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OZET

PREPUBERTAL DiSi KECILERDE KiSSPEPTIN
UYGULAMASININ PUBERTAS VE FERTILITE UZERINE
ETKINLiGININ ARASTIRILMASI

Aksu C. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Dogum ve

Jinekoloji (Veteriner) Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2023.

Amag: Bu ¢alismada prepubertal donemdeki disi kecilerde Kisspeptinin pubertas ve fertilite

uzerindeki etkinligi arastirildi.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 1 Subat — 15 Mart 2021 tarihleri araliginda dogan, ortalama 5
aylik ve 30 adet disi Kil kegisi kullanildi. Prepubertal disi oglaklar (Grup A- n=10, Grup B-
n=10, Grup C- n=10) rastgele {i¢ gruba ayrildi. Calismanin ilk periyodunda, Grup A’da 2ug/kg
tek doz i.v. human kisspeptin 10 (hKp10), Grup B’de ayn sekilde 2pg/kg tek doz i.v. hKpl10
ve Grup C’deki kontrol hayvanlarina plasebo olarak 1 ml i.v. fizyolojik tuzlu su uygulandi. Bu
hayvanlar 5.5, 6 ve 6.5 aylik olduklarinda her 15 giinde bir tim hayvanlardan kan serumunda
progesteron hormonu seviyelerinin 6l¢iimii amaciyla kan ornekleri toplandi. Caligmanin son
periyodunda pubertas ve fertilite Gzerine kisspeptin ile birlikte erkek etkisini incelemek icin 7
aylik olan tiim hayvanlara teke katimi yapildi. Teke katimi yapildiktan yaklasik 8 saat sonra
Grup A’da 2pg/kg ikinci tek doz i.v. hKpl10, Grup B’de ilk periyoddakinden farkli olarak
plasebo amach 1 ml i.v. fizyolojik tuzlu su ve Grup C’de yine plasebo amach 1 ml fizyolojik
tuzlu su uygulandi. Biitiin hayvanlar 10 aylik olduklarinda transrektal yolla ultrasonografik

gebelik muayeneleri yapildi ve dogumlar kayit altina alindi.

Bulgular: Sonuglar incelendiginde, gruplar arasinda ii¢ farkli zamanda analiz edilen kan
progesteron diizeyleri ortalamalar1 (X+SH) arasinda istatiksel agidan oOnemli fark
bulunmamuistir. Fakat ¢alisma grubu olan A ve B grubunda progesteron hormon diizeylerinde
artis ve devamlilik gozlenirken C grubunda son Ol¢iimde diislis belirlenmistir. Ayrica 10
aylikken yapilan gebelik muayenesinde elde edilen verilere gore ¢ift doz hKp10 uygulanan

hayvanlar, tek doz hKp10 uygulanan hayvanlar ve fizyolojik tuzlu su uygulanan hayvanlar ile
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karsilastirildiginda tekrarlanan ¢ift doz kisspeptin uygulamasi erkek etkisi ile birlikte daha fazla

gebelik orani olusturmustur.

Sonug: Sonug¢ olarak hem tek doz kisspeptin uygulamasinin hem de tekrarlanan ¢ift doz
kisspeptin uygulamasinin serbest teke katimimin yapildig siiriiler igin yiiksek oranda pubertas
tizerine etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu ¢alismada 6zellikle tekrarlanan dozda kisspeptin
uygulamasinin  postpubertal asamadaki disi kecilerin fertilitesi Uzerinde etkinlik

olusturabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: Disi Kegi, Disi Oglak, Fertilite, Kisspeptin, Kisspeptin 10, Ovulasyon,
Pubertas.
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ABSTRACT

EFFECTIVENESS OF KISSPEPTIN ADMINISTRATION ON PUBERTY AND
FERTILITY IN PREPUBERTAL FEMALE GOATS

Aksu C. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Department of
Obstetricts and Gynecology (Veterinary), PhD Thesis, Aydin, 2023.

Objective: In this study, the effectiveness of kisspeptin on pubertas and fertility in prepubertal

female goats was investigated.

Material and Methods: Thirty female Hair goats were used that was born between February
1 and March 15, 2021, with an average age of 5 months old. Prepubertal female kids (Group
A- n=10, Group B- n=10, Group C- n=10) were randomly divided into three groups. In the first
period of the study, a single dose of 2ug/kg human kisspeptin 10 (hKp10) to the animals in
group A, likewise a single dose of 2ug/kg hKpl10 to the animals in group B and 1ml of
physiological saline to the animals in group C was intravenously applied as placebo. Then,
blood samples were collected from all animals for the measurement of progesterone hormone
levels in blood serum every 15 days when at ages of 5.5, 6 and 6.5 months. In the last period of
the study, to examine the male effect with kisspeptin on puberty and fertility, all animals at age
of 7 months were mated with experienced billygoats. Approximately 8 hours later animals were
mated with billygoats again and a second single dose of 2ug/kg hKp10 to the animals in Group
A were applied intravenously. Animals in Group B and C were give a single dose of 1 ml
physiological saline for placebo purposes. At the age of 10 months, transrectal ultrasonographic

pregnancy examinations were performed and later records were taken at birth.

Results: It was observed no statistically significant difference was found between the groups
in the mean blood progesterone levels (X£SH) analyzed at three different times. However,
while an increase and continuity was observed in the levels of progesterone hormone in group
A and B, a decrease was observed in the last measurement in group C. In addition, pregnancy
rates were higher in Group A which administrated two dose of hKp10 with male effect, when

compared to Groups B and C.
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Conclusion: As a result, we can assume that both single-dose kisspeptin administration and
repeated double-dose kisspeptin administration may be effective in initiating puberty in herds
with free billygoat contribution. In this study, it was concluded that repeated doses of

intravenous hKp 10 administration may have an effect on the fertility of post-pubertal female
goats.

Keywords: Female Goat, Female Kid, Fertility, Kisspeptin, Kisspeptin 10, Ovulation, Puberty.
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1. GIRIS

Evcil disi hayvanlarda gametlerin iiretildigi ve seksiiel davranislarin bagladigi donem
pubertas olarak kabul edilir. Pubertas temel olarak gonadotropik aktivitenin artmasi, gonadlarin
steroidogenezis ve gametogenezis yetenekleriyle uyum saglanmasinin sonucudur (Hafez,
1987).

Koyun ve keci irklarinda optimal ¢evre sartlarinda, pubertas yasi genel olarak 5-12 aylik
sure¢ igerisinde gergeklesmektedir (Canoglu ve Saribay, 2012).

Pubertasa erisme yasini bir¢ok faktor etkiler. Bunlarin baslicalari; ik, yas, viicut agirligi,
stitten kesme agirligi, bakim, besleme, genotip, dogum mevsimi, iklim, ¢evre sartlar1 ve sosyal

cevresel faktorlerdir (Kalkan ve Ocal, 2012).

Bu ¢alismada kiiclik ruminant tiirlerinden kegilerde, pubertas iizerine etkili oldugu
diistiniilen bir kisspeptin molekiilii izoformu olan human kisspeptin 10 (hKp-10) peptidinin
etkisi calisma gruplarina uygulanarak degerlendirilmistir. Pubertas iizerine kisspeptin molekiilii
etkisinin kiiciik ruminant tiirlerinden ¢ogunlukla koyunlarda arastirildig1 kegilerde ise daha
kisith c¢aligmalarin yapildigi goriilmiistiir. Koyun ve kegilerin seksiiel ve hormonal
mekanizmalarmin benzer olmasi nedeniyle kisspeptin molekiiliiniin pubertas iizerindeki
etkilerinin keciler iizerinde c¢alisilmasi diisiiniilmistiir. Calisma giincel bilgiler 1s181mnda

gergeklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Disi Kecilerde Ureme Fizyolojisi

2.1.1. Kegilerde Pubertas

Pubertas genel olarak disilerin diizenli olarak ilk ovulasyon ve 0Ostriis gostermeye
basladig1 zaman olarak tanimlanmaktadir (Foster, 1994). Pubertasa erisen hayvanlar ovulasyon
yetenegi kazansa da bu hayvanlarin seksiiel agidan heniiz olgunlasmadig1 vurgulanmaktadir.
Optimal ¢evre sartlarinda koyun ve kegi turlerinde pubertas yasinin genel olarak 5-12 aylik
stirece yayildig belirtilmektedir. Pubertas1 ik, yas, canli agirlik ve mevsim olmak tizere dort
ana faktor etkilemektedir. Kegilerde uygun yas ve canh agirliga ulasildiktan sonra mevsimin
ozellikle de bu tiir hayvanlarda fotoperiyodun etkisi ile pubertasin basladig1 belirtilmektedir.
Ulkemizin de i¢inde bulundugu kuzey yarim kiirede sonbaharda giin 1s13mm kisald1g1 dsnemde
kecilerde lireme yani ¢iftlesme mevsiminin basladigi ortaya konmustur (Canoglu ve Saribay,
2012). Jainudeen ve digerleri (2016) yayimladiklari litratiirlerinde disi kegilerde 5-7 aylik iken,
disi koyunlarda ise 6-9 aylik iken pubertasa ulasildigini belirtmektedir. Diger yandan Kivircik
ve Merinos koyun wklar1 ile Ankara ke¢i wkinin ilk seksiiel mevsimlerinde pubertasa
ulasamadiklarini ve sonug¢ olarak bu irklarin ilk Ostriislarini 18-20 aylik iken gdésterdiklerini
bildirmektedir. Yani prepubertal disi kuzu ve oglaklarin pubertasa ulagsmalarinin genetik, irk,
beslenme ve dogum zamanina bagh degiskenlik gosterdigi ortaya konmaktadir. Yine pubertasi
erkek hayvan varligi, yeterli veya yetersiz beslenme, uygun iklim kosullari, ¢evresel stres
etkenlerinin varlig1 veya yoklugu, genetik ve feromonlar gibi diger faktorler de etkilemektedir
(McDonald’s, 2003). Delgadillo ve digerleri (2007) mevsimsel polidstrik tirler olan koyun ve
kegilerin pubertasa ulagsmalarinda oglak ve kuzularin dogum zamani ile alakali oldugunu ama
dogum zaman etkisinin her iki cinsiyet i¢in ayni olmadigimi belirtmektedir. Mayis ve Ekim
dogumlu disi oglaklardan Mayis dogumlu olanlarin daha erken pubartasa ulastig1 buna karsin
Mayis ve Ekim dogumlu erkek oglaklarin pubertasa ayn1 zamanda ulastigini ortaya koymustur.
Aragtiricilar dogum zamanmin, disi hayvanlarin pubertaslarina ulagsmasinda daha etkin bir

faktor oldugunu bildirmektedir.



2.1.2. Kegilerde Seksuel Siklus ve Hormonal Mekanizma

Sekstel siklus; hipotalamus, hipofiz, ovaryumlar ve uterus tarafindan salgilanan
hormonlarin koordineli etkilesimleri ile diizenlenmektedir. Kiigiik ruminantlarmn (kegi ve koyun
rklar1) mevsimsel polidstrik hayvanlar oldugu ve iireme faaliyetlerini kontrol eden en 6nemli
cevresel faktoriin glin uzunlugu oldugu bildirilmektedir. Giin uzunlugunun kisalmasi ve
retinadan alinan 151k sinyallerinin azalmasiyla epifizden salgilanan melatonin hormonu diizeyi
artar ve sonugta hipotalamustaki eminensiya mediyana uyarilarak buradaki norosekretorik
hiicrelerden Gonadotropin Salgilatict Hormon (GnRH) salimimi meydana gelmektedir.
Boylelikle mevsimsel Greme donemi baslamaktadir (Canoglu ve Saribay, 2012).

Yine spontan olarak ovulasyon meydana getiren kegilerde treme mevsiminin baglamasi
ve ireme mevsimi siirecinin uzunlugunun; hayvanlarin bulundugu yarimkiire, iklim, ik,
fizyolojik yap1, teke etkisi 6zellikle de fotoperiyod faktorlerine bagli oldugu belirtilmektedir.
Iliman bolgelerde tireme mevsiminin sonbahar ve kis mevsimlerini kapsadigi, mevsimle birlikte
kecinin ve hayvanlarmn bulunduklar1 bdlge lokasyonu farkliliginin da iireme doneminin
baslamasi ve uzunlugu acisindan onemli farkliliklar ortaya koydugu vurgulanmaktadir.
Tropikal bolgelerde ise kegi tiirliniin araliksiz tireme mevsimi siireci gegirdigi varsayilmaktadir.
Yetersiz beslenme ise uzayan anostrus ve anovulator periyodlara ayni zamanda diisiik fertiliteye
neden olmaktadir (Fatet ve digerleri, 2011).

Alacam (2002) kegilerde sekstiel siklusun genel hatlar1 ile koyunlara benzedigini ve
kecilerde ostrusiin ortalama 28 (yirmi sekiz) saat (1-3 giin) siirdiigiinu, 6strus belirtilerinin
koyunlardan daha belirgin oldugunu ve teke katiminin Ostriisii belirlemede 6nem arz ettigini
belirtmektedir. Jainudeen ve digerleri (2016) kecilerde dstrusiin 24-48 saat siirdiigiinii; ik, yas,
mevsim, erkek varliginin ostriis siiresini etkiledigini yine belirtmektedir. Koyunlarda yapagi
rklarmin et¢i rklardan daha uzun Gstriis periyoduna sahip oldugunu yine Ankara kegilerinin
(22 saat Ostriis siiresi) siit¢li k1 kegilerden daha kisa bir dstriis periyoduna sahip oldugunu
belirtmektedirler.

Kegilerde hipotalamo-hipofizer dolagim araciligiyla 6n hipofize salinan GnRH hormonu
burada gonadotropinlerin salinimini1 uyarmaktadir. Gonadotropik hormonlarin yani follikiil
uyarict hormon (FSH) ve liiteinlestirici hormon (LH) salinimi ile gonadlarin aktive olarak
salimimin1 sagladig1 seks steroidlerinin (Gstradiol) negatif-pozitif feedback mekanizmalari
sonucu folikiiler gelisimin tamamlandig1 Ostriis ve folikiiliin nihai olgunlagsmasi sonucu

ovulasyonun meydana geldigi belirtilmektedir. Kecilerde ovulasyon preovulatér LH



dalgasindan 20-24 saat sonra gerceklesmektedir. Ovulasyondan sonra LH ve Ostradiol (E2)
diizeyleri azalmaktadir. Clinkii ovulasyonu takiben ovaryum folikiillerindeki teka interna ve
granuloza hiicreleri liteinize olarak korpus luteumu sekillendirmektedir ve gelisen bu korpus
luteumdan salgilanan progesteron (P4) hormonu gonadotropin salinimui ile folikiiler gelisimi
baskilayarak muhtemel bir gebelik i¢in uterusu hazir hale getirmektedir (Canoglu ve Saribay,

2012).

2.1.2.1. Kegilerde Ovulasyon ve Korpus luteum

Kegilerde ovulasyon Ostriisiin baglamasindan 30-36 saat sonra spontan olarak meydana
gelmektedir (Alagam, 2002). Yine Jainudeen ve digerleri (2016) hem koyunlarda hem de
kecilerde ovulasyonun spontan olarak olustugunu, koyunlarda ovulasyonun @strisin
baslangicindan 24-27 saat sonra yani Ostriisiin sonuna dogru normal olarak ve ¢ogu kegi tiirlinde
ise ovulasyonun ostriisiin baglangicindan 24-36 saat sonra meydana geldigini belirtmektedir.
Jainudeen ve digerleri (2016) ayrica bazi keci wrklarinda ovulasyonun daha ge¢ meydana
geldigini ortaya koyarken bunun muhtemel sebebini de bu rklarin daha uzun 6strus siklusuna
sahip olmasina dayandirmaktadir. Ostriisiin baslamasmdan 10 saat kadar sonra LH hormonu
80ng/ml duzeyine ¢iktiginda ve LH salinim sikhigi 30-60 dakika oldugunda ovulasyon
gerceklesmektedir. Kecilerin her siklusunda ise 2-3 oosit ovule olabilmektedir. Ovulasyon
orani genellikle lireme mevsiminin erken donemlerinde iireme mevsiminin ge¢ donemlerine
gore daha yiksek olmaktadir. Ama ayni zamanda viicut Olgiileri, viicut agirligi, viicut
kondiisyonu ve genotip de ovulasyon oraninin artirilmasima katki saglamaktadir (Canoglu ve
Saribay, 2012; Jainudeen ve digerleri, 2016).

Korpus luteumun regresyonu ve progesteron baskisinin ortadan kalkmasiyla dstradiol
diizeyi ortalama 10 pg/ml’den 20 pg/ml’ye yiikselmektedir ve bu artis Ostriis belirtilerini
sekillendirmektedir. Bu sekilde dstradiol diizeyinin artis1 sonucu olumlu basa tepkiyle GnRH
ve FSH salgis1 uyarilmaktadir. Ostriisten 24 saat énce FSH etkisiyle ovaryumlarda bir veya
daha fazla folikiiller gelistigi bu hizli gelisimle beraber artan Ostradioliin granuloza
hiicrelerinden salgilanan inhibin etkisi ile FSH hormonunu baskiladigi ve preovulatér LH
salgisina neden oldugu bilinmektedir. Siklusun liiteal fazinda LH hormonunun 4-8 saatte
salindig1 ama bu salinimim ovulasyon i¢in yetersiz oldugu, Ostriisiin baglamasindan 10 saat
kadar sonra LH diizeyi 80ng/ml’ye ¢iktiginda ve salinim siklig1 30-60 dakikaya diistiigiinde

ovulasyon meydan geldigi bildirilmektedir. Ovulasyonu takiben granuloza ve teka hiicreleri



liiteinize olarak korpus luteumu sekillendirmektedir (Canoglu ve Saribay, 2012). Korpus
luteumun salgiladigi progesteron hormonu andstrus ve erken dstrus sirasinda diisiik seviyelerde
iken ovulasyondan sonra hizla artarak siklusun ortalarinda 6-10 ng/ml en yuksek seviyesine
ulagmaktadir (Alagam, 2002). Fatet ve digerleri (2011) ovulasyon ile sekstiel siklusun liiteal
fazinin basladigimi ve Ostriisiin baslangicindan yaklagik 5 giin sonra ovule olan folikiil
hiicrelerinin liiteal hiicrelere doniistiigiinii boylelikle CL formunun olustugunu belirtmektedir.
Daha sonrasinda korpus luteumdan 16 giin boyunca progesteron hormonu saliniminin

(>Ing/ml) devam ederek ve konsantrasyonunun artarak etkisini gosterdigi ortaya konmaktadir.

2.1.2.2. Seksiiel Siklusun Evreleri

Kecgilerde seksiiel siklusun ortalama 21 giin siirdiigii ve bu siirenin wrk, yas, lireme
mevsiminin donemi, bakim, besleme, ¢evre 1s1s1, teke ile bir arada bulunma gibi faktorlere bagl
olarak degistigi belirtilmektedir (Fatet ve digerleri, 2011; Canoglu ve Saribay, 2012; Jainudeen
ve digerleri, 2016). Canoglu ve Saribay (2012) kegilerde iireme mevsiminin baslangicinda,
koyunlardaki gibi sakin kizginliga rastlanilmazken, korpus luteumun prematiire regresyonu ya
da anovulasyon nedeniyle kisa sikluslar goriilebildigini vurgulamaktadir. Fatet ve digerleri
(2011) ostrus siklusunu, ovaryumlar ve genital kanaldaki morfolojik ve fizyolojik butin
degisimlere bagli olarak 06striis ekpresyonuna, ovulasyona, genital yolu ¢iftlesmeye,
fertilizasyona ve embriyo implantasyonuna hazirlayan bir reproduiktif aktivite olarak
tanimlamaktadir. Ostriis siklusu uzunlugunu ise ardisik iki striis ekspresyonu veya ardisik iki
ovulasyon aralig1 olarak tanimlamaktadir. Yine Ostris siklusu boyunca ovaryumlarmn bir dizi
morfolojik (folikiler rekrutman ve biiyiime), biyokimyasal (folikiil olgunlasmasi) ve fizyolojik
(hormonal regiilasyon) degisimlere maruz kaldigi ve bunun ovulasyonla sonuglandigi
anlatilmaktadir. Gonadlardaki bu siklik degisimleri seksuel siklus olarak tanimlamaktadirlar ve
sekstiel siklusu Kklasik olarak folikiler ve liuteal faz olmak Uzere ikiye ayrildigini
belirtmektedirler (Sekil 1). Seksiiel sikluslar prodstriis, Ostriis, metdstriis, didtriis ve ¢iftlesme

mevsimi digindaki andstriis evrelerinden olugmaktadir (Canoglu ve Saribay, 2012).
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Sekil 1. Kecilerde ostriis siklusu boyunca meydana gelen degisik fizyolojik olaylarin sematik anlatimi:
folikiil gelisimi, sekstel siklus ve endokrin regllasyonu. *Ovulatuvar folikiller* (Fatet ve digerleri, 2011).

2.1.2.2.1. Proostrus

Bu donemde hizli bir folikiiler gelisim, korpus luteumun regresyonu, dstrojen diizeyinde
artig ve progesteron diizeyinde azalma goriilmektedir. Prodstriis doneminde kegiler tekelere
yakinlasir fakat agima izin vermezler (Canoglu ve Saribay, 2012). Seksuel siklusun bu evresinin

ortalama iki giin siirdiigii bildirilmektedir (Ozmen ve digerleri 2021).



2.1.2.2.2. Ostris

Asimm kabul edildigi ve ovulasyonun meydana geldigi donemdir. Ostriis dénemini
sliresinin hayvanm yasina, irkina, ortamda tekenin bulunmasma ve mevsime bagli olarak
degistigi belirtilmektedir. Ortalama 36 (24-48) saat siirdligli diger yandan lireme mevsiminin
basinda ve pubertasa yeni ulasan disilerde Ostriis siiresinin 3-6 saat kadar kisa siirebilecegi
bildirilmektedir. Ortamda tekenin bulunmasi ya da hayvan 6striisiin basinda ciftlestiginde de
Ostriis siiresinin kisalabilecegi ayrica belirtilmektedir. Pubertasa yeni ulasan disilerde ve
mevsimin ilk Ostriistinii gosteren yetiskin disilerde kizgmligin daha sakin gectigine dikkat
cekilmektedir. Diger yandan kecilerde Ostriis doneminde goriilen fizyolojik degisikliklerin
koyunlara gére daha belirgin oldugu da belirtilmektedir. Ostriis belirtileri olarak; meleme,
kuyrugu hizli ve asir1 sallama, teke etrafinda toplanma, tekenin oniinde durma, istah ve siit
veriminde azalma, sik iirinasyon, diger kecilerin genital bdlgelerini koklama ve nadiren diger
kecileri agsma davraniglar1 gézlenebilmektedir. Dig belirtilerin yan1 sira vajina mukozasi nemli
ve hiperemik, serviks agik ve kiremit rengindedir. Ostriisiin sonuna dogru ise ¢ara beyazlasir
peynirimsi gorinim alarak koyulasir, serviks solgundur ve agikligi azalmaktadir. Kegilerde
kizginlik tespiti arama tekeleriyle on iKi saat araliklarla giinde iki kez, sabah erken ve aksam

gec saatlerde yapilmaktadir (Canoglu ve Saribay, 2012).

2.1.2.2.3. Metostris

Hayvanin ¢iftlesmeyi reddetmesi ile baslayan, bir ya da daha fazla aktif korpus luteum
olusuncaya kadar gecen donemdir. Yani korpus luteumun sekillenme evresi olarak kabul

edilmektedir. Genellikle 2-3 gilin sirmektedir (Canoglu ve Saribay, 2012).

2.1.2.2.4. Di6stris

Bu evre siklusun 3-4. giinlerinde baslamaktadir. Korpus luteumun tam olarak gelistigi,
etkin oldugu ve siklusun en uzun doénemidir. Yaklagik 14-15 gun surmektedir. Progesteron
konsantrasyonu didstrus siresince 4-8 ng/ml diizeyindir ve siklusun ortalarinda en yiiksek
diizeye ulagsmaktadir (Alagam, 2002; Canoglu ve Saribay, 2012). Progesteron hormonu, olas1
bir gebelik ihtimaline karsi embriyonun uterusa tutunmasini ve beslenmesini saglamak i¢in

genital organlardaki kontraksiyonlar1 azaltarak uterus bezlerinin sekresyonunu baslatmaktadir.



Eger gebelik sekillenmemisse siklusun 16-17. giinlerinde uterustan salgilanmaya baslayan
prostaglandin F2q (PGF2q) hormonu korpus luteumun regresyonuna dolayisiyla da progesteron
hormonunun diismesine neden olmaktadir. Progesteron hormonunun diismesi sonucu
hipotalamus ve hipofiz lizerindeki baskilayici etkinin ortadan kalkarak GnRH salinimini ve yeni

bir siklus baglamaktadir (Canoglu ve Saribay, 2012).

2.1.2.2.5. Anostriis

Sekstiel dinlenme dénemi olup giinlerin uzamaya basladig1 kis sonundan yaz ortalaria

kadar stirebilmektedir (Canoglu ve Saribay, 2012).

2.2. Uremenin Denetlenmesi

Koyun ve kecilerde iiremenin denetlenmesi uygulamalari, yiiksek verimli hayvanlarin
genetik 6zelliklerinin korunmasi, dél veriminin artirilmasi ve hayvan materyali ile yetistirme
olanaklarindan en iyi sekilde faydalanmak amaciyla yapilmaktadir. Uremenin kontrolii ile
mevsimsel polidstrik hayvanlarda mevsimsel andstriiste de gebelik elde edilebilecegi gibi kuzu
ve oglaklarda daha erken yasta cinsel olgunluga erisilecegi ve dol verimi alinacagi
bildirilmektedir. Uremeyi denetlemek icin; teke katimi, 1sik/karanhk siiresinin ayarlanmas,
cevre 1s1smin diizenlenmesi, metabolik durum ve reprodiiksiyon arasindaki etkilesim nedeniyle
iyl bir beslenme adaptasyonu, laktasyonun sona erdirilmesi ve feromonlar gibi gibi dogal
yontemler uygulanmaktadir. Medikal yontemler olarak ise lireme mevsimine ge¢is doneminde,
iireme mevsiminde ve andstriis doneminde farkli uygulamalar yapilmaktadir. Hayvanlarin
icinde bulundugu donemlere gore progestagenler, gebe kisrak serum gonadotropini (PMSG),
equine koryonik gonadotropini (eCG), PGF2,, GnRH ve melatonin hormonlar1 kullanilarak
medikal yOntemler uygulanmaktadir. Pubertasa erisme donemindeki kuzularda iiremenin
kontroliine ancak 7-10 aylikken baslanabilmektedir ve bu hayvanlarda progesteron ve PMSG
uygulamalar1 basarili olmaktadir (Fatet ve digerleri, 2011; Ucar ve Ozyurtlu, 2019). Mevsimsel
anostriisteki  kilis ¢ebiglerinde yapilan bir arastrmada eCG hormonunun siingerin
¢ikarilmasindan 48 saat dnce uygulanmasimin daha faydali olabilecegi belirtilmektedir (Ozmen

ve digerleri, 2021)



2.3. Gebelik ve Tan1 Yontemleri

Gebelik siiresince devamli gelisim gosteren konseptus yapisinin, fonksiyonlarmin ve
maternal ortamla kurudugu baglantilar blastogenezis, embriyonal ve fetal donem olmak {izere
iic ayr1 evrede incelenmektedir. Blastogenezis fertilizasyondan gebeligin maternal kabuliine
kadar gecen, embriyonal donem blastogenezisin sonundan kegilerde yaklasik 42. giline kadar
olan evredir. Fetal donem ise embriyonal donemin sonundan doguma kadar olan siirectir.
Kii¢iikk ruminantlarda gebelik tanisinin modern yetistiricilikte, kontrollii liremenin yapildig:
stirilerde ve suni tohumlama uygulamalarinda biiyiik 6nem tasidigi kabul gormektedir (Erdem
ve Saribay, 2019). Her hayvan tiiriinde fertilizasyondan doguma kadar gegen gebelik siiresinin
genetik olarak belirlidir ve gebelik koyun ve kegilerde ortalama 150 giin siirmektedir
(Jainudeen ve digerleri, 2016; Erdem ve Saribay, 2019). Yine Jainudeen ve digerleri (2016)
gebelik suresinin irka ve bireysellige bagli olarak degiskenlik gosterebildigini bildirmektedir.
Ayni1 irk i¢inde bireysel olarak hayvanlar arasindaki gebelik siiresi uzunlugunun 13 giine kadar
¢ikabilecegini One sirmektedir. Bunun yaninda erkek yavru gebeliginin disiye gére daha uzun,
bahar dogumlularin sonbahar dogumlulardan daha uzun gebelik siiresi olusturdugunu ve tek
yavrulu gebeliklerin ikiz gebeliklere gore daha uzun oldugunu bildirmektedir. Yine gebelik

sliresinin ana¢ hayvanin yasi ile arttigini belirtmektedirler.

2.3.1. Kecilerde Gebelik Tam1 Yontemleri

Kiiciik ruminantlar siirii hayvani oldugundan gebelik tanis1 amaciyla kullanilacak
yontemin ucuz, basit, saha ortaminda kolay uygulanabilir ve yiiksek oranda dogru sonug
vermesi istenmektedir. Kii¢iilk ruminantlarda gebelik tanis1 amaciyla uygulanabilen 20’ den
fazla yontem oldugu bildirilmektedir. Bu yontemler igerisinde real-time ultrasonografinin;
fetiis, anne ve operator lizerinde zararli bir etkisinin olmamasi, saha sartlarinda kolaylikla
uygulanabilmesi ve c¢abuk sonu¢ alinmasi nedeniyle ©6ne ¢ikan bir ydntem oldugu

bildirilmektedir (Erdem ve Saribay, 2019).

2.3.1.1. Ultrasonografik Yontemler

Ultrasonografik gebelik tan1 yontemleri A- mode ultrasonografi, doppler ultrasonografi,

real-time B-mode ultrasonografi ve ultrasonografik fetal pulzasyon dedektoriinii



kapsamaktadir. Kiigiik ruminantlarda gebelik tanisinda en ideal yontem olan real-time B-mode
ultrasonografi uygulanmaktadir. Kecilerde real-time B-mode ultrasonografi yontemi ile
gebeligin  15-30. giinleri arasinda transabdominal yoldan % 56 dogrulukta tani
konulabilmektedir. Kegilerde transabdominal yoldan en erken 27. giinde dogru tani
konulabilmekle birlikte hidrometra ve uterustaki kiiciik sivi birikintilerinin yanlis pozitif
sonuglara neden olabileceginden, plasentomlarin ve embriyolarin gozlenemedigi 30. giine
kadar bu yontemin giivenilir olmadigi belirtilmektedir. Bu nedenle transabdominal yolla
gebelik tanisi i¢in en ideal giinlerin 40-75. giinler aras1 oldugu, transrektal yoldan ise 25-30.
giinler aras1 oldugu, kalp atimmin transrektal yontemde >25. giinlerde, transabdominal
yontemde >35. gilinlerde, plasentomlarin transabdominal yontemde >40. gilinlerde kupa veya C

seklinde i¢ biikey olarak tespit edildigi bildirilmektedir (Erdem ve Saribay, 2019).

2.3.1.2. Diger Yontemler

- Radyografi - Vajinal smear

- Fetal elektrokardiyogram - Servikal mukusun vizkozitesi

- Rektal-abdominal palpasyon - Serviko vajinal mukus arborizasyon testi
- Palpasyon - Servikal mukus kaynatma testi

- Meme sekresyonu - Idrar kreatin/kreatinin orani

- Viicut agirhiginin artmasi - Kan sekeri seviyesi

- Sakral Refleks - Immunolojik testler

- Arama koclar1 ve tekeleri - Antikolostrum testi

- Vajinal biyopsi - Endokrinolojik muayeneler

- Kaudal uterus arterinin genislemesi

- Laparotomi ve peritonoskopi (Erdem ve Saribay, 2019).

2.4. Kiiciik Ruminantlarda Pubertasi1 Etkileyen Faktorler

Pubertas, fizyolojik, morfolojik ve davramigsal agidan istenen reprodiiktif yeterlige
ulagincaya kadar gecen asamali bir silire¢ olarak tanimlanmaktadir. Kii¢iik ruminantlarda
pubertas baslangicinin cinsiyetler arasinda farklilik gosterdigi belirtilmektedir. Bu farkliligin
nedeni ise erken seksuel diferensiyasyonun steroid feedback sistemleri Gizerindeki kontroll ve
boylece GNRH salinimindaki etkisi olarak ortaya koyulmaktadir. Pubertasin belirleyicisi olan
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genetik faktorler, endojen sinyaller, enerji dengesi ve cevresel faktorler gibi dinamik
etkilesimlerin pubertas baslangic zamanindan sorumlu oldugu belirtilmektedir. Pubertas
zamanlamasi, ilk yavrulama yastyla beraber sonraki reprodiiktif hayat1 ve kiigiik ruminantlarda

verimliligi etkilemektedir (Valasi ve digerleri, 2012).

Pubertasa ulagma yasi ile beslenmenin yakin iliskisi vardir. Cok iyi beslenen hayvanlar

daha erken pubertasa ulasirken yetersiz beslenenlerde pubertas gecikmektedir (Alagam, 2002).

Pubertas yasinda, yetersiz beslenmeye bagli enerji eksikligi protein eksikliginden daha
fazla etkilidir. Bununla birlikte asir1 beslenme de fertilite {izerinde olumsuz etki yapmaktadir.
Disi ve erkeklerin birbirinden erken ayrilmalar1 da pubertasin gecikmesine neden

olabilmektedir (Canoglu ve Saribay, 2012).

Gelisme oranini etkileyen cesitli hastaliklar, beslenme ve besin alimini dogrudan

etkileyen problemler de pubertasa ulagsmay1 geciktiren diger etkenlerdir (Arthur, 2008).

2.5. Pubertas ve Reprodiiktif Performansta, Nutrisyonel ve Hormonal Faktorlerin

Etkilesimi

Besin alimi reprodiiktif agidan belirleyici bir faktor olarak kabul edilmektedir. Yetersiz
beslenme, pubertasin gecikmesine ve post-pubertal hayvanlarda andstrusa neden olarak
reprodiiktif basarisizliga yol agmaktadir. Besin yetersizliginin, 6ncelikli olarak molekiillerin ve
hormonlarin salimiminda degisikliklere neden oldugu ve anabolik fonksiyon i¢in direkt ya da
indirekt olarak hipotalamusa ve beyin sapina iletildigi ileri stiriilmektedir. Yetersiz beslenme,
hem istahta artiga hem de reprodiiktif performansta diisiise neden olmaktadir. Eger beslenme
yeterliyse tam tersi bir durumun sekillenmektedir. Besin eksikliginin temel sonuglarmdan
birisinin liteinlestirici hormon konsantrasyonundaki ve pulsatil frekanslarindaki diislis oldugu
belirtilmistir. Her bir LH pulsunun, hipofiziyal portal sistem igerisine salinmis GnRH
pulslarinin direkt bir yansimasi oldugu bildirilmektedir. Diisiik seviyede beslenme memelilerde
LH pulsatil saliniminin baskilanmasma ve gonadal aktivitenin durmasina sebep olmaktadir
(Daniel ve digerleri, 2013). Liiteinlestirici hormon puls frekansinda meydana gelen azalma,
yetersiz beslenmeyle meydana gelen daha diisiik bir GnRH frekans salinimi ile

iliskilendirilmektedir (I’ Anson ve digerleri, 2000).
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Basta glikoz gibi besinlerin varlig, insiilin ve leptin gibi hormonal maddeler, néropeptid
Y ve kortikotropin salict hormon gibi ndroendokrinolojik karsilikli etkilesimlerle LH salinimi
ve reprodiiktif performansi tizerindeki etkileri ortaya konmustur. Diger dnemli maddeler olarak
yag asitleri, ghrelin, agouti niikleotidleri (hayvanlarda siyah pigment dagilimini kontrol eden
gen dizilimi), melanin-konsantre hormon, oreksin, melanosit uyarici hormon, kisspeptin,
norokinin, dinorfin ve gonadotropin inhibe edici hormon beslenme ve lireme fonksiyonlarinda

rol almaktadir (Daniel ve digerleri, 2013).

Jing ve digerleri (2017) prepubertal donemdeki Tibet disi kuzularinda yaptiklari
calismada konsantre yem (KY), mineral takviyesi (MT) ve sadece kuru ot (yulaf) (SKO) ile
beslemenin kisspeptin  (Kp) sistemi ve reproduktif mekanizma (zerindeki etkisini
arastirdiklarini belirtmektedir. Giinliik ortalama agirlik artisinin konsantre yem verilen grupta
mineral verilen gruptan daha fazla oldugunu ve konsantre ve mineral takviyeli iki grubun da
yalnizca kuru otla beslenen gruptan daha fazla oldugunu bildirmektedirler. Yine ayni
paternlerin KY>MT >SKO seklinde ovaryum folikiil sayisinda da g6zlendigi belirtilmektedir.
Serum konsantrasyonlar1 agisindan GnRH, FSH, LH, 6stradiol ve progesteron hormonlarinin
KY ve MT gruplarinda SKO grubuna gore cok daha fazla oldugu bildirilmektedir. Kis
mevsiminde uygulanan bu ¢alismada elde edilen sonuglar ile konsantre yem ve iz element
takviyelerinin Kiss1/GPR54 sistemini daha fazla aktive ettigini belirtmektedirler. Uygulama
sonucu prepubertal disi kuzularda Kiss1/GPR54 sisteminin, hipotalamo hipofizyal gonadal

(HPG) aksmin uyarildig1 ve folikiiler gelisimin artirildigi vurgulanmaktadir.

Manfredi-Lozano ve digerleri (2018) her ne kadar tiirlerin devamlilig1 igin esansiyel olsa
da, reproduksiyonun viicudun metabolik durumuna gore uyum saglayan ve enerji gerektiren bir
fonksiyon oldugunu bildirmektedir. Reprodiiktif olgunlagsma ve fonksiyonlarin enerji a¢ignin
meydana geldigi kosullarda baskilanabilecegi bunun yaninda ayni zamanda persistant asiri
enerji almmasi durumlarmda da (6rnegin morbid obezite) reprodiiksiyonda bozukluklar
olusabilecegini belirtmektedir. Pubertas bozukluklarinin ve infertilitenin degisik formlarini
ortaya koyan patofizyolojik iliskide bu metabolik reprodiiktif biitiinlesmeyi ¢ok sayida merkezi
ve periferal diizenleyicilerin birlikteki etkisiyle yerine getirildigini vurgulamaktadirlar.
Nutrisyonel/enerji durumu ve gonadal fonksiyonlar arasindaki uyumu saglayan bu etkilerin
HPG aksini degisik diizeylerde etkiledigini diisinmektedirler. Negatif enerji dengesi ve asiri
enerji fazlaliginin Kp sistemi {izerinde giiglii bir etkiye sahip oldugunu ve bunun reproduiktif

sistemde farklilagmaya pubertas bozukluklarina ve infertiliteye neden oldugunu bildirmektedir.
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Follikiiler ~ gelisimin  nutrisyonel takviyelerle gelistirildigi, Kisspeptin  geni
(Kiss1)/kisspeptin reseptori (Kiss1R) sisteminin besin alimi ile diizenlenebildigi ve reprodiiktif
performansin iyilestirilebildigi belirtilmektedir (Decourt ve Beltramo, 2018).

2.6. Pubertas Uzerine Etkili Esansiyel Bir Peptid Olan Kisspeptin ve Etki Mekanizmalar

2.6.1. Kisspeptinler ve Anatomik Lokalizasyonlari

Kisspeptinler, Kiss-1 olarak adlandirilan gen tarafindan transkribe edilen bir onciil
proteinden tiremektedir ve farkli aminoasit uzunluklarindaki peptidler olarak bilinmektedirler.
GPR54 reseptorli, memeli beyninde yaygin olarak bulunan galanin reseptorleri ile %40-45
benzerlik tasidigi ve G proteini baglantili reseptorler (GPRC) ailesinin bir tiyesi oldugu
belirtilmektedir. GPR54 reseptoruniin 6zellikle plasenta, hipofiz, pankreas ve medulla
spinaliste yliksek oranlarda eksprese edildiginin gériilmesinden dolay1 endokrin fonksiyonlari
olabilecegi distiniilmiistiir (Kafa ve Eyigor, 2011; Hu ve digerleri, 2018). Kissl ve Kissl
reseptor genlerinin serebellum (beyincik), serebral korteks (beyin zar1), beyin sapi, gonadlar,
gastrointestinal sistem, karaciger ve hatta vaskuler sistem olmak (zere hemen hemen tiim

vicutta ekspresyonu yapilmaktadir (Clarke ve Dhillo, 2016).

Kiss1 gen Griini olan prekirsér Kpl45 yani 145 aminoasitlik arjinin, fenialanin dizeleri
iceren bu peptidin ilk proteolitik pargalanmasi ile Kp54 elde edilmistir. Kisspeptin 54 (izerine
yapilan ilave proteolizisler sonucu daha az molekiil agirligina sahip ve aminoasit uzunluklari
10, 13, ve 14 olan peptidler elde edilmistir. Kisspeptinler, kisspeptin reseptorlerine baglanmay1
saglayan dekapeptid C terminallerine sahiptir (Clarke ve Dhillo, 2016). Ginimizde, bir
metastaz baskilayict gen olarak bilinen KISS-1 geninin kodladigi ve C terminallerinde ortak
RF-amid (Arg-Phe-NH?2) dizileri tagiyan 54, 14, 13 ve 10 aminoasitlik bir dizi proteinin, GPR54
reseptoriine baglanarak agonist etki gosterdikleri bilinmektedir (Sekil 2). Prekirsorlerini
kodlayan genin kesfedildigi sehire ait iinlii bir ¢ikolata markasma (Hershey Kisses) itafen
kisspeptin admi alan bu peptidler (kisspeptin 54, 14, 13 ve 10), iiremeden enerji
metabolizmasina kadar genis bir yelpazede fonksiyon gdsteren RF amid peptidleri ailesinin
uyeleri olarak tanimlanmaktadir. Kisspeptinler, C terminallerinde 10 aminoasitlik aktif ve

kisspeptin-10 olarak adlandirilan bir aminoasit dizisini ortak olarak tagimaktadir. GPR54
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reseptorii tanimlamasi yerine artik KISS1R teriminin kullanimi yayginlagmistir. Bu proteinlerin
onculerini kodlayan Kiss-1 geni ilk olarak insan malign melanoma hiicre kiiltiirlerinde “timor
metastaz baskilayic’” bir gen olarak 1996 yilinda izole edilip duyurulurken, Kisspeptin
peptidlerinden en fazla aminoasit dizisine sahip olan kisspeptin-54, insan melanom ve meme
kanseri hiicre kiiltiirlerinde hiicre ¢ogalmasini onleme o6zelliklerinin bilinmesinden o&tiirii
metastin olarak adlandirilmistir (Meza-Herrera ve digerleri, 2010; Kafa ve Eyigor, 2011; Hu ve
digerleri, 2018).

KISS-1 geni (1q32) tarafindan tiretilen 145 aminoasitlik bir 6ncul proteinden tireyen ve
GPR54 (izerinden etkilerini gosteren peptidler kisspeptin ndropeptid ailesini olusturmaktadir
(Kafa ve Eyigor, 2011).

Prepro-kisspeptin (MW: 15.4kDa)

1 1920 68 121 145

8 1
o Iesnn|
O 2 o121 (o
5.9kDa)
w—mﬂ 108-121 (Mw:
1.7kDa)
“—NHZ 109-121 (Mw: 1.6kDa)
.
121 1300)

Sekil 2. Kiss1 gen {iriinii olan human kisspeptinlerin baslica yapisal ozellikleri. Prekirsér (Kisspeptin 145) olan
prepro-kisspeptinden klevaj ile farkli kisspeptinler tretilmektedir. Prepro-kisspeptin 145 aminoasid icermektedir. 19 aminoasid
sinyal dizisi ve merkezde 54 aminoasid karboksi termal pargasindan olusan Kisspeptin 54 (metastin) yer almaktadir. Metastinin
klevajiyla daha diisiik molekiil agirligina sahip Kisspeptin-14 (Kp14), Kp13 ve Kp10 elde edilmektedir. Tim kisspeptinler RF
amid icermektedir ve kisspeptin reseptorlerine baglanarak akitive olabilmektedir (Hu ve digerleri, 2018).
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Farkli memeli tiirlerinde kisspeptin ndronlariin beyin bolgelerindeki dagilimlar: ve diger
noropeptid, hormon ve mediatorler ile olan kolokalizasyonlar: tzerindeki ¢aligmalar halen

devam etmektedir (Kafa ve Eyigor, 2011).

Kisspeptin reseptor (KISS1R) gen ekspresyonunun beyin, hipofiz bezi, plesanta,
pankresas dokularinda yapildig1 ve daha sonrasinda beyin Uzerinde odaklanan arastirmalarda

hipotalamustaki KISSIR gen ekspresyonunun varlig1 ortaya konmustur (Navarro ve digerleri,

2004; Beltramo ve digerleri, 2020).

Cogunlukla kemiricilerde yapilmis kisspeptin ndron popiilasyonu lokalizasyonlar1
caligmalarina bakildiginda Gottsch ve digerleri (2004) ile Smith ve digerleri (2006)’ ne gore
kemiricilerin hipotalamusundaki kisspeptin sinir uzantilar1 arkuat cekirdek (ARC),
anteroventral periventrikler gekirdek (AVPV) ve periventrikiler gekirdek (PeN) bolgelerinde
yogunlagsmaktadir ve Kisspeptinleri sentezleyen bu sinir populasyonlar1 baslica GnRH
noronlarin1 hedeflemektedir. Clarkson ve digerleri (2009) kemiricilerde kisspeptin sinir
uzantilarinin lateral septumun ventral boluminden, hipotalamusun periventrikiler bélgelerinde
ve retrokiazmatik yollarin ventraline kadar asir1 miktarda ve Kic¢lk bir kisim Kisspeptin sinir
uzantilarinin da stria terminalisin bed nikleusu, subfornikal organ, medial amigdala (MeA),
paraventrikiiler hipotalamus, periakuaduktal gri cevher ve locus ceruleusta yogunlastiklarini
bildirmektedir. Kafa ve Eyigor (2011) kisspeptin noronlarinin sigan beyinlerindeki normal
dagilimlarini incelemis ve anteroventral periventrikiler cekirdekte, preoptik periventrikiler ve
arkuat ¢ekirdeklerde kisspeptin immunoreaktivitesi olan hiicre topluluklarini tanimlamistir.
Sicanlarda hipotalamik AVPV ve anterior arkuat cekirdek bolgelerinde diger hipotalamik
bdlgelere gore daha az kisspeptin immunoreaktif hiicre gdvdesi gozlemlerken, mediyal arkuat
cekirdekte orta diizeyde kisspeptin noron hiicre govdeleri gozlemlemistir. En fazla akson
yogunlugunun ise rostral alanda oldugunu bildirmektedirler. Fare beyninde, Kisspeptin
noronlart hipotalamik yerlesimlidir, yogun bir periventrikiiler devamlilik gosterecek sekilde 3.
ventriikiiliin rostral kisminda, arkuat ¢ekirdekte ve daha az yogunluktaki daginik hiicre gruplar1

halinde dorsomedial hipotalamik c¢ekirdek ve posterior hipotalamusta bulunmaktadir.

Koyunlarda yapilan ¢aligmalara bakildiginda Franceschini ve digerleri (2006) Kisspeptin
noronlarinin ARC kaudalinde, dorsomedial hipotalamik ¢ekirdekte ve medial preoptik alanda
(POA) yogunlastiklarini bildirmektedir. Estrada ve digerleri (2006) ile Hassaneen ve digerleri,
(2016)’ne gore kegi, koyun, inek gibi ruminantlarda ve primatlarda kisspeptin ndronlar1 anterior
hipotalamusun POA bdlgesinde ve mediobazal hipotalamustaki ARC bdlgesinde olmak Uzere

baslica iki hipotalamik bolgede lokalize olmaktadir.
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Birinci kisspeptin populasyonun ARC'de lokalize oldugu ¢alismalarla ortaya konmustur.
Gottsch ve digerleri (2004), Graives ve digerleri (2007) rodentlerde; Shahab ve digerleri (2005)
primatlarda; Smith ve digerleri (2007) koyunlarda; Matsuyama ve digerleri (2011) gonadlar1
saglam ve kastrasyon yapilmis erkek kegilerde yaptiklari ¢alisma ile Okhura ve digerleri
(2009b) yine kastrasyon yapilmig erkek shiba kecilerindeki lokalizasyonlar1 belirtmektedir.
Smith ve digerleri (2007) ve Matsuyama ve digerleri (2011) koyunlarda ve kegilerde ikinci
kisspeptin noron populasyonu lokalizasyon yerinin ise POA bolgesi oldugunu bildirmektedir.

Baslica iki néron populasyon bélgesinden birincisi olan ARC bdlgesindeki kisspeptinler
ve birlikte ekspresyonu yapilan nérokinin B (NKB) ve dinorfin (Dy) biitiiniiyle kisspeptin-
norokinin B-dinorfin (KNDy) noronlar1 olarak adlandirilmaktadir (Goodman ve digerleri,
2007; Lehman ve digerleri, 2010, Beltramo ve digerleri 2020). Norokinin B'nin KNDy
ndronlarindan kisspeptin salinimi yapabilecegi ve inhibe edici bir endojen opioid peptid olan
dinorfinin ise kisspeptin salinimini sonlandirabilecegi bildirilmektedir. Diger bir deyisle KNDy
noronlart GnRH puls iiretiminde intrinsik bir kaynak olarak etki olusturmaktadir ve bu ndron
grubundaki norokinin B uyaric1 bir sinyal gibi, dinorfin A inhibe edici bir sinyal gibi ve
kisspeptinin ise tretici bir sinyal gibi GnRH saliniminda rol alarak GnRH salmimimi
yonetmektedir. KNDy néronlari, ndrokinin B reseptér (NK3R) ve dinorfin ile ayn1 kokten gelen
K-opioid reseptor ekspresyonu yapmaktadir (Navarro ve digerleri, 2009; Wakabayashi ve

digerleri, 2010; Goodman ve digerleri, 2014; Uenoyama ve digerleri, 2021)).

Fare beyninde Kiss1 mRNA ekspresyonunun incelendigi ¢alismada Gottsch ve digerleri
(2004) ¢ogu Kissl ekspresyonunun AVPV, PeN ve ARC bélgelerinde yapildigmi az miktarda
ise Ucuncl bir néron populasyon alani olarak kabul edilen MeA bdlgesinde kisspeptin hiicre
govdeleri bulduklarmni bildirmektedir. Kim ve digerleri (2011) MeA Kisspeptin populasyonunu
korku, stres, anksiyete ve stres gibi bir dizi fizyolojik ve davranigsal siiregler ile
iliskilendirilmektedir. Bunun yaninda kisspeptinler ve reseptérlerinin pubertasa ulagsmada ve
fertilite Gzerindeki roli nedeniyle MeA Kkisspeptin populasyonlarinin seksiiel davranslar,
gonadotropin salmimi, ovulasyon ve pubertal gelisim gibi bazi reprodiiktif fonksiyonlarin
modilasyonunda 6nemli etkiler olusturabilecegini disinmektedirler. Sakamoto ve digerleri
(2013) kuguk ruminantlarda mevsimsel andstrus déneminde uygulanan teke/kog katiminda
salgilanan koku maddeleri yani feromonlar araciligiyla sekstel siklusun yeniden baslatildigini,
kecilerde teke katimi yani feromon etkisi ile GnRH salinimi iizerindeki hizlandiric1 etkinin
esasinda ARC Dbolgesindeki Kisspeptin ve norokinin B noronlar1 sayesinde meydana
getirildigini One strmektedir. Bu ndron grubunun feromonlarm merkez hedefi olabilecegi
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hipotezini savunmaktadirlar. Sakamoto ve digerleri (2013) kegilerde yaptiklar1 ¢alisma
sonucunda erkek feromon sinyallerinin MeA (beynin emosyonel hislere bagl islemleriyle
alakali primer bolgesi) kisspeptin néronlart yoluyla ARC kisspeptin néronlarina nakledildigini
ve disaridan gelen sinyallerin NKB sinyal-yonetim mekanizmasi ile GnRH puls iiretimini
aktive ettigini ileri siirmiistiir. Beltramo ve digerleri (2020) KNDy ndron grubunu bir GnRH
puls Ureticisi olarak kabul etmektedir. Fakat bu arastiricilar evcil hayvanlarda MeA bolgesinde
lokalize olan kisspeptin néronlarinin feromonlar1 diizenleme ve yonlendirme islevinin heniiz
kesfedilmedigini hatta aslinda evcil tiirlerde bdyle bir populasyon varliginin olmadigini

bildirmektedir.

Atlarda kisspeptin néronlar1 arkuat ¢ekirdekte, preoptik alanlarda uzanti sergilerken daha
yogun olarak ise periventrikiler alanda ve median eminenste bulunmaktadir. Atlarda kisspeptin
ve GnRH noéronlarina ait sinir uzantilar1 arasindaki iliskinin median eminenste daha fazla
oldugu bildirilmektedir. Primatlarda ise ARC kisspeptin ndronlar1 tanimlanmstir ve AVPV ile
periventrikiiler yerlesimli kisspeptin noronlar1 hakkinda fazla bilgi elde edilemediginden bu

alanlarda kisspeptin néron popiilasyonu olabilecegi diisiiniilmektedir (Kafa ve Eyigér, 2011).

2.6.2. Kisspeptinlerde izoform ve Sekans Etkisi

Kisspeptin prekdrsorlerinin (Kp145) islenmesi (klevaj) ile bazi1 farkli endojendz Kp
izoformlar1 ortaya ¢ikmaktadir. izoformlarm en kisa aktif sekansli olan1 10 aminoasitli,
prekirsoriin C terminal boliimii ile uyusan Kp10 izoformudur. Bu C terminal boliimiindeki
Kpl0 sekansli izoform memelilerde ¢ok iyi korunmakta ve yalnizca birkag varyanti
tanimlanmaktadir. Diger bolimde kalan sekans ise daha az korunmaktadir. Kisspeptin 10
izoformundan bagka ii¢ izoform daha tanimlanmaktadir. Bunlardan iki tanesi kisa sekansli
(zincirli) olanlar Kpl3 ve Kpl4 (13 ve 14 numaralari aminoasit zincir uzunlugunu
belirtmektedir) izoformlar1 ve digeri ise uzun sekansli olan tiirler arasinda ¢esitlilik gosteren
(Kp54 insanlarda; Kp53 sigirlarda, koyunlarda ve kegilerde; Kp52 farelerde) izoformlardir
(Beltramo ve digerleri, 2020).

Siganlarda ve koyunlarda Kp16 ve Kp13 izoformlarinin aslinda en etkili kisa izoformlar
oldugu ileri siiriilmektedir (Caraty ve digerleri, 2012). Kisspeptin 16 ve Kisspeptin 13
izoformlart ile ilgili ¢aligma sonuglarmin degerlendirilmemesi ve diger izoformlar ile yapilan

calismalara odaklanilmas: nedeniyle Kp16 ve Kp13 izoformlar: etkinliginin incelenmesi geri
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planda kalmistir. Kisspeptin sistemi hakkinda en ¢ok elde edilen bilgilerin Kp10 izoformu
uygulanarak daha az derecede ise Kp54 izoformu uygulanarak kazanildigi bildirilmektedir
(Beltramo ve digerleri, 2020).

Gutierrez-Pascual ve digerleri (2009) kisspeptin 10 sekansinda goézlenen kiiglik
degisimlerin islevsel sonuclar1 beraberinde getirdigini fakat bu durumun sekansin yapisina
dayanmasi nedeniyle onceden tahmin edilmesi zor bir durum oldugunu belirtmektedir. Bu
aragtiricilara gore human ve ovine Kp10 (hKpl10 ve oKpl0) izoformlar1 C terminallerinde
farklilik gostermektedir. Yani hKp10 sekansimin son aminoasiti fenil alanin, oKp10 sekansmin
son aminoasiti ise tirozindir. Bu yuzden aminoasit biyolojik aktivasyon i¢in temel yap1 iskeletin
bir pargast yani farmakofor bdlge olarak sayilmaktadir. Bu bolgedeki modifikasyonlar
molekillerin aktivitesini etkilemektedir (Gutierrez-Pascual, 2009). Caraty ve digerleri (2007)
hem hKpl0 hem de oKpl0 peptidlerinin koyunlara enjeksiyonu sonrasi plazma LH ve FSH
dizeylerinde bir artis oldugunu puls siddetlerinde ve siirekliliginde de benzerlik meydana
geldigini gozlemlemistir. Hashizuma ve digerleri (2010) yetiskin Japon disi kegilerin luteal
fazlarinda gergeklestirdikleri bir ¢alismada ve Saito ve digerleri (2012) prepubertal (3 aylik)
Shiba erkek oglaklarda yaptiklar1 ¢alismada hKpl0 peptidinin intravendz (i.v.) enjeksiyonu
sonucunda koyunlardakine benzer FSH ve LH diizeyleri elde etmistir. Baska bir arastirici grubu
tarafindan Melez Hereford diivelerinde sigir Kp10 (yapisal olarak oKpl10 peptidine benzerlik
gosterir) ile hKpl0 peptidlerinin etkileri karsilagtirilmistir. Diivelerde yapilan arastirmanin
sonuglarina bakildiginda hKpl0 peptidinin plazma LH konsantrasyonlarinda sigir Kpl0
peptidine gore daha belirgin bir etki yarattig1 gdriilmiistiir. ilaveten diivelere iki saatin tizerinde
tekrarlayan hKpl10 enjeksiyonlarinin ovulasyonu tetikledigi ama aym sekilde sigir Kpl0
peptidinin boyle bir etki olusturmadig: bildirilmektedir (Leonardi ve digerleri, 2019).

Equin KplO0 (eKpl0) peptidinin de oKplO peptidine benzerlik gosterdigi ve
karsilastirildiginda tek bir amimoasit farki (arjinin aminoasiti yerine valin aminositi) oldugu
belirtilmektedir. Kalsiyum mobilizasyon testleri sonucu eKpl0 peptidinin oKp10 ve hKpl10
peptidlerine gore daha az potansiyele sahip oldugu gorilmistiir. Human ve ovine Kpl0
peptidlerinin benzer giigte etkiye sahip olduklari, equin Kp10 peptidinin bunlara gore on kez
daha az etkili oldugu bildirilmektedir. Kisraklarda kapsamli olarak uygulanan eKplO
peptidinin, koyunlarda uygulanan oKplO peptidinde oldugu gibi ovulasyon meydana
getirmedigi hatta Ostrustaki kisraklarm normal seksiiel sikluslarin1 dahi  bozdugu

gozlemlenmistir. Yani Kisspeptindeki tek bir amino asit modifikasyonu, kisspeptinlerin farkli
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tarlerin reseptorleri tzerindeki aktive edici kapasitesini degistirmektedir (Beltramo ve digerleri,
2020).

Kisspeptin sistem mekanizmasi ilk olarak kisspeptinlerin endojendz enjeksiyonlar ile
kesfedilmistir. Kisspeptinler icerisinde kolay sentezlenmesi ve yiksek etkisi nedeniyle en
kapsamli olarak KplO izoformu kullanilmaktadir. Kemiriciler, koyunlar, kegiler, inekler,
domuzlar, kisraklar ve kdpekler gibi bazi disi tiirlerde tek doz Kp enjeksiyonu her ne kadar kisa
stireli de olsa ani bir LH ve/veya FSH artismi tetiklemektedir. Mevsimsel andstristeki disi
koyunlara 24 saat veya daha fazla sire ile intravendz Kpl0 uygulandiginda hayvanlarin
yaklasik %75' inde ovulasyon meydana gelmektedir (Beltramo ve digerleri, 2020). Redmond
ve digerleri (2011)’ne gore prepubertal disi kuzulara 24 saat boyunca her saat uygulanan Kp10
peptidi LH artisin1 ve ovulasyonu baslatmaktadir. Bu sonuclar Kisspeptin sisteminin disilerin
reprodiiktif sikluslarmi hedefledigini gostermektedir. Diger yandan KplO peptidinin
kullanimimndaki en biiyiik dezavantaj ¢abuk indirgenerek atilmasi yani kisa omiirlii etkiye sahip
olmasidir. Diger taraftan KplO peptidinin uzatilan aktivasyonunun insanlarda ovulasyonu
baslattig1 beraberinde reprodiiktif patolojiler (hipotalamik amenore: cinsel yasama girmis
kadmnin adet gormemesi) gibi problemlere neden oldugu bildirilmektedir (Beltramo ve digerleri,

2020).

Bu problemin {iistesinden gelmek i¢in uzun aktivasyon saglayan daha uzun formlarin
kullanilmas1 gerektigi onerilmektedir. Ornegin erkek siganlarda rKp10 ve hKp10 peptidlerinin
yiiksek dozlarmin dahi karsilastirilamayacagi, rKp52 peptidinin daha uzun sireli ve yiksek
siddetli bir LH artis1 meydana getirdigi belirtilmektedir (Pheng ve digerleri, 2009). Yine benzer
baska bir ¢calismada erkek farelere uygulanan hKp54 uzun izoform ile hKp10 kisa izoformun
reprodiiktif hormonlarin  salinimi  Gzerinde esit etki gostermedigi, Kisspeptinlerin
enjeksiyonundan 10 dakika ve 2 saat sonra yapilan plazma LH hormonu dl¢iimlerinde hKp54
peptidinin hKp10 peptidine gore daha yiiksek siddette ve ¢ok daha uzun sureli bir LH hormonu
artig1 sagladigi gozlemlenmistir. Calisma sonuglarina gére hKp54 peptidinin kan dolasimimdaki
yartlanma Oomrii yaklasik 32 dakika, hKp10 peptidinin kan dolasimindaki yarilanma omrii ise
yaklasik 4 dakika olarak tespit edilmistir. Arastiricilar yarilanma omriindeki bu durumu
kompanse etmek icin her 10 dakikada 1 saat boyunca tekrarlanan hKpl0 peptidi dozu
uyguladiklarini ama buna ragmen tek doz hKp54 enjeksiyonu ile elde ettikleri yiksek ve
devamli LH hormonu konsantrasyonlarini hKp10 peptidinin tekrarlanan dozlar1 ile elde

edemediklerini bildirmektedir. Bu verilere gére hKp54 peptidinin kan beyin bariyerinin
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ardindaki GnRH ndronlarina gegciste basarili oldugu fakat hKp10 peptidinin bu yeteneginin ¢ok
daha diisiik oldugu disiiniilmektedir (d’Anglemont de Tassigny ve digerleri, 2017).

Ovulasyonun baslatilmasinda Kpl10 uygulamasinin potansiyel olmasina ragmen saha
sartlarinda protokollerin uygulanmasi pratik olmadigindan ve bunun Ustesinden gelmek igin
farmakolojik ozellikler agisindan Kp10 analoglar1 (compound 6) gelistirilmektedir (Tablo 3;

Decourt ve Beltramo, 2018).

2.6.3. Kisspeptin ile GnRH Tliskisi ve Pubertas

Gonadotropin salgilatict hormon néronlari, reprodiiktif fonksiyonlar1 aktive eden ve
pubertasa ulasmay1 saglayan gesitli néropeptid ve hormonal sinyallerin son hedef noktasi olarak
kabul edilmektedir (Prashar ve digerleri, 2022).

Gonadotropin  salgilatict  hormonun  aktivasyonu ¢esitli  faktorler tarafindan
dizenlenmektedir. Bu faktorler noronal etkilesimler kisspeptin, KNDy, noronal nitrik oksit
(nNOS), gonadotropin inhibe edici hormon (GnlH), vazoaktif intestinal peptid (VIP), arjinin
vasopressin (AVP); hiicresel etkilesimler astrositler, tanisitler ve vaskuler endoteliyal hiicreler;
protein-ligand etkilesimler leptin, ghrelin, adinopektin; ndrotransmitterler (sinir tasiyicisi)
nitrik oksit, y-aminobutirik asit (GABA), eksisatdr amino asit, gonadal steroidler; peptid
olmayan etkilesimler dopamin, serotonin, epinefrin, norepinefrin, histamin olarak
smiflandirilmistir (Spergel, 2019). Dungan ve digerleri (2006), Bellefontaine ve digerleri
(2011), Bedenbaugh ve digerleri (2018)’ ne gére POA (%79) kisspeptin néronlarinin biiyiik bir
yiizdesi ve ARC (%98) kisspeptin ndronlarnin biiytlik bir yiizdesi nNOS ile lokalize olmaktadir
ve kisspeptinler nNOS néoronlart ile yakin temas kurmaktadir. Kisspeptinlerin aksine GnRH'nin
nNOS noronlar1 {lizerine yakin bir temas: belirlenmemistir. Dolayisiyla GnRH saliniminda
kisspeptin ve nNOS etkilesiminin GNRH noronlar1 iizerinde esansiyel bir rol oynadigi ve
prepubertal disi kuzularda bu etkilesimin hem pubertal doneme gecisi sagladigi hem de fertilite
agisindan devamlilik olusturdugu belirtilmektedir. Cesitli aragtirmacilara gdére ruminant
Kisspeptin noron popilasyonlarindan biri olan hipotalamusun POA bdlgesinden ve median
eminens bdlgesine kadar uzanan GnRH néron gdvdelerinden salinan GnRH hormonunun
hipofizyal portal sisteme katildigi ve GnRH etkisiyle hipofizin 6n lobundan LH/FSH
hormonlar1 salimimi gergeklestirdigi bildirilmektedir. Arastiricilar gonadotropin salgilatici

hormon néronlarinin rostral preoptik alanda dendron adi verilen akson ve dendiritlerle median
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eminense ulastigin1 ve bu dendronlarn median eminens igerisinde GnRH 'nin salinimindan
sorumlu bir¢ok kisa aksonlar olarak ¢ogalip dallanarak portal kan damarlar1 {izerine yerlestigini
ve GnRH'nin boylelikle dolasima salindigini belirtmektedir. Yani bu distal dendronlardaki
sinaps inervasyonlarinin ve dendronlara ait dallanan kisa aksonlarin yogun (sik) olmasinin
biiyiik ihtimalle fertilite icin gerekli GnRH salimimmin kontroliinde etkili bir mekanizma
sundugunu diistinmektedirler (Herde ve digerleri, 2013; Moore ve digerleri, 2018; Prashar ve

digerleri, 2022).

Sigan, maymun, koyun ve kegi gibi memelilerde reprodiktif fonksiyonlar hipotalamik
hipofizyal gonadal aks tarafindan diizenlenmektedir. Hipotalamik GnRH néronlarindan
salgilanan GnRH hormonunun hipofizyal portal dolasima karismasiyla hipofizi uyaran GnRH
pulsatil salinimi1 sonucu follikiilogenezis, spermatogenezis ve steroidogenezis icin esansiyel
olan LH/FSH pulslar1 ve GnRH dalgasi sonucu LH dalgas1 meydana gelmektedir (Sarkar ve
digerleri, 1976; Neill ve digerleri, 1977; Moenter ve digerleri, 1991; 1992; Tanaka ve digerleri,
1997; Navarro ve Tena-Sempere, 2011).

Kisspeptin molekiikii kesfedilinceye kadar uzunca bir siire hipotalamuasta lokalize olan
gonadotropin salgilatict hormon hipotalama hipofizyal gonadal aksi yoneten baslica peptid
kabul edilmistir. Reproduktif néroendokrinolojide ilk metastin olarak adlandirilan kisspeptin
peptidinin kesfi doniim noktasi olmustur. Kemiriciler, ruminantlar ve primatlar gibi ¢ogu
memelilerde Kkispeptinlerin GnRH salmimini diizenledigi ve kisspeptin néronlarmm GnRH
noronlarinda eksprese edilen bir kisspeptin reseptori olan GPR54 yoluyla GnRH salinimini
direkt uyardig: bildirilmektedir (Irwig ve digerleri, 2004; Shahab ve digerleri, 2005; Uenoyoma
ve digerleri, 2018; Matsuda ve digerleri, 2019).

Kisspeptinlerin reprodiiktif fonksiyondaki roliiniin yasamin erken dénemlerinde basladigi
ileri siiriilmektedir. Pubertas, GnRH noronlarmin aktivitesine bagli olarak juvenil donemden
erginlige reprodiiktif gelisim acisindan bir gecis periyodu olarak tanimlanmaktadir.
Gonadotropin salgilatict hormon noéronlarinin ilk olarak uterusta aktive edildigi fakat juvenil
donem boyunca pasif halde kaldigi belirtilmektedir. Zamanindan 6nce GnRH ndron
reaktivasyonu farelerde ve insanlarda erken pubertasa neden olmaktadir. Bu GnRH noron
aktivasyonu kontroliintin altinda yatan mekanizma heniiz bilinmezligini korumaktadir. Ciddi
bir sinyal tetikleyicisi gibi pubertasa ve temel bir regiilator olarak yetiskin disilerin hipotalamo
hipofizyal gonadal aksina etki eden potansiyel bir GnRH néron akitivatori ndéropeptid
kisspeptinlerin, pubertasa ulasmadan ¢ok Once gelismekte olan beyin ndronlari tarafindan

tretildigi diistiniilmektedir. Farelerde Kisspeptin ve kisspeptin reseptorlerinin embriyonik
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donemin 13. giiniinden beri var oldugu bildirilmektedir. Arkuat gekirdekteki kisspeptin lreten
noronlarm uterustaki GnRH noronlar1 etkilesim i¢inde oldugu uzun stredir bildirilmektedir.
Aragtiricilar ¢aligmalar1 sonucunda kisspeptin noronlarinin GnRH néronlarmin  kaynagi
oldugunu ve GnRH néronlarmin ARC kisspeptin ndronlarina baglatisinin beyindeki uzantisal
pozisyonuna bagli olmadigin1 gordiiklerini ve ARC kisspeptin ile GnRH noronlari arasindaki
noronal devrelerin tam olarak kabul edildigini ve dogumdan once islevsel oldugunu
belirtmektedir. Yani embriyodan beri baslayan bu fonksiyonun pubertasa gegis sirasinda da

kisspeptinlerin bir kap1 gorevi gérdiigiinii ortaya koymaktadir (Kumar ve digerleri, 2014).

Teles ve digerleri (2008)’ne gbre insanlarda, KISS1R mutasyonlart sonucu
fonksiyonlarini kaybettiginde veya kazandiginda sirasiyla infertilite ve vaktinden evvel
pubertas meydana gelmektedir. Colledge (2009)’ a gére gen yapisi degistirilmis transgenik
farelerde yapilan galismalarmda KISS1’in pubertasa ulasiimasinda ve fertilite Gzerindeki
etkinligi ortaya konmustur. Meza-Herrera ve digerleri (2010) ile Kafa ve Eyigor (2011) GPR54
reseptorlerinin fonksiyon kaybina yol agan mutasyonlarm insanlar ve farelerde pubertal gelisim
ve Ureme aktivitesinde kayip ile beraber hipogonadotropik hipogonadizme sebep olmasi
nedeniyle GPR54 sisteminin pubertas ve GnRH aktivitesi i¢in 6nemli oldugunu ve KisslR
MRNA diizeylerinin prepubertal donemde, Kiss1 mRNA dizeylerinin ise pubertal donem ile

arttigini bildirmektedir.

Kemiricileri, primatlar1 ve ruminantlar1 igeren memelilerde GnRH/gonadotropin
salmimini diizenleyen ve bunun sonucu pubertasi baslatan mekanizmada anahtar rolii oynayan
yapilarin arkuat gekirdekteki KNDY noéronlar1 oldugu, bu néronlarm bir GnRH puls iireticisi
gibi islev gordiigii ve pubertas Uzerinde etkin bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Pubertal
baglangicin ayarlanmasinda, kisspeptinlerin biyosentezi ve salinimi kemiricilerde ve
koyunlarda seks steroidlerine bagimli primatlarda ise seks steroidlerinden bagimsiz bir

mekanizma ile gii¢lii bir sekilde kontrol altinda tutulmaktadir (Uenoyama ve digerleri, 2019).

Prepubertal dénem boyunca GnRH sekresyonundaki pulsatil artig, trans-sinaptik
iletimdeki koordineli degisimler ve noron-gliya hiicreleri arasindaki etkilesimler ile meydana
gelmektedir. GnRH sekresyonuyla pubertal aktivasyon olusturulurken, néron ve gliya
hiicrelerinden gelen eksisatdr sinyallerin arttifi1 ve trans-sinaptik inhibisyonun diistiigii
g6zlemlenmektedir. Bu sirecte, ndrotransmisyon ve néromodulasyon sureclerini ortaya koyan
noronal sistemler glutamat ve kisspeptin olmakla beraber en 6nemli inhibitérik sinyaller ise
GABAerjik ve opioterjik noronlardir (Meza-Herrera ve digerleri, 2010). Kisspeptinlerin,

GABAerjik ve glutamaterjik afferentleri (getiren sinir) iceren trans-sinaptik yollarla oldugu
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kadar direkt olarak ta GnRH noronlarini etkiledigi bildirilmektedir (Pielecka-Fortuna ve
digerleri, 2008; Piclecka-Fortuna ve Moenter, 2010).

Navarro ve digerleri (2004) disi siganlarda Kisspeptin uygulamasinin pubertasi
baslattigmi, Foster ve Jackson (2006) kisspeptin uygulamasi sonrasi ovulasyon meydana
geldigini disi kuzularda pubertal gegiste kisa luteal fazlara yaygin olarak maruz kalinmasina
ragmen, bu durumu siklikla bagka bir ovulasyon ve normal uzunlukta bir dstrus siklusunun
izledigini, Ezzat Ahmed ve digerleri (2009) prepubertal disi ve erkek buzagilara kisspeptin
uygulamasinin her iki cinsiyette de FSH ve LH salinimin1 uyardigini, Kafa ve Eyigor (2011)
sicanlarda, farelerde, koyunlarda, primatlarda kisspeptin uygulamasinin gonadotropin
diizeylerini artirdigini, Redmond ve digerleri (2011) prepubertal disi kuzularda kisspeptin

enjeksiyonlarinin LH salinimimi uyardigi ve ovulasyon meydana getirebildigini belirtmektedir.

Normal bir pubertas baslatilmasi igin kisspeptin sisteminin uygun bir sekilde aktive
edilmesi gerekmektedir. Kisspeptin gen ekspresyonundaki artis ile pubertal gelisim meydana
gelmektedir (Navarro ve digerleri, 2004a; Shahab ve digerleri, 2005; Clarkson ve digerleri,
2009).

2.6.4. AVPV/POA ve ARC Kisspeptinlerinin Mevsime Bagh Reproduktif Mekanizma
Uzerindeki Etkileri

Merkezi LH dalgasi iiretimi agisindan en ¢ok ¢alisilan ruminant tiirii olarak koyunlar
kullanilmistir. Koyunlarm POA bélgesindeki kisspeptin noronlari, ARC bdlgesindeki
kisspeptin noronlar1 kadar Ostradiol reseptor alfa (ERa) ekpresyonu yapmaktadir. Arkuat
cekirdek ve preoptik alandaki her iki kisspeptin noron popiilasyonlar1 dstrojen reseptor alfa,
progesteron reseptorleri ve androjen reseptorleri tasimaktadir. Dolayisiyla kisspeptin ndronlari
seks steroidleri feedback mekanizmalarinin hedefi sayilmaktadir. Bazi arastiricilar LH
dalgalanmasindan hemen 6nce POA ve ARC bdlgelerindeki kisspeptin néron sayilarinda ve
aktivasyonunda artig rapor etmis olup her iki bolgedeki kisspeptin ndron populasyonunun da
GnRH/LH dalga tiretimi yaptigini ileri siirmektedir. Diger bir arastirict ise farkli olarak disi
koyunlarda POA bdlgesindeki kisspeptin noronlarinin yarisindan fazlasinmn c-FOS Uretimi ile
beraber belirleyici bir ndronal aktivasyon olusturdugunu, ARC bdlgesinde ise spontan olarak
LH dalgalanmasi boyunca az miktarda kisspeptin ndronlar1 ile beraber c-FOS uretiminin

gozlemlendigini bildirmektedir. Kecilerin de koyunlar kadar iyi bir model oldugu kabul
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edilmektedir. Ovariektomize (OVX) edilmis disi kegilere yiiksek seviyelerde Ostrojen verilmesi
sonucu POA bdlgesinde aktive olan Kissl pozitif ndronlarinda artis oldugu fakat bu artigin
ARC bolgesindeki Kiss1 ndronlarinda goriilmedigi bildirilmektedir. Yani ARC bdlgesindeki
kisspeptin noronlarindan daha ziyade POA bolgesindeki kisspeptin ndronlarinin LH dalgalarini
baglattig1 ileri surulmektedir. Hatta koyun ve kegiler mekanizma olarak birbirine benzeyen
tirler olmasina ragmen, GnRH/LH dalgalarinin {iretimindeki mekanizmalarinda bazi
farkliliklarin olabilecegi One siiriilmektedir (Urias-Castro ve digerleri, 2019; Matsuda ve
digerleri, 2019).

Ovariektomize disi koyunlara i.v. Kp-10 uygulandiginda, serebrospinal sivida
dolasimdaki LH konsantrasyonlarinda ve GnRH konsantrasyonlarinda artis sagladigi
goriilmiistiir. Koyunlara bir Kp antagonisti olan peptid 234 merkezi olarak uygulandiginda LH
puls frekansini engelleyerek LH puls siddetini diisiirdiigii ve ortalama LH konsantrasyonlarmi1
azalttig1 belirtilmistir. Yine ovariektomize koyunlarda KisslR antogonisti olan p-271’in
merkezi olarak uygulanmasmin da LH pulsatil konsantrasyonlarini engellendigi bildirilmistir.
Kisspeptin liretiminin diizenlenmesinde dstrodiol gibi steroidlerin de etkili olmasiyla beraber
ARC bolgesindeki Kp pozitif hiicre sayisinin saglam hayvanlarla karsilastirildiginda
ovariektomize koyunlarda arttig1 gézlemlenmistir ve tam aksi bir durum ise POA bolgesindeki
Kp ndron sayismin arttig1 tespit edilmistir. Diger taraftan, dstrojen ve progesteron uygulanmis
ovariektomize koyunlarda ARC bdlgesindeki Kp pozitif hiicre sayisinin azaldigi goriilmiistiir.
Ayrica, ARC bolgesindeki Kp pozitif hiicrelerinin biiylik gogunlugu progesteron reseptorleriyle
birlikte olugsmaktadir (An ve digerleri, 2013; Daniel ve digerleri, 2015).

Kemiricilerde AVPV ile ARC (KNDy néronlar1), kegilerde, koyunlarda ve primatlarda
ise POA ile ARC bolgelerindeki kisspeptin ndronlarinin GnRH dalga ve puls iiretiminde biiyiik
olasilikla ¢ok daha fazla etkili oldugu 6ne siirtilmektedir (Smith ve digerleri, 2005; Adachi ve
digerleri, 2007; Hoffman ve digerleri, 2011; Daniel ve digerleri, 2015; Matsuda ve digerleri,
2015). Uenoyoma ve digerleri (2016), Matsuda ve digerleri (2019) (Sekil 3 ve Sekil 4) ile
Beltramo ve digerleri (2020) hipotalamusun anterior (6n) yani rostral preoptik alandaki
kisspeptin néron populasyonunun dstrojen pozitif feedback mekanizmasi ile direk hedef olarak
GnRH/LH sekresyonunun dalga modunu kontrol ederek ovulasyonu diizenledigini,
hipotalamusun kaudal bdlimindeki arkuat c¢ekirdekte bulunan KNDy kisspeptin ndron
populasyonunun ise ostrojen negatif feedback mekanizmasi ile GnRH/gonadotropin puls
uretimini kontrol ederek folikiiler gelisimi diizenledigini ve bu modelin ¢ogu memeli tiiriinde

bu sekilde kabul goriildigini belirtmektedir. Oshimo ve digerleri (2021)’ne goOre de
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hipotalamik POA bdlgesinde kolokalize olan kisspeptin néronlart GnRH dalgast ve bunu
izleyen LH dalgasi ile disi memelilerde ovulasyonun meydana gelmesini saglamaktadir ve elde
ettikleri bulgulara gore preovulator 6strojen seviyelerinin 6strojen pozitif feedback etkisi ile

preoptik alandaki kisspeptin noronlarini aktive ederek GnRH/LH dalgalarini baslatmaktadir.

Hipotalamus

POA/AVPYV kisspeptin néronu

d\
o K 5 ARC kisspeptin (KNDy) néronu

GnRHngronu ~ —p

N

CuRH pulslan

\
\
\

LH dalgast Hip()f]z LH/FSH pulslart \

/A

Ovulasyon Folikilogenezis  Spermatogenezis
Steroidogenezis  Steroidogenezis

Jyoeqpoar Jrredou
usfoarpuy/unsadorg/usfonsg
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Sekil 3. Hipotalama Hipofizyal Gonadal Aks (HPG) tarafindan reprodiiktif fonksiyonun regiilasyonu
(Matsuda ve digerleri, 2019).
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Sekil 4. AVPV/POA kisspeptin néronlarinin, ARC kisspeptin néronlarmin ve GnRH néronlarinin ¢alisma
mekanizmasi (Matsuda ve digerleri, 2019).

Mevsimsel degisim Kissl ekspresyonunu etkilemektedir. Kisspeptin hiicrelerinin GnRH
noronlarina giris derecesi lireme mevsimi doneminde mevsimsel andstriis déneminden daha
fazla olmaktadir. GnRH ndronlarina gergeklesen girisin ARC hiicrelerindeki giliglenmeden
kaynakli olup olmadig1 saptanmamasina ragmen, GnRH ndronlarina girisin biiyiik ihtimalle
preoptik kisspeptin hiicrelerinden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Bu yilizden tireme mevsiminde
hem kisspeptin ekspresyon seviyesinin hem de GnRH ndronlarina kisspeptin girisinin daha
yiiksek oldugu ve yilin bu doneminde Gstrojenin kisspeptin Uzerine olan negatif feedback
etkilerinin daha diisiik oldugu bildirilmektedir. Yani kisspeptin hicrelerinin, reprodiiksiyonun
mevsime bagli diizenlenmesinde esansiyel bir rol oynadigi kabul edilmektedir (Smith ve

digerleri, 2008; Smith ve Clarke, 2010).
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Kisspeptinler hem mevsimsel Uremeyi hem de pubertal zamanlamay1 etkilemektedir.
Mevsimsel anostristeki disi koyunlarda asiklik durumun, kisspeptin fonksiyonunun
azalmasiyla alakali oldugu ve bdyle hayvanlarda kisspeptin uygulanmasinin ovulasyonu
baglattig1 belirtilmektedir. Ayrica, ratlarda da kisspeptin uygulamasinin pubertasin baslangicini
gelistirdigi ve bu yuzden mevsime bagh iremede ndropeptid sistemin birincil olarak sorumlu
oldugu bildirilmektedir. Mevsimsel anostriiste uygulanan surekli kisspeptin infuzyonu,
GnRH/LH salinimi {izerinde Ureme mevsimindeki ostrus siklusunun folikiiler faziyla
kiyaslanacak diizeylerde uyar1 meydana getirmektedir. Infiizyon sonucu, blyik ihtimalle
ovaryumlarda 6strojen dretiminin aktive oldugu sonrasinda beyinde pozitif feedback
mekanizmasini baslattig ileri stiriilmektedir. Yine mevsimsel angstrus doneminde kisspeptin
uygulanan hayvanlarin Ostrojenin negatif feedback mekanizmasindan etkilenmedigi ve LH
saliniminin baglatilabildigi goriilmiistiir. Kisspeptin, pubertal doneme gegiste ¢cok dnemli bir
faktordiir ve reprodiiksiyon agisindan mevsimsel geciste benzer 6nem arz ettigi goriilmektedir.
Hem pubertas hem de iireme mevsimine gec¢is GnRH/gonadotropin tepkisinin benzer
paternlerini kapsamaktadir ve 0zellikle de artmis olan seks-steroid negatif feedback salinimiyla
ilgili olarak benzerlik goriilmektedir. Mevsimsel gecisin melatonin konsantrasyonlariyla
harekete gegirildigi, ama pubertal doneme gegiste bunun s6z konusu olmadigi dnemli bir
farklilik olarak bildirilmektedir. Bir de melatonin konsantrasyonlarmm mevsimsel treme
donemi disinda pubertasin  baglamasmi engelleyerek pubertal gelisimi etkiledigi

belirtilmektedir (Sekil 5; Smith ve Clarke, 2010).
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Sekil 5. Angstrus ve ireme mevsiminde norolojik ve endokrinolojik mekanizmalar (Smith ve Clarke,
2010).
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Koyunlarda seks steroidleri ve fotoperiyot dulzenleyici olarak kombine etki
gostermektedir. Ovariektomize ve Gstrojen implant: uygulanan (17 beta 6stradiol igeren derialt
2 cm silastik kapstl) koyunlarda, iireme mevsimi ile karsilastirildiginda mevsimsel andstriiste
mediyobazal hipotalamus ve preoptik alanda daha diisiik Kp dlzeyleri gozlenmistir ve uzun
giin (16:8 saat giindliz/karanlik) 1s1igmndan kisa giin (8:16 saat giindiiz/karanlik) 1s181na
gecilirken POA ve ARC bolgelerinde Kp ekspresyonu saglayan noronlarda bir artig basladigi
bildirilmektedir (Chalivoix ve digerleri,2010; Urias-Castro ve digerleri, 2019).

2.6.5. Kisspeptinlerin Uygulanma Yollari, Uygulama Dozlar, Uygulama Siireleri ve Etki

Mekanizmalar

Caraty ve digerleri (2007) hKp10 peptidinin i.v. yolla farkli dozlarmn (100, 25, 6.2, ve
1.6 nmol/enjeksiyon) yarattigi LH ve FSH cevaplarini degerlendirmistir. Andstrus déneminde
olan OVX disi koyunlara deri alt1 (s.c.) yolla SILASTIC implant (6strodiol implanti)
uygulandiktan sonra hKp10 peptidinin farkli dozlarmin etkin bir sekilde 15 dakika i¢inde LH
salmimini uyarmistir ve maksimum seviye aralig1 enjeksiyon dncesine gore 2 ila 10 kat arasinda
degismistir. Ortaya ¢ikan ortalama LH cevabi siddetine bakildiginda 1.6 nmol hKpl10 dozu
diger ii¢c doza gore belirgin oranda daha diisiik LH cevabi olusturmustur. Ortaya ¢ikan puls
salinimi1 daha kisa siirmiis ve enjeksiyon dncesi LH degerlerine doniis ¢cok daha hizli gelismistir.
Diger ti¢ yiiksek dozda ise enjeksiyon oncesi degerlere doniis daha ge¢ olmustur ve hKpl0
peptidinin farkli dozlar1 LH salinimi tizerinde belirgin farkli sonuclar meydana getirmistir
(Caraty ve digerleri, 2007).

Human kisspeptin 10 peptidinin FSH ve LH hormonlar1 Gzerindeki etkinligi farklilik
goOstermektedir. Human kisspeptin 10 peptidi uygulamasiyla plazma FSH dizeyinin LH
diizeyine gore daha hizli arttigi, FSH hormonunun olusturdugu cevabin LH hormonundan daha
diisiik oldugu ve diger yandan LH hormonu ile karsilastirildiginda FSH hormonunun
enjeksiyon sonrasi elde edilen diizeylerinin gegen zamana bagl daha uzun siire korundugu
bildirilmektedir. Peptidin uygulama dozunun artirilmasiyla LH hormonunda oldugu gibi FSH
hormonunda da verilen cevabin arttigi belirtilmektedir (Sekil 6; Caraty ve digerleri, 2007).
Siganlarda in vivo olarak intraserebroventrikiler (ICV) yolla kisspeptin uygulamalarinda FSH
cevabi olusturmak i¢in LH cevabi i¢in uyguladiklari dozun yaklagik 100 kat1 kadar dozda peptid

uygulanmaktadir ve intravendz yolla Kissl enjeksiyonu onemli derecede FSH salinimi
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saglamaktadir (Navarro ve digerleri 2005). Caraty ve digerleri (2007) LH/FSH hormon
saliniminda tiir farkliliginin, peptidi uygulama yolunun (intraserebroventrikiiler ve intraventz)

ve hayvanlarin fizyolojik yapisinin yon veren faktorler olabilecegini ileri sirmektedir.
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Sekil 6. Ovariektomize disi koyunlardaki FSH ve LH (A ve B) salmmmu iizerinde tek ve farkli dozlarda
(100, 25, 6.2, ve 1.6 nmol/enjeksiyon) intraven6z yolla uygulanan hKpl0 peptidinin etkileri. Tlaveten farkli
dozlardaki hKp10 peptidinin FSH ve LH saliniminda yarattigi dinamik profiller (C ve D) (P<0.0083) (Caraty ve
digerleri, 2007).

30



Caraty ve digerleri (2007) farkli sekanslara sahip human kisspeptin 10 (hKp10) ve fare
kisspeptin 10 (mKpl10) peptidlerinin LH ve FSH (zerindeki etkilerini degerlendirmistir.
Arastiricilara gore koyun kissl gen sekanst C-terminal dekapeptid yapist ile fare C-terminal
dekapeptid yapisi1 benzemektedir. Arastiricilar andstrus dénemindeki Ostrodiol uygulanmis
OVX disi koyunlara 6.2 nmol mKp10 ve hKp10 peptidlerinin i.v. yolla tek doz uygulanmasi
sonucu her iki peptide (mKp10, hKp10) karst meydana gelen dinamik LH ve FSH cevabinda
ve her iki hormon duizeyinde benzerlik gérmistiir. Her iki peptidin uygulanmasmdan sonra LH
diizeylerinin 2 saat i¢inde alt sinira geri dondiigiinti ve bu peptidlerin ani ve kisa siireli olan bir

LH salinimi1 meydana getirdigini bildirmektedirler.

Caraty ve digerleri (2007) mevsimsel andstrus donemindeki ostrodiol verilmis OVX disi
koyunlara i.v. yolla etkin doz 6.2 nmol mKp10 peptidi uygulayarak enjeksiyondan 15-30 dakika
sonra serebrospinal sividaki (CSF) GnRH diizeyinin baslangica gore konsantrasyonlarinin
arttigin1 ve maksimum GnRH dizeyinin yaklasik 2 kata kadar yiikseldigi gézlemlemistir. Bu
yiizden arastiricilarin yaptigi ¢alismaya gére CSF’deki GnRH diizeyindeki artis ile plazma LH
ve FSH duzeyleri etkilenmektedir. Fare KplO enjeksiyonundan sonra 45 dakika icinde
CSF’deki GnRH konsantrasyonlarinin ani bir sekilde ilk asamadaki seviyelere diismesi
nedeniyle ani ve kisa siireli LH ve FSH salmimlar1 GnRH salinimiyla iliskilendirilmektedir.
Liiteinlestirici hormon kisspeptine kars1 FSH hormonundan daha biyuk bir cevap

olusturmaktadir (Sekil 7; Caraty ve digerleri, 2007).

Sicanlarda, maymunlarda ve koyunlarda Kisspeptin uygulandiktan sonra serebro spinal
stvida 6lciilen GnRH hormonu diizeyleri her iki gonadotropinin (LH/FSH) GnRH uyarimmiyla
salindigin1 gostermektedir (Matsui ve digerleri, 2004; Plant ve digerleri, 2006; Caraty ve
digerleri, 2007). Diger taraftan Kissl ve GPR54 reseptOriiniin peripubertal disi ve erkek
sicanlarin hipofiz bezi hiicrelerinde ekspresyonunun yapildigir dolayisiyla da kisspeptinlerin
direkt olarak hipofiz gonadotropinlerine etkisinin géz ardi edilemeyecegi de ileri suriilmektedir
(Gutierrez-Pascual ve digerleri, 2007). Kisspeptinlerin adenohipofiz Uzerindeki direkt etkisinin
tartigmali durumunu korudugu ¢iinkii hipotalamo hipofizyal baglantis1 kesilmis disi koyunlarda
kisspeptinlerin LH salmimini uyarmada basarisizliga ugradigi bildirilmektedir (Smith ve
digerleri, 2008). Redmond ve digerleri (2011) ¢aligsmalarina gore prepubertal disi kuzularda
kisspeptinlerin gonadotropinler Gzerindeki etkisini direkt olarak GnRH noronlar1 {izerinden

gosterdigini ve boylelikle LH salinimini uyardigini diigiinmektedir.
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Sekil 7. Fare Kp10 peptidinin 6.2 nmol dozda i.v. yolla tekrarlanan enjeksiyonlarmim CSF igindeki GnRH
(A) ve periferal dolagimdaki LH (B) ve FSH (C) Uzerine olan etkileri (Caraty ve digerleri, 2007).

Kisspeptin 10 peptidinin ani klerensi ve her Kp10 enjeksiyonu ile artan LH diizeyinden
sonra ani diisiis gorilmektedir. Bu yuzden Caraty ve digerleri (2007) andstrus donemindeki
ostrodiol uygulanmig OVX disi koyunlarda siirdiiriilebilir bir gonadotropin salinimi saglamak
amaciyla hayvanlara deri alt1 yolla 150 nmol mKp10 enjeksiyonu ve ayni hayvanlara 15 giin
sonra ayni dozda (150 nmol) mKp10 peptidinin saatte 500 ul (mikrolitre) akis hiziyla 6 (alti)
saat boyunca 25 nmol dozunda siirekli damar igi inflizyonunu gergeklestirmistir. Sonug olarak
arastiricilar peptidin i.v. yolla surekli infizyonunun plazma LH ve FSH dizeylerinde

devamlilik sagladigini ve her iki hormonun duzeyindeki disiistin ani olarak degil asamali olarak
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gergeklestigini gozlemlemistir. Tek doz deri alt1 uygulamada ise gonadotropin dlizeylerinin gok

daha kisa siirede alt sinira dondiigii goriilmiustiir (Sekil 8; Caraty ve digerleri, 2007).
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Sekil 8. Tek doz deri altt mKp10 ve devamli i.v. yolla mKp10 infiizyonunun periferal dolasgimdaki LH ve
FSH hormonlar1 {izerine olan etkileri (P<0,05) (Caraty ve digerleri, 2007).

Caraty ve digerleri (2007)’ne goére ureme mevsimindeki siklik aktivite gosteren disi
koyunlara mKp10 peptidi uygulanmas: ile preovulatér LH dalgasi senkronize edilebilmektedir.
Intravginal progesteron (CIDR, 14 giin boyunca) uygulamasmdan sonra mKp10 peptidi ile

kombine edilen ¢aligmalarinda 8 saat boyunca akis hizi saatte 500 mikrolitre olacak sekilde
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saatte 0.48 pmol (mikromol) toplamda 3.84 pmol mKp10 peptidinin disi koyunlara devamli
i.v. inflizyonla uygulandiginda fizyolojik tuzlu su uygulanan kontrol grubuna gore daha fazla
sayida hayvanda preovulator LH dalgalarinin basladigi, LH diizeylerinin yiikseldigi
belirtilmektedir. Kontrol grubunda ise LH dalgalar1 baslatilmasinin daha az hayvanda
goruliirken tutarsiz bir sekilde degisken oldugu ve LH hormonunun mKp10 peptidinde oldugu
gibi hizli cevap vermedigi bildirilmektedir. Plazma progesteron seviyelerinin mKp10 peptidi
verilen hayvanlarda daha erken arttig1 ve mKp10 peptidi uygulanan hayvanlarla kontrol grubu
arasinda 6nemli derecede farkliliklar gézlendigi bildirilmektedir. Peptid (mKp10) ve fizyolojik
tuzlu su uygulamasi yapildiktan bes giin sonra ovaryumlarda yapilan muayenelerde iki grup

arasinda korpus luteum (CL) sayisinda herhangi bir fark goriilmemistir.

Mevsimsel andstriisteki disi koyunlara ayni1 dozda uygulanan Kisspeptinin hipotalamo
hipofizyal gonadal aks ve ovulasyon uzerindeki etkilerine bakildiginda mKpl10 peptidinin
uygulama sirelerine gore farkl etkiler olusturdugu gozlenmektedir. Ayni kisspeptin dozu
kullanilarak i.v. yolla tekrarlanan doza (on iki saatte bir 5 defa Kp uygulamasi) ve i.v. yolla
strekli inflizyona (akis hiz1 saatte 500 pl olacak sekilde 48 saat boyunca) maruz birakilan
hayvanlarda i.v. yolla fizyolojik tuzlu su uygulanan kontrol grubu hayvanlarina gére plazma
LH dizeylerinde 6nemli derecede artis ve daha giiglii LH cevaplar1 meydana gelmektedir.
Deneysel ¢alismaya gore i.v. yolla tekrarlanan doz kisspeptin uygulanan hayvanlarda LH
konsantrasyonlar1 yiikselmesine ragmen ovulasyon meydana getirebilecek bir preovulator LH
dalgas1 olusmamustir. Siirekli Kisspeptin inflizyonu uygulanan hayvanlarin ise ¢ogunlugunda
laparoskopik muayene ile gozlenen CL varligina dayanarak ovulasyon meydana geldigi

bildirilmektedir (Caraty ve digerleri, 2007).

Intravendz yolla verildiginde kisspeptinlerin LH ve FSH saliniminda giiglii bir uyarici
oldugu, gonadotropinlerin kisspeptine olan cevaplarmin biiyiik olasilikla GnRH hormonunun
uyarilmasmdan kaynakli oldugu, devamli kisspeptin inflizyonunun uzun siireli LH/FSH
salinimi sagladigi, devamli kisspeptin infiizyonunun koyun tiiriinde ¢ok yogun LH dalgas1 ve
ovulasyon meydana getirdigi, andstrus donem boyunca diisiik dozdaki kisspeptin inflizyonunun
asiklik disi koyunlarda gonadotropin salmimini uyardigi, ovulasyonu baslattigi ve etkin dozun
cok daha Ulzerinde dozlar kullanildiginda kisspeptinlerin LH cevabi iizerinde degisiklik

olusturmadig: belirtilmektedir (Caraty ve digerleri,2007).

Caraty ve digerleri (2007 12.4 nmol/sa 30 ve 48 saat boyunca mKp10 peptidi inflizyonu
ile (i.v. yolla) hayvanlarin %80'inde ovulasyon olusturabilmistir. Disi koyunlarda mevsimsel

anostris boyunca tekrarlanan KplO enjeksiyonlar1 uzun siureli LH ve FSH pulslar:
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olugturmaktadir. Ancak bu uyarimlar LH dalgasmni baslatmada yeterli degildir. Mevsimsel
anostriste yapilan kisspeptin (0Kp10) uygulamasi ile en az > %75 ovulator oran elde etmek
icin minimum 24 saat KplO inflizyonu yapilmasi gerekmektedir. Asiklik disi koyunlara
sistemik olarak Kp peptidi uygulanmasi ile uzun siireli bir E2 artis1 sayesinde gonadotropin
salinimu tizerindeki E2 pozitif feedback aktivasyonu tarafindan LH dalgalar1 baslatilmaktadir
(Sebert ve digerleri, 2010).

Kisspeptin infuzyonu baslatildiktan sonra E2 konsantrasyonu kisa zamanda artmaktadir.
Ostradiol implant1 uygulanmis andstrus dénemindeki ovariektomize disi koyunlarda, devamli
Kp infuzyonu uygulamasindan sonra ilk olarak artis goriilmesi ve inflizyonunun
sonlandirilmasindan 3-4 saat sonra LH ve FSH konsantrasyonlarinda agamali olarak geri
diistisiin baglamasi1 bifazik (E2 negatif feedback ile diisiis, E2 pozitif feedback ile artis)

mekanizma ile iligskilendirilmektedir.

Seminara ve digerleri (2006) juvenil erkek hint al yanaklt maymunlarinda yaptiklar:
calismada, LH duzeylerininin geri disiisiinii devamli Kp (human metastin 45-54; kisspeptin
112-121 esdegerinde) inflizyonuna da baglamaktadir. Dérdiinct glnden itibaren uygulanmasi
devam edilen Kp inflizyonu GPR54iin desensitizasyonu ile sonu¢lanmistir. Yani 4. gline kadar
infiizyon bagladiktan yaklagik 3 saat sonra hareketli bir LH cevabi olustugu, 3. saatten sonra
keskin bir diisiis meydana geldigi ve 4. glinden sonra desensitizasyon ile sonu¢lanmaktadir.
Pampillo ve digerlerine (2009)’ne gore kisspeptinlerin siirekli yani araliksiz uygulanmasi
kisspeptin reseptorlerini duyarsizlastirmaktadir. Arastiricilar kisspeptin reseptérlerinin, strekli
Kisspeptin uygulamasina kars1 duyarsizlasmasiin sebebini tam agiklayamamakla beraber G-

protein-gifti reseptorii (GPCR) kinaz 2 ile alakali oldugunu diisiinmektedirler.

Ostrus siklusunun luteal fazinda olan Ostrus belirtileri géstermemis olan Japon disi
kecilere i.v. yolla tek doz human Kp10 (1, 5, 10pg/kg) peptidi uygulanan hayvanlarda i.v. yolla
serum fizyolojik tuzlu su uygulanan kontrol hayvanlarma gére ¢ok daha yiiksek plazma LH
dizeyleri elde edilmistir. Fakat 1, 5, 10 pg/kg tek doz hKp10 uygulanan hayvanlar arasinda
plazma LH dizeylerinde 6nemli bir farklilik gériilememesine ragmen Hashizuma ve digerleri,
(2010) LH hormonu salmmindaki 6nemli artigin 1 pg/kg viicut agirhgi dozdan daha fazla
miktarda Kp-10 peptidi uygulandiginda meydana gelebilecegini ileri siirmektedir. Human
Kp10 (5 pg/kg) uygulanan hayvanlar ile kontrol hayvanlar1 arasinda plazma blytme (GH)
hormonu ve prolaktin (PRL) hormonu agisindan degisiklik oldugu ama bu hormonlarin bazal
dizeylerinde 6nemli bir farklilik olmadig: bildirilmektedir (Sekil 9; Hashizuma ve digerleri,

2010).
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Sekil 9. Intravendz yolla verilen 1 pg/kg (LH), 5 pg/kg (LH, GH, PRL) ve 10 pg/kg (LH) hKpl0
enjeksiyonuna kars1 disi kegilerin plazma LH, GH ve PRL cevaplari ile fizyolojik tuzlu su uygulanan kontrol disi
kegilerinin plazma LH, GH ve PRL cevaplar1 (P<0,05) (Hashizuma ve digerleri, 2010).

Intravendz yolla ayni dozda ve tekrarla Kisspeptin ve GnRH uygulamalarinda LH
dizeyleri hem Kpl0 hem de GnRH enjeksiyonu sonrasi artis gdstermektedir. Ilk
enjeksiyonlardan itibaren GnRH enjeksiyonu uygulanan hayvanlarda KplO enjeksiyonu
uygulanan hayvanlara gore daha asamali olarak ylikselen ve daha 6nemli derecede LH diizeyleri

elde edilmistir. Ayni sekilde GnRH hormonu enjeksiyonu ile Kp-10 peptidine gore kayda deger
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derecede daha fazla FSH hormonu salinimi meydana gelmistir ve FSH konsantrasyonlarmin
asamal1 olarak arttig1 goriilmiistiir. Bu iki peptidin sekretuvar modellerindeki (direkt-indirekt)
farklilik 6nemlidir. Gonadotropin salgilatict hormon uygulanan hayvanlarda daha fazla peptidin
direkt olarak hipofiz gonadotropinlerine ulastigindan ve hipofiz gonadotropinlerinde bulunan
GnRH reseptorlerini etkilediginden daha ¢ok gonadotropin salinimi yarattigi diistiniilmektedir.
Kisspeptinlerin ise cogunlukla hipotalamik bolimdeki GnRH néronlar1 vasitasiyla LH ve FSH
hormonu cevabi olusturdugu bildirilmektedir. Dolayisiyla Kp-10 peptidinin GnRH peptidi
kadar etkili olmadigi belirtilmektedir (Sekil 10; Hashizuma ve digerleri, 2010).
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Sekil 10. Disi kegilere bir dizi tekrarlanan Kp10 (5 pg/kg) ve GnRH (5 pg/kg) enjeksiyonlari sonucu plazma
LH (Kp10 ve GnRH) ve FSH (Kp10 ve GnRH) hormon seviyeleri cevaplarinin kendi aralarinda ve fizyolojik tuzlu
su uygulanan kontrol grubu hayvanlarla karsilastirilmas: (P<0,05) (Hashizuma ve digerleri, 2010).
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Bazi arastiricilara gore tiirler aras1t maksimum LH salmimi etkisi olugturan Kp10 dozlar
ovariektomize ineklerde Whitlock ve digerleri (2008)’ne gore 0.13pg/kg viicut agirhgi,
ovariektomize disi koyunlarda Caraty ve digerleri (2007)’ne gore 0.54-0.65 pg /kg vicut
agirhigi, erkek ratlarda Tovar ve digerleri (2006)’ne gore 3.90 ug/kg viicut agirhigi, prepubertal
diivelerde Kadokawa ve digerleri (2008)’ne gore 4.76 ng /kg viicut agrhgr dozlarinda
bildirilmektedir.

Redmond ve digerleri (2011) ilkbahar dogumlu 28 haftalik prepubertal disi kuzulara 24
saat boyunca her saat bas1 20 g toplamda hayvan basma 480 pg koyun Kisspeptin 10 (0Kp10)
uygulayarak pubertas (zerine etkinlik arastirilmistir. Hayvanlarin  pubertasa ulasip
ulagsmadiklarin1 ¢alisma esnasinda her 15 dakikada bir topladiklar1 kan drneklerinde incelenen
plazma/serum LH, E2 ve progesteron hormonlarina goére belirlemislerdir. Hem Kisspeptin
uygulanan prepubertal disi kuzularda ve hem de serum fizyolojik tuzlu uygulanan kontrol disi
kuzularinda ilk uygulamalar sonrasinda seyrek LH pulslarmin goriildiigii, uygulamalarin
baglatilmasindan sonra tekrarlanan dozlarla beraber kisspeptin uygulanan disi kuzularda artan
LH puls frekansi (P<0,02) ve 18-24. saatlerde baslayan yaklasik 12 saat siiren LH dalgalarinin
olustugu bildirilmektedir (P<0.05). Kontrol disi kuzularinin hicbirisinde boyle bir LH dalgasi
cevabi olusmamustir (P<0.05; Redmond ve digerleri, 2011).

Uygulamalarin baslatilmasindan sonra 18. saatte kisspeptin uygulanan hayvanlarda
kontrol hayvanlarina gore ¢cok daha fazla E2 konsantrasyonu meydana geldigi gozlenmistir
(P<0.02). Artan E2 konsantrasyonu sonucu ostrojen pozitif feedback mekanizmasi tarafindan
yonetilen POA Kiss1R etkisiyle kisspeptin uygulanan alt1 disi kuzu igerisinde LH dalgasi
olusan dort kuzuda c¢aligmanin baglatilmasindan 5 giin sonra LH dalgast sonucu
ovulasyon/folikiler luetinizasyona isaret eden Ing/ml'nin {izerinde progesteron hormonu
konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Fizyolojik tuzlu su uygulanan gruptaki disi kuzularin hig¢
birisinde progesteron hormonu artis1 goriilmemistir. DOrt kuzudan (glinde progesteron
hormonu konsantrasyonlar: kisa siireligine artmistir ve bu ilk artisin baglamasindan 2-3 giin
sonra progesteron dizeyleri 1ng/ml’nin altina diigmiistiir. Luteal aktivite gdstermis olan bu dort
disi kuzudan sadece birisinin uzayan periyodlarda dolasimdaki yiiksek progesteron

konsantrasyonunu korudugu bildirilmektedir (Redmond ve digerleri, 2011).

Redmond ve digerleri (2011) ¢alismalarinin sonuglarina gore tekrarlanan kisspeptin
enjeksiyonlarinin prepubertal disi kuzularda LH puls benzeri salimim olusturdugunu,
tekrarlanan kisspeptin enjeksiyonu uygulamasinin ovaryum steroidogenezisini artirarak

preovulatér LH dalgalar1 ve ovulasyon meydana getirebildigini ama luteal aktivitenin kisa
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streli (2-3 giin) gelistigini ve diizenli 6strus siklusunun goriildiigii yas bakimindan bir ilerleme
gosteremediklerini belirtmektedir. Hayvanlar 35 haftalik iken hem Kisspeptin grubu hem de
kontrol grubu hayvanlar1 karsilastirildiginda her iki grubun da pubertasa ulastiklari tespit
edilmistir ve kisspeptinlerin daha ¢ok liteal aktivitede etkin oldugu goriilmiistiir.

Disi kuzularda sik araliklarda pulsatii LH salmimi, arkuat cekirdekteki KiSS1
ekspresyonundaki artis ile alakalidir. Bu yiizden folikiiler gelisimin son agamasini destekleyen
(koyunlarda saatte yaklasik 1 LH pulsu ile) ve diizenli 6strus siklusunu olusturan LH pulsatil
salinimi ile pubertasa gecis asamasinada, GnRH noéronal fonksiyonlar1 Uzerinde kisspeptinler
kritik bir rol oynamaktadir. Giincel ¢alismalar, kisspeptinlerin tekrarlanan dozlar1 ile LH
salimmmin aralikli olarak uyarilmasmin prepubertal disi kuzularin gonadal aktivitelerini
indiiklemede etkili oldugunu gostermektedir. Kisspeptin uygulamasini takiben ovulasyon
gosteren disi kuzularda diizenli Ostrus siklusunun meydana gelmemesi ise ndroendokrin
akslarm yeteri kadar olgunlasmamis olmasiyla iliskilendirilmektedir (Redmond ve digerleri,
2011).

Prepubertal disi kuzularda yapilan bir bagka calismada iki calisma grubu dizayni
yapilmistir. Buna gore; birinci calisma dizayninda 12 (on iki) prepubertal disi kuzunun rastgele
dort gruba ayrildigi (n=3) ve bu kuzulara vena jugularisten kisspeptin enjeksiyonu yapilacagi
gun kuzulardan sabah saat 8:00 Ve 11.00 (180 dakika) arasinda serum elde etmek i¢in 15 dakika
araliklarla 5 ml kan 6rnegi toplandigi belirtilmektedir. Bu saatler araliginda iigiincii kan 6rnegi
almir alinmaz 5 ml serum fizyolojik sivida ¢oziinmiis Kp-10 peptidi dort gruba sirasiyla 0, 0.5,
1, 2 mg miktarda tek doz olarak uygulanmustir. Ikinci ¢calisma dizayninda ise yine ayni rk 6
(alt1) prepubertal disi kuzunun iki gruba ayrilarak (n=3) birinci ¢alisma dizaynindakine benzer
sekilde sabah 8:00 ve 11:30 (210 dakika) saatleri araliginda 15 dakikada bir kan Ornegi
toplanarak, tiglincti kan 6rnegi alinir alimmaz 0 ve 1 mg Kp-10 peptidi her saat basi tekrarlanan

dozlar olarak 3 (li¢) defa damar i¢i uygulanmistir (Wang ve digerleri, 2012).

Prepubertal disi kuzulara i.v. yolla tek doz 0.5, 1 ve 2 mg kisspeptin uygulanan gruplarin
serum fizyolojik uygulanan kontrol grubuna kiyasla uygulamadan sonra 15 dakika igerisinde
onemli derecede LH salinimini meydana getirdigi gozlemlenmistir. Liiteinlestirici hormon
konsantrasyonlar1 kisspeptin 10 peptidinin 0.5, 1 ve 2 mg enjeksiyonlarmdan sonra artmistir

(Sekil 11 ve 12; Wang ve digerleri, 2012).
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Sekil 11. Fizyolojik tuzlu suda (5ml) ¢6ziindiiriilmiis Kp10 peptidinin prepubertal disi kuzulara intraven6z

enjeksiyonla 0, 0.5, 1, 2 mg dozlarda uygulandiktan sonra 180 dakika boyunca serum LH konsantrasyonlarindaki
degisimler (Wang ve digerleri, 2012).
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Sekil 12. Fizyolojik tuzlu suda (5ml) ¢6ziindiiriilmiis Kp10 peptidinin prepubertal disi kuzulara intraven6z
enjeksiyonla 0, 0.5, 1, 2 mg dozlarda uygulandiktan sonra ortalama LH konsantrasyonlari bakimindan Kp10
peptidi uygulanan prepubertal kuzular ile tuzlu su enjekte edilen kontrol grubu prepubertal kuzularinin
karsilastirilmasi (* p<0.05, ** p<0.01) (Wang ve digerleri, 2012).

Kisspeptin-10 peptidininl mg ve 2 mg (p<0.01) uygulandigi prepubertal disi kuzularda
LH pik ve ortalama degerlerinin 0.5 mg Kp-10 uygulananlara gére ¢ok daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Diger yandan 1 ve 2 mg doz uygulanan hayvanlar arasinda ise bu LH pik ve
ortalama degerlerinde Onemli derecede bir farklilk gozlenmemistir. Kisspeptin 10
enjeksiyonundan sonra 15 dakika icerisinde artan LH sekresyonun 30. dakikada pike ulastig1
belirtilmektedir. Ikinci calismada ise Kisspeptin-10 peptidinin tekrarlayan enjeksiyonlarmin
(p<0.01) i¢in LH salinimini 6nemli derecede artirdigi belirtilirken tekrarlanan kisspeptin-10

enjeksiyonlar1 ile Kp-10 peptidinin LH salmimi iizerindeki etkinliginde bir degisiklik
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olusturulamadig1 yani tekrarlanan dozlarin ek bir etki ortaya koymadig1 bildirilmektedir (Sekil
13). Sonug olarak prepubertal disi kuzularda kisspeptin-10 peptidinin tek doz enjeksiyonlar1
(0.5, 1, ve 2mg) ve saat basi tekrarlanan 1mg doz enjeksiyonlar1 LH salmiminda 6nemli
derecede artis meydana getirmistir (Wang ve digerleri, 2012). Hashizuma ve digerleri (2010)
caligmalarinda yetiskin kecilere 2 saat aralikla pes pese kisspeptin-10 enjeksiyonlar
uygulayarak LH salinimini artirmistir ve benzer sonuglar elde etmistir. Hashizuma ve digerleri
(2010) kecilerde Kisspeptin-10 peptidinin LH salmimi tizerindeki etki siiresinin Kp-10

enjeksiyon dozunun artirilmasiyla uzatilabilecegini belirtmistir.
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Sekil 13. Fizyolojik tuzlu suda (5ml) ¢6ziindiiriilmiis Kp10 peptidinin prepubertal disi kuzulara 1mg dozda
1 saat aralikla 3 kez tekrarlanan intraven6z enjeksiyonlarin 210 dakika boyunca serum LH konsantrasyonlarmda

meydana getirdigi degisimler (p<0.01) (Wang ve digerleri, 2012).
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Tena-Sempere (2006) 1 pmol kisspeptin-10 enjeksiyonunun pubertal erkek ratlarda
maksimum bir LH salinimi sagladigini ama juvenil (pubertas 6ncesi) ratlarda boyle bir etkinin
olusmadigmni, juvenil ratlarda LH salinimini uyarmak igin daha yiiksek dozda kisspeptin-10
enjeksiyonuna ihtiya¢ duyuldugunu ve Kisspeptin-10 peptidinin LH salinimi {izerindeki
etkisinin fizyolojik statiiye gore degisebilecegini belirtmektedir. Castellano ve digerleri
(2006)’ne gore prepubertal donemde LH salinimin1 uyarmak i¢in gerekli olan daha ylksek doz
Kp ihtiyac1 pubertas dncesi donemde yani postnatal gelisimde neonatal donemden juvenil
doneme kadar reproduktif aksin inhibe edici etkisinden kaynaklanmaktadir. Han ve digerleri
(2005) kisspeptin ve GPR54 reseptoriinun pubertas Gzerindeki roltini incelediklerinde, yetiskin
erkek ve disi farelerde kisspeptinlerin, giiclii ve kalict bir GnRH hormon depolarizasyonu
(%90’1n tlizerinde) meydana getirdigini gozlemlemistir. Buna karsm Han ve digerleri (2005)
kisspeptinlerin juvenil donemde (postnatal 8. giinden postnatal 19. gline kadar) %27 oranda
GnRH noronunu, prepubertal (postnatal 26. giinden postnatal 33. giine kadar) %44 oraninda
GnRH néronunu aktive edebildigini ve dolayisiyla pubertasa gegiste giiclii bir LH cevabi ortaya

cikarmak i¢in daha fazla kisspeptin dozuna ihtiya¢ duyuldugunu bildirmektedir.

Kisspeptin enjeksiyonlarinin reprodiiktif aks Uzerindeki etkisi tdrlerin fizyolojik
evrelerine, hayvanlarin fizyolojik durumlarina, uygulanan enjeksiyon dozuna ve enjeksiyonun
zamanlamasina (aralikli veya ardisik enjeksiyon) baglh olarak degismektedir (Wang ve
digerleri, 2012).

Kecilerde GnRH pulsatil salinimini yoneten hipotalamik noéral jeneratoriin, Kp-10 ile
uyarilmigs LH salmimiyla direkt bir alakasmin olmadig1 6ne siriilmektedir. Suziki ve digerleri
(2008) hem domuz hem bovine tiirlerinin 6n hipofiz hiicrelerinde yaptiklar1 ¢calismada belli
dereceler arasindaki Kp10 peptidi konsantrasyonlarmin direkt LH salinimini uyardigini ama
sonu¢ olarak bu uyarmmin zayif oldugunu belirtmektedir. Ezzat ve digerleri (2010) sigir 6n
hipofiz hiicrelerinde gergeklestirdikleri arastirmada Kp-10 peptidi uygulamasiyla 6n hipofiz
hiicrelerinden LH, FSH ve PRL salimimmin uyarildigimi fakat Kp10 peptidinin bu hormonlar
tizerindeki uayrict etkisinin bir GnRH veya thyrotropin salict hormonun (TRH) yarattig1 etki
kadar olmadigini ve daha disiik etkiye sahip oldugunu bildirmektedir. Bu yiizden arastiricilar
ovariektomize disi kegilerde Kp-10 peptidini intraventz yolla uygulayarak Kp-10'un hipofiz
portal dolasimindaki GnRH konsantrasyonlar1 iizerindeki etkisini arastirmistir. Kp-10
verildikten hemen sonra GnRH ve LH plazma konsantrasyonlarmin arttig1 goriilmiistiir (Sekil
14). Tanaka ve digerleri (2012) Kp-10 uygulanmasindan sonra GnRH aracili mekanizmanin
direkt olarak etkilendigini buna paralel olarak LH salimimmin meydana geldigini
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belirtmektedir. GnRH aracili mekanizmanin kisspeptinin uyarici etkisinde daha biiyiik bir role
sahip oldugunu, hipofizdeki etkisinin ise belki de kiigiikk bir role sahip oldugunu ileri
stirmektedirler. Kegilerde yaptiklar: ¢alismada kisspeptinlerin i.v. yolla uygulanmasiyla direkt
olarak hipofizyal portal dolasim igine GnRH hormonunun norosekresyonu ve buna eslik eden
periferal LH konsantrasyonlarmin artis1 gozlenmistir. Kisspeptinler tekrarlanan dozlarda
uygulandiginda veya hipotalamik alanda mevcut oldugu siirece GnRH noronlar1 Gzerinde

etkisini gostererek gonadotropinlerin salinimimi saglamaktadir (Tanaka ve digerleri, 2012).
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Sekil 14. Ovariektomize ve Kpl0 uygulanmis (500 pg/kegi) ti¢ disi kegiden 6 dk araliklarla toplanan

ornekler sonucu hipofizyal portal dolasimdaki GnRH profilleri ve periferal dolasimdaki LH profilleri (Tanaka ve
digerleri, 2012).
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Kisspeptin 10 peptidinin yavas ve siirekli inflizyonu mevsimsel andstristeki disi
koyunlarda gonadotropin salmimimi uyarmaktadir ve ovulasyon baslatmaktadir. Deneysel
caligmaya gore 20 pg bolus enjeksiyonu ve 20 pg/saat KplO inflizyonunda, 10 pg bolus
enjeksiyonu ve 10 pg/saat Kpl10 infuzyonuna gére doza bagl olarak daha fazla GnRH salinimi
cevabi olustugu ve inflizyon ile ¢ok az daha fazla LH salinimi meydana geldigi belirtilmektedir.
Bolus Kp10 enjeksiyonu (hem 20 hem de 10 pg) ile hipofizyal portal dolagimda keskin bir
GnRH pulsu basladigi ve periferal dolasimda géze carpan LH pulslar1 goriilmiistiir. Buna
karsilik Kp10 peptidinin hem 20 hem de 10 pg dozda 4 saat boyunca siirekli inflizyonu kalic1
artan bir GnRH salinimi baglatmistir. Caligmaya gore arastiricilar Kp10 peptidinin daha ¢ok
endojen GnRH pulslarinin kontroliinden sorumlu oldugunu ileri stirmektedir (Caraty ve

digerleri, 2013).

Mevsimsel andstristeki Abadeh ekotip disi kegilerine i.v. yolla 1 pg/kg KplO
uygulamasinin LH hormonu saliniminit uyarmadigi, kisspeptinlerin diisiik dozlarinin kegilerde

etkinliginin olmadig1 goériilmiistiir (Arjmand ve digerleri, 2014).

Mevsimsel andstriis donemi yaz mevsimi (Malpaux, 2006), Ureme mevsimine gegis
donemi ise yaz mevsimi sonlarina dogru baslayan (Rivera ve digerleri,2003; Farshad ve
digerleri, 2008) koyun ve kegiler ile ilgili Arjmand ve digerleri (2014) yaz mevsiminde
mevsimsel andstristeki Abadeh ekotip disi kegilerine teke katimi ile disi kegilerde luteal
aktivitenin ve 6strus davraniglarinin goriildiigiinii bildirmektedir. Calismaya gore erkek etkisi
ile feromonlarin amygdala kisspeptin néronlarmi etkiledigi ve bu noronlarin reprodiiktif aksi

aktive ettigi diistiniilmektedir.

Okamura ve digerleri (2013) Tablo 1, Arjmand ve digerleri (2014) Tablo 2 ile Decourt ve
Beltramo (2018) Tablo 3 diger arastiricilarn tiirlere, cinsiyete, reprodiiktif statiiye, peptid tipine
veya analoglarma, uygulama yollarma ve uygulama dozlarma gore kisspeptinlerin

kullanimlarini agikladigi literatiirleri asagidaki tablolarda belirtmektedirler.
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Tablo 1. Cesitli evcil hayvanlarda intravendz Kp-10 peptidi uygulamasinin LH hormonu uyarmminda etkili oldugu doz miktarlari.

Hayvan Turu Yas Cinsiyet Gonadal Statatli Kisspeptin Dozu Referans
ve Steroid
Inek Prepubertal Erkek/Disi Sagliklt 3.9 nmol/kg BW Ezzat ve digerleri (2009)
Yetiskin Disi OVX Whitlock ve digerleri (2008)
0.1 nmol/kg BW
Disi OVX+E2 Whitlock ve digerleri (2008)
0.1 nmol/kg BW
Koyun Yetiskin Disi Saglikl (Ureme M.)  15.6 ve 39 nmol/head Smith ve digerleri (2009,2011)
Disi Saglikli (Anostriis) 15.6 nmol/head Smith ve digerleri (2009)
Disi OVX+E2 (Andstrus) 6 nmol/head Caraty ve digerleri (2007)
Kegi Pre ve post pubertal Erkek Saglikli 3.9 nmol/kg BW Saito ve digerleri (2012)
o Erkek Kastre edilmis Okhura ve digerleri (2009b)
Yetiskin 390 nmol/head
Disi Saglikli (Luteal Faz) Hashizuma ve digerleri (2010)
0.77 nmol/kg BW
Domuz Prepubertal Disi Saglikli 780 nmol/head Lents ve digerleri (2008)
At Yetiskin Disi Saglikli (Luteal Faz) 390 nmol/head Magee ve digerleri (2009)

BW: Body Weight-Viicut Agirligi, E2: Ostradiol, OVX: Ovariektomize, Head: Hayvan Basma

48



Tablo 2. Memeli tiirlerine uygulanan farkli tiplerdeki ve dozlardaki kisspeptinlerin LH hormonu salinimi iizerine olan etkilerinin literattrlere gore

dagilimi
Tar Cinsiyet Reproduktif Statt Peptid Tipi  Uygulama Yolu* Uygulanan Doz Referans
Insan Erkek Yetiskin Kp54 v 4 pmol kg*/dk (90 dk boyunca) Dhillo ve digerleri (2005)
Insan Erkek Yetiskin Kp10 v 0.01-3.0 ug kg™ George ve digerleri (2011)
Insan Disi Menstriiasyon Kp54 SC 0.4 nmol kg™ Dhillo ve digerleri (2007)
. . . . 6.4 nmol kg™ (Giinde iki kere, iki . _
Insan Disi Hipotalamik Amenore Kp54 SC Jayasena ve digerleri (2009)
hafta boyunca)
Fare Erkek Yetiskin Kp10 ICV 1 fmol Gottsch ve digerleri (2004)
Mouse
Fare Erkek Yetiskin IP 100 pl of 10 uM Messager ve digerleri (2005)
Kp105-119
Rodent
Rat Disi/Erkek Yetiskin Ko10 ICV 1 nmol Navarro ve digerleri (2004)
p
Rat Erkek Yetiskin Kp10 ICV/Periferal 3 nmol Thompson ve digerleri (2004)
Rat Erkek Yetiskin Kp54 ICV 1, 10 ve 100 pmol Patterson ve digerleri (2006)
Rat Erkek Yetiskin Kp52 ICV 0.1 nmol Pheng ve digerleri (2009)
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Tablo 2. Devami

Rat Kp10
Rat Erkek Yetiskin Human ICV 1 nmol Pheng ve digerleri (2009)
Kp10
Rat Erkek Yetiskin Rat Kp52 v 10 nmol kg™ Pheng ve digerleri (2009)
Rat Erkek Yetiskin Kp10 \Y; 0.3 nmol kg™ Tovar ve digerleri (2006)
Metastin 100 nmol kg™ (erkek)
Rat Erkek/Disi Prepubertal SsC Matsui ve digerleri (2004)
(Kisspeptin) 6.7 nmol (disi)
Rat Disi Siklik/Gebe/Laktasyonda Kp10 ICV 0.1 pmol - 1 nmol Roa ve digerleri (2006)
. . Human . .
Maymun Erkek Agonadal juvenil v 10 pg Seminara ve digerleri (2006)
Kp45-54
Human ,
Maymun Erkek Yetiskin KDd5.54 v Her saat bas1 200-400 pg Ramaswamy ve digerleri (2007)
p -
Maymun Erkek Agonadal juvenil Kp10 ICV/IV 30 pg veya 100 ug Shahab ve digerleri (2005)
10 veya 100 pg
Domuz Erkek/Disi Prepubertal Murine Kp ICV/Peripheral Lents ve digerleri (2005)
1, 2.5, veya 5 mg
. . . . Arreguin-Arevalo ve digerleri
Koyun Disi Ovariektomize Ovin Kp v 3mg

(2007)
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Tablo 2. Devami

o Ostradiol uygulanmus Human . ' .
Koyun Disi ] ] ICV 4 saat boyunca dakikada 0.2 pg Messager ve digerleri (2005)
ovariektomize Kpl12-121
o Ostradiol uygulanmus Human , . .
Koyun Disi ] ) v 6 nmol Caraty ve digerleri (2007)
ovariektomize Kp10
o ) Murine , 30-48 saat boyunca her saatte ) _
Koyun Disi Anostrus Donemi v Caraty ve digerleri (2007)
Kpl10 12.4 nmol
o . o Murine . 8 saat boyunca her saate 0.48 ) _
Koyun Disi Ureme Mevsimi v Caraty ve digerleri (2007)
Kpl10 pmol
Koyun Disi Anostrus Dénemi Kp10 v Saatte 15.2 nmol Sébert ve digerleri (2010)
Keci Erkek Yetiskin Kp10 v 5 g kg Saito ve digerleri (2012)
Kegi Disi Luteal Faz Kp10 v 1,5ve 10 pg kg™ Hashizume ve digerleri (2010)
Welsh pony Disi Siklik Dénemde hKp10 v 10 mg Briant ve digerleri (2006)
Inek Disi Prepubertal Kp10 v 1mg Kadokawa ve digerleri (2008)
Inek Erkek/Disi Prepubertal Kp10 IV veya IM 5 ug kgt Ezzat ve digerleri (2009)
Inek Disi Siklik Dénemde Kp10 v 100 veya 200 pmol kg™ Whitlock ve digerleri (2008)

*ICV: Intracerebroventricular; SC:

Subcutaneous; 1V: Intravenous; IP: Intraperitoneal; IM: Intramuscular
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Tablo 3. Disi koyunlara Kisspeptin 10 (Kp10) ve Kp10 analoglar1 (FT080, Compound 17 ve C6) uygulandiktan sonra gonadotropin/steroid salinimi

ve ovulasyon uzerinde gozlenen etkilerin dzeti.

Gonadotropin/Steroid/Ovulasyon

Molekdil Koyunlarin Reprodiiktif Durumu Doz ve uygulama yolu . ) ) Referans
Uzerindeki Etkiler
20 pg/sa (24 saat boyunca) IV LH pulslarinda artig
Kp10 Prepubertal (28haftalik) Redmond ve digerleri (2011)
yolla Ovulasyon meydana geldi
Kp10 Nonsiklik 6 nmol, IV yolla Her enjeksiyon sonrast LH ve FSH artisi Caraty ve digerleri (2007)
. 15.2 nmol/sa (24 saat boyunca) ~ LH ve E2 artisi
Kp10 Nonsiklik . Sebert ve digerleri (2010)
IV yolla Ovulasyon meydana geldi
o ) 0.48 pmol/sa (8 saat boyunca) [V LH dalgasi ve Ovulasyon baslatildi ) )
Kpl10 Yetiskin (follikiiler faz) I Caraty ve digerleri (2007)
yolla
o o . Uygulanan biitiin dozlarda kisa siiren LH ) ) )
FT080 Yetiskin nonsiklik 0.5, 2.5 ve 5 nmol/kg, IV yolla Whithlock ve digerleri (2015)
artist
o o . LH ve FSH hormonlarinda sirastyla yaklasik ) )
Compound 17 Yetiskin nonsiklik 15 nmol, IV yolla Beltramo ve digerleri (2015)

9 ve 5 saat boyunca artig goriildii

Yaklasik 12 saat boyunca LH ve FSH artist

C6 Yetigkin (follikiiler faz) 15 nmol, IM yolla goralda Decourt ve digerleri (2016)
Ovulasyon meydana geldi
Yaklasik 12 saat boyunca LH ve FSH artig1

Cé Yetiskin nonsiklik 15 nmol, M yolla gortlda Decourt ve digerleri (2016)

Ovulasyon meydana geldi
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Verilen bu bilgiler 1s18inda, pubertas iizerine kisspeptin molekiilii etkisinin kiigiik
ruminant tiirlerinden ¢ogunlukla koyunlarda arastirildigi kegilerde ise daha kisitli ¢aligmalarin
yapildigi goriildii. Sunulan tez ¢alismasinda kegilerde, pubertas {izerine etkili oldugu diisiiniilen
kisspeptin molekiilu izoformu human Kp-10 peptidinin etkisini degerlendirmek amaglandi.
Ayrica prepubertal oglaklara kisspeptin uygulamasi ile daha erken pubertasa ulagtirilmasi ve
daha erken yasta seksiliel olgunluk sonucu ciftlestirme saglayarak pubertas ve damizlik
kullanma araliginin azaltilmast hedeflenerek uygulama sonrasi gebelik, dogum ve fertilite

iizerinde uygulamanin etkinliginin arastirilmasi da amaclarimiz arasindadir.

53



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hayvan Materyali

Bu ¢alisma Subat 2021 — Haziran 2022 tarihleri arasinda Aydin ili ve Nazilli ilgesindeki
ozel yetistiricilere ait kiiciikbas hayvan isletmelerinde gerceklestirildi. Isletmedeki tiim
hayvanlar ayn1 ¢evre sartlarinda ve kapali agilda barindirildi. Calismanin hayvan materyalini
yaklagik 5 aylik, dogum zamani 1 Subat — 15 Mart 2021 tarihleri araliginda olan ve ortalama
26-27 kg viicut araligina sahip, saglikli, siitten kesilmis enerji bakimindan zengin kaliteli ot ve
konsantre yemlerle beslenen, su ihtiyaglar1 ad libitum olarak karsilanan prepubertal 30 adet disi

oglak olusturdu.

Prepubertal disi oglaklar (Grup A- n=10, Grup B- n=10, Grup C- n=10) rastgele (¢ gruba
ayrildi. Grup A farkli zamanlarda intravendz yolla tekrarlanan iki doz human kisspeptin 10
uygulanan arastirma grubu hayvanlarmi; Grup B intraventz yolla tek doz human kisspeptin 10
uygulanan arastirma grubu hayvanlarini; Grup C ise plasebo amagh intravendz yolla serum

fizyolojik tuzlu su uygulanan kontrol grubu hayvanlarini olusturmaktadir.

Calisma materyalini olusturan disi oglaklar, kecilerde goriilen hiyerarsi nedeniyle ortaya
cikabilecek beslenme yetersizligi ihtimaline karsilik diger hayvanlardan (ana¢ keg¢i, ¢epig,
erkec, teke) farkli bir agilda barindirildi ve tek bir agilda takibe alind1.

Calismadaki uygulamalar baglatilmadan 6nce 5 ayliga kadar tiim prepubertal disi
oglaklarin gelisimleri ve beslenmeleri takip edildi. Calisma baslangicindan itibaren viicut
agirliklar1 ve viicut sicakliklar1 kayit altina alinip genel durumlar1 kontrol edildi. Calismanin
sonuna kadar sectigimiz hayvan materyallerinde herhangi bir saglik problemi ve 6liim
gerceklesmedi. Caligsma, ilk basta secilen prepubertal disi oglaklar iizerinde sorunsuz bir sekilde

yuratalda.
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3.1.2. Kullanilan Aletler ve Biyolojik Urtinler

Calismada intravendz yolla verilen peptidin doz hesaplamasinin yapilabilmesi ve
hayvanlarin gelisimlerinin takibi amaciyla her uygulama oncesi prepubertal disi oglaklarin
viicut agirhigr 6lgiildii. Hareketliligi fazla olan oglaklarda rahat ve dogru bir viicut agirhigi

Ol¢ctimii yapabilmek i¢in kafes tarzi elektronik baskiil kullanildi (Resim 1A).

Kan alimi i¢in 9 mI’lik K2E (K2 EDTA) (Resim 1B), kan alma holderi (Resim 1C), kan
alma ignesi (21G yesil) (Resim 1D) ve intravendz yolla enjeksiyon amaciyla 2 ml’lik yesil uzun

uclu tek kullanimlik enjektorler kullanildi (Resim 1E).

Alman kan o6rneklerinden serum c¢ikarma islemi Nive NF 800R sogutmali santrifiij
aracilifiyla yapildi. Elde edilen kan serumu numunelerinin -18°C’de muhafazasi i¢in 2ml’lik

mikrotiipler kullanildi (Resim 1F).

Toplanan kan serumlarindaki progesteron hormonu o6lcimi icin BT LAB Goat
Progesterone ELISA Kit (Cat.No: EA0005G0) ile Elisa testi yapildi (Resim 4).

Ultrasonografik gebelik muayenesi i¢cin SIUI CTS-800 ultrason cihazindan faydalanildi
(Resim 1G).

Son olarak ¢aligmanin baslangicindan itibaren esansiyel olarak kullanilan prepubertal disi
kecilerde pubertas ve fertilite lizerine etkinligini arastirdigimiz bir kisspeptin molekiilii olan 2
miligram Kisspeptin — 10 human (Kp 10; human bir kisspeptin izoformu) [Kisspeptin-10 (Cat.
No. 2570. Tocris Biosience, U.S.A.)] iirtiniinden ve plasebo amagli fizyolojik tuzlu sudan (1 ml
%0,9 NaCl, i.v.) yararlanildi (Resim 3).
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Resim 1. Arastirmada kullanilan aletler.
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3.2. Yontem

3.2.1. Calisma Dizaym

Calisma tiim prepubertal oglaklarda mevsimsel andstriisten lireme mevsimine gecis
doneminde Eyliil ayinin ikinci haftas1 baglatilmistir. Uygulamanin baslatilmasindan bir giin

once tiim hayvanlarm viicut agirliklar: 6lgulerek ve genel sistemik kontroller yapilmistir.

I. Uygulama: Grup A ve Grup B’deki 5 aylik disi oglaklarda Kisspeptinlerin pubertas
tizerindeki etkinligini incelemek amaciyla her iki gruba da intraventz yolla 2ug/kg dozda
(Tablo 4) birinci doz human kisspeptin 10 uygulanmistir (Resim 2). Grup C’deki 5 aylik kontrol
disi oglaklarma ise Grup A ve Grup B’den farkli olarak kisspeptin enjeksiyonu yerine plasebo

amagli intravendz yolla 1 ml serum fizyolojik tuzlu su (Tablo 4) uygulanmustir.

Kan alimiglemi § ) f Kisspeptin uygulamasi

Resim 2. Calisma gruplarinda gergeklestirilen uygulamalar.
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Tablo 4. Calisma gruplarma intraventz yolla yapilan uygulamalar

Calisma Grubu

OrtalamaViicut Agirh@ (kg)

I.V. Yolla 1. Doz Uygulamalar (5 ayhk)

I.V. Yolla 2. Doz Uygulamalar (7 ayhk)

Al 27,5 40 pg+300 pl Kp — 10 human 40 pg+425 pl Kp — 10 human

A2 27,9 40 pg+350 pl Kp — 10 human 40 pg+400 pl Kp — 10 human

A3 26,5 40 pg+200 pl Kp — 10 human 40 pg+400 pl Kp — 10 human

Ad 26,1 40 pug+200 pl Kp — 10 human 40 pg+350 pl Kp — 10 human

A5 25 40 pg+175 pl Kp — 10 human 40 pg+300 pl Kp — 10 human
Grup-A A6 31,7 40 pg+450 pl Kp — 10 human 40 pg+650 pl Kp — 10 human

A7 36,5 40 pug+800 pl Kp — 10 human 40 pg+800 pl Kp — 10 human

A8 20,3 40 pg Kp — 10 human 40 pg Kp — 10 human

A9 22,3 40 pg+50 pl Kp — 10 human 40 pg+200 pl Kp — 10 human

Al10 33,8 40 pug+600 pl Kp — 10 human 40 pg+750 pl Kp — 10 human

Bl 21,1 40 pg Kp — 10 human Fizyolojik tuzlu su 1ml

B2 21 40 pg Kp — 10 human Fizyolojik tuzlu su 1ml

B3 31 40 pg+400 pl Kp — 10 human Fizyolojik tuzlu su 1ml

B4 33,4 40 pg+550 pl Kp — 10 human Fizyolojik tuzlu su 1ml

B5 23,1 40 pug Kp — 10 human Fizyolojik tuzlu su 1ml
Grup-B B6 22,2 40 pg Kp — 10 human Fizyolojik tuzlu su 1ml

B7 32,7 40 pg+500 pl Kp — 10 human Fizyolojik tuzlu su 1ml

B8 31 40 pg+500 pl Kp — 10 human Fizyolojik tuzlu su 1ml

B9 31,8 40 pug+500 pl Kp — 10 human Fizyolojik tuzlu su 1ml

B10 27,3 40 pug+250 pl Kp — 10 human Fizyolojik tuzlu su 1ml

C1 37,5 Fizyolojik tuzlu su 1ml Fizyolojik tuzlu su 1ml

C2 36,25 Fizyolojik tuzlu su 1ml Fizyolojik tuzlu su 1ml

C3 35,3 Fizyolojik tuzlu su 1ml Fizyolojik tuzlu su 1ml

C4 37,2 Fizyolojik tuzlu su 1ml Fizyolojik tuzlu su 1ml
Grup-C C5 25 Fizyolojik tuzlu su 1ml Fizyolojik tuzlu su 1ml

C6 29,6 Fizyolojik tuzlu su 1ml Fizyolojik tuzlu su 1ml

C7 23,7 Fizyolojik tuzlu su 1ml Fizyolojik tuzlu su 1ml

C8 20 Fizyolojik tuzlu su 1ml Fizyolojik tuzlu su 1ml

C9 20,8 Fizyolojik tuzlu su 1ml Fizyolojik tuzlu su 1ml

C10 34,6 Fizyolojik tuzlu su 1ml Fizyolojik tuzlu su 1ml
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I1. Uygulama: ilk uygulamalardan on bes giin sonra hayvanlar 5,5 aylik olduklarmnda
human kisspeptin 10 peptidinin olas1 bir ovulasyon meydana getirip getirmedigini ve pubertal
slirece gecisi saglayip saglamadigini gruplar arasinda karsilastirmak amaciyla kan serumunda
progesteron hormonu analizi igin U¢ gruptan da yalnizca kan alimi yapilmistir (Resim 2). Edtali
(K2) tiiplerde hayvan basina yaklasik 4-5 ml toplanan kan drneklerine (Resim 2) laboratuvar
kosullarinda 3000 devirde 8-9 dk. sogutmali santrifiij uygulanmistir. Elde edilen kan serumlar1
mikrotiiplere 2’ser ml alinarak progesteron diizeylerinin belirlenmesi amaciyla -18° C’de

saklanmustir.

I11. Uygulama: ikinci uygulamadan on bes giin sonra hayvanlar 6 aylik olduklarmnda

ikinci uygulamadaki islem tekrarlanmastir.

IV. Uygulama: Uglincti uygulamadan on bes giin sonra hayvanlar 6,5 aylik olduklarinda

dcuncu uygulamadaki islem tekrarlanmastir.

V. Uygulama: Calismanin son uygulamasinda 7 aylik disi hayvanlarda hem 6strislerin
belirlenmesi hem de feromon/erkek etkisinin fertilite tizerindeki etkinliginin incelenmesi
amaciyla 30 disi hayvana ikinci doz uygulamalarindan sekiz saat dnce tecriibeli teke katimi
yapilmistir. Teke katimi yapildiktan 8 saat sonra erkek etkisi ile beraber kisspeptinlerin fertilite
Uzerindeki tekrarlanan doz etkisini de incelemek amaciyla Grup A hayvanlarina intraventz
yolla 2ug/kg ikinci doz human kisspeptin 10 tekrarlanmustir. Kisspeptinlerin fertilite Gzerindeki
tek doz ve tekrarlanan doz etkisinin arastirilmasi1 yoniinden Grup A hayvanlari ile karsilastirmak
amaciyla Grup B hayvanlarina ikinci doz human kisspeptin 10 uygulamasi yerine plasebo
amacl intravendz yolla 1 ml serum fizyolojik tuzlu su uygulanmistir. Kontrol grubuna tekrar

ikinci doz olarak plasebo amacli 1 ml serum fizyolojik tuzlu su uygulanmstir (Tablo 4).

Calismada hayvan materyallerine farkli yaslarda ve zaman araliklarinda uygulanan
enjeksiyonlar, hormon olgimleri icin farkli yaslarda toplanan kan ornekleri, yapilan

muayeneler ve tiim uygulamalarin amaglar1 sematize edilmistir (Sekil 15).
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5 Aylik
I. Uygulamalar

Grup C birinci doz
Grup A birinci doz hKp10 intraventz %0,9
intraven6z 2ug/kg NaCl

Grup B birinci doz hKp10
intravendz 2ug/kg

Birincil olarak kisspeptinlerin pubertas tizerine etkinligi incelenmek istendi
Kigsspeptin uygulanan bu iki grubun hem aralarinda hem de kontrol grubu ile karsilastiriimalari amaglandi

1., 11l ve IV.
Uygulamalar

ilk kisspeptin enjeksiyonlarindan sonraki her 15 giinde bir hayvanlardan kan érneklerinin toplamasi

5,5 aylik birinci kan 6rnekleri Herhangi bir intraven6z enjeksiyon yapilmadi

6 aylik ikinci kan 6rnekleri P4 hormon diizeyleri, ovulasyon ve pubertas

6,5 aylik tictincu kan 6rnekleri Arastirilmasi amaglandi

Son kan oérneklerinin toplanmasindan
15 giin sonra 7 Aylikta V. Uygulamalar

Teke katimindan 8 saat sonra
Grup A tekrarlanan ikinci doz
- saatsonra Grup C

hKp10 ;
intravendz 2ug/kg Teke katimindan 8 saat sonra Grup B Intraven6z %0,9 NaCl
intravendz %0,9 NaCl

-Birincil olarak kisspeptin ve erkek etkisinin fertilite tizerine etkinligi incelenmek istendi

-Ostriislerin belirlenmesi ve feromon etkisi

-Tekrarlanan Kp dozlarinin fertilite Gzerindeki etkinliginin incelenmesi

-Tek doz Kp etkisi Grup B, tekrarlanan doz Kp etkisi Grup A ve kontrol Grup C'nin fertilite agisindan karsilastirilmasi amaglandi.

Teke katimindan 8

Hayvanlar 10 aylik olduklarinda
ultrasonografik gebelik muayenesi

Sekil 15. Calisma boyunca yapilan uygulamalar, muayeneler ve galigmanin amaglari.

60



3.2.2. Kisspeptin Sulandirma Islemi ve Doz Ayarlamasi

Kisa zincirli bir sekans olan Human kisspeptin 10 peptidinin [Kisspeptin-10 (Cat. No.
2570. Tocris Biosience, U.S.A.)] 1 mg’1 1ml apirojen su ile sulandirilarak hazirlanmistir.
Calismamizdaki hayvan materyallerine uygulamak icin toplamda 2 mg human kisspeptin 10
cozeltisi kullanilmistir. Hazirlanan 2 mg hKp10 sulandirmasina vorteks uygulandiktan sonra
mikrotiiplere tek uygulamalik olarak eklenmistir. Tm uygulamalar buz tizerinde soguk zincir

kosullarinda gergeklestirilmistir (Resim 3).

Resim 3. Caligmada kullanilan biyolojik {irtin Tocris bioscience human kisspeptin 10 ve sulandirma islemi.
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Iki miligram human Kisspeptin 10 iiriiniiniin sulandirma isleminde kolaylik saglamak
amaciyla her bir oglagim 20 kg oldugu varsayilarak her bir hayvana 40 mikrogram olacak
sekilde mikrotiplere eklenmistir. Yani 20 kg bir hayvan icin her 1 (bir) mililitrelik mikrotlpte
40 mikrogram Kp-10 molekiilii i¢eren sulandirma hazirlanmistir. Sulandirmanm eklendigi
mikrotlplere Kp-1, Kp-2, Kp-3’den baslayarak Kp-50’ye kadar olacak sekilde sirayla
numaralandirma yapilarak dagilim gergeklestirilmistir. BOylelikle elimizdeki 2 mg human
kisspeptin 10 peptidi 1 ml’lik 50 adet mikrotiiplin her birine 40 mikrogram olacak sekilde
dagitilarak 2000 pg molekil kullanilmistir. Hayvanlara viicut agirliklarina gére doz ayarlamasi
yapilirken 6zel bir hesaplama kullanilmistir. 20 kg Uzerinde olan hayvanlara mikrolitre
diizeyinde sulandirma ilaveleri yapilarak uygun laboratuvar kosullarinda hazirlanan dozlar
hayvanlarin kulak kiipe numaralarmin da yazilarak belirtildigi 2 mililitrelik enjektorlere
¢ekilerek hazirlanmistir ve soguk zincir altinda tasman enjektorlerdeki human kisspeptin 10
soliisyonlar1 sahadaki galismanin birinci uygulamasinda kullanilmistir. Ayn1 doz ayarlamasi
calismanin besinci uygulamasindan birka¢ saat énce A grubu hayvanlarina uygulamak igin

tekrarlanmustir (Tablo 6).

Tablo 5. Viicut agirligina gére uygulanan kisspeptin doz hesaplamasi

20 kg bir hayvan icin her bir mililitrelik mikrotipte 40 mikrogram Kp-10 molekili iceren

sulandirma hazirlandi.

Ornek 1: 26 kg bir hayvan igin; 26-20 = 6 kg icin (6 kg x 1000 ul):20 kg =300 pl ilave

Sonug: 40 pg + 300 ul hayvana uygulanan doz miktar1

Ornek 2: 31 kg bir hayvan igin; 31-20= 11 kg i¢in (11 x 1000 pl):20 = 550 pl ilave

Sonug: 40 pg + 550 pl hayvana uygulanan doz miktari

3.2.3. Kan Serum Numunelerinde Progesteron Hormonu Olgiimii

Calisma boyunca prepubertal oglaklarin pubertasa ulasip ulagmadiklarini tespit etmek
icin ilk Ostrus ve ovulasyon sonrasi olusan corpus luteum tarafindan saliman progesteron

hormonunu tayin edebilmek amaciyla kan serumunda progesteron hormonu analizi yapilmistur.
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Kan serumunda progesteron hormonu duzeylerini belirlemek icin BT LAB Goat
Progesterone ELISA Kit (Cat.No: EA0005Go; sensitivite: 64 ng/ml; deteksiyon alani: 0.2-60
ng/ml; serum ve plazma 6rneklerinde kullanim1 uygun olan 6zelliklerde) doksan alt1 6rneklik
keci progesteron Elisa test kiti kullanild1 (Resim 4). Hayvanlar 5.5, 6, 6,5 aylik olduklarinda
vena jugularisten kan drnekleri toplandi. Toplanmis olan ve -18°C” de saklanan 5.5, 6 ve 6.5
aylik hayvanlardan aldigimiz kan serumu Orneklerinin progesteron diizeylerini belirlemek
amaciyla kegi spesifik progesteron ELISA test kiti kullanildi ve sonuglar elde edildi. Kegilerde
pubertasa ulasmada canli agirligm, irkin, mevsimin ve yasin etkili olmasi nedeniyle ve optimal
sartlarda bile 5-12 aylik yaslarda pubertasa ulasmalari nedeniyle 5.5, 6 ve 6.5 aylikta
progesteron hormon diizeyleri dlgiilmiistiir ve 5 aylikken uygulanan kisspeptinlerin pubertas

iizerine herhangi bir etkinliginin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir.

Sonug olarak 5.5, 6 ve 6.5 aylik A, B ve C gruplarindaki 30 hayvana kegi progesteron
Elisa test kiti uygulandi. 30 hayvandan elde edilen toplam 90 kan 6rneginde serum progesteron
duzeyleri Aydin Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarinda 6lgiildi (Tablo 7, 8, 9).

3.2.3.1. Elisa Testinin Yapihst

Elisa test kiti reaktifleri kullanimdan 6nce oda sicakhiginda birakilmistir ve test oda
sicakliginda gerceklestirilmistir. Olgiimleri yapilacak olan kan serum ornekleri de 10-20 dk oda
sicakhiginda bekletildikten sonra 2000-3000 devirde santrifiij edilerek serum 6rneklerinin
sedimentsiz kisimlar1 kullanilmistir. Serum 6rnekleri 37°C’de 60 dk inkiibasyona birakildiktan
sonra plakalarda aspirasyon ve bes kere buffer soliisyonu ile yikama islemi uygulanmistir. Bos
plakalar haricinde tumtne avidin-HRP eklendikten sonra 37°C’de 60 dk inklibasyona birakma
islemi tekrarlanmistir. Sonrasinda tekrar aspirasyon ve bes kere buffer soliisyonu ile yikama
islemi uygulanmistir. Substrat soltisyonu ilave edildikten sonra koruyucu streg ile kaplanan
plakalar karanlik ortamda 37°C’de 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Daha sonrasinda her bir
plakaya stop solisyonu ilave edilmistir. Plakalarda mavi rengin hemen sar1 renge
dontismesinden sonra optik dansiteyi (OD degeri) saptamak amaciyla mikroplak okuyucu ile

sonuglar hesaplanarak serum progesteron hormon duizeyleri belirlenmistir (Resim 4).
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Resim 4. Serum progesteron hormon 6l¢limu icin kegi progesteron Elisa test kiti uygulamasi (96°1ik test kiti).

64



3.2.4. Ultrasonografik Gebelik Muayenesi

Calismada kullanilan hayvanlar 7 aylik olduklarinda intravendz enjeksiyonlarin
uygulanmasindan 8 saat 6nce hem 0strislerin belirlenmesi hem de erkek etkisini incelemek i¢in
disi hayvanlara tecriibeli teke katim1 yapilmist1. Yedi aylikken teke katimi yapildiktan sonra da
caligmadaki disi hayvanlar teke ile aynm1 agilda tutuldu. Bundan 3 ay sonra ¢alismadaki disi
hayvanlar 10 aylik olduklarinda olas1 gebeliklerin tanis1 igin Real-Time B-mode ultrasonografi
yardimiyla transrektal yolla hayvanlarin gebelikleri, yavrularin kalp atimlar1 ve plesantomlar1
incelendi (Resim 5). Ultrasonografik gebelik muayenesi sonucunda gebelik durumu pozitif (+)

ve negatif (-) olan disi hayvanlar kayit altina alind1.
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Resim 5. Transrektal yolla real-time B-mode ultrasonografik gebelik muayenesi ve plesantomlarin gériintiileri.
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3.2.5. istatistiksel Analizler

3.2.5.1. Progesteron Hormonunun Farkh Zamanlarda Gruplar Arasi1 ve Grup

Icerisindeki Istatistiksel Analizi

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla SPSS-22 (Statistical Packag for
Social Sciences) programi kullanildi (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Shapiro Wilk testi ile
verilerin normal dagilima uygunlugu degerlendirildi. Normal dagilim gdsteren gruplar arasi
istatistiksel fark One Way ANOVA ile, normal dagilim gostermeyen gruplar arasi istatistiksel
fark ise Kruskall Wallis varyans analizi ile yapildi. Farklarin 6nem kontrolii post hoc Duncan
testi ile, farkin hangi grup veya gruplardan kaynaklandigini belirlemek i¢in Bonferroni
dizeltmeli Mann-Whitney U testi yapildi (Conover, 1999). Yapilan istatistiksel analizlerden
elde edilen sonuglardan p<0,05 olan degerler 6nemli kabul edildi. Tim veriler ortalama (X) £
standart hata (SH) olarak verildi.

3.2.5.2. Gebe Hayvan Sayisinin Gruplar Arasi Istatistiksel Analizi

Gebe hayvan sayilarinin istatistiksel degerlendirilmesi amaciyla “MINITAB 17 paket
istatistik programu kullanilmustir. Istatistiksel degerlendirmede veriler sayisal degerler
oldugundan kikare (y%*) onemlilik testi kullanilmistir. P degeri 0.05ten kiigiik ise istatistiksel

olarak “Anlamli bir fark var” kabul edilmis ve degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Serum Progesteron Duzeyleri

Aragtirmada 5.5, 6, 6.5 aylik yaslardaki disi oglaklardan toplanan kan serum 6rneklerinde
Olcllen progesteron hormon diizeylerinin tim gruplarda >1ng /ml oldugu goriilmiistiir (Tablo
7,8,9).

Tablo 7, 8 ve 9°da gosterilen hayvanlara ait serum progesteron hormonu seviyesi 6l¢tim
sonuglar1 i¢inde; maksimum ve minimum degerler uzaklastirildiktan sonra hayvanlarda yapilan
progesteron Ol¢iimiiniin gruplar arasinda istatistiki agidan dnemli bir P degeri ortaya koymadig:
gozlenmistir (P>0.05; Tablo 6). Gruplar arasinda ii¢ farkli zamanda analiz edilen kan
progesteron diizeyleri ortalamalar1 (X+£SH) arasinda istatiksel agidan Onemli fark
bulunmamustir. Fakat ¢alisma grubu olan A ve B grubunda progesteron hormon diizeylerinde

artis ve devamlilik gézlenirken kontrol grubunda son 6lgiimde diisiis belirlenmistir (Sekil 16).

Diger yandan tablo 7, 8 ve 9’da hayvanlara ait serum progesteron hormon seviyelerine
bakildiginda tum gruplardaki hayvanlarda >Ing /ml Uzerindeki diizeyler pubertasa ulasmis

olabileceklerini gdstermektedir.

Grup A Grup B
2,5
2,5
2,0 20 1 0\‘/’
15 s 15 -
1,0 —4—GrupA | 1,0 —4—Grup B
0,5 0,5 -
0,0 | | | 00
5,5ay 6ay 6,5 ay 5,5 ay 6ay 6,5ay

Sekil 16. Kisspeptin uygulanan A ve B gruplari ile fizyolojik tuzlu su verilen kontrol C grubundaki 5.5, 6, 6.5

aylik disi oglaklarin ortalama serum P4 diizeyleri (ng/ml).
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Grup C

2,5
2,0 e
1,5 —

1,0 —4—Grup C
0,5
0,0

5,5ay 6 ay 6,5 ay

Sekil 16. Devami

Tablo 6. Progesteron hormon diizeylerinin gruplar arasi istatistiki degerlendirmesi

Zaman
Gruplar 55 ay 6 ay 6,5 ay P
A 1,641+0,147 |1,837+0,325 |1,823+0,203%" 0,587
B 1,958 + 0,298 1,974 £ 0,236 2,066 + 0,065 ? 0,573
C 1,597 + 0,199 1,828 + 0,156 1,533 +0,140° 0,320
P degeri 0,643 0,898 0,053

&b Farkli harfler ayni siitunda istatistiksel anlaml farklilig1 gostermektedir.

Grup B ile Grup C arasindaki anlaml fark p=0,05
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Tablo 7. 5.5 aylik hayvanlarin serum progesteron hormonu 6lglim sonuglari

Calisma Grubu Serum Progesteron Duzeyleri (ng\ml)
Al 1,1
A2 1,4
A3 1,3
A4 1,9
A5 1,3
Grup-A A6 1,7
A7 1,8
A8 1,0
A9 1,2
Al0 2,7
Bl 2,5
B2 1,8
B3 1,2
B4 1,4
B5 0,8
Grup-B B6 1,5
B7 3,0
B8 3,8
B9 0,9
B10 1,0
C1 1,3
Cc2 1,4
C3 2,5
C4 2,2
C5 1,8
Grup-C C6 0,9
Cc7 1,2
C8 1,4
C9 3,2

C10 13




Tablo 8. 6 aylik hayvanlarin serum progesteron hormonu 6lgiim sonuglari

Calisma Grubu Serum Progesteron Duzeyleri (ng\ml)
Al 0,9
A2 0,9
A3 1,0
A4 1,2
A5 1,1
Grup-A Ab 4.4
A7 2,1
A8 1,2
A9 1,9
Al0 2,2
Bl 2,9
B2 0,3
B3 0,5
B4 0,7
B5 14
Grup-B B6 0,9
B7 2,9
B8 2,6
B9 2,2
B10 1,7
C1 1,7
C2 2,4
C3 2,6
C4 1,2
C5 13
Grup-C C6 1,4
Cc7 2,2
C8 13
C9 19

C10 2,9




Tablo 9. 6.5 aylik hayvanlarin serum progesteron hormonu 6lgiim sonuglari

Calisma Grubu Serum Progesteron Duzeyleri (ng\ml)
Al 2,1
A2 1,1
A3 1,4
A4 1,5
A5 1,1
Grup-A A6 1,5
A7 2,2
A8 1,0
A9 3,3
Al0 1,8
Bl 1,8
B2 1,0
B3 2,0
B4 1,9
B5 2,4
Grup-B B6 1,8
B7 2,0
B8 1,9
B9 2,3
B10 1,9
C1 1,8
Cc2 1,3
C3 2,2
C4 1,2
C5 1,9
Grup-C C6 2,5
Cc7 1,2
C8 0,7
C9 1,7

C10 14




4.2. Gruplardaki Gebelik Oranlarn

Calisma gruplarindaki hayvanlar 10 aylik olduklarinda transrektal yolla real-time B-mode
ultrasonografi yontemiyle yapilan gebelik muayenelerinde A grubundaki 10 (on) hayvandan
besinde plasentomlarin goriintilenmesi ile gebeliklerinin pozitif (+) oldugu ve Grup A
hayvanlarinda gebelik oranmin %50 oldugu goriilmiistiir. Diger yandan B grubunda yapilan
gebelik muayeneleri sonucu 10 (on) hayvandan dglinde gebeliklerin pozitif oldugu ve Grup B
hayvanlarinda gebelik oranmin %30 oldugu goriilmistiir. Grup C hayvanlarinda ise 10 (on)
hayvandan birinde gebelik pozitif oldugu ve bu gruptaki gebelik oranmnin %10 oldugu
gbzlemlenmistir. Gruplar arasi1 gebelik oranit A>B>C olarak sonuglanmistir (Tablo 11).
Prepubertal disi oglaklarda kisspeptinlerin pubertas ve fertilite {izerine etkinliginin incelenmesi
amaglanan bu tez ¢aligmasinda gruplar arasi gebelik sayilar1 iizerine yapilan istatistiksel

incelemede ise istatistiksel agidan anlamli bir fark (P>0.05) bulunamamistir (Tablo 10).

Tablo 10. Gebe hayvan sayilarinin gruplar arasi istatistiki degerlendirmesi.

Gruplar Pozitif (+) Negatif (-) Total P
A 5 5 10
1,333 0,571
B 3 7 10
0,000 0,000
C 1 9 10
1,333 0,571
Total 9 21 30 P=0,149
Tum gruplar icin
istatistiksel 3 7 10
beklenen say1

Grup A, B ve C arasindaki anlaml fark (P>0.05).
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Tablo 11. 10 aylik hayvanlarin trans-rektal yolla ultrasonografik gebelik muayenesi tan1 sonuglari

Calisma Grubu Gebelik Durumu (+) / (-)

Al Negatif (-)

A2 Pozitif (+)

A3 Negatif (-)

Ad Pozitif (+)

A5 Negatif (-)

A6 Negatif (-)

Grup-A AT Pozitif (+)
A8 Pozitif (+)

A9 Negatif (-)

A10 Pozitif (+)

B1 Negatif (-)

B2 Negatif (-)

B3 Negatif (-)

B4 Pozitif (+)

B5 Negatif (-)

B6 Negatif (-)

Grup-B B7 Pozitif (+)
B8 Pozitif (+)

B9 Negatif (-)

B10 Negatif (-)

C1 Negatif (-)

C2 Pozitif (+)

C3 Negatif (-)

C4 Negatif (-)

C5 Negatif (-)

C6 Negatif (-)

Grup-C C7 Negatif (-)
C8 Negatif (-)

C9 Negatif (-)

C10 Negatif (-)




4.3. Dogumlar

Gebelik stresi ortalama 150 gunde tamamlanan kegilerde ultrasonografik gebelik
muayenesi pozitif ¢ikan hayvanlarin tamami normal gebelik siresi icinde dogumlari
gerceklestirdi ve yalnizca bir hayvanda giic dogum meydana geldi. Grup A’daki gebe
hayvanlarin hepsi de yavrulart saglikli olarak dogurmustur. Grup B’ deki gebe hayvanlardan
ikisi saglikli olarak yavru dogumlarmi gergeklesmistir fakat B7 numarali hayvanin ikiz
yavrularinin bakici dikkatsizligi nedeniyle giic doguma baglh 6liimleri ger¢eklesmistir. Kontrol

grubundaki gebe hayvanin yavrusu saglikli olarak dogmustur (Tablo 11).

4.4. Yavrularin Dogum Agirhg:

Yavrularin dogumu gergeklesir gerceklesmez viicut agirliklar1 o6lgiildi. Gruplar
incelendiginde dogan yavrularin viicut agirliklar1 arasinda degiskenlik goriilmiistiir. Celik ve
Olfaz (2018) kil kegilerinde; dogan yavrularin tekiz veya ikiz olmasma, erkek/disi
cinsiyetlerine bagli olarak yavrularn  dogum agirhiginin degiskenlik gdsterdigini
bildirmektedir. Dogum agirliklari; tekiz yavrularda 3.75%0.05, ikizlikte 3.19+0.04, erkek
oglaklarda 3.81+0.07, disi oglaklarda 3.46+0.06 kg ve kil kegisi oglaklarinda ortalama dogum
agirhiklar1 3.72+0.10 kg olarak belirtilmektedir (Celik ve Oflaz; 2018). Bu bilgilere gore bir
kisim yavrunun dogum agirliginin ortalamaya yakin oldugu, bazilariin ortalama altinda kaldig1
ve Ozellikle A10 ile B7 numarali hayvanlarin yavrularinin dogum agirliklarinin ortalamanin

¢ok altinda kaldig1 gérulmiistiir (Tablo 11).

4.5. Tekiz ve Ikiz Dogum

Gebe kecilerden yalnizca bir tanesi ikiz dogum yapt1 ve yavrularin gii¢ doguma bagh
oliimleri gergeklesti. Diger tiim hayvanlar tekli dogum gerceklestirdi ve yavru Olimi
gerceklesmedi. Genel durumlari takip edilen tekiz oglaklarm saglik durumlarinin iyi oldugu

goriildii. Dogan yavru sayilar1 kayit altina alind1 (Tablo 11).
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4.6. Yavrularin Cinsiyeti

Her iki cinsiyetten de yavru dogumu gergeklesti. Yavrularin yedisi disi U¢u ise erkek

cinsiyetinde dogmustur kayit altina almmustir (Tablo 11).

4.7. Yavrularin Dogum Arahklan

Calismanm son asamasi olan 5. uygulamada yapilan ilk tecriibeli teke katimi ve
sonrasinda erkek ile bir arada tutulan caliymaya dahil hayvanlar ciftlesme sonucu farkl
zamanlarda gebe kalmalar1 nedeniyle dogum zamanlarinda farkliliklar meydana gelmistir ve
kayit altina alinmistir. Yalnizca B4 numarali hayvanm 5. uygulamada yapilan teke katimmdan
once bakici dikkatsizligi nedeniyle dncesinde bolgesini terk ettigi ve teke alanina gectigi kagak
ciftlestigi tespit edilmistir. Dolayisiyla B4 numarali gebe keginin yavru dogumu ¢ok daha erken
olarak meydana gelmistir. Grup B’deki B4 numarali hayvanin ayr1 tutulduklar1 agildan kagtigi
gunlik olarak uyguladigimiz hayvan sayimi ve kontrolii esnasinda fark edilmistir. Calismaya

dahil edilen diger higbir hayvan 5. uygulamadan once teke ile temas etmemistir (Tablo 11).
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Tablo 12. Dogum Kayitlar

Gebe Dogan Yavru Cinsiyet Yavru Dogum Dogum Yavrularin Genel
Hayvan Sayisi Agirhg (Kg) Zamani Durumu
A2 1 Disi 2,49 26.04.2022 Saglikli
Ad 1 Disi 2,6 25.04.2022 Saglikli
A7 1 Erkek 3,3 08.05.2022 Saglikli
A8 1 Disi 3,2 08.05.2022 Saglikli
Al0 1 Disi 2,1 20.06.2022 Saglikli
B4~ 1 Erkek 4,5 26.03.2022 Saglikli
B71 2 (ikizlik) Disi/Disi 212 10.05.2022 Her iki oglak 6ldii
B8 1 Disi 3 28.06.2022 Saglikli
C2 1 Erkek 3,6 10.05.2022 Saglikli

* Grup B’ye ait B4 numarali hayvan, 7 aylikken uygulanacak teke katimindan 6nce ¢iftlesmistir.

 Hayvan bakicis1 dikkatsizligi nedeniyle giic doguma baglh 6liim gergeklesti.
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5. TARTISMA

Pubertas genellikle disilerin diizenli olarak ovulasyonlu ilk striis gostermeye basladigi

zaman olarak tanimlanmaktadir (Foster, 1994).

Pubertasm, hipotalamik adenohipofizyal gonadal akstaki fizyolojik aktivasyonla
karakterize ve reprodiktif yeterlilikle sonuglanan bir siire¢ oldugu bildirilmektedir. Diger bir
deyisle 6stradiol negatif feedback etkisinden ¢ikis ve yiiksek frekansli epizodik GnRH hormonu

salinimi ile pubertasa ulagilmaktadir (Amsteldan ve digerleri, 2011).

Pubertasa erisen hayvanlar ovulasyon yetenegi kazansa da hayvanlar seksiiel agidan

henliz olgunlasmamistir (Canoglu ve Saribay, 2012).

Valasi ve digerleri (2012) pubertasi, fizyolojik, morfolojik ve davranigsal agidan istenen
reprodiiktif yeterlige ulasincaya kadar gegen asamali bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. K¢k
ruminantlarda pubertas baslangicinin cinsiyetler arasinda farklilik gésterdigini belirtmektedir.
Bu farklihigin nedenini ise erken seksuel diferensiyasyonun steroid feedback sistemleri
tizerindeki kontrolii ve boylece GnRH salinimindaki etkisi olarak bildirmektedirler. Pubertasin
belirleyicisi olan genetik faktorler, endojen sinyaller, enerji dengesi ve cevresel faktorler gibi
dinamik etkilesimler pubertasin zamanlanmasindan sorumludur. Pubertas zamanlamasimin ilk
yavrulama yasiyla beraber sonraki reprodiiktif hayati ve kiiclik ruminantlarda verimliligi

etkiledigi de belirtilmektedir.

Yine Daniel ve digerleri (2015)’ne gore ruminantlarda pubertas, dstradiol tarafindan LH

hormonu lzerinde meydana getirilen negatif feedback baskisindaki bir diisiisle baslamaktadir.

Ciftlik hayvanlar1 yetistiriciliginde 6zellikle de ¢alismamiza dahil ettigimiz kegi tlr
glnimiz degisen iklim kosullarina uyum saglayan en Onemli tiirlerdendir. Kegi
yetistiriciliginde dol, siit ve et veriminin énem tasidigi, dol veriminin tiim diger verimlerin
temeli oldugu ve et verimini dogrudan etkiledigi bildirilmektedir. Hayvanlar eseysel olgunluga
ulagir ulasmaz hemen damizlikta kullanilmamaktadir. Damizlikta kullanma yasi daha ileri
yaslardir. Bu yiizden eseysel olgunluk yasi ile ilk defa damizlikta kullanma yasi farkli
kavramlardir. Damizlikta ilk kullanma yasi; hayvanlarin gelisimlerinde, verimlerinde ve
konstitlisyonlarinda onemli bir gerilemeye yol agmadan iireme i¢in kullanilabilecekleri en

erken yas olarak tanimlanmaktadir. Geng¢ hayvanlarin irklarma gore ortalama ergin canli
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agirligin %70-75ine ulastiklar1 yasta damizlikta kullanilmalar1 uygun gortlmektedir. Kultdr
rklarinda ise bu oran %60 civarina kadar diisebilmektedir. Damizlikta ilk kullanma yas1
isletmenin verimliligini etkilemektedir. Bu donem damizliga ayrilan geng hayvanlarm biiyiime
ve gelisme yoniinden en verimsiz ve masrafli oldugu donem olmasi nedeniyle bu dénem ne
kadar kisa siirerse isletmenin hem gereksiz masraftan kurtulacagi hem de hayvanlardan elde

edilecek verimlerle karliligin artacagina dikkat ¢ekilmektedir (Demir ve digerleri, 2018).

Bir grup arastiric1 Sakiz kuzularinda ve Damaskus oglaklarinda yaptiklar1 ¢calismada her
iki tir icin de fotoperiyodun (giin 15181), koyun ve kegi tirlerinin yani sira birgok memeli
tirlerinde mevsimsel reprodiksiyonun kontroliinde primer faktér oldugunu belirtmektedir.
Kuzulama ve oglaklama zamanina bagh olarak dogan kuzu ve oglaklar dogum mevsimlerine
gore farkl fotoperiyodik uyarimlara maruz kalmaktadir ve bu yizden dogum mevsimine gore
pubertas yaslar1 degiskenlik gostermektedir (Papachristoforou ve digerleri, 2000). Kegilerde
uygun yas ve canli agirliga ulasildiktan sonra mevsimin Ozellikle de bu tiir hayvanlarda
fotoperiyodun etkisi ile pubertasa ulasiimaktadir. Ulkemizin de i¢inde bulundugu kuzey yarim
kiirede sonbaharda giin 1518min kisaldig1 donemde kegilerde iireme yani ¢iftlesme mevsimi
baslamaktadir (Canoglu ve Saribay, 2012). Ayni sekilde Demir ve digerleri (2018) hem disi
hem de erkek oglaklarin pubertas yaslarma ulasmalarinda mevsimsel etkinin 6nemli bir faktor
oldugunu ve 6strus siklusu aktivitesinin baslangicinin genellikle giin uzunlugunun azalmaya
basladig1 mevsimde uyarildigini, giin 151¢1inmn uzamaya basladig1 donemlerde ise sonlandigini
belirtmektedir. Yine Delgadillo ve digerleri (2007)’ne gére mevsimsel polidstrik tdrler olan
koyun ve kecilerin pubertas zamani oglak ve kuzularin dogum zamani ile alakalidir fakat
dogum zaman etkisi her iki cinsiyet i¢in ayn1 degildir. Dogum zamaninin pubertas lizerindeki
etkisi disi hayvanlarda erkeklere gore daha fazladir. Tez calismamizda fotoperiyot ve mevsim
etkisinin gruplarda ve bireysel bazda farklilik olusturmamasi i¢in ayni giin, ayn1 mevsimde
uygulamalara baslanmistir.

Disi kegilerde ilk Ostrusun meydana gelmesi ile ulasilan pubertas yasi, hayvanlarin
genetik yapisina, oglaklama zamanmma ve siliri yonetimine bagli olarak Yyiiksek oranda
degiskenlik gostermektedir. Bu degiskenlik 119 glnlukten (Savana kahverengi kegisi, Gliney
Afrika orijinli, Gliney Yarim Kiire) 776 giinliige kadar (Jamnapari kegisi; Angola-Nubian
soyundan, Hindistan orijinli, Kuzey Yarim Kiire) olan yas araligina yayilmaktadir. Yine Gliney
yarim kiirede bulunan kuzeydogu Brezilya gibi yar1 kurak bolgelerdeki yerli keci irklarinin
pubertasa 363 gunlikte ulastig: bildirilmektedir (Freitas ve digerleri, 2004). Iliman bolgelerde

ureme mevsimi sonbahar ve kis mevsimlerini kapsamaktadir ve mevsimsellikle beraber kegi
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irk1 ve hayvanlarin bulunduklar1 bolge lokasyonu farkliligi da tireme doneminin baglamast,
ureme donemi uzunlugu agisindan 6nemli farkliliklar ortaya koymaktadir. Tropikal bolgelerde
ise kegi tlrlniin araliksiz iireme mevsimi siireci gegirdigi varsayilmaktadir (Fatet ve digerleri,
2011). Ulkemizin de iginde bulundugu kuzey yarim kiirede sonbaharda giin 1s1¢mnm kisaldig
donemde kegilerde iireme yani ¢iftlesme mevsimi baglamaktadir. Optimal ¢evre sartlarinda
koyun ve ke¢i tiirlerinde pubertas yasmm genel olarak 5-12 aylik siirece yayildig:
belirtilmektedir (Canoglu ve Saribay, 2012). Yine Jainudeen ve digerleri (2016) disi kegilerde
ilk ovulasyonla birlikte pubertasa 5-7 aylik yasta, disi koyunlarda ise 6-9 aylik yasta ulasildigimi
belirtmektedir. Ayn1 zamanda bu arastiricilar bazi1 koyun ve kegi irklarinin (Kivircik ve Merinos
koyunlar1 ile Ankara kegisi) ilk sekstiel mevsimde pubertasa ulasmada basarisiz oldugunu ve
pubertas yaslarinin 18-20 ayliga kadar ¢iktigimi bildirmektedir. Sonug olarak kuzey yarim
kirede bulunan lilkemizdeki keci wrklar1 giiney yarim kiirede bulunan wklara gore tam tersi
mevsimsel zamanlarda pubertasa ulasmaktadir. Diger taraftan ekvatoral bdlgeye yakin olan
irklar daha erken yasta pubertasa ulasabilmektedir ve hatta araliksiz Ureme mevsimi
yasamaktadir. Diinyadaki 1wklarla iilkemizdeki wklarin pubertasa ulasma yaslarini
karsilastirdigimizda hemen hemen benzer degisken araliklar gosterdigi gortlmektedir. Keci
turdndn pubertasa ulagsma yasinin bulunduklar1 yarim kiirenin mevsimsel dongiisiine,
bulunduklar1 bolge ve lokalizasyona, genetik yapilarina, irka ve hatta bireysellige bagl olarak
cok fazla degiskenlik gosterdigi yine literatiirler kapsaminda belirtilmektedir. Calismamizi
gerceklestirdigimiz yoresel kegi wrklarinin ortalama pubertasa ulagsma yas1 ise 9-12 aylik yas
olup ¢alismamiz kapsaminda Kisspeptin uygulanan A ve B gruplarindaki ile kontrol C
grubundaki 5.5. aylik hayvanlarin hemen hemen ¢ogunda >1ng /ml degerlerindeki serum P4
dizeyleri nedeniyle ovulasyon ve pubertasa ulagsmis olabilecekleri diisiiniilmektedir. Gruplar
arasinda kisspeptin uygulanan ve uygulanmayanlar arasinda istatistiksel agidan bir fark
olugsmadig1 goriilmistiir. Grup A ve B’de kisspeptin uygulamasinin pubertas iizerine etkinligi
bu yiizden tam olarak anlagilamamistir. Hem Kisspeptin uygulanan hem de kontrol grubunda
ovulasyonun meydana gelmis olabilecegini gosteren P4 degerleri nedeniyle tiim gruplardaki
hayvanlarin kendiliginden pubertasa ulagmis olabilecekleri de diisliniilmektedir. Ama 6 ve 6.5
aylikken elde edilen serum P4 diizeylerine de bakildiginda A ve B grubunda artig ve devamlilik
gozlenirken kontrol grubunda son 6lgtimde diistis gortilmesi Kisspeptinlerin uygulanmasiyla
luteal donem tizerinde kalict bir etkinligin olusturabilecegi ihtimalini ortaya koymaktadir.
Smith ve Clarke (2010) ¢alismalarinda son yillarin goézde peptidi olan kisspeptinlerin

koyunlarda pubertasa ulasmada ve mevsimsel reprodiiksiyonda olduk¢a etkin oldugunu
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belirtmektedir. Kumar ve digerleri (2014) kisspeptinlerin reprodiiktif fonksiyondaki roliiniin
yasamin erken donemlerinde basladigini, ARC kisspeptin ile GnRH noronlar1 arasindaki
noronal devrelerin dogumdan once islevsel oldugunu ve embriyodan beri basglayan bu
fonksiyon ile pubertasa gegiste de kisspeptinlerin bir kap1 gorevi gordiiglinii bildirmektedir. Bu
islevselligin varlig1 tizerine ve reprodiiksiyon iizerindeki etki mekanizmasi kiigiik ruminant
tiirlerinden genellikle koyunlarda ¢alisilmis olan kisspeptinlerin, fizyolojik mekanizma
acisindan benzer olan keci irklarinda yapilan c¢alismalarmin ¢ok kisithi diizeyde olmasi
nedeniyle tez calismamizda reprodiiktif statii olarak prepubertal oglaklarda kisspeptin

uygulanarak pubertasa gecis denenmistir.

Kecilerde ve koyunlarda hipofizyal portal dolasima giren GnRH pulsatil saliniminin
folikulogenezis, spermatogenezis ve steroidogenezis igin esansiyel olan gonadotropin
sekresyonu ile LH ve FSH pulslarin1 olusturmaktadir (Sarkar ve digerleri, 1976; Neill ve
digerleri, 1977; Moenter ve digerleri, 1991; 1992; Tanaka ve digerleri, 1997). Kisspeptinler de
hipotalama hipofizyal gonadal aksi yoOneten, hipotalamusta lokalize olan gonadotropin
salgilatict hormonunu indukleyen ve reproduktif néroendokrinolojide énemli etkinlik gosteren
peptidlerdir (Matsuda ve digerleri, 2019). Keci, koyun, inek gibi ruminantlarda ve primatlarda
kisspeptinlerin baglandigi kisspeptin noronlarinin anteriyor hipotalamusun preoptik alaninda
ve mediobazal hipotalamusun arkuat cekirdeginde olmak Uzere iki hipotalamik bdélgede
lokalizasyonlar1 bulunmaktadir (Estrada ve digerleri, 2006; Hassaneen ve digerleri, 2016).
Smith ve digerleri (2007) koyunlarda; Matsuyama ve digerleri (2011) erkek kegilerde, Okhura
ve digerleri (2009b) yine erkek kecilerde kisspeptin néron populasyonlarinin lokalize oldugunu
belirtmektedir. Kegilerde erkek katimi etkisinde, Ucincl Kisspeptin néron popilasyonunun
bulundugu amygdala (beynin emosyonel hislere bagli islemleriyle alakali primer bolgesi)
medial nukleusundan (MeA) giren uyarici sinyallerin ARC Kisspeptin néronlarma gegiste rol
oynadig1 da bildirilmektedir (Sakamoto ve digerleri, 2013; Beltramo ve digerleri, 2020).
Dolayisiyla kegi turiinde kisspeptin noron popiilasyonlarinin bulunmasi nedeniyle reprodiktif
statl acisindan prepubertal disi oglaklarda kisspeptin uygulamasinin pubertas ve fertilite
tizerinde etkinliginin olabilecegi diistiniilmiistiir. Ayrica teke katimidan sonra kisspeptinle
alakali degiskenlikleri anlamak i¢in 7 aylik yasta teke katimi yapilarak teke katimindan 8 saat

sonra A grubuna kisspeptin uygulanip B grubuna ise uygulanmamistur.

Sicanlarda ve koyunlardaki c¢alisilmis olan Kp13 ve Kpl6 izoformlar1 aslinda en etkili
kisa zincirli kisspeptin izoformlaridir (Caraty ve digerleri, 2012). Ama Beltramo ve digerleri
(2020)’ne gore Kp sistemi hakkinda elde edilen bilgilerin ¢ogu kisa form olan Kp10 izoformu
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uygulanarak kazanilmistir ve daha az derecede ise uzun form olan Kp54 izoformu
kullanilmustir. Kisspeptin 10 peptidinin kolay sentezlenen ve yiiksek etkili bir izoform oldugu
belirtilirken dezavantaj olarak ¢abuk indirgenerek atilmasi yani kisa Omiirli oldugu
bildirilmektedir (Beltramo ve digerleri, 2020). Gutierrez-Pascual ve digerleri (2009)’ne gore
kisspeptin 10 izoformunun sekansinda gozlenen kiiciikk degisimlerde islevsel farkliliklar
meydana getirmektedir. Leonardi ve digerleri (2019) seksiiel olgunluga erismis melez Hereford
divelerinde sigir kisspeptin C terminal bolgesindeki sekansiyla 6zdes yani sigir sekansla
homolog oldugunu belirttigi diger yandan Beltramo ve digerleri (2020)’nin 0Kp10 peptidine
yapisal olarak benzerlik gosterdigini belirttigi mKpl0 ile hKpl0 peptidlerinin etkilerini
karsilagtiran Leonardi ve digerleri (2019) sekanslarinda sadece son aminoasitleri farkli olan
hem hKpl0 hem de mKpl0 peptidlerinin yiiksek tek doz uygulamalar1 sonucunda hKpl0
peptidinin plazma LH konsantrasyonlarinda mKpl10 peptidine gdre daha belirgin bir etki
yarattigini bildirmektedirler. Diger yandan Caraty ve digerleri (2007) hem hKpl0 hem de
oKp10 peptidlerinin koyunlara enjeksiyonu sonrasi plazma LH ve FSH seviyelerinde bir artig
oldugunu puls siddetlerinde ve siirekliliginde de benzerlik meydana geldigini belirtmektedir
Hashizume ve digerleri (2010) ile Saito ve digerleri (2012) yaptiklar1 deneysel ¢alismalarda
kecilerde uygulanan hKpl0 peptidinin intravendz enjeksiyonu sonucunda koyunlardakine
benzer sonuclar elde etmistir. Beltramo ve digerleri (2020) bir baska ¢alismaya yaptiklar1 atifta
ise eKpl10 peptidinin oKpl0 peptidine benzerlik gosterdigi fakat eKpl0 peptidinin oKpl10 ve
hKp10 peptidlerine gore daha az potansiyele sahip oldugunu bildirmektedir. insan ve koyun
Kp10 peptidleri benzer potansiyele sahip olsalar da insan kisspeptin 10 daha etkindir ve eKp10
peptidi oKp10 ve hKp10 peptidlerine gore on kez daha az etkilidir. Kisspeptindeki tek bir amino
asit modifikasyonu, Kisspeptinlerin farkli tiirlerin reseptorleri iizerindeki aktive edici
kapasitesini degistirmektedir (Beltramo ve digerleri, 2020). Bu yizden sunulan tez
calismamizda hem daha fazla ¢alisilmis olmasi ve hakkinda daha fazla literatir bilgisi elde
edilmesi, kisa zincirli olmasi 6zelligiyle kolay sentezlenmesi ve ticari agidan daha kolay
bulunmasi, diger sekanslarma gére GnRH/gonadotropinler (zerinde potansiyel etkinliginin

daha fazla olmasi, nedeniyle ¢aligma hayvanlarimizda human kisspeptin 10 kullanilmistir.

Ciftlik hayvanlarinda simdiye kadar birtakim Kisspeptin 10 deneysel ¢alismalari

gerceklestirilmistir ve tlirlere gore sonuglar1 ortaya konmustur.

Ezzat ve digerleri (2009) Kp10 peptidinin 5 pg/kg tek doz seklinde prepubertal disi ve
erkek buzagilara (Japon siyah buzagisi; 4-6 aylik) uygulanmasi sonucu FSH ve LH salinimimi
sagladigini, intravendz (tek doz) Kpl0 uygulamasinda intramuskuler (tek doz) uygulamaya
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gore daha iyi cevap alindigini, erkek ve diside Kp10 peptidine verilen cevabin farkli oldugunu
belirtmektedir. Ezzat ve digerleri (2009) her iki cinsiyette de FSH ve LH salinimini uyarildigini
fakat Kp10 peptidi uygulamasina 4-6 aylik prepubertal erkek buzagilarin disi buzagilara gore
daha fazla cevap verdigini belirtmektedir. Ezzat ve digerleri (2009)’nin ¢alismasi bizim tez
calisgmamizla reprodiiktif statii yani prepubertal donemdeki farkli bir tiir olan disi oglaklarin
kullanilmasi, birgok ¢alismada oldugu gibi bu ¢alismada da etkinliginin daha iyi oldugu
belirlenen intravendz yolla uygulama, tek doz ile tekrarlanan doz ve kisa zincirli Kpl0
uygulanmasi yoniinden benzerlik gostermektedir. Saito ve digerleri (2012)’nin prepubertal (3
aylik) Shiba erkek oglaklarda yaptiklari ¢alismada 5 pg/kg tek doz i.v. yolla uygulanan Kp10
peptidi onemli derecede LH salmimii uyarmstir. Bizim ¢alismamizdaki farklar ise materyal
saymmizi diigiik tutmamiza ragmen yuksek maliyetleri nedeniyle 2 pg/kg olarak daha az dozda
hKpl10 kullanilmasidir. Doz miktar1 dezavantaji ile beraber kullanilan kisppetinin pubertas
tizerindeki etkinligini ise serum progesteron hormonu 6lglimii ile belirlemeye ¢alistik. Tek doz
ve tekrarlanan iki doz kisspeptin uyguladigimiz B ve A gruplarinda progesteron hormonlarinda
artisin devam ettigini tespit ettik. Kontrol grubumuzda ise diisiis gézlemledik. Calismamizdaki
bu durumu, Ezzat ve digerleri (2009)’nin ¢alismasinda oldugu gibi kisspeptin uygulamasimnin
GnRH/gonadotropin saliniminin devamliligini sagladigi bu devamlilik neticesinde diizenli bir
seksuel siklusla ovulasyon ve dolayisiyla meydana gelen CL formunun salgiladig: artan bir

progesteron hormon diizeyi olusturdugu seklinde diisiinebiliriz.

Uygulanan kisspeptin dozu miktarlar1 ile ilgili Whitlock ve digerleri (2008)
ovariektomize edilmis ineklerde yaptiklar1 ¢alismada i.v. yolla etkin olan kisspeptin dozunun
tizerine ¢iktiklarinda ve hatta ikinci bir tekrar doz uygulamasinda bile uygulanan kisspeptinin
LH siddetinde ve LH hormonunun Kpl0 peptidine cevap verme suresinde ayrica bir etki
gostermedigini belirtmektedir. Ayrica Whitlock ve digerleri (2008) ovariektomize edilmis
ineklerde, prepubertal buzagilara uygulanan dozun 1/20 miktarindaki bir doz uygulamasi ile
maksimum LH cevabini yakaladiklarini bildirmektedir. Yani tez g¢alismamiz agisindan
bakildiginda gonadotropinlerin saliniminda, ovulasyon meydana gelmesinde ve pubertasa
ulagilmasi igin prepubertal oglaklarda etkin ideal Kisspeptin dozunun ka¢ pg/kg oldugunu
belirlemek amactyla ileri ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir. Yine prepubertal hayvanlarda
reprodiktif statii agisindan yetigkin hayvanlara uygulanandan c¢ok daha fazla Kkisspeptin
uygulamasi gerekliligi g6z onilinde bulundurulmalidir. Etkin ve yliksek doz uygulamalarinin

oniindeki en biiyiik kisitlayic faktor tilkemiz sartlarinda yine yiksek maliyetlerdir.

83



Caraty ve digerleri (2007) i.v. yolla devamli kisspeptin inflizyonunun uzun sureli
LH/FSH salinimi sagladigini, devamli kisspeptin infiizyonunun koyun tiiriinde ¢ok yogun LH
dalgas1 ve ovulasyon meydana getirdigini, andstrus donem boyunca diisiik dozdaki kisspeptin
inflizyonunun asiklik disi koyunlarda gonadotropin salinimimi uyardigini ve ovulasyonu
baslattigimi belirtmektedir. Diger taraftan Navarro ve digerleri (2005) siganlarda in vivo olarak
intraserebroventrikiler yolla kisspeptin uyguladiklarinda FSH cevabi olusturmak i¢cin LH
cevabi i¢in uyguladiklari dozun yaklagik 100 kat1 kadar dozda peptid verildigini bildirmektedir.
Intravendz Kiss1 enjeksiyonu dnemli derecede FSH salinimi1 saglamaktadir. Caraty ve digerleri
(2007) caligmalarinda ise 6.2 nmol intravenéz hKp10 uygulamasinin her iki gonadotropinde
(LH/FSH) yar1 yartya maksimum cevap baslattigini1 ortaya koymaktadir. Caraty ve digerleri
(2007)’ne gore siganlarda ve koyunlarda yapilan bu iki ¢alisma arasindaki fark tiir farkliligina,
peptidin uygulama yoluna (intraserebroventrikiiler ve intravendz) ve hayvanlarin fizyolojik
yapisina bagl olarak meydana gelmistir. Yine Ezzat ve digerleri (2009)’ne gore prepubertal
buzagilarda ayni1 dozlarda intramuskuler yolla Kp uygulamasinin intraventz yolla uygulamaya
gore daha diisiik potansiyel ortaya koymaktadir. Bu ve benzer ¢alismalar 1s1ginda daha diistik
maliyetle daha diisiik dozlar kullanarak pubertas ve fertilite lizerinde etkinlik olusturabilmek
icin tez ¢alismamizda kullandigimiz prepubertal oglaklara human kisspeptin 10 peptidini daha

etkin oldugu belirtilen intravendz yolla uyguladik.

Kispeptinlerin uygulama yolu (intravendz) yanisira uygulama yontemlerinin ve
uygulanan doz miktarlarinin de Onemi c¢alismalarla ortaya koyulmaktadir. Calismalarda
belirtilenlere gore intravendz yolla tek doz, tekrarlanan doz ve sirekli inflizyonla Kisspeptin
uygulama yontemleri GnRH/gonadotropin salinimlarmnin siirelerinde farklilik olusturdugu ve
dolayisiyla ovulasyon meydana gelip gelmemesinde de rol oynadigi goriilmektedir. Yine
Kisspeptin doz miktarlar1 artirildiginda gonadotropinler daha fazla cevab olusturmaktadir.
Caraty ve digerleri (2007) asiklik disi koyunlarda kisspeptinin ovulasyon iizerindeki etkisini
arastrmak i¢in ¢alisma gruplarna i.v. yolla bes kere tekrarlanan dozda mKp10 uygulamalar1
sonrasinda aliman kan 6rneklerinden plazma LH seviyelerini 6lgtiiklerinde tekrarlanan mKp10
enjeksiyonlarinin plazma LH seviyeleri bakimmndan 6nemli derecede cevaplar olusturdugunu
fakat preovulator bir LH dalgas1 olusturulamadigimi gérmiistiir. Bu calisma modeline benzer
sekilde prepubertal disi oglaklara uyarladigimiz tez ¢aligsmamizda biz de A gurubuna i.v. yolla
tekrarlanan iki doz farkli ve daha etkin oldugu bilinen hKp10, B gurubuna i.v. yolla tek doz
hKp10 peptidi ve kontrol C gurubuna i.v. yolla fizyolojik tuzlu su uygulayip toplanan kan

orneklerinden serum progesteron hormonu seviyelerini 6lgtiigiimiizde kisspeptin uygulanan
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gruplarda progesteron hormon diizeylerinde artisin devam ettigini gordiik. Yani ¢alismamizda
P4 diizeylerine gore ovulasyon meydana geldigini diistinmekteyiz. Calismamizda ovulasyonun
olusmasini belki de Leonardi ve digerleri (2019)’nin belirttigi gibi human Kisspeptin 10
sekansimnin fare kisspeptin 10 sekansina gore daha etkin olmasina baglayabiliriz. Diger yandan
Caraty ve digerleri (2007) aym Ozellikte hayvanlara surekli infuzyonla mKpl0
uyguladiklarinda ise hayvanlarda ovulasyon meydana gelmistir. Caraty ve digerleri (2007)’ne
gore devamli kisspeptin infiizyonu uzun siireli LH/FSH salinimi saglamaktadir, devamli
kisspeptin inflizyonunun koyun tiirlinde ¢ok yogun LH dalgasi ve ovulasyon meydana
getirmektedir, mevsimsel andstris boyunca diisiik dozdaki kisspeptin inflizyonlar1 asiklik disi
koyunlarda gonadotropin salmimini uyararak ve ovulasyonu baslatabilmektedir. Sebert ve
digerleri (2010) mevsimsel andstriisteki disi koyunlara 0Kp10 peptidinin i.v. yolla strekli
inflizyonu sonucu yaklasik infiizyondan 22 saat sonra iyi senkronize bir LH hormonu dalgas1
elde etmistir ve infiizyon siiresi azaldikca LH hormonu dalgasi olusma oranlarinin giderek
azaldigimi bildirmistir. Stirekli infiizyon saha sartlarindaki zorlugu yaninda pubertasa ulasmada
ve fertilite agisindan tez c¢alismamizda uygulanabilseydi daha etkin ve net sonuclar elde
edebilecegimizi diistinmekteyiz. Yine siirekli inflizyonla kullanilacak olan doz miktarinin su
anki kullandigimizdan fazla olabilecegi durumu maliyeti artirabilirdi. Ya da tez galismamizda
kullandigimiz dozlar1 siirekli inflizyonla uygulayacak sekilde dozlara ayirma yontemine
basvurarak yani hayvan basma 2ug/kg dozu 48 saatte boyunca her saat basi daha kigclk
dozlarda uygulayarak pubertas ve fertilite agisindan daha etkin sonuglar alabilirdik. Ulkemiz
yetistiriciliginde ve sartlarinda bu uygulamanin zorlugu nedeniyle uygulamanin kusursuz

yapilabilme durumu ise tartigmalidir.

Kisspeptinlerin i.v. yolla siirekli inflizyonunun 6nemi bazi arastiricilar tarafindan kabul
edilirken bunun aksine diger bazi arastiric1 gruplari Seminara ve digerleri (2006) juvenil erkek
hint al yanakli maymunlarinda yaptiklar1 caliymaya gore ve Pampillo ve digerleri (2009)
kisspeptinlerin siirekli yani araliks1z uygulanmasinin kisspeptin reseptorlerini duyarsizlastirdigi
belirtmektedir. Tez ¢calismamizda tek doz ve tekrarlanan doz uygulama yontemini tercih etme
nedenlerimizden birisi de desensitizasyon meydana gelmesi ihtimalini g6z 6niinde
bulundurmamizdir. Ama stirekli inflizyonun yaratabilecegi desensitizasyonun kaginci saatlerde
veya hangi doz miktar1 sonucu olusabilecegini ya da tez ¢alismamzdaki uygulanan doz
miktarlar1 stirekli inflizyonla uygulandiginda sirekli Kkisspeptin inflizyonunun Kisspeptin
reseptorlerinde desensitizasyon olusturup olusturmayacagi veya pubertas ve fertilite Uzerinde

daha etkin bir sonu¢ meydana getirip getirmeyecegi ¢alisilmas: gereken bir durumdur.
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Kisspeptinlerde kullanilan doz miktarlarina gore reprodiktif mekanizmada etkinlikleri
tizerine ¢aligmalar1 inceledigimizde Hashizuma ve digerleri (2010)’nin yaptiklari ¢alismada 1.v.
yolla 1, 5, 10 pg/kg tek doz hKp10 uygulanan disi kegiler (0strus siklusunun luteal fazinda)
arasinda plazma LH seviyelerinde 6nemli bir farklilik goriillmemistir. Ama 1, 5 ve 10 pg/kg tek
doz hKp10 uygulanan hayvanlar serum fizyolojik tuzlu su uygulanan kontrol hayvanlarmndan
cok daha iyi LH seviyeleri sergilemistir. Benzer sekilde tez ¢alismamizda 2jg/kg human Kp10
i.v. yolla iki doz uygulanan A grubu ve tek doz uygulanan B grubunda farkli olarak serum
progesteron hormon artis1 goriilirken son 6l¢iim neticesinde A ve B gruplarindaki serum
progesteron hormon artisinin devam ettigi fakat kontrol C gurubundaki hayvanlarda serum
progesteron hormon seviyelerinde diisiis meydana geldigi gortilmiistiir. Hashizuma ve digerleri
(2010)’nin kegilerde uyguladiklar1 5 ve 10 pg/kg hKpl0 dozu tez ¢alismamizdaki 2pg/kg
hKp10 dozuna gore oldukga yiksek bir dozdur. Hashizuma ve digerleri (2010) yiksek doz
kullanmalarma ragmen sadece LH diizeylerindeki artis1 belirtmistir. Ovulasyon igin gerekli
olan bir preovulator LH dalgasi olusturabilen LH saliniminin meydana gelip gelmedigini
bildirmemistir. Tez ¢alismamiza gore pubertasa ulasilmasinda ovulasyon meydana gelmesi
onemli bir unsurdur ve bu yiizden progesteron degerlerinin devamliligi istenmektedir.
Hashizuma ve digerleri (2010) kontrol grubu ile karsilastirmalar1 sonucunda LH hormonu
salintmindaki 6nemli artisin 1 pg/kg viicut agirhigi dozdan daha fazla miktarda Kp-10 peptidi
uygulandiginda meydana gelebilecegini belirtmektedir. Yine destekleyen bir sekilde Arjmand
ve digerleri (2014) Kisspeptin 10 peptidinin ¢ok diisiik dozlarinin asiklik kegilerde LH
salintmini artiramadigini bildirmektedir. Yani Arjmand ve digerleri (2014)’ne gore i.v. yolla
tek doz 1 pg/kg Kpl10 uygulamas: mevsimsel anostrustaki Abadeh ekotip disi kegilerinde LH
salinimini uyarmamaktadir. Bu yiizden tez ¢alismamizda kisspeptinin maliyeti de g6z 6niine
alinarak 1 pg/kg dozdan daha fazla ve etkin olabilecegini diisiindiigiimiiz hayvan basma 2jug/kg
hKpl0 peptidi uygulamasi yapilmistir. Yalniz 6nceden de literatiirler 15181mnda belirttigimiz
Uzere Hashizuma ve digerleri (2010) ve Arjmand ve digerleri (2014)’nin yetiskin kegilerde
belirttigi dozlar bizim ¢aligmamiz i¢in diisiik dozlardir. Han ve digerleri (2005), Whitlock ve
digerleri (2008), Ezzat ve digerleri (2009)’nin yaptiklar1 ¢aligmalara gore reprodiiktif agidan
yetiskin hayvanlara gore prepubertal hayvanlarda GnRH/gondotropinlerin salinimi tizerindeki
baskinin ortadan kaldirilmasi ve pubertas baslangici igin ¢ok daha fazla miktarda kisspeptin
dozu uygulanmasi gerekmektedir. Buna ragmen tez ¢alismamizdaki sonuglara gore 2jug/kg doz
kisspeptin uygulamasi ile pubertas Uzerinde etkinlik olusturulabildigini, hatta daha dlzenli bir

seksuel siklus meydana getirilebildigini ifade edebiliriz.
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Tez c¢alismamizla neredeyse ayni prosediirlerin uygulandigi ilkbahar dogumlu
prepubertal disi kuzularda Redmond ve digerleri (2011)’nin deneysel ¢alismasinda intravendz
yolla hayvan basina her saat basi 24 saat boyunca tekrarlanan 20 pg oKp10 dozu uygulanmistir.
Hayvan basina nerdeyse 500 pg (0.5 mg) kisspeptin uygulanmistir. Tez ¢alismamizda hayvan
basina kullandigimiz dozlardan neredeyse 7-8 kat daha fazla doz kullanildig1 ve etkinliginin
hKp10 peptidinden daha diisiikk oldugu belirtilen oKp10 uygulandigi goriilmektedir. Redmond
ve digerleri (2011) kullandiklar1 bu yiiksek kisspeptin dozlar1 ile calismanin baslatilmasindan
5 giin sonra LH dalgas1 sonucu ovulasyon/folikiiler luetinizasyona isaret eden 1ng/ml'nin
iizerinde progesteron konsantrasyonlar1 gdzlemlemistir ama ama luteal aktivitenin kisa siireli
(2-3 giin) gelistigini ve diizenli Ostrus siklusunun goriildiigii yas bakimindan bir ilerleme
gOsteremediklerini bildirmistir. Tez ¢alismamizda ilkbahar dogumlu prepubertal disi
oglaklardaki deneysel ¢alismamizda intravendz yolla ¢ok daha diisiik olan 2ug/kg hKp10 dozu
ile kisspeptin uyguladigimiz gruplarimizda ovulasyon/folikiiler luetinizasyona isaret eden
Ing/ml'nin lizerinde progesteron konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Bununla beraber kisspeptin
uygulanan gruplarimizda progesteron hormonu duizeylerinde zaman igerisinde artis ve
devamlilik goriilmistiir. Calismamizda da kisspeptin uygulanan gruplarda dizenli seksuel
sikluslarmn olusturulabildigi ve gebelik oranlarina bakildiginda kalict CL formunun meydana
gelebildigini ve belki de damizlik yasmin daha erken yasa ¢ekilebildigini soyleyebilliriz. Diisiik
doz uygulamamiza ragmen serum progesteron diizeylerinde Redmond ve digerleri (2011) ile
benzer sonuglar1 elde etmemizin nedeni daha gicliu potansiyele sahip bir sekans olan hKp10

kullanilmasina baglayabiliriz.

Wang ve digerleri (2012) prepubertal kuzularda intraventz yolla daha da yiksek dozlar
olan 0.5, 1, 2 mg hKp10 uygulamasi sonucu 1 mg dozun iizerinde yapilan uygulamalarin LH
konsantrasyonlar1 {izerinde istatistiki agidan bir fark olusturmadigmni, pubertas ve fertilite
tizerinde ilave bir etkinlik yaratmadigmni belirtmektedir. Bu arastirmaya gére 1mg Kisspeptin
dozu pubertasa ulagsmada yeterli olabilecektir. Calismamizla kiyaslandiginda ayni sekanslarin
(hKp10) kullanildig1 goriilmektedir. Bununla beraber farkli bir tir olan galismamizda kullanilan
prepubertal oglaklarda 1mg doz kisspeptin uygulamasinin muhtemelen pubertas tizerinde daha
glglu bir etkinlik yaratacagi diigiinilmektedir. Diger yandan calisgmamizda A, B ve C
gruplarmmn hepsinde de liiteinizasyona isaret eden progesteron hormon diizeylerinin
belirlenmesi nedeniyle Kisspeptinin pubertas (zerinde etkinligi tam olarak anlasilamamustir.
Boyle yiiksek kisspeptin dozlarmin pubertas Uzerinde ve pubertas sonrasi fertilitede ¢aligmamiz

sonuglarindan daha iyi sonuglar meydana getirebilecegi varsayilmaktadir.
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Yine tez calismamiza gore kullanilandan daha fazla doz hKplO peptidi daha kuguk
yaglarda uygulanarak Saito ve digerleri (2012)’nin prepubertal (3 aylik yas, 8,6+0,9kg ortalama
v.a) Shiba erkek oglaklarmda (yerli japon ki) yaptiklar1 ¢alismada 5 pg/kg tek doz i.v. yolla
uygulanan hKp10 peptidinin 6nemli derecede LH salinimini uyarmistir. Calismalara gore
prepubertal hayvanlarda post pubertal hayvanlara gore daha fazla kisspeptin dozuna ihtiyac
duyuldugu ve kisspeptine verilen LH cevabinin yine prepubertal asamada pubertas sonrasi
reprodiiktif statiiye gore daha fazla oldugu bilinmektedir. Ezzat ve digerleri (2009) farkli bir
tirde benzer bir uygulamalarinda Kpl0 peptidinin i.v. yolla 5 pg/kg tek doz seklinde
prepubertal disi ve erkek buzagilara (Japon siyah buzagisi; 4-6 aylik yasta) uygulanmasi sonucu
FSH ve LH salimimimi sagladigini ve Cinsiyet olarak erkek buzagilarda olusan LH cevabinin
daha fazla meydana geldigini bildirmektedirler. Wang ve digerlerinin (2012) prepubertal disi
kuzulardaki (1mg kisspeptin uygulamasi) ¢alismasina da bakildiginda 6zellikle biyuk ve kiglk
ruminant tdrlerine gore pubertas yasmna ulasmada yeterli viicut agrhigmin ¢ok altinda
kondusyona sahip olan hayvanlara erkek ve disi cinsiyet farketmeksizin yiiksek dozlarda
kisspeptin uygulanmasi yani ilk ovulasyonlu 4striis olusmasi agisindan ve reproduktif aksin
gonadotropinler tlizerindeki giiglii inhibe edici baskismi ortadan kaldirmak igin hormonal
mekanizmanin daha giiclii néronal sinyallerle tetiklenmesi gerektigi, ayni tlr ve yaslardaki
hayvanlara ayn1 dozda kisspeptin uygulamasi halinde erkeklerde daha basarili reprodiktif
sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Bu durumda tez ¢calismamizda uyguladigimiz kisspeptin
dozunu bu ¢alismalarla karsilastirdigimizda prepubertal disi oglaklarin pubertaslar1 Uzerinde
etkin sonuclar elde edebilmek icin 2 pg/kg dozun olduk¢a diisiik bir doz oldugunu
sOyleyebiliriz.  Cinsiyetler —arasindaki kisspeptinlere verilen cevaplardaki farklilig:
anlayabilmek ve prepubertal disi hayvanlarda daha etkin dozlarm belirlenmesi igin ileri

calismalarin yapilmasi gerekmektedir.

Decourt ve digerleri (2016) kisspeptin 10 peptidinden daha uzun 6marli ve koyunlarda
intramuskuler enjeksiyonda (15nmol/koyun) basarili sonuglar veren compound 6 (C6) adinda
bir Kpl0 analogunun FSH, LH ve progesteron hormonu (zerindeki etkisini hem Greme
mevsimindeki hem iireme mevsimi digindaki disi koyunlarda ayri ayri incelemistir. Bir
Kisspeptin analogu olan C6 koyunlarda hem lreme mevsiminde hem de mevsimsel andstruste
oOstriis davraniglarini baslatmus, gebeliklerin olusmasi ve saglikli kuzu dogumlarina bagl olarak
iyi oosit kalitesi olusturdugu ve kaliteli fertil ovulasyonlarin meydana getirdigi goriilmiistiir.
Mevsimsel anostriisteki disi koyunlara Kpl0 (15nmol/koyun) ve C6’nin (15nmol/koyun)

intramuskuler yolla uygulamalari ile tez calismamizda prepeubertal oglaklara intraventz Kp10
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(2 pg/kg) uygulamasi karsilastirildiginda saha sartlarinda C6’nin intramuskuler uygulama yolu
kolayligi 6ne ¢ikmaktadwr. Diger yandan C6’nin uzun Omiirlii olmast nedeniyle tez
calismamizda intravendz yolla uygulanan Kpl0O’a benzer GnRH/gonadotropin uyarimi
sagladig1 goriilmektedir. Kisspeptin 10’un FSH/LH hormonlarmi kisa ve ani uyarimindan
gonadotropin konsantrasyonlarmnin hizli bir sekilde baslangig diizeylerine geri donmesi
nedeniyle Kp 10 dezavantaj olusturmaktadir. Compoud 6’nin uzun siireli LH
konsantrasyonlarin1 korumasi nedeniyle intravenéz Kpl0 uyguladigimiz tez ¢alismamizda
oldugu gibi Decourt ve digerleri (2016)’nin ¢alismasinda da hayvanlarda serum progesteron
hormon seviyelerindeki artisin korundugu dolayisiyla ovulasyon ve sonrasinda kalict CL
yapismin olustugu gorilmiistii. Ama Kp 10’un intramuskuler uygulanmasi sonucu caligma
hayvanlarinda ovulasyon meydan gelmemistir. Bu da tekrar intravendz uygulamanin daha etkin
oldugunu gosterirken, C6’nin ise intramuskuler yolla tez ¢alismamizla benzer etkinlik
olusturmasi daha Ustlin potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Tez ¢alismamizla
benzer olarak Decourt ve digerleri (2016) ciftlestirme sonrasi ¢alismadaki 10 hayvandan
yedisinin gebe kaldiklarin1 gosteren kalici progesteron diizeyleri ile ayn1 zamanda transrektal
ultrasonografik gebelik muayenesi sonucu canli fetiislerin gérilmesi ve sonug olarak ta saglikli
kuzularin dogumu ile C6’nin fertilite zerinde etkinligini ispatlamiglardir. Tez ¢alismamizda
ise teke katimi ile beraber ciftlestirme sonucu hem erkek etkisi hem de tekrarlanan iki doz Kp
etkisi ile A grubunda 10 hayvandan besinin gebe kaldiklarini gdsteren kalici progesteron
dizeylerinin  belirlenmesi, transrektal ultrasonografik gebelik muayenesi sonucu
plasenteomlarin goriilmesi ve sonug olarak ta saglikli oglaklarin dogumu ile human Kisspeptin
10 uygulamasiyla compound 6’ya yakin bir basar1 elde ettigimizi diisiinmekteyiz. Bir diger Kp
uyguladigimiz B grubunda ise yine teke katimi yapilmis olmasina ragmen muhtemelen tek doz
hKp10 uygulanmasi nedeniyle gruptaki 10 hayvandan t¢tinde gebelik belirlenmesi sonucu B
grubunda gebe hayvan sayis1 Decourt ve digerleri (2016)’ne gore daha diisiik kalmistir. Decourt
ve digerleri (2016)’nin tek doz intramuskuler yolla potansiyeli daha gucli olan C6 kullanimi
sonucu elde ettikleri gebelik sayilari ile karsilastirdigimizda tez ¢alismamizdaki A grubunda
sayisal anlamda gebelikte yakin basari elde etmemizi Kp 10 peptidini intraventz ve tekrarlanan

iki doz uygulamamiz ile iliskilendirebiliriz.

Decourt ve digerleri (2019) disi kegilerde ovulasyonu baslatmak amaciyla klasik protokol
olarak uygulanan progesteron ile kombine edilen PMSG hormonu uygulamasina alternatif
olarak C6’ nimn etkinligini ortaya koymak i¢in disi koyunlarda yaptiklar1 ¢alismaya benzer

prosediirler uygulamistir. Disi kecilere tek doz (15nmol/kegi) intramuskuler C6 enjeksiyonu
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sonrasi hem LH hem de FSH salinim1 gergeklesmistir. Gonadotropinlerin salinimini takiben tez
calismamizda oldugu gibi ovulasyonu ve CL formunun meydana geldigini artisi korunan
progesteron diizeyleri elde edilmistir. Calisma hayvanlarina uygulanan suni tohumlamadan 21
gun sonra hem C6 grubundaki 11 hayvanin yedisinde hem de PMSG grubundaki 11 hayvanin
sekizinde plazma progesteron diizeylerinde artis goriilmiistiir. Dogumlarla belirlenen gebelik
sayilar1 ise C6 grubundaki disi kegilerde 11 hayvandan besi, PMSG grubundaki disi kegilerde
11 hayvandan yedisi belirlenmistir. Tez ¢alismamizla karsilastirildiginda hKp10 ile A grubunda
elde ettigimiz 10 hayvandan bes gebelik sayis1 Decourt ve digerleri (2019)’nin C6 ile elde ettigi
gebelik sayisi ile ortiismektedir. Coumpound 6’nin human kisspeptin 10°a gore daha yuksek
potansiyele sahip olmasma ragmen tez calismamizda benzer gebelik sayisi elde etmemizi
uygulama yolu olarak intravendz yol ve tekrarlanan iki doz uygulamalarini tercih etmemiz ve
teke katimu ile erkek etkisi olusturmamizla iligskilendirebiliriz. Human kisspeptin 10 etkinligini
belki de tekrarlanan iki doz intravendz uygulama ve erkek etkisi ile giiclendirmis olabiliriz.
Clinkii aynmi protokollerin uygulandigi kog¢ katiminin yapildigi Decourt ve digerleri (2016)’nin
caligmasinda 10 hayvandan yedisi gebe kalmistir. Decourt ve digerleri (2019)’nin ¢aligmasinda
ise suni tohumlama sonucu 11 hayvandan besi gebe kalmustir. Tez ¢alismamizda ise teke katimi

sonucul0 hayvandan besi gebe kalmistir.

Decourt ve digerleri (2016)’nin ile Decourt ve digerleri (2019)’nin ¢alismalarinda ve tez
calismamizdaki sonuclara gore kisspeptin 10 ve C6 ortak potansiyel etkinliginin daha ¢ok ltteal

donem iizerine oldugunu diistinmekteyiz.

Tez calismamizda gruplar arasi yaptigimiz gebelik orani istatistiksel sonucuna gore
anlamli bir fark bulunamamis olsa da sayisal deger olarak C6 ile yapilan ¢alismalarin ortaya
koydugu sonuglara benzer sonuglar ve C6’nin etkisine benzer bir potansiyel elde ettigimizi ileri

surebiliriz.

Yapilan ¢alismalar ve incelenen literatiirler 1s181inda kisspeptinlerin izoformlarma bagls,
bazi ¢alismalarda ve tez calismamizda da kullanilan kisa izoformlardan birisi olan Kpl0
peptidinin dzellikle ture, reprodiiktif statiiye, uygulama yoluna, uygulanan doz miktarina, Kp10
sekanslarina ve hatta tir icinde cinsiyete gére HPG aksta ve GnRH/FSH/LH {izerinde farkli etki
mekanizmalari meydana getirdigi goriilmektedir. Kiigiik ruminantlarda kisspeptin 10 ile
alinabilecek en etkin  sonuglarm  uygulama yolu  (intramuskuler, intravendz,
intraserebroventrikuler), uygulama streleri (tek doz, tekrarlanan doz veya surekli inflizyon) ve

uygulanan doz miktarina bagl oldugu gorilmektedir. Dolayisiyla Kisspeptin 10 peptidinin
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pubertas ve fertilite lizerine olan etkinliginin daha net belirlenebilmesi i¢in gelecek ¢alismalarin

yapilmasit gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Prepubertal disi oglaklarin pubertasa ulasma yaslar1 ve fertiliteleri Gizerinde kisspeptin
molekilunin (human Kpl0; hKpl10) etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla gergeklestirilen
tez calismamizda elde ettigimiz bulgularin baska arastiricilarin deneysel caligmalari ile

karsilastirilmasi sonucunda;

- Tez ¢alismamizda human kisspeptin 10 peptidinin sinirli sayida hayvan materyalina
uygulanmis olmasi nedeniyle 2 pg/kg kisspeptin dozunun pubertas Uzerine
etkinliginin yetersiz olabilecegi,

- Human kisspeptin 10 peptidinin kullanilan 2 pg/kg dozunun ¢alismamiz kapsaminda
daha cok liiteal donem Gzerindeki etkinligi goriilmiis olup, kisspeptin uyguladigimiz
hayvanlarda kalici CL formlar1 olusturulabilecegi ve artis1 devamlilik gosteren
progesteron hormon seviyelerinin saglanabilecegi,

- Pubertas izerinde etkinligi tam olarak belirlenememis olan 2 ug/kg human kisspeptin
10 dozunun intravendz yolla, tekrarlanan doz uygulamasi ve erkek etkisiyle kombine
edilmesiyle fertilite tizerinde dnemli basar1 saglayabilecegi,

- Etkin uygulama yolu, dozu ve uygulama suresi sec¢ildiginde human kisspeptin 10
peptidinin fertilite Uzerinde potansiyel giicli daha fazla olan diger bazi analoglar kadar
basar1 yaratabilecegi,

- Tez c¢alismamizda kullanilan mevsimsel polidstrik prepubertal oglaklarin
pubertaslarinin zamanlanmasi i¢in ¢esitli ¢alismalarla artan dozdaki kisspeptin

uygulamalari ile etkin optimal dozlarin ortaya koyulabilecegi,

Bu ¢aligmadan elde ettigimiz sonuglarin human Kisspeptin 10’un, diger farkli kisspeptin
izoformlarinin veya anologlarin intravendz yolla sirekli inflizyonu, daha ylksek dozlar:
farkli zamanlarda (yas) kullanilarak yapilacak ilave deneysel ¢aligmalarla kisspeptinlerin
pubertas ve fertilite iizerindeki etkinliginin daha kayda deger seviyelere ¢ikarilabilecegi
diisiinilmektedir ve bu gelecek ¢alismalar konunun daha iyi anlagilmasma katki

saglayacaktir. Kisspeptinlerin Ozellikle de keci tirl hayvanlarda intravendz yolla
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tekrarlanan doz ve sirekli inflizyon uygulamasinin saha sartlarinda zorlugu

unutulmamalidir.
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