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1. OZET

Bu tez calismasiyla, disi farelerin cinsel donemlerinin Ostrus, didstrus ve
proostrus fazlarinda hipotalamusun arkuat niikleus (ARC), paraventrikiiler
niikleus (PVN), dorsomedial niikleus (DMN) ve ventromedial niikleus (VMN)
bolgelerinde kisspeptin ekspresyonunun immiinofloresan yontemi ile belirlenmesi
amaglanmistir. Ayn1 zamanda bu calismayla, disi farelerin belirlenen cinsel
donemlerde, ilgili hipotalamik bdlgelerde immiinofloresan yontemle belirlenen
kisspeptin salinimlarinin etkiledigi fizyolojik mekanizmalarin belirlenmesi ve bu
bolgelerin  immiinofloresan  goriintiilenmesinin  literatiire  kazandirilmasi
hedeflenmigtir. Belirlenen amag¢ dogrultusunda yapilan c¢aligmayla, beyin
dokusunda farkli Ostrus fazlarindaki kisspeptin  ekspresyonunun varligi
immiinofloresan yontemi ile tespit edilmis ve kisspeptin salgilayan beyin
bolgelerinin  etkiledigi fizyolojik mekanizmalarin kisspeptin ekspresyonuyla
baglantis1 agiga ¢ikarilmaya calisilmistir.

Caligmada, 40 adet ortalama agirligi 35-40 gram olan 5-6 aylik Balb/c 1rk1
disi fare kullanilmistir. Tiim disi farelere, ortalama 3 Ostrus dongiisii olacak
sekilde her giin saat 10.00-12.00 arasinda 15 giin siireyle vajinal smear ile siklus
takibi yapilmistir. Ardindan diizenli siklus gosteren toplam 21 adet hayvan
secilmis ve Ostrus fazlarina gore 3 gruba ayrilmistir (didstrus prodstrus, dstrus ve
gruplar1 olmak iizere, n=7). Ostrus, prodstrus ve didstrus fazinda olan hayvanlar,
herhangi bir anestezik madde uygulamadan dekapite edilmistir ve ardindan beyin

dokular1 kuru buzda dondurulmustur. Beyin dokusundan kesitler alinip, floresan



boyama basamaklar1 uygulanmistir. Calismanin sonunda, hipotalamusun ARC,
PVN, DMN ve VMN c¢ekirdeklerinde kisspeptin yogunlugu hesaplanmaistir.

ARC’de de Ostrus grubunun didstrus grubuna gore kisspeptin
yogunlugunun istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi bulunmustur. PVN’de
kisspeptin yogunlugu, istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplara gore
anlamli bir farkliik bulunmamistir. DMN ve VMN bolgelerinde, Ostrus ve
prodstrus gruplar1 didstrus grubuna gore kiyaslandiginda kisspeptin yogunlugunun
istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 bulunmustur.

Sonug olarak, bu calismayla disi farelerin 6strus, didstrus ve prodstrus
donemlerinde hipotalamik ARC, PVN, DMN ve VMN ve boélgelerinde kisspeptin
yogunlugunun farkli oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hipotalamus, immiinflorasan, kisspeptin, cinsel

siklus



2. ABSTRACT

Immunohistochemical Imaging of Kisspeptin in Some Brain Regions in

Different Stages of Sexual Cycles of Female Mice

The aim of the study was to determine Kisspeptin intensity by
immunofluorescence method in hypothalamus arcuate nucleus (ARC),
paraventricular nucleus (PVN), dorsomedial nucleus (DMN) and ventromedial
nucleus (VMN) in the diestrus, proestrus and estrus phases of the sexual stages of
female mice. The other purpose of this study was to determine the physiological
mechanisms of the kisspeptin secretions determined by the immunofluorescence
method in these hypothalamic regions of the female mice during the sexual
periods and to introduce the immunofluorescence imaging of these regions into
the literature. With the study conducted in accordance with the specified purpose,
the presence of kisspeptin expression in different oestrus phases in brain tissue
was determined by immunofluorescence method and the relationship between
kisspeptin expression and physiological mechanisms affected by kisspeptin
secreting brain regions was investigated.

In this study, totally 40 Balb/c female mice with 5-6 months age and
average weight of 35-40 grams were used. Vaginal smears were taken between
10.00-12.00 hours during 15 days in all female mice. A total of 21 animals with
regular cycles were then selected and divided into 3 groups according to the
oestrus phases (diestrus, proestrus and oestrus groups, n = 7). The animals in the

diestrus, proestrus and oestrus phases were decapitated without administration of



any anesthetic, and then brain tissues were frozen on dry ice. Sections were taken
from brain tissue and fluorescence staining steps were applied.

At the end of the study, the intensity of kisspeptin in ARC, PVN, DMN
and VMN nuclei of hypothalamus was calculated.

It was found that the intensity of kisspeptin increased significantly in the
oestrus group compared to the diestrus group in ARC. When the intensity of
kisspeptin in the PVN was statistically evaluated, no significant difference was
found among the groups. In the DMN and VMN regions, when the estrus and
proestrus groups were compared to the diestrus group, the intensity of kisspeptin
increased significantly.

As a result, it was determined that kisspeptin intensity was different in
hypothalamic ARC, DMN, VMN and PVN regions at estrous, diestrus and
proestrus stages of female mice.

Keywords: Hypothalamus, immunofluorescent, kisspeptin, sexual cyles



3. GIRIS

3.1. Puberte Fizyolojisi

Puberte; lireme organlarinin ve gonadlarin fonksiyonel olarak gelistigi,
hipotalamus- hipofiz- gonadal (HHG) aksin devreye girdigi fizyolojik bir siiregtir.
Bu siirecte, gonadlar (erkeklerde testisler, kizlarda yumurtaliklar) olgunlasir,
cinsel steroid gonadal hormonlar salgilanir (erkeklerde testosteron, kizlarda
Ostrojen ve progesteron) ve sekonder cinsel karakterlerin gelisimiyle iireme

kapasitesine erisilir (1).

Puberte, oncelikle cinsel steroid hormon diizeylerinin artmasiyla, fiziksel
goriinimdeki degisikliklerle karakterizedir (1). Hipotalamustan pulsatil olarak
saliman, Gonadotropin serbestlestirici hormona (GnRH) cevap olarak, hipofiz
bezinden pulsatil luteinizan hormon (LH) ve folikiil uyarict hormon (FSH)

sekresyonunda goriilen artis bu siirecte meydana gelen ilk endokrin olaydir (2).

Luteinizan hormon, GnRH’nin kontroliinde adenohipofizden salinan
protein yapili hormon olarak siniflandirilir ve hedef hiicre zar1 tizerindeki reseptor
araciligl ile biyolojik etkinlik gdsterir. Salinim siklig1 ve dalga boyunun artmasi
ile oosit matiirasyonunu ve oviilasyonu uyarirken, salinim sikliginin ve dalga
boyunun azalmasiyla luteal yapinin devamina katkida bulunmaktadir (3). FSH ise,
glikoprotein  hormon ailesinin bir {iyesi olup, overlerde folikiillerin

proliferasyonunu ve dstrojen salinimini uyarir (4).



Prepubertal donem boyunca GnRH noéronlarimin sekresyonu, gonadal
bliylimeyi desteklemek icin yeterli degildir (5). Puberteyle birlikte, HHG aksin
olgunlasmasi GnRH néronlarinin aktivasyonu ile baslar (6). GnRH, hipofiz bezini
uyararak gonadotropinlerin (LH ve FSH) sentezini ve sekresyonunu saglar. Sonug
olarak, LH ve FSH’nin salgilanmasindaki artis testis ve ovaryumun hedef

dokularindan dstradiyol ve testosteron iiretimine neden olur (1).

Gonadal steroid hormonlarin salgilanmasi; meme, uterin dokusu, testis ve
penisin yapisi ve boyutunda artis meydana getirir. Bu durum, sekonder cinsiyet

ozelliklerin gelisimini ve lireme fonksiyonun baslamasini saglar (2).

Gonadal steroidler hem iiremede hem de gonadal fonksiyonlarda rol
almaktadirlar.  Gonadlarda, streroid hormonlar disilerde  folikiillerin
olgunlagmasini saglarken; erkeklerde sperm olusumunu (spermatogenez) saglar.

Bu steroidler, noroendokrin feedback mekanizmasi ile GnRH sekresyonunu

etkilerler (7).

3.2. Pubertenin Bilesenleri

3.2.1. GnRH Noron Sistemi

Gonadotropin serbestlestirici hormon, GNRH1 geni tarafindan kodlanir.
GnRH dalgalarinin ve atimlarimin anlik kontroliinde, GNRHI1 ekspresyonunun
diizenlenmesi kritik bir rol oynar. GnRH hipofizden gonadotropin iizerindeki
etkisini G-protein bagl reseptor araciligiyla gosterir (8). Memelilerin ¢ogunda,
GnRH noéronlari preoptik alanda ve hipotalamusun rostral bdlgesinde yer alir (9).

GnRH, hipotalamusun bazal kisminda yer alan median eminensin sinir uglarindan



pulsatil olarak sekrete edilir (7). Pulsatil salinimi, hipotalamustaki yaklasik olarak

1500 tane GnRH ndronun aktivasyonuyla gerceklesir (9).

Gonadotropin serbestlestirici hormon ndronlarinin bir¢ogu, unipolar ya da
bipolar morfolojiye sahiptir. Bu ndronlar, diger ndronlara kiyasla daha az
uyarilmalarina ragmen GnRH ndéronlari, median eminenste epizodik hormon
salmmmini es zamanl olarak gerceklestirirler (7). GnRH, hipofizeyal portal
sistemde yer alan yaklagik 1000 adet noronun sinir uglarindan her 30-120
dakikada senkronize atimlar seklinde salinmaktadir. Bu salinim sayesinde hipofiz
gonadotroplarindan hem FSH ve LH’min biyosentezini hem de sekresyonunu

uyarmaktadir (10).

3.2.2. GNRH Sekresyonu

Gonadotropin serbestlestirici hormonun epizodik néropeptid sekresyonu,
GnRH noéronunun kendine ozgii bir ozelligidir (8, 9). Pulsatil salimim ise,

kalsiyuma bagimli olup siklik adenozin monofosfat (cCAMP) ile uyarilir (11).

Gonadotropin serbestlestiricic  hormonun hipofizde olusan pulsatil
gonadotropin sekresyonu, bir anlamda disilerde overler erkelerde testislerle beyin
arasinda baglantiyr saglar (12). Insanlarda gebeligin 9. haftasindan itibaren
salgilanir fakat sekresyon cinsiyete gore farklik gosterir. Erkek fetiista gebeligin
34-38. haftalarinda; disi fetiiste ise gebeligin 22-25. haftalarinda GnRH artis1

maksimumdur (13).

Insanlarda, su ana kadar tanim1 yapilmis 3 tip GnRH vardir. Bunlar sirayla

GnRH-1, GnRH-II ve GnRH-III’tir. Omurgalilarda ise, GnRH’nin tanimi



yapilarak ortaya c¢ikarilmis 23 farkli formu bulunmaktadir ve bu formlar pek ¢ok
dokuda dagilmis halde bulunur. Merkezi ve periferal sinir siteminde GnRH’nin bu
formlar1; noroendokrin, parakrin, otokrin ve norotransmitter/ndromodiilator

fonksiyonel olarak da farklilik gosterirler (10, 14).

Gonadotropin serbestlestirici hormonun formlarinin 6zellikleri ve gorevleri
sirayla tanimlanacak olursa: GnRH-I, Hipotalamus hormonudur. LH ve FSH nin
sentezinden, sekresyonundan ve diizenlenmesinden sorumludur. GnRH-II, ilk
once beyinde kesfedilmistir daha sonra diger periferik dokularda (over, meme,
endometriyum) da varligi tanimlanmistir. Son olarak, GnRH-III’in ise insan

fizyolojisindeki gorevi arastirilmaktadir (14).

Gonadotropin serbestlestirici hormonun insanlarda tanimlanmis iki
reseptorii vardir. Bu reseptorlerin ilki GnRH-1  (GnRH-IR) reseptoriidiir. Bu
reseptor, basta beyin olmak iizere cesitli dokularda (ovaryan, plesanta, periferal
kan, karaciger, folikiiler, iskelet kas1 gibi) yer alir. ikincisi ise, GanRH-1l (GnRH-
IIR) reseptorii’diir. GnRH-II ise tipki GnRH-1 gibi viicudun pek ¢ok bolgesinde

(hipofiz, plasenta, overler, uterus, prostat, olgun sperm ve karaciger) bulunur (14).

3.2.3. Gonadotropinler

On hipofiz bezinin gonadotrop hiicrelerinden salgilanan gonadotropik
hormonlar glikoprotein yapidadirlar. LH ve FSH salgisi, GnRH’nin saliniminin
ardindan dakikalar igerisinde salgilanmaya baslar. Her yasta gonadotropinler
pulsatil olarak sekrete edilirler. (15, 16). GnRH etkisi ile dnce depolanmis olan
gonadotropinler salinir. Yeni sentezlenen gonadotropinler ise, daha gec

serbestlesir (17).



Gonadotropin serbestlestirici hormon tamamen pulsatil olarak salinir ve
LH’nin salgilanmas1 da GnRH’ya bagli olarak olusur. Bu durum, GnRH’ nin ayn1
zamanda LH-serbestlestirici hormon olarak adlandirmasinin da sebebidir. Dongii
igerisinde GnRH’nin salg1 miktrindaki degisimler, FSH salgisinda hafif azalis ve

artiglar meydana getirir (18).

Erkeklerde LH Leydig hiicrelerinden testosteron salinimini uyardigi
zaman, FSH da testislerden sperm olusumunu (spermatogenezi) diizenler.
Kadinlarda ise ovaryan folikiillerin gelisimi ve salgis1t FSH tarafindan uyarilirken,
LH; ovulasyonu ve korpus luteumun olusumunu saglar. Ayrica, FSH kadinlarda
Ostrojen ve progesteron yapimini da uyarir (19). Disilerde menstriiasyon, gebelik
ve emzirme donemlerinde gonadotropinlerin diizenli bir sekilde ve belirli bir
sirayla salgilanmasi gerekirken; erkeklerde puberteden sonra, diizenli akisla

salgilanmaz (20).

Gonadotropinlerin neonatal donemde de salimim formu pulsatildir. Bu
donemde kadinlarda FSH salinimi LH salinimina gore daha baskin iken,
erkeklerde tam tersi gerceklesir. Cinsiyet steroidlerinin yetiskin seviyesini

etkilemesi neonatal donemdeki GnRH-etkili LH salinimindan kaynaklanir (21).

Gonadotropin serbestlestirici  hormonun saliniminda, yasamin bazi
donemlerinde (kizlarda 12; erkeklerde 6. ayin basinda) belirgin azalmalar goriiliir.
Sonu¢ olarak, GnRH-etkili LH salimimi, cinsiyet steroid sekresyonu ve
gonadotropin seviyesi orta-gocukluk dénemi boyunca azalir. Ozellikle son

zamanlarda litaratiirde yer alan calismalardan bu donem siiresince gonadotropin



atimlariin devam etmesine ragmen amplitiitlerinde belirgin azalmalar oldugu

rapor edilmistir (21).

Gonadotropin sekresyonundaki artiglar, puberte baslangicinin birkag yil
oncesinde gergeklesir. Bu durum, o6zellikle yetiskinlerde 90’ar dakikalik periyodik
stiredeki gonadal cevaplar icin olduk¢a 6nemli olan gonadotropinlerin pulsatil
salimimiyla gerceklesir. Nokturnal olarak baslayan pulsatil gonadotropin salinimi
zamanla gonadotropin amplitiitiinde ve atim sikliginda ileri yonde bir artigin
olmasma neden olur. Gonadal cinsiyet steroidleri ikincil cinsiyet karakterlerini
etkileyecek diizeyde salgilandig1r zaman fenotip olarak pubertenin bagladig1 kabul

edilir (2, 13).

Luteinizan hormon, testislerden testosteron salgilanmasi i¢in temel
uyarandir. Bu sebeple, LH sekresyonun artmasi testislerden salinan testosteronun
dolasimdaki seviyesini artirir (22). Gonadal steroidlerin negatif feedback etkisine
LH oldukga duyarhdir. Oyle ki testosteronda meydana gelebilecek en kiigiik artis
LH salimmindaki artis1 durdurabilir niteliktedir (Sekil 1). Sekil 1’den de
anlasilacag1 lizere testosteron; androjen reseptOrleri ve Ostrojen reseptorii-o
(ERa)’nin  aktivasyonu vasitasiyla gonadotropin sekresyonunu baskiladig

goriilmektedir (22).

LH’nin salinim amplitiitiindeki artis, puberte ilerledikge, testosteron
seviyesindeki artigla beraber devam etmektedir (22). Bununla birlikte,
hipotalamustaki feedback hassasligi da azalmis olur. Yetiskinlikteki LH salinimu,

hem gece hem de giindiiz diizenli bir sekilde devam eder (21, 23).
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Sekil 1. Erkek iireme sisteminin diizenlenmesi. Pozitif ve negatif diizenlemeler sirasi ile +
ve — isaretleri ile gosterilmistir (24).

Pulsatil gonadotropin salinimi, puberte ilerledikce 24 saat boyunca ve
yiiksek genlikte olusur. Erkeklerde testosteron seviyesindeki artisin baslamasi
LH’nin ilk nokturnal salinimindan sonradir. Bu salinim sabahin erken saatlerinde
en st diizeye ulasir ve devaminda giin icerisinde diisiis olusur. Disilerde ise sabah

saatlerinde Gstrojen seviyesi en st seviyeye gelir (2, 13).
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Literatiirden elde edilen bilgilere gore yapilan bir¢ok calismada,
GnRH’nin pulsatil salinimimi goéstermek icin LH ve FSH degerleri 6lgiilmiis ve
sonuglar yaymlanan bilimsel ¢alismalarda rapor edilmistir.

Insanda, periferal LH ve FSH serum olgiimleri GnRH salmiminin
belirtecleri olarak kullanilmaktadir (Sekil 2). FSH ve LH’nin yarilanma omiirleri
birbirinden farklidir. Buna gore; LH’ nin ve FSH’ nin yarilanma 6miirleri sirasiyla
20-30 dakika ve 120-180 dakikadir (10). Goriildiigii gibi FSH’ nin yarilanma 6mrii
LH’nin yarilanma Omriine gore ortalama alti kat daha fazladir. Bu sebeple,
FSH’nin pulsatil aktivitesinin daha az olmasi, GnRH salinimi anlaminda LH
kadar etkin bir rol oynamamasina neden olmaktadir. Sonu¢ olarak, GnRH nin
salmimi yar1 Omiirden ziyade aktiviteye bagli olmasi dolayisiyla, yapilan
caligmalarda GnRH sekresyonunun klasik belirtecisi olarak FSH’dan ziyade LH

kullanilmaktadir (10).

GnRH
M NN

FSH

LH, FSH

Sekil 2. insanda endojen GnRH sekresyonunun markirlari olarak periferal LH ve FSH

serum Ol¢timii (21).

3.2.4. Cinsiyet Steroid Hormonlan

Gonadlar, her iki cinsiyette hem cinsiyet hormonlarinin salgilanmasinm

hem de germ hiicrelerinin yapimini (gametogenez) saglarlar. Ovaryumdan salinan
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ana androjen Ostradiyol, testislerden salinan ise testosterondur. Bu steroidlerin
gorevleri; biiyime ve gelismeyi diizenlemek, eseysel davranislart ve lireme
dongiilerini kontrol etmektir (20, 25).

Overlerde ¢ok miktarda Ostrojen ve az miktarda da androjen
salgilanmasia karsilik testisler basta testosteron olmak {iizere ¢ok miktarda
androjen ve az miktarda da Ostrojen sentezlerler. Ostrojenler feminizan
androjenler ise maskiilinizan, etki gosterirler. Her ne kadar testis ve overlerin
kars1 cinslerde yiiklendikleri gorevler farkli olsa da her iki cinste androjenler

adrenal bezin korteksinden salgilanir (20, 25).

3.2.4.1. Testosteron

Testisler erkek cinsiyet hormonlarini salgilarlar. Bu hormonlar testosteron,
dihidrotestosteron (DHT) ve androstenedion olarak tanimlanan androjenlerdir. Bu
lic androjen arasinda testosteron nispeten diger androjenlere gore daha fazla
miktarda bulunur. Bu sebeple testosteron en Onemli testis hormonu olarak
gosterilir (18, 26).

Testosteron dogrudan da kullanilabilen bir androjen olmakla birlikte bu
kullanima ek olarak bazi hedef dokular testosteronu DHT ye doniistiirme 6zelligi
de vardir. Bu 6zelliginden dolay1 testosteron, 5-a rediiktaz ve aromataz i¢in bir
substrat gorevi de goriir. Testosteron, 5-o rediiktaz enzimi ile DHT’ye ve
aromataz enzimi ile Ostradiyole doniistiiriilmesini saglar (22). Sonug¢ olarak,
testosteron ve DHT, spermatogenezde, erkek tirogenital sistemin gelisiminde,

kemik artis1 ve kaslarin hipertrofisinde 6nemli rol oynarlar (27).
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3.2.4.2. Ostrojen ve Progesteron

Kadmin plazmasinda belirgin 3 tip 0Ostrojen bulunur. Bunlar, 178
Ostradiyol (E2), ostron (El) ve 0Ostriyol’diir (E3) (18). Bu 0Ostrojenler; korpus
luteumdan, over folikiillerinin graniiloza hiicrelerinden ve plasentadan sekrete
edilirler (25). Bir kadinda gebelik olup olmama durumuna gore Ostrojenin
salgilandig1 yer ve miktar farklilik gosterir. Gebelik yok ise, Ostrojenlerin biiyiik
bir kism1 overlerden, ¢ok az miktar da adrenal korteksten sekrete edilir. Gebelikte
ise, plasentadan da biiylik miktarda dstrojen salgilanir (18).

Ostradiyol, overlerden salgilanan en onemli Ostrojendir. Ostron, esas
olarak periferik dokularda sentezlenirken az miktarda overlerden de sentezlenir.
Ostriyol zayif bir 6strojendir, ostradiyol ve Ostrondan iiretilen oksidatif bir
iriindiir (18). Zayif bir Ostrojen olan Ostriyol’lin gebelik siiresince sekreksyonu
yiiksektir (26, 27).

Progestinler de over cinsiyet hormonlarindandir. Birbirinden farkli ¢
progestin bulunur. Bunlar sirasiyla; progesteron, 7a-hidroksiprogesteron ve 20a-
hidroksiprogesterondur (18). Progesteron progestinlerin en 6énemlisi olarak kabul
edilir. Gebelik haricinde bir kadinda progesteron, menstrual siklusun luteal
fazinda sekrete edilir. Gebe olan bir kadinda ise 3. aydan sonra progesteron
salimimi artar. Bu bilgiler 1s18inda, gebeligin siirdiiriilmesi, mens déneminde
uterusun olgunlasmasi igin progesteronun rolii 6nemlidir (14, 15). Ostrojen;
gonadotropinlerin salgilanmasinda negatif ve pozitif olmak iizere her iki geri
bildirime sahiptir. Yapilan ¢alismalarda strojenin ovulasyondan 36-48 saat dnce
pozitif geri bildirim etkisine sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Glinlimiizde de

Ostrojenin bu 6zelligi iyi bilinmektedir. Ovulasyon; Gstrojenin artigiyla birlikte 6n
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hipofiz bezinden LH ve LH ‘ya gbére daha az miktarda FSH salgilanmasiyla
olusur. (14, 20).

Portal dolasim igerisindeki stabil ve orta seviyedeki ostrojen LH, FSH
salgilariin  her ikisinde negatif geri bildirim etkisi yapar. Tek basimna
progesteronun inhibe edici etkisi oldukga diisiiktiir. Ancak, 6strojenin inhibe edici
etkisi progesteron varliginda ¢ok daha fazladir. Bu durum karsisinda geri bildirim
mekanizmasi Ozellikle 6n hipofiz bezini etkilerken az miktarda da olsa
hipotalamusun da inhibisyona neden olmaktadir. Sonug olarak bu dongii sirasinda,
GnRH salgisinda ve dolayisiyla LH ve FSH saliniminda nispeten azalma s6z

konusu olur (18, 20).

3.2.4.3. inhibin ve Aktivin

Progesterona ve Ostrojene ek olarak inhibinin de geri bildirime etkisinin
oldugu bilinir (14). inhibin hem erkek de hem de kadinda salgilanan bir
polipeptittir. Inhibin testislerde sertoli hiicrelerinde; overde ise korpus luteumun
graniiloza hiicrelerinden salgilanmaktadir (18, 20). Inhibin salgisindaki artigin
Ostrojen/androjen  artisiyla ilgili  oldugu Sekil 1’den de rahatlikla
goriilebilmektedir. Inhibin’nin LH’daki etkisi ¢ok daha az olmakla beraber
FSH’nin inhibisyonu esas olarak inhibin B hormonuyla saglandigi bilinir (14).
LH’nin inhibisyonu testosteron ile saglanirken testosteronun FSH’ya etkisi
oldukca zayiftir (15).

Aktivin, granuloza ve sertoli hiicrelerinden salinir (14). Alfa ve beta

olmak iizere iki alt grubu vardir. Aktivin prolaktin ve biiylime hormonunun
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salgilanmasini engeller (28). GnRH reseptor olusumunda ve FSH sekresyonunda

artisa neden oldugu tespit edilmistir (14).

3.3. Disi Farelerde Ostrus Siklusu

Laboratuvar fareleri, dogumdan sonra 2-3 ay igerisinde cinsel olgunluga
ulasirlar. Seksiiel sikluslar1 ise 4-5 giinde tamamlanir. Disi fareler, yil boyunca
poliostriktir. Erkek bulunmayan veya gruplar halinde yasayan disi fareler andstrus
gosterme egilimine girebilirler. Bu durum, feromonlarla engellenebilir. Farelerde
reprodiiktif feromonlar, gonadlar ve idrar gibi ekstraktlarca sekrete edilebilir.
Erkek farelerin idrarlar iki feromonal etkiye sahiptir. ilk feromonal etki (Bruce
efekt), prolaktin sekresyonunun inhibisyonuna bagli olarak gebeligin bloke
edilmesidir. ikinci feromonal etki ise (Whitten efekt) gonadotropinlerin
saliverilmesine bagli olarak farelerde Ostrus siklusunun uyarilmasi ve

senkronizasyonudur (29).

3.4. Kisspeptin ve GPR54 Reseptorii

Kisspeptin, 2001 yilinda kiss-1 geni tarafindan kodlanan G-protein bagl
reseptor 54 (GPR54) i¢in yiiksek afiniteli bir RF-amid (Arg-Phe-NH;) peptid
ligand1 olarak adlandirilmistir (30). Kisspeptin — kisspeptin reseptor sinyallesmesi
memelilerde lireme icin kilit 6neme sahiptir. Kisspeptin, ortak bir prekiirsor
proteinden proteolitik boliinme ile olusturulan dort peptit ailesidir (Kisspeptin-54,
-14, -13 ve -10). Biitiin kisspeptinler, GPR54 (31) olarak bilinen kisspeptin
reseptoriine (Kisslr) spesifik olarak baglanarak onu aktive eder (30-32) ve
reseptoriin mutasyonlart hipogonadotropik hipogonadizme neden olur (33, 34).

Kisspeptin, hipotalamustaki GnRH ndronlarinda kisslr  yoluyla GnRH
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sekresyonunu uyarir. GnRH salgilanmasiyla kisspeptin HHG aksin aktivitesini
kontrol eder ve sonu¢ olarak, puberte baslangici, Ostrus dongiisi ve
spermatogenezis de dahil olmak iizere {ireme sistemi fonksiyonunu bir¢ok yonden
diizenler (35-37).

Memelilerde HHG aks da GnRH’nin pulsatil salinimi, fetal donemde veya
neonatal donemin baglarinda olusur daha sonra puberde donemine kadar
baskilanir. GnRH sekrete eden néronlarin yeniden aktive olmasi pubertal donemi
baglatan kilit olaydir (38). GPR54 reseptorii ilk kez 1999 yilinda siganlarda
kesfedilmistir. ~ Galanin benzeri peptitin reseptriine giicli bir afiniteyle
baglandig1 bilinmekle birlikte, bu reseptér Galanin reseptorii ile %45 oraninda
benzerlik gosterdiginden GPR54 reseptoriiniin galanin ailesinden oldugu kabul
edilir (39).

Ostrojen dongiisii boyunca, GnRH salgis1 gonadal steroidler tarafindan
tonik negatif feedback mekanizmanin kontrolii altindadir. Bununla birlikte,
diostrustan baslayarak proostrus ortasina kadar artarak devam eden ostradiol (E),
beyinde, negatiften pozitif feedback mekanizmaya bir gecis baslatmak {izere
hareket eder ve preovulator GnRH/LH dalgalanmasini olusturur (40).

G-protein bagl reseptor-54, beyinde 6zellikle hipotalamusta, preoptik alan
(POA), hipokampiis, orta beyin, amigdala ve medulla, limbik sistem ve bazal
gangliyonlarda yiiksek oranda eksprese edilirken (30, 39, 41) periferde; plesanta,
hipofiz, pankreas, kalp, kas, bobrek, karaciger, akciger, timiis, bagirsak ve

testislerde eksprese edilir (42).
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3.4.1. Kisspeptinin Sekrete Edildigi Hipotalamik Bolgeler

On beynin ventral kisminda yer alan hipotalamus; enerji homeostazi, s1vi
dengesi, stres, biiylime, iireme davranisi, duygu ve sirkadiyen ritimlerinin
diizenlenmesinde onemli rol oynar (43). Hipotalamusta, paraventrikiiler niikleus
(PVN), dorsomedial niikleus (DMN), arkuat niikleus (ARC), ventromedial
niikleus (VMN), gibi anatomik ve fizyolojik o6zellikleri ¢ok iyi bilinen birkag
onemli bolge bulunmaktadir (44). Bu niikleuslar, besin alimi ve istahin
diizenlenmesi, aclik-tokluk durumlari, stres, viicudun enerji metabolizmasi ve
viicut agirliginin homeostatik diizenlenmesinde 6nemli rolleri vardir (44).

Kisspeptin sentezleyen hiicre popiilasyonlarinin néroanatomik dagilima,
memeli tiirleri arasinda korunmaktadir. Kisspeptin eksprese eden ndronlar, liglincli
ventrikiiliin rostral periventrikiiler bolgesi (RP3V) ve ARC olmak iizere beyinde
baglica iki ayri hipotalamik boélgede yerlesim gostermektedir (40, 45, 46).
ARC’deki kisspeptin eksresyonu, fare (46-48), sican (49), hamster (50) ve insan
(51) gibi farkli tiirlerde de gosterilmistir. Bu niikleusta kisspeptin, norokinin B
(NkB), endojen opioid peptid dinorfin A (Dyn) ve diger sinyal molekiilleriyle
birlikte eksprese edilir. Bu ndronlar, kenedy ndronlar1 (KNDy) olarak tanimlanir
ve pulsatil GnRH norosekresyonunun kritik aracilari olarak islev gosterirler (52,
53).

Ikinci biiyiik kisspeptin-pozitif hiicre popiilasyonu, fare (46, 48, 54), sican
(45, 49), hamster (50) ve insanlarda (51) RP3V’de lokalizedir. (RP3V, anterior
ventral periventrikiiler bolge (AVPV) ve periventrikiiler niikleusu (PeN) igerir).

Bu iki hipotalamik bolge testosteron ve Ostradiol ile hem biiyiime doneminde hem
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de yetiskinlikte farkl1 sekilde diizenlenir (47, 54). Ostrojen RP3V'de kisspeptin
ekspresyonunu artirirken, ARC'de kisspeptin ekspresyonunu azaltir (55).

Bu iki ana kisspeptin hiicre popiilasyonun yani sira Kiss] mRNA ve/veya
kisspeptin immiinoreaktif néronlar1 beyin sapinda (56), medial amigdala (46, 49),
DMN ve PVN bildirilmistir (48, 56, 57). Kisspeptin immiinoreaktif lifleri de
DMN, ARC ve PVN'de bulunur ve preoptik bolgelere projeksiyon gonderir (56,
58). In situ hibridizasyon yontemiyle, GPR54'tin medial preoptik alanda (MPOA),

DMN, ARC ve lateral hipotalamik bolgede sentezlendigi gosterilmistir (58-60).

3.4.1.1. Arkuat Niikleus

Arkuat niikleus, tigiincli ventrikiilin her iki tarafinda hipotalamusun
tabaninda yer alir. Memelilerde hiicre govdesi, optik kiazmanin posteriorunda
rostro-kaudala kadar uzanir. Bu niikleus hem aneroksijenik hem de oreksijenik
noronlarin eksprese edildigi yerdir (61). Enerji dengesinin modiile edilmesinde
hipotalamik entegrasyonuyla iliskili bolgeler arasinda yer alir. Noropeptit Y
(NPY), dinorfin, B-endofin, Galanin- Aminobiitirik Asit (GABA), glutamat gibi
istah arttiran noronlar1 ihtiva eder. Agouti iliskili peptit (AgRP), ARC’de NPY
MRNA ile birlikte eksprese edilir (62).

Morfolojik ¢alismalar, ARC'de NPY ve GABA'nin birlikte sekrete
edildigini kanitlamistir (63-65). Mevcut calismalar, anoreksijenik etkiye sahip
Kokain Amfetamin Transkript’in (CART) ARC’den sekrete edildigini
gostermektedir (66).

Arkuat niikleusta kan beyin bariyeri bulunmaz. Hipotalamustaki yerlesimi,

leptin ve insiilin gibi peptitlerle birlikte beyin-omurilik sivisi araciligiyla da
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adrenal ve gonadal streoidlerle dogrudan iletisim halinde olacak sekildedir. Bu,

sebeple ARC’nin yerlesimi anatomik olarak stratejik bir 6neme sahiptir (67).

3.4.1.2. Paraventrikiiler Niikleus

Paraventrikiiler niikleus, t¢iincii ventrikiile bitisik diensefalonun
ventralinde yer alir. Heterojen parvokiiler noronlar, magnoseliiler néronlar ve
uzun aksonlu noronlardan olusur (68). Parvokiiler néronlar, median eminense
akson gondererek hipotalamus-hipozifeyal-troid aks ve hipotalamus-hipozifel-
adrenal akstan sirayla Tiroid Stimiilan Hormonun (TSH) ve Kortikosteroid
Stimiilan hormonun (CSH) portal dolasima gegmesine yol agar (68).

PVN'deki kortikosteroid noronlari, AMP-aktiflestirilmis protein kinazin
aktivasyonu yoluyla yag tizerinde karbonhidrat tercihleri ile iliskilidir (69). PVN
ayrica bazi somatostatin (SST) -pozitif noronlar icerir. Bu ndronlar 6n hipofiz
bezinden biiyiime hormonu ve TSH’nin salgilanmasini 6nler (70).

Magnoseliiler noronlar, esas olarak hipofiz bezinin arka lobunda yer
alirlar. Hipotalamik-noérohipofiziyal sistem (HNS) araciligiyla arjinin vasopressin
(AVP) ve oksitosin (OT) hormonlarinin sekrete edilmesini saglayarak viicudun
stvi dengesini, anne siitlinlin salgilanmasini, uterus kasilmasini ve ejakiilasyon
gibi fizyolojik olaylarin diizenlenmesini saglar (68).

Paraventrikiiler niikleustaki noéronlar beslenme davranisi lizerinde de
etkilidirler. Anoreksijenik 6zellige sahip kortikotropin serbestlestirici hormon,
tirotropin serbestlestirici hormon, oksitosin ve ayni zamanda melanokortin

reseptor 3/4R ve ¢gesitli NPY reseptorlerini eksprese eder (71-73).
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3.4.1.3. Dorsomedial Niikleus

Dorsomedial niikleus, ¢esitli néronal aglar1 i¢inde barmdirdigindan,
merkezi sinir sisteminde dnemli bir yere sahiptir (74). Intra ve ekstra hipotalamik
baglantilara sahip oldugundan, 6zellikle néroendokrin ve otonomik homeostazda
(viicut 1s1s1, uyarilma, lokomotor aktivite, sirkadiyen ritim gibi fonksiyonlarla)
viicudun temel fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde katki saglar (75). DMN,
anoreksijenik ve oreksijenik noronlarin merkezi olup, tiim gastrik vagal afferent
lifleri, kolesistokinin ve beslenmenin kontroliinde 6nemli bir yere sahip olan
leptin reseptorlerini igermektedir. Bu sebeple DMN, beslenme davranisinin
diizlenmesinde 6nemli bir role sahiptir (74, 76-78).

Hipoglisemiye duyarli glikojenik ndronlar hipotalamusun bir¢ok
bolgesinde yer aldigir gibi DMN’de de bulunmaktadir. Bu sebeple DMN néronal
baglantilarla visseral ve somatik yanitlarla viicudun glikoz homeostazinin

korunmasinda da rol alir (79).

3.4.1.4. Ventromedial Niikleus

Ventromedial niikleus, median eminens lizerinde yer alan eliptik bir sekle
sahip bilateral hiicre grubundan olusur (80). Viicut agirligimi ve enerji
homeostazin1 diizenleyen ilk hipotalamik alandir (81). Viicudun “Tokluk
merkezi” olarak tanimlanir. VMN’de kimyasal lezyon olusturulmus ¢alismalarda
enerji tilketiminin arttig1 ifade edilmistir (82). Bu bdlgede leptin reseptorii yogun
olarak bulunurken ayni zaman da melanokortin 4 reseptér (MCR4) de eksprese
edilmektedir. Steroidojenik faktdr 1 ve hipofizer adenilat siklaz aktive edici peptit

(PACAP) igeren noronlar da bu bolgede yer alir (83, 84).
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Stereoidojenik faktér 1; VMN’de leptin reseptoriinii eksprese eder ve
enerji tiikketimini diizenler (85). PACAP ise, POMC néronlarinin aktivasyonunu
saglar, ARC’de Proopiyomelanokortin (POMC) mRNA ekspresyon seviyesinin

artmasina katkida bulunur (86).

3.5. Kisspeptinin Etkileri

3.5.1. Kisspeptin ve Koku

Koku uyaricilari, gesitli duysal (duygu durumu) durumun ve bununla
birlikte sosyal davranislarin olusumunu baslatir (87). Kemirgenlerde yapilan
calismalarda, koku alma sisteminin merkezi olan amigdalada kisspeptinin rolii
tanimlanmis ve koku reseptdrlerinin kisspeptin noronlariyla iliskili oldugu
gbzlemlenmistir (88). Ayrica, floresan immiinokimyasal ¢caligmalarda, amigdalada
yer alan kisspeptin noéronlarinin sosyal davramis Tlzerinde etkili olan
vazopressinerjik ve dopaminerjik noronlarla da yakin iligkili oldugu da ortaya
konulmustur (89, 90).

Kisspeptinin, mitral hiicrelerin yarisin1 inhibe ettigi bilinmesine ragmen
koku almada o©nemli olan graniil hiicreleriyle etkilesimi tam olarak
bilinmemektedir (88). Ostrus siklusunda, kokunun amigdalada kisspeptin
ekspresyonunu etkileyebilecegi diistiniilse de, bu etkinin ispatlanmasi igin daha
cok calisamaya gereksinim duyulmaktadir (91).

Kissl reseptorii nakavt erkek farelerle yapilan bir c¢alismada, olfaktor
tireme davranisinda Kisspeptinin rolii ortaya konulmustur (92). Bu calismada,
erkek hayvanlarin zamanlarinin %70'inden fazlasin1 disi farelerin yaninda

gecirerek arastirmaci davranis (koklama gibi) gosterdikleri gortilmiistiir. Ancak
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testosteron replasmani yapilmis Kisslr nakavt erkek farelerin (gizli bir kurabiye
testiyle dogrulanan normal koku alma islevine ragmen) tercihli bir sekilde disileri
arastirmadigi belirlenmistir (92).

Bu bulgular, disi ve erkelerde kisspeptin reseptoriiniin kokunun iireme
davranigindaki rolii i¢in Onemli bir gosterge saglamistir. Sonug¢ olarak,
posterodorsal medial amigdalada yer alan kisspeptin néronlarinin, erkek farelerin
Ostrus fazindaki disileri bulmak i¢in gecirdigi zamani arttirdigi ifade edilmistir
(93). Bununla birlikte, cinsel olgunluga erismemis farelerle sosyallesmek igin
harcanan siirenin uzamasina neden oldugu ve bu nedenle amigdalada kisspeptin
sinyallesmesinin sadece karsi cins tercihini degil ayn1 zamanda cinsel olgunluga
erismemis farelerde koku tercihini de degistirebilecegi One siiriilmiistiir. Bu
calismadaki etkilerin, kisspeptin salgilamasiyla m1 yoksa kisspeptin néronlarindan
saliman diger norotransmitterlerle mi iliskili oldugu ise heniiz belirlenememistir
(91).

Kars1 cinsin iiriner kokularimin kullanildigr calismalarda, erkek ve disi
kemirgenlerde kisspeptinin koku-iireme yolaginda onemli oldugunu gosteren
calismalar vardir.

Ornegin, ostrust fazindaki disinin idrarma maruz kalan erkek farelerin,
erkek idrarina veya kontrol suyuna maruz kalan erkeklere kiyasla, RP3V’de
kisspeptin noronlarinda Fos ekspresyonunu belirgin sekilde arttirdigi ifade
edilmistir. Bununla birlikte, erkek idrarina maruz kalan wild tip disilerin Ostrus
fazindaki disi veya kontrol suyuna maruz kalan disilere kiyasla RP3V’de
kisspeptin néronlarindaki Fos ekspresyonlarindaki artisin daha fazla oldugu

belirtilmistir (94, 95).
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Yapilan bir diger ¢alismada ise, daha once erkek kokusuna maruz kalan
kafeslerde yasayan overektomi yapilmis disi sicanlarin AVPV’de ve limbik
(Arkuat  niikleus  hari¢)  bolgelerde  kisspeptin  noéronlarindaki  Fos
ekspresyonlarinda artis oldugu ifade edilirken; ayni zamanda ovorektomili disi
siganlarin, temiz veya disi kafeslerine maruz kalan disi sicanlara kiyasla LH
diizeylerindeki artisin daha fazla oldugu ifade edilmistir (95).

Sonug olarak, mevcut ¢alismalarla erkek ve disi kemirgenlerde kokunun HHG aks

ile kisspeptin noronlarini etkiledigi ifade edilmektedir (91).

3.5.2. Kisspeptin ve Korku

Korku, iireme performansini olumsuz yonde etkileyebilen, tiirlere yonelik
tehditlere karst korunma yoniinde ileriye doniik davranislari etkileyebilecek
onemli bir duygudur. Zebra baliginda (96) yapilan calismada, korku uyaranlarinin
Kiss1 ve serotonin ile ilgili gen transkripsiyonunu (petl ve slc6a4a) 6nemli dlgiide
azalttigi; intrakraniyal kisspeptin uygulamasinin ise, korku uyaranlarina karsi
uyarici faktorleri inhibe ettigi ifade edilmektedir (96). Daha sonraki ¢alismalarda,
serotonin reseptorlerinin (5-HT1a ve 5-HT;) farmakolojik blokajinin kisspeptinin
anksiyolitik etkisini kaldirdigin1 ve kisspeptinin buradaki serotonerjik sistemi
oncelikle glutamaterjik norotransmisyon yoluyla modiile ettigi ifade edilmistir
(97, 98). Ayrica, Kiss1 noronlarinin selektif olarak etkisiz hale getirilmesine bagli
olarak habenula ve raphe ¢ekirdeklerinde Kissl’in immiinoreaktivitesinde Fos
ekspresyonunun azaldig1 gosterilmistir (96).

Kisspeptinin korku {izerindeki rolii, diger tiirlerde heniiz arastirilmamis

olmasina ragmen, zebra baliginda yapilan bu calismalarla, kisspeptinin,
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serotonerjik yollar araciligiyla korkma eylemlerini hafifletebildigini, iireme ve
diger canli tiirlerine karst savunma mekanizmasinda da olumlu sonuglar

dogurdugu ortaya konulmustur (91).

3.5.3. Kisspeptin ve Duygu (Ruhsal Durum)Durumu

Hipotalamus-hipofizeyal-adrenal aks, anksiyeteye cevaben
adrenokortikotropin hormonu ve kortikosteroid salimimin1 diizenler. Fakat
anksiyetenin, insanlarda ve kemirgenlerde periferal dokularda kisspeptin {izerindeki
etkisi heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte stresin, plazma kortikosteroid
seviyesini ve hipotalamustaki kisspeptin sinyallerinde azalmaya sebep oldugu
bilinmektedir (99-101). Bu durum stres, anksiyete ve Kkissspeptinin hormonal
durumla da iligkili oldugunu gostermektedir.

Erkek  kemirgenlerde  intraserebroventrikiiler  (i.c.v.)  kisspeptin
enjeksiyonun, bir labirentin agik kollarinda gegirilen zamani azalttigini, bu
sebeple kisspeptinin anksiyeteyi artirdigini ortaya koyan ¢alismanin (102) aksine
erkek kemirgenlerde medial amigdaladaki kisspeptin noronlarinin DREADD
(Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs) aktivasyonunun,
bir labirentin acgik kollarinda gecirilen zamani artirarak anksiyeteyi azalttigini
diisiindiiren calismalar da mevcuttur (93). Farkli tiirlerde yapilan ¢alismalarda,
kisspeptinin anksiyeteyle iliskili verilerinde tiirler aras1 farklilarin da mevcut
oldugu gosterilmistir (96, 103). Bu sebeple, Kisspeptin ve anksiyete arasindaki
iliskiyi net bir sekilde ortaya koymak icin daha fazla ¢alismaya gereksinim

duyulmaktadir.
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Kisspeptinin serotonerjik sistemi modiile etmesinden dolay1 kisspeptin ve
ruhsal durum arasindaki iliski de incelenmistir. Kemirgenler iizerinde yapilan bir
caligmada, kisspeptin i.c.v. uygulanmis ve hayvanlara zorunlu yilizme testi
uygulanarak depresif (tirmanma, yiizme, hareketsiz kalma) hareketlerin olup
olmadig1 gozlemlenmistir.

Calisma sonucunda, kisspeptin dozuna bagli olarak depresif hareketlerin
azaldig1 sonucuna varilmistir (104).

Insanlarda, prefrontal kortekste kisspeptin eksprese eden mRNA
reseptoriiniin oldugu bilinmektedir (30). Prefrontal korteks korku, stres gibi
negatif durumlar1 azaltmada aktif olan beyin bélgesidir (105). Saglikli geng
erkeklerde periferik kisspeptin uygulamasinin negatif olarak uyarilmis gorsel
uyaranlara (araba kazasi, dlecek olan hastanin son an1 gibi) yanit olarak prefrontal
aktiviteyi fonksiyonel manyetik rezonans goriintiileme (fMRI) ile belirlendigi
sekilde arttirdigi ifade edilmektedir (100). Ayrica, periferik kisspeptin
uygulamasmin kemirgenlerde de yapilan calismaya paralel olarak saglikli
erkeklerde psikometrik testlere bagli olarak olumsuz ruh halini azaltti1 ¢calismalar
da bulunmaktadir (104).

Farkli tiirlerde (insan, kemirgen) yapilan g¢alismalara bagli olarak elde
edilen bu veriler, klinik etkilere sahip olabilecek antidepresan benzeri etkilerle

duygu durum ve kaygi modiilasyonunda kisspeptinin 6nemini ortaya koymaktadir.

3.5.4. Kisspeptin ve Isitme

Uremede etkili olan bir diger uyaran isitmedir. Son zamanlarda yapilan bir

calismada, erkek farelerin disiyi uyarmak icin ultrasonik bir ses ¢ikardigi ve bu
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sesin bir sonraki cinsel birlesmeye de yol actigi gosterilmistir. Ayni zamanda
ultrasonik sesin varliginin yokluguna kiyasla disilerde yavru sayisini arttirdigi da
ifade edilmistir (106).

Disilerde, pCREB (phosphorylation of Cyclic AMP Response Element
Binding) yontemiyle erkegin ¢ikardigi ultrasonik seslerin ARC’de (AVPV’de
degil) kisspeptinin noronal aktivitesini arttirdigi belirlenmistir (106). Bu bilgiler
1s51¢inda, dorsal kohlea niikleusta da kisspeptin ekspresyonunun varliginin

isitmeye bagli olarak kisspeptinin tiremede etkin oldugu gésterilmistir (107).

3.5.5. Kisspeptinin Ogrenme ve Hafiza Uzerindeki Etkileri

G-protein bagli reseptor-54, Ogrenme ve hafiza ile ilgili beyin
bolgelerinden eksprese edilir. Bu bolgeler; Hipokampiisiin dentat gyrusu ve
Amigdala’nin korteks ve medial ¢ekirdegi’dir (108).

Kisspetin/G-protein bagl reseptor-54 sisteminin biligsel etkisi tam olarak
bilinmemektedir. Telegdy ve arkadaslariin (109) yaptig1 c¢alismada kisspeptin-
13’1in farelerde i.c.v. enjeksiyonu ile 6grenme ve hafizadaki etkisi arastirilmistir.
Arastirmada yeni objeleri tanima ve objelerin yerlerini hatirlama testleri
uygulanmistir. Ayrica in vitro caligmada Kisspeptin’in Amyloid-f (AP) peptitin
norotoksik etkilerini dnledigi rapor edilmistir (109). AP, senil plaklari olusturur ve
hiicre dis1 sivida senil plaklarin birikmesi Alzheimer hastaliginin olusumuna
neden olur. Alzheimer, bozulmus bellek ve bozulmus biligsel fonksiyonlar ile
karakterize norodejeneratif bozukluktur (110).

Yapilan c¢alisma ayni zamanda kisspeptin-13°tin Apj.42 ile karakterize

bellek bozukluklarinin iyilestirip iyilestiremeyecegi de arastirilmistir. Sonug
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olarak, hipokampiise enjekte edilen kisspeptin-13’iin unutkanligi engelledigi ayni
zamanda hafizay1 da gii¢lendirdigi rapor edilmistir. Kisspeptin-13’iin Alzehimer
gibi Api.42 karakterize hastaliklarda 6nemli Slgiide iyilesmelere yol actigi ifade

edilmistir (111).

3.5.6. Kisspeptin ve Insiilin Sekresyonu

Insan ve farelerde yapilan bir ¢alismada kisspeptin-54’iin insiilin sekrete
etttigi bulunurken (112), baska bir ¢alismada Kisspeptin-13’iin sicanlarda insiilin
sekresyonunu azalttig1 ifade edilmistir (113). Ayn1 zamanda Kisspeptin-13’iin
beta (B) hiicresi iizerinden farkli yolaklarda da insiilini inhibe ettigi
gbzlemlenmistir (113). Kisspeptin seviyelerinin plazmada aclik insiilin seviyeleri

ile negatif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (114).

3.5.7. Kisspeptin ve Enerji Dengesinin Kontrolii

Metabolik sinyallerin iireme aksma aktarilmasinda kisspeptinin roliinii
gosteren calismalarin yanisira, kisspeptinin enerji dengesinin diizenleyicisi olarak
islev gordiigiinii gosteren c¢alismalar da bulunmaktadir (115). Kisspeptin
reseptorii, beynin pek ¢ok yerinden sekrete edildigi gibi pankreas, adipoz doku
gibi matabolik dokulardan da sekrete edilmektedir. Bu sebeple, kisspeptinin
tiremenin kontroliiniin disinda baska fonksiyonlar1 da bulunur fakat bununla ilgili
yeterli ¢alisma heniiz yoktur (116).

Kisspeptin noéronlart 6nemli homeostatik bilgilerin GnRH nd6ronlarina
iletilmesinden sorumlu santral bir yol olarak kabul edilmektedir. Bu yolun enerji
dengesi ve iireme islevi arasindaki kurulmus bir baglantiya aracilik etmesi

muhtemeldir. Bu nedenle, ciddi sekilde degisen enerji dengesi durumlarinda
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(negatif veya pozitif), ARC’deki kissl ekspresyonunda oldugu gibi liremede de
problemler yasanabilir. ARC’de kisspeptin néronlarinin leptin, grelin, POMC ve
NPY dahil olmak iizere bir dizi metabolik diizenleyicileri bulunmaktadir (117).
Ayrica, GnRH noéronlardaki ekspresyonunun yani sira, Kisslr’nin beynin diger
bolgelerinde ve periferde ekspresyonunun olmasi kisspeptinin lireme disinda
alternatif rolleri oldugunu gostermektedir. Kisspeptinin ARC’de anoreksijenik
POMC noéronlarimi direk olarak uyardigi, oreksijenik NPY noronlarini ise indirek
olarak inhibe ettigi gosterilmistir (117). Bu nedenle, kisspeptinin enerji dengesini
diizenlemede dogrudan bir rolii olabilir. Kiss1 nakavt ve wild tip farelerin viicut
agirliginda bir farklhilik bulunmasa da, veriler kisspeptinin besin alimi ve glikoz
homeostazinda rol oynayabilecegini gostermektedir (117). Bu nedenle, tiremenin
diizenlenmesine ve enerji dengesinin iireme fonksiyonu iizerindeki etkisine
aracilik etmenin yam sira, kisspeptin sinyallesmesi metabolizmanin dogrudan bir
diizenleyicisi olabilir. Diizenli araliklarla santral olarak uygulanan kisspeptinin,
besin alim siiresini arttirdig1 ve farelerde gece besin alimini azalttigi gosterilmistir
(118).

Koyunlarda yapilan bagka bir calismada da santrale uygulanan kisspeptinin
POMC’yi inhibe ettigi ve ARC' de NPY mRNA ekspresyonunu arttirdigi
bildirilmistir (119). Fakat bu c¢alismalarin aksini ifade eden ¢alismalarda
mevcuttur (120). Bu sebeple kisspeptinin POMC/CART ve/veya NPY/AgRP
sistemlerini diizenlemedeki kesin rolii heniiz net degildir. Arkuat niikleusta
kisspeptin noronlarinin, overektomili (OVX) sicanlarda viicut agirligi tizerindeki

bilinen etkilerini 6nledigini géstermistir (121).
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Ureme konusundaki rollerinin yami sira E2'nin beyinde ERo yoluyla
hareket ettigi, besin alimim1 azaltarak ve enerji tiiketimini artirarak viicut
kompozisyonunu degistirdigi bilinmektedir. Bu nedenle, ARC’deki kisspeptin

noronlarin, OVX’li si¢anlarda oreksijenik etki gosterdigi sdylenebilir (116).
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4. GEREC ve YONTEM

Calisma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 13.12.2017
tarih ve 235562 Sayil1 karar ile etik yonden uygun bulunarak Firat Universitesi
Deneysel Arastrma Merkezi (FUDAM) ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapilmistir. Calisma biitgesinin
tamami Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’nin

(FUBAP) TF.18.11 proje no’lu karar1 geregince karsilanmigtir.

4.1. Deney Hayvanlar ve Beslenmeleri

Calismada 21 adet ortalama agirlig1 35-40 gram olan erigskin Balb/c cinsi
disi fare kullanilmistir. Deneysel calismalar FUDAM’da gerceklestirilmistir.

Fareler, FUDAM’da; sicaklign (22-25°C) ve bagil nemi sabit tutulan (%
40-55), havalandirilan ve 12 saat aydinlik/karanlik dongiisii uygulanan odalarda
barindirilmiglardir. Fotoperiyot degisimi sabah 07.00’de aydinlik faz olacak
sekilde otomatik zaman ayarlayici ile yapilmistir. Tiim gruplarda yer alan fareler
standart fare kafeslerinde olarak barindirilmislardir. Fareler, Korkutelim Yem
Gida San. Tic. AS. (Korkuteli/ANTAYA) pelet halindeki 6zel fare yemleriyle
beslenmislerdir. Hayvanlarin su gereksinimi ise; kafeslerde 6zel boliimlere
yerlestirilen, u¢ kisimlarinda damlalik bulunan 6zel siselerdeki ¢esme suyu ile

saglanmstir.
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4.2. Ostrus Siklusunun Belirlenmesi

Ostrus siklusunun fazlari, davranigsal degisiklerle ya da vajinal sitolojik
degerlendirmelerle belirlenir. Vajinal sitolojik degerlendirme (vajinal smear);
ostrus siklusunun belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan, hizli ve pratik bir yol
olarak kabul edilir (122).

Hiicre popiilasyonunun, 24 saatlik siire boyunca degisimi vajinal mukoza,
uterus ve yumurtaliklarin durumu ile iligkili oldugu gibi 6strus siklusu boyunca
yumurta follikiilleri tarafindan sekrete edilen progesteron ve Ostradiol
seviyelerinin degisiminden de kaynaklanir. Fazin dogru bir sekilde tanimlamasi
icin giiniin belirli zamanlarinda vajinal smear ile siklus takip edilir (123, 124).
Ostrus déngiisiiniin her bir faz1 vajinal smear ile belirlenen iig tip hiicrenin oranina
baghdir. Bu hiicre tipleri; 16kosit hiicre, epitel hiicre ve kornifiye hiicrelerdir
(125). (Sekil 3). Histolojik degerlendirmede bu asamalar; mevcut hiicrelerin
varligl, yoklugu, orantisi, hiicre yogunlugu ve hiicrelerin slayt {iizerinde

diizenlenmesi ile tanimlanir (120).

Sekil 3. Smear Ornekleri: (A) cekirdekli epitel hiicreler, (B) Iokosit hiicreler, (C)

kornifiye epitel hiicreler gosterilmistir (126).
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4.2.1. Disi Farelerde Ostrus Siklusunun Fazlar

Disi farelerde lireme siklusu; prodstrus, Ostrus, metadstrus ve didstrus
olmak iizere dort asamadan olusur. Ovulasyon siireci, prodstrus ile baglar dstrus

evresinin bitmesiyle sona erer (127).

4.2.1.1. Metaostrus

Metaostrus, didstrusun ilk giintiniin (didstrus 1) ilk doneminde bir gegis
periyodu olarak tanimlanir ve 21 saat siirer (123, 128). Metadstrus, birkag hiicre
tipinin bulundugu bir dénemdir. Bu dénemde 16kosit hiicreleri baskin olmasina
ragmen c¢ekirdekli epitel hiicreler ve kornifiye hiicreler de bulunur (Sekil 4).

Plazmadaki dstrojen seviyesi diigiiktiir (129).

Sekil 4. Metaosrus fazi, 16kosit hiicre siyah ok ile; kornifiye epitel hiicre kirmiz1 ok ile

gosterilmistir (126).
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4.2.1.2. Diostrus

Ostrus siklusunun en uzun dénemi olup, 57 saatten fazla siirer (128).
Didstrus, agirlikli olarak 16kosit hiicrelerin hakim oldugu bir dénemdir (Sekil 5).
Bu dénemde Ostrojen seviyesi artmaya baslar. Ostrus, metadstrus ve didstrus

asamalarinda, LH ve FSH'nin plazmadaki seviyeleri diisiiktiir (129).

Sekil 5. Diostrus fazi, ¢ekirdekli epitel hiicre beyaz ok ile, 16kosit hiicre siyah ok ile

kornifiye epitel hiicre kirmiz1 ok ile gosterilmistir (126).
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4.2.1.3. Proostrus

Disi farelerde prodstrus fazi yaklasik 12 saat siirer (128). Standart 4
giinlik bir dongiide, prodstrus, genellikle mikroskop altinda graniiler bir
goriinime sahip olan yuvarlak, c¢ekirdekli epitelyal hiicrelerin varligiyla
tanimlanir (Sekil 6). Hiicreler kiimelesmis veya ayrilmis sekilde goriinebilir.
Prodstrus fazi ovulasyon oncesi donemdir. Bu doénemde, Ostrojen artar, LH ve

FSH sekrete edilir (129).

Sekil 6. Proostrus fazi; ¢ekirdekli epitelyal hiicreler beyaz ok ile gosterilmistir (126).
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4.2.1.4. Ostrus

Ostrus fazi, 9 ila 15 saat siirer (128). Disi farelerin cinsel arzularinin en
yiiksek oldugu donemdir. Bu donem, belirgin bir sekilde kornifiye epitel
hiicrelerle karakterizedir (Sekil 7). Kornifiye hiicreler, 4 giinliik siklus i¢in bir
giin; 5 giinliik bir siklus i¢in ardasik iki giin mevcut olabilir. Cekirdekli hiicreler
yoktur. Sitoplazma graniillerdir ve diizensiz bir sekle sahiptir. Ostrojen giiniin

belli doneminde (sabah) artar daha sonra bazal seviyeye (6glen) geri doner (129).

Sekil 7. Ostrus fazi; kornifiye epitel hiicre goriintiisii kirmizi ok ile gdsterilmistir (126).

36



4.3.Vajinal Smear Uygulamasi

Bir pastor pipetine veya damlalhiga yaklasik 0,2 ml serum fizyolojik
cekildi. Smear yapilacak hayvanin karni yukar1 bakacak sekilde sikica tutularak
pipet ucu vajinaya yerlestirilirdi ve serum fizyolojik igeri puskiirtiildii. Pipetin ucu
disar1 ¢ikarilmadan, vajinaya piiskiirtiilen siv1, tekrar pipetin i¢ine ¢ekildi. Pipetle
alinan sivi temiz bir lamin iizerine alindi. Alinan sivi, 151k mikroskobunda 10x
bliylitmeyle incelenerek epitel hiicre, kornifiye hiicre ve 16kosit hiicre varligi ve

oranina bagli olarak siklus donemleri tespit edildi.

4.4. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Disi farelerin vajinal a¢ikliginin belirlendigi giinden itibaren baslanarak

15 giin stire ile (ortalama 3 Gstrus dongiisii olacak sekilde) her giin 08:00-12:00
saatleri arasinda vajinal smear yontemiyle sikluslar1 takip edilip, siklus
donemlerinde periyodik olarak diizenlilik gosteren fareler her grupta 7 hayvan
olacak sekilde asagida gosterilen gruplar seklinde ayrildi:
Grup I: Dibstrus (n=7)
Grup II: Prodstrus (n=7)
Grup III: Ostrus (n=7)

Metadstrus grubu, didstrusun ilk giinliniin (didstrus 1) ilk déneminde bir

gecis periyodu olarak tanimlandigi i¢in ¢alisma grubuna dahil edilmemistir.
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4.5. Boyama Basamaklar

4.5.1. Beyin Kesitlerinin Alinmasi

Her ii¢ gruptaki fareler belirlenen cinsel donemlerde herhangi bir
kimyasal ajan uygulamadan dekapite edildi. Beyin dokular1 hizli bir sekilde
¢ikarilip kuru buzda donduruldu. Dondurulan beyinler kyrostat cihazinda (Leica)
18 mikrometrelik kesitler alindi. Kesitler, fare beyin atlasindan (130)
faydalanilarak ilgili alanlar1 kapsayacak sekilde alindi. Alinan kesitler slidelara

yapistirildi ve slidelar 1sitici tabla lizerinde 40+5 °C’de 30 dk siireyle kurutuldu.

Floresan Boyama

Bu tez calismasinda arastirilan beyin bolgeleri immiinofloresan yontemle

incelenmistir (131).

Beyin kesitleri 30 dk siireyle oda sicakliginda (20-25°C) bekletildi. Oda
sicakliginda bekletilen beyinler -20°C’deki etanoliin igerisinde 15 dk fikse edildi.
3x5 dk shaker iizerinde Fosfat Tampon Soliisyonii (PBS) igerisinde 80 RPM’de
calkalandi. %5 Bovine Serum Albiimin (BSA) (Sigma) ve PBS-T ile hazirlanan
Blocking Soliisyon her beyine 30 mikrolitre (ul) olacak sekilde eklendi ve oda
sicakliginda 1 saat siireyle 80 RPM’de c¢alkalandi. Daha sonra primer antikor
(Proteintech) eklendi +4°C’de bir gece (yaklasik 12-16 saat) 80 RPM’de
calkaland.

Ertesi giin kesitler, 3x5 dk shaker iizerinde PBS’de 80 RPM’de yikandx.
Sekonder antikor (Jakson ImmunoResearch) eklendi ve 1 saat oda sicakliginda 80

RPM’de calkalandi. Sekonder antikordan sonra kesitler 3x5 dk shaker {izerinde
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PBS ile igerisinde yikandi. Cekirdek boyasi (DAPI, Diamidin-2-Fenilindol
Dihidroklorid) eklenip 5 dk siireyle karanlik ortamda bekletildi. Kesitler, 80
RPM’de 5 dk PBS igerisinde calkalandi. Kesitler lam {izerinde karanlikta
kuruduktan sonra Gel/Mount akiskan koruyucu madde ile kaplanarak lamelle
lizeri kapatildi. ZEISS floresan mikroskopta 10X biiyiitmede goriintiiler incelenip

fotograflar: ¢ekildi. Ilgili bélgelerin yogunluk analizi yapildi.

4.6. istatistiksel Analiz

Calisma sonuglan istatistiksel agidan SPSS 23.0 for Windows programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Veriler, Ortalama+Standart hata (Ort=SH)
degerleri ile belirtilmistir. Verilerin degerlendirilmesi ve gruplar arasi farkliliklar
icin normal dagilim gdstermeyen {ic grubun ortalamalar1 arasindaki farkliligin
anlamliligin1 test amaciyla kullanilan One-Way ANOVA’nin non-parametrik
karsilig1 olan Kruskal-Wallis testi kullanilmigtir. Tiim analizlerde, p degerinin

0.05°den az oldugu durumlar anlamli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR

Vajinal smear ile cinsel donemleri belirlenen disi fareler; didstrus,
prodstrus ve Ostrus fazlarinda gruplara ayrilmistir. Belirlenen gruplar arasinda,
hipotalamusun sirayla ARC, PVN, DMN ve VMN’deki kisspeptin yogunluklarina
ait Ort+=SH degerleri tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Dibstrus, prodstrus ve dstrus gruplarinda hipotalamik ¢ekirdeklerdeki kisspeptin
yogunlugunun Ort+=SH degerleri. * p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001 didstrus grubuyla

karsilastirildiginda.

ARC PVN DMN VMN
Gruplar  Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH
Diostrus  155,70+£8,06 279,78+38,64 162,12+8,66 167,67+8,56

Proostrus 194,97+10,19 247,47£25,19 228,87+7,85* 217,95+10,22*

Ostrus 230,83+25,82**  291,00+21,32 271,30+£32,49*** 222.25+26,00*

5.1. Arkuat Niikleus

Arkuat niikleus icin gruplar arasindaki kisspeptin yogunlugunun Ort+SH
degerleri tablo 1°de gosterilmistir. Ostrus grubunda, kisspeptin yogunlugunun,
didstrus grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriilmektedir
(p<0.01). Diostrus ile proostrus gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmamakla birlikte prodstrustaki kisspeptin yogunlugunun fazla oldugu sekil
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8‘de goriilmektedir. Benzer sekilde Ostrus ile prodstrus gruplari arasinda istatiksel
olarak anlamli farklilik yoktur. Fakat Ostrustaki kisspeptin yogunlugunun

prodstrusa gore daha fazla oldugu sekil 8’de goriilmektedir.
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Sekil 8. Arkuat niikleusta; didstrus, prodstrus, Ostrus gruplarindaki kisspeptin yogunlugu

Diostrus grubuyla kiyaslandiginda; ** p<0.01.

41



3V D E F 3V
3V

Sekil 9. Arkuat niikleustaki A Diostrus; B proostrus ve C ostrus gruplarindaki kisspeptin

yogunlugu; D Didstrus; E pro6strus F ostrus dapi ile boyanmis hiicre ¢ekirdekleri.
Biiyiitme A-E; 10X. Kisspeptin immiinoreaktivitesi (Kirmizi floresan, Cy3), dapi: Mavi

Floresan, 3V: Ugiincii Ventrikiil.
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5.2. Paraventrikiiler Niikleus

Gruplar arasindaki kisspeptin yogunlugunun Ort£SH degerleri tablo 1’de
gosterilmistir. PVN’deki kisspeptin yogunlugunda, istatistiksel olarak gruplara
gore anlamlhi bir farklilik bulunmamistir. Kisspeptin yogunlugunun prodstrus
grubunda en diistik oldugu goriiliirken, didstrus ve dstrus gruplarinda, kisspeptin

yogunlugunun birbirine benzer oldugu sekil 10°da goriilmektedir.
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Sekil 10. Paraventrikiiler niikleusta didstrus, prodstrus ve Ostrus gruplarinda kisspeptin

yogunlugu.
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Sekil 11. Paraventrikiiler niikleusta A diostrus; B prodstrus ve C 0strus gruplarinda

kisspeptin yogunlugu. D Didstrus; E proostrus F Ostrus dapi ile boyanmis hiicre
¢ekirdekleri. Biiylitme A-E; 10X. Kisspeptin immiinoreaktivitesi (Kirmizi floresan, Cy3),

dapi: Mavi Floresan, 3V: Ugiincii Ventrikiil.

5.3. Dorsomedial Niikleus

Dorsomedial niikleus, i¢in gruplar arasindaki kisspeptin yogunlugunun

Ort£SH degerleri tablo 1’de gosterilmistir. Ostrus grubunun, didstrus grubuna

gore kisspeptin yogunlugu anlamli derece de arttig1 goriiliirken (p<0.001). Benzer
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sekilde, proostrus grubunun, didstrus grubu gore kisspeptin yogunlugu anlamli
derece de arttigr goriilmektedir (p<0.05). Prodstus ve Ostrus gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig: Sekil 12°de goriilmektedir.
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Sekil 12. Dorsomedial niikleusta distrus, prodstrus ve Ostrus gruplarinda kisspeptin

yogunlugu. Didstrus grubuyla kiyaslandiginda; * p<0.05 ve *** p<0.001.
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A B C

Sekil 13. Dorsomedial niikleusta, A didstrus; B prodstrus ve C 0Ostrus gruplarinda
kisspeptin yogunlugu. D Didstrus; E prodstrus F 0Ostrus dapi ile boyanmis hiicre
cekirdekleri. Biiylitme A-E; 10X. Kisspeptin immiinoreaktivitesi (Kirmizi floresan, Cy3),

dapi: Mavi Floresan, 3V: Ugiincii Ventrikiil.

5.4. Ventromedial Niikleus

Ventromedial niikleus da gruplar arasindaki kisspeptin yogunlugunun
Ort=SH degerleri tablo 1°’de gosterilmistir. Prodstrus grubunda, kisspeptin
yogunlugu didstrus grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir
(p<0.05). Ayn1 sekilde, dstrus grubunun kisspeptin yogunlugu didstrus grubuna
gore statistiksel olarak anlamli derecede arttig1 bulunmustur (p<0.05). Sekil 14°de

gorilmektedir.
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Sekil 14. Ventromedial niikleusta didstrus, prodstrus, Ostrus gruplarinda kisspeptin

yogunlugu. Didstrus grubuyla kiyaslandiginda; * p<0.05.
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Sekil 15. Ventromedial niikleustaki A didstrus; B prodstrus ve C 0strus gruplarinda

kisspeptin yogunlugu. D Didstrus; E proostrus F Ostrus dapi ile boyanmis hiicre
¢ekirdekleri. Biiylitme A-E; 10X. Kisspeptin immiinoreaktivitesi (Kirmizi floresan, Cy3),

dapi: Mavi Floresan, 3V: Ugiincii Ventrikiil.
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6. TARTISMA

Kisspeptin, insan ve kemirgenlerde kromozom 1 iizerinde lokalize olan
kissl geni tarafindan kodlanan peptit bir hormondur (31). Kisspeptin, HHG aksin
onemli bir diizenleyicisi oldugundan, bu sisteminin modiilasyonunun ¢esitli lireme
kosullarinda incelenmesi biiyilkk 6nem tasimaktadir. Yapilan c¢alismada farkhi
Ostrus sikluslarindaki disi farelerde dort onemli beyin bdlgesindeki kisspeptin
ekspresyonlart immiinfloresan yontemle arastirilmistir. Kisspeptinin iireme
aksinin diizenlenmesindeki dnemi g6z oniline alindiginda, beyindeki kisspeptin
noronlarinin yerlesimi ve projeksiyonlarinin acik bir sekilde anlagilmasi biiyiik

Onem tasimaktadir.

6.1. Arkuat Niikleusda Kisspeptin Yogunlugu

Arkuat niikleus bazomedial hipotalamusta yer alan besin alimi ve enerji
tikketimini diizenleyen, kisspeptin ekspresyonunun en fazla goriildiigi 6nemli bir
beyin bolgesidir (132). Arastirmalar ARC’deki kisspeptin ekspresyonunun
GnRH’nin pulsatil salinimi i¢in gerekli oldugunu gdstermektedir ve kisspeptin
antagonistinin ARC’ye uygulamasimin LH puls frekansini diisiirdiigli gézlenmistir
(133). Ayrica, kisspeptin ARC'ye uygulandiginda LH saliniminin uyarildigi
gozlenmistir (134). Yapilan ¢alismalar, ARC'deki kisspeptin néronlarinin GnRH
puls olusumunu saglayan noronal bir pacemaker kaynagi olabilecegini
gostermektedir (46, 135). Bu tez calismasinda immiinfloresan yontemle ARC’de
disi farelerde oOstrus siklusunun farkli donemlerindeki kisspeptin yogunlugu

degerlendirilmistir. Ostrus grubunda, prodstrus ve didstrus gruplarina gére anlaml
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diizeyde daha yiiksek bir yogunluk gézlenmistir. Disi farelerin, prodstrus ve strus
donemlerinde Ostrojenin yiiksek, diostrusta ise diisiik olmasi bu caligmadaki
kisspeptin yogunlugundaki degisimleri agiklamaktadir. Didstrustan baglayarak
prodstrus ve Ostrusa dogru giderek artan Ostrojenin paralel olarak ARC’de
kisspeptin yogunlugunda artisa yol actig1 sdylenebilir. Ayrica kisspeptindeki artig
LH pikinin olusumunu tetikleyerek ovulasyona yol a¢mis olabilir. Bununla
birlikte, kisspeptin reseptdr ekspresyonunda Ostrojen regiilasyonu hakkindaki
bilgiler yeterli degildir.

Adachi ve arkadaslar1 gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) yontemiyle ARC Kisslr seviyesinin Ostrus sirasinda didstrus ve prodstrusa
gore daha diisiik oldugunu ve yiliksek Ostradiyol ile muamele edilmis OVX
sicanlarda, herhangi bir muamele yapilmamis OVX siganlara gore anlamh
derecede diisik oldugunu bildirmistir (136). Bir baska calismada OVX’li
sicanlarin ARC'sinde daha diisiik Kiss1r ekspresyonu gosterilmistir Bu ¢aligmada,
didstrusun birinci gilinline ve proostrus'a odaklanmilmigtir (137). Navarro ve
arkadaslari, sican hipotalamusunda Kisslr ekspresyonunun 6strus siklusuna bagl
oldugunu ve diostrusta Kiss1r en yiiksek diizeyde oldugunu gostermislerdir (138).
Bu calisma; PVN'de prodstrusta en yiiksek Kisslr ekspresyonu gosteren Ozaki ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alismayla uyumlu degildir (137). Ancak Navarro ve
arkadaslar1 c¢alismalarinda Kisslr’yi tiim hipotalamusta degerlendirmislerdir
dolayisiyla bu uyumsuzlugun olast bir nedeni Kisslr eksprese eden diger
hipotalamik bolgeler, 6rnegin, supraoptik ¢ekirdek, premamiller ve supramamiller

cekirdeklerdeki Kiss1r ekspresyonundaki degisiklik kaynakli olabilir.
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Arkuat nukleusta Kkisspeptin nakavt disi si¢anlarda yapilan galismada,
calismanin 100 giinliik periyodu boyunca hayvanlarin daha az sayida ve daha
uzun siklus dongiisti gosterdigi ve LH puls frekansinda da diisme goézlenmistir
(139). Bu veriler ARC-kisspeptin seviyesinin korunmasinin normal pulsatil LH
salinimi1 ve Ostrus dongiisii icin gerekli oldugunu gostermektedir (139). Ostrus
dongiisii boyunca, giiniin farkli zamanlarindaki enjeksiyona ragmen, yiiksek
dozlarda kisspeptin, Ostrus ve didstrus sabahlarinda (diisik LH seviyeleri) ve
ayrica proestrusta 6gleden sonra (yiiksek LH seviyeleri) belirgin LH patlamalarina
yol agmaktadir. Bununla birlikte, bu tez ¢aligmasinda paralel olarak kisspeptine
kars1 maksimal cevaplarin 6strusta meydana geldigi goriilmustiir (140).

Ostrusun baslarinda, intraserebral kisspeptin enjeksiyonu, preovulatuar
pikini andiran biiyiik bir LH pikine yol agabilir. Ayrica endojen santral kisspeptin-
54’lin immiino-nétralizasyonunu prodstrustaki LH artisin1 tamamen Onlemistir
(58).

Wistar 1rki disi siganlarda, ARC de Kiss] mRNA ekspresyonu didstrusun
2. gliniinde en yliksek iken prodstrusta 6gleden sonra en diisiik seviyede oldugu
gozlenmistir. Ayn1 zamanda Kissl mRNA ekspresyonu overektomi ile diizeyi
artarken Ostrojen tedavisi ile azaldigi ifade edilmistir (136). Bu sonug, Kissl
mRNA seviyesinin, sigan Ostrus dongiisii sirasinda prodstrus veya Ostrusta
diostrusa gore daha diisiik oldugunu gosteren Onceki ¢alisma ile tutarlidir (138).
Yapilan bir bagka ¢alismada ARC'deki Kissl noronlarinda, LH piki sirasinda ve
ayni zamanda di0strusta Fos negatif olarak gozlenmistir (40). Spraque Dawley
k1 disi sicanlarda yapilan calismada Kissl'in ARC’deki ekspresyonunun

AVPV'deki ekspresyonunun tam tersi sekilde diizenlendigi gdsterilmektedir.
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ARC'de Kiss] mRNA didstrusun sonuna dogru zirve degere ulasirken, prodstrus
ve Ostrus evrelerinde en disiiktiir (40). Bu calismalarda bizim bulgularimiza zit
sonuclar elde edilmistir. Bunun sebebi calismanin farkli tiirlerde ve farkli
yontemlerle yapilmasi olabilir. Nitekim literatiire bakildiginda kisspeptin
ekspresyonu tiirlere gore de farklilik gostermektedir. Ornegin siganlarda, farelere
kiyasla hiicre govdelerinde daha az peptit depolandiginin gosterilmesi kisspeptin
saliminda her iki tiir arasinda farkli dinamikleri yansitabilir (141). Fareler ve
sicanlar arasindaki diger bir fark DMN’deki kisspeptinerjik hiicre popiilasyonunda
gosterilmistir. Farelerden farkli olarak, proostrustaki sican grubunda hangi antikor
kullanilirsa kullanilsin DMN'de, paraventrikiiler talamik c¢ekirdek ve amigdala
gibi beyin boélgelerinde herhangi bir kisspeptin immiinoreaktif hiicre tespit
edilememistir (141, 142). Bunun gerc¢ek bir tiir farkini yansitip yansitmadigi,
belirli bir fizyolojik diizenleme veya c¢alismalar arasindaki metodolojik
farkliliklarin aragtirilmasi gerekmektedir.

G-protein bagli reseptor-54 mRNA ekspresyonunun AVPV, ARC gibi
hipotalamik  niikleuslarda incelendigi  calismalarda  Ostrus  siklusundan
etkilenmedigi goriilmiistiir. Bu bilgiye dayanarak, disi siganlarda Ostrojenin
GnRH/LH sekresyonundaki pozitif feedback etkisinin kisspeptin ekspresyonuyla
diizenlendigi ancak reseptoriiyle diizenlenmedigi sdylenebilir (58, 136).

Enerji dengesi ile lireme arasinda oldukca agik bir iligki bulunmaktadir ve
obezite dahil olmak iizere enerji dengesindeki bozulmalar siklikla dogurganlikta
bozulmalara neden olmaktadir (143). Metabolizmada harcanan enerji miktarinin
aliman enerji miktarindan daha fazla oldugu negatif enerji dengesinde c¢ogu

durumda, iireme aksi baskilanir. Erkek sicanlarda, gida kisitlamasi, LH, FSH ve
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testosteron diizeylerini, ad libitum beslenen kontrollere kiyasla azaltmistir (144).
Farelerde yapilan benzer calismalar, yetersiz beslenmenin bir sonucu olarak
dogurganligin azaldigini1 gostermektedir (145, 146). Genel olarak, bu calismalar
yiyecek aliminin azaldig1 zayif hayvanlarin genellikle hipogonadotropik oldugunu
gostermektedir. A¢ birakilan prepubertal siganlarda, hipotalamusun tiimiinde
Kissl'de anlaml1 bir azalma gozlenirken, normal beslenen sicanlara kiyasla Kiss1r
ekspresyonu artmustir (145). Yetiskin erkek farelerde kisa siireli agligin (48 saat),
hem Kissl hem de Kissl mRNA ekspresyonu, normal beslenen kontrollere kiyasla
azalmigtir (146). Kisslr nakavt farelerde obez ve diyabetik bir fenotip gelistigi
gosterilmistir (147). Kisspeptinin enerji durumunun dogurganlik {tizerindeki
etkilerine aracilik etmedeki roliiniin anlasilmasi igin eksojen kisspeptinin bu
durumlarda HHG aksta iyilesmelere yol agtigin1i  gOsteren caligmalar
bulunmaktadir. A¢ birakilan prepubertal disi ve erkek sicanlarda santral olarak
uygulanan kisspeptin, LH seviyelerinde 6nemli bir artisa yol agmustir (145). Bu
bilgiler 1s181nda, enerji dengesinin iireme aksinin {izerinde belirgin etkilere sahip
oldugunu ve bunlara kismen kisspeptin ekspresyonunun ve hipotalamustaki
sinyallesmenin aracilik ettigi sOylenebilir.

Enerji dengesinin diizenlendigi 6énemli bir beyin bdlgesi olan ARC’de bu
calismayla gosterildigi gibi kisspeptin yogunlugunun farkli siklus evrelerinde
degismesi besin aliminin ve enerji tiiketiminin bu evrelerdeki degisiminde
kisspeptinin rolii olabilecegini diistindiirmektedir.

Arkuat niikleus; gida aliminin diizenlenmesinde 6nemli bir bolgedir ve
paraventrikiiler niikleusa, dorsomedial ve lateral hipotalamik bolgelere efferentler

gonderir.
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Calismalar, obezitede gozlenen leptin direncinin, santral leptin direncine
aracilik ettigini gostermektedir. Leptin, beslenmeyi diizenleyen hipotalamik
devrelerin gelisiminde kritik bir rol oynar (148). Bu agidan bakildiginda, ARC
noronlarindaki Kissl mRNA'min yaklagik yarisinin leptin reseptor mRNA
eksprese ettiginin gozlenmesi leptin, viicut agirliginin kontrolii ve kisspeptin
arasinda bir baglant1 olabilecegini diistindiirmektedir (149). Fonksiyonel veriler,
santral kisspeptin uygulamasinin gida alimini degistiremedigini gostermistir
(145), ancak RT-PCR ile tespit edilen Kiss] mRNA seviyeleri aglikta azalmistir
(146). Ayrica, leptin eksikligi olan leptin gen mutasyonlu obez (ob/ob) farelerde
Kissl mRNA'da azalma tespit edilirken, bagka bir ¢alismada ise herhangi bir
degisiklik bildirilmemistir (146, 149). Bu bilgilerin 1s18inda, bu tez ¢alismasinin
ana hedeflerinden biri olmadigindan gida alimi ve enerji diizenlenmesi
incelenmemistir. Ancak c¢alismamizda gida alimiyla ilgili beyin bolgelerinde
meydana gelen degisimler farkli Ostrus dongililerinde besin aliminin
degisebilecegi, bunu da leptin, kisspeptin ve diger oreksijenik ve anoreksijenik
hormonlar araciligiyla olabilecegi sdylenebilir.

Wistar 1rki disi sicanlarda dolasimdaki LH ve total testosteron seviyeleri,
kisspeptin-54'iin; GPR54 ve kisspeptin immiinoreaktivitesi gosteren rostral
preoptik alan (RPOA), MPOA, PVN ve ARC’ye enjeksiyonundan 60 dakika
sonra Onemli Ol¢iide artmistir. Sonuglar kisspeptinin, HHG aksin iizerindeki
etkilerine  hipotalamusun bu bolgeleri  yoluyla aracilik edebilecegini

gostermektedir (134).
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6.2. Paraventrikiiler Niikleusda Kisspeptin Yogunlugu

Kisspeptin lifleri RP3V ve ARC'deki hiicre govdelerinden esas olarak
GnRH noronlarina ve farkli hipotalamik alanlara uzanir. Bunlar arasinda PVN bu
sistemin ana hedeflerinden biri gibi gériinmektedir (150, 151). Yapilan farkli
caligmalarda, kemirgenlerde PVN'nin kisspeptin lifleri ile yogun bir sekilde inerve
edildigi  gosterilmistir (56, 142, 151). Hipotalamus iginde PVN,
noroendokrin/otonomik diizenlemede ve enerji dengesinin kontroliinde onemli
roller oynayan heterojen noronal popiilasyonlara sahip bir bdlge olup enerji
homeostazi igin kritik diizenleyici merkezdir (152, 153). PVN, HHG aksin
diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir bolge olmamakla birlikte PVN’ye kisspeptin-
54'tin uygulanmasini takiben HHG aksin uyarilmasina preoptik GnRH ndéronlarina
uzanan interndronlar aracilik edilebilir. Bu bdlgenin hipotalamusun diger
bolgelerine, 6zellikle de preoptik bolgelere gore periferik kisspeptine yanit olarak
cok daha az noronal aktivasyon gosterdigi bildirilmistir (154). PVN'de kisspeptine
duyarli néronlarin tanimlanmasi ve bunlarin hipotalamusun diger alanlarindaki
GnRH noéronlan ile iliskisini arastirmak i¢in ileri ¢alismalar gereklidir. Her ne
kadar GPR54 ekspresyonu PVN'de spesifik olarak bildirilmese de, kisspeptin
immiinoreaktif lifleri ve hiicre govdeleri ile GnRH immiinoreaktif néronlarin bu
bolgede mevcut oldugu bilinmektedir (56, 155). Mevcut calismada da PVN
bolgesinde Ostrus siklusunun farkli evrelerinde kisspeptin yogunlugunda anlamh
farklilik goriilmemistir. Literatiirle uyumlu olarak farkliligin goriilmemesi HHG
aks da 6nemli bir roliiniin olmadigimi desteklemektedir. Ancak PVN'nin tamamina
yayilan kisspeptin pozitif liflerinin varligi, kisspeptinin, PVN tarafindan kontrol

edilen treme disindaki bircok fizyolojik aktivitenin diizenlenmesinde rol
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oynayabilecegini gdstermektedir. Organizmanin enerji dengesi hem pubertenin
diizenli baslangici hem de liremenin dlizenlenmesi i¢in ¢ok dnemlidir.

Paraventrikiiler niikleusun, magnoseliiler noronlar1 igeren lateral kismi
esasen OT ve AVP kana salgilayan arka hipofize uzanir, PVN'nin medial
kisminda bulunan parvoselliiler néronlar ¢esitli ndrotransmiterler, noropeptitler ve
norotransmiterlerin senteziyle iligskili enzimler (0rn; tirozin hidroksilaz (TH),
(156), noral nitrik oksit sentaz (nNOS) (157, 158), CSH (159), TRH, (160), AVP
(161) ve SST (162) igerir.

Yapilan bir calismada elde edilen sonuglara gore AVP ve nNOS igeren
noronlarin kisspeptin sistemi ile gii¢lii bir sekilde iligkili olmadig1 6ne siiriiliirken,
Kisspeptin immiinoreaktivitesinin yiiksek oldugu medial PVN’de OT ve TRH
pozitif noronlarin varligt bu sistemler arasindaki olast bir iliskiyi
diistindiirmektedir (150). Diger yandan kisspeptin, AVP ve OT ndéronlarinin
diizenlenmesinde rol oynayabilir. Rao ve arkadaslar1 (163), kisspeptinin AVP ve
OT mRNA ekspresyonunu anlamli sekilde arttirdigini1 gosterdi ve sonraki bir in
situ hibridizasyon c¢alismasi, diostrustaki disi siganlarda Kisslr'nin PVN'nin
medial kisminda OT noéronlarinin alt popiilasyonlarinda birlikte eksprese
edildigini ortaya c¢ikardi (152). PVN'deki oksitosin ndronlarinin, prodstrusta
kisspeptin ekspresyonunun yiiksek oldugu RP3V'deki kisspeptin noéronlarindan
projeksiyon aldigi (31, 152, 164, 165) ve oksitosinin, siganlarda lordoz davranigini
arttirdig1 (166) ve proostrusta PVN Kisslr ekspresyonunda 6nemli artis oldugu
gosterilmistir. Bu etkiler disi reseptif davranigini artirabilir. Oksitosinin siganlarda
lordoz davranigini arttirmast (166) ve proostrusta (164) PVN'deki Kkisspeptin

liflerinin bulunmasi kisspeptinin oksitosin sekresyonu modiilasyonu araciligiyla
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disi siganlarda reseptif davranislarla iliskili olabilecegini diistindiirmektedir (152).
Bu calismada her ne kadar PVN bolgesinde kisspeptin yogunlugunda anlamli
diizeyde fark bulunmasa da, PVN’nin oksitosin iireten bolgelerinde kisspeptin
salinimimin ve kisspeptinin oksitosininin etkilerini amplifiye edip etmediginin
ortaya c¢ikarilmasi i¢in daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag bulunmaktadir.

Disi sicanlarda yapilan calismada PVN’de ostrusta daha yiiksek kisspeptin
ekspresyonu goriilmiistiir (40). Bu c¢alismayla benzer sekilde bu calismada
PVN'de her ne kadar anlamli olmasa da Ostrusta daha yiiksek kisspeptin
yogunlugu gériilmiistiir. Ostrusta daha yiiksek kisspeptin yogunlugunun goriilmesi
bu bolgedeki oksitosin ndronlariyla iliskili olarak disideki reseptif davranislara

yol agabilecegi diisiiniilmektedir.

6.3. Dorsomedial Niikleusda Kisspeptin Yogunlugu

Arkuat niikleus efferentlerinin ana hedef bdlgelerinden biri de, enerji
homeostazinin ve stresin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir ¢ekirdek olan
DMN’dir. Bununla birlikte, DMN’ye kisspeptin-10'un dogrudan uygulanmasi,
dolagimdaki LH ve testosteronda herhangi bir degisiklige neden olmamakla
birlikte bu durum kisspeptinin, bu ¢ekirdege inputunun, HHG aksin aktivitesinde
rol oynamadigini gosterir (134).

Didstrustaki disi farelerde yapilan bir calismada DMN deki bazi hiicreler
de kisspeptin immiinoreaktivitesi tespit edilmistir (57, 142). Bu ¢alismada DMN
bolgesinde farkli dstrus evrelerinde kisspeptin yogunlugunda 6zellikle prodstrus
ile didstrus evresi ve diostrus ile Ostrus evreleri arasinda olmak {izere anlamli

farkliliklar ~ g6zlenmistir. Bu  farkliliklarin ~ goriilmesi DMN’nin  farkli
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fonksiyonlariyla iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle 6strusta diger
evrelere gore daha yiiksek kisspeptin yogunlugunun goriilmesi hayvanlardaki stres
ve enerji metabolizmasiyla iligkili olabilir. Farelerden farkli olarak, disi siganlarda
yapilan bir ¢alismada proostrustaki disi si¢anlarda, kullanilan antikor ne olursa
olsun, DMN'de herhangi bir kisspeptin immiinoreaktif reaksiyon gdzlenmemistir.
Bu bolgede GPR54 mRNA seviyesinin nispeten yiiksek olmasi ise kisspeptinin
tiremeden bagimsiz baska rollere sahip oldugunun gostergesidir (57).
Kisspeptin-54’tin, DMN ve lateral hipotalamik alana uygulandiginda,
dolagimdaki gonadotropinler veya total testosteron konsantrasyonlari {izerinde
onemli bir etkiye sahip olmadigi gosterilmistir (134). GPR54 ekspresyonu,
DMN'de (167) nispeten yogun bir sekilde goriilmektedir ancak bu bolgeye
Kisspeptin-54 uygulamasmin, HHG aksin uyarmadigi goriilmistiir. Daha Once
eriskin erkek sicanlarda i.c.v. kisspeptin-10 enjeksiyonunun etkisi incelenmistir.
Enjeksiyondan sonra 10. 20. ve 60. dakikalardaki LH, testosteron ve FSH yanitlari
incelendiginde 60. dakikada en yiiksek diizeyde oldugu bulunmustur (168).
Dorsamedial niiklus veya lateral hipotalamik bolgeye enjekte edilen Kisspeptin-
54'in enjeksiyondan 60. dakikada dolasimdaki total testosteron seviyelerini
etkilememistir, bu durumun, LH’nin normalden daha 6nce sekrete olmas1 ve LH
diizeyinde meydana gelen c¢ok az bir artisa bagli olabilecegi diisiiniilmektedir
(134). Periferal kisspeptin-10 uygulamasindan 60 dakika sonra, LH etkisi olmasa

bile plazma testosteron diizeyinin yiikselmeye devam ettigi gézlenmistir (168).
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6.4. Ventromedial Niikleusda Kisspeptin Yogunlugu

Ventromedial hipotalamusta, arkuat niikleus smirlarinin = disinda
ventrolateral kisimda az miktarda kisspeptin immiinoreaktif néron gézlenmistir
(169). Yapilan bir ¢alismada ventromedial hipotalamusun ventrolateral kisminda
nNOS eksprese eden ve kisspeptin noronlari ile iletisim kuran bir néron alt grubu
gosterilmistir. Nitrik oksidin (NO), kisspeptin ndronlarinin etkilerinde énemli bir
norotransmiter oldugu fikrine uygun olarak, nNOS'ta bozukluk goriilen disi
farelerde, lordoz davraniglarinda 6nemli diizeyde azalma tespit edilmistir. Yapilan
caligmada elde edilen sonuglar, kisspeptinin disi farelerde hem es tercihini hem de
cinsel motivasyonu yonettigini, cinsel davranis ve yumurtlamanin ayni ndropeptid
tarafindan koordine edildigini gostermektedir (170). Bu tez ¢alismasinda
ventromedial niikleusta, prodstrus ve Ostrus gruplarindaki kisspeptin yogunlugu
didstrus grubuna gore daha yiliksek bulunmustur.

Literatiirde bahsedilen ¢alismaya uyumlu olarak 6zellikle siklusun Ostrus
safhasinda bu bolgede yiikselmesi kisspeptin  noronlarinin, ventromedial
hipotalamustaki nitrik oksit sentezleyen noronlari etkilediginin bilinmesiyle
birlikte, disi fare beynindeki cinsel davranisi diizenleyen santral bir fonksiyonu
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak; bu calismada disi farelerin Ostrus sikluslarmin farkl
evrelerinde iireme, enerji dengesi ve metabolizmanin diizenlenmesinde onemli
rolleri olan beyin bolgelerindeki kisspeptin ekspresyon yogunlugu immiinfloresan
yontemle incelenmis ve literatiire kazandirilmistir. Yapilan ¢calismadan elde edilen

veriler  1s18inda,  kisspeptinin  hipotalamustaki ~ 6nemli  niikleuslarda
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ekspresyonunun goriilmesi tiireme aksinin disinda c¢ok sayida fizyolojik

mekanizmayi da etkileyebilecegini gostermektedir.
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