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ONSOZ

Iz elementlerden ¢inko; sperm kalitesini arttirmasi, istah diizenlemesi,
antioksidan sistemler, bagisiklik sistemi, DNA eslesmesi gibi bir¢ok biyokimyasal
reaksiyonda gorev almasi bakimindan hayati 6neme sahiptir. LH, TSH, testosteron,
leptin gibi hormonlarin regiilasyonunda rol oynadig1 konusunda elde edilen bilgiler
¢inkonun koyunlarda seksiiel sikluslarin harekete gecirilmesi, koglarda sperm
kalitesinin artirilmasi ve libidonun iyilestirilmesinde 6nemli gorevler alan ve
birbirleriyle baglantili olarak ¢alisan Kisspeptin ve melatonin hormonlarininda tiretim
ve salinimlarint etkileyebilecegi diisiincesini dogurmus, bu noktadan hareketle
normal rasyonlarina 100 mg/kg/KM ZnO ilave edilen Kivircik Melezi koglardan bir
yil boyunca her ay alinan kan 6rneklerinde plazma melatonin ve kisspeptin diizeyleri

olgiilerek ¢inkonun bu diizeylere etkileri arastirilmistir.

Arastirmanin yiriitilmesindeve ornek alimlarinda yardimci olan Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim
Dali Baskani Prof. Dr. Melih AKSOY ve Arastirma Goérevlisi Ugur UCAN’a,
plazma 6rneklerinin analizlerinde yardimlarini esirgemeyen Selguk Universitesi Spor
Bilimleri Fakiiltesi Doktor Ogretim Uyesi Erdal DASGIN, Selguk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Arastirma Gorevlisi Beyza SUVARIKLI ALAN ve Uzman Avni

ILIK’ e katkilar1 i¢in sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR.

ng: Mikrogram.

CA: Canli1 Agirlik.
CRH: Kortikotropin Relaising Hormon.

dl: Desilitre
DM: Dry matter.

DNA: Dezoksiribontukleik asit.
EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit.

ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay.
Era: Ostradiol Reseptdrii-o.

fmol: femtomol

FSH: Folikiil stimiile edici hormon.

GABA: y- aminobiitirik asit

GnRH: Gonadotropin relaising hormon.

HDL: High dansity lipoprotein.
IU: internasyonal {inite.
Lv. :Intravendz

kDa: Kilodalton

Kiss1-R: Kisspeptinl- reseptorii.
KM: Kuru madde.

LDL: Low dansity lipoprotein.
LH: Luteinize edici hormon.

ul: mikrolitre

mmol: milimol

MRNA: Haberci RNA.

MSH: Melanosit stimiile edici hormon.



n: Ornek sayis1

NEFA: Non esterified fatty acid.
ng: nanogram

p: Istatistiki deger

pg: pikogram

pmol: pikomol

ppm: Milyonda bir.

RNA: Riboniikleik asit.

Si: Ortalama degerin standart hatasi

STAT: Sinyal iletici ve transkripsyon aktivatorii.

TSH: Tiroid stimiile edici hormon.
X: Ortalama deger

Xmin - En diistik deger

Xmax - En yliksek deger

ZnMet: Cinko metionin

Zn0O: Cinko oksit

ZnSQOy: Cinko siilfat
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T.C.
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Koglarin rasyonlarina eklenen ¢inkonun kisspeptin ve melatonin diizeylerine olan
etkisinin arastirildigi ¢alisma 2 yasinda 6’s1 kontrol, 6’s1 deneme grubu olmak {izere 12bas
Kivircik Melezi kogta 1 yil siirdiiriilmiistiir. Ad libitum kuru yonca samani yani sira kontrol
grubuna 25 mg/kg/KMZnO, deneme grubuna 125 mg/kg/KM ZnO igeren karma yemden
(arpa, tuz ve standart olarak vitamin-mineral karmasi) hayvan basina ginlik 150 g
verilmistir. Deneme siiresince her ay koglardan aliman kan orneklerinden kazanilan

plazmalarda Elisa yontemiyle kisspeptin ve melatonin diizeyleri dl¢iilmiistiir.

Melatonin diizeyleri kontrol ve deneme gruplarinda mevsimsel degisimler gostermis,
kontrol grubunda nisan ayinda 22.1+14.1 ng/L bulunan diizeyler, haziran ayinda yiikselmeye
baslamis (93.8+45.5 ng/L) ve eyliil ayindan sonra tekrar gerilemistir. Deneme grubunda
benzer bir seyir gozlenmis, nisan ayinda 62.8426.2 ng/L. olan diizeyler haziran ayinda
164.5£61.7 ng/L’ye ulasan ve ekim ayina kadar yiiksek olan diizeyler kasim ayinda hizli bir
diistisle 46.6+26.5 ng/L’ye kadar gerilemistir. Cinko ilaveleri deneme grubunun diizeylerini
belirgin olarak artirmasina karsin, bireysel degerlerin ¢ok degiskenlik gostermesi nedeniyle

farkliliklar istatistik agidan anlamli bulunmamustir.

Kisspeptin diizeylerinde de melatonin diizeylerine benzer sekilde mevsimsel
degisimler gozlenmis kontrol grubunda nisan ayinda gozlenen diizeyler (92.6+54.0 ng/L)
mayis ayinda ylikselmeye baslamis ve haziran ayinda en yliksek diizeylere ulastiktan sonra
(356.6+184.6 ng/L) ekim ayina kadar (216.4+£193.7 ng/L) yiiksek seyretmis ve kasim ayinda
baslayarak hafif bir gerileme goriilmiistir. Deneme grubunda nisan ayinda gdzlenen
209.8494.4 ng/L’lik diizeyler kontrol grubuna benzer bir sekilde haziran ayinda en yiiksek
degere ulagsmus (514.2+180.4 ng/L), ekim ayina kadar hafif salinimlarla korunan diizeyler
kasim ayinda hizli bir diisiisle 215.5£124.8 ng/L’ye kadar gerilemistir. Deneme kontrol
gruplar1 arasinda Ozellikle yaz aylarinda ve iireme donemlerinde Onemli farklar
gbzlenmesine karsin, bireysel degerlerin biiyiik salinimlar gostermesi nedeniyle farkliliklar

istatistik acidan 6nemli bulunamamustir. Sonu¢ olarak koglarda melatonin ve kisspeptin
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diizeylerinin mevsimsel degisimler gosterdigi ve zellikle tireme donemlerinde kisspeptinde
daha belirgin olmak tizere 6nemli derecede arttig1, ZnO’in hem melatonin hem de kisspeptin
diizeylerini yine iireme donemlerinde Onemli derecede etkiyebilecegi, ancak bireysel
degerlerin biiyiik degisimler gostermesi nedeniyle kesin bir kaniya ulagsmak i¢in daha fazla

sayida hayvan igeren gruplarda ¢alisilmasinin zorunlu oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, Kisspeptin, Cinko, Kog¢

SUMMARY

REPUBLIC of TURKEY
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The study that researched the effect of zinc added to the rations of rams on
Kisspeptin and melatonin levels was continued on 12 Kivircik crossbreed rams (6 control, 6
experimental) for 1 year. In addition to the ad libitum dry trefoil straw, was given mixed feed
(barley, salt and vitamin-mineral mixture as standard) supplemented with 25 mg/kg/ DM
ZnO, for the control group and the 125 mg/kg/ DM ZnO for experimental group per day.
During the study, blood samples were taken once a mounth and Kisspeptin and melatonin

levels were measured in plasmas obtained from blood samples with Elisa.

Melatonin levels showed seasonal changes in both control and experimental groups.
The levels of the control group were found 22.1+£14.1 ng/L in April, started to alter (93.8+
45.5 ng/L) in June and decreased after September. A similar progress was observed in the
experimental group, the levels of melatonin were found 62.8+26.2 ng/L in April, 164.5+61.7
ng/L in June, and the highest levels until October decreased dramatically to 46.6+26.5 ng/L
in November. Although zinc supplementation significantly altered the levels of the
experimental group, the differences were not statistically significant, due to individual values

were highly variable.

Kisspeptin levels, similar to the levels of melatonin, seasonal changes were observed
in the control group. The levels observed in April started to alter in May and after reaching
the highest levels in June (356.6+184.6 ng/L) remained high until October (216.4+193.7
ng/L) and a slight decrease was observed starting from November. In the experimental
group, the levels of 209.8+94.4 ng/L observed in April reached the highest level in June,
similar to the control group (514.2+180.4 ng/L). The levels maintained with slight releases
until October and decreased rapidly to 215.5+124.8 ng/L in November. Although significant
differences were observed between experimental and control groups especially during the
summer months and reproductive periods, differences were not found to be statistically
significant because of the large variations of individual values. As a result, it can be said that
melatonin and kisspeptin levels in rams showed seasonal changes and increased significantly
during the reproductive periods, in Kisspeptin levels more specifically, ZnO can be

significantly affective both melatonin and kisspeptin levels in reproductive periods, however,
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because of the individual values that shows large variations, it is essentially to work in

groups with large numbers of animals in order to reach a definite conclusion.

Keywords: Melatonin, Kisspeptin, Zinc, Ram



1. GIRIS
1.1. Cinko

Cinkonun vitamin sentezi, hormon iiretimi, enzim aktivasyonu, enerji iiretimi,
tireme, bliylime ve gelisme gibi hayati fonksiyonlara aracilik eden iz elementlerin
psikolojik isleyisler i¢in hayati onem tasimakta oldugu ve eksikliklerinde biiylime ve
gelismede gerileme, lreme bozukluklar, verim kaybi, bagisiklik sisteminin
zayiflamast ve histolojik olarak organlarda yapisal bozukluklara yol agtig1
bildirilmektedir (Haenlein ve Anke 2011).

1.1.1. Cinkonun Emilimi ve Metabolizmasi

Cinko emiliminin biiyiikk bir kismi ince bagirsaklarda gergeklesirken kiigiik
oranlarda midedede gergeklestigi, ruminantlarda rumen ve retikulumdaki ¢inko
emiliminin obamasuma goére daha yiiksek oldugu, ¢inko emilim mekanizmasi tam
olarak ag¢ikliga kavusmamis olmakla birlikte fareler iizerinde yapilan bir ¢calismayla
¢inko emiliminin periseliiler tasiyici sistemlerle gergeklestigi ve mikrovilluslar

tarafindan sinirlandirildig: bildirilmistir (Rucker ve ark 1994).

Plazmadaki ¢inko’nun %30 oraninda globluline baglanirken %70 oraninda
albumine baglandigi, karacigerde ve kemikte bulunan ¢inko depolarinin Sadece
diyetle alinan ¢inko ile arttirilabildigi, gelisim donemindeki canlilarda kemik ¢inko
diizeylerinin ¢inkodan yararlanmanin parametresi olarak kullanilabilecegi, sa¢ ¢inko
diizeylerininse ¢inko yetmezliklerinin tamisinda kullanilabilecegi, karacigerde
metallotionin yapisinda depolanan ¢inkonun temel atilim yolunun diski oldugu

bildirilmistir (Rucker ve ark 1994, Kalaycioglu ve ark 2006).

Organik kaynaklardan elde edilen ¢inkonun biyo-yararlaniminin inorganik
cinkoya gore daha yiiksek oldugu ortaya konmus, iyonize ¢inko ve aminoasit
soliisyonundan selasyonla elde edilmis ya da kismen hidrolize edilmis protein ve
inorganik ¢inko kaynaklarindan olusmus organik ZnMet’in (¢inko metionin)
bogalarda bir yandan plazma, karaciger, bobrek ¢inko seviyelerini yiikseltirken, bir
yandan da karkas agirligint 6nemli derecede artirdigi, tirnak kalitesini iyilestirdigi,
bildirilmistir (Spears 1996, Spears ve Keagley 2002, Kessler ve ark 2003, Wrightand
ve Spears 2004).



Hassan ve ark (2011) inorganik (ZnSO,) ve organik (ZnMet) kokenli Zn’nun
bazi verim 6zelliklerine etkilerini Misir’in Barki irki koyunlarinda incelemisler, siit
iiretimi ve antioksidan kapasitedeki artisin organik Zn kullanilan gruplarda daha
yiksek oldugunu, ancak kan ya da rumen parametrelerinde bir farklilik

goriilmedigini bulmuslardir.

Cinko toksikasyonu ile ilgili vakalar ile sik karsilasilmamakla birlikte
diivelerin ve tosunlarin giinlik 500 mg c¢inko ilavesine toleransli oldugu, 900 mg
¢inko ilavesinde verim diistikligli gozlendigi, siit¢ii ineklerin 1300 mg g¢inkoya
tolerasyonlu oldugu fakat siit veriminde diismeler gozlendigi, zayif ve anemik
buzagilarda ¢inko toksikasyonuna bagli 6liimlerle karsilagildigi, kiiglik ruminantlarda
cinko toksikasyonunun (Giinlik rasyona 1200 mg/kg) gelisim donemindeki
kuzularda kilo kaybina, deri alti1 6deme, proteiniiriye ve asitese yol agarken, gebe
koyunlarda (Gunliik rasyona 750 mg/kg) abortlara yol agtig1 saptanmustir (Ott ve ark
1966a, 1966b, 1966¢, Davies ve ark 1977, Allen ve ark 1983).



Cizelge 1.1. Bazi ruminantlarin ¢inko gereksinimleri. (ARC: Agricultural Research
Council 1980, NRC: National Research Council 1985, National Research Council
2001)

GEREKSINIM
mg/giin KM
Buzag:

40 Kg CA 28 28 | ARC (1980)

80 Kg CA 69 34 | ARC (1980)
Diive 500 Kg CA 310 31 NRC (2001)
Inek 650 Kg CA 1261 63 NRC(2001)
Okiiz 100-300 Kg CA 95-188 17-35 | ARC (1980)
Kuzu 10 Kg CA 9,7 24 ARC (1980)
Kuzu 20 Kg CA 20 32-36 | ARC (1980)
Kuzu 40 Kg CA 29 29-49 | ARC (1980)
Koyun Gelisim Dénemi 20 NRC (1985)
Koyun Ureme Dénemi 33 NRC (1985)
Koyun Gebelik Dénemi 34 20-24 | ARC (1980)
Koyun Laktasyon Donemi 46-94 24-39 | ARC (1980)

1.1.2. Cinkonun Fonksiyonlari

Yaklasik 300 enzimin integral bir komponenti olan Zn karbonik anhidraz,
alkalin fosfataz, RNA ve DNA polimeraz, timidin kinaz, karboksipeptidaz, alkol
dehidrogenaz, siiperoksit dismutaz gibi dnemli metalloenzimlerin yapisinda prostetik
grup olarak yer aldigi, karbonhidrat, lipid, niikleik sentezi ile niikleik asit
metabolizmasinda 6nemli rol oynadigi, deniz iriinleri, huhubat, baklagil ve sert
kabuklu yemislerde bol miktarda bulunan c¢inkonun tat ve koku reseptorlerinin
diizenli olarak ¢alismasini sagladigi, ¢inko-insiilin metal kompleksi halinde insiilinin

viicutta depolandig1 bilinmektedir (Kalaycioglu ve ark 2006).

Cinkonun yapilarina katildigi enzimler araciligiyla metabolik olaylarda,

biiyiime ve gelismede yaygin olarak gorev aldigi, annede gelisen Zn eksikliklerinde
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de fotus gelisimi bozukluklar1 ve zayif yavru dogumlarimin sekillendigi bildirilmistir

(Prasad ve Kundu 1995, lan Darnton 2013).

Kundu ve ark (2014) Teresa irki kegilerde 50 ve 100 ppm diizeyinde rasyona
eklenen ZnO’nun reprodiiktif performansa etkilerini arastirmislar ve Ostrusun
olusumunu, gebelik orani, yavru sayisi 0strus dongiisiinii anlamli sekilde diizelttigini
saptamislardir. Bazal olarak 12.3 ppm ¢inko bulunan rasyonlara, 0, 50, ve 100 ppm
ZnO eklemisler birinci grup rasyonuna Oppm, ikinci grup rasyonuna 50 ppm, ti¢iincii
grup rasyonuna 100 ppm giinliik tiiketilecek sekilde ¢inko oksit ilave etmisler ve
tedavi gruplarinda kontrol grubuna gore Ostrus baslangici ve gebelik oranlarinda

kayda deger artislar gozlemislerdir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Cinko takviyelerinin teressa irki kegilerde reprodiiktif performansa

etkisi. p<0.05 (Kundu ve ark 2014)

Reprodiiktif Parametreler | Kontrol (n=6) | 50 ppm ZnO (n=6) | 100 ppm ZnO (n=6)
Ostrus, % 66,66 (4)° 83,30(5)* 100(6)
Gebelik Oran1, % 50,00 (3)° 66,66 (4)® 100 (6)°
Yavru Orant, % 87,50 (3)° 90,90(4)® 91,70(5)?
Ostrus Dongiisii, giin 25,30+0.42° 20,40+0.37% 17,700.34°

Kozat ve ark (2007) biiytime geriligi goriilen (n=50) ve saglikli 1 yasindaki
koglarin (n=20) serum Zn, Cu ve Co diizeyleriyle, glikoz T3, T4 ve TSH
konsantrasyonlarini belirlemisler, kan glikoz (p<0.001) ve T3 (p<0.01) diizeyleriyle,
incelenen iz elementlerden Zn (p<0.001), Cu (p<0.01) ve Co (p<0.01)
konsantrasyonlarinin biiylime geriligi goriilen koglarda anlamli derece diisiik
oldugunu, T4 ve TSH diizeylerinde ise Onemli bir farklilhik bulunmadiginm
gozlemisler, normal biiylime i¢in Zn basta olmak iizere iz elementlerin Yyeterli

miktarlarda alinmasinin zorunlu oldugunu vurgulamislardir.
1.2. Leptin

Leptin 16 kDa agirliginda 167 aminoasitten olusan, 7. kromozomun uzun
kolunda yer alan Ob geninden kodlanan protein yapida bir hormondur. Viicutta
baslica adipoz dokudan sentezlenen leptinin diisiik oranlarda plasenta, mide

mukozasi, iskelet kasi, hipofiz ve meme bezi tarafindan da salgilandig1



bildirilmektedir (Zhang ve ark 1994, Pelleymounter ve ark 1995, Mercer ve ark
1996). Kanda serbest ve proteine bagli iki ayr1 formda bulunan leptinin serbest
formunun aktiviteden sorumlu oldugu saptanmistir (Campfield ve ark 1995,

Friedman ve Halaas1998).

Leptinin dolasimdaki yarilanma Omriiniin yaklasik 30 dakika oldugu ve
pulsatif olarak 6glinlerden 2-3 saat sonra salgilandigi, sabah saatlerinde pik yapan
hormon diizeylerinin 6gle saatlerinden sonra tekrar bazal diizeylere geriledigi, serum
diizeylerinin kadinlarda erkelere gore yiiksek seyretmesinin kadinlarda yag
dokusunun fazlahigindan koken alabilecegi one siiriilmektedir (Boden ve ark 1996,
Ostlund ve ark 1996).

Leptinin kesfinden 6nce obezitenin nedenleri arasinda; viicut 1sisina bagli
olarak enerji harcanmasindan viicut agirli§inin etkilenmesi, enerji depolarinin plazma
glikozu tarafindan regiile edildigi glikostatik teori ve kanda bulunan yag
metabolizmasi tirtinlerinin spesifik reseptorlerle baglanarak yag dokunun olusumunu
artirmasindan  kaynaklandigini  ileri stiren lipostatik teorinin  bulundugu
bildirilmektedir (Castracane ve Henson 2007). 1994 yilinda Friedman ve arastirma
ekibi tarafindan Rockfeller Universitesinde bulunan Friedman laboratuvarida Ob
geni tizerinden kodlanan leptin hormonu ve Ob geni tarafindan kodlanan leptin
reseptoriiniin kesfedilmesi ve 1996 yilinda rekombinant fare leptini uygulanan
mutant farelerin canli agirliklarinin %40 oraninda kaybolmasi viicut agirliginin

kontroliinde leptinin etkili oldugunu gostermistir (Castracane ve Henson 2007).
1.2.1. Leptin Salininimi ve Etki Mekanizmasi

Adipoz hiicrelerde sentezlenen leptinin bir kism1 plazmada bazal diizeylerde
dolasirken, bir kisminin da adipoz hiicrelerin endoplazmik retikulumunda
depolandigi, bu depolanan leptin hormonunun saliniminda insiilin = ve
deksametazonun etkisi oldugu ve her ikisininde plazma leptin seviyesini iki katina
cikarabildigi bildirilmistir (Bradley ve Cheatham 1999).

Adipositlerden herhangi bir nedenle leptin salinimiyla birlikte hormonun
cesitli hipotalamik ¢ekirdek bolgelerinde reseptoriiyle baglanmak iizere bir sinyal
yolu olusturdugu tespit edilmistir (Mercer ve ark 1996, Spanswick ve ark 1997,
Friedman ve Halaas 1998). Satoh ve ark (1997) hipotalamik lezyonlar1 olan ob



(leptin defektli) fareler ile db (leptin reseptorii defektli) farelerin canli agirlik
artiglarinin ayni oldugunu goézlemlemisler ve leptinin hipotalamusla olan iliskisini
ortaya koymuslardir. Halaas ve ark (1997) intraserebral leptin enjeksyonu yapilan
farelerde gida tiikketiminde diisme ve canli agirlik kayb1 gozlenirken, periferal leptin
enjeksyonu uygulanan farelerde herhangi bir etkinin goriilmemesinin leptin-

hipotalamus arasindaki baglantinin kaniti oldugunu 6ne stirmiislerdir.

Friedman ve Halaas (1998) leptinin hipotalamik ¢ekirdek bolgesinde yer alan
Ob-R geninden kodlanan Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd ve Ob-Re olmak {iizere 5
farkli reseptoriiniin oldugunu ve bu reseptorlerin intraseliiler ve ekstraseliiler bolge
olarak adlandirilan iki adet birlesme alaninin bulundugunu saptamislar, s6z konusu
reseptorlerden ilk 6nce Ob- Ra ve Ob-Rb nin fonksyonlar1 ortaya konulmus, Ob-Ra
reseptoriiniin leptinin  kan beyin bariyerini gegisine aracilik ederken, Ob-Rb
reseptoriiniinseviicut agirlig regiilasyonunda hipotalamus ile leptin arasinda sinyal
yolu olusturdugu bildirilmistir (Mercer ve ark 1996, Spanswick ve ark 1997,

Friedman ve Halaas 1998).

Leptinin vucut agirhiginin kontroliindeki bu gorevini Ob-Rb iizerinden
noropeptidler, melanosit stimiile edici hormon (MSH) ve kortikotropin relaising
hormon(CRH) salinimin1 artirmasiyla bir yandan gida alinimini azalmasi, bir yandan
da enerji tiiketiminin artirilmasi iizerinden gergeklestirdigi bildirilmis, leptin
yetersizliklerinde nucleus arcuatustan artirtlarak viicut agirhignin regiilasyonunda
gorev aldig1 one siiriilmiis, alternatif olarak leptin yetersizliginde noropeptid Y nin
arkuat cekirdekten saliniminin artmasiyla birlikte enerji tiiketiminin diismesi, gida
aliminin artmasi, biiylime hormonu ve GnRH diizeylerinde belirgin diisiisler
gozlendigi, leptinin noksanliginda parasempatik sinir sisteminin fonksiyonlarinin

arttig1 saptanmustir (Sekil 1.1) ( Friedman ve Halaas 1998).
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Sekil 1.1. Leptin Hormonunun Etki Mekanizmasi (Friedman ve Halaas 1998).
(NPY: Noropeptid Y. PSS: Parasempatik Sinir Sistemi. SSS: Sempatik Sinir Sistemi.

ART: Agouti - Related Transcript. MSH: Melanosit Stimiilan Hormon. CRH:
Kortikotropin Relaising Hormon Ob-Rb: Leptin Reseptorii).



Ob-Rb Néronlarinin Yonlendirildigi Bolgeler

D Ob-Rb Ekspresyon Bolgeleri

D Mezolimbik Dopamin Sisteminin Komponentleri

Sekil 1.2. Leptinin beyindeki salinim ve etkilesim alanlar1 (Martin G ve ark 2008)

(PVH: Paraventrikiilar Hipotalamik Cekirdek, VMH: Ventromedial Hipotalamik
Cekirek, DMH: Dorsomedial Hipotalamik Cekirdek, LHA: Lateral Hipotalamik
Alan, PMv: Ventral Premamillar Cekirdek, POA: Preoptik Alan, VTA: Ventral
Tegmental Alan, PAG: Periaquadukt Gri, DR: Dorsal Rafe,PB: Parabrahial
Cekirdek, NTS: Solitary Tract Cekirdegi ARC: Arkuat Cekirdek)

1.2.2. Leptin Yetersizliginde Sekillenen Bozukluklar

Bray (1991) leptin defektli Ob farelerde leptin yetersizliginden dolayi
noroendokrin  sistemin aksadigini, infertilite veya subfertilite tablolarinin
gozlendigini, troid bezi bozukluklariyla birlikte kortikosteron seviyelerinin normal
farelere gore belirgin diizeyde yiiksek oldugunu, s6z konusu bu néroendokronik
bozukluklarin yaninda Ob farelerin normal farelere gore daha hipotermik ve
diyabetik oldugunu, hemolitik fonksiyonlarin ve immun sistemin de diizensiz

calistigini bildirmistir.



Leptin bozukluklarina bagli tablolarda leptin ile tedavi edilen hastalarda
onemli Olclide iyilesme belirtilerinin gozlenmesi, leptinin klinikte tedavi edici
etkisini ortaya koymustur. Kemik yasi olarak pubertaya ulasmis ancak puberta
belirtileri gostermeyen gen¢ kadinlara uygulanan leptin ilaveleri ile pubertaya ve
mensturasyona giris basarilmistir (Faroogi ve ark 1999). Leptin yetersizliklerinde
TH1 ve TH2 sitokinlerine bagli bozukluklarla ilgili olarak bagisiklik sisteminde
zayiflikla birlikte sekillenen enfeksiyoz hastaliklarin artis1 gézlenmis, leptinle tedavi
edilen bu hastalarda immun bozukluklarda diizelme sekillendigi, leptinin immun
sistem lizerindeki bu gliglendirici etkisi ile ileri derecede yapisal zayifliklar, kanser
ve kronik immun hastaliklarin tedavisini olumlu yonde etkilemistir (Ahima ve ark
1996, Lord 1998, Ozata ve ark 1999).

Wang ve ark (2010) insiilin yetersizligi olan farelerde leptin takviyeleri ile
kan glikoz seviyelerinin distiriildiigiint, bu etkinin de leptinin glukagonu inhibe
etmesi Uzerinden gergeklestirildigini, leptinin insiilin yetmezliklerine bagli olarak
gelisen diyabetin tedavisinde kullanilabilecegini one siirerlerken, Abecia ve ark
(2015) da koyunlarda yetersiz beslenme sonucu siiperovulasyon oranlart ve embriyo
kalitesinin belirgin bir sekilde diistiigiinii, buna karsin leptin ve esterlesmemis yag
asitleri diizeylerinin artmasinin, enerji ihtiyaci hallerinde leptinin lipolitik aktiviteyi
yiikselterek yaglarin  kullanimini  regiile edebildiginin isareti oldugunu One

siirmislerdir.
1.2.3. Leptin ve Ureme

Yetiskin koglarda preoptik-hipotalamik yolun etkin bir sekilde ¢aligmasi ve
reprodiiktif faaliyetlerin stirekliligi i¢in gerekli olan faktorlerdenen Onemlisinin
saglikli beslenme oldugu bildirilmis (Blache ve ark 2002, 2003), Zhang ve ark
(2004) da enerji ve protein alimindan bir ka¢ saat sonra GnRH salinimina bagl
olarak LH pulzasyon sikliginin 2 katina ¢iktigini saptamislardir. Enerji ve protein
yoniinden 5-7 giin boyunca zengin beslenme ile bu LH etkisi 3-4 hafta
stabilkalabilirken, 4. haftadan sonra viicut agirliginin ve yag dokusunun artmasiyla
birlikte gelisen gonadotropik yoldaki aksamalar ve aktivasyon diisiikliiklerinin
seksiiel aktiviteler de diismeye yol actigi, bu olgunun beslenme sinyalleri ile
preoptik—hipotalamik boélgenin baglantisin1 gosterdigi 6ne siirtilmistiir (Woods ve
ark 2000).



Ruminantlarda insiilin ve leptin’in metabolizmaya ve reprodiiksiyona etkisi
oldugu diistiniilmiis (Barb ve Kraeling 2004), ancak merkezi sinir sistemine leptin
veya insiilin verilmesinin yem tiiketimini diisiirmesine karsin, GhRH-LH salinimina
her hangi bir etkisi olmadig1 belirlenmis (Henry ve ark 1999, Morrison ve ark 2001,
Blache ve ark 2002), ovarektomi uygulanmis koyunlarda yem kisitlamasi halinde
merkezi sinir sistemine leptin verilmesinin LH pulslarini artirmadigi (Nagatani ve
ark 2000), koglarda intraserebral leptin uygulamalarimin LH pulzasyon sikligini
arttirdig bildirilmistir ( Henry ve ark 2001, Miller ve ark 2002).

1.2.4. Leptin ve Cinko

Leptin’in viicut agirliginin regiilasyonu ve enerji balansinin ayarlanmasina
katildigi(Zhang ve ark 1994, Rink 1995), beyin ve viicudun enerji depolar1 arasinda
bir iletisimi sagladig1 ve bu etkisini hipotalamik ¢ekirdekler bolgesinden oreksigenik
norotransmitterlerin salinimini diisiirerek, bir yanda istahin kapatilmasi, bir yandan
da enerji tiiketiminin artirilmasiyla saglandigi bildirilmektedir (Pelleymounter ve ark
1995, Mantzoros ve ark 1996, Ahima ve ark 1996).

Cinko ile yiiriitilen ilk ¢alismalarda Zn’nun istahin regiilasyonunda rol
oynadi8i, insanlarda ve rodentlerde ¢inko yetersizliginin istah kapanmasia yol
act1g1, takviyelerinin ise istahi arttirdigi bildirilmistir (Prasad 1991, McClain ve ark
1993, Prasad 1996). Zayif ve ¢inko yetersizligi bulunan bireylere uygulanan ¢inko
takviyeleri ile yagsiz viicut kiitlesinde artis kaydedilirken, yagl viicut kiitlesinin
stabil kaldig1 yada azaldigi (Prasad 1991, Ninh ve ark 1996), ¢inkonun istah ve
viicut kiitlesi iizerine olan bu etkisini hipotalamusa bagli nucleus arcuatus bolgesinde

etkili leptin ile birlikte gosterdigi sanilmaktadir (Mangian ve ark 1997).

Chen ve ark (2000) obezite konusunda yapilan g¢alismalarda plazma Zn
diizeylerindeki diismeleri leptin diizeylerinin azalmasinin izledigini, invitro ortamda
kadinlarin adipoz doku hiicre kiiltiirlerine 0.2 mmol/L ¢inko ilavesiyle leptin
diizeylerinde % 142 oraninda bir artis saglanmasimin Zn ve leptin diizeyleri

arasindaki pozitif korelasyonun varligini kanitladigini bildirmislerdir.
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1.3. Kisspeptin

Kissl geni ilk olarak 1996 yilinda kanser yayilmasini engelleyen bir gen
aragtirmasinda bilim adamlari tarafindan kesfedilmistir(Lee ve ark 1999). Bu ¢igir
acan bulus daha sonralar1 Pensilvanya’da birgok bilimsel arastirmada ele alinmis ve
Hersey bolgesindeki bir ¢ikolata fabrikasinin meshur iiriinii olan Hersey’s Kisses adli
cikolatadan esinlenerek genin ismi Kissl olarak tanimlanmis, yapilan arastirmalarda
KISS-SS harflerine supressor sequence (baskilayici sekans) acilimi verilerek bilimsel
bir anlam kazandirilmistir. Daha sonralarda Kiss1l geni tarafindan kontrol edilen bir
grup proteinin varlig1 saptanmis, aktif bolgeleri ayni, aminoasit sekanslar1 farklilik
gosteren (Kisspeptin- 54, 14, 13 ve 10) bu yapilara da kisspeptin adi verilmistir (Lee
ve ark 1996).

Sekill.3. Kisspeptin 10’un karbon iskeleti
(http://lwww.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty EN_CB8390631.htm)

Puberta olusumu halen tam olarak ¢oziilememis gizemli olgulardan birisi
olarak karsimizda durmaktadir. Uzun zamandir ergenligin beyinden salinan bir dizi
hormonun etkisiyle erkeklerde testislerin, disilerde ise ovaryumlarin gelismesiyle
sekillendigi bilinmektedir. Yakin zamanda kesfedilen kisspeptin hormonunu
yetersizliklerinde ergenligin olusumunda sorunlarin ortaya ¢ikmasi kisspeptin’in
ergenligin olusumunda Onemli olabilecegi diisiincesini dogurmus, memelilerde
kisspeptin enjeksiyonlarinin GnRH salinimini 6nemli derecede artirmasi, geng

ratlarda tekrarlanan Kkisspeptin enjeksiyonlarinin pupertayr hizlandirmasiyla bu
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diisiince dogrulanmis ve kisspeptin’in kesin olarak pubertanin olusumuna katildig
kanitlanmistir (Dhillo 2008). Disi ratlarin beyinlerinde bulunan ve Kisspeptini
baglayarak etkisiz hale getiren bir antikorun ratlarda iireme fonksiyonlarin olumsuz
etkilemesi, hatta bloke etmesi, keza a¢ birakilan ratlarda kisspeptin uygulamasi
sonucunda GnRH saliniminin siirdiiriilebildigini saptamiglardir ve uzun siire aclik
hallerinde memeli hayvanlarin giinlikk fizyolojik ihtiyaclarini karsilamak amaciyla
viicutlarinda depo ettikleri enerjiyi idareli kullanabilmek igin {ireme sistemlerini
uyku formatina aldiklarini, ancak dogal yoldan gelisen bu tepkinin kisspeptin
uygulamalar1 sonucunda iireme fonksiyonlarinin tekrar baslatildigint bildirmislerdir

(Smith ve ark 2006a, Zhou Qve ark 2014).
1.3.1. GPR54 ve Kisspeptin

GPR54 reseptorii, memeli beyninde yaygin olarak bulunan galanin
reseptorleri ile % 45 oraninda benzerlik tasimakta ve G proteini baglantili reseptorler
(GPRC) ailesinin bir iiyesi olarak bilinmektedir. 1996 yilinda kesfedilen GPR54 pek
cok merkezi sinir sistemi alanlar1 yaninda periferik olarak da tespit edilmistir (Lee ve
ark 1999). Insanlarda, GPR54 reseptoriiniin 6zellikle plasenta, hipofiz, pankreas ve
medulla spinaliste yiiksek oranlarda ekspresyonu, bu reseptoriin endokrin
fonksiyonlara sahip olabilecegi diisiincesini ortaya koymustur (Kotani ve ark 2001).
Giinlimiizde kanser yayilmasini baskilayici gen olarak bilinen Kissl geninin
kodladig1 ve C terminallerinde ortak RF-amid (Arg-Phe-NH,) dizileri tasiyan 54, 14,
13 ve 10 aminoasitlik bir dizi proteinin, GPR54 reseptoriine baglanarak agonist etki
gosterdikleri bilinmektedir. Uremeden enerji metabolizmasina kadar genis bir
yelpazede fonksiyon gosteren RF amid peptidleri ailesinin iiyeleri olarak tanimlanan
kisspeptinler (54, 14, 13 ve 10), C terminallerinde 10 aminoasitlik aktif ve
Kisspeptin-10 olarak adlandirilan bir aminoasit dizisini tasirlar (Dhillo 2008, Kotani
ve ark 2001).

Giintimiizde GPR54 reseptorii ismi yerine Kiss1-R (Kisspeptin reseptorii)
terimi kullanilmaya baslamis ve kullanim giderek yayginlasmistir. Bu proteinlerin
onciilerini kodlayan Kiss1 geni ilk olarak insan malign melanoma hiicre kiiltiirlerinde
“tiimor metastaz baskilayic1” bir gen olarak 1996 yilinda izole edilmis, en uzun
sekansa sahip olan, insan melanom ve meme kanseri hiicre kiiltiirlerinde hiicre

tiremesini  baskilayict  6zelligi nedeniyle kisspeptin-54’de metastin  olarak
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adlandirilmigtir (Lee JH ve ark 1996, Lee DK ve ark 1999). Fizyolojik etkileri

acisindan kisspeptinler arasinda dogal olarak olusan reseptore en giiclii sekilde

baglanan tiiriin kisspeptin-10 oldugu konusunda goriis birligi olmasina karsin, farkl

kisspeptinlerin degisik tiirlerde farkli etki gosterdikleri de one siiriilmektedir (Kotani

ve ark 2001, Ohtaki ve ark 2001). Kisspeptinlerin etkileri ile kisspeptinlerin

salinimini uyaran ya da durduran etkenler sirasiyla ¢izelge 1.3 ve 1.4’ te verilmistir

(Vila G 2010).

Cizelge 1.3. Kisspeptinin etkileri (Vila G 2010)

Hipotalamus ve Hipofiz

Diger Organlar

GnRH sekresyonun stimiilasyonu tizerinden
LH, FSH, ostradiol ve testosteron
diizeylerinin yiikselmesi

Langerhans adaciklarinda: insiilin
sekresyonunun uyarilmasi

Hipotalamusta POMC gen ekspresyonunu
geriletilmesi

Bobrek tistii bezi kabugunda: aldesteron
uretiminin arttirilmasi

Hipotalamusta NPY gen ekspresyonunun
arttirilmasi

Damarlarda: vazokonstruksiyon

Prolaktin sekresyonunun artirilmasi

Meme kanserinde: TNF-a tarafindan
indiiklenen hiicre invazyonunun
engellenmesi

Cizelge 1.4. Kisspeptin iiretiminin regiilasyonu (Vila G 2010)

Stimiilatorler Inhibitorler
Yetersiz beslenme
. Hipoglisemi
Leptin . Psikolojik Stresler
Melanokortin ) X s
IGE-1 Llpoppllkakkarltler/yanglsel' olaylar
Gebelik Gherlin, CRH, Kortikosteroidler

Endokrin bozukluklar
Laktasyon
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1.3.2. Kisspeptinin GnRH/LH/FSH Sekresyonu Uzerine Etkisi

Koyunlarda GnRH salinnmindan sorumlu ndronlar, basta cinsiyet
steroidlerinin fonksiyonlarinin etkileri olmak iizere aralarinda fotoperiyot ve stresin
de yer aldigi pek cok faktér tarafindan etkilenmektedir. GnRH noéronlarinda,
gonadotropin saliniminda rol oynayan Ostrojen reseptdr alfa (ERa) ve progesteron
reseptor ekspresyonlarinin  gergeklestiginden cinsiyet steroidleri ve GnRH
sekresyonu arasindaki sinyal mekanizmasma farkli noronlarin aracilik ettigi
diistiniilmektedir. Koyunlarda 0&stradiol reseptorii bulunan hiicrelerde, potansiyel
norotransmitterler arasinda baslica GABA, glutamat, norokinin B, dinorfin ve
kisspeptin yer almaktadir (Clarke ve ark 2009a, Smith ve Clarke 2010). Kisspeptin
ekspresyonu gergeklestiren hiicrelerin GnRH ndéronlart ile etkilesim igerisinde
olduklar1 ve GnRH noronlarin tamamina yakiminin Kiss1-R-mRNA ekspresyonu
gerceklestigi belirtilmektedir (Smith 2009a, Smith ve ark 2011).

Kisspeptin’in  hizli ve giiclii bir sekilde GnRH ndronlarini uyararak
gonadotropin salinimini sagladigi bildirilmektedir (Han ve ark 2005, Messager ve ark
2005). Insan, kisrak, inek, koyun, kegi, rat gibi tiirlerde hem intraserebral hem de
periferal kisspeptin uygulamalart plazma LH ile FSH diizeylerinde artisa yol
acmaktadir (Caraty ve ark 2007, Dhillo ve ark 2007, Kadokawa ve ark 2008, Magee
ve ark 2009, Thompson ve ark 2009, Hashizume ve ark 2010).

Kisspeptin’in Kiss1-R {izerine olan etkilerinin arastirilmasi asamasinda,
kisspeptin uygulamasindan énce GnRH ve kisspeptin antogonistlerinin, kisspeptin’in
gonadotropin salgilatici etkisini bloke etmesi, kisspeptinin Kiss1-R aracilig ile
LH/FSH salinimina yol a¢tigin1 gdstermektedir (Richard ve ark 2009, Millar ve ark
2010) Kisspeptin antagonistinin, kisspeptin’in GnRH néronlarinin uyarma oranini ve
GnRH salmmini distirdiigi, ancak (LH)'nin bazal diizeylerine degistirmedigi
belirlenmesi ile kisspeptininin LH salinim sikligin1 diizenleyip LH sekresyonunu
etkilese de, bazal LH diizeyinin kisspeptinden bagimsiz bir mekanizma tarafindan

kontrol edildigi ileri siiriilmiistiir (Millar ve ark 2010).
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Sekil 1.4. Kisspeptinin etki mekanizmas1 (AVPV: anteroventral periventrikiiler

cekirdek, ARC: arkuat ¢ekirdek) (Kauffman ve ark 2007)

Ratlarda kisspeptin’in dogrudan adenohipofizin gonadotrop hiicrelerini
etkileyerek LH ve FSH salimmii uyardiklar tespit edilse de, koyunlarda
kisspeptin’in hipofize direkt etkisi tam olarak ortaya konulamamigtir (Smith ve ark
2008). Koyunlarda GnRH salgilayan hiicrelerin % 90+5’inin  Kiss1-r-mRNA
ekspresyonu gergeklestirdigi ve ostriis siklusunun follikiiler doneminde ARC (arkuat
cekirdek) ve POA (preoptik c¢ekirdek) bolgelerinde Kiss1-mRNA ekspresyon
artiginin goriildigi bildirilmektedir (Smith ve ark 2009b, Smith ve ark 2011). Arkuat
cekirdekte bulunan kisspeptin populasyonun sayisal olarak POA’dakilere gore daha

cok oldugu ve Ostriis siklusunun donemlerine bagli olarak ARC kisspeptin hiicre
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sayilarmin degistigi, preovulator LH pikini olusturan gecgici pozitif geri etkinin
kisspeptin hiicrelerinin aktivasyonundan ve ARC Kissl ekspresyon artisindan hemen
once gerceklestigi belirtilmektedir (Clarke ve ark 2009a, Smith 2009b, Smith ve
Clarke 2010).

Anostriis doneminde, intravendz yolla kisspeptin uygulamalarini izleyerek
GnRH/LH’1in bazal diizeylerinin ani bir sekilde yiikseldigi ve sonrasinda da
ovulasyonun gerceklestigi bildirilmektedir (Caraty ve ark 2007). Anostriis
doneminde ostradioliin negatif geri etkisi ile LH sekresyonu baskilanirken kisspeptin
uygulamasi sonrasinda bu etkinin ortadan kalktigi ve ovulasyonun gergeklestigi
belirtilmektedir (Clarke 2009a). Kisspeptin uygulamalarinin, iireme ve andstriis
donemlerinde LH salinimina etkileri arasinda farklilik bulundugu, anéstriis donemde
duyarliligin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Smith ve ark 2009a, Smith ve ark
2011).

Corpus callosum
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bolumi cekirdek
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Dorsamedial cekirdek

¢ekirdek Medial preoptik
X cekirdek
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Sekil 1.5. Hipotalamik ¢ekirdekler (https://www.humanbrainfacts.org/hypothalamus.php)
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1.3.3. Kisspeptinin Mevsimsel Uremedeki Rolii

Koyunlarda hipotalamusun bazal premammillar niikleusunda bulunan
melatonin, mevsime bagli tiremenin kontroliinde énemli bir yer tutmaktadir. Ancak
bu hormonal sinyalin nasil GnRH sekresyonuna doniistiigii tam olarak
aydinlatilamamistir (Goodman ve ark 2010). Kisspeptin hiicrelerinin bu hormonal
sinyallerin GnRH’a doniisiim mekanizmasinda etkin bir rol alabilecekleri

disiiniilmektedir (Clarke ve ark 2009a).

Beynin ARC boélgesinde ERa ekspresyonu yapan noronlarin A15 niikleusu ile
etkilesim igerisinde kisspeptin hiicrelerinin Ostradiol sinyallerini dopaminerjik
noronlara ilettigi, birlikte mevsimsel liremede Onemli gorevler aldiklart ve AlS5
ndronlarmin kisspeptin néronlarini inhibe ederek GnRH salinim sikligini baskiladigi

distiniilmektedir (Clarke ve ark 2009a, Goodman ve ark 2010).

Mevsime gore ARC’de bulunan kisspeptin hiicrelerinin, Ostradiole olan
duyarliliklarinda degismelerin oldugu ve bu sayede kisspeptinin mevsimsel iiremede
etkin bir rol alabilecegi vurgulanmis (Smith ve ark 2008, Wagner ve ark 2008),
tireme doneminde mediobazal hipotalamus bolgesindeki GnRH noéronlar ile
etkilesim igerisinde olan Kissl varliginin iireme déneminde 2 kat daha fazla oldugu

tespit edilmistir (Smith ve ark 2008, Clarke ve ark 2009a).

Suriye fareleri ile yapilan g¢aligmalar, mevsimsel iireme ve kisspeptinler
arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmis ve glin 1s1ginin azalmasinin arkuat cekirdekte

Kiss1-mRNA seviyelerinin diismesine sebep oldugu belirtilmistir (Simonneaux ve
ark, 2009).

1.3.4. Kisspeptin ve Uremenin Metabolik Kontrolii

Kisspeptin-GPR54 sistemi tizerinde mevsimsel iireme konusunda melatonin
etkileri oldugu gibi iiremenin metabolik diizenlenmesi konusunda da leptinin etkileri
tartisitlmaktadir. Kisirlagtirilmis erkek farelerde yapilmis bir ¢alismada (Smith ve ark
2006a), kisspeptin eksprese eden noronlarin yaklasik yarisinda leptin reseptorlerinin
de lokalize olmasi, kispeptin noronlarmnin leptinin dogrudan hedeflerinden biri
oldugunu ve bu néronlarin iremenin metabolik diizenlenmesinde rol alabileceklerini
diistindiirmiistiir. Leptin yetersizligi olan farelerde aclik merkezinin baskilanamamasi

sonucu obezitenin gelismesi, normal genetik yapidaki farelere gore arkuat
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cekirdeklerinde Kissl- mRNA diizeylerinde azalma goriilmesi, koyunlarda da arkuat
cekirdek ve preoptik alandaki kisspeptin noronlarinda leptin reseptorleri bulunmasi
ve bu reseptorlerin leptin ile uyarilabilmesi, liremeyi etkileyen faktorler ile enerji
dengesi, adipoz doku fonksiyonlar1 ve istahgibi metabolik konularla Kkisspeptin
noronlari arasindaki iliskilerin incelenmesi konusunu daha da ilging hale getirmis ve

yogun olarak arastirilmaya baslanmistir (Smith ve ark 2006a, Smith ve ark 2006b).
1.3.5. Kisspeptin ve Fotoperiyot

Koyunlarda ve kemirgenlerde yapilan aydinlik ve karanlik kontrolli
calismalar kisspeptin profilindeki degisimlerin baslica etkisinin fotoperiyot kaynakli
oldugunu ifade etmektedir (Revel ve ark 2007,Wagner ve ark 2008, Simonneaux ve
ark 2009, Chalivoix ve ark 2010). Kisa giin periyodundan uzun giin periyoduna
gecis doneminde koyunlarda arkuat ¢ekirdekteki Kiss1-mRNA ekspresyonu azalma
gosterirken (Wagner ve ark 2008), tersine uzun giin periyodundan kisa giin
periyoduna geciste arkuat ¢ekirdekteki kisspeptin noronlar1 sayisinda belirgin artis
gozlenmis, fotoperiyodik etkilerin epifiz bezinde melatonin salinimiyla olusan bir

noroendokrin sinyal sayesinde gergeklestigi bildirilmistir (Chalivoix ve ark 2010).

Melatoninin  koyunlarda etki gosterdigi premamillar ve mediobasal
hipotalamik alanlar (Malpaux ve ark 1993, Malpaux ve ark 1998) lokasyon olarak
arkuat c¢ekirdekteki kisspeptin ndronlar1 ile birbirine yakin pozisyondadirlar.
Fotoperiyot ve kisspeptin arasindaki iligki arastirilirken gelistirilen tezlerden
birisinde, A15 bolgesinde bulunan ve LH pulzasyon inhibitorii olarak etki gdsteren
dopaminerjik ndronlarin, dstrojene bagli olarak etkilerini sadece anostrus doneminde
gosterdigi belirtilmistir (Meyer ve Goodman 1985, Meyer ve Goodman 1986,
Havern ve ark 1994, Goodman ve ark 2010). Ostradiol’iin FOS protein
ekspresyonuyla A15 bolgesindeki dopaminerjik noronlart andstrous doneminde
uyarabildigi, Ostrus doneminde etkili olmadigi, keza dopaminerjik néronlarin arkuat
cekirdek ve kisspeptin noronlariyla etkilesime girdikleri bildirilmis (Havern ve ark
1991), koyunlardaki  kisspeptin  noronlarinin  andstrus  doneminde LH
pulzasyonlarinin  inhibisyonundan sorumlu dopamin reseptriinii (DRD?2)
engellerken, DRD2 antagonistlerinin andstrustaki koyunlarda LH pulzasyonunu

arttirdigini, buna karsin ayni koyunlara uygulanan kisspeptin antagonistlerinin
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kisspeptin’in ovulasyon {iizerindeki etkisini tamamen bloke ettigi ortaya konmustur

(Goodman ve ark 2012) .
1.3.6. Kisspeptin ve Leptin

Adip6z dokularin biiylik bir endokrin organ gibi gorev aldiklar1 ve adipoz
hiicrelerin senkronize pulzasyonla salgiladiklar1 leptinin merkezi sinir sistemi de
dahil olmak tizere psikolojik fonksiyonlarinin etkili bir bigimde yerine getirilebilmesi

icin gerekli oldugu bildirilmistir (Smith ve ark 2006a).

Leptinin fertilite ve kisspeptin ekspresyonu iizerindeki roliinii aragtirmak
tizere ob/ob vahsi tip fareler ilizerinde yiiriitillen ¢alismada leptin defektli farelerde
normal farelere gore hipotalamusun arkuat ¢ekirdek bolgesinde gerceklesen Kissl-
mRNA ekspresyonu belirgin 6l¢iide diisiik ¢ikarken, leptin takviyeleri ile bu
ekspresyonlar ve kisspeptin iiretimi yiikselmis, leptin uygulamalariyla diisiik olan
Kiss1-mRNA seviyeleri belirli bir 6l¢iide yiikseltmesine karsin kisspeptini normal
diizeylerine ulastiramamigtir. Leptin ilavesinden sonra arkuat gekirdekte Kissl-
mRNA ve leptin reseptorii (Ob-R) ekspresyonu incelendiginde arkuat g¢ekirdek
noronlarmin yaklasik yarisinda bu ekspresyonlarin es zamanli olarak arttig1
gozlemlenmis ve bu olgunun leptinin kisspeptin ile dogrudan iliskisi olabileceginin
isareti olarak degerlendirilebilecegi ve kisspeptin lizerinden GnRH stimiilasyonunun
saglanabilecegi one strilmistir (Smith ve ark 2006a). Benzer bulgulara kastre
edilmis koclarda da ulagilmig, diisiik ya da normal viicut agirligina sahip hayvanlarin
arkuat ¢ekirdek, anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek ve preoptik alanda izlenen
Kissl ekspresyonlar1 karsilastirildiginda zayif hayvanlardaki diizeylerin normal
hayvanlara gore daha diigiikk ¢ikmasinin zayif hayvanlarda leptinin daha az
salgilanmasindan kaynaklandig1 disiiniilmiis ve leptin verilmesinden sonra Kissl
ekspresyonunun arttigi, ancak farelerde oldugu gibi normal diizeylerine erisemedigi
saptanmigtir. Pubertanin aktivasyonunda leptinin hipotalamik ¢ekirdekler bolgesinde
kisspeptin iiretimini direkt olarak etkilemedigi, ancak ventral premamillar ¢ekirdek
bolgesinde puberta girisi yavaslatan ya da aksatan unsurlar1 baskilayict etki
gosterdigi, ayn1 zamanda leptinin, Kissl-R ekspresyonunda goérev alan arkuat
cekirdek noronlar1 ile leptin arasinda mediatorliik yapan pSTAT3’lin {iretimini

indiikledigi bildirilmistir (Cravo ve ark 2011, Donato ve ark 2011). Backholer ve ark
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(2010) da kisspeptin ile leptin arasindaki dogrudan bir baglanti varsayiminin heniiz

dogrulanmadigini bildirmektedirler.

Transgenik farelerde puberta dncesi ya da puberta baslangicinda hiptolamik
¢ekirdek bolgelerinde Kissl ve Ob-R nin ko-ekspresyonu goriilemezken, seksiiel
olgunlagsmay1 izleyerek ekspresyonlarin sekillendigi, bu olguyu leptinin Kisspeptin
ndronlarmi etkiyerek kisspeptin salinimini uyarmasinin ortaya g¢ikardigi belirtilmis,
leptinin tek basina GnRH salinimini stimiile edemedigi ve kisspeptine bagimli

oldugu bildirilmistir (Donato ve ark 2011, Cravo ve ark 2013).
1.3.7. KNDy Hipotezi

Insanlarda ve ratlarda 1990’11 yillarda yiiriitiilen galismalarda ovulasyonun
arkuat cekirdekteki norokinin B (NKB) ekspresyonu ile artan LH
konsantrasyonlarinin ovulasyonu baslattigi saptanmis, ancak sistemin nasil ¢alistigi
tam olarak agiklanamamistir,  koyunlarda siirdiiriilen ¢alismalarda dinorfin
ndronlariin anatomik olarak NKB noronlarina yakin olmasi yani sira her iki ndron
tiirlinlin de Gstradiol ve progesteron reseptorleri icerdikleri tespit edilmis, kisspeptin
hormonunun kesfiyle birlikte de yapbozun eksik parcasinin yerine oturdugu,
ovulasyonun dinorfin, NKB ve kisspeptin ndronlarinin isbirligi sonucunda olustugu
one siiriilmiis ve bu olguya KNDy hipotezi adi verilmistir. (Rance ve Young 1991,
Rance ve Bruce 1994, Goubillon ve ark 2000, Foradori ve ark 2006, Goodman ve ark
2007, Navarro ve ark 2009).

Birbirinden bagimsiz dort farkli aragtirma grubunun (Navarro ve ark 2009,
Lehman ve ark 2010, Maeda ve ark 2010, Rance ve ark 2010) yaptig1 ¢alismalarla
elde ettikleri, bircok tiirde kisspeptin, norokinin ve dinorfinin néron populasyonun
varhigr (Navarro ve ark 2009, True ve ark 2011), insanlarda NKB ve kisspeptinin
GnRH salmiminda aldig1 kritik rol (Topaloglu ve ark 2009), ratlarda kisspeptin
antagonistlerinin uygulanmasiyla episodik LH sekresyonu i¢in endojen kisspeptine
duyulan ihtiya¢c ve maymunlarin median eminensinde kisspeptin ve LH sekresyonu
arasindaki korelasyonun gosterilmesi (Keen ve ark 2008), kegilerde kisspeptin
uygulamasiyla KNDy ndron bolgesinde gézlemlenen multi iinite aktivitesinin tespiti

gibi sonuglar KNDy hipotezinin olusmasinda etkin olmustur (Ohkura ve ark 2009).
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KNDy olgusu arastirilirken onceleri kisspeptinin GnRH salinimi igin tek
basina yeterli oldugu, salinimin KNDy aginin regiilasyonunda lokomotif rol oynadigi
ileri siirilmiis, bu kaninin olugmasinda kisspeptinin LH pulslar1 i¢in sahip oldugu
kritik 6nem ve GnRH néronlarindaki Kiss1 reseptor varligi etkili olmustur (Irwig ve
ark 2004, Han ve ark 2005,Smith ve ark 2009b). Bunun aksine koyunlarda bir yanda
KNDy néronlarmin  Kiss1-R igermemesi, diger yandan eksojen kisspeptin
uygulamalarinin KNDy bolgesinde multi unit aktivitesi gdstermemesi, kisspeptinin
KNDy sisteminin regiilasyonunda rol almadigimi diisiindiirmiistiir (Kinsey-Jones ve
ark 2008, Ohkura ve ark 2009, Smith ve ark 2011).

Ilerleyen zamanda KNDy néron bélgesinde NK3R reseptoriiniin bulundugu
ve bazal diizeyde GnRH salinimini baslattigi one stiriilmiis, ancak bazal diizeyde
seyreden GnRH’nin 6strus i¢in gerekli olan LH pikini saglayamadigi, kisa giin
periyodunun baglamasiyla birlikte Ostrojenin pozitif feedback etkisiyle, ARC deki
kisspeptin varliginin hizla artarak GnRH piklerine, bu GnRH piklerinin de LH
piklerinin olusumunu sagladigi bildirilmis, GNRH pulslarinin sonlarina dogru salinan
dinorfin’in de KNDy agini1 engelleyerek GnRH salinimint tekrar durdurdugu
yazilmigtir (Navarro ve ark 2009, True ve ark 2011). Ancak KNDy noronlarmin
dinorfin reseptorii (KOR: k-opoid reseptor) igerip igermedigi tam olarak ortaya
konamadig1 i¢in dinorfin etkisinin KNDy néronlart {izerinden gergeklestigi tezinin
kesin olmadigi, fakat koyunlara i.v. yolla uygulanan naloxonun (KOR antagonisti)
GnRH pulzasyon siiresini uzatmasinin ise dinorfinin GnRH salinimini iizerinde kesin

inhibe edici bir etkisininin kanitin1 olusturdugu belirtilmistir (Navarro ve ark 2009).
1.3.8. Kisspeptin ve Anostrus

Andstrus olgusu ile ilgili yapilan ¢aligmalar incelendiginde, koyunlarin tireme
sezonunun sonlanmasindan sonra yapay olarak sekillenen kisspeptin sinyallerindeki
artisin, GnRH salimimini tekrar baslatip andstrus sezonunda pasif halde olan
gonadotropik aksisi tekrar aktif hale getirilebilecegi konusunda gii¢lii kanitlarla
karsilagilmaktadir. Caraty ve ark (2007) anostrustaki koyunlara intravendz yoldan 48
saat siireyle kisspeptin uygulamasiyla gonadotrop hattin aktivasyonunda artan LH
diizeylerinin etkisiyle follikiiler fazin uyarildigini ve ovulasyonun basladigini
saptamiglardir. Sebert ve ark (2010) kisspeptinin ovulasyonu uyarabilmesi i¢in

ostradiol seviyelerinin yiikselmesinin 6n gereksinim oldugunu bildirirlerken, Smith
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ve ark (2011) ovulasyonunun baglatilabilmesi i¢in kisspeptinin GnRH néronlarini
dogrudan etkilemesinin yeterli olacagin1 belirtmisler, koyunlarda kisspeptin
noronlarinin hipotalamusun median hattinin internal alanindan eksternal alanina
dogru uzandigini, bu ndronlarin kan-beyin bariyerinin dis kisminda GnRH
terminalleriyle  etkilesime girerek GnRH stimiilasyonunu  gerceklestirdigi
diisinmisler ve periferik kan dolagimdaki kisspeptinin beyin kapillarlarina gegerek

GnRH terminallerini uyarabilecegi olasiliginin bulanabilecegini bildirmislerdir.

Anostrusta  koyun siiriilerinde  bulunan steril koglarin  feromonlarinin
uyarimlariyla salinan GnRH etkisiyle follikiil olgunlagsmasinin ve ovulasyonun
devreye girdigi ve dogal yoldan sekillenen bu kog etkisi ile eksojen kisspeptin
tedavilerinin olusturdugu etkilerin benzerlik gosterdigi one siiriilmiistiir (Hawken ve
ark 2009, Delgadillo ve ark 2009). De Bond ve ark (2013)’da anéstrustaki koyun
stiriilerine kog katimi ile birlikte arkuat ¢ekirdekte aktive olan kisspeptin néronlarinin
sayisinda bir artisin gozlendigini yazarlarken, Sakamoto ve ark (2013) ise kisspeptin
antagonistleri uygulanan siiriillerde kog¢ etkisinin tamamen ortadan kalkmasinin
kisspeptin’in ~ Ostrus ve ovulasyon i¢in gerekliligini ortaya koydugunu

bildirmektedirler.
1.4. Melatonin
1.4.1. Melatoninin Tarihcesi

Bir dermatolog olan Lerner ve ark (1959) 1958 yilinda basladiklar
aragtirmalarinda kurbaga ve baliklarin pineal ekstraktlarinda deri renginin agilmasina
yol acan bir maddeyi izole etmisler, bu maddenin insan derisinin pigmentasyonunda
da rolii olabilecegini diistinmiisler ve bu diislincelerini si1g1ir epifiz bezlerinde yaglarin
uzaklastirilmasindan sonra etil asetat putrifikasyonu ile melatoninin elde edilmesiyle
kanitlamiglardir, keza kafeinle derileri koyulastirilmis kurbagalarda melatoninin deri
rengini agarak normal rengine dondiirdiiglinii goézlemisler ve siirdiirdiikleri
caligmalariyla melatoninin biyokimyasal yapisini ve fotoperiyodik etkisini ortaya

koymuslardir.
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1.4.2. Melatoninin Sentez ve Metabolizmasi

Endojen melatoninin biiyiikk oranda epifizde sentezlendigi ve epifizin
biyosentezden sorumlu tek organ oldugu bilinmekle beraber son yillarda 6zellikle
diffuz noroendokrin sistemin bir pargasi olarak kabul edilen APUD (Amine
Precursor Uptake Deamin) hiicrelerinde de 6nemli miktarlarda melatonin bulundugu
belirlenmistir (Ustiindag ve Canatan 1999). Epifiz bezinin yani sira gastrointestinal
(GIS) kanalda bulunan enterokromaffin hiicrelerinde, retina, dalak, eritrosit, 16kosit,
timus, tiroid, plasenta, endometriyum ve neoplastik dokularda melatonin sentezledigi
ileri siiriilmekte ve melatoninin giin i¢inde kanda goriilen ritminin epifiz bezinde
sentezlenip salian melatonine bagli oldugu bildirilmektedir. (Hattori ve ark 1995,
Paredes ve ark 2009). Ayrica sinir sisteminde bulunan reseptdrlerinde melatonin gibi
sirkadiyan bir ritimle c¢alistigi gozlenmis (Cardinali ve ark 1997), endokrin bezlerin
cogunlugunun olusturduklari hormonlar1 depolarken, epifiz bezinin pinealositlerinin
sentezledikleri hormonlari komsu kapillerlere verdikleri, melatoninin yiiksek lipofilik
niteligiyle hizla kana gectigi, beyin omurilik sivisinda dahil tiim viicut sivilarina ve
dokularina dagildigi, genellikle 21.00-22.00 saatlerinde baslayan melatoninin
salimiminin, 02.00-04.00 saatleri arasinda en iist diizeylerine ulastigi, 07.00-09.00
arasinda ise tekrar azalmaya baslamasi nedeniyle kan ve hiicre i¢i melatoninin
diizeylerinin geceleri giindiize gore 3-10 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Reiter
1991). Ismlarin etkisiyle olusan impulslarin retinadan hipotalamusun nukleuslarina
(Suprachiasmatic Nucleus (SCN) ve Paraventriculer Nucleus ( PVN) oradan da
median 6n beyin demeti (MOD) ve retikuler formasyon yolu ile énce medulla
spinalise daha sonra da superior servikal gangliona (SCG) aktarildigi, sinirsel yolla
uyarilan pinealositlerde melatonin sentezinin triptofanin enzimatik reaksiyonlarla
serotonine ve daha sonra melatonine doniisiimii ile gerceklestirildigi saptanmistir

(Gastel ve ark 1988, Klein ve ark 1997, Klein 2007).
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Sekil 1.6. Melatonin sekresyonunun regiilasyonu. (http://www.biokurs.de/melatde.htm)

Kan dolagimu ile epifize gelen triptofan, once triptofan hidroksilaz enzimi ile

hidroksillenerek 5-Hidroksi Triptofan’a; 5- Hidroksi Triptofanda DOPA-

dekarboksilaz enzimi etkisiyle karboksil gruplarni kaybederek serotonine (5-
Hidroksi Triptamin) doniistir (Gastel ve ark 1988, Klein ve ark 1997, Klein 2007).
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Sekil 1.7. Triptofan’dan melatonin biosentezi (Alan K. 2009)

Daha sonra serotonin, seretonin asil Transferaz enziminin gergeklestirdigi

asetilasyon ile N-Asetil serotonine; N-Asetil serotonin de asetilseretonin-O-Metil
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Transferaz enzimi etkisi ile metilasyona ugrayarak melatonine (N-Asetil 5- Metil

Triptamin) doniistir (Gastel ve ark 1988, Klein ve ark 1997, Klein 2007)

Epifize ulasan sempatik impulslar, 151k siddeti ve siiresine gore epifiz
bezindeki melatonin salinimini azaltir veya artirirlar. Aydinlikta hiperpolarize olan
retinal hiicreler, karanlikta depolarize olarak melatonin sentezini baslatirlar (Perreau-
Lenz ve ark 2003). Giin batimiyla fotoreseptor hiicrelerden salgilanan norepinefrin,
hem triptofanin dolagimdan beze girisini artirmakta ve hem de B-reseptorleri
araciligtyla membrandaki adenil siklazi aktive ederek, cAMP (siklik adenozin
monofosfat) seviyelerini yiikseltmektedir. Melatonin sentezinde hiz kisitlayici olan
seretonin asil transferaz enzim aktivitesi ve salgilanan melatonin miktarinin, CAMP

etkisiyle kontrol edildigi bildirilmistir (Schomerus ve Korf 2005).

Pinealositler tarafindan sentezlenen melatonin kendine 6zgii dogasi sayesinde
epifiz bezinden kolayca disar1 ¢ikmakta, kan beyin bariyerini gegerek merkezi sinir
sistemine ve kan dolasimina gecebilmektedir (Hardeland 2009a, Leston ve ark 2009).
Merkezi sinir  sistemindeki melatonin beyinde bulunan sitokrom P450
monooksigenaz enzimlerinin izoformlartyla metabolize edilmektedir (Ma ve ark
2005, Pandi-Perumal ve ark 2006). Bu izoformlardan CYP1A2 ve CY2C19
enzimlerinin her ikisi de melatonini N-asetil-seratonine demetilize edebilir ya da
melatoninin hidroksilasyonu ile 6-hidroksimelatonine doniistiirdiikten sonra sulfatize

ederek 6-sulfatoksimelatonine doniistiiriilebilir (Beck ve Jonsson 1981).

Melatonin olusumunda prekiirsér olan N-asetilserotoninin de insanlarda
melatonin metaboliti oldugu bulunmus, hidroksilasyonla olusan en 6nemli yikilim
irliniinii 6-hidroksimelatoninin, ¢ogunlukla siilfatla ve daha az olarak glukuronik
asitle konjuge olarak idrarla atildigi ve idrar 6-sulfatoksimelatonin diizeylerinin
serum melatonin konsantrasyonu ile yakin iliskili oldugu bildirilmektedir (Beck ve
Jonsson 1981, Hardeland ve ark 2009b, Hardeland 2010).

1.4.3. Melatonin Reseptorleri

Merkezi sinir sistemi, karaciger ve bagirsaklarda melatonin reseptorleri
cekirdekte bulunurken genital organlarda hiicre membranlarinda da bulunur (Witt-
Enderby ve ark 2003). Bugiine kadar melatoninle ilgili 3 tip memeli reseptorlerinin

(ML1, ML2 ve ML3) varlig1 gosterilmistir. Bunlardan ikisi G proteini ile birlesen
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reseptorlerdir ve ML1 ve ML2 olarak ifade edilirler, son yillarda saflastirilmis olan
MTS3 protein quinone rediiktaz sinifinadahildir (Witt-Enderby ve ark 2003). ML1
reseptorleri yiiksek affiniteli baglanma bolgelerine sahip a, b, ¢ alt tiplerinin varlig
gosterilmistir.  ML2 reseptorii ise diisiik affiniteli baglanma bolgeleri ile
karakterizedir (Beyer ve ark 1998) ve ML3’de ise ML2’ye benzer baglanma profili
gostermektedir (Witt-Enderby ve ark 2003).

MEL
A B
MEL
rotein C Qz- /l: 1"‘2‘ . _
Ikincil haberci R Enzimler
Kalmodulin
] . Yapisal
Cg‘“ Ca’ proteinler
Gen
Hiicre ekspresyonu
gekirdegi v Radikalleri
k tutucu -/

Sekil 1.8. Zarda yer alan (A) ve intraseliiler (B) melatonin reseptorleri sayesinde
olas1 sinyal tasinmasi yollarinin sematize gosterilisi: A ile simgelenen sekilde
melatoninin uygun reseptoriine baglandiktan sonra reseptorle baglantili guanin
niikleotid baglayict protein (G protein) aktive edilir. Bir G1 proteini ya forskolince
aktive edilen adenil siklaz1 (AC) baskilar ve bu sekilde ATP (adenozin trifosfat) ‘in
CAMP ye déniisiimii engellenir. Bu sayede ekstraseliiler bosluga K* ¢ikist artar ya da
G1 proteini fosfolipaz C enzimini (PLC) uyarir ve inozitol trifosfatin (InsP3) artan
miktarlarda olusumu saglanir. InsP3 kalsiyum iyonlarini intraseliiler depolardan
serbest biraktirir ve klorun disar1 dogru ¢ikist aktive edilir. B ile simgelenen sekilde
melatonin hiicre zarindan gectikten sonra kalmoduline baglanir ve bu sayede sito-
iskelet etkilenir. Melatonin ayrica hiicre i¢indeki reseptorlerinede baglanabilir ve bu

baglanma bolgeleri retinoid reseptor grubuna dahildir (Tanja 2003)
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1.4.4. Melatonin ve GnRH/LH Aksisi

Melatoninin GnRH / LH hattindaki etkilerinin aydinlatilmasi ve melatonin
baglanma bolgelerin  belirlenmesi amaciyla yogun bir sekilde yiiriitiilen
calismalariyla Lincoln ve Maeda (1992) koyun beyninin farkli bolgelerine
yerlestirilen implantlarin melatonin hormonunun mediobasal hipotalamus bdlgesinde
etkinlik gosterdigini ve gonadotropin salinimin tetikledigi tespit etmisler, ancak adi
gecen arastiricilar slirdiirdiikleri bir baska arastirmalarinda GnRH sentezleyen
hiicrelerin ¢okca lokalize oldugu preoptik alanda melatoninin GnRH / LH hatim
harekete gegiremedigini de saptamislardir (Lincoln 1994). Malpaux ve ark (1998)
otoradyografi ve mikro-implantasyon yontemleriyle premamillar hipotalamus (PMH)
bolgesinde yiiksek oranda melatonin baglayici alanlarin varligini ve melatonin
hormonunun bu bélgeye ulasarak LH sekresyonunu indiikleyebilecegini gdzlemisler,
Tricoire ve ark (2002) PMH hiicrelerine kars1 yiiksek bir affiniteye sahip melatoninin
iyi bir difizyon kabiliyeti sayesinde iigiincii ventrikulun pineal gecislerinden ventral
bolgelerine kolaylikla ulagabildigini ve GnRH noéronlariyla etkilesim igerisinde olan

PMH bolgesinde GnRH/LH aksisini baslatabilecegini bildirmislerdir.

Koyunlarda mevsime bagl liremenin kontroliinde melatonin sinyallerinin
GnRH sekresyonuna nasil doniistiigii halen tam olarak aydinlatilamamigtir
(Goodman ve ark 2010). Son yillarda ¢okga arastirma konusu olan ve melatoninin
bulundugu mediobasal hipotalamus bolgelerinde ve preoptik alanda aktivite
gosterdigi kesfedilen kisspeptinin bu hormonal sinyallerin GnRH’a doniisiim

mekanizmasinda etkin bir rol alabilecegi de diistiniilmektedir (Clarke ve ark 2009a).
1.4.5. Melatoninin Norosteroidlerle Etkilesimi

Waseda Universitesinde bazi norosteroidlerin merkezi sinir sisteminde
kolesterolden sentezlendikleri, bazilarinin hiicre zarinda yer alan iyonotropik
reseptorler iizerinden iyon akisini degistirerek sinapslarda bilgi transferini
saglarlarken (Genomik olmayan etki), bazilarinin da intraniiklear reseptorler
tizerinden beyin hiicrelerinin gelisimini ve sinapslardaki bilgi aligverisini
hizlandirdiklar1 saptanmis, 6grenme ve bilgi depolama mekanizmasindan sorumlu
olan ndronlarin yapisini olusturan purkinje hiicrelerinin serebellar kortekste lokalize
olduklar1 ve wuyarmmlarin iletiminin temelini sinirsel devreler arasindaki

norotransmitter madde degisimlerine dayandigi belirtilmistir (Tsutsui K ve ark 2006,
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Tsutsui K 2008a). Adi gecen iiniversitede devam eden ¢aligmalarla semender ve
bildircinlarin  beyninde kesfedilen 7a-hidroksipregnenolon ile melatonin sentezi
arasindaki 1iligkilerin lokomotor aktivitelerin spontan ritmik degisimini ortaya
cikardigi, giivercinlerde giindiiz daha fazla salinan 7a-hidroksipregnenolonun
spontan lokomotor aktiviteleri arttirirken geceleri daha fazla salinan melatoninin 7a-
hidroksipregnenolonun sentezini baskilayarak lokomotor aktiviteyi azaltmasina
karsin, geceleri harakete gecen semender kurbagalarinda melatoninin karanlik
periyodta 7a-hidroksipregnanolon sentezini uyardig1 ve spontan lokomotor aktivite

artigin1 sagladigi bildirilmektedir (Tsutsui ve ark 2008b, Tsutsui ve ark 2009).
1.4.6. Melatonin ve Reprodiiksiyon

Sicak ekvatordan soguk kutuplara kadar uzanan degisik bolgelerde yasayan
pek cok memeli hayvan tiirleri, yilin mevsimlerine gore fertil ve infertil evrelere
girmektedirler. Fotoperiyod etkisiyle sekillenen mevsimsel ciftlesme evreleriyle
dogacak yavrunun yasama sansi en yliksek olan doénemlerde dogmasi saglanir.
Diurnal canlilarin {ireme donemi mevsimin en uzun giinlerine denk gelirken,
nokturnal canlilar icin bu donem kisa gin periyoduna denk gelmektedir.
Fotoperiyoda gore ayarlanan ciftlesme mevsimi gelince, epifiz bezinden salinan
melatonin hipotalamus ve hipofiz araciligiyla gonadlar1 aktive ederken, c¢iftlesme
mevsiminin geride kalmasiyla birlikte, hipofizin aktivitesinin baskilanmasiyla
gonadal aktivite de gerilemektedir. Kobaylarda ve koyunlarda hipotalamusun
suprakiyazmatik nukleusu zedelendiginde hayvanlarin gilinlerin uzunlugunu tam
olarak algilayamamalarinin ve mevsimsel siklus diizenin bozulmasinin melatoninin
reprodiiksyon mekanizmas1 tlizerindeki hayati roliinii ortaya koydugu ve epifizin
biyolojik bir saat gibi calistiZinin kanitt olarak degerlendirilmis ve dis ortam
1s1gindaki  degisimlerin olusturdugu sinirsel uyarimlarin hormonal uyarimlara
dontistiiriilerek sekstiel sikluslarin kontroliinde rol oynadigi saptanmistir (Domanski

ve ark 1980, Tamarkin ve ark 1985, Bubenik ve ark 1998).
1.4.7. Melatonin, Cinko ve TSH

Melatonin iiretimin yapildig1 organ olan epifiz ile troid bezi arasindada bir
iligki bulunabilecegi ve bu iliskinin TSH’nin melatonin tarafindan stimulasyonu
tizerinden gergeklestirilebilecegi diistiniilmiis, ancak bu konuda yapilan ¢alismalarda

celiskili sonuglara ulasilmistir. Bazi arastirma sonuglarina gore melatonin ve epifiz
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bezinin tiroid fonksiyonlar: iizerinde inhibitor etki gosterdigi sonucuna ulasilirken
(Wajs ve Lewinski 1992, Wright ve ark 1997), baz1 arastirmalarda ise bu olgunun
giiniin saatlerine gore degistigi, sabah saatlerinde goriilen sitiimiile edici etkinin gece
saatlerinde tersine dondigii ve inhibitorik bir etkinin gelistigi O6ne strilmistiir

(Kniazewski ve ark 1990, Zwirska-Korczala ve ark 1991).

Cinko’nun hormon-reseptor  etkilesimi  {izerinden birgok  hormonun
aktivasyonunda 6nemli rol oynadigi, bu konudaki aragtirilmalarin yogun bir sekilde
stirdiriildiigii bilinmektedir (Prasad 1991,Valle ve Falchuk 1993). Hipotiroidizm
olgularinda ¢inko seviyelerinin diisiik, hipertiroidizm olgularinda ¢inko seviyelerinin
yiikksek ¢ikmasi ile hormon-reseptér kompleksi tizerinden en belirgin sekilde
etkilenen hormonun da TSH oldugu ortaya konmustur (Leblondel ve ark 1992,
Baltaci ve ark 2003). Baltac1 ve ark (2003) farelerde ¢inko, melatonin ve TSH
iliskisini kontrol (K), ¢inkoigermeyen diyetle beslenen (I. Deneme grubu),
pinealektomili (II. Deneme grubu) ve pinealoktemili ve ¢inkodan noksan diyetle
beslenen (111. Deneme grubu) farelerde ¢inko, melatonin, TSH, serbest ve total T3 ve
T4 diizeylerini 6lgmiisler, ¢inkodan yoksun diyetle beslenen, pinealektomili ve
pinealektomi yani sira yetersiz ¢inko ile beslenen grupta hem Zn hem de melatonin
diizeylerinin kontrol grubuna goreistatistik agidan Onemli diizeyde diistiigiini

bulmuslardir (Cizelge 1.5).

Cizelge 1.5. Kontrol ve deneme gruplarinda plazma ¢inko ve melatonin diizeyleri.

GRUPLAR Zn (ng/dL)| Melatonin (pg/mL)
Kontrol Grubu 121.30 + 9.94° 18.73 + 8.00%
l.  Deneme Grubu 47.54 + 28.49° 10.36 + 3.57°
II. DenemeGrubu 74.55+7.19 3.88 + 1.46°
[11. DenemeGrubu 43.88 + 9.53° 2.81 +1.84°

(p<0,01) a>b>c

Serbest ve total T3 ve T4 diizeylerinin ¢inkodan yetersiz beslenen ve
pinealektomi yani sira Zn’dan yetersiz beslenen farelerde kontrol grubundan anlaml
diizeyde diisiik bulunmus, TSH diizeylerininse sadece ¢inkodan yetersiz beslenen

grupta anlamli derecede diistiigii saptanmistir (Cizelge 1.6).
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Cizelge 1.6. Kontrol ve deneme gruplarinda TSH, serbest ve total T3 ve T4
diizeyleri.
Gruplar

Parametreler | Kontrol . Deneme Il. Deneme I1l. Deneme
FT3(pg/mL 3.74 £ 1.37° 122+0.14° [ 445+019°] 1.94+0.23"
FT4(ng/dL) 2.41 £0.36° 0.78 £0.10° | 3.15+0.26* | 1.42+0.18°
TT3(ng/dL) 69.04 + 14.58° |34.84+1.69° | 70.02+2.35" | 37.12+1.80°
TT4(pg/dL 5.43 + 0.96° 1.97+0.74° | 5.65+061%| 2.13+0.64°
TSH(pIU/mL) 0.37 + 0.14% 0.05+0.02° | 0.48+0.10°| 0.30+0.12°

F=Serbest, T=Total, p<0,01. a>b>c>d.

Kratz ve ark (2016) azospermi ve teratozospermi olgulu erkekler ile fertil
erkeklerden elde ettikleri sperm igeriklerini melatonin yoniinden karsilastirms, fertil
grubun melatonin diizeyleri ve antioksidan kapasitesi diger gruplara gore belirgin
Olciide yiiksek cikarken, oksidatif protein iiriinleri diisiik ¢ikmistir. Bu olgu ile

melatonin sperm kalitesi tizerindeki etkiside ortaya konulmustur.
1.4.8. Melatonin Kemik ve Lipid Metabolizmasi ile iliskisi

Onlarca y1l Once pinealektomi yapilan tavuklarin columna vertebralis
bolgesinde gozlemlenen deformasyonlar melatoninin kemik metabolizmasinda rolii
olabilecegi diislincesini dogurmustur (Thillard 1959). Suzuki ve Hattori(2002)
tarafindan yiiriitilen Tokyo Medikal ve Dental Universitesi ile Kanazawa
Universitelerinin ortak ¢alismalarinda melatoninin balik iskeleti ve deneysel kemik
modellerinde osteoklast aktivitesini inhibe ettigi gbzlenmis, ad1 gegen arastiricilarin
daha sonraki ¢aligmalarinda da kalsiyumdan yetersiz yemle beslenen ratlara
melatonin uygulamalarimin kemik mineral yogunlugunu ve kemik dayanikliligini
artirdigin1 bulmuslardir (Suzuki ve ark 2008). Satomura ve ark (2007) ise benzer
bulgulara insanlarda ulagsmislar ve cene kemigi ve iliumun osteoblastlarinda
melatonin  reseptdrlerinin  varligim1  saptamislar, melatoninin  osteoblast
proliferasyonunu ve kollojen iiretimini arttirdigini ortaya ¢ikarmislardir. Melatoninin
insanlarda ve deney hayvanlarinda uzun siireli kullaniminin kan ve karacigerde LDL
diizeylerini diisiirdiigi (Hussain 2007), postmenstrual donemdeki kadinlarda

melatonin kullaniminin HDLyi yiikselttigi bildirilmistir (Tamura ve ark 2008).

30



1.4.9. Melatonin Antioksidan Etkisi

Son yillarda yiirtitiilen ¢aligmalarla melatoninin bir yandan serbest radikalleri
etkiyerek direkt, diger yandan da indirekt olarak oksidatif streslerde antioksidan etki
gosterdigi saptanmistir. Melatonin ve onun prokiirsérii olan seratonin yiiksek
derecedeki lipofilik 6zellikleriyle serbest radikallerin yok edilmesinde biiyiik bir
onem kazanirken, giiglii bir antioksidan olan vitamin E kan-beyin bariyerini ¢ok az
gecebildiginden kan-beyin bariyerini ¢ok daha kolay gegen melatonin kadar etkili
olmadig1 ve serbest radikallerin arasinda en tehlikelisi olan hidroksil radikalini (OH-)
yok edebilen antioksidanlarin en gii¢liisiiniin melatonin oldugu 6ne siiriilmektedir
(lanas ve ark 1991, Hardeland ve Reiter 1993, Reiter 1996). Melatonin hidroksil
serbest radikali ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon radikaline
doniistiigli, bunun da ortamdaki siiperoksit radikalini (O, ~) tutarak antioksidan
aktivite gosterdigi kaydedilmistir. Deneysel g¢alismalarda antioksidanlarin (OH)
radikaline karsi olan etkinliklerinin arastirilmasi amaciyla, (OH") radikalinin dmrii
¢ok kisa oldugundan (9 saniye), hidroksil grubunun 5,5-dimetilprolin N-oksid
(DMPO) ile reaksiyon iiriinii (DMPO- OH) diizeyleri olgiilmektedir. DMPO
varhiginda ultraviyole 151k (254nm) etkisi ile H,0 'dan sentezlenen DMPO- OH
radikalleri lizerine ortama eklenen melatonin, glutatyon ve mannitoliin etkileri
arastirtlmis ve DMPO-OH radikali olusumunun %50’sinin baskilanabilmesi i¢in
gerekli dozlar melatonin, glutasyon ve mannitol igin sirasiyla: 21, 123 ve 283 M/L
olarak bulunmus, melatoninin glutasyona gore 5, mannitole gore ise 15 kat daha

giiclii bir etkiye sahip oldugu vurgulanmstir (Cardinali ve ark 1997).

Serbest radikaller ve hidroksil radikalleri yiiksek reaktiflige sahip
olduklarindan hiicrelerdeki makro molekiilleri biiylik hasara ugratirlar. Glutasyon ve
mannitol gibi iyi bilinen serbest radikal tiiketicileri ile melatonin karsilastirildiginda,
melatoninin o6zellikle DNA gibi makro molekiilleri oksidatif hasardan korumada
daha etkili oldugu ortaya c¢ikmistir. Melatonin biitlin hiicre ve hiicre i¢i
kompenentlere kolaylikla diffiize olabildiginden serbest radikallere daha kolay ulagir
ve serbest radikallerin yok edilmesinde 6nemli rol oynar. Yiiksek toksik giice sahip
olan hidroksil radikallerinin yok edilmesi yani sira melatonin gii¢lii bir antioksidan
enzim olan ve hidroksil radikalinin prekiirsorii olan hidrojen peroksidi (H,0,) suya
yikimlayan glutasyon peroksidaz aktivitesini de uyararak ikinci bir yol iizerinden

hiicreleri oksidatif hasardan korumaktadir (Reiter 1996).
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1.4.10. Melatonin ve immun Sistem
1.4.10.1. Bagisiklik sistemine etkisi

Fotoperiyodun bagisiklik iizerindeki etkilerinin incelendigi laboratuvar
caligmalarinda giinlerin kisaldigi mevsimlerde immun sistemin fonksiyonlarinin
giinlerin uzadig1 dénemlere gére daha giiclii oldugu, bu olgunun giinlerin kisaldig:
donemlerdeki melatonin iiretiminin daha fazla olmasindan kaynaklanabilecegi 6ne

stiriilmektedir (Demas ve ark 1998).

Travma ya da hemorajik soklardan sonra baskilanan bagisiklik sisteminin
melatonin ile diizeltilebildigi (Wichmann ve ark 1996), stres, viral hastaliklar,
bakteriyel hastaliklar, kortikosteroid kullanimi ya da ilag¢ tedavisi sirasinda ikincil
olarak gelisen immun yetersizliklerin melatonin ile dnlenebildigi (Maestroni 2001),
melatoninin immun sistem hiicrelerini ya dogrudan melatonin reseptdrleri
aracilifiyla ya da dolayli yoldan steroid hormonlardaki degisikliklere bagli olarak
aktive edebildigi (Hotchkiss ve Nelson 2002) one siiriilmiistiir. Esquifino ve ark
(2004) da epifizin ¢ikarilmasi ya da deneysel olarak melatonin sentezinin
engellenmesiyle benzer sonuglar elde etmisler, bagisiklik sisteminde ortaya ¢ikan

baskilanmanin eksojen melatonin uygulamalariyla giderilebildigini bildirmislerdir.
1.4.10.2. Lenfoid dokulara etkisi

Melatonin memeli hayvanlarin timus, dalak ve immun fonksiyonla
dogrudan iliskili diger dokularin biiylimelerini uyardigi, deneysel olarak epifizleri
cikarilmis ya da ilaglarla epifizleri inaktive edilmis memelilerde timus bezinin
atrofiye oldugu goézlenmis, bu hayvanlara disardan melatonin verilmesinin bezin
tekrar hiperplazisini sagladig: tespit edilmis (Maestroni ve ark 1987), farelerde
epifizin ¢ikarilmasindan sonra dogal oOldiirlici hiicre aktivitesinin azaldig
saptanmistir (del Gobbo ve ark 1989). Currier ve ark ( 2000) da farelerin yemlerine
melatonin katilmasindan sonraki 7. ve 14. giinlerde dogal 6ldiiriicii hiicre ve monosit
sayisinin arttigini goézlemlemisler, ancak bu durumun tersine kuslarda melatoninin

dalak ve bursa fabrisinin kiitlesini azalttig1 da saptanmistir (del Gobbo ve ark 1989).
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1.4.11. Melatoninin Termoregiilasyon ve Biyolojik Saatteki Rolii

Insan ve hayvanlarda termoregiilasyonda énemli bir role sahip olan melatonin
etkisini merkezi viicut 1s1sim1 azaltip, periferik cilt 1sisin1 artirarak gosterdigi, ratlarda
diisiik doz melatonin uygulamalarinin hipertermik, yliksek doz uygulamalarin ise

hipotermik etkili oldugu saptanmistir (Macchi ve Bruce 2004).

Viicut 1sisinin regililasyonu, 1s1 merkezi olarak bilinen hipotalamusun 6n
boliimiindeki preoptik sahada gerceklesmektedir. Yapilan arastirmalarda bu
merkezdeki néronlarda melatonin reseptorleri bulundugu ve melatonin hormonunun
bu merkezi etkileyerek viicut 1sisinda diismeye neden oldugu bildirilmistir.
(Cagnacci 1996, Tsuzuki ve ark 2004). Fiziksel aktivite sirasinda kan melatonin
diizeylerinin ylikselmesi, egzersizlerden sonra melatonin uygulanan ratlarda plazma
laktat diizeylerinin diiserken, kas ve karaciger glikojen seviyelerinin artmasi
melatonin uygulamasmin egzersiz performansini arttirabilecegini diistindlirmiis
(Marino 2002), egzersiz sirasinda artan miktarlarda salinan melatoninin viicut
sicakligini tehlikeli diizeylere c¢ikmasini engelleyerek performansi arttirdigi 6ne

stirilmistiir (Herxheimer ve Petrie 2001).

Ozet olarak koyu karanlikta ve derin uyku periyodunda salman tiim
hiicrelerin yenilenmesini, bagisiklik sisteminin giiclenmesini ve viicut direncinin
artirtlmasini saglayan melatoninin 6nemli goérevlerinden birisi de biyolojik saatin
stirdiiriilmesi ve ritminin ayarlanmasidir. Biyolojik saatin regiilasyonunu saglayan
baglica hormon olarak bilinen melatoninin yeterli ve diizenli salgilanmamas1 sonucu
yorgunluk hissi, uykusuzluk, istahsizlik, hazimsizlik, zihinsel problemler,
huzursuzluk, zaman algisinda bozulma, olaylara tepki verme zamaninin uzamasi,
yonelim bozuklugu, nedensiz yaygin viicut agrilari ve bazen terleme gibi
bozukluklarla karakterize jetlag’in gelistigi bildirilmis (Herxheimer ve Petrie 2001),
melatoninin bir diger 6nemli gorevinin de uyuma ve uyanmayi saglayan, bir baska
deyisle uyku diizenini kontrol eden bir zamanlayict oldugu One siiriilmiistiir

(Claustrat ve ark 2005).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deneklerin Secimi ve Beslenmesi

Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesinde bulunan 2
yasinda 12 kivircik irki melezi koglarin 6tanesi kontrol 6 tanesi de deneme grubu
olacak sekilde gruplandirilmis ve Nisan 2017- Mart 2018 tarihleri arasindaAydin
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi ¢iftliginde tam agik sistemde farkli
bolmelerde barindirilmistir.

Kontrol ve deneme grubundaki koclar deneme siiresince yasama pay1
beslenme gereksinimlerini karsilayacak sekilde dengelenmis, kaba yem (kuru yonca
samani) Ve karma yemden (arpa, tuz ve standart olarak 25 mg/kg/KM ZnO igeren
vitamin-mineral karmasi) olusan rasyon ile beslenmistir. Her iki gruptaki koglara orta
kaliteli yonca kuru samani ad libitum olarak verilirken, pelet halindeki karma yem
kontrol grubuna hayvan basina giinliik tek 6giinde 150 g, deneme grubuna hayvan
bagina giinlik tek 6giinde 150 g karma yem + 100 mg/kg/KM ZnO verilmistir.
Yemlere ¢inkonun homojen bir sekilde karismast amaciyla 10 g ZnO bir kilo yeme
eklendikten sonra iyice karistirilip, iizerine 9 kg yem eklenmis tekrar homojen bir
karisim  saglandiktan sonra karigim 100 kg’a tamamlanmis  (Eklenen
Zn0O=100mg/kg/KM), homojen bir sekilde karistirildiktan sonra deneme grubunun
beslenmesinde kullanilmigtir. Deneme ve kontrol grubundaki koglar 2017 nisan ve

2018 mart ay arasinda bir siire ile hazirlanan bu yemlerle beslenmislerdir.
2.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Deneme siiresince her ay bir kez (her ayin son haftasi persembe giinii saat
11.00° de) koglarin vena jugularislerinden alinan kan 6rnekleri 4000/devir/dakikada
5 dakikasantrifiije edilmis, kazanilan plazma Ornekleri ependorf tiiplere alinarak

analizlere kadar -20C° de derin dondurucuda saklanmustir.
2.3. Hormon Analizleri

Deneme siiresince toplanan oOrneklerde kisspeptin ve melatonin diizeyleri
Konya Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Mehmet
SERPEK endokrinoloji laboratuvarinda ELISA yontemiyle ¢alisan Kitlerle

belirlenmistir.
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2.3.1. Melatonin Elisa Kiti

Bioaassay Tecnologl Labaratory firmasinin E0108Sh katalog no.lu 3-700
ng/L 6l¢iim araligina sahip, 1,52 ng/L’ye hassas 96 yuvali hazir enzim assay plaklari

kullanilmistir.

2.3.1.1. Analiz prensibi

Koyun melatonin antijeni ile kaplanmis mikrotitre plaklarinin kullanildigi
yontemde, yuvalara standart ¢ozeltileri ve plazma 6rnekleri eklendikten sonra tracer
olarak biotinle isaretlenmis koyun melatonin antikoru ve HRP (Horse radish
peroxydase) birlikte verilerek inkube edilir. inkubasyon sonrasi plaklar yikanarak
tracer’a baglanmamis HRP’ler uzaklastirilir, yikanan plaklara subsrat eklenerek
inkube edilir ve inkubasyon sona erince stop solusyonu ile enzim reaksiyonu

durdurulur, 10 dakika i¢inde 450 nm absorbanslar okunur.
2.3.1.2. Analiz Protokolii

1. Biitiin reaktifler ve hazirlanan ¢6zeltiler oda 1sisina getirilir ve analizler oda
sicakliginda siirdiirtiliir.

2. Standart yuvalarma biyotinli antijenle (Tracer) hazirlanmis 50 pl standart
cozeltileri eklenir.

3. Analiz yuvalarina 40ul plazma ornekleri 10ul tracer, standartlar ve plazma
orneklerinin yuvalarma 50ul streptavidin- HRP eklenir ve 60 dakika 37°C de
karanlikta inkiibasyona birakilir.

4. Inkubasyon tamamlandiktan sonra plak cikarilir ve plaklar her defasinda 350
ul yikama ¢ozeltisiyle 5’er kez yikanarak tracer’a baglanmamis HRP’ler
uzaklagtirilir.

5. Mikro titre plaginin tiim yuvalarina Subsrat A (50ul) ve B (50ul) substrat
cozeltisi eklenir, agz1 kapatilan plaklar 37 °C ve karanlikta 10 dakika inkube
edilir.

6. Inkubasyon 50ul stop ¢ozeltisi ilavesiyle durdurulduktan sonra 10 dakika
igerisinde plaklar 450 nm’lik dalga boyunda okunur ve bilgisayar

programinda degerlendirilerek plazma melatonin diizeyleri belirlenir.
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2.3.2. Kisspeptin Elisa Kiti

Bioaassay Tecnologl Labaratory firmasinin E0051Sh katalog no.lu 5-2000
ng/L dlciim araligina sa