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OZET

Disi Sicanlarda Kisspeptin ve Aromataz Inhibisyonunun Kognitif Fonksiyonlar ve
Davrams Uzerine Etkileri

Kisspeptin, KiSS-1 geni tarafindan kodlanan ve basta hipotalamus olmak {izere
farkli beyin bolgelerinde bulunan bir néropeptitdir. Kisspeptin ve reseptorii olan
GPR54'in hipokampus ve korteks gibi kognitif fonksiyonlar ve davranisla ilgili beyin
bolgelerinde de ifade edildigi gosterilmistir. Ancak, hipokampustaki kisspeptin/GPR54
sisteminin fonksiyonu in vivo modellerde arastirilmamistir. Bu nedenle, bu tez
projesinde kisspeptin ve letrozoliin 6grenme, hafiza, motor fonksiyonlar (hayvan
aktivitesi), depresyon ve anksiyete gibi davranislar tizerine etkileri ile mekanizmalari
arastirilmistir. Kisspeptin noronal aktivitesi Ostrojen tarafindan diizenlenmektedir. Bu
nedenle deney modelinde bir aromataz inhibitorii olan letrozol kullanilarak bu steroid
hormonun sentezi baskilandi. Bu amacla disi Sprague/Dawley sicanlar dort gruba
ayrildi: Kontrol, kisspeptin (10 nmol/giin), letrozol (I mg/kg oral) ve kisspeptin +
letrozol. Tiim hayvanlara anestezi altinda Alzet ozmotik pompa ve ICV inflizyon kiti
stereotaksik cihaz ile yerlestirildi. Maddeler 28 giin boyunca uygulandi. Deney dncesi
ve sonunda 6grenme, hafiza (Morris su labirenti), hayvan aktivitesi (lokomotor aktivite
ve beam denge testi), depresyon (kuyruktan asma testi) ve anksiyete (karanlik-aydinlik
alan testi) davranislar1 incelendi. Deneyler dekapitasyonla sonlandirildiktan sonra kan
ornekleri alinarak ve serum Ostrojen diizeyleri ELISA ile belirlendi. Beyin dokusu
kesitlerinde hipokampus ve sensori-motor korteks ndron sayilari cresyl violet boyamast;
ERK1/2 yolaklarindaki degisiklikler, PSD-95 ve Sinaptofizin protein ifadeleri Western
Blot metodu kullanilarak analiz edildi. Sonug¢larin istatistiksel analizlerinde One-Way
ANOVA kullanildi. Kontrole gore diger 3 grubun fosforile olmus ERK-2 protein
miktarlar1 anlamli olarak artisg gosterdi (p < 0.05). Letrozol grubu ile karsilastirildiginda
kiss + letrozol grubunun lokomotor aktivitesinin anlamli olarak arttig1 belirlendi. Sonug
olarak, kisspeptin / GPR54 sistemi ERK-2 yolag: iizerinden 6grenme ve hafizayi
etkileyebilir. Ancak, kisspeptinin 6grenme ve hafiza iizerindeki etkilerini arastirmak
icin farkli doz gruplan eklenerek ve/veya 6grenme-hafiza yoksunlugu olan/olusturulan
hayvan modellerinin kullanilmasi yararli olabilir.

Anahtar Sozciikler: Anksiyete ve Depresyon davranislari, Kisspeptin, Letrozol,

ogrenme ve hafiza, dstrojen



SUMMARY

Effects of Kisspeptin and Aromatase Inhibition on Cognitive Functions and
Behavior in Female Rats

Kisspeptin (encoded by KiSS-1 gene) is a neuropeptide in various brain regions,
especially in the hypothalamus. Expressions of this kisspeptin and its receptor (GPR54)
have been shown in other brain areas such as hippocampus and cortex. However,
function of kisspeptin/GPR54 system in the hippocampus has not been studied using in
vivo models. Therefore, in this project, effects of kisspeptin and letrozol on learning,
memory, animal activity (motor functions), depression and anxiety behavior and their
underlying mechanisms were investigated. Kisspeptin's neuronal activity is modulated
by estrogen. Therefore, in this experimental model an aromatase inhibitor (letrozole)
was used to block synthesis of this steroid hormone. Adult female Sprague/Dawley rats
were allocated in four groups: Control, kisspeptin (10 nmol/ day), letrozole (1 mg/kg
oral) and kisspeptin + letrozole. Alzet mini osmotic pump and ICV infusion kits were
inserted by using a stereotaxic frame under anesthesia. Drugs were infused for 28 days.
Cognitive functions (Morris Water Maze), animal activity (open field and beam tests),
depression (tail suspension test) and anxiety (dark/light test) behavior were determined
before and at the end of experiments. Experiments were ended by decapitation and
blood samples obtained. Serum estradiol levels were determined by ELISA method.
Frozen brain sections were cut on cryostat. Number of neurons, changes in Erk 1/2
pathways and PSD-95 and Synaptophysin protein expression were determined by cresyl
violet staining, Western blotting in hippocampus, sensory-motor cortex. Data were
statistically analyzed by using One-Way ANOVA. Phosphorylated ERK-2 protein
levels were significantly increased in the test groups compared to the control values (p <
0.05). Locomotor activity of the animals in the kisspeptin + letrozol group was
significantly increased compared to the letrozol infused group alone (p<0.05). In
conclusion, kisspeptin / GPR54 system may affect learning and memory through Erk-2
pathway. However, kisspeptin’s effects on cognitive functions may be further
elucidated by using different dose groups and/or memory deficit induced animal
models.

Key Words: Anxiety and depression behavior, Kisspeptin, Letrozole, learning

and memory, estrogen



3 GIRIS ve AMAC

Kisspeptin ve GPR54 sisteminin piiberteye gecisteki etkin rolii ve seks
steroidlerinin hipotalamusta KISS1 mRNA sentezini diizenleyici etkisi ile ilgili
literatiirde bir¢ok yayin bulunmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda GPR54 reseptdriiniin
hipokampusta etkisi heniiz belirlenmemistir.

Bu ¢alismada hipokampusta kisspeptin ve GPR54 sisteminin etki mekanizmasi,
rastgele secilmis hayvan gruplarinda, 6grenme yetenekleri bakimindan bireyler arasi
varyasyon ve bu varyasyonun temelinde yatan beyindeki biyokimyasal degisiklikler in
belirlenmesi amaglanmistir. Buna ek olarak aromataz inhibisyonu uygulanarak
Ostrojenin hiptalamustaki gibi hipokampiiste de bu sistem iizerine diizenleyici etkisi
olup olamadig1 arastirma hedeflerinden biridir.

Ogrenme deneylerinde Morris su labirenti testi, anksiyete ve agresyon
davraniglarini test etmek amaciyla karanlik-aydinlik alan testi, lokomotor aktivite ve
kuyruktan asma testi, norolojik hasar1 belirlemek igin ise beam denge testi uygulanan
maddelerin davranisa etkilerini arastirmak amaciyla uygulanmistir.

Uygulanan tedaviler sonucunda, 6grenme ve bellek konusunda etkin bir rol
oynadigi diisliniilen PSD95 (Post sinaptik densite-95) proteininin hipoampiisteki
ekspresyonuna odaklanilmistir.  Ayrica sinaptik vezikiillerde bulunan integral bir
protein olan (Sinaptofizin) ve hiicre i¢i sinyal yolaklarinda rol oynayan ERKI1/2
fosforilasyonu da incelenmistir

Bu tez calismasi ile 6grenme ve bellek caligmalarinda rolii aragtirilmis molekiiler
isaretlerin hipokampiiste ekspresyon farkliliklarin1 davranis testleri performansina bagl
olarak arastirmak ve Kisspeptin/GPR54 sisteminin kognitif fonksiyonlar, 6grenme —

bellek iizerine etkilerini gosterilmesi amaglanmustir.



4 GENEL BILGILER
4.1 Kisspeptin

Kisspeptin, 1996 yilinda Lee ve arkadaslar tarafindan insan metastatik melanoma
kanser hiicreleri ile yapilan ¢alismada metastaz baskilayicit gen olarak tanimlanmistir
(1). KISS genindeki “SS” harfleri, baskilayict diziyi (suppressor sequence) ifade
ederken “KI” harfleri bu genin Pensilvanya Hershley’de kesfedilmesi sebebiyle yoreye
ait iinlii Kiss ¢ikolatasina ithafen eklenmistir (1).

GPR54 plasenta, hipofiz, pankreas ve spinal kord gibi viicudun ¢esitli dokularinda
ifade edilmektedir. Ozellikle beyin bélgeleri incelendiginde talamus, hipokampiis,
substansiya nigra ve amigdalada eksprese edilmektedir (2). Kisspeptinin de plasenta ve
beyinde yiiksek oranda sentezlendigi gosterilmistir (3).

4.1.1 Kisspeptinin Biyokimyasi

Kisspeptinler, Kiss-/ geni (Gene ID: 3814) tarafindan kodlanmaktadir. 1998
yilinda yapilan g¢alismada Kiss-1 geninin 1. kromozomun uzun kolunda (1q32)
bulundugu ve 2 kodlanmayan 2 kismen kodlanan toplam 4 ekzondan olustugu bununla
beraber insan genomunda 6.36 kilobazlik (kb) bir yer kapladig1 gosterilmistir (4).

Kisspeptinlerin hepsi, 145 amino asitlik (aa) pre-prokisspeptin (Kp-145)’ den
kaynaklanir ve bazi kesim noktalar1 iceren bu onciil protein pargalanarak farkli sayida
aa iceren (Kiss-10, Kiss-13, Kiss-14 ve Kiss-54) fragmanlar olusturur (Sekil 1).
Metastin olarakda bilinen Kp-54 (54 aa) major olarak dokularda ve dolasimda bulunur
ve diger kisa formlarin Kp-54’tin amino terminal (N terminal) ucunun kesilmesiyle
olustugu diisiiniilmektedir. Kisspeptinlerin karboksil ucu RF motifi (Arjinin-
Fenilalanin) denilen aa’leri igerir ve bu bolgeden amidlesirler (Arg-Phe-NH2 ). Bu
nedenle kisspeptinler, RF amid peptidler ailesinin bir {iyesidir (5).

Kisspeptinler (Kiss-54, Kiss-14, Kiss-13 ve Kiss-10) biyokimyasal etkileri
acisindan incelendiginde hepsi KISS1R line RF dizisinden yiiksek afinite ile baglanarak
aktive etmektedir ve fizyolojik olarak en gii¢lii reseptor etkisi olan formu Kiss-10’dur
ancak degisik tiirlerde bu durum farklilik gosterebilmektedir (2, 3, 6).

Kisspeptinin tam uzunluktaki dnciil peptidinde ve KiSS-54’te bulunan KiSS-13 ve
KiSS-10’da bulunmayan bir PEST (Prolin, glutamik asit, Serin ve Tironin bakimindan

zengin) dizisi igerir. Bu motif proteinlerin ubikuitinasyon ve proteozom yikimina



ugramasini kolaylastirdigindan sitozolik KiSS-145 ve KiSS-54’iin kisa bir yar1 émrii

oldugu diisiiniilmektedir (7).
132

Kromozom 1

% - — KISS1 Geni

KISSI mRNA

1 19]20

rCOOH 154kDa

KP-145 NHj

KP-54 (Metastin)

Sekil 1. Kisspeptin geninin kromozom tizerindeki lokasyonu, onciil kisspeptin-145’in
sentezlenmesi ve aktif kisspeptinlerin olusumu.

4.1.2 Kisspeptin Reseptorii (KISS1R, GPR54)

Insan GPR54 geni 5 ekzon ve 4 introndan olusur ve yaklasik 3.5 kb
biiytikliiglindedir. Bu gen 398 aa, yedi transmembran domain olan bir reseptor kodlar
(Sekil 2). Bu domainleri birbirine baglayan ii¢ hiicre ici (il, i2 ve 13), iigte hiicre dist
(el, e2 ve e3) yapiya sahip, Rodopsin ailesi iiyesi (A sinifi) G protein kapili bir
reseptordiir (8). Reseptoriin amino (—NH2) ucu hiicre disinda, karboksil (~COOH) ucu
hiicre i¢indedir. Galanin reseptorii ile % 30-40 homoloji gostermesine ragmen, ne
galanin ne de galanin benzeri peptidler GPR54 reseptoriine baglanmazlar. GPR54
reseptoric AXOR12 ve hOT7T175 olarak da isimlendirilir (3, 8).
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Sekil 2 GPR54 reseptoriiniin sematik gosterimi. 7 transmembran domain, genetik olarak

reseptoriin aktivasyonunu etkileyen mutasyonlar siyah ve kirmizi noktalarla
gosterilmistir (Teles’den, 9).

Kispeptinin, uzun siire substrati kesfedilmemis (orphan) reseptor olarak bilinen
GPR54’i (Sigcan) ve AXORI12’l (insan) aktive ettigi gosterilmistir (3, 8). Ancak
isimlendirmeye baglh karisikli§i 6nlemek amaciyla en yaygin kullanim GPR54 veya
KISSI1R olarak kabul edilmistir.

Kisspeptinin, GPR54 reseptoriine baglanip aktivasyonu ile hipotalamusta GnRH
salinimini uyarict nororegiilator bir sistem olusturmast bilim insanlarinin bu konuda
arastirmalar yapmaya yOnlendirdi. Son yillarda idiyopatik hipogonadotropik
hipogonadizm (IHH) hastalarinda, GPR54 reseptoriinii inaktive eden, fonksiyon
kaybina neden olan delesyonlar ve nokta mutasyonlar: tanimlandi. Bu mutasyonlarin
olustugu aa’ler sekil 2°de siyah noktalarla gdsterilmistir. Ayrica idiyopatik santral erken
pliberte gelisen bir hastada GPR54 reseptoriiniin karboksil ucunda reseptoriin
fonksiyonunu arttirict bir mutasyon belirlendi (10). Bu mutasyonda Sekil 2’de kirmizi
nokta ile gosterilmistir. Biitlin bu mutasyonlar dikkate alindiginda GPR54 normal bir
reprodiiktif fonksiyona gecis icin belirleyici, olmazsa olmaz zorunlu bir genetik role

sahiptir (11).



Ozellikle insan GPR54 geni GC (Guanin-Sitozin) bakimindan zengin bir sekansa
sahiptir. Bu sekans 0zelligi insan c¢aligmalarinda gen c¢ogaltmayr zorlastirict bir
faktordiir ve insan DNA analizleri i¢in genellikle 6zel PZR kosullar1 gerektirir (12).
GPR54 reseptoriiniin olast aa dizileri karsilastirildiginda primatlar ve kemirgenler
arasinda % 80’in lizerinde homoloji dikkat ¢ekmektedir. Bu, reseptoriin ¢ok iyi
korundugunu ve islevsel olarak gerekliligini gostermektedir (13).

4.1.3 Kisspeptin ve KiSS1R Hiicrelerinin Lokalizasyonu

Kisspeptinin beyindeki ekspresyonuna bakildiginda 6zellikle GnRH salinimini
kontrol eden arkuat niikleus, anteroventralperiventrikiiler (AVPV) niikleus ve
periventrikiiler niikleus (PeN) bolgelerinde fazla oldugu gosterilmistir (14). Bununla
beraber bu peptidin ovaryum, testis, pankreas, barsaklar ve plesentada da ekspresyonu
belirlenmistir (15).

Son yillarda yapilan ¢alismalar 1s1ginda kisspeptin ekspresyonunun erkeklerde
testesteron ve disilerde Ostradiol ile diizenlendigi belirlenmistir (16, 17). Bu seks
steroidleri arkuat niikleusta kisspeptinlerin ekspresyonunu ve sekresyonunu inhibe
ederken, AVPV niikleusta ise indiiklemektedir (Sekil 3). Bu calismalar dogrultusunda
arkuat niikkleus GnRH ve LH sekresyonu icin negatif geribesleme, AVPV niikleus ise
pozitif geribesleme merkezi olarak kabul edilir (16).

Dokular ve beyin bolgeleri incelendiginde; pankreas, plasenta, omurilik,
hipofizde; beyinde ise 6zellikle talamus, hipokampus, substansia nigra ve amigdalada
KISS1R mRNA’sinin yiiksek miktarda sentezlendigi gosterilmistir (2, 3, 8).
Amigdala’da GPR54 mRNA’s1 6zellikle medial niikleus ve kortikal niikleusta yogun
olarak sentezlenmektedir. Hipokampusta ise dentat girus’un grantiler hiicre tabakasi,
CA1l ve CA3’iin piramidal hiicrelerinde GPR54 mRNA’s1 yogun olarak bulunmaktadir
(8).

Insan GPR54 reseptériiniin kalp, kas, bobrek, karaciger, bagirsaklar, timus,
akcigerler ve testiste de diisiik miktarlarda sentezlendigi bilinmektedir (3, 8).

GPR54 vekisspeptin sisteminin beyinde belli bolgelerde daha fazla ifade olmasi
secici fonksiyonlarda gorev aldigini diisiindiirmektedir (18). Arai ve ark. (2005)
tarafindan yapilan ¢calismada dentat girus graniil hiicrelerinde in vitro ortamda tiim

hiicre kayit yontemiyle kisspeptinin istirahat membran potansiyelini degistirmedigi,
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Sekil 3. Seks steroidlerinin kisspeptin ekspresyonuna olan etkileri. Arkuat niikleus,
GnRH ve LH sekresyonu i¢in negatif geribesleme; AVPV niikleus ise pozitif
geribesleme merkezi olarak kabul edilir. (Roa’dan degistirilerek alinmistir 13).

ancak eksitator postsinaptik akim (EPSC) genligini birka¢ dakika icinde % 60-80
oraninda artirdigin1  gostermislerdir (19). GPR54 reseptorlerinin  kisspeptin ile
uyarilmasinin glutamat salgilanmasini, AMPA reseptorlerinin sayisini veya kanal
gecirgenligini arttirdigr ileri stiriilmiistiir (20). Kisspeptinin dentat girusta etkilerini

postsinaptik membran elektrofizyolojisini modiile ederek gdsterdigine inanilmaktadir.
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sentezini gosteren jel goriintiisii. (Kotani’den, 2)

GPR54

GPR54
(529bp)
Resim 1. GPR54 reseptoriiniin insan dokularinda ve beyin bolgelerindeki mRNA

Resim 2. GPR54 reseptoriiniin sican beyin bolgelerindeki dagilimini géstermektedir
(Lee’den, 8).



Kisspeptinin etkilerini konu alan arastirmalar agirlikli olarak hipotalamus ve
ireme fonksiyonlar1 iizerinde gercgeklestirilmistir. Kisspeptinin hipokampustaki
etkinligi, 6grenme ve hafiza iizerindeki roli ile ilgili bilgilerin ¢ok smirli olmasi, bu
projenin tasarlanmasini zorlastiran ancak, bu projenin Ozglin degerini arttiran
faktorlerden biri olarak goriinmektedir.

In situ hibridizasyon ¢alismalariyla kisspeptin reseptoriic GPR54'{in hipokampus,
amigdala ve limbik sistemde yogun olarak eksprese edildigi (Sekil 5) gosterilmistir (2,
8, 21). Hipokampusta GPR54 mRNA ekspresyonu dentat girusta yogunlagirken, CA1 ve
CA3 alanlarindaki piramidal hiicrelerde sayilar1 oldukc¢a azdir (8). Bu bilgiler,
kisspeptin-GPR54 sisteminin beyinde secgici bir dagilim gosterdigini kanitlamaktadir.
Ancak, hipokampustaki kisspeptin/ KiSSIR sisteminin  fonksiyonu heniiz
arastirtlmamastir.

4.2 Kisspeptin ve KISS1R Sisteminin Fizyolojik Etkileri ve Aktivasyonu

Periferik veya santral uygulanan kisspeptin, hipotalamik -hipofizer-gonadal ekseni
uyarir ve gonadotropin miktarini arttirir (17, 22, 23). Dolayisiyla iireme sistemi
kisspeptin i¢in onemli bir etki alanidir. KISSIR geninin delesyonu ile olusturulmus
mutant farelerde yapilan bir ¢caligmada piiberteye gecisin olmadig1 goézlemlenmis (24)
ve THH hastalarinda yapilan tarama sonucu hastalik ile KISSIR mutasyonu iligkisi
gosterilmistir (25). Bu calismalar fareler ve insanlarda KISSIR’nin piiberteye geciste
onemli bir gecis molekiilii oldugunu gostermektedir.

KISSIR’nin beyindeki ekspresyonuna bakildiginda 6zellikle GnRH néronlar
iizerinde yer aldig1 gosterilmistir (26). Bu sekilde kisspeptin / KISS1R sistemi, GnRH
salinimin1 dogrudan uyarir (27).

Hipotalamusta GnRH salimmmini kontrol eden bélgelerdeki noronlarda bulunan
KISS1R’i kisspeptinler ile uyarildiktan sonra aktif hale gelen sinyaller, Mediyan
eminensten portal hipofizel dolasima GnRH salinmasim saglarlar. Bu nérohormon da
hipofiz gonodotrop hiicrelerde bulunan GnRH reseptériine baglanir ve FSH/ LH
salinimini saglar (Sekil 6).

Kisspeptinlerin karboksil gruplarinda bulunan Arg-Phe-NH2 motifi, GPR54
reseptoriine  baglanmadan sorumlu olan kisimdir. Kisspeptinlerin  reseptore

baglanmasiyla beraber hiicre i¢inde sinyal yolaklar1 aktive olur (Sekil-7). Bu hiicresel
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aktivasyon ile hormon sekresyonu, metastaz, proliferasyon, migrasyon iizerine etkisi

oldugu disiiniilmektedir (29, 30, 31).

hipotalamus

progesteron

Sekil 4. Kisspeptinin GnRH noronlar lizerine etkisinin sematik gosterimi (Kaynak
(28)’den degistirilerek alinmustir.)

Reseptor ligand baglanmasini takiben (Sekil 7) Gag/l1 yolagim kullanarak,
fosfolipaz-C (FLC) aktive olur ve hiicre i¢cinde PIP2 hidrolizi ile inositol-1,4,5- trifosfat
(IP2) miktarini arttirir. Bu degisim hiicre i¢i depolardan Ca*? saliimimi arttirr.
Intraselliiler Ca*™ konsantrasyonunun artis1 ile iyon kanallarimn gegirgenligi degisir
(6rnegin hiicre disina K* ¢ikis1 bloklanir) ve Protein kinaz C (PKC) aktive olur. Bu
mekanizmayla ERK fosfarilasyonunu arttirici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (2, 3, 6,
32).

ERK proteinlerinin birincil fonksiyonu transkripsiyonu aktive etmek olsa da,
potasyum kanallari, sinapsin ve NMDA gibi proteinleri fosforile ederek noronal
fonksiyonlar iizerine direk etkiye sahiptir (33, 34, 35, 36). Ilging bir sekilde kisspeptin
mitojen aktive protein kinaz (MAP Kinaz) aktivasyonunu indiikler. MAP Kinaz yolagi,
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hiicre dongiisii ve proliferasyonu kontrol etmesine ragmen, kisspeptin uyarimi hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu ile sonuglanir (29). MAPK yolaginin aktivasyonu,
kisspeptinin GnRH noéronlar1 iizerine olan etkisi i¢in gereklidir. MAPK yolaginin
bloklanmasi1 sonucu kisspeptin bagimli GnRH sekresyonunun baskilandig “ex vivo” bir

calismada gosterilmistir (29).

Sekil 5. KISS1R ve ligandinin GnRH noéronlar iizerindeki hiicresel aktivasyonu. PLC:
Fosfolipaz-C, PIP2: Fosfotidilinositol, IP3: inositol tri fosfat, PKC: protein
kinaz-C DAG: diagil gliserol, RAF1 ve MEK: serin/trionin spesifik kinaz,
ERK: ekstraselliiler regiile edilen kinaz, pERK: fosforile olmus ERK, ER:
Endoplazmik retikulum. (Teles’den degistirilerek alinmistir 10)
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Tablo 1. Kisspeptin ve reseptoriiniin karakteristik 6zellikleri

Ozellikler KISS1R KISS1
Proteinin KiSS-1 reseptor Metastasis-suppressor KiSS1,
Alternatif isimleri Kisspeptin reseptor Kisspeptin-1
Metastin reseptor Kirpilma ile 4 farklh protein
GPR-54 olusur:
1. Kisspeptin-54
2. Kisspeptin-14
3. Kisspeptin-13
4. Kisspeptin-10
Genin Isimleri KISSIR / KiSS1
/ Sinonimleri AXOR12, GPR54
Molekiiler Sinifi G protein kapili reseptor Peptid ligand
Amino asit sayisi 398 aa (insan) 138 aa (insan)
396 aa (si¢an, fare) 130aa (sigan, fare)
Molekiiler Agirhigt 42,586 kDa 5,9 kDa (Kp-54),
(kDa) 1,7 kDa(Kp-14),
1,6 kDa(Kp-13),
1,3 kDa (Kp-10)
Kromozom 19p13.3 1932
lokalizasyonu
Hiicresel Hiicre membrani, Salgilanan protein
lokalizasyonu: Membrani ¢oklu gegen protein
Tiirlerdeki gen Homo sapiens Homo sapiens
taramasi (UniProtKB/Swiss-Prot Q969F8)  (UniProtKB/Swiss-Prot Q15726)

Rattus norvegicus Rattus norvegicus
(UniProtKB/Swiss-Prot Q924U1) (UniProtKB/Swiss-Prot Q7TSB7)
Mus musculus Mus musculus
(UniProtKB/Swiss-Prot Q91V45  (UniProtKB/Swiss-Prot Q6Y4S54)
Danio rerio Danio rerio

(UniProtKB/Swiss-Prot ASCAH3) (UniProtKB/Swiss-ProtA8C5J1)
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4.3 Aromataz (Ostrojen Sentaz) Enzimi

Aromataz diger bir adiyla Ostrojen sentaz, Ostrojen biyosentezinde anahtar rol
oynayan bir enzimdir. Sitokrom P450 ailesinin bir iiyesidir. Bu enzim androstenedionu
Ostrona ve testosteronu Ostradiole katalizler. Aromataz enziminin overler, plasenta,
hipotalamus, karaciger, kas, yag doku ve kanserlesmis meme dokusu dahil olmak {izere
bircok organda iiretimi meydana gelmektedir (37, 38). Bu enzimin iiretimi sitokinler
cAMP, gonadotropinler, biiylime faktorleri ve glukokortikoidler gibi birgok faktoriin
kontrolii altindadir (39).

4.3.1 Ostrojen Biyosentezi

Aromatazin Ostrojen sentezi igin substrati androstenedion ve testosterondur.
Ostrojenler baslica overlerde, bobrek iistii bezlerinde, plasentada ve testislerde ve lokal
olarak da beyinin bazi bdliimlerinde sentezlenir ve FSH tarafindan uyarilir.

Ostrojenler kanda 6zel bir tasiyict proteine baglanarak tasinir ve en etkilisi
Ostradiol (E2)’dir ve daha az aktif olan stron (E1) ile dengededir. Etkisi en zayif olan
ve Ostrondan olusan Ostriol (E3)’da gebelerin idrarinda ve plasentada bulunur.
Ostrojenler idrarla atilirlar.

Gonadal steroidlerin 6nemli hedef organi olmasinin yani sira beyin lokal olarak da
Ostrojen sentezinin yapildig1 bir organdir (42, 43). Her iki cinsiyette de aromataz
enziminin beynin bazi bdlgelerinde androjenleri dstrojenlere ¢eviren bir enzim oldugu
bilinmektedir (44). Normal kosullarda bu enzim beyinde sadece MSS néronlarinda
sentezlenmektedir (45). Farkl tipte beyin hasarlarinda astrositlerdeki aromataz enzimi
sentezi artmaktadir (46).

4.3.2 Aromataz inhibisyonu ve Letrozol

Letrozol, FDA’nin yakin zamanda onayladig1 aromataz inhibitorlerinden biridir.
Letrozol; non-steroid yapida, oral olarak uygulanan, aromataz enziminin hem bodlgesine
geri doniisimlii olarak baglanarak Ostrojen sentezini inhibe eder (40). Aromataz
inhibitdrlerinin etkinliginin in vivo Ol¢iim metodu geng sicanlarda androstenedionun
uyardig1 uterus hipertrofisinin inhibisyonunun gosterilmesidir. Yetiskin disi si¢anlarda
yapilan bir ¢alismada letrozol (0.3-1 mg/kg giinliik oral, 14 giin) uygulamasi tamamen
overiyan siklusu bozdugu (kestigi), uterus agirliginda ve serum 0Ostradiol seviyesinde

ovarektomiden sonraki miktarlara benzer diisiisler yaptig1 gosterilmistir (48).

14



( Kolesterol )

Pa50sce
v suR pr0
( Pregnenolon ) ..)( Progesteron )

P450c17 P450c17
J’ 3 p-HSD J’
(17-hidroksi- Pregnenolon) = ( 17-hidroksi-progesteron )

P450c17 L P450c17 4,
3[-HSD Aromatase

(Dehidro-epi Androsteron) =) ( Androstenedion ) = (__ Ostron (E1) )

175D 4 17D A 170 4

3f-HSD Aromatase '
(" Androstenediol ) = ( Testesteron ) =2 (__ Ostradiol (E2) )

Sekil 6. Merkezi sinir sisteminde Ostrojenlerin sentez basamaklart Androjenlerin
Ostrojenlere cevrilimi gosterimi (Garcia-Segura’dan degistirilerek alinmistir
(49).

Klinikte hormon bagimli kanser ve endometriyozis tedavisinde kullanilmaktadir
(41). Aromataz enziminin yetersizliginde hem kadinlarda hem de erkeklerde iireme
fonksiyonlarinda  6nemli problemler —meydana gelir. Tamamen aromataz
fonksiyonundan yoksun kadinlarda genital belirsizlik ve adélesan donemde erkek
aramotaz knockout (ArKO) farelerde testikiiler dejenerasyon bulunmustur ve erkeklerde
osteopeni ile birlikte epifiz kapanmasinda yetersizlikler ve anormal kemik gelisimi
izlenmistir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar prefrontal kortekste noradrenalin ve dopamin
salinmasindaki artis ile mekansal (uzaysal) islek bellek arasinda pozitif bir iligki oldugu
yoniindedir (47). Aydin ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada doz bagimli olarak letrozol
uygulamasinin noradrenalini hipokampiiste azalttigin1 korteks ve striatumda arttirdigini,
benzer sekilde dopamin konsantrasyonunun hipokampiiste azaldigini striatumda ve
hipotalamusta arttigin1 ve iliskili olarak Ostrojen sentez inhibisyonunun Morris su
labirenti testinde uzaysal hafizay1 (6zellikle pekistirmeyi) olumlu yonde etkiledigini

gostermislerdir (48).
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Letrozol giiclii bir sekilde Ostrojen iiretimini azaltirken (IC50 0.02uM), en yiiksek
konsantrasyonlarda bile (350 uM) kortikosteron veya progesteron azaltici etkisi hig
yoktur ve aldesteron inhibisyonu i¢in IC50 degeri 120 uM olmasi gerekmektedir.

4.4 Ogrenme ve Hafiza
4.4.1 Tanmm

Ogrenme bireyin deneyimler sonucunda davranislarinda meydana gelen kalici
degisimler ve bilgiyi kazanabilme yetenegidir. Hafiza (bellek) ise uzun siireli 6grenilen
bilginin, verinin MSS igerisinde depolanmasi ve korunmasidir. Ogrenme ve hafiza,
canlilar i¢in siirekli degisen c¢evre kosullarina adapte olmayr miimkiin kilan, daha az
cabayla ve daha az tehditle kaynaklara ulasimi kolaylastiran yasam boyu devam eden
stireglerdir. Sinirbilimciler 6grenmeyi “diinya hakkinda davranmisi etkiler bigimde bilgi
edinmek” olarak tanimlarlar (50).

Ogrenme ve hafiza; deneyimleri, bilgileri kaydedip daha sonra tekrar ortaya
cikarmaya yarayan bir sistemdir ve bu sistem insanlarda ve hayvanlarda c¢evreye karsi
davraniglar belirleyen en 6nemli faktorlerdendir. Hafizanin olusumu i¢in beynin birgok
bolgesi gorevlidir. Hipokampus, korteks ve limbik sistem gibi birgok dnemli merkez
bilginin 6grenilmesi ve hafizaya alinmasi igin aktive olur.

Genel hatlariyla kabul goéren hatirlama siirelerine gore hafiza {i¢ ana sinifa ayrilir:
anlik/duyusal bellek, kisa siireli bellek (STM) ve uzun siireli bellek (LTM) (51, 52).
Duyusal bellek, duyulan seslerin veya goriilen nesnelerin anlik (sadece birkag saniye)
hatirlanmasidir ve bazi teoriler yaklagik 300 milisaniye oldugunu bununla beraber
sinirsiz bir kapasitesi oldugunu ileri siirmektedir (51). Kisa siireli hafizada duysal hafiza
ile elde edilen bilginin bir kismu yaklasik bir dakika kadar c¢agrilip hatirlanabilir.
Ozellikle tekrar edilen kelimeler siklikla bir ses gibi ya da resim olarak saklanir.
Temelde bir bilgisayar RAM (rastgele erisimli hafiza)’i ile ayni olarak diisiiniilebir.
Bilgisayar RAM’1 kiiciik hesaplar i¢in bir ¢alisma alani olusturur ve sonra bilgiyi hafiza
sistemine transfer eder veya siler. Bu bilginin yaklagik 7 bit oldugu diisiiniiliiyor, bazi
teoriler normalde 7 parga hatirlanabildigini savunur (51, 53). Bu nedenle kisa siireli
hafizada karisiklik ve kesinti oldukca olagandir. STM’de akustik kodlama kullanilir ve
noéron gruplar1 arasinda ileti devreleri bulunur. Ornegin telefon numarasi gruplara
ayrilarak incelendiginde bir dakikaya kadar hatirlanabilir yani telefon defterine

bakildiginda numara ancak g¢evrilene kadar hatirlanir (51). Kisa siireli hafizada islem
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kapasitesi ¢ok kisitli olmasinin nedeni yeni bilgiler eklendik¢e eskilerin silinmesidir.
Uzun siireli saklanacaksa hipokampiiste bir siire daha depolanir, buradan uzun siireli
bellege gonderilir (51). Uzun siireli hafizada ise digerlerine nazaran depolama kalicidir.
Bilgi, dnemi ve anlami temel alinarak kodlanir ve depolanir. Kapasite sinirlamasi yoktur
ve ndronal kalic1 baglantilar gerektirir (plastisite) (51). Tekrar edilerek ezber yoluyla
uzun siire hatirlamr duruma gelir. Ornekteki telefon numarasi tekrar yoluyla ezberlenir
ve uzun siire saklanir.

Bellegin belli kistaslara gore simiflandirilmasi ve bu bellekle ilgili islemleri
yiiriiten beyin bolgesi Tablo 2’de 6zetlenmistir. Uzun siireli bellek, agik ve ortiilii olmak

tizere iki ana baslikta toplanir.

Bellek
Kisa Siireli Bellek

iireli Bell
) ( Ortiili Bellek

Aclk Bellek
(Declarative {(Nondeclarative
yada : ' yada
Explicit) Implicit)
Anlamsal Bellek Anisal Bellek
(Semantic=Facts) (Episodic=Events)
Mediyal Temporal Lob
Diencephalon
Siiregsel Ojrenme Gagrisimsiz Ogrenme
v (Procedural) ‘}E;?z:!aﬂﬁ]k (Nonassociative
isleven Bellek (Yetenek ve aliskanlikiar) Learning)
ey Striatum Neokorteks 1| Refleks Yolaklan

Basit Klasik Kosullama
(Simple Classical Conditioning)

Duygusal TepKiler Kassal Tepkiler
(Emotional Responses) (| (Skeletal Responses)
Amigdala Serebellum

Sekil 7. Hafizanin siniflandirilmasi (Paul’den degistirilerek alinmistir 54)

Acik bellek (deklaratif), dogrudan dogruya bilingli erisime agik olan ve olgulara,
kavramlara, olaylara iliskin bilgileri (baskalarina bildirilebilecek, anlatilabilecek
bilgileri) igeren bellek tiirtidiir. A¢ik bellek, anisal (epizodik) bellek (6rn. 17 Agustos
Depremi oldugu anda nerede oldugunuzu veya ne yaptiginizi hatirlayabilirsiniz gibi

kendi basindan olaylar1 hatirlama) ve anlamsal (semantik) bellek (6rn. Ankara,
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Tiirkiye’nin baskentidir gibi diinya ile ilgili bilgileri bilme) olarak kendi i¢inde iki alt
sinifa ayrilir.

Ortiilii bellek ise, sdze dokiilemeyen, sozlii olarak iletilmesi gerekmeyen algisal
ve motor kapasiteler hakkindaki bilgileri gostermektedir (54). Ger¢ek anlamda bir
bellek degildir (kisi bildiginin farkinda degildir) ve hatirlama islevi yoktur. Bellegi
farkinda olmadan bir uyaran bulunmasi kisinin sonraki davraniglarini degistirmesine yol
acar, bu nedenle Ortiilii bellek olarak adlandirilir. Bu bellekte kisi belli bir sekilde
davranmaya hazir hale gelir. SozIii anlatim kistaslarina gore bazi kaynaklarda Ortiilii
bellege “bildirimsel olmayan bellek”, acik bellege ise “bildirimsel bellek”
denilmektedir.

4.4.2 Epizodik (Olaysal) Bellek

Agik bellegin bir boliimii olan Epizodik (olaysal) bellekte; kisinin kendi bagindan
gecen olay, yer ve zaman birlikte kaydedilip oriintiiler olusturulur. Epizodik bellekte
“olayr ne zaman, nerede, kimden Ogrendin, O6grendiginde kac¢ yasindaydin, nasil
ogrendin” gibi bilgileri hatirlanir. Semantik bellekte oykiiselden farkli olarak yer ve
zaman bilinmez, bunlarin kaydi yoktur. Provanin veya tekrarin hemen hi¢ olmamasi
nedeniyle, anlamsal bellege gore daha kolay unutulmaya elverislidir, ancak duygularla,
ozellikle de yogun duygularla iliskilenmesi halinde anlamsal bellekten ¢ok daha kalici
izler olusturabilir.

Bildirimsel (acik) bellegin bir alt tiirli olan epizodik bellegin icerigi ge¢cmis
olaylar ile kisitlanmamistir. Ge¢mis olaylar ve deneyimlere dayanilarak kodlanan
bilginin bugiinkii ya da yakin gelecege ait planlarla birlestirilerek tekrar
yapilandirilmasini da igermektedir. Epizodik bellek, biiyiik dl¢iide medial temporal lob
(MTL)’a konumlanmustir. Yapilan c¢alismalar bilginin kazanilmasi ve saklanmasi i¢in
MTL nin gerekli oldugunu gosterirken, prefrontal korteksin aktivasyonu ise 6zel bir
bilgiyi arama sirasinda, bir olay1 izlerken, bir olay veya se¢cimden bir ¢ikarim yaparken
gozlenir (55, 56). Ayrica bir hedef segme ve ¢esitli alt hedefleri arastirma, hedefe
ulagsmak i¢in planlar belirleme ve davranissal kontrol ve gozlem prefrontal korteks
aktivasyonu ile es zamanli olusur (55, 57, 58, 59).

Prefrontal korteks en fazla karar verme ve kisa siireli hafiza iizerindeki roli ile
bilinir. Ayni zamanda limbik sistemin bir pargast olan prefrontal korteks giincel

uyarilara karsi olusturulan gerekgeli davranislarin (aclik veya korku gibi ogelerle
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motive edilmis) adaptasyonunda da goérevlidir. Ornegin etrafta yiyecek yoksa enetjiyi
korumak adina yiyecek aramaya calisilmamasi ya da korku nedeniyle mezarliktan gece
gecilmemesi.

Uygun davranigsal gorevler ve hayvan modellerinin birlestirildigi ¢alismalar
tasarlanarak kognitif fonksiyonlar ve davranigsal 6zellikleri incelemek epizodik bellegin
temelinde yatan ndranal siibstratlarin arastirilmasinda kullanilabilir.

4.4.3 Mekansal Bellek ve Morris Su Labirenti Testi

Mekansal bellek epizodik bellek ile iliskilidir. Biitiin hayvanlar 6zellikle yeni bir
ortama girdiklerinde mekani inceleme egilimindedirler. Yiyecek, siginak ve giivenli bir
yer arayigina girerler. Bu insan dahil tiim tiirlerde yiiksek oranda korunmus, i¢giidiisel
bir davranigtir. Boylece mekansal hafiza, hatirlamak, kodlamak, saklamak, nesnelerin
veya Ozel rotanin diizenlenmesi ile ilgili mekansal bilginin tekrar hatirlanmasindan
sorumlu olan beyin fonksiyonlar1 olarak agiklanabilir (60).

Kemirgenlerin mekansal belleklerindeki uzun siireli hatirlama yetenekleri
genellikle zayiftir ve bu nedenle bellek Olglimii yeniden kazanma stratejisinin
kullanilmasin1 gerektirmektedir. Bellek geri cagrimi, hatirlanacak ve geri ¢agrilacak
madde ile iliskili ek ipuclarinin yardimiyla olmaktadir.

Mekansal 6grenme ve hafiza analizleri i¢in en yaygin kullanilan testlerden birisi
Morris su labirenti (MSL) testidir. Bu test 1981 yilinda Richard G.M. Morris taratindan
O0grenme ve hafiza testleri i¢in alternatif bir test olarak kullanilmaya baslanmistir ve bu
test sicanlardaki mekansal bellekte proksimal ve distal isaretlerin roliiniin
degerlendirilmesini miimkiin kilmigtir. Bu test sirasinda tankin iginden sig¢anlarin
gorebilecegi sekilde etrafa bir takim sekiller igeren isaretler asilir. Test sonuna kadar bu
isaretlerin yeri ve gizlenmis platformun yeri degistirilmez (61, 62).

MSL, deney hayvanlarim1 olaylar ve cevreleri arasinda sistematik iliskiler
kurmaya zorlar. Bu testte oncelikle motivasyonu saglayan sicanin sudan bir an evvel
kurtulmak istemesidir. Daha onceden edindigi deneyim ile “platforma ¢ik” kararini
vermesi, platform nerde diye diisiinerek mekansal bellegi kullanmasi, bir Onceki
tecriibesini hatirlayip platforma dogru ylizmesi kisa siireli bellegi kullanmasini yani
hipokampiisiin siirekli korteks ile iligki igcinde olmasini1 gerektirir.

MSL testide degerlendirme yapilirken dikkat edilmesi gereken yiizme hizinin

cesitli faktorler nedeniyle farklilik gosterebilecegidir. Viicut agirligi, fiziksel kondisyon
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ve yas bunlardan en 6nemlileridir. Yapilan bir¢ok arastirmaya gore, ratlarda yasa bagh
olarak uzamsal hafiza yeteneklerinde belirgin bir azalma goriilmektedir (63, 64). Test
uygulanirken bu tiir farkliliklarin gézden gecirilmesi gerekir.

MSL testinde gizli platformu bulma sirasinda uzaysal 6grenmeden sorumlu olan
birincil yer hipokampiistiir. Pekistirme ve depolamada oldugu gibi mekansal bilginin
alinmasi ve kazanilmasi i¢in hipokampus gereklidir.

4.4.4 Hipokampus

Hipokampusun deklaratif (bilgi), episodik (zaman) ve spasiyal (mekansal)
hafizanin olugmasi ve pekistirilmesinde énemli rolii oldugu kabul edilmektedir (65, 50,
51). Limbik sistemin bir pargasi olan hipokampusun kisa siireli hafizadan uzun siireli
hafizaya gecisi sagladig1 da bilinmektedir.

Genel olarak bakildiginda bellegin mekanizmasi tam anlamiyla anlagilamamisg
olsa da mekanizma ne olursa olsun sag ve sol hipokampus olmadan verbal veya
sembolik uzun siireli anilarin kalici olmasi yani bilginin uzun siireli bellege gevrilmesi
miimkiin degildir.

Yapilan deneylerde geri doniisiimlii olarak hipokampus inaktivasyonunun MSL
testinde performansi bozdugu gosterilmistir (65, 66). Hipokampusu etkileyen lezyonu
olan sicanlarda kisa siireli hafizanin uzun siireli hafizaya doniistiirtilmedigi
gbozlenmistir. Lezyonun sol hipokampusta oldugu durumlarda daha ¢ok sozel hafiza
etkilenirken, sagda oldugu durumlarda ise gorsel hafiza etkilenmektedir Sicanlarda
MSL testi Ozellikle hipokampal lezyonlarin etkilerine duyarlidir Uzaysal 6grenme
hipokampal hasarin boyutuyla iliskili olarak bozulmaktadir ve dorsal hipokampal
lezyonlarin ventral olanlardan daha fazla etkiledigi rapor edilmistir (65, 66).

Hafiza ile ilgili molekiiler arastirmalarin temeli genellikle edinimin altinda yatan
mekanizmalara odaklanmistir. Bu odak, biiyiik oranda uzun siireli kuvvetlendirme
(LTP) gibi sinaptik plastisite formlar1 dahil, hiicresel 6grenme modellerinin basarisi
nedeniyledir. Hafiza birikiminin hiicresel bir mekanizmasi olarak, LTP’nin roli
hakkinda cevaplanmamis bir¢ok soru olmasina karsin, LTP caligmasinin potansiyel
olarak bellek depolamasinin altinda yatan molekiiler mekanizmalari tanimlamak ve
karakterize etmek i¢in bir yol sundugu aciktir.

Kisspeptin ve GPR54 reseptorlerinin hipokampus ve kortekste eksprese edildikleri

gosterilmistir (8). Ancak, bugiine kadar kisspeptinin 6grenme ve hafiza gibi kognitif
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fonksiyonlar iizerine etkileri arastirilmamistir. Hipokampus, hipotalamus ve kortekste
yogun olarak eksprese edilen kisspeptinin, 6grenme ve hafiza gibi kognitif fonksiyonlar
ile 6grenme, hafiza, hayvan aktivitesi, depresyon ve anksiyete gibi davranislar iizerine
olan etkilerinin arastirtlmasi amaglanmaktadir. Deney modelinde ayrica beyin
dokusunda sinyal iletim yolaklar1 (Erk1/2) ile NMDA reseptoriiyle iliskili olan post-
sinaptik densite protein-95 (PSD-95) ve sinaptofizin (SYP)'in ifadeleri de incelenmistir.
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5 GEREC ve YONTEM

Deneyler Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezi'nde
ve Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Beyin Arastirmalari Laboratuari’nda
gerceklestirildi. Deney protokolii Yeditepe Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1
Etik Kurulu tarafindan onaylandi.
5.1 Deney Hayvanlan

Deneylerde, agirliklart 200-250 gram olan, en az iki diizenli 6strus siklusu
gosterdigi vajinal smear yontemi ile belirlenen Sprague/Dawley cinsi toplam 32 adet
disi sigan kullandi. Uygulamalara baglamadan once tiim siganlarin viicut agirliklar
belirlendi. Gruplar, viicut agirlik ortalamalar birbirlerine en yakin olacak sekilde 4
gruba ayrildi (Tablo 2). Kontrol grubu ve letrozol gruplarinda kullanilan ozmotik
pompalara ¢oziicii soliisyon olan serum fizyolojik, kisspeptin ve kisspeptintletrozol
gruplarinda ise pompalara kisspeptin-10 (Sigma) konuldu. Letrozol ve kisspeptint
letrozol gruplarina 1mg/kg/giin letrozol oral olarak, kisspeptin ve kisspeptint letrozol
gruplarina ise kisspeptin glinlik doz 10 nmol olacak sekilde ozmotik pompa ile
uygulandi. Deney hayvanlar1 2141 °C sicaklikta ve 12 saat aydinlik-karanlik ortamda
tutuldular. Sicanlara ad libitum olarak standart sican yemi ve normal musluk suyu
verildi.

Tablo 2. Deney gruplari

I I

Kontrol Serum Fizyolojik
Letrozol Serum Fizyolojik Letrozol (1 mg/kg/giin)
Kisspeptin Kisspeptin (10 nmol/giin)

Kisspeptin+ Letrozol Kisspeptin (10 nmol/gin)  Letrozol (1 mg/kg/giin)

5.1.1 Davranms Testleri
Tiim siganlar uygulamalardan once rastgele gruplara ayrildi ve aym sartlar altinda
belirtilen davranis testleri uygulandi. Yapilan uygulamalar sekil 8’deki ¢alisma

takviminde 6zetlenmistir.

-15.gin 0.giin +15.gin +30.gin
giin

[ Smear  TLMA rST[R/A]Beam[MWM [Operasyon]  Smear  [LMA JTST[K/A]Beam [MWM [Dekapitasyon] uygulama

Sekil 8. Deneysel ¢aligsma takvimi.
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5.1.2 Lokomotor Aktivite Testi

Lokomotor aktivite, bir yerden baska bir yere gegme hareketini ifade etmek i¢in
kullanilir. Deney hayvaninin lokomotor aktivitesi oOzellikle kullanilan ilaglarin
davraniglar {izerine etkilerini gozlemlemeye yardimci olur. Psikofarmakolojide
laboratuar hayvanlarinda spontane aktivitedeki degisiklikleri degerlendirmek amaciyla
kullanllan ~ bir  yOntemdir.  Deneklerin  agresifliginin  ve  anksiyetesinin
degerlendirilmesinde ayrica ilaglarin sedatif, kas gevsetici, psikostimiilan etkilerinin
belirlenmesinde kullanilir. Lokomotor aktivite Ol¢iim sisteminin esasi her bir kenari
tizerinde kizilotesi (IR) 151k kaynaklari igeren kare seklinde bir dortgendir. Bu dortgenin
icine s18acak biiylikliikte kare seklinde pleksiglas bir kafes yerlestirilmistir.

Deney hayvam kafes icinde bir hareket yaptiginda karsilikli IR sensorler
arasindaki iletisimi keser ve bu denegin yaptig1 hareketin sekline gore cihaza bagh bir
kaydedici tarafindan kaydedilir. Bu sistem (MAY, ACT 0804, Commat) kullanilarak

siganlarin horizontal, vertikal ve ambulatuvar aktiviteleri kaydedildi.

Kizilttesi Ledler
Pleksiglas Kafies

A ———
.--’J-".-- 4 r.- T II' III.
\,_\ 7| /s \ \
Activity Metering | |/ 08 -~ ~ 'E"
Software I i / T '.-"."' \
i | | ]
- e
Lokomotor aktivite Ali=f=1 | > N :',::' I
Yazihm Program: "I ok ; A \:I'ﬂq
r -l

Dyikew hareker Vi \
algilavier lmllq.y |
Yatay hareket | -

algilayicr ledler

Sekil 9. Lokomotor aktivite Olglim cihazimi temsilen ¢izilen diizenek. (Uzbay’dan
degistirilerek alinmistir 70)

Horizontal hareket, denegin yer degistirme ve dikilme yapmaksizin oldugu yerde
yaptig1 hareketlerdir. Vertikal hareket, dikilme hareketidir ve bantlar iizerindeki vertikal

sensorler yardimu ile algilanir. Ambulatuvar hareket ise denegin kafes i¢inde dikilme
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haricinde yaptig1 her tiirlii yer degistirme (gezinme) hareketidir. Horizontal ve vertikal
aktiviteler deney hayvaninin stereotipik hareketleri ve agresivitesi hakkinda bilgi verici
ozelliktedir. Her {i¢ aktivite ayr1 ayr1 degerlendirilebilecegi gibi iiciiniin toplami total
lokomotor aktivite olarak da ifade edilebilir. Siganlarin lokomotor aktivitesi farkli bir
ortamda degerlendirildiginden test 6ncesi bes dakika aktivite kafesine konarak ortama
aligmalar1 ve yeni bir ortami kesfe yonelik aktivitedeki artislarin en aza indirilmesi
saglandi. Siganlar iyi aydinlatilmis ve sessiz bir ortamda lokomotor aktivite kafesine
alinarak 10 dakika boyunca hareketleri kaydedildi. Her bir denek arasinda kafes %70
alkol ve su ile silindi.
5.1.3 Kuyruktan Asma Testi

Bu testin esast denek kuyrugundan asildigi yerden kurtulmak ig¢in ¢irpinmak
zorundadir. Belli bir siire i¢inde oldugu durumdan kurtulmaya cabalar. Bir siire sonra
artik i¢inde bulundugu ortamdan kurtulma ile ilgili derin bir imitsizlik gelisir ve si¢an
cirpinma gayretini birakarak hareketsiz bir sekilde (immobilizasyon) asili kalir. Bu
hareketsiz kalma an1 “umutsuzluk™ durumu olarak isimlendirilir. Sigcanin “umutsuzluga”
giris (hareketsiz kalincaya kadar gecen siire) ve hareketsiz kalis siireleri ol¢iiliir (72,
73).

Her bir sican kuyrugundan 20 cm uzunlugundaki elektrik banti ile hazirlanan
diizenege (yiiksekligi 60 cm, metal ¢ubuk) asildi ve 6 dak siire ile yaptig1 ¢irpinma
hareketleri kaydedildi.

_<<:| LN ——

&

Sekil 10. Kuyruktan asma testi i¢in hazirlanan diizenek
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5.1.4 Morris Su Labirenti Testi

Morris su labirenti testi, renklendirilmis su ile dolu, dairesel, genis¢e bir su tanki
ve bu tank icerisine yerlestirilmis bir platformdan olusan diizenek kullanilarak yapildi.
Sican su tankina yerlestirildiginde en kisa siirede ve en kisa yoldan platforma ulagsmaya
calismasi test edildi. Deney hayvaninin izledigi yol ve harcadigi zaman kameral1 bir
sistem ile (Ethovision, Noldus) tespit edildi. Tekrarlayan denemeler sonunda sican,
gizlenmis platformu daha kisa siirede ve/veya daha az yol kat ederek bulmaya baslar.
Bu test mekansal Ogrenme ve bellegin degerlendirilmesinde ve norobiligsel
bozukluklarin arastirmasinda kullanilmaktadir.

Kullanilan su tanki dairesel olup 120 cm ¢apinda galvanizli ve 50 cm yiiksekligine
sahiptir. Tank 25 cm kadar su ile dolduruldu ve gida boyast ile boyandi ve 10 cm
capindaki platformun su yilizeyinden 1 cm alta birakilarak siganlar tarafindan goriinmesi
engellendi. Suyun sicaklig1 2442 °C’de sabit tutuldu. Su tankin yerlestirildigi konum ve

platform yeri deney siiresince sabit tutuldu.

izole Davrams Test

Odas1

Atis noktalar) =
Hareketli —
platform

Renklendirilmis —
(opak) su

Gaorsel isaretler

kapt ~
Sekil 11. Morris su labirenti testi diizenegi. (Paul’den degistirilerek alinmistir 54)
Deneklerin bulundugu yerin uzaysal konumunu algilayabilmeleri igin gorsel bir
isaret tank disina konuldu. Sanal olarak dort esit parcaya ayrilan tankin bir ¢eyreginin
ortasina tank duvarindan 30 cm uzaklikta kalacak sekilde platform birakildi. Sicanlar
sirayla diger % oranindaki alanlardan birine birakildiginda yiizerek platformu bulmalari
icin 60 saniye (sn) zaman verildi. Platformu bulunca 30 sn platform iizerinde

dinlenmelerine izin verildi. Sonra sicanlar alinip kurutularak ayri1 bir kafeste 30 sn
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bekletildi. Farkli bir ¢eyrekten tekrar su tankina birakilarak ayni islem her hayvan i¢in 4
kez tekrarlanip platformu bulma siireleri kaydedildi. 60 sn i¢inde platformu bulamayan
sican alinip platforma birakildi ve 30 sn platform {izerinde kalmasi saglandi. Her hayvan
icin 5 giin siireyle ayn1 denemeler yapilip deneklerin 6grenme yetenegi zaman olarak
(sn) kaydedildi.

Bellegin pekistirilme islemini test etmek icin 5 giinliik testten 24 saat sonra
platform kaldirilarak test uygulandi. Denekler dogal olarak platformun onceden
bulunduklar1 tankin dortte birlik kisminda daha ¢ok arama yaparlar. Bu siire bellegin
pekistirilmesini 6lger. Deneklerin eski platformun bulundugu dortte birlik alanda
yiizdiikleri siire kaydedildi.

5.1.5 Karanhk-Aydinhk Alan Testi

Bu modelde siganin anksiyete durumunu Olgmek iizere, biri karanlik digeri
aydinlatilmis boliimleri olan iki boliimli pleksiglas diizenek kullanildi. Sicanlar
diizenege karanlik tarafindan yerlestirilerek 5 dakika boyunca hareketleri kamera ile
kaydedildi (71, 72). Karanlik ve aydinlik boliimler arasindaki gecis sayisit ve aydinlik

boliimde harcadigl zaman hayvanin karanlik boliim ile ilgili tercihi hakkinda bilgi verir.

Sekil 12. Karanlik-aydinlik alan testi i¢in hazirlanan pleksiglas diizenek.

5.1.6 Beam Denge Testi
Norolojik bir kusuru devre disi birakmak i¢in bu test uygulandi. Baslangic
noktasina yerlestirilen sigan gittikce daralan ¢ubukta yiiriitiildii. Ne kadar siirede bitise
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ulastig1 ve yiiriirken kag defa ayaklarinin kaydig: belirlendi. Her sigan i¢in bu yiiriiyts 3
kez tekrar edildi.

- 165em ——— —

[ 3 em ——

2Wem

b e

Sekil 13. Beam Denge testinde kullanilan diizenek
5.2 Intraserebroventrikiiler Uygulama
5.2.1 Ozmotik Pompalarin Hazirlanmasi

Deneylerde dort (4) hafta siireyle 0.25ul/ saat icv inflizyon yapma 6zelligine sahip
ozmotik pompalar (Alzet 2004,ABD) kullanildi. Ozmotik pompalara infiizyon kitine
baglanacak olan metal kakiili kapak parcasina yerlestirildi, pompa seti igerisinde
birlikte gelen ucu kiit 6zel bir igne kullanilarak kontrol ve letrozol grubu igin yapay
serum fizyolojik ve deney gruplari i¢in 10 nmol kisspeptin ile dolduruldu.
5.2.2 Beyin Infiizyon Kitinin Hazirlanmasi

Bu calismada sican lateral ventrikiiliine enjeksiyon ig¢in tasarlanmis beyin
inflizyon kitleri (Alzet, ABD) kullanildi. Metal kaniiliin derinligi kit ile birlikte gelen
0.5 mm pullar kullanilarak lateral ventrikiil i¢in 4.5 mm olacak sekilde ayarlandi.
Kantiller beyin inflizyon kitine takild1 ve igerisi infiize edilecek maddelerle (kontrol ve
letrozol grubu igin yapay serum fizyolojik ve deney gruplart i¢in ise 10 nmol
Kisspeptin) ile hava kabarcigi kalmayacak sekilde dolduruldu. Igerisi SF veya
Kisspeptin ile doldurulmus beyin inflizyon kiti kaniil ve pompaya bagland1 ve sigana

yerlestirilene kadar steril petri icinde aseptik kosullar altinda tutuldu.
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Resim 3. Alzet ozmotik pompalarin doldurulup kullanima hazir hale getirilmesi
5.2.3 Stereotaksi
Enjeksiyon yapilacak sican lateral ventrikiiliin stereotaksik koordinatlar1 Paxinos

& Watson sican beyin atlasina gore belirlendi (69). Lateral ventrikiiliin giris noktasi,

bregmadan -1 mm posteriyor, 1.75 mm lateral, vertikal 4.5 mm olarak belirlendi.

5 6 7
LI e B e s

| Interaural 8.16 mm Bregma -0.84 mm ]

PR USSR I R L
7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 [ 7

Sekil 14. Sican beyin atlasina gore Lateral ventrikiil koordinatlar1 (Paxinos’dan 69)
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5.2.4 Hayvanlarin Hazirlanmasi

Sicanlar intramuskiiler olarak 75 mg/kg ketalar (Pfizer), 5 mg/kg ksilazin
(Rompun, Bayer) ile anesteziye alindilar. Sicanlarin parmak kistirma yanitlar1 ve goz
refleksleri izlenerek anesteziye girdikleri saptandi ve spontane hareketleri kaybolan
sicanlarin kafa derilerine batikon siiriildii, gozlerine de steril géz pomad: siiriilerek
operasyona hazir hale getirildi.
5.2.5 Hayvanlarin Stereotaksik Cihaza Yerlestirilmesi

Sicanlar stereotaksik cihaza once agiz kismi sonra da kulaklarmmdan kafasinin
yiizeyi yere tam paralel olacak sekilde sabitlendiler (Rodent Stereotaxic Instruments,
David Kopf Instruments). Operasyon boyunca si¢anlarin viicut 1sisinin diizenlemek
tizere 1sitic1 tabla kullanildi. Kafatasi derisi bisturi ile kesilerek kemik yapiya ulasildi.

Kemik yiizeyi bisturi ile temizlendi ve bregma agik¢a goriiniir hale getirildi.

Resim 4. Sicanlarin stereotaksik ekipmana yerlestirilmesi ve pompanin takilmasi

Bregma referans alinarak dnceden belirlenen koordinatlar dogrultusunda (lateral,
posteridr) kafatasinda delinecek yer belirlendi. Isaretlenen noktadan tur aleti (matkap)
ile duraya zarar verilmeden delik acildi. Lateral ventrikiile girecek olan metal kaniil,
beyin inflizyon kiti iizerindeki plastik tutma bolgesinden stereotaksik cihazin tutacagina
yerlestirildi ve agilan delikten lateral ventrikiile indirildi. Beyin inflizyon kitine bagh
olan pompa, ense derisinin altina yerlestirildi. Insizyon bolgesi 3.0 ipek iplik ile dikildi

ve bu bolgeye % 10 povidon iyodin siiriildii. Hayvanlar uyanana kadar bireysel
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kafeslerde tutuldu. Operasyon sonrasit her giin hayvanlar kontrol edildi ve iyilesene
kadar dikislerinin pansumani yapildi.
5.3 Dokularin Elde Edilmesi

Ogrenme testleri tamamlandiktan sonra sicanlar dekapite edildi. Sicanlarin
beyinleri hizla ¢ikarildi ve kuru buz icine yerlestirilerek donduruldu. Tiim beyin
dokular1 analizler yapilana kadar -80 °C’de saklandi. Beyin dokusunun sag hemisferi
Western blot yontemi kullanilarak PSD-95 ve SYP analizi i¢in, sol hemisfer ise Cresyl
violet boyamast i¢in kullanildi.

Tim hayvanlarin viicut agirliklar1 deneylere baslamadan 6nce ve calismanin
sonunda belirlendi. Ayrica, siganlarin uterus agirliklar1 da deneylerden sonra tartildi.
5.4 Western Blot Yontemiyle Sinaptofizin ve PSD-95 Analizi
5.4.1 Protein izolasyonu

Kuru buzda dondurulmus dokular tartildi ve steril bir bisturi ile kiigiik pargalara
ayrildi. Doku ¢ok ince dilimlendi ve proteaz ve fosfataz inhibitor igeren
homojenizasyon soliisyonunda (RIPA tamponu) ¢ozdiiriildii. Dokunun grami basina 2.5
ml RIPA tamponu kullanildi ve homojenizator (Pellet pestle, Sigma) yardimiyla soguk
ortamda homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifijde +4 °C’de 20 dakika
sireyle 11000 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatantlar tiiplere alinarak SDS-PAGE ve
western blot analizleri i¢in -80 °C’de muhafaza edildi.
5.4.2 Protein Miktarlarimin Fluorometrik Tayini

Uretici firmanin standart prosediiriine uygun olarak hazirlanan galisma soliisyonu
(Quant-1T™ Protein kit, Invitrogen) ile 1:200 (v/v) sulandirilan proteinler ve standartlar
15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi ve izole edilen proteinlerin miktar
standartlar ile cihaz kalibrasyonu yapildiktan sonra Qubit (Invitrogen) florometrik
Olcim yontemi kullanilarak olgiildii. Ekranda goriilen mililitredeki miktar degeri
kaydedildi.
5.4.3 Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Qubit fluorometer cihazi ile yapilan 6l¢iim sonrasi elde edilen protein miktar
degerine ve transfer sonrasi kullanilacak deteksiyon (Kemiluminesans) yontemine gore
jele yiiklenecek protein miktart 30 pg olarak belirlendi ve ornekler tablo 3.’deki gibi

hazirlandi:
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Tablo 3. Orneklerin hazirlanmasi

REAKTIF MIiKTAR
Ornek 5.5 ul
NuPAGE LDS Ornek tamponu (4X) 2.5 ul
NuPAGE Rediikleyici Ajan (10X) 1.0 pl

Deiyonize su 1.0 pl
TOPLAM 10ul

Hazirlanan 6rnek 70 °C’de 10 dakika boyunca denatiire edildi. Islem sonrasinda
buz lizerine alinarak sogutuldu.
5.4.4 Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve SDS-PAGE

Kaynatilan proteinler SDS-PAGE i¢in % 4-12 NuPAGE Novex Bis-Tris mini jel
(Invitrogen) ve MES SDS yiiriitme tamponu kullanildi. Ornekler kuyulara yiiklendi.
Yiiklenen 6rnekler 35 dakika 200 V’da yiiritiildi.
5.4.5 Western Blot Analizi

Western blotlama islemi iBLOT dry blotting sistemi (Invitrogen) kullanilarak
gerceklestirildi. SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel, PVDF membran
iceren transfer plakalarma (Invitrogen) arada bosluk kalmayacak bicimde yerlestirildi ve
bu sekilde proteinlerin transferi saglanmis oldu. Spesifik olmayan baglanmalar, TBST
icinde hazirlanmis % 2’lik yagsiz siit tozu ile oda sicaklifinda 60 dakikalik
inkiibasyonla bloklandi. PVDF membranlar, primer antikorlar ile +4 °C’de gece
boyunca inkiibasyona birakildi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra PVDF
membranlar, HRP bagli sekonder antikor ile oda sicakliginda 120 dakika siireyle
inkiibasyona birakildi. PVDF membranlar, 5 dakika ECL soliisyonu ile oda
sicakliginda inkiibe edildi ve membran iizerindeki bantlar kemiliiminesans goriintiileme
cihazi (DNR, MF-ChemiBis 3.2) ile fotograflandi ve bantlarin rolatif yogunluklar
analiz edildi.
5.5 Cresyl Violet Boyamasi ile Noron Sayilarinin Belirlenmesi
5.5.1 Orneklerin Hazirlanmasi

Sicanlarin -80 °C’ de saklanan beyin sol hemisfer dokular1 Cryostat (Leica)
kullanilarak 15p kalinlikta kesilerek hipokampus, korteks ve hipotalamus bolgelerini
iceren kesitler elde edildi. Kesitler analiz i¢in kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza

edildi.
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5.5.2 Cresyl Violet Boyamasi

Kesitler % 4 PFA ile oda sicakhiginda 15 dakika fikse edildi. Islem sonunda
karigtiric1 iizerinde 5 dakika distile su ile yikandi. Kesitler Cresyl Violet (0.5 g/ml,
Sigma) soliisyonuna yerlestirilerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Distile su
ile 1 kez 2 dakika yikama yapildi. Kesitler alkol serisinden (% 70, % 90, % 95, % 100)
gecirilerek, dokudaki su uzaklastirildi. Son olarak ksilen konuldu ve Clarion Mounting
(Sigma) soliisyonu damlatilarak lamel ile kapatildi. Degerlendirme i¢in mikroskopta
(Nikon 801) goriintiilendi ve hiicre sayimi yapildi.
5.6 Serum Hormon Konsantrasyonlarimin Olciilmesi
5.6.1 Serum Elde Edilmesi

Sicanlardan operasyon sonrasi dekapitasyon sonrasi elde edilen kan 6rnekleri kuru
tiiplere toplandi ve daha sonra +4 °C’de 10 dakika siireyle santrifiij (3000 devir/dak)
edildi. Elde edilen serum Ornekleri kuru buz igine yerlestirilmis 1.5 ml’lik tiiplere
transfer edilerek hemen donduruldu ve analiz edilinceye kadar -80 °C’de saklandi.
5.6.2 Serum 17p-E2 Konsantrasyonunun Olgiilmesi

Serum oOrnekleri hazir olarak alinan 96 numunelik Eliza kitleri (DiaMetra,
Foligno, Italya) kullamlarak o6lgiildii. Oncelikle her bir standart ve ornekten ikiserli
olacak sekilde 25 pl kuyucuklara kondu, iizerlerine 100 pl konjugat soliisyonu da
eklenerek 37 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi. Sonra tiim kuyucuklar 300 pl distile su
ile yikand1 ve su kalmayacak sekilde akitildi. Tiim kuyucuklara 100 pl TMB-substrat
eklendi ve oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra 100 pl
stop soliisyon eklendi ve 450 nm’de okutuldu. Standart ve Orneklerin ortalama
absorbans degerleri alindi. Asagidaki formiil kullanilarak %B/B0 degerleri bulundu.
Standart egri logit-log grafik ile ¢ikartilarak 6rneklerin %B/B0 degerleri yerlestirilerek
17B-E2 konsantrasyonlar1 pg/ml cinsinden hesaplandi.
5.7 Sicanlarda Vajinal Smear Degerlendirilmesi

Puara sabitlenmis pipete 0.5 ml serum fizyolojik ¢ekildi. Sigana karni iistte basi
asagl meyilli olacak sekilde pozisyon verilerek serum fizyolojik ¢ekilmis pipetin ucu
vajinaya yerlestirilerek puar iki ii¢ kez yavasca sikilarak vajinal sekresyon ve hiicrelerin
pipete alinmasi saglandi. Pipetteki sividan bir damla lam iizerine damlatilip
boyanmadan 151tk mikroskobunda 10x ve 40x biiyiitmede incelendi. Mikroskopik

incelemede siganlarin reprodiiktif sikluslarinin hangi sathada olduklar tespit edildi.
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Didstrus (bazal ve parabazal hiicreler), proostrus (¢cok sayida intermedier, az sayida
parabazal ve siiperfisial hiicreler), ostrus (karnifiye siiperfisial hiicre, keratinize hiicre)
sathalar1 her sican icin ayr1 ayr1 kaydedildi. Ust iiste iki kez normal reprodiiktif siklus
ozelligi gosteren siganlar (ortalama 12-15 giin) deney grubuna dahil edildi.
5.8 [Istatistiksel Analiz

Veriler bilgisayarda SPSS 20.0 (Statistical Packages of Social Sciences) programi
kullanilarak analiz edildi. Siirekli degiskenler i¢in ortalama ve standart sapma agiklayict
istatistikler olarak kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-
Smirnov testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi varyanslarin homojenligi Levene testi ile
degerlendirildi. ikiden fazla grubun normal dagilima uyan varyanslari homojen
degiskenlerin karsilastirmasinda ANOVA, gruplarin ikili karsilastirmasi i¢in ise LSD
testi yapildi. Varyanslart homojen bulunmayan degiskenlerin grup karsilastirmasinda ise
Welch testi, ikili karsilastirmalari i¢in ise Mann-whitney U testi yapildi. P < 0.05 olmasi

durumunda aradaki fark anlamh kabul edildi.
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6 BULGULAR

6.1 Agirhk Olgiimleri

Agirhik Degisimleri
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Sekil 15. Sicanlarin 6l¢giilen ortalama agirliklar1 (ORT + SD, a; p<0.05, aa; p< 0,01
kontrol ile diger gruplarin sirasiyla karsilastirilmasi, b; p<0.05, bb; p<0.01
letrozol ile kisspeptinin karsilastirilmasi, c; p<0.05, cc; p<0.01 kisspeptin ile

kisspeptin + letrozol karsilastirilmasi i¢in kullanilmustir.)

Calismanin bagindan itibaren takip edilen deney hayvanlarinin viicut agirliklar
uygulamalart Oncesi anlamli

belirlenemedi. Ancak letrozol ve kisspeptint letrozol uygulamalari, kontrol grubu ve

ortalamalar1 karsilastirildiginda madde

Kontrol

Letrozol
Kisspeptin

Kiss+ Let

bir

kisspeptin ile karsilastirildiginda ortalama agirliklar anlamli olarak artmistir.

6.2 Davranis Testleri

6.2.1 Lokomotor Aktivite Testi Bulgular:

KONTROL

LETROZOL

=i

Ly X o= Lf

KiSSPEPTIN

KiSS + LET

Sekil 16. Lokomotor aktivite testi yer degistirme haritalar1
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Sekil 17. Lokomotor aktivite testi alinan yol grafigi. (ORT = SD, b; p<0.05 letrozol ile
kisstlet karsilastirmast)

Lokomotor aktivitesi testi sonrast elde edilen bulgulara gore letrozol ve
kisspeptin+ letrozol uygulanan gruplar karsilastirildiginda 10 dakikada alman yol
mesafesinde anlamli bir artis gortilmiistiir.

6.2.2 Kuyruktan Asma Testi Bulgular:

Hareketsiz Kalma Siireleri

Kontrol
Letrozol

Kisspeptin

BE00

Kiss+ Let

Ortalama (sn)
p
o
1

Sekil 18. Kuyruktan asma testi sonuglar1 (ORT £ SD, p< 0.05).

Hareketsiz kalma siirelerine gore karsilasgtirma yapildiginda gruplar arasinda
anlaml bir fark goézlenmedi.
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6.2.3 Karanhk-Aydinhk Alan Testi Bulgular:

Aydinhk Alanda Kalma Siiresi

100 -
B
E O Kontrol
% 50 - [ OLet
E, [ B Kiss
g W Kiss+Let
o

0

Kontrol Let Kiss Kiss+Let

Sekil 19. Karanlik/Aydinlik Alan test sonucglari (ORT + SD, P<0,05)

Aydinlik alanda ge¢irdigi siireler karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark
gbzlenmedi.

6.2.4 Beam Denge Testi Bulgular:

Vans Siiresi

40 M
Kontrol

Letrozol

w
=]
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Kisspeptin
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-
o
1

Ortalama siire (sn)
N
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Sekil 17. Beam denge testi sonuglar1 (ORT + SD; aa: P<0.01 kontrol grubuyla, c:
P<0.05 kisspeptin grubu ile karsilastirmay1 gostermektedir.)

Kontrol ve kisspeptin gruplariyla karsilastirildiginda kisspeptint letrozol
grubunun ¢ubugu ge¢cme siiresi anlamli olarak uzundu.

36



6.2.5 Morris Su Labirenti Testi Bulgular:

Prob Hiz
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Sekil 21. Prob test sirasinda ortalama hareket hizi. (ORT + SD; P<0.05 )
Prob test esnasinda sicanlarin ortalama yiiziis hizlar1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark bulunmamustir.
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Sekil 22. A40 alaninda gecirilen ortalama siireler ve platformun oldugu ceyrekte
gecirilen ortalama siire degerleri (ORT + SD; P<0.05)

Platformun bulundugu ¢eyrekte bulunma siireleri karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli fark gozlenmedi. Ayrica A40 olarak isimlendirilen ve platformun
etrafina 40 cm capinda c¢izilen hayali ¢ember alan icerisinde gecirilen siirelerde de

anlaml bir fark gozlenmedi.
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6.3 Cresyl Violet Boyamasi Bulgular:

Sekil 23. Koronal beyin dokusu Cresyl violet boyamasi ve hipokampus temsili
goriintiisii. (Beynin diger yaris1 Paxinos’dan alinmustir.)

Resim S. Cresyl Violet boyamasi sonrasinda sayilan beyin bolgelerinin gosterimi. Bar
50u (400 X Biiylitme)
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Sekil 184. Cresyl violet boyamasi sonuglari. Korteks ve hipokampuste pozitif boyanan
hiicre sayilarinin % kontrol grafikleri. (ORT + SD; P< 0.05)

Cresyl violet ile beynin sol hemisferinden alinan koronal kesitler boyandi ve
hipokampus (DG, CAl, CA2, CA3), korteks bolgelerindeki boyanan hiicreler sayildi.

Bu analize gore uygulamalar sonrasinda incelenen bolgelerde gruplar arasinda anlamli

fark bulunmamustir.
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6.4 Western Blot Bulgulan
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Sekil 25. Western blot sonuglari. Letrozol ve/veya Kisspeptin uygulamalarinin ardindan
beyindeki SYP, PSD-95, pERK-1 ve pERK-2 protein miktarindaki
degisiklikler ve yiikleme kontrolii olarak beta aktin gdsterilmistir. ( ORT =+
SD, a; p< 0.05 kontrol’e gore karsilastirilmigtir)

Sag  hemisferden alinan  hipokampuslerden izole edilen proteinler
karsilastirildiginda SYP ve PSD-95 protein miktarlarinda anlamli bir degisiklik
bulunmadi. Ayrica kontrole gore kiyaslama yapildiginda diger 3 grupta fosforile olmus

ERK miktar1 artmustir.
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6.5 Serum Ostrojen Diizeyleri ELISA Bulgular

Serum E, Degerleri

- 25 ~
E T
E‘.’ 20
= OKontrol
Ea 15 - OLet
g‘ .
% 10 - a';la aaa B Kiss
~ B Kiss+Let
= 5
£
=
A 0
Kontrol Let Kiss Kiss+Let

Sekil 196. Serum 17B-E, konsantrasyonu (pg/ml, ORT£SD, aaa; p<0.001 kontrol ile
karsilastirilmistir)

Kontrole gore letrozol ve kisspeptin + letrozol uygulamalari, serumdaki 178-E;

konsantrasyonunu anlamli olarak diisiirmektedir.

6.6 Sican Uterotropik Test Bulgular:
Rat Uterotropik Test Sonuclar:
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Sekil 207. Uterotropik Test sonuglart. (ORT#SD aaa; p< 0.001 kontrole gore, ccc; p<
0.001 kisspeptine gore karsilastirilmistir.)

Letrozol ve kisspeptin + letrozol uygulanan gruplarda uterus agirligi(mg)/ viicut

agirlhigr (g) oran1 kontrole gére anlamli olarak azalmistir.
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7 TARTISMA ve SONUC

Yapilan bu tezde birka¢ soruya cevap arandi. Bunlardan ilki “kronik olarak
kisspeptin (10 nmol/giin) uygulanan eriskin disi si¢anlarda tedavi sonrasinda 6zellikle
ogrenme/hafiza, lokomotor aktivite, depresyon, anksiyete gibi davranislarda degisiklige
neden oluyor mu?” ikincisi ise “Ostrojenin bu degisiklik iizerine diizenleyici etkisi
bulunuyor mu?”’

Lokomotor aktivite dl¢limleri 6zellikle rodentlerde sik kullanilan ve hayvanin
spontane  aktivitesindeki  degisiklikleri saptayarak deneklerin anksiyetesinin
degerlendirilmesinde kullanilan bir yontemdir (70). Literatiire bakildiginda kisspeptin
tedavisinin lokomotor aktiveye olan etkisi arastirllmadigi goriilmektedir. Deneylerde
otomatik aktivite kaydinin yapildigi platformda her hayvan, seffaf plastik kafesler
icerisinde teker teker teste tabi tutulmustur. Her bir sican on dakikalik periyotlarda,
operasyondan Once ve sonra olmak iizere iki farkli zamanda izlenmistir. Operasyon
Oncesi ve sonrasi yapilmasinin sebebi bireysel lokomotor aktivite farkliliklarmin
belirlenmesidir. Lokomotor aktivitesi testi sonrasi elde edilen bulgulara gore letrozol ve
kisspeptin+ letrozol uygulanan gruplar karsilastirildiginda 10 dakikada alman yol
mesafesini anlamli olarak arttrmustir.  Her iki gruba da letrozol uygulandigi igin
sikluslar1 didstrus olarak ayni doneme gelmistir, bu nedenle kisspeptin bu doz igin
lokomotor aktivite iizerine etkisini Ostrojen sentezinin inhibisyonu sonrasi gosteriyor
olabilir. Kisspeptinin farkli doz ve siirelerde uygulanmasiyla lokomotor aktivite ve
anksiyete iizerine etkileri arastirilabilir.

Overektomize edilip letrozol (2.5mg/kg) uygulanan fareler ilizerinde yapilan
caligmada acik alan testi uygulanmis ve farelerin arenanin merkezinde ne kadar siire
gecirdigi karsilastirilmistir (78). S6z konusu calismada letrozoliin kontrol grubuna gore
daha fazla arenanin kenarlarinda zaman gegirdigi ve bu nedenle letrozoliin hafif artmis
anksiyeteye yol actig1 gosterilmistir (78). Bunlarla beraber agik alan testinde oldugu
gibi aktivite kafesinde merkeze yerlestirilen siganlarin o6zellikle operasyon sonrasi
donemde merkezden ¢ok kafesin koselerinde vakit gecirdigi belirlendi. Bu durum
anksiyete benzeri cevaplar olarak diistiniilmektedir. Gruplar arasinda anlamli fark
olmamas1 ile birlikte daha sonra yapilan anksiyete testi de bu durum tekrar
degerlendirilmektedir. Menopoz gegisleri sirasinda gonadal hormon seviyelerinin inis

cikislart nedeniyle kadinlarda ¢ok cesitli anksiyete/depresyon hastaliklarina ve kognitif
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bozukluklara kars1 hassasiyet artis1 olmaktadir (79, 80). Lokomotor aktivitenin artmast
aksiyete artis1 ile alakali olabilmektedir. Bu nedenle anksiyete ve depresyon testleri
yapilarak bu davraniglarin analizleri pekistirilmeye calisildi.

Operasyon oOncesinde ve sonrasinda uygulanan kuyruktan asma testi rastgele
secilmis gruplardaki hayvanlarin kagamayacaklar1 bir strese maruz kalmasi ve kagmak
icin cabalamaktan vazgecmesi temeline dayanmaktadir. iki tekrarlayan deneme arasinda
uygulanan maddelerin hayvanlar iizerindeki depresyon degisimleri gozlenmektedir.
Yapilan testte gruplar arasinda depresyon yoniinden bir fark belirlenmedi. TST
uygulanirken kemirgenlerde stres gdstergesi olan diskilama (defekasyon) sayilari da
karsilastirildiginda, alti dakikalik test sirasinda yine gruplar arasinda anlamli bir fark
gozlenmedi.

Karanlik/ aydinlik alan testi tedirgin olan kemirgenlerin aydinlatilmis alanda
bulunmak istememesi temeline dayanir (71). Bu nedenle bir tarafi aydinlik diger tarafi
karanlik iki kompartiman igeren pleksiglas kafesler kullanilarak yapilan test sonuglari
incelendiginde gruplar arasinda anlamli istatistiksel bir fark bulunmadi.

Yapilan operasyon ve sonrasinda uygulanan tedavilerin koordinasyon ve denge
yeteneklerine olan etkilerini degerlendirmek iizere daralan ¢ubuk denge testi yapildi.
165 cm’lik gittikge daralan ¢ubugu gecis siireleri karsilastirildiginda kisspeptintletrozol
grubunun kontrole ve kisspeptin gruplarina gore anlamli bir sekilde artmis oldugu
bulundu. Daralan denge cubugu iizerindeki hareketlerinin koordinasyon yeteneginin
kisspeptin+letrozol grubunda digerlerine gore daha azalmis ve olasi anksiyete artisi ile
beraber amaca yonelik hareketlerde dikkatin azalmasina yol agiyor olabilir. Ayrica
cubukta yiiriirken sag ve sol ekstremitelerde tokezlemeler kaydedilip karsilastirildi
ancak anlaml fark gézlenmedi.

Son davranis testi olarak Morris su labirenti testi uygulandi. Prob testi bittikten 24
saat sonra dekapitasyon ile deneyler sonlandirildi. Mekansal hafizay1 test etmekte en
yaygin olarak kullanilan, MSL testidir. Bu testte tiim gruplarin ilk giindeki 6grenme
yetenekleri arasinda anlamli farkliliklar bulunmazken, besinci giin sonunda tim
gruplarin 6grenme performansinin giderek arttigr tespit edildi. Gruplarda ilk giin ile son
giiniin platform bulma siireleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmadi. Bes giin arka arkaya yapilan giinlik dort denemenin ardindan platform

kaldirildi. Platformun oldugu bdlgede 40 cm ¢apinda hayali dairesel bir alan igerisinde
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sicanin gecirdigi siire Ethovision programi ile kaydedildi. Deneklerin platformun
oldugu yere yakin alanda (A40) daha fazla zaman gecirmesi, yerini daha iyi 6grendigi
ve hatirladigi anlamina gelmektedir. Her ne kadar sonuglar karsilastirildiginda
kisspeptin uygulanan grubun ortalama performansi daha iyi olsa da gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi.

Letrozol uygulamasinin onceki caligmalar dogrultusunda Ostrojen seviyesini
diistirdiigi bilinmektedir (74, 75, 48). Bu tez calismasinda letrozol verilen gruplarda
serum Ostrojen seviyesinin anlamli olarak azaldigt hem ELISA hem de uterus
agirhiklarinin karsilagtirilmasi ile anlamli olarak gosterildi. Elde edilen uterotropik test
sonuglarinda gore kontrol ve letrozol arasinda, kontrol ve kisspeptint+letrozol arasinda,
letrozol ve kisspeptin arasinda anlamli farklar bulundu. Benzer sekilde ELISA
sonuglarinda letrozoliin serum Ostrojen seviyesini baskilamasi bekleniyordu ve anlamh
sekilde azalltig1 gosterilmistir.

Insanlarda ve laboratuar hayvanlarinda yapilan calismalarda &strojenin viicut
agirhigini diizenlemede Onemli bir rolii oldugu gosterilmistir (76, 77). Bu nedenle
gruplarda agirlik takibi yapildi. Operasyon dncesi agirlik artisi gruplar arasinda anlamli
fark olmaksizin belirlendi. Ancak operasyon sonrasinda letrozol uygulanan tim
gruplarda kilo artis1 anlamli olarak gosterilmis ve bu farkin dstrojen sentezi inhibisyonu
ile iliskili oldugu diisiintilmektedir.

Cresyl Violet, beyinde Nisl cisimciklerinin boyanmasi prensibi ile canli néron
sayilarinin belirlenmesinde kullanmilir. Cesitli beyin bolgelerindeki (hipokampus ve
korteks) ndron sayilar1 bu yontem kullanilarak belirlendi. Boyanan hiicre sayilar
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmedi.

PSD-95, NMDA reseptoriiniin alt biriminin sitozolik kuyrugu ve potasyum
kanallar ile karsilikli etkilesime girerler. NMDA reseptor sinyaliyle baglantili olan
plastisite i¢in gereklidir. Normalden fazla ya da eksik iiretilmesine bagli olarak
hipokampus noronlarindaki sinapslarin inhibitor ve eksitator oran1 degismektedir (81).
PSD-95 miktarmin artmasiyla LTP artar, hafiza giiclenir. Bu deneyde hipokampusta
PSD-95 ifadeleri western blot yontemiyle belirlendi ve gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunmadi.
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SYP, uzun siireli ve kisa siireli sinaptik plastisitenin diizenlenmesinden
sorumludur (82). Protein sentezindeki degisiklikler western blot ile incelendiginde
istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.

Kisspeptin/GPR54 sistemi aktive oldugunda hiicre i¢i sinyal yolaklarindan bir
tanesi olan fosforile olmus ERK1/2 seviyesi western blot yontemi ile belirlendi ve
kontrole gore diger 3 grubun fosforile olmus ERK-2 protein miktarlart anlamli olarak
artig gosterdi (p < 0.05). Birincil fonksiyonu transkripsiyonu aktive etmek olsa da ERK
proteinleri potasyum kanallari, sinapsin ve NMDA gibi proteinleri fosforile ederek
noronal fonksiyonlar iizerine direkt etkiye sahiptir (33, 34, 35, 36).

Sonug olarak, kisspeptin / GPR54 sistemi ERK-2 yolagi lizerinden 6grenme ve
hafizay1 etkileyebilir. Ancak, kisspeptin’in 6grenme ve hafiza iizerindeki etkilerini
arastirmak ic¢in farkli doz gruplart eklenerek ve/veya Ogrenme-hafiza yoksunlugu
olan/olusturulan hayvan modellerinin kullanilmasi yararl olabilir.

Son olarak tiim testler degerlendirildiginde letrozol ile olusturulan aromataz
inhibisyonu, hormonal degisiklikler nedeniyle anksiyete ve 6grenme-hafiza iizerine
etkili olabilir. Letrozol, kisspeptinle beraber uygulandiginda lokomotor aktivite ve
anksiyeteyi arttirabildigi gosterildi.

Literatiirde kisspeptinin 6grenme ve hafiza iizerine etkilerinin arastirildigi in vivo
bir caligma bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu tez ¢aligmasi bu konuda yapilan ilk
arastirma o6zelligi tasimaktadir. Yapmis oldugumuz ¢alismada nérogenezi tamamlanmis,
kognitif fonksiyonlarinin optimal diizeyde oldugu diisiiniilen si¢anlar kullanildi. Bu
nedenle, uygulanan kisspeptinin 6grenme ve hafiza iizerindeki etkileri ¢ok belirgin
olarak gdzlemlenememis olabilir. Ileride yapilacak calismalarda Ogrenme-hafiza
yoksunlugu olan (yash hayvanlarin kullanilmasi gibi) veya olusturulan (skopolamin ile
indiiklenme gibi) hayvan modellerinin kullanilmasi, kisspeptinin 6zellikle 6grenme ve

hafiza davranis lizerine etkilerinin incelenmesi i¢in yararli olabilir.
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