ Antagonisti grubu; PE+M+KissA:
Pinealektomi+Melatonin+Kisspeptin Antagonisti grubu.

Cizelge 3.4. Gruplarda folikiiler donem serum GnRH, FSH ve LH diizeyleri (ng/ml).

Sham PE PE+M PE+Kiss PE+KissA PE+M+Kiss PE+M +KissA p<

GnRH 41,94+1,12b  44,41+1,46b  41,43£1,43b 54,61£2,64a  39,94+0,65b 56,68+3,01a  41,87+1,86b 0,001
FSH  284,03+14,33 276,59+23,11 252,94+23,11 322,07+31,22 274,42+26,21 305,02+22,11 258,18+29,33 0,134
LH 52,89+548b  58,44+5,08b 47,77+4,59b  80,3844,69a  48,47+3,62b  80,36+4,33a  48,71+4,07b 0,001

a, b: Herbir satirdaki farkli harfler arasinda istatistiksel 6nem vardir.

Sham: Sham pinealektomi grubu; PE: Pinealektomi grubu; PE+M: Pinealektomi+Melatonin grubu; PE+Kiss: Pinealektomi+Kisspeptin grubu;
PE+M+Kiss:  Pinealektomi+Melatonin+Kisspeptin  grubu; PE+KissA: Pinealektomi+Kisspeptin ~ Antagonisti grubu; PE+M+KissA:
Pinealektomi+Melatonin+Kisspeptin Antagonisti grubu.
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Cizelge 3.5. Gruplarda luteal donem serum GnRH, FSH ve LH diizeyleri (ng/ml).

Sham PE PE+M PE+Kiss PE+KissA  PE+M+K PE+M+KissA p<
GnRH 25,70+£0,54  27,19+0,36  27,21+£1,57 28,63+0,68  26,78+1,11  27,83+0,73  27,38+0,98 0,467
FSH 57.44+429  5929+434 57,886,999 55964343 4924+3.12 50,05+3,10 54,7543,39 0,445
LH 4,84+0,40 6,00+0,43 5,07+0,21 6,67+0,87 5,75+0,80 5,04+0,55 6,41+0,63 0,243

Sham: Sham pinealektomi grubu; PE: Pinealektomi grubu; PE+Kiss: Pinealektomi+Kisspeptin  grubu; PE+M+Kiss:
Pinealektomi+Melatonin+Kisspeptin grubu; PE+M: Pinealektomi+Melatonin grubu; PE+KissA: Pinealektomi+Kisspeptin Antagonisti grubu;
PE+M+KissA: Pinealektomi+Melatonin+Kisspeptin Antagonisti grubu.
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4. TARTISMA

Melatonin hormonunun, pineal bez disinda retina (Kvetnoy 1999), bagirsak (Bubenik ve
Brown 1997), ovaryum (Tamura ve ark., 2008) gibi bir¢ok organ ve dokuda salindigi
gosterilmis olmasia karsin; sistemik kan dolasimindaki giinliik sirkadiyen melatonin
ritmi, tamamen pineal bezden salgilanan melatonin ile iliskilidir (Arendt, 1988; Tosini
ve Fukuhara 2002). Nitekim, yapilan aragtirmalarda pineal bezden kana salinan
melatoninin diger kaynaklardan 20 ile 1000 kat fazla oldugu belirlenmistir (Dubocovich
ve ark., 2005; Konturek ve ark., 2007). Klinik bir tablonun sonucu ya da deneysel olarak
sempatik sinirlerin  kesilmesi, ganglionektomi veya pinealektomi durumlarinda
melatonin sentez ve sirkadiyen salinim ritminin bozulmasi sonucu, geceleri pineal bez
ve sistemik dolagimdaki melatonin diizeyinde artis olmadigi, dahasi1 plazma melatonin
diizeyinin bu durumlarda 6l¢iilemeyecek seviyelere diistiigli gosterilmistir (Dubocovich
ve ark., 2005; Konturek ve ark., 2007). Bu nedenle pinealektomi modeli, melatonin
hormonunun ¢esitli sistemler iizerine etkilerinin degerlendirildigi aragtirmalarda yaygin
olarak uygulanmaktadir (Atas, 1998; Dubocovich ve ark., 2005; Konturek ve ark., 2007;
Mogulko¢ ve Baltaci, 2008). Bu c¢alismada da melatonin hormonunun etkilerinin

incelenebilmesi i¢in pinealektomi modeli kullanilmistir.

Melatonin diisiik toksisite gostermesinden dolay1r ¢alismalarda 0,1 mg’dan 2000
mg’a kadar ¢ok genis bir doz araliginda uygulanmaktadir. (Sack ve ark, 1998; Ozsahin,
2006). Buna karsin melatoninin 0,5 mg’in iizerindeki dozlar1 farmakolojik doz olarak
kabul edilir ve bu dozlar endojen pik seviyelerinin iizerinde bir serum konsantrasyonuna
neden olmaktadir (Ozsahin, 2006). Fizyolojik dozlarda ise intraperitonal ve subkutan
uygumalar1 takiben 20-45 dakikada sistemik dolasima gegerek en yiiksek plazma
diizeyine ¢ikmaktadir (Dawson ve ark., 1996; Uz ve ark., 1996). Bu c¢alismada
melatonin, fizyolojik etkilerini degerlendirmek i¢in 0,5 mg/kg dozunda uygulanmis, son

uygulamay1 takiben 20 dakika sonra siganlardan kan alinmustir.
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Bu calismada, prepubertal 33. giin ile folikiiler ve luteal donemlerde serum
melatonin diizeyinin melatonin uygulanmayan pinealektomili gruplarda Sham grubuna
gore Onemli diizeyde azaldigi goriildii (Cizelge 3.1; p<0,001). Bubenik ve Brown
(1997), saglikli siganlarda serum 20,1 pg/ml olan melatonin diizeyinin, pinealektomi
sonrasinda 8,6 pg/ml’e distiglini gozlemlemislerdir. Dardes ve ark. (2000),
pinealektomize sicanlarda plazma melatonin diizeyinin azaldigini, ancak tamamen
kaybolmadigini ifade etmislerdir. Benzer sekilde melatoninin idrardaki metaboliti olan
6-sulphatoxymelatoninin de pinealektomi sonrasi % 20 oraninda azaldigi bildirilmistir
(Dardes ve ark., 2000; Bubenik 2002). Calismamizda prepubertal 33. giin, folikiiler ve
luteal donemde melatonin uygulanmayan pinealektomili gruplarda (PE+Kiss ve
PE+KissA) ve PE grubunda, Sham grubuna gore melatonin diizeyinin diismesi
literatiirlerle uyumlu bulunmakla beraber ayni zamanda yapilan pinealektomi
operasyonunun da basarili oldugunu gostermektedir. Calismamizda ayni1 zamanda serum
melatonin diizeyi bakimindan PE grubu ile PE+Kiss gruplart arasinda fark
belirlenmemesi (p>0,05), kisspeptin uygulamasinin melatonin salinimini etkilemedigini
gostermektedir. Melatonin uygulamasinin  mevsimsel {lireme Ozelligi gdsteren
hamsterlarda kisa gilin periyotta hipotalamusta kisspeptin salinimini  azalttig
bildirilmesine karsin (Revel ve ark., 2006; Ansel ve ark., 2010), kisspeptinin melatonin

salinimi {izerine olan etkisini gésteren bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Calismamizda, tim gruplarda prepubertal 33. giin, folikiiler ve luteal dénem
serum melatonin diizeyi bakimindan donemlere gore istatistiksel fark goriilmedi (Grafik
3.1). Buna karsin pek ¢ok calismada melatoninin sekresyon periyodunun, gelisim
donemlerine gore farklilik gosterdigi ifade edilmektedir (Hariharasubramanian ve ark.,
1986; Mortola ve ark., 1993; Romsing ve ark., 2003). Pong ve ark. (1984), yetiskin
sicanlar ile kiyaslandiginda prepubertal donemde serum melatonin diizeyinin yiiksek
oldugunu, benzer sekilde Waldhauser ve Dietzel (1985) de prepubertal donemde yiiksek
seyreden serum melatonin diizeyinin seksiiel olgunlagsmanin ilk sinyalleri ile birlikte
distiigiinii belirtmislerdir. Pubertal doneme gelindiginde ise iireme siklusunun ana iki

evresinde de melatonin plazma seviyesinde farkliliklar mevcuttur. Yapilan ¢aligmalar
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plazma melatonin diizeyinin luteal evrede artis gosterdigini folikiiler evrede ise diisiik
seviyelerde seyrettigini gostermektedir (Hariharasubramanian ve ark., 1984,
Hariharasubramanian ve ark., 1986; Romsing ve ark., 2003). Insanlarda ise
ovulasyondan hemen 6nceki sabaha ait serum melatonin yogunlugunun diisiik oldugu ve
bunun preovulator LH pikini kolaylastirdigi one siiriilmiistiir (Arendt, 1988). Ancak
sonraki ¢aligsmalar normal siklusun seyri boyunca melatonin sekresyonunun fazinin ve
amplitudiiniin degismedigini gostermistir (Mortola ve ark., 1993; Shinohara ve ark.,
2000). Bu calismada prepubertal 33. giin ile folikiiler ve luteal dénemlerde serum
melatonin  diizeyinde fark belirlenememesi; biyolojik melatonin  saliniminin
pinealektomi sonucu baskilanmasi, sentez basamaklarinin ger¢eklesmemesi ve

melatoninin disardan uygulanmasi nedeniyle olabilir.

Disi sicanlarda pubertaya erisme yasina etki eden faktorlerden birisi somatik
gelisimdir (Morgan ve ark., 2003). Melatonin hormonunun viicut kiitlesi tizerindeki
etkisine bakildiginda; yapilan aragtirmalarda melatoninin uygulama sekli (Le Gouic ve
ark., 1996), dozu (Prunet-Marcassus ve ark. 2003) ve siiresine (Elliott ve ark. 1989)
bagl olarak farkli sonuglar elde edilmistir. Prunet-Marcassus ve ark. (2003)’nin,
melatoninin viicut agirlif1 tizerinde inhibitdr etkisi oldugunu 6ne siirdiikleri ¢alismada;
yagl diyet ile beslenen pinealektomize sicanlarda viicut agirhigmin artig gosterdigi, bu
artisin giinliik 30 mg/kg dozda 3 hafta siire ile uygulanan melatonin ile durduruldugu
bildirilmisdir. Benzer sekilde Giindiiz ve Karakas (2001), pinealektomili prepubertal
hamsterlara 20:00-21:00 saatleri arasinda 50 ng/h dozda uygulanan melatonin
inflizyonunun, viicut agirliklarindaki artis1 inhibe ettigini One silirmiislerdir. Bu
calismalarin aksine; Le Gouic ve ark. (1996) findik farelerinde, Elliott ve ark. (1989) ise
pinealektomize hamsterlarda kisa giin periyodunda 10 ng/h dozda siirekli uygulanan
melatonin inflizyonunun viicut agirli§inda artisga neden oldugunu ileri siirmiiglerdir.
Insanlarda ise biiyiime ve gelisme déneminde melatonin seviyesindeki azalmanin viicut
kiitlesinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Young ve ark., 1988). Calismamizda ise
melatonin uygulamasi kilo artigin1 rakamsal olarak azaltmis olmasina karsin istatistiksel

bir farka yol agmamistir (Cizelge 3.2; p>0,05). Arastirma bulgumuz ve melatoninin kilo
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artisin1 artirdi@: (Elliott ve ark., 1989; Le Gouic ve ark., 1996) veya azalttigi (Prunet-
Marcassus ve ark., 2003) ile ilgili bildirimler dogrultusunda, uygulanan melatoninin
dozu ve uygulama periyoduna bagli olarak Kilo artis1 tizerinde farkli etkiler olusturdugu

disiiniilmektedir.

Calismamizda kisspeptin ve kisspeptin antagonisti uygulamasi viicut agirliklarinda
anlamli bir degisiklige neden olmamistir (Cizelge 3.2; p>0,05). Yapilan arastirmalarla
Kisspeptin uygulamasinin da viicut kiitlesi tizerinde farkli etkileri oldugu ortaya
konulmustur. Roa ve ark. (2008), yetiskin disi siganlara 7,5 nmol/24 h dozda 7 giin
siireyle intraserebral yolla infuze edilen kisspeptinin bu hayvanlarda viicut agirliklarini
degistirmedigini, ayn1 doz ve siiredeki Kisspeptinin ise prepubertal siganlarda (postnatal
30-37. giin) viicut agirliklarinda diisiise neden oldugunu ileri siirmiislerdir. Pineda ve
ark. (2010), postnatal 30-36. giinlerde 10 nmol/24 h dozda ve 7 giin siireyle uygulanan
kisspeptin  antagonistinin  viicut agirliklarinda azalmaya neden oldugunu
gozlemlemislerdir. Arastirmalardaki farkli bulgular, kisspeptinin yas ve seksiiel doneme

gore farkli etkiler olusturdugunu diistindiirmektedir.

Bu caligmada ortalama vajinal agiklik yasi, Sham ve PE gruplarinda sirasiyla
34,86 ve 34,60 giin olarak belirlendi (Grafik 3.2). Maeda ve ark. (2000), disi siganlarda
pubertanin ve ilk prodstrusun indikatorii olan vajinal agikligin 29-42. giinlerde, diizenli
Ostrus sikluslarin ise yaklasik olarak vajinal agiklik baslangicindan itibaren bir hafta
sonra meydana geldigini bildirmektedir. Bu baglamda arastirma bulgumuz Maeda ve

ark. (2000)’nin bildirimi ile uyumlu bulunmaktadir.

Calismada ayn1 zamanda vajinal agiklik goriillme yasinin PE+M grubunda PE ve
Sham gruplarina gore geciktigi ortaya konuldu (Cizelge 3.2; p<0,001). Sizoneko ve ark.
(1985), melatonin uygulamasinin seksiiel olgunlagsmay1 inhibe etmedigini ancak
pubertaya erisme siiresini uzattigmi, melatonin uygulanan sigcanlarda pubertanin
postnatal 45. giinden sonra basladigini ileri stirmiislerdir. Birgok arastirmaci Sizoneko ve
ark. (1985)’nin yapmis oldugu bu calismaya paralel olarak, giinlik melatonin

uygulamasinin vajinal ac¢ilmayir geciktirdigini, hipofizer GnRH reseptdr seviyesini
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azalttigini ve siklus dongiilerinde 6strus goriilme insidansini azalttigini ifade etmislerdir
(Rivest ve ark., 1986; Lang, 1986; Meredith ve ark., 2000; Roy ve ark 2001). Benzer
sekilde Rivest ve ark. (1985), melatoninin sicanlarda Gstrus dongiisiinde bozulmaya
neden oldugunu; prepubertal disi si¢anlara giin dogumundan 9-11 saat sonra postnatal
15. giin itibariyle uygulanan 100 ng/24 h melatoninin vajinal agilma zamanini 10 giin
geciktirdigini 6ne siirmiislerdir. Bagka bir ¢aligmada ise postnatal 5. ve 10. giin itibariyle
yavru siganlara 20 giin boyunca hergiin saat 15:00’de, 100 pg dozda subkutan uygulanan
melatonin; 5 giinlik yavrularda vajinal agilma giiniinii erkene cekerken 10 giinliik
yavrularda vajinal agilma giiniinde gecikmeye neden olmustur. Buna gore 5 giinliik
yavrularda ilk vajinal agiklik postnatal 29. giinde goériilmeye baslarken grup ortalamasi
40 giin; 10 giinliikk yavrularda ise grup ortalamasi 50 giin olarak tespit edilmistir. Bu
sonuclar dogrultusunda 5 giinliik yavru siganlarda melatoninin vajinal a¢ilma giiniinii 2-
7 giin 6ne ¢ektigi bildirilmistir (Meredith ve ark., 2000). Okatani ve ark. (1997),
caligmalarinda 2-12 haftalik disi si¢anlarda melatonin seviyesinin pubertaya kadar yas
ilerledikce artis gosterdigini ve postnatal 6. haftaya kadar siganlarin % 66’sinda vajinal
acikligin olustugunu, ancak postnatal 8. haftadan sonra melatonin diizeyinde 6nemli
derecede diisiis gozlendigini bildirmiglerdir. Bu baglamda arastirma bulgumuz
melatoninin  reprodiiktif sistem ve puberta ilizerindeki diizenleyici etkisini
desteklemektedir. Ancak calismamizda kontrol (Sham) grubuna kiyasla tek basina
pinealektomi uygulamasi, serum melatonin seviyesini 6nemli Olg¢lide azaltmasina
ragmen vajinal ag¢ilma zamanini etkilememistir (p>0,05). Bu sonug vajinal agiklik yasi
lizerine melatoninin yoklugunun degil, varliginin etkili oldugunu diisiindiirmekle
birlikte; ayn1 zamanda melatoninin pinealektomi sonrasi gegen siire ile siganin yasina

bagli olarak da puberta tizerinde degisken etki olusturdugunu diistindiirmektedir.

Bu arastirmada, melatoninin tersine; pinealektomili si¢anlara kisspeptin
uygulamasi vajinal agiklik olusma zamanini 6ne ¢ekmis ve en erken vajinal agilma
prepubertal 32,94. giinde (Grafik 3.2), kisspeptin uygulanan grupta goriilmistiir (Cizelge
3.2; p<0,001). Seminara ve ark. (2003), yaptiklar1 arastirmada GPR54 geni homozigot

delesyona ugratilan disilerde folikiiler matiirasyonun goriilmedigini ve vajinal agilmada
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gecikme oldugunu tespit ederken; Navarro ve ark. (2004), bu arastirmanin tersine
postnatal 26-31. giinlerde intraserebral yolla her 12 saatte bir uygulanan 1 nmol
Kisspeptinin vajinal acgilma zamanii One ¢ektigini, ilk vajinal ac¢ilmanin kontrol
grubunda postnatal 35. giinde basladigin1 Kisspeptin uygulanan grubun ise % 74’{inde
31. giinde tamamlandigini ileri siirmiislerdir. Buna ilaveten; ¢calismamizda Kisspeptin,
melatoninin artirmig oldugu vajinal agiklik olusma yasini (34,93. giin) disiirmistiir
(Grafik 3.2). Birgok arastirmada juvenil disi siganlarda, santral ve periferik yolla
uygulanan Kisspeptinin, LH salinimi ve ovulasyonu stimule ederek vajinal agilma
zamanini kisalttig1 gosterilmistir (Matsui ve ark., 2004; Navarro ve ark., 2004; Pineda ve
ark., 2010). Bu baglamda arastirmamizdan elde edilen; kisspeptinin vajinal agilma
zamanini One ¢ektigi bulgusu, literatiir ile benzerlik gostermektedir. Buna karsin; bu
arastirmada kisspeptin antagonisti uygulamasi, vajinal agilma yasi {izerinde etkisiz
goriilmistiir. Arastirma bulgusundan farkli olarak literatiirde, postnatal 30-36. giinlerde
10 nmol/24 h dozda 7 giin siireyle kisspeptin antagonisti uygulanmis ve kontrol grubu ile
kiyaslandiginda siganlarin sadece %13’linde vajinal acilma gdzlemlenmistir (Pineda ve
ark., 2010). Calismamizdan elde edilen bu bulgu, Kisspeptin antagonistinin uygulama

dozu ve siiresindeki farkliliklardan kaynaklanabilir.

Pubertaya erigme olgiitlerinden biri de diizenli sikluslarin goriilmeye baglamasidir.
Bu nedenle siklus baslangi¢c zamani pubertanin basladigini gosteren énemli kriterlerden
birisidir (Krinke 2000). Calismamizda, siklus baslangi¢ zaman1 ortalamas1 PE grubunda
35,70 giin olarak belirlenmis ve melatonin uygulamasi istatistiksel fark olusturarak
(p<0,001), bu siireyi 37,24 giine uzatmistir (Grafik 3.2; Cizelge 3.2). Rivest ve ark.
(1985), melatonin uygulamasinin si¢anlarda, vajinal agiklik goriilme siiresindeki
gecikmeye bagli olarak ilk siklus goériilme zamaninda da gecikmeye neden oldugunu
bildirmektedir. Hansel (2010), siganlarda ilk Ostrusun vajinal agilmadan ortalama 1,8
giin sonra goriildiiginii ifade etmektedir. Kachi ve ark. (2006) ise pinealektomi
modelinin 6strus goriilme insidansini artirdigini, bu artisin melatonin uygulamasi ile
inhibe edildigini belirtmektedir. Benzer sekilde insanlarda da melatonin uygulamasinin

siklus baglama yasini geciktirdigi ifade edilmektedir (Parent ve ark., 2003; Mao ve ark
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2011). Bu arastirmada, melatoninin siklus gosterme yasini geciktirdigi bulgusu diger
arastirma bulgulariyla uyum igerisinde goriilmekle beraber PE grubunda Sham grubuna
gore ortalama siklus baslangic yas1 bakimindan fark gériilmemesi ilgingtir. Bu durumun,
pinealektomi operasyonunun 28 giin yasta yapilmis olmasindan kaynaklandig

distiniilmektedir.

Kisspeptinin reprodiiktif sistem ve puberta iizerindeki uyarict etkisi géz Oniinde
tutuldugunda, vajinal aciklik goriilme zamaninda goriilen kisalmaya paralel olarak siklus
baslangi¢ zamanini da kisaltmasi1 beklenmektedir. Nitekim Clarkson ve Herbison (2006),
caligmalarinda prepubertal 10. giinden itibaren kisspeptin uygulanan farelerde vajinal
acikligin 27. giinde, ilk siklus baslangicinin ise 29. giinde gerceklestigini bildirmislerdir.
Calismamizda literatiir ile uyumlu olarak ilk siklus, vajinal aciklik gerceklestikten
ortalama iki giin sonra (35,07. giin) baslamis ve en erken siklus baslangici kisspeptin
uygulanan grupta goriilmistir (Cizelge 3.2; p<0,001). Ayn1 zamanda g¢alismada;
Kisspeptinin, melatonin tarafindan geciktirilmis puberta baslangic giiniinii asagiya

cektigi gdzlenmistir.

Pubertanin baslamasinda ve basarili bir iiremenin devaminin saglanmasinda
gonadotropinlerin rolii olduk¢a 6nemlidir. Puberta ile birlikte hipotalamustan salgilanan
GnRH, adenohipofizden LH ve FSH salgilanmasini uyarir. FSH, folikiillerin biiylimesini
saglarken LH ovulasyonu indiikler (Gong, 2009). Melatonin mevsimsel olmayan
poliostrik hayvanlar (Okatani ve ark., 1997), rodentler (Arendt, 1998) ve insanlarin (Roy
ve ark., 2001) reprodiiktif sisteminde HPG aks lizerinde inhibit6r etkiye sahip oldugu
bircok caligmada rapor edilmistir. Melatonin hormonunun yoklugunun/eksikliginin
GnRH ve LH sentezini artirirken, FSH sentezini azalttigi birgok arastirmada
gosterilmistir (Faigon ve ark., 1982; Moguilevsky ve ark., 1982; Polson ve ark., 1988;
Lobo ve Carmina, 1997). Bu bildirimlerden farkli olarak bu ¢alismada, pinealektominin
prepubertal 33. giin, folikiiler ve luteal donemde GnRH, FSH ve LH diizeyine etki
etmedigi gorilmistiir (Cizelge 3.3; p>0,05). Yapilan bir arastirmada 6zellikle plazma
GnRH seviyesi ile iliskili olarak; sistemik kan dolasimdaki GnRH seviyesinin oldukca

diisiik ve onemsiz seviyelerde oldugu asil hipotalamo-hipofizer portal sistem kaninda
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yiiksek konsantrasyonlarda oldugu bildirilmistir (Vander ve Luciano, 1980). Dardes ve
ark. (2000), pinealektomi operasyonunun erken doneminde melatoninin baskilayici
etkisinin hemen ortadan kalkmadigini, bu yiizden pinealektominin plazma LH ve FSH
seviyelerini erken donemde etkilemedigini bildirmektedirler. Bu baglamda prepubertal
33. giin, folikiiler ve luteal donemlerde pinealektomi grubunda GnRH, FSH ve LH

diizeyinin degismemesi, operasyondan sonra gegen siirenin kisaligindan kaynaklanabilir.

Melatoninin, HPG sistem {iizerindeki inhibitor etkisinin direkt ve indirekt olmak
tizere iki sekilde gerceklestigi ifade edilmektedir (Roy ve ark., 2001; Dellal ve Cedden,
2002; Pekmez ve ark., 2004). Direkt antigonadal etkisini gonadlarda mevcut olan
reseptorleri araciligiyla, progesteronun salinimini uyararak ortaya koymaktadir (Webley
ve Luck, 1986). indirekt inhibitor etkisini ise hem hipotalamus diizeyinde GnRH
tiretimini ve sekresyonunu baskilayarak hem de dogrudan hipofiz iizerine etki ederek
Ca*? ve cCAMP gibi hiicre i¢i ikincil habercilerin diizeylerini degistirmek suretiyle LH
salimimini baskilayarak gostermektedir (Roy ve ark., 2001; Dellal ve Cedden, 2002;
Pekmez ve ark., 2004; Yerer, 2006). Ayrica melatonin, endorfin gibi GnRH
salgilanmasini azaltan opioid maddelerin sekresyonunu artirmak suretiyle de etki
gostermektedir (Kelestimur, 1996). Bu inhibitor etki hipotalamustan GnRH saliniminin
baskilanmast sonucunda devaminda FSH ile LH sekresyonunun azalmasi seklinde
kendini gostermektedir. (Uyar ve Alan 2008). Bu ¢alismada, siganlarda prepubertal
donem (28-33. giin) melatonin uygulamasi, Sham ve PE gruplarina gére serum GnRH
diizeyini azaltmistir (p<0,05). Benzer sekilde, GnRH seviyesi ile paralel olarak ayni
grupta FSH (p<0,001) diizeyi azalmis, buna karsin LH diizeyi degismemistir (Cizelge
3.3).

Bu ¢aligmada, prepubertal siganlarda (prepubertal 28-33. giin) intraperitonal yolla
giinlik uygulanan 1 pg/kg Kkisspeptin, serum GnRH (p<0,01), FSH (p<0,001)
diizeylerinde artisa neden olurken serum LH (p>0,05) diizeyini degistirmemistir. Ayrica
kisspeptin antagonisti uygulamasi, serum GnRH, FSH diizeylerini Sham ve PE
gruplarina gore azaltmistir (Cizelge 3.3; p<0,05). GPR54 reseptorii fonksiyon kaybina

yol acan mutasyonlarin, insanlar ve farelerde pubertal gelisim ve lireme aktivitelerinde
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kayip ile birlikte IHH’e neden oldugu bilinmektedir (Lee ve ark., 1996; Seminara ve
ark., 2003; De Roux ve ark., 2003; Semple ve ark., 2005; Cerrato ve ark., 2006). Ayni
zamanda  kisspeptinin GnRH noronlarinda hizli gen {iretimi ve ekspresyonunu
indiikledigi, GnRH noron hiicre gévdelerinin kisspeptinler ile sik1 immiinoreaktif baglar
yaptig1r ve kisspeptinin GnRH noéron ekstabilitesini dogrudan artirdigi gosterilmistir
(Smith, 2008). Benzer sekilde prepubertal sicanlarda 30-37. giinler arasinda 7,5 nmol/24
h dozda 7 giin siireyle intraserebral yolla uygulanan kisspeptin, plazma FSH seviyesini
yiikseltmistir (Roa ve ark., 2008). Calismamiz, bu bulgusuyla Roa ve ark. (2008)’nin
yaptig1 calisma ile benzerlik gostermekte olup kisspeptinin pubertay: tetikleyici bir
faktor oldugunu desteklemektedir. Ayrica bu c¢aligmada kisspeptinin, melatoninin
reprodiiktif aks tizerindeki baskilayict etkisini engelledigi/azalttigi da gorilmiistiir
(p<0,05).

Kizginlik dongiisliniin melatonin salinimindan etkilendigi pek cok calisma ile
gosterilmistir (Dardes ve ark., 2000; Diekman ve ark., 2002). Prodstrus doénemde,
Ostrojenin melatonin iizerindeki etkisi ile iligkili olarak melatonin salinimi1 azalmaktadir
(Johnson ve ark., 1982; Kachi, 2007). Tamarkin ve ark. (1985), ovulasyon esnasinda LH
artis1 ile birlikte plazma melatonin diizeyinde azalma meydana geldigini bildirmislerdir.
Chiba ve ark. (1994) ise melatoninin prodstrus donemde GnRH araciligiyla LH salinimi
tizerinde doza bagimli olarak baskilayict etki gosterdigini bildirmistir. Calismamizda
pinealektomi ve/veya melatonin uygulamasi folikiiler ddonemde kontrol grubuna (Sham)
kiyasla serum GnRH, FSH ve LH degerlerini degistirmemistir (p>0,05). Bu baglamda

calismamiz, doza bagl farkli sonuclar olabilecegini desteklemektedir.

Sicanlarda (Matsui ve ark., 2004), farelerde (Messager ve ark., 2005), koyunlarda
(Caraty ve ark., 2007), insanlarda (Jayasena ve ark., 2009) ve primatlarda (Seminara ve
ark., 2006) yapilan birgok calisma; kisspeptinin GnRH salinimini artirmak suretiyle
preovulator donemde LH salinimini uyararak ovulasyona katkida bulundugunu ve
pubertay1 baglatan dnemli bir tetikleyici oldugunu desteklemistir. Kisspeptinin subkutan
enjeksiyonu; kadinlarda preovulator fazda daha belirgin olmak tizere, hem LH hem de

FSH diizeylerinde artisa neden olmus, bu artisin FSH seviyesine kiyasla LH’da yedi kat
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fazla oldugu bildirilmistir (Dhillo ve ark., 2007a; Jayasena ve ark., 2009). Mason ve ark.
(2007) ise mevsimsel lireme Ozelligi gosteren disi Sibirya hamsterlarinda kisa giin
periyotta akut kisspeptin uygulamasinin LH salinimi tetikledigini one siirmiislerdir.
Roa ve ark. (2008), kisspeptinin FSH seviyelerine kiyasla LH salinimi {izerinde daha
kuvvetli stimulator etki gosterdigini ileri siirmiistir. Pineda ve ark. (2010), siklik
yetiskin disi ratlarda 10 nmol/24 h dozda 7 gilin siireyle uygulanan kisspeptin
antagonistinin LH ve FSH salinimimi biiyiik 6l¢lide azalttigin1 6ne siirmiislerdir. Ayni1
arastirmacilar, erkek ratlarda 100 pmol dozda sistemik yolla uygulanan kisspeptinin
serum LH seviyesini 6 kat, FSH diizeyini ise 2 kat artirdigini; kisspeptin antagonisti
uygulamasi ile bu artisin 6nemli derecede azaldigini gozlemlemislerdir. Castellano ve
ark. (2006) ise kisspeptin seviyesinin prodstrus fazda hizli bir yiikselis gosterdigini
sonrasinda keskin bir diisiis sergileyerek Ostrus boyunca diisiik seviyelerde seyrettigini
bildirmislerdir. Roa ve ark. (2008) da calismalarinda benzer bir sonug¢ elde ederek
Kisspeptin antagonistinin kisspeptinin etkisini baskiladigini; kisspeptinin neden oldugu
LH seviyelerindeki hizli artisin sonrasinda Kisspeptin antagonistinin etkisiyle keskin bir
diisiis gostererek normal seviyesine geri dondiigiinii; FSH seviyelerinin ise distrus ve
prodstrus  donemde  diisiik  seyrederken  Ostrus  doneminde pik  yaptigini
gozlemlemislerdir. Calismamizda, kisspeptin enjeksiyonu folikiiler evrede serum GnRH
ve LH seviyesini 6nemli Ol¢iide artirirken (Cizelge 3.4; p<0,001), FSH seviyesinde
rakamsal bir yiikselis olusturduysa da anlamli bir artis olusturmamistir (p>0,05).
Literatlir ile benzer sekilde kisspeptin antagonisti kisspeptinin neden oldugu artis

baskilamistir.

Pinealektomi luteal evrede LH salimimini degistirmemistir (Tamura ve ark.,
1998). Calismamizda, pinealektomi ve/veya melatonin Uygulamasi luteal evrede serum
GnRH, LH ve FSH seviyelerini degistirmemistir (Cizelge 3.5; p>0,05). Bu sonug
literatiir ile benzerlik gostermektedir. Bu durum kan progesteron ve ostrodiol seviyeleri

ile iligkili olabilir.

Smith ve ark. (2011), koyunlar {izerinde yaptiklar1 ¢alismada kisspeptinin plazma

GnRH seviyesini luteal donem boyunca degistirmedigini gostermislerdir. Dhillo ve ark.
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(2007b) ise kisspeptinin kadinlarda luteal faz dahil olmak {izere tiim donemlerde LH
konsantrasyonunu artirdigini bildirmislerdir. Calismamizda, luteal donem kisspeptin
uygulamasi serum GnRH, LH ve FSH seviyesini degistirmemistir (Cizelge 3.5; p>0,05).
Bu bulgu, Smith ve ark. (2011)’nin yaptig1 calisma ile benzerlik gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirma, melatonin ve kisspeptin hormonlarinin reprodiiktif sistem iizerindeki
etkilerinin farkli oldugunu géstermektedir. Buna gére, melatoninin prepubertal donemde
vajinal aciklik ve siklus baslangi¢ zamanini geciktirdigi, bu etkisini ise GnRH ve FSH

diizeylerini diislirerek yaptig1 anlagilmaktadir.

Kisspeptinin reprodiiktif sistem {izerindeki etkisi melatonin ile ters yonde olup;
Kisspeptin, prepubertal déonemde hem vajinal agiklik ve siklus baslangic zamanini
kisaltarak hemde gonadotrop seviyelerini artirarak pubertanin erken baslamasina neden
olmustur. Bu sonug, Kisspeptinin reprodiiktif aks iizerinde stimulatér roliinii
desteklemektedir. Ayrica Kisspeptinin prepubertal donemde; melatoninin pubertaya

erisme siiresi lizerindeki baskilayici etkisini 6nlemektedir.

Siklusa girmis siganlarda kisspeptin, folikiiler donemde LH salinimi uyarmustir.
Folikiiler ve luteal dénemde melatoninin tek basina veya kisspeptin ile beraber

uygulanmas1 GnRH, FSH veya LH iizerine inhibitor etki yapmustir.

Bu arastirmada elde edilen bulgular infertilite, erken/ge¢ puberta gibi giiniimiiz
reprodiiktif sorunlarmin ¢éziimiine yardimci olabilecektir. Ancak bu konuda 6rneklem
sayisinin fazla oldugu, farkli doz ve zamanlarda (yaslarda) yapilacak arastirmalar

konunun daha iyi anlasilmasina katkilar saglayacaktir.
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OZET

Prepubertal Donemde Disi Sicanlarda Melatonin/Kisspeptin Etkilesiminin Puberta
Yasma ve Ovulasyonda Gorevli Hormonlar Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Bu arastirmanin amaci, prepubertal donemde pinealektomili disi siganlarda
melatonin/kisspeptin etkilesiminin puberta yasi ile ovulasyonda gorevli hormonlar
lizerine etkisini incelemektir.

Arastirmada; pubertaya ulagsmamis, 25 giinliik yasta ve 60-80 gram canli agirlikta,
126 adet disi Wistar albino si¢an kullanildi. Calisma siiresince hayvanlar 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlik ortamda, oda sicakliginda (20-24°C) tutularak, ticari pelet
sican yemi ve normal ¢esme suyu ile ad libitum beslendi. Siganlarin 108'ine
pinealektomi, 18'ine ise sham pinealektomi operasyonu gerceklestirildi. Siganlar 29
giinliik yasa ulastiginda agirliklar1 kayit altina alinarak her bir grupta 18 sican olacak
sekilde 7 gruba ayrildi. Gruplar; kontrol (Sham), pinealektomi (PE), melatonin (PE+M),
kKisspeptin (PE+Kiss), Kisspeptin antagonisti (PE+KissA), melatonin + Kkisspeptin
(PE+M+Kiss) ve melatonin + kisspeptin antagonisti (PE+M+KissA) olacak sekilde
olusturuldu. Sham ve PE gruplarma 0,1 ml/24 h intraperitonal serum fizyolojik; PE+M
grubuna giinlik 0,5 mg/kg subkutan melatonin; PE+Kiss grubuna giinlik 1 pg/kg
intraperitonal kisspeptin, PE+KissA grubuna giinlik 1 pg/kg intraperitonal kisspeptin
antagonisti uygulandi. Tim gruplarda enjeksiyonlar 21:00-23:00 saatleri arasinda
yapildi. Hormon uygulamalar1 her gruptan 6 sican olacak sekilde (PE ve Sham hari¢) 30
sigana prepubertal 33. giine kadar; 30 sicana siklus baslangicindan sonraki ilk folikiiler
doneme kadar; 30 sicana ise siklus baslangicindan sonraki ilk luteal déneme kadar
stirdiiriildii. Siganlara 12 saatte bir vajinal aciklik kontrolii yapilirken, 33 glinliik yasta
vajinal agiklik olusmamis siganlarin her gruptan 6 adeti alinarak son hormon
uygulamasini takiben 20. dakikada genel anestezi altinda kalplerinden kan alinarak
otenazileri saglandi. Vajinal agiklik kontrolii ile vajinal agikligin olustugu giin kayit
altina alimirken, 12 saatte bir olacak sekilde vajinal yikama yontemiyle Ostrus takibi
yapildi. Vajinal yikamanin kontroliiniin yapilmasi i¢in alinan kanlarda progesteron
diizeyi belirlendi. Folikiiler ve luteal donemde bulunan tiim gruplarin her birinden alt1
sigana son enjeksiyon uygulamalarinin 20. dakikasini takiben kalplerinden kan alinarak
Otenazi gercgeklestirildi.

Arastirmada prepubertal 33. gilinde, melatonin uygulamasinin pinealektomi (PE)
grubuna kiyasla vajinal agiklik ile siklus goriilme yasini geciktirdigi, serum GnRH ve
FSH diizeylerini azalttig1 goriilmiistiir. Kisspeptin uygulamasi ise tersine, Sham ve PE
gruplarina gore vajinal agiklik yasi ile siklus baslangi¢ yasini kisaltirken, serum GnRH
ve LH diizeylerini artirmistir. Ayni1 zamanda prepubertal donemde (33. giin);
Kisspeptinin, melatonin tarafindan geciktirilmis vajinal agiklik ile siklus baglangi¢ yasini
kisalttig1, ayn sekilde azalmis GnRH ve LH diizeylerini yiikselttigi tespit edilmistir.
Ayrica aragtirmada; kisspeptin antagonisti, PE grubuna gore siklus baslangi¢c yasini
diisiiriirken, prepubertal 33. giin GnRH ve FSH diizeylerini de PE ve Sham grubuna gore
azaltmistir. Folikiiler donemde ise; kisspeptin uygulanan PE+Kiss ve PE+M+Kiss
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gruplarinda diger gruplara goére serum GnRH ve LH diizeyleri daha yiiksek
belirlenmistir.

Sonug olarak; melatoninin GnRH ve FSH’1 baskilayarak pubertaya erisme siiresi
tizerindeki olumsuz etkisini kisspeptinin Onledigi belirlenmistir. Kisspeptinin ayni
zamanda folikiiler donemde LH salinimini uyararak ovulasyonda gorev aldig
goriilmekle beraber; gerek pinealektomi operasyonunun yapildigi yas gerekse melatonin
ve Kisspeptinin uygulama doz, siire ve sekline bagli olarak sonuglarin degisebilecegi
distiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Kisspeptin, melatonin, puberta, sican, lireme
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SUMMARY

Determination of the Effect of Melatonin/Kisspeptin Interaction on Puberty Age
and Hormones Responsible for Ovulation in Female Rats in Prepubertal Period

The aim of this study is to examine the effect of melatonin/kisspeptin interaction
on puberty age and hormones responsible for ovulation in pinealectomized female rats in
prepubertal period.

In the study, 126 female Wistar albino rats at the age of 25 days with 60-80 grams
of live weight were used. During the study, animals were kept at 12 hours light and 12
hour dark at room temperature (20-24°C), and fed ad libitum with commercial pelleted
rat chow and regular tap water. Pinealectomy operation was performed to 108 of the rats
and sham pinealectomy operation was performed to 18 of the rats. The weights of the
rats were taken under record when they reached to 29 days of age and divided into 7
groups so that each group consists of 18 rats. Groups were created as; control (Sham),
pinealectomy (PE), melatonin (PE+M), kisspeptin (PE+Kiss), Kkisspeptin antagonist
(PE+KissA), melatonin + Kisspeptin (PE+M+Kiss) and melatonin + Kkisspeptin
antagonist (PE+M+KissA). 0.1 ml/24 h intraperitoneal serum physiologic to Sham and
PE groups, daily 0.5 mg/kg subcutaneous melatonin to PE+M group, daily 1 mg/kg
intraperitoneally kisspeptin to PE+Kiss group, daily 1 mg/kg intraperitoneal kisspeptin
antagonist to PE+KissA group were administered. In all groups, injections were applied
between 21:00 and 23:00 hours. Hormone administrations to 6 rats from each group
(except PE and Sham) were continued until prepubertal 33th day to 30 rats, the first
follicular period following the start of cyclus to 30 rats, and the first luteal period
following the start of cyclus to 30 rats. Rats were checked for vaginal opening every 12
hours, and 6 rats with no vaginal opening at the 33 days of age from each group were
taken and euthanized at the 20th minute following the final hormone administration
under general anesthesia by taking blood from their hearts. The day of vaginal opening
formation was taken under record with vaginal opening control, and oestrus monitoring
was carried out every 12 hours by using vaginal douche method. Six rats from every
group at follicular and luteal phase euthanized at the 20th minute following the final
hormone administration under general anesthesia by taking blood from their hearts. For
the control of vaginal douche, progesterone levels in the blood samples taken were
determined.

In the research, it was found that, on the 33th day, melatonin administration,
compared to pinealectomy (PE) group, delayed the vaginal opening and cyclus
formation, whilst decreased the serum GnRH and FSH levels. Kisspeptin administration,
on the contrary, compared to Sham and PE groups, expedited the vaginal opening and
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cyclus starting age, while increased the serum GnRH and LH levels. At the same time in
prebubertal period (33th day), it was found that kisspeptin shortened the vaginal opening
and cyclus starting age delayed by melatonin, and likewise, increased the reduced levels
of GnRH and LH. Also in the study, Kkisspeptin antagonist, compared to PE group,
shortened the cyclus starting age, while decreased the prepubertal 33th day GnRH and
FSH levels, compared to PE and Sham groups. In the follicular phase, in kisspeptin
administered PE+Kiss and PE+M+Kiss groups, serum GnRH and LH levels were found
higher than the other groups.

As a result, it was found that kisspeptin avoided the negative impact of melatonin
on the duration to reach puberty by suppressing GnRH and FSH. Also, it was seen that
kisspeptin takes a role in ovulation by stimulating LH secretion in follicular period, and
it is contemplated that the results may change depending on both the age the
pinealectomy operations were performed and the dose, duration and method of
melatonin and kisspeptin administration.

Keywords: Kisspeptin, melatonin, puberty, rats, reproduction



65

KAYNAKLAR

ACKLAND, J.F., D’AGOSTINO, J., RINGSTROM, S.J., HOSTETLER, J.P., MANN, B,G., SCWARTZ,
N.B. (1990). Circulating radioimmunoassayable inhibin during periods of transient
folliclestimulating hormone rise: secondary surge and unilateral ovariectomy. Biology of
Reproduction, 43: 347-352.

ADACHI, S., YAMADA, S., TAKATSU, Y., MATSUI, H., KINOSHITA, M., TAKASE, K., SUGIURA,
H., OHTAKI, T., MATSUMOTO, H., UENOYAMA, Y. TSUKAMURA, H., INOUE, K,
MAEDA, K. (2007). Involvement of anteroventral periventricular metastin/kisspeptin neurons in
estrogen positive feedback action on luteinizing hormone release in female rats. The Journal of
Reproduction and Development, 53: 367-378.

ADRIAENS, I., JACQUET, P., CORTVRINDT, R., JANSSEN, K., SMITZ, J. (2006). Melatonin has
dose-dependent effects on folliculogenesis, oocyte maturation capacity and steroidogenesis.
Toxicology, 228(2): 333-343.

ADVIS, J.P., OJEDA, S.R. (1978). Hyperprolactinemia-induced precocious puberty in the female rat:
ovarian site of action. Endocrinology, 103: 924-935.

ADVIS, J.P.,, ANDREWS, W.W., OJEDA, S.R. (1979). Changes in ovarian steroidal and
prostaglandin E responsiveness to gonadotropins during the onset of puberty in the female rat.
Endocrinology, 104: 653-658.

ALTUN, A, YAPRAK, M., AKTOZ, M., VARDAR, A., BETUL, U.A., OZBAY, G. (2002). Impaired
nocturnal synthesis of melatonin in patients with cardiac syndrome X. Neuroscience letters, 327(2):
143-145.

ANSEL, L., BENTSEN, AH., ANCEL, C., BOLBOREA, M., KLOSEN, P., MIKKELSEN, J.D.,
SIMONNEAUX, V. (2011). Peripheral kisspeptin reverses short photoperiod-induced gonadal
regression in Syrian hamsters by promoting GnRH release. Reproduction, 142: 417-425.

ANSEL, L., BOLBOREA, M., BENTSEN, A.H.,, KLOSEN, P., MIKKELSEN, J.D., SIMONNEAUX
V. (2010). Differential regulation of Kissl expression by Melatonin and gonadal hormones
in male and female Syrian hamsters. Journal of Biological Rhythms, 25(2): 81-91.

APARICIO, S. (2005). Kisspeptins and GPR54 - The new biology of the mammalian GnRH axis. Cell
Metabolism, 1: 293-6.

ARENDT, J. (1988). Melatonin. Clinical Endocrinology, 29: 205-229.

ARENDT, J. (1998). Melatonin and the pineal gland: influence on mammalian seasonal and circadian
physiology. Reviews of Reproduction, 3: 13-22.

ATAS, M. (1998). Diabetik Ratlarda Retina Lipit Peroksidasyonu Uzerine Melatoninin Etkisi. Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Géz Hastaliklart ABD Uzmanlik Tezi, Elazig.

ATTANASIO, A., BORELLI, P., GUPTA, D. (1985). Circadian rhythms in serum Melatonin from
infancy to adolescence. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 61(2): 388-390.

AUBERT, M.L., BEGEOT, M., WINIGER, B.P., MOREL, G., SIZONENKO, P.C., DUBOQIS,
P.M. (1985). Ontogeny of hypothalamic luteinizing hormone-releasing hormone (GnRH) and
pituitary GnRH receptors in fetal and neonatal rats. Endocrinology, 116: 1565-1576.



66

AWAD, H., HALAWA, F., MOSTAFA, T., ATTA, H. (2006). Infertil erkeklerde melatonin hormon
profili. International Journal of Andrology, 29(3): 409-413.

AYAR, A., KUTLU, S., YILMAZ, B., KELESTIMUR, H. (2001). Melatonin inhibits spontaneous and
oxytocin-induced contractions of rat myometrium in vitro. Neuroendocrinology Letters, 22: 199-
207.

AYDOGDU, N. (2003). Deneysel Miyoglobiinirik Akut Bobrek Yetmezli§inde Eksojen Melatoninin
Bobrek Fonksiyonuna Etkisi. Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji ABD
Doktora Tezi, Edirne.

BAKER, D.EJ. (1979). Reproduction and Breeding. In: BAKER, H.J.,, LINDSEY, JR,
WEISBROTH, S.H., editors, The Laboratory Rat, Volume 1, pp. 153-168, New York:
Academic Press.

BECKER, E.J., TURNER, T.T. (1995). Endocrine and exocrine effects of testicular torsion in the
prepubertal and adult rat. Journal of Andrology, 16: 342-346.

BERGA, S.L., MORTOLA, J.F., YEN, S.S. (1988). Amplification of nocturnal Melatonin secretion in
women with functional hypothalamic amenorrhea. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, 66(1): 242-244.

BRZEZINSKI, A. (1997). Melatonin in humans, The New England Journal of Medicine, 336(3): 186-195.

BRZEZINSKI, A., LYNCH, H.J., SEIBEL, M.M., DENG, M.H., NADER, T.M., WURTMAN, R.J.
(1988). The circadian rhythm of plasma melatonin during the normal menstrual cycle and in
amenorrheic women. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 66(5): 891-895.

BUBENIK, G.A. (2002). Gastrointestinal melatonin: localization, function, and clinical relevance.
Digestive Diseases and Sciences, 47(10): 2336-2348. In: OZAKI, Y., LYNCH, H.J. (1976).
Presence of melatonin in plasma and urine or pinealectomized rats. Endocrinology, 99(2): 641-644.

BUBENIK, G.A., BROWN, G.M. (1997). Pinealectomy reduces melatonin levels in the serum but not in
the gastrointestinal tract of rats. Neurosignals, 6: 40-44.

CALVO, J.,, BOYA, J. (1984). Postnatal evolution of the rat pineal gland: light microscopy. Journal of
Anatomy, 138: 45-53.

CARATY, A., SMITH, J.T., LOMET, D., SAID, S.B., MORRISSEY, A., COGNIE, J.,, DOUGHTON, B,,
BARIL, G., BRIANT, C., CLARKE, 1.J. (2007). Kisspeptin synchronizes preovulatory surges in
cyclical ewes and causes ovulation in seasonally acyclic ewes. Endocrinology, 148: 5258-5267.

CARDINALI, D.P., PEVET, P. (1998). Basic aspects of melatonin action. Sleep Medicine Reviews, 2:
175-190.

CASTELLANO, J.M., NAVARRO, V.M., FERNANDEZ-FERNANDEZ, R., ROA, J, VIGO, E.,,
PINEDA, R., DIEGUEZ, C., AGUILAR, E., PINILLA, L., TENA-SEMPERE, M. (2006).
Expression of hypothalamic KISS-1 system and rescue of defective gonadotropic responses by
kisspeptin in streptozotocin-induced diabetic male rats. Diabetes, 55: 2602-2610.

CAVALLDO, A. (1993). Melatonin and human puberty: Current perspectives. Journal of Pineal Research,
15: 115-121.

CERRATO, F., SHAGOURY, J., KRALICKOVA, M., DWYER, A., FALARDEAU, J., OZATA,
M., VLIET, G.V., BOULOUX, P., HALL, J.E., HAYES, F.J., PITTELOUD, N., MARTIN, K.A,,
CORRINE, W., SEMINARA, S.B. (2006). Coding sequence analysis of GhRHR and GPR54 in



67

patients with congenital and adult-onset forms of hypogonadotropic hypogonadism. European
Journal of Endocrinology, 155(1): 3-10.

CHIBA, A., AKEMA, T., TOYODA, J. (1994). Effects of pinealectomy and melatonin on the
timing of the proestrous luteinizing hormone surge in the rat. Neuroendocrinology, 2: 163-
168.

CLARKSON, J., D’ANGLEMONT DE TASSIGNY, X., COLLEDGE, W.H., CARATY, A,
HERBISON, A.E. (2009). Distribution of kisspeptin neurons in the adult female mouse brain.
Journal of Neuroendocrinology, 21: 673-682.

CLARKSON, J., D’ANGLEMONT DE TASSIGNY, X., MORENO, A.S., COLLEDGE, W.H,
HERBISON, A.E. (2008). Kisspeptin-GPR54 signaling is essential for preovulatory gonadotropin-
releasing hormone neuron activation and the luteinizing hormone surge. The Journal of
Neuroscience, 28: 8691-8697.

CLARKSON, J,, HAN, S.K,, LIU, X., LEE, K., HERBISON, A.E. (2010). Neurobiological mechanisms
underlying kisspeptin activation of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) neurons at puberty.
Molecular and Cellular Endocrinology, 324(1): 45-50.

CLARKSON, J., HERBISON, A.E. (2006). Postnatal development of kisspeptin neurons in mouse
hypothalamus; sexual dimorphism and projections to gonadotropin-releasing hormone neurons.
Endocrinology, 147: 5817-5825.

CLEMENTS, M.K., MCDONALD, T.P., WANG, R., XIE, G., O’'DOWD, B.F., GEORGE, S.R.,
AUSTIN, C.P., LIU, Q. (2001). FMRFamide-related neuropeptides are agonists of the orphan G-
protein-coupled receptor GPR54. Biochemical and Biophysical Research Communications, 284:
1189-1193.

COHEN, M., ROSELLE, D., CHABNER, B., SCHMIDT, T.J., LIPPMAN, M. (1978). Evidence for a
cytoplasmic melatonin receptor. Nature, 274: 894-895.

COLLEDGE, W.H. (2009). Kisspeptins and GnRH neuronal signalling. Trends in Endocrinology &
Metabolism, 20: 115-121.

COOPER, R.L., GOLDMAN, J.M. (1999). Vaginal cytology. In: DASTON, G., KIMMEL C., editors. An
Evaluation and Interpretation of Reproductive Endpoints for Human Health Risk Assessment.
Washington, pp 42-56, DC: ILSI Press.

COS, S., GONZALEZ, A., MARTINEZ-CAMPA, C., MEDIAVILLA, M.D., ALONSO-GONZALEZ,
C., SANCHEZ B.E.J. (2006). Estrogen-signaling pathway: A link between breast cancer and
melatonin oncostatic actions. Cancer Detection and Prevention, 30(2): 118-128.

CAM, A., ERDOGAN, M F. (2003). Melatonin. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi, 2: 103-112.

CETIN, E. (2005). Melatonin ve bagisiklik sistemi. Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2(2):
119-123.

D’ANGLEMONT DE TASSIGNY, X., FAGG, L.A.,, CARLTON, M.B.,COLLEDGE, W.H. (2008).
Kisspeptin can stimulate gonadotropin releasing hormone (GnRH) release by a direct action at
GnRH nerve terminals. Endocrinology, 149: 3926-3932.

DALKIN, A.C., HAISENLEDER, D.J., ORTOLANO, G.A. (1989). The frequency of gonadotropin-
releasing-hormone stimulation differentially regulates gonadotropin subunit messenger ribonucleic
acid expression. Endocrinology, 125: 917-924.



68

DARDES, R.C., BARACAT, E.C, SIMOES, M.J. (2000). Modulation of estrous cycle and LH, FSH and
melatonin levels in pinealectomy and sham-pinealectomy in female rats. Progress in Neuro-
Psychopharmacology and Biological Psychiatry, 24(3): 441-453.

DAWSON, D., GIBBON, S., SINGH, P. (1996). The hypothermic effect of melatonin on core body
temperature: is more better? Journal of Pineal Research, 20(1): 192-7.

DE ROUX, N., GENIN, E., CAREL, J.C., MATSUDA, F., CHAUSSAIN, J.L., MILGROM, E.(2003).
Hypogonadotropic hypogonadism due to loss of function of the KISS1-derived peptide receptor
GPR54. Proceedings of the National Academy of Sciences, 100: 10972-10976.

DECOURT, C., TILLET, Y., CARATY, A.,, FRANCESCHINI, 1., BRIANT, C. (2008). Kisspeptin
immunoreactive neurons in the equine hypothalamus interactions with GnRH neuronal system.
Journal of Chemical Neuroanatomy, 36: 131-137.

DELLAL, G., CEDDEN, F., (2002). Koyun ve ke¢ide iiremenin mevsime bagliligi ile ireme ve
fotoperiyot iliskileri, Hayvansal Uretim, 43(1): 64-73.

DHILLO, W.S., MURPHY, K.G., BLOOM, S.R. (2007a). The neuroendocrine physiology of kisspeptin
in the human. Reviews in Endocrine and Metabolic Disorders, 8: 41-46.

DHILLO, W.S., CHAUDHRI, 0.B., THOMPSON, E.L., MURPHY, K.G., PATTERSON, M.,
RAMACHANDRAN, R., NUHER, G.K., AMBER, V., KOKKINOS, A., DONALDSON, M.,
GATEI, M.A., BLOOM, S.R. (2007b). Kisspeptin-54 stimulates gonadotropin release most
potently during the preovulatory phase of the menstrual cycle in women. Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism, 92(10): 3958-3966.

DIEKMAN, M.A., BRAUN, W., PETER, D., COOK, D. (2002). Seasonal serum concentrations of
melatonin in cycling and noncycling mares. Journal of Animal Science, 80(11): 2949-2952.

DUBOCOVICH, M.L., HUDSON, R.L., SUMAYA, I.C., MASANA, M.I., MANNA, E. (2005). Effect of
MT1 melatonin receptor deletion on melatonin-mediated phase shift of circadian rhythms in the
C57BL/6 mouse, Journal of Pineal Research, 39(2): 113-120.

DURMAZ, A., DIKMEN, N. (2007). Chemical Kisses: Kisspeptin. Archives Medical Review Journal,
16(3): 172-184.

ELLIOTT, J.A,, BARTNESS, T.J.,, GOLDMAN, B.D. (1989). Effect of melatonin infusion duration and
frequency on gonad, lipid, and body mass in pinealectomized male Siberian hamsters. Journal of
Biological Rhythms, 4(4): 439-455.

ERGIN, K., BASALOGLU, K. (2004). Kronik melatonin uygulamasinin sigan ovaryumuna etkilerinin
histolojik olarak incelenmesi. Ege Tip Dergisi, 43(1): 41-45.

ERLICH, S.S., APUZZO, M.LJ. (1985). The pineal gland: anatomy, physiology, and clinical
significance. Journal of Neurosurgery, 63(3): 321-341.

FAIGON, M.R., CARDINALLI, D.P., MOGUILEWSKY, J.A. (1982). Pinealectomy advances the time
of development of steroid feedback on luteinizing hormone release in immature female rats.
Brain Research, 241: 366-369.

FORTUNE, J.E. (1994). Ovarian follicular growth and development in mammals. Biology of
Reproduction. 50: 225-232.



69

FRANCESCHINI, I., LOMET, D., CATEAU, M., DELSOL, G., TILLET, Y., CARATY, A. (2006).
Kisspeptin immunoreactive cells of the ovine preoptic area and arcuate nucleus co-express estrogen
receptor alpha. Neuroscience Letters, 401: 225-230.

FRASCHINI, F., MESS, B., MARTINI, L. (1968a). Pineal gland, melatonin and the control of
luteinizing hormone secretion. Endocrinology, 82(5): 919-924.

FRASCHINI, F., MESS, B., PIVA, F., MARTINI, L. (1968b). Brain receptors sensitive to indole
compounds: function in control of luteinizing hormone secretion. Science, 159: 1104-1105.

FREEMAN, M.E. (1988). The ovarian ocycle in the rat. In: KNOBIL, E., NEILL, J.D., editors. The
Physiology of Reproduction, pp. 1983, New York: Raven Press.

FUNES, S., HEDRICK, J.A., VASSILEVA, G., MARKOWITZ, L., ABBONDANZO, S., GOLOVKO,
A., YANG, S., MONSMA, F.J., GUSTAFSON, E.L. (2003). The KISS-1 receptor GPR54 is
essential for the development of the murine reproductive system. Biochemical and Biophysical
Research Communications, 312: 1357-1363.

GARIDOU, M.L., BARTOL, I., CALGARI, C., PEVET, P., SIMONNEAUX, V. (2001). In vivo
observation of a non-noradrenergic regulation of arylalkylamine N-acetyltransferase gene
expression in the rat pineal complex. Neuroscience, 105: 721-729.

GINGERICH, S., WANG, X., LEE, P.K., DHILLON, S.S., CHALMERS, J.A.,, KOLETAR, M.M.,,
BELSHAM, D.D. (2009). The generation of an array of clonal, immortalized cell models from the
rat hypothalamus: analysis of melatonin effects on kisspeptin and gonadotropin-inhibitory hormone
neurons. Neuroscience, 162: 1134-1140.

GOODMAN, R.L., LEHMAN, M.N., SMITH, J.T., COOLEN, L.M., DE OLIVEIRA, C.V,
JAFARZADEHSHIRAZI, M.R., PEREIRA, A., IQBAL, J., CARATY, A., CIOFI. P., CLARKE,
1.J. (2007). Kisspeptin neurons in the arcuate nucleus of the ewe express both dynorphin A and
neurokinin B. Endocrinology, 148: 5752-5760.

GOTTSCH, M.L., CLIFTON, D.K., STEINER, R.A. (2009). From KISS1 to kisspeptins: An historical
perspective and suggested nomenclature. Peptides, 30(1): 4-9.

GOTTSCH, M.L., CLIFTON, D.K., STEINER, R.A. (2006). Kisspepeptin-GPR54 signaling in the
neuroendocrine reproductive axis. Molecular and Cellular Endocrinology, 254: 91-96.

GONC, E.N. (2009). Normal puberte gelisimi ve puberte prekoks. Hacettepe Tip Dergisi, 40: 164-168.

GREENBERG, M.J., PRICE, D.A. (1992). Relationships among the FMRFamide-like peptides. Progress
in Brain Research, 92: 25-37.

GUTIE'RREZ-PASCUAL, E., LEPRINCE, J., MARTINEZ-FUENTES, A.J., SE‘GALAS-MILAZZO, 1.,
PINEDA, R., ROA, J, DURAN-PRADO, M., GUILHAUDIS, L., DESPERROIS, E.,,
LEBRETON, A., PINILLA, L., TONON, M.C., MALAGO, N.M.M., VAUDRY, H., TENA-
SEMPERE, M., CASTANO, J.P. (2009). In vivo and in vitro structure-activity relationships and
structural conformation of kisspeptin-10-related peptides. Molecular Pharmacology, 76: 58-67.

GUNDUZ, B., KARAKAS, A. (2001). Effects of photoperiod and melatonin infusions on body weight in
pinealectomized juvenile Siberian hamsters. Turkish Journal of Biology, 25: 301-321.

GUZEL, O., TUNCEL, A., YILMAZ, A., ATAN, A. (2013). Varikoselde giincel gériisler. Androloji
Biilteni, 54: 180-183.



70

HAGE, A.J., GROEN-KLEVANT, A.C., WELSCHEN, R. (1978). Follicle growth in the immature rat
ovary. Acta Endocrinologica, 88: 375-382.

HAN, S.K., GOTTSCH, M.L., LEE, K.J., POPA, S.M., SMITH, J.T., JAKAWICH, S.K., CLIFTON,
D.K., STEINER, R.A., HERBISON, A.E. (2005). Activation of gonadotropin-releasing hormone
neurons by Kisspeptin as a neuroendocrine switch for the onset of puberty. The Journal of
Neuroscience, 25: 11349-11356.

HANSEL, W. (2010). The essentiality of the epididymal fat pad for spermatogenesis. Endocrinology,
151(12): 5565-5567. In: ASDELL, A., CROWELL, M.F. (1935). The effect of retarded growth
upon the sexual development of rats. The Journal of Nutrition, 10: 13-24.

HARIHARASUBRAMANIAN, N., NAIR, N.P.V., PILAPIL, C. (1984). Circadian rhythm of plasma
melatonin and cortisol during the menstrual cycle. In: BROWN, G.M., WAINWRIGHT, S.D.,
editors. The Pineal Gland Endocrine Aspects, pp 31-35, Pergamon Press, Toronto.

HARIHARASUBRAMANIAN, N., NAIR, N.P.V, PILAPIL, C., THAVUNDAYIL, J.X,
ANDQUIRION, R. (1986). Plasma melatonin levels during menstrual cycle: changes with age. In:
GUPTA, D., REITER, R.J., editors. The Pineal Gland During Development: from Fetus to
Adult. pp.166-173, Croom Helm., London, Sidney.

HEUBNER, O. (1898). Tumor der glandula pinealis. Dtsch Med Wochenschr, 24(2): 215.

JAYASENA, C.N., DHILLO, W.S., BLOOM, S.R. (2009). Kisspeptins and the control of gonadotropin
secretion in humans. Peptides, 30: 76-82.

JOHNSON, L.Y., VAUGHAN, M.K., RICHARDSON, B.A., PETERBORG, L.J., REITER, R.J. (1982).
Variation in pineal melatonin content during the estrus cycle of the rat. In: Proceedings of the
Society for Experimental Biology and Medicine, Society for Experimental Biology and Medicine,
pp.169: 416-419, New York.

KACHI, T. (2007). Pineal structures and functions in mammalian body mechanisms coping with
exogenous and endogenous changes. Hirosaki Medical Journal, 59: 262-277. In. WURTMAN,
R.J., AXELROD, J., KELLY, D.E. (1968). The pineal, pp. 1-199, New York: Academic Press.

KACHI, T., TANAKA, D., WATANABE, S., SUZUKI, R., TONOSAKI, Y., FUJIEDA, H. (2006).
Physiological pineal effects on female reproductive function of laboratory rats: prenatal
development of pups, litter size and estrous cycle in middle age. Chronobiology International,
23(1-2): 289-300.

KAFA, .M., EYIGOR, O. (2011). Kisspeptinler ve Kisspeptin ndronlari: Ureme sistemi iizerine etkileri ve
hipotalamik yerlesimleri. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi, 37(1): 53-60.

KANDA, S., AKAZOME, Y., MATSUNAGA, T., YAMAMOTO, N., YAMADA, S., TSUKAMURA,
H., MAEDA, K., OKA, Y. (2008). Identification of KISS-1 product kisspeptin and steroid-
sensitive sexually dimorphic kisspeptin neurons in medaka (Oryziaslatipes). Endocrinology, 149:
2467-2476.

KEEN, K.L., WEGNER, F.H., BLOOM, S.R., GHATEI, M.A., TERASAWA, E. (2008). An increase in
kisspeptin-54 release occurs with the pubertal increase in luteinizing hormone-releasing hormone-1
release in the stalk-median eminence of female rhesus monkeys in vivo. Endocrinology, 149: 4151-
4157.



71

KELESTIMUR, H., YILMAZ, B., AYAR, A., KILIC, E., OZCAN, M., KILIC, U., ALCIN, E. (2009).
Can the pineal gland modulate the effects of Kisspeptin on the puberty onset in female rats?
Endocrine Abstracts, 20: 597.

KELESTIMUR, H. (1996). insanda pineal bezin fonksiyonlart. Firat Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Dergisi, 10(1): 141-147.

KINOSHITA, M., TSUKAMURA, H., ADACHI, S., MATSUI, H., UENOYAMA, Y., IWATA, K,
YAMADA, S., INOUE, K., OHTAKI, T., MATSUMOTO, H., MAEDA, K. (2005). Involvement
of central metastin in the regulation of preovulatory luteinizing hormone surge and estrous cyclicity
in female rats. Endocrinology, 146: 4431-4436.

KOCAK, A., COLAK, A. (1996). Melatonin ve santral sinir sistemi, Turgut Ozal Tip Dergisi, 3(3): 237-
244,

KOHN, D.F., CLIFFORD, C.B. (2002). Biology and diseases of rats. In: ANDERSON, L.C.,
LEOW, F.M., QUIMBY, F.W., editors. Laboratory Animal Medicine, pp. 121-165, San Diego:
Academic Press.

KONTUREK, S.J., KONTUREK, P.C., BRZOZOWSKA, 1, PAWLIK, M., SLIWOWSKI, Z.,
CZENIKIEWICZ-GUZIK, M., (2007). Localization and biological activities of melatonin in intact
and diseased gastrointestinal tract (GIT). Journal of Physiology and Pharmacology, 58: 381-405.

KOTANI, M., DETHEUX, M., VANDENBOGAERDE, A., COMMUNI, D., VANDERWINDEN, J.M.,
POUL, E.L., BREZILLON, S., TYLDESLEY, R., SUAREZ-HUERTA, N., VANDEPUT, F.,
BLANPAIN, C., SCHIFFMANN, S.N., VASSART, G., PARMENTIER, M. (2001). The
metastasis suppressor gene KISS-1 encodes kisspeptins, the natural ligands of the orphan G
Protein-Coupled Receptor GPR54. Journal of Biological Chemistry, 276: 34631-34636.

KRINKE, G.J. (2000). The Laboratory Rat. Part 4, Chapter 9, pp 145-173. New York: Academic Press.

KUSZAC, J., RODIN, M. (1977). A new technique of pinealectomy for adult rats. Cellular and Molecular
Life Sciences, 33: 283-284.

KUS, 1., SARSILMAZ, M. (2002). Pineal bezin morfolojik yapis1 ve fonksiyonlar1. Tiirkiye Klinikleri Tip
Bilimleri Dergisi, 22: 221-226.

KUS, M.A. (2006). Sigcanlarda formaldehit maruziyetiyle testislerde olusan morfolojik degisiklikler
iizerine melatonin hormonunun koruyucu etkisi. Afyon Kocatepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitlisii Anatomi (T1ip) ABD Yiiksek Lisans Tezi, Afyonkarahisar.

KUS, M.A. (2011). Pinealektomi yapilan sicanlarda melatonin hormonunun hipokampiis iizerindeki etkisi.
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi ABD Doktora Tezi, Elazig.

KVETNOY, I.M. (1999). Extrapineal melatonin: location and role with in diffuse neuroendocrine system.
The Histochemical Journal, 31: 1-12.

LANG, U. (1986). Melatonin and puberty. Pineal Research Reviews, 4: 199-243.

LAWSON, N.O., WEE, B.E., BLASK, D.E., CASTLES, C.G., SPRIGGS, L.L., HILL, S.M. (1992).
Melatonin decreases estrogen receptor expression in the medial preoptic area of inbred
(LSH/SsLak) golden hamsters. Biology of Reproduction, 47(6): 1082-1090.

LE GOUIC, S., DELAGRANGE, P., ATGIE, C., NIBBELINK, M., HANOUN, N., CASTEILLA, L.,
RENARD, P., LESIEUR, D., GUARDIOLA-LEMAITRE, B., AMBID, L. (1996). Effects of both



72

a melatonin agonist and antagonist on seasonal changes in body mass and energy intake in the
garden dormouse. International Journal of Obesity, 20(7): 661-667.

LEE, D.K., NGUYEN, T., O'NEILL, G.P., CHENG, R., LIU, Y., HOWARD, A.D., COULOMBE, N.,
TAN, C.P., TANG-NGUYEN, A.T., GEORGE, S.R., O’'DOWD, B.F. (1999). Discovery of a
receptor related to the galanin receptors. FEBS Letters, 446: 103-107.

LEE, J.H., MIELE, M.E., HICKS, D.J., (1996). KISS-1, a noval human malignant melanoma metastasis-
suppressor gene. Journal of the National Cancer Institute, 88: 1731-1771.

LI, C., KIM, K., NELSON, L.S. (1999). FMRFamide-related neuropeptide gene family in Caenorhabditis
elegans. Brain Research, 848: 26-34.

LI, S., REN, J.,, YANG, G., GUOQ, Y., HUANG, L. (2008). Characterization of the porcine kisspeptins
receptor gene and evaluation as candidate for timing of puberty in sows. Journal of Animal
Breeding and Genetics, 125: 219-227.

LOBO, R.A., CARMINA, E. (1997). Polycystic ovary syndrome. In: LOBO, R.A., MISHELL, D.R.,
PAULSON, R.J., SHOUPE, D., editors. Infertility, Contraception and Reproductive
Endocrinology. Blackwell Science, pp 364-383. Malden, USA.

LUBOSHITZKY, R., SHEN-ORR, Z., HERER, P. (2002). Seminal plasma melatonin and gonadal
steroids concentrations in normal men. Systems Biology in Reproductive Medicine, 48(3): 225-232.

MACCHI, M.M., BRUCE, J.N. (2004). Human physiology and functional significance of melatonin.
Frontiers in Neuroendocrinology, 25: 177-195.

MAEDA, K.l., OHKURA, S., TSUKAMURA, H. (2000). Physiology of reproduction. In: KRINKE, G.J.,
editor. The Laboratory Rat, Part 4. Reproduction and Breeding, Chapter 9, pp 145-176, New
York: Academic Press.

MAKSIMOVICH, A.A. (2002). Structure and function of the vertebrate pineal gland. Journal of
Evotionary Biochemistyr and Physilogy, 38: 1-15.

MAO, S.H., JIANG, J., SUN, X., ZHAO, Q., QIAN, B.P,, LIU, Z., SHU, H,, QIU, Y. (2011). Timing of
menarche in Chinese girls with and without adolescent idiopathic scoliosis: current results and
review of the literature. European Spine Journal, 20(2): 260-265.

MARCHESE, A., GEORGE, S.R., KOLAKOWSKI, L.F., LYNCH, K.R., O’'DOWD, B.F. (1999). Novel
GPCRs and their endogenous ligands: expanding the boundaries of physiology and pharmacology.
Trends in Pharmacological Sciences, 20: 370-375.

MARCONDES, F.K., BIANCHI, F.J.,, TANNO, A.P. (2002). Determination of the estrous cycle phases of
rats: some helpful considerations. Brazilian Journal of Biology, 62(4A): 609-614.

MARTINEZ-CHAVEZ, C.C., MINGHETTI, M., MIGAUD, H. (2008). GPR54 and rGnRH | gene
expression during the onset of puberty in Nile tilapia. General and Comparative Endocrinology,
156: 224-233.

MASON, A.O., GREIVES, T.J., SCOTTI, M.A,, LEVINE, J.,, FROMMEYER, S., KETTERSON, E.D.,
DEMAS, G.E., KRIEGSFELD, L.J. (2007). Suppression of kisspeptin expression and gonadotropic
axis sensitivity following exposure to inhibitory day lengths in female Siberian hamsters.
Hormones and Behavior, 52: 492-498.



73

MASUI, T., DOI, R., MORI, T., TOYODA, E., KOIZUMI, M., KAMI, K., ITO, D., PEIPER, S.C.,
BROACH, J.R., OISHI, S., NIIDA, A., FUJII, N., IMAMURA, M. (2004). Metastin and its variant
forms suppress migration of pancreatic cancer cells. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 315(1): 85-92.

MATAGNE, V., RASIER, G., LEBRETHON, M.C., GERARD, A., BOURGUIGNON, J.P. (2004).
Estradiol stimulation of pulsatile gonadotropin-releasing hormone secretion in vitro: correlation
with prenatal exposure to sex steroids and induction of sexual precocity in vivo.
Endocrinology, 145: 2775-2783.

MATSUI, H., TAKATSU, Y., KUMANO, S., MATSUMOTO, H., OHTAKI, T. (2004). Peripheral
administration of metastin induces marked gonadotropin release and ovulation in the rat.
Biochemical and Biophysical Research Communications, , 320: 383-388.

MEIJS-ROELOFS, H.M.A., KRAMER, P., SANDER, H.J. (1983). Changes in serum concentrations
of luteinizing hormone in the female rat approaching puberty. Journal of Endocrinology, 98: 241-
249.

MEREDITH, S., JACKSON, K., DUDENHOEFFER, G., GRAHAM, L., EPPLE, J. (2000). Long-term
supplementation with melatonin delays reproductive senescence in rats, without an effect on
number of primordial follicles. Experimental Gerontology, 35(3): 343-352.

MESSAGER, S., CHATZIDAKI, E.E., MA, D., HENDRICK, A.G., ZAHN, D., DIXON, J., THRESHER,
R.R., MALINGE, I., LOMET, D., CARLTON, M.B., COLLEDGE, W.H., CARATY, A,
APARICIO, S.A. (2005). Kisspeptin directly stimulates gonadotropin-releasing hormone release
via G protein-coupled receptor 54. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 102: 1761-1766.

MOGUILEVSKY, J.A., FAIGON, M.R., SZWARCFARB, B., SCACCHI, P., CARDINALI, D.P.
(1982). Factors influencing the positive feedback effect of ovarian steroids of LH secretion.
Progress in Clinical and Biological Research, 82: 49-59.

MOGULKOC, R., BALTACI, A K. (2008). The effect of pinealectomy on plasma vasopressin response to
isotonic, hypertonic and hypovolemic treatments in rats supplemented with L-thyroxine, Acta
Biologica Hungarica, 59(2): 163-72.

MORGAN, P.J., ROSS, AW., MERCER, J.G., BARRETT, P. (2003). Photoperiodic programming of
body weight through the neuroendocrine hypothalamus. Journal of Endocrinology, 177(1): 27-34.

MORRISON, L.J., MARCINKIEWICZ, J.L. (2002). Tumor necrosis factor a enhances oocyte/follicle
apoptosis in the neonatal rat ovary. Biology of Reproduction, 66: 450-457.

MORTOLA, J.F., LAUGHLIN, G.A., YEN, S.S. (1993). Melatonin rhythms in women with anorexia
nervosa and bulimia nervosa. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 77(6): 1540-1544.

MUIR, A.l, CHAMBERLAIN, L., ELSHOURBAGY, N.A., MICHALOVICH, D., MOORE, DJ.,
CALAMARI, A., SZEKERES, P.G., SARAU, H.M., CHAMBERS, J.K., MURDOCK, P.,
STEPLEWSKI, K., SHABON, U., MILLER, J.E., MIDDLETON, S.E., DARKER, J.G.,
LARMINIE, C.G., WILSON, S., BERGSMA, D.J., EMSON, P., FAULL, R., PHILPOTT, K.L.,
HARRISON, D.C. (2001). AXOR12, a novel human G protein-coupled receptor, activated by the
peptide KISS-1. Journal of Biological Chemistry, 276: 28969-28975.

MULAZIMOGLU, S.B., IDE, T., ASLAN, S. (2012). Ratlarda iireme. Journal of Clinical and Analytical
Medicine. 39-44.



74

NAVARRO, V.M., CASTELLANO, J.M., FERNA'NDEZ-FERNA'NDEZ, R., BARREIRO, M.L., ROA,
J., SANCHEZ-CRIADO, J.E., AGUILAR, E., DIEGUEZ, C., PINILLA, L., TENA-SEMPERE, M.
(2004). Developmental and hormonally regulated messenger ribonucleicacid expression of KISS-1
and its putative receptor, GPR54, in rat hypothalamus and potent luteinizing hormone-releasing
activity of KISS-1 peptide. Endocrinology, 145: 4565-4574.

NAVARRO, V.M., CASTELLANO, J.M., FERNANDEZ-FERNANDEZ, R., TOVAR, S., ROA, J,,
MAYEN, A., BARREIRO, M.L., CASANUEVA, F.F., AGUILAR, E., DIEGUEZ, C., PINILLA,
L., TENA-SEMPERE, M. (2005). Effects of KiSS-1 peptide, the natural ligand of GPR54, on
follicle-stimulating hormone secretion in the rat. Endocrinology, 146:1689-1697.

NEMESKERI, A., HALASZ, B., KURCZ, M. (1983). Ontogenesisof the rat hypothalamo-
adenohypophyseal system and inherent capacity of the fetal pituitary to differentiate into hormone-
synthesizing and releasing cells. In: BHATNAGAR, A.S., editor. The Anterior Pituitary
Gland, p. 341-354. Raven Press, New York.

NOSJEAN, O., FERRO, M., COGE, F., BEAUVERGER, P., HENLIN, J.M., LEFOULON, F.,
FAUCHERE, J.L., DELAGRANGE, P., CANET, E., BOUTIN, J.A. (2000). Identification of the
melatonin binding site MT3 as the quinone reductase 2. Journal of Biological Chemistry, 275:
31311-31317.

OAKLEY, AE, CLIFTON, D.K., STEINER, R.A. (2009). Kisspeptin signaling in the brain. Endocrine
Reviews, 30(6): 713-743.

OBA, G., ASLAN, S., KAYMAZ, M. (2001). Gebelilg ve siklus donemlerinin belirlenmesi amaciyla
ratlarda vajinal sitolojinin kullanilmasi. Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 48: 51-
57.

OHTAKI, T., SHINTANI, Y., HONDA, S., MATSUMOTO, H., HORI, A., KANEHASHI, K., TERAO,
Y., KUMANQO, S., TAKATSU, Y., MASUDA, Y., ISHIBASHI, Y., WATANABE, T., ASADA,
M., YAMADA, T., SUENAGA, M., KITADA, C., USUKI, S., KUROKAWA, T., ONDA, H.,
NISHIMURA, O., FUJINO, M. (2001). Metastasis suppressor gene KISS-1 encodes peptide ligand
of a G-protein-coupled receptor. Nature, 411: 613-617.

OJEDA, S.R., RAMIREZ, V.D. (1972). Plasma levels of LH and FSH in maturing rats: response to
hemigonadectomy. Endocrinology, 90: 466-472.

OJEDA, S.R.,, RAMIREZ, V.D. (1973). Short-term steroid treatment on plasma LH and FSH in
castrated rats from birth to puberty. Neuroendocrinology, 13: 100-114.

OJEDA, S.R., URBANSKI, H.F., KATZ, K.H., COSTA, M.E., CONN, P.M. (1986). Activation of two
different but complementary biochemical pathways stimulates release of hypothalamic luteinizing
hormone releasing hormone. Proceedings of the National Academy of Sciences, 83: 4932-4936.

OKATANI, Y., WATANABE, K., MORIOKA, N., HAYASHI, K., SAGARA, Y. (1997). Nocturnal
changes in pineal melatonin synthesis during puberty: Relation to estrogen and progesterone levels
in female rats. Journal of Pineal Research, 22: 3341.

ORSINI, M.J., KLEIN, M.A., BEAVERS, M.P.,, CONNOLLY, P.J.,, MIDDLETON, S.A., MAYO, K.H.
(2007). Metastin (KISS-1) mimetics identified from peptide structure-activity relationship-derived
pharmacophores and directed small molecule database screening. Journal of Medicinal Chemistry,
50: 462-471.

OKTEM, O., URMAN, E. (2012). Reprodiiktif yasam siklusu: Folikiilogenez ve menstruasyon. Journal
of Turkish Society of Obstetrics and Gynecology, 9 (1): 1-24.



75

OZGUNER, F., OZCANKAYA, R., DELIBAS. N., KOYU, A., CALISKAN, S. (1995). Melatonin ve
klinik 6nemi. Siileyman Demirel Universitesi. Tip Fakiiltesi Dergisi, 2(4): 1-6.

OZSAHIN, M. (2006). Ooferektomize ve Pinealektomize Ratlarda Egzojen Melatonin Uygulamanin
Kemik Mineral Dansitometresi Uzerine Etkileri, Innii Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
ABD Uzmanlik Tezi, Malatya.

OZTURK, S. (2006). Jinekolojik Ameliyat Geciren Olgularda Ameliyat Sonrasi Titreme Sikligi ile
Melatonin Diizeyleri Arasindaki Baglantinin Degerlendirilmesi. Siileyman Demirel Universitesi
Tip Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon ABD Uzmanlik Tezi, Isparta.

PALABIYIK, O. (2003). Farkli Tiirde Kanserli Hastalarda Melatonin Salinim Ritmi ve G mutasyonlar.
Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyofizik ABD Yiiksek Lisans Tezi, Edirne.

PALAOGLU, S., BESKONAKLI, E. (1998). Pineal bez ve yaslanma. Turkish Journal of Geriatrics, 1(1):
13-18.

PANG, S.F., TANG, F., TANG, P.L. (1984). Negative correlation of age and the levels of pineal
melatonin, pineal N-acetylserotonin, and serum melatonin in male rats. Journal of Experimental
Zoology, 229(1): 41-47.

PARENT, A.S., TEILMANN, G., JUUL, A., SKAKKEBAEK, N.E., TOPPARI, J., BOURGUIGNON,
J.P. (2003). The timing of normal puberty and the age limits of sexual precocity: variations around
the world, secular trends, and changes after migration. Endocrine Reviews, 24(5): 668-693.

PARKER, K.L., SCHIMMER, B.P. (2006). Embryology and genetics of the mammalian gonads and
ducts. In:. NEILL, J.D., editor. Knobil and Neill’s Physiology of Reproduction, 3" edition,
Chapter 8, pp. 313-336. Elsevier, St. Louis.

PEKMEZ, H., KUS, I., COLAKOGLU, N., OGETURK, M., KULOGLU, T., SARSILMAZ, M. (2005).
Pinealektomili siganlarda uterusun 151k mikroskop diizeyde incelenmesi, Firat Tip Dergisi, 10(3):
92-95.

PEKMEZ, H., KUS, i., OGETURK, M., KUTLU, S., ZARARSIZ, i., SARSILMAZ, M. (2004).
Sicanlarda oksitosinle indiikklenmis miyometriyum kasilmalari iizerine melatonin hormonunun
etkisi, Firat Tip Dergisi, 9: 1-5.

PINEDA, R., GARCIA-GALIANO, D., ROSEWEIR, A., ROMERO, M., SANCHEZ-GARRIDO, M.A,,
RUIZ-PINO, F., MORGAN, K., PINILLA, L., MILLAR, R.P., TENA-SEMPERE, M. (2010).
Critical roles of kisspeptins in female puberty and preovulatory gonadotropin surges as revealed by
a novel antagonist. Endocrinology, 151(2): 722-730.

PLANT, T.M., RAMASWAMY, S., DIPIETRO, M.J. (2006). Repetitive activation of hypothalamic G
protein-coupled receptor 54 with intravenous pulses of kisspeptin the juvenile monkey (Macaca
mulatta) elicits a sustained train of gonadotropin-releasing hormone discharges. Endocrinology,
147: 1007-1013.

POLSON, D., WADSWORDTH, J., ADAMS, J., FRANCKS, S. (1988). Polycystic ovaries: a common
finding in normal women. Lancet, 1: 870-872.

POMPOLO, S., PEREIRA, A., ESTRADA, K.M., CLARKE, I.J. (2006). Colocalization of kisspeptin and
gonadotropin-releasing hormone in the ovine brain. Endocrinology, 147: 804-810.



76

PRUNET-MARCASSUS, B., DESBAZEILLE, M., BROS, A., LOUCHE, K., DELAGRANGE, P.,
RENARD, P., CASTEILLA, L., PENICAUD, L. (2003). Melatonin reduces body weight gain in
Sprague Dawley rats with diet-induced obesity. Endocrinology, 144 (12): 5347.

QUINONES-JENAB, V., PERROTTI, L.I., HO, A,, JENAB, S., SCHLUSSMAN, S.D., FRANCK, J.,
KREEK, M.J. (2000). Cocaine affects progesterone plasma levels in female rats. Pharmacology
Biochemistry and Behavior, 66(2): 449-453.

RAMASWAMY, S., SEMINARA, S.B., POHL, C.R,, DIPIETRO, M.J.,, CROWLEY, W.F., PLANT,
T.M. (2007). Effect of continuous intravenous administration of human metastin 45-54 on the
neuroendocrine activity of the hypothalamic-pituitary-testicular axis in the adult male rhesus
monkey (Macaca mulatta). Endocrinology, 148: 3364-3370.

RAMASWAMY, S., GUERRIERO, K.A., GIBBS, R.B., PLANT, T.M. (2008). Structural interactions
between kisspeptin and GnRH neurons in the mediobasal hypothalamus of the male rhesus monkey
(Macaca mulatta) as revealed by double immuno-fluorescence and confocal microscopy.
Endocrinology, 149: 4387-4395.

RAMIREZ, V.D. (1973). Endocrinology of puberty. In: GREEP, R.O., ASTWOOD, E.B., editors.
Handbook of Physiology, Volume:2, Section 7, pp. 1-28. American Physiological Society,
Washington, DC.

REITER, R.J. (1995). The pineal gland and melatonin relation to aging: a summary of the theories and of
the data. Experimental Gerontology, 30: 199-212.

REITER, R.J. (1975). The pineal gland and seasonal reproductive adjustments. International Journal of
Biometeorology, 19(4): 282-288.

REITER, R.J. (1980). The pineal and its hormones in the control of reproduction in mammals, Endocrine
Reviews, 1: 109-131.

REITER, R.J. (1981). The mammalian pineal gland: Structure and function. American Journal of
Anatomy, 162: 287-313.

REITER, R.J. (1991). Pineal Melatonin: Cell biology of its synthesis and of its physiological interactions.
Endocrine Reviews, 12: 151-180.

REITER, R.J. (2003). Melatonin: clinical relevance. Best Practice & Research Clinical Endocrinology
and Metabolism, 17: 273-285.

REVEL, F.G., SABOUREAU, M., MASSON-PE'VET, M., PE'VET, P., MIKKELSEN, J.D.,
SIMONNEAUX, V. (2006). Kisspeptin mediates the photoperiodic control of reproduction in
hamsters. Current Biology, 16: 1730-1735.

RINGEL, M.D., HARDY, E., BERNET, V.J.,, BURCH, H.B., SCHUPPERT, F., BURMAN, K.D., SAJI,
M. (2002). Metastin receptor is overexpressed in papillary thyroid cancer and activates MAP
kinase in thyroid cancer cells. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 87: 2399.

RIVEST, RW., LANG, U., AUBERT, M.L.,, SIZONENKO, P.C. (1985). Daily administration of
melatonin delays rat vaginal opening and disrupts the first estrus cycles: Evidence that these effects
are synchronized by the onset of light. Endocrinology, 116: 770-787.

RIVEST, RW., AUBERT, M.L., LANG, U., SIZONENKO, P.C. (1986). Puberty in the rat: modulation
by melatonin and light. Journal of Neural Transmission, Supplementum, 21: 81.



77

ROA, J., VIGO, E., GARCIA-GALIANO, D., CASTELLANO, J.M., NAVARRO, V.M., PINEDA, R.,
DIEGUEZ, C., AGUILAR, E., PINILLA, L., TENA-SEMPERE, M. (2008). Desensitization of
gonadotropin responses to kisspeptin in the female rat: analyses of LH and FSH secretion at
different developmental and metabolic states. American Journal of Physiology-Endocrinology and
Metabolism, 294(6): E1088-E1096.

ROBERTSON, J.L., CLIFTON, D.K., DE LA IGLESIA, H.O., STEINER, R.A., KAUFFMAN, A.S.
(2009). Circadian regulation of Kissl neurons: implications for timing the preovulatory
gonadotropin-releasing hormone/luteinizing hormone surge. Endocrinology, 150: 3664-3671.

ROSEWEIR, A K., KAUFFMAN, A.S., SMITH, J.T., GUERRIERO, K.A., MORGAN, K., PIELECKA-
FORTUNA, J., PINEDA, R., GOTTSCH, M.L., TENA-SEMPERE, M., MOENTER, S.M.,
TERASAWA, E., CLARKE, 1J., STEINER, RA., MILLAR, R.P. (2009). Discovery of potent
kisspeptin antagonists delineate physiological mechanisms of gonadotropin regulation. The Journal
of Neuroscience, 29: 3920-3929.

ROY, D., ANGELINI, N., FUJIEDA, H., BROWN, G.M., BELSHAM, D.D. (2001). Cylical regulation of
GnRH gene expession in GTI-7 GnRH-secreting neurons by melatonin. Endocrinology, 142: 4711-
4720.

ROMSING, S., ULFBERG, J., BERGQVIST, Y. (2003). Determination of melatonin in human plasma
with solid-phase extraction, high-performance liquid chromatography and fluorescence detection.
Scandinavian Journal of Clinical & Laboratory Investigation, 63(1): 81-88. In. ARENDT, J.
(1978). Melatonin assays in body fluids. Journal of Neural Transmission, Supplementum, (13):
265-278.

SACK, R.L., LEWY, AJ., HUGHES, R.J. (1998). Use of melatonin for sleep and circadian rhythm
disorders. Annals of Medicine, 30 (1): 115-121.

SAINZ, R.M., REITER, R.J., MAYO, J.C. (2000). Changes in lipid peroxidation during pregnancy and
after delivery in rats: effect of pinealectomy. Journal of Reproduction and Fertility, 119: 143-149.

SALISBURY, R.L., DUDLEY, S.D., WEISZ, J. (1982). Effect of gonadotropin-releasing hormone on
circulating levels of immunoreactive luteinizing hormone in fetal rats. Neuroendocrinology,
35: 265-269.

SALTI, R., GALLUZZI, F., BINDI, G., PERFETTO, F., TARQUINI, R., HALBERG, F., CORNELISS,
G. (2000). Nocturnal melatonin patterns in children. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism. 85(6): 2137-2144.

SAWYER, I., SMILLIE, S.J., BODKIN, J.V., FERNANDES, E., OBYRNE, K.T., BRAIN, S.D.
(2011). The vasoactive potential of kisspeptin-10 in the peripheral vasculature. PLoS one, 6(2):
E14671.

SCHLABRITZ, N., HELLNER, N., MIDDENDOR, F.R., MULLER, D., OLCESE, J. (2003). The human
myometrium as a target for melatonin. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 88: 908-
913.

SEMINARA, S.B., DIPIETRO, M.J.,, RAMASWAMY, S., CROWLEY, W.F., PLANT, T.M. (2006).
Continuous human metastin 45-54 infusion desensitizes G protein-coupled receptor 54-induced
gonadotropin-releasing hormone release monitored indirectly in the juvenile male Rhesus monkey
(Macaca mulatta): a finding with therapeutic implications. Endocrinology, 147: 2122-2126.

SEMINARA, S.B., MESSAGER, S., CHATZIDAKI, E.E., THRESHER, R.R., ACIERNO, J.S,
SHAGOURY, J.K., BO-ABBAS, Y., KUOHUNG, W., SCHWINOF, K.M., HENDRICK, A.G,,



78

ZAHN, D., DIXON, J., KAISER, U.B., SLAUGENHAUPT, S.A., GUSELLA, J.F., O'RAHILLY,
S., CARLTON, M.B., CROWLEY,W.F., APARICIO, S.A., COLLEDGE, W.H. (2003). The
GPR54 gene as a regulator of puberty. New England Journal of Medicine, 349: 1614-1627.

SEMPLE, R.K., ACHERMANN, J.C., ELLERY, J., FAROOQI, I.S., KARET, F.E., STANHOPE,
R.G., O'RAHILLY, S., APARICIO, S.A. (2005). Two novel missense mutations in g protein-
coupled receptor 54 in a patient with hypogonadotropic hypogonadism. Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism, 90: 1849-1855.

SETCHELL, B.P. (1982). Spermatogenesis and spermatozoa. In; AUSTIN, C.R., SHORT, R.V., editors.
Reproduction in Mammals, Volume 1, p. 63-101, New York: Cambridge University Press.

SHAHAB, M., MASTRONARDI, C., SEMINARA, S.B., CROWLEY, W.F., OJEDA, S.R., PLANT,
T.M. (2005). Increased hypothalamic GPR54 signaling: a potential mechanism for initiation of
puberty in primates. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 102: 2129-2134.

SHARP, P.E., LAREGINA, M.C. (1998). The Laboratory Rat. New York, CRC Press; second edition,
p.15-19.

SHINOHARA, K., UCHIYAMA, M., OKAWA, M., SAITO, K., KAWAGUCHI, M., FUNABASHI, T.,
KIMURA, F. (2000). Menstrual changes in sleep, rectal temperature and melatonin rhythms in a
subject with premenstrual syndrome. Neuroscience Letters, 281(2): 159-162.

SIZONEKO, P.C., LANG, U., RIVEST, R.W., AUBERT, M.L. (1985). The pineal and pubertal
development. Ciba Foundation Symposium 117: Photoperiodism, Melatonin and the Pineal, 13:
208-230.

SMITH, J.T, ACOHIDO, B.V, CLIFTON, D.K, STEINER, R.A. (2006). KISS-1 neurons are direct
targets for leptin in the ob/ob mouse. Journal of Neuroendocrinology, 18: 298-303.

SMITH, J.T. (2008). Kisspeptin signalling in the brain: Steroid regulation in the rodent and ewe. Brain
Research Reviews, 57: 288-298.

SMITH, J.T., CLAY, C.M., CARATY, A., CLARKE, I.J. (2007). KISS-1 messenger ribonucleic acid
expression in the hypothalamus of the ewe is regulated by sex steroids and season. Endocrinology,
148: 1150-1157.

SMITH, J.T., CUNNINGHAM, MJ., RISSMAN, E.F., CLIFTON, D.K., STEINER, R.A. (2005).
Regulation of KISS1 gene expression in the brain of the female mouse. Endocrinology, 146: 3686-
3692.

SMITH, J.T., LI, Q., YAP, K.S,, SHAHAB, M., ROSEWEIR, A K., MILLAR, R.P., CLARKE, I.J.
(2011). Kisspeptin is essential for the full preovulatory LH surge and stimulates GnRH release
from the isolated ovine median eminence. Endocrinology, 152(3): 1001-1012.

SMITH, J.T., RAO, A, PEREIRA, A., CARATY, A, MILLAR, R.P., CLARKE, 1.J. (2008). Kisspeptin
is present in ovine hypophysial portal blood but does not increase during the preovulatory
luteinizing hormone surge: evidence that gonadotropes are not direct targets of kisspeptin in vivo.
Endocrinology, 149: 1951-1959.

SMITH-WHITE, S., OJEDA, S.R. (1981). Changes in ovarian luteinizing hormone (LH) and follicle
stimulating hormone (FSH) receptor content and in gonadotropin-induced ornithine decarboxylase
activity during prepubertal and pubertal development of the rat. Endocrinology, 109: 152-161.



79

SOYLU, S.M. (2011). Rat fizyolojisi. Journal of Clinical and Analytical Medicine, 431: 1-3.

SZABO, K., CSANYI, K. (1982). The vascular architecture of the developing pituitary-median eminence
complex in the rat. Cell and Tissue Research, 224: 563-577.

SAHIN, S. (2009). Romatoid Artritli Hastalarda Serum Melatonin Seviyesi ve Bunun Hastalik Aktivitesi
ve Sabah Tutuklugu fle Olan iligkisi. Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Fiziksel Tip ve
Rehabilitasyon ABD Uzmanlik Tezi, Sivas.

SAHIN, Z. (2006). Melatoninin Sigan Timiis Hiicre Kiiltiirlerinde Th1/Th2 Dengesi Uzerine Etkileri. Firat
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Fizyoloji (T1ip) ABD Yiiksek Lisans Tezi, Elazig.

SENER, G. (2010). Karanligin hormonu: Melatonin. Marmara Eczacilik Dergisi, 14: 112-120.

TAMARKIN, L., BAIRD, C.J., ALMEDIA, O.F. (1985). Melatonin: A coordinating signal for
mammalian reproduction, Science, 227: 714-720.

TAMURA, H.,, NAKAMURA, Y., TAKIGUCHI, S., KASHIDA, S., YAMAGATA, Y., SUGINO, N.,
KATO, H. (1998). Pinealectomy of melatonin implantation does not affect prolactin surge or luteal
function in pseudopregnant rats. Endocrine Journal, 45(3): 377-383.

TAMURA, H., TAKASAKI, A, MIWA, |, TANIGUCHI, K., MAEKAWA, R., ASADA, H,
TAKETANI, T., MATSUOKA, A., YAMAGATA, Y., SHIMAMURA, K., MORIOKA, H.,
ISHIKAWA, H., REITER, R.J., SUGINO, N. (2008). Oxidative stress impairs oocyte quality and
melatonin protects oocytes from free radical damage and improves fertilization rate. Journal of
Pineal Research, 44: 280-287.

TAN, D.X., MANCHESTER, L.C., SANCHEZ-BARCELO, E., MEDIAVILLA, M.D., REITER, R.J.
(2010). Significance of high levels of endogenous melatonin in mammalian cerebrospinal fluid and
in the central nervous system. Current Neuropharmacology, 8(3): 162.

TERAO, Y., KUMANO, S., TAKATSU, Y., HATTORI, M., NISHIMURA, A. OHTAKI, T.,
SHINTANI, Y. (2004). Expression of KISS-1, a metastasis suppressor gene, in trophoblast giant
cells of the rat placenta. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Gene Structure and Expression,
1678(2): 102-110.

THOMPSON, E.L., MURPHY, K.G., PATTERSON, M., BEWICK, G.A., STAMP, G.W., CURTIS,
A.E., COOKE, J.H., JETHWA, P.H., TODD, J.F., GHATEI, M.A., BLOOM, S.R. (2006). Chronic
subcutaneous administration of kisspeptin-54 causes testicular degeneration in adult male rats.
American Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism, 291: 1074-1082.

TOMITA, K., NIIDA, A., OISHI, S., OHNO, H., CLUZEAU, J., NAVENOT, J.M., WANG, Z.X,,
PEIPER, S.C., FUJII, N. (2006). Structure-activity relationship study on small peptidic GPR54
agonists. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 14: 7595-7603.

TOMITA, K., OISHI, S., CLUZEAU, J., OHNO, H., NAVENOT, J.M., WANG, Z.X., PEIPER, S.C.,
AKAMATSU, M., FUJII, N. (2007). SAR and QSAR studies on the N-terminally acylated
pentapeptide agonists for GPR54. Journal of Medicinal Chemistry, 50: 3222-3228.

TOMITA, K., OISHI, S., OHNO, H., FUJII, N. (2008). Structure-activity relationship study and NMR
analysis of fluorobenzoyl pentapeptide GPR54 agonists. Peptide Science, 90(4): 503-511.

TOSINI, G., FUKUHARA, C. (2002). The mammalian retina as a clock. Cell and Tissue Research,
309(1): 119-126.



80

TOUITOU, Y. (2001). Human aging and melatonin. Clinical relevance. Experimental Gerontology, 36:
1083-1100.

TOVAR, S., VA'ZQUEZ, M.J., NAVARRO, V.M., FERNA'NDEZ-FERNA'NDEZ, R., CASTELLANO.
JM., VIGO, E., ROA, J., CASANUEVA, F.F., AGUILAR, E., PINILLA, L., DIEGUEZ, C.,
TENA-SEMPERE, M. (2006). Effects of single or repeated intravenous administration of
kisspeptin upon dynamic LH secretion in conscious male rats. Endocrinology, 147: 2696-2704.

UILENBROEK, J.T.J., VAN DER LINDEN, R. (1983). Changes in gonadotrophin binding to rat ovaries
during sexual maturation. Acta Endocrinologica, 103: 413-419.

URBANSKI, H.F., OJEDA, S.R. (1985). In vitro simulation of prepubertal changes in pulsatile
luteinizing hormone release enhances progesterone and 17 3 -estradiol secretion from immature
ovaries. Endocrinology, 117: 638-643.

UYAR, A, ALAN, M., (2008). Koyunlarda erken andstrus doneminde melatonin uygulamalarinin
ovulasyon ve gebelik tizerine etkisi, Yiiziincii Yil Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 19(1): 47-54.

Uz, T., GIUSTI, P., FRANCESCHINI, D., KHARLAMOV, A., MANEV, H. (1996). Protective effect of
melatonin against hippocampal DNA damage induced by intraperitoneal administration of kainate
to rats. Neuroscience, 73: 631-636.

VANECEK, J. (1998). Cellular mechanism of melatonin action. Physiological Reviews, 78: 687-721.

VANECEK, J., KOSAR, E., VOLLRATH. L. (1990). Daily changes in melatonin binding sites and the
effect of castration. Molecular and Cellular Endocrinology, 73: 165-170.

VOORDOUW, B.C., EUSER, R., VERDONK, R.E. (1992). Melatonin and melatonin-progestin
combinations alter pituitary-ovarian function in women and can 1nhibit ovulation. The Journal of
Clinical Endocrinology and Metabolism, 74(1): 108-16.

VANDER, AJ., JH LUCIANO, D.S. (1980). Human physiology: the mechanisms of body function. In:
Control of Ovarian Function, 8" edition, part three, 654-656.

VRIEND, J., BERTALANFFY, F.D., RALCEWICZ, T.A. (1987). The effects of melatonin and
hypothyroidism on estradiol and gonadotropin levels in female Syrian hamsters. Biology of
Reproduction, 36(3): 719-728.

WALDHAUSER, F., DIETZEL, M. (1985). Daily and annual rhythms in human melatonin secretion:
Role in puberty control. Annals of the New York Academy of Sciences, 453: 205-214.

WALDHAUSER, F., WEISZENBACHER, G., TATZER, E., GISINGER, B., WALDHAUSER, M.,
SCHEMPER, M., FRISCH, H. (1988). Alternations in nocturnal serum melatonin levels in humans
with growth and aging. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 66(5): 648-52.

WEBLEY, G.E., LUCK, M.R. (1986). Melatonin directly stimulates the secretion of progesterone by
human and bovine granulosa cells in vitro. Journal of Reproduction and Fertility, 78(2): 711-717.

WEST, A., VOJTA, PJ., WELCH, D.R., WEISSMAN, B.E. (1998). Chromosome localization and
genomic structure of the KISS-1 metastasis suppressor gene (KISS1). Genomics, 54: 145-148.

WURTMAN, R.J., AXELROD, J., CHU, E.W. (1963). Melatonin, a pineal substance: Effect on the rat
ovary. Science, 141(3577): 277-278.



81

YAPRAK, M., ALTUN, A,VARDAR, A., AKTOZ, M., CIFTCI, S., OZBAY, G. (2003). Decreased
nocturnal synthesis of melatonin in patients with coronary artery disease. International Journal of
Cardiology, 89(1): 103-107.

YAZICI, P. (2011). Eksitatér-inhibitor Aminoasitlerin, Leptin ve Kisspeptin Diizeylerinin Uyku Profili ile
Degerlendirilmesi ve Puberte Prekoks Gelisimi Uzerine Etkisinin Aragtirilmasi. Celal Bayar
Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Sagh@ ve Hastaliklart ABD Uzmanlik Tezi, Manisa.

YELESWARAM, K., MCLAUGHLIN, L.G., KNIPE, J.O., SCHABDACH, D. (1997). Pharmacokinetics
and oral bioavailability of exogenous melatonin in preclinical animal models and clinical
implications. Journal of Pineal Research, 22: 45-51.

YENICE, H. (2012). Kardiyopulmoner Bypass Uygulanan Hastalarda Melatonin Sirs Baglantisi. Mersin
Universitesi T1p Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon ABD Uzmanlik Tezi, Mersin.

YERER, B.M. (2006). Sirkadiyen Ritme Bagli Olarak Fizyolojik Melatonin Seviyesindeki Degisikliklerin
Goz ve Beyin Dokusunda Antioksidan Onemi, Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Fizyoloji ABD Doktora Tezi, Kayseri.

YILMAZ, B. (1999). Hormonlar ve Ureme Fizyolojisi, Ankara Universitesi Fizyoloji ABD Fizyoloji Ders
Kitabi, Ankara.

YOUNG, |.M., FRANCIS, P.L., LEONE, A.M., STOVELL, P., SILMAN, R.E. (1988). Constant pineal
output and increasing body mass account for declining melatonin levels during human growth and
sexual maturation. Journal of Pineal Research, 5(1): 71-85.

YOUNG, S.N., GOUTHIER, S., KIELJ, M.E., LAL, S., BROWN, G.M. (1984). Effect of oral melatonin
administration on melatonin, 5-hydroxyindoleacetic acid, indolacetic acid and cylic nucleotides in
human cerebrospinal fluid. Neuroendocrinology, 39: 87.

ZHAO, H., PANG, S.F., POON, A. (2002). Mt(1) receptor-mediated antiproliferative effects of melatonin
on the rat uterine antimesometrial stromal cells. Molecular Reproduction and Development, 61:
192-199.



