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OZET

METIL DONOR BESLENMENIN FARKLI FOTOPERiYOTLARDA UREME
EKSENINDEKI Kiss-1/GPR54 VE RFRP GEN EKSPRESYONLARINA ETKILERI

Giilsiim AKKUS
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Biilent GUNDUZ
28/08/2024, 67

Yasamlar1 boyunca tiim organizmalar cevresel faktorlerden etkilenmektedir.
Canlinin maruz kaldigi fotoperiyot siiresi ve beslenme ¢esidi; genler ve cevreyle olan
etkilesimin en 6nemli parametrelerindendir. Bu ¢aligma kapsaminda Suriye hamsterleri 16L
(04:00-20:00) ve 8L (12:00-20:00) olmak tizere iki ayr1 1g1k diizeneginde birakildi. Yetiskin
hamsterler gruplara ayrilip normal ve metilce zengin besinlerle beslendi. Giinlik yem
tiketim miktarlar1 ve haftalik viicut agirliklar1 takip edildi. 8 haftanin sonunda isiklar
acildiginda, giin ortasinda, 1siklar kapandiginda ve gece yaris1 olmak iizere giiniin dort farkl
saatinde dekapite edilen Suriye hamsterlerinin hipotalamus dokulari izole edildi. Trizol
yontemi ile DNA materyalleri elde edildikten sonra ELISA yontemi ile global metilasyon
miktarlari 6l¢iildii. Elde edilen verilerde, metilce zengin beslenen bireylerin normal beslenen
bireylere gore daha fazla besin tiikettigi gorildi (p<0,05). Beslenme seklinin viicut
agirligina bir etkisi goriilmezken, kisa fotoperiyotta uzun fotoperiyoda gore artis goriildiigi
tespit edildi (p<0,05). Suriye hamsterlerinde viicut agirhi@ fotoperiyodik mekanizma
tarafindan kontrol edilmektedir. Hem uzun hem de kisa fotoperiyotta 1siklarin kapali oldugu
saatlerde metilasyon miktar1 artis gosterdi (p<0,05). Metilce zengin besinlerin her bir igerigi
farkli enzim ya da hormonu etkilese de metabolizmal faaliyetlerde 6nemli bir yeri oldugu
goriilmektedir. Fotoperiyodik olarak degisen metilasyon dengelerinin ayni zamanda

PR

ortamdaki metil diizeyine bagl olarak da ¢ok yonlii degistigi gosterilmistir.



Anahtar Kelimeler: Fotoperiyot, Global metilasyon, Mesocricetus auratus, Suriye

hamsteri



ABSTRACT

THE EFFECTS OF METHYL DONOR NUTRITION ON KISS-1/ GPR54 AND
RFRP GEN EXPRESSIONS ON REPRODUCTIVE AXIS IN DIFFERENT
PHOTOPERIOTES

Giilsiim AKKUS
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Biology
Advisor: Prof. Dr. Bulent GUNDUZ
28/08/2024, 67

Organisms are continuously influenced by environmental factors throughout their
lifespan, with photoperiod duration and dietary composition being key determinants of gene-
environment interactions. In this study, Syrian hamsters were subjected to two distinct light
conditions: a long photoperiod (16L, 04:00-20:00) and a short photoperiod (8L, 12:00-
20:00). The hamsters were assigned to two primary dietary groups—control or methyl-
rich—and their daily food intake and weekly body weights were recorded. At the conclusion
of an 8-week period, hypothalamic tissues were collected from the hamsters, which were
decapitated at four specific times: lights on, midday, lights off, and midnight. Global DNA
methylation levels were assessed using the Trisole method and quantified via ELISA.
Results indicated that hamsters on the methyl-rich diet consumed a greater amount of
nutrients compared to those on the control diet (p<0.05). However, there was no significant
effect of diet type on body weight. Methylation levels increased during the lights-off periods
in both long and short photoperiods (p<0.05). While various components of a methyl-rich
diet impact different enzymes or hormones, they play a crucial role in metabolic functions.
Additionally, the balance of methylation exhibited significant variability depending on the

photoperiod and environmental methyl levels.

Keywords: Photoperiod, Global methylation, Mesocricetus auratus, Syrian hamster
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Fotoperiyodik memelilerde tireme fonksiyonu, besin mevcudiyeti, sicaklik degisimi
gibi mevsimsel degisimlere son derece hassas olup, bu hayvanlar iireme sistemindeki
degisimleri bu bilgiye gore diizenlemektelerdir. Prepiibertal evreden pubertal evreye gegisi
mekanizmasinin islemesinde bu sistemi inhibe edici faktorlerin aktivitesinin diismesi ve
uyarici sistem faktorlerinin aktivitesinin artmasi ile gerceklestigine inanilmaktadir. Uyarict
(glutamate, NPY vb.) ve inhibe edici (GABA, endojen opioidler vb.) faktorler bilinse de
henliz daha bilinmeyen merkezi norotransmitterlerin GnRH noronal sistem {izerinden
pubertal aktivasyonu etkiledigi diisiiniilmektedir. Yetersiz beslenme hem insan hem de
deneysel hayvanlarda pubertal baslangici etkilemekte ve iireme sagliginin basarisiz olmasini

saglamaktadir. Bu durumun molekiiler mekanizmalar acik degildir.

Canlilarin maruz kaldig1 ¢evresel faktorler yasami dogrudan ya da dolayli olarak
etkileyerek bireylerin saglikli-hastalikli yagam stirmesine neden olmaktadir. Beslenme gen
ve c¢evreyle olan bu etkilesimlerden en Onemli ¢evresel parametrelerden birini
olusturmaktadir (Kauwell, 2005). Canlinin maruz kaldig1 beslenme diyetlerinin bilinmesi,
bu durumun incelenebiliyor olmasi ve istenilen diizeyde aragtirilabilmesi bireylerin
bilinglendirilmesi ve saglikli bir yasam siirebilmesi i¢in 6nemli bir yer tutmaktadir (Ordovas
ve Corella, 2004). Ordovas ve Corella’nin 2004 yilinda yaptig1 calismada diyete karsi
genetik cesitliligin incelenmesinde, 2005 yilinda Mutch ve arkadaslarinin, beslenmenin gok
yonlii olusunu ve diyetlerin gen ekspresyonuna etkisinin anlagilmasinda 6nemli 6lgiide katk1
saglamaktadir. Hastaliklarin olusmasinda ve ilerlemesinde bireylerin diyet igeriklerine

bakilarak yorumda bulunmak miimkiindiir.

Genotipte kendini goéstermeyen fakat fenotipte karsimiza ¢ikan bu problemlerin
epigenetik sistemler kullanilarak ¢o6ziimlenmesi hedeflenmistir. Gen ile ¢evresel
etkilesimlerin diizenlenmesinde epigenetik mekanizmalar kilit rol oynamaktadir. Epigenetik,
kelimenin tam anlamiyla 'genomun iistiinde' hareket etmek anlamina gelen bir terimdir ve
niikleotit dizisinde bir degisiklik icermeyen bir kromozomun fonksiyonel modifikasyonlari
gibi, tek basina DNA dizisine baglanamayan gen aktivitesindeki ve ekspresyondaki
degisiklikleri ifade eder. Gen ekspresyonlariin baskilanmasi sitozin bazinin 5. karbonuna

baglanan metil gurubu baz eslesmesini etkilemezken DNA’nin biiylik oluguna baglanti



yaparak burada bir ¢ikinti olusturdugu icin protein-DNA etkilesmesini etkilemektedir
(Robertson ve Wolfee, 2000; Jones ve Takai, 2001). Bu durum, biiyiik organizmalarin
genomunda transkripsiyonun susturulmasimna sebep olacak sekilde transkripsiyon

faktorlerinin baglanmasini da engellemektedir.

Kanserin tanimlanmasinda ve erken teshisinde 6nemli rol oynayan metilasyon, tedavi
arastirmalarinda da 6nemli bir role sahiptir. Genel olarak, epigenetik terimi, gelisim,
farklilasma ve/veya g¢evresel faktorlerin kontrolii altinda ortaya ¢ikan gen ekspresyon
potansiyelindeki degisiklikleri tanimlamak icin kullanilir. Gen ekspresyonunun epigenetik
mekanizmalar yoluyla kontrol edilmesi, hem kendinden programlanmis hem de gevresel
sinyallerin entegrasyonunu miimkiin kilar, bdylece genlerin aktivitesini degistirerek degisen
bir ortama uyum saglama yetenegine izin verir (Bernstein vd., 2007; Kooistra ve Helin,
2012; Rando, 2012; Reik, 2007). Son zamanlarda yapilan birgok c¢alisma Kissl gen
ekspresyonunun epigenetik diizenlemesine odaklanmustir (Gill vd., 2012; Semaan vd., 2012;
Tomikawa vd., 2012).

Cok hiicreli bir organizma i¢indeki her hiicre ayn1 DNA sekansina ve dolayisiyla tiim
genetik plana sahiptir. Bununla birlikte, farkli hiicrelerin fonksiyonel rolleri dokudan dokuya
ve hatta doku icinde degismektedir. Bu fonksiyonel roller, farkli gen ekspresyonlarinin
reglilasyonu ile kontrol edilir. Gen ekspresyonundaki farkliliklar, esas olarak DNA
sekansinin kendisinin degistirilmedigi epigenetik mekanizmalar tarafindan diizenlenir,
ancak genomun “lstiinde” etkili faktorler (epigenetik faktorler), gen ifadesi seviyesindeki
degisikliklere izin verir (Bernstein vd., 2007; Goldberg vd., 2007; Jaenisch ve Bird, 2003).
Bu epigenetik mekanizmalarin en iyi arastirtlmig iki tanesi, kromatin yapisini ve/veya
transkripsiyon faktorlerinin DNA'y1 baglama yetenegini etkileyerek gen ekspresyonunu
degistiren histon modifikasyonlar1 ve DNA metilasyonudur. Ayrica, bu farkli epigenetik
mekanizmalarin kendilerinin de iglevsel olarak etkilesime girebildigine dair kanitlar vardir;
bu, farkli epigenetik isaretlerin, gen ekspresyonunu aktive etmek veya baskilamak icin

birlikte ¢aligsabilecegini gostermektedir (Goldberg vd., 2007; Rando, 2012).

Beslenmenin gen ekspresyonuna etkisinin olabilecegi gibi metilasyon diizeylerinin
yeni nesillere aktarilan gen diizenlemesini etkiledigi diisiiniilmektedir. Betain, kolin, folat,
B12 vitamini ve metiyonin metil gruplarini saglamada donor olabilir. Epigenetik bu ¢evresel
faktorlerin fenotipe nasil yansidigini hatta biyolojik siireci nasil etkiledigini agiklamamiza

yardimct olur. Organizmada meydana gelen metilasyonun miktar1 metilleyici ajanlar ve



metil transferaz miktar1 ile dogru orantiidir. DNA hipometilasyonu kanser ile
iliskilendirilmektedir. Metiyonin ve kolin igermeyen diyet uygulanan siganlarda karacigerde
tiimor olustugu goriilmiistiir. S-adenozil metiyonin aktivitesi i¢cin metilce zengin besinlerin
gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Beslenme ile DNA metiltransferaz aktivitesinin de uyumlu
calistig1 One siirilmektedir. Agouti farelerde anneye uygulanan kolin, betain, folik asit,
vitamin B12, ¢inko vemetiyoninden zengin diyet yavrularin da kiirk renginin degismesine

sabep olmaktadir (Yajnik ve Deshmukh, 2008).

Insan Genom Projesi’ne baslarken diisiiniilen bir gen bir enzim teriminin proje
sonuc¢landiginda dogru olmadigi, hastaliklarin ¢dziimlenmesinde epigenetik mekanizmalarin
isin icine girdigi goriilmiistiir. Insan genom dizisinin aydinlatilmasi ile besinler ile genler
arasindaki etkilesim ve besin 6gelerinin gen ekspresyonu tizerindeki etkisi de arastirilmaya
baslanmistir (Coskun, 2007). Bu diislinceye gore beslenme ve genom arasinda dinamik ve

karsilikl1 bir etkilesimin var oldugu diisiiniilmektedir.

Laboratuvarimizda daha Onceden yapilan c¢aligmalarda c¢evresel faktorlerin en
onemlisi olan fotoperiyodun fotoperiyodik tiirlerde son derece dnemli diizenlemelere sahip
oldugu gosterilmistir. Bunlar arasinda ozellikle fotoperiyot tarafindan kontrol edilen
melatonin  hormonu, beslenme metabolizmasinda yer alan leptin hormonu ile
iliskilendirilmistir (Giindiiz, 2002). Melatonin ve leptin hormonlarinin fotoperiyot tarafindan
kontrol edilmesi her iki hormonun gerek beslenme metabolizmasinda gerekse beslenme ile
siki sikiya iligkili olan iireme sisteminde onemli etkilerinin oldugunu diisiindiirmektedir.
Yapilan literatur ¢alismalarinda kispeptin miktarlarinin da fotoperiyoddan etkilendigi
gozlenmistir. Balkan’in 2023 yilinda yaptig1 tez ¢alismasinda uzun ve kisa fotoperiyotlarda
SCN lezyonu ve pineal bezi alman erkek Suriye hamsterlerinde KISS1, GnRH ve GnIH gen
ekspresyonlarinin melatonin hormonundaki ritmik degisimler incelemislerdir. Mevsimsel
degisimlerin bu hormonlara etkilerinin incelendigi c¢alismada melatonin seviyesiyle
baglantili olduklar1 goriilmiistiir. Gilindiiz ve Okimoto’nu (2021) yaptig1 bir calisma da
annelerin metil donorii 6gelerinden zengin beslenmesi sonucunda yavrularda meydana gelen
hormonal ve aktivite degisimleri incelenmistir. Bu calismada metil dondrii takviyesinin

zamanlamasinin yavrularin gelisimi sirasinda dnemli bir faktdr oldugu gosterilmistir.

Suriye hamsterleri (Mesocricetus auratus), tireme ve metabolizma gibi birgok
biyolojik c¢alismada model organizma olarak kullanilmaktadir. Bu tiirler, diger tiim

kemiricilerde oldugu gibi, lireme ve gelisim aktivitelerini giin uzunluguna bagli olarak



(fotoperiyodik diizenlemeler) ayarlamaktadir (Reiter, 1974). Ozellikle kemirici tiirlerde,
viicut agirhigindaki degisiklikler fotoperiyodik etkiler tarafindan diizenlenir (Bartness ve
Wade, 1984, 1985; Bartness vd., 1985). Suriye hamsterlerinin iireme dongiisiinii siirdiirmesi
ve testis gelisimini uyarmasi i¢in giinde en az 12,5 saatlik bir 151k siiresi gerekmektedir

(Elliott, 1976; Hoffman, 1982; Wade, 1982).

Bir ¢ok tiir mevsimsel degisimlere gore viicut agirliklarini degistirmektedir. Cevresel
faktorlere bagh olarak gosterdikleri bu uyum 6zellikle yiiksek bolgelerde yasayan canlilar
icin kisa fotoperiyotta enerji depolarini artirmak iizerine kurulmustur. Yer sincabi
(Spermophilus belding), Suriye hamsteri (Mesocricetus auratus) ve Prairie sican1 (Microtus
ochrogaster) bu gruptaki canlilar arasinda 6rnek olarak gosterilebilir (Morton, 1975;
Wunder vd., 1977; Bartness ve Wade, 1984). Bununla birlikte pubertal gelisimde de
fotoperiyodun etkili oldugu gosterilmistir. Tiirk hamsterleriyle (Mesocricetus brandii)
yapilan ¢alismada heniiz laktasyon siirecindeki bireylerin iireme siistemlerini fotoperiyoda
gore diizenledigi gosterilmistir (Gilindiiz ve Stetson, 1998). Kisa fotoperiyodun puberteye
girisini engeledigi ve viicut agirligini hatta gonadal gelisimi diizenledigi goriilmektedir (Lee

ve Zucker, 1988; Karakas ve Giindiiz, 2002).

Memelilerde pubertal zamanlamanin, genetik etmenlerin yani sira c¢evresel
faktorlerden de etkilendigi bilinmektedir. Hipotalamus hipofiz gonad ekseni, merkezi sinir
sisteminde iireme fonksiyonlarinin diizenlendigi temel bir merkez olarak islev goriir.
Puberteye gecis siirecinde bu sistemin nasil aktive oldugu heniiz tam olarak anlasilmamis
olup, bu konu mevcut aragtirmalar arasinda ©nemini korumaktadir. Pulsatif olarak
hipotalamustan salinan gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) hipofiz bezini uyararak
FSH ve LH salinimini tetikler ve ovaryum/testis hiicrelerine gelen bu uyarilar ile dstrojen ve
testesteron hormonu salgilanmaktadir (Harris, 1964). Homeostaziste lreme ile ilgili
ndronlarin baglangi¢ ortak yolu GnRH oldugu goriilmektedir (Bronson,1989). Bir¢ok rodent
tiiriinde GnRH hiicre gévdeleri ¢ogunlukla Broka diagonal nukleuslarda (NDB) ve medial
preoptik bolgelerde (MPOA) bulunur. GnRH noéronlar1 hipofiz gonadotropinlerinin
salinimin1 uyarir ve bdylece gametogenez ve esey lireme hormonlart (steroid) salinimini

diizenler.

Beyin, noroendokrin iireme ekseninin ana hormonal diizenleyicisi olan gonadotropin
salgilayan hormonu (GnRH) salgilamasiyla ergenlik baslangicin1 ve dogurganligi yonetir.

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda Kissl geninin ve protein iirlinlerinin GnRH



salgilanmasinda kilit bir rolii oldugu ve GnRH salgilanmasinin kontroliindeki énemli bir rol
oynayan ndropeptid kisspeptini ifade eden hipotalamik néronlardan olustugu kesfedilmistir.
Kisspeptin sinyallemesi, insanlar dahil olmak iizere tiim memeli tiirlerinde fertilite ve
pubertal gelisimde temel bir diizenleyici olarak gosterilmistir (de Roux vd., 2003; Kauffman,
2010; Pineda vd., 2009; Pinilla vd., 2012; Seminara vd., 2003).

Kisa giin uzunlugu GnRH salinimini inhibe eder ancak iiretimini engellemez,
boylece kisa-giin Suriye hamsterlerinde GnRH immiinoreaktif noronlarin arttigi
gosterilmistir  (Ronchi, vd., 1992). Ancak Sibirya hamsterlerinde uzun giin ile
karsilastirildiginda bir fark tespit edilememistir (Yellon, 1994). Kissl sistemindeki
degisiklikler ergenligin baslamasi ya da ilerlemesi, yetiskinlikte dstrojen kaynakli luteinize
edici hormon (LH) salgilanmasinda cinsiyet farkliliklar1 ve iireme fizyolojisinin diger
yonleriyle katkida bulunabilir. Bu nedenle, Kissl ifadesinin nasil ve ne zaman ortaya
ciktigini ve kisspeptin sisteminin gelistirilmesini ve diizenlenmesini hangi olas1 diizenleyici

mekanizmalarin yonettigini anlamak gerekmektedir (Semaan ve Kauffman, 2010).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, Kiss1 sisteminin bircok memeli tiiriinde iireme
fonksiyonu {izerindeki 6nemini vurgulamaktadir. Insanlarda ve farelerde, Kissl veya
kisspeptin reseptorii genlerindeki delesyonlar veya mutasyonlar ergenlikte olgunlasmaya ve
infertiliteye neden olur (Clarkson vd., 2008; d'Anglemont de Tassigny vd., 2007; de Roux
vd., 2003; Seminara vd., 2003).

Balkan ve Giindiiz (2023) yaptiklar1 ¢alismada Kispeptin GnRH ve GnIH genlerinin
fotoperiyoda bagl farklikliklarini ortaya koymustur. Gen expresyon ve protein ifadelerinin
bakildig1 bu ¢alismada melatonin etkilesimleri SCN lezyonu ve pinealoktomi yapilarak farkl
kosullarda da incelenmistir. Her ne kadar epigenetik ve Kissl ekspresyonu konusundaki en
yeni c¢alismalar, Kissl gen ekspresyonunun diizenlenmesinde ve gelistirilmesinde rol
oynayan farkli mekanizmalarla ilgili anlayisimizi arttirmis olsa da, heniiz ¢6zlilmesi gereken
onemli sorular vardir. Bu tiir konular arasinda, bu epigenetik mekanizmalarin ne zaman
aktive edilecegi (veya devre dis1 birakilacagl) spesifik zamanlamanin tanimlanmasi ve
bunlarin hepsinin Kissl gen ekspresyonunun uygun gelisimi ve diizenlenmesi i¢in nasil

etkilesime girecegi hakkinda verilerin belirlenmesini igerir.

Benzer sekilde, besin igerigine gore epigenetik parametrelerin diizenlenmesinde yer

alan karmasik mekanizmalar aydinlatmak icin, Kissl geninin 6nemli bir diizenleyici



bolgeleri tanimlamak ve Kissl diizenleyen kritik transkripsiyon faktorlerinin belirlenmesi

i¢in 6nemli olacaktir.

Bu tez ¢alismayla metil donor ve metil donor olmayan besinlerle beslenen bireylerin
maruz kaldig1 1sik/karanlik miktarma bagl olarak Kiss1/Kisslr genleri iizerindeki DNA
metilasyon miktarlarina bakilarak bu genlerin ifadesi kontrol edilmistir. Bu sayede

beslenmenin gen anlatimlari tizerindeki anahtar/kilit etkisi de gozlenmistir.

Son zamanlarda omurgali hayvanlar iizerinde yapilan c¢alismalarda GnRH’in
Hipotalamus hipofiz gonad (HPG) eksen igerisinde sorumlu tek faktor olmadigi, bununla
beraber iki hipotalamik ndropeptit olan Kisspeptin ve RFamide ailesinden olan
Gonadotropin inhibe edici hormonun (GnlH) da iireme fonksiyonlarinda énemli bir kilit rol
oynadig1 bulunmustur (Greives vd., 2008; Simneaux vd., 2013; Tsutsui vd., 2013). Son
donemlerde, GnRH etkinligini artiran mekanizmanin kisspeptin salgilanmasi ile iliskili
oldugu ve asil tetikleyici mekanizma oldugu diisiincesi mevcuttur (Seminara vd., 2003;
Dhillo, 2008; Seminara ve Crowley, 2008; Jayasena vd., 2009).

Memelilerde RFRP-3 (RFamide-iliskili peptid- 3) geni mediobasal hipotalamusta
bulunan noéronlarda ifade olmaktadir (Kriegsfeld vd., 2006; Revel vd., 2008). RPRF
noronlar1 beyinde Arkuat niikleus (ARC) ve preoptik bolge (POA), anterior hipotalamusa
gidebilmektedir (Ukena ve Tsutsui, 2001; Mason vd., 2010). RFRP-3 fotoperiyodik olmayan
birgok tiirde tireme eksenini inhibe edici 6zellige sahiptir (Kriegsfeld, 2006; Ubuka vd.,
2012).

Rodentlerde, Kissl sentezi yapan (ve Kisspeptin-immiinoreaktif) hiicre govdeleri,
medial amigdalada (Kim vd., 2011) ve anteroventral periventrikiiler niikleustaki iki biiyiik
hipotalamik popiilasyon dahil olmak iizere, bir ka¢ ayr1 beyin bdlgesinde ve komsu
periventrikiiler ¢ekirdek (AVPV / PeN) ve arkuat nukleusta (ARC) bulunur (Gottsch vd.,
2004; Kauffman vd., 2007; Smith vd., 2005).

Uremenin aktif olmadig1 zaman (kisa-giin uzunlugunda) RFRP-3’ iin eksojen olarak
verilmesinin, tireme davranis ve fizyolojisini uyardig1 saptanmistir (Ancel vd., 2012; Ubuka
vd., 2012). Kisa giin uzunluguna maruz birakilan ya da uzun siireli melatonin inflizyonu
yapilan Suriye ve Sibirya hamstrlerinde RFRP-3 peptidi ve mRNA ekspresyonunun diistiigii
gozlenmistir (Revel vd., 2008; Mosan vd., 2010; Ubuka vd., 2012; Ancel vd., 2012). Ayrica
son yillarda Kisspeptin, GPR54 ve GnRH néropeptidlerinin de pubertal gegiste nemli role



sahip oldugu gosterilmistir (Funes vd., 2003). Kisspeptin néronlarinin olmamasinin ya da
herhangi bir sebeple GnRH saliniminin inhibe edilmesinin pubertal gecikmeye neden oldugu
gosterilmistir (de Roux vd., 2003). Ayrica Kisspeptinin tiremedeki fonksiyonu insanlardaki
idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm hastaliginda kisspeptin reseptoriindeki (Kiss1-r)
mutasyon ile kesfedilmistir (de Roux vd., 2003; Seminara vd., 2003).

Bunun yani sira Kisspeptin hem kisa hem de uzun fotoperiyotlarda gonadotropin
salinimini uyarmaktadir (de Roux vd., 2003; Funes vd., 2003; Seminara vd., 2003; Gottsch
vd., 2004; Navarro vd., 2005). Kisspeptin néronlarinin ¢gogu Anteroventral periventrikiilar
nukleus bolgesinde (AVPV) ve arkuat nukleus boélgesinde (ARC) bulunur (Lehman vd.,
2010). Erkek suriye hamsterlerinde kisa giin uzunlugu ya da uzun siireli melatonin infiizyonu
ARC’de kisspeptin mRNA seviyesini ve kisspeptin-pozitif hiicre sayisini diisiirmektedir. Bu
etki pinealektomi ile ortadan kaldirilir (Revel vd., 2006; Simonneaux vd., 2013). Erkek ve
disi Sibirya hamsterlerinde ise kisa fotoperiyotta kisspeptin AVPV boélgesinde diismekte ve
ARC’ de ise artmaktadir. Uzun giine maruz birakilan hayvanlarla karsilastirildiginda
(Greives vd., 2007; Mason vd., 2007) inaktif olan erkek Suriye hamsterlerinde (Mesocricetus
auratus) kisspeptin uygulamasi iireme sistemini tekrar aktive eder (Revel vd., 2006; Ansel
vd., 2011).

KiSS1 ve KiSS1-R genleri susturulan farelerde iireme ile iliskili seksiiel davranista
azalma, infertilite ve pubertal gelismede gecikme gibi benzer fenotipler ortaya ¢ikmistir
(d'Anglemont de Tassigny vd., 2007). Kisspeptin tireme ekseni igerinde gonadotropin
salgilatict (GnRH) noronlar uyararak direkt olarak gonadatropin salgilamasiyla tiremeyi
diizenler. Ozellikle kisspeptin ndronlar1 Preoptik alan (POA) ve Median eminensia (ME)
bolgesinde GnRH ndéronlaria projeksiyon yapar (Clarkson ve Herbison, 2006) ve GnRH
noronlarinin %60-90° 1 Kiss1-r ifade eder (Herbison vd., 2010). Ayrica Kisspeptin GnRH,
LH ve FSH salinimin arttirmasint GnRH mRNA ekspresyonunu ve salgilanmasint GnRH-

salgilatic1 ndronlarin hiicre hattini uyararak yapar (Steiner ve Herbison, 2005; Liu vd., 2008).

Bu caligmalar, Kisspeptinin iireme ekseni igerisindeki kontroliinii GnRH noronlarini
diizenlemesiyle yaptigin1 agiklamaktadir. Birgok calisma Anteroventral periventrikiilar
nukleus bolgesinde (AVPV) bulunan kisspeptin ndronlarinin dstrojen salgilanmasini pozitif
yonde etkilerken, Arkuat niikleus (ARC) bolgesinde bulanan kisspeptin ndronlariin ise
ostrojen salimimini diislirdiigii ortaya cikarilmigtir (Smith vd., 2005, 2007). Gonadektomi
yapilan farelerde AVPV bolgesinde KiSST mRNA seviyesi azalirken, ARC bdlgesinde



KiSS1 mRNA seviyesinde artma oldugu yapilan calisma ile ortaya koyulmustur. Bu
degisimin ayrica seks steroidlerinin degistirilmesi ile tersine doniistiiriildiigii gosterilmistir

(Smith vd., 2007).

Kisspeptin, GnRH sekresyonunun temel bir uyaricisi olarak gosterilmistir, bu
nedenle muhtemelen pubertal ilerlemesi sirasinda ortaya ¢ikan gelismis GnRH
sekresyonunda rol oynar. Bununla birlikte, ergenlik doneminde kisspeptin sistemindeki

degisiklikleri diizenleyen bir¢ok endojen diizenleyici mekanizma bilinmemektedir.

Dogrudan ya da dolayli olarak bireyin yasam kalitesini etkileyen c¢evresel
parametrelerin basinda beslenme gelmektedir. Beslenme diyetinin igerigi ve kalitesi genetik
faktorlerin etkilenmesine ve gen ekspresyonun degigsmesine yol agmaktadir. Canlinin maruz
kaldig1 beslenme diyetlerinin bilinmesi, bu durumun incelenebiliyor olmasi ve istenilen
diizeyde arastirilabilmesi bireylerin bilinglendirlmesi ve saglikli bir yasam siirebilmesi i¢in

onemli bir yer tutmaktadir.

Genel olarak, epigenetik terimi, gelisim, farklilasma ve / veya cevresel faktorlerin
kontrolii altinda ortaya ¢ikan gen ekspresyon potansiyelindeki degisiklikleri tanimlamak i¢in
kullanilir. Gen ekspresyonunun epigenetik mekanizmalar yoluyla kontrol edilmesi, hem
kendinden programlanmis hem de ¢evresel sinyallerin entegrasyonunu miimkiin kilar,
bdylece genlerin aktivitesini degistirerek degisen bir ortama uyum saglama yetenegine izin

Verir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda Kissl geninin ve protein Uriinlerinin GnRH
salgilanmasinda kilit bir rolii oldugu ve GnRH salgilanmasinin kontroliinde 6énemli bir rol
oynayan noropeptid kisspeptini ifade eden hipotalamik néronlardan olustugu kesfedilmistir.
Kisspeptin sinyallemesi, insanlar dahil olmak {izere tim memeli tiirlerinde fertilite ve
pubertal gelisimde temel bir diizenleyicisi olarak gosterilmistir. Kisspeptin, GnRH
sekresyonunun temel bir uyaricisi olarak gosterilmistir, bu nedenle muhtemelen pubertal
ilerlemesi sirasinda ortaya ¢ikan gelismis GnRH sekresyonunda rol oynar. Bununla birlikte,
ergenlik doneminde kisspeptin sistemindeki degisiklikleri diizenleyen bir¢ok endojen
diizenleyici mekanizma bilinmemektedir. Her ne kadar epigenetik ve Kissl ekspresyonu
konusundaki en yeni c¢aligmalar, Kissl gen ekspresyonunun diizenlenmesinde ve
gelistirilmesinde rol oynayan farkli mekanizmalarla ilgili anlayisimizi arttirmis olsa da,
heniiz ¢6ziilmesi gereken Onemli sorular vardir. Bu tiir konular arasinda, bu epigenetik

mekanizmalarin ne zaman aktive edilecegi (veya devre dis1 birakilacagl) spesifik
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zamanlamanin tanimlanmasi ve bunlarin hepsinin Kiss1 gen ekspresyonunun uygun gelisimi
ve diizenlenmesi i¢in nasil etkilesime girecegi belirlenmesini igermektedir. Bu tez ¢alismasi
ile metil donor ve metil donor olmayan besinlerle beslenen bireylerin, maruz kaldigi
1sik/karanlik miktarina bagl olarak, Kissl/Kisslr genleri lizerindeki DNA metilasyon
miktarlarina bakilarak bu genlerin ifadesi kontrol edildi. Bu sayede beslenmenin gen

anlatimlar1 tizerindeki anahtar/kilit etkisi de gozlendi.

Ayrica genotipte kendini gdstermeyen fakat fenotipte karsimiza ¢ikan bu
problemlerin epigenetik sistemler kullanilarak ¢6ziimlenmesi hedeflendi. Epigenetigin
cevresel faktorlere bagl olarak degisen gen diizenlemesini agiklamada 6nemli bir role sahip
oldugu disiiniilmektedir. DNA metilasyonunda meydana gelen hipometilasyolar ve
hipermetilasyonlar, beslenmedeki degisimler, genetik polimorfizler ve maruz kalinan
kimyasallara kars1 farkliliklar gostermektedir. Bu 6zelliklerdeki degisimler klinik bulgulara
da neden olabilmektedir. Benzer sekilde, besin igerigine gore epigenetik parametrelerin
diizenlenmesinde yer alan karmasik mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in, Kiss1 geninin 6nemli
diizenleyici bolgelerini tanimlamaktadir. Bu durum Kiss1 diizenleyen kritik transkripsiyon

faktorlerinin belirlenmesi i¢in 6nemli olacaktir.

1.1. Model Organizma Olarak Suriye Hamsteri

Suriye hamsteri (Golden hamster) bilimsel olarak ‘Mesocricetus auratus’ olarak
bilinmekle birlikte; biyoloji, tip ve psikoloji de dahil olmak ftizere cesitli arastirma
alanlarinda uzun siiredir model organizma olarak kabul edilmektedir. 1930 yilinda Suriye'de
dogadan yakalanan golden hamster, o zamandan bu yana yaygin olarak kullanilan bir
laboratuvar hayvani haline gelmistir ve laboratuvar kullanimi agisindan fare ve sicanlardan

sonra ikinci sirada yer almaktadir.

Golden hamsterinin model organizma olarak en 6nemli avantajlarindan biri benzersiz
tireme Ozellikleridir (Hirose ve Ogura, 2018). Hamster tutarli ve 6ngoriilebilir bir ¢iftlesme
dongiisii sergilemektedir, bu da onu lireme biyolojisi ve gelisimi lizerine ¢aligmalar i¢in ideal
bir konu haline getirmektedir. Ek olarak, Suriye hamsterleri geleneksel siiperoviilasyon
rejimlerine olduk¢a duyarhidir ve bu arastirma alaninda Suriye hamsterlerinin kullanimi
oldukga siktir (Hirose ve Ogura, 2018).



Suriye hamsterinin uyum yetenegi, istikrarli kalitim1 ve koklii hastalik modelleri de
model organizma olarak popiilaritesine katkida bulunmustur (Lu vd., 2022). Suriye hamsteri
dahil kemirgenler, yumurtaliklarin olgunlasmasi aragtirmalar1 i¢in &zellikle kullanilir.
Primatlarla bir¢ok fizyolojik benzerlige sahip olmalarina ragmen daha uygun maliyetli ve
verimlidir (Lu vd, 2022). Fakat 1970’lerden bu yana si¢an ve farelerin model organizma
olarak kullanim1 ve alan ¢alismlarinda onlarin daha sik kullanilmasi gibi faktérlerden dolay1

hamster kullanimi yaklasik %67 oraninda azalmistir (Miedel ve Hankenson, 2015).

Bununla birlikte Suriye hamsteri, Ozellikle iireme biyolojisi gibi benzersiz
ozelliklerinin onu diger kemirgenlerden daha uygun bir model haline getirdigi alanlarda

bilimsel arastirmalarda degerli bir tiir olmaya devam etmektedir (Hirose ve Ogura, 2018).

1.2. Cevresel Faktorler

Isik, sicaklik, yem bulma kapasitesi gibi bir¢ok cevresel stres faktori, Suriye
hamsterlerinin giinliik ritimlerini ve hormon diizenlemesini bozarak dogurganligin ve iireme
basarisinin bozulmasma yol agabilecegini gostermistir (Honrado vd., 1991). Ornegin,
yenidoganin stresli ortamlara maruz kalmasi lipopolisakkarit (LPS) uygulamasi gibi
uyaranlar, hamsterlerin néroimmdiin tepkileri lizerinde uzun siireli etkilere sahip olabilir ve
potansiyel olarak onlarin gelecekteki hastaliklara karsi1 duyarliliklarini ve genel sagliklarini

degistirebilir (Das vd, 2022).

Suriye hamsterinin ¢esitli ¢evresel kosullara uyum saglama yetenegi, onu ¢evresel
faktorlerin ¢esitli fizyolojik stiregler lizerindeki etkilerini incelemek i¢in degerli bir model
organizma haline getirmistir. Arastirmacilar bu tiirii fotoperiyod, sicaklik ve sosyal
etkilesimler gibi faktorlerin cinsel davranig, dogurganlik ve sirkadiyen ritimler dahil olmak
iizere bir dizi biyolojik fonksiyon lizerindeki etkisini arasgtirmak icin kullanmiglardir.
Arastirmacilar, ¢evresel ipuglarmin Mesocricetus auratus'un biyolojisini ve davranigini nasil
sekillendirdigini anlayarak, bir organizma ile ¢evresi arasindaki karmasik etkilesime iliskin
degerli bilgiler edinebilir; bu etkilesim, hem laboratuvar arastirmalari1 hem de koruma

cabalar1 icin 6neme sahiptir.
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1.3. Metil Donérii Besin Ogelerinden Zengin Beslenme

Metil donérii dgelerinden zengin beslenmesi, viicuttaki cesitli biyokimyasal
reaksiyonlar i¢in metil gruplar saglayan spesifik besinlerin tiikketimini ifade etmektedir. Bu
metil gruplari, gen ekspresyonunda ve ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynayan DNA metilasyonu gibi islemler i¢in gereklidir. Bireyler, folat, B12
vitamini ve kolin gibi metil agisindan zengin gidalarin yeterli miktarda alinmasini
saglayarak, uygun DNA metilasyonunu ve genel epigenetik diizenlemeyi destekleyebilir; bu
da saglik ve hastalik yoniinden 6nemli olabilmektedir. Metil donérii dgelerinden zengin
besinlerini kisinin diyetine dahil ederek, bireyler potansiyel olarak epigenetik profillerini ve
gen ekspresyonunu etkileyebilir, bu da saglik ve hastaliklarin 6nlenmesi agisindan 6nemli
olabilir. Dogum Oncesi beslenme baglaminda, metil donorlerin ve kofaktorlerin annenin
diyetiyle birlikte almasi, fetal ve plasental gelisimde kritik bir rol oynar (McGee vd., 2018).
Annenin beslenmesi, DNA metilasyonu i¢in gerekli metil gruplarini saglayarak fetiisiin
genom yapisinin ve fonksiyonunun olusumunu etkilemektedir. Bunun, yavrularin saglik
sonuglar1 lizerinde uzun vadeli etkileri olmaktadir ve potansiyel olarak yasamlarinin
ilerleyen donemlerinde kronik hastaliklara yakalanma risklerini etkileyebilmektedir. Ayrica
arastirmalar, hamilelik sirasinda degisen metil donorii 6gelerinden zengin besin diizeylerinin
fetal biiyiime ve gelismede degisikliklere yol agabilecegini 6ne siirmektedir (Gilindiiz ve
Okimoto, 2021). Bu nedenle anne adaylarinin, optimal fetal gelisimi desteklemek ve
yavrularinda olumsuz saglik sonuglar riskini azaltmak i¢in yeterli miktarda metil donorii

ogeleriyle zengin besinleri aldiklarindan emin olmalar1 6nemli hale gelmektedir.

1.4. Epigenetik

Epigenetik, DNA sekansinda degisiklik olmaksizin ifadesinde meydana gelen
degisiklikleri incelemek i¢in ortaya ¢ikmis onemli bir alandir. DNA dizisinde degisiklik
meydana gelmemesine ragmen biyolojik siire¢lerde meydana gelen degisiklikleri agiklamay1
amaglamaktadir (Silahtaroglu ve Stenvang, 2010; Desplats, 2015; Calvanese vd., 2009). Bu
alanda giderek artan ¢aligmalar, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarina ek olarak

dinamik RNA modifikasyonlariin, gelisim ve yaslanma sirasinda gen ekspresyonunun ve
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hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir (Sanchez-

Vasquez vd., 2018; Desplats, 2015).

Bu alanda yapilan arastirmalar, cesitli gelisim ve hastalik silireglerinde N6-
metiladenozin (M6A) ve 5-metilsitozin (m5C) gibi dinamik RNA modifikasyonlarinin
onemini vurgulamistir (Sanchez-Vasquez vd., 2018). Bu molekiiler mekanizmanin
arastirilmasinin gelecekteki caligsmalara yon verecegi one siiriilmektedir (Sdnchez-Vasquez
vd., 2018). Yaslanma siireci 6zellikle transkripsiyon faktorii baglanmasi, histon isaretleri,
DNA metilasyonu, niikleozom konumlandirmasi ve kodlamayan RNA'lardaki degisiklikleri
kapsayan epigenomik degisikliklerle iliskilidir (Booth ve Brunet, 2016). Bu
modifikasyonlarin ayni zamanda hiicrelerin islevini ve kimligini belirlemede de

kullanilabilecegi goriilmiistiir (Booth ve Brunet, 2016).

1.4.1. DNA Metilasyonu

Metilasyon, canli organizmalardaki ¢ok c¢esitli fizyolojik ve patolojik
mekanizmalarda 6nemli bir rol oynayan temel bir biyolojik siirectir. Bu epigenetik
modifikasyon, temel genetik diziyi degistirmeden gen ifadesinde degisikliklere yol agabilen,
basta DNA ve histonlar olmak tizere spesifik molekiillere bir metil grubunun (CH3)
eklenmesini igerir. Ozellikle DNA metilasyonu, kanser ve diger hastaliklar baglaminda
kapsamli bir sekilde incelenmistir (Meyer ve Hermiston, 2019; Kulis ve Esteller, 2010).
Timor baskilayici gen destekleyicilerinin hipermetilasyonu veya global hipometilasyon gibi
aNormal metilasyon modelleri, ¢esitli kanser tiirlerinin gelisimi ve ilerlemesi ile

iliskilendirilmistir (Kulis ve Esteller, 2010).

Genom ¢apinda analiz tekniklerindeki son gelismeler, gen ifadesinin
diizenlenmesinde DNA metilasyonu ile histon modifikasyonlar1 gibi diger epigenetik
mekanizmalar arasindaki karmasik etkilesimi ortaya ¢ikarmistir (Fetahu ve Taschner-Mandl,
2021). Histon proteinlerine metil gruplarinin eklenmesinden sorumlu enzimler olan histon
metiltransferazlar, kanser tedavisinde potansiyel terapotik hedefler olarak ortaya ¢ikmustir,
¢linkli bunlarin diizensizligi ayn1 zamanda aNormal gen ekspresyon modellerine de yol
acabilir (Zagni vd., 2013).
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Epigenetik ¢alismalar, kanser ve diger hastaliklar baglaminda metilasyonun DNA
dizisi lzerindeki kaliplarin olusturuldugu, siirdiiriildiigii ve bozuldugu karmasik

mekanizmalari agiklamaya devam etmektedir (Cheung vd., 2009).

1.5. RF-Amid Noropeptidler

GnlH ile ayn1 etkiyi gosteren néropeptidin, kanatli hayvanlar haricindeki canlilarda
RFRP-3 oldugu belirlenmistir (Clarke vd., 2008; Sar1 vd., 2009). Memeli canl tiirlerinde
GnlH esdegeri olan RF- amid iliskili peptitler adlandirilmasinin RFRP-3 olarak 15
kullanilmasina neden olmustur (Clarke vd., 2008; Gibson vd., 2008). Mevsimsel ilireme
periyoduna sahip canlilarda GnRH ile zit etki gdsterdigi belirlenmistir (Sar1 vd., 2009).
Ureme fizyolojisi ile ilgili yapilan sonraki ¢alismalarda ise GnIH 1 tersi etki gdsteren yani
GnRH iizerinde uyarici etkiye sahip olan yeni bir ndropeptit ortaya ¢ikmistir. GPR54
reseptoril (Lee vd., 1999) ve devaminda birbirinden bagimsiz olarak yapilan calismalarda,
GPR54 reseptoriine baglanan molekiiliin Kiss 1 genine ait {iriin oldugu tespit edilmistir
(Ohtaki vd., 2001). Su ana kadar memelilerde RFamid peptidinin bes farkli alt tipi
tanimlanmigtir. Bu alt tipler sunlardir: néropeptit FF (NPFF) grubu, piroglutamat RFamid
peptidi/26RFamid peptidi (QRFP/26RFa) grubu, prolaktin salgilatici peptitler, kisspeptinler
(kiss1 ve kiss2) ve GnlH (LPXRFamidleri) peptit ailesi (Kovacs vd., 2014; Osugi vd., 2015).

1.5.1. Kisspeptin

KISS1 geninin 145 aminoasitlik bir prekiisdrden tiireyen -54, -14, -13 ve -10 amino
asitli, N-terminallerinden kesilmis ve C-terminalleri amidli, dort adet peptidi kodladigi
belirlenmistir. Insanlarda plasenta hiicrelerinde ve daha sonra beyin, testis, yumurtalik,
pankreas ve ince bagirsak dokularinda ekspresyon gosterdigi belirlenmistir (Kotani vd.,

2001).
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1.5.2. GPR54

Kisspeptin reseptorii, GPR54 (Kiss1r) olarak bilinen ve bu peptide giiclii bir affinite
ile baglanan bir reseptordiir (Ohtaki vd., 2001, Kotani vd; 2001; , Muir vd., 2001). Kisspeptin
hiicre membranindaki kisspeptin reseptorii ile baglandiginda fosfolipaz C aktiflesmekte ve
inositol trifosfat ve diacilgliserol ikincil haberci yolagi devreye girmektedir. Bunu takiben
kalsiyum salinim1 ve protein kinaz C aktivasyonunun tetiklenmekte ve kisspeptin fonksiyonu
baslamaktadir (Muir vd., 2001, Constantin vd., 2009).

Reprodiiktif aks noronal ve hormonal olarak birbiri ile iletisimdeki 3 ana kaynaktan
olusmaktadir. Bunlardan ilki GnRH’1n sentezlendigi ve salgilandig1 anterior hipotalamustur.
Bir digeri FSH ve LH’in salgilandigi anterior hipofizdir. Bunlara son olarak katilan
gametlerin iiretiminden ve seks steroidlerinin salgilanmasindan sorumlu gonadlardir
(Navarro vd., 2011; Clarke vd., 2011). Bu aksta etkili oldugu anlasilmasi ile beraber
kisspeptin/Kiss1r sinyalizasyonu yogun olarak arastirllmaya baglanmistir. Yapilan
caligmalarla Kisslr geninin baskilanmig veya mutasyona ugratilmis ve bunun sonucunda
insan ve farede idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm, hipogonadizm ve infertilite
meydana geldigi gosterilmistir (Seminara vd., 2003; Lapatto vd., 2007). Bu bulgular,
kisspeptin / kiss1r sinyalizasyonunun lireme aksinda 6zellikle de GnRH salgis1 ve puberte
baglangici 15 tizerindeki rolii ve islevlerine katildigin1 gostermektedir (Oakley vd., 2009).
Kisspeptine yanit olarak GnRH néronlarmin elektrofizyolojik 6zellikleri incelendiginde,
yetiskin erkek ve disi farelerde kisspeptin uygulamasimi takiben GnRH néronlarinin
%90"indan fazlasinin depolarizasyon gosterdigi ve bu oranin Kisslr mRNA'y1 eksprese eden

benzer GnRH noéron yiizdesi ile uyumlu oldugu ortaya konulmustur (Han vd., 2005).
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Sekil 1. Menstruel siklusta Kisspeptin/GPR54 sinyalizasyonu ve fizyolojik roliiniin
gosterilmesi A) GPR54 ve hiicre i¢i sinyalizasyonu B) LH pikinde kisspeptinin rolii
(Trevisan vd., 2018).

1.5.3. RFRP

GnlH peptidi, memeli beyin arastirmalarinin ilerlemesiyle tanimlanmistir. RFamid
peptitleri arasinda yer alan ve karboksil ucunda Arg-Phe-NH2 motifi tasiyan bu peptid,
RFamid iligkili peptit (RFRP) olarak adlandirilmistir. LPXRFamid peptitlerini kodlayan
cDNA’lar, RFamid iligkili peptitler grubunda incelenmeye baslanmistir. Analizler,
LPXRFamid prekiirsor cDNA’larinin {i¢ farkli RFRP (RFRP-1, -2 ve -3) kodladigini, ancak
yalnizca RFRP-1 ve RFRP-3’iin C terminalinde LPXRFamid (X=L veya Q) motifi tasidigini
ortaya koymustur. Kemirgenlerde ise yalmizca RFRP-1 ve RFRP-3 peptidleri
gbzlemlenmistir (Hinuma vd., 2000). Literatiir taramas1 sonucunda, insanlarda RFRP-1 ve
RFRP-3 (Ubuka vd., 2009) ve kemirgenlerde ise RFRP-3 (Ukena vd., 2002) tanimlanmis

endojen ndropeptidler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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IKiNCI BOLUM
KURAMSAL CERCEVE/ONCEKIi CALISMALAR

A.K. Roseweir ve R.P. Millar (2009) yaptiklar1 ¢alismada kisspeptinin ve GPR54
sisteminin pubertede ve {iremenin diizenlenmesinde kritik role sahip oldugunu kisspeptinin
hipotalamus hipofiz gonad ekseninin diizenlenmesinde &nemli rolii oldugu ve GnRH

ndronlarini uyararak etki gosterdigini saptamuslardir.

Diger benzer ¢aligmalarda GPR54 reseptoriindeki mutasyonlar puberte bozukluklari
ve hipogonadotropik hipogonadizme sebep oldugu bulunmustur. Farelerde GPR54 reseptor
delesyonlarinda hipogonadotropik fenotipe sahip olduklari, puberte ve {ireme
fonksiyonlarinin kontroliinde oldugunu dogrular niteliktedir. Kisspeptin gonadotropik aksin
giiclii bir stimulatriidiir. Idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm de diisiik seks
steroidleri ve diisiik gonadotropinler, GnRH’ 1n hipotalamustan pulsatil saliniminda ki
bozukluklardan olugsmaktadir. Bu tam veya parsiyel bozukluk endojen GnRH indiikledigi
LH da yokluk, normal hipofiz ve hipotalamusun radyolojik goriintiisiiniin olmasi1 ve normal
hipotalomopituter aks olarak saptanir. Koku alma bozuklugu ve hipogonadotropik
hipogonadizm Kallman sendromunda birlikte goriilir. Koyun, maymun ve insanlarda
kisspeptin gonadotropinlerin sekresyononun giiclii bir uyaricisidir. LH ve FSH cevabina

neden olur ve etkileri periferde de saptanabilir (Seminara, 2007).

Revital Nimri ve arkadaglari (2011) pubertede GnRH sekresyonunun
stimulasyonunda GPR54 reseptorii gerekli oldugunu ve nadir olarak GPR54 reseptor
mutasyonlar ailesel normosmik izole hipogonadotropik hipogonadizme ile iliskili oldugunu

saptamuslardir.

L. G. Silveira ve arkadaglarinin (2010) yaptiklar1 ¢alismada kisspeptinin kiss1 geni
tarafindan kodlanir ve GnRH stimiile eder ve pubertede rol oynar. Kiss1 reseptor genindeki
inaktivator mutasyonlar hipogonadotropik hipogonadizme neden oldugu ve kiss 1r aktivator

reseptOriin puberte prekoksa neden oldugunu saptanmiglardir.

Sophie Messager ve arkadaslar1 (2005) yaptiklar1 ¢alismada hipotalamik-hipofizer-
gonadal aksta GPR54 reseptoriinii arastirmiglardir. Pubertal donemde GnRH etkisi ile
pulsatil LH ve FSH sekresyonu olmaktadir. GnRH noéronlarinda GPR54 kolononize
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oldugunu gostermislerdir. Kisspeptin direkt olarak GnRH noéronlarini etkilemektedir.
Koyunlarda serebrospinal sivida kisspeptin diizeylerin 6lgmiisler ve GnRH ytiksekligi ile
korele bulmuslardir. Bunun iizerine GnRH saliniminda kisspeptinin-GPR54 major kontrol

noktasi olugturmakta tireme aksinda 6nemli etkinlige sahip olmaktadir.

Silveira LF ve arkadaglar1 (2010) kisspeptin-GPR54 sinyal kompleksinin seksiiel
gelisim icin kilit rol oynadigini gostermislerdir. Kisspeptinin GnRH 1n gii¢lii bir uyaranidir.
Hipotalamusta AVPV niikleus ve arkuat niikleusta daha fazla olmak {izere bir¢ok yerde
bulunmaktadir. Her iki cinste de kiss1 geni gonadal steroidlerin regulasyonunda énemli rol
oynar. Hipotalamik kisspeptin artisi pubertede, reproduktif aksin gelisiminde rol oynar.
Kisspeptin/gpr54 sistemi puberte gelisimi ve lireme fonksiyonlarinda 6nemli oldugunu

saptamislardir (Silviera vd., 2010).

Kisspeptin santral veya iv olarak infuzyonu FSH, LH ve testosteron diizeyini
yiikseltmedir. Hayvan modellerinde kisspeptin infiizyonu ile pubertal gelisim
saglanmaktadir. Kisspeptin-10 aralikli olarak maymunlara 24 ay siiresince uygulandiginda
FSH ve LH sekresyonu uyarilmakta ve 32-34 ay sonra puberte olusmaktadir (Micol vd.,
2007). GPR54 GnRH néronlarn iizerinde eksprese olur. Kisspeptin hipotalamusta
niikleuslarda bulunur. Arkuat niikleustaki kisspeptin noronlar1 6strojen ile negatif feedback
ugrar. Periventrikiiler niikleustaki kisspeptin Ostrojen ile pozitif feedback ugrar. Farelerde
seksiiel gelisim sirasinda periventrikiiler niikleusta kisspeptin = diizeylerinin arttig1
gozlenmistir. Kissl ile ilgili ¢aligmalar gostermistir ki puberte ve normal siklus da 6nemli
bir role sahiptir. Kisspeptin-GPR54 ligand1 veya reseptor mutasyonlari prekoks puberteye,

gecikmis puberteye veya pubertenin olusamamasina neden olmaktadir (Micol vd., 2007).

Jeremy T Smith ve arkadaslar1 (2008) yaptiklari ¢alismada seks steroidlerinin arkuat
niikleusta kissl gen ekspresyonunu inhibe eder. AVPV niikleusta ise tam tersine kissl
uyarict etkisi oldugunu gostermiglerdir (Smith, 2008). E. Hrabovszky ve arkadaslari
kisspeptin sinyalinin GPR-54 reseptor etkisi puberte ve memeli lireme sistemi iizerinde etkili
olduguna ve caligmalar1 da otopsi serilerinde topografik, seksiiel faklilar, GnRH néronlari
arasindaki iligkiyi incelemislerdir. Bayanlarda kisspeptin inaktif aksonlar periventrikiiler

pleksus ve infindubuler kokleri inerve ettigini saptamislardir (Hrabovszky vd., 2010).

Kisspeptin-GPR54 sinyal kompleksi insan seksiiel gelisiminde onemli bir role
sahiptir. GnRH’1n gii¢lii bir uyaranidir. Ayrica her iki cinste de gonadal steroidlerin
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regiilasyonunda O6nemli bir hedeftir. Pubertede hipotalamik kisspeptin artisi reproduktif
aksin gelisiminde 6nemli rolii olduguna inanilmaktadir. GPR54 genindeki mutasyonlar
homozigot veya heterozigot, ailesel veya sporadik olsun koku defekti olmadan izole
hipogonadotropik hipogonadizme neden olmaktadir (Silviera vd., 2010). Kisslr veya
GPR54 reseptorii tizerinden liremenin regiilasyonunda anahtar rol oynar. Kiss1 veya Kisslr
hedef mutasyonlar1 insanlarda hipogonadotropik hipogonadizme neden olmaktadir.
Kisspeptin ndronlar1 hipotalamusta ve bir¢ok omurgalida beyin bolgelerinde bulunur,
dagilimda ve regiilasyonunda ¢ok cesitlilik gostermektedir. Kisspeptin direkt olarak GnRH
noronlarii stimiile eder. Sonugta ortak yolak tiremenin regiilasyonunu yapar. Kisspeptin
noronlar1 beyinde hiicresel ve transkripsiyonel olarak cinsiyetlere gore farklilik gosterir.
Kisspeptin ndéronlarindan 6strojen ve androjen reseptorleri bulunur. Bu reseptorler gonadal
steroidlerin aktivasyonunda hedef rol oynar. Seks steroidleri kisspeptin lizerinde negatif
feedback yapar. Kisspeptin GnRH/LH salinimini diizenler, pubertal maturasyonun tetigini
¢eker, tiremeyi kontrol eder. Laktasyonda iiremenin aktivasyonunu sinirlar (Oakley vd.,

2009).

Kisspeptin fragmanlar1 arasinda en uzun amino asit dizisine sahip olan kisspeptin-
54'lin intravendz inflizyonu, erkeklerde plazma LH seviyelerinde iki kat, FSH seviyelerinde
%18 ve testosteron seviyelerinde %13 oraninda artisa yol agarken; kisspeptin-54'in
kadinlarda derialt1 enjeksiyonu, LH seviyelerinde 7 kat ve preovulatuar fazda hem LH hem
de FSH diizeylerinde belirgin bir artis saglamistir (Dhillo vd., 2007). Intravendz kisspeptin
uygulamasi, saglikli erkeklerde plazma LH, FSH ve testosteron seviyelerinde yan etkisiz bir
artisa neden olmaktadir. Ayrica, plazma kisspeptin seviyeleri erkeklerde ve gebe olmayan
kadinlarda diisiik konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Gebelikte artis gosterir. Gebelikteki
artisin nedeni plasenta olarak kabul edilmektedir. Anormal plasental proliferasyon oldugu
gestasyonel trofoblastik neoplazilerde artar. Gestasyonel trofoblastik neoplazi (GTN)
sonras1 seviyesi diiger. Kisspeptin HPG aksinde uyarici ve gestasyonel trofoblastik

neoplazilerde tiimér markir olarak rol oynar (Dhillo vd., 2007).

Ostrojen ve testosteronu kissl geni regule etmektedir. Seks steroidlerinin
hipotalamustaki reseptdrlere etkileri farklidir. Ostrojen ve testosteron arkuat niikleustaki kiss
1 geni down regule ederken, AVPV niikleustaki geni arttirirlar. Arkuat niikleus gonadotropin

sekresyonunda negatif feedback rolii oynar. AVPV kadinlarda preovulatuar GnRH salinimi
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saglar. Hipotalamik kissl seviyesinin pubertenin tetigini ¢ektigi diisiiniilmektedir.

Kisspeptin GPR54 sinyali GnRH sekresyonunda ¢ok 6nemlidir (Dungan vd., 2006).

Jeremy T. Smith yaptiklar1 ¢alismada kisspeptinin, GPR54 reseptoriine baglandigini
gostermislerdir. GPR54 reseptorii iizerindeki etkileri ile inaktivatér mutasyonlarinda
hipogonadotropik hipogonadizme neden olur. Bu da bize kisspeptinin GnRH sekresyonunda
onemli rol oynadigin1 gosterir. Seks steroidleri direkt olarak kiss] mRNA regiilasyonunda
rol oynar. Kisspeptin seks steroid feedback ve GnRH sekresyonunda rol oynar. Kissl
koyunlarda, rodentlerde 6n beyinde bulunur. Cesitli ¢ekirdeklerde eksprese olur. Disi
koyunlarda ve rodentlerde seks steroidleri arkuat niikleusta kiss] mRNA sentezini inhibe
eder. Rodentlerde seks steroidleri anteroventral periventrikiiler niikleus da kisspeptini pozitif
feedback yapar. Koyunlarda AVPV de Kiss noronu yoktur ve arkuat niikleusta kiss] mRNA
ekspresyonu preovulatuar GnRH/LH sekresyonunda artmay: saglar. Koyunlarda arkuat

niikleustaki hem pozitif hem de negatif feedback mekanizma rol oynar (Smith, 2008).
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Uretilmesi ve Bakimi

Deneylerde kullanilan erkek yetigkin Suriye hamsterleri (Mesocricetus auratus),
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi'ne
(COMUDAM) bagli Hamster ve Gerbil iinitesinden temin edildi. Hayvanlarin beslenme ve
su gereksinimleri normal olarak karsilandi, odalardaki sicaklik 22 + 2 °C olarak kontrol
altinda tutuldu. Hayvanlar, fotoperiyot odalarinda, aydinlik periyotta en az 200 liiks
yogunlukta beyaz florasan 1s1k altinda tutuldu. Deneysel prosediirler, Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan verilen 2019/06-08 numarali

etik onay cergevesinde gerceklestirildi (EK-1).

Calisma iki ayr1 fotoperiyotta gergeklestirildi. Uzun fotoperiyotta (16 L= 16 saat 151k)
(n=40) ve kisa fotoperiyotta (8L=8 saat 151k) (n=40) hayvanlar 2 gruba ayrildi. Bunlar; Metil
Dondrii 6geleriyle zengin besin ile beslenen grup (n=20) ve Standart besin ile beslenen grup
(n=20). Her bir grupta doku ve kan orneklerinin alim zamanlarina bagli olarak; 1siklar
acilinca (n=5)(16L-04.00; 8L-12.00), 1siklar kapaninca (n=5)(16L-20.00; 8L-20.00), giin
ortasinda (n=5)(16-12.00; 8L-16.00) ve gece yaris1 (n=5)(16L-00.00; 8L-04.00) dort alt
gruba ayrildi.

Caligmada kullanilan yetigkin hamsterler en az 3 aylik hamsterler olup agirliklari
yaklagik 100 gram olan hayvanlardir. Bu hayvanlar 16 L ve 8 L fotoperiyoduna adapte olmus
iireme bakimindan yetigkin erkek hamsterlerdir. Besleme islemi toplamda 2 ay devam etmis
olup deney sonunda alt gruplarda belirtilen zaman dilimlerinde hayvanlardan hipotalamik

dokular alindi.

16L Uzun Fotoperiyot

0000 . 2400
8L Kisa Fotoperiyot

0000 2400

Sekil 2. Uzun ve kisa fotoperiyota ait aydinlik- karanlik saatleri
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Sekil 3. Deney diizenegi

3.2. Testis Agirhgi

Deneyde kullanilacak hamsterler kisa fotoperiyotta 8L=8 saat 1s1k; 1siklar saat
20:00’da kapanip, saat 12:00°da agilacak sekilde yeni bir ortama alinarak, hamsterlerin
testislerindeki degisim gézlendi.

Testis agirlig1 Giindiiz ve Stetson’1n (2002) yaptiklari ¢alimada yer alan formiile gore
testis boyutlarmimn kumpas yardimiyla &lgiilmesi sonucu hesaplandi. Oncelikle tek testis
hacmi (single testis voliime STV) hesaplanip daha sonra ise esli testis agirliklar1 (paired
testes weight PTW) hesaplandi. Skrotumda her iki testisin dig palpasyonu ile hassas kumpas

yardim ile en ve boy Ol¢iimleri yapildi. Hesaplamalar i¢in formiiller asagidaki gibidir;
STW; Hacim= 0,5236 (boy)(en)

PTW= 1,846 (STV)- 0,015
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3.3. Viicut Agirhg:

Standart besin ve metilce zengin besin ile beslenen hamsterler haftalik olarak
tartilarak takip edildi. Tartim iglemleri her iki fotoperiyot i¢in de giin ortasina tekabiil eden

saatte yapildi. Tartimi etkilememesi i¢in hayvanlarin agizlarinda yem olup olmadigi kontrol
edildi.

3.4. Yem Tiiketimi

Yem takibinin yapilabilmesi i¢in tiim bireyler tekli kafeslere alindi. Her bir kafese
belirli miktarda yem koyuldu ve ertesi giin kalan miktar &lgiildii. Ol¢iim islemi esnasinda
hamsterlerin agzindaki yemler de bosaltildi, kafes icerisindeki kirintilar da toplandi. Bu
islem her iki fotoperiyot i¢in de giin ortasina tekabiil eden saatte gerceklestirildi. 8 hafta

sliren besleme agamasinda yem tiikketimi her giin hesaplandi.

3.5. Doku Orneklerinin Alinmasi

Deneyin tamamlanmasinin ardindan, hamsterlerin beyinleri hizli bir sekilde ¢ikarildi.
Beynin hipotalamus bdlgesi, dokunun canliligin1 korumak amaciyla %0,9'luk NaCl ¢ozeltisi
icinde ve stereodiseksiyon mikroskobu kullanilarak mikrodiseksiyon makasi ile hizla
ayristirildi. Her bir grup icin toplanan dokular, ayr1 eppendorf tiiplerine konulmus ve hemen

stvi azot ile dondurularak, DNA izolasyonuna kadar -84°C'de saklandi.

3.5.1. Niikleik Asitlerin izolasyonu

Dekapitasyon islemi uygulanan kisa ve uzun fotoperiyotlu hayvanlardan alinan
hipotalamus o6rneklerinde RNA izolasyonu Trizol yontemi kullanilarak yapildi. Doku
ornekleri, her 100 gram doku i¢in 1000 pl Trizol reaktifi iceren 2 ml tiipler i¢inde muhafaza
edildi. Trizol, fenol ve guanidintiyosiyanat bilesenleri iceren pembe renkli bir soliisyondur
ve yiiksek kaliteli toplam RNA elde edilmesine olanak tanir. Trizol'lin bu siiregteki roli,
homojenizasyon asamasinda fiziksel pargalamanin yani sira kimyasal par¢alama saglayarak

niikleazlar1 denatiire etmektir, boylece islem sirasinda RNA ve DNA'nin biitiinliigii korunur.
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Fiziksel par¢alamay1 desteklemek i¢in, trizol igerisindeki dokulara seramik boncuklar ilave
edilerek dokular homojenize (Retsch MM400; Almanya) edildi. Homojenizasyon sonrasi,

homojenat 2 ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.

Dokular homojen hale getirildikten sonra, her tiipe 200 pl kloroform eklendi ve
karisim oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Ardindan, tiipler 12.000 rpm’de, 4 °C’de 20
dakika santrifiije edildi (Eppendorf 5424 R Santrifiij; Almanya). Bu islem sonucu ti¢ farkli
faz olustu ve her fazda DNA, RNA ve proteinler ayr1 ayri elde edildi.

Santrifiij sonrasi olusan fazlar sunlardir:

. Faz | (Sulu faz): RNA’y1 igerir ve renksizdir.

. Faz Il: DNA’y1 igerir ve beyaz renktedir.

. Faz 111 (Organik faz): Proteinleri igerir ve kirmizi renktedir.
—

Faz | m—i——

S Faz

Faz Il
Faz Il Organik Faz

Faz Ayrimi

Sekil 4. Santrifiij sonrasinda tiip igerigindeki fazlar

Santrifiij isleminden sonra tiiplerde olusan renksiz iist faz, RNA igeren faz olarak
kabul edildi. Bu faz, mikropipet kullanilarak steril bir mikro santrifiij tiipiine aktarildi ve
tizerine 500 pl izopropanol eklendi. Karisim, elle karigtirildiktan sonra RNA'nin DNA ve
diger molekiillerden ayrilmasini saglamak igin oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

Inkiibasyon siiresinin ardindan, tiipler 12.000 rpm’de, 4 °C’de 10 dakika santrifiijlendi ve iist
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faz slipernatant olarak atildi. Kalan pellet tizerine 1 ml %75 etanol eklendi ve 7.500 x g'de,
4 °C’de 5 dakika santrifiijlendi. Stipernatant atildiktan sonra pellet, 60 °C’de etanoliin ugmasi
icin kurutuldu ve 50-100 pul RNAaz igermeyen su eklenerek ¢oziindiiriildi. RNA'nin
konsantrasyon  ve  safligi,  spektrofotometre  (Multiskan™ GO  Microplate
Spectrophotometer, Thermo Scientific™, Finlandiya) ile dl¢iildii. Ol¢iim tamamlandiktan
sonra, RNA 6rnekleri -80 °C’de saklandi.

DNA igeren beyaz renkli "orta faz" DNA izolasyonu i¢in kullanildi. Bu islemde, ara
fazin tlizerindeki herhangi bir sulu fazin birakilmamasi saglandi. TRIzol™ reaktifi ile
dokularin lizizi i¢in kullanilan her 1 ml reaktife 0,3 ml %100 etanol eklendi ve tiipler birkag
kez ters ¢evrilerek karigtirild. Karigim, 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda
tipler 4 °C’de, 2.000 x g’de 5 dakika santrifiijlendi ve DNA'nin tiip dibine ¢6kmesi saglandi.

Protein igeren fenol-etanol siipernatanti yeni bir tiipe alindi.

DNA yikama asamasinda, elde edilen pellet %10 etanol ve pH 8.5’te 1 ml 0.1 M
sodyum sitrat ¢dzeltisi ile yeniden siispanse edildi. Bu ¢ozeltide, tiipler hafifge ters ¢evrilerek
30 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda, tiipler 4 °C’de 2.000 x g’de 5 dakika santrifiijlendi
ve slipernatant atildi. Pellet, 1,5-2 ml %75 etanol iginde yeniden siispanse edildi ve 10-20
dakika inkiibe edildi. Daha sonra, tiipler 4 °C’de 2.000 x g’de 5 dakika santrifiijlendi,
stipernatant mikropipet ile atildi ve pellet 10 dakika kurutuldu. Pellet, 0,3-0,6 ml 8 mM
NaOH ile ¢oziindiirtildii ve ¢ozlinmeyen parcaciklar: temizlemek i¢in 4 °C’de 12.000 x g’de
10 dakika santrifiijlendi. Elde edilen siipernatant yeni bir tiipe aktarildi. DNA'nin
konsantrasyon ve safligi spektrofotometre ile belirlendi ve DNA miktar1 Beer-Lambert
formiilii kullanilarak hesaplandi: Abs26050(10/0,51). Olgiimden sonra, DNA 6rnekleri -80
°C’de saklandi.

3.5.2. 5SmC Global DNA Metilasyonunu Olciilmesi

DNA metilasyon diizeylerinin tayininde, elde edilen DNA o6rnekleri 5-mC DNA
ELISA Kiti (Zymo Research, ABD) kullanilarak analiz edildi. Bu kit, DNA 6rneklerinde 5-
metilsitozin (5-mC) seviyelerini 6lgmek i¢in uygun ve etkili bir yontem sunar. Kit, 5-mC
miktarini belirlemek amaciyla 6zel olarak hazirlanmis kontrol standartlariyla birlikte gelir,

bu standartlar sayesinde elde edilen sonuglar dogrulukla degerlendirilebilir.
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Kiiresel metilasyon analizleri, bir organizmanin genomundaki toplam 5-metilsitozin
(5-mC) yogunlugunu belirlemeye yonelik yontemleri kapsamaktadir. Global DNA
metilasyon analizi ticari kit ile DNA denatiirasyonu sonrasi gergeklestirildi. Bu ¢alisma i¢in
ELISA’da standart curve olusturmak i¢in agagidaki tabloda verilen karigimlar hazirlandi. Bu
tablo standart bir egri olusturmak ic¢in kullanilmasi gereken yedi karisimin hazirlanigini

gostermektedir.
Tablo 1

Negatif Kontrol ve Pozitif Kontrol hazirlamasi

% 5-Mc Negatif Kontrol (100ng/pl) Negatif Kontrol (100ng/pl)
%0 1 0
%5 0,95 0,05
%10 0,9 0,1
%25 0,75 0,25
%50 0,5 0,5
%75 0,25 0,75
%100 0 1
Protokol :

COMUDAM Fizyoloji Laboratuvarinda kullanilan MultiScanGo Spectrofotometre
ile DNA miktar dlgiildii. Her PCR tiipine 100 ng DNA eklendi ve hacmi 100 pl'ye 5-mC
Coating Buffer ile tamamlandi. DNA, bir termal dongii cihazinda 98°C'de 5 dakika 1sitilarak
denatiire edildi ve sonrasinda 10 dakika buzda bekletildi. Daha sonra, gerekli sayida plate

kuyular1 kullanilarak iglem devam edildi.

DNAlar denatiire edildikten sonra, 100 pl hacmindeki kuyucuklara eklendi ve
aliiminyum folyo ile kapatilarak 1 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan, her kuyuda 200 pl 5-mC ELISA tamponu ile 3 kez yikama yapildi ve tampon her
seferinde atild1. Daha sonra, her kuyucuga 200 pl 5-mC ELISA tamponu eklenip, plate tekrar
aliminyum folyo ile kapatilarak 30 dakika daha 37°C'de inkiibe edildi.
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Son olarak, her kuyucuga 100 pl antikor (5-mC ELISA tamponu ile karistirtlan Anti-
5-metilsitozin ve ikinci antikor) eklendi. Plate tekrar kapatildi ve 1 saat 37°C'de inkiibe

edildi. Antikor hazirlama protokolii Tablo-3'te verildi.
Tablo 3

Antikor hazirlama protokolii

Diliisyonu Hacmi (ul) Ornek (18 kuyu)
5-mC ELISA Tampon N/A (# wells + 2) 100 2,000 pl
Anti-5-Metilsitozin 1:2,000 Buffer Vol. / 2,000 1wl
Ikincil Antikor 1:1,000 Buffer Vol. /1,000 2 ul

Inkiibasyonun ardindan antikor karisimi kuyulardan atildi ve her bir kuyucu 200 pl
5-mC ELISA tamponu ile 3 kez yikandi. Yikama islemlerinin ardindan, her kuyucuga 100
ul HRP gelistirme ¢ozeltisi eklendi ve oda sicakhiginda 50 dakika renk gelisimi igin
bekletildi. Renk degisimi tamamlandiktan sonra, absorbans 6l¢iimii 405-450 nm araliginda
bir ELISA plaka okuyucusu (Thermo Microplate Spectrophotometer) kullanilarak
gerceklestirildi.

Kit protokoliinde yer alan negatif ve pozitif kontrollerden elde edilen %S5, %10, %25,
%50 ve %75 standartlar hazirland1. Bu standartlar ile ‘GraphPad Prizm’ programi ile standart

grafigi olusturuldu ve drneklerin degerlendirilmesi bu standart egrisine gore hesaplandi.

Orneklerin metilasyon miktarlar1 ‘GraphPad Prizm’ programinda ‘Interpolated Data’
hesaplama sistemi ile hesaplandi. Bu hesaplama yontemi ‘y=atb.In x’ forfiimiiliizasyon

sistemi baz alinarak ¢alisildi.

3.5.3. cDNA Sentezi:

RNA orneklerinin gercek-zamanli PCR gibi yontemlerle analiz edilebilmesi icin
cDNA’ya cevrilmesi gerekmektedir. Bu asama, reverstranskriptaz enzimi sayesinde

gerceklestirilmektedir.
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Hipotalamus bdlgelerinden izole edilen RNA'lar kalip olarak kullanilarak cDNA

sentez islemi bittikten sonra tiipler -20°C'de saklanda.
Optimizasyon calismalari

Primer sentezi Primer3 dizayn programu ile gerceklestirildi ve programdan elde

edilen dizi bolgesi ve Tm sicakliklar1 Tablo 4’da verilmektedir.
Tablo 3

Kullanilan gen bolgelerine ait primer bilgileri

Gen bolgesi Sekans (57->3") Baz sayis1 (bp) | Tm°C
Kissl F AGAATCCAGCCAAGCCTCTG |20 59
Kissl R TTGATGAGTTCCTGGGGTCC | 20 59
GRP54 F TTCCCTGAAGACCTGAAGCC | 20 59
GRP54 R AATCAGAGGACGGCAAGGTG | 20 59
RFRP F CAGAATCCAGCCAAGCCTCT |20 59
RFRP R CACACAGAGGAGAAGCAGCA | 20 59
ACTBF TGAAGATCAAGATCATTGCT |18 57
ACTB R CTCATCGTACTCCTGCTT 18 57

Her bir gen bolgesi ise hem sicaklik hem de primer konsantrasyon optimizasyonu
yapildi. ik asama olarak optimim primer konsantrasyonu i¢in, her bir genin 60 °C’de 0,2
uM ve 0,5uM Forward -Revers olmak iizere iki farkli konsantasyonda baglanma diizeylerine
bakildi. Optimum primer konsantrasyonu belirlendikten sonra ise 56 °C, 58 °C, 60 °C, 62

°C ve 64 °C’ de optimum baglanma sicakliklarina bakilmustir.

3.5.4. Gen Bolgelerinin Optimizasyonu

Her bir gen bolgesi ise hem sicaklik hem de primer konsantrasyon optimizasyonu
yapildi. Ilk asama olarak optimim primer konsantrasyonu i¢in, her bir genin 60 °C’de 0,2
puM ve 0,5uM Forward-Revers olmak tizere iki farkli konsantasyonda baglanma diizeylerine

bakildi. Optimum primer konsantrasyonu belirlendikten sonra ise 56 °C, 58 °C, 60 °C, 62 °C
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ve 64 °C’ de optimum baglanma sicakliklarina bakildi. Tiim gen bélgeleri i¢in en uygun

baglanma datalar1 elde edildi.

3.5.5. Proteinlerin Saflastirilmasi

Total RNA ekstraksiyonu sonrasinda mikrosantrifiij tiiplerinin alt kisminda organik
fazin tizerine 300 pl %100 ethanol eklendi. Siispansiyon 3 dk oda sicakliginda inkiibasyon
eklendi. inkiibasyonun ardindan +4 °C’de 2000 G X 5 dk santrifuj edildi. 500 pl siipernatant
yeni mikrosantrifuj tiipiine aktarilarak iizerine 1,5 ml isoproponol eklendi. Siispansiyon 10
dk oda sicakligina bekletildikten sonra +4 °C’de 12000 G X 10 dk santrifuj edildi.
Stipernatant mikrosantrifuj tiipiinden atilarak iizerine 2 ml Wash Buffer (0,3 M Guanidine
hydrochloride 95% ethanol eklenerek 20 dk inkiibasyon edildi. Inkiibasyon sonrasinda
stispansiyon +4 °C’de 7500 G X 5 dk santrifuj yapilarak slipernatant atildi. Pellet {izerine 2
ml wash buffer eklenerek 20 dk inkiibasyon sonrast +4 °C’de 7500 G X 5 dk santrifuj
yapilarak siipernatant atildi. Yikama iglemi sonrasinda pellet tizerine %100 Etanol eklenerek
vorteks yapilarak 20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Siispansiyon +4 °C’de 7500 G X 5
dk santrifuj edilerek siipernatat atildi ve pellet 10 dk oda sicakliginda kurutuldu. Pellet
iizerine %1 SDS soliisyonu eklenerek pellet ¢oziinene kadar ara ara pipetaj yapilarak 50
°C’de bekletildi. Pellet ¢oziildiikten sonra +4 °C’de 10000 G X 10 dk santrifuj yapilarak

stipernetant farkli tiiple aktarildi. Protein numuneleri -20 °C’de saklandi.
Diliisyon Katsayisinin Hesaplanmasi

Istenilen gen bolgelerine ait proteinlerin miktarinin belirlenmesi i¢in satin alinan
kitler oncelikle farkli diliisyon katsayilar1 kullanilarak test edildi. Kit i¢eriginde bulunan
standartlar kullanilarak bir grafik elde edildi. Her bir protein tayin kiti i¢in 480, 240, 120, 60
ve 30 ng olacak sekilde 5 adet standart kullanildu.

Daha sonra 6rnek dokulardan izole edilen proteinler 1, 1/2, 1/5 ve 1/10 olmak iizere
4 farkli dilisyon konsantrasyonunda test edildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
Kisspeptin ve GRP54 proteinleri i¢in en uygun 1/5 diliie protein oldugu bulunurken RFRP
proteinin i¢in bu katsay1 1/2 olarak tesbit edildi.
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3.5.6. ELISA Gen Spesifik Protein Miktar Tayini

Tiim soliisyonlar ve 6rnekler kullanim 6ncesi oda sicakligina getirilmelidir.

Her bir gene ait 50 ul standart 480, 240, 120, 60 ve 30 ng olacak sekilde kuyucuklara
koyuldu.

Ornekler 40 ul olacak sekilde kuyucuklara dagiltildi ve 10 ul seconder antibody
eklendi.

Tiim kuyucuklara 50’ser ul streptavidin-HRP eklendi. Daha sonra bir seal yardimiyla
kapatilan well-plate 37 °C de 60 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda wash buffer ile 5 kez yikama yapildi.

Yikama sonrasi 50 ul soliisyon A ve ardindan Soliisyon B eklenerek 37 °C de karanlik

ortamda inktibe edildi.

Son olarak 50 ul stop soliisyonu eklenerek 10 dk boyunca sartya donmesi beklenen

ornekler 450 nm dalga boyunda okutuldu.

Elde edilen veriler GraphPad Prism programi yardimiyla hesaplanmis olup protein

degerleri tesbit edildi.

3.6. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistic 22.1 paket programiyla gerceklestildi.
Viicut agirligi, besin tiiketimi, metilasyon yiizdeleri ve Kisspeptin, GPR54 ve RFRP
genlerinin mMRNA ekspresyonu ve protein miktarinin hesaplanmasiyla elde edilen verilerin
sonuglar1 grup ortalamalarina kars1 two-way ANOV A kullanildi. Gruplar arasi farkliliklarin
belirlenmesi i¢in Post-Hoc ¢oklu karsilastirma testi Duncan kullanildi. Gruplar arasi a-
anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak belirlenmistir. Grafikler GraphPrizm 9.0 programi ile

hazirlandi. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak sunuldu.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Testis Agirhgi

Uzun fotoperiyotta bulunan hamsterlerin kisa fotoperiyoda uyum saglayip
saglamadiklarini gozlemlemek amaciyla haftalik olarak testis agirligi olciildii. Uzun
fotoperiyotta yaklagik olarak 2 gram olan testis agirlig1 kisa fotoperiyoda alindiktan sonra

zamanla kiiglilerek 8. haftanin sonunda 0,5 grama kadar diistii (Sekil 5.).
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Paired Testes Weight [ PTW (g)]
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Sekil 5. Mesocricetus auratus tiiriinde 8 haftalik testis boyutu takibi. Paired Testes Weight
(PTW) yontemi kullanilarak 16L uzun fotoperiyotta tutulan bireyler 8L kisa fotoperiyota
alindiktan sonra mevsimsel adaptasyonlar1 takip edilmistir. Her bir nokta n=40 bireyin

ortalama+tstandart sapma degerini gostermektedir.
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4.2. Yem Tiiketimi

Kisa fotoperiyotta hamsterlerin daha fazla besin tiikettigi goriiliitken (p<0,05)
metilce zengin besin tiiketen hamsterlerin, normal besin ile beslenenlere gore daha fazla yem

tiikettigi goriilmektedir (p<0,05) (Sekil 6.).
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Sekil 6. Normal ve Metil Donér diyete tabi tutulan bireylerin giinlik yem tiiketim
kapasiteleri. 16L uzun ve 8L kisa fotoperiyota maruz birakilan bireyler her biri ayr kafeste
tutularak giinliik yem yeme kapasiteleri hesaplandi ve tabloda haftalik ortalama+standart

sapma olarak gosterildi. Her gurup igin 6rnek sayis1 n=20 dir.

4.3. Viicut Agirhg:

Bireylerin hem uzun hem de kisa fotoperiyotta agirliklar: haftalik olarak takip edildi.
Uzun fotoperiyotta (16L) normal besin ile beslenen bireylerde bireyler yaklasik 90g olup
takip eden haftalarda agirliklarinda bir degisiklik goriilmedi (p>0,05), metilce zengin besinle
beslenen bireylerde ise 6. haftadan sonra artig goriildii (p<0,05). Kisa fotoperiyotta (8L) ise

normal besin ile beslenen bireylerin agirliginda dnce azalis ardindan 4. haftadan sonra biraz
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artig goriilse de 6. haftadan sonra tekrar sabitlendigi goriildi (p<0,05). Ayrica Sekil 7°de

gorildiigii tizere kisa fotoperiyotta viicut agirliklar: uzun fotoperiyoda gore pek fazla bir artis

gostermedi (p>0,05)(Sekil 7.).
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Sekil 7. Normal ve Metil Donér diyete tabi tutulan bireylerin haftalik viicut agirhgi

degisimleri. 16L uzun ve 8L kisa fotoperiyota maruz birakilan bireyler her biri ayr1 ayri

haftalik olarak tartilarak, sekilde haftalik ortalamatstandart sapma olarak gosterildi. Her

gurup i¢in O6rnek sayist n=20 dir.

4.4. Metilasyon Miktari

Hamsterler giinlin 4 farkli zamaninda (isiklar agildiginda, giin ortasinda, 1siklar

kapandiginda ve gece yarisinda) dekapite edildi. Hipotalamus dokularindan DNAlar1 izole

edildikten sonra kit yardimiyla 5SmC global metilasyon miktarlari 6l¢iildii. Hem kisa hem de

uzun fotoperiyoda ait metilasyon miktarlar1 sekilde gosterildigi gibidir (Sekil 8.-9., Tablo

4).
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Sekil 8. Normal ve Metil Donér diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin 16L
uzun fotoperiyoda ait metilasyon yiizdeleri. Doku o6rnekleri 1siklar agildiginda
(n=5)(04.00), giin ortasinda (n=5) (12.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00) ve gece
yarisinda (n=5) (00.00) olmak iizere dort farkli zamanda alindi ve {i¢ tekrarli galisildi.
Degerler ortalama + standart sapma olarak gosterildi. Farkli harfler istatiksel olarak

anlamlilig: ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).

Tablo 4

Normal ve Metil Donér diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin 16L ve 8L

fotoperiyoda ait metilasyon yiizdeleri

Dekapitasyon Uzun Fotoperiyot (16L) Kisa Fotoperiyot (8L)
Zamani
Kontrol Metil Donor Kontrol Metil Donor
Beslenme Beslenme Beslenme Beslenme
Saat Ort. | Std. | Ort. Std. | Saat Ort. | Std. | Ort. Std.
Isiklar acildiginda | 04.00 | 20,47% | 1,88 | 18,85* | 0,41 | 12.00 | 13,12% | 1,78 | 457" 1,33
Giin ortasi 12.00 | 22,22* | 0,11 | 18,642 | 0,83 | 16.00 | 4,67° | 0,55 | 4,38° 1,22
Isiklar 20.00 | 20,21% | 0,41 | 31,67° | 0,11 | 20.00 | 4,97° | 0,50 | 6,85° 1,4
kapandiginda
Gece yarisi 00.00 | 20,292 | 0,52 | 24,92¢ | 1,99 | 04.00 | 4,88" | 0,79 ] 23,93¢ | 1,88

Uzun fotoperiyotta (16L) normal ve metilce zengin besin ile beslenen bireylerde

metilasyon yiizdeleri Sekil 8 ve Tablo 4’te verildi. Kontrol gruplarinda metilasyon miktari
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degismezken (p>0.05), metil beslenmenin oldugu 20.00 ve 00.00 gruplarinda metilasyon
miktar1 diger gruplara gore daha fazladir. En ¢ok metilasyonun oldugu zaman ise 1siklarin

kapandigi zamandir (20.00; p<0.05) (hipermetilasyon).
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Sekil 9. Normal ve Metil Donér diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin 8L
kisa fotoperiyoda ait metilasyon yiizdeleri. Doku 6rnekleri 1siklar agildiginda (n=5)(12.00),
giin ortasinda (n=5) (16.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00) ve gece yarisinda (n=5)
(04.00) olmak tizere dort farkli zamanda alind1 ve ii¢ tekrarli calisildi. Degerler ortalama
+standart sapma olarak gosterildi. Farkli harfler istatiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir

(Dunn's post hoc testi, p<0.05).

Kisa fotoperiyotta (8L) normal ve metilce zengin besin ile beslenen bireylerde
metilasyon yiizdeleri Tablo 4 ve Sekil 9°da verildi. Normal beslenme gruplarinda metilasyon
miktar1 sadece 12.00 grubunda artis gosterdi. Metil donor ile beslenen gruplarda ise artig
20.00 ve 04.00 gruplarinda olmasina karsin en fazla artis 04.00 grubunda (hipermetilasyon)
gergeklesti. Kisa fotoperiyotta hem kontrol hem de metil donérii 6geleriyle zengin beslenen

gruplarda metilasyon miktarlar1 diislis gosterdi.
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4.5. Gen Bolgelerinin Optimizasyonu

Optimizasyon islemleri sonucunda en uygun verinin elde edildigi baglanma ve

melting curve goriintiileri asagidaki gibidir (Sekil10.-11.).
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Sekil 10. 58 °C de 0.5 uM Forward ve 0.5 uM Reverse primer igeren gen bolgelerinin
baglanma goriintiileri a)Kisspeptin 6rnegi ve kisspeptin NTC b) GRP54 6rnegi ve GRP54
NTC c) RFRP 6rnegi ve RFRP NTC
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Sekil 11. 58 °C de 0,5 uM primer konsantrasyonunu i¢in Melt Curve goriintiisii

a) Kisspeptin geni b) GRP54 geni ¢)RFRP geni
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Deney uygulamalarinda ACTB gen bolgesi (housekeeping gen) normalizator olarak
kullanilmistir. Analiz guruplart igerisinde tiim gruplarin gen ekspresyon analizlerini

¢ikartmak icin 22€t (Bustin vd., 2009) metodu kullanilds.

4.6. Gen Regiilasyon Diizeyleri

Deney uygulamalarinda ACTB gen bolgesi (housekeeping gen) normalizator olarak
kullanildi. Analiz guruplart igerisinde tiim gruplarin gen ekspresyon analizlerini ¢ikartmak

icin 22¢t (Bustin vd., 2009) metodu kullanilda.
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Sekil 12. Normal ve Metil Donér diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin
16L uzun fotoperiyoda ait Kisspeptin gen regiilasyon miktarlari. Doku 6rnekleri 1siklar
acildiginda (n=5)(04.00), giin ortasinda (n=5) (12.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00)
ve gece yarisinda (n=5) (00.00) olmak iizere dort farkli zamanda alindi ve ii¢ tekrarh
caligildi. Degerler ortalama +standart sapma olarak gosterildi. Farkli harfler istatiksel olarak

anlamlilig: ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).

Normal beslenen bireyler kendi aralarinda degerlendirildiginde 1siklarin kapatildig:
saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir diisiis oldugu goriildii. Metilce zengin besin ile
beslenen bireylerde ise 1siklarin kapandigr 20.00 zaman diliminde en yiiksek kisspeptin

regaliisyonu izlendi. Isigin var oldugu saatlere bakildiginda normal beslenen bireylerde
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metilce zengin beslenen bireylere gore istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmektedir
(p<0,05). Karanlik fazin orta saati olan 0000’da ise her iki grup arasinda anlamli bir fark

goriilmedi (Sekil 12. ve Tablo 5.).
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Sekil 13. Normal ve Metil Donér diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin
8L kisa fotoperiyoda ait Kisspeptin gen regiilasyon miktarlari. Doku 6rnekleri 1siklar
acildiginda (n=5)(12.00), giin ortasinda (n=5) (16.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00)
ve gece yarisinda (n=5) (04.00) olmak iizere dort farkli zamanda alindi ve ii¢ tekrarli
caligildi. Degerler ortalama +standart sapma olarak gosterildi. Farkli harfler istatiksel olarak

anlamlilig1 ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).

Kisa fotoperiyota ait degerlere bakildiginda normal beslenen bireylerde isiklar
kapandigr 20.00 saatinde en yiiksek Kissl gen regiilasyonuna sahiptir. Metilce zengin
beslenen bireylerde ise en yliksek aydinlik fazin orta saatine denk gelen 16.00’da en yiiksek
oldugu goriilmektedir (p<0,05)(Sekil 13 ve Tablo 5.).
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Tablo 5

Normal ve Metil Dondr diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin 16 L ve

8L fotoperiyoda ait Kisspeptin gen regiilasyon miktarlari.

Dekapitasyon Uzun Fotoperiyot Kisa Fotoperiyot
Zamani
Kontrol Metil Donor Kontrol Metil Donor
Beslenme Beslenme Beslenme Beslenme

Saat Ort. Std. Ort. Std. | Saat | Ort. | Std. | Ort. Std.

Isiklar acildiginda | 04.00 | 12,38% | 0,07 | 10,91° | 0,03 § 12.00 | 3,37%| 0,01 | 3,77° | 0,01

Giin ortasi 12.00 | 12,05% | 0,05 | 8,73° | 0,02 § 16.00 | 3,83" | 0,01 | 4,77¢ 0,02
Isiklar kapandiginda | 20.00 | 7,85% | 0,02 | 49,56° | 1,51 | 20.00 | 4,1¢ | 1,17 | 3,98° | 0,01
Gece yarist 00.00 | 9,03° | 0,06 | 8,55° | 0,02 §J 04.00 | 3,522 | 0,01 | 3,44 0,01
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Sekil 14. Normal ve Metil Donér diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin
16L uzun fotoperiyoda ait GPR54 gen regiilasyon miktarlari. Doku 6rnekleri 1siklar
acildiginda (n=5)(04.00), giin ortasinda (n=5) (12.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00)
ve gece yarisinda (n=5) (00.00) olmak tlizere dort farkli zamanda alindi ve ii¢ tekrarli
caligildi. Degerler ortalama +standart sapma olarak gosterildi. Farkli harfler istatiksel olarak

anlamlilig1 ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).

Elde edilen verilere bakildiginda hem zamana bagli hem de beslenme diizenine gore
GRP54 gen regiilasyon sonuglari arasinda istatistiksel farklar degerlendirildi (p<0.05).
Normal beslenen bireylerde giin ortast (12.00) ve isiklarin kapatildigi (20.00) zaman
dilimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmese de bu degerler ile 1sklarin

acildig1 (04.00) ve gece yarist (00.00) ornekleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
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farklilik gortldi (p<0.05). Metilce zengin beslenen bireylerde ise giin ortasi (12.00) ve gece
yaris1 (00.00) arasinda anlamli bir fark goriilmezken (p>0.05) giiniin diger zaman dilimlerine
gore anlamli bir sekilde diisiik bulundu (p<0.05). En yiiksek deger normal beslenen
bireylerde karanlik fazin orta saatine denk gelen 00.00 saatinde goriilmektedir (Sekil 14. ve
Tablo 5.).
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Sekil 15. Normal ve Metil Donér diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin
8L kisa fotoperiyoda ait GPR54 gen regiilasyon miktarlari. Doku ornekleri 1giklar
acildiginda (n=5)(12.00), giin ortasinda (n=5) (16.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00)
ve gece yarisinda (n=5) (04.00) olmak tizere dort farkli zamanda alind1 ve {i¢ tekrarh
caligildi. Degerler ortalama +standart sapma olarak gosterild. Farkli harfler istatiksel olarak

anlamlilig1 ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).

GPR54 degerinin kisa (8L) fotoperiyotta normal beslenen bireylerde 1siklarin agildigi
(12.00) zaman dilimi iststistiksel olarak diger zaman dilimlerinden yiiksek 6l¢iildii (p<.0.05),
fakat diger zamanlar arasinda anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05). Metilce zengin diyete
tabi tutulan bireylerde ise 1siklarin kapandigi zaman dilimi (20.00) anlamli bir artig

goriiliirken (p<0.05), diger gruplarda fark bulunamadi (p>0.05) (Sekil 15.). Ayrica GRP54
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degerlerinde 16L-8L arasinda Kisspeptin degerleri kadar ¢ok farklilik goriilmemektedir

(Sekil 14.-15. ve Tablo 5.).

Tablo 6

Normal ve Metil Dondr diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin 16 L ve

8L fotoperiyoda ait GRP54 gen regiilasyon miktarlari.

Dekapitasyon Zamani Uzun Fotoperiyot Kisa Fotoperiyot
Kontrol Metil Donor Kontrol Metil Donér
Beslenme Beslenme Beslenme Beslenme
Saat | Ort. | Std. | Ort. | Std. § Saat | Ort. | Std. | Ort. Std.
Isiklar ag¢ildiginda 04.00 | 4,362 | 0,01 | 4,88° | 0,02 § 12.00 | 5,15* | 0,01 | 4,982 0,02
Giin ortasi 12.00 | 5,16 | 0,01 | 3,96° | 0,01 | 16.00 | 4,34° | 0,02 | 4,61° 0,02
Isiklar kapandiginda || 20.00 | 4,65° | 0,02 | 4,45% | 0,02 | 20.00 | 4,02° | 0,01 | 6,44° 0,05
Gece yarisi 00.00 | 6,599 | 0,03 | 3,30° | 0,01 § 04.00 | 4,06 | 0,03 | 4,762 0,01
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Sekil 16. Normal ve Metil Donér diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin

16L uzun fotoperiyoda ait RFRP gen regiilasyon miktarlari. Doku &rnekleri 1siklar
acildiginda (n=5)(04.00), giin ortasinda (n=5) (12.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00)

ve gece yarisinda (n=5) (00.00) olmak tlizere dort farkli zamanda alindi1 ve ii¢ tekrarl

caligildi. Degerler ortalama +standart sapma olarak gosterildi. Farkli harfler istatiksel olarak

anlamliligi ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).
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Sekil 17. Normal ve Metil Donér diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin
8L kisa fotoperiyoda ait RFRP gen regiilasyon miktarlari. Doku 6rnekleri 1siklar agildiginda
(n=5)(12.00), giin ortasinda (n=5) (16.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00) ve gece
yarisinda (n=5) (04.00) olmak iizere dort farkli zamanda alind1 ve ti¢ tekrarli ¢aligilmustir.
Degerler ortalama +standart sapma olarak gosterilmistir. Farkli harfler istatiksel olarak

anlamlilig1 ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).

Kisa fotoperiyotta ise normal beslenen bireylerde isiklar agildiginda (12.00)
istatistiksel olarak anlamli bir artig goriiliirken (p<0,05), metilce zengin diyete tabi tutulan
bireylerde gece yarisina (04.00) tekabiil eden zaman diliminde anlamli bir artig tespit edildi
(p<0.05). Uzun fotoperiyotta en yiiksek deger 74,80+0,61 iken en diisiik 15,21+0,09 olarak
1s1iklart agildigt saatte goriilmektedir. Kisa fotoperiyotta ise en yiiksek 17,50+0,12 degeri ile
normal beslenen bireylerde 1s1klarin agildig1 saatte goriiliirken en diisiik deger 14,7+0,04 ile

1isiklarin kapandigi saatte metilce zengin beslenen bireylere aittir (Tablo 7. ve Sekil 16.-17.).
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Tablo 7

Normal ve Metil Dondr diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin 16 L ve

8L fotoperiyoda ait RFRP gen regiilasyon miktarlari.

Dekapitasyon Uzun Fotoperiyot Kisa Fotoperiyot
Zamani
Kontrol Metil Donor Kontrol Metil Donor
Beslenme Beslenme Beslenme Beslenme

Saat Ort. Std. Ort. Std. § Saat Ort. Std. Ort. Std.

Isiklar acildiginda § 04.00 | 74,80* | 0,57 | 15,21° | 0,08 | 12.00 | 17,51* | 0,12 | 16,48b | 0,11

Giin ortas1 12.00 | 23,58° | 0,12 ] 15,86 | 0,09 } 16.00 | 16,11° | 0,15 | 15,67° | 0,13
Isiklar 20.00 | 21,85 | 0,19 | 15,74¢ | 0,07 | 20.00 | 15,29° | 0,15 | 14,64° | 0,04
kapandiginda

Gece yarist 00.00 | 15,29° | 0,23 | 15,66° | 0,08 | 04.00 | 15,05 | 0,11 | 16,84% | 0,12

4.7. ELISA Gen Spesifik Protein Miktarlari

Tiim gen regiilasyon degisimlerinin protein igerigine etkisinin gdézlenmesi igin
ELISA yontemi kullanilarak protein miktarlar1 l¢iilmiistir. Ozel kitler kullanilarak dlciilen

gen spesifik proteinlerin miktarlar1 Tablo 8.-10. ve Sekil 18.-23. aras1 gosterildi.

Uzun (16L) fotoperiyotta normal beslenen bireylerde 1siklarin agik oldugu 04.00 ve
12.00 saatlerinde alinan 6rneklerde 20.00 ve 00.00 saatlerine gore istatistiksel olarak anlaml
bir yiikseklik goriilmektedir (p<0.05). Bununla birlikte en yiiksek protein miktarinin metilce
zengin diyete tabi tutulan 20.00 Orneklerinin en yiiksek degeri gosterdigi tesbit edildi
(p<0.05). (Tablo 8. ve Sekil 18.).
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Sekil 18. Normal ve Metil Dondr diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin
16L uzun fotoperiyoda ait Kisspeptin protein miktart. Doku 6rnekleri 1siklar agildiginda
(n=5)(04.00), giin ortasinda (n=5) (12.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00) ve gece
yarisinda (n=5) (00.00) olmak tlizere dort farkli zamanda alindi ve ii¢ tekrarli calisildi.
Degerler ortalama +standart sapma olarak gosterildi. Farkli harfler istatiksel olarak

anlamlilig1 ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).

Kisa (8L) fotoperiyotta ise kisspeptin protein miktarlari normal beslenen bireylerde
isiklarin  acilma saati olan 12.00 ve gece yarisina tekabiill eden 04.00 saatlerinde
istatististiksel olarak daha diisiik gortildii. Metilce zengin diyetle beslenen bireylerde ise
151gm var oldugu 12.00 ve 16.00 saatlerinde 1518in olmadig1 saatlere nispeten istatistiksel

olarak anlamli derecede yiiksek goriildii (Tablo 8.).
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Sekil 19. Normal ve Metil Donér diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin
8L kisa fotoperiyoda ait Kisspeptin protein miktarlari. Doku 6rnekleri 1giklar agildiginda
(n=5)(12.00), giin ortasinda (n=5) (16.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00) ve gece
yarisinda (n=5) (04.00) olmak tizere dort farkli zamanda alindi1 ve ii¢ tekrarli calisildi.
Degerler ortalama +standart sapma olarak gosterildi. Farkli harfler istatiksel olarak

anlamlilig1 ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).
Tablo 8

Normal ve Metil Donor diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin 16 L ve 8L

fotoperiyoda ait Kisspeptin protein miktarlari.

Dekapitasyon Uzun Fotoperiyot Kisa Fotoperiyot
Zamani
Kontrol Metil Donor Kontrol Metil Donér
Beslenme Beslenme Beslenme Beslenme

Saat Ort. Std. Ort. Std. | Saat Ort. Std. Ort. Std.

Isiklar 04.00 | 159,18a | 10,26 | 153,14% | 19,60 | 12.00 | 156,65 | 21,29 | 168,056" | 10,54
acildiginda

Giin ortas1 | 12.00 | 159,61% | 7,49 | 140,87 | 4,22 | 16.00 | 160,61° | 10,77 | 182,97° | 2,59

Isiklar 20.00 | 123,06° | 10,64 | 219,53°¢ | 41,10 | 20.00 | 169,27 | 22,47 | 143,75 | 9,42
kapandiginda

Gece yaris1 | 00.00 | 138,07° | 26,41 ] 138,09° | 17,98 | 04.00 | 144,21® | 7,90 | 137,84* | 3,44

16L 151832 maruz kalan bireylerde, metilce zengin diyetle beslenen bireylerde GPR54
protein miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi. Normal beslenen
bireylerde ise gece yarisina tekabiil eden zaman diliminde (04.00) istatistiksel olarak bir artis
goriildii ( Tablo 9. ve sekil 20.) .
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Sekil 20. Normal ve Metil Donér diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin
16L uzun fotoperiyoda ait GRP54 protein miktart. Doku 6rnekleri 1siklar agildiginda
(n=5)(04.00), giin ortasinda (n=5) (12.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00) ve gece
yarisinda (n=5) (00.00) olmak iizere dort farkli zamanda alind1 ve {i¢ tekrarli galisildi.
Degerler ortalama #standart sapma olarak gosterildi. Farkli harfler istatiksel olarak

anlamlilig1 ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).

Kisa (8L) periyotta ise normal beslenen bireyler arasinda GPR54 protein miktari
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmezken (p>0.05), metilce zengin besin tiiketen
gruplarda 1siklarin kapali oldugu 20.00 ve 04.00 zaman dilimlerinde istatistiksel olarak
anlamli bir arti goriildii (p<0.05) (Tablo 9. ve Sekil 21.).
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Sekil 21. Normal ve Metil Donér diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin

8L kisa fotoperiyoda ait GRP54 protein miktari. Doku ornekleri isiklar agildiginda
(n=5)(12.00), giin ortasinda (n=5) (16.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00) ve gece

yarisinda (n=5) (04.00) olmak tizere dort farkli zamanda alindi ve ii¢ tekrarli calisildi.

Degerler ortalama +standart sapma olarak gosterildi.

anlamlilig1 ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).

Tablo 9

Farkli harfler istatiksel olarak

Normal ve Metil Donor diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin 16 L ve 8L

fotoperiyoda ait GRP54 protein miktarlari.

Dekapitasyon Uzun Fotoperiyot Kisa Fotoperiyot
Zamani
Kontrol Metil Donor Kontrol Metil Donor
Beslenme Beslenme Beslenme Beslenme
Saat Ort. Std. Ort. Std. J Saat Ort. Std. Ort. Std.
Isiklar 04.00 | 189,83% | 12,38 | 198,33% | 20,07 § 12.00 | 185,72% | 45,12 | 182,20% | 3,70
acildiginda
Glin ortasi 12.00 | 202,512 | 11,37 | 173,47* | 6,40 | 16.00 | 173,872 | 0,35 | 187,89 | 6,38
Isiklar 20.00 | 197,45% | 33,65 | 194,917 | 14,64 § 20.00 | 167,55 | 1,8 | 229,58 | 15,76
kapandiginda
Gece yarist | 00.00 | 242,37 | 31,01 | 179,34* | 7,96 | 04.00 | 162,91% | 0,31 | 191,78° | 8,99
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Uzun (16L) fotoperiyotta, RFRP protein seviyeleri normal beslenen bireylerde
1siklarin agilmasindan gece yarisina kadar olan siire iginde istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalig gosterdi (p<0.05). Farkli gruplar arasinda da anlamli istatistiksel farkliliklar
gozlemlendi (p<0.05). Metilce zengin beslenen grupta ise 1giklarin agildig: saatte (04.00) en
diisiik protein seviyeleri 6l¢iildii (p<0.05) (Tablo 10. ve Sekil 22.).
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Sekil 22. Normal ve Metil Dondr diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin
16L uzun fotoperiyoda ait RFRP protein miktari. Doku oOrnekleri 1siklar agildiginda
(n=5)(04.00), giin ortasinda (n=5) (12.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00) ve gece
yarisinda (n=5) (00.00) olmak {iizere dort farkli zamanda alind1 ve ii¢ tekrarli calisildi.
Degerler ortalama +standart sapma olarak gosterildi. Farkli harfler istatiksel olarak

anlamlilig1 ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).

Kisa (8 saat) fotoperiyotta, normal beslenen bireylerde giin ortasi ve gece yarisi
arasinda RFRP protein seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi
(p>0.05). Ancak, bu iki zaman dilimi ile 1siklarin agilis ve kapanis zamanlar1 arasinda
anlaml1 farkliliklar bulundu (p<0.05). Metilce zengin diyetle beslenen bireylerde, 1siklarin
acildig1 (12.00) saat ile gece yarisi (04.00) arasinda RFRP protein seviyelerinde anlamli bir
fark bulunmamaktadir (p>0.05). Bununla birlikte, giin ortas1 (16.00) ile 1siklarin kapali
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oldugu saat (20.00) arasinda anlaml1 bir diisiis gozlendi (p<0.05) (Tablo 10. ve Sekil 23.).

300+

Protein miktan (ng)

200-

100+

1200

1600

i~

2000 0400

=3 KONTROL BESLENME
mm METIL DONOR BESLENME

Sekil 23. Normal ve Metil Dondr diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin

8L kisa fotoperiyoda ait RFRP protein miktar1 Doku oOrnekleri 1siklar acgildiginda
(n=5)(12.00), giin ortasinda (n=5) (16.00), 1siklar kapatildiginda (n=5) (20.00) ve gece

yarisinda (n=5) (04.00) olmak tiizere dort farkli zamanda alindi1 ve {i¢ tekrarli galisildi.

Degerler ortalama +standart sapma olarak gosterildi.

anlamlilig ifade etmektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).

Tablo 10

Farkli harfler istatiksel olarak

Normal ve Metil Donor diyete maruz birakilan Mesocricetius auratus bireylerin 16 L ve 8L

fotoperiyoda ait RFRP protein miktarlari.

Dekapitasyon Uzun Fotoperiyot Kisa Fotoperiyot
Zamani
Kontrol Metil Donor Kontrol Metil Donor
Beslenme Beslenme Beslenme Beslenme
Saat Ort. Std. Ort. Std. | Saat Ort. Std. Ort. Std.
Isiklar 04.00 | 277,53* | 7,61 | 251,85° | 0,01 | 12.00 | 192,95* | 9,39 | 156,65° | 21,30
acildiginda
Giin ortasi 12.00 | 236,34° | 21,30 | 236,479 | 0,19 | 16.00 | 217,68 | 9,93 | 160,61¢ | 10,77
Isiklar 20.00 | 223,679 | 14,88 | 214,76 | 28,58 § 20.00 | 217,173° | 4,80 | 169,27¢ | 22,48
kapandiginda
Gece yarist | 00.00 | 192,12° | 0,03 | 232,42 | 27,84 | 04.00 | 213,78° | 7,07 | 144,21° | 7,90
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4.8. Tartisma

Cevresel faktorlere bagli olarak degiskenlik gosteren epigenetik regiilasyonlar
biliylime, gelisme ve hastalik risklerinde regiile edici eleman olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Faulk ve Dolinoy, 2011). Fotoperiyot ve beslenme sekli ¢evresel faktorlerin en 6nemli

ikisini olusturmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda her iki parametre de ele alindi.

Suriye hamsteri fotoperiyottan etkilenerek testis kompozisyonunu mevsimsel olarak
diizenleyen model bir organizmadir (Stetson ve Watson Whitmyre, 1976; Morales vd., 2007,
Pastor vd., 2011, Crosnoe ve Kim, 2013). Giin uzunlugunun 12.5 saatin altina diistigi
donemde testislerde spermatogenezis, steroidogenezis, sperm kalitesi ve testis agirhigi gibi
parametrelerde degisim gozlendiginden dolay1 yeniden diizenlemeye gidilir (Glindiiz ve
Stetson, 1994; Jin vd., 2002; Morgan vd., 2003; Butler vd., 2008, Morgan ve Shannonhouse,
2014). Kisa fotoperiyodun baglangicindan 3 hafta sonra testesteron sekresyonunda azalma
goriiliirken altinct haftadan itibaren atrofi baglamaktadir, sekizinci haftadan itibaren ise testis
morfolojisi ve fonksiyonlarinda gozle goriiliir degisimler meydana gelmektedir (Butler vd.,
2008; Nelson ve Zucker, 1987). Calisma sonucunda elde edilen veriler literatiirii destekler
niteliktedir (Sekil 5.). Kisa fotoperiyotta yapacagimiz calismalarin giivenilirligi agisindan
hayvanlarin kisa fotoperiyoda tam adapte oloduklarinin delili olan testislerdeki kiigiilme, bu

calismamizda da gergeklesmis olup, bu hayvanlar deneye alindi.

Epigenetik mekanizmalar ¢evresel faktorlerin degisimlerine bagli olarak
diizenlenmektedir (Szyf ve Bick, 2012). DNA metilasyonu sadece yasamin erken evrelerinde
degismekle sinirli kalmayip giinliik sirkadiyen ritimle birlikte de degisimler gostermektedir.
Bu fenomene gore epigenomun statik bir yap:1 olmadigi, aksine, ¢evresel faktorlere gore
duyarli ve uyarilabilir bir mekanizma oldugu savunulmaktadir. Yapilan caligmalarda bu
ritmik degisimlerin, fizyolojik ve metabolik faaliyetlerin diizenlenmesinde rol alan Clock
genlerin ekspresyon diizenlenmesinde etkili oldugu o6ne siiriilmektedir (Wang ve Zhou,

2021; LaSalle vd., 2013).

Suriye hamsterlerinde viicut agirhgindaki degisimler fotoperiyot tarafindan kontrol
edildiginden, bu ve benzeri bircok tiirde de sismanlik goriilmemektedir. Ancak M. auratus’da
viicut agirhigr diizenleme mekanizmalar1 heniliz net olarak aydinlatilamamistir. Gigli
fotoperiyodik ozellikler sergileyen Suriye hamsterlerinde, viicut agirligt ve yag icerigi

fotoperiyot tarafindan diizenlenir (Czyba, 1968). Calismamizda kisa fotoperiyotlarda, Suriye
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hamsterleri viicut agirliklarini uzun fotoperiyoda gore arttirmamistir. Bunun baslica nedeni
deneysel ¢alismamiz 2 ay ile sinirli oldugundandir. Agirlik artiglar1 genelde 6. Aydan sonra

baslamaktadir.

Sekil 6. ve Sekil 7. birlikte degerlendirildiginde bireylerin mevsime bagli olarak
agirhiklarinin arttigi goriilmektedir. Degisen viicut kitlesine bagli yem yeme kapasitesi de
dogru orantili bir bigimde artis gosterdi. Karakas ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklar
calisgmada, yem yeme kapasitesinin bireylerin boyutlar1 ile dogru orantili oldugunu
bildirmektedir. Calismamiz bu hipotezi destekler niteliktedir. Suriye hamsteri ile yapilan
caligmalarda fotoperiyoda bagli olarak bircok adaptasyon cevabi olusturulmaktadir
(Hoffman vd., 1965; Smit ve Smit-Vis, 1969; Figala vd., 1973; Rosen, 1973; Gordon vd.,
1986; Ithinji vd., 2022). Bu ritmik degisimler metabolizmal faaliyetler ile senkronize bir
sekilde gerceklestiginden dolayr akillara gen anlatiminin entegrasyonunda gorev

alabilecegini getirmektedir (LaSalle vd., 2013;Wang ve Zhou, 2021).

Metilce zengin besinin igerigi normal yeme gore biraz daha farkli olmasi, istah
uyarict hormonlar ile biiyiime hormonlarinin orantisal ¢alismasi nedeniyle yiiksek olabilir.
Hem insanlar hem de hayvanlar iizerinde yapilmis ¢alismalarda geng yasta metilce zengin
bir diyetle beslenilen bireylerin gelisimsel fonksiyonlarinin olumlu yonde etkilendigi
goriilmistiir (Ishii vd., 2014; Paternain vd., 2016; Ryan vd., 2018; Sahaa vd., 2019 Irvine
vd., 2022). ). Diger taraftan Giindiiz ve Okimoto’nun 2021 yilinda yaptiklar1 bir calismada
ise hamilelik doneminde metil doner beslenme yapilan hayvanlarin yavrulari ile normal
beslenen hamile hayvanin yavrulart dogumdan sonra yer degistirildiginde, her bir deney
grubunun wiicut agirlikalr1 benzer goriilmiistiir. Bu durum tiirden tiire degisse de, 6zellikle
melatonin ve leptin hormonlari ile yakimn iliskilidir. Ozellikle beslenme ile olan iligkisi

nedeniyle leptin hormonunun aktif oldugu dénem 6nemlidir.

Metilasyon seviyeleri, ortamda bulunan metil dondrleri ve metil transferaz
enzimlerinin varli§ina bagl olarak degisir. Uygulanan diyet DNA metiltransferaz
aktivitesini diizenleyebilir. Calisma kapsaminda her iki fotoperiyotta da 1siklar kapandiginda
metilasyon miktar1 arttig1 goriilmiistiir (Tablo 4. ve Sekil 8.-9.). Xia ve arkadaglarinin 2015
yilinda fareler iizerinde yaptiklar1 ¢caligmada karaciger dokusundaki metilasyon seviyeleri
1isiklar kapandiginda ve karanlik fazda pik yaptigr goriildi. Calismamizda elde ettigimiz
veriler literatiir bilgisiyle uyusmaktadir. Hipermetilasyon durumlarinda CpG bdlgeleri

metillenerek kapandigindan gen anlatimi da kapanmaktadir (Mathers,2007).  Suriye
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hamsterinin nokturnal canlilar oldugu géz 6niinde bulundurularak hangi gen bolgelerinin

kapatildig1 heniiz bilinmemektedir.

Hipometilasyon, onkogenezisin taninmasinda kullaniliyor olsa da hipermetilasyon
icin tam tersidir demek miimkiin degildir. Hipermetilasyonun, timdr supressor genlerde ya
da herhangi bir anlatim bolgesinin promotorunda olup olmamasi 6énemli bir unsurdur (Kulis
ve Esteller, 2010). Hipometilasyon {izerine bir¢ok ¢alisma olsa da hipermetilasyon
mekanizmasini agiklayan c¢aligmalar oldukca azdir. Metil donorii 6geleriyle zengin besinler
birgcok metabolizmal faaliyet gdsteren enzimlerin olusumunda farkliliklar olusmasina
sebebiyet verebilir (Samadien vd., 2019). Ayrica homoestainin metiyonine doniisiimiinde
olusan tek karbon metilasyonu sonucu hiperhomosisteinemia olusabilir. Bu da
metabolizmada defektler olusturmaktadir (Forman vd., 2005). 2007 yilinda Bonsch ve
ekibinin otuz 6grenci (15 kiz, 15 erkek) yaptiklari ¢alismada total genom metilasyonunun
gece daha yiiksek oldugu, erkeklerde de disilere gore yiiksek oldugu goriilmiistiir. Plazma
homosistein diizeylerinin de incelendigi arastirma ile verilerimiz olduk¢a benzerlik
gostermektedir. Metilce zengin bir diyet uygulanan bireylerde ergenlik ¢aginda gecikme
olmaktadir bunun yani sira ¢iftlesme esnasinda beklenen verimde azalma goriilmektedir

fakat olusan yeni dollerin yasam kalitesinin arttig1 gézlenmistir (Kohguchi vd., 2004).

Her igerik farkli bir enzim ya da hormonu etkilese de ¢aligsmalar metilce zengin
besinlerin metabolizmada etkili oldugunu gostermektedir (Tamai vd., 2011; Wu vd., 2020;
Villatoro-Santos vd., 2020). Tim bunlar birlikte degerlendirildiginde; metilce zengin
besinler ve fotoperiyot gibi ¢evresel faktorler Suriye hamsterlerinde iireme sagligi dahil
bircok mekanizmay: etkilemektedir diyebiliriz. ilerleyen ¢aligmalarda, epigenetik

degisimlerin gen spesifik diizeyde incelenmesi planlanmaktadir.

Kisspeptin ve reseptor sistemi, olgun bir yumurtanin gelisiminde kritik bir rol
oynadig1 ve dogurganliga katkida bulundugu yumurtalik gibi diger organlarda da bulunur
(Padda vd., 2021). Kisspeptin, fizyolojik rollerine ek olarak, polikistik over sendromu ve
hiperprolaktinemi ile iliskili kisirlik sorunlar1 gibi patolojik durumlarda da rol oynadigi
gosterilmistir (Padda vd., 2021). Hipogonadizm ve erken ergenlik gibi durumlarin yonetimi
icin kisspeptin analoglar1 ve antagonistlerinin kullanilmasina yonelik gelecekte beklentiler
vardir ve kisspeptinin bir hastalik belirteci olarak potansiyel kullanimini degerlendirmek i¢in
calismalar yiiriitiilmektedir (Padda vd., 2021). Onceki ¢alismalar, Mesocricetus auratus'un

hipotalamusunda Kiss1 ve GPR54 ekspresyonunun fotoperiyot tarafindan modiile edildigini,
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daha uzun fotoperiyotlarin daha yliksek ekspresyon seviyeleri ile iliskili oldugunu
gostermistir (Franssen ve Tena-Sempere, 2018, Balkan, 2023). Calismamizda elde edilen

bulgular da bu bilgiyi destekler niteliktedir (Tablo 5. ve Sekil 12.-13.).

GnRH salimimiin diizenlenmesi, GPR54 ve kisspeptin sistemlerinin fonksiyonel
sinyallesmesine baglidir (de Roux vd., 2003; Seminara vd., 2003; Topaloglu vd., 2012).
Kisspeptin, Kissl geni tarafindan {iiretilen ve 6zellikle puberte ile ovulasyon gibi ilireme
stireclerinde 6nemli rol oynayan bir nérohormondur. Kisspeptinin etkisi, GnRH {ireten
hiicrelerde bulunan KisslR (veya GPRS54) reseptorleri araciligiyla gergeklesir. Bu
reseptorlerin aktivasyonu, hipotalamik-hipofizer-gonadal aks1 modiile ederek oviilasyon ve

ergenlik gibi tireme islevlerini etkiler (d'Anglemont de Tassigny ve Colledge, 2010).

Diger iki hipotalamik noropeptit olan kisspeptin ve RFamide ailesinden olan
gonadotropin inhibe edici hormonun (GnlH) iireme fonksiyonlar1 {izerine anahtar rol
oynadigi bulunmustur (Mason vd., 2007; Simonneaux vd., 2013). Bu tez ¢alismasinda, GnlH
(RFRP-3) mRNA seviyelerinin, 1s1ga bagimli oldugu belirlenmistir (Tablo 7. ve Sekil 16.-
17.). Deney gruplarinda ise mRNA seviyesinin aydinlik fazda en yiiksek oldugu
belirlenmistir. Insan RFRP geni, GnIH peptidinin gonadotropin sekresyonu iizerindeki
inhibitor aktivitesi ile iliskili olan kus GnIH genine ortologdur (Tsutsui vd., 2000; Johnson
vd., 2007). Memelilerde GnIH, GnRH néronlar1 yoluyla dolayli olarak gonadotropin
salinimini etkileyebilir. Suriye hamsteri de dahil olmak {izere bir¢ok kemirgen ¢alismasinda,
bu sinirlerin baglandigt GnRH hiicrelerinin sayisina kiyasla, medyan eminensin dis
tabakasinda ¢ok az GnlH-immunreaktif hiicre bulunmustur (Johnson vd., 2007).
Memelilerde RFRP-3 geni mediobasal hipotalamusta bulunan néronlarda ifade olmaktadir
(Kriegsfeld vd., 2006; Revel vd., 2008).

Fotoperiyot, melatonin ve RFRP arasindaki iliski karmasik ve dinamiktir. Kis
aylarinda yasananlar gibi kisa fotoperiyotlarda melatonin salgilanmasi artar ve bu da iireme
fonksiyonunun baskilanmasina yol agar (Erratum, 1997). Tersine, ilkbahar ve yaz
aylarindaki daha uzun fotoperiyotlar melatonin salgilanmasinin azalmast ve RFRP
ekspresyonunun artmasiyla iliskilidir ve sonugta gonadotropin salinimini uyarir ve iireme

aktivitesini destekler (Kinch vd., 1986).

Kisspeptinin ritmik salimiminin GnRH ile olan iliskisinin ger¢ek zamanl

gosteriminde genelde LH hormonun da ki artis ya da azalisa gore bir iligki ortaya konmakla
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beraber bizim c¢alismamizda LH 6l¢limii yapilmadigi i¢in bu durumu goz 6niine almadik.
Balkan (2023) yaptigi tez ¢alismasinda pinealektomi araciligi ile melatonin
uzaklagtirnlmasinin  bu sonuglar1 verdigi, melatonin verilmesi ile dogrulanmay1
beklemektedir. Melatonin Kissl'i diizenliyorsa, 57 melatoninin dogrudan Kisspeptin
noronlari tizerinde, ara hedefler (néronlar) araciligiyla m1 yoksa her ikisi araciligiyla m1 etki

ettigini belirlemek 6nemli oldugunu vurgulamaktadir.

Suriye hamsterinin fotoperiyottaki degisikliklere dogru sekilde yanit verme yetenegi,
iireme davraniglarini optimum c¢evre kosullariyla senkronize etmek icin kritik Ooneme
sahiptir. Ancak iklim degistik¢e bazi tiirlerin fotoperiyodik yanitlarinda genetik bir degisim
yasadigina dair kanitlar vardir ve bu da lireme dongiileri ile mevsimsel ¢evre arasinda bir

uyumsuzluga yol agabilir (Bradshaw ve Holzapfel, 2001).

Calismamizda KISS1, KISS1-R ve RFRP gen regiilasyonlarmin yani sira protein
ifadeleri giin icerisindeki degisimlerini arastirmanin yani sira global DNA 5mC metilasyon
yiizdeleri de gosterilmistir. Bu alanda sinirli sayida ¢alisma olmasi nedeniyle kesin ifadeler
kullanmak ¢ok miimkiin olmamakla birlikte memeli tiirlerinde ¢ok sayida elde edilen kanit,
GnIH ve kisspeptin’in HPG ekseninin kilit birer diizenleyicileri oldugunu gostermektedir.
Bugiine kadar incelenen tiim tiirlerde, dogrudan veya dolayli kanitlar GnIH ve kisspeptin’in
GnRH sistemi seviyesinde ve hipofiz gonadotroplari {izerinde bir rolii oldugunu

diistindiirmektedir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Calismamizda farkli fotoperiyotlarda, normal ve metilce zengin diyete maruz
birakilan Mesocricetus auratus tiiriinde hipofizial gonadal eksen iizerinde yer alan KIiSSI,
KiSS1-R ve RFRP genlerinin ekspresyon diizeyleri gen regiilasyonu {izerinden
hesaplanmistir. Beraberinde bu gen bolgelerinin ifadesi olan protein miktarlarina da
bakilmistir. Ayrica epigenetik diizeyde global DNA metilasyon yiizdelerine de bakilmaistir.
Deney diizenegine gore giinlin dort farkli zaman diliminde Ornekler birbiri ile

karsilastirilmistir.

Mevsimsel degisimin hem gen ekspresyonlar1 (KiSS1, KiSS1-R ve RFRP) iizerinde
etkili oldugu hem de epigenetik diizeyde DNA metilasyonunu etkiledigi goriiliirken, giin
icindeki 1s1k-karanlik etkilesimleri de oldukga farklilik gostermektedir. Bu durumun ana
nedenleri hakkinda literatiirde bosluklar goriilmektedir. Bu a¢igin kapatilabilmesi igin
CLOCK genleri ile birlikte bakilacak gen bdlgelerinin epigenetik diizeyde degisimlerinin

gosterilmesi gibi daha ileri ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir.

Ayrica 5SmC global DNA metilasyon yiizdesi bakilan bu deney diizeninde,
arastiritlmasi planlanan her bir gen bdlgesi de bisiilfit yontemiyle teker teker metilasyonun
gen diizeyindeki yiizdeleri arastirilabilinir. Ayrica bu ¢alismanin devaminda HPG ekseninde
yer alan tim hormonlar ve protein ifadelerinin de ilerideki yapilacak ¢aligmalara dahil

edilmesi planlanmaktadir.
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