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TURKCE OZET

Glutamat agonistlerinin hipotalamustaki belirli néron gruplari iizerine olan etkileri, calismanin
ana amacini olusturmus ve bu cergevede sican beyinlerinde, vazopresin, oreksin ve kisspeptin
ndronlarinin dagilimlar: ve glutamaterjik sistem ile olan reseptdr ve aktivasyon diizeyindeki iliskileri
incelenmistir. ilgili alanlarda, farkli glutamat agonistlerinin ve antagonislerinin adi gegen ndron
gruplarina olan etkileri immiinohistokimyasal yaklagimla arastirilmigtir. Caligmanin ana iskeletinde,
glutamatin NMDA ve non-NMDA reseptdrlerine ait agonistlerinden AMPA ve kainik asitin (ve
antagonistlerinin) intraperitoneal olarak uygulanmasini takiben ilgili ndron popiilasyonlar: c-Fos
ekspresyonu acisindan degerlendirilmistir. Oreksin néronlar1 acisindan, bu ndron grubunun,
glutamaterjik inervasyon aldigi, AMPA ve kainik asit reseptor altbirimlerini eksprese ettikleri ve non-
NMDA agonistleri ile aktivasyon gosterip, uygun antagonist ile baskilanabildigi gosterilmistir.
Vazopresinerjik sistem agisindan da vazopressin ndronlart iizerinde glutamat agonistlerinin uyarici
etkileri oldugu, glutamatin etkisini vazopressin ndronlarinda reseptorleri aracilifi ile yaptigi
bulunmustur ve daha ileri ¢aligmalarimiz i¢in bu sonuglarin 151k tutucu ve yol gosterici oldugu
diistiniilmistiir. Nispeten daha yeni bir alan olan kisspeptin néronlar1 konusunda elde ettigimiz dagilim
alanlar1 ve glutamaterjik sistemle olan baglantilarina yonelik sonuglar, bu néronlarin ¢aligsma alanimizin
da 6tesinde daha pek ¢ok fonksiyonel baglantisi ve gorevi oldugunu da géstermektedir. Caligmalarimiz
sonucunda da literatiirdeki veriler ile uyumlu olarak kisspeptin néronlarinin glutamat agonistleri ile
aktivasyon gosterip, uygun antagonist ile baskilanabildigi morfolojik diizeyde gosterilmis ve diger
metodlar ile elde edilen sonuglara katki sagladigr diistintilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Glutamat, Glutamaterjik sistem, Kisspeptinler, Oreksin, Vazopressin.
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INGILIiZCE OZET

The Role of Glutamate Agonists in Hypothalamic Neuroendocrine Cell

Activation

The effects of glutamate agonists on certain neuron groups in the hypothalamus constituted the
main purpose of the study, and in this context, the distribution of vasopressin, orexin and kisspeptin
neurons in rat brains and their relationship with the glutamatergic system at the level of receptor and
activation were investigated. In the main content of the study, related neuron populations were evaluated
for c-Fos expression following intraperitoneal administration of glutamate receptor agonists NMDA,
AMPA and kainic acid (and its antagonists). In terms of orexin neurons, it has been shown that this
group of neurons receives glutamatergic innervation, expresses AMPA and kainate receptor subunits,
and can be activated by non-NMDA agonists and suppressed by the appropriate antagonist. And, in
terms of vasopressinergic system, it was found that glutamate agonists have stimulating effects on
vasopressin neurons, glutamate exerts its effect on vasopressin neurons through its receptors, and these
results are thought to be light-shining and guiding for our further studies. The results of the distribution
areas and their connections with the glutamatergic system, which we obtained for kisspeptin neurons,
which is a relatively new field, also show that these neurons have many more functional connections
and tasks beyond our study area. As a result of our studies, it has been shown at the morphological level
that kisspeptin neurons can be activated by glutamate agonists and suppressed by the appropriate
antagonist, in line with the data in the literature, and it is thought to contribute to the results obtained
with other methods.

Keywords: Glutamate, Glutamatergic system, Kisspeptins, Orexin, Vasopressin.
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1. GIRIS

Merkezi sinir sistemindeki néromodiilatorlerin, kimyasal yapilarina gore, amin
yapili, aminoasit yapili ve peptit yapili olmak iizere ii¢ farkli grupta toplandiklari
bilinmektedir. Aminoasit yapidaki néromodiilatorler, noronal diizeydeki etkilerinin
baskilayict ya da uyarict olup olmadiklarina agisindan da “inhibitor” ve “eksitator”
olarak iki gruba ayrilmaktadir. inhibitdr dzellikli gamma amino-biitirik asit (GABA),
taurin, glisin, prolin ve eksitator etkili aspartat ve glutamat en ¢ok bilinen aminoasit
yapili néromodiilatorler olarak karsimiza g¢ikmaktadirlar. Bunlarin bir kismi da
aminoasit yapilarina ragmen peptit yapili néromodiilatérlerden daha ¢ok amin yapili
olanlarla benzer niteliklerdeki sentez, salinim ve kinetik 6zelliklere sahiptirler. Sinir
uclarinda glutaminaz enziminin etkisiyle glutaminin hidrolizi ile glutamatin olustugu
bilinmektedir. Glutamatin bir kisminin ise oksoglutarat oksidasyonu ve
transaminasyonu yollari ile glukozdan sentezlendigi de bilinmektedir. Sinir uglarindan
salmmi ise Ca"™ bagimhidir. Glutamat eksitator bir noérotransmitter olarak
hipotalamusta yaygin olarak bulunmaktadir ve glutamat pozitif sinir terminalleri
immiinohistokimyasal yontemlerle, supraoptik (SON), paraventrikiiler (PVN), arkuat
ve suprakiazmatik (SCN) cekirdeklerde presinaptik yerlesimli olarak gosterilmistir
(Van Den Pol, & Trombley 1993). Glutamatin, néroendokrin sistem igerisinde 6nemli
bir rol iistlendigi bilinmektedir ve pek ¢ok hormon aktivitesinin kontrolii ile iligkili
onemli bir néromodiilatér olarak goriilmektedir (Brann, 1995). Iyonotropik ve
metabotropik reseptorleri iizerinden aktivite gdstermekte, iyonotropik reseptorleri,
glutamat agonistlerine olan afiniteleri géz Oniinde bulundurularak ‘“c-amino-3-
hydroksi-5-metil-4-isoxazolepropionat” (AMPA), “kainik asit” ve “N metil D
aspartat” (NMDA) olmak {izere {i¢ kisimda incelenmektedir (Hollmann, & Heinemann,
1994). Bu alt tip reseptorler Na”, K", ve Ca™ iyon kanallar1 iizerinden etki
yaparlarken, metabotropik reseptorler G-protein araciligi ile Ca™ ya da adenilat siklaz
aktivitesi lizerinden etki gostermektedirler (Brann, & Mahesh, 1994). AMPA
reseptorleri GluA1-4, kainik asit reseptorleri GluK1-5 ve NMDA reseptorleri GluN1,
GluN2A-D ve GIuN3A-B altbirimlerinden olusmaktadir (Bettler & Mulle, 1995;
Dingledine, 2012; Mori, & Mishina, 1995). S6zii edilen altbirimler homodimerik ya da
heterodimerik bicimlerde (sirasiyla, bir tek alt yapidan ya da birden fazla alt yapidan



olusan), fonksiyonel reseptor kanallar1 olan, iyon kanallarini olusturmaktadir (Howe,

1996; Monyer ve ark., 1992).

Calismamiz agisindan hipotalamik noéron gruplarindan olan vazopressin ve
oreksin noronlarina bakilacak olursa sivi ve tuz dengesinin saglanmasinda vazopressin
ndronlarmin etkileri uzun yillardir bilinmektedir. Glutamat agonistlerinin vazopressin
noronlarin1 uyararak vazopressin salimimina neden olduklar1 da bildirilmis ve
vazopressin noronlarinda  AMPA ve NMDA reseptér altbirimlerinin varligi
gosterilmistir (Morsette, Swenson, Badre, & Sladek, 1998; Onaka, & Yagi, 2000).
Ancak kainik asit reseptorleri agisindan yeterli ¢aligma bulunmamaktadir. Bagka bir
hipotalamik ndéroendokrin hiicre olan oreksin ndronlarinin da uyaniklilik ve besin
alimi iizerindeki etkileri bilinmektedir ve hipotalamus igerisinde ayrica da hipofiz
tizerine etki gosterecek sekilde noroendokrin etkilerinin oldugu gosterilmistir
(Shirasaka, Kunitake, Takasaki, & Kannan, 2000). Oreksin A ve B olarak ya da
hipokretin olarak isimlendirilen oreksinerjik noronlarin genel popiilasyonu,
hipotalamusda 6zellikle perifornikal alanda yerlesmistir. Hipoglisemi ile birlikte bu
noronlarin aktive olduklari bilinmektedir; ancak oreksin néronlarinin kontroliinde olan
norotransmitter sistemlerinin arastirildigi calismalar az sayidadir (Ferguson, &

Samson, 2003). Glutaminerjik sistem ile olan iligkileri ise tam olarak a¢ik degildir.

Haklarinda daha az bilgi bulunan kisspeptin noropeptid ailesi, “Kiss-1” geni
(1g932) tarafindan transkript edilen onciil yapidaki bir proteinden tiireyen peptitlerdir
(Gottsch ve ark., 2009). “Kissl” geni Oncelikle 54 aminoasitlik bir proteine
pargalanabilen, hidrofobik ve 145 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir. Onciil
proteinden tiireyen 54 aminoasitlik “metastin” ile birlikte 10, 13 ve 14 aminoasitlik
daha kisa protein dizileri kisspeptinler olarak adlandirilmaktadir (Lee ve ark., 1996;
Mikkelsen, & Simonneaux, 2009). “Kiss” kelimesindeki “ss” takis1 bir anlamda
supresOr gorevinde olan “suppressor sequence” dizisine karsilik gelmektedir. Bu gen,
Pensilvanya’daki Hershey bolgesinde bulundugundan dolay1 ve bélgenin bilinen iinlii
bir ¢ikolatas1 olan Kiss markasina ithaf edilip, “Ki” 6neki de eklenip “Kiss-1" ad1
verilerek, bilimsel diinyada da bu sekilde kabul edilmistir (Lee ve ark., 1996;

Seminara, 2005). 1996 yilinda kesfedilen “Kiss1” geni, invazyon 6zelliklerini yitirmis



melanoma hiicrelerinde yiiksek diizeyde goriilmiistiir (Lee ve ark., 1996). Metastin
olarak bilinen Kisspeptin-54 transkriptinin, “GPR54” (G protein iliskili reseptor-54)
reseptoriine endojen bir ligandlik yaptigi ise 2001 yilinda ii¢ ayr1 grubun ¢alismalari
ile gosterilmistir (Kotani ve ark., 2001; Muir ve ark., 2001; Ohtaki ve ark., 2001).
Ayrica, kisspeptin proteinlerinin  “GPR54” reseptorii ile etkilesimi ile birlikte
fosfolipaz C aktiflesmektedir. Hiicre i¢i “inozitol 1,4,5 trisfosfat”, Ca™" diizeyleri
yiikselmekte, ayn1 zamanda, ERK ve p38 protein-kinaz sinyal yollar1 etkinlesmektedir

(Lee ve ark., 1996).

Metastinin “GPR54” reseptoriine baglanma afinitesinin giligliiligii fizyolojik
bir ligand olarak reseptor aktivasyonunda goérev aldigini gdstermektedir. Bu ligand
reseptor iligkisinin C terminallerindeki amid gruplarinin varligina gereklilik duydugu
bilinmektedir (Colledge, 2008). “Kiss-1” ve “GPR54” gen mutasyonlarinin deney
hayvanlarinda hipogonadotropik hipogonadizme neden oldugu ¢esitli arastirmalarla
gosterilmistir (d'Anglemont de Tassigny, Fagg, Carlton, & Colledge, 2008; Roux,
Genin, Carel, Matsuda, Chaussain, & Milgrom, 2003; Seminara, 2005). Ayrica
“GPR54” gen aktivasyonu ile insanlarda puberte prekoks gozlenmistir (Teles ve ark.,
2008). Kemiricilerde kisspeptinlerin verilmesi ile preoptik alanda gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH) ndronlarinda “GPR54” mRNA diizeyleri ve c-Fos
aktivasyonunda artis gozlemlenmistir. Ayrica, kisspeptin immunoreaktif sinir
terminallerinin GnRH immunoreaktif hiicreler ile yakin iliski igerisinde olduklari
bilinmektedir (Irwig ve ark., 2004; Matsui, Takatsu, Kumano, Matsumoto, & Ohtaki,
2004). Kisspeptinlerin periferik yollar ile verilmesi ile de testosteron seviyelerinde
artis oldugu bilinmektedir. Kisspeptin m-RNA’sin1 eksprese eden noronlarin, ARC,
anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek (AVPV) ve PVN gibi gonadotropin saliniminin
noroendokrin diizenlenmesinde rol alan hipotalamik bolgeler ile iliski igerisinde
olduklart in situ hibridizasyon teknigi ile gosterilmistir. Ancak kisspeptin peptitlerinin
“GPR54” aktivasyonu ile pubertenin baglangicinda rol oynadigi, ayrica hipotalamo-
hipofizer gonadal (HHG) aksisin diizenlenmesinde de etkin rolleri oldugu yeni ortaya
cikarilmis olsa da haritalandirma anlaminda histolojik dagilim ve yerlesimleri hala net
olarak anlagilmis degildir. Immunohistokimyasal olarak kisspeptin immunoreaktif

hiicrelerin ti¢lincii ventrikiiliin rostral kisimlarinda periventrikiiler alanlarda, arkuat



cekirdekte ve daha daginik olarak da dorsomedial niikleus ve posterior hipotalamusta
olduklar1 ise baz1 ¢aligmalarda gosterilmistir. (Gottsch ve ark., 2004; Navarro ve ark.,

2005; Thompson ve ark., 2006).

GnRH noronlarinin hipofizden salinan “folikiil-uyarici-hormon” (FSH) ve
“luteinize-edici-hormon”nun (LH) gonadlar iizerinde etkilerini gosterdikleri
bilinmektedir. Aktive olan gonadlarla birlikte de puberte baglamaktadir (Kuohung, &
Kaiser, 2006; Hofmann, 2006). “GnRH1” geni (Cr8) preoptik alanda 92 aminoasitlik
bir preprohormonu kodlamakta ve bu protein dizisinin son lriinii olarak da bir
dekapeptid olan GnRH f{iretilmektedir. Bir nérohormon olarak néronda sentezlenip
noron terminalinden salinmaktadir. GnRH salgilayan néronlar tarafindan iretilip
median eminenste hipofizer portal sisteme salinmakta, portal sistemle hipofize
taginmakta, gonatotropik hiicrelerde kalsiyum ve protein kinaz ile iliskili olan
fosfolipaz C beta izoformu iizerinde etkili olan “gonadotropin salgilatict hormon
reseptori” (GNRHR) isimli reseptdr lizerinden etki etmektedir. Bu tetikleyici
mekanizma LH ve FSH isimli gonadotropinlerin sentez ve sekresyonu ile
sonuclanmaktadir. GnRH dakikalar icerisinde proteolize ugramaktadir. Gonadotropin
sentez ve sekresyonu GnRH akiminin biiytikliik ve frekanslarina, ayrica androjen ve
Ostrojenlerin geribildirimlerine bagli olarak degismektedir. Erkekte sabit bir GnRH
akimi s6z konusu iken disilerde menstrual siklus ile degisiklik gostermektedir.
Folikiiler gelisim, ovulasyon ve spermatogenezisi yoneten tek hormon olarak GnRH
pulsatif olarak salinmaktadir (Grumbach, 2002). GnRH aktivitesi bilindigi gibi
cocukluk donemlerinde zayif iken puberte ile giiclenmektedir. Hipotalamustan GnRH
salimimi fetal donemlerde baslayip tiim bu fetal gelisim donemleri boyunca aralikli
olarak devam etmektedir. Dogumdan sonraki 6-12 aylik donem icerisinde GnRH
diizeyi kademeli olarak azalmakta takiben ¢cocukluk donemine ulasildiginda ise belirli
bir diizeyde kalmaktadir. Bu baskilanmanin nedeni tam olarak agik degildir (Rogol,
2004). GnRH noronlart geribildirimlerin yani sira, afferent uyarilar agisindan
norepinefrin, glutamat, dopamin ve GABA norotransmitterleri ile iligkili néronlar ile
de kontrol altindadir. Ornek olarak dopamin GnRH iizerinden LH salmimim
uyarmaktadir (Limonta, Moretti, Marelli, & Motta, 2004). GnRH saliniminin hiicresel

diizeyde kisspeptin araciligr ile direkt yoldan olup olmadig1 ya da oluyorsa nasil bir



mekanizmanin bu yolaklara dahil olduguda tam olarak acik degildir. Kisspeptin
reseptor aktivasyonu Fosfolipaz C ve inositol trifosfat hiicre i¢i ikincil haberci
sistemleri ile iliski igerisindedir (Liu, Lee, & Herbison, 2008). Kisspeptinlerin pek ¢ok
iyon kanalinm1 diizenleyen Fosfolipaz C ve Ca'" lizerinden GnRH noronlarini uyardigi
bilinmektedir. Kemiriciler, koyun, maymun ve insanda kisspeptin verilmesi ile GnRH
ve gonadotropin sekresyonu stimulasyonu olmaktadir. GPR54 -/- farelerde anormal
seksiiel gelisim ve diisiik gonadotropin seviyeleri goriildiigli de bildirilmistir (Funes
ve ark., 2008). Bu bilgiler ile kisspeptin immiinoreaktivitesi gosteren ndronlarin
dagilimlarinin HHG akst gibi yaygin merkezi etkileri olan sistemler ile olan
fonksiyonel iligkilerinin ortaya c¢ikarilmasimna yonelik ¢aligmalarin 6nemli oldugu

goriilmektedir.

Glutamat agonistlerinin hipotalamustaki belirli hiicre gruplar1 iizerine olan
etkileri, calismamizin ana amacini olugturmus ve bu gercevede sican beyinlerinde
vazopressin, oreksin ve kisspeptin noronlart ilgili alanlarda, farkli glutamat
agonistlerinin etkileri altinda, mikroskobik diizeyde incelenmistir. Tez c¢aligmasi
kapsaminda gergeklestirilen deneylerimizde glutamat agonistlerinin vazopressin,
oreksin ve daha dar cergevede, nispeten daha yeni bir grup olan kisspeptin ndronlari

tizerindeki aktivasyon etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hipotalamus

Diensefalonun en alt parcasi olarak hipotalamusun iyi belirlenmis sinirlari
bulunmaktadir. Anterior komissur, lamina terminalis ve optik kiazma 6niinden ¢izilen
¢izgi rostraldeki sinirini olustururken, arkada mamiller cisim, iistte hipotalamik sulkus,
altta tuber cinereum, yanlarda da internal kapsiile kadar uzanan hipotalamik parcalar
ile lokalize olmakta ve sinirlanmaktadir. Hipotalamusun i¢inde yogun hiicre bulunan
alanlar da hipotalamik c¢ekirdekler olarak farkli isimlendirmeler altinda
incelenmektedirler. Bu cekirdekler genelde belirgin sinirlari olan yapilar olmamakla
birlikte, buna ek olarak hiicresel uzantilar1 ¢ogu kez alan sinirlarini tasmakta ve uzak
alanlara projekte olmaktadirlar. Ayrica hipotalamik c¢ekirdekler kimyasal ve
fonksiyonel olarak heterojenite gosterebilmektedirler. Lamina terminalis ile optik
kiazmanin arka sinir1 arasinda kalan ¢ekirdekler anterior/supraoptik ¢ekirdekler; optik
kiazma ile mamillar cisimcikler arasindakiler medial/tuberal ve mamiller cisimciklerin
gerisindeki hipotalamik ¢ekirdekler de posterior/mamillar ¢ekirdekler olarak klasik

anlamda siniflandirilmaktadirlar (Conn, 2008).

Calismalarimizla ilgili olan cekirdeklerden PVN kama seklindedir ve 3.
ventrikiile komsu olarak uzanmaktadir. Bu ¢ekirdekteki magnoselliiler ndronlar biiytlik
perikaryalar1, parvoselliiler noronlar ise kiigiik perikaryalar ile ayirt edilebilirler.
Magnoselliiler noronlarin  aksonlar1 ndrohipofizde sonlanirken, parvoselliiler
ndronlarin aksonlart medyan eminenste hipofizyal portal damarlarin primer kapiller
yatagina kadar uzanirlar. Bir bagka ilgi alamimizdaki cekirdek olan SON optik
traktusun baslagicinin  hemen {istiinde yerleserek, anterolateralde genis ve
posteromedialde daha kiiciik birer alt ¢ekirdegin birlesiminden olusmakta ve bu iki alt
cekirdek birbirlerinden dar bir hiicre dizisi band1 ile ayrilmaktadirlar. Bu ¢ekirdekteki
ndronlar, koyu boyanan magnoselliiler karakterde ve aksonlar1 nérohipofizde sonlanan
hiicrelerdir. Paraventrikiiler ve supraoptik cekirdeklerdeki noronlarin aksonlar1 bir
demet halinde inerek ‘“hipotalamo hipofizer trakt” olarak nitelendirilmektedir.

Magnoselliiler ve parvoselliiler hiicreler vazopressin ve oksitosin tiretmektedirler. Bir



baska 6nemli alan olan SCN retinohipotalamik girdiler almakta olup; 1s1 dongiilerini,
uyuma / uyaniklilik dongiilerini ve belirli hormon sistemlerinin zamanlanmalarindaki
sirkadiyen degisiklikleri kontrol eden bir saat gibi davrandigi diisiiniilmektedir.
Periventrikiiler ¢ekirdek kiigiik perikaryalar1 olan ve 6n hipofizin kontroliinde gorev
alan bazi salgilatici ve salgilamay1 inhibe edici faktorler igeren hiicreler icermektedir.
Anterior hipotalamus ayrica “circumventrikular” organlar olarak isimlendirilen bazi
farklilanmis telensefalik alanlarla da iliskili olarak goriilmektedir. “Organum
vasculosum lamina terminalis (OVLT)” ve “subfornikal organ” bunlara 6rnek olarak
verilebilir. Bu alanlar kan beyin bariyeri agisindan zayif alanlar olup kandaki belirli
degisimleri kolayca tespit edebilecek olan yapilardir.  Kan osmolaritesinin
“circumventrikular” organlarda bulunan anjiotensin II reseptorleri tarafindan
algilanmas1 ile kan basinci diizenlenmesi ve susama gibi fonksiyonlarda da rol
oynamaktadirlar (Johnson, 1985). OVLT ayrica GnRH yolu ile LH sentezinde
fonksiyon gostermektedir. Anterior hipotalamik alan SON’nin kaudal par¢asina denk
gelecek seklinde biterken iki ayri orta grup cekirdek ortaya ¢ikmaktadir: Dorsomedial
ve ventromedial ¢ekirdekler. Dorsomedial cekirdek kiiciik hiicreler, ventromedial
cekirdek ise yogun ve gruplasmis hiicreler ile ayirt edilebilmektedir. Her iki ¢ekirdek
de yiyecek almmu ile iliskili fonksiyon gostermektedirler. Iki ¢ekirdegin de lezyonu
hiperfaji ile sonuglanmakta ve bu da ilgili alanlarin yiyecek alimini inhibitér olarak
etkilediklerini gostermektedir. Ventromedial ¢ekirdek ayni zamanda gonadal
steroidler olan Ostrojen ve testosteron icin reseptorler de tasimaktadir. Bu agidan
kalorik yiyecek alimi monitorizasyonu, tireme davranislart ve adenohipofizden
hormon salinimi gibi olaylarda rol oynadiklar1 diisliniilmektedir (Braak, & Braak,

1992; Johnson, 1985).

Arkuat ¢ekirdek de medial hipotalamik alanda baslamaktadir. Bu ¢ekirdekteki
parvoselliiler néronlar kisa aksonlu hiicrelerdir ve bazilar1 hipotalamo-hipofizer yolun
primer kapiller yataginda sonlanmaktadirlar. Bu alanda hipotalamusun da bazal
kisimlaria denk gelecek sekilde pek cok memelide GnRH ndronlari1 bulunmaktadir.
Ancak sican, koyun gibi bazi tiir memelilerde bu alandaki GnRH néronlar1 sayica
nispeten azdir ya da ¢ok az miktarda bulunabilmektedirler. GnRH ndronu bulunan

tiirlerde bu ndronlarin uzantilar yine bazal bolgelerde medyan eminense dogru devam



eder ve bazilar1 infundibular bolgeye hatta nérohipofize kadar girebilmektedir. Arkuat
cekirdegin diger fonksiyonlar1 prolaktin ve biiyiime hormonu saliimiin kontrolii
olarak goriilmektedir. Bu alanda dopamin, prolaktin inhibe edici hormon ve biliyiime
hormonu salgilatict hormon agisindan zengin hiicreler bulunmaktadir. Ayrica beta
endorfinden zengin hiicreler bulunmakta ve bunlar pek ¢ok hipotalamik ve 6n beyin
alanlarma projeksiyonlar gondermekte, duygusal davraniglar ve endokrin
fonksiyonlarda rol oynadiklar1 bilinmektedir (Johnson, 1985; Korf, & Miiller, 2021).
Arkuat ¢ekirdek ayrica son yillarda tekrar eden arastirmalar ile kisspeptin néronlarini

da iceren bir bdlge olarak goriilmektedir (Xie ve ark., 2022).

Vertebralilarda beynin otonomik ve limbik pargalarinin bir iiyesi olan
hipotalamus, dis etkenlerin bilgilerini de toplayarak, hiicrelerin i¢ yapilarini belirli dar
limitlerde tutan bir diizenleyici gorevindedir. S6z konusu dis etkenler, 1s1
degisiklikleri, enerji ve savunma gereksinimleri gibi en temel uyaranlardir.
Hipotalamusun ince ayar1 sayesinde hiicresel i¢ ¢evre tutarli kalmaktadir (Lemaire,
Cao, Yoon, Long, & Levine, 2021). Hipotalamusun homeostaz1 saglama gorevi iki
sistem lizerinde yapilanmaktadir ki bunlar endokrin ve sinir sistemleridir. Hipotalamus
tarafindan diizenlenen noral islevlere bakildiginda bunlar arasinda visseral
termoregiilator, kardiovaskiiler otonomik islevler, seksiiel, duygusal, metabolik ve
maternal davraniglar sayilabilir. Onhipofiz hormonlarmin sentez ve ekspresyonu,
hipotalamustaki 6zel ndronlar tarafindan yapilmakta ve adenohipofize hipotalamo-
hipofizyal portal sistem olarak isimlendirilen vaskiiler bir yol ile tasmarak,
adenohipofizdeki 6zel hormonlarin sentez ve sekresyonunu uyaran ya da inhibe eden
peptidler ve aminler tarafindan diizenlenlenmektedir. Arka hipofiz yani ndrohipofiz
hormonlari ise spesifik hipotalamik alanlardaki néronlar tarafindan sentez edilen ve
hipotalamo hipofizer yol aracilig1 ve aksonal transport ile buraya tasinip siniizoidlere

salinarak kana verilen hormonlardir (Conn, 2008).

Dekapeptid yapida bir hormon olan GnRH, hipofizer portal sistem yoluyla
taginarak on hipofizde gonadotropinlerin salinimini uyarmaktadir. GnRH, devaml
infiizyonla etkisi diisiiktiir ve pulsatil bir sekilde salgilanmaktadir. Etkiledigi

gonadotroplar da pulsatil olarak salinirlar. GnRH néronlari mediobazal hipotalamusta



ve On hipotalamusta preoptik ¢ekirdekte bulunmaktadirlar. Puberte 6ncesinde GnRH
az diizeyde ve siirekli salgilanmaktayken pulsatil ve yeterli miktarda salgilandiginda
puberte baslatilmaktadir. Kadinlarda Ostrojen ve progesteron, erkeklerde testosteron
ve inhibin direkt ve indirekt yollarla 6n hipofizin gonadotrop salinimini baskilar.
GnRH analoglarinin insanlarda gonadotropin sentezi ve saliniminda 6nce stimiilasyon
sonra da baskilanma yaptiklar1 gonadlar iizerinde de bu yolla baskilayici etkilerinin
olduklar1 bilinmektedir. HHG aksi, insan tiiriiniin yasam sikluslarinda en 6nemli
fonksiyonlardan biri olan iireme yeteneginin ve cinsiyet karakterlerinin kazanilmasi
ve takiben siirdliriilmesine aracilik etmektedir. Ayrica diger sistemlerle de
derinlemesine fonksiyonel iligkileri olan merkezi ve iist hiyerarsisinde gorev alan bir
sinir sistemi bolgesi olarak bilinmektedir. Puberte ile birlikte nasil farkli aktivasyon
gosterdigi uzun yillarca gizliligini korumustur ve ortaya c¢ikarilamayan konulari ile
poptiler bir arastirma konusu olarak kabul edilme 0Ozelligini giliniimiizde de
korumaktadir. Bu noktadaki en 6nemli bilinmeyen noktalarin pubertenin baslangicini
tetikleyen faktorlerin neler oldugu, nasil aktive olduklari, olas1 diger mekanizmalarla
olan ortakliklar1 ve klinikte tedavi yaklasimlarinda kullanilip kullanilamayacaklari
konularindaki bosluklar iizerinde oldugu goriilmektedir ki bu konulardan biri de

kisspeptinlerdir (Plant, 2015).

2.2. Hipotalamus ve Glutamaterjik Sistem

Beyinde GABA, omirilikte glisin hedef ndronlar iizerinde hiperpolarizasyon
etkileri ile birer fren gibi inhibitor etki gostererek ¢aligirlarken, glutamat ve aspartat
postsinaptik olarak hedef néronlari {izerinde tam ters bir etki ile hizlandirict bir pedal
gorevi lstlenmektedirler. Norepinefrin ve serotonin gibi ndrotransmitterler beyinde
0zellesmis alanlarda bazi hiicrelerde bulunurlarken, glutamat beyinde yaygin olarak
bulunan eksitatér bir transmitter olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Glutamat kadar
prekiirsorii  olan glutamin de beyin ve omirilik alanlarinda  yliksek
konsantrasyonlardadir. Beyinden ¢ikan uyarilarin tasindigi efferent sistem
noronlarinin ¢ogunlukla glutamat {lizerinden islev gordiigli goriilmektedir (Kandel,
Schwartz, Jessell, Siegelbaum, & Hudspeth, 2015). Kortikostriatal, talamik, bulbar ve

pontin yollar bunlar arasindadir ve bunlara ek olarak serebellumun mossy afferentleri



ve olfaktor lobdaki yollar da glutamat kullanmaktadirlar. Beyinde glutamat
yogunlugunun katekolaminlerden 1000 kat daha fazla oldugu diisiintilmektedir.
Glutamaterjik sistem kendi basina merkezi sinir sisteminin major uyarict ve
stiriikleyici yollar1 ve baglantilar1 olarak tanimlanabilir. Glutamat antagonistlerinin,
Ornegin ketaminin ve fenilsiklidinin ayn1 zamanda anestezik ilaclar olmalar1 yaninda,
bu tiir etkilerin sonucunda ortaya ¢ikan glutamaterjik sistemin etkinliginin azalmasi
durumundaki farmakolojik iliskiler ve baglantilar net degildir. Glutamaterjik sistemde
aktivite artisinin ise siddetli uyarilma ve nérotoksisiteye neden oldugu bilinmektedir.
Baslica uyaranlar olarak da quisqualic acid, ibotenic acid ve kainik asit sayilabilir
(Purves, 2004). Glutamat analogu olan kainik asit, diisiik dozlarinda glutamat gibi
etkinlik gosterebilmektedir ancak yliksek dozlarinda noérotoksiktir ve bdlgedeki
noronlar1 hasara ugratirken aksonlar1 etkilemedigi bilinmektedir. Deniz yosunlarinda
dogal olarak bulunan bu glutamat agonisti norotoksik olmasinin yani sira
epileptojeniktir. Bu ozellikleri dolayisiyla Alzheimer ve epilepsi modellerinde
kullanilmaktadir. Inhibitér bir sistem olarak GABA ve eksitatdr bir sistem olarak
glutamaterjik sistem, merkezi sinir sistemin iki farkli ve zit rollinii tistlenirken, pek ¢ok
sinir sistemi boliimii arasinda, tim bu boliimlerin i¢indeki yayginliklar1 dolayisiyla
merkezi cogu noronal fonksiyonda birbirleri ile iliski halinde caligmaktadirlar.
Glutamat ile alakali olan merkezi yollarin ayrica iliskide bulunduklari alanlar
acisindan uzun aksonal projeksiyonlar olduklar1 da bilinmektedir. Glutamat ayni
zamanda GABA non prekiirsoriidiir (yani, biri digerinden dogrudan sentezlenemez)
ancak bir inhibitor nérotransmittter olan GABA glutamattan glutamate decarboxylase
enzimi yardim ile katalizlenebilmektedir. Bu enzimin de serebellum ve pankreasta
yiksek yogunluklarda oldugu bilinmektedir. Ancak, glutamatin GABA'ya
doniistiiriilmesi sinirl bir siirectir ve beyindeki GABA seviyeleri, glutamatin varligina

bagli degildir (Johnson, 1985; Kandel ve ark., 2015).

Giris boliimiinde kisaca deginildigi gibi, glutamat reseptdrleri G-protein iligkili
metabotropik reseptorler ve transmitter-kapili iyon kanallar1 gruplar altinda iki farkl
grupta siiflandirilmaktadir. Postsinaptik glutamat-kapili iyon kanallar1 pozitif yiikli
iyonlarin postsinaptik alana ge¢cmesine izin veren kanallar olarak AMPA ve NMDA

reseptorleri olarak ayrilmaktadirlar. Cogu sinapsta AMPA ve NMDA reseptorlerinin
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kolokalize olduklar1 da bilinmektedir. Glutamaterjik sinaps ilk olusmaya basladiginda
postsinaptik membranda sadece NMDA reseptorleri goriilmeye baslar. Bu tiir yiiksek
oranli ve koordine uyaranlar gerektiren sinapslar sessiz sinapslar olarak da adlandirilir.
Glutamat reseptorlerinden glutamat-kapili olanlar1 segici agonistleri dikkate alinarak
AMPA, NMDA olarak ayrilirken daha 6zel dagilim gdsteren kainik asit reseptorleri
de ticlincii iyonotropik glutamat reseptorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Sayilan bu ii¢
farkli reseptor de ligand olarak glutamatin fonksiyon gosterdigi glutamat-kapili iyon
kanallaridirlar. AMPA ve NMDA beyinde hizli eksitatdr sinaptik iletilerden
sorumlularken, kainik asit reseptorleri yine tiim beyinde goriiliiyor olsalar da
fonksiyonlar1 tam olarak anlagilabilmis degillerdir. AMPA ve kainik asit reseptorleri
Na" ve K" iyonlarma gegirgendirler; ama ¢ogu Ca'™‘a kars1 gegirgen degillerdir.
Aktivasyonlari ile negatif membran potansiyeli ortaya ¢ikmakta ve Na™ iyonlarinin
hiicreye gecisi gerceklesmektedir. Bunun sonucunda da hizli ve etkili bir
depolarizasyon meydana gelmektedir. AMPA ve kainik asit reseptorleri quisqualate
ve kainik asit tarafindan uyarilabilirler. NMDA kanallar1 da Na" un gegisine imkan
vererek eksitasyona neden olurlar ancak AMPA reseptorlerinden farkli olarak Ca™a
gecirgendirler ve voltaj bagimhidirlar. Diger iki reseptor tipine gore de daha
yavagstirlar. NMDA reseptor kanallar agildiginda Ca™ ve Na” hiicreye girmekte, K*
hiicreden cikmaktadir ve bu gegisler postsinaptik membran potansiyeli ile iliski
icerisinde olmaktadir. Glutamat NMDA reseptoriine baglandiginda reseptor gecise
izin vermektedir ancak normal negatif dinlenme potansiyelinde kanal Mg tarafindan
bloklanmakta ve magnesyum blogu diger iyonlarin kanaldan gegisini 6nlemektedir.
Mg"™un kanali serbestlestirmesi ancak membran depolarize oldugunda
gerceklesmektedir ki bu da komsu AMPA kanallarinin ayni ve komsu sinapslarda
aktive olmasi ile miimkiin olmaktadir. NMDA reseptorlerindeki Mg™" baglama
kapasitesi ve bunun iyon geg¢isini engellemesi ayird edici onemli bir 6zelliktir. Bu
yiizden NMDA kanallar1 norotransmitter kapilar1 olmalarinin yani sira voltaj bagimh
kapilar olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar. Glutamat ve depolarizasyonun kanala ayni
zamanda etki etmesi gerekmektedir (Johnson, 1985). NMDA reseptorleri tim beyinde
bulunmalarina karsin hipokampus ve kortekste daha yogundurlar. NMDA reseptoriine
sahip tiim hiicrelerin sinaptik plastisitede 6nemli roller almalar1 da dikkat cekicidir.

AMPA reseptorii de NMDA reseptoriine paralellik gosterecek sekilde bir dagilim
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gosterirken kainik asit reseptorleri Ozellikle hipokampus gibi daha ozellesmis
alanlarda bulunmaktadir. Metabotropik glutamat reseptorii ise inositol tri fosfat ile
iliskili olarak ikincil haberci kullanan bir G-protein ile iligkili reseptér olarak
bilinmektedir ve gelisimsel plastisitede dnemli roller alabilecegi diisiintilmektedir
(Clements, Swapna, & Morikawa, 2013). Glutamat sinaptik plastisitedeki yukarida
anilan rolleri dolayisiyla 6grenme ve hafiza gibi biligsel fonksiyonlar ile de iligkilidir
(McEntee, & Crook, 1993). Glutamat tasiyicilari hem ndronal hem de glial
membranlarda bulunmakta ve sinaptik araliktaki fazla glutamati geri almaktadirlar.

““un hiicre igine girmesi ise

Glutamat reseptorlerindeki hiperaktivite ile fazla Ca
norotoksisiteye yol agabilmektedir. Glutamat eksitotoksisitesi olarak adlandirilan bu
durumda hiicre iginde asir1 derecede artan Ca™" ile birlikte hiicre i¢i enzimler aktive
olmakta hiicre membrani, hiicre iskeleti ve DNA parcalanmasina kadar
gidebilmektedir. Pek ¢cok merkezi sinir sistemi hastaligi ya da travmasinin da bu
duruma yol acabildigi bilinmektedir (Manev, Favaron, Guidotti, & Costa, 1989;

Shigeri, Seal, & Shimamoto, 2004).

NMDA reseptorleri glutamat ile aktive olmalarinin yani sira az oranda aspartat
ile de aktive olmaktadirlar (Chen ve ark., 2005). Ayrica NMDA reseptor aktivasyonu
i¢in, bir ko-aktivator olan ve reseptoriin bir parcasi olan glisinin de gerekli oldugu ve
ondan daha da potent olarak D-serin’in glial kokenli bir ko-aktivator olarak NMDA
reseptor regiilasyonuna katildigr bilinmektedir (Wolosker, 2006). NR1 (GluN1),
NR2A-D (GluN2A-D) ve NR3A-B (GluN3A-B) olarak alt gruplara ayrilan NMDA
reseptorlerinden NR2B (GluN2B) postnatal donemde baskin iken NR2A (GluN2A)
gelisim 1ile birlikte gittikce artmakta eriskin zamanda NR2B’den (GluN2B) daha
baskin halde goziikmektedirler. Bilinen NMDA antagonistleri olarak; ketamine,
amantadine, phencyclidine, nitrous oxide, memantine, dextromethorphan,
dextrorphan, riluzole, ethanol, xenon, HU-211, tramadol, ketobemidone, methadone,
dextropropoxyphene, kratom alkaloidleri ve ibogaine siralanabilir. MK-801 olarak
bilinen “dizocilpin” de yarigsmasiz bir NMDA reseptdr antagonistidir. NMDA
reseptoriiniin iyon kanalina baglanmakta ve bu baglanma Ca™" da dahil olmak iizere
iyonlarin ge¢isinin engellenmesi ile sonuglanmaktadir (Foster, & Fagg, 1987). MK-

801 ayrica bir nikotinik asetilkolin reseptdr antagonisti gibi ¢alismakta ve serotonin ve
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dopamin tastyicilarina baglanarak inhibe etmektedir (Clarke & Reuben, 1995; Iravani,

Muscat, & Kruk 1999).

Diger iki iyonotropik glutamat reseptorlerinden daha az anlasilmis olan kainik
asit reseptorleri non-NMDA glutamat reseptorii olarak da AMPA ile birlikte
anilmaktadir. Kainik asit reseptorlerinin bes farkli alt grubu tanimlanmistir ve bunlar:
“GluR5” (“GRIK 17, “GluK1”), “GluR6” (“GRIK-2”, “GluK2”), “GluR7” (“GRIK-
37, “GluK3”), “KA1” (“GRIK-4”, “GluK4”) ve “KA2” (“GRIK-5", “GluK5”) olarak
kodlanmaktadirlar (Dingledine, Borges, Bowi, & Traynelis, 1999; Dingledine, 2012).

Daha once kisaca deginildigi gibi iyon gegirici bir kanal olarak kainik asit
reseptorlerinin Ozellikleri AMPA reseptorlerine benzeseler de kanal agilma hizlari
AMPA kanallarindan ¢ok daha kisa siirelidir. Kisa siireli olan tepkiselligi yaninda uzun
stiren etkisi ve tekrarlayan uyarilan aditif 6zellikler géstermesi nedeniyle, kainik asit
reseptorleri i¢in, sinaptik sinyal iletiminden daha ¢ok sinaptik plastisite ile iligkilidirler

denilebilmektedir (Mayer, 2005; Schmitz, Mellor, & Nicoll, 2001).

Merkezi sinir sistemindeki ana eksitator néromodiilatér olan glutamatin, pek
cok tiirde, GnRH néronlarinin uyarilmasi yolu ile LH salinimini ortaya ¢ikardigi da
bilinmektedir. Glutamat anologlarinin siganlarda ve maymunlarda LH salinimini
arttirdigr bildirilmistir. Ayrica NMDA agonistlerinden d-cycloserin de LH diizeyini
arttirmaktadir (Jayasena, Dhillo, & Bloom, 2009). NMDA nin baslica etki alaninin
GnRH noronlarinin yogun olarak bulundugu preoptik alanda olmasina ragmen, kainik
asit ve. AMPA, GnRH sinir terminallerinin yer aldigi medyan eminens ve arkuat
cekirdek bolgelerinde aktivite gdstermektedirler. NMDA nin ayrica locus coeruleus
alanindaki noradrenerjik noronlar iizerinden de GnRH aktivitesini etkileyebilecegi de
bilinmektedir (Brann, 1995). Sicanlarda lateral hipotalamusa NMDA, AMPA ya da
kainik asit mikroenjeksiyonu ile yeme giidiisiiniin arttig1 bildirilmistir. Ayrica yine
lateral hipotalamusa NMDA reseptor antagonisti D(-)-2-amino-5-fosfonopentatonik
asit verilmesi ile NMDA ile indiiklenen istah artisinin engellendigi de bilinmektedir.

Bu yiizden NMDA reseptor aktivasyonunun normal yeme davraniglarinda fonksiyon
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gosterdigi bilinmektedir (Briggs, Hannapel, Ramesh, & Parent, 2021; Stanley, Willett,
Donias, Dee, & Duva, 1996).

2.3. Kisspeptinler

Glintimiizde, kisspeptinlerin bilinen hipotalamik rolleri ve etkileri sonucunda
GnRH aktivitesinin artmasi ile birlikte, pubertenin baslangicindaki bir tetikleyici
mekanizmanin O6nemli parcalarindan biri olduguna inanilmaktadir (Dhillo, 2008;
Jayasena ve ark., 2011; Seminara ve ark., 2003; Seminara, & Crowley, 2008).
Pubertenin baglangic1 kadar organizmanin tireme ile ilgili dongiilere hazirlanmasi ve
mevsimsel iireme davraniglar1 gibi konular da, kisspeptinler ile birlikte, karsimiza

cikan yeni hipotezler olusturmaktadir (Clarke, & Caraty, 2013).

Kisspeptinler, “Kissl ” olarak bilinen bir gen ile transkript edilen bir 6n
proteinden tiiremektedir. HHG aksini etkileyerek fertilite ve pubertede oldukca 6nemli
roller {istlenmektedirler. Ayrica kesilme noktalar1 acisindan farkli aminoasit
uzunluklarindaki peptitler ailesi olarak bilinmektedirler (Colledge, 2004). iliskili
olduklar “Kiss1r” reseptorleri, insanlarda ve yakin memelilerde liremenin fonksiyonel
olarak kazanilmasi sirasinda gelisen degisimler, “kisspeptin—Kiss1r” sisteminin lireme
gibi fonksiyonlar1 yoneten merkezlerdeki olasi rollerinin ortaya ¢ikarilmasi gibi
konular a¢isindan ilgi ¢ekmektedirler. Fonksiyonlar1 iizerine olan c¢alismalar giin
gectikce artmaktadir. Noronal salinimlar agisindan tizerinde calisilan memeli hayvan
tirleri arasinda birbirlerinden farkli histolojik dagilim bolgeleri, birer noropeptit
olarak aralarindaki degisen etkinlik oranlari, tiirler arasindaki yine degisen etkinlik
mekanizmalar1 literatlirde tartisilmaktadir ve konu hakkindaki bilgi birikimine
eklenmeye devam eden onemli noktalar olarak géze ¢arpmaktadirlar. Genel bir bakis
ile, “Kiss1” geni tarafindan kodlanan kisspeptinlerin, insanlar da dahil olmak iizere
tim memeli tiirlerinde gonatropin saliimminin giliglii uyaranlar1 olduklarini
gormekteyiz (Colledge, 2004). Her iki cinste de 6n hipofizden salgilanan iki 6nemli
gonadotropik hormonun 6zel olarak normal seksiiel gelisme ve fonksiyonlarindan
sorumlu oldugu bilinmektedir: LH ve FSH (Bear, Connors, & Paradiso, 2015).

Kisspeptinlerin gonadotropinlerin salinimlar: iizerindeki etkileri ise 6n hipofiz
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tizerinde etkide bulunan GnRH iizerinden olmaktadir. Ayrica kisspeptinler tarafindan
gerceklestirilen gonadotropin diizeylerindeki bu artisin  GnRH  antagonistleri
tarafindan engellenebildigi de gosterilerek kisspeptinler ve hipotalamik GnRH
arasindaki baglantinin aracisiz oldugu da ortaya konulmustur. GnRH ndéronlarinin
biiyiik kismi kisspeptinlere yonelik reseptor (Kiss1r) tasimaktadirlar ve bu reseptoriin
kaybinda kisspeptinlere karst bu hiicrelerin duyarliliklar1 kaybolmaktadir. Kisspeptin
reseptorii  acisindan  genetik  bozukluklarin infertilite ve hipogonadotropik

hipogonadizm ile sonuglandigi da bilinmektedir (Colledge, 2004).

Son yirmi yillik literatiir bilgileri ile birlikte, “Kiss1” geni tarafindan kodlanan
145 aminoasit uzunlugundaki bir onciilden gelen ve “GPR54” reseptor sistemi ile
etkilerini saglayan peptitlerin kisspeptinler ndropeptid grubunu olusturduklarin
gormekteyiz (Gottsch ve ark., 2004; Gottsch, Clifton, & Steiner, 2009). Literatiirde
uzun bir donem kisspeptin reseptorii karsiligr olarak kullanildigi adiyla “GPR54”
olarak bilinen reseptor, memeli beyin dokusunda genis bir yayginlikta bulunan galanin
reseptorleri ile yaklasik %45 oraninda bir benzerlik tasimaktadir. G proteinleri ile
calisan reseptorler ailesinin (GPRC) igerisindedir. Birden fazla beyin bolgesi yaninda
periferdeki diger dokularda da bulunan “GPR54” reseptor sisteminin nasil kodlandigi
da 1999 yilinda ortaya ¢ikarilmistir (Lee ve ark., 1999). Ilgili proteinlerin dnciillerinin
tiretilmesini saglayan “Kiss-1" geni dncelikle insanlarda kiiltiir ortamindaki “malign
melanoma” hiicrelerinde “tiimdr metastaz baskilayict” bir genetik bilesen olarak 1996
yil1 ile birlikte izolasyonu yapilarak bildirilmistir. Kisspeptin iiyelerinden 54 sayidaki
aminoasiti iceren “kisspeptin 54”, melanoma ve meme kanserlerine ait kiiltiirlerinde
hiicrelerin ¢ogalma potansiyelini azaltma 6zelliklerinden dolayr “metastin” olarak
adlandirilmigtir (Lee ve ark., 1999). 2001 yilinda ise {i¢ ayr1 arastirma merkezinde
yapilan bagimsiz aragtirmalar ile takip eden donemde “kisspeptin-54" adiyla bilinecek
“metastin”in 1ilgili genin etkileri acisindan bir araci oldugu gosterilmistir. Bu
bulgulardan sonra da 6ksiiz “orphan” reseptdr olarak tanimlanmasi da son bulmustur
(Ohtaki ve ark., 2001; Kotani ve ark., 2001; Muir ve ark., 2001). Insan tiiriinde
“GPR54” reseptoriiniin Ozellikle plasentada, hipofizde, pankreasta ve omurilikte
yiiksek oranlarda iiretildiginin goriilmesinden dolay1r endokrin etkilegsimlerinin de

olabilecegi hipotize edilmistir (Kotani ve ark., 2001). Metastaz1 baskilayan gen olarak
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bilinen “Kiss1” geninin transkribe ettigi bu peptitler “C” terminallerinde herbirinde
olan “RF-amid” “Arg-Phe-NH,” dizisini tasimaktadirlar. “54”, “14”, “13” ve “10”
aminoasitlik uzunluklarindaki bu protein ailesinin tiimiiniin “GPR54” reseptoriine
agonistlik yaptig1 ve kisspeptinler ad1 altinda toplandiklar1 daha 6nceden kabul edilmis
ve literatiire girmistir (Kotani ve ark., 2001). Onciillerinin iiretilmesini saglayan genin
ilk bulundugu bolgenin bir marka degeri ile “kisspeptinler” adlarini alan bu peptitler
(“kisspeptin-54~, “kisspeptin-14”, “kisspeptin-13” ve “kisspeptin-10”) iireme,
puberte, enerji metabolizmasi gibi pek ¢ok konuda islevsel olarak gorev alan “RF amid
peptitleri” ailesinin iyeleridirler. “C” terminal sonlanmalarinda on aminoasit
uzunlugundaki “kisspeptin-10" olarak isimlendirilen bir aminoasit sirast tlimii i¢in
ortaktir. Terminolojik olarak da GPR54 reseptor agonisti olan noropeptidler olarak
tanimlanmaktadirlar (Sekil 1) (Dhillo, 2008: Kotani ve ark., 2001). “GPR54 reseptorii”
ad1 yaninda artik “Kisslr” “Kisspeptin reseptorii” adinin kullanimi da literatiire

girmistir.

1 26 68 121

145

KP-145 154 kDa

68 121
1,7kDa KP-14

108 121
1,6 kDa KP-13

109 121

1,3 kDa KP-10
12 121

Sekil 1: Kisspeptin prekiirsoriic KP-145 ve karboksi terminal parcasindan olusan kisspeptin-54
(metastin), kisspeptin-14, 13 ve 10 (Kafa, & Eyigor, 2011).

Etki giicleri agisindan bakildiginda, dogal olarak olusan ve en giiclii reseptor
etkisi yaratan kisspeptinin “kisspeptin-10” olmasina yonelik olarak pek ¢ok bildirim
olsa da farkli kisspeptin iiyelerinin etki giiglerinin farkli hayvan tiirlerinde degisken
etki giicleri gosterdigi de yapilan ¢alismalarda goriilebilmektedir (Kotani ve ark.,

2001; Ohtaki ve ark., 2001). Ayrica, kemiricilerde metastin’nin invivo olarak yukarida
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belirttigimiz kisspeptinlerden daha fazla giiclii etki gosterebilecegi de bildirilmistir
(Thompson ve ark., 2006). Farkli kisspeptin pargaciklarin ayni tiirlerde ya da
kisspeptinlerin farkl tiirlerde es etki giiciinde olmadiklarin1 sdylemek daha tutarli gibi

goziikkmektedir.

Literattirde kisspeptinlerin etki ettigi kisspeptin reseptorii lizerine pek c¢ok
farkli adlandirma getirildigi goriilmektedir. AXOR12, hOT7T175, GPR54, KISS1R,
KISS1 ve metastin reseptdr bunlardan en sik kullanilanlarindan bazilaridir (Gottsch ve
ark., 2009). Ayrica gen, mRNA ve protein olarak tanimlamalarinda (terminolojisinde)
ve tlirlere yonelik betimlemelerde de karisikliklar ortaya c¢ikmaya baslamistir.
Kisspeptin terimi, “Kiss1” geninin iirlinleri i¢in kullanilmasi gerektigi diisiiniilmekte,
ayrica metastin’in de sadece kisspeptin-54’ii niteliyor olmas1 gerektigi tartisilmaktadir.
Ayni zamanda metastin terminolojisinin sadece kanser biyolojisinde kullanilmasinin
gerekliligi de one ¢ikmaktadir. “KISS1” terimi insan kisspeptin kodlayict genini
belirtirken, biiyiik harfle baslayip kii¢iik harflerle devam edecek olan “Kiss1” insan
dis1 tiirlerdeki kisspeptin genini temsil etmesi gerekliligi de Human Genome
Organization Gene Nomenclature Committee tarafindan Onerilmistir. Gen
sembollerinin italik hale getirilip (Kiss/) protein Uriinlerinden bu sekilde ayrilmasi da
yine Onerileri arasindadir (Gottsch ve ark., 2009). KISS1R ve Kisslr ayn1 zamanda
reseptOr proteini i¢in de sirasiyla insan ve insan dis1 tiirlere yonelik olarak

kullanilabilecektir (Gottsch ve ark., 2004; Gottsch ve ark., 2009; Kotani ve ark., 2001).

Kisspeptinlere karsilik gelen terimler kullanilirken literatiirde kisspeptin-54 ya
da kisspeptin-10 terimleri kullanilabildigi gibi 145 aa’lik onciide ki amino asit
pozisyonlarma gore de tanimlanabilmektedirler. Ornegin, kisspeptin 68-121 ve
kisspeptin 112-121 sirasiyla kisspeptin-54 ve kisspeptin-10’a karsilik gelebilmektedir.
Terimler kisaltilarak Kp-54 ya da Kp-10 olarak da kullanilabilmektedir. Bu noktada
KP-10 insan tiirii i¢in, kp-10 ise insan dis1 tiirler i¢in kullanilmas1 6nerilmektedir. Pek
cok veritabaninda kisspeptin reseptoriiniin karsiligi olarak “GPR54” terimi verilmis
oldugu, ancak bu durumun da degismekte oldugu goriilmektedir. Ornegin “Mouse

Genome Informatics” veritaban1 2001-2006 yillarinda GPR54°1 reseptor karsiligi
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olarak tanimlarken daha sonradan bu “Kisslr” ile degistirilmistir (Gottsch ve ark.,

2004; Gottsch ve ark., 2009; Kotani ve ark., 2001).

2.3.1. KISS1R Sistemi, Hipotalamus ve GnRH

Kisspeptinlerin ekspresyonlarinin ve ilgili ekspresyonlar1 saglayan néronlarin
fonksiyonlarinin anlasilabilmesine yonelik olarak, daha onceki arastirmalarin 15181
altinda, kisspeptinlerin ve etkilesimde olduklar1 reseptorlerinin meydana getirdikleri
fonksiyonlarin, diger sistemler ve diger hipotalamus alanlarindaki ndronlar ile olan
iligkilerinin bilinmesi 6énemlidir. Kisspeptinlerin tiim aile iiyeleri ile birlikte “GPR54”
reseptor sistemi ile olan molekiiler etkilesimleri “kisspeptin-GPR54” sistemi olarak
adlandirilmaktadir. Ilgili sistem dahilindeki kisspeptin-immiinoreaktivitesi gdsteren
ndronlar baglantida olduklar1 bolgeler ile birlikte, tiremenin fonksiyonel yoniinde ve
pubertenin baslangi¢ siirecinde énemli roller iistlendikleri diisliniilmektedir (Dhillo,

2008; Plant, 2006).

“GPR54” reseptoriiniin fonksiyonlarin1 kaybetmesine neden olan mutasyonel
durumlarin insanlarda ve kemiricilerde puberte ile iliskili gelisimsel siireclerde durma
ve cinsel aktivite kaybi ile birlikte “hipogonadotropik-hipogonadizm” durumu ile
sonuglandigr bilinmektedir. “GPR54”in puberte ile birlikte fizyolojik GnRH
aktiviteleri i¢in en Onemli unsur olarak goren arastirmalar “kisspeptin-GPR54”
sisteminin bu fonksiyonlara yonelik etkilerini anlamamiz yolunda 6nemli adimlar
atmiglardir (Cerrato ve ark., 2006; Roux ve ark., 2003; Seminara ve ark., 2003). 2003
yilinda iki bagimsiz grup tarafindan ortaya ¢ikarilan bulgular ile kisspeptinler ve
reseptorleri iireme biyologlarinin ilgisini iizerlerine ¢gekmistir. Birbirlerinden kisa siire
aralar ile hastalarinda “Kiss1r” mutasyonlari ile birlikte pubertel gelisimde gecikme
ve ‘“hipotalamik-hipogonadizm” tanimlamiglardir. Tek bir reseptdor mutasyonu ile
pubertenin etkilenmesi, puberteyi tetikleyen faktorleri anlamamiz i¢in 6nemli bir
nokta olabilecegi glindeme gelmistir (Gottsch ve ark., 2009). Ayrica “GPR54”
reseptoriinii etkileyen ve farkli diizeylerde ‘“hipotalamik-hipogonadizm”, pubertede
biitlinliyle durma, kismen/tamamlanmamis puberte ile sonuglanan yediden fazla

mutasyonel durum “kisspeptin-GPR54” sistemini de etkileyebilmektedir (Chan,
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Broder-Fingert, & Seminara, 2009). “GPR54™1 etkileyen mutasyonel durumlar ile
cinsel gelisme siireclerini, iremeyi ve fertilizasyonu etkileyecek olan fenotip de dahil
olmak iizere ortaya c¢ikan bozukluklar, “kisspeptin-GPR54” sisteminin GnRH
noronlarinin aktif oldugu, fetal donem, yenidogan, puberte ve eriskinlik siireglerinin
tiimiinde aktif oldugunu diistindlirmektedir (Chan ve ark., 2009). “GPR54-/-" yani
“GPR54” geni homozigot delesyona ugratilmis olan kemiricilerde kiigiik testisler ve
folikiilerde matiirasyon yoklugu ile vaginada fonksiyonel bozukluklar gosterilmistir
(Seminara ve ark., 2003). Ek olarak, yukarida bahsi gegcen ve kisspeptinlerin
fonksiyonlarimi etkileyecek olan ve hiicre ici uyarilardaki uzayan aktivite durumuna
neden olan “GPR54”’teki mutasyonel bozukluklar merkezi puberte prekoksa yol
acmaktadir (Teles ve ark., 2008). “GPR54-/-” kemiricilerde hipogonadik durum
goriilmesine karsin, GnRH noronlarinda morfolojik bozukluk gdsterilmemesi ve bu
ndronlarin projeksiyonlarinin median eminense hala devam etmesi, hipotalamo-
hipofizer-gonadal aksta GnRH néronlarindan daha dnceki mekanizmalarin devreye
girdigini gostermektedir (Messager ve ark., 2005). “GPR54” reseptorleri ile ko-
lokalizasyon gdsteren hipotalamik GnRH néronlarinda bu reseptdrlere ligandlik yapan
kisspeptinler, GnRH noronlarini direkt olarak etkileyebilmekte ve periferik yolla
kisspeptin verilmesi GPR54 mutasyonlu farelerde LH ve FSH salinimma yol
acmamaktadir. “GPRS54-/-” kemiricilerde, normal GnRH noéronlar1 yaninda, reseptor-
ligand iliskisinin reseptdr yoniinden engellenmesi sonucunda pubertenin ortaya
cikisinin etkilendigini gosteren caligmalar, kisspeptin-GPR54 sisteminin iireme
fonksiyonlarinin gelisimindeki Onemli baslatici ve uyarict etkilerine de 1s1k
tutmaktadir (Messager ve ark., 2005). Kisspeptinin, “GnRH” aracilig1 ile “LH” ve
“FSH” diizeylerinde artis olusturdugu “GPR54” mutasyonel durumlu kemiricilerde
rapor edilmis ve disaridan metastin verilmesi ile her iki cinste gonatropik diizeylerde
artis, puberte 6ncesi disilerde ise ovulasyon goriildiigi bildirilmistir (Matsui ve ark.,
2004; Navarro ve ark., 2005). Bu etkinin GnRH antagonistleri ile engellenebilmesi de
onemli bir bulgudur (Matsui ve ark., 2004). Primat tiirlerinde kisspeptin tedavisi ile
“GnRH” ve “LH” diizeylerinde “GnRH antagonisleri” ile eski haline donebilen artis
gosterilmistir. Ayrica yine primat tiirlerinde “GPR54-mRNA” diizeylerinin puberte
oncesi siirecte, “Kiss-1-mRNA” diizeylerinin de puberte ile birlikte artis gosterdigi

bildirilmistir (Shahab ve ark., 2005).
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GnRH salinimi yapan néronlarin dagilimlarinin, farkli memeli tiirlerinde farkls
bicimlerde karsimiza ¢iktigini bilmekteyiz (Herbison, 2006). Kisspeptin noronlari ile
GnRH noronlar1 arasindaki fonksiyonel ya da anatomik iligkiler iizerine olan
calismalarin bu farkliliklar1 dikkate almalar1 gerekmektedir (Colledge, 2009).
Sicanlarda (Matsui ve ark., 2004), farelerde (Messager ve ark., 2005), koyunlarda
(Caraty ve ark., 2007) ve primatlarda (Seminara, Dipietro, Ramaswamy, Crowley, &
Plant, 2006) oldugu gibi insanlarda hem erkek hem kadinlarda kisspeptin verilmesinin
hipotalamik fonksiyonlar1 etkiledigi ve gonadotropin diizeylerini arttirdig1
bilinmektedir (Jayasena ve ark., 2008). Kisspeptin fragmanlari arasinda en fazla amino
asit dizisine sahip olan kisspeptin-54 {in intravendz infiizyonu ile erkeklerde plazma
LH seviyelerinde iki kat, FSH da %18 ve testosteron seviyelerinde %13’liikk artis
gozlenirken “kisspeptin-54"lin kadinlarda derialt1 enjeksiyonu ile LH da 7 kat daha
fazla ve preovulatuar fazda daha belirgin olmak tizere hem LH hem de FSH

diizeylerinde artma gozlemlenmistir (Jayasena ve ark., 2008).

Kisspeptin noronlarinin  GnRH noronlarina olan etkileri ve bu etkinin
mekanizmalari, “GPR54” reseptoriiniin GnRH ndronlarindaki ko-lokalizasyonlarinin
ortaya ¢ikarilmasi ve ileri arastirmalar ile tartisabilecegi gibi bu konu da ek bazi
noktalarin da orta ¢iktigin1 gormekteyiz. Farelerde, medio bazal hipotalamik eksplant
kiiltiirlerinde kisspeptin uyarimi ile GnRH salinimi oldugu ve tetradoksin ile bu
kisspeptin bagimli GnRH saliniminin degismedigi gosterilmistir. Tetradoksin potent
bir voltaj kapili Na™* kanal blokeri olarak eminentia mediana’ya projekte olan GnRH
noronlarindaki aksiyon potansiyellerini engelleyeceginden, kisspeptinlerin direkt
olarak mediobazal hipotalamustaki GnRH sinir terminallerine etkili olabileceginin de
g6z Onilinde bulundurulmasi gerektigi bildirilmistir (d'Anglemont de Tassigny ve ark.,

2008).

Ovarian siklusun folikiiler fazinda artan dstrojen seviyelerinin hipofiz kaynakl
ve ovulasyondan sorumlu olan LH salinimina neden olacak sekilde hipotalamustan
GnRH salimmm artirdi1 bilinmektedir. Ostrojenin GnRH néronlari iizerindeki

pozitif ~geribildiriminin anteroventral periventrikiiler, median preoptik ve
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periventrikiiler preoptik niikleuslarda bulunan ve Ostrojen alfa reseptorii (ERa)
eksprese eden noronlar araciligi ile dolayli yoldan oldugu da diistiniilmektedir. GnRH
noronlar ile iligkide olan bu néronlarin kisspeptin de dahil olmak iizere glutamat,
GABA ve norotensin salimiminda bulunduklar1 gosterilmistir (Herbison, 2008).
Bulgular artik¢a hipotalamik kisspeptin néron topluluklarinin rol dagilimlarindaki
onemli bir noktanin da 6strojen bagimli GnRH ve LH salimimlarinin diizenlenmesi
oldugu ortaya ¢ikmistir (Franceschini, Lomet, Cateau, Delsol, Tillet, & Caraty, 2006).
ERa iizerinden yapilan ¢alismalar, kemiricilerde arkuat niikleustaki kisspeptin néron
topluluklarmin GnRH salimiminda negatif geribildirim rolii stlendiklerini, antero
ventral periventrikiiler niikleustaki kisspeptin néronlarinin ise pozitif geribildirimde
gorev yaptigin1 diislindiirmektedir (Smith, Acohido, Clifton, & Steiner, 2006).
Koyunlarda da arkuat niikleus kaudalindeki kisspeptin néronlarinin hemen hemen
tamaminin ve preoptik alandakilerin yarisinin degisen yogunluklarda ERa tasidiklar
gosterilmistir (Franceschini ve ark., 2006). Farkli tiirlerde yapilan caligsmalar ile
kisspeptin noronlarinin ayrica seks steroidlerine duyarli olduklar1 goriilmektedir.
Kastrasyon ya da overektomi ile primatlar ve kemiricilerin arkuat niikleuslarinda
kisspeptin ekspresyonu artmakta, kemiricilerde AVPV’de azalma goriilmekte,
koyunlarda da overektomi ile arkuat niikleusta ekspresyon artis1 izlenmektedir (Dhillo,

2008).

Hipotalamik diger fonksiyonlar agisindan bakildiginda, Suriye Hamsterlar ile
yapilan c¢alismalar mevsimsel iireme ve kisspeptinler arasindaki iliskiyi ortaya
cikarmis ve giin 15181nin azaldigr mevsimsel degisiklilerin arkuat niikleusta “Kiss-1
mRNA” seviyelerini azalttig1 gosterilmistir. Bu kisspeptin inhibisyon, pinealektomi
ile dnlenebilmekte ve direkt ya da indirekt yollardan melatonin aracilig1 ile oldugu da
diistiniilmektedir (Simonneaux, Ansel, Revel, Klosen, Pévet, & Mikkelsen, 2009).
“Kisspeptin-GPR54” sistemi iizerinde mevsimsel iireme konusunda melatonin etkileri
oldugu gibi iliremenin metabolik diizenlenmesi konusunda da leptinin etkileri
tartisilmaktadir. Kastrasyon yapilmis erkek farelerde yapilmis bir c¢aligmada,
kisspeptin eksprese eden ndronlarin yaklasik yarisinda leptin reseptorlerinin de ko-
lokalize olmas1 kispeptin ndronlarinin leptinin direkt hedeflerinden biri oldugunu ve

bu noronlarin Uremenin metabolik dizenlenmesinde rol alabileceklerini
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diistindiirmektedir (Smith ve ark., 2006). Leptin yetersizligi olan ob/ob mutasyonlu
farelerde istah engellenememekte ve obezite meydana gelmektedir. Bu farelerde
normal genetik yapidaki farelere gore arkuat niikleuslarinda “Kiss-1 mRNA”
diizeylerinde azalma tespit edilmistir. Yine bu azalmanin leptin tedavisi ile normalin
altinda kalacak sekilde diizeldigi gézlemlenmistir (Smith ve ark., 2006). Koyunlarda
da arkuat niikleus ve preoptik alandaki kisspeptin noéronlarinda leptin reseptorleri
bulunmakta ve leptin ile etkilesmektedirler. Kisspeptin verilmesi ile enerji balansinda
rol aldiklar1 bilinen ndropeptit-Y’nin gen ekspresyonu artmakta ve pro-
opiomelanocortin’in gen ekspresyonu azalmaktadir (Backholer ve ark., 2010).
Uremeyi etkileyen farkli bir yol olarak, enerji dengesi, adipoz doku fonksiyonlar1 ve
istah gibi metabolik konularla kisspeptin ndronlar1 arasindaki iligkiler iizerine olan

arastirmalar giin gectikge artmakta ve dikkat cekmektedir.

2.3.2. Kisspeptin Noronlarimin Hipotalamik Dagilimlar

Farkli memeli tiirlerinde kisspeptin noronlarinin beyin bdlgelerindeki
dagilimlari, haritalama calismalar1 ve diger néropeptid, hormon ve mediatdrler ile olan
ko-lokalizasyonlar1 halen {iizerinde calisilmakta olan konulardan biridir. Kendi
caligmalarimizda, kisspeptin ndronlarinin sigan beyinlerindeki normal dagilimlar
incelenmis ve AVPV’de, preoptik periventrikiiler ve arkuat ¢ekirdeklerde kisspeptin
immunoreaktivitesi olan hiicre topluluklari tanimlanmistir. Bulgularimiz, kisspeptin
noronlarinin si¢canlarda AVPV’nin daginik ve diger hipotalamik alanlara gore en az
sayida immunoreaktif hiicre gdvdesi igerdigini, anterior arkuat ¢ekirdegin yine az
sayida, medial arkuat cekirdegin ise orta diizeyde ndron govdesi sayisi igerdigini
gostermistir. Rostral alanlarda akson yogunlugunun yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Posterior arkuat ¢ekirdekte ise ¢ok sayida isaretli néron gévdesi bulurken, akson
yogunlugunun daha az oldugu tespit edilmistir. Ayrintilar1 bulgular béliimiinde verilen
bilgiler yaninda diger c¢alismalara bakildiginda, kisspeptin immiinoreaktivitesi
gosteren noronlarin fare beyninde, hipotalamik yerlesimli olduklari, yogun bir
periventrikiiler devamlilik gosterecek sekilde 3. ventriikiiliin rostral kisminda, arkuat

cekirdekte ve daha az yogunluktaki daginik hiicre gruplari halinde dorsomedial
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hipotalamik ¢ekirdek ve posterior hipotalamusta bulunduklar1 gosterilmistir
(Clarkson, d'Anglemont de Tassigny, Colledge, Caraty, & Herbison, 2009). Kisspeptin
noronlarina ait sinir uzantilarinin da yine kemiricilerde lateral septumun ventral
boliimiinde, hipotalamusun periventrikiiler bolgelerinde, retrokiazmatik yollarin
ventralinde bulunduklari, ayrica stria terminalisin bed niikleusu, subfornikal organ,
medial amigdala, paraventrikiiler hipotalamus, periakuaduktal gri cevher ve locus
ceruleus’ta da yogunlastiklar1 bildirilmektedir (Clarkson ve ark., 2009; Gottsch ve
ark., 2004). Koyunlarda yapilan ¢alismalara bakildiginda, kisspeptin ndronlarmin
arkuat cekirdek kaudalinde, dorsomedial hipotalamik ¢ekirdekte ve medial preoptik
alanda yogunlastiklar1 goriilmektedir (Franceschini ve ark., 2006). Arkuat ¢ekirdek
kaudalindeki kisspeptin ndronlarinin, bu memeli tiirlinde periovulatuar olarak up-
regiile olduklar1 bildirilmistir (Smith, Li, Pereira, & Clarke, 2009). Pompolo ve ark.
diger tiirlerden farkl olarak koyunlarda preoptik alanda, GnRH hiicreleri ile kisspeptin
ko-lokalizasyonu gostermislerdir (Pompolo, Pereira, Estrada, & Clarke, 2006). Atlarda
da, kisspeptin ndronlarinin 6zellikle arkuat ¢ekirdekte, ¢ekirdegin orta kisimlarindan
recessus premamilleris’e dogru uzanacak sekilde dagilimlari tanimlanmis ve
kisspeptin immunoreaktivitesi gdsteren ndronal uzantilarin, genislemis goriniimlii
boyanma oOzellikleri tasidiklart ve preoptik alandan mamillar ¢ekirdeklere dogru
uzandiklari, yogunluklarinin ise periventrikiiler alanda ve median eminenste yliksek
oranda oldugu gosterilmistir (Decourt, Tillet, Caraty, Franceschini, & Briant, 2008).
Atlarda kisspeptin ve GnRH noronlarma ait sinir uzantilarinin arasindaki iligkinin
median eminenste fazla, anterior bazal periventrikiiler alanda daha az oldugu
belirtilmistir (Decourt ve ark., 2008). Primatlarda da arkuat cekirdekte kisspeptin
ndronlart tanimlanmistir (Shahab ve ark., 2005); ancak primatlarda simdiye kadarki
caligmalara bakildiginda AVPV yerlesimli kisspeptin noronlar1 konusunda fazla bilgi
bulunmamaktadir (Rometo, Krajewski, Voytko, & Rance, 2007). Insanlardaki dagilim
ve lokalizasyon bilgilerinin ise ancak yakin memeli tiirleri {izerinde yapilacak
caligmalar ile bir miktar aydinlatilabilecegi agikardir. Medial hipotalamik yapilarla
birlikte lateral septal beyin bolgelerinin bu ii¢ ana kisspeptin néron alani tarafindan
(AVPV, PVN ve arkuat niikleus) innerve edildikleri diisiiniilmekle birlikte bu

projeksiyonlarin fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemektedir (Clarkson ve ark., 2009).
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Farkli tlirlerde ve farkli antikorlar ile yapilan ¢alismalarda kisspeptin ndronlarinin

dagilim alanlar1 Tablo 1°de goriilmektedir.

Tablo 1: Farkl: tiirlerde ve farkli antikorlar ile yapilan ¢aligmalarda kisspeptin néronlarinin dagilim
alanlar1. (Kisaltmalar: KP, kisspeptin; IHK, immiinohistokimya; ISH, insitu hibridizasyon; RT-PCR,
reverse transcriptase polymerase chain reaction; WB, western blot; Arc, arkuat cekirdek; DM,
dorsomedial hipotalamik cekirdek; RP3V, rostral periventrikiiler alan; PH, posterior hipotalamus;
AVPV, anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek; PeN, Periventrikiiler ¢ekirdek; POA, preoptik alan;
BnST, stria terminalisin bed ¢ekirdegi; VMH, ventromedial ¢ekirdek; LRt, lateral retikiiler ¢ekirdek;
CVL, caudoventrolateral retikiiler ¢ekirdek; Sol, niikleus traktus solitarius; SP5, spinal trigeminas
traktus; RVL, rostroventrolateral retikiiler ¢ekirdek) (Kafa, & Eyigor, 2011).

Tiir-Cins | Teknik Isaretleyici Kisspeptin néron pozitifligi goriilen alanlar|
At-disi IHK. _|Poliklonal tavsan anti fare KP-10 (AC 566) (KP 43-52) |Arc, (DM)
|Fare-disi IHK [Poliklonal tavsan anti fare KP-10 (AC 566) (KP 43-52) |[RP3V, Arc, DM, PH
|Fare-disi ISH Arc, AVPY, PVN, (POA, amigdala, BnST)
Tavgan anti insan (KP 4-13) (T-4771-
Hamster-erkek | IHK |5t 12 Lab. In c) Arc, AVPYV, DM
Hamster-erkek | IHK |Poliklonal tavsan anti fare KP-10 (AC 564) Arc
Hamster-erkek | ISH Arc
Koyun-disi IHK _|Poliklonal tavsan anti fare KP-10 (AC 566) (KP 43-52) |AVPV, Arc, POA, DM
Koyun-disi IHK |Poliklonal tavsan anti fare KP-10 (AC) (KP 43-52) Arc, POA
i Paoliklonal tavsan anti insan KP-10 (KP 45-54)
Koyun-disi IHK (Phoenix Pharmacsuticals-Inc.) POA, PVN, Arc, (DM, VMH)
Sican-disi IHK  |Monoklonal anti sigan metastin (KP 1-52) (No:254) Arc
] . Paoliklonal tavsan anti insan KP-10 (KP 45-54)
Sican-erkek/disi| HK (Phoenix Pharmaceuticals-Inc.) DM, LRt, Arc, PVN, WMH, CVL, Sel, Sp5
- Hipotalamus, beyin sapi, medulla spinalis,
Sigan-erkek/disi| RT-PCR serebral korteks
N Poliklonal tavsan anti insan KP-10 (KP 45-54) (Phoenix|,,. ) ey
Sican-erkek/disif WB Phamaceuticals-Inc.) Hipotalamus, beyin sapi, medulla spinalis
] . Paoliklonal tavsan anti insan KP-10 (KP 45-54) o
Sigan-erkek/disi| 1HK (Phoenix Pharmacsuticals-Inc.) Sol, CVL, (RVL, medulla spinalis)
Sican-erkek/disi| IHK |Anti fare KP Arc, AVPY
Sican-erkek/disil ISH AVPV, Arc
Farkli memeli tiirlerinin hipotalamuslarinda kisspeptin  ndronlarmin

yogunlastiklar1 ¢ekirdeklerin ve alanlarin, aynt zamanda noronal uzantilarinin
yogunluklariin tespit edilme ve tanimlanma farkliliklar1 ya da bazi c¢alismalarda
tanimlanamamalar1 ile 1ilgili sorunlarin, kullanilan isaretleme metodlarinin
duyarhiliklart ve ayrica kullanilan antikorlarin karakteristiklerinden kaynaklanip
kaynaklanmadigi konusu tartisilmaktadir. Ornek olarak Brailoiu ve ark.’nin
siganlardaki c¢alismalarinda (Brailoiu ve ark., 2005) preoptik dorsal hipotalamus
disinda 6n hipotalamus alanlarinda kisspeptin immiinoreaktivitesini gdsterememis
olmalari, ¢aligmalarinda kullanilan antikorun insan metastin peptitinin 45-54 pargasina

yonelik olmasi1 ve calisma diizeninde kullanilan deney hayvani tiliriine 6zgiil
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olmamasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir (Clarkson ve ark., 2009). Daha 6zgiil
antikorlarin kullanimi ile istesinden gelinebilen bu gibi etkenlerin 6tesinde, tiir
farkliliklarinin yani sira cins farkliliklar1 da dikkate alinmalidir. Yine 6rnek olarak,
kemiricilerde AVPV boélgesinde cinsiyete bagli farkli kisspeptin dagilimi oldugu
bilinmektedir (Adachi ve ark., 2007; Clarkson, & Herbison 2006). Kisspeptin
noronlart AVPV’de disilerde daha fazla oranda bulunmakta ve testosteron verilmesi
ile perinatal olarak erkeklerle aralarindaki bu farklilik azalabilmektedir. AVPV’deki
kisspeptin néron toplulugunun ana rollerinden birinin disilerde prenatal olarak gonadal
steroidlerce organize edilerek eriskin yasama tasimnan preovulatuar GnRH/LH

dalgasinin olusumuna yonelik oldugu diistiniilmektedir (Kauffman ve ark., 2007).

2.4. Oreksin Noronlar

Oreksinler iki farkli arastirma grubu tarafindan 1998 yilinda tanimlanan ve
farkli teknik yaklasimlarla varliklar1 gosterilen peptitlerdir. Molekiiler biyoloji
teknikleriyle Lecea ve ark., hipotalamusta eksprese edilen bir grup cDNA izolasyonu
yapmislar ve bunlarin serebellum ya da hipokampusta var olmadiklarini hibridizasyon
teknigi ile gostermislerdir (De Lecea ve ark., 1998). Bu grup yeni izole ettikleri
proteinin 130 amino asit icerdigini ve iki farkli peptide kesildigini belirlemis ve
hipotalamusta eksprese edilmesiyle sekretin peptidine benzemesi nedeniyle hipokretin
olarak isimlendirmiglertir. Ayn1 yil icerisinde iki peptidin identifiye edildigi ve bu
peptitlerin iki farkli G-protein-bagli reseptoriin ligandi oldugu da bildirilmistir
(Sakurai ve ark., 1998). Bu peptitler hipotalamusun beslenme merkezi olarak bilinen
lateral hipotalamusta yerlesik ndronlarca sentezlenmesi nedeniyle, Yunanca “aclik”
anlamina gelen “orexis” kelimesine atfen oreksinler olarak isimlendirilmistir. Boylece
oreksinler ilk olarak besin alinimini tetikleyici rolleriyle 6nem kazanmistir (Meister,

2007; Willie, Chemelli, Sinton, & Yanagisawa, 2001)

Oreksinlerin tanimlanmasindan hemen sonra oreksin/hipokretin biyolojisinin
daha iyi anlagilmasini saglayan iki ¢calisma yaymlanmistir. Bu ¢alismalardan ilkinde
oreksin reseptorlerindeki bir mutasyonun, kopeklerde goriilen narkolepside rol

oynadigi gosterilmistir (Lin ve ark., 1999). Bilindigi iizere narkolepsi artmis giindiiz
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uyku hali ve prematiir REM uykusuna gegisler ile karakterize bir norolojik hastaliktir.
Ayni ay i¢inde prepro-oreksin geni silinmis transgenik farelerde, insandaki narkolepsi-
katapleksiyi taklit eden bir fenotipin gorildiigii rapor edilmistir (Chemelli ve ark.,
1999). Takip eden galismalar oreksinlerin bu ndérolojik hastaliktaki kesin etkilerini

belirlemistir.

Daha sonraki calismalarda oreksinlerin uyanikligin devami, kognitif,
kardiyovaskiiler ve noroendokrin fonksiyonlardaki etkileriyle daha genis bir
fonksiyonel alanda yer aldiklar1 belirlenmistir (Stenberg, 2007). Oreksinlerin merkezi
veya sistemik uygulamalariyla yapilan arastirmalar, ¢ok sayidaki farmakolojik
etkilerini gdstermesi acisindan onemlidir. Intraserebroventrikiiler uygulanmasi
deneklerde besin aliniminmi arttirmaktadir ve enerji dengesinin diizenlenmesinde
oreksin noronlart noropeptid Y ve melanosit uyarict hormon néronlartyla entegre
olarak etki gostermektedirler (Horvath, Andrews, & Diano, 2009). Sempatik ve
kardiyovaskiiler uyarici etkileri acisindan farkli bir alanda da oreksin caligmalar
gerceklestirilmistir. Oreksinlerin hipotalamik hipofizer adrenal (HPA) aksindaki
etkileri cok sayida arastirmaya konu olmus ve aldesteron, glukokortikoid ve
katekolamin sekresyonunu diizenleyici etkileri gosterilmistir. Diger néroendokrin
sistemler lzerindeki etkilerinin arastirildigi c¢alismalarda ise biiyiime hormonu,
kortikotropin saliverici hormon ve prolaktin iizerine etkileri belirlenmistir (Spinazzi,

Andreis, Rossi, & Nussdorfer, 2006).

Oreksin peptitleri bilinen iki G-protein-bagli reseptore baglanarak etkilerini
gostermektedirler (Marcus, & Elmquist, 2006). Oreksin-1 (“OX1R”) ve oreksin-2
(“OX2R”) olarak isimlendirilen bu reseptdrlerin dagilimi genel olarak akson dagilim
alanlarina uygunluk gostermektedir. Reseptorlerin yerlesimi in situ hibridizasyon
deneyleriyle mRNA diizeyinde (Marcus, 2001) ve immiinohistokimya teknigi ile
protein diizeyinde (Cluderay, Harrison, & Hervieu, 2002) gosterilmistir.

Cok sayida onemli islevleri olan oreksin néronlarinin afferent innervasyonlari

hakkinda bilinenler hala sinirlidir. Hangi néronlarin oreksin noéronlarina yoneldigi,

hangi transmitterlerin bu ndronlardan saliverildigi ve oreksin noronlarinin bu
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uyaranlara nasil cevap verdiklerinin bilinmesi 6nemlidir. Farkli ndrotransmitter veya
néromodiilator sistemlerin oreksin noronlar lizerinde etkili oldugu ve bu noéronlarin
regiilasyonunda 6nemli olduklar1 bildirilmistir (Yamanaka, 2006). GABAerjik ve
dopaminerjik inhibitor etkilerin yaninda noradrenerjik, kolinerjik ve glutamaterjik
eksitator etkili innervasyonun varligi, farkli teknik yaklasimlarla gosterilmistir.
GABAerjik diizenlenimin varligi, GABA agonistleri muscimol ve baklofenin
elektrofizyolojik olarak oreksin néronlarini hiperpolarize ettiginin belirlenmesi (Xie,
2006), GABAerjik afferentlerin gosterilmesi ve vezikiiler GABA tastyicilarinin
oreksin noronlarina temas eden sinaptik olusumlarda varolmasiyla anlasilmigtir
(Henny, & Jones, 2006). Dopaminin transsinaptik olarak oreksin néronlarini regiile
ettigi, serotoninerjik néronlarin oreksin néronlarini inerve ettigi ve noradrenalin, asetil
kolin ve histamin nérotransmisyonunun oreksin néronlarinin eksitator diizenleniminde

rol aldiklarinin belirlendigi az sayida ¢alisma mevcuttur (Yamanaka, 2006).

2.5. Vazopressin Noronlari

Vazopressin (arjinin vazopressin, AVP olarak da bilinir) oksitosinle beraber
norohipofizin esas hormonlarini olusturmaktadirlar. Noropeptit 6zelligi tasiyan her iki
hormon da hipotalamusun supraoptik ve paraventrikiiler ¢ekirdeklerinde sentezlenir
ve ndrohipofizde sonlanan akson terminallerinden dolagima katilirlar. Peptitler yapisal
olarak birbirlerine ¢ok benzerler ve sadece iki amino asit pozisyonunda degisiklik
gostermektedirler (von Bohlen und Halbach, & Dermietzel, 2006). Vazopressin geni
klonlanmis ve dizilimi de belirlenmistir. Vazopressin, propressorfizin adi verilen 166
amino asitlik bir 6ncii proteinin kesilmesi sonucu olusur. Bu kesilme sonucunda ayrica
norofizin I adi verilen ve spesifik olarak vazopressinin tasiyici proteini olan parca da
olusur ve vazopressin norofizinle beraber salgi graniilleri icinde akson sonlarina

tasinmaktadir (Gainer, & Wray, 1992).

Vazopressin hipotalamik SON ve PVN bdélgelerinde yerlesik magnoselliiler
noronlarda sentezlenir. Bu néronlarin aksonlart hipotalamo hipofizer traktus icerisinde
norohipofize yonelir ve uygun uyaranla buradan kan dolasimima saliverilir.

Vazopressin iceren ndronlar oksitosin ndronlariyla ayni hipotalamik g¢ekirdeklerde
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yerlesik olmasina ragmen, ayn1 néronda kolokalize olmazlar, diger bir deyisle her
hormona 0zgiil tek bir néron vardir. Vazopressin ndronlari ayrica SCN’de de
yerlesiktirler. Hipotalamik c¢ekirdekler disinda vazopressinerjik noéronlara bed
niikleusta, amigdalanin medial ¢ekirdeginde ve locus coeruleus alaninda rastlanir (von
Bohlen und Halbach, & Dermietzel, 2006). Norohipofize yonelen vazopressinerjik
aksonlarin yanisira merkezi sinir sisteminin farkli noktalarinda vazopressinerjik
efferentlere rastlanir. Magnoselliiler noronlarin aksonlart median eminens ve
norohipofize gecerek hormonal etkiyle viicutta su tutulumu ve ACTH saliniminin
kontrolii iizerine etkilerini gosterirler. Vazopressini néromodiilator olarak kullanan
paraventrikiiler parvoselliiler noronlar, arka beyine ve medulla spinalise projekte
olarak kalp hizi ve kan basinci gibi otonomik fonksiyonlar1 diizenlerler. SCN’nin
vazopressin ndronlari, 3. ventrikiil c¢evresine aksonlar gondererek muhtemelen
sirkadian fonksiyonlar: etkilerler. Ekstrahipotalamik vazopressin noron gruplarindan
stria terminalisin bed niikleusunda yer alanlar lateral septum, habenular ¢ekirdek gibi
On beyin alanlarina, dorsal raphe ¢ekirdegi, ponsun peripedinkular ¢ekirdegi ve locus

coeruleus alanina yoneldikleri bilinmektedir (De Vries, & Miller 1998).

Vazopressin sentezi ve sekresyonu, artan plazma osmolaritesi, azalan kan
basinci ve hipovolemi ile uyarilmaktadirlar (Cunningham, & Sawchenko,1991). Bu
sistemik degisimler, farkli norotransmitter, néromodiilatér maddeler ve hormonlar
aracilif1 ile vazopressin ndronlarinin fonksiyonel olarak modiilasyonunda etkili
olurlar. Vazopressin noronlarinin  dlizenleniminde rol alan en Onemli
norotransmitterler olarak adrenalin, noradrenalin, dopamin, GABA ve glutamat
sayilabilir. Glutamaterjik innervasyon ayrica supraoptik magnoselliiler néronlarda da
gosterilmistir. Magnoselliiller néronlarin glutamaterjik afferentleri, sinir sisteminin
farkli alanlarinda yerlesiktir ve hem SON hem de PVN {izerine etkili olmaktadirlar
(Csaki, Kocsis, Kiss, & Halasz, 2002). Farkli glutamat reseptorlerinin bu hipotalamik
bolgelerde yer alan ndronlarca eksprese edildigi in situ hibridizasyon ¢aligmalari ile
mRNA diizeyinde gosterilmistir (Eyigor, Centers, & Jennes, 2001). Metabotropik
glutamat reseptdrlerinin yaninda ¢ogu calisma konusu iyonotropik reseptorler iizerine
olmustur. NMDA reseptorlerinin tiim bes alt biriminin de vazopressin ndronlarinda

ekspresyonu hem mRNA diizeyinde hem de protein diizeyinde belirlenmistir (Pak, &
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Curras-Collazo, 2002). AMPA reseptorleri ile ilgili raporlarda karigikliklar goze
carpmaktadir. Ornek olarak dort alt birimin de az miktarda eksprese oldugunu bildiren
yayinlar varken, bir insitu hibridizasyon ¢alismada GluR2 ve GluR3’iin az miktarda,
GluR1’1in orta diizeyde ve GluR4’iin ise ¢cok miktarda eksprese oldugu da bildirilmistir
(Van Den Pol,, Hermans-Borgmeyer, Hofer, Ghosh, & Heinemann, 1994). Literatiirde
SON’de kainik asit reseptorii eksprese eden néronlarinin varligini arastiran ¢aligma

sayis1 ise oldukga azdir.
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3. GEREC ve YONTEM

Tez c¢alismalarimiz  kapsaminda glutamat agonistlerinin  kisspeptin,
vazopressin ve oreksin ndronlar1 iizerindeki aktivasyon etkileri ve kisspeptin
noronlarinda glutamat reseptorlerinin  ekspresyonlari histolojik yaklasimlarla
arastiritlmistir. Glutamatin, NMDA ve non-NMDA reseptorlerine ait agonistlerinden
AMPA ve kainik asitin (ve antagonistlerinin) periferik intraperitoneal (IP) olarak
uygulanmasini takiben c¢aligmamiza dahil edilen ndron popiilasyonlar1 c-Fos
ekspresyonu  ve  glutamat  reseptorleri  acisindan  degerlendirilmistir.
Immunohistokimyasal olarak belirlenen c-Fos proteinin varlig1 noronal aktivasyon
isaretleyicisi olarak kullanilmistir. Bu calismalarda kullanilan primer antikorlarin
bilgileri Tablo 2°de, sekonder antikorlar, diger kimyasallar, agonist ve antagonistlerin
bilgileri de metod boliimleri alt basliklarinda verilmistir. Kisspeptin ndronlarinin sigan
beynindeki 6zellikle dagilimlar1 ve aksonlariin yogunlugu da immiinohistokimyasal
olarak arastirllmistir. Caligmalarda kullanilan protokoller ilgili Etik Kurul Karari:
19.04.2005/1, Tarih 19.04.2005. no ve tarihi ile onaylanmistir. Calismalarda, Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’na ait
laboratuarlarin malzeme ve gere¢ olanaklari ile birlikte, mevcut bulunan kimyasallar
ve isaretleyiciler kullamlmigtir. Immunohistokimya tekniklerinde gerekli olan
kisspeptin antikoru Dr. Alain Caraty tarafindan hibe edilmistir. Gereksinim duyulan

diger antikorlar agisindan laboratuarimizda mevcut olanlar1 kullanilmistir.

Tablo 2: Kullanilan Primer Antikor Bilgileri

Antikor Firma, Kod Diliisyonu (IF) Inkiibasyon
Tavsan anti—c-Fos Calbiocem, PC-38 1:20000 Tiim gece
Tavsan anti—[Arg-8]—

vazopressin Peninsula, T-4463 1:5000 24 saat
Keci anti—orexin A (C-19) | Santa Cruz, sc-8070 1:2000 Tiim gece
Tavsan anti-kisspeptin Dr. Alain Caraty 1:10000 (1:5000) | 48 saat
Kobay anti—VGlut2 Chemicon, AB5907 1:5000 Tiim gece
Kobay anti—-VGlut3 Chemicon, AB5421 1:5000 Tiim gece
Kegi anti-GluR1 (GluAl) | Santa Cruz Biotechnology, SC7608 | 1:100 72 saat
Fare anti-GluR2 (GluA2) | Chemicon, MAB397 1:500 72 saat
Fare anti-NMDARI

(GIuN1) Chemicon, MAB363 1:50 72 saat
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3.1. Deney Hayvanlar1 ve Gruplar

Deneylerde 60-90 giinliik, 250-300 gr agirliginda Sprague—Dawley cinsi
erigskin disi siganlar kullanildi. Denekler normal néronal dagilim ¢alismalar1 disinda
lic ana deney grubuna dagitilmistir: Kainik asit grubu, AMPA grubu ve NMDA grubu.
Her ana grupta {i¢ alt grup olusturulmustur: Kontrol grubu (serum fizyolojik grubu),
agonist grubu (Kainik asit, AMPA ya da NMDA) ve antagonist grubu (6—cyano—7—
nitroquinoxaline-2,3-dione [CNQX] ya da MK-801 grubu). Tim agonist ve
antagonistler ile serum fizyolojik periferal olarak intraperitoneal enjeksiyon yoluyla
deneklere uygulandi. Enjeksiyonlar saat 10:00-11:00 arasinda yapildi. Antagonist
gruplarinda, antagonist enjeksiyonlarindan 15 dk sonra agonist enjeksiyonu yapildi.
Olusturulan deney gruplart ve uygulanan biyolojik aktif kimyasallarin (serum
fizyolojik, agonist ve antagonistlerin) dozlar1 ve uygulama miktarlar1 Tablo 3’de

Ozetlenmistir.

Tablo 3: Deney gruplari

Gruplar Alt Biyolojik Aktif Doz
Gruplar* Madde***
Kontrol Serum Fizyolojik (SF) 300 pl/denek
Agonist Kainik Asit (Calbiochem, | 2,5 mg/kg/300 pl/denek
Kainik Asit Grubu LA)

Antagonist ** | CNQX (Ascent Scientific | 1 mg/kg/300 pl/denek
North Sumerset, UK)

Kontrol Serum Fizyolojik (SF) 750 pl/denek
Agonist AMPA (Ascent Scientific | 5 mg/kg/750 pl/denek
AMPA Grubu North Sumerset, UK)

Antagonist ** | CNQX (Ascent Scientific | 1 mg/kg/750 ul/denek
North Sumerset, UK)

Kontrol Serum Fizyolojik (SF) 2 ml/denek
Agonist NMDA (Ascent Scientific | 100 mg/kg/2 ml/denek
NMDA Grubu North Sumerset, UK)

Antagonist ** | MK-801 (Ascent Scientific | 1 mg/kg/300 pl/denek
North Sumerset, UK)

* Her bir alt grup i¢in n=7
** Bu gruplarda antagonist uygulamasindan 15 dk sonra belirtilen dozda agonist enjeksiyonu yapilmustir.
**% T{im enjeksiyonlar 10°-11% aras1 intraperitoneal yapilmustir.
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Son enjeksiyonlardan 90 dk. sonra tiim denekler derin eter anestezisi altinda
0,13 M Sorenson’un fosfat tamponda hazirlanan %4 paraformaldehit (PFA) ile
transkardiyak perfiizyon fiksasyon yontemi kullanilarak sakrifiye edilmistir. Bu
yontemde deney hayvanlarinin goglis kafesleri agilarak, kateter kalp apeksinden
aortaya yerlestirilmis ve sabitlenmistir. Damar i¢i basinca uygun ayarlanan perflizyon
pompasi yardimiyla, oncelikle deneklerin dolagim sistemleri %0,9 NaCl (150 ml) ile
temizlenmis, sonra denek basma 400 ml fiksatif ile fiksasyon islemi
gergeklestirilmistir. Perflizyon sonrasi ¢ikarilarak ayni fiksatifte +4°C’de gece boyu
post—fiksasyon uygulanan beyinlerden vibratom ile 50 pm’lik koronal kesitler
alimmugtir. Hipotalamusun rostra—kaudal ekseninin tamamini igerecek sekilde alinan
kesitler 5 seri halinde Tris—HCI tampon soliisyonu (pH 7.6) i¢ine toplanmis ve Tris—
HCl soliisyonunda yikanip fiksatiften arindirilarak kriyoprotektan madde i¢inde
-20°C’de saklanmustir.

Hiicre tiplerinin belirlenmesi ve aktive ndéronlarin gosterilmesi amaci ile ikili
indirekt immiinoperoksidaz yontemi kullanilmistir. Ayrica kesitlere, ilgili néron
tiplerinde eksprese edilen iyonotropik glutamat reseptor alt birimlerinin belirlenmesi
icin 1kili immiinofloresans ve ikili indirekt immiinoperoksidaz teknikleri

uygulanmustir.

Hipotalamik c¢ekirdeklerde ilgili peptitleri eksprese eden ndronlarin ve
aktivasyonlarinin belirlenmesi, ayrica bu noéron gruplarinin glutamaterjik innervasyon
aldiginin  gosterilmesi amaciyla asagida ayrintilarn  verilen ikili  indirekt
immiinoperoksidaz yontemi uygulanmistir. c-Fos proteinin ¢ekirdekteki immiino-

pozitifligi ndronal aktivasyon belirteci olarak kullanilmistir.
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3.2. Oreksin, Vazopressin ya da Kisspeptin Noronlarinda Aktivasyonun

Gosterilmesi

Kriyoprotektandan arindirma: Tris tamponu ile 3 x1 0 dk yikama.

Non-spesifik baglanmanin bloklanmasi: Kesitlerin oda sicakliginda %10

normal at serumunda 2 saat inkiibasyon.

Primer antikor uygulamasi: Tavsan anti c-Fos antikoru (1:20000) ile kesitlerin

oda sicakliginda tiim gece inkiibasyon.

Tris tamponu ile 3 x 10 dk yikama.

Sekonder antikor uygulamasi: Esek anti tavsan IgG ile (1:300) 2 saat, oda

sicakliginda inkiibasyon.

Avidin-Biotin-Kompleks (ABC) uygulamasi: Uygulamadan 30 dk once iiretici

firmanin Onerileri dogrultusunda hazirlanan soliisyonda kesitlerin oda

sicakliginda 1 saat inkiibasyonu.

Substrat-kromojen soliisyonu uygulamasi: Olusan immiinkompleksin 151k

mikroskopik olarak goriiniir hale getirilmesi i¢in oda sicakliginda 5 dk nikel

DAB (3,3' - Diaminobenzidine) soliisyonu ile inkiibasyon.

c-Fos ekspresyonunun goriiliilebilir hale getirilmesinin ardindan, hangi hiicre

tiplerinin c-Fos immiinoreaktivitesi gosterdigini belirlemek amaciyla kesitler

oreksin, vazopressin ya da kisspeptin i¢in bir kez daha yiizen kesit
immiinohistokimyasi ile isaretlendi:

o Non-spesifik baglanmanin bloklanmasi: Kesitlerin oda sicakliginda %10
normal at serumunda 2 saat inkiibasyon.

o Primer antikor inkiibasyonu: anti-vasopresin (1:5000, 24 saat), anti-oreksin
(1:2000, 24 saat) ya da anti-kisspeptin (1:10000, 72 saat) ile oda
sicakliginda.

o Sekonder antikor inkiibasyonu: Uygun sekonder antikor (Jackson Immuno
Research Laboratories) ile oda sicakliginda 1:300 diliisyonda 2 saat.

o ABC inkiibasyonu: 1 saat, oda sicakliginda.

o Substrat-kromojen soliisyonu uygulamasi: 5 dakika, oda sicakliginda DAB
sollisyonunda inkiibasyon. (Kromojen soliisyonu, 100 ml Tris—HCI
tamponda, 50 mg DAB ve 5 pl hidrojen peroksit eklenerek hazirlandi)

o Kurutma ve DPX ile kapatma.
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3.3. Oreksin ve Vazopressin Noronlarinda Vezikiiler Glutamat Tasiyicilar

(VGluT2, VGIuT3) icin Immunoperoksidaz Boyamasi

o Kriyoprotektandan arindirma: Tris tamponu ile 3 x1 0 dk yikama.

. Non-spesifik baglanmanin bloklanmasi: Kesitlerin oda sicakliginda %10

normal at serumunda 2 saat inkiibasyon.

o Primer antikor uygulamasi: Kesitler, primer antikor soliisyonlarinda Tablo
2’de verilen dillisyon ve siirelerde inkiibasyon.

o Ikincil antikor uygulamasi: Tris—HCl tamponu ile 3 x 10 dakika yikama,
kullanilan primer antikoru taniyan ve biotin konjuge sekonder antikorlar ile
(1:100 — 1:200; Jackson Immuno Research Laboratories, Inc. West Grove, PA)
ile 2 saat inkiibasyon.

o Tris—HCl tamponu ile 3 x 10 dakika yikama.

o Avidin biyotin kompleksi (ABC Elite Kit, Vector Labs, Burlingame, CA)
sollisyonu ile 1 saat inkiibasyon.

o Tris—HCl tamponu ile 3 x 10 dakika yikama.

o Substrat kromojen soliisyonu (DAB) ile inkiibasyon.

o Tris—HCI tamponu ile 3 x 10 dakika yikama.

o Kesitleri lamlara alinip kurutma ve DPX ile kapatma.

3.4. Kisspeptin Noronlarinda GluR1 (GluAl), GluR2 (GluA2) ve NMDARI1

(GluN1) Reseptor Alt Birim Proteinlerinin Ekspresyonunun Gosterilmesi

o Kriyoprotektandan arindirma: Tris tamponu ile 3 x 10 dk yikama.

o Non-spesifik baglanmanin bloklanmasi: Kesitlerin oda sicakliginda %10
normal at serumubnda 2 saat inkiibasyon.

. Primer antikor uygulamasi: Tavsan anti—kisspeptin antikoru ile reseptor alt
birimlerinden birine ait antikorun karisimini igeren soliisyonda 72 saat inkiibasyon
yapildi. Bu amagla tavsan anti-kisspeptin (1:5000, Dr. Alain Caraty), ke¢i anti-GluR 1
(1:100, Santa Cruz Biotechnology), fare anti-GluR2 (1:500, Millipore), fare anti—
NMDARI1 (1:50, Chemicon) antikorlar1 belirtilen diliisyonlarda kullanildi.

o Tris tamponu ile 3 x 10 dk yikama.
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. Sekonder antikor uygulamasi: Kesitler FITC isaretli esek anti—tavsan IgG
(1:100; Jackson Immuno Research Laboratories) ile birlikte TexasRed isaretli esek
anti-fare IgG (1:200; Jackson Immuno Research Laboratories) ya da TexasRed isaretli

esek anti-keci IgG (1:200; Jackson Immuno Research Laboratories) karisimai ile 2 saat

inkiibasyon.
o Tris tamponu ile 3 x 10 dk yikama.
o Lamlara alinarak kurutma ve Prolong® Antifade Kit (Molecular Probes,

Oregon, USA) ile kapatma.

3.5. Cahsmalarda Kullanmilan Soliisyonlar

Sorenson’un Fosfat Tamponunun Hazirlanisi: Soliisyon A [Na2HPO412H20
(0,13 M), (Merck)] 46,54 g/lt, Soliisyon B [KH2PO4 (0,13 M), (Merck)] 17,68 g/It.
Her iki soliisyon buzdolabinda saklandi. Soliisyon A {izerine soliisyon B eklenerek pH

7,4’e ayarlandi.

%4 liikk Paraformaldehitin Hazirlanisi: 100 ml distile suda 20 g (%4liik i¢in 40
gr) paraformaldehit (Merck, Cat. No: 104005) magnetik karistirict ve 1sitici lizerinde
58°C’ye kadar 1sitilarak ¢oziildii. Sicaklik kesildi. Soliisyon berraklagincaya kadar 1
N NaOH (Merck) ilave ediildi. Filtre kagidindan siiziildiikten sonra 0,13 M’lik fosfat
tamponu ile 1 1t’ye tamamlandi. pH 6l¢timii yapilarak konsantre hidroklorik asit (HCI)
yada 1 N NaOH ile son pH 7,4’e ayarlandi.

Tris Tamponunun (0.05 M) Hazirlanisi: 6 gr Trizma base (Merck, Cat. No:
108387) 1000 ml distile suda ¢oziindiiriildii. Konsantre hidroklorik asit (HCI) ile pH
7,6’ya ayarlandi.

Kriyoprotektanin Hazirlanisi: 0,05 M Tris tamponu (500 ml), siikroz (BDH,
Prod. No: 302997) (300 g), etilen glikol (BDH, Prod. No: 282966) (300 ml) ve
polivinilprolidon (Amresco, Cat. No: 1512B22) (10 g) kullanildi. Maddeler verilen

siraya gore eklendi. Karigim distile su ile 1 litreye tamamlandi.
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Bloklayict Serumun Hazirlanisi: Inaktive halde bulunan %10’luk normal at
serumu 56°C’lik sicak su banyosunda aktive edildi. %0,1 sodyum azid ve %0,2 triton—

X 100 eklendikten sonra karisim Tris tamponu ile 1 1t’ye tamamlandi.

3.6. Hiicre Sayimlan ve Istatistiksel Analiz

Calismalar kapsaminda yapilan tekli ve ikili isaretlemeler sonucu hazirlanan
kesitlerin koordinatlar1 Paxinos’un sican beyin atlasina (Paxinos, & Watson, 2006)
gore belirlendi. SON i¢in bregma —0.48 mm ile —1.44 mm, PVN i¢in bregma —1.32
mm ile —1.92 mm, lateral hipotalamus i¢in ise bregma —2.04 mm ile —3.60 mm
koordinatlar1 arasinda sec¢ildi. Bu araliklarda rostrokaudal diizlemde hipotalamusun 5
farkli seviyesinden alinan kesitlerde sayim islemleri yapildi. Kesitlerin birbirine esit
uzaklikta (lateral hipotalamusta 350 um’lik aralikla) ve her denek i¢in ayni koordinatta
olmasina dikkat edildi.

Immunoperoksidaz boyamas1 yapilan kesitlerin incelemesi Olympus BX—50
fotomikroskopta, ikili immiinofloresans yontemle isaretlenen kesitlerin incelemesi ise
Olympus BX-FLA Reflected Light Flourescence Attachment adapte edilmis Olympus
BX50 mikroskopla 40X objektif kullanilarak dijital kamera (Olympus DP71 CCD
color camera, 1,5 million pixel) ile bilgisayar ekranina alinan goriintiiler lizerinde
aninda tarama yapilarak gerceklestirildi. Kurutularak kapatilan kesitlerde hiicre
sayimlarinda 40x biiylitme alaninda ilgili noron tiplerinin bulundugu hipotalamik
cekirdeklerdeki tiim hiicreler degerlendirilmis ve c-Fos aktivasyon diizeyleri yiizde

olarak elde edilmistir.

Elde edilen verilerin deney gruplari arast varyans analizi ANOVA ile yapildi.

[statistiki anlamlilik sinir degeri olarak p<0.05 alindi (SPSS ver.16.0).
Ikili immiinohistokimya boyamalarinda tavsan anti-c-Fos antikoru ¢ok diisiik

diliisyonda bile miikemmel sonu¢ vermektedir. Calismalar kapsaminda ikili

calismalarda tavsanda iiretilmis diger antikorlarla tiir farki olmasi i¢in alinan koyun-

36



anti-c-Fos antikoru spesifik olmayan boyanma gostermistir. Bu nedenle ¢alismalarin
timiinde tavsanda iiretilen c-Fos antikoru kullanilmistir. Her ne kadar ikili
boyamalarda aymi tiirde iretilmis antikorlarin kullanilmasi onerilmese de, sadece
cekirdege lokalize olan c-Fos ya da benzeri proteinlerle birlikte bir sitoplazmik protein
aragtiriliyorsa, teknikte ayni tiirde {tretilmis antikorlarin kullanimi1 bir sorun
yaratmamaktadir. Caligsmalarimizda ilk asamada boyanan c-Fos sadece c¢ekirdekte
lokalize immiin reaksiyon vermis ve sonrasinda kullanilan ve sadece sitoplazmada
boyama yapan noroendokrin néron antikorlari, ayni tiirde iretilmis olsalar da c-Fos

reaksiyonundan higbir sekilde etkilenmemistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kisspeptin Noronlarinda Normal Dagihm ve Glutamaterjik Sistem

Etkilerinin Incelenmesi

Tez caligmalarimizda kisspeptinler agisindan yaptigimiz caligmalarda ilk
olarak ilgili proteini tasiyan ndronlarin sican merkezi sinir sistemindeki normal
dagilimlar1 incelenmistir. Calismalarimizdan elde ettigimiz verilerin ilerideki
calismalarimiza yon verecegini de diisiinmekteyiz. Kisspeptin ndronlarinin sigan
beyinlerindeki AVPV’de, ayrica preoptik periventrikiiler ve arkuat g¢ekirdeklerde
yogunlastiklar1 tespit edildi. Anterior arkuat cekirdekte az sayida, medial arkuat
cekirdekte orta diizeyde ndron govdesi sayist gozlenirken, bu alanlarda akson
yogunlugunun diger beyin bolgelerine gore yiiksek oldugu goriildii. Posterior arkuat
¢ekirdek acisindan bu bolgede ise ¢ok sayida isaretli néron gévdesi bulunurken akson
yogunlugunun nispeten azaldig1 tespit edildi. Akson yogunlugu hipotalamik bolgeler
acisindan rostral olarak daha yiiksek oldugu gortilmiistiir. AVPV’deki dagilimin daha
daginik ve daha az sayida oldugu da goriilmiistiir (Sekil 2-5).
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Sekil 2: Kisspeptin noronlarmin dagilim alanlar1 (Kafa, & Eyigdr, 2011). Kisspeptin ndron ve
aksonlarmin disi sican hipotalamusundaki dagilimlari. Anteroventral periventrikiiler ¢ekirdekte (A)
arkuat ¢ekirdekten daha az oranda hiicresel kisspeptin immiinoreaktivitesi gézlemlenirken, preoptik
periventrikiiler ¢ekirdek diizeylerinde aksonal kisspeptin immiinoreaktivitesi (B) yogun olarak tespit
edilmistir. Anterior arkuat ¢ekirdek (C) az sayida, medial arkuat ¢ekirdek (D) ise orta diizeyde ndron
govdesi sayist icerirken posterior arkuat ¢ekirdekte (E, F) ise ¢ok sayida isaretli néron govdesi
goriilmiistiir. Rostral alanlarda akson yogunlugu yiiksek olarak izlenmistir (Olgek cubugu 100 ve 200

(F) pm).

39



Sekil 3: Daha yiiksek bilyiitme ile anterior arkuat ¢ekirdek kisspeptin immiinoreaktivitesi. Az sayida
hiicre govdesi goriiliirken aksonal yogunlugun yiiksek oldugu gériilmekte (Olgek ¢ubugu 50 pm).

Sekil 4: Daha yiiksek biiyiitme ile medial arkuat ¢ekirdek kisspeptin immiinoreaktivitesi. Anterior
arkuat gekirdekte daha fazla sayida hiicre govdesi goriliirken, aksonal yogunlugun yine yiiksek oldugu
goriilmekte (Olgek gubugu 50 um).
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Sekil 5: Daha yiiksek biiylitme ile posterior arkuat ¢ekirdek kisspeptin immiinoreaktivitesi. Anterior ve
medial arkuat ¢ekirdeklerden daha fazla sayida hiicre govdesi goriiliirken aksonal yogunlugunun ¢ok
daha azaldig1 goriilmekte (Olgek cubugu 50 pm).

Calismalarimizda kisspeptin immiinreaktivitesi gosteren noronlarin AVPV,
preoptik alan ve arkuat ¢ekirdekte kontrol grubunda c-Fos aktivitesi gostermedikleri
veya az gosterdikleri, AMPA verilmesi ile c-Fos aktivitelerinde anlamli artis oldugu
ve antagonisti olan CNQX verilmesi sonrasinda anlamli azalma oldugu tespit edildi

(Sekil 6-8).

Kainik asit grubunda kisspeptin immiinreaktivitesi gosteren ndronlarin AVPV,
preoptik alan ve arkuat ¢ekirdekte kontrol grubunda c-Fos aktivitesi gostermedikleri
veya az gosterdikleri, Kainik asit verilmesi ile c-Fos aktivitelerinde anlamli artig
oldugu ve antagonisti olan CNQX verilmesi sonrasinda anlamli azalma oldugu tespit

edildi (Sekil 9-11).

NMDA asit grubunda da kisspeptin immiinreaktivitesi gdsteren ndronlarin

AVPV, preoptik alan ve arkuat cekirdekte kontrol grubunda c-Fos aktivitesi
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gostermedikleri veya az gosterdikleri, NMDA verilmesi ile c-Fos aktivitelerinde
anlamli artig oldugu ve antagonisti olan MK801 verilmesi sonrasinda anlamli azalma

oldugu tespit edildi (Sekil 12-14).

AMPA, kainik asit ve NMDA gruplarinda aktive kisspeptin ndronlart yiizdeleri

ve istatistiki sonuglar1 Sekil 15°de verilmistir.

Arkuat c¢ekirdekte immunfloresans yontem ile agonist ya da antagonist
verilmeden tespit edilen kisspeptin immiinreaktivitesi ile NMDARI1 (GIuN1) ve
GLURI1 ve 2 (GluA1-2) reseptorleri reaktivitelerine yonelik goriintiiler Sekil 16’da
gruplandirilarak verilmistir. Bulgularimizda kisspeptin ndronlarinin NMDA ve

AMPA reseptorleri ile birlikte immiinreaktivite gosterdigi izlenmistir.
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Sekil 6: Kisspeptin ndronlarinda c-Fos aktivitesi, (AMPA) kontrol grubu. Beyaz oklar: c-Fos aktivitesi
gostermeyen noronlar. A, anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek; B, periventrikiiler ¢ekirdek, C, arkuat

cekirdek (Olgek gubugu 50 um).
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Sekil 7: Kisspeptin noronlarinda c-Fos aktivitesi, AMPA grubu. Beyaz oklar: c-Fos aktivitesi
gostermeyen noronlar; siyah oklar: c-Fos aktivitesi gdsteren noronlar. A, anteroventral periventrikiiler

cekirdek; B, periventrikiiler ¢ekirdek, C, arkuat cekirdek (Olgek gubugu 50 pm).
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Sekil 8: Kisspeptin noronlarinda c-Fos aktivitesi, AMPA - CNQX grubu. Beyaz oklar: c-Fos aktivitesi

géstermeygn noronlar. A, anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek; B, periventrikiiler ¢cekirdek, C, arkuat
¢ekirdek (Olgek ¢ubugu 50 pm).
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Sekil 9: Kisspeptin noronlarinda c-Fos aktivitesi, kainik asit kontrol grubu. Beyaz oklar: c-Fos aktivitesi
gostermeyen ndronlar. A, anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek; B, periventrikiiler ¢ekirdek, C, arkuat
¢ekirdek (Olgek gubugu 50 um).
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Sekil 10: Kisspeptin noronlarinda c-Fos aktivitesi, kainik asit grubu. Beyaz oklar: c-Fos aktivitesi
gostermeyen noronlar, siyah oklar c-Fos aktivitesi gosteren noronlar. A, anteroventral periventrikiiler
cekirdek; B, periventrikiiler ¢ekirdek, C, arkuat ¢ekirdek (Olgek cubugu 50 pm).
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Sekil 11: Kisspeptin noronlarinda c-Fos aktivitesi, kainik asit — CNQX grubu. Beyaz oklar: c-Fos
aktivitesi gostermeyen noronlar. A, anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek; B, periventrikiiler ¢ekirdek,
C, arkuat ¢ekirdek (Olgek gubugu 50 pm).
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Sekil 12: Kisspeptin néronlarinda c-Fos aktivitesi, NMDA kontrol grubu. Beyaz oklar: c-Fos aktivitesi
gostermeyen noronlar. A, anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek; B, periventrikiiler ¢ekirdek, C, arkuat
¢ekirdek (Olgek ¢ubugu 50 pm).
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Sekil 13: Kisspeptin noronlarinda c-Fos aktivitesi, NMDA grubu. Beyaz oklar: c-Fos aktivitesi
gostermeyen noronlar, siyah oklar c-Fos aktivitesi gosteren noronlar. A, anteroventral periventrikiiler
cekirdek; B, periventrikiiler ¢ekirdek, C, arkuat ¢ekirdek (Olgek ¢ubugu 50 pm).
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Sekil 14: Kisspeptin noronlarinda c-Fos aktivitesi, NMDA — MK801 grubu. Beyaz oklar: c-Fos
aktivitesi gostermeyen noronlar, siyah oklar c-Fos aktivitesi gésteren ndronlar. A, anteroventral
periventrikiiler ¢ekirdek; B, periventrikiiler ¢cekirdek, C, arkuat ¢ekirdek (Olgek ¢gubugu 50 um).
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KAINiK ASIT KONTROL KAINiK ASIT KAINiK ASIT - CNQX
3,05 £ 0,87 28,29 + 4,62 4,65 + 3,03
NMDA KONTROL NMDA NMDA - MK801
1,85 +0,52 27,4 £5,23 2,31+0,77

Sekil 15: AMPA, kainik asit ve NMDA gruplarinda aktive (c-Fos) Kisspeptin néronlar1 yiizdeleri. *,
Kontrol ve antagonist gruplarina karsi istatistiki anlamlilik (AMPA — AMPA kontrol aras1, p < 0,00001;
AMPA — AMPA CNQX aras1 p = 0,00093; Kainik asit — kainik asit kontrol arasi, p = 0,02352; Kainik
asit — kainik asit CNQX arast, p = 0,00039; NMDA — NMDA kontrol aras1 p = 0,00253; NMDA —
NMDA MKS801 arast p = 0,00040). Tiim gruplarda kontrol ve antagonist gruplar arasinda istatistiki
anlamlilik bulunamamustir. Sekil i¢i tablo, c-Fos pozitif kisspeptin néronlarinin yiizde deger olarak
ortalama + standart hatalari.
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Sekil 16: Arkuat c¢ekirdekte immiinofloresans yontem ile kisspeptin immiinreaktivitesi (sol siitun);
NMDARI (GluN1) ve GLURI-2 (GluA1-2) immiin reaktiviteleri (orta siitun); ve iist iiste getirilerek
elde edilmis goriintiiler (sag siitun). Ilk iki siitunda reaktivite gdsteren hiicreler beyaz oklar ile
gosterilmistir. Sag siitunda ortak aktivite gosteren hiicreler (sar1 renk) beyaz oklar ile gosterilmistir
(Olgek cubugu 100 pm).
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4.2. Oreksin Noronlarinda Glutamaterjik Sistem Etkilerinin Incelenmesi

Oreksinerjik sistem ve oreksin noronlarina yonelik olarak prepro-oreksin
antikoru ile gergeklestirilen immiinohistokimyasal boyamalar sonucunda oreksin
noronlarinin forniks ¢evresinde ve lateral hipotalamusta yer aldigi kainik asit grubu

calismalarinda daha 6nceden belirlenmistir (Sekil 17).

20.0 ym i -

i 200 pm
- e

Sekil 17: Hipotalamusta prepro-oreksin-pozitif néronlarin dagilimi. Noronlarin perifornikal alandaki
yerlesimleri dikkat ¢ekmekte. Kiigiik resimde prepro-oreksin immunoreaktif noronlar (oklar)
izlenmekte (Eyigor, Minbay & Cavusoglu, 2010) (V: iigiincii ventrikiil, f: forniks) (Olgek gubugu 200
um).

Calismalarimizda oreksin noronlarinin VGIuT iceren akson sonlanmalariyla
yakin komsuluk gosterdigi belirlendi ve yapilan boyamalarla oreksin noronlariyla
temasta olan VGIuT3-pozitif akson sonlanmalarinin (Sekil 18 B), VGIuT2 icerenlere

gore daha fazla oldugu goriilmustiir (Sekil 18 A).
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Sekil 18: Oreksin noronlarinin VGluT2 ve VGIuT3 igeren akson sonlanmalari ile iliskisi. Oreksin
noronlarmin VGIuT2 (A) ve o6zellikle VGIuT3 igeren (B) akson sonlanmalariyla yakin komsuluk
gdsterdigi izlenmekte (Oklar: VGIuT immiinoreaktivitesi) (Olgek cubugu 20 pum).

Oreksin noronlarinin non-NMDA glutamat agonistlerinden kainik asit ve
antagonisti CNQX’in etkileriyle aktive olduklarina dair ¢alisma laboratuvarimizda
daha once gergeklestirilmistir (Eyigor, Minbay & Cavusoglu, 2010). Burada sunulan
tez caligmasi kapsaminda ise oreksin noronlarinda glutamatin AMPA ve NMDA
reseptor agonistlerinin ve bu reseptorlere 6zgii antagonistlerinin ndronal aktivasyona

etkileri incelenmistir.

Laboratuvarimizda daha o©nce yapilan ¢alismada (Eyigor, Minbay &
Cavusoglu, 2010) kainik asit ve CNQX etkileri arastirilmis ve c-Fos ekspresyonunu
belirlemek amaci ile yapilan ikili boyamalarda c-Fos pozitif ve negatif ndronlar
gorilmistiir (Sekil 19). Mikroskobik veriler incelendiginde; kontrol grubunda tiim
oreksin noronlarmin yaklasik %36’sinda c-Fos ekspresyonu belirlenmistir (Sekil 20
A, B). Kainik asit verilen deneklerde c-fos eksprese eden oreksin ndronlarinin
yiizdesinin yaklasik bir kat artarak ortalama %62’ye ulastig1 (Sekil 20 C, D), CNQX
enjeksiyonunu takiben kainik asit verilen grupta, CNQX etkisiyle c-Fos i¢eren noron
yiizdesinin %43’e distiigli belirlenmistir (Sekil 20 E, F). Yapilan istatistiki
incelemeler, hem kainik asitin c-Fos eksprese eden oreksin ndron sayisini arttirici
etkisinin, hem de CNQX’in bu artis1 baskilayici etkisinin anlamli oldugunu gostermis
(p<0,001) ve elde edilen sayisal veriler Sekil 21 ve Tablo 4’de Ozetlenmistir.
Glutamatin tiim agonistlerine ve antagonistlerine ait bulgularin bir biitlinliik tagimasi
amactyla laboratuvarimizdaki ge¢mis calismalardan elde edilen sonuglar bu tezin

bulgular kismina eklenmistir.
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Sekil 19: Aktive olmus oreksin ndronlarimin goriiniimii. Aktive olmus oreksin néronlari, prepro oreksin-
pozitif néronlarda ¢ekirdek isaretlenmesinin varligi ile ayirt edilmekte (sagdaki noron). c-Fos-negatif
noronlarda ¢ekirdek isaretlemesi olmaksizin sadece sitoplazmik immiinoreaktivite izlendi (soldaki
noron), (Eyigor, Minbay & Cavusoglu, 2010) (Olgek cubugu 20 um).
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Kainik asit [

Sekil 20: Oreksin néronlarinda kontrol (A, B), kainik asit (C, D) ve CNQX (E, F) gruplarmin
goriintiileri. Tiim gruplarda goriintiiler perifornikal alandan elde edildi. Sag siitundaki fotograflarda (B,
D, F), sol siitunda (A, C, E) kare i¢ine alinmig bolgenin yiiksek biyiitmeli objektif ile elde edilen
goriintiiler izlenmekte. Oklar c-Fos-pozitif, ok baslar1 ise c-Fos-negatif prepro-oreksin isaratli oreksin
noronlarim1 gdstermekte, (Eyigor, Minbay & Cavusoglu, 2010) (Olgek cubugu 50 um).
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Kontrol Kainik Asit CNQX

Sekil 21: Oreksin noronlarinda kainik asitin aktive edici etkisinin grafiksel gosterimi. Kainik asit verilen

deneklerde c-Fos eksprese eden oreksin ndron yiizdesi istatistiki anlami olan bir artma gostermistir
(***p<0,001), (Eyigor, Minbay & Cavusoglu, 2010).

Tablo 4: Oreksin néronlarinda c-Fos ekspresyonu. Tabloda, sayilan noéron sayilari ve ikili
kolokalizasyon yiizdeleri ortalama + standart hata (SH) seklinde verilmistir (n=5). Kainik asit grubu ile
hem kontrol hem de CNQX grubu arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmustur (*** p<0,001). ,
(Eyigor, Minbay & Cavusoglu, 2010).

Oreksin-pozitif c-Fos-pozitif oreksin c-Fos-pozitif oreksin
Gruplar noron sayisi/denek  néron sayisi/denek ortalama néron
yuzdesi/denek
Kontrol 534 + 48,46 196,6 + 26,21 36,31 £ 2,05
Kainik asit 473,6 + 44,65 2954 + 25 62,69 + 1,44***
(2,5 mg/kg)
CNQX 683 £ 110,16 309,6 + 5,76 43,36 + 3,12

Tez caligmalar1 kapsaminda olan AMPA ve CNQX baslikli deneylerimizde;
AMPA uygulamasinin oreksin ndronlarinda énemli oranda aktivasyona neden oldugu
ve non-NMDA glutamat reseptdr antagonisti CNQX etkisiyle bu aktivasyonda kismi
bir baskilanma ortaya ¢iktig1 belirlendi. Yapilan istatistiki degerlendirmede, c-Fos ile
ko-lokalize olan oreksin ndronlarmin tiim oreksin ndronlarma oraninda kontrol
grubuna gore anlamli artis oldugu ve bu oranin %28’den %59’a yiikseldigi
belirlenirken (p<0,005) CNQX etkisiyle kolokalize noéron ylizdesinin istatistiki
anlamli olan %41’e geriledigi bulundu (p<0,05) (Sekil 22-23).
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Sekil 22: Oreksin néronlarinda AMPA’nin etkisi. Kontrol grubu (A) ile karsilastirildiginda daha ¢ok
say1da oreksinerjik noronun AMPA etkisi ile c-Fos eksprese ettigi (B), CNQX uygulamasini takiben bu
sayinin azaldigi (C), elde edilen verilerin istatistiksel anlam tagidigi (D) gériilmekte (Olgek ¢ubugu 100
um).

59



Sekil 23: Oreksin néronlarinda AMPA’nin etkisi (bilyiitiilmiis goriintiiler). Kontrol grubu (A), AMPA
(B), AMPA - CNQX (C) (Olgek ¢ubugu 100 pm).
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Tez ¢alismalar1 kapsaminda olan NMDA ve MK-801 baslikli deneylerimizde;
NMDA ' nin oreksin noronlari tizerinde aktive edici bir etkisinin olmadigi belirlendi.
Kontrol grubunda %25 olan c-Fos-pozitif oreksin néron oraninin, NMDA etkisi
altinda biraz arttig1 (%36), ancak; bu yiikseligin istatistiksel anlamlilik tagimadigi
goriildi. NMDA reseptor antagonisti MK-801 etkisiyle de aktive olan néron
yiizdesinde (%32) istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 24-
25).
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Sekil 24: Oreksin néronlarinda NMDA 'nin etkisi. Kontrol (A), NMDA (B) ve MK-801 (C) gruplarinda
bazi oreksin ndronlarinin c-Fos-pozitif oldugu bazi ndronlarin ise c-Fos reaksiyonu igermedikleri
goriilmekte. Verilerin analizi ile elde edilen grafikte (D) gruplar arasinda aktive olan néron sayisinda
anlamli bir degisiklik olmadig1 izlenmekte (Olgek gubugu 100 pm).
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Sekil 25: Oreksin noronlarinda NMDA’nin etkisi (biiytitilmis goriintiiler). Kontrol (A), NMDA (B) ve
NMDA - MK-801 (C) (Olgek gubugu 100 pm).
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4.3. Vazopressin Noronlarinda Glutamaterjik Sistem Etkilerinin Incelenmesi

Vazopressin antikoru ile gergeklestirilen immiinohistokimyasal boyamalar
sonucunda vazopressinerjik néronlarin hipotalamusun esas olarak SON ve PVN’de
yerlesik olduklar1 belirlendi (Sekil 26). SON’de magnoselliiller noéronlarda ve
¢ekirdegin tim alanina yayilmig olarak vazopressinerjik noronlar gorildii.
Paraventrikiiler ¢cekirdekte hem magnoselliiler hem de parviselliiler boliimlerinde yer
alan noéronlarin vazopressin antikoru ile isaretlendigi belirlendi. Isik mikroskop ile
yapilan incelemelerde, vazopressinin sitoplazmik iceriginin yogun oldugu tespit

edildi. Ayrica vazopressin noronlarinin aksesuar cekirdeklerde kiigliik gruplar

olusturdugu izlendi. Daha az sayida vazopressin ndronu SCN’de belirlendi.

Sekil 26: 3. ventrikiiliin ist iki yaninda lokalize paraventrikiiler c¢ekirdeklerde (PVN) ve optik
kiazmanin lateral u¢larimin yaninda yerlesik supraoptik cekirdeklerde (SON) ¢ok sayida néronun
vazopressin sentezledigi izlenmekte (Olgek cubugu 500 pm).

VGIuT antikorlari ile yapilan ikili boyamalarda vazopressin noronlarina bitisik
lokalizasyon gOsteren immiin pozitivite izlendi. Bu ¢aligmalarin sonucunda
vazopressin noronlarinin VGIuT2 ve VGIuT3 igeren glutamaterjik ndronlar tarafindan

innerve edildikleri gosterildi (Sekil 27).
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Sekil 27: Vazopressin ndronlart ile temasta olan VGluT-pozitif akson sonlanmalari. VGIuT2 (A) ve
VGIuT3 (B) igeren butonlarin vazopressin immiinoreaktif ndronlarla siiperpoze olduklart gortiilmekte
(oklar). Cevrede ¢ok sayida Ni-DAB isaretli glutamaterjik ndron akson sonlanmasinin (koyu mavi-siyah
renkli noktalar) vazopressin ile isaretli olmayan alanlarda dagildig1 izlenmekte (Olgek cubugu 20 pm).

Vazopressin noronlarinin glutamaterjik aktivasyonu agisindan; vazopressin
noronlarmin her li¢ glutamat agonisti uygulamasina da aktivasyon yaniti verdigi

gorildii. Bu aktivasyonun uygun antagonistin 6n uygulamasiyla kismen baskilandigi

bulundu.

Kainik asit ve CNQX bashikli deneylerimizde; c-Fos ekspresyonunu
isaretlemek amaci ile yapilan ikili boyamalar incelendiginde; hipotalamik SON’de yer
alan vazopressinerjik noronlarin bazal sartlarda aktive olmadiklar1 kontrol grubu
deneklerde c-Fos eksprese eden noron goriilmemesiyle belirlendi. Kainik asit
uygulamasini takiben yaklasik %21 oraninda vazopressin noronunda c-Fos varligi,

dolayisiyla aktivasyon belirlendi (kontrole gore p<0,05). CNQX etkisiyle bu artisin
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%4’lere geriledigi goriildii (kontrole gore p>0,05). Istatistiki anlamlilik gdsteren bu

verilere ait resimleri ve 6zet grafik Sekil 28’te sunulmustur.

AMPA ve CNQX baslikli deneylerimizde; Kontrol grubunda, vazopressin
noronlarinin ¢ok azinda c-Fos ekspresyonu goriildii (%0,25). AMPA etkisiyle SON’de
yerlesik vazopressinerjik ndronlarin yarisindan fazlasinin (%59) aktive oldugu ve
bunun istatistiki olarak anlamli oldugu (p<0,005) belirlendi. CNQX etkisiyle c-Fos-
pozitif ndron sayisinin %32’ye geriledigi ve bu baskilayici etkinin anlamli oldugu

tespit edildi (p<0,05) (Sekil 29).

NMDA ve MK-801 baslikli deneylerimizde; NMDA etkisiyle vazopressinerjik
noronlarda c-Fos ekspresyon oraninin %0,43’ten (kontrol grubu) %24’e yiikseldigi
belirlendi. p<0,005 degeriyle istatistiki anlam tasiyan bu artisin MK-801 etkisiyle
anlamli olarak geriledigi ve %2’ye distiigii gorildii (p<0,005). Calismalarla ilgili

ornek resimler ve 6zet grafik Sekil 30°te verilmistir.
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Sekil 28: Vazopressin ndronlarinda kainik asidin etkisiyle c-Fos aktivasyonu. Kontrol grubunda
vazopressin noronlarinda c-Fos goriilmezken (A), kainik asit grubunda cFos-pozitif néron sayisinin
arttig1 izlenmekte. (B). CNQX etkisiyle aktive olan ndron sayisinda azalma goze carpmakta (C). Elde
edilen bulgular degerlendirildiginde AMPA’nin vazopressin noronlarin aktive edici etkisi goriilmekte
(D) (Olgek gubugu 100 pm).
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Sekil 29: Vazopressin noronlarma AMPA’nin etkisi. Kontrol grubunda (A) c-Fos igeren
vazopressinerjik ndron goriilmezken, AMPA etkisi ile sayilan néronlarin yaridan fazlasinda aktivasyon
oldugu goriilmekte (B). CNQX’in etkisi ile aktive ndron sayisinda azalma izlenmekte (C). Veri
analizinde, agonist ve antagonist uygulamalar1 sonrasi c-Fos eksprese eden noron sayisindaki artma ve
azalmalarin anlamli oldugu anlasilmakta (D) (Olgek ¢ubugu 100 pm).
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Sekil 30: Vazopressin ndronlarina NMDA’nin etkisi. Kontrol grubunda ¢ok az ndronda c-Fos
ekspresyonu varken NMDA’’nin etkisiyle aktive hiicre sayisinin yaklasik %25 arttig1 (B), MK-801
uygulamasi sonrasi ise bu oranin neredeyse kontrol seviyesine geriledigi goriilmekte (C). Veri
analizinde istatistiki anlamlilik izlenmekte (D) (Olgek ¢ubugu 100 pm).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kisspeptin noronlarin arkuat c¢ekirdek ve seksiiel dimorfizm gosterecek
sekilde AVPV alanlarinda yerleserek hipotalamus genelinde dagilimlar1 olmadiklar
bilinmesine ragmen aksonal uzantilarinin ¢ok farkli alanlara gittikleri bilinmektedir.
Projeksiyonlar1 ile ulagtiklar1 bu alanlar arasinda GnRH ndéronlarmin bulundugu
alanlarda bulunmakta ve kisspeptin ndéronlarinin uzantilarinin GnRH ndéronlar ile
yakin iliskide olduklar1 goriilmektedir (Clarkson, & Herbison, 2006). Kisspeptin
noronlarinin uzantilarinin bulundugu bir alan da medial septum/Broca’nin diagonal
bandi alanidir ki bu alanin hippokampusa olan kolinerjik ve GABAerjik
projeksiyonlar1 ile 6grenme ve hafizada rol aldig1 bilinmektedir. Yine bu alanlarda
fonksiyonlar1 agiklanmay1 bekleyen glutamaterjik néronlar da bulunmaktadir (Roland
ve ark., 2014). Preoptik alana inflize edilen anti rat kisspeptin antikorunun dstrojen
tarafindan indiiklenen LH pikini engelledigi ve bunun endojen kispeptinin preoptik
alanda GnRH - LH salinimina dstrojen aracili pozitif feedback etkisi ile aracilik ettigi
bilinmektedir (Adachi ve ark., 2007). Ostradiol verilen disilerde AVPV deki c-Fos
pozitif kisspeptin noronlarinin sabah saatlerine gore 6gleden sonra anlamli diizeyde
arttig1 da gostermislerdir. Bu sabah / 6gleden sonra c-Fos akitivitesindeki farklilik
arkuat c¢ekirdekte gozlemlenmemistir. Bulgular AVPV  kispeptin noronlarinin
GNRH/LH salmimia yol agan Ostrojen pozitif geribildiriminin hedefi oldugunu
diisiindiirmektedir (Adachi ve ark., 2007). Ostradiolun kisspeptin aracilikl
mekanizmalar ile GnRH néronlarina GABA ve glutamat transmisyonunu arttirdigi da
gosterilmistir (Pielecka-Fortuna, & Moenter, 2010). Kissl-Cre BAC transgenik
farelerde in situ hibridizasyon teknigi ile arcuat c¢ekirdekte kisspeptin ndronlarinin
%90 oraninda glutamaterjik ve ayn1 zamanda %50 oraninda GABAerjik olduklari,
AVPV’de %20 oraninda glutamaterjik ve ayn1 zamanda %75 oraninda GABAerjik
olduklar1 gosterilmistir (Cravo ve ark., 2011). Bu bulgular ile preoptik alan ve arkuat
cekirdektedeki kisspeptin noronlar1 arasinda gozlemlenen farkliliklarin bunlarin
metabolizma ve Ttremedeki farkli rollerine iliskin noronal kanitlar1 olarak

distintiilmiistiir.
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Arkuat ¢ekirdekteki kispeptin ndronlariin yogun ndéronal baglantilart bu hiicre
grubunun GNRH pulsatil salinimindan sorumlu olabilecek bir senkronizasyon iginde
olduklarimi diistindiirmektedir. Maymunlarda GNRH pulsatil salinimi ile kisspeptin
saliniminin birlikte olduklar1 mikrodiyaliz yontemi ile gosterilmistir (Uenoyama,
Pheng, Tsukamura, & Maeda, 2016). Bizim ¢alismalarimiz sonucunda da literatiirdeki
veriler ile uyumlu olarak kisspeptin néronlarinin glutamat agonistleri ile aktivasyon
gosterip, uygun antagonist ile baskilanabildigi morfolojik diizeyde gosterilmis ve diger

metodlar ile elde edilen sonuglara katki sagladig diisiintilmiistiir.

Kisspeptinler konusundaki ilk verilerimiz X. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji
Kongresi’nde kisa bildiri olarak sunularak sonuglar1 bilimsel ortamda tartisilmistir ve
verilerimiz bir derleme igerisinde yer almistir. Ayrica tez ¢aligmalarimizla paralel
olarak elde ettigimiz arastirmalarin sonuglarinin bir boliimii “Glutamate and Orexin
Neurons” baglig1 adi altinda Vitamins and Hormones’in 89. sayisinda bdliim olarak
yayimlanmistir. Calismalarimizdan sonug olarak elde edilen verilere bakildiginda,
nispeten daha yeni bir alan olan kisspeptin néronlarinin kendi ¢aligmamizdaki deney
hayvani tliriinde elde ettigimiz dagilim alanlari, glutamaterjik sistemle olan
gostermeye calistigimiz iligkileri yaninda, bu noronlarin ¢aligma alanimizin da

otesinde daha pek cok fonksiyonel baglantisi ve gorevi oldugunu gdostermektedir.

Hipotalamusun major eksitatdr amino asit ndrotransmitteri olan glutamatin
oreksin noronlar1 {izerine etkileri literatiirde belirli bir oranda tartisilmistir ve
tartisilmaya devam etmektedir. Hipotalamusun oreksin igeren bolgelerinin glutamat
ile stimiilasyonu sonrasinda, oreksin tarafindan diizenlenen mekanizmalardan
uyanikligin arttig1 ve REM uykusuna gecisteki bozukluklarin diizeldigi goriilmiis ve
bunun lokal olarak glutamaterjik bir etkilesimle saglandig1 da diisiiniilmiistiir (Alam,
& Mallick, 2008; Falup-Pecurariu, Diaconu, Tint, & Falup-Pecurariu, 2021). Oreksin
noronlarmin yesil floresan protein (GFP) eksprese ettigi transgenik hayvanlarda,
glutamat agonistleri AMPA veya NMDA uygulamalarinin oreksin ndronlarini stimiile
ettigi elektrofizyolojik caligmalarda gosterilmistir (Li, Gao, Sakurai, & Van Den Pol,
2002; Yamakana, Muraki, Tsujino, Goto, & Sakurai, 2003). Benzer sekilde

metabotropik glutamat reseptdr agonisti uygulamasinin, oreksin ndronlarinin
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aktivasyonunu sagladigi rapor edilmistir (Acuna-Goycolea, Li, & Van Den Pol, 2004).
Glutamaterjik ndronlarin isaretleyicisi olarak kullanilan VGIuT proteinlerinin
varhiginin  oreksin ndronlariyla sinaptik temasta olan glutamaterjik akson
sonlanmalarinda gosterilmesi, oreksin ndronlarinin glutamat tarafindan regiilasyonunu

destekleyen diger bulgulardir (Henny, & Jones, 2006; Li ve ark., 2002).

Calismalarimizda oreksin ndronlarmin glutamaterjik etkilesimi, morfolojik
yaklasimla, histolojik teknikler kullanilarak arastirilmistir. Bu amagla 6ncelikle
laboratuvarimizda oreksin noronlarin igaretlenebilirliligi immiinohistokimya teknigi
ve ilgili antikorlarin kullanimiyla belirlenmistir. Takiben c-Fos proteini varliginin
noronal  aktivasyon  belirteci olmasi  Ozelliginden  yararlanilarak, ikili
immiinohistokimya teknigi ile oreksin ndronlarinin glutamat agonistlerinin
uygulanmas1 sonrasinda aktive olup olmadiklar1 ve olasi aktivasyonun glutamat
antagonistleri ile bloklanip bloklanmadigi arastirllmistir. Literatiirde vezikiiler
glutamat tasiyic1 proteinlerden VGIuT2 iceren aksonlarla olan temasi gosterilen
oreksin noronlarinda bu iliski dogrulanmaya calisilmis ve ayrica VGIuT1 ve VGIuT3
iceren akson sonlanmalariyla olasi irtibatlar1 belirlenmistir. Literatiirde oreksin
noronlarinin glutamaterjik uyarilar1 almasi i¢in gerekli olan glutamat reseptorleri
eksprese ettiklerine dair bir bilgi yoktur. Bu tez kapsaminda ikili boyama teknigi ile
cesitli glutamat reseptor alt birimlerinin oreksin ndronlarinda ekspresyonunu
belirleyecek calismalar yapilmistir. Tez ¢aligmalarindan elde edilen sonuglar oreksin
noronlarinin glutamat tarafindan hem dolayli hem de direkt olarak kontrol
edilebilecegine dair kanitlar saglamistir. Calismalarimizda oreksin noronlarinda
fonksiyonel glutamat reseptorlerinin var oldugu hipotezi, immiinohistokimyanin farkli
yaklagimlar1 kullanilarak desteklenmeye c¢alisilmis ve Oncelikli olarak oreksin
noronlarinin tiimiiniin belirlenmesinde prepro-oreksin antikoru kullanilarak yapilan

boyamalarda, oreksin ndéronlarinin hipotalamusta dagilimi belirlenmistir.

Calismalarimizda kullanilan anti-prepro-oreksin antikoru, prepro-oreksinin
hem Oreksin A hem de Oreksin B’nin prekiirsérii olmasi nedeniyle, tiim oreksin
noronlarim1 isaretlemektedir. Beklenilenden daha konsantre soliisyonla g¢alisilmasi

gerekmesine ragmen anti prepro-oreksin antikoru, literatiirde rapor edilen oreksin
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noron dagilim paternini teyit etmistir (Peyron ve ark., 1998). Benzer sekilde oreksin A
antikoruyla yaptigimiz daha ileri ¢aligmalar da literatiire uyumlu sonuglar alinmistir.
Verilerimizde oreksin noronlarinin ¢ogunlukla lateral hipotalamusta yerlestigi, forniks
cevresinde yogunlasacak sekilde lokalize oldugu ve daha az sayida néronlarin lateral

hipotalamusun rostral ve kaudal uclarina kadar yayildigi belirlenmistir.

Calismamizin sonuglar1 degerlendirildiginde, kontrol grubunda c-Fos iceren
noronlarin %35 gibi yiiksek bir oranda goriilmesi, bu noéronlarin bir boliimiiniin
devamli aktivasyon gdsterdigini, oreksinin uyaniklik diizenleniminde de rol aldig1 g6z
oniinde tutuldugunda, bunun beklenen bir sonu¢ oldugunu distindiirmiistiir.
Literatiirdeki oreksinlerin kesfi ile yapilan raporlarda da kontrol gruplarinda benzer
yiiksek ylizdeler bulunmasi, sonuclarimizi desteklemektedir (Estabrooke ve ark.,
2001). Kainik asit veya AMPA uygulamasiyla c-Fos i¢eren yani aktive olan ndron
sayisindaki yaklagik bir kat artma bu ndronlarin glutamaterjik etkilenime agik
oldugunu bagka bir deyisle fonksiyonel AMPA / kainik asit reseptorleri igerdigini
gostermesi bakimindan dnemli bulunmustur. Ayrica c-Fos eksprese eden oreksinerjik
noronlarin VGIuT igeren sonlanmalarla temasta olmalari, glutamaterjik sistemin direkt
olarak oreksin ndronlarini etkileyebilecegini gostermesi agisindan dnem tasimaktadir.
Glutamatin oreksin noronlar1 iizerindeki etkileri elektrofizyolojik g¢aligmalarla da
gosterilmistir. Oreksin ndronlarinda GFP proteini isaretleyici olarak siirekli eksprese
eden transgenik farelerde yapilan deneylerde, AMPA’nin bu ndronlarin

depolarizasyonuna neden oldugu da gosterilmistir (Yamakana ve ark., 2003).

Literatiirdeki bu calismalarda ayrica oreksin néronlarinda NMDA etkileri de
gosterilmistir. Ancak bizim ¢alismamizda NMDA uygulamasinin aktive olan néron
sayisint arttirmadiglr belirlenmistir. Bilgiler arasindaki bu farklilik, kullanilan
yaklasimlardan kaynaklaniyor olabilecegini ya da daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi

gerekliligini diislindiirmiistir.

Oreksin ndronlarinin aktivasyonunun non-NMDA antagonisti CNQX ile

baskilanmasi da oreksin noronlarinda fonksiyonel glutamat reseptorlerini varligim
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diistindiirmektedir. Burada ortaya ¢ikan 6nemli soru glutamatin etkilerini direk mi

yoksa indirekt olarak interndronlar araciligiryla m1 gosteriyor oldugudur.

Vazopressin agisindan da tez c¢alismalar1 sonunda elde edilen bulgular,
vazopressinerjik sistem lizerinde glutamat etkilerinin belirlenmesinde hem
literatlirdeki bilgileri destekleyen ek sonuglar ¢ikarmis hem de yeni bilgiler ortaya
koymustur. Vazopressin ndronlarini belirlemede kullandigimiz antikorlar literatiir
bilgilerine uygun sonuglar vermistir. Bu antikorlar, SON ve PVN’de isaretledigimiz
ve literatiir bilgileriyle ayni sonu¢ veren vazopressin ndronlarini, ayni ¢ekirdeklerde
komsu oksitosin ndronlarindan spesifik olarak ayri boyamaktadir. Vazopressinerjik
sistem tlizerindeki glutamat etkileri ¢esitli ¢aligmalarda tanimlanmistir. Glutamaterjik
noronlarin SON magnoselliiler ndronlarina projekte olduklar1 ve retrograt olarak
isaretlenen bu glutamat noronlarinin hipotalamus igerisinde farkli alanlarda
bulunduklart bilinmektedir (Csaki ve ark., 2002). Calismalarmizda vazopressin
noronlarmin VGIuT2 ve VGIuT3 igeren glutamaterjik noronlar tarafindan innerve
edildikleri gosterilmistir. Vazopressin ndronlarinin her ii¢ glutamat agonisti
uygulamasina da aktivasyon yaniti verdigi de goriilmiistiir. Bu aktivasyonun uygun
antagonistin  6n uygulamasiyla kismen baskilandigi bulunmustur. SON’deki
glutamaterjik etkinin vazopressin ve oksitosin saliniminin otoregiilasyonu altinda
oldugunu diisiindiirecek bulgular da literatiirde mevcuttur (Curras-Collazo, Gillard,

Jin, & Pandika, 2003).

Kainik asidin de benzer etkilere sahip oldugu hipotalamik dilimlerde yapilan
“in vitro” calismalarda gosterilmistir (Meeker, Curras, Stewart, Serje, & Al-Ghoul,
1999). c-Fos immiinokimyas1 ile yapilan ve vazopressin ndronlarinda glutamat
agonistlerinin aktive edici etkilerini gdsteren caligmalarimizdan elde ettigimiz
bulgular, literatiirdeki bu bilgileri histolojik diizeyde destekleyen ilk verilerdir. Bu
veriler 15181nda, agonist etkisiyle periferde goriilen vazopressin hormonu artisindan

agonistlerle aktive olan bir grup vazopressin néronunun sorumlu oldugu diisiiniilebilir.

Oreksin noronlar1 agisindan bakildiginda 6zet olarak, bu néron grubunun,

glutamaterjik inervasyon aldigi, AMPA ve kainik asit reseptor altbirimlerini eksprese
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ettikleri ve non-NMDA agonistleri ile aktivasyon gosterip, uygun antagonist ile
baskilanabildigi anlagilmaktadir. Bu sonuclar 1s1ginda, oreksin néron fonksiyonunun
diizenlenmesinde glutamatin 6nemli bir nérotransmitter oldugu ve etkisini non-

NMDA glutamat reseptorleri aracilig ile gosterdigi diisiiniilmektedir.

Vazopresinerjik sistem agisindan da vazopressin noronlari tizerinde glutamat
agonistlerinin uyarici etkileri oldugu, glutamatin etkisini vazopressin noronlarinda
sentezlendigini tespit ettigimiz reseptorler aracilidi ile yaptigi gosterilmis ve daha ileri

calismalarimiz i¢in bu sonuglarin 11k tutucu ve yol gosterici oldugu da diistiniilmiistiir.

Tez calismalarinin sonucu olarak hipotalamusta yerlesik néroendokrin
noronlarin regiilasyonunda glutamaterjik sistemin rol oynadigi belirlenmistir.
Glutamati norotransmitter olarak kullanan néronlarin hipotalamik ndroendokrin
sistemlere periferden gelen sinyalleri iletiyor olmanin yani sira merkezi sinir
sisteminin iist merkezlerinden gelen uyarilar1 direkt olarak hipotalamik ndronlara
tagiyor olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu sonuglar kapsaminda tez caligsmalarina konu
olan noronlar disinda diger néroendokrin sistemlerin de glutamaterjik regiilasyon

acisindan incelenmesi 6nem arz etmektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

AMPA: a-amino-3-hydroksi-5-metil-4-isoxazolepropionat
AVPV: Anteroventral Periventrikiiler Cekirdek
CNQX: 6 — Cyano — 7 —Nitroquinoxaline - 2,3 - Dione
DAB: 3,3' - Diaminobenzidine

FSH: Folikiil Uyarici Hormon

GABA: Gamma Aminobiitirik asit

GnRH: Gonadotropin Salgilatict Hormon

GnRHR: Gonadotropin Salgilatict Hormon Reseptorii
GPRC: G Proteinleri ile Calisan Reseptorler

HHG: Hipotalamo Hipofizer Gonadal

IP: intraperitoneal

LH: Luteinlestirici Hormon

NMDA: N-metil-D-aspartat

OVLT: Organum Vasculosum Lamina Terminalis
PFA: Paraformaldehit

PVN: Paraventrikiiler Cekirdek

SCN: Suprakiazmatik Cekirdek

SON: Supraoptik Cekirdek
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Prof. Dr. Levent Biiyiikuysal
Prof. Dr. Miifit Kahraman
Prof.Dr. Nusret Korun

Dr. Fiisun Kalaya
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9. TESEKKUR

Doktora egitimin boyunca bilgisini, ilgisini higbir zaman esirgemeyen doktora
danismanim Prof. Dr. Ozhan Eyigor’e katkilari, yardimlari ve yol gostericiligi i¢in en
basta tesekkiir ederim. Titiz ve ilkeli davraniglari, bilimsel bakis acist ve deneyimleri
ile sahsima, tez ¢alismama ve diger calismalarima katkis1 biiyliktiir. Yine doktora
egitimim boyunca hem ders asamasinda hem de tez doneminde yardimlarini, giiliimser
yiizlerini, bilimsel birikimlerini esirgemeyen Histoloji ve Embriyoloji Dal1 Ogretim
Uyeleri, Prof. Dr. Semiha Ersoy, Prof. Dr. ilkin Cavusoglu, Prof. Dr. Sahin Sirmals,
Prof. Dr. Zehra Minbay, Dr. Ogr. Uyesi Duygu Gk Yurtseven de tesekkiirlerimden
cok daha fazlasin1 haketmektedirler. Ayrica tez calismalarimin bir kismmin HDP(T)-
2010/25 nolu proje kapsaminda desteklenmesini saglayan Bursa Uludag Universitesi
BAP komisyonuna tesekkiir ederim. Tiim g¢alismalarimda desteklerini her zaman
aldigim Anatomi Anabilim Dali Ogretim Uyelerine, Tip Egitimi Anabilim Dali
Ogretim Uyelerine, fakiiltemizde disiplinler arasi ortak ¢aligmalar yaptigimiz ve bilgi
paylasiminda bulundugumuz tiim Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Ogretim
Uyelerine, dgrencilerime, aileme ve hep yanimda olan esim Sezer Erer Kafa’ya

tesekkiirii borg bilirim.
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10. OZGECMIS

Ilkokulu Yalova Atatiirk (c0) Ilkdgretim Okulunda, ortaokul ve liseyi Yalova
Lisesinde okudum. 1999 yilinda Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesinden mezun
oldum ve 2001 yilinda Bursa Uludag Universitesi Anatomi Anabilim Dalinda
uzmanlik egitimine bagladim. 2006 yilinda uzmanligimi tamamlayarak Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dalinda géreve basladim. Anatomi
Anabilim Dalindaki goérevim devam ederken Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dalinda Doktora egitimine basladim. 2011 yilinda yardimci dogent kadrosuna
atandim ve 2013 yilinda dogent oldum. 2017 yilinda ayni zamanda Tip Egitimi
Anabilim Dalina da 6gretim {iyesi olarak gorevlendirildim ve bu gorevim de hala
devam etmektedir. Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi biinyesinde farkl
kademelerde egitim ve 6gretim ile alakali kurul ve komisyonlardaki gorevlerim devam
etmektedir. Anatomi ve Tip Egitimi Dallarinda Onlisans, lisans ve lisansiistii
diizeylerinde ders vermekteyim. Bilimsel caligmalarim sinirbilim, gross anatomi,
klinik anatomi, histoloji ve tip egitimi alanlarina yoneliktir. Morfometrik dl¢timler,
histokimya, immiinohistokimya teknikleri kullanarak osteolojik ve dokusal
morfometrik yaklasimlar, adli tip konulari, sinir sistemini etkileyen hastaliklardaki

yapisal ve hiicresel degisimler bilimsel ilgi alanlarim arasindadir.
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