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OZGUN ARASTIRMA

Kisspeptin’in Gelisimsel Doneme Bagli Olarak Disi
Sicanlarda Medial Preoptik Bolgede in Vitro Noradrenalin
Saliverilmesi Uzerine Etkisi
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OZET

Ugiincii ventrikiiliin rostral periventrikiiler bolgesinde lokalize olan kisspeptin néronlarinin, ovulasyon ncesi LH sahiverilmesinden sorumlu
olan GnRH néronlarinin major stimiilatorii oldugu son yillarda yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur. GnRH saliverilmesinin bir diger ana
modiilatorii ise noradrenerjik sistemdir. Kisspeptinerjik ve noradrenerjik noronlarin medial preoptik bolgedeki (MPB) yerlesimleri ¢ok
yakinlik gostermekle birlikte, bu iki sistem arasindaki iliskinin yapilacak ¢aligmalar ile aydinlatilmasma ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan bu
calisma gelisim donemi farkli disi Sprague Dawley siganlarin MPB’sinden hazirlanan beyin dilimleri kullanilarak kisspeptinin noradrenalin
(NA) saliverilmesi iizerine direk etkisinin olup olmadigini ortaya koymak amaci ile yapilmistir. Oksijenlenmis Krebs soliisyonu igeren
inkiibasyon kuyucuklarina yerlestirilen dilimler preinkiibasyon dénemi ardindan 60 dakika boyunca kisspeptin (40 ve 400 uM) ile inkiibe
edildi. inkiibasyon periyodu sonrasinda inkiibasyon ortami salinan NA diizeylerinin belirlenmesi amaciyla kullanildi. Saliverilmenin Ca®" ile
iligkisini incelemek amactyla Ca*"’suz Krebs soliisyonu ve hiicre dis1 Ca** selasyonu igin 400 uM BAPTA kullanildi. Prepubertal, adélesan
ve yetiskin disi siganlarin MPB’den elde edilen dilimlerin 40 ve 400 uM kisspeptin ile inkiibasyonu prepubertal donemdeki dilimlerden NA
saliverilmesini etkilemezken, ad6lesan ve yetiskin siganlarda ise saliverilmenin anlamh olarak arttig1 gézlendi. Ca®"’un ortamdan uzaklasti-
rilmasinin kisspeptin kaynakli NA saliverilmesinde anlamli bir diisiise (p<0.05) neden olmasi vezikiiler salim mekanizmasinin ekstraselliiler
Ca™ iyonlarma bagimli oldugunu gostermistir. Kisspeptinin NA saliverilmesini direkt olarak uyarabildigini gosteren bu bulgular, s6z konusu
peptidin NA saliverilmesi izerinden GnRH saliverilmesini indirekt olarak modiile edebilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kisspeptin. Noradrenalin. GnRH. Medial preoptik alan. Beyin dilimleri.

Kisspeptin Stimulates In Vitro Noradrenaline Release in Medial Preoptic Area of the Female Rats Depending on
Developmental Stage

ABSTRACT

Kisspeptin neurons localized in the rostral periventricular area of the third ventricle are considered to provide a major stimulatory input to the
GnRH neuronal network which is responsible for triggering the preovulatory LH surge. Noradrenaline (NA) is one of the main modulators of
GnRH release. Although NA fibers are found in close opposition to kisspeptin neurons, interaction between kisspeptin and NA neurons
needs to be clarify. Thus, present study was undertaken to determine whether kisspeptin can directly regulate NA release from brain slices
prepared from medial preoptic area (MPOA) of the rats. Brain slices prepared from female prepubertal, adolescents or adult Sprague Dawley
rats were placed incubation wells containing oxygenated Krebs. After preincubation period, slices were incubated with two different concen-
trations of kisspeptin (40 and 400 pM) for 60 min. At the end of kisspeptin incubation, incubation medium was used for determination of NA
released from the slices. When used Ca‘?-free medium, 400 pM of BAPTA was also added into the medium to chelate the extracellular Ca'.
Incubation of the brain slices prepared from MPOA of the adolescent and adult female rats with 40 and 400 pM of kisspeptin caused signifi-
cant increase in NA release, unlike prepubertal rat. Since removal of the Ca™? from the medium caused significant decline in kisspeptin-
induced NA release (p<0.05), a vesicular release mechanism seems to be likely involved. The results presented here probably indicate that in
addition to direct effect of kisspeptin, it may also modulate GnRH release indirectly by increasing NA release from MPOA of hypothalamus.
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Hipotalamo-hipofizer-gonadal aks, iireme yeteneginin
kazanilmasi ve siirdiiriilmesine aracilik eden ve diger
sistemlerle kompleks iliskileri olan merkezi bir sistem
olarak bilinmektedir'. Pubertede iireme sistemi akti-
vasyonunun ndroendokrin kontroliinde rol alan baglica
hormonlar pulsatil salgilanan gonadotropin saliverici
hormon (GnRH), folikiil stimiile edici hormon (FSH)
ve liiteinlestirici hormondur (LH)'. GnRH sistemi,
hormon saliverilmesini inhibitdr ve eksitator sinyaller-
le diizenleyen ve hipotalamusun farkli bolgelerinde
kiimelenmis néronlardan olusmaktadir'. Puberte sira-
sinda bu sistemin nasil aktive oldugu, uyarici veya
inhibitor sistemler arasindaki iligki uzun yillar arasti-
rilmig, ancak aydinlatilamayan yonleri ile popiiler bir
arastirma alani olma 6zelligini korumustur. Son yil-
larda yapilan ¢alismalar ile, GnRH etkinliginin
hipotalamustan saliverilen kisspeptinler tarafindan
regiile edildigi saptanmis ve kisspeptinin puberte bas-
langicindaki tetikleyici mekanizmanin kritik bir bile-
seni oldugu ortaya konmustur*®.

Kisspeptinler, Kiss-1 geni tarafindan transkribe edilen
onciil bir proteinden tiireyen, puberte ve fertilitede
onemli roller aldiklar1 yapilan calismalarla gosterilen,
farkli aminoasit uzunluklarindaki peptidler olarak
bilinmektedirler’.  Hipotalamusta  biri  rostral
periventrikiiler alanda (RP3V) digeri arkuat cekirdekte
olmak iizere iki ana kisspeptin néron popiilasyonu
bulunur’. Hem RP3V’daki hem de ARC’daki
kisspeptin noéronlarinin dogrudan GnRH néronlarina
projeksiyon yaptiklar1 gosterilmistir®’. Kisspeptinin ve
reseptorii olan G-protein reseptér 54’iin (GPR54)
iireme fonksiyonlarinin kazanilmasi ve bu fonksiyon-
larin siirdiiriilmesine aracilik ettigi literatiirde birgok
calisma ile rapor edilmistir’. Kisspeptin reseptorii
GPR54 ile ilgili insan ve hayvanlarda yapilan calisma-
larda, bu reseptor fonksiyonunun kaybina neden olan
mutasyonlarin pubertal gelisim geriligi ve ilireme
fonksiyon kayb1 ile karakterize hipogonadotropik
hipogonadizme neden oldugu tespit edilmistir; bu
bulgular GPR54 reseptoriiniin puberte doneminde
normal GnRH aktivitesi igin gerekli oldugunu goster-
mektedir”®’. GPR54 -/- farelerde yapilan bir ¢aligma-
da pubertal gelisim geriligi ve tireme fonksiyon kaybi
goriilmesine ragmen, GnRH noronlarinin median
eminense projeksiyon yaptiklari ve normal morfoloji-
ye sahip olduklar1 gosterilmis ve kisspeptin-GPR54
sisteminin, GnRH sistemi iizerinde yer alacak bir
mekanizma olarak devreye girebilecegi yorumu ya-
pilmustir'®. Bu bilgilere ek olarak kisspeptinin sigan-
larda ve primatlarda GnRH antagonistleri ile geri
dondiiriilebilen LH ve FSH diizeylerini arttirdigi'""
ve prepubertal digilerde kispeptinin ovulasyonu indiik-
ledigi de bildirilmistir'.

Alfa adrenerjik reseptdr antagonistleri ile tedavi altin-
daki hastalarda gozlenen onemli bir bulgu, GnRH
salgilanmasinin bozulmasi ve buna bagh olarak FSH
ve LH diizeylerinin azalmasidir'*'”. Bu bulgular ile
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birlikte noradrenalin (NA) noronlarmin
hipolatalamusta GnRH no6ronlarinin terminalleriyle
ayn1 bolgede bulundugunun gdsterilmesi sonrasi
GnRH ve NA arasinda saliverilme miktar1 ve ritmi
acisindan yakin bir iliski oldugu da gbsterilmistirlg'zz.
Diger taraftan NA geri alim  inhibitori
desmetilimipramin (DMI) kullanilarak yapilan bir
mikrodiyaliz  ¢aligmasinda, s6z konusu ilacin
hipotalamusta GnRH ve NA saliverilmesini benzer
araliklarla arttirdigi rapor edilmistir™.

GPR54-null  farelerde yapilan bir ¢aligmada,
intraserebroventrikiiler NMDA enjeksiyonu ile diisiik
olan LH diizeylerinde kontrol diizeylerine varan bir
artis gdzlenmis ve immiinohistokimyasal analizler ile
bu artisa medial preoptik alandaki (MPOA)
katekolaminerjik noronlarin aktivasyonunun aracilik
ettigi ~ bulunmustur™.  Kisspeptin  noronlarinn,
noradrenerjik ve GnRH noéronlar ile ayni bolgede
bulunmasi ve GnRH saliverilmesini dogrudan etkile-
mesi, kisspeptin ve NA arasinda bir iligki olabilecegini
diistindiirmekle birlikte, kisspeptin saliverilmesinin
ve/veya kisspeptin reseptor aktivasyonunun séz konu-
su bolgede NA diizeylerini nasil etkiledigi bilinme-
mektedir. Bu caligma ile kisspeptinin MPOA’da NA
saliverilmesi tizerine direkt bir etkisinin varlig1 ve eger
varsa bu etkinin gelisimsel donem ile iliskili olup
olmadig arastirilmstir.

Gereg ve Yontem

Materyaller

Deneylerde  kullanilan  Kisspeptin-10 Tocris
Bioscience (Bristol, UK) firmasindan, BAPTA, NA ve
albumin Sigma Chem Co firmasindan (St. Louis, MO,
USA) temin edilmistir. Krebs soliisyonu hazirlamada
kullanilan kimyasallar ile diger kimyasallar Carlo
Erba Reagents (Val de Reuil, FR) veya Merck firmala-
rindan temin edilmistir.

Deney Hayvani:

Bu galismada yapilan deneyler igin Uludag Universi-
tesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
(HADYEK) 16.02.2016 tarih ve 2016-03/05 numaral
etik kurul onayr alindi. Tim deneysel ¢aligmalarda
hipogonadal aksin farkli ¢alistig1 zaman araliklar1 goz
oniinde bulundurularak, heniiz efektif calismaya bag-
lamadig1 icin prepubertal (23-25 giinliik), calismaya
yeni bagladig1 addlesan (35-40 giin) ve diizenli ¢alig-
maya devam ettigi yetiskin (2-3 aylik) disi Sprague
Dawley siganlar kullanildi. Uludag Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve Arastirma Mer-
kezi’nden temin edilen siganlar, 1s1s1 20-24 °C olacak
sekilde sabit tutulan, 12 saat aydinlik ve 12 saat karan-
lik (07.00-19.00 aras1 aydinlik) dongiisiiyle galisan bir
ortamda barindirild1 ve herhangi bir su ve yem kisit-
lamas1 yapilmadi.
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Beyin dilimlerinin hazirlanmasi ve inkiibasyonu:

Dekapitasyon sonrasi en kisa siirede ¢ikartilan beyin-
ler 6nceden sogutulmus ve oksijenlendirilmis (%95 O,
ve %5 CO, ile) fizyolojik Krebs igine alindi. Kullani-
lan Krebs ¢ozeltisinin  kompozisyonu sdyledir
(mmol/L): NaCl 120, CaCl, 1.3, MgSO, 1.2,
NaH,PO, 1.2, KCIl 3.5, NaHCO; 25 ve 10 mmol/L
glukoz. Hizli bir sekilde preoptik bolge diseke edildi
ve doku dilimleyicisine (Mcllwain) yerlestirilerek 0.3
mm kalinliginda dilimlendi. Dilimlenmis doku, i¢inde
soguk ve oksijenlenmis fizyolojik sivi bulunan petri
kabina alinip ve firga yardimiyla dilimler birbirlerin-
den ayrildi. Elde edilen doku dilimleri firga yardimiyla
0.3 ml oksijenlenmis Krebs igeren ve 37°C dereceye
ayarlanmis su banyosu igindeki inkiibasyon kuyucuk-
larina, her bir kuyucukta 1 dilim olacak sekilde yerles-
tirildi®*°. Bir sicandan elde edilen dilimler her gruba
n sayist 1 olarak dagitildi ve her deney 7 kez tekrar
edildi (her grup i¢in n=7 sigan). Bir saatlik
preinkiibasyon doneminde, dilimlerin inkiibe edildik-
leri ortam her 15 dakikada bir taze oksijenlenmis
Krebs ile degistirildi. Denge doneminin ardindan
asagidaki deney protokolleri uygulandi.

Deney Protokolii

Protokol 1: Prepubertal, addlesan ve yetigkin si¢anlar-
dan hazirlanan preoptik dilimlerde bazal NA salive-
rilmesinin ve doku NA diizeylerinin incelenmesi

0.3 ml Krebs igeren inkiibasyon kuyucuklarina yerles-
tirilen dilimler 60 dakikalik pre-inkiibasyon dénemi-
nin ardindan 60 dakika boyunca 0.3 ml Krebs iginde
inkiibbasyona  birakildi.  Bu  siirenin  sonunda
inkiibasyon ortamlari saliverilen NA o6l¢iimii igin
topland1 ve NA oksidasyonunu 6nlemek icin HCIO,
ile asitlendirildi (son konsantrasyon 0.4 N). Dokular
ise 0.3 ml 0.4 N HCIO, i¢ine almnarak homojenize
edildi. Homojenatin bir kism1 (50 ul) doku total pro-
tein 6l¢limil i¢in kullanilirken, kalan homojenat santri-
fiij edildi (10 dakika, 12.000 rpm) ve elde edilen

stipernatant doku NA diizeyinin 6l¢limii i¢in kullanildi.

Protokol 2: Prepubertal, addlesan ve yetigkin si¢anlar-
dan hazirlanan preoptik dilimlerden NA saliverilmesi
tizerine kisspeptidin etkisi:

Calismamizda kullanilacak kisspeptin dozunu belirle-
mek amaciyla degisen kisspeptin dozlarinda (0,1, 1,
10, 40, 400 uM) adodlesan siganlardan elde edilen
dilimlerde tarama testi yapildi ve ¢aligmanin deva-
minda etkili bulunan 40 ve 400 uM dozlarinda kulla-
nildi. Pre-inkiibasyon doneminin ardindan dilimler
kisspeptin (40, 400 uM) igeren veya icermeyen or-
tamda 60 dakika boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon
stiresinin bitmesinin ardindan dokular 0.4 N perklorik
asit igine alindi. Bu siirenin sonunda toplanan
inkiibasyon ortamlar1 ve dokular Protokol 1’de belir-
tildigi saliverilen ve doku NA diizeylerinin 6l¢iimii
i¢cin kullanildi.

Protokol 3: Kisspeptinin preoptik dilimlerde NA sali-
verilmesi iizerine etkisinin ekstraselliiler Ca™ ile ilis-
kisi:

Protokol  2°de  inkiibasyon ortamima eklenen
kisspeptinin preoptik dilimlerden NA saliverilmesini
arttirdig1 gosterildikten sonra, bu artisin ekstraselliiler
Ca™ ile bagimhiligi Ca™ icermeyen ve ekstraselliiler
Ca" ile selat olusturarak onu baglayan BAPTA (200
uM; 1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-
tetraacetic acid) eklenmis Krebs kullanilarak test edil-
di.

Noradrenalin 6l¢iimii

Dilimlerden saliverilen ve doku NA diizeyleri elektro-
kimyasal dedektor (Electrochemical cell: Model 5041,
Guard cell: Model 5020) baglantili yiiksek basingl
stvi kromatografisi (ESA, Coulochem 3, Model 5300-
32) sistemi kullanilarak Olgiilmiistiir. Bu sistemde
mobil faz olarak 150 mM NaH,PO, tamponu, (1 mM
1-Octane sulfonik asit, 100 uM EDTA, %15 Metanol),
analitik kolon olarak da C;3 kolon (ESA CI18
narrowbore) kullamldi. Sistemde kolon sicakligi 30 °C
olacak ve mobil faz akis hiz1 0,4 ml/dakikaya ayarlan-
di. HCIQO, ile asitlendirilmis inkiibasyon ortamlar1 (20
ul) ve doku siipernatant 6rnekleri (20 pl) direkt olarak
HPLC sistemine enjekte edildi. Kromatografik analiz
sonrasi elde edilen pikler, 0,4 N asit iginde hazirlanan
ve orneklerle paralel bir sekilde ¢alisilan standartlarin
pikleri ile karsilastirilarak miktar tayini yapildi.

Protein Ol¢iimii

Olgiilen NA miktarlar total doku proteinine oranlana-
rak verildi. Total doku protein diizeyi Lowry ve arka-
daglarinin® yontemine gore 50 pl doku homojenatt
kullanilarak 6l¢iildii. Protein standartlar1 koyun serum
alblimini kullanilarak 0,4 N HCIO, iginde hazirlandi
ve doku drnekleriyle birlikte calisildi.

Istatistiksel Analizler

Elde edilen biitiin degerler “ortalama + standart sap-
ma” seklinde verildi. Istatistiksel analizler SPSS 22.0
programu kullanilarak yapildi (SPSS Inc. Chicago, IL,
USA). Verilerin normallik analizleri Kolmogorov-
Simirnov Z testi ile gerceklestirildi. Karsilastirmalarda
One Way ANOVA testi ardindan post-hoc testi olarak,
Tukey testi kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel an-
lamlilik degeri p<0,05 olarak kabul edildi.

Bulgular

Prepubertal, addlesan ve yetiskin sicanlardan hazir-
lanan preoptik dilimlerden bazal NA saliverilmesi ve
doku NA diizeyleri:

Bir saatlik kontrol kosullarinda bazal NA saliverilmesi
prepubertal siganlarda 0,2 + 0,01 pmol/mg protein,
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adblesan siganlarda 0,65 + 0,06 pmol/mg protein,
yetiskin sicanlarda ise 1,68 + 0,1 pmol/mg protein
bulundu. Istatistiksel olarak karsilastirildiginda
spontan NA saliverilmesinin addlesan (p<0.05) ve
yetiskin siganlarda (p<0.01) prepubertal siganlara gore
anlamli olarak yiiksek oldugu saptandi (Sekil 1A).
Doku NA diizeyleri prepubertal ve addlesan siganlarda
strasi ile 1,79 + 0,05 ve 2,5 0 = 0,3 pmol/mg protein
bulundu (p>0.05). Yetiskin siganlarda &lgiilen doku
NA miktarinin ise diger iki yas grubundaki siganlar-
dan ¢ok daha yiiksek oldugu saptand1 (17,3 + 1
pmol/mg protein; p<0.001; Sekil 1B).
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Sekil 1.
Yasin MPOA 'daki NA saliverilmesi (4) ve doku diizey-
leri (B) iizerine etkisinin pre-pubertal, adélesan ve
yetiskin disi siganlarda degerlendirilmesi

Pre-pubertal, addlesan ve yetigkin siganlardan hazirlanan
beyin dilimlerinin kontrol kosullarinda 1 saatlik inkiibasyon
sonrasi ortama saliverilen NA diizeyleri (A) ve inkiibasyon
sonrast homojenize edilen dokulardan elde edilen
stipernatant doku NA diizeyleri (B) elektrokimyasal detek-
torliit HPLC aracilig: ile 6lgiildii. Data ortalama + standart
hata olarak sunuldu (n=7). * p<0.05, *** p<0.001 pre-
pubertal gruba gére anlamly; ™ p<0.01, ##p<0.001 addlesan
gruba gore anlaml.

Prepubertal, adolesan ve yetiskin sicanlardan hazir-
lanan preoptik dilimlerden NA saliverilmesi iizerine
kisspeptinin etkisi:

Inkiibasyon ortamina eklenen kisspeptin (40 ve 400
uM) pre-pubertal siganlardan hazirlanan preoptik
dilimlerden NA saliverilmesini hafif arttirsa da bu
art1g istatistiksel olarak anlamlilik seviyesine ulagmadi
(40 pM igin 0,2940,05 pmol/mg protein, 400 uM igin
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0,39+0,03 pmol/mg protein; p>0,05, Sekil 2A). Doku
NA diizeylerinin de NA saliverilmesi ile benzer olarak
40 ve 400 uM kisspeptin dozunda bir miktar azaldig1
ancak bu azalmanin da anlamli olmadig: tespit edildi
(p>0,05, Sekil 2B).
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Sekil 2.

Kisspeptin dozlarinin MPOA daki NA saliverilmesi
(A), doku diizeyleri (B) ve kontrole gore yiizde salive-
rilmesi (C) iizerine etkisinin pre-pubertal, adélesan ve
yetiskin disi siganlarda degerlendirilmesi

Pre-pubertal, addlesan ve yetiskin siganlardan hazirlanan
beyin dilimlerinin kisspeptin dozlar ile (40 ve 400 uM) 1
saatlik inkiibasyon sonrast ortama saliverilen NA diizeyleri
(A) ve inkiibasyon sonrasi homojenize edilen dokulardan
elde edilen siipernatant doku NA diizeyleri (B) elektrokim-
yasal detektorlit HPLC araciligr ile 6lgiildii. Gruplarmn NA
salinim yiizdeleri kontrol NA diizeylerine gore oranlanarak
hesapland: (C). Data ortalama + standart hata olarak sunuldu
(n=7). * p<0.05, *** p<0.001 kendi kontrol grubuna goére
anlamli.

Adodlesan siganlardan hazirlanan preoptik dilimlerde
40 uM konsantrasyonda kisspeptin NA saliverilmesini
bazal degeri olan 0,65 + 0,06 pmol/mg proteinden
1,25 + 0,2 pmol/mg proteine yikseltti (p<0,05).
Inkiibasyon ortamindaki kisspeptin miktar1 400 pM’a
cikartildiginda ise NA saliverilmesinin daha da arttig1
saptand1 (2,5 + 0,08 pmol/mg protein, p<0,001, Sekil
2A). Doku NA diizeylerinin ise 40 ve 400 puM
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kisspeptin konsantrasyonlarinda bir miktar azaldigi
ancak bu azalmanin anlamlilik seviyesine ulagmadigi
goriildii (p>0,05, Sekil 2B ve Sekil 2C).

Yetigkin siganlardan elde edilen veriler degerlendiril-
diginde, 40 pm konsantrasyonda kisspeptinin NA
saliverilmesini 3,22 + 0,2 pmol/mg protein’e, 400 pm
dozunda ise 3,82+0,4 pmol/mg protein’e yiikselttigi
saptand1 (her iki kisspeptin konsantrasyonu igin de
p<0,001; Sekil 2A). Doku NA diizeylerinin ise 400
um kisspeptin ile anlamli olarak arttig1 goriildi
(p<0.001, Sekil 2B ve Sekil 2C).

Kisspeptinin preoptik dilimlerde NA salwerilmesi
iizerine olan etkisinde ekstraselliiler Ca "un rolii:

Kisspeptinin neden oldugu NA saliverilmesinde
ekstraselliiler Ca*"un rolii adélesan siganlardan hazir-
lanan preoptik dilimlerde test edildi ve dlgiilen deger-
ler kontrol kosullarda saptanan NA saliverilme miktar-
larina gore ylizde degisim olarak hesaplandi. Buna
gore inkiibasyon ortamindan ekstraselliler Ca*"’un
cikartilmasi bazal NA saliverilmesini %19,7 + 2.5,
(p>0.05), 400 uM kisspeptin’in neden oldugu NA
saliverilmesini ise anlamli olarak azaldifi gozlendi
(%153,3; p<0.001, Sekil 3).

300
3 Kontrol-Ca?*suz+BAPTA
Wl Kisspeptin 400 uM

OO Kisspeptin 400 uM-Ca?*suz+BAPTA
200

lin Saliverill
% Artig
g

-100-

Sekil 3.
Ca’* un kisspeptin ile indiiklenen NA salverilmesi
tizerine etkisinin adélesan disi siganlarda degerlendi-
rilmesi

Adolesan  sicanlardan  hazirlanan  beyin  dilimlerinin
kisspeptin ile 1 saatlik normal Krebs ve Ca*’suz
KrebstBAPTA ¢ozeltisinde inkiibasyon sonrasi ortama
saliverilen NA diizeyleri elektrokimyasal detektdrlii HPLC
araciligr ile 6lgiildii. Data ortalama + standart hata olarak
sunuldu (n=7). *** p<0.001 Kisspeptin 400 uM grubunun
Kisspeptin 400 uM-Ca? suz-BAPTA grubuna gore anlaml.

Tartisma ve Sonug

Noradrenerjik sistemin GnRH saliverilmesinin regii-
lasyonunda &nemli bir role sahip oldugu bilinmekte-
dir’’. Al, A2 ve A6 noradrenerjik hiicre gruplart
GnRH noronlarinin perikarya ve terminallerinde yer-
lesim gosterirler ve buradan MPOA ve medial bazal
hipotalamusa projeksiyon yaparlar’™®. NA saliveril-
mesi ile ilgili caligmalarda, ovariektomize sicanlarda

proestrus fazinda LH dalgalanmasindan hemen 6nce
NA saliverilmesinin arttigr bildirilmistir’®'. GnRH
ndronlarinin adrenerjik reseptdrlere sahip oldugu
bilgisi de literatirde mevcuttur’**. Bu bilgilere ek
olarak, NA sentez inhibisyonunun®?*, alfa-adrenerjik
reseptorlerin - bloke  edilmesinin®?®  veya A6
noradrenerjik ¢ekirdegings elektrolitik lezyonunun
sicanlarda LH artisin1 baskiladigi da caligmalar ile
ortaya konmustur. Farelerde yapilan diger bir ¢aligma-
da da A2 ve A6 noradrenerjik hiicrelerin GnRH né-
ronlar1 ile direkt baglantili oldugu saptanmistir®.
Elektrofizyoloji c¢alismalar1 ile NA'in GnRH noron
aktivitesi tizerinde direk bir etkisinin oldugu da goste-
rilmistir’’. Biitiin bu bulgular noradrenerjik sistemin
GnRH saliverilmesinin regiilasyonunda oldukca
o6nemli bir role sahip oldugunu agik bir sekilde ortaya
koymaktadir.

Kisspeptin ile bunun reseptorii olan GPR54’tin GnRH
ve LH saliverilmelerinin regiilasyonunda onemli bir
role sahip oldugu 6zellikle son 10 yildir yapilan ¢a-
lismalar ile gosterilmistir™®. Kisspeptin preoptik bol-
gedeki GnRH noronlarint stimiile ederek GnRH sali-
verilmesini arttirir. Bu stimiilasyonun, insan ve hay-
vanlarda pubertal gelisimin baslamasi ve iireme fonk-
siyonlar i¢in gerekli ve temel bir fizyolojik fonksiyon
oldugu arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur®”.
Kisspeptinlerin pubertede ve hipotalamus-hipofiz-
gonadal aksdaki kritik rollerinin aydinlatilmasi sonrasi,
infertilite ve iireme bozukluklarinin tedavisinde yeni
bir potansiyel terapotik hedef olarak goriilmeye bas-
lanmustir®, Kisspeptinin GnRH saliverilmesi iizerinde
sadece direkt etkili olmadigi, bazi diizenleyici meka-
nizmalar araciligl ile GnRH saliverilmesi iizerinde
indirekt etkisinin olabilecegi bildirilmistir’®. Bu calis-
malar detayli incelendiginde, GnRH saliverilmesi
iizerinde etkili néropeptid Y*?, agouti iliskili protein®’
ve melanosit stimile edici hormon*'  gibi
noropeptidlerin kisspeptin ile direkt veya indirekt
iligskisinin olabilecegi goriilmektedir. Bu c¢aligmalara
ek olarak norotransmitterler ile ilgili yapilan ¢aligma-
larda, kisspeptinin glutamat*’, GABA* ve serotonin®
gibi ndrotransmitterler ile direkt veya indirekt iligkisi
oldugu rapor edilmistir

NA ve kisspeptin iligkisi literatiirde detayli incelendi-
ginde, Fernandois ve arkadagslarmin yaptig1 ¢alismada
yas ile beraber sigan yumurtaliklarinda kisspeptin
ekspresyonunun anlamli olarak arttifi gdsterilmistir.
Bununla birlikte yumurtalik NA diizeylerinin de yas
ile beraber arttigi ve bu artisin kisspeptin artisi ile
yiiksek korelasyon gosterdigi ortaya konmusgtur®.
Fernandois ve arkadaslarmin yaptig1 bir diger ¢alis-
mada ise beta adrenerjik blokerlerin yumurtalik
kisspeptin  ekspresyonunu  azalttig1 bulgusu®’,
kisspeptin ile noradrenerjik sistem arasindaki iliski
olabilecegini gostermistir. Diger taraftan alfa-1 anta-
gonist prazosinin siganlarda MPOA’da kisspeptin ve
GnRH ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir®®. Yuka-
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rida 6zetlenen konu ile ilgili calismalar bu iki sistemin
iligkili olabilecegini gostermesine ragmen,
kisspeptinin NA saliverilmesi iizerine direkt etkisi
olup olmadigina dair herhangi bir ¢aligma bulunma-
maktadir.

Calismamizdaki bulgulardan ilki MPOA’daki spontan
NA saliverilmesinin ve doku diizeylerinin gelisimsel
donemle iliskili olarak arttigmin gosterilmesidir. Bu
bulgu literatlirdeki daha dnceki ¢alismalar ile uyumlu-
dur’?'**% Yag ile beraber MPOA’da kisspeptin
ekspresyonunun degisimi ile ilgili literatiirde herhangi
bir ¢aligma olmamasina ragmen yumurtaliklarda yas
ile birlikte kisspeptin ekspresyonunun arttig1 gosteril-
mistir**°. Calismamizdaki diger bir 6nemli bulgu da
adolesan ve yetiskin siganlardan (fakat prepubertal
degil) elde edilen dilimlerin kisspeptin ile
inkiibasyonu sonucu NA saliverilmesinin artmig olma-
sidir. Ancak bu artigin bazal NA saliverilmesine gore
yiizdesi hesaplandiginda en yiiksek yiizde artisin
adolesan grupta meydana gelmis olmasidir. Bu bulgu-
larin 151¢mmda adodlesan MPOA’daki noradrenerjik
noronlarm kisspeptine kars1 daha duyarli oldugu soy-
lenebilir. Kisspeptin ile NA saliverilmesi addlesan ve
yetiskin sicanlarda artmasina ragmen, doku NA di-
zeyleri sadece yetiskin sicanlarda degisiklik goster-
mistir. Pre-pubertal ve adolesan siganlarda kisspeptin
ile doku NA diizeylerinin bir miktar azaldig1 ancak bu
azalisin anlamli olmadigi, yetiskin siganlarda ise dii-
sik doz kisspeptin de degismeyip yiksek doz
kisspeptin ile arttigim1 gozlemledik. Bu durum ile,
kisspeptinin pre-pubertal ve addlesan siganlarda vezi-
kiillerde biriken NA saliverilmesini uyardigini, ancak
yetigkin sicanlarda hem saliverilmeyi, hem de NA
sentezini arttirdig: ileri siiriilebilir. Ancak bu hipotezin
ekspresyon caligsmalari ile desteklenmesi gerekmekte-
dir. Diger taraftan kisspeptin ile uyarilan NA salive-
rilmesinin, ekstraselliiler Ca>" iyonlarina bagl olmasi,
saliverilmenin vezikiiler olabilecegini diisiindiirmekle,
mekanizmanin tam olarak aydinlatilmas: (endojen
firing veya voltaja duyarli Na" kanallarinin rolii gibi)
icin daha fazla ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Beyin dilimlerini kullanarak daha &nce yaptigimiz
calismalarin bir kisminda, cinsiyete bagl bir farklilik
gormedigimiz icin disi sicanlari kullanmistik®>°!. Her
ne kadar, disi sicanlarda menstural siklusun
hipotalamus norotransmitter diizeylerinin degistirdigi
gosterilmisse de®, in vitro beyin dilimlerinde siklusun
ndrotrasnmitter saliverilmesi etkileyebilecegi ile ilgili
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Siklusun in
vitro norotransmitter saliverilmesi iizerinde olas1 bir
etkisinin olabilecegi diisliniiliirse, bu ¢alismada kulla-
nilan yetigkin sicanlarin sikluslarinin géz ardi edilmis
olmasi, ¢aligma sonuglarinin yorumlanmasini sinirla-
yan bir olasilik gibi goriilmektedir. Bu nedenle, konu-
nun aydmlatilmas: igin daha fazla ¢aliyma yapilmasi
gerektigi kanisindayiz.
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Sonug olarak bu galigma, kisspeptinin NA saliverilme-
sini direkt olarak arttirabildigini gostermesi ve bu
etkinin kisspeptin ile noradrenerjik sistemin direkt
iligskisinin ortaya koyan literatiir bilgileri ile uyumlu
olmasi acisindan Onemlidir. Hipotalamo-hipofizer-
gonadal aks iizerinde kisspeptin molekiiliiniin roliiniin
daha detayli bir sekilde incelenerek ortaya konmast,
kisspeptin reseptor mutasyonlu hastalarda yeni tedavi
seceneklerinin arastirilmasi veya puperteden sorumlu
hormonlarin salgilanmasiin diizenlemeleri konusun-
da yeni galigmalara 151k tutabilir.
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