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1. OZET

Puberte Ve Uremenin Néroendokrin Kontroliinde Kisspeptin, RFRP-3 ve

Nesfatin-1’in Etkilesimi Uzerine Deneysel Arastirmalar

Arastirmamizda kisspeptin  ve nesfatin-1’in  disi sicanlarda {ireme
fonksiyonu ve enerji rezervi lizerine etkisinin yani sira RF9’un (RFRP3/GnlH
antagonisti) ve p234’in (kisspeptin reseptor (kisslr) antagonisti) modilatér
etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bunun ig¢in 21 giinliik siitten kesilmis
Spraque-Dawley disi yavru sicanlar kullanilmistir. Hayvanlara
intraserebroventrikiler (ICV) enjeksiyon igin kaniiller anestezi altinda takildiktan
sonra, 23. ginden 60. glne kadar, kisspeptin, Kisspeptin+p234, p234, RF9,
RF9+p234, nesfatin-1 ve nesfatin-1+p234 giinliikk ICV olarak enjekte edilmistir.
Kisspeptin, RF9 ve nesfatin-1’in LH salgilanmasini artirdigi, p234°in tek basina
bazal LH diizeyine etki etmedigi fakat kisspeptin, RF9 ve nesfatin ile birlikte
uygulandiginda ise LH diizeyinin anlamli sekilde diistiigii goriildii. Kisspeptin,
RF9 ve nesfatin uygulanan hayvanlarda pubertenin morfolojik isareti olan vajinal
acikligm erken basladigi, p234 ile geciken pubertenin kisspeptin, RF9 ve nesfatin-
1 ile kombine edildigi gruplarda ise kontrol grubu ile ayni seviyeye dondigii
tespit edildi. Kisspeptin ve nesfatin gida aliminda azalma ve canli agirlik artigmi
azaltic1 etki olustururken, RF9’un ise canli agirlik artigina etki etmeksizin gida
aliminda azalma meydana getirdigi goriildii. Bu veriler, kiss1r antagonisti p234 ile

Kisspeptinin yani sira, ilk kez, GnlH/RFRP-3 antagonisti RF9’un ve kismen



nesfatin-1’in gonadal aks ve enerji rezervinin duzenlenmesiyle ilgili etkilerinin

degistirilebildigini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: puberte, reme, Kkisspeptin, nesfatin-1, RF9, p234, enerji

dengesi



2. ABSTRACT

Experimental Studies on Interaction Between Kisspeptin, RFRP-3 and,

Nesfatin-1 in Neuroendocrine Regulation Of The Puberty and Reproduction

The aim of this study was to determine the modulatory effect of p234 (an
antagonist of kisspeptin receptor (kisslr)) and RF9 (an RFamide-related peptide-3
(RFRP3/GnIH) antagonist) on Kisspeptin and, nesfatin-1- induced changes in
reproductive functions and energy balance in the female rats. The prepubertal
Sprague-Dawley female rats were weaned on day 21. The animals were
intracerebroventricularly (ICV) cannulated under general anesthesia on postnatal
23 ages. Groups of female rats injected with Kisspeptin, nesfatin-1, RF9, peptide
234, or kisspeptin plus p234, nesfatin plus p234 and, RF9 plus p234, daily (from
23 to 60 postnatal days). Kisspeptin, nesfatin-1 and, RF9 elicited significant
elevations of circulating LH levels. Coadministrations of Kisspeptin, nesfatin-1
and, RF9 with p234 decreased LH levels significantly. P234 alone did not cause
any significant change in LH secretion. Kisspeptin, RF9 and, nesfatin-1 advanced
vaginal openning (VO), which was delayed by Kisspeptin antagonist. In the rats
given Kisspeptin plus p234, nesfatin-1 plus p234 or RF9 plus peptide 234, VO was
not different from control rats. Kisspeptin and nesfatin-1 decreased both food
intake and body weight while RF9 decreased only food intake without affecting
body weight. The effects of kisspeptin and RF9 on energy balance were also

reversed by central administration of p234. In conclusion, these results shows that



it can be modulated as well as kisspeptin with kiss1r antagonist p234, for the first
time, GnlH / RFRP-3 receptor antagonist RF9 and partly nesfatin-1 the effects

related to the regulation of gonadal axis and energy balance.

Key words: puberty, reproduction, Kisspeptin, nesfatin-1, RF9, p234, energy

balance



3. GIRIS

Endiistrilesmis tilkelerde 19. ylizyilin ortalarindan itibaren toplumun hayat
tarzinda onemli degisiklikler meydana gelmistir. Ozellikle 20. yiizyilda belirgin
olarak gorildiigl i¢cin Yizyilin Egilimi (Secular Trend) olarak adlandirilan bu
durum, insanlarda bir¢ok biyolojik fonksiyonun yani sira, puberte gelisimini de
etkilemistir (1).

Tim diinyada, Ozellikle gelismis iilkelerde degisen sosyo-ekonomik
kosullarla birlikte puberte yasi son 100—150 yilda, her 10 yil igin 2-3 ay erkene
kayma egilimi gostermektedir. Gelismekte olan iilkeler arasina dahil edilen
Hindistan ve Cin’de de benzer etkiler s6z konusudur (2-6).

Puberte baslangic yasi irklara gore bir takim farkliliklar gosterebilmektedir.
Siyah wrkta beyazlara oranla puberte bulgular1 daha erken goriildiigii gibi yine
benzer sosyo-ekonomik kosullara sahip Akdeniz {ilkelerinde diger Avrupa
iilkelerine gore puberte daha erken yaslarda ortaya ¢ikabilmektedir (7-9). Puberte
yasiyla ilgili olarak, genetik 6zelliklerin yani sira, 6zellikle beslenme ile ilgili
aligkanliklarin degismesi ve buna bagli olarak artan enerji rezervinin etkisi olmak
tizere bir takim cevresel faktOrlerin dahil olmasinin belirleyici etken oldugu
diistiniilmektedir (10). Yetersiz beslenme ile iligskili negatif enerji rezervinin
gecikmis puberteye yol actigi, yag doku artisinin normalden fazla olacak sekilde
beslenmenin ve pozitif enerji durumunun ise erken puberteye neden olabilecegi
ileri stiriilmistiir (11). Buna baglh olarak, gecen yiizy1l boyunca puberte baglangi¢
yasi, gelismis iilke popiilasyonlarinda sosyoekonomik durum ve beslenme

tarzinda meydana gelen degisikliklerin etkisiyle daha erken yillara kayma egilimi



gosterdigi ifade edilmektedir (10, 12-15). Bu durumla iligkili olarak, az gelismis
ulkelerden Avrupa’ya go¢ eden evlat edinilmis ¢ocuklarda erken puberte gorilme
oranmnin % 30’u bulabildigi ileri siiriilmektedir (16). Ornegin Belcikali yerli
halkta erken puberte gorilme orant % 0,01 iken, sonradan bu (lkeye gelen
cocuklarda ise oran % 0,8 duzeyinde, yani 80 kat fazladir (17). Evlatlik
cocuklarda ortaya ¢ikan erken puberte durumu, yetersiz beslenme oranmin yiiksek
oldugu ortamdan, daha fazla beslenme imkanmm miimkiin oldugu topluma dahil
olmanin sonucu olarak izah edilmistir (18). Ayrica bu tiir durumlarda, kisitlh
ekonomik kosullar nedeniyle bireylerin temel ihtiyaglarini karsilayabilmek igin
bile daha fazla enerji harcanmasmni ve daha yogun stresle bas edilmesini
gerektiren sartlarin ortadan kalmis olmasmin etkileri de goz ardi edilmemelidir.
Adolesan (genclik) ¢agi, bireyin fiziksel ve psikososyal olarak ¢ocukluktan
erigkinlige gectigi dénemdir. Puberte terimi ise, bu sirecte meydana gelen
fizyolojik degisiklikleri kapsamaktadir. Puberte siirecinde olusan temel fiziksel
degisiklikler; birincil cinsel yapilarin olgunlasmasi (gonadlar ve genital organlar),
ikincil cinsel dzelliklerin ortaya ¢ikmasi (cinsiyete 6zgl killanma, kizlarda gogiis
gelisimi, erkeklerde ses kalinlagsmasi, viicut yag dagilimi ve iskelet gelisimi)
seklinde Ozetlenebilir. Boylece, bu kritik ge¢is donemi kizlarda menstiirasyonun,
erkeklerde spermatogenezin baslamasi ve siirdiirebilme yeteneginin kazanilmasi

ile yetiskinlik evresine ge¢isi ifade etmektedir (19-22).



3.1. Puberte

Pubertenin baslamasi, ilerlemesi ve tamamlanmasi kompleks néroendokrin
mekanizmalarla kontrol edilmektedir. Hipotalamo-hipofizer gonadal akstaki
(HHG=HPG) aktivite, bir nevi mevcut fonksiyonun yeniden aktiflesmesidir (Sekil
1). Cinkid hipotalamo-hipofizer portal sistem, gebeligin fotal hayatta c¢alisir
duruma gelmektedir. Dogumda gonad hormonlari ve gonadotropinler hem kiz
hem de erkek bebeklerde pubertal dizeylerdedir ve gonadotropinlerin plazma
diizeyleri yaklasik 2—3 yasmna kadar, ¢esitli donemlerde, pikler gosterebilir (24).
Cocukluk donemi olarak kabul edilen 4-9 yaslar1 arasinda gonadal hormonlarin
olusturdugu negatif geri bildirim ve daha da 6nemli olmak lzere hipotalamustaki
merkezi inhibitér mekanizmalarla gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) puls
jeneratorii baski altinda tutulmaktadir (21, 25-28). Pubertenin baslayabilmesi i¢in
hipotalamusun medio-lateral bazal kesiminde yerlesen GnRH ndronlarindan

episodik GnRH salinimi gereklidir (29).
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Sekil. 1. Kizlarda Gonadotropin Sekresyon Profilinin Yasla Iliskisi (Kaynak

23’den degistirilerek ve eklemeler yapilarak alimmustir).

Puberte baslangicinda gonad hormonlarma karst negatif geri bildirim
azalmakla birlikte, en Onemli degisim GnRH néronlar1 {izerinde inhibitor
sistemlerin etkinliginin azalmasi, uyarici sistemlerin etkin duruma gelmesidir (30-
36). Puberte siireci GnRH sekresyonunun amplitiid ve sikliginda artma ve merkezi
sinir sistemindeki (MSS) degisiklikleri i¢erir. GnRH, hipofizer gonadotropinlerin
ve sonrasinda gonadal steroidlerin artigini baslatan ve diizenleyen hormondur.
Bunun sonucu olarak cinsel olgunlagsma ve fertilite meydana gelir. Sekonder
sekstel karakterlerin gelisimi; blyume/gelisme atagi, fertilitiye ulasma ve bunlara
eslik eden psikososyal degisiklikler; gonadlarin matiirasyonu ve gonadal steroid
sekresyonundaki artigin bir sonucudur. Gonadal fonksiyonun gelisimi ile
karakterize olaylar, cinsiyete ait Ozelliklerin kazanildig:1 farklilagsma siirecinin

devamli ilerlemesi ve juvenil donemden puberte siirecindeki fertilite ve tam cinsel



olgunluga ulasma seklindedir (37-41). Bu doéneme ait iki 6nemli degisim,
peripubertal ve pubertal doénemde, steroidlerin artisiyla ilerleyisini
strdurmektedir. Birincisi puberteden yaklasik iki yil once devreye giren ve
adrenal androjen artis ile sekillenen adrenarstir. ikincisi ise HHG aksm yeniden
aktif ve surekli hale gelmesinde rol alan gonadal olgunlasmadir (gonadars) (42-
45).

Hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) aksm aktivasyonuyla olusan adrenars,
her iki cinste de yaklasik 6-8 yaslar1 arasinda (kizlarda 67, erkeklerde 7-8)
meydana gelir. Adrenars, pubik killanma, akne ve koku gibi degisiklikler ile
karakterize pubarsa yol agar. Adrenars, P450c17 enziminin 17a-hidroksilaz ve
17,20 liyaz aktivitesindeki artisa bagh olarak dehidroepiandrosteron (DHEA) ve
dehidroepiandrosteron sulfat (DHEAS) yapiminda artis meydana gelmesi sonucu
olusur. Adrenars, insan ve primatlara 6zgi bir olaydir (46).

Kizlarda pubik killanma, genellikle gégiis gelisimini takip eden 6 ay icinde
baslamaktadir. Bu donem, adrenal bez kokenli androjenlerin etkisi ile
sekillenmekte ve yaklasik 2-3 yillik bir periyoda yayilmaktadir. Apokrin bezlerin
gelismesi (eriskin vicut ter kokusu) ve koltukalt1 bolgesinin killanmasinmn yani
sira sivilce olusumu da adrenal bez ve ovaryum kaynakli androjenlerin etkisi ile
ayni1 donemde gergeklesmektedir (20).

Ortalama puberte baslangi¢ yasi, kizlarda 10, erkek cocuklarda ise 11 yas
civarindadir. Puberte doneminin baslangicinda kiz ¢ocuklarda meme gelisimi,
erkek cocuklarda ise testis hacminde artig 6n plandadir. Kizlarda meme
dokusundaki gelisim siirerken sirasiyla pubik ve aksiler killanma ortaya ¢ikmakta

ve menars ile devam etmektedir. Erkeklerde testis gelisiminin yan1 sira pubik ve



aksiler killanma donemini spermatogenez takip etmektedir. Puberte déneminde
kizlarda Gstrojenler, erkeklerde ise testosteron, biiyiime hormonu (GH) ve instlin
benzeri biyume faktori-1’in (IGF-1) artismna bagli olarak boy uzamasi hiz
kazanmaktadir (47-49). Insanda puberte basladiktan sonra 3—4 yil igerisinde
tamamlanmaktadir (50). Dolayisiyla puberte yasi ile ilgili degisikliklerin
yansimasi olarak ortaya c¢ikan olumsuz sonuglardan birisi de biiylime-gelisme
déneminin erken veya ge¢ tamamlanmasina ait sonuglardir. Erken puberte sonras,
bliyime donemi erken tamamlanacagi i¢in; ebeveynlerden gelen genetik
ozelliklerin disinda, yasitlarina nazaran daha kisa boy uzunluguna sahip olma soz
konusu olabilmektedir. Ornegin, az gelismis/fakir iilkelerden gelen evlatlik kiz
cocuklarmin beslenme diizeyinin iyilesmesiyle daha hizli gelisim ve biiylime
oram1 yakaladiklari; ancak erken menars nedeniyle eriskin donemdeki boy
uzunluklarmmin kendi tlkelerindeki yasitlarindan daha kisa kaldigi belirlenmistir.
Boylece, puberte yasinin erkene kaymasi ile biiyiime evresinde meydana gelen
kisalmanin, eriskin dénem boy uzunluguna olumsuz etki yaptigr kanisina
varilmustir (51-53).

Insan fizyolojisine yonelik veri elde etmede, kemirgenler ve primatlar
puberteyi kontrol eden temel ve diizenleyici mekanizmalarin anlasilmasi i¢in
tizerinde en fazla galisilan tirlerdir. Kemirgenlerde pubertenin baslangig belirtileri
olarak genellikle erkeklerde androjenik etkiyle olusturulan prepisyum ayrilmasi,
disilerde ise Ostrojenik aktiviteye bagli olarak olusan vajinal aciklik
kullanilmaktadir (29). Ancak primatlar ve kemiricilerde pubertenin baslamasini
kontrol eden mekanizmalar arasinda temel bir farklilik vardir. Kemiricilerde,

GnRH sekresyonu puberte 6ncesinde gicli steroid inhibisyon ile baskilanirken
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(54), insan ve primatlarda gonadal sinyallerden bagimsiz santral mekanizmalar
inhibisyon olusturmaktadir (55-57). Ayrica primatlar disindaki memeli tiirlerinde,
ovulasyon oncesi 6strojenin pozitif geri bildirimine bagli olarak GnRH
salgilanmasinda daha biliyiik bir artisa ihtiya¢c duyulmaktadir. Farkliliklara
ragmen, GnRH noéronlarinin pubertal aktivasyonunda benzer wuyarici ve
baskilayic1 mekanizmalar s6z konusudur (58). Bu isleyise trans-sinaptik ve glia-
noron baglantili yapilar katkida bulunmaktadir. Boylece, eksitatdr amino asitler ve
son yillarda kesfedilen kisspeptin gibi eksitator sinyallerin aktive edilmesine,
gamma-aminobdtirik asit (GABA) ve opiyoiderjik inhibitor yollarin etkisinin
azalmasi eslik etmektedir (59).

Puberte zamanlamasinda GNRH néronlarimin yeniden yapilanmasmin da
katkida bulunmasi s6z konusu olabilir (60). GnRH ndronlarinin bizzat
kendilerinde ya da afferent baglantilarinda meydana gelen yapisal degisikliklerin
GnRH néronlarmin pubertal olgunlagsmasini sagladigna iliskin ¢alismalar (61, 62)
onceki yillarda yapilmis olmasma ragmen lizerinde fazla durulmamistir. Dendrit
sayis1 ile dendrit ve soma dikenciklerinde pubertal plastisitenin belirlenmesi,
pubertenin baslamasina iliskin perdenin aralanmasmda 6nemli bir adim kabul
edilmektedir. Epidemiyolojik c¢alismalar, puberteyi baslatan biyolojik olaylarin
zamanlamasmin biiyiikk Olgiide genetik olarak belirlendigini gostermistir (63).
Ancak, bazi norotransmitter ve néromodilatorler vicudun metabolik durumu,
enerji kaynaklari, somatik gelisme ve bazi tiirlerde mevsimsel ve sosyal ¢evreye
iliskin sinyaller araciligryla GnRH sentez ve salgilanmasi iizerinde ve dolayisiyla

pubertenin baglamas tizerinde bir etkiye sahip olabilir.
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Pubertenin baslamasi i¢in pulsatil tarzdaki GnRH salgilanmasinda bir artis
zorunludur (64). insanda GnRH néronlar: fotal (40) ve neonatal donemde (65)
aktif olup, puberteye kadar nispeten sessizdirler (64). GnRH salgilanmasinin
puberteye kadar diisiik seviyede kalmasinda inhibitor bir néronal mekanizmanin
rol oynadigi ve hipotalamusun olgunlasma siireci igerisinde bu inhibitor sistemin
etkisinin azalmasiyla GnRH noéronlarinin aktivitelerinde artis meydana geldigi
ileri siiriilmektedir. Puberteye yakin, GnRH ndéronlarinin inhibitor sinyallerinde
azalma meydana gelmesine karsilik, ndron ve glia hiicrelerinden gelen uyarict
sinyallerin etkisinde artis g6zlenmektedir. Uyarici sinyallerin basinda glutamat ve
Kisspeptin gelirken, inhibitor etkinin baslica GABA ve opiyoidler tarafindan
olusturuldugu ileri strtilmektedir (58).

Puberte, ndroendokrinolojik yonden GnRH’1n hayatin belirli bir doneminde
yeniden yeterli diuzeyde ve periyodik olarak salgilanmaya baslamasi sonucu
olusmaktadir (66). Farkli formlar1 bulunmasina ragmen, GnRH-1 geni tarafindan
kodlanan tip memelilerde 6zel 6neme sahiptir. GnRH ndéronlar1 embriyolojik
gelisme esnasinda olfaktor plakod bolgesinden olfaktér néronlar ile birlikte
hipotalamustaki normal yerlerine go¢ etmektedir (67). Bu durum, ayn1 zamanda,
koku duyusu ile Ureme fonksiyonlar1 arasindaki yakin iliskiye de isaret
etmektedir. Anosmin—1 adli proteini kodlayan KAL1 geninin mutasyonu sonucu
olusan Kallmann sendromunda, idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizm (IHH)
ve anosmianin birlikte goriilmesi bu iligkinin tipik bir 6rnegidir (67).

GnRH noronlarmin sayica oldukga az (yaklasik 1000-2000 hicre) ve
diensefalonda dagilmis vaziyette yer almalart bu noronlarin 6zelliklerinin

arastirilmasini zorlastirmaktadir. Bu sebeple, deneysel calismalarda daha ziyade
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immortalize GnRH néronlar1 kullanilmaktadir (68). Bu hucrelerin, pulsatil GnRH
salgiladiklar1 gosterilmistir. Puberte ve liremeyi diizenleyen GnRH ndronlarmin
beyinde daha ziyade arkuat nukleusta (ARC) yogunlastiklar1 bilinmektedir. GnRH
pulsatil karakterde salgilandig1 igin ARC’deki bu isleyis “puls jenerator” olarak
adlandirilir.  Puls jeneratdr aktivitesindeki degisiklikler gonadotropinlerin
salgilanmasini  diizenler. Insanlarda fotal hayatta baslayan gonadotropin
salgilanmasi (gebeligin yaklasik 10. haftasi) giderek artmaya baslar ve gebeligin
ikinci yarisinda en yiiksek diizeyine ulagir. Daha sonra, plasentadan salgilanan
steroidlerin negatif geri bildirimi sebebiyle azalmaya baslar. Dogumdan sonra
steroid azalmasma bagli olarak folikil stimlle edici hormon (FSH) ve
luteinlestirici hormon (LH) salgilanmasinda tekrar artiy meydana gelmektedir.
Erkek gocuklarda yaklasik 6 ay ve kiz ¢ocuklarinda ise 1-2 yasina kadar yiiksek
diizeyde salgilanmaya devam etmekte ve sonrasinda ¢ocukluk dénemi boyunca
diistik diizeyde kalmaktadir (69). Dokuz yasina dogru gonadotropin salgilanmasi
tekrar artmaya baslamaktadir. Pubertenin baslangicinda daha ziyade geceleyin
ortaya ¢ikan LH pulsasyonlar1 zamanla 24 saatlik periyoda yayilmaktadir (Sekil
1). Yetiskin erkeklerde, LH pulslar1 her iki saatte meydana gelirken, disilerde
menstriasyon safhasina gore degisiklik gostermektedir. Folikiiler fazin erken
doneminde yaklagik her 90 dakikada bir gozlenirken, LH pikine yakin birer saatlik
araliklarla meydana gelmektedir. Luteal fazda ise ovillasyon sonrast LH pulslari
yaklagik 2-4 saatte bir gorulmekte ve giderek yavaslamaktadir. Mediobazal
hipotalamusun (MBH) infundibular bdlgesi (insan disindaki canlilarda ARC)
tonik LH salgilanmasindan sorumlu iken, preoptik alan (POA) ovulasyon éncesi

LH pikinin olusmasini saglamaktadir. GnRH puls jeneratorl disi siganlarda Gstrus
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boyunca tonik LH sekresyonu devam ettirmektedir. Ovulasyon oncesi LH piki
prodstrusun ortalarinda meydana gelmektedir. Tonik sekresyonun opiyoid
peptidler, LH pikinin ise GABA tarafindan kontrol edildigi ileri siiriilmektedir
(70).

Buraya kadarki bolimlerde puberte ve tGremenin temel duzenleyicisi olan
GnRH’1n rolii, sekresyon 6zelligi ve gonadotropinlerle iligkisi lizerinde durularak
literatiir degerlendirmeleri ortaya konulmustur. Bu bilgilere ilave olarak, GnRH’1n
aktivasyonunda veya GnRH puls jeneratoriniin isleyisinde uyarici ve baskilayict

sinyallerin irdelenmesi yerinde olacaktir.

3.2. Pubertenin Néroendokrinolojik Kontroli

3.2.1. RFamid Noropeptidler

GnRH’in 1970°1i yillarin basindaki kesfinden (71, 72) beri gonadotropin
sentezi ve salgilanmasinda temel dizenleyici oldugu kabul edilmektedir. Fakat
2000 yilindan itibaren elde edilen ©Onemli bulgular, GnRH’m fizyolojik
regiilasyonuna katkida bulunan ortak ve/veya yardimcilarinin varligma isaret
etmektedir. Tsutsui ve ¢ahsma ekibi (73), 2000 yilinda, kanathlarda yeni bir
hipotalamik noropeptid kesfettiler. Ustelik bu hormon gonadotropin salinmasi
bakimindan GnRH’m tam tersi bir etkiye sahipti. Bu nedenle, bulunan yeni
hipotalamik ndropeptid gonadotropin inhibe edici hormon (GnlH) olarak
isimlendirildi. Aradan gecen yaklasik 15 yillik siire zarfinda, gonadotropin

salgilanmasinda inhibit6r rol oynayan bu hormonun sadece kus tiirlerinde mevcut
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olmadig1, GnIH esdegeri noropeptidlerin insan da dahil diger omurgali canlilarda
da varhigi ortaya konulmustur (74-77). Ancak isimlendirme hususunda memeli
canl tiirlerinde GnlH esdegeri RFamid-iliskili peptidler (RFRPs) terminolojisi
(78, 82), son birka¢ yildir RFRP-3 olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu durum,
GnlH benzeri etkiyi meydana getiren noropeptidin, kus tiirleri disindaki
canlilarda, RFRP-3 oldugunun tespit edilmesi (78, 80, 82, 83) sonucunda
olusmustur. GnRH’n zitt1 etkisi olan ve 6zellikle mevsimsel iireme periyoduna
sahip canlilarda bu rolii (83) daha net ortaya konulan GnlH’nin kesfiyle tireme
fizyolojisi lizerine yeni bulgularin ardi swa geldigi bir donemde; bu sefer
GnRH’1n en kuvvetli uyaricis1 ve dolayisiyla GnlH nin tam tersi etkiye sahip yeni
bir noropeptid sahnedeki yerini almustir. ilk olarak G proteini reseptor ailesinden
olan, GPR54 reseptori (84) ve sonrasinda ayni yil, ii¢ farkli arastrma ekibi
tarafindan, bu reseptére baglanan ligandin Kissl geni {iriinii oldugu (85-87)
belirlenmistir. Timor baskilayici etkisi nedeniyle metastin  (88) olarak
isimlendirilen bu ligand, 2003 yilinda iki farkli grup tarafindan, puberte gecikmesi
problemli ve hipogonadotropik hipogonadizmli (HH) kisilerde GPR54
mutasyonlariin mevcudiyetinin (89, 90) ortaya konulmasiyla birlikte, hem kulvar
hem de isim degistirerek 6zellikle iireme fizyologlar1 tarafindan kisspeptin olarak
anilmaya baglamistir. Giiniimiizde metastin ismi muhafaza edilmekle birlikte hem
reseptor hem de ligand terminolojisi bakimindan kisspeptin 6n plandadir. Kesfi ve
fizyolojik fonksiyonlar1 ilging bir seyir takip eden kisspeptinin, molekiiler yapisi
ortaya konuldugunda bir baska dikkat c¢ekici durum da aminoasit dizilimi
bakimmdan GnlH ile ayni aileyi paylasiyor olmasidir. Etki bakimindan zit fakat

sekans Ozellikleri bakimindan ortak noktalar1 olan bu iki hormonun, ozellikle
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insanlarda RF-amid noropeptid ailesi olarak bilinen, ayni ailenin mensubu

olmalar ilging bir husustur.

Guniimuzde ortak karboksil terminallerinde arjinin (R) ve amidasyona

ugramis fenilalanin (F) motifi barmdiran néropeptidler RFamid Peptid Ailesi

olarak bilinmektedir (81). insan dahil diger canlilarda da mevcut olan bu peptidler

noropeptid FF (NPFF), GnlH, 26RFa, prolaktin salgilatici peptid (PrRP) ve

kisspeptin/metastin olmak iizere bes alt gruba ayrilmaktadir (Tablo 1).

Tablo 1. insanlardaki Endojen RFamid Peptidleri ve Aminoasit Dizilim Ozellikleri

Grup Peptid Aminoasit Dizilimi Kaynak
NPFF NPFF SQAFLFQPQRF-NH,
grubu NPAF AGEGLNSOFWSLAAPORENH, | OV
RFRP-1 MPHSFANLPLRF-NH,
GnlH (NPSF)
(92,97)
grubu RFRP-3 VPNLPQRF-NH;,
(NPVF)
43RFa <EDEGSEATGFLPAAGEK-
26RFa (QRFP) TSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRENH: | gq oc)
grubu 26RFa TSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH,
PrRP PrRP31 SRTHRHSMEIRTPDINPAWY ASRGIRPVGRF-NH,
grubu PrRP20 TPDINPAWYASRGIRPVGRENH, | &4 99)
Kisspeptin-54 GTSLSPPPESSGSRQQPGLSAPHSRQIPAPQGAVLVQREK-
(Metastin) DLPNYNWNSFGLRF-NH,
K'S‘:)peptm Kisspeptin-14 DLPNYNWNSFGLRE-NH; | (g5, 87)
gribu Kisspeptin-13 LPNYNWNSFGLRF-NH,
Kisspeptin-10 YNWNSFGLRF-NH,
3.2.1.1 RFRP-3

GnlH, 2000 yilinda, 12 amino asitlik noropeptid olarak kus beyninden izole

edilmigtir. Bildircmn  hipofizinden gonadotropin salmmmasii baskilayabilme

ozelliginden dolayr GnIH olarak isimlendirilmistir (73). Farkli bir arastrma

gurubu tarafindan 2000 yilinda, RFRP-1 ve RFRP-3 insan RFRP geninin Grini
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olarak tanimlanmustir (97). Bu Urunlerin NPFF ve noropeptid AF (NPAF) ile
homoloji gosteren sekanslara sahip olduklar1 goriilmiistir. Bu peptidlerin
biyolojik etkileri, membran reseptorleri ile iligskili olarak, farkli kanallar
araciligiyla meydana gelmektedir. RFRP-1 ve RFRP-3 tercihli olarak RFRP
reseptoriine (RFRP ayni zamanda NPFF1R veya GPR147 olarak da isimlendirilir)
baglanmaktadir. NPFF ve NPAF ise NPFF reseptoriine (NPFFR, ayn1 zamanda
NPFF2R olarak da adlandirilir) baglanmakta ve aktive etmektedir (98-101).
NPFF’nin opioid dagilimmin modiilasyonu ve nosisepsiyonu kapsayan (102-105)
biyolojik etkilerinin biiyiik oranda karakterize edilmis olmasina ragmen,
RFRP’lerin rolleri 2006 yilina kadar tam olarak anlagilamamistir. Kriegsfeld ve
ekibi (81) daha yiiksek sinif omurgalilarda gonadotropin sekresyonunun
kontroliinde inhibitor etkiye dayanarak, memelilerdeki RFRP’lerin kanathlardaki
GnlH’1n karsilig1 oldugunu 6nermistir. Su ana kadarki elde edilen verilere gore,
RFRP’ler koyun ve kemirgenlerde gonadotropik aksin negatif diizenlemesinde
6nemli role sahiptir (101).

Memelilerde, RFRP néronlarmin baslica periventrikiiler niikleus (PeVN),
dorsomedial niikleus (DMN) ve DMN ile ventromedial niikleus (VMN) arasinda
yer aldig1 immiinohistokimyasal (80, 81, 97, 106-108) ve in situ hibridizasyon
(78, 81, 92, 97, 109, 110) ¢aligmalariyla tespit edilmistir. Kuslarda ise GnIH
noronlari, paraventrikiiler niikkleusta (PVN) yogunlasmuslardir (73, 111-114). Bu
noronlara ait aksonal dagilimlar, memelilerde (79, 92, 107, 110) ve kuslarda (73,
114) median eminens (ME) ve ARC gibi alanlarda mevcuttur.

GnlH aksonlarmin ve reseptorlerin dagilim drnekleri hipofize direkt olarak

etki edebilecegini gostermektedir. GnIH peptidlerinin in vitro uygulanmasiyla LH
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ve FSH sekresyonunu memelilerde (78, 83, 115) ve bildircinlarda (73) inhibe
etmektedir. Ayrica in vivo olarak da LH sekresyonunu baskilamaktadir (80, 116).
Goldfish’de balik GnIH’1 olan LPXRFa peptid-3’iin periton igi (ip=intraperitonal)
uygulanmast LH diizeylerini azaltmaktadir (117). Butin bunlar birlikte ele
alindiginda, GnlH gonadotropin salinmasi tizerine negatif diizenleyici olarak etki
etmektedir ve bu durum baliktan memelilere kadar aynmidir (73). Bununla birlikte,
son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, Sibirya hamsterlerinde {ireme sezonlarina
gore LH salinmasinda GnlH uygulamasiyla birbirine zit etkiler olusabildigi
gorilmistir (108). Biitlin bunlar, farkli fizyolojik sartlarda GnIH’in tiremedeki
roliine dair baska caligmalarin yapilmasinin gerekli oldugunu ortaya koymaktadir.
Ayrica GnIH beslenme davranisi lizerine de etkiye sahiptir. Kuslarda (118, 119)
ve kemirgenlerde (80, 82, 120) gida alimmi uyaric1 etki gosterdigi
gozlemlenmistir.

GnlH’ye benzer sekilde RFRP-3 de kemirgenlerde (80-82), koyunda (78,
83) ve sigirda (115) gonadotropin salinmasini inhibe edici 6zellige sahiptir.
Memelilerde RFRP-3, hipotalamustaki GnRH noronlar1 iizerine etki ederek
gonadotropin sentezi ve salinmasini baskilamaktadir (81, 121-123). Ayrica
memelilerde, RFRP-3’iin ayn1 zamanda hipofiz bezine direkt olarak etki ederek
gonadotropin sentezi ve salmmasini inhibe etmesi de olasidir (82, 83). Bu
baglamda, memeli RFRP-3’li gonadotropin sentezi ve salinmasini inhibe etme
ozelligi bakimmdan kuslardaki GnlH’nin esdegeri olarak rol almaktadir. Bu

nedenle RFRP-3 memeli GnIH’s1 olarak tanimlanmustir.
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Tablo 2. GnIH ve Esdeger Yapilarmm Omurgali Canlilarda Aminoasit Dizilimleri

Canh
o Yapl SekanS Kaynak
Tura
GnlH SIKPSAYLPLRFa | (73)
Bildircin | GnlH-RP-1* | SLNFEEMKDWGSKNFMKVNTPTVNKVPNSVANLPLRa | (124)
GnlH-RP-2 SSIQSLLNLPQRFa | (124)
GnlH* SIRPSAYLPLRFa | (125)
Tavuk GnlH-RP-1* SLNFEEMKDWGSKNFLKVNTPTVNKVPNSVANLPLRa | (125)
GnlH-RP-2* SSIQSLLNLPQRFa | (125)
. RFRP-1 MPHSFANLPLRFa | (92)
Insan
RFRP-3* VPNLPQRFa
S RFRP-1 SVTFQELKDWGAKKDIKMSPAPANKVPHSAANLPLRa | (97)
1can
RFRP-3* ANMEAGTMSHFPSLPQRFa | (126)

*Muhtemel etkin formlar

3.2.1.2. Kisspeptin

KiSS1 geni tarafindan kodlanan 145 amino asitli protein, enzimatik olarak

Kisspeptin-54 veya metastin ad1 verilen peptidin yani sira 14, 13 veya 10 amino

asitli daha kisa peptidlere de bdélinmektedir (85, 127) (Sekil 2). Bu peptidlerin

hepsi ortak C-terminale sahip dekapeptid (Kisspeptin—10 (Kp-10)) icerdigi i¢in

topluca kisspeptin/kisspeptinler olarak adlandiriilmaktadir (85).
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KISS1 Geni

Prepro-kisspeptin

1 19 20 &5 68 124124 145
Sinyal S ———
v G N e i <o
x x XEnzim atils Islenme
68 aminoasit 121
( Kp-54 (Metastin) 513) -NH,
)
pnclen o L
Proteolitilz Islenme 104 11

ile Tiireyven Endojen -NH,

Kisspeptinler 117 21

Sekil. 2. KISS1 geni iirlinii endojen kisspeptin formlar1 (Kaynak 128’den

degistirilerek alinmis ve eklemeler yapilmistir).

Kispeptinin etkin formu olarak kabul edilen Kp-10’un aminoasit dizilimi tablo

3’de yer almaktadir.

Tablo 3. Kisspeptinin Etkin Formunun Insan ve Diger Omurgali Canlilarda

Sekans Ozelligi
Canh
o Gen Reseptor Sekans

Tard
Insan KISS1 KISS1R (GPR54) | YNWNSFGLRFa | (87)
Sican Kissl Kisslr (GPR54) YNWNSFGLRYa | (129)
Fare Kissl Kisslr (GPR54) YNWNSFGLRYa | (129)

Kanath
) Kesfedilmedi Kesfedilmedi Kesfedilmedi (130)

Turleri

Kissspeptin ile ilgili olarak insan ve diger canli tiirlerinde gen ve reseptor

isimlendirmesi icin tavsiye edilen terminoloji (131) esas alinmustir.
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Kisspeptin ve kisslr iligkisi pubertenin néroendokrin kontroliinde baglica
Oneme sahiptir. Kisspeptinin santral yolla kronik uygulanmasinin disi siganlarda
pubertenin birka¢ giin erken baslamasma yol agtigir rapor edilmistir (132).
Bdylece, kisspeptin-kisslr sinyal giiclindeki artisin puberteyi baglatmasi kuvvetle
muhtemeldir. Nitekim hayvan c¢alismalarinda kisspeptin ndronlarmin puberte
doneminde aktivitelerinde artis olduguna iliskin bulgular elde edilmistir (133,
134). Kisspeptin disilerde pubertenin daha erken gorulmesinde de énemli bir role
sahip olabilir. Disi farelerin hipotalamusunda, anteroventral periventrikuler
nukleusta (AVPV) erkeklere gore yaklasik 10 kat daha fazla Kissl ndronu yer

almaktadir (135).

3.2.1.3. Insanda KISS1/KISS1R Sisteminin Onemi

KISS1R mutasyonlarmin insanda pubertal olgunlasmay1 engelledigi rapor
edilmistir (89, 90, 136). KISS1 ve/veya KISS1R mutasyonlar1 HH fenotipine yol
acmaktadir. insanlarda HH tablosu, hipotalamusta GnRH yapiminda, hipofizde
GnRH reseptér fonksiyonunda veya LH ve FSH yapimindaki eksikliklerden
kaynaklanabilmektedir. Hipotalamus ve hipofizde bir lezyon olmadig1 ve
hipofizin normal fonksiyon yaptigi durumda, anosmia da mevcut ise Kallman
sendromu olarak adlandirilir. Anosmia yoksa izole veya IHH olarak
adlandirilmaktadir. IHH muhtemelen GnRH sentezi veya aktivitesindeki bir
eksiklikten kaynaklanabilmekte ve bu duruma GnRH reseptor mutasyonlar: da
dahil bir¢ok farkli genetik bozukluk istirak edebilmektedir. Ancak ¢ogu zaman

sorumlu genler belirlenememektedir. KISS1R geninin islevselligini ortadan
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kaldiran mutasyonlarinda IHH meydana geldigi gosterilmistir (89, 90, 136-140).
Mevcut arastirma bulgulari, IHH goriilen erkeklerde eksojen gonadotropin veya
GnRH tedavisinden sonra spermatogenezis, kadinlarda ise normal dogum ve
emzirmenin gergeklestigini  gostermistir (139). KISS1R geninde yogun
aktivasyona yol acan mutasyona sahip bir kiside ise prekoks (erken) puberte
gozlenmis (141) olmasi kisspeptinin fonksiyonel olmadiginda ortaya c¢ikan
tablonun disinda agir1 aktif oldugunda meydana gelebilecek durum igin énemli bir

gOstergedir.

3.2.1.4. Kemirgen Canhlarda Kissl/Kisslr Sistemi

Genetik olarak Kisslr delesyonlu olusturulan farelerde pubertal olgunlagsma
gerilemektedir. Kisslr’den yoksun fareler (GPR54-/-) plazmada diisiik
gonadotropin dizeyi ve buna bagh olarak da azalmis gonadal hormon sekresyonu
ile karakterize HH gelismekte ve puberte sekteye ugramaktadir. Erkek farelerde
testisler kiiclik kalmakta, disi farelerde ise puberte gostergesi olan vajinal agiklik
daha ge¢ olusmakta ve ovaryumlarda antral folikuller gelismemektedir. Bu
farelerde hipotalamusta GnRH dizeyi normal olup, hem GnRH hem de
gonadotropin uyarimima cevap vermektedir. GPR54 -/- fareler ayrica anatomik
olarak median eminense giden uzantilari olan normal GnRH ndronlarina sahiptir
(90, 142). Bu yoniiyle ortaya ¢ikan hipogonadizm, Kallman sendromunda oldugu
gibi, GnRH ndronlarinin anormal gociinden kaynaklanmamaktadir (143). Kisslr
araciligiyla kisspeptin sinyallesmesi, hipotalamustan GnRH salgilanmasinda 6zel

bir 6neme sahiptir. Clinkli normal farelerde LH ve FSH diizeyinde 6nemli artisa
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yol acan Kisspeptin, ayn1 dozda GPR54 -/- farelere uygulandiginda bu yonde bir
etki olusturamamaktadir. Bu sonug, kisspeptinin GnRH ndéronlarindaki mevcut
Kisspeptin reseptorleri (Kiss1r/GPR54) araciligiyla gonadotropin salgilanmasini
diizenledigine isaret etmektedir. Nitekim erkek Kissl -/- farelerin siddetli
hipogonadizm gdstermelerine karsilik, disi Kiss1-/- fareler GPR54 -/- fareler ile
karsilastirildiginda, yarisinda benzer fenotip gorilmesine karsilik, diger yarisinda
gonadal gelisim yoniinden normal farelere gore daha az farklilik olusmaktadir
(144). Disi farelerin fenotiplerindeki bu farkliligin sebebi hentiz bilinmemektedir.
Ancak GPR54 -/- farelerin aksine periferal Kp-10 enjekte edilen Kissl -/-
farelerde gonadotropin salgilanmasindaki artig, kisspeptinlerin Kiss1r/GPR54

reseptorlerinin baglica fizyolojik ligandlar1 oldugunu géstermektedir (144, 145).

3.2.1.5. Kisspeptinin Eksojen Etkileri

Kisspeptinin erkek ve disi fare ve si¢anlara, erkek maymunlara tek doz
intraserebroventrikiler (ICV) veya periferal verilmesi LH ve FSH salgilanmasini
uyarir (133, 146-150). Kisspeptinin bu etkileri bir GnRH antagonisti olan acyline
tarafindan bloke edilebilmektedir (146, 147, 149, 150). Bu c¢alismalar,
Kisspeptinin gonadotropin sekresyonunu GnRH bagimli sekilde uyardigini
gOstermektedir. Kisspeptinin si¢anlarda tekrarlayan intravendz (iv) enjeksiyonu
belirgin LH pulsasyonlar1 olusturmaktadir (151). Aksine, kisspeptinin mini
ozmotik pompalar ile sirekli verilmesi, ilk 24 saatte LH sekresyonunu uyarirken,
sonrasinda bunu LH salgilanmasinda azalma izlemektedir (152). Bu etki

kKisspeptinin sirekli verilmesinin GPR54 reseptorlerinde desensitizasyona yol
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actigii gostermektedir (154). Fare ve sigan hipotalamusunda GPR54 mRNA,
GnRH noronlari ile birlikte lokalize oldugundan kisspeptinin GnRH sekresyonunu
dogrudan etkileyebilecegi kabul edilmektedir (143, 149). Nitekim farelere
kisspeptinin derialt1 (sc) verilmesi GnRH noronlarinda c-Fos indiksiyonuna yol
a¢cmaktadir (147). Kisspeptinin ICV verilmesi GnRH néronlarmin % 86’sinda c-
Fos aktivasyonunu basarabilmektedir (149). Kisspeptinin GnRH salinmasini
uyarict etkisine yonelik farkli protokollerden elde edilen veriler de mevcuttur.
Kisspeptin ex vivo si¢can hipotalamus explantlarinda GnRH salmmasini
uyarmaktadir (148). Yetiskin erkek ve disi farelerden elde edilen GnRH
noronlarmda in vitro olarak etkili ve uzun sureli depolarizasyonuna yol
acabilmektedir (134). Koyunlarda Kkisspeptinin ICV verilmesi beyin-omurilik
stvisinda GnRH salinmasinda artis ve buna paralel olarak plazma LH artisi ile
sonuglanmaktadir (143). Disi siganlarda iv Kisspeptin verilmesi GnRH
salinmasinda artisa yol acarken GnRH puls jeneratoriin elektrofizyolojik

aktivasyonunda bir degisiklik gozlenmedigi de rapor edilmistir (154).

3.2.1.6. Hipotalamusta Kisspeptin Sentezinin Gonadlarla iliskisi

Farelerde, Kissl mMRNA’s1 gonadotropin salgilanmasinin néroendokrin
kontrollinde 6nemli role sahip olan hipotalamus alanlarinda eksprese
edilmektedir. Bu bdlgeler, AVPV/PeVN ve ARC’dir (146). Erkek farelerde,
kastrasyon ARC’de Kiss1 mRNA ekspresyonunu énemli derecede artirmaktadir.
Bu etki testosteron uygulamasi ile geri cevrilebilmektedir (155). Aksine,

kastrasyon AVPV de Kissl ekspresyonunu azaltmakta ve bu etki de testosteron ile
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onlenebilmektedir. Ayni sekilde ovariektomi ve Gstradiol replasmani disi farelerde
de benzer etkilesimlere yol agmaktadir (156). Bu sonuglar, farelerde, AVPV’deki
kisspeptin noronlarmimn GnRH sekresyonu ile ilgili pozitif geri bildirim alani
(Sekil 3), ARC noronlarmmn ise negatif geri bildirim merkezi (Sekil 4) olarak rol
oynadiklarin1 gostermektedir. Pozitif geri bildirim, disilerde oviilasyonda gerekli
olan LH piki i¢in 6nemlidir. Farelerde oldugu gibi, sigcanlarda da hipotalamusta
Kiss-1 ve GPR54 gen ekspresyonu gonadektomi sonrasi artmakta ve bu artig disi
ve erkek sicanlarda gonadal steroidler ile dnlenebilmektedir. Ayrica ilgili genlerin
ekspresyonunda da Ostrus siklusu boyunca degisim goriildigii bildirilmektedir

(132).

AVPV

7’

5

/
~ 0 .7

>

Normal Ovarektomi Sonrasi

Sekil.3. Gonadal Steroidlerin AVPV Kisspeptin Noronlarina Pozitif Geri

Bildirimi (Kaynak 157°den degistirilerek alinmustir).
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ARC

Normal Ovarektomi Sonrasi

Sekil. 4. Gonadal Steroidlerin ARC Kisspeptin Noronlarina Negatif Geri

Bildirimi (Kaynak 157°den degistirilerek alinmstir).

3.2.1.7. Kisspeptinin Hipofiz ve Gonadlar Uzerindeki Etkileri

Kissl ve Kisslr/GPR54 genleri erkek ve disi sigan gonadotrop hiicrelerinde
eksprese edilmistir. Disi sigan gonadotroplarinda, Kissl mMRNA dizeyi
ovariektomi sonrasi azalmakta ve bu etki 6stradiol verilmesi ile 6nlenebilmektedir
(158). Bu sonug, oOstradioliin hipofizde Kissl ekspresyonunu dogrudan pozitif
yonde etkileyebilecegine isaret etmektedir. Sigan veya sigir hipofiz hiicrelerinin in
vitro kisspeptin ile inkiibasyonu LH salgilanmasinda 6nemli artisa yol agmaktadir
(159, 160). Yine, in vitro olarak, kisspeptinin koyun hipofiz hicre kultirinde LH
salgilanmasmi artirdigr ileri strtlmektedir (161). Ancak, ovarektomize ve
hipotalamus-hipofiz baglantis1 kesilmis olan ve GnRH verilen koyunlarda
kisspeptinin LH salinmasi tizerine bir etkisi gdzlenmez. Ayrica, hipofiziyal portal

kanda kisspeptin diizeyi diisiik olup, LH piki esnasinda bir degisim gozlenmez
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(161). Bu sebeple, in vitro etki olusturdugu ileri siiriilmiis olmasina karsin, hipofiz
bezi Gzerinde fizyolojik roll in vivo olarak tanimlanamamustir.

Yetiskin sigan ovaryumunda Kissl ve GPR54 mRNA ekspresyonu tespit
edilmistir. Kissl gen ekspresyonunun siklus safhalarma gore farklilik
gostermesine ragmen, GPR54 gen ekspresyonunda her hangi bir degisim meydana
gelmedigi belirtilmistir. Disi siganlarda, ovaryum Kissl ekspresyonu proostrus
ginu ogleden sonra ve hemen ovulasyon Oncesi artmaktadir (162). LH pik
olusumu, farmakolojik inhibisyonla, ortadan kaldirildiginda bu etkinin
onlenebilmesi mumkiin gorinmektedir. Bu nedenle, kisspeptinin si¢anlarda

ovulasyonu dogrudan kontrol edebilmesi ihtimal dahilindedir (29).

3.2.1.8 Kisspeptin Néronlarmin insan ve Diger Canhlardaki Ozellikleri

Insan hipotalamus kesitlerinin incelenmesinde, kisspeptin néronlarmin daha
ziyade infundibular nikleusta yogunlastigi tespit edilmistir. Ayrica post-
menopozal kadinlarda daha fazla sayida bulundugu goériilmiistiir (163). Bu sonug,
hipotalamusta KiSS1 mRNA ekspresyonunun gonadal steroidler tarafindan
diizenlenmesinin biitiin tiirlerde benzer oldugunu ve baslica farkin KiSS1
ekspresyonunun belirlendigi hipotalamus bdlgesi oldugunu gostermektedir.
Kemirgenlerde, ARC Kissl noronlarmm GnRH sekresyonunun negatif geri
bildiriminde, AVPV’dekiler ise pozitif geri bildirimde rol almaktadir. Koyun,
maymun ve insanda ise 0zellikle ARC/infundibular nikleustaki kisspeptin

noronlar1 gonadal steroidler ile etkilesim gostermektedir (29).
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Koyunda, kisspeptin noronlart POA, PeVN ve ARC’de bulunmaktadir
(164). Ilging olarak, sadece koyunda preoptik alanda kisspeptin ve GnRH
lokalizasyonu s6z konusudur (Sekil 5). Boylece, kisspeptin bazi tiirlerde GnRH
noronlar1 Uzerinde otokrin bir etkiye sahip olabilir. Konuyla ilgili olarak, in vitro
GnRH noronlarindan elde edilmis destekleyici bulgular mevcuttur (165).
Koyunlarda ovarektomi sadece ARC kisspeptin néronlarinda artisa yol agmaktadir
(164). Bu etki, ostradiol ile normale dondurilebilmektedir (161). Bu sonuglar
koyunda ARC’de Kkisspeptinin ovaryum steroidleri tarafindan negatif olarak
kontrol edildigini gostermektedir. Erkek (166) ve disi (163) maymunlarda da

koyunlardakine benzer bir negatif diizenleme s6z konusudur.
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A) Fare ve Sican

POA

B) Mavmun

) Koyun

\;'*/

-.,

( ™

Sekil 5. Fare ve sican (A), Maymun (B) ve Koyun (C) gibi canli tiirlerinde GnRH
ve Kisspeptin noronlarinin hipotalamik yerlesimi (Kaynak 167°den degistirilerek

alinmastir).

Yesil néronlar GnRH, kirmizi yildizlar ise kisspeptin ndronlarim temsil etmektedir. Kisaltmalar:
3V; 3. ventrikil, POA; Preoptik alan, AVPV; Anteroventral periventrikiler nukleus, ARC;
Arkuat nukleus, RP3V; 3. ventrik{liin rostral periventricular alani, VHT; Ventral hipothalamik
trakt, ME; Median eminens
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3.2.1.9. Kisspeptinin Tamimlanan Fizyolojik Rolleri

3.2.1.9.1. Kisspeptin ve Puberte

Kisspeptin pubertenin baglamasinda kritik bir 6neme sahiptir. Erkek ve disi
farelerde AVPV ve PeVN’deki kisspeptin néronlar1 dogum sonrasi farkli bir
gelisme goOsterirler. Bu bolgelerde, postnatal dénemin 10. gindnde higbir
Kisspeptin ndronu belirlenmemesine ragmen, 25. giinden pubertenin baglamasina
yakin doneme kadar noron sayisinda artiy gozlenmistir (135). Kisspeptin
ndronlarmin benzeri gelisme sathalarma ARC’de rastlanmamaktadir. Kisspeptin
ndronlarna ait akson uclar1 ile GnRH noronlar1 arasinda ilk defa 25. giinde yakin
temas gozlenmektedir. AVPV/PeVN kisspeptin noronlar1 puberte basladiginda
eriskinlerdeki populasyon degerlerine ulasir ve puberte icin kritik éneme sahip
olan GnRH néronlarinin uyarilmasinda aktif rol alabilirler.

GnRH no6ronlarinin  kisspeptine karsi duyarliliginda da bir degisim
mevcuttur (134). Geng farelerde ¢ok az GnRH néronu kisspeptine karst duyarli
iken, puberteye yakin yarisina yakin ve eriskinlerde ise hemen tiimiinde duyarlilik
gOzlenir. Kisspeptinin LH salgilanmasini artirma yetenegi de puberteye yakin
artmaktadir. Geng ve erigkin fareler arasinda ne GPR54 kapsayan GnRH noron
sayilarinda ne de GnRH noronlarinda GPR54 mRNA ekspresyonunda bir farklilik
goriilmez. Bu sebeple, GnRH noéronlarinin kisspeptine karsit duyarhliklarinin
artisginda GPR54 ekspresyonundaki bir artigin roliinden bahsedilemez. Benzer
sekilde, sigan ve maymunlarda hipotalamustaki KiSS1 mRNA seviyesi puberte

zamaninda en yiiksek diizeye ¢ikmaktadir (132, 150).
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Kisspeptinin puberte 6ncesi geng disi siganlara 5 giin siireyle giinde iki defa
ICV verilmesi prekoks puberteye yol agmistir (133). NOropeptid Y (NPY),
glutamat, GABA ve glia kokenli baz1 molekiillerinin de pubertenin baglamasiyla

yakindan ilgili olduklar1 bilinmektedir (59, 168).

GnIH/RFRP-3

GnIH/RFRP-3

Glutamat |, o= Glutamat 1

“ Kisspeptin Noronlan
" GnRH Néronlan
© Gonadotropik Hicreler

Puberte Oncesi Puberte Donemi

Sekil. 6. Puberte Oncesi ve Puberte Doneminde GnRH/Kisspeptin
Aktivasyonunda Muhtemel Uyaric1 ve Baskilayict Noromedyatdrlerin Durumu ve
Kisspeptin noronlarinda Ostrojen reseptorii alfa (ERa) Sinyallesmesi (Kaynak

169°daki sekil degistirilmis ve eklemeler yapilmustir).
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3.2.1.9.2. Kisspeptin ve Ostrus Siklusu

Kisspeptinin erkek (170) ve disi (171) sicanlarda POA’ya dogrudan
verilmesi LH sekresyonunu onemli derecede artirmaktadir. Aksine olarak,
siklustaki si¢canlarda POA’ya spesifik monoklonal antikor enjeksiyonu prodstrus
LH pikini yok etmekte ve dstrus siklusu meydana gelmemektedir (171). Bu sonug,
POA’daki kisspeptinin preovulatér LH pikinin olusmasinda rol oynadigmni ve
Ostrus siklusunu diizenledigine isaret etmektedir. Pre-ovulator LH pikinin gonadal
steroidler tarafindan kontroliinde AVPV’nin sorumlu oldugu kabul edilmektedir
(172). Disi fare (135) ve siganlar (173) AVPV alaninda erkeklere gore daha fazla
Kisspeptin noronu kapsamaktadir. Disi si¢anlarda prodstrus aksami Kissl mRNA
diizeyi AVPV’de pik yaparken, ARC’de en diisiik diizeydedir. AVPV’deki Kissl
noronlarmin ¢ogu LH piki esnasinda c-Fos eksprese ederken, didstrusta ise bu
durum gegerli degildir (173). Ayn1 donemde ARC Kissl noronlar1 igin bu tir
degisiklikler s6z konusu degildir. AVPV ve ARC’deki Kissl néronlarmin biiyiik
b6lumi ERo mRNAs1 eksprese ettiklerinden, dstradioliin bu néronlar1 dogrudan
etkilemesi s6z konusu olabilir. Normal siklus gosteren disi siganlarda ERa blokaj1
kisspeptine LH cevabmi azaltmakta ve ovulasyonu oOnlemektedir (174). Bu
sonuglar, kisspeptinin siganlarda preovulatér LH pikinin saglamasinda ERo’nin
roliinu ortaya koymaktadir. Nitekim 6stradiol uygulamasi ile GnRH néronlarinda
c-Fos ekspresyonu artisi olmakla birlikte, GPR54 -/- farelerde GnRH bagimlhi LH
piki olusturulabildigi de ileri siiriilmektedir (175). Bu sonug, kisspeptin-GPR54
sinyallesmesinin yoklugunda diger mekanizmalarim bunu telafi edebilecegine

isaret etmektedir.
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Sekil. 7. Disilerde siklusun degisik donemlerinde ovaryum Ostrojen iiretimine
bagli olarak ARC ve AVPV Kkisspeptin noronlarinda Kiss1 ekspresyonu. (Kaynak

176’dan degistirilerek alinmistir).

3.2.1.9.3. Kisspeptinin Uremenin Metabolik Diizenlenmesindeki Rolii

Yag dokusundan salgilanan leptin hipotalamus iizerine etki ederek istahi
azaltir ve tireme fonksiyonunu uyarir. Leptin mutasyonlu (ob/ob) farelerde ARC
Kiss-1 mRNA ekspresyonu azalmaktadir (177). Ob/ob farelere leptin enjeksiyonu
ise ARC Kissl mRNA dizeyini artirmaktadir. ARC Kiss1 mRNA ekspresyonu
s0z konusu olan noéronlarin yaklagik % 40’inda leptin reseptérii mevcuttur.

Boylece, Kiss-1 noronlar1 leptinin dogrudan hedefi olabilir ve leptin eksikliginde
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gozlenen Ttireme fonksiyonlarindaki yetersizligin kismen ARC Kkisspeptin
ekspresyonundaki azalmadan kaynaklanabilecegi sOylenebilir. Nitekim besin
kisitlamasi ile leptin seviyesi disiiriilen prepubertal siganlarda hipotalamusta
Kissl ekspresyonunun azaldig: ifade edilmektedir (178). Pubertal hayvanlara ICV
Kispeptin  verilmesi  besin  kisitlamasinda, leptinin  santral immiino-
notralizasyonunda ve ayrica leptin direnci gibi durumlarda gonadotropin
salinmasmi artirmaktadir  (132). Bu sonug ise Kkisspeptinin gonadotropin
sekresyonu Uzerindeki etkisinin leptinden bagimsiz olabilecegine isaret
etmektedir. Ayrica kisspeptin sinyalindeki degisiklikler diyabetik kemirgenlerde
ureme fonksiyonundaki azalmayla da ilgilidir. Deneysel diyabetik erkek
sicanlarda hipotalamus Kissl ekspresyonu azalmaktadir ve orsidektomi sonrasi
hipotalamus Kissl ekspresyonundaki beklenen artis meydana gelmemektedir.
Ancak ICV leptin verilmesi ile hipotalamus Kissl ekspresyonu, plazma LH ve

testosteron diizeylerinin normallestigi belirtilmektedir (179).

3.3. Puberte Yasmna Vicudun Enerji Rezervinin EtKisi

Enerji dengesi, iireme fonksiyonlarmin diizenlenmesinde kritik bir 6neme
sahiptir (180). Memelilerde puberte fizyolojik olarak viicudun enerji kaynaklari
tarafindan ayarlanmaktadir. Cinsel olgunlagsma ile viicut agwrligi ve bilesimi
arasinda yakin iligki vardir (181, 182). Puberte baglamadan once, kritik bir viicut
agirhigr veya yag kiitlesine ulagilmas: gerekir (183). Benzer sekilde, diyet ve
egzersizdeki degisiklikler de pubertal olgunlagmay1 etkiler (184, 185). Asir1 kilolu

kizlarin zayiflara gore daha erken puberteye girme egilimi gostermelerine iliskin
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gbzlem (186), viicut yaglanmasmin mensin baslamasina yol a¢an néroendokrin
olaylar1 baslatabilecegine iliskin hipoteze yol agmistir (187). Vicut kitle indeksi
(VKI=BMI) ile élgiilen obezitenin beyaz kizlarda ve daha az 6nemli derecede
siyahlarda erken puberte ile iligkili oldugu rapor edilmistir (188).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, kizlarda puberte zamaninin son 30 yilda
giderek daha erken basladigini ve ayni zaman periyodunda cocuklarda artan
obezitenin baslica sebep olabilecegini gostermektedir. Yiiksek VKI’ye sahip
kizlarda mens ve pubertenin diger belirtileri daha erken baslamaktadir. Elde edilen
bulgular, erken pubertenin viicut yaginda artisa sebep olmasindan ziyade,
obezitenin erken puberteye yol agtigini gostermektedir. Kizlarda yeterli yag
dokusu olusmadan pubertenin baglamamasinin sebebi, anne ve bebegin ihtiyag
duyacag1 enerjinin yeterli olmadigi takdirde gebeligin siirdiiriilmesinin gii¢
olabilecegi (188) seklindeki biyolojik ger¢ekle bagdasmaktadir.

Kuzey Avrupa Ulkelerindeki (Norveg, Danimarka, Finlandiya) kizlarda
pubertenin baslangici olarak kabul edilen menars yasi 19. yiizyilda 16-17 iken,
20. yiizyilin ortalarinda 13’e indigi ifade edilmektedir (189).

Endustriyel gelismeye paralel olarak sosyo-ekonomik durum ve beslenme
tarzindaki degisikliklerin menars yasindaki bu azalmada 6nemli rol oynadigi
kabul edilmektedir. Bu g6zlemlere gore, puberte zamanlamasinda sadece genetik
faktorler degil ayn1 zamanda epigenetik etkinin de s6z sahibi oldugu soylenebilir.
Ayrica, obez kizlarda pubertenin daha erken bagladigini, buna karsilik zayif
olanlarm daha ge¢ ergenlik cagma girdiklerini gdsteren g¢alismalar mevcuttur.
Ornegin, uzun dénem agrr fiziksel aktivite sonucu yag dokusunda onemli

derecede eksiklik meydana gelen kizlarda puberte gecikebilmektedir (190). Ureme
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kapasitesinin devami igin yaklagik % 20 duzeyinde bir yag kiitlesine ihtiyag
oldugu bildirilmektedir (191). Bu veriler enerji rezervinin puberte i¢in 6nemli bir

faktor oldugunu ortaya koymaktadir.

3.3.1. Obezite ve Puberte

Obezite, diinya genelinde epidemiyolojik oranlara erismis olup, toplum
saghigimi tehdit eden baslica problemlerden birisidir. Yetiskin yas grubundaki
bireylerde oranin, Bat1 Avrupa Ulkelerinde %10-25 ve baz1 ABD bolgelerinde %
20-25 gibi yiiksek degerlere ulastigi belirlenmistir. Cocuklarda ve ergenlerde ise,
National Health and Nutrition Examination Survey 11 (NHANES) raporuna gore
obezite % 20’lik bir orana ulasmistir Tiim yas gruplarinda kizlar, erkeklere gore
daha ylksek risk grubundadir (192). Obezitede, genetik yap1 kadar, gevresel ve
sosyo-kilturel faktorlerin etkileri de dnemlidir. Fakat tek basma genetik veya
cevresel etkiden kaynaklanan obeziteden ziyade bu etmenlerin birlikteligiyle
ortaya c¢ikan tablo, seyri ve Onlenmesi ya da tedavisi bakimindan en zorlu
kategoride yer almaktadir.

Hem genetik faktorler hem de g¢evresel faktorler (hayat tarzi, gida tiirii ve
beslenme tarzi) sebebiyle maternal obezitede (anneyle iliskili faktorler) oldugu
gibi paternal obezite (babayla ilgili) de c¢ocuklarda kilo almaya yatkinlig
belirleyen énemli risk faktorleridir (193, 194). Cocuklukta obezitenin gelismesi
icin kritik donemler s6z konusudur (195). Gebelik déneminde, ylksek dogum
agirligr ile yag doku artig1 arasinda siki bir iligki mevcuttur (196). Bebeklik

doneminin ilk yilinda, beslenme davraniginda degisiklik meydana gelebilmekte ve
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bu durum daha sonraki yillarda yag doku miktarmi belirleyici faktor olarak etki
edebilmektedir. Diger kritik donem 5-8 yaslar1 arasindadir. Bu donemde, yag
doku dlzeyi c¢ocukluktaki en diisiik degerinden uzaklasarak, artis gostermeye
basladig1 evreye gegis yapmaktadir. Boylece bu donemde yaglanmada meydana
gelebilecek ivme, ilerleyen donemde asir1 yag doku artismm 6nemli bir nedeni
olabilir (197, 198). Erken yasta viicutta yiiksek derecede yag birikmesine yol agan
cevresel faktorler arasinda, fiziksel aktivite eksikliginin uzun doneme yayilmasi
(asir1 televizyon izlemek, bilgisayar/internet bagimliligi gibi) ve yuksek kalorili
fast-food tirli beslenme tarzi sayilabilir. Genetik faktorler arasinda, beta-
adrenerjik reseptor, tumor nekrozis faktér (TNF), pro-opiomelanokortin (POMC),
NPY, NPY reseptori, melanokortin reseptéri (MC4R), leptin ve leptin reseptori
ile ilgili genlerin herhangi birindeki polimorfizm veya mutasyonlar sayilabilir
(199). Ayrica ebeveynlerinde obezite olan gocuklarda kilolu olma veya obezite ile
karsilagma sikligmin daha yogun oldugu unutulmamalidir. Israrl obezite geligimi
icin en son kritik donem ise cocukluk ve ergenlik periyodunu icermektedir (200).

Bazi1 c¢ocuklarda psikolojik sorunlara tepki olarak asir1 istahsizlik
goriilebilecegi  gibi, bazilarimda bu tepki fazla yeme seklinde ortaya
cikabilmektedir. Anne-baba ve c¢ocuk arasindaki iliskiler, ev ortamindaki
problemler, arkadas ortaminda kabul gérmeme, derslerdeki basarisizliklar gibi
faktorlerin ¢ocugun ruhsal yapisii etkileyerek beslenme bozukluklarina neden
olabilecegi ifade edilmektedir (201, 202).

Psikanalitik kurama gore asir1 yeme davranisi, psikoseksiiel gelismenin oral
donemine bagl kalmasindan kaynaklanmaktadir. Yemek yeme, parmak emme

gibi oral davranislar, kiigiik ¢ocuklarda yakinlhiga ve sevgiye esdegerdir, cocukta
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sevgi, sefkat ve gilivenlige olan gereksinim yeterince doyurulmamis ise
bilingaltinda yuvalanan bu tiir yoksunluklar, daha sonraki yillarda oburluk
davranig1 ile telafi edilmeye c¢alisilmaktadir. Cocuklarmin her aglama ve
huzursuzluguna, genellikle emzik ya da biberonla ¢ozim arayan anneler, boylece
onlarin oral doyum ve beklenti agligini, farkinda olmadan, kosullandirarak ileride
stres altinda kaldiginda oral doyum aramasina neden olabilecek davranis modeline

zemin hazirlamaktadir (203).

3.3.2. Leptin ve Puberte

Hipotalamusta ve 6n hipofizin gonadotrop hiicrelerinde leptin reseptorleri
kesfedilmistir  (204). Leptin, hipotalamusta ARC néronlarinda GnRH
sekresyonunu artirarak HHG aks1 iizerinde dogrudan uyarici etkiye sahiptir (205).
On hipofizde, leptin gonadotroplarda nitrik oksit sentaz aktivasyonuyla LH ve
daha az 6lglide FSH salgilanmasini dogrudan uyarir (206). Granuloza, teka ve
intersitisyel hicreler dahil, ovaryum folikullerinde (207) ve leydig hicrelerinde
(208) fonksiyonel leptin reseptorleri eksprese edilmistir.

Leptinin diger effektorleri beslenmenin kontroliinde 6nemli olup, puberte
Uzerindeki etkileri daha az bilinir. Besin alinmasini uyaran NPY, GnRH
salgilanmas1 Uzerinde inhibitor etkiye sahiptir (54). Leptin verilmesi ARC’de
NPY ekspresyonunu azaltir ve bdylece NPY’nin pulsatii GnRH salgilanmasi
Uzerindeki inhibitor etkisini ortadan kaldirmaktadir (209).

Leptin diizeyi pubertal gelisme siirecinde onemli degisiklikler gosterir.

Erkek cocuklarda, plazma testosteron, GH ve IGF-1 artis1 meydana gelmeden

38



once leptin diizeyi puberte dncesi en ylksek diizeye ulasir. Testosteron artisindan
yaklasik 3 yil sonra leptin diizeyleri bazal degerlere donmektedir. Kizlarda leptin
dizeyi puberte boyunca Ostrojen artigi ile ayni zamanda artis gostermektedir
(210). Ayrica bayanlarda leptin diuzeyi erkeklere gore daha yuksektir (211).
Cinsiyete Ozgii bu farklilik birkag faktorle iliski olabilir: Bunlardan ilki, yag
dokudan salgilanan leptinin pulsasyon amplitiidiiniin kadinlarda 2-3 kat daha
yiksek olmasidir (212). lkincisi, yag kiitlesi dagilm farkina bagl olarak
bayanlarda derialt1 / viseral yag orani erkeklere gore daha fazladir. Nitekim leptin
MRNA ekspresyonu derialt1 yag dokuda daha yogundur (213). Uclincisi,
bayanlarda total leptin diizeyi daha yiiksek, fakat leptin baglayan protein seviyesi
ise erkeklere gore daha distiktiir (214). Son olarak, bayanlar yag dokusu leptin
sekresyonunu uyaran glikokortikoid gibi hormonlara daha duyarhidir (215).

Leptin proteinlerinden (216) veya fonksiyonel leptin reseptorlerinden (217)
yoksun kisiler puberteye erisemezler ve FSH ile LH diizeyleri diistiktiir. Leptin
eksikligi olan bir ¢ocukta rekombinant leptin verilmesi sonucu pulsatil
gonadotropin salgilanmas1 saglanabilmistir (218, 219). ilging bir sekilde, yiiksek
konsantrasyonda leptin, menstrual siklus boyunca ovaryumdaki folikller ve teka
hicrelerinde ¢esitli hormon ve faktorlerin (insilin, glikokortikoidler, IGF-1)
gonadotropinler tarafindan uyarilmis olan steroidogenezisi artirict etkisini
antagonize edebilmektedir (220). Ayrica leydig hiicrelerinde testosteron yapimi
Uzerinde inhibitor bir etkiye sahiptir (208). Bu verilere gore, leptin plazmadaki
diizeyine bagh olarak HHG aks Uzerinde ¢ift yonli etki meydana getirebildigi

soylenebilir.
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Leptin enjekte edilen disi farelerde klasik puberte belirtilerinin daha erken
baglamasi sebebiyle, leptinin {ireme islevi i¢in ihtiyag duyulan enerji
kaynaklarmin ‘mevcut oldugu’ bilgisini beyine ileten bir sinyal oldugu kabul
edilmektedir (221). Bundan dolayi, leptin puberte zamaninin belirlenmesinde rol
oynayabilir. Leptin, yetersiz beslenmeden dolay1 puberte baslangic yasi geciken
sicanlarda pubertenin baslamasini saglamistir (222). BOylece, leptin puberteyi
baglatan degil fakat pubertenin olugmasi igin gerekli metabolik sinyal olarak gorev
yaptigi anlagilmaktadir. Santral prekoks puberteli kizlar normal sagliklilara gore
daha yiiksek serum leptin diizeyine sahiptir (223). Pubertede leptin dizeyindeki
artis ile menars yasmin azalmasi arasinda iligki oldugu ifade edilmektedir. Serum
leptin diizeyinde her 1 ng/ml’lik artis menars yasinda 1 aylik azalmaya sebep
olabilir. Viicut yagindaki her 1 kg artis ise menarsda 13 glnlik azalmaya tekabtl
ettigi ileri stiriilmiistiir (224). Butln bu veriler, menars baslangici icin Kkritik bir

leptin esik degeri olabilecegine isaret etmektedir.

3.3.3. Enerji Dengesiyle Tlgili Yeni Peptid: Nesfatin-1

3.3.3.1. Nesfatin—1 ve Hipotalamus iliskisi

Nesfatin—1, 2006 yilinda, OH-I ve arkadaslar1 tarafindan (225) tanimlanan

82 aminoasitten olusan bir peptiddir. Arastirmacilar, nucleobindin 2 (NUCB2)

geni tarafindan kodlanan iriinii, tokluk ve yaga etki eden protein anlamini

cagristiracak sekilde (NUCB2-encoded satiety and fat influencing protein)

nesfatin olarak isimlendirmistir (225). Nesfatin/NUCB2, 396 aminoasitten olusan
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ve 24 amino asidlik sinyal peptidi dizisi igeren bir protein yapidir (226, 227).
NEFA/NUCB?2 proteininin fonksiyonu, istah iizerine etkisinin diginda, tam olarak
bilinmemektedir. NUCB2 proteini Prohormon Convertase (PC) tarafindan islenen,
suan i¢in belirlenen, 3 iriin icermektedir. Bunlar, Nesfatin—1 (1-82 aminoasit),
Nesfatin—2 (85-163 aminoasit) ve Nesfatin-3 (166-396 aminoasit) olarak

tanimlanmaktadir (225) (Sekil 8).

NUCB2/Nesfatin Proteini
82 8 163166

B iy oy iy

Prohormon
23 53 2

Enzim

N23 M30 C29

Nesfatin-1

Sekil. 8. NUCB2/Nesfatin geni tarafindan iiretilen proteinin nesfatin-1’e iglenmesi.

(Kaynak 228’den degistirilerek alinmistir).

Nesfatin/NUCB2 hipotalamusun istahin kontrolii ile ilgili PVN, supraoptik
niikleusunda (SON), lateral hipotalamik alanda (LHA) ve zona incerta’daki

noronlarda ekspresse edilmektedir (225). Nesfatin-1 immiinoreaktivitesi ayrica,
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vagusun dorsal nukleusu ve nukleus traktus solitarius (NTS) gibi beyin sap1
alanlarinda da tespit edilmistir (225, 229).

Sicanlarda aglik durumunda PVN’de nesfatin/NUCB2 mRNA’sinin
ekspresyonunun azaldigi ve beslenme ile bu azalmanin restore edildigi
belirlenmistir. Diger hipotalamik niikleuslarda ise ag¢lik durumunda herhangi bir
anlamli degisiklik gbzlenmedigi rapor edilmistir. NUCB2’nin amino-terminal
fragmentlerinden tureyen nesfatin-1’in ICV infiizyonu doz bagimli olarak 6 saat
stiresince gida alimimi azaltmistir. Ancak, nesfatin/NUCB2’den tiireyen nesfatin—
2, nesfatin—3 ve nesfatin—2/3 gibi diger fragmentlerin ICV infiizyonunda bu tiir bir

etki gozlenmemistir (230).

3.3.2. Nesfatin-1 ve Beslenme Davranisi

Sican serebrospinal sivisinda nesfatin-1’in mevcudiyeti ortaya konulmustur.
Nesfatin-1’in 3. ventrikiile, uzun siireli olarak, kronik infiizyonu neticesinde viicut
agirhiginin ve beyaz yag doku agirhiginin azaldigi tespit edilmistir. Diger yandan,
nesfatin/NUCB2’yi  kodlayan geni duyarsizlastiran antisence-morpholino
oligonucleotid’in  (as-MON) ICV uygulandiginda ise sig¢anlarin viicut
agirliklarindaki meydana gelen azalmayi telafi etmeye basladiklar1 belirlenmistir.
Bu veriler, nesfatin/NUCB2’nin si¢canlarda beslenme davranismnin fizyolojik
diizenlenmesinde rolii oldugunu ortaya koymaktadir (230).

Iki farkli arastirmaci gurup tarafindan nesfatin-1’in kan-beyin bariyerini

serbest bir sekilde gectigi tespit edilmistir (231, 232). Bu ¢aligmalar, hem endojen
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nesfatin-1’in hem de ekzojen olarak uygulanan nesfatin-1’in beyine gecis
yapabilecegini ve beslenme davranisini inhibe edebilecegini géstermektedir.

Erkek farelerde (gida kisitlamasi olmayan), nesfatin-1’in ip enjeksiyonu
karanlik faz boyunca 3 saat siiresince doz bagimli olarak gida alimimi
baskilamistir (225). Ayrica, nesfatin-1’in sC uygulanmasi da gida alimmi
enjeksiyon sonrast 14 saat siiresince inhibe etmistir. Anoreksijenik etkinlik
bakimindan sc uygulama ile elde edilen etkinin ip uygulamadan daha uzun sureli
oldugu tespit edilmistir (230).

Anti-obezite etkili ilag {iretilmesi amaciyla, nesfatin—1 anologlarinin
gelistirilmesine  yonelik  caligmalarda, nesfatin-1’in  aktif  segmentinin
belirlenmesine de calisilmigtir. BOylece, nesfatin-1’in {i¢ ayr1 segmente sahip
oldugu ortaya konulmustur. Bu segmentlerden 1-23 aminoasitlik bolim N23, 23—
53 aminoasitlik bolum M30 ve 53-82 aminoasitlik bolum ise C29 olarak
adlandirilmistir. Nesfatin-1’in bu {ic segmentinin beslenme davranisi iizerine
etkilerini belirlemeye yonelik yapilan ¢alismalarda, orta segmentin yani M30’un
istah lizerine nesfatin-1 ile ayn etkiye sahip oldugu belirlenmistir (233).

Leptin reseptorii mutasyonu olusturulmus Zucker Fatty sicanlarda nesfatin—
1 ile uyarilmis anoreksi olusturulmustur. Anti-nesfatin—1 antikoru uygulanmis
hayvanlarda ise leptin ile indiiklenen anoreksi baskilanamamustir (225). M30’un
ip enjeksiyonu, genetik olarak obez (ob/ob), genetik olarak diyabetli (db/db) ve %
45 yag iceren diyetle beslenen ve leptin direnci sartlarina sahip siganlarda, gida
alimmi azaltmistir (233). Bu veriler, nesfatin-1’in olusturdugu anoreksi ile
hipotalamik leptin sinyali yolu araciliiyla olusan etkinin ayni sekilde olmadig:

yani birbirinden bagimsiz oldugunu ortaya koymaktadir. Alfa-melanosit uyarici
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hormun’un (a-MSH) ICV enjeksiyonu PVN’de nesfatin/NUCB2 gen
ekspresyonunu artirmistir. Ayrica nesfatin—1 ile olusan anoreksinin MCR 3/4
antagonisti olan SHU9119 uygulamasiyla ortadan kalktig1 belirlenmistir. Bununla
birlikte, nesfatin-1’in ICV enjeksiyonu ARC’de POMC gen ekspresyonunda
anlamli bir degisiklik olusturmamistir. Bu gozlemler, hipotalamusta nesfatin—1
sinyalizasyon yolu ile melanokortin sinyalizasyon yolunun iligkili olabilecegini
g0Ostermektedir (230).

Nesfatin—1 tarafindan  beslenme  davranisinin  baskilanmasinda
hipotalamusun bazi bdlgeleri o6ne c¢ikmaktadir. PVN’de ve SON’de
nesfatin/NUCB2 ekspresyonu aglik ve tekrar beslenme ile modile edilmektedir
(225, 234). Nesfatin—1, PVN’deki noronlarin farkli alt popiilasyonlarmm biiyiik
boliimiinde uyarim olusturabilmektedir (235). PVN ve SON’deki nesfatin—1
noronlar1 oksitosin ve vazopressin ile birlikte ekspresse edilmektedir (234).
imminohistokimyasal ¢alismalarda, PVN’deki parvoseliler néroendokrin
noronlarda, tirotropin salgilatict hormon (TRH), kortikotropin salgilatici
hormon/faktér (CRH=CRF), somotostatin, ndrotensin ve bilyime hormonu
salgilatict hormon (GHRH) ile magnoseliler ndroendokrin néronlarda, oksitosinin
ve vazopressinin nesfatin/NUCB2 ile birlikte yerlesimleri ortaya konulmustur.
Magnoseller oksitosin noronlari, beslenme ile aktive olmakta ve oksitosin
antagonistinin ICV uygulanmasi gida aliminda artis meydana getirmektedir (236).
Bu veri, beslenme davranisinin diizenlenmesinde, oksitosinin olasi roliine isaret
etmektedir. Biitlin bu sonuglar g6z Oniinde bulunduruldugunda, hipotalamusta
nesfatin-1 ile indiiklenen anoreksinin oksitosin ile de iliskili olabilecegi

diistiniilmektedir (230).
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Nesfatin/NUCB2  immiinopozitif noéronlari, ayni zamanda, ARC’de
mevcuttur. Bu néronlar, POMC/Kokain ve amfetamin ile regule edilen transkript
(CART) noronlari ile irtibath yerlesim gostermelerine karsin NPY/ Agouti iligkili
peptid (AgRP) noéronlart ile kolokalizasyona sahip olmadigi ileri siiriilmektedir
(225, 229). Bununla birlikte, ARC’de NPY noronlar1 nesfatin—1 ile hiperpolarize
olmakta ve ATP-duyarli potasyum iletim antagonisti olan glibenclamide, nesfatin-
I’in olusturdugu hiperpolarizasyonu 6nleyebilmektedir. Nesfatin-1’in baslattig:
anorekside NPY noronlarinda hiperpolarizasyon olusmasi énemli bir bulgudur
(235). Nesfatin-1’in POMC/CART noronlarindan salinarak, NPY/AgRP noronal
aktivasyonuna etki etmesi ihtimal dahilindedir. Ayrica, Inhoff ve arkadaslari
(237), serbest olarak beslenen siganlarda periferal ghrelin uygulamasiyla olusan
oreksijenik etkinin desacil ghrelin ile inhibisyonunda nesfatin-1’in roli
olabilecegini ileri siirmiislerdir. Bu goriisii, eszamanh bir sekilde ghrelin ve
desacil ghrelin enjeksiyonlar1 ile ARC’de nesfatin/NUCB2 immiinoreaktif
noronlarinin aktive olmasindan dolay1r benimsemislerdir. Ayrica ARC’de ghrelin
ile NPY/AgRP noéronlarinda olusan aktivasyonun periferal desacil ghrelin
uygulamasiyla baskilanabilmesinin nesfatin-1 pozitif ndronlar1 araciligiyla
meydana geldigini ve bunun yeni bir yol olabilecegi de ayni arastirmacilar
tarafindan ileri stiriilmiistiir.

M30’un ip enjeksiyonundan sonra beyin sapindaki NTS’de c-Fos anlamli
sekilde aktive edilmektedir. Bu duruma 3 saat siiresince gida alimimnin anlamli
sekilde baskilanmasi eslik etmektedir. Ancak boyle bir etki ARC i¢in gecerli
degildir. Nesfatin-1’in orta segmentinin enjeksiyonu NTS’deki POMC ve CART

genlerinin ekspresyonunu anlamli sekilde artirmakta fakat bu durum ARC’de
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olusmamaktadir. Nesfatin/NUCB2 ve CART ekspresse eden noronlar beyin sap1
niikleuslarint igeren bolgelerde birlikte yerlesim gostermektedir (238). Bu
bulgular, M30’un ip enjeksiyonuyla olusan anoreksinin NTS’deki POMC ve
CART noronlarint aktive etmesinin leptinden bagimsiz bir sekilde olabilecegine
isaret etmektedir.

Nesfatin/NUCB2 mRNA'sinin beyin ve yag dokuyu kapsayan cesitli viicut
alanlarinda da mevcudiyeti ortaya konulmustur. Nesfatin/NUCB2, ayn1 zamanda,
sicanlarin serum ve serebrospinal sivilarinda belirlenmistir. Ancak, dolasimdaki
nesfatin-1’in orijini anlasilamamistir. Cnkd PC viicudun viicudun oldukga farkli
dokularinda dagilim gostermektedir (230). Son zamanlarda, nesfatin/NUCB2
immiinoreaktivitesi sigan gastrik mukozasinda tespit edilmistir (239). Bu durum,
nesfatin/NUCB2 iligkili peptidlerin gastrointestinal fonksiyonun fizyolojik
diizenlenmesinde de rolii oldugu ihtimalini kuvvetlendirmektedir. Ancak, gastrik
mukozadaki nesfatin/NUCB2 tarafindan nesfatin-1’in islenmesi gosterilememistir.
Fakat nesfatin-1’in gastrik mukozada {iretiliyor olmasi olasidir. Cilinkii gastrik
mukozada PC-1/3 ve PC-2 mRNA’s1 olduk¢a bol sekilde bulunmaktadir (240).
Boylece, nesfatin/NUCB2 gen ekspresyonunun beslenme durumu tarafindan
diizenlenmesi ihtimali giderek artmaktadir.

Ayrica enerji homeostazisinde periferal nesfatin-1’in diizenleyici rol
ustlenmesi de ihtimal dahilindedir. Gastrik vagal afferent sinirler, aglik
durumunda, midede Uretilen ghrelin sinyallerinin iletimi igin baslica yoldur (241).
Periferal olarak uygulanan nesfatin-1 ve onun orta segmenti olan M30’un
olusturdugu anoreksijenik sinyalin beyin sapina vagal sinirler araciligiyla,

ghrelinin tagmmasima benzer sekilde, tasmmmasi olasidir. Bu amagla, sistemik
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kapsaisin enjekte edilmis farelere ip M30 enjekte edilerek; M30’un anoreksijenik
etkisinin, vagal sinirler ile iliskisi arastirilmistir. Ip olarak uygulanan M30’un,
onceden kapsaisin enjekte edilmis farelerde anoreksijenik etki olusturmadigi
gozlenmistir (242). Bu sonug, ip olarak uygulanan M30’un anoreksiyi
baslatabilmesi i¢in vagal sinirlerin 6nemli rol oynadigini ortaya koymaktadir.
Ayrica, muskarinik kolineseptor antagonisti olan atropin metil nitrat ve adrenerjik
gangliyon blokeri olan bretylium tosylate uygulamalariyla birlikte ip M30
uygulandiginda, M30’un olusturdugu gida alimmm  baskilanmasinin
engellenmedigi belirlenmistir. Nikotinik kolinerjik bloker olan heksametonyum
uygulamasi ile ip M30 enjeksiyonuyla ise M30 tarafindan olusturulan gida
alimmdaki azalmanin, hekzametonyum tarafindan ortadan kaldirildig1 tespit
edilmistir. Bu veriler, M30’un olusturdugu anorekside nikotinik kolinerjik
sistemin de yer aldigini ortaya koymaktadir (230).

Nesfatin/NUCB2 imminoreaktif hiicreleri hem farelerin hem de si¢anlarin
pankreas adaciklarinda beta (B) hiicreleri ile iliskilidir (243). Pankreasin
hicrelerinin hem PC-1/3 hem de PC-2’yi ckspresse ettikleri bilinmektedir.
Nesfatin/NUCB2’nin nesfatin-1’e islenme silirecinin, pankreasin [ hiicrelerinde
gerceklesiyor olmasi kuvvetli bir ihtimal gibi goérinmektedir. Pankreasta
nesfatin/NUCB2 immiinoreaktivitesinin yogunlugu ve B hiicreleriyle iliskisi bu
olasilig1 artirmaktadir (230).

PVN’de (225) ve gastrik mukozada (239) NUCB2 ekspresyonunun aglik
durumunda, serbest beslenme sartlarma gore, daha diisiik oldugu da tespit
edilmistir. Bu veriler nesfatin-1’in dolasimdaki seviyesinin gida alim1 neticesinde

artiy gosterdigine isaret etmektedir. Mide ve pankreas gibi nesfatin—1 Ureten
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organlarda nesfatin—1 seviyesinin dolasimdaki diizeyine g0re daha yulksek
olabilecegi ifade edilmektedir. Gangliyonik noronlarin  aktivasyonunu
saglayabilmek i¢in etkili nesfatin—1 konsantrasyonunun 10™° M diizeyinde oldugu
bildirilmektedir. Nesfatin-1’in kolesistokinin-8’¢ (CCK) duyarli néronlarda
ozellikle [Ca*¥)i artirdigi tespit edilmistir. Arastrmacilar, CCK—8 duyarli
noronlarm bir kismmi nesfatin-1 duyarli néronlarin olusturdugunu ileri
stirmiislerdir. Buna dayanarak, gangliyonik noronlarda nesfatin-1 ve CCK-8’in
istahin baskilanmasiyla ilgili olarak ayni paya sahip olduklar1 da ifade edilmistir
(244). Buna karsin, CCK’nin periferik uygulanmasiyla PVN’de ve beyin
sapindaki nesfatin—1 ile ilgili néronlarda c-Fos ekspresyonunun uyarildigi da
rapor edilmistir (245). Bu veriler ve diger c¢alismalarin sonuglar1 birlikte ele
alimdiginda, nesfatin-1’in merkezi veya periferik uygulanmasi neticesinde ortaya
¢ikan gida alimimdaki azalmanin, periferik CCK yanit1 ile baglantili olabilecegi

sonucu ortaya ¢ikmaktadir (244).

3.3.3. Nesfatin-1 ve Ureme

Yeni kesfedilen bu tokluk peptidinin obezite ile miicadele yOniinden
oldukca timit verici 6zelliklere sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica enerji dengesi
ve lremenin diizenlenmesi bakimindan nesfatin—1 ile ilgili olarak 2010 yilinda
yapilan bir ¢alismada (246) pubertal olgunlasma siirecindeki disi siganlara bu
peptidin ICV as-MON infiizyonunun hipotalamik NUCB2 seviyesini azalttigi,
puberte baslangic yasini uzattigi, ovaryum agirligmi ve LH diizeyini azalttigi

belirlenmistir. Yine ayni arastirma gurubu tarafindan insan, sican ve fare
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testislerinde ve sigan ovaryumunda NUCB2 mRNA ekspresyonunun mevcudiyeti
rapor edilmistir. Bunlara ek olarak, immiinohistokimyasal ¢aligmalar ile de leydig
hicrelerinde NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi tespit edilmistir (228). BUtin
bunlara dayanarak nesfatin-1’in pubertenin diizenlenmesinde olmazsa olmaz
faktorlerden birisi oldugu ileri siriilmistir (246). Bu peptidin, in vivo
caligmalarla, GnRH ve Kkisspeptin ile etkilesiminin ortaya konulmasi
gerekmektedir. Bu yonde yapilmis herhangi bir arastirma mevcut degildir.
Boylece, dremenin hem beslenme yoninden hem de ndroendokrin
diizenlenmesiyle ilgili olarak, yeni iliskilerin ortaya ¢ikarilmasi, kafalardaki soru

isaretlerinin azaltilmasina katki saglayacaktir.

3.5.Puberte Yasimin Fizyolojik Siirlarda Kalmasinin Onemi

Ergenlik donemi boyunca bazi beyin bolgelerinde degisiklikler goriildigi
ve noronal aglarin yeniden yapilandigi bildirilmektedir (247, 248). Beynin
degisim doneminde olmasmdan dolay1 eriskin beynine gore daha hassas oldugu
ifade edilmektedir (249-251). Ayrica puberte doneminde akson ve sinapslarda
meydana gelen yapisal gelisim atagini, puberte sonrasinda Sinaptik azalmanin
takip ettigi ileri stiriilmektedir (252).

Ergenlik doneminde degisim g0steren yapilarindan biri de bazal
gangliyonlardir. Bazal gangliyon miktarindaki artig ergenlikten baslayarak, otuzlu
yaglara kadar devam etmekte ve kirkli yaglara dogru yavaslamaktadir. Ergenlik
doneminde bazal gangliyon yapilarinin bagimlilik yapan maddelere daha duyarli

olmas1 muhtemelen bu sebepledir. Bazal gangliyonlar prefrontal bdlge tzerinden
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motivasyon ve davranigla ilgili fonksiyonlara katkida bulunmaktadir (253, 254).
Dolayisiyla bazal gangliyona etki eden patofizyolojik sartlar, anti-sosyal
davranislar, zararli madde kullanimi ve bagimlilik gibi durumlarla yol agabilecegi
ileri surulmektedir (255-257). Cinsiyete bagh olarak, kizlarda hipokampus,
erkeklerde ise amigdala hacminin daha fazla oldugu rapor edilmistir (258, 259).
Dolayisiyla, dikkat eksikligi, hiperaktivite ve Obsesif Kompulsif Bozukluklar
erkeklerde daha sik, kizlarda ise amigdala hacmindeki azalmaya bagli olarak
anksiyete ve duygu durum bozukluklar: tiim ergenlik donemi boyunca daha fazla
ortaya ¢ikmaktadir (260, 261).

Ozetle beynin diger biitiin dnemli alanlar1 (hipokampus, amigdala, niikleus
accumbens, prefrontal, frontal, orbital korteks ve limbik sistem) ergenlik donemi
boyunca yeniden yapilanmaktadir. Ozellikle prefrontal korteks hacmi insan ve
hayvanlarda tiim ergenlik boyunca azalmaktadir (262, 263). Nitekim insan beyni
eriskin hacmine puberte déneminde ulagmaktadir.

Gonadal hormonlardaki artis ergenlik doneminde davranmigsal uyuma ve
dolayisiyla birtakim davranis problemlerine neden olabilmektedir. Bu dénemde
HHG isleyis kadar HHA aks da normal ergenlik gelisiminde onemlidir. Nitekim
bu dénemde hipotalamo-hipofizer adrenal aksa olumsuz etki edecek faktorlerin,
ileride stres duyarliliginda artis veya strese yatkinlik ile sonuglanacagi ileri
sirilmektedir (264). Yine ergenlik donemi ile iligkili bir takim psikolojik
sorunlarin bu tiir olumsuz etkiler nedeniyle meydana gelmis olabilecegi ifade
edilmektedir (265).

Ergenlik hem bedensel hem de zihinsel olarak biiyiik degisimlerin yagsandigi

onemli bir surectir. Bu derece hizli ve yogun degisimlere uyum saglamak ¢ok
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kolay degildir. Normal ilerleyen bir ergenlik siireci bile hem gence hem de
ailesine c¢esitli giicliikler ve degisik risklerin eslik ettigi bir miicadele donemi
getirmektedir. Bu donemin erkene cekilmesi veya gecikmesinin getirecegi
olumsuz sonuglar ise sadece bu donemle sinirh kalmayip, ilerleyen yaslarda hatta

Oomur boyu sorunlar ve riskler sunmaya devam edecektir.
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Bu tez ¢calismasi ile:

Viicudun enerji dengesi, dolayisiyla bunu diizenleyen beslenme davranisiyla
ilgili molekiller ve néroendokrin sistemin etkilesimi s6z konusu olduguna gore;
hem puberte ve Ureme fizyolojisi hem de enerji dengesinin regilasyonu
bakimindan kisspeptin, nesfatin-1, leptin ve RFRP3 (GnlH) ve/veya antagonisti
(RF9) arasinda direkt/dolayli etkilesim olabileceginden hareketle:

Kisspeptin’in bu iliskideki roli,

GnlH etkisinin RF9 ile modifikasyonu mimkinse bu durumun ARC
Kisspeptin noronlarinda etki olusturup olusturmadigi,

Nesfatin-1'in  beslenme davranigi ve gonadotropinler {izerine etkisinin
Kisspeptin noronlart ile iliskisi,

Ayrica inhibitor ve uyarict noroendokrin mekanizmalarm isleyisinde
farmakolojik  modifikasyonun pubertal ve eriskin donem etkilerinin

degerlendirilmesi amag¢lanmustir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gruplarin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar

Arastirmada Spraque Dawley tiirli disi yavru siganlar kullanilmistir. Caligma
gruplar, Intakt kontrol, Sham (¢oziicli ICV), Kisspeptin, p234, Kisspeptin + p234,
RF9, RF9 + p234, Nesfatin-1, Nesfatin-1 + p234 olarak belirlenmistir. Bunun igin
hayvanlar 21 giinliik canli agirliklar1 (CA) 40+2 gr olan yavrular arasindan, her
grupta 7’ser hayvan olacak sekilde, rastgele dagilimla secilmistir. Deney siiresince
hayvanlar sabit sicaklik (21+1 °C) ve 12 saat gece/12 saat giindiiz (151k ag¢ilis1
07:00) ortamda tutulmustur. Yem ve su ad libitum olarak verilmistir. Intakt
kontrol grubunun disinda, ICV uygulamanin olusturabilecegi stres ve kullanilan
maddelerin ¢oziiciilerinin olasi etkisini ortadan kaldirmak icin, sham grubu da yer
almstir.

Yavrular 23 ginlik olduklarinda, ketamin HCl/xylazine HCI (80/12 mg/kg
kas ici) ile anestezi edilerek, ICV enjeksiyon icin sabit kanuller sterotaksik
koordinatlara gore (bregma noktasinin 1.5 mm laterali ve 1mm posterioru)
kafatas1 dis¢i tur aletiyle delinerek, beynin sol lateral ventrikiiliine (kafatasi
kemiginden itibaren 4 mm), girilmis (266) ve dental sement yardimiyla kafatasina
sabitlenmistir. Cerrahi miidahale yapilan biitiin hayvanlara operasyon sonrasinda
2 gilin boyunca agri1 kesici olarak ibuprofen (1 mg/si¢an) oral yolla verilmis ve

yavrularin saglik durumu giinde birka¢ kez kontrol edilmistir.

Kisspeptin, p234, Kisspeptin + p234, RF9, RF9 + p234, Nesfatin-1,

Nesfatin-1 + p234 enjeksiyonlar1 ICV kaniiller takildigindan itibaren (23
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giinliikken) baslamis ve hayvanlar 60 giinliik eriskinlige ulagincaya kadar devam
edilmistir. ICV uygulamalar icin kisspeptin 50 pmol, p234 1 nmol, RF9 10 nmol
ve nesfatin 25 pmol dozda, 5 pl hacimde, % 0,9’luk NaCl igerisinde hazirlanarak
her giin 10:00-12:00 saatleri arasinda uygulanmistir. Bu siire zarfinda sham

grubuna da ayni hacimde ¢6ziicii (% 0,9’luk NaCI) ICV olarak verilmistir.

Yavrular 26 giinliikk olduklarinda, giinliik viicut agrrligi, yem ve su
tilketimleri Ol¢iilmeye baglanmis ve 60 giinlilk olana kadar devam edilmistir.
Pubertenin baslama zamaninin belirlenmesi i¢in giinliik olarak vajinal aciklik
kontrolii yapilmis ve vajinal acgiklik gbzlenen hayvanlarda vajinal smear

incelenerek ilk dstrus yasi, viicut agirligi ve siklus diizeni belirlenmistir.

Hayvanlar 60 giinlik olduklarindan itibaren didstrus doneminde olanlar
ketamin HCl/xylazine ile genel anestezi altina alimmis ve lateral kuyruk veni
aracilifiyla hormon analizi i¢in 0,5 ml kan almnmasmi takiben son ICV
enjeksiyonlar gerceklestirilmis ve 15 dakika sonra, batin acilarak sol ventrikiile
enjektér yardimiyla girilerek, vakumlu tiiplere kan almmustir. Toplanan kanlar
sogutmalr santrifiijde (3000-4000 rpm/dakika) serumlar1 ayrilip analizler yapilana
kadar -20 °C'de saklanmustir. Kalpten kan alinmasmin ardindan, transkardiyal
yoldan ilk olarak heparin + % 0,9’luk NaCl, ardindan fosfatlanmig tamponlanmis
salin (PBS) + % 4 paraformaldehit solisyonu ile immunohistokimyasal boyama
icin beyinler sabitlendikten sonra sicanlar kafasi giyotin yardimiyla kesilmistir.
Hizli bir sekilde kafatasi agilarak beyinler ¢ikarilip PBS + % 4 paraformaldehit
soliisyonuna konulmustur. Ayrica tiim hayvanlara ait uterus ve ovaryumlar disekte

edilerek agirliklar belirlenmistir.
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Hipotalamus  orneklerinde, immunohistokimyasal olarak  kisspeptin
immunoreaktivitesi, serum o&rneklerinde ise FSH, LH ve leptin dizeyleri

Olclilmiistiir.

4.2. Beyin Kesitlerinin hazirlanmasi

Kalpten kan alinmasinin ardindan, transkardiyal yoldan ilk olarak heparin +
% 0,9luk NaCI, ardindan PBS + %4 paraformaldehit soliisyonu ile
immiinohistokimyasal boyama icin beyinler sabitlendikten sonra sicanlarin kafasi
giyotin yardimiyla kesildi. Hizli bir sekilde kafatasi agilarak beyinleri ¢ikarilip
PBS + % 4 paraformaldehit icinde 4°C'de 3-4 saat bekletildi, daha sonra taze PBS
+ 9% 4 paraformaldehit ile soliisyon degistirilip 16-20 saat 4°C'de beynin
sabitlenmesi devam ettirildi. % 4 paraformaldehit solisyonu, % 25 sikroz
soliisyonu ile degistirilip 24-48 saat beyinler siikrozla doygunluga erisene kadar
4°C'de tutuldu. Siikroz soliisyonundan ¢ikarilan beyinler sogutmali mikrotomda -
20 °C'de dilimlendi. Stereotaksik atlas yardimiyla AVPV, ARC ve DMN boyunca
25 pum kalinliginda koronal (frontal) hipotalamik kesitler alindi. Bu kesitler
kryoprotektan soltisyonu igerisinde -20 °C'de immiinohistokimyal analizler

yapilana kadar saklandi.

4.3.Floresan immunohistokimya

Kisspeptin floresan immiinohistokimya deneyleri 25 pm kalinliginda

hipotalamusun serbest yuzen Kkesitlerinde gergeklestirildi. Kesitler oda
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sicakliginda 0.05 M PBS'de yikand:1 (pH 7.3, 8x15 dakika), %3 hidrojen peroksitte
30 dakika inkiibe edildi ve tekrar 0.05 M PBS'de yikandi (6x5 dakika). Kesitler
4°C'de % 5 normal at serumu (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA), % 0.1
BSA ve % 0.05 Triton X-100 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) iceren PBS
cozeltisinde gece boyunca c¢alkalayici lizerinde inkiibe edildi ve 6zgiin olmayan
baglanmalar elimine edildi. Kesitler PBS-Esek serum c¢ozeltisinde hazirlanan
primer antikor, Kisspeptin (Tavsan, anti-Kisspeptin antikor, AB9754, Merck
Millipore), ile 4°C'de 48 saat calkalayici iizerinde inkiibe edildikten sonra oda
sicakliginda 0.05 M PBS'de yikand: (4x5 dakika). Immiinoflorasani tespit etmek
icin kesitler oda sicakliginda, karanlikta 1 saat PBS-at serumu ¢0Ozeltisinde
sekonder antikor, Cy3-konjuge AffiniPure donkey antirabbit 1gGs (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA), ile inkiibe edildi ve tekrar
oda sicakliginda 0.05 M PBS'de yikandiktan (4x5 dakika) sonra kesitler lam
(Fisherbrand Superfrost Plus; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) Uzerine
yerlestirildi. Kesitler lam iizerinde karanlikta kuruduktan sonra GEL/MOUNT
akigskan koruyucu madde ile kaplandiktan sonra lamelle kapatildi ve analizler

yapilana kadar 4°C'de muhafaza edildi.

4.4. Serum LH, FSH ve Leptin ELISA Protokoli

Analiz i¢cin Pappa ve arkadaslarmin (267) kullandigi metod, bazi
modifikasyonlar ile esas almmustir. Kisaca, sigan LH ve FSH antikorlar1 ile
kaplanan 96 wellplate’ler (Nunc, Roskilde, Denmark) ilk olarak standartlar ve

serum Ornekleri ile preinkiibasyon siireci baglatilarak, primer antikorlarla solid faz
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stirecinde antijen baglanmasinin gergeklesmesi saglandi. Sonrasinda, plate’ler
yikama iglemine ve sekonder antikorla konjuge halde streptavidin peroxidase her
bir kuyucuga ilave edilerek, substrat olarak ise tetramethylbenzidine kullanilarak
renk olusumu meydana getirildi. inkiibasyon sonrasi, plateler ELISA okuyucuda
(Biotek, Synergy HT, USA) 450 nm’de dl¢lime tabi tutuldu. Sigan FSH ve LH
primer antikorlar1 (rabbit anti-rat LH and rabbit anti-rat FSH) Dr. A.F. Parlow’dan
(NIDDK, NIH, USA) temin edildi. Sekonder antikorlar (goat anti-rabbit 1gG) ve
konjugat1 streptavidin peroxidase Sigma’dan (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Germany) satin alindi. FSH ve LH icin kullanilan testin sensivitesi, sirasiyla, 1
ng/ml ve 2 ng/ml diizeyindeydi. Ayrica inter-assay ve intra-assay varyasyon
katsayilart1 % 8’in altindaydi. Leptin degerleri ise ticari kit (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) kullanilarak belirlendi. Leptin Rat ELISA kiti i¢in sensivite
degeri 0.04 ng/mL’ydi. Ayrica intra-assay Ve inter-assay varyasyon katsayilari ise,

sirastyla, % 1.9-2.5 ve % 3.0-3.9 dlizeylerindeydi.

4.5. istatistiksel Degerlendirme

Biitiin degerler; ortalama ve standart hata (AO = SH) olarak ifade edildi.
[statistiksel analizler ve grafikler sirastyla; SPSS 12.0 ve Origin 8.0 programlari
kullanilarak yapildi. Verilerin degerlendirmesi ve gruplar arasi farkliliklar icin
one-way ANOVA ve post-hoc Tukey HSD ve Mann Whitney U testleri
kullanilmustir. TUm analizlerde p< 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Yem Tuketimi

Olgiimlerin basladig1 26. giinden hayvanlar 60 giinliik olana kadar elde
edilen 34 gunlik, 100 gram CA igin, tiiketilen yem miktar1 tablo 4’de
sunulmustur. Kisspeptin grubundaki hayvanlarda sham grubuna gére 30. giinden
45. gline kadarki 16 giinlik donemde yem tuketiminde 6nemli azalma tespit edildi
(p<0,05). Genel tablonun 26. giinden 56. giine kadar, 30 giinliik siire zarfinda,
istatistiksel bakimdan anlamli olmasa da (p>0,05) daha diisiik yem tiiketimi
seklinde olmasmin yani sira, erigkinlik donemine yaklastikga (60. giin)
anoreksijenik etkide zayiflama egilimi oldugu goriildi. P234 grubunda yem
tuketimi sham grubuna gore istatistiksel bakimdan farkli degildi. Fakat 26. giinden
39. giine kadar bu gruptaki hayvanlarin sham grubuna gére daha fazla yem
tukettikleri goruldi (p>0,05). Geri kalan 40. ginden 50. gine kadar yem
tilketiminin azalma egilimi gostererek sahm grubuyla ayni seviyede oldugu, 50.
giinden sonra tiiketim miktarinda disiisiin daha da belirginlesmeye basladigi
belirlendi. Kisspeptin+p234 grubunda sham grubuyla ayni dizeyde yem

tiiketildigi belirlendi (Sekil 9).
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Sekil. 9. Sham, Kisspeptin, p234 ve kisspeptin+p234 Gruplarinda 34 Gunlik

Donemde Kumdalatif Yem  Tiketimi. *; p<0.05; Sham grubu ile

karsilastirildiginda

RF9 grubunda ise, 34. glinden itibaren 60. giine kadar genel olarak kontrol
grubuna gore daha az yem tiketilmekle birlikte, 42. ginden 60. gline kadarki
tuketimin kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu
tespit edildi (p<0,05). Bununla birlikte, 26. giinden 33. giine kadar kontrol
grubuyla ayni seviyede olan tlketimin 35. giinden itibaren azalmaya basladig1 ve
yukarida anlamli diizeyde olan giinlerin disindaki giinlerde de bu durumun 60.
giine kadar gegerli oldugu belirlendi. RF9+p234 grubunda ise 44, 47 ve 54.
ginden 60. glne kadarki sirecte daha yogun olmakla birlikte daha az yem
tiiketildigi fakat kontrol grubuna kiyasla istatistiksel bakimdan farkli olmadigi

g6rildi (p>0,05), (Sekil 10).
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Sekil. 10. Sham, RF9, p234 ve RF9+p234 Gruplarinda 34 Gunlik Ddnemde

Kimidlatif Yem Tiketimi. *; p<0.05; Sham grubu ile karsilastirildiginda

Kontrol grubuna gére 34 giinliik siire zarfinda nesfatin grubunda yem
tilketimi istatistiksel bakimdan anlaml sekilde diisiiktii (p<0,05). Nesfatin+p234
grubunda 34. giinden 44. gline kadar kontrole gére yem tliketim miktarlar1 anlamli
derecede diisiiktii (p<0,05). Geri kalan giinlerde de kontrol grubuna kiyasla diisiik

diizeyde tiiketim miktarlarinin s6z konusu oldugu goriildii (p>0,05), (Sekil 11).
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Sekil. 11. Sham, Nesfatin, p234 ve Nesfatin+p234 Gruplarinda 34 Gunlik

Donemde Kuimdilatif Yem Tiketimi. *; a;

karsilastirildiginda
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Tablo 4. Prepubertal 26. Giinden Eriskin 60. Gline Kadar (34 Giinliik), 100 gram

CA icin, Gunlik Yem Tiiketim Ortalamalar1 (gr/100gr CA)

Gruplar

Giinler Kp RF9 _ Nesfatin

Sham | Kp p234 + RF9 + Nesfatin +

p234 p234 p234

26.Gin | 11+0,5 | 10+1 12+0,3 | 11+1 | 1142 11+0,2 | 9+0,5* 10+1
27.Gin | 11405 [ 10+0,4 | 12+0,3 | 10+1 [ 12+2 11+0,2 | 8+0,6* 10+1
28.Gin | 12+0,4 | 11+0,3 [ 13+0,5 | 11+1 | 1142 11+0,2 | 8+0,6* 11+1
29.Gin | 11+1 [ 10+0,3 | 13+0,4 | 11+1 | 1142 11+1 | 8+0,6* 11+1
30.Gin | 12404 [ 10+0,3* | 14+1 | 1241 [ 131 10+1 | 8+0,6* 11+1
31.Gin | 12405 [ 10+0,3* | 14+1 | 11+1 [ 12+1 10+1 | 7+0,6* 10+1
32.Gin | 12404 | 10+0,3* | 14+0,4 | 11+1 [ 12+1 10+1 | 8+0,6* 9+1
33.Gin | 12404 | 10+0,3* | 14+0,4 | 10+1 [ 12+#11 [ 10+1 [ 8+0,3* 9+0,5
34.Gin | 12404 | 10+0,3* | 13+0,4 | 12+2 [ 111 10+1 | 8+0,3* 9+0,5*
35.Gin | 1240,3 [ 10+0,3* | 13+0,3 | 11+2 [ 111 10+1 | 8+0,4* 9+0,5*
36.Gun | 12404 | 10+0,3* | 12+0,3 | 11+1 [ 111 10+1 | 8+0,4* 9+0,5*
37.Gin | 12404 [ 9+0,3* | 12+0,3 | 11+1 [ 10+1 10+1 | 9+0,5* 9+0,5*
38.Gun | 12404 | 10+0,2* | 12+0,3 | 12+1 [ 10+1 10+1 | 9+0,3* 9+0,4*
39.Gun | 12404 [ 9+0,3* | 12+0,3 | 11+1 [ 10+1 10+1 | 10+0,3* | 8+0,5*
40.Giin | 1240,4 | 9+0,3* | 12+0,3 | 12+1 [ 10+1 10+1 | 10+0,3* | 9+0,5*
41.Gin [ 12404 | 9+0,3* | 11+0,3 | 1241 | 10+1 10+1 | 10£0,2* | 9+1*
42.Gin | 1240,4 | 9+0,3* | 11+0,3 | 12+1 [ 9+1* 10+1 | 10+0,3* | 9+0,5*
43.Gln | 11+0,4 | 9+0,2* | 11+0,3 | 12+1 | 9+1* 10+1 | 10£0,3* | 9#1*
44.Gln | 1240,4 | 940,2* | 11+0,3 | 11+1 | 9+1* 10+1 | 10£0,2* | 9#1*
45.Gin | 1240,4 | 9+0,2* | 11+0,3 | 11+1 [ 9+0,5* | 10+1 | 10+0,3* 10+1
46.Gln | 12405 | 90,2 11+0,3 | 11+1 [ 9+0,5* | 10+1 [ 1040,3* 10+1
47.Gin | 12405 | 11+1 11+0,3 | 11+1 [ 1040,5* | 10+1 [ 10+0,3* 10+1
48.Gln | 12+#1 | 11+0,4 | 11+0,3 | 12+#1 | 9+0,5* | 10+1 | 10+0,4* 11+1
49.Gin | 12+#1 | 11+0,4 | 12+0,5 | 12+#1 | 9+0,5* | 10+1 | 10+0,5* 11+1
50.Gun | 12+1 | 11+1 12+¢1 [ 1241 | 10+0,5* | 10+1 | 10+0,4* 11+1
51.Gun | 12+0,8 | 11+1 1241 | 11#1 [ 9+0,5* | 10+1 [ 10+0,5* 1141
52.Gun | 12+1 | 1241 11+1 [ 11#1 | 10+0,4* | 10+1 | 9+0,6* 11+1
53.Gun | 12+1 | 1241 11+1 [ 11#1 | 10+0,4* | 10+1 | 9+0,6* 11+1
54.Gun | 13+1 | 1241 11+1 [ 11#1 | 10+0,4* | 10+1 | 9+0,5* 11+1
55.Gin | 13+1 | 1241 11+1 [ 11#1 | 10+0,3* | 10+1 | 9+0,4* 11+1
56.Gun | 13+1 | 1241 1241 [ 1141 | 940,3* | 10+1 | 9+0,5* 11+1
57.Gin | 12+1 | 1241 12+¢1 [ 11#1 | 10+0,3* | 10+1 | 9+0,5* 11+0,2
58. Giin | 12+1 12+1 11+1 | 11#1 [10#0,4* | 10+1 | 9+0,5* 11+1
59. Gin | 12+1 12+1 11+1 | 11#1 [10#0,4* | 10+1 | 9+0,5* 12+1
60. Gin | 12+1 12+1 1241 | 11#1 [10#0,4* | 10+1 | 9+0,5* 12+0,5

*p<0.05; Kontrol (sham) grubu ile karsilastirildiginda
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5.2. Su Tuketimi

100 gram CA esas alinarak yapilan degerlendirmede elde edilen 34 giinliik
su tiiketim degerleri toplu olarak tablo 5’de sunulmustur. Kisspeptin ve p234
gruplarinda 26. giinden 60. giine kadar kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
bakimdan gegerli degisiklikler tespit edilmedi (Sekil 12). Ancak Kkisspeptin
grubunda su tuketiminin 26. gliinden 28. giine kadar kontrol grubundaki tiiketime
gore daha az oldugu, 31. giinden 38. giine kadar ayn1 seviyede fakat 39. giinden
itibaren 60. giine kadar tiiketimde azalma egiliminin devam ettigi gorildi
(p>0,05). P234°de ise 35. giine kadar yiiksek olan tiiketim miktarinin, 36. giinden
itibaren 60. giine kadar kontrol grubuyla ayni seviyede oldugu belirlendi.
Kisspeptintp234 grubunda 34. giinde su tiiketiminin 6nemli derecede azaldigi
belirlendi (p<0,05). Fakat 28-32. giinler aras1 ve 40-41. glnlerde su tlketim
miktarinin yiikseldigi, 26-27. glnler, 33. giin, 35-39. giinler arasinda ve 42.
gunden 47. gune kadar kontrol grubu tuketim diizeyinden diisiik iken, 48. giinden

itibaren kontrol grubuyla ayn1 seviyede oldugu tespit edildi.
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Kiimiilatif Su Tiiketi
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Yas (Giinler)

Sekil. 12. Sham, Kisspeptin, p234 ve kisspeptin+p234 Gruplarinda 34 Gunlik

Donemde Kimulatif Su Tuketimi.

RF9 grubundaki tiiketimle ilgili olarak ise, 28-29. gunlerde ve 34. ginlerde
daha belirgin olmakla birlikte, istatistiksel bakimdan anlamli olmamasina karsin,
genel itibariyle 47. gune kadar diisiik olan su tiiketiminin bu dénemden sonra
kontrolle ayni diizeyde olacak sekilde artis gosterdigi belirlendi. RF9+p234
grubunda kontrol grubu degerleriyle paralel tiiketim diizeyleri s6z konusuydu

(Sekil 13).
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Sekil. 13. Sham, RF9, p234 ve RF9+p234 Gruplarinda 34 Gunlik Dénemde

Kimilatif Su Tuketimi.

Nesfatin grubunda, 31-41. ve 49-60. giinler aras1 su tiketimi 6nemli 6lcude
diisiiktii (p<0,05). Bununla birlikte, 26-28. giinler arasindaki degerler harig, 60.
giine kadar nesfatin grubundaki hayvanlarin su tiiketim miktarlar1 kontrol
grubundakilere gore, istatistiksel olarak anlamli olmasa da, daha azdi (p>0,05).
Nesfatin+p234 grubunda, 32. giinden 37. gune kadar ve 52-60. giinler arasinda su
tilketimi 6nemli Ol¢iide disiiktii (p<0,05). Geri kalan giinlerde de su tiiketim
miktar1 diisiik olmakla birlikte istatistiksel agidan anlamli degildi (p>0,05), (Sekil

14).
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Sekil. 14. Sham, Nesfatin, p234 ve Nesfatin+p234 Gruplarinda 34 Gunlik
Donemde Kumulatif Su Tiketimi.  *; a; p<0.05; Sham grubu ile

karsilastirildiginda
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Tablo 5. Prepubertal 26. Giinden Eriskin 60. Gline Kadar (34 Giinliik), 100 gram

CA icin, Gunlik Su Tiketim Ortalamalar1 (ml/100gr CA)

Gruplar

Giinler Kp RF9 _ Nesfatin

Sham | Kp p234 + RF9 + Nesfatin +

p234 p234 p234

26.Gun | 17#1 | 161 | 19+0,6 | 14+2 | 15+0,6 | 17+0,3 | 17+1 16+1
27.Gin | 18+1 | 161 | 19+0,4 |18+1 | 15+0,6 | 19+1 | 17+1 17+1
28.Gun | 19+1 | 1741 [ 22+0,2 | 20+1 | 15+0,6 | 19+0,3 | 17+1 17+1
29.Gin | 20+1 | 18+2 | 22+0,1 |21+1 | 15404 |20+l | 17+1 19+1
30.Gin [ 20+1 | 19+2 | 23+0,4 | 22+1 | 17#05 |22+2 | 17+1 19+1
31.Gun [20+1 | 19+2 [ 23+05 | 22+1 | 17#1 [22+2 | 17+0,5* [ 20+2
32.Gun [ 21+1 [ 20+1 | 23+0,4 |[22+1 | 18+1 |21+l [ 17+0,4* | 17+1*
33.Gun [ 21+1 [ 21+1 [ 23+1 [19+2 | 18405 |21+l [ 17+1* 16+1*
34.Gun [ 22+1 [ 21+1 [22+#1 [18+2 | 18405 |21+l | 17+0,5*% | 16+1*
35.Gun | 21#1 [ 2041 [ 21+#1 [18+1 | 18405 |22+#1 | 17+0,7* | 16+1*
36.Gun | 20+1 | 20+1 | 21+#1 [18+1 | 18+1 |21+l [ 17+1* 17+1*
37.Gun [ 20+1 [ 20+1 | 21+#1 [18+1 | 18405 |21+l [ 17+1* 17+1*
38.Gun [ 20+1 | 19+1 | 20#1 [ 19+15 | 18406 | 201 | 17+1* 18+1
39.Gun [ 20+1 | 19+1 | 20+0,6 | 18+1 | 18+05 |20+1 | 17+0,6* [ 18+1
40.Gin | 19+1 [ 18+#1 [19+06 |20+2 | 18+05 | 19+1 | 17+0,6* | 18+1
41.Gin | 19+1 | 17+#1 [ 18+05 | 2116 | 17405 | 20+1 | 17+0,7* [ 18+1
42.Gin | 19+1 | 17405 | 18+0,4 | 17+0,6 | 19+0,6 | 19+1 | 17+1 17+1
43.Gin | 19+#1 | 17#0,3 | 174#0,4 | 17+0,5 | 17405 | 19+1 | 17+1 18+1
44.Gin | 19+#1 | 17404 [ 17404 | 17406 | 17#1 [19+#1 | 17+1 16+1
45.Gin | 18+1 | 17+0,4 [ 17405 | 17+0,6 | 17#1 [ 18+1 | 17+1 17+1
46.Gln | 18+1 | 17+05 | 17405 | 16+0,5 | 17#1 | 18+1 | 16+l 17+1
47.Gin [ 18+1 | 16405 | 18+1 | 16+0,6 | 17+#1 | 18+1 | 16+l 17+1
48.Gin | 16+1 | 16+0,4 | 174#0,5 | 16+0,6 | 17+#1 | 18+1 | 16+1 16+1
49.Gin | 1741 | 15+1 | 17405 | 15+0,5 | 16+1 | 18+1 | 14+0,4* | 161
50.Gun | 17#1 | 15+1 | 17#0,6 | 15+0,5 | 16+1 | 174#1 | 14+0,5* | 15+1
51.Gun | 17#1 | 161 | 17405 | 16+0,5 | 16+1 | 1741 | 14+0,4* | 15+1
52.Gin | 16+2 | 15+1 | 17405 | 16+0,6 | 16+1 | 17#1 | 14+0,3* | 14+41~*
53.Gin | 16+2 | 15+1 | 16+0,5 | 16+0,6 | 15+1 | 161 | 14+0,3* | 14+41~*
54.Gun | 1742 | 15+1 | 16+0,5 | 16+0,5 | 15405 | 16+1 | 14+0,4* | 13+1*
55.Gin | 16+1 | 14+1 | 16+0,4 | 16+0,4 | 15405 | 161 | 14+0,5* | 13+1*
56.Gun | 16+1 | 14+1 | 16+0,4 | 16+0,5 | 15305 | 161 | 14+0,5* | 13+1*
57.Gun | 16+1 | 14+1 | 15405 | 15+0,6 | 14+0,4 | 16+1 | 14+0,5* | 13+1*
58.Gun | 15+1 | 14+1 | 15+0,4 | 15+0,6 | 14+0,4 | 161 | 13+0,5* | 13#1*
59.Gin | 15#1 | 13+1 | 16+0,6 | 15+0,6 | 14405 | 15#1 | 13+0,5* | 13#1*
60. Gun | 15+#1 | 13+1 | 16+0,6 | 15+0,6 | 14405 | 15+1 | 13+0,4* | 13+1*

*p<0.05; Kontrol (sham) grubu ile karsilastirildiginda
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5.3. Canh Agirhik Artist

Kisspeptin grubunda agirlik artiginin 26 ginden itibaren 60. gune kadar
sham grubuna kiyasla 6nemli diizeyde diisiikk oldugu tespit edildi (p<0,05). P234
grubunda agirlik artisinin, genel olarak, biraz daha disiik kalsa da kontrol grubu
degerlerine paralel seyir izledigi tespit edildi. Kisspeptin + p234 grubunda ise 34

giinliik CA artisinin kontrol grubuyla ayn1 diizeyde oldugu belirlendi (Sekil 15).
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Sekil. 15. Sham, Kisspeptin, p234 ve kisspeptin+p234 Gruplarinda 34 Gunlik
Donemde Viicut Agirliginda Olusan Degisimlerin %’si. *; p<0.05; Sham grubu ile

karsilastirildiginda
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RF9 grubunda ise, sham grubuna gore anlamli farklilik s6z konusu degildi.
Fakat genel egilim olarak, kontrol grubuna gore, CA diizeyleri daha diisiiktii. Ayni

durumun RF9 + p234 grubu icin de gecerli oldugu belirlendi (Sekil 16).
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Sekil. 16. Sham, RF9, p234 ve RF9+p234 Gruplarinda 34 Ginlik Dénemde

Viicut Agirliginda Olusan Degisimlerin %’si.

Nesfatin grubunda, 26. glinden 60. gline kadar 34 gunlik sirecte CA
dizeyinin sham grubuna kiyasla, istatistiksel bakimdan anlamli derecede, daha
diisiik oldugu goruldi (p<0,05). Nesfatin + p234 grubuyla ilgili olarak ise, 26.
gunden 38. glne kadarki CA artisinin, anlamli olmasa da, kontrole gére daha
diisiik oldugu (p>0,05), fakat 39. glinden itibaren 60. glne kadarki 21 gunlik
donemde CA artisinda istatistiksel bakimdan 6nemli diizeyde azalma belirlendi

(p<0,05), (Sekil 17).
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Sekil. 17. Sham, Nesfatin, p234 ve Nesfatintp234 Gruplarinda 34 Ginlik
Donemde Viicut Agirliginda Olusan Degisimlerin %’si. *; a; p<0.05; Sham grubu

ile karsilastirildiginda
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Tablo 6. Prepubertal 26. Giinden Eriskin 60. Giine Kadar 34 Giinliik Periyotta CA

Ortalamalar1 (Ort+SH)
Gruplar
. Kp RF9 Nesfatin

Gnler Sham | Kp p234 + RF9 + Nesfatin +

p234 p234 p234
26.GlUn | 51+2 | 43+1* | 4741 5143 | 46£1 | 44+£3 | 44+1* 474
27.GUn | 55+2 | 46x1* | 50+1 55+3 | 49+1 | 48+2 | 48+2* 4845
28.GlUn | 58+2 | 48+1* | 53+1 5743 | 52+1 |50+2 | 50+2* 50+5
29.GlUn | 59+2 | 50+2* | 55+1 59+3 | 561 | 53+1 | 52+2* 5245
30.Gun | 632 | 53+2* | 57+2 63+4 | 58+1 | 56x1 | 55+2* 5545
31.Gun | 64+2 | 57+2* | 60+1 64+3 | 601 | 59+2 | 57+2* 58+6
32.GlUn | 68+2 | 59+2* | 6442 67+3 | 642 | 63+2 | 59+2* 605
33.GlUn | 70£2 | 62+2* | 68+2 70+4 | 66£2 | 6612 | 63+1* 6414
34.GlUn | 74£2 | 64+2* | 7213 73£3 | 70£2 | 682 | 66x2* 68+3
35.Gln | 782 | 67+2* | 7442 77£3 | 74£3 | 71+2 | 68+2* 72+3
36.Gin | 83+2 | 70£3* | 7812 81+3 | 7743 | 752 | 71+1* 73£3
37.GiUn | 86£3 | 74+x3* | 813 85+3 | 80£3 | 772 | 74+1* 75%3
38.Gun | 89+3 | 77+3* | 83+2 88+3 | 84+3 | 80+£3 | 78+1* 783
39.GlUn | 91+2 | 79+3* | 8442 9143 | 8743 | 84+#3 | 81+1* 81+3*
40.Gin | 93£3 | 81+£3* | 8943 93+3 | 91+£3 | 86+3 | 84+1* 82+3*
41.Gun | 96£3 | 83£3* | 9143 96+4 | 93£3 | 89+3 | 87+1* 84+4*
42.Gun | 98+3 | 86x4* | 95+2 97£3 | 96+£3 | 9243 | 90%1* 86+4*
43.Giun | 100+4 | 88+4* | 99+2 101+4 | 9943 | 9444 | 91+1* 88+4*
44, Gin | 1055 | 90+4* | 101+2 | 103+4 | 102+3 | 9744 | 95+2* 91+4*
45.Gin | 10745 | 91+4* | 10442 | 10443 | 10543 | 100+4 | 98+2* 92+4*
46.Gun | 11145 | 93+5* | 106+3 | 108+3 | 1063 | 10244 | 101+2* | 94+4*
47.Gun | 11545 | 96£5* | 109+3 | 11043 | 108+3 | 10445 | 103+1* | 96+4*
48.Giun | 11946 | 99+5* | 113+2 | 11444 | 111+3 | 1086 | 106+1* 99+4*
49. Gun | 12146 | 102+5* | 115+2 | 11744 | 113+3 | 111+6 | 109+1* 102+£3*
50. Gun | 1236 | 105+5* | 119+2 | 120+4 | 11644 | 11246 | 110+2* 104+3*
51.Gun | 12746 | 109+4* | 122+2 | 124+4 | 11943 | 11746 | 114+2* 108+3*
52.Gun | 130£5 | 111+4* | 1252 | 12744 | 12243 | 12147 | 118+1* 111+3*
53. Gun | 133+5 | 115+4* | 128+2 | 13044 | 12544 | 12547 | 120+2* 115+£3*
54.Gun | 13745 | 118+4* | 132+2 | 133+4 | 12843 | 12947 | 124+3* 118+3*
55.Gln | 14045 | 12145* | 134+2 | 137+4 | 13143 | 131+7 | 127+4* 122+4*
56. Gln | 14345 | 125+4* | 136+2 | 140+4 | 13443 | 134+7 | 130+5* 125+4*
57.Gln | 14645 | 128+4* | 141+1 | 14444 | 139+3 | 138+8 | 132+5* 128+4*
58.GlUn | 15045 | 130+4* | 143+2 | 147+4 | 142+3 | 140+6 | 135+5* 130+4*
59. GlUn | 15245 | 132+4* | 147+2 | 149+4 | 144+4 | 144+6 | 137+4* 133+4*
60. Gln | 154+4 | 134+5* | 148+2 | 153+4 | 148+4 | 1465 | 141+4* 136+4*

*p<0.05; Sham grubu ile karsilastirildiginda
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5.4. Puberte Yasi

Aragtrmamizin bu kisminda, ICV enjeksiyon ve uyguladigimiz cerrahi
miidahalelerin olasi etkilerini degerlendirebilmek maksadiyla, intakt kontrol grubu
bulgular1 da yer almaktadir. Puberte ve ilk Ostrus yasmna ait veriler hem
ortalama+SH hem de medyan degerleri seklinde tablo 7°de yer almaktadir. intakt
kontrol ve sham-kontrol grubundaki hayvanlarin hemen hemen ayni giinlerde
puberteye girdigi ve istatistiksel bakimdan fark olmadig:1 belirlendi. Intakt
gruptaki hayvanlarin puberteye giris giinlerinin medyan1 38 iken sham-kontrol
grubu icin bu deger 37 olarak tespit edildi. Ayrica puberte yasi bakimindan en
erken gunlerin intakt grupta 35, sham grubunda ise 36 oldugu; maksimum
giinlerin ise, swrasiyla, 40 ve 42 oldugu goriildii. Kisspeptin grubunda puberte
yaginin onemli 6l¢iide erkene kaydigi gorildi (p<0,001). Bu grup igin, puberte
yast medyaninin 33 oldugu, en erken 32. giin olmak iizere ii¢ hayvanm 33, bir
hayvanin 34 ve iki hayvanin da 35. glinde puberteye girdigi belirlendi. P234
grubunda puberte yasmin sham grubuna goére 6nemli derecede geciktigi goriildii
(p<0,05). Bu grubun medyan1 40,5 iken, en erken 39 ve maksimum puberte yasi
ise 45 olarak belirlendi. Kisspeptin + p234 grubunda farklilik mevcut degildi ve

medyan degeri 38°di (Tablo 7), (Sekil 18).
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Sekil. 18. Sham, Kisspeptin, p234 ve Kisspeptin+p234 Gruplarinda Puberte

Baslangi¢ Giinlerinin % Oranlar1

RF9 icin puberte medyaninin 36,5 oldugu ve sham grubuna gore puberte yasi
ortalamasmin anlamh sekilde erkene kaydig1 goriildii (p<0,05). Bu grup icin en
erken puberte yasmin 30. giin oldugu maksimum degerin ise 37. giin oldugu
belirlendi. RF9 + P234 grubunda puberte yasinin sham grubuyla farklilik arz

etmedigi ve medyan degerinin 38 oldugu goriildii (Tablo 7), (Sekil 19).
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Sekil. 19. Sham, RF9, p234 ve RF9+p234 Gruplarinda Puberte Baslangi¢

Giinlerinin % Oranlar1
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Nesfatin grubunda medyan 36’ydi ve puberte baslangic yasmin sham
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde erkene kaydigi belirlendi
(p<0,05). Nesfatin+p234 grubu medyan1 37’ydi ve puberte yasinda herhangi bir

farklilik s6z konusu degildi (Tablo 7), (Sekil 20).
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Sekil. 20. Sham, Nesfatin, p234 ve Nesfatin+p234 Gruplarinda Puberte Baslangi¢

Ginlerinin % Oranlar1

5.5. i1k Ostriis Yasi

Sham grubu medyaninin 47 oldugu, en erken Ostriis giiniliniin iki hayvanda
43 ve maksimum ostriis giinliniin bu grup igin 51 oldugu belirlendi. Kisspeptin
grubunda medyan degerinin 46 oldugu, en erken 32. giinde ve en gec ise 56.
giinde olmak iizere genis bir dagilimim s6z konusu oldugu ve sham grubuna gore
anlamli degisiklik olmadig1 goriildii. Ayn1 durumun Kisspeptin + p234 icin de
gecerli oldugu tespit edildi. Bu grubun medyan degeri 48, en erken ve en geg

puberte degeri 36 ve 59 seklindeydi. P234 grubunda Ostriis yasi ortalamasmin,
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sham grubuna kiyasla, istatistiksel bakimdan 6nemli sekilde daha ge¢ doneme
kaydig1 belirlendi (p<0,05). Bu grup icin Ostriis medyani 52, en erken Ostriis yasi
bir hayvanda 45 iken, en ge¢ Ostriisiin ise 56. giinde meydana geldigi goriildii.
RF9 grubu i¢in medyan degerinin 45,5 oldugu ayni sonucun RF9 + P234 i¢in de
s6z konusu oldugu ve Ostriis yasi ortalamalar1 bakimindan kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak fark olmadigi belirlendi. RF9 i¢in en erken 6striis 33. giin iken
RF9 + p234 i¢in bu deger 38’di. Ayrica Ostriis yasmin maksimum degerleri
RF9’da 53 iken, RF9 + P234 grubunda ise 51°di. Nesfatin ve Nesfatin+p234
gruplarinda da kontrole gore farklilik olmadig1 belirlendi. Nesfatin i¢in medyan

degeri 49 iken, Nesfatin+p234 i¢in ise 47,5°di (Tablo 7).
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Tablo.7. Puberte ve ilk Ostriis Yas1

Gruplar Puberte Yasi flk Ostrus Yas
Ort+SH Medyan Ort+SH Medyan

Kontrol 37,6+0,72 38 44,14+0,86 44

Sham 38,1+0,8 37 46,43+1,07 47

Kisspeptin 33,6+0,43° 33 45,71+3,21 46

P234 40,8+0,67° 40,5 51,5+1,12° 52

Kp+P234 36,9+1,06" 38 47,86+2,54 48
RF-9 35,1+0,95° 36,5 44,75+2,48 45,5
RF-9+P234 36,6+1,65° 38 44,83+2,55 45,5

Nesfatin 360,55 36 48+1,3 49
Nes+P234 38,2+1,28¢ 37 47+3,11 47,5

p<0.001; Sham grubu ile karsilastirildiginda, p<0.001; kisspeptin grubu ile

karsilastirildiginda, “p<0.001; RF-9 grubu ile karsilastirildiginda, dp<0.001;

Nesfatin grubu ile karsilastirildiginda

5.6. Puberte Canh Agirhg:

Pubertenin basladig1 ortalama viicut agirhgr sham grubu icin 86,36+3,56
gramdi ve kisspeptin grubu ortalamasi 66,57+1,43 gram degeriyle anlamli sekilde

azalma gostermisti (p<0,05). P234 grubunun (86,88+2,59 gr) sham ile ayni
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diizeyde ortalamaya sahip oldugu, Kisspeptin + p234 grubunda (81+4) azalma soz

konusu olmasina ragmen bu durumun istatistiksel bakimdan fark arz etmedigi

gorildii (Sekil 21), (Tablo 8).
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Sekil. 21. Sham, Kisspeptin, p234 ve Kisspeptin+p234 Gruplarinda Pubereye Giris

Viicut Agirligi Ortalamalari. *; p<0.05; Sham grubu ile karsilastirildiginda

RF9 grubu puberte viicut agwhgnin (77,81+2,27) diger gruplara gore
nispeten daha fazla diisilk olmasma karsmn kontrole kiyasla anlamli farkin s6z
konusu olmadig1 (Sekil 22) ayni durumun nesfatin (75,5+3,35) icin de gecerli
oldugu (Sekil 23) belirlendi. RF9 + p234 (83,6£2,94) ve nesfatin + p234
(84,42+3,96) gruplarinin agirlik ortalamalarinin sham grubuna yakin diizeyde

oldugu goriildii (Tablo 8).
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5.7. 1lk Ostriis Canh Agirhg

Sham grubu agirlik ortalamasina gore (108,3+1,57) kisspeptin grubunda
ortalama degerlerin (97,93+5,69) Onemli sekilde diisiik oldugu belirlendi
(p<0,05). P234 grubunda (117,543,12) nispeten artis sz konusuydu fakat anlaml1
degildi. Kisstp234 (104,1+5,09), RF-9 (106,3+7,04), RF-9+p234 (106,8+3,52),
Nesfatin (110,9+4,06) ve Nes+p234 (107,6+6,07) gruplarinin ortalamalari sham

grubuyla ayn1 diizeydeydi (Tablo 8).

Tablo.8. Puberte ve Ik Ostrus Agirhig

Sruotar Pul::g:llcg:mh Ik (féfﬁfg?a“l' 60. Giin CA
Ort+SEM Ort+SEM Ort+SEM

Sham 86,36+3,56 108,3+1,57 153,9+4,1
Kisspeptin 66,57+1,43 97,93+5,69 134,4+4,66
P234 86,88+2,59 117,5+3,12° 148,1+2,02
Kiss+P234 81+4,41 104,1+5,09 152,6+3,98
RF-9 77,81+2,27 106,37,04 148,3+4,37
RF-9+P234 83,6+2,94 106,8+3,52 145,7+4,96
Nesfatin 75,5+3,35 110,9+4,06 140,6+4,33
Nes+P234 84,42+3,96 107,6%6,07 135,7+4,11

#0<0.001; Sham grubu ile karsilastir1ldiginda,
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5.8. Gonadotropin Seviyeleri

Hem bazal hem de ICV enjeksiyon sonrasinda olusan FSH ve LH diizeyleri
tablo 9’da goOrulmektedir. FSH igin bazal seviyeler ve ICV enjeksiyon
sonrasindaki diizeyler arasinda istatistiksel bakimdan anlamli kabul edilebilecek
degisiklik tespit edilmedi. Sham grubu bazal degerleri ve ICV ¢ozicl
uygulamasinin 15 dakika sonrasinda, swrasiyla, 3,47+0,05 ng/ml ve 3,6+0,02
ng/ml dizeyindeydi. Kisspeptin grubunda, istatistiksel olarak anlamli olmasa da,
ICV uygulama sonrasinda 3,68+0,31 olan ortalamanm 4,28+0,41’e yiikseldigi
belirlendi (p>0,05). P234 ve Kisspeptin + p234 gruplarinda, sirasiyla, 3,49+0,07
ve 3,45+0,31 olan bazal degerlerin ICV enjeksiyon sonrasinda 3,63+0,24 ve
3,68+0,19 diizeyinde oldugu goriildii (Sekil 24 C-D). RF9 grubundaki hayvanlarin
bazal FSH seviyeleri 3,71+£0,23 ng/ml iken, ICV uygulama sonrasinda bu degerin
4,45+0,14 seviyesine ylkseldigi, fakat bu artigin istatistiksel bakimdan 6nemli
olmadig1 belirlendi (p>0,05). RF9 + P234 grubunda ise aynmi sekilde
3,66+£0,17°den 4,25+0,14 diizeyine varan artis miktar1 anlamli degildi (p>0,05)
(Sekil 25 C-D). Nesfatin grubunda bazal degerin 3,52+0,25’den 3,94+0,14¢,
anlamli olmayan (p>0,05), artis gosterdigi, Nesfatin + p234 grubunda ise bazal
seviyenin ve ICV enjeksiyon sonrasi degerin, sirastyla, 3,25+0,22 ve 3,47+0,21

ng/ml oldugu belirlendi (Sekil 26 C-D).
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Sekil. 24. Kisspeptin ve Kispeptin reseptor antagonistinin LH ve FSH (zerine
etkileri. a p<0.001; sham grubu ile karsilastirildiginda, b p<0.001; kisspeptin
grubu ile karsilastirildiginda

LH ile ilgili olarak ise, Sham grubu bazal dizeylerinin 3,94+0,48 ng/mi
oldugu ve ICV ¢oziicli uygulamasinin 15 dakika sonrasinda ise 4,31+0,34 ng/ml
ortalamasiyla ayni seviyede oldugu goriildii. Kisspeptin grubu bazal degerlerinin
4,32+0,41°den 8,28+0,64’¢ istatistiksel bakimdan anlamli derecede, yaklasik iki

kat, artig gosterdigi tespit edildi (p<0,001). P234 grubu LH diizeyleri bazal ve
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ICV uygulama sonrasi, sirasiyla,
Kisspeptin + p234 grubunda bazal LH diizeyi 3,85%0,44 ng/ml ve ICV enjeksiyon
sonrast 4,7+0,47 ng/ml olan seviye bakimimdan fark yoktu. Fakat kisspeptin grubu
ICV uygulama sonrast LH diizeyiyle (8,28+0,64) kisspeptin ve reseptor
antagonistinin kombinasyonu olan Kisspeptin + p234 grubunda ICV uygulama

neticesindeki deger (4,7+0,47) istatistiksel bakimdan anlamli derecede diisiiktii

(p<0,001), (Sekil 24 A-B).

3,7840,39 ve 4,0840,46 diizeyindeydi.
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Sekil. 25. RF9 ve kispeptin reseptdr antagonistinin LH ve FSH (izerine
etkileri. ®p<0.001; sham grubu ile karsilastirildiginda, “p<0.001; RF9 grubu
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RF9 grubunda bazal LH diizeyi 3,94+0,23’den 7,66+0,7 seviyesine anlamli
sekilde, yaklasik iki kat, yiikseldigi belirlendi (p<0,001). RF9 + p234 grubunda
ise 3,71+£0,33 ve 5,08+0,35 diizeylerinde oldugu, ICV enjeksiyon sonrasi RF9
grubu ile RF9 + p234 ortalamalar1 kiyaslandiginda (7,66+0,7 ng/ml’den
5,08+0,35 ng/ml’ye), istatistiksel bakimdan anlamli sekilde, azalma tespit edildi

(p<0,001), (Sekil 25 A-B).
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Sekil. 26. Nesfatin ve Kkispeptin reseptdr antagonistinin LH ve FSH Uzerine
etkileri. ®p<0.001; sham grubu ile karsilastirildiginda, %p<0.001; Nesfatin
grubu ile karsilastirildiginda
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Yine nesfatin grubunda da bazal ve ICV uygulama sonrast dnemli artis
(3,87+0,58’den 7,23+0,33’¢) soz konusuydu (p<0,001). Nesfatin+p234 grubunda
bazal ve ICV uygulama sonras1 LH diizeyleri, sirasiyla, 4,15+0,26 ve 4,82+0,31
diizeyindeydi. Nesfatin grubundaki ICV uygulama degeriyle (7,234+0,33 ng/ml)
kiyaslandiginda, nesfatin ve kisspeptin reseptdr antagonistinin birlikte ICV
uygulandigi Nesfatintp234 grubu diizeyinin (4,82+0,31 ng/ml), istatistiksel

bakimdan anlamli sekilde, diisiik oldugu tespit edildi (p<0,001), (Sekil 26 A-B).

Tablo. 9. Gonadotropin Seviyeleri

LH SEVIVELERI FSH SEVIYELERI (ng/ml)
(ng/ml)
Gruplar ICV ICV
Bazal Enjeksiyondan Bazal Enjeksiyondan

15 Dakika Sonra 15 Dakika Sonra
Sham 3,94+0,5 4,31+0,3 3,5+0,1 3,6+0,02
Kp 4,32+0,4 8,28+0,6 ° 3,7+0,3 4,28+0,41
p234 3,7810,4 4,08+0,5 3,5+0,1 3,6310,24
Kp+p234 | 3,85+0,4 4,7+0,5° 3,4+0,3 3,68+0,19
RF9 3,94+0,2 7,66+0,7 3,7+0,2 4,45+0,14
RF9+p234 | 3,71+0,3 5,08+0,4 3,6%0,2 4,25+0,14
Nesfatin 3,87+0,6 7,23+0,3° 3,5+0,3 3,94+0,14
Nes+p234 | 4,15+0,3 4,82+0,3 ¢ 3,310,2 3,47+0,21

?p<0.001; Sham grubu ile karsilastirildiginda, °p<0.001; kisspeptin 9rubu ile
karsilastirildiginda, °p<0.001; RF-9 grubu ile karsilastirildiginda, “p<0.001;
Nesfatin grubu ile karsilastirildiginda
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5.9. Uterus ve Ovaryum Agirhklar

100 gram CA i¢in uterus ve ovaryum ortalamalar1 tablo 10°da yer
almaktadir. Sham grubuna gore kisspeptin grubu uterus agirlig1 yiikksek olmakla
birlikte, istatistiksel dneme sahip bir farklilik mevcut degildi (p>0,05). Ancak
p234 grubunda hem uterus hem de ovaryum agirliginin sham grubuna kiyasla

anlamli derecede daha diisiik oldugu belirlendi (p<0,05), (Sekil 27).
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Sekil. 27. Sham, Kisspeptin, p234 ve kisspeptin+p234 Gruplarinda Uterus ve

Ovaryum Agirliklari. *; p<0.05; Sham grubu ile karsilastirildiginda

RF9 (sekil 28) ve nesfatin (Sekil 29) gruplarinda kontrole kiyasla belirgin
bir fark olmamakla birlikte, nesfatin grubu uterus agrlhiginin kontrol grubu
ortalamasindan yiiksek oldugu goriildii (p>0,05). RF9 ve nesfatin ile kisspeptin
reseptor antagonisti uygulanan gruplarda uterus agirliklarinmn kontrole yakin

degerde oldugu goriildii.
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Ovaryum Agirliklari. *; p<0.05; Sham grubu ile karsilagtirildiginda
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Tablo 10. Uterus ve Ovaryum Agirliklari

Uterus Ovaryum
(mg/100gr CA) (mg/100gr CA)

Sham 150,1+6,9 58,8+0,8
Kisspeptin 165,2+18,9 48,3+2,1
p234 101,4+13,9* 38,7+3,9*
Kiss+p234 138,7+£10,4 49,6+0,9
RF9 150,2+14,9 45,2431
RF9+p234 142,2+12,9 43,7+1,2
Nesfatin 169,9+24,3 49,6x1,1
Nes+p234 149,4+20,4 54,1+4.5

*p<0.05; Sham grubu ile karsilastirildiginda

5.10. Serum Leptin Duzeyleri

Serum leptin diizeylerine ait bulgular sekil 8’de gosterilmistir. Gruplarin hig
birinde kontrol grubu degerlerine kiyasla 6nemli bir farklilik meydana gelmedigi
belirlendi. Kisspeptin grubu degerlerinin kontrol ile ayni seviyede, ancak p234,
Kisspeptin+p234 ve RF9 gruplarinda nispeten diisiik goriilen ortalamalarin,

RF9+p234 grubunda ise yiikselme egiliminde oldugu goriildi (Sekil 30).
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Sekil. 30. Serum Leptin Duzeyleri

Sham Kisspeptin F234 KP+P234 RF3 RF8+P234 HNesfatin Mesfatin+P234

5.11. ARC Kisspeptin Immiinoreaktivitesi

Kisspeptin  grubunda  kisspeptin  uygulamasmmin ~ ARC  kisspeptin
immiinoreaktivitesini artirdig1 (Sekil 31 B), Sham (Sekil 31A), Kisspeptin reseptor
antagonisti p234 grubunda (Sekil 31 C) ve Kisspeptin+p234 grubunda (Sekil 31
D) bu yonde bir immiinoreaktivitenin mevcut olmadig1 goriildii. Ilging sekilde
RF9 grubunda yogun ARC kisspeptin immiinoreaktivitesi olustugu (Sekil 32 A)
ve kisspeptin reseptor antagonisti p234 ile immiinoreaktivite yogunlugunda
baskilanma s6z konusuydu (Sekil 32 B). Nesfatin grubunda ise kismen artis
gbsteren immiinoreaktivitenin daha ziyade 3. ventrikiil etrafinda kendini belli
ettigi (Sekil 32 C), bununla birlikte nesfatin+p234 grubunda herhangi bir

aktivasyon mevcut degildi (Sekil 32 D).
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A) Sham B) Kisspeptin grubu

C) p234 D) Kisspeptin+p234

Sekil. 31. Sham (A), Kisspeptin (B), p234 (C) ve Kisspeptin+p234 (D) gruplarinda
ARC kisspeptin Immiinoreaktivitesi

Frontal (coronal) kesitler halinde ve 20X blyltmeyle sunulan gorintilerde beyaz
renkli oklar kisspeptin ndron gévdeleri ve/veya néronal uzantilar1 géstermektedir.
Kisaltmalar: ARC: Arkuat niikleus, ME: Median eminens, 3V: 3. ventrikul.
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A) RF9

B) RF9 + p234

C) Nesfatin-1

Nesfatin-1+ p234

Sekil 32. RF9 (A), RF + p234 (B), Nesfatin-1 (C) ve Nesfatin-1+ p234 (D)
gruplarinda ARC Kisspeptin Immiinoreaktivitesi

Frontal (coronal) kesitler halinde ve 20X blyltmeyle sunulan gorintilerde beyaz
renkli oklar kisspeptin noron gévdeleri ve/veya néronal uzantilar1 géstermektedir.
Kisaltmalar: ARC: Arkuat niikleus, ME: Median eminens, 3V: 3. ventrikdl.
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6. TARTISMA ve SONUC

Arastirmamizdan elde ettigimiz bulgular, gelisme periyodu siirecinde
(puberte Oncesi, puberte ve eriskinlik donemlerinde) beslenme davranisi ve CA
artis1 lizerindeki degerlendirmeler, puberte yasi1 ve ilk Ostriis ile ilgili tespitlerin
yorumlanmasi ve eriskin donem gonadotropin sekresyonu ile ARC kisspeptin

immiinoreaktivitesinin analizini i¢eren, li¢ husus lizerine sekillendirilmistir.

6.1. Beslenme Davramsi ve CA Artisi

6.1.1. Kispeptinin Etkileri

Insanlarda ve diger canlilarda iireme ve neslin devammi saglama dogustan
gelen ve ergenlik dénemi ile su yiiziine ¢ikan biyolojik bir 6zelliktir. Boylece
yerytiziindeki her canlinm, sinirli bir omre sahip olmasina karsin, neslini
stirdiirebilmesi s6z konusudur. Bu nedenle iireme yetene§inin devami igin
fizyolojik isleyisinin aksamamasi Onem arz etmektedir. Nitekim glnimuzde
iiremenin fizyolojik regiilasyonunda enerji rezervinin rolii daha iyi anlasilir hale
gelmistir. Bunun i¢in kadinlarda hamilelik doneminde dengeli beslenmenin 6nemi
ve dogum sonrasinda bebegin yeterli siit alabilmesini temin etme amaciyla enerji
rezervini koruma gereksinimi 6rnek olarak verilebilir. Ustelik bu durum sadece
insanlar igin gegerli degildir. Cinsel olgunlasma ile viicudun belli bir agirlik ve
biiylime oran1 yakalamasi arasindaki iliski (181, 182) yeni bir bilgi degildir. Enerji

dengesinin negatife kaymasi sonucu ergenlik yasmin geciktigi bilinmektedir.
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Bununla birlikte asir1 yaglanma veya enerji dengesinin asir1 yiikseldigi obezite
gibi durumlarda ise fertilitede bozulma meydana gelmektedir (268). Ayni sekilde
fazla yaglanma neticesinde ¢ocuklarda puberte baslangi¢ yasmin diismesi de bir
baska patofizyolojik bir durumdur.

Kisspeptin ile ilgili caligmalarin reprodiktif endokrin etkileri (zerine
yogunlasmis olmasi, bu noropeptidle ilgili olarak ilk yillarda yapilan
caligmalardan elde edilen bulgularla ilgili olabilir. Nitekim Kissl veya GPR54
mutasyonlu farelerin ayn1 dogum yasina sahip intakt farelere gore viicut agirlig
bakimindan farkli olmadigi (144), santral kisspetin enjeksiyonu sonrasinda gida
alimi, vicut agirligi ve NPY, AgRP, POMC ve CART gibi istahla ilgili
hipotalamik noropeptidlerin ekspresyonunun degismedigi (178) seklindeki
raporlar, giiniimiizde yeniden yorumlanmakta ve aksi yondeki ¢alismalarm sikligi
artis gostermektedir. Ornegin Kissl veya GPRS54 mutasyonlu farelerin tam
eriskinlige ulasmadan degerlendirme yapildigi ve diger metabolik sonuglarla
iligkili parametrelerin yeterince irdelenmedigi anlasilmistir (269). Ayrica
kisspeptin noronal uzantilarinin ARC’deki NPY/AgRP ve POMC/CART ile
iliskili oldugu bildirilmektedir (270). Konuyla ilgili olarak elektrofizyolojik
calismalarda kisspeptinin POMC/CART néronlarin1 direkt olarak uyardigi,
NPY/AgRP noronlarmi ise GABA aracili indirek mekanizma ile inhibe ettigi
tespit edilmistir (271). Bu verileri dogrular nitelikte, ICV Kisspeptin
uygulamasinin farelerde 6giin araliklarinin uzamasina ve gece periyodunda gida
alimida azalma olusturdugu bildirilmistir (272). Fakat koyunlar {izerinde yapilan
bir ¢alismada ICV kisspeptin infiizyonunun POMC inhibisyonu ve NPY mRNA

artig1 ile sonuglanan etki olusturdugu ifade edilmistir (270). Ancak kisspeptinin
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inflizyon tarzinda santral uygulanmasinin antagonistik etkiye sebep olabilecegi
icin, bu tiir inflizyon tarzi siirekli uygulama neticesinde, elde edilen bulgularin
tam tersi sekilde yorumlanmasi gerekmektedir. Ciinkii siirekli tarzda kisspeptin
verilmesiyle kisspeptin reseptorii aracili GnRH salinmasinda (153) ve GnRH
noronlarmda kisspeptin reseptor ekspresyonunda azalmaya yol agarak (273) bir
nevi duyarsizlik (desensitizasyon) gelistigi ileri suriilmektedir.

Calismamizda puberte dncesi donemden erigkin doneme kadar gida aliminin
degerlendirilmesi sonucunda, kisspeptin grubundaki hayvanlarin kontrol
grubundakilere nazaran nispeten daha diisiik yem tiiketim profiline sahip olduklar1
goriildii. Istatistiksel éneme sahip azalmanin prepubertal/pubertal donemden
puberte sonrasi 45. gline kadar uzandigi belirlendi. Erigkinlik doneminden itibaren
ise gida alimindaki azaltic1 etkinin tedricen zayifladigi goriildii. Deneylerimizde
bakis agis1 zenginligi bakimindan antagonistler de kullanilmistir. Kisspeptin
antagonistinin puberte Oncesi ve puberte silirecinde, istatistiksel olarak anlamli
olmasa da, gida aliminda artis egilimi yoniinde bir profil meydana getirdigi, bu
durumun eriskinlik donemine dogru kontrol grubu yem tiiketimi ortalamalariyla
ayni diizeye geldigi ve 60. giine yaklastikca bu etkinin daha da belirginlestigi
goriildii. Bu sonug kisspeptinle elde edilen tiiketim profilinin tam tersi olmasi
bakimindan birbirini dogrular niteliktedir. Buradan hareketle, kisspeptinin puberte
doneminde anoreksijenik etkisinin erigkinlik donemine dogru zayifladigini
soyleyebiliriz. Ayrica Kisspeptin+p234 grubunda kontrol grubuyla ayn1 oranlarda
yem tiiketildigini de hatirlatmak faydali olacaktir. Beslenme davranisi ile ilgili bir
parametre olarak su alimi iizerine etkisi bakimimdan hem kisspeptin hem de

reseptOr antagonistinin anlamli etkileri tespit edilmedi. Ancak kontrol grubundaki
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su tiikketimi ortalamalarina gore kisspeptin grubunda pubertal donemde ayni olan
degerlerin prepubertal ve eriskin donemlerde nispeten daha az oldugu goriildii.
P234’de ise pubertal donemin sonlarina kadar goOreceli yuksek olan su tuketim
miktarinin, puberte donemi sonlarindan erigkinlik donemine kadar kontrol
grubuyla aym seviyede oldugu belirlendi. ilging olarak, Kisspeptin + p234
grubunda puberte doneminde su tuketiminin nispeten disiik oldugu goriildii.
Ancak puberte Oncesi ve puberte donemlerinde gore artma ve azalma seklinde
devam eden egilimin eriskin doneme dogru kontrol grubu degerleriyle paralellik
gosterdigi belirlendi. Hem besin hem de su alimui ile ilgili verilere CA sonuglari ile
es zamanlh degerlendirmeye tabi tutmak, bulgularin degerini tespit agisindan
yerinde bir uygulama olacaktir. Kisspeptin uygulanan hayvanlarin puberte dncesi
donemi de iceren pubertal periyotta ve puberte sonrasi donemden eriskinlik
donemine kadar uzanan siirecte, kontrol grubu hayvanlara gore anlamh diizeyde,
daha diistik CA ortalamalarma sahip oldugu belirlendi. Bu sonuglar kisspeptinle
ilgili olarak prepubertal, pubertal ve eriskin donemin, beslenme davranisi ve viicut
agirhigr bakimindan, degerlendirilmesinin yapildigr ilk veriler olmasi nedeniyle
ayr1 bir 6neme sahiptir. Kisspeptin antagonistinin uygulandigi1 grupta agirlik artigi
orani nispeten biraz daha diisiik olmak birlikte kontrol grubu degerlerine yakin
dizeylerde ve Kisspeptin + p234 grubunda ise 34 glnlik takip surecinde CA
ortalamalarinin kontrol grubuyla ayni dogrultuda oldugunu da goz Oniinde
bulundurarak, kisspeptinin anoreksijenik etki potansiyeline sahip oldugunu
sOyleyebiliriz. Arc nikleustaki NPY/AgRP noronlarina komsu POMC/CART
noronlarmin  etkinligi gida alimi ve enerji harcanmasmm kontroliinde

anoreksijenik etkinin ortaya ¢ikmasmi temin eden primer diizenleyici faktordiir
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(274). Konuyla iligkili olarak, POMC/CART no6ronlarmin kisspeptin néronlarina
projeksiyonlar gosterdigi koyunda (270) ve farelerde (275, 276) yapilan
caligmalarda tespit edilmistir. Ayrica farelerde kisspeptin noron alt tiplerinin
MCR4 ekspresse ettigi de belirlenmistir  (275). Kissl-GFP farelerde
elektrofizyolojik ¢aligmalar sonucunda ARC niikleustaki kisspeptin noronlarinda
CART uygulamasmin postsinaptik depolarizasyon olusturdugu belirlenmistir
(276). 2014 yilinda yapilan bir c¢alismada, kisspeptin reseptor mutasyonu
olusturulmus (Kisslr KO) farelerin, ayni siiregte dogan, intakt ve heterozigot
kontrol grubundaki hayvanlarla viicut agirlik artisi, 4 haftalik donemden sonra,
hem disi hem de erkeklerde kiyaslanmistir. Disi farelerin yaklasik 8-10 haftalik
periyoda kadar kontrol grubundakilerle ayni viicut agirh@ina sahip olmalarina
ragmen, bu donemden sonra anlaml sekilde, hem intakt ve heterozigot kontrol
grubundaki hayvanlara gore daha fazla canli agirliga sahip olduklar1 rapor
edilmistir (277). Hayvanlar 5 aylik olduklarinda ise Kisslr KO farelerin diger
kontrol gruplarina gore %30 gibi yiiksek bir oranda CA artisma sahip olduklar1 ve
bu siirecte kontrol olarak kullanilan intakt ve heterozigot grubunda farklilik tespit
edilmedigi ifade edilmistir. Arastirmanin en ilging sonucu ise, Kisslr KO farelerin
disilerinde obezite gelismesine karsin, erkeklerde CA dizeyinin intakt ve
heterozigot kontrol grubundaki hayvanlara gore benzer olmasidir. Bu sonuglar
bizim elde ettigimiz verileri desteklemektedir. Arastirmamizda puberte dncesi ve
puberte doneminde de CA azalmasi meydana geldiginin tespit edilmesi, puberte
ve sonrasi metabolik regiilasyonun santral ve periferik diizenlenmesi ile ilgili
farkli modellerle arastrmalar yapilarak yorumlanmas: gerekliligini ortaya

koymaktadir. Ciinkii kisspeptin reseptorli hem pankreas (85) hem de yag dokuda
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(278) ekspresse edilmektedir. Arastirmamizda kisspeptin uygulanan grupta leptin
seviyesinde kontrole gére dnemli bir degisiklik meydana gelmedigi goriildii. Fakat
kisspeptin reseptdr antagonisti uygulamasinin leptin diizeyinde goreceli bir diisiise
sebep oldugu ve kisspeptintp234 grubunda ise ortalamanin kontrol degerlerine
yaklastig1 belirlendi. Oysaki kisspeptin reseptdr mutasyonu olusturulmus
transjenik disi farelerde, 19-21 haftalik yas periyodunda yapilan degerlendirmede,
yag kiitlesi artis1 ve belirgin hiperleptinemi tespit edilmistir. Serum leptin
konsantrasyonunun intakt kontrole gore % 450°den fazla artis gostermis olmasi
disilerde leptin direnci meydana gelmis olabilecegi seklinde yorumlanmistir
(277). Arasgtirmamizda pankreas hormonlar1 ve yag doku leptin ekspresyonuna
yonelik degerlendirme yapmadigimizdan dolayr bu durumun ileriki ¢aligmalarla
irdelenmesi 6nem arz etmektedir. Ayn1 model iizerinde erkek fareler icin kilo
farki olmaksizin, yag kiitlesinde artis ve yagsiz kiitle miktarinda azalma ve
belirgin hiperleptinemi (%300) ortaya ¢ikmasinin da yag doku artisinin bir sonucu
olabilecegi ifade edilmistir. Ayrica bu modelde (Kisslr KO) diyabetik fenotip
gelisme ihtimalini degerlendirmek i¢in, 18-20 haftalik disi ve erkek farelerde,
glikoz seviyeleri de degerlendirilmistir. Kisslr KO disilerin intakt kontrol ve
heterozigot kontrol gruplarina gore daha yiiksek aclik kan glikoz diizeyi ve glikoz
toleransinda bozulma oldugu, fakat erkek fareler i¢in ayni durumun gegerli
olmadig1 ifade edilmistir. Kisslr KO disilerde meydana gelen obezitenin,
beslenme davraniginda artis olmasinin bir sonucu olup olmadigini degerlendirmek
icin yem alimi takibi de gerceklestirilmistir. Ilging bir sonug olarak, disi farelerde
obezite gelismesine karsin yem alimmin intakt ve heterozigot kontrol gruplarina

gore dnemli diizeyde azaldig1, bu durumun yiiksek leptin diizeyinin bir yansimasi
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ve santral leptin direnci nedeniyle meydana gelmis olabilecegi rapor edilmistir
(277).

Bugune kadar KISS1 ve KISS1R mutasyonu tespit edilen insanlarda
infertilite problemlerinin (89, 90, 139, 279, 280) disinda, obezite veya beslenme
davranis1 ile ilgili her hangi bir bulgu rapor edilmemistir. Dogal olarak, bu
etkilesim g6z ardi edilmistir. Oysaki bu hastalarin, mutasyon tespiti edilene kadar
devam eden sikayetleriyle ilgili olarak, ne tiir ilag ve/veya hormon replasman
tedavisi aldiklar1 bilinmemektedir. Genelde bu hastalar ¢ocukluk déneminde
olduklar1 i¢cin de puberte siireci sonrasinda erigkin donem metabolik durumlari
hakkinda elimizde veri mevcut degildir. Giris boliimiinde ‘Kisspeptinin tremenin
metabolik diizenlenmesindeki rolii’ bashgi altinda literatiir degerlendirmeleri
esliginde dikkat c¢ekmeye c¢alistigimiz ve arastirmamizin Onemli bdlimiini
olusturan hedeflerden birisi ‘lireyebilmek icin kontrol merkezinin yeterli enerjiye
sahip olduguna yonelik sinyaller almasinda ve sonrasinda iireme organlarima
komut verme siirecinde beslenme davranisi ve gonadotropinlerin etkilesimi
lizerine uyarici ve inhibe edici noropeptidlerin etkilesimini tespiti’ lizerinedir.
Ciinkii ireme ve pubertenin baslamasinda basrollerden birine sahip olarak goriilen
bir hormonun, ait oldugu organizmanin {ireyebilme ile ilgili enerji rezervine sahip
olup olmadigindan bihaber, etkin duruma ge¢gmesi, aktivasyonunu azaltmasi veya
bu etkilesimlerden uzak isleyis gostermesi mimkin gorinmemektedir. Buradan
hareketle, disi sicanlarda prepubertal, puberte ve eriskin donemi igeren siirecte
viicut agirhig1 ve gida alimu ile kisspeptin arasindaki iliski ilk kez sorgulanmuistir.
Dogum sonrasi 26. giinden itibaren 60 giinlik erigkinlik donemine kadar

kisspeptinin viicut agirlig1 lizerine negatif etkisi s6z konusuyken, su alimma etki
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etmedigi ancak gida alimini, 6zellikle eriskinlik donem Oncesinde (postnatal 45.
gune kadar) daha kuvvetli olmak {izere, baskiladigi goriilmiistiir. Eriskin donem
oncesi beslenme davranigimin diisik seviyede fakat erigkinlige dogru gida
alimindaki baskilayici etkinin tedrici sekilde zayiflamasinin puberte doneminde
kisspeptin noronlarin aktivasyonunda meydana gelen artigin bir yansimasi
oldugunu soyleyebiliriz. Puberte ve lireme ile ilgili bu siirecte, kisspeptinin sadece
reprodiiktif isleyiste degil ayni zamanda enerji dengesine ve metabolik
regiilasyona yonelik santral ve periferik fizyolojik sinyallerin etkinliginde de rol

sahibi olabilir.

6.1.2. RF9’un Etkileri

GnIH/RFRP-3’lin kuslarda (118, 119) ve kemirgenlerde (80, 82, 120) gida
alimmi uyarict etki gosterdigi gozlemlenmistir. Kuslarin disindaki canlilardan
elde edilen veriler, kimi zaman birbiriyle uyum géstermedigi i¢in insan dahil diger
memeli canlilara yonelik etki degerlendirmesi uzun siire yerinde saymustir. Bu
durumun ortaya ¢ikmasinda GnIH/RFRP-3’ilin etkisinin ozellikle mevsimsel
iireyen canlilarda daha belirgin ve iireme sezonu ile iireme donemi diginda
farklilik arz edebilmesi ile iligkilidir. Mevsimsel iireme 6zelligi gosteren Sibirya
hamsterlerinde iireme sezonlarina gore LH salinmasinda GnIH uygulamasiyla
birbirine zit etkiler olusabildigi goriilmiistiir (108). Bu durum, farkli fizyolojik
sartlarda RFRP-3’lin iireme fonksiyonu {izerindeki roliiniin degiskenlik
gosterebilecegine isaret etmektedir. Yine gida alimi ile elde edilen verilerin

saglandig1 kemirgenlerin bir boliimii (Suriye veya Sibirya hamsteri) mevsimsel

98



ireme Ozelligine sahip kemirgenler oldugu i¢in bu durumu hatirda tutmakta fayda
vardir. Gilinlimiize kadar GnlIH’nin insanlardaki rolii yukarida saydigimiz
gerekcelerden dolay1 nispeten zayif kalmistir. Fizyolojide, yapilarin fonksiyonel
Ozellikleri 6nem arz ettigi icin, etki degerlendirilmesinde s6z konusu yapi ve
yapiya ait fizyolojik triinlerin analizinde konsantrasyon degisikligi veya Grini
ortamdan kaldirarak olusan tablonun degerlendirmesiyle fizyolojik roller
tanimlanmaya c¢alisilmaktadir. GnIH/RFRP-3 ile ilgili olarak RF9 isimli
antagonist tanimlanincaya kadar insan fizyolojisine yonelik muhtemel etkilerin
deneysel gozlemi ¢ok saglikl yiiriitiilememistir. Ancak RFRP’lerin iiyesi oldugu
RFamid ailesine ait reseptorlerin farkli gruplardaki endojen ndropeptidlerle de
etkilesebilmesinden dolayr RF-9’un antagonistik potansiyeli ile ilgili
degerlendirmeler devam etmektedir.

Kanatli GnlH’nin insan dahil memeli canlilarda es degeri olarak kabul
edilen RFRP-3 (NPVF) ve kismen RFRP-1 (NPSF) i¢in tanimlanan reseptorler
Noropeptid FF grubu yesi NPFF ve NPAF peptidlerine ait reseptorlerdir. NPFF
ve NPAF ayni1 prekiirsiir proteinden islenmesine karsin, RFRP-1 ve RFRP-3 farkli
prekirsurden meydana gelmektedir (91, 97, 281, 282). Ancak her iki gruba ait
peptidlerin NPFF1 (GPR147) ve NPFF2 (GPR74) reseptorlerine baglanmalar1 s0z
konusu olmasma karsin, RFRP’lerin NPFF1 reseptoriine daha yiiksek affiniteye
sahip oldugu, NPFF grubu peptidlerin ise tercihen NPFF2 reseptoriine
baglandiklar1 ileri stirlilmektedir (100). Bu karsilikli baglanma iliskisinin, G
proteini ile etkilesen reseptdr ailesinin iiyesi ve yaklasik %50 oraninda benzer
olan reseptorlere sahip olduklar1 i¢in (97, 98, 283, 284) meydana gelmesi

muhtemeldir. Bu durum, in vitro sartlarda NPFF1 (GPR147) ve NPFF2 (GPR74)
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icin tespit edilmistir. lging sekilde ailenin diger iiyeleri olan, QRFPR, PrRPR ve
Kisslr’nin (eski ismiyle GPR54) kendi endojen peptidleri icin yiksek diizeyde
secici olduklar1 belirlenmistir (285). Ornegin PrRP grubu peptidleri NPFF2
(GPR74) reseptoriine de NPFF grubu iiyelerine yakin oranda baglanabilmesine
karsin (286), PrRP reseptorii sadece PrRF ve analoglarina cevap vermektedir
(286, 287). 2006 yilinda, giiclii ve segici Ozellikte sentez Urinu, RF9 (1-
adamantanecarbonyl-RF-NH;)  NPFF  reseptorlerinin  antagonisti  olarak,
tanimlanmistir (100). Dolayisiyla GnlH/RFRP-3’de NPFF reseptoriine baglandigi
icin RF9, RFRP-3 reseptdr antagonisti olarak, RFRP-3/GnlH nin fizyolojik rolii
ile ilgili veri elde etmesine yonelik 6nem tasimaktadir.

Aragtirmamizda 6zellikle puberte donemi sonrasindaki 42. glinden 60. giine
uzanan periyotta 10 nmol dozda uyguladigimiz RF9 grubunda gida aliminda
azalma meydana geldigi belirlendi. Ilging sekilde, prepubertal donemde kontrol
grubuyla ayni diizeyde seyreden tiiketimin pubertal donemle birlikte azalma
egilimini artirarak devam ettigi gorildi. Bununla birlikte su tiiketiminde kayda
deger herhangi bir farklilik gézlemlenmezken, CA artis1 bakimmdan kontrol
grubuna nazaran nispeten daha diisiik olmakla birlikte 6nemli bir degisim
belirlemedi. Konuyla ilgili olarak fareler {izerinde yapilan bir ¢calismada RF9’un
30 nmol ICV ve derialt1 10 mg/kg dozda uygulamasinin gida alimini azaltic1 etki
olusturdugu bildirilmistir (288). Ancak adi gegen calismada farelere gore hem
ICV hem de derialt1 enjeksiyon icin oldukea yiliksek dozda RF9 uygulandigi ve 17
saatlik yem kisitlamasindan sonra istahla ilgili degerlendirme yapildig:
goriilmiistiir. Dolayisiyla su tiiketimi veya CA kazamim gibi faktorler

degerlendirilmemistir. Ustelik 17 saatlik gece a¢ birakma protokoliinden sonra
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sadece 5 saatlik zaman dilimindeki istahin belirlenmis olmasi, aragtirmamizla
uyumlu veriler elde edilmis olmasma ragmen, degerlendirme bakimindan
verilerimizi bu yOniiyle ¢cok fazla analiz etme olanagi tanimamaktadir. Ancak
NPFF agonisti ile birlikte RF9’un etkilerinin sorgulanmis olmasi, yukarida
bahsettigimiz reseptor etkilesimlerine 151k tutmasi bakimmdan énemlidir. Nitekim
ayni calismada NPFF agonisti ([Tyr']NPFF, 10 nmol dozda) uygulamasi
neticesinde de, RF9 da oldugu gibi, gida alimin1 azaltict etki meydana geldigi
bildirilmistir. Dolayisiyla arastirmacilar, RF9 ile ilgili olarak elde ettikleri MAPK
(mitogen-activated protein kinases)/ ERK (extracellular signal-regulated kinases)
1/2 fosforilasyonu ile ilgili in vitro etkilesimlere de dayanarak, NPFF reseptorleri
aktivasyonu bakimindan antogonistik etkiden ziyade agonistik bir durumun s6z
konusu oldugunu ileri strmiistir (288). Bu sonu¢ ‘RF9’un gonadotropin
sekresyonuna etkisi’ boliimiinde dile getirdigimiz, RF9 ve dolayisiyla
GnIH/RFRP-3 ¢kseninde heniiz tanimlanmamis farkl etkilesimlerin sz konusu
olabilecegi, yoOniindeki goriisiimiizle aynm1 dogrultuda olmasi bakimindan
onemlidir. RF9’un yapisal olarak NPY reseptorii alt tipi Y1 antagonisti
(BIBP3226) ile benzer oldugu ve BIBP3226’nin NPFF reseptor alt tiplerine
baglanabilmesinden dolay1 ayn1 G proteini ailesine mensup kisspeptin reseptorii
bakimindan da bu durumun séz konusu olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat ayn1
iddianin dile getirildigi ¢alismada bdyle bir sonucun goriilmedigi de ilave
edilmistir (100). Daha spesifik ¢aligmalarla bu tiir etkilesimlerin saglam sekilde
tespitine yonelik caligmalara ihtiya¢ oldugu ortadadir. Arastirmamizda, RF9’un
gida alimindaki, Ozellikle erigkin doneme dogru baskinlasan, azaltic1 etkisine

yukarida deginilmistir. Bununla birlikte RF9 + p234 grubunda ise kontrole gore
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beslenme davranisinda anlamli herhangi bir degisiklik goriillmemistir. Kisspeptin
reseptor antagonistinin ilavesiyle tablonun degisiklie ugramasi yukaridaki
tespitlerimizi kuvvetlendirmektedir. 2014 yilinda yapilan bir ¢alismada GnRH
noronlarmin RF9 ile uyarilabildigi ve bu etkide NPFF1 reseptoriinden baska
reseptdr grubunun da pay sahibi olabilecegi ifade edilmistir. Ciinkii sadece %20-
30 civarinda GnRH néronunda NPFF1 ekspresyonu mevcut iken RF9 uygulamasi
ile bu noronlarm %70’den fazlasinin uyarilabilmesini (289) baska tiirlii izah
etmek giictiir. Ayrica arastirmacilarm kisspeptin reseptdrii olmayan GnRH
noronlarinda RF9 uygulandiginda uyarim olusmadigini tespit etmesi (289) RF9 ve
Kisspeptin reseptdr antagonisti ile ilgili elde ettigimiz verileri ve yorumlari

desteklemektedir.

6.1.3. Nesfatin-1’in Etkileri

Bir¢ok arastirmaci tarafindan nesfatinin beslenme davranigina etkisinin yani
sira doz-cevap iliskisi ve farkli beyin bdlgelerine enjeksiyon sonrasi etki
potansiyeli de degerlendirilmistir. Lateral ve 4. ventrikiile 5-20 pmol’liik nesfatin-
1 enjeksiyonu sonrasimnda kemirgenlerde karanlik faz gida alimmin azaldig (290-
297) belirlenmistir. Ayrica lateral ventrikiile 5 pmol’liikk enjeksiyon sonrasinda
yem aliminda 3 saate varan azalma meydana geldigi ve 25 pmol’liikk dozda ise
gida aliminda 6 saati askin siire boyunca baskilanma rapor edilmistir (291, 296).
Nesfatin-1 ile ilgili olarak heniiz tanimlanmis spesifik bir reseptdor mevcut
olmadigindan dolayi antagonist gelistirilememistir. Bunun yerine nesfatin igin

gelistirilen as-MON kullanilarak, nesfatinin etkisi ortadan kaldirildiginda ortaya
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cikan tablo degerlendirilmektedir. Bu yonde yapilan bir ¢calismada ICV nesfatin
as-MON uygulamasimin puberte donemindeki disi sicanlarda yem alimini ve
viicut agirhigini degistirmedigi bildirilmistir (246). Arastirmacilar daha ziyade
puberte yasini belirlemek i¢in deney diizenegi olusturduklar1 i¢cin sadece postnatal
28-35. giinler arasinda gida alimi degerlendirmesi yaptiklar1 gibi, ayrica etki
kiyaslamas1 i¢in nesfatin grubu calismada yer almamistir.

Arastrmamizdan elde ettigimiz bulgulara gore, nesfatin puberte Oncesi
dénemden itibaren eriskinlik periyoduna kadar 34 giinliik uygulama periyodunda,
gida aliminda belirgin derecede azalma olusturmaktadir. Nesfatinin beslenme
davranisini baskilayici etkisinin, leptin reseptor mutasyonlu canlilarda da ortaya
¢ikmasindan dolayi, leptinden bagimsiz oldugu belirlenmistir (225, 290). Ayrica
leptin uygulamasinin hipotalamik NUCB2 mRNA ekspresyonuna etki etmedigi
ileri surtlmektedir (225). Calismamizda, nesfatin grubunda leptin seviyesinde
herhangi bir anlamli degisiklik tespit edilmemistir. Gida aliminda azalmayla
birlikte nesfatin grubu CA ortalamasmin 26. giinden 60. giine kadar kontrol
grubuna gore onemli sekilde daha diisiik oldugu goriildii.

Nesfatin-1’in istah1 baskilayici1 etkisi oldukg¢a agik olmasina ragmen, etki
mekanizmasi iyi anlagilamamistir. Nitekim yukaridaki lateral ventrikliille ilgili
sonuclara ilave olarak, 3. veya 4. ventrikiile ya da sisterna magna’ya nesfatin
enjekte edildiginde 1 saat boyunca besin alimini azaltmaktadir (225, 291).
Gorildigi  lizere degisik beyin ventrikiillerine uygulama sonrasi ayni
noropeptidin etki giiclinde farklihlk meydana gelebilmektedir. Hipotalamik
alanlardan, PVN’ye mikroenjeksiyonu ile karanlik faz beslenmesinde 1 saatten 5

saate varan surelerde azalma meydana gelebilmektedir (290). Ayrica ayni etki igin
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lateral ventrikiile daha yiiksek konsantrasyonda nesfatin verilmesi gerekliligi
oysaki VMN ve subfornikal organa enjekte edildiginde ise herhangi bir etki
olusmadig1 bildirilmektedir (298, 299). Nesfatin-1’in anoreksijenik etkisinin
ortaya ¢ikmasi i¢in en diisiik dozda (5 pmol) en verimli etkinin PVN’de meydana
geldigi ileri siiriilmektedir (299). Beynin diger alanlariyla ilgili nesfatin-1’in
beslenme davraniginda ve tireme ile ilgili fizyolojik rolii giin yiiziine ¢ikarilmay1
beklemektedir.

3. ventrikulle nesfatin enjeksiyonu PVN’deki oksitosin noronlarinda c-Fos
artist meydana getirmektedir (290). Ayrica 4. ventrikiile oksitosin reseptor
antagonisti H4928 enjeksiyonu sonrasinda nesfatin-1’in istah baskilayici etkisinin
ortadan kalktigi ileri siiriilmektedir (290, 294). NTS’deki oksitosinerjik sinir
sonlanmalarmin PVN’den bu alana uzanmalar1 ve POMC noéronlarina yakin
yerlesim gostermeleri  (300) anoreksijenik etkide, POMC’den enzimatik
yikimlanma ile tiireyen ve melanokortin 3/4 reseptoriiniin endojen ligandi olan
(301), a-MSH ve/veya reseptorii ile birlikteligin sz konusu olabilecegi ihtimalini
akla getirmektedir. Nitekim hem 3. ventrikiile hem de diger beyin ventrikiillerine
MCR 3/4 antagonisti (SHU9119) enjeksiyon sonrasi nesfatinin anoreksijenik
etkisinin timuyle ortadan kalktigi ifade edilmektedir (225, 293). Ayrica 3.
ventrikiile a-MSH enjeksiyonu ile PVN’deki NUCB2 mRNA ekspresyonu artis
gostermektedir (225). Nesfatinin  ARC hicre Kkiiltiiriine uygulandiginda
oreksijenik bir peptid olan NPY-pozitif néronlarda hiperpolarizasyon olusturmasi
(235) hem anoreksijenik etki mekanizmas ile ilgili hem de (reme ve puberte

iizerine fonksiyonuna dair, sorgulanmasi gereken, dnemli bir ipucudur.
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Caliymamizda nesfatin ile birlikte kisspeptin  reseptdr antagonisti
uygulamasinda ise nesfatin-1’in tek basina uygulandig1r grupta meydana gelen
kuvvetli anoreksijenik etkinin Nesfatin + p234 grubunda zayifladig: belirlendi. 34.
giinden 44. giine kadar istatistiksel olarak kontrole gore yem tiiketim miktarlari
anlamli derecede diisiik olmasina karsin, eriskin doneme dogru gida alimindaki
azaltici etkinin giic kaybettigi belirlendi. Kisspeptin reseptor antagonisti ile
birlikte uygulanan grupta, nesfatinin anoreksijenik etkisinin degisiklige ugramis
olmasi, bu noropeptidin kisspeptin ile direk veya dolayli igbirliginin s6z konusu
olabilecegine isaret etmektedir. Bu ihtimale dair ne yazik ki arastrmamizin
bulgular1 disinda verilebilecek 6rnek bulunmamaktadir. Bu durum simdiye kadar
ya kisspeptin-nesfatin iliskisinin sorgulanmamis olmasindan ya da elle tutulur bir
veri elde edilemeyisinden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle beslenme davranisi
ile ilgili olarak nesfatin-1’in etkisinin kisspeptin reseptor antagonisti ile degisiyor
olmasi, farkli metot ve uygulamalar ile sorgulanmasi gereken, 6nemli bir
bulgudur. CA kazanma oranlar1 bakimmdan nesfatin + p234 grubu degerlerinin
kontrole gore diisiilk olmakla birlikte, 26. giinden 38. giine kadar nesfatin grubu
degerlerine gore daha yliksek olan CA artisinin, 39. gilinden itibaren belirgin bir
diisme egilimi gostermeye basladig gorildii.

Gida alimi tizerine inhibit6r etkisi uzun zamandir bilinen CRF, (302, 303)
ile nesfatin arasinda iliskinin sorgulanmasi iizerine, bu peptidin 3. ventrikiile
enjeksiyonu ile PVN’deki CRF igeriginin artig gosterdigi (304), ayrica in vitro
sartlarda PVN noronlarnda CRF pozitif néron uyarimi ile nesfatin uygulamasi

arasinda pozitif iligki belirlenmistir (305). Bu durum in vitro olarak (hipofiz
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kiiltiiri) gozlenmemis olsa da, ICV nesfatin-1 enjeksiyonu sonrasinda plazma
ACTH ve kortizol diizeyi artig gosterdigi ileri siiriilmektedir (306).

Her ne kadar gida alimindaki nesfatine bagli anoreksijenik etkinin
lokomotor aktivitenin (225, 291, 296) veya timarlama (temizlik, kaginma, yalama)
davranisinda (291) degisiklik olmadan direkt olarak meydana geldigi diisiiniilse
de, bu noropeptidin HHA aks iizerindeki etkilerini goz ardi etmemize sebep
degildir. Bu vesileyle, nesfatinin doz bagmmli sekilde (25-80 pmol) anksiyete
davranigina sebep oldugunu (293, 307) ifade etmekte yarar vardir. Konuyla ilgili
olarak, CRF, reseptor blokaji, hem ICV astressin2-B enjeksiyonuyla hem de 3.
ventrikiile CRF1/CRF; antagonisti a-helical CRF9-41 uygulamasi, nesfatinin istah
baskilayic1 etkisini zayiflatmaktadir (291, 304). Sisterna magna’ya nesfatin
verildiginde ise astressin2-B karanlik faz beslenmesini degistirmemektedir (291).
Bu durum beslenmeyle iligkili primer etkinin POMC-MCT % ile ortaya ¢iktigi
goriisiinii (225, 293) giiclendirmekle birlikte, stres yanit1 ve Ozellikle gece
beslenmesinde azalma ile ilgili fonksiyonlar1 a¢iklamak i¢in yeterli degildir. Gece
beslenmesine etki etmesi bakimmdan nesfatinin, melatonin, serotonin ve kortizol
gibi, sirkadiyen ritim gdsteren hormonlarla etkilesimi anlasilmalidir. Periton igi 5-
HT1B/2C agonisti (mchlorophenyl piperazine) uygulamasi hipotalamik NUCB2
mRNA artis1 ve gida alimmda azalma olustururken, tam tersi durumun farelerde
NUCB2 ve POMC azalmasi ve sonrasinda gida aliminda artis olusturmasi (308)
nedeniyle serotoninin nesfatinle isbirligi s6z konusu olabilir. Fakat serotoninin
nérotransmitter olarak ruhsal durum ile ilgili énemli dizenleyicilerden birisi
olmas1 bu iligkinin anksiyete/depresyon veya diger psikosomatik durumlarin

patofizyolojisi i¢in de ortaya konulmasini gerekli kilmaktadir.
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Su tiketimi ile ilgili olarak nesfatin grubunda kontrol grubuna gore, puberte
oncesi, puberte ve erigkin donemde, 34 giinliik siire zarfinda daha az su tiiketildigi
gorildii. Ozellikle 31. giinden 41. giine kadar ve 49-60. giinler arasinda
istatistiksel olarak azalma diizeyinin 6nemli oldugu belirlendi. Nesfatin + P234
grubunda ise su tiiketiminin, genel olarak kontrolden diisiik olmakla birlikte, inigli
cikish bir seyir takip ettigi belirlendi. 31. giine kadar kontrol grubu tiketim
degerlerine yakin olan ortalamanin 32. giinden 37. giine kadar anlaml sekilde
azaldig1 ve 38. giinden 51. giine kadar kontrol grubu degerlerine yaklagsmaya
baslayan, yine diisiik kalmakla birlikte, ortalama tiiketimin 52. giinden 60. giine
kadar tekrar anlaml sekilde diisiik kaldig1 goriildii. Istatistiksel bakimdan anlamli
olarak daha az yem tiiketilen gilinlerin puberte evresi (peripubertal) ve eriskinlik
donemlerini kapsamaktadir. Puberte doneminde hipotalamo-hipofizer-adrenal
aksm isleyisi degismektedir. Bu nedenle, puberte siirecindeki azalmanin adrenal
bez aktivitesine ve bu periyotta strese yatkin olmanin dolayl etkileri s6z konusu
olabilir. Her ne kadar gida alimi ile su tiikketiminin esasen birbiriyle iliskili
faktorler (309) olsalar da, nesfatin-1 icin su tiiketimini azaltici (antidipsojenik)
etkinin anoreksijenik etkiden bagimmsiz bir fonksiyon olabilecegi ileri
strilmektedir (293). Nesfatinin gida alimmi baskilayict etkisine nazaran su
alimini diigiiriicii etkisi i¢in daha yiiksek doz gerekli oldugu (>60 pmol ICV) ifade
edilmesine kargin (293), subfornikal organa diisik doz (2 pmol) nesfatin
enjeksiyonu neticesinde su igme davranigsinda artis (dipsojenik) meydana geldigi,
iistelik bu durumun gida alimmdan ve anjiotensinerjik etkiden bagimsiz oldugu
ileri surtlmiistir (299). Daha onceki ¢aligmalarda farkli protokoller uygulanilarak

(anjiotensin II enjeksiyonu sonrasinda veya gida-su kisitlama gibi) degerlendirme
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yapilmig olmasi miimkiindiir. Subfornikal organ su aliminin diizenlenmesinde
onemli bir merkez oldugu i¢in, diger ¢aligmalarla tam aksi yondeki bu sonucun da
goz ardi edilmemesi gerektigini diisiiniiyoruz. Ancak dehidrasyon veya sivi
kisitlamast durumunda anoreksijenik ndropeptid artisi, aglik (anoreksi ile
indlklenen) durumunda oreksijenik noropeptidlerin artis gosterdigi (293)
goriisiinden hareketle, protokol farkliliklarinin 6nemli degiskenler olabilecegi
ayrica antiditiretik hormon profili ile plazma ve idrar osmolarite takibi yapilmadan
tutarli sonug elde etmenin zor oldugu anlasilmaktadir. Arastirmamizda su alimi ile
ilgili olarak sabit bir seyirden ziyade inisli ¢ikislh devam eden tiiketim
gozlemlendiginden dolayi, yukaridaki arastirmalar ekseninde sonuglarimizi
konumlandirmak kolay goriinmemektedir. Herhangi bir kisitlama olmadan su
tiketiminde, hem nesfatin hem de nesfatin + p234 grubunda, nispeten bir azalama
meydana geldigini ve bu durumun otonom sinir sistemi ile ilgili degisikliklerin
dolayli veya direkt etkisi dahilinde degerlendirilmesinin daha saglikli olacagini

diisiinmekteyiz.

6.2. Puberte Yas1, Puberte Canli Agirhg, Ilk Ostriis Yas1 ve 1k Ostriis

Canh Agirhgi

6.2.1. Kispeptinin Etkileri

Puberte gonadal aktifligin basladigi ve devam ettirebilme yeteneginin

kazanildigi, ayn1 zamanda sinir sisteminin ve diger yapilarin da bu degisiklige

ayak uydurmasina ihtiya¢ duyan kompleks ve kritik bir evredir. Bu dénemin
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anahtar degisimi GnRH ndronlarmin pulsatil tarzda salinima baglamasiyla
meydana gelmektedir. Kisspeptin GnRH noronlarin1 ve dolayisiyla gonadotropin
sekresyonunu giiclic bir sekilde uyarabilen bir sinyaldir. Kisspeptin gen
mutasyonu (142, 145) ya da reseptor defekti (90, 142, 144, 175, 310)
olusturulmus transjenik farelerde puberte meydana gelmemektedir. Bu durumdaki
mutant farelerde infertilite ile karakterize gonadal biiylimede yetersizlik ve diisiik
gonadotropin seviyeleri ortaya c¢ikmaktadir. Deneysel olarak prepubertal
hayvanlara kisspeptin uygulamasi gonadotropik aksin isleyisinin erken
baslamasina ve puberte baslangic yasiin 6ne kaymasini sagladig bildirilmektedir
(311). Ustelik sadece puberte Oncesi doénemde degil, aym sekilde eriskin
hayvanlarda da ICV kisspeptin uygulamasinin GnRH uyarmmi ve gonadotropin
sekresyonunu artirict 6zellige sahip oldugu rapor edilmistir (143, 146, 148, 149,
171). Bu yoniiyle, heniiz tam olarak aydinlatilamamis puberte fizyolojisinde
kisspeptinin rolii daha iyi anlasilmak {izere degisik modellerle sorgulanmaktadir.
Arastirmamizda ICV olarak 50 pmol konsantrasyonda kisspeptin uyguladigimiz
grupta puberte baslangic yasinin 6nemli Olclide erkene kaydigi tespit edildi.
Kontrol grubundaki hayvanlarda puberte yasi ortalamasi 38,1+0,8 iken Kisspeptin
uygulanan hayvanlarda bu deger 33,6+0,43 olarak yaklasik 5 giin erkene kaymasi
onemli bir neticedir. Ayrica kisspeptin reseptdr antagonistinin uygulandigi grupta
puberte yasmin 40 giinii astig1 goriildii. Kisspeptin ve reseptor antagonistinin
birlikte verildigi grupta ise puberte yasmin kontrol grubu degerlerine geri
dondiigii belirlendi. Ik olarak, Pineda ve arkadaslar1 tarafindan (312) p234’iin
kontrole gore puberte yasini etkiledigi bildirilmis olmasina karsin, simdiye kadar

herhangi bir c¢aligmada yukaridaki gibi ¢ift yonli (uyarici-antagonist-
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uyarici+antagonist) bir sorgulama s6z konusu olmamistir. Yine dnemli bir netice
olarak, kisspeptin grubundaki hayvanlarin puberte viicut agirligmimn kontrole gore
yaklagik 20 gram daha disik olmasidir (66,57+1,43’e kars1 86,36+3,56). Bu
durum pubertal olgunlasmada kisspeptinin giiciinii degerlendirme imkani sunmasi
bakimmdan o6nemlidir. Cilinkii ergenlik baslamadan Once, viicudun belli bir
agirliga ya da enerji rezervine sahip olmasi (183) gereklidir. Yine puberte yasi ile
orantii olarak p234 grubunda ve kisspeptintp234 grubunda agirlik
ortalamalarinin sirasiyla 86 gram ve 81 gram civarinda oldugu belirlendi. Ayni
donemdeki yavrulardan kisspeptin uygulanan gruptakilerin kontrole goére 1/4
oraninda daha az canli agirhga sahip olmalarina ragmen ergenlige girmeleri,
kisspeptinin pubertal aktivasyonda ne derece giiclii bir tetikleyici olduguna isaret
etmesi bakimmdan 6nemli bir neticedir. Hipotalamik Kissl noronlar1 viicudun
enerji durumuna ve diger metabolik geri bildirimlere yiiksek diizeyde duyarli
olduklar1 i¢in negatif enerji rezervinin lireme aksinin igleyisine olumsuz etkisiyle
iliskilendirilmektedir (313, 314). Bu sonuglara gére ‘ne kadar enerji rezervi soz
konusuysa o nispette de iireme giici meydana gelir’ Onermesi ilerleyen
donemlerde gegerliligini muhafaza edememektedir. Clnki deneysel obezite
gelistirilen eriskin farelerde Kissl/Kisslr regilasyonunun bozulmasi (315) gibi
ilging bir durum da mevcuttur. Giris boliimiinde ¢cocuklarda fazla yaglanma veya
enerji fazlahiginin erken puberte ile iliskili olduguna dair tespitleri sunarken,
dikkat cekmeye calistigimiz husus, gereksiz enerjinin iireme fonksiyonuna kattig1
agirihigin zamanla patofizyolojik hale donistiigiidiir. Nitekim erken puberte de
fizyolojik bir durum degil patolojik bir sonuctur. Kisspeptin uygulamasi ile

pubertenin yasitlarina gore daha diigiik kiloda olmasma ragmen erkene
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cekilebildigini belirlemis olmamiz, kisspeptinin GnRH aktivasyonunda ne derece
etkin oldugunun yani sira kisspeptin ile ilgili olarak ortaya ¢ikacak dengesizligin
sonuglarinin da o nispette olacagina isaret etmesi bakimindan Onemlidir.
Kisspeptin reseptor antagonisti p234 uygulamasi ile ortaya ¢ikan puberte yasmin
uzamasi bu duruma bir 6rnektir. Kisspeptin puberteyi baglatan bir sinyal ise, o
halde kisspeptin aktivasyonu GnRH uyarimi ile koordineli ve bagimli bir 6zellik
arz etmelidir. Hem intakt hem de ovarektomili maymunlarda ME Kkisspeptin
salmim karakteristigi irdelendiginde, kisspeptinin de pulsatil tarzda salgilanma
ozelligi tasidig1 ve puberte doneminde GnRH artisima eslik ettigi belirlenmistir
(316). Ayrica prepubertal donemde diisiik pulsasyon ve uzun frekans araligina
sahip kisspeptin sekresyonunun puberte doneminde daha yuksek frekans ve daha
kisa araliklar seklinde cereyan ettigi gorilmistiir (317). Ayni ekip tarafindan,
cesitli donemlerden elde edilen verilere gore, pubertal pulsatil kisspeptin salinimi
ve sonrasinda ME’deki artan diizeylerinin disi maymunlarda puberte siirecinde
GnRH salinim karakteristigi ile paralel oldugu ifade edilmistir (318, 319).
Arastirmamizda kisspeptin reseptor antagonisti uyguladigimiz hayvanlarda
puberte yas1 40 giinii agsa da sonunda puberteye eristikleri goriildi. p234°i 1
nmol dozda ICV uygulayarak elde ettigimiz bu verilerin farkli doz ve uygulama
sekilleriyle irdelenmesi dnemlidir. Cilinkii p234 grubunda Ostriis baslangic yasi
medyani kontrole gore uzamis olsa da (swrasiyla 52. giin ve 47. giin), Ostriisun
meydana gelebildigi belirlenmistir. Kisspeptin ve kisspeptin+p234 grubundaki
medyan degerleri ise 46 ve 48°di. Kisspeptin reseptér antagonisti grubunda
pubertenin onemli 6lciide gecikmesi fakat ortadan kalkmamis olmasinin nedeni,

p234’tin bazal LH diizeyine etki etmedigi i¢indir (320). Bu durumun, doz-cevap
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iligkisi disinda, kisspeptinden baska GnRH’y1 uyaran ve/veya puberteyi baslatan,
heniiz kesfedilmemis, baska faktoriin/faktorlerin kisspeptinden bagimsiz etkisi

devam ettigi icin meydana gelme ihtimalini akla getirmektedir.

6.2.2. RF9’un EtkKileri

Simdiye kadar GnIH/RFRP-3’iin roliinii belirlemek i¢in peptid
uygulamasindan sonra hormon sekresyonu ve/veya GnRH aktivitesinin
Olculmesiyle birlikte immdinohistokimya ve in situ hibridizasyon teknikleri
kullanilmigtir. Ancak RFRP’nin etkisini tam olarak karakterize etmek igin
reseptor blokajina ihtiyag duyulmaktadir. Bu amaca ihtiya¢ duyulan secici
reseptOr antagonisti kesfedilinceye kadar ulagilamamigstir. Simonin ve arkadaslari
tarafindan (100) RFRP reseptoriine (NPFF1R veya GPR147) ve ayni aileden bir
peptid olan NPFF’nin reseptoriine de (NPFF2R=GPR74) baglanabilen giiclii bir
antagonist olarak RF9 sentezlenmistir. Spesifik antagonist kullanilarak
GnIH/RFRP-3’1in etkisi ortadan kaldirilarak puberte yasi ile ilgili degerlendirme
ilk kez bu caligmada ortaya konulmustur. Bunun disinda puberte fizyolojisinde
RF9 ile ilgili veri mevcut degildir. Deneylerimizde yavru hayvanlara ICV RF9
uygulamasiyla puberte yasinin erkene kaydigi belirlenmistir. Nitekim kontrol
grubunda ortalama 37,6+0,72 olan puberte baslangi¢ yasinin, RF9 grubunda
35,1+0,95 oldugu goriilmiistiir. Buradan hareketle, GnlH dolayisiyla memeli
canlilardaki RFRP-3’ilin etkinligi ortadan kaldirildiginda gonadal aks iizerineki
RFRP-3 inhibisyonunun zayiflamasiyla puberte yas1 degismektedir. 2008 yilinda

erkek yavru siganlara 24 giinliik olduklarinda RFRP-3 antisense oligonucleotid
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ICV olarak infiize edilmis ve uygulama sonunda puberte yasinda kontrol grubuna
gore degisiklik meydana gelmedigi bildirilmistir. Bununla birlikte RFRP-3
antisense uygulanan gruptaki hayvanlarin testis hacminin daha fazla oldugu ve
kontrole gore, FSH icin olmasa da, daha yuksek LH duzeylerinin soz konusu
oldugu ifade edilmistir. Eriskin hayvanlara ICV RFRP-3 inflizyonu sonrasinda
testis hacminin ve LH diizeyinin kontrol grubuna gore diisiik kaldigi fakat
biiyiime hormonu artis1 goriildiigii bildirilmistir. Ayrica hem RFRP-3 antisense
uygulamasinin hem de RFRP-3’lin kisspeptin ekspresyonunda etki etmedigi,
bdylece endojen RFRP-3’iin erkek si¢anlarda pubertenin zamanlamasinda rol
almadig ileri striilmistiir (120). Arastirmamizda kisspeptin reseptor antagonisti
ile birlikte RF9 uyguladigimiz grupta puberte yasi ortalamasmin 36,6+1,65
oldugu goriildii. Dolayisiyla RF9 i¢in yaklasik 35 olan puberte yasinin, p234
ilavesiyle kontrol grubu degerlerine yaklagma egilimi gosterdigi tespit edildi. Eger
kisspeptin reseptorii  bloklandiginda RF9’un etkisi degisiyorsa, RF9’un
GnIH/RFRP-3 iizerinden olusan dolayl etkinin disinda kisspeptin ile ilgili direkt
bir iliskinin de s6z konusu olabilir. RFRP-3 i¢in tonik salimim sinyallesmesi
sayesinde GnRH noronlarinin uyarimi iizerine baskilayici tarzda etki olusturdugu
sanilmaktadir. Ancak beyin kesitleri lizerinde yapilan goézlemlerde GnRH
noronlarinin yaklagik % 50°lik boliimiinde RFRP-3 hem inhibe edici hem de
uyarict etki gostermektedir (122, 123). O halde RF9 kisspeptin gibi puberte yasini
nasil erkene alabiliyor? Kontrol grubunda yaklasik 38 olan puberte baslangi¢
yasinin kisspeptin grubunda 33, RF9 grubunda 35 ve RF9+p234 grubunda
yaklasik 37 oldugunu hatirlamakta fayda var. Goriildiigii tizere kisspeptin reseptor

antagonisti RF9’un etkisini degistirebilmektedir. Her ne kadar RF9 ozellikle
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NPFF1R (GPR147) Uzerinden RFRP-3’iin GnRH noronlari {izerinde olusturdugu
baskilayic1 etkiyi ortadan kaldirarak uyarici etki (122, 123, 321) meydana
getiriyor olsa da, GnRH noronlarinin sadece % 20-30’unda GPR147 (NPFF1R)
ekspresyonunun séz konusu oldugu bildirilmektedir (321, 322). Kisspeptin
antagonisti ile etkisinin degisebilmesi bu durumda daha da bir Onem
kazanmaktadir. Nitekim sentetik bir iirlin olan RF9 icin karakterize edilen
durumlarin disinda baska yapilarla etkilesimi ve farkli etkileri miimkiin olabilir.
2014 yilinda yapilan bir ¢alismada GnRH ndronlarmin %70’den fazlasinin RF9
ile uyarilabildigini ifade edilmektedir. Ayni ¢alismada kisspeptin reseptor
mutasyonu olusturulmus Kisslr-null farelerde RF9 tarafindan GnRH uyariminin
olusmadigi da rapor edilmistir (289). Bu sonuc¢ bizim RF9 ve Kisspeptin
antagonisti ile elde ettigimiz verilerin ne anlama geldigini a¢iklamamiza yardim
etmesi bakimindan 6nemlidir. Ciinkii ilk kez GnIH antogonistinin puberte yasini
erkene kaydirdig1 ve bunu ortaya koyarken GnIH baskilayici etkisinin yani sira
kisspeptin noronlar1 ile etkileserek calistigi belirlenmistir. Clinkii GnIH/RFRP-3
antagonistinin etkilerinin, ilging sekilde, kisspeptin reseptér antagonisti ile geri

cevrilebildigi tespit edilmistir.

6.2.3. Nesfatin-1’in Etkileri

2010  yilinda, disi  sicanlarda  hipotalamik =~ NUCB2/nesfatin-1

ekspresyonunun puberte dncesi ve puberte evresinde (20. glnler ile 35. glnler

arasinda) artis gosterdiginin rapor edilmesiyle (246) birlikte, gozler bu

ndropeptidin puberte ve lireme fizyolojisindeki rollerine ¢evrilmistir. Bu vesileyle
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son donemde Tlizerinde yogunlastigimiz kisspeptin ile ilgili ¢aligmalarimiza
nesfatin de dahil edilmistir. Arastrmamizda, kontrol grubu ortalamasina
(38,1+0,8) gore ICV nesfatin uygulanan grupta puberte yasinin anlamli sekilde
one kaydigir (36+0,55) goriildii. Bu noropeptidin ilk kesfedildigi 2006 yilinda,
hipotalamusda PVN, LHA, SON ve ARC gibi alanda ekspresse edildigi
bildirilmistir (225). ilk olarak anoreksijenik etkisi ortaya konuldugu ve ad1 gecen
hipotalamik niikleuslarin istah ve enerji regiilasyonu ile ilgili olmasindan dolay1
onceki calismalar genelde bu eksende devam etmistir. Ozellikle ARC basta olmak
iizere DMN ve diger hipotalamik alanlarin direkt veya dolayli sekilde tireme ile
ilgili diizenleyici alanlar oldugu i¢in iireme fizyolojisi ile nesfatin-1 iliskisi
gittikce artan sekilde irdelenmektedir. Konuyla ilgili olarak, prepubertal evreden
puberteye gegis doneminde LHA, PVN ve SON’da (in situ hibridizasyon ile)
mRNA diizeyinin anlamh bir sekilde arttigi, hipotalamus total protein ig¢eriginin
de (western blot ile) ii¢ kat artis gosterdigi tespit edilmistir. Ancak puberte 6ncesi
(ge¢ infantil donem) doneminde (postnatal 20. giin), yogun olmasa da, ARC ve
DMN NUCB2 mRNA ekspresyonu tespit edilmesine ragmen, peripubertal
donemdeki (35. giin) disilerde ekspresyon analizlerinden birbirini dogrulayan veri
elde edilememis olmasi (225) ilging bir neticedir. Onemli bir hatirlatma olarak,
arastrmamizla ilgili karsilastirma veya degerlendirme yaptigimiz c¢alismalar ile
ilgili verileri sunarken, kiyaslarimizin ve yorumlarimizin daha saglikli olabilmesi
icin, arastirmacilarin kullandiklar1 terminoloji muhafaza edilerek sunulmaya
calisilmaktadir. Nitekim nesfatin ve puberte yasi iizerine ilk bulguyu ortaya koyan
arastrmada, 20 giinliik disiler geg-infantil donemde, 33. postnatal giin pubertal,

35. giin i¢in ise protokol serilerine gore peripubertal veya pubertal olarak degisen
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smiflandirma yapilmistir (225). Puberte 6ncesi donemdeki disi siganlara nesfatin
as-MON’unun ICV inflizyonunun hipotalamik NUCB2 ekspresyon oranini
azalttig1, puberte baslangi¢c yasini geciktirdigi, ovaryum agirligimi ve LH diizeyini
kontrol grubuna goére azalttig1 belirlenmistir. Biitiin bunlara dayanarak nesfatin-
I’in pubertenin ilerleyisinde esas faktorlerden birisi oldugu ileri stirilmiistiir.
Ozellikle puberte sireci icin bu noropeptidin ¢ok 6nemli veya olmazsa olmaz
seklinde sunulmasinin nedeni 6zellikle gonadotropin seviyesi bakimindan yetigkin
dénemde ayni sonucun gegerli olmadigi seklinde ifade edilmistir (225).
Calismamizda nesfatinin puberte yasini erkene c¢ektigi (ortalama 36. giin)
belirlenmis olmakla birlikte, kisspeptin reseptdr antagonisti p234 ile birlikte
nesfatin uygulandiginda puberte yasindaki erkene kayma durumunun engellendigi
(ortalama 38. giin) ilk defa tespit edilmistir. Simdiye kadar kisspeptin ile nesfatin
igbirligine dair herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. 2010 yilinda hipotalamusta
farkli alanlarda NUCB?2 ile phosphor-mammalian target of rapamycin’in (mTOR)
lokalizasyonunda yakinlik rapor edilmistir (323). mTOR ile ilgili olarak Kiss1 gen
ekspresyonunda muhtemel duzenleyici faktorlerden birisi olabilecegi ileri
strilmektedir (324). Bu duruma gore, nesfatin-1lile ortaya ¢ikan etkinin kisspeptin
reseptOr antagonisti ile ortadan kalkiyor olmasi, kisspeptin reseptoriiniin mevcut
oldugu alanlarda nesfatinin pay sahibi olabilecegine isaret etmektedir. Ancak
bulgularimizin daha farkli metotlar ile puberte, iireme, beslenme davranis1 ve
diger fizyolojik/patofizyolojik durumlar i¢in zenginlestirilmesi gerekmektedir.
Suan i¢in puberte siirecinde nesfatin-1’in pozitif yonde katilimi oldugunu ve bu

etkinin kisspeptin ile direkt veya dolayl olarak iliskili oldugunu séyleyebiliriz.
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6.3. Gonadotropin Seviyesi ve ARC Kisspeptin iImmiinoreaktivitesi

6.3.1. Kisspeptinin Etkileri

Kisspeptinin gonadotropin sekresyonunun uyarilmas: ile ilgili olarak
insanlar (325, 326) ve fare (143, 146), sigan (132, 148, 152, 327, 328), maymun
(153, 329) ve koyun (143, 330) gibi memeli canlilarda da 6nemli etkiye sahip
oldugu bilinmektedir. Ayrica Kkisspeptin veya reseptoriiyle ilgili genetik
inaktivasyon uygulanmis mutant farelerde hipotalamustan GnRH salinmasinda
anormal sekresyon profili (331) ve fizyolojik diizeye ulasamayan diisiik miktarda
LH ve FSH salinimi ortaya ¢ikmaktadir (90, 144, 175, 310, 331). Kisspeptin ¢cok
diisiik dozlarda ve sistemik enjeksiyonla bile gii¢lii bir LH ve FSH salgilanmasima
sebep olabildiginden, GnRH uyarimmin terapotik amagh gerekli oldugu
durumlarda GnRH uygulamasma alternatif olarak kullanilabilecegi ifade
edilmektedir (332). Bu gibi durumlarda GnRH uyarim1 sonucu gonadotrop hiicre
havuzundan gonadotropin salgilatici etkinin kisspeptin tarafindan baglatilmasinin
fizyolojik regiilasyona etki bakimmdan daha olumlu sonuglar dogurabilecegi ve
farmakolojik dozda ekzojen GnRH agonisti uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan
desentizasyonun bdylece hafifletilmesinin miimkiin olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(151). Ancak gittikge artan kanitlar, kisspeptinin siirekli olarak infiizyon tarzi
uygulamasinin da GnRH ndronlarinda desentizisasyona yol agabildigine isaret
etmektedir (152, 153, 332). Bu nedenle arastirmamizda kisspeptin gunlik 50 pmol
dozda ICV olarak uygulandi. 60. giinden itibaren didstriisdeki hayvanlardan

noropeptid enjeksiyonundan 6nce ve uygulamadan 15 dakika sonrasinda aliman
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kan orneklerinde gergeklestirilen LH 6l¢timlerinde, sham grubu bazal diizeylerinin
3,94+0,48 ng/ml oldugu ve ICV ¢oziicii uygulamasmin 15 dakika sonrasinda ise
4,31+0,34 ng/ml dizeyiyle istatistiksel bakimdan ayni seviyede oldugu goriildii.
Kisspeptin enjeksiyonundan 0Once 4,32+0,41 ng/ml olan LH seviyesi,
uygulamadan 15 dakika sonraki drneklerde, 8,28+0,64 ng/ml diizeyine yikselerek
yaklasik iki kat artis gosterdigi belirlendi. Kisspeptin reseptor antagonisti
enjeksiyonundan onceki ve sonraki LH degerleri sirasiyla 3,78+0,39 ve 4,08+0,46
ng/ml diizeyindeydi. Kisspeptin+p234 grubunda ise bazal LH duzeyi 3,85+0,44
ng/ml ve ICV enjeksiyon sonrasi 4,7+0,47 ng/ml’ydi. Kisspeptin, p234 ve
Kisspeptin+p234 gruplarinin bazal degerleri bakimindan fark olmamasima karsgin
kisspeptin uygulamasi ile yiikselis gosteren LH profilinin (8,28+0,64), Kisspeptin
+ p234 grubunda azalma gosterdigi (4,7+0,47), yani Kisspeptin reseptor
antagonistinin tarafindan baskilandig1 anlasilmigtir. FSH ile ilgili olarak p234 ve
kisspeptin+p234 icin herhangi bir Onemli degisiklik olmamakla birlikte,
kisspeptin uygulamasi ile3,68+0,31 ng/ml’den 4,284+0,41 ng/ml’ye ¢ikan FSH
diizeyinin yiikselise gectigi goriildi. p234 ile ilgili olarak vurgulamak istedigimiz
onemli bir tespit, kisspeptinin LH {iizerine olusturdugu artis potansiyelini
azaltmasidir. Daha ac¢ik bir ifadeyle, p234 bazal LH seviyesini degistirmemektedir
ama LH artigin1 tirpanlayabilmektedir. Nitekim bu tespit sadece bize ait olan bir
degerlendirme degildir. Fakat p234’tin karakterize edildigi ¢alismada (320)
belirtilen durumun tekrar edilebilir ve gecerli olmas1 bakimindan ayri bir 6nem
tasimaktadir.

Gonadektomi (kastrasyon veya ovarektomi) cinsiyet hormonlarmin negatif

geri bildirimini ortadan kaldirdig1 i¢in LH diizeyi artis gostermektedir. Kastrasyon
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uygulanan farelerde p234 uygulamasi ile bu artis engellenebilmektedir (320). Bu
sonuca deginmemizin nedeni kisspeptin antagonistine ait verileri degerlendirirken
‘kisspeptin ndronlarinin regiilasyonu bu durumdan ne Olgiide etkileniyor?’
sorusunu analiz etmenin Onemini ortaya ¢ikarmak igindir. Ciinkli gonadektomi
uygulamasi her iki cinsiyette de ARC’deki kisspeptin ndronlarinin aktivitesini
artirmaktadir (149, 334). Yukarida bahsettigimiz LH artis1 iste bu nedenledir.
Yani testosteron veya dstrojene bagl geri bildirim ortadan kalktigi i¢cin ARC’de
kisspeptin ekspresyonu artmakta ve boylece GnRH {lizerinden LH salgilanmasi
uyarilmaktadir. Bu temel fizyolojik bir mekanizmadir. Ancak konumuzla ilgili
olarak énem arz eden durum ‘kisspeptin iireten néronlar cinsiyet hormonlar1 igin
bir nevi irtibat merkezi olarak is goriiyorsa (155) kisspeptin reseptor antagonisti
uygulamasi ile tablo nasil sekillenecektir?’ sorusunu giindeme alarak yukaridaki
durumu analiz edebiliriz. Hipotalamik kesitlerimizde kisspeptin grubunda ARC
kisspeptin immiinoreaktivitesinin arttig1 belirlendi. Kisspeptin reseptor antagonisti
ve kisspeptin+p234 uyguladigimiz gruplarda ise kisspeptin grubundaki tablonun
kayboldugu tespit edildi. Boylece kisspeptin uygulamasi ile ilgili elde ettigimiz
erken puberte ve LH artisimin ARC’deki kisspeptin noronlarinin uyarilmasinda
meydana gelen artis nedeniyle sekillendigini sdyleyebiliriz. Ancak p234°iin bazal
LH seviyesini degistiremiyor olmasi (320), LH salimiminda kisspeptin reseptor
antagonistinin etkisinin tam olarak ortaya ¢ikip ¢ikmadigimi akla getirdigi gibi
bazal LH regiilasyonunda kisspeptin disinda muhtemel diizenleyicilerin varligina
da isaret ediyor olabilir. Bu durum GnRH noéronlarinda bazal atesleme oranlarina
p234 uygulamasinin etki etmedigi in vitro olarak gdsterildigi gibi maymunlarda

bazal GnRH sekresyonuna ve ovarektomi yapilmis koyunlarda bazal LH
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seviyesine de etki etmedigi in vivo olarak da belirlenmistir (320). Kispeptin gen
mutasyonu olusturulmus farelerde infertilite 6nemli Olciide sekteye ugramasina
karsin gonadotropin fonksiyonunun diisiik seviyede de olsa devam edebildigi ve
ovaryum folikiiler gelisimi ile sporadik oviilasyonlarin bu tiir transjenik farelerde
ortaya cikabildigi ileri surtlmektedir (144). Arastirmamizda kisspeptin reseptor
antagonisti grubundaki hayvanlarda seksuel siklus dizenli olmasa da Ostrisin
meydana geldigini gozlemlenmis olmamiz, yukaridaki verilerle uyusmaktadir.
Ancak bu durum kisspeptinin puberteyi baslatma ve lreme fonksiyonundaki
roliinii zayiflatmaktan ziyade, slirece katilmasi muhtemel néropeptidlerin veya
norotransmitterlerin glin yiiziine ¢ikarilmasi i¢in farkli modellerle arastirilmasina
ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. GnRH ile kisspeptinin iletisimi ve diger
faktorlerin katilimi ne kadar iy1 anlasilirsa tireme sagligi veya genital problemlerle
yiizlesen insanlara o nispette c¢oOziim Tiretilebilecek demektir. Nitekim
arastirmamizda endojen hormonun yani sira antagonist uygulamasini da dahil
ederek endojen faktorin fizyolojik oOzelliklerini in vivo olarak daha iyi
degerlendirme firsat1 elde ettigimizi sOyleyebiliriz. Ciinkii sonuglarimizin
kisspeptin ile iligkili patofizyolojik durumlarda, 6rnegin hormonun eksikliginde,
yetersizliginde veya asir1 salgilandigi patolojiler i¢in, ileride tedavi amach

kullanim yOniinde veri saglamasi da bir baska 6nemli sonugtur.
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6.3.2. RF9’un EtKileri

Kisspeptinlerin de dahil oldugu RFamid ndropeptid ailesi (77) gonadotropik
aksin kontroliinde karsiliklt etkiye sahiptir. Gonadotropin sekresyonunun
uyarilmasinda kisspeptinin gii¢lii etkisi daha iyi tanimlanmig (333) olmasina
ragmen, GnlH nin memeli canlilardaki esdegeri olarak kabul edilen RFRP-3’{in
gonadotropin sekresyonu lizerine baskilayici etkisiyle ilgili, kimi zaman birbiriyle
celisen, kanitlar kisspeptine nazaran daha zayif niteliktedir.

Hem kanatlilarda (73) hem de memeli canlilarda (78, 83, 115) GnIH
peptidlerinin in vitro sartlarda LH ve FSH sekresyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir.
Ayrica in vivo olarak da LH sekresyonunu baskilayabildigi rapor edilmistir (80,
116). Mevsimsel (reme 0Ozelligi gosteren Sibirya hamsterlarinda {ireme
sezonlarina goére LH salinmasinda GnlIH uygulamasiyla birbirine zit etkiler
olugabildigi goriilmiistiir (108). Bu durum, farkli fizyolojik sartlarda RFRP-3’{in
iireme fonksiyonu {izerindeki roliiniin degiskenlik gosterebilecegine isaret
etmektedir.

Memelilerde RFRP-3"{in gonadotropin sentezi ve salinmasi iizerine inhibitor
etkisinin hipotalamustaki GnRH noéronlarina etki ederek meydana geldigi ileri
strilmektedir (81, 121-123). Kuslarda oldugu gibi, memeli RFRP Kkarsiti
oligoniikleotidlerinin kronik infiizyonu neticesinde prepubertal erkek sicanlarda
serum LH konsantrasyonlar1 ve testis agirliklar1 artis gostermektedir (120). Buna
gbore memeli seksiiel gelisiminde de RFRP’nin rolii oldugu ileri siiriilebilir. Fakat
Murakami ve arkadaslar1 (82) ovarektomili sigcanlarda RFRP3’iin ICV olarak LH

seviyesi, puls sikligi ve genligine etki etmedigini rapor etmistir. Yine bir
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ovarektomili modelde, Pineda ve arkadaslar1 (335), RFRP3’iin ICV enjeksiyondan
sonra, yalnizca 15 dakika ge¢mis olmasina karsin, LH seviyesinde diisiis
olusturdugunu belirlemistir. Diger yandan, Anderson ve arkadaslar1 (336)
ovarektomi yapilmis siganlarda RFRP3’tin ICV 2.5 ve 25 pg dozda, LH puls
amplitiidiine, puls siklig1 veya ortama diizeylerine etki etmedigini tespit etmistir.
Benzer ¢eliskiler, 1 pg dozda iv RFRP3 enjeksiyonundan 120 dakika sonra LH
seviyesinin azaldig1 (82), 1, 10 pg dozlarda etki etmedigi (337) seklinde ifade
edilmigtir. Ovarektomili Suriye hamster’lerinde GnIH 500 ng dozda ICV olarak
veya iv 600 ng dozda LH seviyesini azalttig1 rapor edilmistir (338). Bununla
birlikte, diger calismalarda akut RFRP3 enjeksiyonu LH ve FSH salinmasini Hem
Suriye (339) hem de Sibirya (108) hamster’inde artirdigi bildirilmistir. Yalnizca
bir calismada iv inflizyon ile koyunda LH puls amplitiidiiniin baskilandig:
belirlenmistir (78).

2006 yilinda Simonin ve arkadaslar1 tarafindan (100), RFRP ve ayni aileden
bir peptid olan NPFF’nin seg¢ici antagonisti olarak RF9 tanimlanmistir. RF9
uygulamasi disi koyunlarda LH sekresyonunu giiclii bir sekilde uyarmaktadir ve
bu etki andstriis sezonu stiresince olduk¢a belirgindir. Bu sonug, ayni arastirma
ekibinin, RF9’un gonadotropin sekresyonu iizerine kemirgenlerde uyarici etkiye
sahip olduguna dair, ¢aligmasiyla (340) paraleldir. Bu durum 6zellikle mevsimsel
ireme Ozelligine sahip canlilarda, lireme sezonunun disindaki siirecte mevcut
inhibisyonun saglanmasinda temel faktor olarak muhtemelen kanatli GnIH’1 ile
iligkili inhibitor sistemin RFRP-3 olduguna isaret etmektedir. Ancak insan dahil
mevsimsel lireme 6zelligi gostermeyen diger canlilarda daha fazla delile ihtiyag

duyuldugu ortadadir. Hem erkek hem de ostriis ve didstriis donemindeki disi
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sicanlarda RF9’un ICV verilmesiyle plazma LH diizeylerinde giiglii bir artis
meydana gelmektedir (75). Aynt modelde (335), RFRP3’{in inhibitor etkisinin
goriilmesi géz Oniinde bulunduruldugunda, GnlH/RFRP-3 reseptdr antagonisti
RF9’dan diger memelilerde de iireme fizyolojisindeki inhibitor mekanizmalarin
aydinlatilmasinda istifade edilebilecegini gostermektedir.

RF9 grubundaki hayvanlarin bazal FSH seviyesinin (3,71+0,23 ng/ml) ICV
RF9 uygulama sonrasinda, istatistiksel bakimdan 6nemli olmasa da yiikseldigi
(4,45+0,14) goriildii. RF9 + P234 grubunda da FSH diizeyinde enjeksiyon sonrasi
artig egilimi olmakla birlikte (3,66+0,17°den 4,25+0,14’¢), RF9 grubuna nazaran
nispeten daha diisilk diizeydeydi. LH seviyesine etki bakimindan ise, RF9
grubunda bazal seviyenin (3,94+0,23), ICV enjeksiyon sonrasi, yaklasik iki kat
yiikseldigi (7,66+0,7 ng/ml) belirlendi. RF9 + P234 grubunda bazal diizeyden
(3,71+£0,33) ICV enjeksiyon sonras1 (5,08+0,35) yiikselen LH seviyesinin, RF9
grubu ile karsilastirildiginda (7,66+0,7 ng/ml’ye karsi 5,08+0,35 ng/ml), 6nemli
sekilde, kisspeptin antagonisti p234 ilave edilen grupta diisiik kaldig1 belirlendi.
FSH icin elde edilen degisiklikler, 6yle goriiniiyor ki, farkli doz degerlendirmesi
yapmadigimizdan dolay1 soniik kalsa da 6nemli verilerdir. Kaldi ki FSH dlgimleri
degerlendirilirken 6zellikle disilerde siklus donemi ve bu hormonun salmmasini
smirlandirabilen inhibin hormonuna ait etki goz ardi edildiginde yapilan yorumlar
havada kalacaktir.

RF9’un tipki kisspeptin gibi LH salgilanmasini gii¢lii sekilde uyarabildigini
gbzlemlemis bulunmaktayiz. Ustelik bu artis kisspeptin reseptor antagonisti p234
uygulamasiyla azaltilabiliyordu. RF9’u 10 nmol dozda p234°t ise 1 nmol

konsantrasyonda kullandigimiz i¢in, reseptdr antagonistinin bloklayici etkisi biraz
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zayif kalmigtir. Oysaki esit konsantrasyonlarda daha baskin etki olusmasi
muhtemeldir. Ciinkii p234°iin karakterize edildigi ¢alismada (320) etki gucunin
doz bagmml artis gosterebildigi ifade edilmektedir. ilk olarak Pineda ve
arkadaslar1 tarafindan (340) RF9’un gonadotropin sekresyonu ile ilgili uyarici
potansiyeli kesfedilmistir. Arastirmacilar, RFRP-3 ile elde ettikleri verilerin
nispeten daha zayif 6zellik gostermesine karsin RFRP-3 antagonistinin bu derece
baskin etki olusturmasi iizerine, bu etkinin tanimlanan primer etkiden ziyade,
heniiz  anlayamadiklari,  sekonder  etkilesimle ortaya  ¢ikabilecegini
diginmiiglerdir. Ciinkii akillarina gelen etkilesimlerin RF9’un farmakolojik
karakterizasyonu ile ilgili arastirmada s6z konusu olmadigmi goérdiiklerini ifade
etmislerdir. Adi gecen calismada Simonin ve ekibi (100), RF9’un yapisal olarak
BIBP3226 (NPY reseptori alt tipi Y1 antagonisti) ile iliskili olabilecegi ifade
edilmistir. BIBP3226’nin ise RFamid tiirevi peptidlerle yapisal benzerliginin
oldugu ve NPFF reseptor alt tiplerine baglanabildigi icin RF9’un da bu tiir
degerlendirmeye tabi tutuldugu belirtilmistir. Boylece RFP’un insan NPY reseptor
alt tipi Y1 ve GPR10, GPR54 ile GPR103 gibi tic RFamid néropeptid ailesine ait
reseptorlere ve opioid (n, o, «) reseptérlerine baglanma aktivitesinin
degerlendirilmistir. 10 uM konsantrasyonda RF9’un opioid p ve « reseptorine
zayif rekabetinin diginda herhangi bir affinite belirlenmedigi ifade edilmistir
(100). Muhtemelen bu sonugclar tizerine Pineda ve ekibi (340) RF9’un kisspeptin
antagonisti ile etkilesimini degerlendirmeyi, hakli olarak, uygun gdérmemistir.
Ancak bu durumu in vivo olarak bir de kendimizin gézlemleme istedigimizden
dolay1, calismamiza RF9+p234 grubu ilave edildi. Yukarida agikladigimiz sekilde

RF9’a ait LH artis1 p234 ile azaltilabiliyordu. Ustelik puberte yasi ve beslenme
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davranigi da buna dahildi. Bu sonuglar ileride fertilite veya iireme sistemi ile ilgili
rahatsizliklarin tedavisi i¢in, farmakolojik bir ajanin kullanim potansiyelini
gelistirebilecek, ilk kez tanimlanan 6nemli verilerdi. Hipotalamik analizlerimizde
RF9’un ARC kisspeptin immiinoreaktivitesini artirdigmi da gordiikten sonra,
kisspeptin ile iligkili bir durumun olduguna kanaat getirmekle birlikte; bu iligskinin
ispat1 i¢cin farkl protokoller diisiindiiglimiiz donemde, Liu ve ekibi tarafindan
yapilan bir ¢alisma (289), kisspeptin aktivasyonuyla ilgili dislincemizi
dogrulamaktaydi. Liu ve ekibi de, bizim gibi, RF9’un ¢ok gii¢lii gonadotropin
sekresyonu artig giiciine sahip olmasindan dolay1 kisspeptin ve GnRH ile iliskisini
gozden gecirmeye karar vermisti. Yaptiklar1 calismaya gore, RF9’un GnRH
ndronlarim1 uyarabildigi ve bu durumun RFRP-3’iin etkilerini bloklayarak
olusturdugu dolayl1 baskilayic1 etkiden daha gii¢lii sekilde direkt olarak GnRH
uzerinden meydana getirmekteydi. Ustelik bu etkinin olusmasi icin en dnemli
etken Kissl reseptériydd. Clnkd RF9, Kkisspeptin reseptér mutasyonu
olusturulmus GnRH-GFP;Kisslr-null farelerde GnRH uyarici etki ortaya
koyamamaktaydi. Boylece RF9 i¢in RFRP-3 antagonisti etki 6zelligi ile dolayli
gonadotropin uyarici etki potansiyelinin yami sira, ilk kez, kisspeptin reseptor
antagonisti ile etkisinin degistigi ve ARC kisspeptin ndéronlarin1 da uyardigi

seklindeki bulgularimiz dogrulanmaistir.
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6.3.3. Nesfatin-1’in Etkileri

Nesfatin grubunda, FSH bazal degerinin ICV enjeksiyon sonrasinda 6nemli
olmayan bir artig (3,52+0,25 ng/ml’den3,94+0,14 ng/ml’ye) ortaya koydugu;
nesfatin + p234 grubunda ise, bazal seviyenin ve ICV enjeksiyon sonrasi degerin
ayni oranda oldugu gorildi. Ancak LH sekresyonu bakimindan, nesfatin
grubunda ICV uygulama sonrasi onemli artis (3,87+0,58’den 7,2340,33¢)
mevcuttu. Nesfatint+p234 grubunda bazal ve ICV uygulama sonras1 LH diizeyleri
degismemisti (swrastyla, 4,15£0,26 ve 4,82+0,31) diizeyindeydi. Nesfatin
grubundaki LH artis degerine (7,23+£0,33 ng/ml) goére nesfatin+p234 grubu
dizeyinin (4,82+0,31 ng/ml) disiik olmasi, nesfatinin LH sekresyonunu artiric
etkisine yonelik bulgularimizin yani sira, kisspeptin reseptor antagonistinin bu
etkiyi geriye cevirebildigine yOnelik ilk veriler olmasi bakimindan 6nemli ve
dikkat cekicidir. Konumuzla ilgili yapilan ¢alismalarda pubertal disi siganlarda
ICV nesfatin verilmesinin orta diizeyde LH artisina ve 6nemsiz kabul edilebilecek
kadar disik dizeyde FSH saliverilmesine yol agtigi bildirilmistir. Ancak 48
saatlik a¢ birakma sonrasinda santral nesfatin uygulamasinin ¢ok daha gii¢lii bir
LH yanit1 olusturdugu da tespit edilmistir (246). Nesfatin-1 ile ilgili olarak bu tur
bir yanit gelismesi, gonadotropin sekresyonunu artirabilme yetene§ine sahip
faktorler i¢in tanimlanmis bir fenomendir (178, 341). Yani gida kisitlamasiyla
azalan endojen nesfatin diizeyinin, uyarim sonrasinda normal metabolik sartlarda
tlimhh LH yanitina neden olmasmna karsin, normalden daha yiiksek diizeyde
karsilik verebilme gonadotropin sekresyonunda ve enerji dengesinde s6z sahibi

oldugu anlamina gelmektedir.
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Yine Garcia-Galiano ve arkadaslarinin ¢aligmasinda (246), puberte
donemindeki disilerin aksine erigkinlerde ekzojen nesfatin-1 uygulamasi
dolasimdaki gonadotropin seviyelerinde herhangi bir anlamli degisiklik meydana
getirmemistir.  Bu durum, NUCB2/nesfatin-1’in puberte donemindeki disi
sicanlarda gonadotropik aksin diizenleyicisi olarak énemli bir etkiye sahip oldugu
fakat erigkin donemdeki disilerde ise hipotalamik nesfatin sinyallesmesinin
gonadotropinlerin ovulasyon dncesi artis1 i¢in zorunlu olmadigi ileri stiriilmiistiir.
Ayrica, hipotalamusta NUCB2’nin bloklanmasinin, eriskin disi siganlarda viicut
agirhik artis1 ve giinliik gida alimi iizerine belirgin bir etki olusturmadigi rapor
edilmistir (246). Oysaki bundan Onceki ¢aligmalarda, eriskin erkek sican ve
farelerde, tam aksi bulgular s6z konusudur (225, 230). Bu durum, nesfatinin erkek
kemirgenlerde beslenmenin regiilasyonunda daha baskin sinyallesme karakterine
sahip olabilecegi seklinde yorumlanmaktadir (342). Arastrmamizda disi
sicanlarda eriskin donemde de gida aliminda azalma ve gonadotropin sekresyonu
artis1 tespit etmemizden dolayi, adi1 gegen ¢alismalardaki nesfatinin cinsiyete ve
eriskinlik donemlerine gore farkli etki olusturduguna dair yorumlarin, disi ve
erkeklerde es zamanli protokollerle yapilan arastirmalar sonrasinda
degerlendirilmesinin daha saglikli olacagi kanisindayiz. Cilinkii mevcut veriler
disinda elimizde konuyla ilgili ¢ok fazla sonu¢ mevcut degildir. Ayrica
kesfedildiginden beri 9 yil gecmis olmasina ragmen nesfatin-1’e ait
reseptor/reseptorler ne yazik ki tanimlanamamistir. Hipotalamusun farkl
alanlarinda, Kissl gen ekspresyonunun diizenlenmesinde  muhtemel
diizenleyicilerden biri olabilecegi ileri siirilen mTOR (324) ile NUCB2’nin

birlikte yerlesim gosterdigi ileri strilmektedir (323). Arastirmamizda kisspeptin
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reseptor antagonisti ile nesfatin-1’in olusturdugu etkilerin azaltilabildigini
belirlemis  olmamizin  yan1  swa, ARC  kisspeptin  ndronlarmin
immiinoreaktivitesinin nesfatin grubunda nesfatin+p234 grubuna gore kismen
daha yogun oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar nesfatin ile Kiss1 reseptorii arasinda
direkt veya dolayli iliskinin varliginin yani sira ayni zamanda kisspeptin néron
aktivitesinin dizenlenmesinde de muhtemel birlikteligin s6z konusu olduguna
isaret etmektedir.

NUCB2 mRNA’s1 insan, sican ve fare testislerinde oldugu kadar ayni
zamanda sigan ovaryumunda da mevcudiyeti ileri strilmektedir (228). Ayrica
imminohistokimyasal analizler sonucunda testislerdeki leydig hicrelerinde
NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi ortaya konulmustur (343). Son zamanlarda
hipofiz bezinde NUCB2 mRNA’smnin mevcut oldugu ve gonadal steroidlerle
etkilestigi ileri siiriilmektedir. Ayrica ovarektomi sonrasinda 6n hipofizde NUCB2
ekspresyonunun azaldigi, eksojen progesteron ve Ostrojen enjeksiyonlar1 ile
birlikte artis gosterdigi ifade edilmektedir. Hipofiz bezi hiicre kiiltiiriinde ise in
vitro Ostrojen uygulamasinin NUCB2 mRNA ekspresyonunu artirdigr  ve
progesteron veya progesteron+ostrojen ilavesiyle de azalma meydana geldigi ayni
caligmada rapor edilmistir (344). Bu noropeptidin spesifik reseptori/reseptorleri
bilinmemesine Kkarsin, etkilestigi reseptorler arasina kisslr’nin de dahil
edilebilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica puberte verileri, gonadotropin sekresyonu
ve  ARC’deki  kisspeptin  ndronlarinda  gozlemledigimiz ~ goreceli
immunoreaktiviteden yola ¢ikarak, cinsiyet hormonlarmmn geri bildiriminde ve

Ostrojen reseptoril alfa aktivasyonunda nesfatinin roliine dair sorgulamalar
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yaptlmasmin  GnRH ve  kisspeptin  iletisiminde  karanlik  noktalarin

aydinlatilmasina katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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Sonug olarak:

Kisspeptin gonadotropik aksin kontroliindeki uyarici roliine ilave olarak
enerji dengesiyle iligkili fonksiyonlara da sahiptir.

GnlH antagonisti RF9 ile puberte yasinin erkene cekilebildigi ve
anoreksijenik etki meydana geldiginin belirlenmesinin yani sira Kisspeptin gibi
gonadotropin  sekresyonunu ve ARC immuinoreaktivitesini uyarici etki
potansiyelinin s6z konusu oldugu ve bu etkide GnIH (RFRP-3) antagonizmasinin
yant sira kisspeptin reseptori aktivasyonu da pay sahibidir.

Nesfatin-1 beslenme davranisi ve puberte siirecinde yer almakla birlikte,
erigkin donem gonadotropin uyarici etki potansiyeli de mevcuttur ve bu isleyiste
beslenme davranis1 ve CA degisimi lizerine kisspeptin reseptdr antagonisti ile
kismen degisiklik olusmasma karsin puberte yasi, gonadotropin sekresyonu ve
ARC immiinoreaktivitesinin kisspeptin antagonisti ile baskilanabilmesinden
dolay1 Kisspeptin néronlari ile isbirligi s6z konusudur.

Kisspeptin, RF9 ve kismen nesfatine bagli etkilerin kisspeptin reseptor
antagonisti ile degismesinin yanm swra GnlH antagonisti RF9’un kisspeptin
reseptorii agonisti olarak etki gosterdiginin belirlenmesi puberte, treme fizyolojisi
ve beslenme davranisi fizyolojisi igin, ilk kez belirlenen, dnemli veriler olmasinin
yani sira, prekoks puberte, obezite ve infertilite gibi patofizyolojik durumlarin

tedavisi i¢in de yeni yaklasimlar sunabilir.
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