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OZET

UZUN VE KISA FOTOPERIYOTLARDA SCN LEZYONU VE/VEYA
PINEALEKTOMILI ERKEK SURIYE HAMSTERLERINDE KiSSPEPTIN, GnRH,
GnIH GEN EKSPRESYONU ILE LEPTIN VE MELATONIN HORMONUNDAKI
RiTMIiK DEGIiSIKLIKLER
Emine Inci BALKAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Biilent GUNDUZ
25/07/2023, 76

Beyin ve iireme sistemi arasinda ki kompleks iligki néronal ve hormonal etkilesim
ile kontrol edilmektedir. Ozellikle fotoperiyodik hayvanlarda beynin {ireme sistemini nasil
kontrol ettigi tam olarak anlagilamamustir. Bu tez ¢alismasinda uzun (16L) ve kisa (8L)
fotoperiyotlarda pinealektomi ve suprakiyazmatik nukleus lezyonu yapilan yetiskin erkek
Suriye hamsterlerinde melatonin ve leptin hormonlarmnin giinliik ritmi ile GnRH, GnlH ve
Kisspeptin gen ekspresyonlar1 ve protein seviyeleri arasindaki ritmik iliski incelendi. Bu
amacla her bir fotoperiyotta kontrol grubu, pinealektomi ve SCN lezyon igeren gruplar
olusturulmustur. Deney siiresince tim hamsterler ad libitum olarak bakilmistir. Hayvanlarin
kisa fotoperiyoda uyum sagladigini belirlemek amaci ile testis 6l¢limii yapilmistir. SCN
lezyon yapilan hamsterlerin aritmik olduklarimi belirlemek icin aktivite tekerleklerine
yerlestirilmistir. 30 gilinlilk deney sonunda giinlin farkli zaman dilimlerinde (1siklarin
kapandig1 an, gece yarisi, 1siklarin agildigi an, giin ortasi) doku ve kan ornekleri alinmustir.
Dokulardan Kisspeptin, GnRH, GnIH genlerinin anlatimlarinin profili RT-qPCR teknigi ile
belirlenmistir. Western Blot teknigi ile protein seviyeleri belirlenmistir. Kan 6rneklerinden
elde edilen serum ile melatonin ve leptin diizeyleri i¢in ELISA analizi yapilmistir. Serum
melatonin ve leptin seviyeleri arasinda ters ritmik iliski gozlenmistir. Karanlik fazda
melatonin seviyesi yiiksek leptin seviyesi ise diisiik bulunmustur. Pinealektomi ve SCN
lezyon gruplarinda ise bu ritmin ortadan kalktig1 belirlenmistir. Kontrol grubunun GnRH,
GnlH ve Kisspeptin mRNA ifadelerinde ve protein seviyelerinde giinliik ritimler

gbzlenmistir. Deney gruplarinda ise noropeptitlerin mRNA ve protein seviyeleri 1518a bagl



olarak giinliik ritimler gostermekle beraber protein ifadeleri her zaman mRNA ifadelerini
yansitmamistir. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde, bulgularimiz melatonin, leptin,
GnRH, GnIH ve Kisspeptin arasindaki tiim iliskilerin tireme degil metabolik oldugunu da

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, Leptin, GnRH, GnlIH, Kisspeptin, Gen Ekspresyonu



ABSTRACT

RHYTHMIC CHANGES IN KISSPEPTIN, GnRH, GnlH GENE
EXPRESSION AND LEPTIN- MELATONIN HORMONE IN MALE SYRIAN
HAMSTERS WITH SCN LESION AND/OR PINEALECTOMY IN LONG AND
SHORT PHOTOPERIODS

Emine Inci BALKAN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Biology

Advisor: Prof. Dr. Biilent GUNDUZ

25/07/2023, 76

The complex relationship between the brain and the reproductive system is controlled
by neuronal and hormonal interactions. It is not fully understood how the brain controls the
reproductive system, especially in photoperiodic animals. In this thesis, the rhythmic
relationship between the daily rhythm of melatonin and leptin hormones and the gene
expressions of GnRH, GnIH and Kisspeptin and protein secretions in adult male Syrian
hamsters who underwent pinealectomy and suprachiasmatic nucleus lesion in long (16L) and
short (8L) photoperiods were investigated. For this purpose, groups including control group,
pinealectomy and SCN lesion were formed in each photoperiod. All hamsters were fed ad
libitum throughout the experiment. Testis measurement was performed to determine whether
the animals adapt to the short photoperiod. SCN lesioned hamsters were placed on activity
wheels to determine if they were arrhythmic. At the end of the 30-day experimental period,
tissue and blood samples were taken at different time periods (lights off, midnight, lights on,
midday). Quantitative analysis of GnRH, GnIH, Kisspeptin and 3 actin genes was performed
by RT- qPCR. Protein expressions were performed by Western Blot technique. Melatonin
and leptin levels in serum obtained from blood samples were determined by ELISA analysis.
An inverse rhythmic relationship was observed between serum melatonin and leptin levels.
In the dark phase, melatonin level was high and leptin level was low. It was determined that

this rhythm disappeared in the pinealectomy and SCN lesion groups. Daily rhythms were

Vi



observed in GnRH, GnlH and Kisspeptin mRNA expressions and protein oscillations. In
experimental groups, although mRNA and protein levels of neuropeptides showed daily
rhythms depending on light, protein expressions did not always reflect mRNA expressions.
When all these results are evaluated, our findings show that all the relationships between

melatonin, leptin, GnRH, GnlH and Kisspeptin are metabolic, not reproductive.

Keywords: Melatonin, Leptin, GnRH, GnIH, Kisspeptin, Gene Expression
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BiRINCi BOLUM
GIRIS

1.1. Mevsimsel Ritim

Yerkiirenin kendi ekseni etrafinda giinliik ve Giines etrafindaki yillik doniisi ile
eksenin 23,5° egimli olmasi kutup ve iliman bdlgelerinin riizgar, nem, sicaklik, giin-
uzunluk/ fotoperiyot gibi ¢evresel parametrelerinde dnemli mevsimsel degisimlere neden

olur.

Iliman bolgedeki ¢ogu hayvan lireme stratejisi gelistirmistir. Fare ve sican gibi
mevsime bagli olmadan iireyen hayvanlar yil boyunca aktif tireme gdsterir. Fotoperiyot,
mevsimsel lireyen hayvanlarda eseysel aktiviteyi zamanlamak igin kullanilan 6nemli bir
cevresel sinyaldir (Choi, 1996; Reiter, 1980). Mevsimsel iireyen tiirler biyolojik islevleri
mevsimlerle senkronize etmek icin bunu entegre eder ve noéro- hormonal bir sinyale
doniistiiriir. Bu siiregler, 151k fazinin giinliik siiresini saptayan ve fotoperiyodik mesaji hem
beyin yapilarina hem de periferik organlara sinirsel ve hormonal ¢iktilar yoluyla dagitan
endojen bir sirkadiyen saate bagimli olarak gerceklesmektedir. Uremenin degisen giin
uzunluguna bagli olmasinin temel nedeni bu faktdriin yildan yila 6ngoriilebilir olmasidir.
Yillik bir tireme faaliyeti dongiisii, organizmalara dogumu hayatta kalma sansinin en iist

diizeye ¢iktig1 yilin belli bir zamaniyla sinirlama avantaji1 saglar.

Temsili bir tiir olarak hamster mevsimsel ireme modeli sergiler. Suriye hamsteri
(Mesocricetus auratus) Cricetidae familyasina ait bir liyedir. Yillik {ireme dongiisiinii
yonlendiren ¢evresel sinyal olarak fotoperiyodu kullanir. (Gaston ve Menaker, 1967; Turek,
1975). Yillik iireme yetenegi, 1s1ga duyarh faz, daha az giin 1s181nin neden oldugu gonadal
gerileme siireci, gonadal atrofinin meydana gelmesi sonucunda kis mevsiminde eseysel
involiisyonunun olusmasi ve fotorefrakter faz olmak iizere dort asamadan olusur (Choi,
1996). Gonadlar, kis mevsiminin sonundan itibaren eseysel aktiviteyi geri kazanmaya baslar.
Bu degisiklik de endokrin sistemin kendiliginden degisimini yansitmaktadir. Otomatik
ireme aktivitesinin kazanimina fotorefrakter faz adi verilir. Bu fazdan sonra hamsterler
iireme yetenegine sahiptir ve dongiisel fazlar yillik olarak tekrarlanir. Suriye hamsterlerinde
tireme durumunun mevsimsel degisimi yeterli kontrollii aydinlatma diizenegi ile yilin hangi

doneminde olursa olsun laboratuvarda yeniden saglanabilmektedir (Stetson ve Watson-



Whitmyre, 1976). Yetiskin erkek hamsterler, uzun giinde (LD, giinde 212,5 saat 151k) ireme
aktivitelerini siirdiirmektedir. Kisa giin (SD, <12,5 saat/glin 151k) ise testislerin kii¢lilmesine

sebep olmaktadir (Prendergast vd., 2000; Stetson ve Watson-Whitmyre, 1976).

1.2. Sirkadiyen Ritim

Endojen giinliik ritim ilk kez mimoza bitkisi iizerinde gbzlem yapan Jean- Jacques
d’Ortous de Marian tarafindan 1735 yilinda ortaya ¢ikarildi. Mimoza bitkisinin giin 15181na
gore yapraklarini hareket ettirmesinin yani sira tamamen karanliga maruz birakildiginda da
yaprak hareketlerinin devam ettigini gézlemlemistir. Bu gbzlem sonucunda bitkinin endojen

mekanizmaya sahip oldugu fikrinin gelismesine neden olmustur.

Bu giinliik ritim periyodunun yaklasik 24 saat (latincede circa= yaklasik, dies= giin)
ve endojen olmasi nedeni ile ‘sirkadiyen’ olarak adlandirilir. Siyanobakterilerden insana
kadar ¢ogu organizmanin endojen sirkadiyen saate sahip oldugu kesfedilmistir. En tipik
ornegi olarak da kemirgenlerdeki lokomotor aktivitenin giinliik ritmi verilmektedir. Cogu
kemirgenler nokturnal canlilardir. Aydinlik fazda dinlenir iken karanlik fazda aktif
haldedirler. Laboratuvar kosullarinda, lokomotor aktivite izlenir ve nokturnal kemirgenler,
aydinlik/karanlik dongiisii ile 24 saate senkronize edilmis belirgin bir giinliik lokomotor

aktivite ritmi sergiler (Sekil 1).
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Sekil 1. Nokturnal kemirgenlerde lokomotor aktivite ritmi.



1.3. Suprakiyazmatik Nukleus

Suprakiyazmatik nukleus (SCN) hipotalamusun 6n kisminda, ii¢iincii ventrikiiliin her
iki tarafinda ve optik kiyazmanin iizerinde bulunur. Her nuklues, cogunlugu GABAerjik (y-
aminobiitirik asit) olan yaklagik 10.000 néronu igerir (Abrahamson ve Moore, 2001; Moore
ve Speh, 1993; Moore vd., 2002). Ventrolateral ve dorsomedial olmak iizere iki kisimdan
olusur. Dorsomedial ndronlar, arjinin vazopressinin (AVP) aydinlik faz sirasinda daha fazla
salimim gosterdigini sirkadiyen sekilde ifade eder (Abrahamson ve Moore, 2001; Moore vd.,
2002; Tominaga vd., 1992). Ventrolateral noronlar ise vazoaktif intestinal peptidinin (VIP)
karanlik fazda daha fazla salinim yaptigini ifade eder (Abrahamson ve Moore, 2001) (Sekil
2). SCN; somatostanin, kolesistokinin, P maddesi, galanin, norotensin ve kalretinin gibi

ndropeptitleri de ifade etmektedir (Abrahamson ve Moore, 2001).

AVP () noronlarini igeren dorsomedial kisim
SN

3
I somatostatin
4 gastrin salgilayici
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l||ll o 1
* *
* *
* A o *

ok.

VIP (") noronlarini igeren ventrolateral kisim

Sekil 2. SCN’nin lokalizasyonu ve noropeptit icerigi (Ansel, 2010).

SCN, tgilincti ventrikiiliin (3V) her iki yaninda optik kiyazmanim (o.k.) hemen
iizerinde yer alir. Vazoaktif intestinal peptit (VIP) ndronlari igeren bir ventrolateral kistmdan
ve arjinin vazopressin (AVP) noronlar1 igeren bir dorsomedial kisimdan olusur.

Ventrolateral kisim ayrica somatostatin ve gastrin salgilayici peptit icerir (Sekil 2).

Sirkadiyen ritimler transkripsiyonel- translasyonel geri bildirim mekanizmas ile
gerceklesir. Bu geri bildirim mekanizmasi Clock, BMAL 1, Peryod (Perl ve Per2),
Crytochrome (Cryl ve Cry2) nukleus saat genleri tarafindan diizenlenir (Akbay, 2020; Oike
vd., 2014).



1.3.1. Suprakiyazmatik Nukleusa Isik Bilgisinin Iletimi

Sabit kosullarda, saat geni tarafindan iiretilen salinimlarin endojen periyodu yaklasik
24 saattir. Bu salinimlar, aydinlik/karanlik dongiisii olan g¢evresel sinyaller (zeitgeber)
(almanca; zeit=zaman, geber=vermek) tarafindan 24 saate senkronize edilir. Aydinlik ve
karanlik fazlarin ritmik degisimi, retinada dogrudan 1s183a duyarli olan ve melanopsin
fotopigmentini ifade eden retinal ganglion hiicre sinifi tarafindan algilanir (Hattar vd., 2002;
Mrosovsky vd., 2001). Melanopsin retinal ganglion hiicreleri; 151k yogunlugundaki
degisiklikleri tespit ederek pupiller ¢ap1 diizenler. Bu durum 1s1k refleksi olarak adlandirilir
(Hattar vd., 2003). Melanopsin; “knock out” farelerde 1s1k bilgisi iletimini saglar.
Melanopsin ganglion hiicreleri (¢ubuk/koni) zarar goéren farelerde ise 151k iletiminin

olmadig tespit edilmistir (Hattar vd., 2003).

Glutamat, aminoasit 6zellikte olan retino hipotalamik traktus yoldan iletimi saglayan
norotransmitterdir (Ebling, 1996; Meijer ve Schwartz, 2003). Glutamat ve glutamat
agonistinin sinapslara uygulanmasimin noral aktivitede faz farki meydana getirdigi ortaya
konmustur (Mintz vd., 2002; Shirakawa ve Moore, 1994). Yam sira, insan ve hamster
ganglion hiicrelerinde hipofiz adenilat siklaz (PACAP) norotransmitteri de yer almaktadir
(Hannibal ve Fahrenkrug, 2004). Hamsterlerde yapilan caligmalarda lateral ventrikiil
icerisinde PACAP enjeksiyonunun lokomotor aktivitede faz kaymasina yol actig1 tespit
edilmistir (Hannibal vd., 2004).

Genikulo hipotalamik yolda, talamusta yer alan intergenikulat yaprak¢igin (IGL)
retinadan 151k bilgisini almasi ile SCN’ye iletimi saglanmaktadir (Moga ve Moore, 1997;
Moore vd., 2000). Genikulo hipotalamik yolda yer alan néronlarin tiretmis oldugu néropeptit

Y (NPY)’nin SCN iizerinde etkili oldugu gosterilmistir (Stopa vd., 1999).

Rafe hiicresinin meydana getirdigi Rafe hipotalamik yolda ise SCN’ye duyu sinirleri
araciligi ile sinyal alim1 olmaktadir (Glass vd., 2003).

1.3.2. Senkronize Edici Olarak Suprakiyazmatik Nukleus

Osilatorlerin tiim viicutta dagilim gosterdigi belirlenmistir (Hastings vd., 2003).

Periferal dokularda yer alan ¢evresel osilatorler kendi kendilerine ritim olusturabilmektedir



(Yoo vd., 2004). Suprakiyazmatik nukleusdan faz farkinin olmasi gibi farkli 6zellige
sahiptirler (Lowrey ve Takahaski, 2004).

1.3.3. Suprakiyazmatik Nukleusun Isik Bilgisini Iletimi

SCN, fotoperiyodik bilgileri iki yoldan iletir:

e Lokomotor aktivitenin diizenlenmesinde yer alan TGFa veya prokinetikin-2
gibi yayilabilir molekiiller aracilig1 ile (Snodgrass-Belt vd., 2005; Zhou ve
Cheng, 2005).

e Endokrin ile otonomik fonksiyonlar1 kontrol etmek i¢in ¢oklu hipotalamik
beyin bdlgelerine noral baglantilar araciligr ile (Buijs ve Kalsbeek, 2001;
Kalsbeek ve Buijs, 2002).

1.4. Pineal Bez

Pineal bez, endokrin bez olarak beyinde yer alan bir yapidir (Erlich ve Apuzo, 1985;
Kus ve Sarsilmaz, 2002) (Sekil 3). Anterior hipotalamusa yerlesmis SCN’den koken alan
multisinaptik yoldan ileti alir. Sirkadiyen sisteme ait temel yap1 olarak bilinmektedir (Wu ve
Swaab, 2005). Noroglial hiicreler ve melatonin iiretiminde sorumlu olan pinealositler bu
yapinin ana hiicre tipleridir (Ross ve Pawlina, 2013; Wu ve Swaab, 2005; Yazici ve Kdse,
2004). Ugiincii ventrikiiliin arka duvari iistiinde bulunan pineal bezin boyutu ve konumu

tiirlere gore degiskenlik gosterir (Kus ve Sarsilmaz, 2002).
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Pineal

- Cerebellum

Sekil 3. Suriye hamsteri beyninin dorsal yiizeyinin resmi. Pineal bez iki serebral yarimkiire

arasindaki orta hatta yer alir (Rovsing ve Moller, 2014).

1.5. Melatonin

Melatonin, pineal bezden 6zellikle geceleri salgilanir ve karanligin kimyasal sinyali
olarak adlandirilmaktadir (Nir, 2003; Tan vd., 2013). Giiniin saati, hayvanin yast ve bazi
fotoperiyodik tiirlerde yilin zamani1 melatonin sentezi ve salintmini etkilemektedir. Ritmik
bir sekilde sentezlenerek kan dolasimina verilen hormonun seviyesi geceleri yliksek
giindiizleri ise ¢ok disiiktiir (Arendt, 1988; Villela vd., 2014). Melatonin sentezi ve
saliniminin sirkadiyen ritmi karanlikta devam etmektedir. [sik, melatonin tiretimini inhibe
eder. Gece 1518a maruz kalinmasi bu ritmin degismesine sebep olur. Pek ¢ok fizyolojik ritim,
melatoninin glinliik degisimi ile senkronizedir. Diurnal tiirlerde gece uykusunun baglamasi

ve devamlilig1 melatonin tarafindan kontrol edilmektedir.

Isik bilgisi once retina tarafindan alinir. Alinan bilgi, retinohipotalamik yol ile
SCN’ye ve paraventrikiiler nukleusa (PVN) aktarilir. PVN’den ¢ikan impuls, medulla
spinalisin intermediolateral kolonundan superior servikal ganglionik (SCG) sinirler ile
pineal beze ulagmaktadir (Sekil 4). Pineal bez, SCG’den ¢ikan norepinefrin (NE) salgilayan
postganglionik sempatik sinir liflerinden projeksiyonlar1 alir. Pinealosit hiicrelerinde NE

salimimi gece meydana geldigi gibi melatonin sentezi de ayni sekilde karanlikta meydana
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gelir. Bu nedenle geceleri kandaki melatonin seviyesi giindiize gore daha yliksektir
(Simonneaux ve Ribelayga, 2003). Melatonin sentezindeki artis hizi, modeli tiirlere ve

dokulara gore degiskenlik gosterir (Acufia-Castroviejo vd., 2014; Hardeland vd., 2011).
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Sekil 4. Foto- néro- endokrin sistem (Hazlerigg ve Simonneaux, 2015).
Memelilerde, melatonin tiretiminin {i¢ ana modeli tantmlanmistir:

e Tip A’da, melatonin gece gec saatlerde en yiiksek seviyelerine ulasir. Mogolistan
gerbilleri ve Suriye hamsterlerinde goriiliir.

e Tip B’de, melatonin gece yarist maksimum seviyesine ulasir. Ginepig, sican ve
insanda gortiliir.

e Tip C’ de ise gece boyunca uzun siireli melatonin seviyeleri ile bilinir. Kedi, koyun

ve Sibirya hamsterlerinde goriliir (Reiter, 1987).

Melatonin yar1 6mrii, 20 ila 40 dakika arasindadir. Bu nedenle de kanda kisa siire
kalmaktadir. Pineal bez melatonin sentezleme ve salinimina devam etmedik¢e kanda
seviyeleri hizla diiser. Melatonin karacigerde 6- hidroksimelatonine enzimatik olarak

parcalandiktan sonra idrar ile disar1 atilir (Panke vd., 1979; Steinlechner, 1996).

Melatoninin iireme ve endokrin sistemler iizerindeki etkilerine aracilik eden
melatonin reseptorlerinin 6n hipofizin pars tuberalis kisminda da yer alir (Masson-Pévet vd.,
1996). Melatonin hipotalamik gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) salinimin1 diizenler.
Bu durumda melatonin gonadlarin islevselligini diizenleyerek hayvanin tireme durumunu

mevsimsel olarak kontrol eder.
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Melatonin, ilk defa izole edilen kurbaga derisinin koyu rengini agcan sigir pineal
bezinin bileseni olarak tanimlanmistir (Lerner vd., 1958). Daha sonra asagi omurgalilarda
pigmentasyon ve memelilerde gonadal olgunlasma iizerindeki fizyolojik etkileri
arastirilmistir. Serebrovaskiiler, néroimmunolojik, sirkediyen, iireme, uyku ve néroendokrin
gibi pek ¢ok fizyolojik islevi diizenlemektedir (Arendt, 2000; Borjigin vd., 1999; Brzezinski,
1997; Hardeland vd., 2006; Masana ve Dubocovich, 2001;Vanecek, 1998; Wirz- Justice,
2001).

Melatoninin amfifilik 6zelligi herhangi bir hiicreye veya viicut sivisina girmesini
saglar (Jan vd., 2011). Fizyolojik islevlerinin yan1 sira stres, kaygi, 6grenme ve depresyon

gibi davranigsal siirecleri de etkiler (Loiseau vd., 2006).

1.6. Hipotalamus Hipofiz Gonadal Ekseni

Bir tiiriin neslinin devamlilig1 i¢in {ireme davramsi gereklidir. Ureme basarisi, islev
ve eseysel davranmisi diizenlemek i¢in uyum igerisinde calisan noropeptit ve sistemine
baghdir. Ureme davranisi, sinyallerin meydana geldigi hipotalamus, hipofiz ve gonadlar

arasindaki etkilesime dayanir (Bliss vd., 2010).

1.7. GnRH Noronlari

GnRH ndronlari, preoptik alanda (POA) ve lamina terminalisin organum
vasculosum’u boyunca dagilim gostermektedir (Clarke ve Pompolo, 2005; Merchenthaler
vd., 1984; Witkin vd., 1982; Wray ve Hoffman, 1986). GnRH, 10 aminoasitten olusan bir
dekapeptit olup median eminensin dis kisminda yer alan sinir uglarindan (Hahn ve Coen,
2006) hipofiz portal sistemine pulsatil olarak salinir (Gore, 2002; Kaprara ve Huhtaniemi,
2018; Rance ve Bruce 1994). Folikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinize edici hormon (LH)
sentez ve salimmini kontrol eder. Ureme islevinin uygun sekilde siirdiiriilmesi icin

GnRH’nin pulsatil salinimi zorunludur (Bakker vd., 1999, 2010; Herbison, 2016) (Sekil 5).
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Sekil 5.  Erkeklerde  hipotalamus-hipofiz-gonadotropik  ekseni  (http://svt.ac-
dijon.fr/schemassvt).

Hipotalamik GnRH (gonadotropin salgilatict hormon) néronlari, hipofiz portal
sistemine GnRH salgilar. GnRH, 6n hipofizden folikiil uyarici hormon (FSH) ve luteinize
edici hormon (LH) salgilanmasim tetikler. Kan dolasimina salman LH/FSH testisler
iizerinde etki gosterir. LH, leydig hiicrelerine etki ederek testosteron salgilanmasini saglar.

FSH, spermatogenezi kontrol etmek i¢in sertoli hiicrelerine etki eder (Sekil 5).

GnRH néronlari, hiicre i¢i sinyale ve mekanizmalara bagli olan endojen elektriksel
aktivite gostermekte ve bu aktivitelerini koordine etmektedir. GnRH pulsatil saliniminin
kaynag1; norepinefrin, dopamin, serotonin, GABA, glutamat, néropeptit Y (NPY) ve galanin

iceren ndronlar arasindaki karmasik iliskilere dayanmaktadir. Glutamat ve norepinefrin
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iireme eksenini uyarirken GABA ise inhibe eder (Ojeda vd., 2006, 2010). Ayrica, KISS1-
ndrokinin B-opioid gibi diger yollarin, GnRH pulsatil saliniminin diizenlenmesinde 6nemli

islevinin oldugu bilinmektedir (Garcia-Galiano vd., 2010; Herbison ve Moenter, 2011;
Kaprara ve Huhtaniemi, 2018; Pralong, 2010; Smith ve Clarke, 2010; Qi vd., 2009).

Portal kan damarlari ile 6n hipofize tasinan GnRH gonadotroplar iizerinde bulunan
G- protein bagli reseptoriine baglanmaktadir. GnRH baglanma bolgeleri ayrica gonadlarda,
plasentada, memede ve beyinde de yer almaktadir. Hipofizde GnRH reseptori, protein kinaz
C ve IP3 sistemi yoluyla hiicre i¢i kalsiyum salinimin1 uyaran fosfolipaz C yolunu aktive
eden bir Gg/11 proteinine baglanir. Hipofiz portal dolasimi sayesinde, GnRH 6n hipofiz
gonadotrop hiicrelerine ulasarak sistemik dolagima gonadotropin hormonlari, luteinlestirici
hormon (LH) ve folikiil uyarict hormon (FSH) salmak tizere uyarilir (Clarke ve Cummins,
1982; Knobil vd., 1980). Erkeklerde LH, testislerdeki leydig hiicreleri tarafindan testosteron
tiretimini uyarir ve FSH, Sertoli hiicrelerinde spermatogenezi baslatir. Disilerde LH,
yumurtaliklarin teka hiicrelerinden androjen ve Gstrojen iiretimini uyarir ve FSH folikiiler
biliylimeyi baslatir ve oviilasyonun uyarilmasina katilir. Gonadal steroid hormonlari, GnRH
sentezini diizenlemek ve gonadlar ile beyin arasindaki negatif geri besleme sistemi yolu ile

salinmak lizere hareket eder.

1.8. RF- Amid Noropeptitler

GnRH, gonadotropin sentezi ve salimminda temel diizenleyici olarak goérev
yapmaktadir (Amoss vd., 1971; Schally vd., 1971). Son yillarda yapilan c¢alismalarda
GnRH’nin fizyolojik diizenlemesine katki saglayan yardimci yapilarin oldugu tespit
edilmistir. Japon bildircin1 (Coturnix japonica) ile yapilan ¢alismada gonadotropin salinimi
iizerinde ters etkiye sahip olan yeni hipotalamik noropeptit kesfedilmistir. Bu noropeptide
gonadotropin inhibe edici hormon (GnlH) adi verilmistir (Tsutsui vd., 2000). Etkisini
inhibitor olarak gdsteren noropeptidin insan da dahil olmak tlizere diger omurgali canlilarda

da oldugu belirlenmistir (Chowdhury vd., 2010).

GnlH ile ayn1 etkiyi gosteren noropeptidin, kanath hayvanlar haricindeki canlilarda
RFRP-3 oldugu belirlenmistir (Clarke vd., 2008; Sar1 vd., 2009). Memeli canl tiirlerinde
GnlH esdegeri olan RF- amid iliskili peptitler adlandiriimasinin RFRP-3 olarak
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kullanilmasina neden olmustur (Clarke vd., 2008; Gibson vd., 2008). Mevsimsel lireme

periyoduna sahip canlilarda GnRH ile zit etki gosterdigi belirlenmistir (Sar1 vd., 2009).

Ureme fizyolojisi ile ilgili yapilan sonraki ¢aligmalarda ise GnIH’in tersi etki
gosteren yani GnRH {iizerinde uyarici etkiye sahip olan yeni bir ndropeptit ortaya ¢ikmustir.
GPR54 reseptorii (Lee vd., 1999) ve devaminda birbirinden bagimsiz olarak yapilan
caligmalarda, GPR54 reseptdriine baglanan molekiiliin Kiss 1 genine ait {iriin oldugu tespit
edilmistir (Ohtaki vd., 2001). Bu molekiil ilk olarak tiimor baskilayici etkisi nedeni ile
metastin olarak isimlendirilmistir (Lee vd., 1996). Ancak hipogonadotropik hipogonadizmli
ve puberte gecikmesi olan kisilerde GPR54 mutasyonlarinin varligmin belirlenmesi ile
birlikte kisspeptin olarak belirtilmeye baslanmistir (de Roux vd., 2003). Kisspeptinin etki
bakimindan zit olsa da molekiiler yapisi ortaya konuldugunda aminoasit dizilimi agisindan

GnlH ile aym aileyi paylastig1 goriilmektedir.

Memelilerde ortak bir C- terminal LPXRF amid (X=L veya Q) motifini paylasan,
kisspeptinin de tiyesi oldugu peptitlerin RF amid ailesinin yeni peptitleri tanimlanmistir. RF
amid iligkili peptit 1 ve peptit 3 (RFRP-1 ve RFRP-3) memelilerden izole edilmistir (Hinuma
vd., 2000).

1.8.1. RFRP-3

RFRP-3, C terminallerinde ortak bir Arg- Phe- NH> motifini paylasan genis RF amid
peptit ailesinin bir parcasidir. Ilk olarak RF- amid peptidi, Macrocallista nimbosa tiiriinde
kardiyo uyarici etki gdstermesi ile bildirilmistir (Price ve Greenberg, 1977a). LPLRF amid
tavuk beyninden izole edilerek memelilerde noronlar tizerinde vazopresor ve uyarici etkilere
sahip oldugu gosterilmistir (Barnard ve Dockray, 1984; Price ve Greenberg, 1977b).
Memelilerde RFamid peptitlerini kodlayan PrRP, NPFF, QRFP/26RFa, Kp ve RFRP olmak
iizere bes farkli gen tanimlanmistir (Chartrel vd., 2003; Fukusumi vd., 2003; Hinuma vd.,
1998, 2000; Jiang vd., 2003; Liu vd., 2001; Panula vd., 1999; Perry vd., 1997; Yang vd.,
1985). RFRP geni, memelilerde gesitli boyutlarda olan RFRP-1 ve RFRP-3 peptitlerini
tireten Onciilleri kodlar (Tablo 1) (Hinuma vd., 2000). Japon bildircini hipofizinden izole
edilen GnlH nin gonadotropin salinimini inhibe ettigini gostermesi nedeni ile memelilerde

ndroendokrin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde RFRP-1 ve RFRP-3 incelenmistir.
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Sicanlarda yapilan ilk ¢calismada, RFRP-1'in gonadotropin salinimi iizerinde higbir etkisinin
olmadig gosterildiginden (Hinuma vd., 2000), calismalar, RFRP-3'iin memeli liremesinin
diizenlenmesindeki roliinii aragtirmay1 amaglamistir. Ancak, RFRP-1’in gonadotropik eksen

iizerindeki etkisinin tiire bagli olabilecegi yoniinde de ¢alismalar bulunmaktadir (Ancel vd.,

2012; Ubuka vd., 2012).

Tablo 1

Memelilerde ve bildircinlarda LPXRFa (X=L veya Q) peptitlerinin aminoasit dizilimleri

* Oncii mRNA dizilerinden varsayilan LPXRFa peptitleri.

MPHSFANLPLRFa

Insan RFRP-1

Tsutsui vd., 2009

VPNLPQRFa
SGRNMEVSLVRQVLNLPQRFa
SLTFEEVKDWAPKIKMNKPVVNKMPPSAANLPLRFa

AMAHLPLRLGKNREDSLSRWVPNLPQRFa

SVTFQELKDWGAKKDIKMSPAPANKVPHSAANLPLRFa

Insan RFRP-3
Maymun RFRP-3
S1gir RFRP-1

S1gir RFRP-3

Sigan RFRP-1*

Tsutsui vd., 2009
Tsutsui vd., 2009

Fukusumi vd.,
2001

Fukusumi vd.,
2003
Hinuma vd., 2000

ANMEAGTMSHFPSLPQRFa Sican RFRP-3 Ukena vd., 2002

SPAPANKVPHSAANLPLRFa Sibirya hamsteri Ubuka vd., 2012
RFRP-1

TLSRVPSLPQRFa Sibirya hamsteri Ubuka vd., 2012
RFRP-3

SPAPANKVPHSAANLPLRFa Suriye  hamsteri Kriegsfeld  vd.,
RFRP-1* 2006

ILSRVPSLPQRFa Suriye  hamsteri Kriegsfeld  vd.,
RFRP-3* 2006

SIKPSAYLPLRFa Bildircin GnIH Tsutsui vd., 2000

SLNFEEMKDWGSKNFMKVNTPTVNKVPNSVANLPLRFa Bildircin  GnIH-  Satake vd., 2001
RP-1%*

SSIQSLLNLPQRFa Bildircn  GnlIH-  Satake vd., 2001
RP-2*
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1.8.2. Kisspeptin

KIiSS 1 geni, ilk olarak 1996 yilinda yapilan bir ¢aligmada kesfedilmistir ve
kisspeptinler (Kp) adi verilen peptit ailesini kodlamaktadir (Lee vd., 1996). Kisspeptinin
reseptoric GPR54 olarak bilinir iken (Lee vd., 1999), birbirinden bagimsiz yapilmis olan
calismalar ile KISS1’in, GPR54’{in endojen bir ligand1 oldugu gésterilmistir (Ohtaki vd.,
2001). GPR54, primat olmayan formlar ve primatlar i¢in sirasi ile Kiss1r veya Kiss1R olarak
adlandirilmstir (Gottsch vd., 2009). Kisslr mutasyonlarinin insanlarda ve farelerde pubertal
olgunlagmay1 engelledigi tespit edilmistir. Bu durum hem fare de hem de insan da idiyopatik
hipogonadotropik hipogonadizmin meydana gelmesine neden olmaktadir (de Roux vd.,

2003).

Kiss-1 geni, 145 amino asitlik bir propeptidi kodlamaktadir. Oncii protein proteolitik
boliinme ile en bilinen formu Kiss-54’ii meydana getirmektedir (D’Occhio vd., 2020;
Trevisan vd., 2018). Ana iiriin olan Kiss-54 (Kp54), metastaz baskilayici 6zelliginden dolay1
metastin olarak adlandirilmistir (Pinilla vd., 2012). Yani sira kisspeptin-14, kisspeptin-13 ve
kisspeptin-10 amino asitlik daha kisa peptitleri de kodlamaktadir (D’Occhio vd., 2020;
Trevisan vd., 2018). Kisspeptin, RF- amid peptit siiper ailesine aittir. C- terminal ucu, bu
peptit ailesinin ayirt edici 6zelligi olan arginin- fenilalanin amidatli motiften olusmaktadir
(Sekil 6). C- terminal pozisyonundaki amid motifi, reseptdr aktivasonunda dnemlidir. Kp54

yapisi diisiik biyolojik aktivite gostermektedir (Ohtaki vd., 2001).

Kp54°’te endojen boliinme bdlgeleri tanimlanamadigindan daha kisa yapilarin, en

uzun yapinin bozunma {iriinleri olabilecegi diistiniilmektedir (Bilban vd., 2004).

Kissl, C-terminalinde GPR54’e baglanmak i¢in gerekli olan bir RF-amid motifine
(insanlar, insan olmayan primatlar) veya RY -amin motifine (¢iftlik hayvanlari, kemirgenler)

sahiptir (D'Occhio vd., 2020).
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Parcalanma
108
Kp14 S, —NH, 1.7kDa
109
Kp13 & —NH, 1.6kDa
112
Kp10 —NH, 1.3kDa

Sekil 6. Kiss 1 geninin {iriinleri.

Kissl mRNA, Kissl geninden kopyalanir ve kisspeptin-145 adi1 verilen 145 amino
asitli bir propeptit olusturmak {izere ¢evrilir. Propeptit iizerinde, metastin olarak da bilinen
RF-amidath kisspeptin-54'iin {iretimine yol agan boliinme bolgeleridir. Daha kisa peptitler
(kispeptin-10, -13 ve -14 gibi) kiitle spektrometresi ile belirlenmistir. Bu peptitler,
kisspeptin-54 ile ortak bir C terminalini ve RF-amidath motifi paylasir. Propeptit lizerinde
daha kisa peptitlerin sentezine yol agacak varsayilan boliinme bolgeleri tantmlanmadigindan,

bu tiir peptitler, kisspeptin-54'iin bozunma iiriinleri olabilir. (Popa vd., 2008).

C-terminali kemirgenlerde tirozin (Tyr), insanlarda ise fenilalanin (Phe)
bulundurmasindan dolay1 farklilik gostermektedir (Uenoyama vd., 2018). Merkezi sinir
sisteminin belirli alanlarinda Kiss 1 ifade edilmektedir. Kemirgenlerde Kiss 1 mRNA,
ARC’de ve anteroventral periventrikiiler nukleusda (AVPV) bulunmaktadir (Han vd., 2005;
Mason vd., 2007; Revel vd., 2006; Smith vd., 2005). Yan sira, Kiss 1 pozitif néronlar
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periventrikiiler nukleusda, anterodorsal preoptik nukleusda ve medial amigdalada
gozlenmektedir (Han vd., 2005). Kiss-1 mRNA ifadesi timiis, testisler, yumurtalik ve
plasenta gibi periferal organlarda yliksek iken karaciger, pankreas, ince bagirsak, dalak ve

kolonda ise daha diisiik seviyelerdedir (Ohtaki vd., 2001).

1.9. Leptin

Ob geninin {riini olan leptin (167 aminoasit polipeptit), tokluk durumunda
dolasimdaki seviyeleri farelerde ve insanlarda viicut yag igerigini yansitan ve enerji
depolarinin durumunu beyne bildiren adiposit tarafindan salgilanan bir proteindir (Zhang
vd., 1994). Kandaki leptin seviyeleri, yag dokusu depolarindaki degisikliklerden bagimsiz
olarak a¢ kalma ve asir1 beslenmeye yanit olarak degiskenlik gosterir. Enerji diizenlemedeki
roliine ek olarak, kemirgenlerde ve insanlarda aralikli agliga karsi néroendokrin tepkiye
aracilik etmekte, hematopoez, bagisiklik, savunma sistemi ve lireme sistemine metabolik

sinyal islevi gérerek pubertenin baslangicinda gorev alir (Ozata vd., 2003).

Leptinin etki mekanizmasi hipotalamusta yer alan reseptorlerine baglanmasi
sonucunda gerceklesir. Reseptorlere baglanmasi ile JAK- STAT yolag: baslatilir, ndropeptid
Y (NPY) diizenlenir. Tip 1 sitokin reseptor ailesinde yer alan leptin reseptoriiniin (Lep-

Ra,b,c,d,e.f) alt1 izoformu tanimlanmistir (Tartaglia vd., 1995; Tartaglia, 1997).

Leptin etkisini hipotalamusta yer alan ve oreksijenik hormon olan néropeptid Y nin
(NPY) inhibisyonu ile gosterir. NPY ’nin, besin alintmini uyarmasmin yani sira GnRH
salimimini baskilayici 6zelliginin oldugu da belirlenmistir. Leptin hem NPY’yi baskilayarak
hem de KISS-1 geni ile etkilesimi sonucunda kisspeptini uyararak GnRH salinimini arttirir

dolayli yoldan da pubertenin baslamasina yardim eder (Alotaibi, 2019).

Yag dokuda gercgeklesen leptin {liretimi néroendokrin mekanizma ile kontrol edilir.
Serumdaki leptin diizeyinin 24 saatlik periyot igerisinde stabil olmasi hipofizin pulsatil

saliniminin, leptin saliniminda dalgalanmaya sebep olmadigini diistindiirmektedir (Kiess

vd., 2000).

Viicut kitle indeksi diisiik olan dolayisiyla yag oran1 azalmis olan adélesan kizlarda,

pubertenin daha gec¢ baslamasi yag dokunun, puberteyi diizenleyen sinyal iiretimini
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sagladigim diistindiirmektedir. Bu sebeple yag dokusundan salgilanan leptin hormonu da

puberte siirecinde 6nemlidir (Friedman ve Halaas, 1998).

Leptinin fizyolojik rolii karmasik bir mekanizmaya sahiptir. Leptin hormonunun
fazla kilo alimim Onledigi bilinmekle birlikte yag orami diisiik olan si¢anlarla yapilan
caligmada sicanlara yapilan leptin infiizyonlar1 sonrasinda doz bagimli olarak yag dokunun
kaybedildigi goriilmiis olup leptinin viicut agirlig1 iizerinde her iki yonlii dinamik bir

aktivitesinin oldugu diisiiniilmiistiir (Friedman ve Halaas, 1998).

Aclik siirecinde; leptin seviyesi diiser ve besin alimminin saglanabilmesi i¢in
davranigsal, hormonal ve metabolik yanitlar olusmaya baslar. Agirlik artisinda ise plazma

leptin oram ylikselir ve negatif enerji balansini saglayan farkli bir yanit olusur.

Leptin reseptorleri hipotalamus disinda akciger, karaciger, bobrek, iireme organlar1
ve yag doku gibi organlar iizerinde bulunmaktadir. Leptin; yemek yeme istegini, metabolik
hiz1, otonomik sinir sistemini ve viicut enerji dengesini diizenlemektedir. Santral sinir
sistemi lizerindeki bu etkilerinin yaninda viicudun seksiiel maturasyonunun tamamlanmasi
ve lireme yeteneginin kazanilmasini saglayan baslica hormonlardan biri olan leptin, kizlarda
pubertal gelisim basamaklarinin ilerlemesi ve yag dokunun artis1 ile birlikte artarken
erkeklerde ise kizlarin aksine pubertal basamaklarin ilerlemesi ile leptin diizeyinin diizenli
bir artis igerisinde olmadigi goriilmiistiir. Testesteronun leptin iiretimini baskilamasi
erkeklerdeki mevcut olan bu durumu agiklayan mekanizmalardan biri olarak diisiiniilmiistiir

(Kiess vd., 1999).
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IKINCI BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

Fotoperiyodik kemirgenlerde oldugu gibi Suriye hamsterleri de gelisim ve lireme
aktivitelerini giin uzunluguna gore ayarlarlar. Kritik fotoperiyodun (12,5 saat ve iizeri)

iizerinde olan tiim uzunluklarda iireme aktiftir (Elliot, 1976; Hoffman, 1982).

Horton vd. (2000), Sibirya ve Suriye hamsterlerinde uzun ve kisa fotoperiyotlarda
serum leptin seviyelerinin degisimini incelemislerdir. Calisma sonucunda Sibirya
hamsterlerinde kisa fotoperiyotta viicut agirligi ve leptin seviyesinde azalis oldugunu tespit
etmislerdir. Suriye hamsterlerinde ise fotoperiyodun zamansal dagiliminda etkisi oldugunu

gormiislerdir.

Atcha vd. (2000), Sibirya hamsterleri lizerinde leptin salinimindaki mevsimsel
degisikliklerin tiremenin fotoperiyodik diizenlenmesine olan etkisini arastirmiglardir. Kisa
giin kosullarinin leptine daha duyarli oldugunu ve bu tiirlerde besin alimi ve yag kaybi

tizerindeki etkilerinin farklilik gosterebilecegini ifade etmislerdir.

Drazen vd. (2000), eksojen olarak verilen leptinin kisa giin kosullarindaki
hamsterlerde uzun giin gibi tepki verdigini belirtmislerdir. Hem bagisiklik hem de enerjik
parametreleri diizenlemek icin fotoperiyoda goére farkli sekilde hareket -ettigini

belirtmislerdir.

Gilin uzunlugu (1s1k bigisi) liremeyi kontrol etmek amaci ile pineal bezin salgisi
melatonin hormonuna donistiiriiliir. Pinealektomi uzun giin tireme bilgisinin kalkmasini
saglar. Pinealektomi yapilan cayir faresi, Sibirya ve Suriye hamsterlerinde testislerin

gelismesine sebep olur (Kelly vd., 1995; Miernicki vd., 1990; Whitten vd., 1993).

Giindiiz (2002), Suriye hamsterlerinde serum melatonin ve leptin diizeylerindeki
giinliik ritmi incelemistir. Uzun ve kisa fotoperiyotlarda 24 saat siire boyunca 2 saatte bir
kan Orneklerini alarak kontrol ve deney gruplarinda (pineal bezi alinan hamsterler) serum
melatonin ve leptin seviyelerinde istatiksel olarak anlamli sirkadiyen degisimler bulmustur.
Iki hormon arasindaki iliskinin ters orantili oldugunu belirtmistir. Leptin seviyelerinde ritim

oldugunu ve bu sonucunda melatonin veya fotoperiyoda bagli oldugunu bildirmistir.
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Giindiiz ve Stetson (2003), 50 ng melatoninin 20:00-21:00 saatleri arasinda 1 saat
inflize edildiginde 16L fotoperiyodunda bulunan yetiskin erkek Sibirya hamsterlerindeki
etksini aragtirmislardir. Pineal bezleri alinmis hamsterlere 2 ay siiresince 50 ng ve 500 ng
dozlarinda melatonini kontrol soliisyonu ile (0,12 mL) ile inflize etmislerdir. Calisma
sonucunda infuze edilen 50 ng melatonin dozunun 20:00-21:00 zaman araliginda yetiskin
hamsterlerin  testislerinin  fonksiyonel durumunu degistirmede etkili olmadigini

gostermislerdir.

Karakas ve Giindiiz (2006), Suriye hamsterlerinde leptin hormonu salinim ritminin
suprakiyazmatik nukleus tarafindan kontrol edilip edilmedigini arastirmislardir. Deneylerini
SCN lezyonlu grup, farkli beslenme diizenekleri, adrenalektomi uygulamasi sonrasi sabit
glukokortikoid salinimi i¢in kortizol kapstilleri yerlestirilen grup seklinde hazirlamislardir.
Sonug olarak farkli beslenme rejimleri ve siirekli glukokortikoid saliniminin leptin ritmini

degistirmedigini fakat SCN lezyonlarinin ise bu ritmi ortadan kaldirdigini tespit etmislerdir.

Glindiiz vd. (2009), Suriye hamsterlerinde leptin hormonu ve pinealektominin testis
seminifer tlibiillerinin epitelindeki proliferatif ve apoptotik siirecler iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Proliferatif ve apoptotik siiregleri, cogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA)
ve kaspaz-3 immiin boyamalar: ile yar1 kantitatif olarak degerlendirmislerdir. Kontrol,
pinealektomi, intraperitoneal olarak 10 pg/mL leptin uygulanan ve pinealekomi+leptin
uygulanan gruplar seklinde deney diizeneklerini olusturmuslardir. Her grubu 2 ay siiresince
uzun ve kisa fotoperiyotlara maruz birakmislardir. Kisa fotoperiyodun testis iizerindeki
baskilayict etkisini gozlemlemislerdir. Pinealektominin, kisa fotoperiyodun baskilayici
etkisini ortadan kaldirdgin1 fakat uzun fotoperiyodun uyarict etkisinin degistirmedigini

belirtmislerdir.

Karakas vd. (2011), pinealektomi yapilan disi Suriye hamsterlerinde melatonin ve
leptin hormonlar1 uygulamasinin yumurtalik folikiiler gelisimi {izerindeki etkilerini
incelemislerdir. Pineal bezinin ¢ikarilmasi ve leptin hormonu uygulamasinin uyarici etkisi
oldugunu melatonin hormonunun ise folikiiler gelisim {izerinde baskilayici olarak rol

aldigini ortaya koymuslardir.

Gilindiiz ve Karakas (2011), tic farkli metod ile leptin uygulamasinin, devaml
karanliktaki Suriye hamsterlerinin lokomotor aktivitesi izerine olan etkileri arastirmislardir.

Hamsterlere, intraperitonal enjeksiyon (Ip) (4 pg/kg), deri alt1 (Sc) inflizyon (4 pg/kg) ve
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SCN ig¢ine infiizyon (0,4 pg/ kg) ile leptin, sirkadiyen zaman ile 10°da, ii¢ glin boyunca
uygulamiglardir. Suriye hamsterlerinde lokomotor aktivitenin, leptin uygulamasi ile 6ne
kayabilecegini gostermislerdir. Leptinin, uygulanan metoda bagli olarak farkli satha kayma
etkileri meydana getirdigini tespit etmislerdir. En biiyiikk faz kaymasi SCN i¢ine leptin
inflizyonu, en kiiciik faz kaymasi ise intraperitonal leptin enjeksiyonu ile gergeklestigini

belirtmislerdir.

Boggio vd. (2013), uzun ve kisa fotoperiyotlarda yetiskin erkek Suriye
hamsterlerinde leptin uygulamasinin etkilerini arastirmislardir. Farkli dozlarda uygulanan
leptinin testis agirhiginda ve seminifer tiibiillerde kiigilme, serum LH ile GnRH
seviyelerinde onemli 6l¢lide azalma meydana getirdigini ortaya koymuslardir. Ad libitum
olarak beslenen erkek Suriye hamsterlerinde iireme eksenini inhibe ettiklerini tespit

etmislerdir.

Ikeno vd. (2014), los 1s181n geceleri sirkadiyen saatin islevini bozdugunu ve

fotoperiyodik tepkinin molekiiler mekanizmalari etkiledigini tespit etmislerdir.

Chakir vd. (2015), pineal bezin salgis1 olan melatoninin, metabolik hormonlarin ve
glikozun giinliik ritmini etkileyip etkilemedigini arastirmislardir. Bu amagla 16L ve 8L’ye
maruz birakilan Sham Pinx ve Pinx gruplarinda plazma leptin, kortizol, insiilin ve glikozun
giinliikk degisimlerini incelemislerdir. Calismanin sonucunda melatoninin plazma leptinin
glinliik ritmini yonlendirdigini, kortizol ritminin faz kontroliine katildigin1 ve fotoperiyoda

bagli metabolik duruma gore glikoz homeostazini diizenledigini gostermislerdir.

Grosbellet vd. (2015), leptinin, SCN {izerindeki dogrudan veya dolayl etkiler yolu
ile obezite ile iligkili zamanlama degisikligine dahil olup olmadigini arastirmislardir. Fotik
senkrenizasyon, yliksek dozlarda leptin (5 mg/kg) enjekte edilmis ve edilmemis obez ob/ob
farelerinde (leptin eksikligi olan) incelenmistir. Calisma sonucunda metabolik bozukluklar
ve sirkadiyen bozulmalar arasindaki iliskide leptinin merkezi bir rolii oldugunu

vurgulamiglardir.

Bujis vd. (2017), Wistar farelerinde SCN- arkuat nukleus (ARC) ara baglantisini
etkili bir sekilde ortadan kaldiran mikrokesiklerin, siirekli karanlik (DD) kosullarda
lokomotor aktivitede, kortikosteron seviyelerinde ve viicut sicakliginda ritmik bir kayba yol

actigini gostermislerdir.
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Brown vd. (2001), erkek Suriye hamsterinde GnRH mRNA’nin fotoperiyodik
degisimini incelemislerdir. Hamsterler uzun (14L: 10D) ve kisa (6L: 18D) fotoperiyotlara
maruz birakilmistir. Kisa fotoperiyotta bulunan hamsterlerde 12 haftalik siiregte testis
kiitlesinde ve serum testosteron seviyesinde belirgin diisiis gézlenmis ancak 22 hafta
sonunda ise bu ilireme parametreleri tekrar incelendiginde onemli o6lgiide ylikselme
kaydetmislerdir. Her iki periyotta da yapilan kantitatif in situ hibridizasyon histokimyasinda
ayni1 yas grubunda yer alan kontrol gruplar1 arasinda fark gdzlenmez iken, deney gruplarinda
yasa bagl diisiis oldugunu tespit etmislerdir. Sonu¢ olarak fotoperiyoda bakilmaksizin
GnRH mRNA seviyelerinin yasa bagli diisiis gostermesinin yasli hamsterlerde

dogurganligin azalabilecegini vurgulamislardir.

Ansel vd. (2010), melatonin ve esey steroidlerinin ARC ve AVPV'de Kissl
ekspresyonunu farkli sekilde diizenleyip diizenlemedigini belirlemislerdir. Kisa giin
uzunlugunda hem disi ve hem erkek hamsterlerin ARC ve AVPV’sinde Kissl ifadesinde
onemli derecede azalma meydana gelmistir. Yam sira kisa giin kosullarindaki her iki
cinsiyetteki esey steroid uygulamasi, AVPV’de Kiss 1 ndron sayisini arttirirken, ARC’de ise
azaltmistir. Uzun giin kosullarinda ise melatonin uygulamasi hem AVPV hem de ARC’de
Kiss 1 mRNA seviyesini azaltirken, kastre edilmis hamsterlerde ise ARC’de Kiss 1 ifadesini
inhibe etmistir. Ancak kisa giin kosullarindaki pinealektomili hamsterlerde ARC’deki Kiss
1 néronlarinin sayisinin artist olmasina ragmen AVPV’de artis meydana gelmemistir.
Calismanin sonucunda tim bu verileri birlikte degerlendirdiklerinde ARC Kiss 1
noronlarinin  Suriye hamsterinin gonadotropik ekseni iizerindeki melatonin etkilerine

aracilik ettigini belirtmislerdir.

Ancel vd. (2012), RFRP-3’iin gonadotropik eksen iizerindeki etkisini
arastirmislardir. RFRP-3’iin akut merkezi enjeksiyonu GnRH noéronlarinda ¢-FOS ifadesini
indiikledigini ve LH, FSH ve testosteron salintmin arttirdigini gostermislerdir. RFRP-3’1in
kronik merkezi uygulamasi, fotoinhibitér kosullarina ragmen hamsterlerin arkuat
nukleusundaki testikiiler aktiviteyi ve Kiss-1 seviyelerini eski haline getirir. Fakat RFRP-
3’lin hipofizyotropik etkisi yoktur. Bu bulgular, RFRP-3’iin erkek Suriye hamsterinde,
hipotalamik hedefler yolu ile iireme ekseni iizerinde uyarici etki uyguladigini

gostermektedir.

Piekarski vd. (2014), uzun ve kisa giin kosullarinda pinealektomi yaptiklar1 disi Tiirk
hamsterlerinde kisspeptin ve GnlIH (RFRP-3) degisimlerini incelemislerdir. Caligma
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sonucunda kisa giin kosulunda pinealektomi harici gruplarin uterus agirliklarinda artig
meydana geldigini belirlemislerdir. Dorsomedial hipotalamik ¢ekirdekteki RFRP-3
immiinoreaktif hiicrelerinin sayisi ve boyutu kisa giin kosullarindaki gruplarda daha fazla

olarak tespit edilmistir.

Gotlieb vd. (2019), GnRH sisteminin zamana bagli hassasiyetinin kisspeptine 6zgii
olup olmadigin1 veya daha yaygin bir diizenleyici kontrol mekanizmasi olup olmadigini
incelemek i¢in, GnRH sisteminin RFRP-3 inhibisyonuna verdigi yanittaki giinliik
degisiklikleri aragtirmiglardir. Disi Suriye hamsterlerinin dstradiol (E2)- negatif feedback’ini
ortadan kaldirmak i¢in ovariektomi yapilmis, sabah veya 6gleden sonra merkezi olarak
RFRP-3 veya salin uygulamasi yapilmistir. LH konsantrasyonlar1 ve Lh mRNA
ekspresyonu, sabah RFRP-3 ve salinle tedavi edilen gruplar arasinda farklilik
gostermedigini, ancak 6gleden sonra RFRP-3 uygulamastyla belirgin sekilde baskilandigini
belirtmislerdir. Ancak, dolasimdaki LH’nin RFRP-3 inhibisyonu GnRH sistemi araciligiyla
hareket ettiginin sdylenemeyecegini c¢iinkii medial preoptik alan GnRH veya RFRP-3
reseptorii Gpr147 mRNA ifadesinde herhangi bir fark gbézlenmedigini bildirmislerdir.
Aksine, RFRP-3 arkuat nukleus Kiss 1 mRNA ifadesi baskilanmis ve potansiyel olarak
hipofiz gonadotroplarin1 dogrudan etkilemistir. Bulgular birlikte degerlendirildiginde, tireme
ekseninin RFRP-3 inhibisyonuna, muhtemelen arkuat nukleus kisspeptin néronlarinin bu

ndropeptide duyarliligindaki degisilik yolu ile zamana bagli yanit verdigini ifade etmislerdir.

Chakir vd. (2021), kisa fotoperiyoda gecis nedeni ile pinealektominin ve foto
refrakter fazda ise gonadoektominin Clock mRNA seviyeleri iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Suprakiyazmatik nukleusda Clock seviyelerinin giinlik degisiminin
melatonin veya testosteron seviyelerinden bagimsiz olarak, fotoperiyodik degisikliklerden

ve kisa fotoperiyotta gecirilen siireden etkilendigini bildirmislerdir.

Suriye hamsteri ya da golden hamsteri (Mesocricetus auratus) Cricetidae familyasina
bagli bir tirdiir. Suriye hamsterleri sirkadiyen ritim c¢aligmalarinda tekerlek kosu
aktivitesinde giinliik ritim gostermeleri nedeniyle yaygin olarak kullanilir (Elliot, 1976;
Hoffmann, 1982). Suriye hamsterleri giin uzunlugunun ¢esitli mekanizmalarini aydinlatan
giiclii fotoperiyodik 6zelliklerinden dolay1 laboratuvar modeli olarak da tercih edilir. Suriye
hamsteri, lireme aktivitesi fotoperiyot veya ortam sicakligindaki degisikliklerden etkilenen
mevsimsel lireme Ozelligine sahiptir. Ayrica, kisa fotoperiyotlara yanit olarak belirgin

gonadal atrofi nedeniyle mevsimsellik ¢alismalarina da uygundur (Gaston ve Menaker,
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1967). Suriye hamsterlerinin fotoperiyodik o6zelliklerinden dolayr birgok fizyolojik
parametrelerinde giin 15181na bagli olarak degisimler meydana gelmektedir. Is1ga bagli olarak
pineal bezinden salinan melatonin hormonunda meydana gelen ritmik artma ve azalma
oldukca 6nemlidir. Melatonin hormonu geceleri artarken giindiizleri azalmaktadir. Ayrica
beslenme ile yakin iligkisi olan leptin hormonu da fotoperiyoda bagli olarak degisimler
gosterebilmektedir. Pinealektomi, iireme dongiilerinin ¢evresel fotoperiyodik dongiliden
desenkronizasyonuna yol ac¢maktadir. Suprakiyazmatik nukleusun (SCN) lezyonu,
lokomotor aktivitenin sirkadiyen ritimlerini ortadan kaldirmaktadir. Tiim memeli tiirlerinde
hipotalamo- hipofiz- gonadal eksen hormonlar1 iiremenin endokrin kontroliinde rol

oynamaktadir.
Bu ¢alismada;

1. Degisik fotoperiyotlarda iireme ile iliskili noronlar ve ilgili hormonlarin ritmik
degisimlerinin tespit edilmesi amaglanmustir.
2. Bu degisimlerin pineal bezin yoklugunda ve ayrica suprakiyazmatik nukleus

yoklugunda nasil degisim gosterdiginin belirlenmesi amag¢lanmistir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1 . Hayvan Materyali

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bé&liimii, Deney
Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezine (COMUDAM) bagli Hamster ve Gerbil
Unitesinde bulunan koloniden iiretilen yetiskin (3-4 aylik) erkek Mesocricetus auratus
(Suriye hamsterleri) kullanildi. Hamsterlerde dogumdan itibaren 16L (16 saat aydinlik, 8
saat karanlik; 1siklar saat 04:00-20:00 arast agik) 151k diizenegi kullanildi. Aydinlatma,
otomatik programlanabilir zamanlayicilar tarafindan kontrol edilen soguk beyaz floresan
tiiplerle saglandi. Hamsterler deney siiresine kadar polipropilen kafeslerde (16x31x42 cm)
talas kullanilarak 5’er adet seklinde bakildi. Hamsterlerin yer aldig1 havalandirmali odalarin
sicakligi 2242 °C olarak standardize edildi. Calisma siiresince hamsterler ad [libitum
beslendi. Calismalar, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulunun 2019/ 06-09 karar numarasi izniyle gergeklestirildi (Ek-1).

3.2. Deney Diizenegi

Calisma uzun (16L) ve kisa (8L) fotoperiyotta gergeklestirildi. Uzun fotoperiyotta
(16L= 16 saat 1s1k; 151klar saat 20:00’da kapanip, saat 04:00’da ag¢ildi) hayvanlar ii¢ gruba

ayrildi. Bunlar,
1. Kontrol grubu
2. Pinealektomili grup
3. Suprakiyazmatik nukleus (SCN) lezyonlu grup

Her bir grupta doku ve kan alim 6rneklerinin alim zamanlarina bagl olarak 4 alt grup

olusturuldu. Bu alt gruplar;
a) Isiklarin kapandigi an (n=5)
b) Gece yarist (n=5)

¢) Isiklarin agildigi an (n=5)
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d) Giin ortasi (n=5)
seklindedir.

Calismanin kisa fotoperiyotta (8L= 8 saat 1s1k; 1siklar saat 20:00°da kapanip, saat

12:00°da ag1ld1) yapilan kism1 da uzun fotoperiyot prosediiriiniin benzeridir.
Tablo 2

Deney diizenegi

Uzun Fotoperiyot (16L:8D) Kisa Fotoperiyot (8L:16D)
Isiklarin kapandigi an (20:00) (n=5) Isiklarin kapandigi an (20:00) (n=5)
Gece yarisi (00:00) (n=5) Gece yarisi (04:00) (n=5)

Isiklarin agildigr an (04:00) (n=5) Isiklarin agildigr an (12:00) (n=5)
Giin ortasi (12:00) (n=5) Giin ortast (16:00) (n=5)

Calismada kullanilan yetiskin hamsterler 3 aylik hamsterler olup agirliklart yaklasik
100 gram olan hayvanlardir. Bu hayvanlar 16 L fotoperiyoduna adapte olmus iireme
bakimindan yetiskin hamsterlerdir. Kisa fotoperiyotta kontrol ve deney gruplarinin
olusturulmasi i¢in ise uzun fotoperiyotta koloniden alinan hayvanlar 2 ay siireli olarak testis
Olciimii yapilarak takip edildi. Testislerinde kiigiilme gosteren hayvanlar kisa fotoperiyot

deney gruplarina dahil edildi.

Alt gruplarda olusturulan hayvanlarin sayilar1 20 tane olup toplamda 3 grupta
kullanilan hayvan sayis1 60°tir. Calisma benzer sekilde kisa fotoperiyotta da (8= saat 1s1k;
isiklar saat 20:00°da kapanip, saat 12:00°de agildi) ayr1 devam ettigi i¢in uzun ve ksia

fotoperiyotta toplamda 120 tane hayvan kullanildi.

Deney gruplarina dahil edilecek tiim hayvanlar calisma aktivite tekerleklerine teker
teker konularak ritmik aktiviteleri 15 giin boyunca takip edildi. Diizenli ritmik aktivite

gosteren hayvanlar iizerinde SCN lezyon operasyonlar1 yapildi.

Deney sonunda alt gruplarda belirtilen zaman dilimlerinde hayvanlar dekapite

edilerek beynin hipotalamik bolgesi alindi. Ayrica dekapitasyon esnasinda hayvanlardan kan
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temin edilerek melatonin ve leptin hormonlarinin ritmik degisimleri ELISA ydntemiyle
ortaya kondu. GnRH, GnIH ve Kisspeptin néronlarinin mRNA ifadeleri QRT-PCR teknigi,

protein seviyelerinin belirlenmesinde ise Western Blot teknigi kullanildi.

Bu gruplarda ayrica deney sonunda beyin dokusu alinirken kafatasinda pineal bezin

bulundugu bolge gorsel olarak kontrol edilip pinealektominin basarist dogrulandi.

3.3. Deneysel Prosediirler

3.3.1. Testis Ol¢iimii

Uzunluk ve genislik, skrotumda sol testisin dis palpasyonu ile 0,1 mm’ye en yakin
kumpas ile 6l¢iildii. Testislerin boyut olarak farkliligindan siiphe edildiginde her ikisi de

oOlciildii. Eslestirilmis testis hacmi, sferoid formiilii kullanilarak hesaplanmistir:
Hacim= 0,5236 (boy)(en)

Bu tek testis hacmi (STV), lineer regresyon formiilii kullanilarak eslestirilmis testis

agirhigina (PTW) doniistiiriildi,
PTW= 1,846 (STV)- 0,015

testis Olglimlerinden elde edilen tiim veriler, bu yontemle elde edilen eslestirilmis

testis agirliklar1 seklinde belirtildi.

3.3.2. Anestezi

Ameliyattan Once hamsterlere deri altindan ketamin [(20mg/kg viicut agirligi)
(Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri, USA)] ve intraperitoneal olarak
pentobarbital [(32,5 mg/kg viicut agirligl) (Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri,
USA)] ile anestezi uygulandi. Anestezi derinligi, bacak refleksleri ve aktifkas tonusu sik sik

test edilerek izlendi.
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3.3.3. Pinealektomi (Pineal Bezin Cikarilmasi)

Pinealektomi, Hoffman ve Reiter (1965)’in belirttigi metoda gore yapildi. Kanamay1
onlemek i¢in aspirasyon yontemi laboratuvarimizda gelistirilen teknige gére uygulandi.
Anestezili [ketamin (20 mg/kg) ve pentobarbitol (32,5 mg/kg)] hayvanlarin baslarinin
sabitlestirilmesi i¢in stereotaksik alete yerlestirildi. Kafatasinda yaklasik 0,5 cm c¢apinda
delinecek bolge %70’lik alkol ile temizlendikten sonra kafatasinin dorsal kismindaki kas
baglantilari ayrilarak lamda bolgesinin tizerinden ‘dental dril” ad1 verilen alet ile kraniyumun
0,5 cm ¢apindaki parcast kesilerek 6ne dogru egildikten sonra stereo mikroskop altinda ucu
ince mikro pens yardimi ile pineal bezine ulasilarak bez ¢ikarildi. Bu islem tamamlandiktan
sonra kraniyumun kesilen pargasi yerine konularak, kanama durdurucu siinger pargasi
yerlestirildikten sonra deri ameliyat klipsleri ile kapatildi. Deneyler tamamlandiktan sonra
hamsterler dekapite edilerek beyinleri acilarak pineal bezin ¢ikarilip ¢ikarilmadigi kontrol

amaciyla tespit edildi.

3.3.4. Suprakiyazmatik nukleus (SCN) Lezyonu

Hayvanlar deney dncesinde aktivite kafeslerine konularak 15 giin siiresince 24 saatlik
ritimleri incelendi. Ritmi diizenli olan gosteren hamsterlere [ketamin (20 mg/kg) ve
pentobarbitol (32,5 mg/kg)] ile anestezi yapildi. Kafatasinda bir delik a¢ildiktan sonra, stereo
taksik koordinatlar (Bregmaya gore; anterior +0,6 mm; ventral -7,8 mm; lateral £0,1 mm)
kullanilarak SCN bolgesine bir elektrot yerlestirildi. Lezyonlar u¢ kismindaki 0,3 mm
disinda yalitilmis paslanmaz gelik tel elektrot i¢inden akim enjeksiyonu (5 saniye SmA) ile
olusturuldu (Ugo Basile Lesion- Making Device, Model 3500; Ugo Basile, Comerio, Italia).
Operasyon sonrasinda 2 hafta iyilesme siireci beklendi. Lezyonlar1 dogrulamak igin

deneylerin sonunda hamsterlerin beyinleri histolojik olarak incelendi.

3.3.5. Lokomotor Aktivite Ol¢ciimii

Tekerlek calistirma aktivitesi, bir veri toplama sistemi (Mini Mitter Company, Bend,
Oregoni ABD) tarafindan kaydedildi. Hamsterler her biri, her devirde kafesin disina monte
edilmis bir mikro anahtari kapatan bir ¢alisan tekerlek ile donatilmis polipropilen kafeslere

ayr1 ayri yerlestirildi. Tekerlek devir sayilar1 15 dakikalik kutularda saklandi. Faaliyet
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kayitlarinin grafik gosterimi ve analizi Vital View Yazilimi (Mini Mitter Company, Bend,

Oregon; ABD) kullanilarak yapildi.

3.3.6. Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Hamsterler deney siiresi sonunda belirlenen zaman dilimlerinde dekapite edilerek
hipotalamus bdlgesi dokunun canlilifin1 saglayan %9’luk NaCl soliisyonunda stereo
diseksiyon mikroskobu (Stereomicroscope Stemi DV 4- ZEISS) altinda ¢ikarildi. Dokular
(30-50 mg) RNA izolasyonuna kadar — 86 °C’de saklandi. Kan 6rneklerinden de santrifiij

(Cence L- 500) yardima ile elde edilen serumlar analize kadar —20 °C’de saklanda.

3.3.7. Hormon Olc¢iimii

Kan numuneleri melatonin ve leptin 6l¢timleri ig¢in deney sonunda alt gruplarda
belirlenen zaman dilimlerinde vakumlu jelli tiip araciligiyla yaklasik 5 mL miktarinda alindi.
Karanlik fazda 6rneklerin alimi, los kirmizi 151k altinda gergeklestirildi. Kan 6rnekleri 4000
rpm’de 30 dakika boyunca santriftij edildi (Cence L- 500). Analize kadar -20 °C’de
donduruldu. Hormonlar, ticari ELISA kitleri (BioAssay- Technology Laboratory, Rat
Melatonin, EO601Ra; BioAssay- Technology Laboratory, Rat Leptin E051 Ra) ile iireticinin
talimatlarina gore 6l¢iildii. Optik yogunluklar, otomatik mikroplaka okuyucuda 450 nm’de
belirlendi (Thermo Scientific, Multiskan FC Mikroplaka Okuyucu, USA) araciligiyla
okutuldu.

3.4. Real Time PCR (Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Kisspeptin, GnRH ve GnlH gen anlatimlaruin kantitatif olarak 