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ONSOZ

Kopeklerin ve insanlarin tireme 6zellikleri incelendiginde, bu iki tiirdeki yakin iliskinin dikkat
cekici oldugu goriilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda bu yakin iligskinin pubertal
stire¢ icin de gegerli olduguna dair bulgular ve karsilastirmali arastirmalar rapor edilmektedir.
Bu nedenle, kopeklerde tireme siirecinin daha iyi anlasilmasi insanlardaki tireme arastirmalari

icin Oncii bilgiler saglayabilme potansiyeline sahiptir.

GnRH agonisti Deslorelin implant, kopeklerde ostruslarin geri doniistimlii olarak
kontroliinde gelecege yonelik 6nemli bir alternatiftir. Ozellikle sahipli kdpeklerin reprodiiktif
fonksiyonlarimin tamamen ortadan kaldirilmadan belirli siirelerle geri doniisiimlii olarak
baskilanmasi veya cerrahi operasyonun yan etkilerinden kaginmak i¢in medikal kontrasepsiyon
yontemleri tercih edilmektedir. Disi kopeklerde uzun etkili GnRH agonistlerinin pubertanin
ertelenmesi amaciyla kullanimi, etki siiresi ve Deslorelin ile iliskili dstrus indiiksiyonu (flare-
up) giincel bir arastirma konusudur. Bu alanda yapilan ¢aligmalarin 6nemli bir kismi yetiskin
kopek popiilasyonlarinda gergeklestirilmis olup pre-pubertal kopeklerdeki klinik etkilerinin
yani1 sira ovaryum/uterus fonksiyonlari tizerine molekiiler etkilerini arastiran az sayida bilimsel

calisma mevcuttur.

Kisspeptinin, infertilite ve tireme endokrin bozuklugu tedavilerinin mevcut dayanagi
olan GnRH ve GnRH analoglarinin yerini almasi veya bunlarla birlikte kullanilmas1 konusunda
arastirtlmaya agik pek c¢ok alan vardir. GNnRH agonistlerinin ovaryum ve uterus tizerindeki
molekiiler etkilerinin belirlenmesi ile kopeklerde dstruslarin yonetimi ve kontroliinde gelecege
yonelik alternatif medikal kontrasepsiyon uygulamalarinda kullanilabilecek analoglarin
gelistirilmesi, ayn1 zamanda, gonadal fonksiyonun manipiile edilmesi igin yeni tedavi
stratejilerinin belirlenmesine olanak saglayacaktir. Sunulan ¢alisma ile disi kopeklerde geg pre-
pubertal donemde Ostruslarin yonetimi ve kontroliinde gelecege yonelik 6nemli bir alternatif
olan Deslorelinin implant uygulamasi sonrasi genital dokulardaki molekiiler cevaplarin bir
boliimiiniin ~ aragtirllmast  ve  pubertanin  GnRH  agonisti  uygulamalar1  ile
engellenmesi/ertelenmesi  konularinda  Kklinik uygulamalarda potansiyel alternatiflerin

belirlenmesi amaglanmustir.
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Gec Prepubertal Dénemdeki Disi Képeklerde Deslorelin implant
Uygulamalarim1 Takiben Ovaryum ve Uterusta GnRH ve Kisspeptin Reseptor

Ekspresyonu

OZET

Gliniimiize kadar yapilan sinirli sayidaki arastirma sonuglari, pubertanin uzun
siireli baskilanmasinda kullanilan GnRH analogu Deslorelinin, kdpeklerde sonraki
iireme aktivitesi ve ovaryumun islevselligi iizerinde olumsuz bir etkisi olmadigini
gostermektedir. Ancak pubertanin GnRH agonistleri ile uyarilmasi ve olas1 yan etkileri
lizerine arastirmalar heniiz baslangi¢c asamasindadir. Bu c¢aligsma ile disi kopeklerde
Ostruslarin yonetimi ve kontroliinde gelecege yonelik onemli bir alternatif olan
Deslorelinin implantin ge¢ pre-pubertal donemde uygulamasi sonrasi genital
dokulardaki GnRH/R ve KISS1/R ekspresyonu ve lokalizasyonlari incelenmis, GnRH
agonisti uygulamalar1 ile pubertanin engellenmesi/ertelenmesi konularinda ileri

arastirmalar icin tiir diizeyinde katki sunulmasi1 amaglanmistir.

Bu amagla sahipleri tarafindan kliniklerimize ovaryohisterektomi (OHE) talebi
ile getirilen ve pre-pubertal donemde oldugu anamnez ve klinik/laboratuvar
bulgulariyla teyit edilen farkli irklardan ortalama 7,79+0,17 aylik yasta toplam 25 adet
disi kopege ait ovaryum ve uterus dokular1 kullanildi. Deslorelin asetat (Suprelorin®,
4,7 mg, Virbac, Fransa) iceren implant interskapular bdlgeye subkutan olarak
uygulandi. Uygulama sonrasi klinik ostriis gosteren 6 kopek Ostrus grubunu (EST),
klinik 6striis gdzlenmeyen 10 kopek Non-6strus grubunu (N-EST) olusturdu. Plasebo
implant uygulanan 9 kopek kontrol (KONT) grubu olarak kullanildi. implant
uygulamas: sonrasi1 ortalama 35. gilinde tiim kopeklerin OHE operasyonlari
gerceklestirilerek rutin doku isleme prosediirii uygulandi. PCR analizleri igin standart
protokoller kullanilarak elde edilen RNA o6rnekleri cDNA sentezi ¢alismalarinda
kullanilmak tizere -80 °C de saklandi. Hedef genlerin ekspresyon diizeyleri SYBR
Green Bazli Real Time qPCR yontemi ile belirlendi. Immiinohistokimyasal analizler,
Strep-ABC (Streptavidin Biotin Kompleks) immiinoperoksidaz yontemi uygulanarak

yapildi.
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GnRH1 ekspresyonunun, kontrol grubundaki hayvanlara kiyasla implant
yerlestirilen OST ve N-OST gruplarindaki uterus dokularinda azaldigi, bu azalmanim
N-OST grubunda diger gruplara gore anlamli oldugu belirlendi (p = 0,02). GnRH-R,
KISS1/R’iniin uterus dokusundaki ekspresyonu bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel fark bulunmadi (p>0.05). Ovaryum dokularinda KISS1 ve KISS1-R
ekspresyon seviyeleri deslorelin implant uygulanmasindan etkilendi (p < 0.05). Her iki
faktoriin ekspresyonu OST grubuna kiyasla N-OST ve KONT grubundaki hayvanlarda
daha yiiksekti. Doku kesitlerinde GnRH1/R'nin immiinreaktivitesi uterus ve ovaryum
dokusunun tiim katmanlarinda tiim gruplarda farkli oranda pozitifti, ancak KISS1 hem
uterus hem de ovaryum dokularinda tim gruplarda GnRH/R’line kiyasla daha zayif

immiinreaktivite gosterdi.

Sonu¢ olarak bu c¢alismada Deslorelin asetat uygulanan prepubertal disi
kopeklerde ovaryum ve uterus dokularinda farkli diizeylerde olmakla birlikte, KISS1—
KISS1IR ve GnRH-GnRH-R ekspresyonu belirlenmistir. Elde edilen bulgulara
dayanilarak GnRH agonisti deslorelinin kdpeklerde hipofiz seviyesinde oldugu kadar
ovaryum diizeyinde de dogrudan etki gdsterebilecegi ve ovaryum GnRH ve KISS
reseptorleri araciligiyla steroidogenezisi dogrudan etkileyebilecegi diistiniilmektedir.
Bununla birlikte gelecekte ovaryum fizyolojisi ve iglevselliginde 6nemli rol oynayan

farkli faktorleri igeren caligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Deslorelin, Pre-pubertal disi kopek, GnRH/GnRH-R,
KISS1/KISS-R
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Expression of GnRH and Kisspeptin Receptors in the Ovary and Uterus in
Deslorelin Treated Late-Prepubertal Bitches

SUMMARY

The limited number of research results to date indicate that; the GnRH analogue
Deslorelin, which is used in the long-term suppression of puberty, has no adverse
effects on subsequent reproductive activity and ovarian functionality in dogs.
However, studies on the stimulation of puberty and possible side effects with GnRH
agonists are still insufficient. In this study, the expression and localization of GnRH/R
and KISS1/R in the genital tissues after the application of Deslorelin, which is an
important future alternative in the management and control of estrus in female dogs,

in the late pre-pubertal period were investigated.

For this purpose, ovarian and uterine tissues of 25 female dogs with an average
age of 7.79+0.17 months from different breeds, who were brought to our clinics by
their owners with a request for ovariohysterectomy (OHE) and confirmed by
anamnesis and clinical/laboratory findings in pre-pubertal period, were used. The
implant containing Deslorelin acetate (Suprelorin®, 4.7 mg, Virbac, France) was
applied subcutaneously to the interscapular region. After the application, 6 dogs were
grouped as estrus (EST) and 10 dogs as Non-estrus (N-EST). Nine dogs with placebo
implants were served as the control (CONT) group. OHE operations were performed
for all dogs on an average of 32-40 days after implantation and routine tissue
processing procedure was performed. The RNA samples obtained using standard
protocols for PCR analyzes were stored at -80 °C until used in cDNA synthesis.
Expression levels of target genes were determined by SYBR Green Based Real Time
gPCR method. Immunohistochemical analyzes were performed using the Strep-ABC

(Streptavidin Biotin Complex) immunoperoxidase method.

It was determined that the expression of GnRH1 was decreased in the uterine
tissues of the implanted OST and N-OST groups compared to the animals in the control
group, and this decrease was significant in the N-OST group compared to the other
groups (p = 0.02). There was no statistical difference between the groups in terms of

the expression of GNRH-R, KISS1/R in uterine tissue (p>0.05). Expression levels of



KISS1 and KISS1-R in ovarian tissues were affected by Deslorelin treatment (p <
0.05). Expression of both factors was higher in animals in the N-OST and KONT
groups compared to the OST group. In tissue sections, immunoreactivity of GnARH1/R
in all layers of uterus and ovarian tissue was different in all groups. However, KISS1
showed weaker immunoreactivity in both uterus and ovarian tissues compared to

GnRH/R in all groups.

In conclusion, KISS1-KISS1IR and GnRH-GnRH-R expressions were
determined, although at different levels, in the ovarian and uterus tissues of prepubertal
female dogs treated with Deslorelin acetate. Based on the findings, it is thought that
the GnRH agonist deslorelin may act directly at the ovarian level as well as at the
pituitary level in dogs, and may directly affect steroidogenesis through ovarian GnRH
and KISS receptors. However, there is a need for future studies involving different

factors that play an important role in ovarian physiology and functionality.

Keywords: Deslorelin, Prepubertal bitches, GnARH/GnRH-R, KISS1/KISS-R



1. GIRIS

Hipofiz, biiyiime, stres, gelisme, istah ve iireme gibi farkli fizyolojik siireglerden
sorumlu olan endokrin hormonlar1 sentezleyen farkli hiicre gruplarimi i¢cermektedir
(Sower 2018). Bunlarin arasinda gonadotropinler; gonadal biiyiime, farklilagsma ve
steroid iretimi dahil olmak {izere gonadal fonksiyonlarin baglica endokrin

diizenleyicileridir (Kumar 2005).

Gonadotropin salgilatict1 hormon (GnRH), pubertasin baslamasi ile birlikte
tireme fonksiyonunun devamliliginin saglanmasinda yiiksek oranda gerekli olan bir
noroendokrin dekapeptittir (\Whitlock ve ark. 2019). GnRH ve kisspeptin igeren iki
ana hipotalamik néroendokrin hiicre grubu, memelilerde hipotalamus-hipofiz-gonadal
(HPG) ekseninin kontrolii i¢in ¢ok onemli rol oynamaktadirlar (Ogawa ve Parhar
2022). Hipofizin 6n lobundaki gonadotrop hiicreleri, hipotalamik GnRH sinyali ile
esey hiicre rezervuarlar1 ve gonatlarin steroit hormon tiretkenligi arasindaki sistemin
diizenleyicisi olarak kritik bir rol oynar. Bu nedenle Gonadotropun hipotalamik
GnRH'ye yanitinin altinda yatan mekanizmalar reprodiiktif fonksiyonu ve fertilitenin
molekiiler temelini anlamamiz igin biiyiikk 6nem tagimaktadir (Bliss ve ark. 2010).
Kisspeptin, pulsatil GNRH sekresyonunun diizenlenmesinden ve pubertasin
baslamasindan sorumlu faktorlerden biridir. Bazal 6n beyindeki GnRH néronlari, HPG
ekseninin baglica uyarict giigleri olarak bilinirler. Hipotalamik GnRH'nin ortanca
eminensteki akson terminallerinden hipofizyal dolagima pulsatil salinimu ile liiteinize
hormon (LH) ve foliikiil uyarict hormonun (FSH) pulsatil sekresyonunu baslatmak igin
on hipofizdeki gonadotroplar {izerinde etki gostermektedir (Herbison ve ark. 2008,
Constantin 2011).

Kopeklerin seksiiel sikluslar birgok yoniiyle diger tiirlerden farklidir. Mevsime
bagli olmayan monodstrik hayvanlar olan kopekler, spontan ovulasyon gosterirler,
liiteal evrenin uzun olmasi Ve uzun bir anéstrus donemine sahip olmalar1 onlart diger

evcil hayvan tiirlerinden ayiran 6nemli 6zelliklerindendir (Concannon 2011).

Dogal GnRH'dan 7 kat daha giiclii sentetik bir GnRH agonisti olan Deslorelin,
hipotalamustan fizyolojik pulsatil GnRH salinimini taklit etmesi i¢in uygulanir.

Stirekli veya uzun siire etkili GnRH agonistlerinin kullanilmasi, GnRH reseptorlerinde



duyarsizlasmaya neden olur ve bu da reseptorlerin down-regiilasyonuna ve azalmasina

yol acar (Gobello 2007, Fontaine ve Fontbonne 2011).

Deslorelin implantlar, kopeklerde ostruslarin yonetimi ve Kkontroliinde
gelecege yonelik dnemli bir alternatiftir. Ugiincii nesil, yavas salinan uzun etkili bir
GnRH agonisti olan Deslorelin implanti, 15 yildan fazla erkek ve disi kopeklerde rutin
klinik uygulamalarda ve arastirmalarda kullanilarak disi kopeklerde pubertasin
ertelenmesinde ve 6strus yonetiminde oldukga basarili oldugu goriilmektedir (Kaya ve
Ay 2017).

Disi kopeklerde uzun etkili GnRH agonistlerinin pubertanin ertelenmesi
amactyla kullanimi, etki siiresi ve flare-up giincel bir aragtirma konusudur ve klinik ve
histopatolojik/molekiiler yonden ovaryum/uterus fonksiyonlart iizerine etkilerini
arastiran az sayida bilimsel calisma mevcuttur. Kopeklerde, simdiye kadar iireme
dokularinda sadece bir GnRH izoformu (GnRH-I) ve bir reseptor tipi tanimlanmistir
ve kopek uterus ve plasentadaki alanlarindaki ekspresyonlart son zamanlarda yapilan

calismalar ile tanimlanmustir (Schafer-Somi ve ark. 2015).
1.1. Disi Kopeklerin Ureme Fizyolojisi

1.1.1. Pubertas ve Seksiiel Siklus

Bir hayvanin olgunlasarak lireme yetenegine sahip bir yetiskine doniistiigu fiziksel
degisim siireci olan “pubertas” karmasik sekilde birbirine bagl faktorleri igeren
memeli iireme fizyolojisinin gizemli bir yoniidiir. Evcil kopeklerin prepubertal ve
pubertal donemleri hakkinda heniiz agiklanmamis bir¢ok fizyolojik siire¢ olmasina
ragmen ¢ok az ¢alisma mevcuttur. Daha fazla bilgi elde edilinceye kadar, tanimlarin
daha iyi standardizasyonu, deneysel degiskenlerin ve tamamlanma noktalarinin
dikkatli ve eksiksiz bir tanimi, kopeklerdeki pubertal siireci tarafsiz olarak
degerlendirmek agisindan 6nem arz etmektedir (Gobello 2014). Pubertanin akut bir
gecis donemi degil bir siire¢ oldugu ve fiziksel/hormonal ve davranigsal degisim
slirecinin yan1 sira birbiriyle baglantili ¢ok sayida faktorii icerdigi unutulmamalidir.
Geg bebeklik doneminde baslayan pulsatif GnRH salgis1 juvenil gelisim asamasina
kadar devam etmektedir, norobiyolojik olarak kisitlandig1 prepubertal siirecte pulsatif

GnRH uyarimlarina ek olarak beslenme, mevsim, stres ve diger psikososyal



faktorlerinde pubertasin zamanini ve hizim1 derinden degistirebilecegi kabul
edilmektedir (Plant 2015). Pubertanin baslangici disilerde ilk prodstriisiin gézlenmesi
ve erkeklerde ilk ejakiilatta ilk spermatozoanin goriilmesi ile karakterizedir. Ancak
kopeklerde pubertal siirecin baslangicinda disilerde sakin kizginlik, boliinmiis dstrus
ve erkeklerde aspermi, oligospermi gibi fonksiyonel anormallikler g6zlenebilir. Bu
sebeple puberta ve pubertanin bir sonraki adim olan cinsel olgunluga gegisteki
gelisimsel stireg, birbiriyle iliskili olaganiistii karmasik bir dizi i¢sel ve digsal olaylara

dayanir (Kaya 2022).

Pubertal donemin baslama yasi kopeklerde genellikle 8 ila 12 ay (4-22 ay)
arasinda oldugu kabul edilir. Ancak unutulmamali ki hepsi ayni tiir olmasina ragmen
biyolojik siirecler (biiylime ve iireme dahil) farkli viicut dlgiilerinde farkli sekilde
gerceklesmektedir. Bu nedenle “kronolojik yasin gercekten belirleyici olup olmadig1”
kopeklerde prepubertal donemde yapilan reprodiiksiyon arastirmalarinda en onemli
sorulan sorudur. Calisma tek bir cinsin homojen bir popiilasyonunu i¢ermedikge,
cevap “hayir” olarak kabul edilir. Yani biiylik ve dev irklar ile 5-6 aylik yasta
pubertaya ulasan kiiciik ve minyatiir kopek irklarda yapilacak reprodiiktif
girisimlerden alinacak yanit farklidir ¢linkii biiylik ve dev irk kopekler o yasta hala
'biiyiik boy yavrulardir' ve ancak 18 ay sonra pubertaya ulasirlar. Képeklerde pubertal
gecis siirecinin yas disinda cinsiyet, genetik 6zellikler, fiziksel gelisim/viicut agirligi,
viicut kondisyon skoru, sosyal faktorlerden etkilendigini bilmek ve hayvanin

reprodiiktif durumunu dogru degerlendirmek gerekir (Kaya 2022).

Yapilan bu degerlendirme uygulamalarin sonuglarin1 6ngérmek ve segenekleri
hayvan sahibine dogru sekilde anlatmak icin Onem arzetmektedir. Pubertanin
baslamasinda yukarida 6zetlenen faktorlerin etkisi ile hem disilerde hem de erkeklerde
gonadlarin ve beynin ilgili boliimlerinin olgunlagsmasi gerekmektedir. Bu sexsuel
olgunlagma stireci hipotalamustan GnRH artis1, 6n hipofizde FSH ve LH artis1 ve
periferik gonadotropin reseptorii ekspresyonundaki artis ile paralel gelisir. Ele alinan
tiim bu faktorler kopeklerde prepubertal donemde yapilabilecek reprodiiktif girisimleri
sinirlamkatadir. Pubertal donemde yapilan uygulamalar ile pubertanin uyarilmasindan
ziyade tamamen engellenmesini (medikal/cerrahi yontemler) veya uzun siire

baskalanmasini (medikal yontemler) igerir. Segilecek olan yontemin giivenli, etkili ve



bazen geri doniisiimlii (hayvan sahibinin talebi dogrultusunda) olmalidir ve normal
viicut gelisiminin engellenmemesinde dikkate alinan 6nemli bir avantaj olacaktir

(Kaya 2022).

Mevsime bagli olmayan monodstrik hayvanlar olan kopeklerin  seksiiel
sikluslar1 birgok yonleri bakimindan diger tiirlerden farklidir. Spontan ovulasyon
gosteren bu tiirti diger evcil hayvan tiirlerinden ayiran 6nemli 6zellikleri; liiteal evrenin

uzun olmasi Ve uzun bir anéstrus dénemine sahip olmalaridir (Concannon 2011).

Kopeklerde 6strus siklusu; proostrus, Ostrus, metdstrus-diostrus ve andstrus
olmak {izere dort donemden olusur. Prodstrus kanamasmin goriilmesi Ostrus
siklusunun baglangici olarak kabul edilir. Kopeklerde, her siklus, degisken siirelerdeki
bir andstrus dénemi ile sonlanir. Iki ardisik prodstrus arasindaki siire genellikle inter
Ostrus araligi olarak adlandirilir. Yildaki siklus sayisi ve inter Ostrus araligi irklar
arasmda bilyiik 6lgiide degisiklik gostermektedir. Ostrus siklusunun belirtileri ve
diizenliligi rklar ve hatta genetik kusaklar arasinda degisebilse de her kopek icin
diizenlidir. Bu nedenle, 6strusun indiiksiyonu veya baskilanmasinda kontraseptif bir
medikal protokol tasarlarken belirli bir kopek i¢inde Ostrus siklusunun diizenliligi
hakkinda bilgi sahibi olmak o6nemlidir, ¢iinkii medikal tedavi programinin
ayarlanmasinda Ostrus siklusunun her evresindeki fizyolojik bilgilere ihtiyag

duyulacaktir (Payan-Carreira ve ark. 2016).

Kopeklerde sekstiel siklusun hormonal degisiklikleri hipotalamus, hipofiz ve
ovaryumlar tarafindan salinan hormonlar ile kontrol edilir. Hipotalamustan salinan
GnRH hipofiz gonadotropinleri olan FSH ve LH salinimini uyarir. Ovaryum steroitleri
olan Ostrojen ve progesteron, tubuler kanali siklik degisiklere hazirlayarak, meme
bezlerini ve seksiiel davranislari kontrol ederken, FSH ve LH ovaryum fonksiyonlarini
diizenler (Alacam 2015). Kopeklerde seksiiel siklusun hormonal mekanizmalari,
hormon profillerinden ve deneysel manipiilasyonlarin sonuglarindanda elde edilen
bilgiler diger memeli tiirlerinden farkli degildir. LH, FSH ve prolaktin hormonal
degerler bircok memeli tiirlerindeki gibi antiserumlara dayali heterolog testler veya

homolog testler kullanilarak tespit edilir (Concannon 2011).



Folikiiler gelisimin gerceklesmesi ile Ostrojen konsantrasyonlart onemli
seviyelere ulasmaya baslar ve folikiiller ovulasyon éncesi boyuta ulastikga pik yapar.
LH, proostrus boyunca epizodik olarak iiretilir. Baslangicta LH dalgalanmalari
kiiciiktiir ve giinde birka¢g kez meydana gelir. LH’deki bu kiiclik dalgalanmalar,
ovaryumlardaki kiigiikk folikiillerin luteinizasyonu ile sonuglanir ve bu da
progesteronda yavas ama sabit bir artisa neden olur. Prodstrusun sonuna dogru, LH’de
bir ovulasyon oncesi biiyikk bir dalgalanma meydana gelir, bu da ovaryumlar
tizerindeki herhangi bir olgun folikiilin ovulasyonuna ve progesteron
konsantrasyonlarinda ani bir artisa neden olur (Lopate 2008). Kopeklerde diger
memeli tiirlerinden farkli olarak, kan progesteron seviyesi hizla artarken, ostrojen
hormon seviyesinin diistiigi goriiliir ve Ostriis belirtileri farkli olarak progesteron etkisi
altinda artar. LH salgisin1 takiben 48 saat i¢inde ovulasyon sekillenir ve LH seviyesi
ovulasyon sonrasi hizla bazal seviyelere diiser. Ovulasyon sonrasi yine LH etkisiyle
korpus luteum sekillenerek progesteron salgisi devam eder. Gebelik sekillenmis ya da
siklus bos gecmis olsa da, korpus luteum ovulasyondan sonra 50-70 giine kadar

progesteron salgilamaya devam eder (Alacam 2015).

Ovulasyon proostriisiin sonuna dogru, LH hormonundaki 1-3 giinliik bir
yikselme ve FSH ‘da 1-4 giinlik bir yilikselme ile sonuglanan gonadotropin
dalgalanmasina yanit olarak meydana gelir. Disi kopeklerde, diger memelilerin
cogunun aksine, oositin olgunlagsmasi, ovulasyondan 2 giin sonra tubuler distal
uterusta meydana gelir. Ayni sekilde, birgok kemirgen ve memelide oldugu gibi
kopeklerde de liiteotropin i¢in LH’ya ek olarak prolaktine ihtiya¢ vardir (Olson ve ark.
1984). Ovulasyon sonrasindaki 20 ila 30. giinden itibaren 30-40 giinde siklusta yavas
gerileme, periyodik hiicre 6liimi, hiicre boyutunda kii¢iilme, diisiik apoptoz seviyeleri
ve endojen prostaglandin-F’nin {iretiminin minimal veya orta diizeyde katilimi ile
litelolizis baglar (Concannon 2009). Kopeklerde seksiiel siklusun hormonal

mekanizmasi asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Sekil 1).
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Sekil 1: Kopeklerde seksiiel siklusun hormonal mekanizmasi: GnRH, hipofizi FSH ve LH iiretmesi i¢in
uyarir. FSH ve LH, ostrus siklusu sirasinda birka¢ onemli iglevi olan &stradiolii iiretmek igin
ovaryumlardan folikiileri uyarir. FSH ve LH dengesi siklus sirasinda degisir ovulasyonun olusmasi ve

gebeligin devamlilig1 igin progesteron iiretimini saglar (Holst 2019).

1.1.2. Ostrus Siklusunun Evreleri

Kopeklerde pubertas yas1 ¢ogunlukla viicut biiyiikliiglinden etkilenir, ancak
beslenme cevresel etkilesiminde pubertas: etkilemektedir. Disi kdpeklerde pubertas,
hayvannin olgun viicut agirhginin %70-80"ine ulastiginda meydana gelir (Gobello
2014). Kopeklerin ostrus siklusunun evreleri, diizenli araliklarla tekrar eden prodstrus,
Ostrus, diostrus ve andstriis donemi olmak lizere dort asama olusturur (Concannon
2011). Kopeklerin ostriis siklusunun her asamasinin uzunlugu, gebelik olsun ya da
olmasin oldukga sabit olan didstriis donemi disinda, bireysel olarak degisir (Payan-

Carreira ve ark. 2016).

Proéstrus Donemi: Artan Ostrojen hormonun etkisiyle ilk once genellikle
serosangindz vulva akintisi, vulvada 6dem ve prodstrus kanamasi olarak adlandirilan

kanama ile siklus baslar. Kopeklerde Prodstrus ortalama 9 giin siirmektedir. Vulva



bliyimeye baslamis vajina Odemlesmis ve vajina epitel katmaninda epitel
proliferasyonlar baslamistir. Vajinal smear epitel hiicre profilleri, parabazal hiicreler
(degisen sayida notrofillerin eslik ettigi) fazla olmakla birlikte intermediyer hiicreler
baskin hale gelmeye (%98-100) baslamistir. Serosangindéz akinti saglam ve
parcalanmis eritrositler igeren seréz sivi ve bunlarin uterusta diyapedezden
kaynaklanan hemoglobin; sayilarinda veya goriiniimlerinde giivenilir bir karakteristik
degisiklik yoktur. Vajinoskopik muayede, vajina mukozasi, pembemsi beyazdan
kademeli olarak degisen, yiizeyde serosangindz sivi ile ve belirgin hale gelen derin
vajinal kivrimli ve ddemli gériiniir. ilk baslarda erkek kopeklere olan saldirgan
yanitlarda giderek bir diisiis goriiliir. Ciftlesme denemelerinin reddedilmesi, asamali
olarak saldirgandan kararsizlifa dogru degismeye baslar. Erkek kopeklerin ilgisini
¢eken feromon sekresyonu metil p-ydroksibenzoat igerir. Serum Gstradiol baslangigta
5ila 15 pg / ml (~20-55 pmol / I) seviyelerindeyken proostrus boyunca artarak, 40-
120 (ortalama 70) pg / ml (~150-450, ortalama 255) piklere ulasir. Prodstrus, 6stradiol
zirvesinden 0,5-3 giin sonra ortaya ¢ikan preovulatér LH dalgalanmasi ve ¢iftlesme
davranigin baglamasi ile sona ermektedir. Endokrinolojik olarak fizyolojik prodstrus
preovulator LH dalgalanmasi ile biter (Lopate 2008, Concannon 2009, Concannon
2011).

Ostrus Dénemi: Kopegin, erkek kopegi kabul etmesi ve giftlesme davramislari
gostermesi ile karakterize donemdir. Ostriis dénemi degisken olmakla birlikte
ortalama 9 giin siirer. Fizyolojik 6strus baglangicinin belirgin bir sitolojik korelasyonu
yoktur, ancak anatomik olarak Gstrojen-progesteron oranindaki keskin diisiise yanit
olarak LH dalgalanmasindan + 1 giin sonra endoskopik olarak goriintiilenen vajinal
mukozanin kivrimlastig1 (biiziistiigii) goriiniir. Ostradiol, geg prodstrus zirvesinde 10-
20 pg / ml (~40-90 pmol / 1) ara degerlerine kadar diislisini siirdiirmektedir.
Preovulator LH dalgalanmasi sirasinda serum progesteronu hizla 1-3 ng / ml'nin (3-6
nmol /1) iizerine ¢ikar ve 10. giinde, dstrusiin bitiminde veya kisa bir siire sonra hemen
hizla artarak 10-25 ng / ml'ye ulasir (~ 30-80 nmol / I) (Concannon 2009, Concannon
2011).

Bu dénemde vulvanin 6demlesmesi daha az fark edilir hale gelir ve vajinal

akint1 daha sulu goriiniir. Kizginlik yaklasik 9 giin sonra diginin erkegi 2 giin st iiste



kabul etmeyi reddetmesiyle sona erer. Vajinal smearda agirlikli olarak ¢ekirdeksiz
kornifiye hiicreler (siiperficial hiicreler) ve orta derecede eritrosit goriiliirken,
l6kositler nadir goriiliir. Erken Ostrusta uterus endometrium hala 6demli goriiniir,
ancak ovulasyondan sonra daha az 6dem, artmis stromal kollajen ve artan sayida
matiir, hipertrofik, sekretuar bezler (bazal ve kript bezleri) vardir. Devam eden
myometrial diiz kas hiicre proliferasyonu ve hipertrofisi gozlenmektedir. (Rehm ve

ark. 2007).

Metostrus (Didstrus) Donemi: Metdstrus doneminin baslangict dstrus davraniginin
sona erdigi donem olarak tanimlanmistir. Bu donemde disi kopek, erkek kopek icin
cekici olmasina ragmen ¢iftlesmeyi kabul etmemesiyle baglayan liiteal evre olarak
tamimlanir. Ostrus bitiminde andstruse kadar gegen siireyi kapsayan metdstrus
ortalama 65 (55-90) giin siirmektedir. Korpus liiteumun tamamen gelismesi ovulasyon
sonrast 15-25 giine kadar siirer ve biiyiikliigii 4-6 mm ¢apina ulasir. Vajinal sitolojide
notrofil 16kosit sayisinin aniden artmasi, intermediyer ve parabazal hiicrelerin tekrar
goriilmesi ve siiperfisiyale hiicre oraninda ani diisiis gortliir. Ayrica bu donemde
sitoplazmasinda vakuol bulunan ve kopiik hiicresi olarak adlandirilan parabazal
hiicrelerde rastlanir (Concannon 2011, Alacam 2015). Progesteron diizeyi 15-30.
giinlerde 15-90 ng/ml’ye ulasir. Gebe olmayan kdpeklerde kan progesteron diizeyi
metdstrusiin 55-110. giinlerine kadar 1 ng/ml’nin altina diiser. Ostrojen giizeyi
degisken olmakla birlikte daima diigiiktiir. Didstrus baslangicinda 2-15 pg/ml iken
ortasinda 15-30 pg/ml oldugu bildirilmektedir. Bu donemde vajinal kivrimlar diiz ve

yuvarlaktir ve vajina duvari hiperemiktir (Concannon 2009, Kalkan ve Ocal 2013).

Bu dénemde kdpegin huzursuz davranisi durur ve vajinal akinti ve vulva 6demi
azalir. Meme bezleri biiyiir ve salg1 aktivitesi gosterebilir. Kopeklerde ayrica tipik
olarak gebelikle iliskili bagka degisiklikler, (karin biiylimesi Ve yuva arama davranisi)
sergileyebildiginden, didstrus, yalanci gebelik agamasi olarak da adlandirilir. Agik bir
yalanci gebelik belirtisi yoksa bu diestrus donemine gizli yalanci gebelik denir. Bu
dénemde ovaryumlarda corpus luteum regresyonu ve kiigiilmesi, diéstrusun 20. giinii
civarinda baslar ve apoptotik luteal hiicrelerin varligi ile tespit edilir. Uterus stromast,

yogun olgun kollajen salgilar. Gerileyen uterus degisiklikleri, diestrusun 3. haftasinda



baglar ve yaygin endometriyal apoptoz, bazal glandiiler epitelyumun diizlesmesi ve

stromal kollajen kaybi ile kendini gosterir (Rehm ve ark. 2007).

Andostrus Dénemi: Kopeklerde andstrus donemi, ovaryum aktivitesinin bulunmadigi
donemi kapsar. Kan progesteron seviyesinin 1-2 ng / ml'nin altina diismesinden sonra
en az 7 hafta siiren ve ortalama 18-20 hafta siiren donem olarak kabul edilir. Vajinal
sitoloji az sayida parabazal hiicre goriiliir. Vajinal mukoza ince, kirmizi ve kilcal
damarlar goriiniir. Bu donemde yiizey kolayca travmatize olur ve smearlarda travmaya
bagl eritrositler goriilebilir. Serum ostradiol diizeyinin degisken oldugu ancak 5-10 pg
/ ml'den (~15-35 pmol/l) diisiik oldugu bildirilmektedir. Serum progesteron, 1 ng /
ml'nin altindadir (Concannon 2009, Concannon 2011). Andstrus doneminde
ovaryumda CL (corpus luteum) gerilemeye devam eder ve medullaya dogru daha
derine yerlesir. Gerileyen CL diizensiz lobiilasyon gosterme egilimindedir ve luteal
hiicreler biiyiik sitoplazmik vakuoller igerir. CL kalintilar1 birkag¢ ay siirebilir ve bir

sonraki ostrus siklusundada hala fark edilebilir (Sekil 2) (Rehm ve ark. 2007).

Sekil 2: Kopeklerde Ostriis siklusunda meydana gelen sitolojik ve hormonal degisimler (a: Prostrus, b:
Ostrus, c: metdstriis, d: Andstrus, Ostrojen: siyah kesik ¢izgiler ve progesteron: Yesil devamli gizgiler)

(England ve Heimendahl 2010).

Ureme sistemi GnRH ve Kisspeptin temel rol oynamak iizere birgok
reprodiiktif hormon araciligi ile diizenlenir. Bu hormonlarin reprodiiksiyondaki
rollerini yorumlayabilmemizde yardimci olacak molekiiler ¢aligmalar1 anlamada

noroendokrinolojiye ve noral sistemin anatomisine hakim olmamiz gerekmektedir.



10

Sinir sistemi ile endokrin sistemin metabolik ve hormonal homeostatik aktiviteleri
arasindaki etkilesimler noroendokrinoloji olarak tanimlanir. Sinir sisteminin sahip
oldugu bir rol, g¢evreyi viicutla iliskilendirmektir. Norohipofizyal noronlar
paraventrikiiler ve supraoptik ¢ekirdeklerden koken alir ve hipotalamik-hipofiz sap1
boyunca sinir uglarinin vazopressin ve oksitosin salgiladigi arka hipofize gecerler.
Hipofizyotropik noronlar spesifik hipotalamik ¢ekirdeklere lokalizedirler, buradan
aksonlarini medyan eminense yansitirlar, burada hormonlar salgilarlar, bu da
peptitlerin ve biyoaminlerin proksimal hipotalamik-hipofiz damarlarina salinimini
uyarir veya inhibe eder. Median eminensin kanlanmasi, superior hipofizyal arterden
ve onun zengin kilcal kapiller yataklarindan gelir, bunlar median eminense uzanir ve
ardindan birleserek hipofiz sapini gegen ve hipofiz bezinde sonlanan portal venleri
olusturur. Noroendokrin sistem, hipofiz hormonlarinin yani sira hedef organ
hormonlarinin seviyelerini diizenleyen bir dizi feedback dongiisiine dayanmaktadir.
Hedef organ hormonlari, feedback dongiisiinii tamamlamak i¢in hem hipotalamus hem

de hipofiz bezini diizenlemektedir (\Weiss 2020).

1.2. Kopeklerde Uterus ve Ovaryum Dokusunun Histolojisi

Uterusun kesitsel anatomisi endometriyum, miyometriyum ve perimetriyuma ayrilir.
Endometriyum tipik olarak basit kolumnar epitel ile kaplidir, bu epitel, lamina
propriya ad1 verilen gevsek bir kollajen dokuya dayanir. Mukoza altinda, basit veya
dalli tiibiiler uterus bezleri lamina propriadan submukozaya kadar wuzanir.
Miyometriyum, icgte dairesel bir katman ve dista uzunlamasina bir katmanda
diizenlenmis diiz kastan olugur. Diiz kas tabakalar1 arasinda belirgin bir damar tabakas1
bulunur. Perimetriyum en distaki tabakadir ve gevsek bag dokusu, lenfatikler ve {istte
mezotelyal yiizeye sahip kiigiik arterler ve damarlardan olusur (Sekil 3) (Jennings ve

Premanandan 2017).
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Sekil 3: Kopek uterusunun histolojik yapisi; a: anostriis donemindeki bir disi kopegin inaktif
endometriumunu ¢evreleyen uterus liimenini, b: erken ostrustaki uterus endometriyumu (Schlafer

2012).

Ovaryumlar anatomik olarak korteks ve medulla olarak ikiye ayrilir. Ovaryumun kortikal yoni,
gelisim sirasinda yasla birlikte skuamoz epitele doniisen kiiboidal epitel ile kaplanir. Kortikal parankim,
folikiiller (oositler ve folikiiler hiicreler), interstisyel hiicreler, liiteal hiicreler ve kollajen6z bag dokusu
stromasindan olugur. Ovaryumun medullasi, biiyiik arterler ve damarlar, lenfatikler, gevsek bir kolajen
matris i¢ine gomiilii sinirleri igerir. Ovaryumda folikiiliin gelisimi, 6ncelikle gonadotropinlerin FSH ve
LH etkisiyle yonlendirilen fizyolojik siireci kapsar. Folikiiler gelisim siras1 1. primordial folikiil, 2.
Primer folikiil, 3. sekunder folikiil ve 4.Tersiyer (graaf) folikiil seklindedir (Sekil 4) (Jennings ve
Premanandan 2017).
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Sekil 4: Karnivorlarda ovaryumun histolojik goriintiisii; a: primordiyal folikiil, b: primer folikiil, c:
sekunder folikiil, d: korpus liiteum, e: Graff folikiilii ve hiicresel yapisinin sematize resmi (Schlafer ve

Foster 2016, Jennings ve Premanandan 2017).

1.3. Gonadotropin Salgilatict Hormon (GnRH) ve GnRH Reseptorleri (GnRH-R)

Hipotalamik-hipofiz-gonadal (HPG) eksen, birbiriyle iletisim halinde olan bir
dizi noral ve endokrin dokudan olusarak fertilitenin diizenlenmesinde iyi bir sekilde
entegre olmus bir birim olarak islev goriir. Bu fizyolojik eksenin temel organizasyonu
yiiksek oranda korunmustur. Bu eksen kuslar, siiriingenler, baliklar ve memeliler dahil
olmak iizere ¢ok cesitli omurgali tiirlerinde reprodiiktif yetkinliginin temelini olusturur
(Francis ve ark. 1993, Lake ve ark. 2008). Memelilerin reprodiiktif sikluslari,
hipotalamus, hipofiz ve gonadlar arasindaki karmasik bir etkilesim tarafindan kontrol
edilir. Bu eksenin islevini yerine getirmesinin merkezinde, hipofiz gonadotropunun;
GnRH tarafindan uyariya uygun sekilde yanit verme yetenegi yer alir. Reprodiiktif
eksen ig¢inde, GnRH sinyali, reseptoriin bulundugu ayri membran bdlmeleri
aracilifiyla baglatilir ve hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlarin (ERKs 2

(extracellular signal-regulated kinases) aktivasyonuna yol agar (Bliss ve ark. 2010).

Hipofiz, biiylime, stres, gelisme, istah ve tiireme gibi farkli fizyolojik
stireclerden sorumlu olan endokrin hormonlar1 sentezleyen farkli hiicre gruplarini
icermektedir (Sower 2018). Bunlarin arasinda gonadotropinler gonadal biiyiime,
farklilasma ve steroid iiretimi dahil olmak iizere gonadal fonksiyonlarin baslica

endokrin diizenleyicileridir (Kumar 2005).

Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH), pubertasin baslamasi ile {ireme
fonksiyonunun devamliliginin saglanmasinda gerekliligine ihtiya¢ duyulan bir
noroendokrin dekapeptittir. Tlk olarak memelilerde tanimlanan GnRH sinyal yolu, tiim
omurgalt smiflarinda bulunur. Ayrica GnRH homologlart omurgasizlarda da
tanimlanmistir. GNRH, hipotalamik salgilatict hormon roliiniin disinda, beynin belirli
bolgelerindeki noral aktiviteyi modiile etmek de dahil olmak iizere bir¢ok fonksiyona
sahiptir. GnRH’nin merkezi sinir sistemi i¢inde farkli yerlerdeki ¢oklu izoformlari

cesitli fonksiyonel islevlere aracilik eder (Whitlock ve ark. 2019).

GnRH’nin hayvanlarda tanimlanan ii¢ izoformu bulunmaktadir; bunlar memeli

GnRH-1, tavuk GnRH-II ve lamprey GnRH-IIl olarak isimlendirilmektedirler.
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Bununla birlikte, GnRH-I, iremeyi diizenleyen ve kontrol eden ana peptit olarak kabul
edilir (Mohamed ve ark. 2007). Tip | GnRH (GnRH-I) olarak adlandirilan ilk GnRH,
iireme stirecinde ¢ok 6nemli bir rolii olan bir dekapeptittir GnRH'nin yapisi ve islevi,
amino asit dizilerinin farkliligina ragmen omurgali evrimi boyunca biiylik Slgiide

korunmustur (Abbara ve ark. 2015).

McCann, Schally ve Guillemin gruplar1 tarafindan yonetilen caligmalar
dogrultusunda 1971'de, milyonlarca domuz beyninden muazzam bir saflastirma
cabasindan sonra, Schally ilk olarak gonadotropin salgilatict hormonun (GnRH)
yapisini  “pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-VH2”  olarak  bilim
diinyasina duyurmustur (Baba ve ark. 1971). Yapilan bu kesif ile diger hipotalamik
hormonlar ile endokrinolojiyi doniistiiren ve tibbin neredeyse tiim alanlarini etkileyen
hipotalamik peptit noroendokrinolojide biiyiik bir atiim olarak GnRH
reprodiiksiyonun merkezindeki yerini almistir. Fotoperiyot, metabolik iiriinler ve
besinler, biiylime faktdrleri, stres, enfeksiyon ve yangi gibi bir dizi dis ve i¢ uyarinin
yant sira birgok merkezi ve gevresel biiylime faktorii ve hormon iireme sistemini
diizenlemektedir. Bu wuyarimlar, GnRH'nin biyosentezini ve salgilanmasini
diizenlemek i¢in beyin ve hipotalamusa entegre edilmistir. GnRH, proteolitik enzimler
tarafindan bir 6ncii polipeptidden hipotalamik néronlarda islenir ve aksonlardan asagi
medyan eminensin dis bolgesine tasinan depolama graniillerinde depolanir (Seeburg
ve ark. 1987, Fink 1988). Salgilanan GnRH, portal sistem yoluyla 6n hipofiz bezine
ulasir ve burada gonadotrop hiicrelerde GnRH reseptorii (GnRH-R) ile baglant1 kurar.
GnRH-R'nin aktivasyonu, gonadotropinlerin, LH ve FSH biyosentezini ve
salgilanmasini uyaran hiicre i¢i sinyalleme makinelerini harekete gegirir. LH ve FSH
daha sonra lireme hormon aksini diizenlemek ic¢in hipotalamus ve hipofiz bezinde
pozitif ve negatif feedback ile gamet, peptit ve steroid hormonlarinin iiretimini i¢in
ovaryumu uyarir (Sekil 5) (Wu ve ark. 2021). Memelilerde, GnRH, 6n hipofizden
gonadotroplarin, FSH ve LH'nin sentezini uyarmak i¢in sinir u¢larindan hipofiz portal
sistemine pulsatil bir sekilde salinir. Boylece, hipotalamik GnRH hiicreleri ile hipofiz
arasindaki iletisim, hipotalamik salgilayan ve inhibe eden hormonlarin hipotalamusun
on kismindaki portal kilcal sistemi ile birlestigi medyan eminence adi verilen lokalize

bir dolagim sistemi yoluyla gerceklesir. GnRH’nin memelilerde reprodiiksiyonu,
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tremeyi ve fertil davranislart kontrol eden baglica peptit olarak kaldigi

distintilmektedir (Kitahashi ve ark. 2013, Biran ve ark. 2015, Whitlock ve ark. 2019).

GnRH
Geni

Noron Govdesi

Pre-pro-GnRH

-23
Sinyal peptit
1 2 8 4 § 6 7 8 9 10
Glu His Trp Ser Trp Gly Leu Arg Pro Gly
GnRH (10 aa) f

C GAP (56 aa)
| +92

Portal Damar

b

Sekil 5: GnRH’nin iiretimi (a). GnRH genini, néron gévdesinde GnRH &ncesi bir dncii proteini kodlar.
GnRH, néron govdesi icinde GnRH ve GnRH ile iligkili proteine (GAP) yol agan proteolitik islemle bu
proteinden salinir. Hem GnRH hem de GAP bir akson iginde sinir terminaline tasinir ve portal dolagima
salgilanir (b). Pre-pro-GnRH, 92 amino asitli (aa) bir proteindir. Biyolojik olarak aktif dekapeptit
(amino asitler 1-10), 23-amino asit sinyal peptidi ile Gly-Lys-Arg dizisi arasinda sikigtirihir. Ok,
proteolitik isleme bolgesini gosterir. C-terminali 56-amino asit peptidi, GAP iiretmek i¢in parcalanir.
LHRH, luteinize edici hormon salgilatici hormon (gonadotropin salgilatict hormon 1) (Bulun 2008

revize etmistir).

GnRH'y1 diizenleyen ¢esitli dis ve i¢ faktorler, bunu merkezi sinir sistemi ve
hipotalamustaki karmasik bir norotransmitter ve noropeptid agi araciligiyla yapar.
GnRH salgisinin bu ana modiilatorlerine ek olarak, noéropeptid Y, pro-
opiomelanokortin proteininin {riinleri, gonadotropin-inhibitér hormon (GnIH) ve
norotransmiterler (y-amino biitirik asit ve glutamat gibi) de GnRH néron aktivitesini
diizenler. GnRH, 6n hipofiz gonadotroplarindaki GnRH reseptorlerini hedeflemek ve
gonadotropinlerin, LH ve FSH'nin biyosentezini ve salgilanmasini uyarmak icin her

30 ila 120 dakikada bir yaklasik 1500-2000 néronun sinir uglarindan hipofiz portal
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sistemine senkronize darbeler halinde salinir (Fink 1988). Her GnRH pulsu, bir LH
salinimi pulsunu uyarir, ancak FSH pulslar1 daha az belirgindir. Depolanan LH
salgilanmada biiyiik 6lgiide GnRH'ye bagimliyken, FSH yapisal olarak salgilanma
egilimindedir ve dolasimdaki seviyeler biyosenteze baglidir. LH pulslarinin frekansi,
insanlarda ve memelilerde ovulasyon dalgalanmasinda en yiiksek ve ovaryum
dongiisiiniin luteal fazi sirasinda en diisliktiir seviyededir. LH ve FSH saliniminin
asenkron paternleri, GhnRH puls frekansindaki degisikliklerden, gonadal steroid ve
peptid hormonlarinin GnRH'ye FSH ve LH yanitlar1 iizerindeki modiile edici
etkilerinden ve iki hormonun yarilanma Omiirlerindeki farkliliklardan kaynaklanir.
LH'nin ovulasyonun uyarilmasi, tam gelismis folikiillerin Iuteinizasyonu ve folikiiliin
teka hiicrelerinde seks steroid hormonu iiretiminin uyarilmasi baslica islevleri

arasindadir (Millar ve Tello 2003).

Uremenin kontroliinde C-terminali Arg-Phe-NH2'yi (RFamidler) iceren bir
peptit ailesinin bulunmasi 6énemli bir kesif olmustur. Kisspeptin ve gonadotropin-
inhibitdér hormon (GnlIH), sirasiyla yeni uyarict ve iireme inhibitor diizenleyicileri

olarak tanimlanan RFamid peptit ailesidir (Kriegsfeld ve ark. 2006).

Kisspeptin (KISS1) hipotalamik ¢ekirdeklerde eksprese edilir ve pulsatil
GnRH sekresyonunu diizenlemek KISSR araciligiyla GnRH ndronlart lizerinde etki
eder (Smith ve ark. 2006). GnRH'min kisspeptin tarafindan diizenlenmesi g¢ok
onemlidir ¢linkii 6strojen reseptorleri yoluyla 6strojenik feedbackden GnRH néronlari
degil, kisspeptin noronlar1 sorumludur (Pielecka-Fortuna ve ark. 2008). Hipotalamik
GnRH noronlarinin 6zellikle seks steroidleri, gonadal dokudan gelen Gstrojen
geribildirimi tarafindan kontrol edildigi tahmin edilmektedir (Radovick ve ark. 2012).
Ostrojen geri bildirimi, dstrus dongiisii, pubertasin baslangici ve fertilite dahil olmak
tizere iireme siiregleri igin kritik neme sahiptir (\Wintermantel ve ark. 2006, Herbison
2020). Bu nedenle, GnRH néronlart tizerindeki ostrojenik feedback etkisinin altinda
yatan mekanizma, son yarim ylizyilda lireme ndroendokrinolojisi alaninda anahtar
arastirma sorularindan biri olmustur. Son yirmi yilda tireme biyolojisi alaninda bir¢ok
yeni noropeptid tanimlanmustir (Herbison 2020). Uterus endometriyumu, dstrojen ve
progesteronun son derece yiiksek konsantrasyonlarda niikleer reseptorlerine sahiptirler

ve bu hormonlara karsi oldukga hassastirlar. Biyolojik olarak aktif 6strojen, estradiol,
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endometriumun biiyliimesini indiiklerken; progesteron ise bu 6strojenik etkiyi sinirlar
ve farklilasmasini artinir. Ostrojen veya progesteron seviyesinin azalmasini
endometriyumun fonksiyonel tabakasinin (stratum fonksiyonelis) kendini yenilemesi
takip eder. Stratum bazalis ise Ostrojene tepki olarak tam rejenerasyon yetenegine

sahiptir (Sekil 6) (Bulun 2008).

Sekil 6: Hipotalamik-hipofiz-gonadal (HPG) ekseni. Transsinaptik ve glial sinyaller alan hipotalamik
GnRH noronlari, GnRH pulslarini  hipofizyal portal kilcal damarlara gonderir. GnRH,
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gonadotropinlerin, LH ve FSH'nin pulsatil salgilanmasini uyarmak i¢in hipofiz gonadotroplarindaki
GnRH reseptorlerine baglanir, bu da gonadlarin olgunlagmasini ve islevini uyarir. Eksen, pozitif ve
negatif feedback’lar ile diizenlenir. HPG ekseninin islevi, feedback kontroliinden sorumlu gonadal
steroidleri igeren periferik sinyallerin diizenlenmesi saglamaktadir. Testikiiler testosteron (T),
GnRH/gonadotropin sekresyonunu (negatif feedback) inhibe ederken, ovaryum steroidleri, ozellikle
ostradiol (E2) ve progesteron (P), ovaryum dongiisiiniin asamasina bagli olarak hem negatif hem de
pozitif feedback etkilerine sahiptir. HPG ekseninin diger periferik diizenleyicileri, beyaz yag dokusu
(WAT) tarafindan iiretilen leptin gibi metabolik hormonlardir. HPG ekseninin kontroliinde yer alan bazi
merkezi norotransmitterler de gosterilmistir: baskin inhibitor vericiler kirmizi ile gosterilirken uyarict
faktorler mavi ile gosterilmistir. GnRH noronlarina yonelik uyarici sinyaller arasinda KISS1 néronlari
tarafindan uyarim yer alir. Sekil, GnRH néronlarina dogrudan ve dolayli afferentler arasinda ayrim
yapmamaktadir. GnRH néronlarina giden bazi sinyaller, basitlik i¢in ayni ndronlarda gosterilmistir. Bu,
ARC'deki KISS1/NKB/Dyn néronlari i¢in gegerlidir, ancak digerlerinin ¢ogu i¢in gegerli degildir. Glu,
glutamat; GABA, gama-aminobiitirik asit; EOP, endojen opioid peptitler; NE, norepinefrin; NKB,
norokinin B; Din, dinorfin; RFRP, RF ile ilgili peptitler (Pinilla ve ark. 2012).

GnRH, 6n hipofizdeki reseptoriine (GnRH-R) yiiksek bir 6zgiilliige sahiptir ve
GnRH-R diizenlemesi GnRH’nin kendisine baghdir (Katt ve ark. 1985, Clarke ve
Pompolo 2005). GnRH reseptorlerinin fizyolojik diizenlemesinde hipotalamustan
salman GnRH pulslari, gonadotroplarin hiicre yiizeyindeki GnRH reseptorlerine
yiiksek afinite ile baglanir. GnRH reseptor sayilart, GnRH puls frekansina ve pubertas
ve Ostrus Siklusu sirasinda seks steroit yanitina gore sayilar1 degismektedir (Savoy-
Moore ve ark. 1980). GnRH hipofiz bezinde GnRH-R aktivasyonu ile FSH ve LH
salinmasina aracilik eden bir endokrin sinyal hormonu olarak islev goriir. LH ve FSH,
gonatlardan androjenlerin, dstrojenlerin, progesteronun ve inhibinlerin cinsiyete 6zgi
tiretimini dogrudan diizenler. Diizenleyici bu hormonal devre, kan-beyin bariyerinin,
negatif feedback dongiileri olusturan Gstrojen ve testosteron gibi steroit hormonlarina

gecirgenligi ile bloke edilir (Meethal ve ark. 2005, Eisenegger ve ark. 2010).

Hipofizin 6n lobundaki gonadotrop hiicresi, hipotalamik GnRH sinyali ile esey
hiicre rezervuarlari ve gonatlarin steroit hormon iretkenligi arasindaki sistemin
diizenleyicisi olarak kritik bir rol oynar. GNRH-R ekspresyonu gonadotropun
belirleyici bir 6zelligidir. GnRH'nin reseptdriine baglanmasi, gonadotrop i¢inde
karmasik bir hiicre i¢i sinyal iletim olaylarin1 tetikler; bu sinyal zincirleri,
gonadotropin hiicrelerinin GnRH stimiilasyonuna genel fizyolojik tepkisini

diizenleyerek, LH ve FSH sentezi ve salinimi saglar. Boylece hem fonksiyonel hem de
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anatomik anlamda, GnRHR ve eslestigi hiicre i¢i sinyal iletim sistemleri, bu
noéroendokrin ekseninin “noro-" ve “endokrin” bilesenleri arasindaki temel ara yiiziinii
olusturur. Bu nedenle Gonadotropun hipotalamik GnRH'ye yanitinin altinda yatan
mekanizmalar reprodiiktif fonksiyonu ve fertilitenin molekiiler temelini anlamamiz

igin biiyiik 6nem tasimaktadir (Bliss ve ark. 2010).
1.3.1. Memelilerin Hipofizinde GnRH ve GnRH Reseptoriiniin EKspresyonu

G proteini, GnRH aracili sinyal iletim yolunda 6nemli bir rol oynar. GPCR (G protein-
coupled receptors) siiper ailesindeki diger reseptorlere benzer sekilde, GnRH reseptorii
¢oklu G proteinlerine baglanir. Gg/11a, GnRH reseptoriine bagli ana G proteinidir.
Disi iireme sisteminde, GnRH reseptort, ikinci ve tigiincii hiicre i¢i dongiiler yoluyla
hiicre i¢i sinyallesmeyi baslatmak i¢in bir Gia proteini ile birlesir. Palmitoilasyon,
Gg/11a proteininin bir tiyoester bagi yoluyla bir sistein kalintisina 16 karbonlu bir yag
asidinin eklenmesini iceren ve GnRH reseptor aktivasyonundan sonra diizenlenen
dinamik bir islemdir. GnRH'ye yanit olarak Gq/lla'nin reseptdrle uyarilmis
palmitoilasyonu, zamana ve doza bagl bir sekilde meydana gelmektedir. Onceki
calismalar, Gg/lla proteininin palmitoilasyona ugramast i¢in G proteininin
aktivasyonunun gerekli oldugunu gostermektedir (Stanislaus ve ark. 1997, Stanislaus
ve ark. 1998).

Bir tirozin kinaz ve protein kinaz C'ye (PKC) bagimli mekanizma yoluyla,
GnRH reseptorii, ERK2, c-Jun aminoterminal kinaz (JNK) ve p38 MAPK dahil olmak
tizere mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) basamaklarini baslatir (Johnson ve
LLapadat 2002). Hipofiz dis1 dokular ve hipofiz gonadotroplari arasindaki farkli GnRH
sinyal yollar1, bireysel eslesmeden G proteinlerine dogru gelisebilir. Insan hormonuyla
iligkili timdr hiicrelerinde, GnRH agonistleri, bogmaca toksinine duyarli G proteini
araciligiyla c-Jun aminoterminal kinazi simiile ederek aktivator protein-1'i aktive eder
(Grundker ve ark. 2001). Serum response element- E2 ile indiiklenen transkripsiyonel
reaksiyonu, MAPK sinyallemesinin ERa ile uyarilan aktivasyonundan
kaynaklanmaktadir (Grundker ve ark. 2004). Birlikte ele alindiginda, hiicreler tek tek

hiicre dis1 sinyallere bir yanit gosterir ve hipofiz gonadotroplart ve ekstra hipofiz
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dokularinda belirli gen ile iligkili hiicre biiyiimesini veya apoptozu ifade etmek veya

inhibe etmek i¢in tepki verir (\Wu ve ark. 2021).

GnRH noronlari, gebeligin ortasinda yaklasik olarak burun/koku alma alaninda
ortaya ¢ikar ve daha sonra GnRH noronlari beyindeki hipotalamusa go¢ ederler (\Wray
ve ark. 1989, Abbara ve ark. 2015). Daha ileri ¢aligmalar, HPG ekseninin, nazal
bolgeden beyne, terminal sinir/olfaktor sistemin aksonlari ile hipotalamusa dogru
gelistirilen GnRH noéronlart tarafindan diizenlendigini ortaya koymustur (Casoni ve
ark. 2012, Hutchins ve ark. 2013). Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, konjenital
anosminin patogenezinin muhtemelen GnRH kaynakli oldugunu gdstermistir, bu da
GnRH noéronlarinin gelisiminin beyne ulasmak i¢in koku alma yapilarma bagh
oldugunu gostermektedir (Delaney ve ark. 2020). Calismalar, GnRH-II'nin memeli
HPG ekseninde gonadotropin sekresyonunun kilit diizenleyicisi olmak yerine, esas
olarak {lireme davranisi ve enerji dengesinin diizenlenmesinde rol oynadigim
gostermistir (Kauffman 2004, Kauffman ve ark. 2006, Nishiguchi ve ark. 2012, Xia
ve ark. 2015).

GnRH peptidinin  amino- ve karboksil-terminal alanlari, reseptor
baglanmasinda anahtar bir rol oynarken, sadece amino-terminali, reseptor aktivasyonu
ile iligkilidir. Altinct pozisyondaki amino asit, Gly6, peptidin at nal1 benzeri bir yapiya
biikiilmesini destekler, bu da her iki terminalin de reseptore yakin oldugunu ve
baglanabilecegini gosterir (Millar ve Newton 2013). GnRH reseptorii, reseptor
fosforilasyonu ve B- arrestin etkilesimi yoluyla bir reseptorle iligkili proteinler agini
desensitizasyon ve igsellestirmenin GPCR (G protein-coupled receptors) diizenlemesi
igin gerekli bir alan olan bir karboksi-terminal sitoplazmik kuyrugundan yoksundur.
GnRH reseptoriinlin yapisini anlamak, GnRH'nin hiicresel aktivitelerini uyguladig
temel mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in 6nem arzetmektedir (Bockaert ve ark. 2003,

Millar ve ark. 2004, Finch ve ark. 2009).
1.3.2. GnRH’nin Pubertasin Baslamasindaki Rolii ve Onemi

Memelilerin {ireme biyolojisinin merkezi hipotalamus-hipofiz-gonadal (HPG) eksen
tarafindan kontrol edilir. Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) ve kisspeptin

iceren iki ana hipotalamik ndroendokrin hiicre grubu, memelilerde HPG ekseninin



20

kontrolii i¢in ¢ok 6nemli rol oynamaktadirlar (Ogawa ve Parhar 2022). Memelilerde,
hipotalamik-hipofiz-gonadal (HPG) ekseninin uyarilip harekete gegmesi pubertal
olgunlagsmay tetikler. Endojen ve eksojen (besin, endokrin ve c¢evresel uyarimlar)
uyarimlara yanit olarak néroendokrin GnRH’nin hipotalamik néronlari, hipofiz bezini
gonadotropinlerden LH ve FSH hormonu salgilamasi i¢in uyaran ve tetikleyici rol
tistlenir (Herbison 2016, Wang ve ark. 2020). Bu hormonlar daha sonra gonadlarin
olgunlasmasin1 ve HPG eksenine geri sinyal vererek seks steroidlerinin iiretimini
tesvik etmek tlizere dolasima katilirlar. GnRH noronlari, beyin disinda, nazal plakodda
embriyonik olarak gelisme 6zelligine sahiptir ve dogumdan 6nce hipotalamustaki son
konumlarina gog¢ ederler (Casoni ve ark. 2016). Ayrica postnatal yasam sirasinda
GnRH noéronlari, "GnRH sinir ag1" olusturmak tizere onlarla baglanti kuran noronal,
glial (tanisitler ve astrositler) ve endotelyal hiicreler ile diger hiicre popiilasyonlarini
toplar. Bu sinir agi, zaman ve yerine gore GnRH iiretimini ve salgilanmasini gok
detayl1 ve ince ayarlar. Bu nedenle, GnRH néronlarinin kendilerindeki veya GnRH
sinir agindaki aksakliklara neden olan kusurlar, sagliksiz, sorunlu veya gecikmis
pubertal siireg ile sonuglanacaktir (Sykiotis ve ark. 2010, Clasadonte ve Prevot 2018,
Lopez-Rodriguez ve ark. 2021).

GnRH sinir ag1 i¢indeki hiicreler arasi iletisime, agirlikli olarak, hipotalamik
devrelerin gelisiminde ve ayn1 zamanda dolasimdaki seks steroidleri tarafindan GnRH
salimiminin kontroliinde temel bir rol oynayan semafor sinyalizasyonu aracilik eder
(Giacobini 2015). Hatali semafor sinyali, hipogonadotropik hipogonadizme ve
ovaryum noroendokrin sinyalinde sektelere neden olacaktir (Cariboni ve ark. 2015).
GnRH noéronlarinin pulsatil salintmini aktive ettigi bilinen en giiclii upstream pubertal
sinyali, orta eminenste GnRH ndronlarinda G protein-bagli membran reseptdrii olan
KISSR’iinii (GPR54 olarak da bilinir) aktive eden KISS1 geninin bir iiriinii olan
noropeptid kisspeptindir (Sekil 7) (Kirilov ve ark. 2013, Clarkson ve ark. 2017). Disi
memelilerde, pubertal gelisim sirasinda, GnRH pulslarinin diizenlenmesi ig¢in
kisspeptin, Norokinin-B ve dynorphin sinyallesmesini igeren ortak bir ag kurulur
(Uenoyama ve ark. 2014).

Bu sinyal agi, disinin yetiskin yasamindaki karmasik tireme yetisini yonetmede

esneklik saglayacaktir (Garcia ve ark. 2019). Bu nedenle, sadece Kisspeptin tek bagina
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degil, ayn1 zamanda diger nérotransmitterler ve hormonlar veya bunlarin kisspeptin ile
birlikte ekspresyonu, GnRH néronlarini farkli frekans ve zamana bagl bir sekilde
aktive edecektirler (Simonneaux 2020). Memelilerde KISS10'un (Kp-10) uygulanmasi
ile (olgun kisspeptinler par¢alanir ve minimum aktif bolgesi olan dekapeptitlerdir) ile
dolasimdaki GnRH seviyelerinde giiglii bir artisa neden olabilmektedir (Messager ve
ark. 2005). Pubertal siirecte 6nemli olarak ya kisspeptin ya da Kisspeptin reseptorii
(KISS-R) eksikligi, hayvanlarda puberte baslangicinin olmamasi ya da gecikmesi ve
insanlarda hipogonadotropik hipogonadizm ile sonu¢lanmaktadir (De Roux ve ark.
2003, D'anglemont De Tassigny ve ark. 2007).

Beslenme

Cevre
O ___________ Hormonlar
; Kispeptin iireten

noronlar

Kisspeptin

GnRH noron
(Kiss1R/GPR54)

(), Hipotalamus

GnRH
Reseptor

Gonadotropin

PUBERTAS

Sekil 7: Pubertasi kontrol eden néroendokrin devreler (Guirado ve ark. 2022).

GnRH ve LH salgisinin pulsatil salinimi, tim memelilerde fertilite igin

gereklidir. GnRH ndron hiicre govdeleri arasindaki etkilesimleri igeren igsel bir puls
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olusturma mekanizmasi igin ¢ok az ikna edici kanit mevcuttur. Bunun yerine, veriler
arkuat ¢ekirdek iginde yerlesik bir digsal puls tiretecinin varligini destekler ve dikkate
almis, kisspeptin néronlarina ve bunlarin medyan eminens g¢evresinde yogunlasan
GnRH néron dendronlarina yansimalarina odaklanmistir. Kemirgenlerde, kavisli
kisspeptin noronlarinin bir alt popiilasyonunun gercekten de GnRH puls iireteci oldugu
sonucuna varmak i¢in yeterli kanit toplanmisken, diger tiirlerdeki bulgular genellikle
bu goriisle uyumludur ve kavisli/infundibular kisspeptin néronlarinin memeli GnRH

puls tiretecisini temsil ettigi goriisiindedirler (Herbison 2018).

GnRH néronu hipotalamusa gog ettiginde, bir GnRH puls tireteci etkinlestirilir.
Dogum sonrasi erken yasamda, GnRH salgisi artar ve boylece “minipuberte” olarak
adlandirilan gonadal hormon iiretiminin gegici aktivasyonuna yol agar. Cocukluk
doneminde gonadlar ekzojen LH ve FSH uyarisina yanit verir ancak endojen pulsatil
GnRH salinimi ergenlige kadar baskilandigindan sessiz kalir (\Weiss 2020). Pulsatil
GnRH salinim1 erigkinlerde oldugu gibi infantil donemde meydana gelir ve GnRH
noronlar1 prepubertal donemde pulsatii GnRH salinimi olusturma kapasitesine
sahiptir, spontan GnRH salinimindaki pubertal artis puberte zamanma kadar
gerceklesmemektedir. Bunun nedeni, GnRH ndéronlari, bir GnRH puls iireten néronal
devre ve GnRH néronlarina afferent noronal girdiler ile iliskili glial hiicrelerden olusan
GnRH noronlarinin  salgr  aktivitesini  diizenleyen kontrol ~mekanizmasinin

olgunlagsmamis olmasindan kaynaklanmaktadir (Herbison ve Plant 2018).

GnRH saliniminin pulslarinin, ¢oklu GnRH néronlar arasindaki etkilesimin
bir sonucu oldugu o6ne siiriilmistiir. Coklu GnRH néronlarmin merkezi eminensteki
GnRH néroterminal lifleri araciligiyla iletisim kurmasi miimkiindiir (Campbell ve ark.
2009). GnRH néronlarinin senkronize pulzasyon aktivitesi muhtemelen voltaj kapili
kanallar veya adenozin trifosfat (ATP) gibi kimyasal sinyaller yoluyla glia gibi néronal
olmayan hiicreler yoluyla gergeklesse de, noroterminal liflerdeki GnRH'nin, GhRH
noronlart arasindaki iletisimin bir aracisi olmasini miimkiin kilmistir (Herbison ve

Plant 2018).

Pubertasin baglangici birgok izin verici faktor tarafindan diizenlenir. Farkli
pubertal diizenleyiciler arasinda, beslenme ve metabolik ipuglarinin pubertenin

merkezi kontroliinde kritik bir rol oynadigi gosterilmistir; kemirgenler ve insanlar
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tizerinde yapilan ¢ok sayida ¢alisma, bir disinin yag rezervinin ergenligin baglamasina
izin vermek i¢in kritik bir esigi asmas1 gerektigini gostermektedir ve boylece gebeligi
desteklemek i¢in yeterli somatik biiyiimenin elde edildigine isaret etmektedir (Frisch
ve Revelle 1970, Sisk ve Foster 2004). Yag dokusunda sentezlenen ve genel dolasima
salian bir peptit olan leptin, iireme néroendokrin eksenine giden anahtar bir metabolik
sinyaldir. Yapilan ¢alismalar, leptin uygulamasinin gesitli hayvan modellerinde erken
pubertasi indiikledigini ve dolasimdaki leptin konsantrasyonlarinin pubertas yasi ile

iliskili oldugunu bildirmislerdir (Herbison ve Plant 2018).
1.3.3. GnRH Analoglar:

Sentetik olarak iiretilen GnRH’nin modifiye edilmis sekilleri olan GnRH analoglari,
GnRH reseptori ile etkilesime girerek hipofizden salinan gonadotropinlerin FSH ve
LH salinimi {izerine etki gostermek tizere iretilmiglerdir. GnRH'nin dekapeptid
yapisinin modifikasyonlart ile iki tip analog olusturulmustur; bunlar GnRH agonisti ve
GnRH antagonistleridir. GnRH antagonistleri, GnRH reseptorlerini tamamen inhibe
ve bloke ederek, FSH ve LH sekresyonunda ani bir diisiise yol agarlar. Bununla
birlikte, GnRH agonistleri, GnRH reseptorlerini aktive ederek, Flare-up olusturarak
FSH ve LHnin asin sekresyonuna neden olarak dolagimdaki yiiksek
konsantrasyonlara ulagmasini saglamaktadir. Ilging bir sekilde, ilk uyarici etkiden
sonra, tekrarlayan dozlar veya devam eden diisiik seviyeli GnRH agonisti dozlamasi,
GnRH reseptorlerinin hipofiz gonadotroplar tizerinde down-regiilasyonuna ve daha

sonra hayvanlarda ostrusu baskilamaya neden olmaktadir (Trigg ve ark. 2001).

GnRH molekiilinde kimyasal modifikasyonlar daha etkin ve yarilanma
sliresinin uzun olmasi beklentisiyle sentetik analoglara ilgiyi artirmis ve gelistirmeye
odaklamistir. Bu modifikasyonlar reseptor afinitesini arttirarak ve reseptorlerin
bozulmasini veya eliminasyonu azaltarak elde edilmistir (Tarlatzis ve Bili 2004).
GnRH analoglarinin agonist ve antagonistleri dahil daha fazla etki ve daha uzun etki
stiresi olusturmak i¢in dogal GnRH molekiiliiniin amino asit sayilarinin azaltilmasi ile
tretilmistir. Agonistlerin uzun siireli uygulamasi, ilk uyarimdan sonra gonadotropin
iretimini ve salinimini inhibe eden GnRH hipofiz reseptorlerinin duyarsizlagtirilmasi

ve down-regiilasyonu ile saglanir. Ancak, GnRH antagonistleri gonadotrop GnRH
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reseptorlerine baglanir ve endojen GnRH ile etkin bir sekilde rekabet ederek hipofizin
gonadal eksenini inhibe eder (Gobello 2007).

GnRH antagonist ve agonistleri, dogal GnRH molekiiliindeki amino asitlerin
azaltilmasiyla tretilmistir. GnRH'nin 1971'den beri kimyasal 6zelliklerinin
tamimlanmas1 Ve izolasyonundan bu yana, 3000'den fazla analog gelistirilmistir
(Karten ve Rivier 1986, Tarlatzis ve Bili 2004). GnRH analoglart GnRH reseptorlerine
yiiksek afinite gosterecek sekilde tasarlanmistir. iki amino asidin azaltilmasi ile giiglii
agonistlerin tiretilme gabalar1 dogal GhnRH hormonundan 200 kat daha etkili olmasini
saglamistir. Bu giiglii bilesikler “siiper agonistler” olarak isimlendirilmiglerdir (Nestor
1984). Dogal GnRH'dan agonistler ¢ok farkli olmasa da, antagonistler 10 amino asit
dizilimindeki degisikliklerinde GnRH'den farklhidirlar (Jiang ve ark. 2001, Herbst
2003).

GnRH analoglarinin hepsi gastrointestinal peptidaz bozulmasina duyarlidir. Bu
nedenle analoglarin oral uygulamasi uygun degildir (%0,1 biyoyararlanim) ve
parenteral uygulama gerektirirler (Chrisp ve Goa 1990, Padula 2005). Antagonistler,
agonistler ile eszamanli olarak gelistirilmis olmasina ragmen, ticari olarak elde

edilebilir olmalar1 daha uzun stirmiistiir (Gobello 2007).

1.3.3.1. GnRH Antagonistleri

GnRH antagonistleri yapisal olarak GnRH ile benzerlik gosteren dekapeptitlerdir ve
dogal GnRH’dan birkag amino asit farklilasmasi ile reseptor aktivasyonu olmadan geri
dontisiimliit GnRH-R baglanmasina neden olur (Emons ve Schally 1994, Millar ve ark.
2004).

GnRH antagonistleri Cetrorelix, Ganirelix ve Teverelix, protein zincirinin 6 ve
8. pozisyonlarinda sadece iki amino asit ile ¢ok benzer bir yapiya sahiptirler (Millar
ve ark. 2004, Millar ve Newton 2013). Bu farkli GnRH antagonistlerinin etkileri higbir
zaman in vitro olarak kapsamli bir sekilde karsilastirilmamis olsa da, erken ovulasyonu
onlemek icin Cetrorelix ve Ganirelix kullaniminin benzer klinik sonuglara yol actig
diistintilmektedir (Wilcox ve ark. 2005, Check ve ark. 2009). Ancak Teverelix klinik
olarak potansiyel olarak yararli olsa da heniiz ticari olarak pazarlanmamistir (Gianotti

ve ark. 2003). GnRH ile yiiksek bir benzerlik derecesine sahip olmalarina ragmen,
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antagonistler arasindaki molekiiler farkliliklar, reseptor baglanmasi {izerine
GnRHR'ye baghh yollarda antagoniste spesifik etkilerin ortaya ¢ikabilecegi
distiniilmektedir. Bu da ligand ile indiiklenen segici sinyallesme (LiSS) ile

sonuglandigi hipotezine yol agmuistir (Millar ve ark. 2008).

Sperduti ve ark. (2019), yapmis olduklari ¢alismada GnRH kaynakli hiicre i¢i
iletimdeki reseptorleri; in vitro inhibe etmede GnRHR eksprese eden hiicre
dizilerindeki gen dizilimlerini, Cetrorelix, Ganirelix ve Teverelix'in gen dizilimleriyle
karsilagtirmislardir.Yapilan bu g¢alisma, GnRH antagonistlerinin yapi-islev iliskisi
hakkindaki bilgileri gelistirir ve kisisellestirilmis klinik uygulamalar i¢in ilag
gelistirmede faydali sonuglar saglayacagi  disiiniilmektedir.  Antagonistin
inhibisyondaki hiicre i¢i Caz artisi, etkilerini degerlendirmek ve optimal GnRH dozunu
bulmak i¢in doz-cevap uygulamalarina yonelik ¢aligmalar yapilmistir. Boylece, Caz
biyosensorexpressing hiicrelerinin artan GnRH konsantrasyonlari 6l¢miistiir (Turgeon

ve ark. 1996).

GnRH antagonistleri, GnRH’nin molekiiller spesifik zar reseptorlerine
baglanabilmek i¢in GnRH molekiilleri ile basarili bir sekilde yarisir. Antagonistler
GnRH reseptorlerine baglanarak, reseptér blokajini saglayarak gonadotropinlerin
saliimin baskilar. Hayvanin tiirii ve cinsiyeti, bulundugu siklus dénemi, preparatin
dozu, uygulanma siiresi ve sikligit GnRH antagonislerinin basarisini etkileyen 6nemli
faktorlerdendir. GnRH antagonistlerinin agonistlere gore avantaji hizli bir baskilanma
saglayarak flare-up’in meydana gelmesini Onlemesidir. Uzun siireli kullanimlarda
reseptorler lizerinde down-regiilasyona neden oldugu bilinmektedir (Jiang ve ark.
2001, Herbst 2003, Gobello 2012).

Birinci kusak GnRH antagonistlerinin kopeklerde ilk olarak etkili bir sekilde
1980 yilinda kullanildig: bildirilmistir (Vickery ve ark. 1989). GnRH Antagonistleri
agonistleriyle ayni zamanli ortaya ¢ikmis olsa da ticari preparatlarmin gelistirilmesi
tiretiminin pahali olmasi nedeniyle daha fazla zaman almistir (Sukcharoen 2000,

Herbst 2003, Gobello 2012).

Sinirhi bir etki siiresine sahip olan birinci nesil GnRH antagonistlerinin

biyoaktif olmalar1 i¢in giinliik olarak uygulanmalarina ihtiya¢ duyuluyordu. GnRH
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reseptoriiniin yeterli sekilde baskilanmasini saglamak igin ise daha biiylik dozlara
gereksinim vardi (Vickery 1985). Hidrofobik 06zellikleri nedeniyle enjeksiyon
bolgesinde nodiil olusumu ve smirli ¢oziinmeleri antagonistlerin énemli yan
etkilerindendir. Ayrica 6dem ve anafilaktik reaksiyonlar, gostermesinde mast hiicre
degraniilasyonuna (yerel yangilarda veya kimi alerjik durumlarda mast hiicreleri,
bazofil 16kositler vb. hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan graniillerin hiicre digina
birakilarak kaybedilmesi), neden olan histamin ve diger etkenlerin salgilanmasina
bagh olarak sistemik ve lokal alerjik yan etkiler gosterebilmekteydi. Son yillarda
ticiincli nesil antagonistlerin kullanilmasiyla diisiik histaminerjik etki saglanmus,
proteolizis mekanizmasini baskilayan ve reseptor ilgisini artirilmig ve enjeksiyon
bolgesinde yan etkiler gelisse bile 2 saatten daha az bir siirede gectigi kasinti, kizariklik
ve sigkinlik gibi yan etkilerinin daha az oldugu belirlenmistir (Vickery 1985,
Sukcharoen 2000, Hoffmann ve Schuler 2000, Herbst 2003, Gobello 2012).

GnRH antagonistlerinin gelisimi ile yikimlanmasini bloke eden, reseptor
duyarliligini1 arttiran ve molekiillerin farmakokinetigini uzatan, diisiik histaminerjik
ozellikler elde edilmistir (Herbst 2003). Insanlarda 2 saatten az siiren kizariklik, kasint1
ve sisme gibi hafif, gegici enjeksiyon bolgesi reaksiyonlari gibi smirh yan etkileri
vardir (Howles 2002, Herbst 2003). GnRH analoglarinda kan biyokimyasinda veya
hematolojik degerlerde 6nemli bir degisiklik kaydedilmemistir (Tarlatzis ve Bili
2004).

1.3.3.2. GnRH Agonistleri

Dogal GnRH’nin yapisinda bulunan aminoasitlerden 1, 2, 3, 6 ve 10 numarali olanlarin
seksiiel siklus fizyolojisinde dnemli fonksiyonlarda gorev aldiklari bilinmektedir.
Aminoasit dizilimlerinin gorevleri farklidir; gonadotropin saliniminda 2 ve 3’iincii
pozisyondaki aminoasitler, enzimatik yikimlanmada pozisyon 6’daki aminoasitler ve
i¢ boyutlu yapmin korunmasinda ise pozisyon 1, 6 ve 10°daki aminoasitler gérev
alirlar. GnRH agonistleri bu aminoasitler {izerinde yapilan degisiklikler ile
tiretilmektedirler. Dogal GnRH’ya gore yarilanma omrii daha uzun olan GnRH
agonistlerinin tiretilmesinde C terminaline glisin-amid yerlestirilmesi veya 6 numarali

aminoasidin pozisyonunun degistirilmesi, 9 numarali aminoasidin alkilasyonu ya da
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10 numarali aminoasidin silinmesi gibi farkli formiilasyonlar kullanilmaktadir

(Kutzler ve Wood 2006, Gobello 2012).

GnRH agonistleri GnRH reseptorlerinin aktivasyonunu saglayarak, uygulama
baslangicinda LH ve FSH konsantrasyonlarinin artigin1 uyarip, FSH ve LH diizeyini
yiikselterek gegici bir Ostrus uyarimi olarak tanimlanabilecek “flare-up” olusumunu
saglarlar. Fakat diisiik dozlarda uzun siireli kullanimi ile LH’nin pulsatil salinimi
ortadan kaldirarak hipofizdeki gonadotropin reseptorlerinin down-regiilasyonuna ve
FSH/LH diizeyinin azalmasina neden olmaktadir (D'occhio ve ark. 2000, Trigg ve ark.
2001). Bu etkisi sayesinde FSH ve LH sentezinde azalma gergeklestirerek spesifik bir
etki olusturup B-subunit mRNA iiretimini baskilar (Aspden ve ark. 1997). Bu sekilde
hipofizin GnRH’ya cevabi engellenerek gonadal steroitlerin konsantrasyonunda
azalma saglanarak folikiiler gelisim engellenir ve FSH sekresyonu baskilanir.
Folikiiler gelisimin baskilanmasiyla Ostrojenin indiikledigi icin pozitif feedback
mekanizmasi ve ovulasyon engellenir (Schifer-Somi ve ark. 2014). Ayrica, GnRH
agonistinin  siirekli olarak kullanim1 kopekte Leydig hiicrelerinin  LH'ye

duyarsizlasmasina neden olmaktadir (Junaidi ve ark. 2007).

Agonistlerin uygulanmasini takiben gonadotropinlerin ve gonadal steroidlerin
artmasina bagl olarak, hormonal hastaliklar i¢in kullanildiginda olumsuz yan etkileri
olabilir. Ayn1 zamanda andstrusteki ve prepubertal kopeklerde olusan ilk flare-up
stirecinin dikkatli bir sekilde yonetilmesi gerekmektedir (Gobello 2007).

GnRH agonistlerinin klinik kullanimlari i¢in 6nemli ilerleme, uygulama ve
etken madde formiilasyonuna bagli olarak her 3, 6 veya 12 ayda bir intramiiskiiler veya
deri altindan kolayca uygulanabilen yavas salinimli agonistlerin gelistirilmesi ile elde
edilmistir (Weckermann ve Harzmann 2004). Giiniimiizde GnRH agonist formlari
biiyiik 6l¢tide gelistirilmistir ve bunlarin hepsi dekapeptit yapidadirlar bu nedenle oral
yoldan biyoyararlanimlar1 pratik olarak yaklagik %0.1'dir. Bu agonistlerin

kullanimlarina iliskin verilerin bulundugu fazlaca literatiir vardir (Padula 2005).

Giincel olarak kullanilan GnRH agonistlerinin deri alti implant veya kas igi
depo enjeksiyonlari olarak kullanilabilen uzun etkili formiilasyonlarinin yaninda, kisa

etkili glinlik enjeksiyonlarla uygulanabilen formiilasyonlari da bulunmaktadir.
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Veteriner alanda en sik kullanilan agonistler; leuprorelin, buserelin, nafarelin,

histrelin, goserelin, triptorelin ve Deslorelin’dir (Gobello 2012).

1.3.4. Kopeklerde GnRH Agonistlerinin Kullanimi

Kopeklerde iiremenin denetlenmesinde Ostrus siklusunun kontroliiniin 6nemli bir yeri
vardir ve bu tiirlerde ciftlik hayvanlarinda kullanilan {ireme tekniklerinin ekzojen
kontroliinii basarisiz kilan benzersiz bir seksiiel siklus fizyolojisi s6z konusudur

(Gobello 2007).

GnRH agonistlerinin kullanimindan 6nce “giivenli ve etkili” olarak Ostrusiin
baskilanmasi veya uyarilmasinda basar1 sansi ne yazik ki oldukca diisiiktii. Seksiiel
siklusun baskilanmasinda kullanilan kontraseptif ajanlar hormonlara bagl yan etkiler
ve hormonal hastaliklara neden oldugu i¢in son yillarda yerini GnRH agonistlerine
birakmis ve bu alanda istenilen sonuglar elde edilmistir (Valiente ve ark. 2009).
Veteriner hekimligi alaninda en sik kullanilan agonistler; leuprorelin, buserelin,

nafarelin, histrelin, goserelin, triptorelin ve Deslorelin’dir (Gobello 2012).

Kisa etkili agonistler uygulama siiresince tekrarlamasi gereken doz
zorunluluklar1 ve kdpegin hospitalizasyonu nedeniyle masrafli ve klinik agidan pratik
olmamalar1 en biiyiik dezavantajlariydi. Bu etkiler goz 6niinde bulundurularak GnRH
agonistleri i¢cin dnemli bir gelisme kaydedilmis ve yavas salinimli agonistler deri alti
ozmotik ya da silastik implantlar veya kas i¢i depo enjeksiyonlari olarak uygulanmaya
baslanmistir. Bu formiilasyonlar ile 3-12 arasinda sabit dozda GnRH salinmaktadir.
Kopeklerde kullanilmak tizere gelistirilen GnRH’nin uzun siireli salinim formiilii
buserelin-silastic implant ilk olarak 1996’da kopeklerde 10-14 giin boyunca
uygulanmis ve prodstrusun uyarildigi, spontan ovulasyon ve gebelikte basari

saglandig1 goriilmiistiir (Concannon ve ark. 1997).

GnRH agonisti olan Leuprolide intranasal spreyinin (Leupron Depot) dstradiol
17-B ile birlikte kullanimi ile Ostrusii %71,4 oraninda uyardigi, uygulama sirasinda
kopeklerin strese girdigi ve bunun disinda klinik olarak herhangi bir yan etkiye neden
olmadig belirlenmistir (Hatoya ve ark. 2006).
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Rota ve ark. (2003) yapmis olduklari bir ¢alismada kabergolin ve buserelin
kullanarak kopeklerde Ostrusii indiiksiyonunu karsilagtirmiglardir. Bir gruba
kabergolin diger gruba GnRH agonisti olan buserelin acetatin (S-suprefact) sulu
¢ozeltisinden 1,5 pg/kg, sc, 11 giin boyunca ve 3 giinde bir 0,75 pg/kg, sc, olarak
kullanmislardir. Yapilan ¢alismada mevcut klinik kosullar altinda, GnRH agonisti ile
yapilan tedavinin kabergolin uygulamasina gegerli bir alternatif olarak dnerilmedigine.
GnRH agonistinin uygulanma yolunun kabergoline gore zor olduguna ancak

kabergolininde uzun siire kullaniminin bir dezavantaj olusturdugu goriilmiistiir.

Rubion ve ark. (2006) yapmis olduklar1 ¢alismda GnRH agonisti olan 18,5 mg
azagly nafarelin iceren Gonazon® implanti kdpeklerde kullanmiglardir. implant
sonrast klinik Ostrus takibi ve aylik kan alarak kan serum P-progesteron
konsantrasyonlarini 6l¢miislerdir. Ayrica prodstrus tespit edildiginde, ovulasyonun
meydana gelip gelmedigini belirlemek i¢in 6 hafta boyunca kan 6rnekleri almislardir.
Kontrol grubundaki kopekler ostrus gosterirken implant grubundaki higbir kdpegin
ostrus gostermedigini bildirmislerdir. Ostriisiin baskilanmas1 nedeniyle Gonazon®
kullanimini anlamli bulmuslardir. implant uygulanan bolgede herhangi bir yan etkinin
meydana gelmedigini bildirmislerdir. Gonazon® implantin ¢ikarilmasindan sonra,
implantin ¢ikarilmasindan yaklasik 1, 4, 11 ve 13 ay sonra tedavi edilen kopeklerde
ostrus tespit etmislerdir. Ug kdpeginde 6strusii Gonazon®un ¢ikarilmasindan 14 ay
sonra eCG / hCG uygulamasi ile basarili bir sekilde indiiklemislerdir. Gonazon® ile

tedavi edilen kopeklerin ilk dstrus gosterme yaslar ortalama 25,5 (18-31) ay olmustur.

Yapilan bir ¢alismada kopeklere uygulanan azagyl nafarelinin (16 mg) veya
nafarelinin (32 mg) deri alt1 implantlarinin ya da giinliik enjeksiyonlarinin pubertasi
erteledigi ya da Ostrusii baskiladigi goriilmistiir, uygulamadan yaklagik 2-18 hafta
sonra siklik aktivitenin yeniden normale dondiigiinii bildirmistir (Kutzler ve Wood
2006).

Bu uygulamalar disinda gonadotropin saliniminin baskilanmasinda GnRH
karsiti immiinizasyon diger secenekler arasindadir. Kopek veya kedilerde GnRH’y1
notralize eden antikorlar GnRH agis1 ile immiinize edildigi zaman sentezlenmeye
baglar. Boylece GnRH’nin anterio-hipofizdeki reseptorlerine baglanmasi 6nlenerek

gonadotropin sentezi baskilanir (Fiirst ve ark. 1994). Ticari olarak gelistirilen
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GonaCon™ ve Canine Gonadotropin Releasing Factor Immunotherapeutic® kopeklere
uygulanmis ve Ostrus baskilamada ve gebelik sonlandirmada basarili sonuglar
alinmigtir (Munson ve ark. 2001, Chew ve Purswell 2010, Levy ve ark. 2011).

GnRH agonistlerinin pek ¢ogunun temininde, kalitesinde ve etki giiciinde pek
cok problemle karsilasilmistir. Ancak bu GnRH agonistleri i¢inde Deslorelinin
etkinligi kanitlanmistir. Deslorelin; GnRH’nin aminoasit diziliminde 2 aminoasidi
degistirilmis olan D-Trp6-Pro9-des-Gly10 dizilimine sahip bir GnRH analogudur. Ik
kez 2002 yilinda Avusturalya’da erkek kopeklerde kontrasepsiyon amaciyla, daha
sonra ise Yeni Zellanda’da kullanilmistir. Bir¢ok Avrupa birligi iilkesinde 2008
yilindan beri ticari olarak bulunmakta ve kullanilmaktadir (Ponglowhapan 2011).
GnRH analoglarinin avantaj ve dezavantajlar1 asagidaki tabloda sunulmustur (Tablo
1).

Tablo 1: Képeklerde GnRH agonistlerinin avantaj ve dezavantajlari (ACC&D report).

Avantaj Dezavantaj

o o Diside implant yerlestirildikten sonraki
Erkek ve diside fertiliteyi baskilar o o o
iki hafta icerisinde gegici dstrus uyarimi
Diside davranigsal Ostrus bulgular1 Etkinin stirdiiriilebilmesi igin
tamamen ortadan kalkar / erkekte kastre tekrarlayan uygulamalar gerekli
edilmis kopeklerdekine benzer davranig (6zellikle Omiir boyu kontrasepsiyon
bulgular1t mevcuttur taleplerinde)
o ‘ Ticari olarak uygun bir iiriiniin en az 6-
Depo enjeksiyonlari, mikro kiireler ve . ) o
12 ay etkili olmasi beklenir, sahipsiz
implantlar gibi farkli formiilasyonlarda

o hayvanlar i¢in daha uzun etkinlik stiresi
etkilidir

gereklidir
Geri  donlistimludiir;  etki  siiresi Yavas etki etmeye baslamasi (genellikle
bittiginde iireme fonksiyonlar1 devam birka¢ hafta) ve etki siiresinin
eder degiskenligi
) Yan etkiler (kas-iskelet sistemi gelisimi,
Kolay uygulanir ve uygulama yerinde ) _ ‘
genital sistem, kisa siireli davranig

cogunlukla yan etki yaratmaz L .
degisimi, tlly yapist vb.) gozlenebilir
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1.4. Deslorelin Asetat

GnRH analoglarinin dezavantajlar1 zaman iginde en aza indirilmis ve deri alt1
implantlar olarak uygulanabilecek kisa ve uzun siireli etkiye sahip yavas yavas salinan
analoglar gelistirilmistir. Veteriner sahada bu analoglar arasinda en yaygin kullanilan
GnRH analogu olan Deslorelin (Suprelorin®), 2001 yilinda gelistirilmis ve 2002
yilinda Avusturya'da ve Avrupa'da 2008 yilinda ticari olarak kullanilabilir hale
gelmistir (Lucas 2014).

Bir GnRH superagonisti olan Deslorelin (Ovuplant®) ilk olarak kisraklarda
Ostrusii desteklemede; ovulasyonun indiiksiyonu ve zamanlamasinda, subkutan6z kisa
siireli implant olarak kullanimi onaylanmistir. Giiglii bir GnRH agonisti olan
Deslorelinin yavas salman diisiik dozlu, bir implanti olan Suprelorin®nin
formiilasyonu iiretilmistir ve 2002'den beri Avustralya'da ve bir yil sonrasindada Yeni
Zelanda'da erkek kopeklerde tiremenin kontroli igin tescil edilmistir. Deslorelin
implant Avrupa Birligi'nde 2008'den beri piyasada bulunmaktadir. Siklus iizerine
etkisi diginda hiperjenik gonadal eksen {iizerindeki baskilayici etkisi nedeniyle
androjene bagl bozukluklarin (6rn. Iyi huylu prostat hiperplazisi) ve hayvanlarda
agresif davraniglarin kontroliinde Deslorelinin kullanimi tavsiye edilmektedir.
Deslorelin kullanimi giderek kiigiik hayvanlarin ¢ogalmasi ile klinik olarak daha ilgili
hale gelmektedir (Ponglowhapan 2011).

Deslorelin implantlar, kopeklerde ostruslarin yonetimi ve kontroliinde
gelecege yonelik onemli bir alternatiftir. Deslorelin implant, yavas salinan uzun etkili
ticlincii nesil bir GnRH agonistidir. Erkek ve disi kopeklerde rutin olarak klinik
uygulamalarda ve arastirmalarda 15 yildan fazla siiredir kullanilmaktadir. Deslolerin
implant disi kopeklerde pubertas: ertelemede oldukca basarili gériinmesine ragmen,
flaerup etkisine bagli dstrusun baskilanmasina kiyasla 6strusun indiiksiyonunda, daha

etkili oldugu goriilmektedir (Kaya ve Ay 2017).
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1.4.1. Deslorelinin Kimyasal Yapisi ve Formiilasyonu

Deslorelin (CAS Numarasi: 57773-65-6), GnRH hormonun bir nonapeptid
analogudur. Dogal GnRH ile karsilastirildiginda, Deslorelin amino asit bilesiminde 6
ve 9/10 pozisyonlarinda kimyasal modifikasyonlara sahiptir. Deslorelinin amino asit

sekans1 asagidaki gibidir:

5-Okso-L-prolil-L-histidil-L-triptoksil-L-seril-L-tirosil-D-triptofil-L-leusil-L-arginil-
N-etil-L- prolinamid amino asit sekansina sahiptir (Sekil 8) (EMEA Summary report
2002).

pyroGlu! — His? — Trp® —Ser* —Tyr® -D —Trp® —Leu’ —Arg® — Pro® —
NHethylamide Kisaltilmis dizilim

[D-Trp®, Pro®-NEt]JGnRH

Sekil 8: Deslorelinin amino asit dizilimi (Silvestre 2003).

GnRH agonistleri i¢in bu yap: tipiktir. Peptitin 6. konumundaki glisin,
Deslorelin durumunda D-triptofan gibi bir D-amino asit ile ikame edilmistir. Bu
ozellik dolasimdaki Deslorelin'in yart dmriinii artirarak avantajli hale getirmistir.
Bagka bir karakteristik degisim ise, GnRH-agonistinin (yani Deslorelin) reseptoriine
afinitesini arttiran amino terminalindeki glisinin ¢ikarilmasidir (Karten ve Rivier

1986).

GnRH’nin baglanmasindan once reseptorlerin igsellestirilmesi ile mikro
agregasyon gercekleserek in vitro olarak kalsiyum 6nceligi olmadan azalir (Hazum ve
ark. 1980). Hiicre dist bosluktan kalmodulini (bir kalsiyum baglayici protein) aktive
eden hiicrelere ilk olarak hizli bir sekilde Ca++ iyonlar1 akis1 aktarilir. Ikinci olarak,
protein kinaz C (PKC), diyasilgliseroller gibi membrana bagl lipitin uyarilmasi
yoluyla aktive edilir. Bu aktivasyon ile kalmodulin ve PKC aktivasyonu saglanip,
bununla gonadotropinlerin kendi baslarina salinma yetenegi kazanmalarini tesvik
etmektir. Diasilgliseroller ayrica PKC'yi uyarmanin yani sira Ca ++ kalmodiilinin
etkisini de arttirir, boylece gonadotropinlerin relaps oranini sinerjik olarak artirir

(Conn 1986).
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GnRH gibi, GnRH analoglart da FSH ve LH gibi hipofiz gonadotropinlerinin
salinimini kontrol eder. C-terminal glisinin dogal GnRH i¢inde uzaklastirilmasi ve 6-
pozisyon L-glisinin D-konfigiirasyonunun bir amino asidi ile ikame edilmesinin,
analogun arttirllmig biyolojik aktivitesinden sorumlu oldugunu aciklar (EMEA

Summary report 2002).

Suprelorin, 4.7 mg Deslorelin (Deslorelin asetat olarak) igeren 2.3 mm ¢apinda
ve 12 mm uzunlugunda silindirik sekilli bir implanttan olusur. Implant, képeklere
subkutan uygulama i¢in amaclanan toplam 50 mg agirligindaki kati, opak, beyaz ila
soluk sar1 bir silindirdir. Suprelorin, aktif madde olarak 5.85 mg / Deslorelin asetat
%85.5 implant icerir. Yardimec1 maddeler hidrojene palmiye yagi, lesitin ve sodyum

asetat susuzdur (European Medicines Agency,2010).
1.4.2. Deslorelinin Etki Mekanizmasi

Dogal GnRH'den 7 kat daha giiclii sentetik bir GnRH agonisti olan Deslorelin,
hipotalamustan fizyolojik pulsatil GnRH salinimini taklit etmek i¢in uygulanir. Siirekli
veya uzun siire etkili GnRH agonistlerinin kullanilmasi, GnRH reseptorlerinde
duyarsizlasmaya neden olur ve bu da reseptorlerin down-regiilasyonuna ve azalmasina

yol acar (Gobello 2007, Fontaine ve Fontbonne 2011).

GnRH reseptorlerini arttirarak, kendisine karsi duyarlilik olusturarak pubertasi
etkiler ve FSH ve LH salimimini tetikler (Spratt ve Crowley 1988). Daha diistik dozlar
GnRH salinimin1 6n plana ¢ikartirken, daha yiiksek dozlar her iki hormonun salinimini

arttirir. FSH tepkisi benzerdir ancak LH'den daha diistiktiir (Hoff ve ark. 1979).

Tek bir doz olarak uygulandiginda, GnRH analoglar1 LH ve FSH salinimim
uyarir. Bu etkinin en duyarli ve ilgili farmakodinamik yanit oldugu varsayilmaktadir.
Buna karsilik, ¢oklu dozlar veya siirekli diisiik seviyedeki dozlamalar, doza bagl bir
sekilde LH ve FSH sentezinin ve salgilanmasiin inhibisyonuna neden olabilir. Bu
inhibisyonun gonadotropin salinimindan sorumlu reseptorlerin
duyarsizlastirilmasindan, hipofiz reseptér baglanma kapasitesinin kaybindan ve
hipofiz gonadotropinlerin dozuna ve zamana bagli tiikenmesinden kaynaklandig

diistiniilmektedir. Bu etkiler, jinekolojik, endokrin kosullarda ve insanlarda onkolojide
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GnRH analoglarinin tibbi uygulamalarinin farmakolojik temelini saglar (EMEA

Summary report 2002).

Down-regiilasyon GnRH reseptor komplekslerine, azaltilmis sayida membran
reseptoriine yanit olarak kabul edilirken, desensitizasyon ise GnRH’nin bir salgilama
sinyali (yani gonadotropin salimi) nedeniyle reseptoriinden ayrilmasi olayidir
(Vickery ve Nestor 1987). Duyarsizlastirma sonucunda GnRH fizyolojik pulsatil
salinim1 ortadan kaldirilir ve gonadotropin ve gonadal hormon salgilanmasi dnlenir
(Gobello 2007, Fontaine ve Fontbonne 2011). Flare-up etkisi, GnRH analoglarinin
uygulanmasini takip eden donemde dogal GnRH salintmini taklit etmesi nedeniyle
FSH ve LH saliniminda bir artisa yol agar. Bu uygulama sonrasinda Ostrus ve

ovulasyonu uyarabilir ve gonadal supresyon 7-14 giin gecikebilir (Lucas 2014).

Uretici firma implantlarm biyo uyumlu oldugunu ve zamanla tamamen
emilecegini ve bu nedenle implantin ¢ikarilmasina gerek olmadigini belirtmektedir
ancak uygulamadan sonra implantin ¢ikarilmasi sorunu hala tartismalidir (Kutzler ve
ark. 2009). Yine de implantlarin tedavi sonrasi ¢ikartilmasi diisiiniiliiyorsa, implanti
cikarilabilecegi bir yere yerlestirmek daha kolay olacaktir. Genel olarak, implant
uygulama alanlar iki kiirek kemigi, vestibiiler mukoza, gobek ve arka bacaklarin igi

arasinda gosterilir (Kaya ve Ay 2017).

Deslorelin baslangicta erkek kopeklerde kullanilmak tizere gelistirilse de daha
sonra disi kopeklerde de kullanilmistir. Disi kdpeklerde kullanim alanlar1 agsagidaki
gibi 6zetlenebilir: pubertasin ertelenmesi, ostrus siklusnun kontroli, kisirlastirmadan
sonra gozlenen {iriner inkontinansin tedavisi, saldirganligin azaltilmasi ve gegici
sterilite  saglanmasi. Ayrica, meme tiimorlerinde metastazdan korunmada

kullanilabilecegi bildirilmektedir (Romagnoli ve ark. 2009, Marino ve ark. 2014).

1.4.3. Deslorelinin Prepubertal Donemdeki Kopeklerde Kullanimi

Prepubertal donemdeki kopeklerde kontrasepsiyon amaciyla ovaryohisterektomi
uygulanir. Ancak, bu donemde yapilan ovaryohisterektomi sonrasinda epifiz

plakalarinin ge¢ kapanmasi, idrar kagirma, perivulvar dermatit ve juvenil vajinit gibi
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kalict sorunlara neden olur. Bu nedenle, bu tip yan etkilerden kaginmak i¢in, puberte

oncesi kopeklerde Deslorelin etkinligi arastirtlmistir (Schéfer-Somi ve ark. 2014).

Arastirmacilar Deslorelin implantin pubertasi 6nlemek amaciyla en ge¢ 4-5
aylik olana kadar uygulanmasi gerektigi konusunda hemfikirlerdir, ¢linkii daha sonra
yapilacak uygulamalar pubertasi uyarmaya neden olabilir (Trigg ve ark. 2006, Palm
ve Reichler 2012, Kaya ve ark. 2013). Yapilan bir ¢alismada prepubertal kopeklerde
ortalama dort aylik bir donemde yapilan Deslorelin implant uygulamalarinin (4.7 ve
9.4 mg) bir “flare-up” cevabi olusturmadigi ve kisa siireli uygulamalarinda herhangi
bir klinik yan etki olmadan giivenle kullanilabilecegi bildirilmistir. Arastirmacilar,
GnRH agonistlerinin, evcil karnivorlarda ovaryum aktivitesinin geri doniigimlii
kontrolii i¢in umut verici bir alternatif gibi goriinse de hormonal degisimleri ve
ozellikle sonraki pre-pubertal asamalarda kdpeklerin gelisimi ve sagligi iizerindeki
uzun vadeli etkileri anlamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyac oldugu ifade etmislerdir
(Kaya ve ark. 2013). Kopeklerin uterusunda pubertas oncesi kisspeptin reseptor
ekspresyonu daha once aragtirllmamis; sadece bir calisma gebe kopek uterus ve
trofoblast hiicrelerinde kisspeptin ve reseptoriiniin ekspresyonu ile ilgili sonuglar

verilmistir (Schafer-Somi ve ark. 2017).

Deslorelinin  prebupertal donemdeki kopeklerde kullaniminda pubertas
yaklasik 8 ila 24 ay ertelenebilmektedir. Trigg ve ark. (2006) 7 aylik yavrulara implant
uygulandiginda bir ay sonra Ostrus bulgularinin ortaya ¢iktig1 ve 4 aylik disi yavrulara

Deslorelin implant uygulandiginda pubertasin ertelendigini bildirilmistir.

Marino ve ark. (2014) prepubertal kopeklere 4,5 ayliktan sonra her 4,5 ayda bir
implant uygulandiginda ve 18 aylik gozlem siiresinin sonuna kadar ostrus tespit
etmemistir. Ayrica kopeklerde 4,7 mg Deslorelinin pubertasi etkili bir sekilde
ertelemede ciddi bir yan etkisi olmadan kontraseptif olarak kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Diger arastirmacilar bu bulgulara ek olarak, pubertasin ortalama 4.2-
4.3 aylik prepubertal disi kopeklere tek bir uygulama ile 13 ila 24 ay arasinda
ertelendigini bildirmistir (Fontaine ve ark. 2011).

Kaya ve ark. (2015) prebubertal disi kopeklere 4.7 mg ve 9.4 mg Deslorelin
uygulayarak kopeklerin agirligini, cidago yiiksekligini, epifiz plaklarinda kapanma
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stiresini ve dig genital gelisimi izlemislerdir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda, her iki
Deslorelin dozunun pubertasi baskiladigi, kopeklerin agirligini etkilemedigi, boyu ve
dis genital organ gelisimini bozmadigi, ancak epifiz kapanma siiresinin uygulama
gruplarinda 6nemli 6l¢iide daha uzun oldugunu belirlemislerdir. Ayni calismada,
prepubertal disi kopeklere (4.7 ve 9.4 mg) vajinal sitolojik ve hormonal degisime
neden olmayan implantin ortalama 4 aylik bir yas grubundaki kopeklere uygulandigini

bildirilmislerdir.

Yapilan giincel bir calismada ge¢ pre-pubertal donemdeki disi kdpeklere
uygulanan Deslorelin implantin, E2'de giiglii bir artisla birlikte 6strusu indiikledigi,
ancak bazi1 kopeklerde sadece hormonal degisimlerle iligkili olarak vajinal sitolojide
degisikliklerin oldugu bildirilmistir (Kaya ve ark.2019).

Kaya ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada 15 saglikli prepubertal
disi kopege Deslorelin implant uygulamislar. Implant yerlestirilen kdpeklerin yalnizca
1/3°ii (n=5) Ostriis gdstermistir. Ostrusa giren disi kopeklerde beklenen sitolojik
degisikliklere ek olarak, ostriis gostermeyen disi kopeklerde de (n=10) intermediyer

ve siiperfisiyal hiicre indeksinde kademeli bir artigin oldugunu gézlemlemislerdir.

Yukarida bahsedilen literatiir kaynaklar esliginde, prepubertal disi kopeklerde
pubertasi geciktirmek i¢in tek bir uygulama (8 ila 24 ay arasinda) Deslorelin implant
kullanimimin 7 ayliktan erken yaslarda ve hatta 4-5 ay arasinda yapilabilecegini
gostermektedir ve onemli klinik bozukluklara neden olmadan etkili ve giivenli bir
sekilde uzama, ancak epifiz plak kapanmasinda gecikmelere neden olmaktadir (Kaya

ve Ay 2017).

1.4.4. Deslorelinin Kopeklerde Ostrusun Baskilanmasi veya Ertelenmesinde

Kullanimi

Yetiskin kopeklerde Deslorelin implant kullanilarak dstruslar farkli siirelerde (2-27 ay)
baskilanabilir (Sung ve ark. 2006, Trigg ve ark. 2006, Maenhoudt ve ark. 2012).
Yetiskin disi kdpeklerde GnRH analoglar ile seksual siklus ertelenmesindeki en
biiyiik sorun Flare-up etkisidir. Deslorelin uygulamasinin basarisi flare-up insidansi
ile degisebilir. Andstrus doneminde kopeklere yapilan uygulamalarda Gstruslerin

%100 oraninda uyarildig1 goriilmiistiir. Ancak Trigg ve ark. (2001) ile Romagnoli ve
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ark. (2009) yapmis olduklari ¢alismalarda didstrus déoneminde yapilan uygulamalarda
ve Ozellikle progesteronun (P4)>5 ng/ml seviyesinde oldugu siire igerisinde
kopeklerde Ostrus belirtilerini gormemislerdir. Bu iki yazarin aksine Fontaine ve
Fontbone (2010), P4 degeri >60 ng/ml olsa bile, implantlarin Gstrusii uyardigini

bildirmislerdir.

Bir ¢alismada, sadece bir kopekte (%20, 1/5) o6strusiin bastirildigini,
digerlerinde (%80; 4/5) kliniklerin prodstrus oldugunu ve dstrus bulgulariin klinik,
vajinal sitoloji ve hormonal yonden uyarildigini belirttiler ve P4 andstrus donemindeki
kopeklerde tedavi flare-up’1 bastirmamastir (Sung ve ark. 2006). Baska bir ¢alismada
benzer bir yontem kullanarak flare-up’t onlemediginin ancak %90 oraninda

bastirdigini ve dstrusii 26-51 giin erteledigini bildirmistir (Corrada ve ark. 2006).

Jurczak ve Janowski (2018) yapmis olduklari c¢aligmada; preovulasyon
donemde Deslorelin implant uygulanan (n=10) ve spontan Ostriis gdsteren (n=10)
kopeklerin ovaryum arterinin kan akimini izlemislerdir. Calismanin bulgulari,
Deslorelin ile indiiklenen sikluslarda, geg¢ folikiiler faz sirasinda birkag giin i¢inde
Olgiilen artan kan akisi ovulasyonun yaklastigin1 gosterirken, yiiksek kan akisi ise
ovulasyonun yeni gergeklestigini gostermistir. Spontan dstruslarda ise benzer sekilde,
sol veya sag ovaryum arterinde gerceklestirilen Power Doppler ultrasonografik
muayenede, ovulasyon 6ncesi donemi saptamak i¢in yalnizca tamamlayici bir arag
olabilirken, ancak tam ovulasyon zamanini tahmin etmek i¢in yeterli olmayacagini

bulgulamislardir.

Jurczak ve ark. (2020) yapmis olduklari pilot ¢alismada; Deslorelin ile bir 33-
hidroksisteroiddehidrojenaz engelleyici kombinasyonu ile ovaryum fonksiyonun
baskilanmasini aragtirmiglardir. Calismada Deslorelin implant sonras1 flare up ne
derecede baskilanabilecegi ve ortaya ¢ikabilecek yan etkileri amaglamiglardir. Mevcut
pilot ¢alisma, bu etkilerin 3B-hidroksisteroid-dehidrojenaz (HSD3B) bloker trilostan
(T) 1le es zamanl tedavi ile ne Sl¢giide bastirilabilecegini test etmek i¢in tasarlanmistir.
T ile 6 saatlik araliklarla yapilan tedavide, adrenal kortizol iiretimini tamamen bloke
edilmistir. Bununla birlikte, LH artigina paralel olarak ve es zamanli, progesteron ve
Ostradiol seviyeleri artti ve li¢ kOpegin ikisinde proostrus donemindeki steroid

seviyelerine ulasilmistir. Hormonal degisiklikler ilgili klinik semptomlar ile
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bulgulanmistir. Tiim gézlem periyodu boyunca, LH konsantrasyonlarinin seyri, 4.7 mg
Deslorelin ile tedavinin bir sonucu olarak hipofiz fonksiyonunun down-regiilasyonunu
gostermemistir. LH verilerine dayanarak, 30 giinliik tiim gozlem siiresi boyunca 6n

hipofiz fonksiyonunun down-regiilasyonu gézlenmedigini bulgulamislardir.

Borges ve ark. (2015) yapmis olduklar1 retrospektif calismada, 4.7 mg
Deslorelin implant ile tedavi edilen 17 irktan 39 disi kopegin implant sonras1 uyarilmis
ve spontan ostruslar ile ilgili veriler toplamiglardir. Bu verileri ovulasyon orani,
gebelik oran1 ve bir batinda dogan yavru sayist olusturmustur. Yapilan ¢alismada 4.7
mg Deslorelin implanti kopekleri gruplara ayirarak uzun siire, kisa siire, re-
implantasyon ve spontan Ostruslara gore gruplandirilmistir. Genel olarak, 4.7 mg
Deslorelin implanti ile yapilan tedavilerin uzunlugu (kisa ve uzun tedaviler) disilerin
sonraki fertilitede ovulasyonun, genel gebelik orani, tedavi sonrasi ilk spontan
kizginliktaki gebelik oran1 veya bir batinda dogan yavru sayis1 agisindan etkilemedigi
goriilmiistiir. Bu bulgulara gére Deslorelin implant ile yapilan tedaviler fertiliteyi
olumsuz yonde etkilemediginden Deslorelin implantin fertilite {izerine yan etkisinin

daha az olabilecegini ortaya koymustur.

1.4.5. Deslorelinin Yan Etkileri

Deslorelin ¢ok sayida arastirmaci tarafindan giivenli ve etkili bir yontem olarak
sunulmustur. Ancak veteriner hekimligi alaninda sadece birka¢ eser bulunmaktadir.
Ovaryum kistleri, uzamis Ostrus, uterus patolojisi, idrar kagirma, folikiiler
anormallikler, juvenil vajiniti, laktasyon stimiilasyonu, kusma, sistit ve alerjik
reaksiyonlar gibi ¢esitli yan etkilerle karsilasilabilir (Romagnoli ve ark. 2009, Arlt ve
ark. 2011, Palm ve Reichler 2012, Kaya ve ark. 2015).

Genel olarak, kopeklere implantin yerlestirilmesinden sonra klinik veya
sistemik bir degisiklik goriillmemektedir. Romagnoli ve ark. (2009) yapmis olduklari
caligmasinda bir kopekte %20, 1/5 oraninda olusan pyometra'nin flare-up etkisi ile

tetiklenebilecegini diisiiniilmektedir.

Arastirmacilar yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda tedaviye gerek kalmadan

kendiliginden iyilesen juvenil vajinit vakalariyla karsilasmislardir (Marino 2014).
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Kaya ve ark. (2015) kontrol grubundaki kopeklerde benzer bir gelisme tespit etmis ve

bunun tekrarlayan vajinal uygulamalardan kaynaklanabilecegini belirtmistir.

Arlt ve ark. (2011) 7 yasindaki bir kopege 4.6 mg Deslorelin implant
yerlestirildikten ii¢ ay sonra folikiiler kist olusumu ve bununla iligkili uzamis 6strus
gelistigini bildirmislerdir. Kaya ve ark. (2015) rutin bir overiohisterektomi sirasinda
9.4 mg Deslorelin implant uygulanan bir prepubertal kopekte kistik folikiiler
dejenerasyonla karsilastiklarini bildirmislerdir (% 20, 1/5).

Brandli ve ark. (2021) yapmis olduklari retrospektif calismada 4,5 yas altinda
ilk kez Deslorelin ile tedavi edilen 32 disi kopekte tekrarlayan Deslorelin uygulamasi
sonrast yan etkilerin degerlendirilmesini amaglamislardir. Yapilan calismada
Deslorelin implant siirekli gonadal supresyon elde etmek igin birkag kez
tekrarlanmistir. Bes kopekte implant sonrasi higbir yan etki gézlenmezken alt1 kopekte
ciddi yan etkiler meydana geldigi i¢in tedavinin kesilmesine karar vermislerdir. Ciddi
yan etki goriilen 6 kdpekten; ovaryum tiimorleri 3 kopekte, mukometra 1 kopekte ve
tiriner inkontinensiya 1 kopekte gézlendigi icin histrektomi operasyonu yapmislardir.
Bagka bir kopekte ise toplamda 3 uygulama ardindan Ostriisiin indiiklenmesi her
implantin uygulanmasindan sonra yeniden meydana gelmesi nedeniyle tedavi
sonlandirilmis ve son implant ¢ikarilmistir. 21 kopekte, kiiciik, kendi kendini
sinirlayan yan etkiler gdzlemislerdir. Diger yan etkileri ise viicut agirliginda artislar ve
azalislar, uterus hastaliklari, kalic1 strus, Ostriisiin uyarilmasi, yalanci gebelik, deri

degisiklikleri olarak 6zetlemislerdir.

Bu verilerin genele yayilarak yorumlanmasindan kaginilmalidir. Kontrollii bir
calisma yapilmadigindan ve sadece 32 disi kopekte Deslorelin ile tekrar tekrar tedavi
edildiginden, Ozellikle giivenilirlik ve aym1 zamanda etkinlik kesin olarak
degerlendirilmesi miimkiin degildir. Calismada bildirilen yan etkiler ile Deslorelin
tedavisi arasinda olast bir neden aramak ig¢in, Ornegin ovaryum timori, uterus
hastaliklar1, iiriner inkontinensiya ve meme tiimdrleri gibi patolojilerin sikliklari,
tedavi edilmemis saghkli ve kisirlastirilmis disi kopekler dahil olmak iizere iki
eslestirilmis kontrol grubunda yas ve kopegin cinside goz Oniline alinarak
degerlendirilmelidir. Bir kdpekte Deslorelin kullanilmadan 6nce kapsamli bir klinik

muayene yapilmali ve olasi gebelik ve/veya tireme patolojileri ekarte edilmelidir. Olas1
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yan etkilerin erken teshisini ve tedavisini dogrulamak igin, kopegin tedaviye her
sunuldugunda diizenli saglik kontrolleri yapilmalidir. Ayrica, hayvan sahipleri,
endikasyon dis1 kullanim ve olas1 yan etkilerin klinik belirtileri hakkinda tam olarak

bilgilendirilmesini 6nermetedirler (Brindli ve ark. 2021).

Borges ve ark. (2015) kdpeklere 4.7 mg deslorein implant uygulayarak yapmis
olduklar1 caligmanin bulgularin1 Deslorelin implant ile yapilan tedavi sonrasinda

goriilen Ostruslarda fertilizasyonu olumsuz yonde etkilemedigi goriilmiistiir.
1.5. Kisspeptin

Kisspeptin, KISS1 geninin tiriinlerini i¢eren bir peptit ailesi grubunda yer almaktadir.
Kesfedilmesi 20 y1l Oncesine dayanmaktadir. GnRH noéronlarint uyarmas: ile
memelilerde reprodiiktif ekseninin aktivasyonunu kontrol eden ana faktor olarak kabul
edilmektedir. Kisspetinin GnRH néronlarina GPR54 reseptorii araciligr ile etki etmesi
ile reprodiiksiyon iizerindeki etkinligi kanitlanmistir. Kisspeptin pubertasin baslamasi
ile reprodiiktif ekseninin aktivasyonununda rol oynar, yetiskinlerde reprodiiktif
eksenin aktivitesini kontrol altinda tutar ve baz tiirlerde ovulasyonun tetiklenmesinde
etkilidir (Duittoz ve ark. 2021).

Kisspeptin ilk olarak bir insan malign melanom hiicre dizisinden anti-metastaz
etkisi nedeniyle bir metastaz baskilayict gen olarak izole edildi ve metastin olarak
adlandirildr (Lee ve ark. 1996). Ikinci bir arastirma grubu, kisspeptinlere ait oldugu
icin KISS1 peptidini adlandirmistir. KISS1 geni 54 amino asit yapisina sahip olan
karboksi-terminal olarak amidlenmis bir peptidi kodlar ve endojen reseptor ligandi
olmayan G- protein-bagli reseptoriin (GPCR) endojen ligandidir, ayrica AXOR 12,
GPR54 veya KISS1R olarak da adlandirilir (Lee ve ark. 1999, Kotani ve ark. 2001).
Kisspeptin, C-terminal eksen iizerinde kisa olgun peptitlere boliinebilen 145 amino
asit ¢ekirdek dizisi ile (54, 14, 13 ve 10) bir 6n-hormon iireten KISS1 geni tarafindan
kodlanir (Pinilla ve ark. 2012). Memeli modellerinde ve insan hiicrelerinde kisspeptini
belirtmek igin cesitli terimler kullanilmistir. Bu nedenle, Insan Genom Organizasyonu
Gen Isimlendirme Komitesi memeli tiirlerde Kisspeptinin genleri ve protein iiriinlerini
isimlendirmede KISS1 olarak isimlendirerek, gen {irlinlerine topluca Kisspeptinler

tanilamasin1 yapmustir (Sekil 9). Kispeptin reseptorii, insan plasentasindan G-proteine
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bagli GPR54 (kisspeptin reseptorii= KISS1R) i¢in bir ligand olarak 2001 yilinda izole
edilerek insan ve insan olmayan tiirlerde GPR54 olarak tanimlanmistir (Kotani ve ark.
2001, Gottsch ve ark. 2009).
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Sekil 9: Kisspeptinlerin onciisii olan prepro-kisspeptinin sematik gosterimi (Pinilla ve ark. 2012): KISS-
54 (Kp54, KISS1), KISS-14 (Kp14), KISS-13 (Kp13) ve KISS-10 (Kpl10). Kisspeptinler, Arg-Phe-NH2
(RF-amid) peptid siiper ailesine aittir ve KISS1R'ye (GPR54) baglanmak igin gerekli olan C
terminalinde RF-amid veya RY-amid motifine sahiptir (Findeisen ve ark. 2011). (Sekil Pinilla ve ark.

(2012) literatiirden uyarlanmigtir).

Kisspeptin  hiicrelerinin  GnRH néronlarinin  steroid negatif-feedback
kontroliinde kilit rol oynadig1 ve bu hiicrelerde gonadal seks steroidleri i¢in hiicresel
reseptorlerin yiiksek derecede ortak lokalizasyonunun oldugu goriilmiistiir. Aragtirilip
incelenen tiim tiirlerde hem ARC hem de RP3V/preoptik kisspeptin hiicrelerinin ¢ogu,
Ostrojen reseptoriinii (ER-alfa) (Ostradioliin GnRH sekresyonu iizerindeki negatif-
feedback eylemlerinin sorumlu izoformu), progesteron reseptoriinii (PR) ve androjen
reseptoriinii (AR) birlikte lokalize etmektedir (Wintermantel ve ark. 2006, Lehman ve
ark. 2010).

KISSI'in gonadotropin salgilayan hormon (GnRH) salgilanmasinin
kontroliinde temel bir role sahip oldugu yapilan bir¢ok ¢aligmada kanitlanmistir.
KISS1 néronlari, KISS1't GnRH sekresyonunun metabolik (leptin) ve gonadal (ERa)

diizenlemesinin gecidine yerlestiren leptin ve Ostrojen reseptorii a (ERa) icin uygun
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reseptorlere sahiptir. Yakin zamanlarda, KISS1'in periferik reprodiiktif dokular
tizerinde etkili oldugu kanitlanmis, KISS1 ve KISS1R genlerinin folikiillerde
(graniiloza, teka, oosit), trofoblast ve uterusta ekspresyonu belirlenmistir. KISS1 ve
KISS1R proteinleri ayni dokularda bulunmustur. KISSI1'in folikiil ve oosit
olgunlagmasinda, trofoblast gelisiminde ve implantasyon ve plasentasyonda otokrin
ve parakrin etkilerinin oldugu goriilmektedir (D’occhio ve ark. 2020).

Yapilan bazi c¢alismalarda, KISS1’in vitro oosit olgunlagsmasi ve blastosist
gelisiminde de ektisinin oldugu goriilmistir. KISS1 arastirmasinin bir sonraki
asamasi, embriyonun hayatta kalmasi ve gebelik tizerindeki potansiyel faydalari
arastirtlmasi olacaktir. Bu c¢alismalar muhtemelen proostrus siirecini, erken dénem
embriyo gelisimi, trofoblast hiicrelerine baglanma ve implantasyon siireci ve gebelik
donemindeki daha uzun siireli KISS1 tedavilerini kapsayacaktir. KISS1'in {ireme
dokularindaki dogrudan etkisinin daha derin bir sekilde anlagilmasi ile embriyonun
hayatta kalmasindaki siiregte bir sonraki adimda yapilabilecek degisikliklere ve
yardimci iireme teknolojisinin verimliliginin iyilestirilmesine biiyiik katki saglayacagi
distintilmektedir. Kispeptin, GnRH’nin salgilanmasini etkilemek i¢in beyinde hareket
eder ve artik periferik reprodiiktif dokularinda oldugu ovaryum fonksiyonunu,
embriyo gelisimini, implantasyonu ve gebeligi dogrudan etkiledigine dair giicli

kanitlar vardir (D’occhio ve ark. 2020).

Kisspeptinler, beyinden gonadotropin salgisi ile gonadal hormonlar tarafindan
sekstiel farklilagmasi, pubertasin zamanlamasi, cinsel olgunluk ve tiremenin kontrolii
dahil olmak iizere, reprodiiktif ekseninin olgunlasmasinda ve islevinde Oonemli
diizenleyiciler olarak kabul edilmektedir. Kisspeptinlerin  reprodiiksiyonun
vazgecilmez unsurlart oldugu, fizyolojik rollerininde Gtesinde  potansiyel
patofizyolojik ve terapotik sorunlar da olusturabilecekleri diisiiniilmektedir (Roa ve
ark. 2011).

1.5.1. Hipotalamik Kisspeptin ve Kisspeptin Reseptorleri

Kisspeptin hiicre govdelerinin iki ana grubu vardir: arkuat g¢ekirdek (ARC) ve
kemirgenlerin tiglincli ventrikiiliiniin rostral periventrikiiler alaninda olan (RP3V)

ayrica kemirgen olmayanlarin preoptik alaninda daha kii¢iik bir hiicre néron dizisine
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sahiptir. Her iki noéron grubu da KISSR igeren GnRH hiicre govdelerine baglanmis
olup ve ARC hiicreleri kisspeptin ndron popiilasyonunu medyan eminenste GnRH
aksonlarina yansitir. ARC kisspeptin noronlari, ndrokinin B ve dynorphin igerirken,
RP3V kemirgenlerde degisken bir yiizde oran ile galanin ve/veya dopamin
icermektedir. Norokinin-B ve Dynorphin'in GnRH pulslarinin kontroliinde ve steroid
negatif-feedback kontroliine katki sagladigi varsayilirken, galanin ve dopaminin
rostral kisspeptin noronlarindaki rolii tam olarak agiklanamamistir. Kisspeptin
noronlari, ndron aglar1 ve KISSR, hipotalamus disinda diger alanlarda yaygin olarak
bulunur, ancak bu bolgelerdeki fizyolojik rol(ler)i heniiz belirlenmemistir. (Lehman
ve ark. 2013).

KISS1 néronlarinin beyindeki lokalizasyonu rodentler, primatlar ve giftlik
hayvanlar1 i¢in detayli bir sekilde gozden gecirilmistir (Gottsch ve ark. 2006,
Goodman ve Lehman 2012, Plant 2020). Kisspeptinin incelenen tiirler arasinda,
diensefalonda tanimlanmis olan; arkuat ¢ekirdek (ARC) hiicreleri ve preoptik alan
hiicreleri (POA) olmak {izere iki ana Kisspeptin hiicresi popiilasyonu vardir. KISS1
noronlart ARC, anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek (AVPV) ve preoptik alanda
(POA) yogunlasmistir (Smith 2008, Hu ve ark. 2015). KISS1 néron hiicre govdelerinin
yogunlagtigir yerde tiirlere gore farkliliklarin oldugu gorilmiistir (Goodman ve
Lehman 2012). Arkuat ¢ekirdek (ARC) hiicre popiilasyonu, memeli hipotalamusunda
goriilen en biiyiik kisspeptin hiicre grubunu olusturarak memeli tiirlerde en fazla sayida

hiicreyi icermektedir (Lehman ve ark. 2010).

KISS1’in yapilan mRNA (mesajci1 riboniikleik asit) ekspresyonu disi farelerde
amigdalada bulunmus ve pubertas ile iliskili oldugu anlasilmistir. KISS1 néronlarinin
aksonal uzantilarinda, hipotalamustaki GnRH néron hiicre govdelerinin ve medyan
eminensteki c¢evresinde GnRH néron aksonlarinin yakininda sinaptik terminallere
sahiptir. KISS1, sinaptik terminallerde salinarak GnRH néronlarindan KISSR'lerine
baglanir (Rennekleiv ve Kelly 2013).

KISS1 geni tarafindan kodlanan kisspeptinin ndronal popiilasyonlari esas
olarak hipotalamusa dagilmistir. KISSR'ler, hipokampus, amigdala ve habenula gibi
hipotalamik ve non-hipotalamik bolgeler de dahil olmak iizere beyinde genis alana

dagilmistir (Sivalingam ve Parhar 2022). KISS1/KISSR’i g¢esitli sinyal yollarina
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baglanarak aktive edebilir. KISSR’ii fosfolipaz C (PLC) yolunun aktivasyonu ve
protein kinaz C'nin aktivasyonu ile sonuglanan, inositol-(1,4,5)-trifosfat (IP3) ile hiicre
ici Caz+ mobilizasyonunun birikmesine yol acarak G proteinine (Gq/11a) baglanir
(Liu ve ark. 2008). KISS1/KISSR’i ayrica mitojenle aktive olan protein kinazlar
(MAPK) ile o6zellikle ERKY?, p38 ve fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)’m ilgili
yollarin1 da aktive edebilmektedir (Castano ve ark. 2009). KISS/KISSR sinirsel
uyariminda, belirli bir fonksiyonun aktivasyonunun hiicre tipine bagli oldugunu ve
buda kisspeptinin fonksiyonel roliiniin daha iyi anlasilmasini saglayacaktir (Pasquier
ve ark. 2014).

Memelilerde KISS1'in ortolog genleri, yiiksek oranda korunmus C-terminaline
ait 10 amino asit sinyal dizileri ile belirlenmistir. Memelilerde (insanlar, primatlar,
kemirgenler ve primat olmayanlar dahil) sadece KISS1 geni bulunmustur (Osugi ve
ark. 2013). 2003 yilinin sonlarinda, KISS1R'nin regiile edilmemis veya ekspresyon
kaybinin, iiremenin néroendokrin kontroliinde, 6zellikle pubertas ve hipogonadotropik
hipogonadizmin baslangicinda beklenmedik roliinii sunan iki rapor yayimlanmistir
(De Roux ve ark. 2003, Seminara ve ark. 2003). Yaymlanan bir¢ok c¢alismanin
ardindan, 6zellikle ¢esitli memeli tiirlerinde gonadotroplarin salinimini saglamada
hipotalamik kisspeptinin roliinii dogrulamak i¢in farkli kisspeptin peptit fragmanlar
(Kiss1-10, Kiss1-13 ve Kiss1-54) kullanilmigtir (Gottsch ve ark. 2004, Navarro ve ark.
2005). GnRH noronlarinda eksprese edilen KISSR'ler yoluyla ARC'de ndronal
popiilasyon i¢eren memeli KISS1, folikiiler gelisimi ve gamet olgunlagmasini kontrol
eden pulsatil GnRH salinimini diizenlemektedir (Irwig ve ark. 2004). Bununla birlite,
ARC ve AVPV'deki seks steroidine bagil kisspeptin hiicre popiilasyonu, LH salgisini
ve gonadal fonksiyonlarim1 diizenleyen GnRH saliniminin pulsatif olusumunda rol

oynamaktadir (Matsuda ve ark. 2019).

KISS1R geninin mutasyonu ile insanlarda pubertasa giriste bozukluklar ve
hipogonadotropik hipogonadizm ile iligkilendiren iki bagimsiz yaymin ardindan
tireme noroendokrinolojisi alaninda Kisspeptinler 2003 yil1 itibari ile 6nemli arastirma
konular1 arasinda olmustur (De Roux ve ark. 2003, Seminara ve ark. 2003). KISS1
reseptor geninde (KISS1R) meydana gelen dogal mutasyonlarin daha sonra idiyopatik

hipotalamik hipogonadizm ve diizensiz pubertas ile iliskili oldugu anlagilmistir. Bu
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durum KISS1'in Gremedeki roliine ilgi duyulmasina yol agmistir (D’occhio ve ark.
2020).

Bu nedenle, Kisspeptinin cinsel gelisimdeki ve pubertasin baslangicini
belirlemedeki rolii memelilerde ¢ok ©Onemli goriinmektedir. KISS/R’ii, omurgali
tirlerin sosyal davraniglarda, duygularda ve metabolizmalarinda bir role sahip

olabilabilecegi diisiiniilmektedir (Sivalingam ve Parhar 2022).

1.5.2. Gonadotropin Sekresyonunun Kontrol Mekanizmasinda Kisspeptinin Rolii

Memeli tiirlerinde hipotalamik kisspeptin néronlarinin, pubertas tizerine ve
GnRH’nin pulsatil salgisini diizenleyen noronal agda hayati roliiniin oldugu bircok
aragtirmada bildirilmistir. Ayrica, hipotalamik kisspeptin iizerine yapilan yogun
arastirmalar, memelilerde pubertas, cinsel olgunlasma ve ireme davranislarinin
diizenlenmesindeki fizyolojik mekanizmasinda rol alirken kuslar ve memeli olmayan
tirlerde KISS1 ve KISS1R geninin bulunmadig bildirilmistir (Sivalingam ve Parhar
2022).

Kisspeptin-GPR-54'tin hipotalamik-hipofiz-gonadal (HPG) ekseninin temel
diizenleyicileri olarak kesfedilmesi ile son yillarda iireme néroendokrinolojisindeki
yeni fizyolojik roliinii tanimlamada etkileyici ilerlemeler kaydedilmistir. Bir¢ok
calisma yapilmis ve devam ediyor olsa da Kisspeptin-GPR-54 etkilesimlerinin
molekiiler yonleri, hiicre i¢i sinyallesme ve hiicre i¢i biyolojisi diizeyinde KISS1 ve
GPR-54 genlerinin gen ekspresyonunun diizenlenmesi gibi alanlarda 6nemli bosluklar
vardir. Kispeptin agonistleri ve antagonistlerinin reprodiiksiyonda kullanilmak {izere
farmakolojik alanda gelistirilerek klinik ve terapotik kullanimina da ihtiya¢ vardir.
Yapilan bircok ¢alisma KISS1’in mRNA'sinda hiicre ylizeyindeki reseptorlerdeki
programlanmis bir artiga bagli olarak GPR-54’tn memelilerde pubertasin Kilit
diizenleyicileri oldugunu gostermektedir. Kisspeptin  salimim aktivasyonu ile
GnRH’nin artan pulsatil salininmini artirir ve bodylece reprodiiktif eksen harekete

gecerek pubertal olgunlasma saglanir (Roseweir ve Millar 2008).

Hipotalamik kisspeptin néronlart GnRH nin salgilanmasini diizenlemede etkin

rol oynamaktadir (Aparicio 2005, Priyanka ve ark. 2018). KISS1 ayrica periferik
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tireme dokularinda (ovaryum, uterus) beyin disinda da etki gostermektedir (Maranesi
ve ark. 2019, Uenoyama ve ark. 2019).

1.5.3. Kisspeptinin GnRH’nin Diizenleyicisi Olarak Pubertasin Baslamasindaki

Rolii ve Onemi

Memelilerde pubertasin baslangicinin, pulsatil GnRH/gonadotropin salgilanmasindaki
bir artigla zamanlandig1 diistiiniilmektedir. Memelilerde pubertas baslangicinin altinda
yatan mekanizma henliz tamamen agiklanamamistir. Pubertas bagslangicinin
zamanlamasinda, memelilerde kisspeptin biyosentezi ve salgilanmasi i¢in upstream

diizenleyiciler tarafindan kontrol edildigi varsayilmaktadir (Uenoyama ve ark. 2019).

Kisspeptinin 6nemli islevi, pulsatili GnRH sekresyonunun diizenlenmesi ve
pubertasin baslangicindaki roliidiir. Bazal 6n beyindeki GnRH néronlari, HPG
ekseninin baslica uyarict giigleri olarak bilinirler. Hipotalamik GnRH'nin ortanca
eminensteki akson terminallerinden hipofizyal dolasima pulsatil salinimi ile LH ve
FSH'nin pulsatil sekresyonunu baslatmak igin 6n hipofizdeki gonadotroplar tizerinde
etki gostermektedir (Herbison ve ark. 2008, Constantin 2011). Bu hormonlar, sistemik
dolagim yoluyla, gonadal olgunlagsma ile erkek ve disi gametlerin gelisimini destekler.
Gonadal seks steroidlerinin GnRH salinimi iizerine negatif veya pozitif
feedbacklerinin  bulundugu bilinmesine ragmen, GnRH noronlart Gstrojen

reseptorlerinden yoksundur (Constantin 2011).

Norokinin-B-NK3R ve/veya dynorphin A-KOR (kappa-opioid receptor)
sinyalinin memelilerde otokrin ve/veya parakrin bir sekilde salgilanarak pubertasin
baslamasini uyarmak i¢in GnRH’nin belirli pulslarda iiretimi i¢in bir itici gii¢ olarak
rol oynadig1 tahmin edilmektedir. GnRH ve Kisspeptinin sanilinim mekanizmasini
Ozetleyecek olursak KNDy noronlarindan salgilanan norokinin-B, Cax+ kanallarini
otokrin/parakrin bir sekilde agmak icin NK3R'ye baglanir, NK3R eksprese eden
KNDy néronlarina Cax+ akigini tetikler, artan hiicre i¢i Cax+, komsu KNDy
noronlarina ve glial hiicrelere, bu noronlar NK3R eksprese etmese bile bosluk
baglantilar1 yoluyla yayilabilirler, hiicre i¢i Cax+ artisinin yayilmasi, ARC KNDy

noronlarinin senkronize desarji ile sonuglanacak ve daha sonra medyan eminenste



47

pulsatil kisspeptinin salgilanmasi ile hipofiz portal dolasimina pulsatil GnRH’nin
salgilanmasi uyarilacaktir (Sekil 10) (Navarro ve ark. 2011, Ikegami ve ark. 2017).
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Sekil 10: Arkuat kisspeptin/nérokinin B/dynorphin A (KNDy) néronlarinin senkronize desarji ve

ardindan GnRH salgilanmasi i¢in bir modelin sematik gosterimi. KNDy ndéronlarindan salgilanan
norokinin B (yesil), takikinin NK3 reseptoriinii (NK3R) otokrin/parakrin sekilde (1) baglar ve NK3R
eksprese eden KNDy noronlarina Ca2+ akisini tetikler (2). Artan hiicre i¢i Ca2+, komsu KNDy
noronlarina ve glial hiicrelere (kirmizi) bosluk baglantilari yoluyla, bu néronlar NK3R eksprese etmese
bile yayilabilir (3). Hiicre i¢i Ca2+ artiginin yayilmasi, KNDy noronlarinin senkronize desarjina neden
olur ve ardindan pulsatil kisspeptin salgilanmasina neden olur (4). Ortaya ¢ikan pulsatil kisspeptin

salgisi, medyan eminenste pulsatil GnRH salgisim kontrol eder (5) (Uenoyama ve ark. 2019).

Son yillarda yapilan galismalar, hipotalamik arkuat c¢ekirdekte bulunan

kisspeptin/norokinin B/dynorphin A (KNDy) noéronlarinin memelilerde pulsatil
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GnRH/gonadotropin salgisini tetikleyerek pubertasin baslangicinda anahtar bir rol
oynadigim1 gostermektedir. Spesifik olarak, KNDy noéronlari; norokinin-B'nin
kolaylastirdig1 ve dinorfin-A'nin inhibe ettigi, KNDy noronlarinin otokrin ve/veya
parakrin sekillerde senkronize sekilde desarjin1 engelledigi GnRH’nin pulsatil
tiretiminin bir pargasi olarak kabul edilmektedir. Kisspeptin, GnRH salgilanmasinin
giiclii bir sekretalogu (salgr uyaricisi) olarak gorev yaparak salinimi ile memelilerde
GnRH/gonadotropin pubertal donemde salgilanmasindaki artis i¢in esastir. Dogum-
pubertas-yetiskin doneme kadar KISS1 geninin ekspresyonunu inhibe etmede 6nerilen
mekanizmalar tiirden tiire degisiklik gostermektedir; Ostrojenin negatif-feedback
etkisinin, kemirgenlerde ve koyunlarda KNDy noronlarinda KISS1 geni
ekspresyonunun inhibisyonunda kilit bir rol oynadigini, ayrica dstrojenden bagimsiz

inhibisyondada kilit bir rol oynadigini1 6ngériilmektedir (Uenoyama ve ark. 2019).

Bununla birlikte, GnRH noéronlarinin upstream diizenleyicisi olan AVPV'nin
kisspeptin néronlarinda Gstrojen reseptorii-a'nin (ER2) tanimlanmasi ile Kisspeptin
yoluyla Ostrojenler tarafindan GnRH'nin dolayli olarak diizenleme mekanizmasiin
oldugunu gosterir (Dubois ve ark. 2015). GnRH'nin KISS1 tarafindan seks steroidleri
ile diizenlenmesi, memelilerde Kisspeptinin tiremedeki roliinii gésteren arastirmalarin
patlamasina yol agmistir. Erkek ve disi farelerde genglerden yetiskinlere kadar AVPV
noronlarinda KISS1’in mRNA'sinda yiiksek bir artisin meydana geldigi rapor
edilmistir. Kisspeptin yetiskin farelerde GnRH néronlarini aktive eder ve dogum
sonrasi gelisim siireci boyunca duyarl hale gelmektedir (Han ve ark. 2005). Infantil-
juvenil evrelerde kisspeptin reseptoriiniin bloke edilmesi veya ablasyonu ile pubertal
baslangic1 bozulmaktadir. Erkek ve disi farelerde KISS1 geninin susturulmasiyla,
pulsatil GnRH ve LH dalgalanmasini tamamen bastirilmigtir. Bu durum, memelilerde
pubertasin baglamasi igin KISS/R'niin pulsatif GNnRH salinimi iizerindeki 6nemli
roliinii ve gerekli oldugunu gostermektedir. Pubertal baslangicin altinda yatan
mekanizma ve zamanlama belirsizligini koruyor olsa da, nérokinin-B, dinorfin A ve
melanokortin gibi genetik ve ¢evresel uyarimlar beyin merkezindeki hipotalamik
Kisspeptin ile iireme eksenine bilgi aktardigi bilinmektedir (Uenoyama ve ark. 2015).
Memelilerde, ozellikle kemirgenlerde yapilan cok sayida calisma, Kisspeptinin,

reprodiiktif bilgiyi entegre ederek pubertasin baslangicini kontrol eden giiclii bir
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hipotalamik GnRH sekretalogu olarak hareket eden anahtar upstream aracisi oldugunu
gostermektedir (Sekil 11) (Terasawa ve ark. 2013).
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Sekil 11: Pubertal gelisimde KISS1 sistemindeki degisiklikler (Roa ve Tena-Sempere 2010, Tena-
Sempere 2010).

Kisspeptinin gonadotropin salgilanmas1 lizerindeki uyarici etkisi, kemirgen
modellerinde GnRH antagonistleri tarafindan bloke edilmistir (Gottsch ve ark. 2004,
Matsui ve ark. 2004). Yapilan birgok caligmada, KISS1 veya GPR54 genlerinin
susturulmasi ile hedeflenen kisspeptin veya reseptdriinden yoksun birkag kemirgen
modelde, pubertal basarisizlik ve infertilite gosterdigi ve ayrica KISS1 geni susturulan
siganlarin hi¢bir zaman pubertaya ulasmamasi gonadotropin salgisinin ve pulse
dalgalanmalarinda var olan eksikligini gostermektedir (Seminara ve ark. 2003,
Messager ve ark. 2005, D'anglemont De Tassigny ve ark. 2007, Chan ve ark. 2009,
Uenoyama ve ark. 2015).

Bu bulgular, Kisspeptin-GPR54 sinyalinin, memelilerde GnRH/gonadotropin
salgilanmasini ve pubertal baglangici kontrol eden mekanizma tizerinde 6nemli bir rol

oynadigini ve Kisspeptinin memelilerde pubertasin baslangicinda GnRH sentezinden
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ziyade GnRH’nin sekresyonunu uyarmada daha etkin role sahiptir (Uenoyama ve ark.
2019).

1.5.4. Kispeptin’in Ovaryumdaki Rolii ve Hiicresel EtKisi

KISS1 geni tarafindan kodlanan Kisspeptinler, gonadotropin sekresyonunu uyarmak
i¢in Oncelikle hipotalamik GnRH noéronlar1 {izerinde hareket ederek ovulasyon ve
fertilizasyonun kontrolii i¢in gereklidir. Oositteki Kisspeptin sinyali, ovulasyonun
dogrudan kontroliinde énemli bir fizyolojik rol oynar; Kisspeptin reseptorii Gpr54'in
oosit spesifik ablasyonu, farelerde erken ovarian yetmezliginin (POI: premature
ovarian insufficiency) bazi 6zelliklerini 6zetleyen bir erken ovulasyon yetmezligi
durumuna neden olur. Ruohonen ve ark. (2022) fareler iizerinde yapmis olduklari
calismada kisspepetinin oosit sinyalinin kesilmesinin erken ddnem ovulasyon
basarisizliginda artislara neden oldugunu ortaya koymuslardir. Bu veriler, ovulasyon
slirecinin 6nemli yonlerine anlamada lokal olarak tiretilen kisspeptinler ile oosit
arasinda iliskinin oldugunu gostermektedir. Kisspeptin sinyalinin bozulmasinin
folikiiler dinamikleri tehlikeye atacagmni, folikiil atreziyenin ve ovulasyonun

bozulmasina neden olacagini isaret etmektedir.

KISS1 ve KISS1R genlerinin ekspresyonu ve KISS1 ve KISS1R proteininin
varlig1, sicanlarda, farelerde, Sibirya hamsterinda, tavsanda, kedi, kopek, keci, disi
domuz ve insan ve insan olmayan primatlarda bulunmustur (Gaytan ve ark. 2009,
HuZhao ve ark. 2019). Ratlarda, prepubertal hayvanlarda KISS1 ve KISS1R
ekspresyonu az sayida bulunmustur ve gonadotropin ile tedaviye yanit olarak
folikiillerin teka hiicrelerinde ve luteal dokudaki ekspresyonu artmistir (Castellano ve
ark. 2006, Peng ve ark. 2013). KISS1 ve KISS1R'nin folikiillerde (graniiloza, teka,
oosit) ve corpus luteumdaki ekspresyonu, KISS1 ve KISS1R proteinlerinin varligi ile
birlikte, lokal KISS1'in ovaryum fonksiyonunda 6nemli otokrin ve parakrin etkilere

sahip olduguna dair giiglii kanitlar saglar (Ruohonen ve ark. 2019).

Kisspeptinin ve reseptoriiniin ovaryumdaki lokalitesinde farkli fizyolojik
evrelerde birden fazla islevi yerine getirdigi diisiiniilmektedir. Folikiiler gelisimdeki
rolii ovaryumdaki KISS1’in mRNA'sinin bebeklikten pubertasa kadar kademeli olarak

artar (Ricu ve ark. 2012). Yapilan bir ¢alismada, Kisspeptin uygulamasi ile 6 ve 10
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aylik sicanlarda plazma anti-Miillerian hormonunu (AMH) arttirdig1r goriilmiistiir.
Ovaryum rezervinin bir belirteci olan AMH, esas olarak ikincil ve kiigiik siniis
folikiilleri tarafindan salgilanir ve negatif feedback ile primordial folikiillerin
aktivasyonunu engelleyebilir (Baarends ve ark. 1995). Folikiil uyarict hormon
reseptorii (FSHR) folikiiler biiyiimeden sorumludur, ancak kisspeptin izoproterenol
(ISO, bir B-adrenerjik agonist) tarafindan FSHR ekspresyonundaki artis1 bloke edebilir
(Fernandois ve ark. 2016). Reseptoriin, norotrofik reseptor tirozin kinaz 2'nin
(NTRK2) ve ligandinin, beyinden koken almis norotrofik faktoriin (brain-derived
neurotrophic factor) (BDNF), rodent folikiillerinde eksprese edildigine ve folikiiler
gelisimi etkilemek igin KISSIR ile etkilesime girdigine dair kanitlar vardir (Kerr ve
ark. 2009, Zeydabadi Nejad ve ark. 2017). NTRK2'min oosite 6zgii ¢ikarilmasi ile
diizensiz folikiiller olusum ve farelerde oosit kaybu ile iliskilendirilmistir (Dorfman ve
ark. 2014). Folikiiler fonksiyon ve embriyo gelisiminde NTRK?2 ve KISS1R arasindaki
varsayilan etkilesim, embriyonun hayatta kalmasi, implantasyonu ve gebelik siireci ile
iligkili molekiiler mekanizmalarda ortaya ¢ikan karmasikligin fazla olmasi siirecin

anlasilmasini zorlagtirmaktadir (Sekil 12,13) (D’occhio ve ark. 2020).
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Sekil 12: Ovaryumlardaki folikiillerde ve korpus luteumda kisspeptinin (KISS1) varsayilan otokrin ve

parakrin etkilerinin sematik gosterimi: KISS1 ve KISS1 reseptor (KISS1R) proteinleri graniiloza
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hiicrelerinde, teka hiicrelerinde, oositlerde ve korpus luteumda bulunur. Granulosa KISS1'in tekal
hiicreleri, oosit ve korpus luteumu etkiledigi disiintiliirken, teka KISSI'in oositi etkiledigi
diistiniilmektedir. Oositler ayrica KISSIR ile isbirligi icinde hareket ettigi goriilen NTRK2
reseptorlerine sahiptir. LH yanit olarak graniiloza hiicreleri, oositlerde reseptér NTRK2'yi uyaran
BDNEF iiretir ve BDNF pubertas ile iligkili bir mekanizma olabilir. Luteinize edici hormona (LH) yanit
olarak graniiloza hiicreleri, oositlerde reseptor NTRK2'yi uyaran BDNF iiretir ve BDNF pubertas ile
iligkili bir mekanizma olabilir. NTRK?2 i¢ermeyen oositler, oositin hayatta kalmasi ve oosit gelisimsel
yeterliliginin kazanilmasi ve bir blastosist olugturma yetenegi i¢in gerekli olan PI3K / AKT'yi aktive
etmek i¢in gonadotropine yanit vermezler. KISS1'in bu varsayilan etkileri geneli yansitmayabilir ve tiir

farkliliklar1 olmas1 muhtemeldir (Anderson 2014, Dorfman ve ark. 2014, Andrade ve ark. 2017).
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Sekil 13: Kispeptinin ovaryumdaki iglevi: Kisspeptin (KP) esas olarak ovaryumda graniiloza
hiicrelerinde tespit edilir. Kisspeptin sinyali ile LH artis1, PI3K/AKT yolu yoluyla oositin hayatta
kalmasimi destekler. Ayrica, Kisspeptin, Teka ve Granoloza hiicreleri tarafindan tarafindan steroid

hormonlarinin salgilanmasini uyarir (Khan ve ark. 2022).

Yapilan ¢alismalar ele alindiginda bu veriler, kisspeptinin oosit olgunlagmasi

tizerindeki etkisinin mayoz boliinmenin diizenlenmesi yoluyla

gerceklestirilebilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 14), (Cao ve ark. 2019).
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Sekil 14: Kisspeptin/KISS1R sisteminin ovaryumdaki rolii. Ovaryum kaynakli Kisspeptin, folikiiler
gelisimi, oositin olgunlagsmasim ve ovulasyonu otokrin veya parakrin sekilde diizenler. a Folikiiler
gelisimde Kisspeptinin olasi rolii ve mekanizmalari. b Kisspeptinin oosit maturasyonundaki olas1 rolii
ve mekanizmalari. ¢ Kisspeptinin ovulasyondaki rolii ve mekanizmalari. AMH, anti-Miillerian
hormonu; BDNF, beyin kaynakl norotrofik faktér; BMP15, kemik morfogenetik proteini 15; COX-2,
Siklooksijenaz-2; FSH, folikiil uyarict hormon; FSHR, folikiil uyarict hormon reseptorii; GDF9,
bliyiime farklilagsma faktorii 9; LH, liiteinize edici hormon; NA, noradrenalin; NTRK2, nérotrofik
tirozin kinaz reseptorii tip 2; PKC, protein kinaz C (Cao ve ark. 2019)

Cielesh ve ark. (2017) kopeklerin ovaryumunda Ostrus siklusunun farkli
asamalarinda KISS1 ve KISSR lokalizasyonlarini arastirdiklarinda, éstrus siklusunun
tiim asamalarinda (andstrus hari¢) oositlerde, graniiloza hiicrelerinde ve diodstrus
sirasinda korpus luteumda (CL) KISS1 immiinoreaktivite gosterdigini bulgulamislar.
KISS1 pubertasa ulasmamis kdpeklerin ovaryumlarinda tespit edilememesine ragmen,
siklusun her asamasinda KISS1R, oositlerde, primordial folikiillerde, graniiloza
hiicrelerinde ve siklik kopeklerde CL'de immiinoreaktivite gostermistir. Graniiloza
hiicrelerinde bulunan KISS1R, Kisspeptin ve progesteronun baglantili olabilecegini
diistinmektedirler, ¢iinkii bu boyama modeli ile ostrus sirasinda folikiillerin

preovulatuar luteinizasyonu gdsteren hayvanlarin ovaryumlarinda goriiliir.

Ayrica KISSIR pubertas oncesi ve andstrus donemindeki kopeklerin
ovaryumunda da goézlenmistir, Kisspeptinin oosit proliferasyonu, graniiloza

hiicrelerinin gelisimi ve olgunlagsmasi ve progesteron iiretiminde olas1t bir rolii
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oldugunu diisiinmektedirler. Bu ¢aligma, ovaryum iginde kisspeptin regiilasyonu i¢in
bir kdpek modelinin kurulmasi i¢in bir baglangi¢ noktasi saglayacag: kanisindadirlar.
Bu tanimlayici ¢alisma ile kopek ovaryumunda KISS1 ve KISSIR'{iniin varligini
gostermektedir. KISS1 primordial folikiillerde, oositlerde, graniiloza hiicrelerinde ve

CL'de gbzlenmis olsa da teka hiicrelerde gozlenmemistir (Cielesh ve ark. 2017).

Ovaryumda kisspeptin ekspresyonunun baslamasinin pubertasin 6nemli bir
parcast olmasi ve potansiyel olarak ovaryum steroidogenezi ve/veya oogenez
stireglerinde rol oynamasi olasidir. Bu nedenle ovaryumda kisspeptinini pozitif
immiinoreaktivite gostermesi pubertas oncesi kopeklerin pubertasa daha yakin
olabilecegi tahmin edilebilir. KISS1 andstrus sirasinda oositlerde ve KISSIR
ekspresyonunun oositlerde ve siklustaki kdpeklerde graniiloza hiicrelerinde de mevcut
oldugu gorilmustir. Kisspeptinin, siklustaki kopeklerin  graniiloza hiicrelerinde
KISS1'in mevcut olmast nedeniyle, Kisspeptin {lireten graniiloza hiicrelerini

uyarmasinin miimkiin oldugu disiiniilmektedir (Cielesh ve ark. 2017).

Kopeklerde ovulasyon siireci hiicrelerin luteinizasyonu, progesteronun
salgilanmasi ve seviyesindeki bir artigla birlikte ovulasyondan 6nce baslar (Chastant-
Maillard ve ark. 2011). Bu durum, graniiloza hiicrelerinde iiretilen ve/veya bu
hiicrelerde etkili olan kisspeptinin kdpeklerde de progesteron iliretimi/salgilanmasi i¢in
onemli olma olasihigimi artirmaktadir. Korpus luteumda hem KISS1 hem de
KISS1R'nin varlig1 bu hipotezi destekler, ancak bu etkilesimin biiyiik luteal hiicrelere
mi (graniiloza kaynakli) yoksa kiiciik luteal hiicrelere mi (teka kaynakli) ait oldugu
acik olmamasina ragmen insan ovaryumunda her iki hiicre tipinin progesteron iirettigi
kanitlanmistir. Bu ¢aligma ile Kisspeptinin kdpek ovaryumunda lokal bir rolii
oldugunu diistiniilmektedir. KISS1R, siklusun tiim asamalarinda oositlerde, graniiloza
hiicrelerinde ve CL'de bulunur. Oositlerdeki KISS1, graniiloza hiicrelerinde KISS1
ekspresyonunu uyaran graniiloza hiicrelerinde KISSIR iizerinde etki ederek,
graniiloza hiicrelerinin biiylimesinin ve progesteron iiretiminin artmasina neden

olmaktadir (Cielesh ve ark. 2017).

Hayvan modelleri ve erken translasyonel klinik arastirmalar sayesinde
Kisspeptinin iireme aktivitelerine etkisinin kesfinden bu yana o6nemli bulgular

saglanmustir. Yapilan bir¢ok ¢alisma esliginde KISS1/KISSR sistemi HPG ekseninin
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fizyolojisi ve patolojisinde yer aldig1 soylenebilir. Kisspeptin ve reseptorleri, memeli
ovaryumundan eksprese edilmistir. Ayrica, KISS1/KISS1R beyin i¢inde GnRH ve
gonadotropin tretimini pozitif ve negatif feedback mekanizmasi yoluyla modiile
etmek icin ¢alisarak pubertal gelisme ile sonuglanir ve bu sistem, folikiiler gelisim,
oosit olgunlagmasi, steroidogenez ve ovulasyonu iceren disi tireme sistemini diizenler.
Kisspeptinin ovaryumdaki varsayilan rolii, oosit olgunlagmasini, folikiiler gelisimi ve
ovulasyonu otokrin ve parakrin tarzda dogrudan kontrol eder. Kisspeptin ve

reseptOriiniin bu temel islevleri, merkezi lireme eksenini korumak i¢in gereklidir

(Khan ve ark. 2022).
1.5.5. Kisspeptinin implantasyon-Gebelik Siirecindeki Rolii ve Hiicresel Etkisi

Kispeptin embriyonun taginmasindan, implantasyona ve gebeligin olugsmasina Yyol
acan fizyolojik olaylarin baslamasi i¢in temel unsurlar arasindadir (D’occhio ve ark.
2020). KISS1 ve KISSIR ekspresyonunun kadinlarda plasentasyonun erken
doénemlerinde en yiiksek seviyede oldugu goriilmiis ve bu durum KISS1'in erken
trofoblast implantasyonuna dahil oldugu 6nerisine yol agmustir (Janneau ve ark. 2002).
Ayrica, KISS1 ekspresyonunun villoz trofoblast dokusunda lokalize oldugu, KISS1R
ekspresyonunun hem villéz trofoblast hem de ekstravilloz trofoblastta meydana

geldigi gosterilmistir (Janneau ve ark. 2002, Bilban ve ark. 2004).

Erken gebelik sirasinda plasentadan alinan trofoblastik hiicre kaynakli mRNA
sinyalleri, orta donem gebelikten alinan sinyallerle karsilastirildiginda ¢ok yiiksek
konsantrasyonda kisspeptin ve GPR54 reseptoriiniin oldugunu gostermistir. KISS1 ve
GPR54, stromal hiicreleri desidualizasyon icin hazirlar ve kisspeptinin insan ilireme
sisteminde parakrin sinyallesmesinden sorumlu oldugunu kanitlamistir (\Wu ve ark.
2019). Trofoblasttan tiiretilen KISS1'in erken implantasyon sirasinda hem otokrin hem
de parakrin etkilere sahip olabilecegini diistindiirmustiir (HuChang ve ark. 2019).
Ohtaki ve ark. (2001) KISS1 iizerine yapmis olduklar1 ¢aligmada, KISS1'in hiicreler
arast adezyon molekiilleri ve hiicre dis1 matris proteinleri ile etkilesim yoluyla
trofoblast implantasyonunu etkiledigi 6ne siiriilmistir. KISS1'in implantasyon
sirasindaki islevsel rolii, erken plasentasyonun sirali ve kontrollii bir siiregte olmasini

saglamaya yardimeci olan sinsitiyotrofoblast hiicre invazyonunu ve anjiyogenez oranini
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diizenlemektir (Bilban ve ark. 2004, Hiden ve ark. 2007, Francis ve ark. 2014). Bu
nedenle KISS1, hem erken gebelikte hem de tiimor metastazinda hiicre gogiiniin

baskilanmasinda benzer bir role sahiptir (Hiden ve ark. 2007).

Kisspeptin hiicre gogiinliin 6nleyebilir ve hiicre hareketliligini ve/veya
implantasyonunu degistirebilir; bu siireg embriyonun implantasyon siirecindeki
gebelik basarisi i¢in ¢ok dnemli bir asamayi olusturdugu i¢in dnemlidir (Radovick ve
Babwah 2019). Nidasyon, hiicre dis1 uterus matrisinin trofoblast tarafindan
penetrasyonuna baglidir. Kisspeptin ve diger proinflamatuar sitokinler, 6zellikle tiimor
nekroz faktorii (TNF) alfa, trofoblast saldirganligini sinirlar ve dogum sirasinda
apoptozu aktive etmede anahtar rol oynar (Fayazi ve ark. 2015, Schifer-Somi ve ark.
2017). Kopeklerde de trofoblast ve uterus arasindaki etkilesimde KISS10 ve
GPR54’{in rol oynadigi onerilmistir (Schafer-Somi ve ark. 2017).

KISS1'in periferik reprodiiktif dokulardaki (ovaryum, trofoblast, uterus) etkisi,
embriyonun hayatta kalmasi, implantasyonu ve bir gebeligin olusmas ile iliskili
hiicresel ve molekiiler siireclerin 6nemli bir bileseni olarak ortaya ¢ikmistir. Gebelik
stirecinde, embriyonun tutunma ve implantasyonu embriyolar igin kritik bir zaman
olmasi ve bu siiregteki basarisizliklar embriyo kaybina neden olmaktadir.
Kisspeptinler ilizerine yapilan ¢ok sayida ¢alisma olmasina ragmen, implantasyon
sirasinda embriyonik trofoblastin uterus endometriyal epitel ile etkilesimi ile iligkili
mekanizmalar hakkinda kesfedilecek bircok sey vardir (D'occhio ve ark. 2019,
Sponchiado ve ark. 2019, D’occhio ve ark. 2020).

Literatiir 6zetinden anlasilacag1 tizere; disi kopeklerde uzun etkili GnRH
agonistlerinin pubertanin ertelenmesi amaciyla kullanimi, etki siiresi ve flare-up
giincel bir arastirma konusudur ve klinik ve histopatolojik yonden ovaryum/uterus
fonksiyonlar1 iizerine etkilerini arastiran az sayida bilimsel ¢aligma mevcuttur.
Kopeklerde, simdiye kadar tireme dokularinda sadece bir GnRH izoformu (GnRH-I)
ve bir reseptor tipi tanimlanmistir ve kopek uterus ve plasentadaki alanlarindaki
ekspresyonlari son zamanlarda ortaya konulmustur (Schifer-Somi ve ark. 2015). Kaya
ve ark. (2017) kopeklerde yapmis oldugu calismada GnRH-R'nin luteal varligi,
GnRH’nin kopek korpus luteumu icinde olas1 dogrudan endokrin diizenleyici olarak

katilimini1 diistindiirmektedir.
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Kopeklerin ve insanlarin iireme patolojilerinin ortak yonleri incelendiginde, bu
iki tiirdeki tireme olaylarin yakindan iliskili oldugu goriilmektedir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda bu yakin iligkinin pubertal siire¢ icin de gecerli olduguna dair
bulgular ve karsilagtirmali arastirmalar rapor edilmektedir. Bu nedenle, kopeklerde
pubertal siire¢ ve tireme siirecinin daha iyi anlagilmasi insan lireme arastirmalari igin

degerli bilgiler saglayabilir.

Pubertasin uzun siireli baskilanmasinda kullanilan GnRH analogu deslorelinin,
kopeklerde sonraki tireme aktivitesi ve ovaryumun islevselligi tizerinde olumsuz bir
etkisi olmadigi goriilmektedir. Ancak pubertanin GnRH agonistleri ile uyarilmasi ve
olast yan etkileri lizerine arastirmalar heniiz baslangic asamasindadir. Bu nedenle
sunulan tez c¢alismasinda ge¢ prepubertal donemde GnRH agonisti kullanilarak
pubertaya girisi uyarilan kopekler ile klinik olarak Gstrus bulgusu gostermeyenlerde
ovaryum ve uterus GnRH/R ve KISS1/R ekspresyonunun diizeylerinin belirlenmesi
ile kopeklerde Ostruslarin yonetimi ve kontroliinde gelecege yonelik alternatif medikal
kontrasepsiyon uygulamalarinin molekiiler diizeyde yonlendirilmesi igin veri elde

edilmesi planlanmustir.

Bu hipotez dogrultusunda disi kopeklerde deslorelinin ge¢ pre-pubertal
donemdeki uygulamalarinin klinik yanitlarindan yola ¢ikarak molekiiler yanitlarinin
da farklilik gosterecegi ve bu molekiiler yanitta kisspeptinin roliiniin 6nemli oldugu
diigiiniilmektedir. Bu ¢alisma ile disi kopeklerde dstruslarin yonetimi ve kontroliinde
gelecege yonelik onemli bir alternatif olan Deslorelinin implantin ge¢ pre-pubertal
donemde uygulamasi sonrasi genital dokulardaki GnRH/R ve KISS1/R ekspresyonu
ve lokalizasyonlar1 incelenmis, GnRH agonisti uygulamalari ile pubertanin
engellenmesi/ertelenmesi konularinda ileri arastirmalar igin tiir diizeyinde katki

sunulmasi amaglanmistir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Hayvan Materyali

Sunulan calismada Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim Uygulama ve
Aragtirma Hastanesine sahipleri tarafindan ovaryohisterektomi operasyonu (OHE)
talebi ile getirilen, farkli irklardan, klinik olarak saglikli, prepubertal donemde oldugu
anamnez ve klinik/laboratuvar bulgulariyla teyit edilen ortalama 8 aylik (7.79+0.17)
yasta, toplam 25 adet disi kopege ait ovaryum ve uterus dokular1 kullanildi. Operasyon

oncesi hayvan sahipleri arastirma konusunda bilgilendirilerek onaylar1 alindi.

Calismanin klinik boliimiine ait etik kurul karari, Kafkas Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan; KAU-HAYDEK/2018-033 say1 numarasi ile
onaylanmistir. Sunulan ¢alisma s6z konusu arastirmadaki hayvanlara ait doku
materyali lizerinden yiiriitiilmiis ve hayvan kullanim ve mevzuati agisindan 25.10.2022
tarih ve 2022/166 say1 numarasi ile uygun bulunmus ve tiim klinik uygulamalar etik

kurul ilkeleri ¢ercevesinde gergeklestirilmistir.

2.2. Metot
2.2.1. Calisma Gruplari

Calismada kullanilan hayvan materyali asagidaki sekilde gruplandirildi ve her grupta
belirtilen siirelerde 4,7 mg deslorelin asetat (Suprelorin®, Virbac, Fransa) iceren
implant interskapular bolgeye subkutan olarak uygulandi (Sekil 15). Implant
uygulamasinin ardindan gilinlik klinik gozlemler ve iki giinliik araliklarla
orneklemeler gerceklestirildi. Gozlem siiresinin sonunda tiim kopeklerden kan
ornekleri alinarak OHE operasyonlar1 gerceklestirildi ve doku ornekleri prosediire

uygun olarak saklandi. Calisma gruplar1 ve yapilan uygulamalar agsagida 6zetlenmistir
(Tablo 2);
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Tablo 2: Caligma gruplar ve yapilan uygulamalar.

Gruplar Implant OHE Giinii
OST (n=6)
_ Deslorelin implant 32-40
N-OST (n=10)
KONT (n=9) Plasebol ml NaCL soliisyonu 30

OST: Ostrus, N-OST: Non-6strus, KONT: Kontrol

Sekil 15: Deslorelin implantin interskapular bdlgeye uygulanmasi (a-d).

2.2.1.1 Kan Orneklerinin Alinmasi ve Hormon Analizleri

Tim kopeklerden teknigine uygun olarak Vena cephalica antebrachii’den
antikoagulansiz serum tiiplerine alinan kan 6rnekleri 3500 devirde 10 dk. boyunca
santrifiij edildikten sonra serum ve plazma 6rnekleri ayrildi. Alinan 6rnekler -20°C’de
hormon &lciimleri gerceklestirilinceye kadar saklandi. Ostradiol (E2, pg/ml) ve
Progesteron (P4, ng/ml) konsantrasyonlar1 Siemens (Siemens®, Tarrytown, New York,
ABD) marka tam otomatik hormon analiz cihazi ve ADVIA Centaur test analiz kitleri
ile dogrudan Kemiliiminesans (CLIA) yontemi kullanilarak 6l¢iildii. ADVIA Centaur

testi sensitivitesi %100 ve spesifitesi %95,5 olan bir dl¢iim teknigidir.

2.2.1.2. Ovaryohisterektomi Operasyonlariin Yapilmasi ve Dokularin Alinmasi

Ovaryohisterektomi operasyonu genel anestezi altinda yapildi. Anestezinin
indiiksiyonunu desteklemek amaciyla anestezi dncesi atropin siilfat (Atropin®, 2 mg /
ml konsantrasyon; Vetas, Tiirkiye) 0,05 mg / kg, SC dozda uygulandi. Premedikasyon
ksilazin HCI (Rompun® 23,32 mg / ml; Bayer, Tiirkiye) ile 2,35 mg / kg dozda IM
uyguland1. Sedasyon saglandiktan 15 dakika sonra ketamin HC1 (Ketasol®, 100 mg /
ml; Interhas, Tiirkiye) ile 10 mg / kg IM dozda uygulandi. Anestezi daha sonra IV
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ketamin HCI enjeksiyonu ile siirdiiriildii. Tiim hayvanlara OHE sonras: profilaktik
antibiyotik (sefazolin sodyum; 30 mg/kg/giin, IM, lespor® 500 mg flakon; I.E. Ulugay,
Tiirkiye) ve analjezik (meloksikam; 0,2 mg/kg, SC, Maxicam® 5 mg/ml; Sanovel,

Tirkiye) tedavi uygulandi.

2.2.1.3. Alinan Dokularin islenmesi

Calismada kullanilmak {izere alinan dokular anatomik yapisina gore
boliimlendirildikten sonra (Sekil 16) Real Time gPCR analizlerinde kullanilacak
dokular taze olarak sivi azotta donduruldu ve -80 °C’de saklandi. Ovaryum ve uterus
dokulariin diger boliimii ise immunohistokimyasal analizlerde kullanilmak iizere
belirlenen fikzasyon protokoliine uygun olarak sirasiyla; %4 paraformoldahit
soliisyonunda +4 °C’de 24 saat bekledikten sonra, 7 giin boyunca fosfad bufer saline
(PBS) ile yikandi. Ardindan sirastyla %30, %50 ve %70 etanol absoliit soliisyonunda
dehidrasyon islemi yapildi ve ardindan standart immiinohistokimyasal analiz

protokolii uygulanarak parafin bloklar haline getirildi.

1. Sol apeks uteri

‘ 0 2.Sol mid uteri
3. Sol korpus uteri
\ , 4. Sag apeks uteri

. Sag mid uteri
. Sag korpus uteri

. Korpus uteri

. Serviks uteri

&
Q@

Sol ovaryum

a 10. Sag ovaryum

Sekil 16: Dokularin anatomik yapisina gore boliimlendirilmesi.

2.2.2. Real Time qPCRIi¢in Dokularin Hazirlanmasi

Asagida belirtilen adimlar sirasiyla izlenerek -80 °C’de muhafaza edilen uterus ve

ovaryum dokular1 Real Time gPCR islemi igin hazir hale getirildi.
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2.2.2.1. Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonunda -80°C’de saklanan dokularda sirasiyla asagida agiklanan
RNA izolasyon islemleri uygulandi. RNA’larin denatiire olmamalar1 i¢in yapilan

biitiin uygulamalar soguk zincirde gerceklestirildi.

Dokular -80°C’den s1v1 azot igerisine alinan dokular mekanik olarak daha
kiiglik pargalara ayrildi (Sekil 17a). Ardindan igerisi buz dolu bir strafor igerisine
yerlestirilen steril bir havan igerisinde sivi azot esliginde iyice ezilerek ¢ok kiiciik

pargalar haline getirildi (Sekil 17b-d)

Sekil 17: Dokularin total RNA izolasyonu i¢in hazirlanmasi

Havan icerisinde kiiciik pargalar haline getirilen dokular, 1ml Trizol (TRIzol®-
reaktif, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) eklenen ependorfa alindi. Buzdolabinda
+4°C’de 10 dakika bekletildikten sonra ependorfa alinan doku 6rnegi buz dolu bir
beher igerisine yerlestirilerek homojenizatorde (6.500-21.500 devir/dk) homojenize
edildi. Dokular arasinda RNA kontaminasyonunu 6nlemek i¢in homojenizatdriin
bigagi her bir dokunun ardindan sirasiyla steril %10 NAOH (0,1N), %70 etanol ve
steril bidistile su ile temizlendi (Sekil 18).
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Sekil 18: Dokulara Trizol eklenmesi (a), homojenizatorden gegirilmesi (b) ve kloroform eklenen

dokularin santrifiij edilmesi (c)

Lize olan dokular 10 dakika buz igerisinde bekletildikten sonra, tizerine 200 pl
kloroform eklendi ve ikinci 10 dakika bekletmenin ardindan 140.000 G de +4°C de 10
dakika santrifiij edildi. Sonrasinda, ornekler -20°C’den aliarak 10.000 devir/dk. de
+4°C de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra siipernatant atilip, pelet iizerine 500 pl
%70’lik etanol eklendi ve 10 dakika buz iizerinde bekletildikten sonra tekrar 10.000
devir/dk. de +4°C de 10 dakika santrifiij edildi ve bu islem iki kez tekrarlandi.
Ardindan, elde edilen 3 fazdan en iiste bulunan renksiz kisim tekrar yeni bir ependorfa
alinip tizerine sulu (aquase) faz miktar1 kadar (ortalama 500 ul) isopropanol eklendi
ve 30 dakika boyunca -20°C de bekletildi (Sekil 19).

a

—s

0

.
C
; (Aquase faz (RNA) ]

f (inter faz (DNA) )
- T

[Organik faz (Protein) ]

Sekil 19: Doku fazlar1 (2) ve RNA peletinin ¢ikarilmas (b).
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Daha sonra RNA peletinden etanolii tamamen uzaklastirmak igin multi-spin
islemi yapildi ve RNAlardan etanol tamamen buharlasana kadar 6rnekler oda 1sisinda
muhafaza edildi. Elde edilen RNA ornekleri kuruyunca, RNA pargalayici enzim
olmayan (RNase free ve DEPC bulunan) steril bidistile su pelet iizerine bire bir oranda

(ortalama 10-20ul) eklenerek ¢oziildii.

Son olarak elde edilen RNA 6rnekleri termo-surface cihazinda 10 dk. 50°C
kaldiktan sonra RNA konsantrasyonlarinin spektrofotmetrik 6l¢iim (260-280 nm
absorbans 0Ol¢iim araligi) ile belirlenmesi ve CDNA sentezi calismalarinda

kullanilmak tizere -80 °C de saklanda.

2.2.2.2. RNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Total RNA ekstraksiyon isleminden elde edilen RNA'larin konsantrasyonlarinin
belirlenmesi  spektrofotometrik 6l¢tim cihazi (Thermo NanoDrop™ 2000c)
kullanilarak gergeklestirildi. Cihaza 2 pl distile su (ddH20) eklenerek korleme (blank)
islemi yapildi. Blank isleminin ardindan 6rneklerden sirasiyla 2 pl alinip RNA
konsantrasyon dlgme islemi tamamlandi. RNA’larin konsantrasyonlari 260-280 nm
absorbans Ol¢iimleri ile belirlendi (sekil 20). DNA i¢in yaklasik 1,8 orani genellikle
“saf” olarak kabul edilirken, RNA i¢in bu oran yaklasik 2,0’ dir. Calismanin sonraki
basamaklarinda kullanilmak iizere konsantrasyonlar 1000ng (cDNA reaksiyon basina
1000 ng (6rnegin 20 pl cDNA hacminde 1000 reaksiyon) degerine sabitlendi. Yapilan
bu islem PCR asamasinda tutarsiz sonuglarin oniine gecilebilmesi i¢in 6nem arz

etmektedir.
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Sekil 20: Spektrofotometrik 6lgtimler ile RNA konsantrasyonlarinin belirlenmesi.

2.2.2.3. Reverse Transkripsiyon ile cDNA Sentezi

Dokularin RNA konsantrasyonlari 1000 ng olacak sekilde ayarlandi. Oligo (dT) ve
Random Hexamer primerleri ile Revers Transkriptaz islemi yapildi. cDNA sentezinde
Reverse Transkriptaz enzimi (Sensifat (Bioline) cDNA Kit) kullanildi. S6z konusu
kitlerin primer tasarimlar1 exon-exon junctions olarak yapilmistir. Herhangi bir DNA
kontaminasyonu durumda primerler DNA’ya baglanmamaktadir. Bu nedenle

kontaminasyonu engellemek i¢in DNAse treatment isleminde gerek kalmamuistir.

Buz {izerinde steril tiip igerisinde asagidaki bilesenler hazirlanarak, kisa bir
vorteks ve multi-spin yapildi (Tablo 3). Reverse Transkripsiyon ile cDNA sentezinde
ABI Veriti 96 (Applied Biosystems. Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler) cihazi
kullanildi. Cihazin Revers Transkripsiyon islem basamaklarinda sirasiyla: 25 °C 10 dk
primer baglamasi, 42 °C 15 dk reverse transkripsiyon islemi ve 85 °C 5 dk enzim
inaktivasyonunu uygulandi. Reaksiyon sonunda enzim 85 °C’de 5 dk ’da inaktive
edilerek, cDNA {rtnleri -20 °C’de PCR analizlerinde kullanilmak lizere muhafaza
edildi (Sekil 21).
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Tablo 3: Reverse Transkripsiyon ile cDNA bilesenlerinde komponent hacimleri.

cDNA Bilesenlerinde Komponent Hacimleri

Komponentler Miktar
cDNA Buffer 5X 2 ul
RT Enzim (Sensifat (Bioline) cDNA Kit) 0.5 ul
Total RNA

RNA miktar1 + ddH2O = 7.5 pl
Niikleaz icermeyen H.O (ddH20)

Toplam Hacim 10 pl

Sekil 21: Reverse Transkripsiyon ile cDNA sentezi agsamalari.

2.2.2.4. Real Time qPCR hazirhk islemleri ve MRNA Gen Ekspresyon Analizleri

Liyofize (kurutulmus) yapida 50 nmol HPLC olarak gelen primerler Biomers
protokollerine uygun olarak Nuclease free water ile sulandirildi. PCR analizlerinde

kullanilacak primerler 0,4 uM PCR konsantrasyona sabitlendi.

Yapilan PCR analizlerinde GnRH1, GnRH-R, KISS1 ve KISS-R olmak iizere
4 hedef genin ekspresyon diizeylerine bakild1 (sekil 22). Internal kontrol olarak ise ii¢
farkli referans gen (EIF4H, KDM4A, PTK2) kullanildi. Ilgili genlerin mRNA
transkript seviyeleri SensiFAST™ SYBR® RT-qPCR Kit (Sigma SensiFAST SYBR
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No-ROX Kit (Meridian Bioscience)) kullanilarak tespit edildi. Her bir gen i¢in primer
dizayn1 Primer-3 (Primer Express Software ver. 3.0, Applied Biosystems by Thermo
Fischer) kullanilarak yapildi. Sentez iglemleri Biomers (UIm, Almanya) firmasinda
gerceklestirildi (Tablo 4).

Sekil 22: Hedef (a) ve housekeeping gen primerleri (b).
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Tablo 4: Kullanilan genlerin oligoniikleotit dizileri ve genbank referans numaralari.

Oligoniikleotit Dizileri

Gen ID
Oligo Ad1 5'-Gen Primer Dizileri -3' Canis lupus familiaris (dog)

For: GnRH1 5'-AGTCTGATTGAAGAGGAA-3'
XM_038434631
Rev: GnRH1 5'-AATATGTGAACTTAGCGTAA-3'

For: GnRH-R  5-ACACGAGTCCTTCATCAG-3'
AF206513
Rev: GnRH-R  5-AGTCCAGCACACAGTAAA-3'

For: KISS1 5'-CCTGGTTTCTTGGCAGCTAATG-3'
KJ512885
Rev: KISS1 5'-GTCTCCATGGGTGCCACCTT-3'

For: KISS-R 5'-GGAACTCTCTGGTCCTTT-3'
NM_001314087
Rev: KISS-R 5'-TTGGCTATGTAAAAGTTGGT-3'

For: EIF4H 5'-TAAGGTCTCAGCAATTAC-3'
Cf02713640_m1
Rev: EIF4H 5'-AAGTTAAGTATTGGTGTCA-3'

For: KDM4A 5'-TCACAGAGAAGGAAGTTAAG-3'
Cf02708629_m1
Rev: KDM4A 5'-GCAGGCTCAATGTAATCT-3'

For: PTK2 5'-ACCTGGCTGACTTCAATC-3'
Cf02684608_m1
Rev: PTK2 5'-ATCTTCAACTGTAGCATTCCT-3'

PCR analizlerinde kullanilacak bilesenler toplam hacim 10 pl olacak sekilde:
5 ul Master mix (SensiFAST SYBR® No-ROX Mix (Meridian Bioscience)), 2,5 pl
MRNA MixB (Primer) 2,5 ul cDNA 6rneginden olustu. NTC (negative kontrol) 2,5 pl
steril distile su (numune yerine) ile olusturuldu. Bilesenler (komponentler) soguk blok

tizerinde agagidaki tabloya gére hazirlandi (Tablo 5).
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Tablo 5: SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit mMRNA gen ekspresyon bilesenleri.

Bilesenler Derisim Miktar 1X
2x SensiFAST SYBR® No-ROX Mix  2x Mastermix (1,5) buffer 5ul
MRNA MixB (Primer) F&R 2,5 ul
MRNA cDNA 1.000 ng 2,5l
Niikleaz icermeyen H20O - 2,5 ul

Son asamada mRNA dizileriyle olusturulan c¢DNA zincirleri, rolatif
ekspresyon analizlerinde kullanildi. Doku ve kontrol gruplarinda bulunan numunelerin
her biri igin, ilgili mRNA ve ona uygun referans genine ait dizilerin real time PCR
cihazi ile ¢ogaltilmas: saglandi. 40 dongii ilizerinden yapilan c¢aligmalarda floresan
degerinin esik degerini gectigi (Threshold ¢izgisini kestigi) noktadan alinan esik
degeri (Ct, Cp, Cq) hesaplamalarda kullanildi (Sekil 23).

Amplifikasyon
1200 T ™ T T

— z S bind
1000 +-- - - oo i . , ..................... ....................... ........... f .
- : | Linear Faz : ;

800 ... ...................... R TERRSYZREEE EERRERRRR OIS

600 oo, TR SRR
. Cy Degeri - .

Threshold Cizgisi - : : :
2004 T e ORISR /7 AP UUUTTY R J

Déngiiler

Sekil 23: Amplifikasyon egrisinin olusumu.

Calismada yapilan tim RT-gPCR analizleri, 96 kuyucuklu platelerde ve
duplike olarak gergeklestirildi. Amplifikasyon kosullar1 ise gen optimizasyonlaria
gore gerceklestirildi (Tablo 6). PCR friinlerine ait pikler incelenerek sonuglar
degerlendirildi (Sekil 24).
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Tablo 6: RT-gPCR analizleri yapilan genlerin amplifikasyon kosullar

FER Islem Sicakhk/Siire Tekrar
Asamasi

I,,lk Denatiirasyon 95°C- 2 dk. 1
Denatiirasyon
Denatiirasyon 95°C-10 sn.
PTK2 63°C
KDM4A 64°C
PCR EIF4H 61°C 10
Amplifikasyon | gas1 NRH1 10 30 sn.
aglanma | G 61°C (Okuma)
GNRH-R 57°C
KISS1 65°C
KISS1-R 59°C
95°C- 10 sn. 1
Melti
elting .Cl_Jrve Denatiirasyon 70°C- 5 sn. (Okuma) 1
Analizi
95°C- 5 sn. (Okuma) 1

[]
T c
) ourscsn [ curtscamtus N wacive B8] i us. gf] e s 5 ot S8 Cotincor v ) o )
Bown: 2+ ol (3 Londa Pt Ve: |t a gt e 1 [ S

Moo Peses

EEEEEER

Toross, G

FEEEEEIEEILQ

Sekil 24: Bio-RAD (CFX®96 Real Time system) PCR cihazi (a) gen ekspresyon islemleri (b-c).

flgili her bir genin mRNA ekspresyon seviyeleri, Bio-RAD (CFX®96 Real
Time system) protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Yapilan islem sonunda
cihazdan aliman hedef genler (GnRH/R, KISS1/R) ile referans genler (EIF4H,
KDMA4A, PTK2) karsilastirmali CT (AACT yontemi veya Livak yontemi: hedef genin
CT degerini endojen referans genin sonucuyla karsilastirmak i¢in bir aritmetik formiil

kullanilarak hesaplanir) 2" metodu ile degerlendirildi (Tablo 7).
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Tablo 7: Gen ekspresyon metotu (2-22¢t Livak Metot).

Gen Exspresyon Metotu (2-4ACt Livak Metot)

Grup Hedef Gen Referans Gen
Calisma Grubu A A*
Kontrol Grubu B B*

2-[((ACt (A) - (ACt (A™)) - ((ACt (B) - (ACt (B))]

*: Gen ekspresyon ¢aligmasinda standardizasyon igin kullanilan referans gen sonucu

2.2.2.5. Analiz Sonuc¢larinin Hesaplanmasinda Kullanilan Parametreler

Ct (Cp-Cq): Real time PCR cihazlarinda amplikasyon dongiileri sirasinda alinan florosan
1s1maya ait threshould ¢izgisi tizerinde bulunan esik degeri.

dCt (ACt): Hedef genin ortalamasi (duplike ¢alisildigi igin) - housekeeping 3 genin
geometrik ortalamasi (Ekspresyon seviyesini belirlemek istedigimiz genin Ct degeri
ile normalizator genin Ct degerinin farka).

ddCt (AACt): Hedef genin dCt (ACt) degeri — Calisma Kontrol grubunun (n:9)
ortalama dCt (ACt) degeri (Ekspresyon seviyesi hesaplanmak istenilen genin gruplar
arasindaki farki).

27-ddCt (- AACt): Ekspresyon seviyesi belirlenmek istenilen genin gruplar arasindaki
katsay1 (fold change; FC) degeri, gen ekspresyon ¢alismalarinda katsayr degisimi
verileri kullanilmaktadir.

Fold Change (FC: Katsay1 degeri): Kat say1 degisimi Hedef gen kontrol grubuna
gore ekspresyon seviyeleri artmis veya azalmas.

Katsay1 degisimi (FC) 1’in lizerinde ise ekspresyon seviyeleri artmig

Katsay1 degisimi (FC) 1’in altinda ise ekspresyon seviyeleri azalmis

Scala deger: Standart exspresyon degeri 0,1-1,1 arasindaki degerler.
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2.2.3. immiinohistokimyasal Analiz [Streptavidin Biotin Kompleks (Strept-ABC)

Immunoperoksidaz Teknigi]

Dehidrasyon islemine tabi tutulan dokular immiinohistokimyasal analizlerde
kullanilmak {izere parafin kasetlerine sigacak boyutlarda hazirlanarak %70 etanolde
bekletildi. Ardindan standart immiinohistokimyasal analiz protokol uygulanarak

parafin bloklar haline getirildi (Sekil 25).

%70 Etanol (%80 Etanol 1s. )

(%96 Etanol 1s.>

{
A ‘ (_ Absol Alkol )
i1
CMetil Benzoat)
1
C Benzol )
1
@Benzol + Parafin 60 °C 15 @
4
__ Parafin 60 °C 4 5. inkiibe >

Sekil 25: Parafin bloklarin hazirlanmasi.

Ovaryum ve uterus dokularinda GnRH1, GnRH-R, KISS1 ve KISS-R’lerinin
immiinlokalizasyonunu belirlemek amaciyla parafin bloklar haline getirilen
dokulardan mikrotom cihazi (Leika Rm 2125Rt) ile 2 um kalinliginda kesitler alindi.
Alman kesitler su banyosunda 6zel lamlar (Marienfeld Histobond+ Adhesive pozitif
yukli mikroskop lami ref: 0810401) {izerine alinip preparatlar hazirlanarak 37 °C’de
etiivde 24 saat bekletildi (Sekil 26).
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Sekil 26: Parafin bloklardan kesitleri alman dokularin Immiinohistokimyasal analizler icin
hazirlanmasi.

2.2.3.1. immiinohistokimyasal (IHC) Analizlerin Yapilmasi

Immiinohistokimyasal analizler i¢in hazirlanan preparatlara sirasiyla deparafinizasyon
ve rehidrasyon iglemleri yapildi. S6z konusu islemlerin asamalarina ait ayrintilar sekil

27’de verilmistir.

L Immiinohistokimyasal Analizlerin Yapim Asamalari ’

Distile Su Yikama Ultravision Protein Block >
‘ ¥ $
Absol Alkol EDTA/Sitrat Buffer _ PBSYikama O Distile Su Yikama
4 4
%96 Etanol (%96 Etanol ) [ (_ PBS Yikama Ylkama W) C HCAntikor O )
¥ 4
(%70 Etanol ) Etanol — _Anti-Rabbit Biotin Sec.
4 ¥ 3§
%80 Etanol PBS Ylkama C PBS Yikama > %96 Etanol
l Absol Alkol
ST

- @ntellan + Lamel KapatmD -

Sekil 27: Immiinohistokimyasal analizlerin agamalari.
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IHC analizlerde antikor olarak; Rabbit polyclonal antibody GnRH1 (Biorbyt
orb585773), Rabbit polyclonal antibody GnRH-R (Alomone Labs USA Lot:
AGRO030), Rabbit polyclonal antibody KISS1 (Prof. Dr. Alain Caraty’den temin edildsi,
INRA, France) ve Rabbit polyclonal antibody KISS-1R/GPR54 (Novus NLS1927)
kullanildi (Sekil 28). Kullanilacak antikorlar 1/100 oraninda hazirlandi: Ultra Anti
Body Diliient Plus 100 pul + 10 pl Antikor eklendi. Ultra Anti Body Diliient Plus
(Thermo Antibody Diluent OP Quanta TA-125-ADQ Lot: ADQ160912). Negatif
kontrol (izotip kontrol) olarak dokulara, ilgili antikorlara karsi, antikor yerine ayni
tirden bagisik olmayan IgG'lerle veya birincil antiserumla ayni seyreltme ve protein

konsantrasyonunda hazirlanarak inkiibe edildi.

KISSIR

Sekil 28: immiinohistokimyasal analizlerde kullanilan antikorlar.

Hazirlanmis olan preparatlardaki immiin boyanmalar 151k mikroskobunda
(Olympus BX51) incelendi ve sonuglar tablo seklinde dokulardaki boyanan hiicrelerin
lokalizasyonlarina gore sunuldu (Sekil 29). Dokularda kahverengi presipitasyonun

goriilmesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi.

Buna gore; 1sik mikroskobunda yiiksek biiylitmede (bar: 20um-X40)
hiicrelerde immunoreaktivite gozlenmemesi (-) reaksiyon, sadece yiiksek biiylitmede
(bar: 20um-X40) hiicrelerde immunoreaktivite gozlenmesi zayif reaksiyon (+/-),
diisiik buyiitmede (bar: 50/100um- X10/X20) hiicrelerde immunoreaktivitenin net
gozlemi giiglii reaksiyon (+), diisiik biiylitmede (bar: 50/100pum- X10/X20) hiicrelerde

immunoreaktivitenin yogun gézlemi ¢ok giiclii reaksiyon (++) olarak degerlendirildi.
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Sekil 29: Dokularin 1s1k mikroskobunda degerlendirilmesi.

2.2.4. Istatistiksel Degerlendirme

Calismanin istatiksel analizlerinin gergeklestirilmesi amaciyla IBM SPSS 22 (SPSS®,
IL, USA) paket programi kullanildi. RT-qPCR analizleri ile elde edilen hedef ve
kontrol genlerinin ekspresyon seviyelerinin hesaplanmasiyla elde edilen veriler grup

ortalamalarina kars1 test edildi.

Sonuglar ortalama + standart hata (SEM) seklinde ozetlenmistir. Steroid
hormon bulgularinin istatistiksel degerlendirmesinde degerlerin normal dagilim
saglayip saglamadigi Shapiro-Wilk analizi ile belirlendi. Serum E2 degerlerinde
normal dagilim saglandigindan tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA), serum
P4 konsantrasyonun kiyaslanmasinda gruplarin normal dagilim saglamamasindan
dolay1 Kruskal-Wallis ANOVA kullanildi. Gen ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesinde grup analizlerinin normal dagilimi saglamasindan dolay1 kiyaslamalar
icin tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) ve bagimsiz iki 6rnek t testi

(Independent Samples t-test) kullanildi. Gruplar arasi farkliliklarin belirlenmesi i¢in
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Post-Hoc ¢oklu karsilastirma testi Tukey uygulandi. Istatistiksel analizlerde p < 0,05

olasilik degeri 6nemli olarak kabul edildi.

Logaritmik Transformasyon: Cihaz kayitlar1 sonrasinda normalizasyon islemi
(Livak Metot) gerceklestirilen verilerin asir diisiik veya yliksek ifadeli gen ekspresyon
katsayilar1 vermeleri istatistik analizlerde veri dagilimlarimi etkilemektedir. Sunulan
calismada normalize edilmis nispi gen ekspresyon seviyelerinin logaritmik
transformasyonlar1 gergeklestirilerek asir1 ve disiik ifadeli gen ekspresyon
seviyelerine esit agirlik atfederek veri dagilimlari daha simetrik hale getirilmistir.

Boylelikle aykir1 degerlerin etkisi biiylik 6l¢iide ortadan kaldirilmastir.
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3. BULGULAR

Sunulan tez ¢alismasinda ge¢ prepubertal donemde Deslorelin implant uygulanan 16
kopekten 6’s1 dstrus grubunu (OST), 10’u non-dstrus grubunu (N-OST) ve rutin
ovaryohisterektomi operasyonu talebi ile klinigimize getirilen ve ge¢ pre-pubertal
donemde oldugu belirlenen 9 kopekten alinan dokular kontrol grubunu (KONT)

olusturdu.

3.1 Serum Ostradiol ve Progesteron Degerleri

Ovaryohisterektomi gilinii operasyon Oncesi alinan serum Orneklerinden yapilan
Ol¢iimlerde gruplarin ortalama serum Ostrojen konsantrasyonu degerleri ve
karsilastirmali sonuglar tablo 8 ve sekil 30°de ayrintili olarak verilmistir Serum steroit
hormon degerleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0,05).

Tablo 8: Gruplarin ortalama serum ostradiol (E2) ve progesteron (P4) konsantrasyonlariin

karsilagtirilmasi.

Gruplarin ortalama serum ostradiol ve

Istatistik
Parametre progesteron konsantrasyonu + SEM
OST (n=6) | N-OST (n=10) | KONT (n=9) -
E2 (pg/mL) 39.1+5.88 47.2+7.15 59.1+10.4
(min-max) (26.1/57.0) (11.8/82.9) (29.2/121.0) X
P4 (pg/mL) 4.01+2.35 0.26+0.03 0.39+0.07 117
(min - max) (0.11/13.8) (0.10/0.39) (0.16/0.77) '
OST: Ostrus, N-OST: Non-ostrus, KONT: Kontrol
Ostradiol (E2) Progesteron (P4)
125 15
100
,é 0 10
R A g
< E;
50
5
0 "
25
0 0 = =
OST N-OST KONT OST N-OST KONT
Grup Grup

Sekil 30: Gruplarmn ortalama serum E2 ve P4 konsantrasyonlari.
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3.2 Dokularin RNA Konsantrasyonu

Total RNA ekstraksiyon isleminden elde edilen RNA'larin konsantrasyonlari
gruplarin uterus ve ovaryum dokularmma gore ortalama degerleri ile gruplardaki
kopeklerin bireysel degerleri belirlendi. RNA’larin miktart 260-280 nm absorbans
Ol¢iimleri ile 0 en diisik 2 en yiiksek aralik olacak sekilde 0-2 araliginda
degerlendirildiginde yiiksek konsantrasyonda RNA elde edildi (Sekil 31).

A Uterus Dokusu RNA Konsantrasyonu B 20 Ovaryum Dokusu RNA Konsantrasyonu

2.0 - 0 -
6 El
< g
K 1.5 -g 1.5
2 2
=]
< <

(=]

§ 1.0 g 1.0 {
S 2
o I3
ol
: g
E 0.5 0.5 4
E £
S @}

0 0 -

OST N-OST KONT OsT N-OST KONT
Grup Grup

Sekil 31: Gruplarn uterus (A) ve ovaryum (B) dokularindan elde edilen RNA konsantrasyonlari.

Calismada kullanilan uterus ve ovaryum dokularinin gruplardaki ortalama
RNA konsantrasyon degerleri asagida verilmistir (Tablo 9). Buna gore RNA
konsantrasyonu min-max degerlerinin gruplardan bagimsiz olarak ovaryum
dokularinda 1,77 ile 1,94 araliginda, uterus dokularinda ise 1,85 ile 1,98 araliginda
oldugu belirlendi.

Tablo 9: Gruplarin uterus ve ovaryum dokularinin RNA konsantrasyonlari.

Uterus ve Ovaryum Dokularinin RNA Konsantrasyonu

Ortalama (260/280 Abs*)
OST (n=6) N-OST (n=10) KONT (n=9)
Uterus 1.92+0.011 1.93+£0.014 1.90 £ 0.013
(Min-max) (1,87-1,94) (1,85-1,98) (1,85-1,96)
Ovaryum 1.84 +0.020 1.89 +0.015 1.90 +0.014
(Min-max) (1,77-1,90) (1,79-1,94) (1,77-1,94)

OST: Ostrus, N-OST: Non-ostrus, KONT: Kontrol
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3.3. Uterus Dokusunda GnRH1, GnRH-R, KISS1 ve KISS-R Ekspresyon
Diizeylerinin Real Time PCR ile Yar1 Kantitatif Degerlendirilmesi

Gruplardaki kopeklere ait uterus dokularinin mRNA dizileriyle olusturulan cDNA
zincirleri, relativ ekspresyon analizlerinde kullanilarak, doku ve kontrol gruplarinda
bulunan numunelerin her biri i¢in, ilgili mRNA ve ona uygun referans genine ait
dizilerin real-time PCR sonugclar1 elde edildi. Farkli diizeylerde olmakla birlikte tiim
hedef genlerin ekspresyonu, incelenen her bir gruba ait uterus dokularinda saptanabildi
(Tablo 10). Bununla birlikte N-OST grubunda 2 képegin (Mart, Gama) ve KONT
grubunda 1 kopegin (Fi) uterus dokusunda GnRH-R geni ekspresyonu belirlenebilme

limitinin altinda oldugundan tespit edilemedi.

Tablo 10: Uterus dokusunda hedef genlerin gruplara gore ortalama FC 222t degerleri

Uterus Dokusu .
Istatistik
Genler Ortalama FC 2-4ACt Degerleri + SEM

OST (n=6) | N-OST (n=10) | KONT (n=9) —

GnRH1 0.84+0.232 0.28£0.07° 1.33+0.372

GnRH-R 1.33+0.35 3.77£1.93 11.4+8.78 ,609
KISS1 2.07+£1.27 3.71+1.67 2.04 +0.86 ,501
KISS-R 3.05+1.37 15.7+10.5 5.88£5.01 ,288

OST: Ostrus, N-OST: Non-ostrus, KONT: Kontrol

Elde edilen sonuglara goére GnRHI1 ekspresyonunun, kontrol grubundaki
hayvanlara kiyasla implant yerlestirilen OST ve N-OST gruplarindaki uterus
dokularinda azaldig1, bu azalmanin N-OST grubunda diger gruplara gére anlamli (p =

0,02) oldugu belirlendi (Sekil 32-A).

GnRH-R’ilinilin uterus dokusundaki ekspresyonu degerlendirildiginde gruplar
arasinda istatistiksel fark bulunmadi (p>0.05). Bununla birlikte GnRH-R mRNA
ekspresyon seviyesi KONT grubunda 11.4 + 8.78 ile OST (1.33 + 0.359) ve N-OST
(3.77+ 1.93) grubuna gore en yiiksek diizeydeydi (Sekil 32-B).
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A Uterus Dokusu GnRH1 Ekspresyonu
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Sekil 32: Uterus dokusunda GnRH1 (A) ve GnRH-R’iin (B) ekspresyonu.

Uterus dokusunda hem KISS1 hem de KISS-R ekspresyonu N-OST grubunda

diger gruplardan sayisal deger olarak daha yiiksek olmakla birlikte gruplar arasinda
anlamli bir farklilik belirlenmedi (p>0.05; Sekil 33-A). KISS-R ekspresyon diizeyi
yoniinden en diisiik deger 3.05 + 1.37 ile OST grubundaydi. (Sekil 33-B).
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Sekil 33: Uterus dokusunda KISS1 (A) ve KISS-R (B) ekspresyonu.
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3.4. Ovaryum Dokusunda GnRH1, GnRH-R, KISS1 ve KISS-R Ekspresyon
Diizeylerinin Real Time PCR ile Yar1 Kantitatif Degerlendirilmesi

Gruplardaki kopeklere ait ovaryum dokularinda farkli diizeylerde olmakla birlikte tiim
hedef genlerin ekspresyonu saptanabildi. Elde edilen ortalama Fold Change katsayi
degisim degerlerine ait bulgular implant uygulamasini takiben kopeklerin ovaryum
dokularinda KISS1 ve KISS-R ekspresyonunu anlamli diizeyde degistigini gosterdi
(Tablo 11).

Tablo 11: Ovaryum dokusunda hedef genlerin gruplara gére ortalama FC 222 degerleri
Ovaryum Dokusu
Genler Ortalama FC 2-2ACt Degerleri + SEM

Istatistik

OST (n=6) | N-OST (n=10) | KONT (n=9) —

GnRH1 0.907 +£0.228 1.53 £ 0.257 1.07 £0.130

GnRH-R 1.01+£0.219 1.41+£0.324 1.24 £ 0.245 ,765
KISS1 0.642+0.1302 1.07+0.133" 1.04 £0.097° ,042
KISS-R 0.341+0.0242 0.500+0.110° 1.25+0.327P ,003

OST: Ostrus, N-OST: Non-ostrus, KONT: Kontrol

Hem GnRH1 hem de GnRH-R niin ovaryum dokusundan elde edilen ortalama
Fold Change katsay1 degisim degerleri gruplara arasinda benzer bulundu (p>0.05).
Bununla birlikte hem GnRH1 hem de GnRH-R igin N-OST grubunda diger gruplardan
daha yiiksek diizeyde ekspresyon seviyesi belirlendi (Sekil 34-A ve B).
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Sekil 34: Ovaryum dokusunda GnRH1 (A) ve GnRH-R’iin (B) ekspresyonu.

Hem KISS1’in hem de KISS-R’niin ovaryum dokusundan elde edilen ortalama

Fold Change katsayr degisim degerlerine ait bulgular degerlendirildiginde OST

grubunun KISS1 ve KISS-R ekspresyon seviyelerinin diger gruplardan anlamli
diizeyde daha disiik oldugu belirlendi (p=0,042 ve p=0,003). Gruplarin GnRHI

ekspresyon seviyelerine ait Fold Change katsayi degisim bulgulari: (Tablo 11, Sekil

35 Ave B).

A s Ovaryum Dokusu KISS1 Ekspresyonu B Ovaryum Dokusu KISS-R Ekspresyonu

P=0.042| 15 P=0.003
10 o
: 3
= * g
%‘n 0.75 210 -
s :
;o 0.5 !S
- =
g E 0.5 4 *
E 025 =

@]
0 0
OST  NOST  KONT OST  N-OST  KONT
Grup Grup

Sekil 35: Ovaryum dokusunda KISS1 (A) ve KISS-R (B) ekspresyonu.
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Tim gruplardaki uterus ve ovaryum dokularmmdan ekspresyonu incelenen
GnRH1, GnRH-R, KISS1, KISS-R genlerinin PCR sonuglarinin bireysel 2724t Fold
Change ve Logaritmik Transformasyon degisim katsayilar1 asagida verilmistir (Tablo
12, 13 ve 14).
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Tablo 12: Ostrus grubunun 2-22¢ Fold Change ve logaritmik transformasyon degisim Katsay1lari.

Fold Change Degeri Logaritmik Transformasyon Degisim Katsayisi
Miijde 0,862 0,425 0,783 2,428 -0,213 -1,234 -0,352 1,28
Karam 8,345 1,799 9,448 0,281 3,061 0,847 3,24 -1,83
Lady 0,386 0,287 0,528 2,390 -1,373 -1,802 -0,922 1,257
Ovaryum Paris 1,442 0,772 1,677 1,015 0,528 -0,374 0,746 0,022
o Beta 1,046 1,256 4,005 0,964 0,065 0,329 2,002 -0,052
E Ella 0,349 0,518 1,862 0,872 -1,519 -0,95 0,897 -0,198
= Miijde 0,381 0,382 0,375 0,860 -1,393 -1,389 -1,417 -0,217
= Karam 0,829 1,381 0,424 1,488 -0,271 0,465 -1,238 0,573
Vs Lady 0,126 0,124 0,351 0,091 -2,984 -3,006 -1,511 -3,458
Paris 0,967 0,973 0,348 0,824 -0,049 -0,039 -1,524 -0,278
Beta 0,755 1,023 0,300 1,387 -0,405 0,032 -1,739 0,472

Ella 0,791 1,561 0,249 1,426 -0,338 0,643 -2,004 0,512
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Tablo 13: Non-Ostrus grubunun 2-22¢t Fold Change ve logaritmik transformasyon degisim Katsayilari.

. Fold Change Logaritmik Transformasyon Degisim Katsayisi
Garip 2,453 0,464 1,189 9,750 1,294 -1,107 0,249 3,285
Sister 18,132 0,246 108,755 14,761 4,18 -2,024 6,765 3,884
Mary 0,313 0,371 0,480 1,587 -1,675 -1,429 -1,059 0,666
Mart 4,076 0,040 11,132 -* 2,027 -4,657 3,477 -*
Uterus Nisan 0,625 0,061 0,809 0,182 -0,678 -4,026 -0,305 -2,454
Alfa 1,542 0,122 18,081 0,898 0,625 -3,03 4,176 -0,155
Gama 3,516 0,023 13,017 -* 1,814 -5,432 3,702 -*
Coco 1,538 0,221 1,062 0,199 0,621 -2,178 0,086 -2,331
é‘ Bella 0,394 0,774 0,771 0,656 -1,344 -0,37 -0,375 -0,609
L-.':/ Alice 4,511 0,509 1,424 2,094 2,173 -0,975 0,51 1,066
; Garip 0,747 1,544 0,232 1,255 -0,42 0,627 -2,107 0,328
2 Sister 1,628 1,243 0,377 0,178 0,703 0,313 -1,407 -2,489
Mary 0,874 1,081 0,869 2,052 -0,194 0,113 -0,203 1,037
Mart 1,392 1,407 0,673 1,087 0,477 0,492 -0,571 0,12
Nisan 1,806 2,532 1,275 3,684 0,853 1,34 0,35 1,881
Ovaryum
Alfa 0,842 1,179 0,349 1,963 -0,249 0,237 -1,52 0,973
Gama 1,031 1,271 0,481 0,354 0,045 0,346 -1,056 -1,497
Coco 0,419 3,375 0,304 0,763 -1,256 1,755 -1,716 -0,39
Bella 0,922 0,686 0,300 0,951 -0,117 -0,544 -1,739 -0,073
Alice 1,019 0,946 0,138 1,802 0,027 -0,08 -2,857 0,849

*: Ekspresyonu belirlenebilme limitinin altinda.
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Tablo 14: Kontrol grubunun 2-22¢t Fold Change ve logaritmik transformasyon degisim katsayilari.

Logaritmik Transformasyon Degisim

Fold Change Sty

Zilli 0,278 1,293 0,286 11,989 -1,848 0,37 -1,807 3,584
Stipriz 0,912 1,095 1,231 1,030 -0,133 0,13 0,3 0,043
Lucy 0,664 0,976 0,475 0,105 -0,591 -0,035 -1,074 -3,249
Baci 5,839 1,160 45,859 71,974 2,546 0,214 5,519 6,169
Uterus Berlin 1,135 2,224 1,120 0,215 0,183 1,153 0,164 -2,218
Tuty 1,910 0,497 0,271 0,022 0,934 -1,008 -1,882 -5,484

Fi 7,082 3,925 2,852 -* 2,824 1,973 1,512 -*
& Leo 0,183 0,508 0,481 5,440 -2,452 -0,978 -1,056 2,444
IL—l, Mia 0,363 0,283 0,313 0,409 -1,462 -1,82 -1,676 -1,29
% Zilli 1,155 0,725 0,402 1,272 0,208 -0,463 -1,316 0,347
X Stipriz 1,287 1,183 3,555 0,344 0,364 0,243 1,83 -1,541
Lucy 1,254 0,486 1,230 0,272 0,326 -1,042 0,298 -1,877
Baci 0,974 1,217 1,265 0,731 -0,038 0,283 0,339 -0,453
Ovaryum Berlin 0,558 0,636 0,600 2,436 -0,842 -0,654 -0,736 1,284
Tuty 0,842 1,184 1,221 1,960 -0,248 0,243 0,288 0,971
Fi 0,831 1,745 0,641 1,145 -0,266 0,804 -0,641 0,195
Leo 1,525 1,283 0,518 1,150 0,609 0,36 -0,948 0,202
Mia 0,924 1,171 1,849 1,830 -0,114 0,227 0,887 0,872

*: Ekspresyonu belirlenebilme limitinin altinda.
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3.5. Immiinohistokimyasal Bulgular

Uterus ve ovaryum dokularindaki immunoreaktivite yogunlugu immiinohistokimyasal
kesitler 151tk mikroskobu ile incelenerek, (-) ila (++) arasinda degisen bir
derecelendirme skalas1 ile dokulardaki lokalizasyonlari tablolar halinde detayli olarak

agiklandi.

3.6. Uterus Dokusunda GnRH1 ve GnRH-R’iin Immiinohistokimyasal
Lokalizasyonu

Immiinohistokimyasal kesitlerde GnRH1’in biitiin gruplarda uterusun hiicresel
lokalizasyonlarinda farkli derecede pozitif immunoreaktivite gosterdigi belirlendi.
Tiim gruplarda uterusun endometriyal stroma disindaki tiim katmanlarinda giiglii
reaksiyon belirlenirken myometriyumda daha zayif reaksiyon goriildii (Tablo 15, Sekil
36, 37 ve 38).

Tablo 15: Uterus dokusunda GnRH1’in hiicre diizeyinde immiinoreaktivitesi.

Gruplar

OST (n=6) N-OST (n=10) KONT (n=9)

Endometriyum

Liimen epitel hiicreleri ++ ++ ++
Endometriyal bezler ++ ++ ++
Yiizeysel uterus bezleri ++ ++ ++
Derin uterus bezleri ++ ++ +4
Endometriyal stroma + + +

Miyometriyum

Miyositler + + +
Interstisyel hiicreler + + i+
Miyometriyal stroma + + +

(-): immunoreaktivite yok, (+/-): zayif , (+): gi¢ld, (++): ¢ok giiglii
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Sekil 36: Ostrus grup GnRH1’in uterustaki immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A: izotip kontrol (bar:
50um-20x), B: uterusun katmanlari (bar: 200um-X4), C-D-E: GnRH1’in uterusun farkl alanlarindaki
immunoreaktivitesi (bar: 50um-X20), e: endometriyum, g: endometriyal bezler, 1: uterus liimeni, m:
miyometriyum, s: endometriyal stroma.
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Sekil 37: Non-Ostrus grup GnRH1’in uterustaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C:

GnRH1’in uterusun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (bar: 50pum-X20), e: endometriyum, g:

endometriyal bezler, l: uterus liimeni, m:miyometriyum, s: endometriyal stroma.
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Sekil 38: Kontrol grup GnRH1’in uterustaki immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C: GnRH1’in
uterusun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (bar: 50pum-X20), e: endometriyum, g: endometriyal

bezler, 1: uterus limeni, m:miyometriyum, s: endometriyal stroma.
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GnRH1 ile benzer sekilde GnRH-R’i de immiinohistokimyasal kesitlerde biitiin
gruplarda uterusun hiicresel lokalizasyonlarinda pozitif immunoreaktivite gosterdigi
belirlendi. Tiim gruplarda uterusun liimen epitel hiicrelerinde, endometriyal bezlerde,
yiizeysel ve derin uterus bezlerinde, miyositlerde, intersitisyel hiicrelerde,

endometriyal stromasinda farkli derecelerde pozitif immunoreaktivite goriildii (Tablo
16, Sekil 39, 40 ve 41).

Tablo 16: Uterus dokusunda GnRH-R’iin hiicre diizeyinde immiinoreaktivitesi.

Gruplar

OST (n=6) N-OST (n=10) KONT (n=9)
+
+
+
+
+
+
+
+

Endometriyum
Liimen epitel hiicreleri ++ ++
Endometriyal bezler ++ ++
Yiizeysel uterus bezleri ++ b
Derin uterus bezleri
Endometriyal stroma
Miyometriyum
Miyositler

Interstisyel hiicreler

Miyometriyal stroma

(-): immunoreaktivite yok, (+/-): zayif , (+): glgli, (++): ¢ok gii¢lii
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Sekil 39: Ostrus grup GNRH-R’iiniin uterustaki immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A: izotip kontrol
(bar: 50pm-X20), B: uterusun katmanlart (bar: 100um-X10), C-D-E: GnRH-R’niin uterusun farkli
alanlarindaki immunoreaktivitesi (c,d-bar: 20um-X40, e: bar: 50um-X20), e: endometriyum, g:

endometriyal bezler, 1: uterus liimeni, m: miyometriyum, s: endometriyal stroma.
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niin uterustaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C:

Ostrus grup GnRH-R’

Sekil 40: Non

-bar: 50pum-X20),
s: endometriyal stroma.

b

X40,

niin uterusun farkl alanlarindaki immunoreaktivitesi (a,c- bar: 20um

b}

GnRH-R

g: endometriyal bezler, I: uterus liimeni, m:miyometriyum,

)

e: endometriyum.
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Sekil 41: Kontrol grup GnRH-R’niin uterustaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C: GnRH-
R’niin uterusun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (a,c- bar: 20um-X40, b-bar: 100um-X10), e:

endometriyum, g: endometriyal bezler, 1: uterus liimeni, m:miyometriyum, s: endometriyal stroma.
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3.7. Uterus Dokusunda KISS1 ve KISS1-R’iin Immiinohistokimyasal

Lokalizasyonu

Immiinohistokimyasal kesitlerde KISS1’in biitiin gruplarda uterusun hiicresel
lokalizasyonlarinda pozitif immunoreaktivite gdsterdigi belirlendi. Tiim gruplarda
uterusun liimen epitel hiicrelerinde, endometriyal bezlerde, yilizeysel ve derin uterus
bezlerinde, miyositlerde, intersitisyel hiicrelerde, endometriyal stromasinda farkli
derecelerde pozitif immunoreaktivite goriildii. Uterusun hiicresel lokalizasyonlarinda
gruplar arasinda benzer yonde pozitif immunoreaktivite goriiliirken giicli
immunreaktivite N-OST grubunda liimen epitel hiicreleri ve yiizeysel uterus
bezlerinde goriildii (Tablo 17, Sekil 42, 43 ve 44).

Tablo 17: Uterus dokusunda KISS1’in hiicre diizeyinde immiinoreaktivitesi

Gruplar

Uterus
+
+
+
+
+
+
+
+

Endometriyum
Liimen epitel hiicreleri ++ ++
Endometriyal bezler ++ +
Yiizeysel uterus bezleri ++ s
Derin uterus bezleri
Endometriyal stroma
Miyometriyum
Miyositler

Interstisyel hiicreler

Miyometriyal stroma

(-): immunoreaktivite yok, (+/-): zayif , (+): glgli, (++): ¢ok gii¢lii
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Sekil 42: Ostrus grup KISS1’in uterustaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A: izotip kontrol (bar:
50um-X20), B-C-D-E: KISS1’in uterusun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (bar: 50pm-X20, e:

endometriyum, g: endometriyal bezler, I: uterus liimeni, m: miyometriyum, s: endometriyal stroma.
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Sekil 43: Non-Ostrus grup KISS1’in uterustaki immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C: KISS1’in

uterusun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (bar: 50um-X20), e: endometriyum, g: endometriyal

bezler, 1: uterus limeni, m:miyometriyum, s: endometriyal stroma.
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Sekil 44: Kontrol grup KISS1’in uterustaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C: KISS1’in
uterusun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (bar: 50um-X20), e: endometriyum, g: endometriyal

bezler, 1: uterus liimeni, m:miyometriyum, s: endometriyal stroma.
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Biitlin gruplarda KISS-R’nii uterusun hiicresel lokalizasyonlarinda genel olarak
negatif ve zayif pozitif immunoreaktivite gosterdigi belirlendi. Gruplarda uterusun
endometriyal bezleri, ylizeysel ve derin uterus bezlerinde, endometriyal stromada ve
intersitisyel hiicrelerde ¢ok zayif ve zayif immunoreaktivite goriiliirken; liimen epitel
hiicreleri, myositler ve bazi1 gruplarda endometriyal stromada KISS-R’iin

immunoreaktivite gostermedigi goriildi (Tablo 18, Sekil 45, 46 ve 47).

Tablo 18: Uterus dokusunda KISS1-R’iin hiicre diizeyinde immiinoreaktivitesi.

OST (n=6) N-OST (n=10) KONT (n=9)

Endometriyum

Liimen epitel hiicreleri

Endometriyal bezler -/+ -/+ -/+
Yiizeysel uterus bezleri + -[+ -[+
Derin uterus bezleri + -/+ -
Endometriyal stroma - -/+ -

Miyometriyum

Miyositler - - -
Interstisyel hiicreler - I+ I+
Miyometriyal stroma - -+ -

(-): immunoreaktivite yok, (+/-): zayif , (+): giiglii, (++): ¢ok gii¢lii
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Sekil 45: Ostrus grup KISS1-R’niin uterustaki immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A: izotip kontrol
(bar: 50um-X20), B-C-D-E: KISS-R’niin uterusun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (b,c,e- bar:
50um-20x, d-bar: 20um-X40), e: endometriyum, g: endometriyal bezler, I: uterus limeni, m:

miyometriyum, s: endometriyal stroma.
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Sekil 46: Non-Ostrus grup KISS1-R’niin uterustaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C:
KISS-R’niin uterusun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (bar: 20um-X40), g: endometriyal bezler,

m:miyometriyum, s: endometriyal stroma.



101

Sekil 47: Kontrol grup KISS1-R’niin uterustaki immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C: KISS-

R’niin uterusun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (bar: 50um-X20), g: endometriyal bezler,
m:miyometriyum, s: endometriyal stroma.
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3.8. Ovaryum Dokusunda GnRH1 ve GnRH-R’iin Immiinohistokimyasal

Lokalizasyonu

Immiinohistokimyasal kesitlerde GnRH1’in biitiin gruplarda ovaryumun hiicresel
lokalizasyonlarinda pozitif immunoreaktivite gosterdigi belirlendi. Tiim gruplarda
ovaryum dokusundaki folikiillerde (primer, sekunder), oositlerde, zona pelusidada,
graniiloza hiicrelerinde, teka hiicrelerinde ve endokrin interstisyel hiicrelerde farkli
derecelerde pozitif immunoreaktivite goriildii. N-OST ve KONT grubunda
bulunmayan, OST grubunda bulunan corpus luteaum’da da (CL) pozitif
immunoreaktivite goriildii. Ayrica deslorelin implant uygulanan kopeklerde hem OST
hem de N-OST gruplarinda graaf folikiilleri olmadigindan yalnizca KONT grubunda
graaf folikiilii orta diizeyde pozitif immunoreaktivite goriildii (Tablo 19, Sekil 48, 49
ve 50).

Tablo 19: Ovaryum dokusunda GnRH1’in hiicre diizeyinde immiinoreaktivitesi.

Gruplar

Ovaryum
Primer folikiil ++ ++ ++
Sekonder folikiil ++ Yok ++
Graaf folikiil Yok Yok +
Oosit ++ ++ ++
Zona pelusida + + +
Corpus liiteum + Yok Yok
Graniiloza hiicresi ++ ++ ++
Teka hiicresi ++ ++ ++
Endokrin interstisyel hiicreler + + +

(-): immunoreaktivite yok, (+/-): zayif , (+): gliglii, (++): ¢ok gii¢lii
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Sekil 48: Ostrus grup GnRH1’in ovaryumdaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A: izotip kontrol
(bar: 20pm-X40), B-C-D-E: GnRH1’in ovaryumun farkl1 alanlarindaki immunoreaktivitesi (bar: 20pm-
X40), c: ovaryum tizerindeki liiteal alan (bar: 50um-X20), cl: corpus liiteum, gh: graniiloza hiicresi, I:
endokrin interstisyel hiicreler, o: oosit, pf: primer folikiil, sf: sekonder folikiil, th: teka hiicresi, zp: zona

pelusida.
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Sekil 49: Non-Ostrus grup GnRH1’in ovaryumdaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C:
GnRH1’in ovaryumun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (bar: 20pum-X40), g: germinal epitel

(ovaryum epiteli), gh: graniiloza hiicresi, I: endokrin interstisyel hiicreler, o: oosit, pf: primer folikdil,

th: teka hiicresi.
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Sekil 50: Kontrol grup GnRH1’in ovaryumdaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C-D:
GnRHI’in ovaryumun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (a,b,c- bar: 20pm-X40, d-bar: 50pm-
X20), g: germinal epitel (ovaryum epiteli), gf: graaf folikiil, gh: graniiloza hiicresi, I: endokrin

interstisyel hiicreler, o: oosit, pf: primer folikiil, sf: sekonder folikiil, th: teka hiicresi, zp: zona pelusida.
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GnRH1 ile benzer sekilde GnRH-R’lii de immiinohistokimyasal kesitlerde biitiin
gruplarda ovaryumun hiicresel lokalizasyonlarinda pozitif immunoreaktivite
gosterdigi belirlendi. Tiim gruplarda ovaryum dokusundaki folikiillerde (primer,
sekunder), oositlerde, zona pelusidada, graniiloza hiicrelerinde, teka hiicrelerinde ve
endokrin interstisyel hiicrelerde farkli derecelerde pozitif immunoreaktivite goriildii.
N-OST ve KONT grubunda bulunmayan, OST grubunda bulunan corpus luteum’da
da (CL) pozitif immunoreaktivite goriildii. GnRH1’de oldugu gibi aym sekilde
deslorelin implant uygulanan kdpeklerde hem OST hem de N-OST gruplarinda graaf
folikiilleri olmadigindan KONT grubunda graaf folikiili orta diizeyde pozitif
immunoreaktivite goriildii (tablo 20, sekil 51, 52 ve 53).

Tablo 20: Ovaryum dokusunda GnRH-R’{in hiicre diizeyinde immiinoreaktivitesi.

Gruplar
Ovaryum
Primer folikiil ++ ++ +
Sekonder folikiil + Yok +
Graaf folikiil Yok Yok +
Oosit + ++ +
Zona pelusida ++ ++ ++
Corpus luteum ++ Yok Yok
Graniiloza hiicresi ++ ++ +
Teka hiicresi -+ + -+
Endokrin interstisyel hiicreler + ++ +

(-): immunoreaktivite yok, (+/-): zayif , (+): gliglii, (++): ¢ok gii¢lii
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Sekil 51: Ostrus grup GnRH-R’niin ovaryumdaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A: izotip
kontrol  (bar: 20um-X40), B-C-D-E-F: GnRH-R’niin ovaryumun farkli  alanlarindaki
immunoreaktivitesi (a,c,d,e- bar: 20um-X40, b-bar: 100um-X10, f-bar: 50um-X20),gh: graniiloza
hiicresi, I: endokrin interstisyel hiicreler, o: oosit, pf: primer folikiil, sf: sekonder folikiil, th: teka hiicresi,

zp: zona pelusida.
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Sekil 52: Non-Ostrus grup GnRH-R’niin ovaryumdaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C:
GnRH-R’niin ovaryumun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (a,b- bar: 20um-X40, c-bar: 50pm-
X20), gh: graniiloza hiicresi, I: endokrin interstisyel hiicreler, o: oosit, pf: primer folikil, prf:

primordiyal folikiil, th: teka hiicresi, zp: zona pelusida.
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Sekil 53: Kontrol grup GnRH-R’niin ovaryumdaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C-D:
GnRH-R’niin ovaryumun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (a- bar: 100um-X10, b-bar: 50pm-
X20, c,d-bar: 20um-X40, ), gf: graaf folikiil, gh: graniiloza hiicresi, I: endokrin interstisyel hiicreler, o:
oosit, pf: primer folikiil, sf: sekonder folikiil, th: teka hiicresi, zp: zona pelusida.
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3.9. Ovaryum Dokusunda KISS1 ve KISS1-R’iin Immiinohistokimyasal
Lokalizasyonu

Immiinohistokimyasal kesitlerde KISS1’in biitiin gruplarda ovaryumun var olan
hiicresel lokalizasyonlarinda pozitif immunoreaktivite gosterdigi belirlendi. Tim
gruplarda ovaryum dokusundaki folikiillerde (primer, sekunder), oositlerde, zona
pelusidada, graniiloza hiicrelerinde, teka hiicrelerinde ve endokrin interstisyel
hiicrelerde farkli derecelerde pozitif immunoreaktivite goriildii. N-OST ve KONT
grubunda bulunmayan, OST grubunda bulunan corpus luteaum’da da (CL) ve yalnizca
KONT grubunda bulunan graaf folikiiliindede orta diizeyde pozitif immunoreaktivite
goriildli. Ayrica tim gruplarda en zayif immunoreaktivite teka hiicrelerinde goriildii

(Tablo 21, Sekil 55, 55 ve 56).

Tablo 21: Ovaryum dokusunda KISS1’in hiicre diizeyinde immiinoreaktivitesi.

Gruplar
Ovaryum
Primer folikiil + + +
Sekonder folikiil + Yok +
Graaf folikiil Yok Yok +
Oosit + ++ ++
Zona pelusida + + ++
Corpus luteum + Yok Yok
Graniiloza hiicresi + + ++
Teka hiicresi -/+ -/+ -/+
Endokrin interstisyel hiicreler 1 -[+ +

(-): immunoreaktivite yok, (+/-): zayif , (+): gliglii, (++): ¢ok gii¢lii
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Sekil 54: Ostrus grup KISS1’in ovaryumdaki immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A: izotip kontrol
(bar: 20pum-X40), B-C-D-E: KISS1’in ovaryumun farkl alanlarindaki immunoreaktivitesi (bar: 20pum-
X40), c: ovaryum tizerindeki liiteal alan (bar: 20um-X40), cl: corpus liteum, gh: graniiloza hiicresi, I:
endokrin interstisyel hiicreler, o: oosit, pf: primer folikiil, sf: sekonder folikiil, th: teka hiicresi, zp: zona

pelusida.
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Sekil 55: Non-Ostrus grup KISS1’in ovaryumdaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C:
KISS1’in ovaryumun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (bar: 20um-X40), gh: graniiloza hiicresi,

I: endokrin interstisyel hiicreler, o: oosit, pf: primer folikiil, th: teka hiicresi, zp: zona pelusida.
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Sekil 56: Kontrol grup KISS1’in ovaryumdaki immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C-D:
KISS1’in ovaryumun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (a,b,c- bar: 20um-X40, d-bar: 50um-
X20), gf: graaf folikiil, gh: graniiloza hiicresi, I: endokrin interstisyel hiicreler, o: oosit, pf: primer

folikiil, sf: sekonder folikiil, th: teka hiicresi, zp: zona pelusida.
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KISS1-R’iin genel olarak biitiin gruplarda ovaryumun var olan hiicresel
lokalizasyonlarinda negatif ve zayif pozitif immunoreaktivite gdsterdigi belirlendi.
Tiim gruplarda ovaryum dokusundaki folikiillerde (primer, sekunder), oositlerde, zona
pelusidada, graniiloza hiicrelerinde, teka hiicrelerinde, endokrin interstisyel hiicrelerde
ve germinal epitel hiicrelerinde zayif pozitif ve farkli derecelerde pozitif
immunoreaktivite goriildii. N-OST ve KONT grubunda bulunmayan, OST grubunda
bulunan corpus luteaum’da da (CL) ve yalnizca KONT grubunda bulunan graaf
folikiiliindede orta diizeyde pozitif immunoreaktivite goriildii. Ayrica tiim gruplarda
en zayif immunoreaktivite teka hiicrelerinde ve endokrin intersitisyel hiicrelerde

goriildii (Tablo 22, Sekil 57, 58 ve 59).

Tablo 22: Ovaryum dokusunda KISS1-R’{in hiicre diizeyinde immiinoreaktivitesi.

Gruplar

Ovaryum

Primer folikiil + -+ +
Sekonder folikiil + -[+ +
Graaf folikiil Yok Yok +
Oosit + + +
Zona pelusida -+ -+ +
Corpus liteum + Yok Yok
Graniiloza hiicresi -[+ -+ -+
Teka hiicresi -/+ -/+ -/+
Endokrin interstisyel hiicreler -/+ -/+ -1+

(-): immunoreaktivite yok, (+/-): zayif , (+): gliglii, (++): ¢ok gii¢lii



115

Sekil 57: Ostrus grup KISS1-R’niin ovaryumdaki immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A: izotip
kontrol (bar: 20pum-X40), B-C-D-E: KISS-R’niin ovaryumun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi
(b,c,e- bar: 20um-X40, d-bar: 50um-X20), c: ovaryum iizerindeki liiteal alan, cl: corpus liteum, gh:
graniiloza hiicresi, I: endokrin interstisyel hiicreler, o: oosit, pf: primer folikiil, sf: sekonder folikiil, th:

teka hiicresi, zp: zona pelusida.



116

Sekil 58: Non-Ostrus grup KISS1-R’niin ovaryumdaki immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C-
D: KISS-R’niin ovaryumun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (bar: 20pum-X40), gh: graniiloza
hiicresi, I: endokrin interstisyel hiicreler, o: oosit, pf: primer folikdil, sf: sekonder folikiil, th: teka hiicresi,

zp: zona pelusida.
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Sekil 59: Kontrol grup KISS1-R’niin ovaryumdaki Immiinohistokimyasal lokalizasyonu; A-B-C-D:
KISS-R’niin ovaryumun farkli alanlarindaki immunoreaktivitesi (a,c-bar: 20um-X40, b-bar: 50um-
X20, d-bar: 100um-X10), gf: graaf folikiil, gh: graniiloza hiicresi, I: endokrin interstisyel hiicreler, o:

oosit, sf: sekunder folikiil, pf: primer folikiil, th: teka hiicresi, zp: zona pelusida.
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4. TARTISMA

Deslorelin implant uygulamasi sonrasinda olusan down-regiilasyon etkilenen
hiicrelerdeki GnRH reseptor komplekslerinin sikligindaki azalmayi, desensitizasyon
(duyarsizlasma) ise agonistin siirekli ortamda bulundugu durumlarda, hedef hiicrelerin
cevap verebilme kabiliyetindeki azalmayi ifade eder (Vickery ve Nestor 1987).
Duyarsizlasma sonucunda GnRH’nin fizyolojik pulsatil salinimi sona erer ve
gonadotropin ve gonadal hormon salgilanmasi 6nlenir (Gobello 2007, Fontaine ve
Fontbonne 2011). Disi kopeklerde GnRH agonistlerinin uygulanmasi, hipofizi
GnRH’a kars1 once uyararak bir Ostrus yaniti (flare-up) olustururken, uzun siireli
salmim1 sonrasinda duyarsizlastirir ve ovaryum fonksiyonunu bloke eder. Flare-up
etkisi ile GnRH analoglarinin uygulanmasini takip eden donemde dogal GnRH
salimmmini taklit etmesi nedeniyle FSH ve LH saliniminda bir artis sekillenir. Bu
uygulama, izleyen dénemde 6strus ve ovulasyonu uyarabilir ve gonadal supresyon 7-
14 giin kadar gecikebilir (Lucas 2014).

Yetigkin  kopeklerde yapilan bircok c¢alismada GnRH agonistlerinin
uygulanmasi sonrasinda Ostriisiin uyarilmasi ve baskilanmasi saglanmistir. Ancak pre-
pubertal donemdeki kopeklerde GNRH noronlarinin, GnRH puls tireten néronal devre
ve noronlarin salgi aktivitesini diizenleyen kontrol mekanizmasinin olgunlagsmamis
olmasi (Herbison ve Plant 2018) farkli klinik bulgularla sonu¢lanmaktadir. Yapilan
klinik ¢aligmalar farkli baskilama siireleri ve degisken flare-up bulgularinin varligini
ortaya koymustur (Trigg ve ark. 2006, Kaya ve ark. 2013, Kaya ve ark. 2015, Kaya ve
ark. 2017, Schafer-Somi ve ark. 2022). Bu sonuglar GnRH agonisti Deslorelinin pre-
pubertal uygulamalarinin HPG ekseni tizerine etkilerinin tek basina GnRH salinimi ile
siirli olmadigimi ve Kisspeptin gibi pubertaya ulasmada etkili diger faktorlerin de
arastirtlmas1 gerektigini gostermektedir. Sunulan tez caligmasi, ge¢ prepubertal
donemdeki kopeklerde Deslorelin kullanimi ile Gstruslarin uyarilmasi sonrasi ve
ovaryum/uterus  dokularinda GnRH1 ve KISS1/reseptorlerinin  varligt  ve

lokalizasyonunun incelenmesi amaciyla gerceklestirilmistir.

Prepubertal donem ile ilgili yapilan ¢aligmalarin en kritik noktas1 kullanilacak
hayvan materyalinin ger¢cekten bu donemde oldugunun klinik ve hormonal analizlerle

kesin olarak belirlenmesidir (Gobello 2014). Bu ¢alismada kullanilan disi kdpeklerin
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tamaminda yapilan klinik reprodiiktif muayeneler, vajinal sitoloji ve E2/P4

diizeylerinin belirlenmesi ile prepubertal donem dogrulanmustir.

4.1. Steroit Hormon Konsantrasyonlari

Puberta, seksiiel olarak dimorfik olan viicut boyutu, sekli ve bilesimindeki hizh
degisiklikler ile hormonal degisikliklerin meydana geldigi dinamik bir gelisime
donemi olarak tanimlanir. Pubertanin ayirt edici 6zelliklerinden biri bliyiime atagidir.
Meydana gelen biiyiime ataginin hormonal regiilasyonu ve viicut kompozisyonundaki
degisiklikler gonadotropinlerin, leptinin, seks steroidlerinin ve biliylime hormonunun

salinmasina baghdir (Rogol ve ark. 2012).

Diger memelilerde oldugu gibi disi kdpeklerde de pubertaya ulasma yas1 farkl
faktorlerden (genetik faktorler, beslenme, barinma kosullar1 vb.) etkilenmekle birlikte
kiigiik 1rklarin cinsel olgunluga biiylik irklardan daha erken erismesi beklenir
(Concannon 1993). Bu unsurlar prepubertal kopeklerde yapilan calismalara ait

sonuclarin karsilastirilmasini zorlastirmaktadir.

Yetiskin disi kopeklerde, serum E2 konsantrasyonu prodtrusun baslangicinda
18'den 55 pmol/L'ye yiikselir ve prodstrus sirasinda 147 ila 440 pmol/L'lik bir zirveye
ulagir (Concannon 2011). Kaya ve ark. (2015) prepubertal kopeklerde yaptiklar
calismada hayvanlarin bazilarimin c¢alisma siliresi boyunca serum ortalama E2
konsantrasyonlarinda 18'den 462 pmol/L'ye bir artis gésterdigini, daha sonra hizla 18
pmol/L'nin altina diiserek tedavi siiresince diisiik kaldigini1 bildirmislerdir. Benzer
sekilde bir baska ¢alismada kontrol ve deslorelin ile tedavi edilen disi kopeklerde
dokularin alinmasi sirasinda ortalama P4 konsantrasyonlari, sirasiyla 53.79 + 6.21
ng/ml ve 48.93 + 6.97 ng/ml idi (p > 0.05). Ortalama E2 konsantrasyonlari, kontrolde
6 ila 42 pg/ml (28.5 + 7.79 pg/ml) ve deslorelin ile tedavi edilen disi kopeklerde 6-90
pg/ml (38.73 + 19.99 ng/ml) arasinda degismistir (p > 0.05, Schifer -Somi ve ark.
2018). Arastirmacilar, serum P4 ve E2 konsantrasyonlarindaki bu degiskenligin olasi
nedenlerini, disi kopekler arasindaki ilag emilimi veya metabolizmasindaki bireysel
farkliliklar olarak aciklamiglardir. Farkli dozda Deslorelin asetat uygulanan
kopeklerde ilk dort hafta siiresince bireysel deslorelin konsantrasyonlarindaki

farkliliklar bu goriisii destekler.
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Gontier ve ark. (2022), 4,7 mg Deslorelin asetat implant ile sikluslar
baskilanan 12 ila 16 haftalik prepubertal disi kopeklerde ilk dstrustaki E2 degerlerini
sirasiyla 29,31+£15,69 ve 28,81+11,65 pg/mL ve P4 degerlerini 3,47+6,12 ng/mL ve
2,12+3,46 ng/mL olarak bildirmislerdir.

Sunulan c¢alismada doku 6rneklerinin alindig1 giin gruplarin ortalama serum
strojen konsantrasyonu OST, N-OST ve KONT grubunda sirastyla 39.1+5.88 pg/mL,
47.247.15 pg/mL ve 59.1+£10.4 pg/mL olarak bulunmustur. Serum P4 konsantrasyonu
OST grubunda 4.01+2.35 pg/mL ile daha yiiksek bulunmus ancak yine de kdpeklerin
cogunda bireysel olarak fizyolojik degerlerin altinda seyretmistir. P4 degerleri, N-OST
ve KONT grubunda sirasiyla 0.26+0.03 pg/mL ve 0.39+0.07 pg/mL olarak
belirlenmistir (p>0.05).

Calismalardaki steroit degerlerinin genis bir aralikta olmasi implantlara karsi
bireysel emilim cevabi ve implant yerlestirme yasinin etkisini agik bir sekilde ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte sunulan ¢alismada dokularin elde edildigi implant
sonrast donemde Deslorelin asetatin baskilama etkisini gostermeye bagladigi
bilinmektedir. Bu durumda elde edilen E2 degerlerinin diisme egiliminde olmasi
beklenir. Progesteron degerleri ise flare-up gozlenen kdpeklerde gogunlukla diisiik
seyretmis ve bu durumun deslorelinin etkisinden ¢ok pubertanin uyarilmasinda etkili
noropeptid, hormon ve mediatorlerinin yetersiz salinimi ile baglantili oldugu

distintiilmiistiir.
4.2. Uterus ve Ovaryumda GnRH1, GnRH-R, KISS1 ve KISS-R Ekspresyonu

Memelilerde GnRH ve reseptor sisteminin hipotalamus-hipofiz- ovaryum aksi ve
dolayisiyla iireme islevini diizenlemedeki iyi bilinen 6zelliklerine ek olarak, kanser
hiicreleri de dahil olmak iizere prostat, ovaryum (Cheung ve Wong 2008), plasenta
(Cheung ve Wong 2008, Aguilar-Rojas ve Huerta-Reyes 2009, Schafer-Somi ve ark.
2015) ve meme (Cheung ve Wong 2008) gibi ¢ok sayida hipofiz dis1 dokuda parakrin,
otokrin ve endokrin etki gosterir. Bu sistemin ovaryumlarda steroidogenez (Sridaran
ve ark. 1999a, Sridaran ve ark. 1999b) ve apoptozdaki (Sridaran ve ark 1998,
Papadopoulos ve ark. 1999, Sridaran ve ark. 1999a) rolii birkag memeli tiirtinde
gosterilmis olmasina ragmen, evcil kopek tiirlerinde olasi islevlerine iligkin hala bilgi

eksikligi vardir. Kopeklerde simdiye kadar lireme dokularinda sadece bir GnRH
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izoformu (GnRH-1) ve bir reseptor tipi tanimlanmis ve bunlarin kdpek uterusu ve
plasentasinda ekspresyonu yakin zamanda bildirilmistir (Schafer-Somi ve ark. 2015).
Diger memelilere benzer sekilde, kopeklerde de GnRH, merkezi olarak hareket ederek
ovaryum fonksiyonunu etkileyen ve ostrusu diizenleyen hem inhibe edici hem de

uyarici tepkileri modiile eder (Gobello 2007).

Kemirgenler, hamsterlar ve insanlar gibi farkli memelilerin ovaryumlarinda
pubertal donemde yiiksek bir kisspeptin ve KISSIR ekspresyonu oldugu daha 6nce
bildirilmistir (Peng ve ark. 2013, Gaytan ve ark, 2009, Nakamura ve ark. 2022). Terao
ve ark. (2004), rat ovaryumunda iireme islevindeki temel roliinii vurgulayan
Kisspeptin mRNA'nin varligini ilk kez rapor etmistir. Yakin zamanda yapilan bir
arastirma, kisspeptinin farelerde ovulasyonu ve folikiiler dinamikleri kontrol ettigini
ve eksikliginin kadinlarda ovaryum yaslanmasindan sorumlu ana faktérlerden biri
oldugunu gostermistir (Ruohonen ve ark. 2022). Memelilerde pubertanin baslangici,
steroit hormon aracili gonadotropin salgilanmasinin diizenlenmesi ve iiremenin
kontrolii i¢in kisspeptin ¢ok onemli bir diizenleyici olarak kabul edilmektedir (Pinilla
ve ark. 2012). Pubertal siiregte kisspeptin ya da Kisspeptin reseptorii (KISS-R)
eksikligi, hayvanlarda pubertanin gergeklesmemesi ya da gecikmesine neden
olmaktadir (De Roux ve ark. 2003, D'anglemont De Tassigny ve ark. 2007).
Kisspeptin ayrica bazi tiirlerde ovulasyonun uyarilmasinda rol oynar (Duittoz ve ark.
2021). KISS1 noéronlari, KISS1'in beyinden GnRH salgilanmasini diizenlemedeki rolii
onem arz etmektedir (Aparicio 2005, Priyanka ve ark. 2018). KISS1 beyin disinda
ayrica periferik tireme dokularinda da (ovaryum, uterus) etki gostermektedir

(Maranesi ve ark. 2019, Uenoyama ve ark. 2019).

Kisspeptinlerin, GnRH bagimli LH ve FSH salinimina neden olduklart GPR54
mutasyonlu farelerde ve siganlarda gosterilmistir. Ayrica periferik yolla verilen
metastinin disi ve erkek siganlarda gonatropin diizeylerini arttirdigi ve prepubertal
disilerde ovulasyona neden oldugu, hatta bu etkinin GnRH antagonistleri ile
engellenebildigi bildirilmistir (Matsui ve ark. 2004, Navarro ve ark. 2005). Primatlarda
kisspeptin uygulamasinin GnRH ve LH diizeylerinde GnRH antagonisleri ile geri
dondiiriilebilen artisa neden oldugu bilinmektedir Ayrica yine primatlarda GPR54
MRNA seviyelerinin prepubertel donemde, KISS1 mRNA seviyelerinin de puberta ile
birlikte arttig1 bilinmektedir (Shahab ve ark. 2005).



122

Memeli tiirlerinde hipotalamik kisspeptin ndronlari, pubertas iizerinde ve
GnRH’nin pulsatil salgisin1 diizenleyen noronal agda 6nemli rol iistlenerek iireme
davraniglarinin diizenlenmesini saglar (Sivalingam ve Parhar 2022). Farkli memeli
tirlerinde Kisspeptin néronlarin merkezi sinir sistemindeki dagilimlar1 tizerine
yapilan calismalar disilerde anteroventralperiventrikiiler cekirdekte (AVPC) daha
fazla oranda bulunduklarini ve testosteron verilmesi ile perinatal olarak erkeklerle
aralarindaki bu farkliligin azaltilabildigini bildirmektedir (Kauffman ve ark. 2007).
AVPC’deki kisspeptin noron toplulugunun disilerde prenatal olarak gonadal
steroidlerce organize edilen preovulatuar GnRH/LH dalgasinin olusumunda rol

alabilecegi diisiiniilmektedir (Smith ve Clarke 2007).

Diivelerde yapilan ¢aligmalarda kisa siireli Deslorelin tedavisinin, sinif 2 (6 ila
9 mm) ve smif 3 (>9 mm) folikiil sayisinda diisiise neden olurken, sinif 1 (<6 mm)
folikiil sayisinin etkilemedigini ortaya koymustur (Mattos ve ark. 2001). Bu sonuglar
bu tirde folikiiler biiylimenin baskilanmasinin, GnRH agonistinin ovaryumlar
tizerindeki dogrudan etkisinden ziyade, azalmis gonadotropik destek ile ilgili
oldugunu gostermistir (D'Occhio ve ark. 2000). Ek olarak, sigir ovaryum dokularinda
GnRH veya GnRH agonistleri i¢in higbir baglanma bolgesi/reseptor tanimlanmamaistir

(Gong ve ark. 1996).

Yetiskin disi kopeklerde Deslorelin ile Ostrus baskilanmasinin ardindan, bir
sonraki siklusta fertilitenin etkilenmedigi bildirilmistir (Borges ve ark. 2015).
Deslorelinin prepubertal kopeklerde ovaryum fonksiyonlarimin baskilanmasi ve
ovaryum aktivitesinin yeniden baglamasi tizerindeki lokal etkisi, implantin etkisi sona
erdikten sonra incelenmistir. Deslorelin ile pubertaya girisleri ertelenen ve gozlenen
ilk ostruslarmin ardindan OHE operasyonu ile dokular1 alinan kopeklerin uterus
dokusunda makroskobik ve mikroskobik bir degisiklik goriilmemistir (Schifer-Somi
ve ark. 2018).

Kaya ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada farkli dozlarda deslorelin uygulanan
kopeklerde takip eden ilk Ostrus sonrasi CL fonksiyonlarinda rol oynayan énemli bazi
faktorlerin ekspresyon seviyelerini arastirmislardir. Bu ¢alismada, 6nemli luteotropik

diizenleyici faktorlerin ekspresyonundaki dengesizlige ragmen, GnRH analogu
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Deslorelin tedavisi yoluyla pubertanin uzun siireli geciktirilmesinin disi kdpeklerde
miiteakip tireme aktivitesi ve ovaryum islevselligi lizerinde olumsuz bir etkisinin
olmadig1r sonucuna varilmistir. Hayvan sayisinin azligi ¢alismanin sonuglarinin
yorumlanmasi agisindan sinirlayici bir faktor olarak bildirilmekle birlikte bu ¢calismada
kopek CL'de GnRH'nin yerel etkileri ve GnRH-R'nin ifadesi ilk kez gosterilmistir.
GnRH-R eksresyonunu luteal varligi ve luteal fazin baslangicinda daha yiiksek
diizeyde gozlenmesi, kopek CL'sinde GnRH'nin olas1 dogrudan endokrin diizenleyici

oldugu anlamina gelmektedir.

Noropeptit kisspeptin  ve reseptdrii  KISS1R, pubertanin baslangicini
tetikleyerek GnRH hormonunun salgilanmasini ve ovulasyonu uyararak memelilerde

tireme siirecini yonetir (Decourt ve ark. 2016).

Ovaryumda folikiil, oosit ve corpus luteumda KISS1 ve KISS1R genlerinin
ekspresyonu ve KISS1 ve KISS1R proteininin varligi rat (Castellano ve ark. 2006,
Peng ve ark. 2013, Fernandois ve ark. 2016), Sibirya hamsteri (Shahed ve Young
2009), tavsan (Maranesi ve ark. 2019), kedi (Tanyapanyachon ve ark. 2018), képek
(Cielesh ve ark. 2017, Kaya ve ark. 2017), ke¢i (Zheng ve ark. 2018), domuz (Basini
ve ark. 2018) ve insan olmayan primatlar (Gaytan ve ark. 2009, Hu ve ark. 2019) gibi
pek cok memeli tiiriinde arastirilmistir. Ratlarda, KISS1 ve KISSIR ekspresyonunun
prepubertal hayvanlarda diisiik oldugu ve gonadotropin tedavisine yanit olarak
folikiillerin teka hiicrelerinde ve luteal dokuda ekspresyonun arttigi bildirilmistir
(Castellano ve ark. 2006, Peng ve ark. 2013). Kopeklerde, prepubertal donemde
ovaryumlarda KISS1R proteininin diisiik diizeydeki ekspresyonu belirlenirken KISS1
proteininin belirlenebilir diizeyde olmadigi bildirilmistir (Cielesh ve ark. 2017, Kaya
ve ark. 2017). Ratlarda, ovaryumda KISS1 ve KISS1R sabit ekspresyon gosterirken,
KISS1 proteininin preovulatuar donemde arttig1 belirlenmis, bu artis KISS1'in
ovulasyonda rol oynadigini diisiindiirmiistiir (Castellano ve ark. 2006). Benzer sekilde,
Sibirya hamsterinda, KISS1 ve KISS1R protein seviyelerinin prodstrus ve dstrusta en

yiiksek diizeyde oldugu bildirilmistir (Shahed ve Young 2009).

Yetiskin kopeklerde corpus luteumunda GnRH-R ekspresyonunun didstrus
boyunca zamana bagimli ve luteal regresyonla birlikte azalan relatif ekspresyonu
bildirilmistir (Kaya ve ark. 2017). Sunulan tez ¢aligmasinda kopeklerin ovaryum

dokularinda farkli diizeylerde olmakla birlikte tiim hedef genlerin ve reseptorlerinin
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ekspresyonu saptanabilmistir. Ancak hem GnRH hem de GnRH-R ekspresyonu
diizeyleri deslorelin uygulamasi sonras1t OST ve N-OST ile tedavi gormeyen KONT
grubunda benzerlik gostermistir (p>0,05). Yetiskin kopeklerden farkli olarak
deslorelin ile Ostruslar1 uyarilan kdpeklerde didstrus doneminde ovaryumlarinda (bir
olgu disinda) CL bulunan OST grubunun diger gruplarla benzer GnRH1/GnRH-R
ekspresyonu diizeyleri, Deslorelinin uzun vadede yol actig1 bildirilen luteal
yetmezligin erken didstrustan itibaren luteal hiicrelerde gen ekspresyon diizeylerini
etkilendigine dair bir gosterge olarak yorumlanabilir. Calismada KISS1 ve KISS-R
ekspresyonu acisindan OST grubundaki daha diisiik diizeyler (sirasiyla p<0,042 ve
p<0,003) deslorelin implant uygulamasinin bu genler i¢in lokal downregiilasyonu
hizlandirdigini diisiindiirmektedir. Ancak bu konuda kesin bir yargiya varabilmek i¢in
ayni donemde steroit hormon reseptdr diizeylerinin de incelendigi daha spesifik

aragtirmalara ihtiyag¢ vardir.

Sunulan ¢aligma bulgulari ile paralel olarak Kaya ve ark. (2017) hem deslorelin
ile tedavi edilen hem de kontrol grubu hayvanlarda ovaryum dokusunda, GnRH-R ve
KISS1'in bagil ifadesinin diisiik bulundugunu ve bazi 6rneklerde saptama limitlerinin
oldugunu bildirmislerdir. S6z konusu ¢alismada daha erken donemde (ortalama 4,2
ay) ve farkli dozlarda (9,4 ve 4,7 mg) GnRH analogu uygulanmis olmasina ragmen
Desloreline maruz kalan hayvanlarda ilk Ostrustaki ovaryum fonksiyonlarinin uzun
vadede yapilan tedaviden olumsuz etkilenmedigi rapor edilmistir. Ancak her iki
calismanin 6rnekleme zamani acisindan farkliliklar sonuglarin karsilastirilabilirligini

giiclestirmektedir.

Sunulan tez caligmasinda Deslorelin implant uygulamasini takiben ostrus
gozlenen (OST) hayvanlardan alman uterus dokusu drneklerinde GnRH1 ekspresyonu
ile kontrol grubu arasinda fark gdzlenmezken N-OST grubundaki ekspresyon
diizeyleri anlamli oranda diisiik bulunmustur. Bununla birlikte hem GnRH1 hem de
GnRH-R ekspresyon diizeyleri tedavi gormeyen pre-pubertal kopeklerde deslorelin
uygulananlara gore daha yliksektir. Bu durum flare-up sonrast GnRH ndéronlarinin
yaklagik 2-3 haftalik bir agonist etkiye maruz kalmasinin uygulama gruplarinda hem
GnRH hem de reseptorinde down-regiilasyonu baslatmakta yeterli oldugunu
gostermektedir. Tedavi gruplarindan OST grubunda uyarilmis dstrusa ragmen diisiik

diizeylerdeki P4 hormon konsantrasyonlar1 bu bulguyu desteklemektedir.
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Bu bulgulara dayanarak GnRH agonisti deslorelinin kdpeklerde hipofiz
seviyesinde oldugu kadar ovaryum diizeyinde de dogrudan etki gosterebilecegi
diisiiniilmektedir. GnRH agonistlerinin, ratlardakine benzer sekilde (Roth ve ark.
2001) yerel bir otoregiilasyon sisteminin parcast olan ovaryum GnRH ve KISS
reseptorleri araciligiyla steroidogenezisi dogrudan etkileyebilecegi varsayilabilir. Bu
nedenle ovaryum GnRH ve KISS protein varliginin kdpeklerdeki rolii ilerleyen

yillarda daha fazla arastirma konusu olma potansiyeldedir.

Stiregelen calismalara ragmen KISS-KISSR etkilesimlerinin  molekiiler
yonleri, hiicre i¢i sinyallesme ve hiicre i¢i biyolojisi diizeyinde gen ekspresyonunun
diizenlenmesi gibi alanlarda 6nemli bosluklar vardir (Roseweir ve Millar 2008).
Kisspeptin, nérokinin B ve dinorfinden (KNDy noropeptitleri) gelen parakrin uyarici
ve inhibe edici girdileri takiben, pulsatil GnRH salinimini kontrol etmek i¢in dogrudan
GnRH noéronlarina sinyal gondererek LH sekresyonunu ve LH atim frekansini giiglii
bir sekilde uyarir (Skorupskaite ve ark. 2014). Anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek
ve preoptik alandaki kisspeptin néronlarinin sayisi disilerde daha fazladir; bunlar,
yiksek Ostrojen seviyesine yanit olarak biiyilk miktarda kisspeptin salgilar ve
preovulatuar pulsatil GnRH salinimini uyarir. Disilerde artan kispeptin seviyesi,
hipotalamusunda artan sayida kisspeptin ndronu ve ovaryumlarda ve yag dokularinda
daha fazla kissppetin tiretimi ile iliskilendirilmistir (Lee ve ark. 2022). Kisspeptin
GnRH’nin pulsatil salinimini artirir ve bdylece reprodiiktif eksen harekete gecerek
pubertal olgunlagsma saglanir (Roseweir ve Millar 2008). Kisspeptinlerin 6zellikle
pubertanin baslangicinda ve hipotalamo-hipofizer-gonadal eksen regiilasyonundaki
s0z konusu etkileri bilinmekle birlikte iiremenin sinirsel kontrolii agisindan agikliga

kavusturulmay1 bekleyen pek ¢ok nokta bulunmaktadir.

Hipotalamik kisspeptin néron topluluklarinin rol dagilimlarindaki énemli bir
noktanin da strojen bagimli GnRH ve LH salinimlarinin diizenlenmesi oldugu ortaya
cikmugtir (Franceschini ve ark. 2006). ERa tizerinden yapilan ¢aligmalar, kemiricilerde
arkuat cekirdekteki kisspeptin néron topluluklarinin GnRH saliniminda negatif feed-
back roli istlendiklerini, anteroventralperiventrikiiler ¢ekirdekteki (AVPV)
Kisspeptin noronlarinin ise pozitif feed-back gorevi yaptigini diisiindiirmektedir
(Smith ve ark. 2006 a,b). Koyunlarda da arkuat cekirdek kaudalindeki kisspeptin

noronlarinin hemen hemen tamaminin ve preoptik alandakilerin yarisinin degisen
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yogunluklarda ERa tasidiklar: gosterilmistir (Smith ve ark. 2006 a). Farkl tiirlerde
yapilan ¢alismalar ile Kisspeptin noéronlarinin ayrica seks steroidlerine duyarl
olduklar1 goriillmektedir. Kastrasyon ya da overektomi ile primatlar ve kemiricilerin
arkuat cekirdeklerinde Kisspeptin ekspresyonu artmakta, kemiricilerde AVPV’de
azalma goriilmekte, koyunlarda da overektomi ile arkuat ¢ekirdekte ekspresyon artigi
izlenmektedir (Kafa ve Eyigor 2011).

Gayton ve ark. 2014 yilinda fareler iizerinde yapmis olduklari calismada
Kisspeptin reseptor yetersizliginin erken donemde ovulasyon yetersizligine neden
oldugunu; KISS-R hipomorf fareleri, ovulasyon hizinda erken bir diisiis, ardindan
antral folikiillerin ilerleyici kaybi, oosit kayb1 ve tiim preantral folikiil kategorilerinde
bir azalma gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica KISS-R yokluguna bagli folikiiler
gelisim ve ovulasyonda basarisizliginin (uzatilmis) gonadotropin replasmani ile
tamamen diizeltilemeyecegi bildirilmistir. Bu bulgular, kisspeptin sinyallemesinin

ovaryumdaki dogrudan aktif roliine isaret etmektedir.

Sunulan c¢aligmada ovaryum dokusunda hem GnRH1/GnRH-R hem de
KISS1/KISS1-R ekspresyonu GnRH analogu uygulamasindan etkilenmis, Deslorelin
asetat uygulamasini takiben OST gdstermis olan kdpeklerin ovaryum dokularinda
KISS1 ve KISS1-R ifadesi anlaml diizeyde azalmistir (p<0,05). Istatistiksel olarak
anlamli bulunmamakla birlikte GnRH1/GnRH-R ekspresyonunda da benzer bulgular
elde edilmistir. S6z konusu azalma GnRH ile KISS arasindaki karsilikli regiilatorik
mekanizmanin geg prepubertal donemdeki agonist uygulamalarindan etkilendigini ve
her iki peptidin down regiile oldugunu agik¢a gostermektedir. Deslorelin implant
uygulanan gruplara oranla kontrol grubundaki KISS-R ekspresyon seviyesinin daha
yiiksek olmast (p<0,05) Kisspeptinin ve reseptoriiniin ovaryumdaki varliginin farkl
fizyolojik evrelerde birden fazla islevden sorumlu oldugu goriisiinii desteklemektedir.
Down-regiilasyonun &zellikle flare-up sekillenen OST grubunda gdzlenmesi,
hipotalamusta kisspeptin néronlarinin seks steroidlerine duyarliliginin bir benzerinin
lokal bir mekanizma ile ovaryum diizeyinde de s6z konusu olabilecegini

diistindiirmistiir.

Aragtirma sonuglar1 Kisspeptin ve GnRH néronal sinyalizasyon sistemleri
arasinda bir dereceye kadar gelisi giizel ve gapraz reaktiviteye isaret etmektedir.

Bilindigi kadariyla, Kisspeptinler disinda KISS1R'nin endojen ligandlarinin varligina
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dair bulgu sunulmamistir. Kisspeptinlerin KISS1R disindaki reseptorlerinin ne yapisi
ne de fizyolojik 6nemi simdiye kadar belirlenmemistir. Bu o6zellikler, gelecekte
KISS1R/kisspeptin sistemini manipiile etmek i¢in yeni farmakolojik yaklasimlar
olusturulacaktir (Franssen ve Tena-Sempere 2018). Kisspeptinin, infertilite ve lireme
endokrin bozuklugu tedavilerinin mevcut dayanagi olan GnRH ve GnRH analoglarinin
yerini almasi veya bunlarla birlikte kullanilmas1 konusunda arastirilmaya agik pek ¢ok
alan vardir. Cogu peptitte oldugu gibi, Kisspeptinin de uygulama sekli sorun
olusturmaktadir. Bu nedenle yeni yaklasimlara ve peptit olmayan analoglarinin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu konudaki ¢aligmalar hali hazirda devam
etmektedir (Mittelman-Smith ve ark. 2012, Matsui ve Asami 2014, Albers-Wolthers
ve ark. 2016, Decourt ve ark. 2016). S6z konusu analoglarin gelistirilmesi ayni
zamanda, gonadal fonksiyonun manipiile edilmesinde yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine olanak saglayacaktir (Skorupskaite ve ark. 2014).

Bu calismalar, kisspeptin sinyalinin rolii hakkinda verimli bilgiler saglasa da
viicuttaki periferik etkisini arastirmakta sinirli kalmistir. Sunulan ¢alisma ile disi
kopeklerde uyarilmis puberta sonrast KISS1 ve KISS1-R ekspresyonunun reprodiiktif
dokulardaki varligi ve lokalizasyonunun ve potansiyel roliiniin belirlenmesi,
konularindaki smirli sayidaki literatiir bilgiye katki saglanmistir. Bununla birlikte

yapilacak potansiyel analog gelistirme calismalari i¢in daha fazla veriye ihtiya¢ vardir.

4.3. Uterus ve Ovaryumda GnRH1, GnRH-R, KISS1 ve KISS-R Lokalizasyonu

Kisspeptin hiicrelerinin GnRH néronlarinin steroid negatif-feedback kontroliinde kilit
rol oynadig1 ve bu hiicrelerde gonadal seks steroidleri i¢in yiiksek derecede ortak
reseptor lokalizasyonunun oldugu goriilmiistiir. Kisspeptin hiicrelerinin ¢ogu, dstrojen
reseptoriinii (ER-alfa) (6stradioliin GnRH sekresyonu iizerindeki negatif-feedback
eylemlerinin sorumlu izoformu), progesteron reseptoriinii (PR) ve androjen
reseptoriinii (AR) birlikte lokalize etmektedir (\Wintermantel ve ark. 2006, Lehman ve
ark. 2010). Kisspeptinin ve reseptdriiniin ovaryumdaki varhigmin farkli fizyolojik
evrelerde birden fazla islevi yerine getirdigi diisiiniilmektedir. Folikiiler gelisimdeki
rolii ovaryumdaki KISS1’in mRNA's1 dogumdan pubertasa kadar kademeli olarak
artar (Ricu ve ark. 2012). Kopek ovaryumunun graniiloza hiicrelerinde fiiretilen

ve/veya bu hiicrelerde etkili olan kisspeptin, progesteron iiretimi/salgilanmasi i¢in
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onemlidir. Korpus luteumda hem KISS1 hem de KISS1R'nin varligi bu hipotezi
desteklemistir (Cielesh ve ark. 2017).

IHC kullanilarak KISS1 ve KISSIR proteininin ve in situ-hibridizasyon
kullanilarak KISS1 ve KISSIR mRNA'nin lokalizasyonu {izerine yapilan
caligmalarda, agirlikli olarak sirasiyla insan, fare ve sigan proteinlerine ve DNA
dizilerine kars1 {iiretilen antikorlar ve PCR primerleri kullanilmistir (Lijima ve ark.
2011). Insanlar ve kemirgenler disindaki tiirlerde karsilastirmali arastirmalar igin
kullanilan antikorlarin ve PCR primerlerinin farkli olmasi, spesifik antikorlara
ulasilamamasi ve farkli metodolojik yaklasimlar ilgili ¢alismalar arasindaki bazi

belirgin tutarsizliklari agiklayabilir.

Kopeklerde ovaryum ve uterusta GnRH ve GnRH-R’iinde oldugu gibi KISS 1
ve reseptorii diizeyinde de simirh sayida c¢alisma mevcuttur. Kisspeptin ve
reseptOriiniin hem gebe kopeklerden alinan uterus doku oOrneklerinde trofoblast
hiicrelerinde (Schéfer-Somi ve ark. 2017) hem de prepubertal kopeklerde GnRH
agonisti uygulamasinin ardindan alinan uterus doku drneklerindeki farkli katmanlarda

ekspresyonu (Schifer-Somi ve ark. 2018) bildirilmistir.

Marino ve ark. (2014), deslorelin asetat ile pubertanin uzun siireli baskilanmasi
sonrasinda uterus kornularinin ince ve uzun ve serviksin dar oldugunu; histolojik
olarak, uterus ince bir miyometriyal tabaka ve daginik olgunlasmamis endometriyal
bezlerin bulundugu bir endometriyumun izlendigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada disi
kopekler deslorelin etkisi altindayken opere edilmis ve oldukca kisa araliklarla
uygulanan ii¢ implantin endometrium {iizerindeki baskilayict etkisinin ¢ok giiclii
oldugu belirlenmistir. Ancak s6z konusu arastirmada kopekler sadece klinik,
ultrasonografik ve endokrinolojik olarak izlenmis, GnRH analogunun yerel reseptor
ifadesi arastirnlmamistir. Bu alandaki sinirli arastirmalardan birinde; Schifer-Somi ve
ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada prepubertal disi kopeklerde tek seferlik implant
uygulamasinin ardindan endometriyal bezlerin olgunlasmasinin bozulmadigin1 ancak
uterus capinin yiiksek dozda (9,4 mg) deslorelin asetat uygulanan grupta daha diigiik
oldugunu bildirmislerdir. Bu durum yiiksek dozda implantin uzun siireli baskilayici
etkisi ile agiklanmistir. Ayn1 ¢alismada immunohistolojik sonuglar, Deslorelinin doz
etkisinin diisiik oldugunu ortaya koyarken, GPR54 ve ERa, s6z konusu oldugunda,

disi kopeklerin opere edildiginde hala prepubertal olup olmamasinin sonuglar
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etkiledigini ortaya koymustur. KISS-R ekspresyonu (GPR54), halen puberta 6ncesi
donemde olan kopeklerde esas olarak yiizeysel ve derin uterus bez hiicrelerinde pozitif
olarak etiketlenmis; ilk metestruslarinda OHE uygulanan kopeklerdeki sonuglar

kontrollere benzer bulunmustur.

Sunulan ¢alismada uterusun morfolojik goriinimii agisindan deslorelin
uygulanan ve kontrol grubu hayvanlara ait dokularda anormal bir bulguya
rastlanmamistir ancak ayrintili morfolojik analiz bu tezin kapsami disindadir. Yapilan
immiinohistokimyasal analizlerde GnRH1’in biitiin gruplarda uterusun endometriyal
stromast hari¢ tiim katmaninda gii¢lii pozitif immunoreaktivite gosterdigi belirlendi.
Bununla birlikte GnRH-R immunoreaktivitesi N-OST ve KONT grubundaki GnRH1
ile benzerlik gosterirken OST grubunda Deslorelinin GnRH-R diizeyinde down-
regiilatorik etkisinin endometriyal katmanlarin tamamindaki zayif immunoreaktivite
ile sonuclandig1 dikkat ¢ekicidir. Bu bulgu Deslorelin ile dstrusu uyarilan kdpeklerde
endometriyumun maruz kaldig1 progesteron etkisinin bir sonucu olarak
degerlendirilmistir. N-OST ve KONT grubundaki kdpeklerin hala prepubertal olarak
degerlendirilecegi diisliniildiigiinde uyarilmig Ostrus sonrast GnRH agonisti
Desloreline verilen molekiiler yanit olarak uterusun GnRH’ya kars1 reseptor diizeyinde
duyarsizlasmasinin daha hizli sekillenmesi muhtemeldir. Sunulan arastirmanin s6z
konusu genler ile ilgili ekspresyon diizeyleri de immunoreaktivite sonuglar1 ile

paraleldir.

Prepubertal hayvanlarda yiiksek sayida ERa, eksprese eden hiicrelerin
pubertal donemindeki fizyolojik degisikliklerle iliskili oldugu ve deslorelin ile
pubertanin geciktirilmesine bagli olmadig bildirilmistir (Schiafer-Somi ve ark. 2018).
Pubertadan kisa bir siire once hipotalamustan salgilanan kisspeptin ve GnRH
darbelerindeki yavas artisa reseptorlerin artan duyarliligi eslik eder. Bu donemde
merkezi sinir sistemindeki Ostrojen reseptorlerinin ve ek olarak dstrojen igin giderek
daha fazla duyarl hale gelen diger organlarin reseptdr diizeyinde up-regiilasyonunun

olustugu iyi bilinmektedir (Concannon 1993).

Bu calismada GnRH1’in ve reseptoriiniin ovaryumda biitiin gruplarda
giiclii/cok giiclii pozitif immunoreaktivite gdsterdigi belirlenmistir. Diger gruplarda
bulunmayan, OST grubunda belirlenen corpus luteaum’da da (CL) pozitif

immunoreaktivite goriilmiistiir. Bununla birlikte GnRH-R immunoreaktivitesinin N-
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OST ve KONT grubundaki immunorekativitesi GnRH1 ile benzerlik gosterirken OST
grubunda Deslorelinin  down-regiilatorik etkisinin endometriyal katmanlarin

tamamindaki zayif immunoreaktivite ile sonuglandig1 dikkat ¢ekicidir.

Ruohonen ve ark. (2022) fareler iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada KISS1
ve KISS1R"in folikiillerde (graniiloza, teka, oosit) ve korpus luteada ekspresyonunun,
KISS1 ve KISSIR proteinlerinin varligi ile birlikte, yerel KISS1'in ovaryum
fonksiyonunda &nemli otokrin ve parakrin etkilere sahip oldugunu ileri siirmiislerdir.
Cielesh ve ark. (2017) kopeklerde yapmis olduklart ¢alismada KISS1 ve reseptoriiniin
ovaryumlardaki immiinohistokimyasal lokalizasyonu belirlemek iizere, 10 hafta ile 10
yas arasinda 3 gruba ayrilan puberte Oncesi (n = 5), andstrus (n = 5) veya siklik
hayvanlar (proestrus, Ostrus ve dioestrus; n = 14) olmak iizere 24 melez 1tk kopegin
ovaryum dokusunu degerlendirmislerdir. Bu ¢alisma ile kopek ovaryumunda KISS1
ve KISS1R'nin varligi ortaya konulmus, KISS1’in primordial folikiillerde, oositlerde,
graniiloza hiicrelerinde ve CL'de gozlendigi, ancak tekal hiicrelerde pozitif reaksiyon
belirlenmedigi ve lokalizasyonun siklusun asamasina gore degistigi bildirilmistir.
Kopeklerde, KISS1 ve KISSIR, Ostrus dongiislinlin tiim asamalarinda oositlerde
mevcut olmasi kisspeptinin sadece ovulasyon sirasinda degil, tiim asamalarda gerekli

oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle, kispeptinin muhtemelen oosit gelisimi ve

hayatta kalmasi tizerinde bir etkisi oldugu tahmin edilebilir.

Calismamizdan elde ettigimiz bulgular, relatif ekspresyon bulgularimizla
paralel olarak ovaryum dokusunda KISS1 ve KISSIR proteinlerinin varligim
gostermektedir. Bu bulguya ek olarak KISSI protein IHC lokalizasyonu teka ve
endokrin intersitisyel hiicreler diginda diger tiim ovaryum komponentlerinde gii¢lii ve
¢ok giiglii olarak reaktivite vermistir. Bu sonuglar Cielesh ve ark. (2017) nin bulgulari
ile paralel olup, ovaryumda kisspeptin ekspresyonunun baslamasinin pubertenin
onemli bir parcasi olmasi ve potansiyel olarak ovaryum steroidogenezi ve/veya
oogenez siireglerinde rol oynadigr disiiniildiigiinde kopeklerin geg¢ prepubertal
donemde olmasi ile iliskilendirilebilir. Bu durumda ovaryumdaki KISS1 ve KISS1R
dagiliminda gruplar arasindaki benzerlik Deslorelinin agonistik etkisinden bagimsiz
olarak ovulasyonun ve folikiil sagkaliminin kontroliinde 6zellikle oositte bulunan

kisspeptin sinyalinin fizyolojik roliinii isaret etmektedir. Bu bulgular ge¢ prepubertal
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donemde kisspeptinin iireme fonksiyonlarindaki aktif roliinii gostererek sunulan tez

calismasinin hipotezini desteklemektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Sunulan tez c¢aligmasindan elde edilen veriler disi kopeklerde Deslorelin

asetatin geg pre-pubertal donemdeki uygulamalarinin klinik yanitlara benzer sekilde

molekiiler yanitlarinin da bireysel farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur. Bu

calisma Deslorelin asetatin, ge¢-prepubertal donemdeki disi kopeklerde Ostrusu

indiikleyebildigini gostermektedir. Caligmada kullanilan kdpeklerin tamaminin pre-

pubertal donemde olduklar1 klinik, sitolojik ve hormonal bulgularla dogrulanmis

olmakla birlikte GnRH agonistine verilen klinik ve molekiiler yanmittaki varyasyon

pubertal siirecin karmasik ve ¢ok faktorlii bir biyolojik siire¢ oldugunu ve gelecekte

daha derinlemesine aragtirmalara olan ihtiyaci bir kez daha gostermistir.

Bu doktora calismasi ile kdpeklerde pubertal siire¢te GnRH’nin ve Kisspeptinin
rolii ve reprodiiktif fonksiyonlarin diizenlenmesindeki yerel islevine dair yeni
bulgulara ulasilmis ve literatiirde bu tiire ait sinirli bilgiye onemli katki
saglanmuistir.

Sunulan tez ¢alismasinda Deslorelin asetat uygulanan veya kontrol grubundaki
kopeklerin tamaminda, ovaryum ve uterus dokularinda farkl diizeylerde olmakla
birlikte, KISS1-KISS1R ve GnRH-GnRH-R ekspresyonu saptanabilmistir.
Ovaryum dokusunda KISS-R seviyesinin en yiiksek kontrol grubunda bulunan
kopeklerde, en diistik seviyede Deslorelin implant sonras1 Gstriis gésteren grupta
olmasi1 kopeklerde de pubertal siiregte KISS1-KISS1R sisteminin ovaryum
fonksiyonlarinin diizenlemesine katildigin1 gostermektedir

Ovaryum dokusunda GnRH ve KISS1 ve bunlara ait reseptdr ekspresyon
seviyelerindeki degisiklikler GnRH agonisti Deslorelin asetatin prepubertal
kopeklerde iireme aktivitesi ve ovaryum islevselligi lizerindeki uzun vadeli
etkisinin bireysel olarak degisebilecegini diisiindiirmektedir.

Kopeklerde OST ve N-OST gruplarindaki ekspresyon farkliliklar1 Deslorelinin
reseptOr diizeyinde olusturacagr down-regiilasyonun bazi bireylerde zaman veya
doz bagimli olabilecegini gostermektedir.

Bu calismanin bulgularina dayanilarak GnRH agonisti deslorelinin kdpeklerde
hipofiz seviyesinde oldugu kadar ovaryum diizeyinde de dogrudan -etki
gosterebilecegi diisiiniilmektedir. GnRH agonistlerinin diger bazi memeli

tiirlerinde oldugu gibi yerel bir otoregiilasyon sisteminin parcasi olan ovaryum
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GnRH ve KISS reseptorleri araciligiyla steroidogenezisi dogrudan
etkileyebilecegi varsayilabilir. Bu nedenle ovaryum GnRH ve KISS protein
varliginin kopeklerdeki rolii ilerleyen yillarda daha fazla arastirma konusu olma
potansiyelindedir.

Gelecekte GnRH analoglarina alternatif olabilecek, KISS1R/kisspeptin
sisteminin  manipiile edilmesine dayanan yeni farmakolojik yaklagimlar
olusturulmasi ve peptid olmayan analoglarin gelistirilmesi konusunda hali hazirda

devam eden c¢alismalar agisindan bu ¢alismanin bulgular1 6nem tasimaktadir.
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