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noronlarinin ChR2 geni transfeksiyonunun goriintiilenmesi (4X biiyiitme). B) ChR2
ifade eden kissl noronlarmmin 10sn 10 Hz mavi 151k uyarimi sirasinda MPOA
néronundan alinan represantatif cell attached, voltaj clamp kaydi (Mavi kesikli ¢izgi
151k uyarimi zamanimi gostermektedir). C) MPOA arkuat niikleustan gelen aksonal
uzantilarin mikroskop goriintiisii (4X). D) MPOA néronlarindan kaydedilen spontan
aktivite frekanst grafigi (*; P<0,05). cuveiiiiiiiiiii 54
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OZET

Eyuboglu, S. (2018). Kisspeptin néronlarinin sinaptik baglantilarinin fonksiyonel ve
anatomik karakterizasyonu. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji
Anabilim Dali Doktora Tezi. Istanbul.

Kisspeptin, insan metastatik melanoma kanser hiicrelerinde yapilan ¢alismada metastaz
baskilayici gen olarak tanimlanmistir. Kisspeptinin, GnRH néronlar iizerindeki Kisslr
reseptorlerini uyararak gonadotropin salgilatict hormon salimminin kontroliinde,
pliberteye geciste ve lireme fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde 6nemli gorevleri oldugu
bilinmektedir. Kisspeptin veya kisslr genindeki mutasyonlar hipogonadotropik
gonadizm gibi ilireme sistemi hastaliklarina neden olmaktadir. Fizyolojik agidan iireme
sistemi bagta olmak iizere bir¢ok farkli fonksiyonu oldugu bilinen kisspeptinin, beyinde
hangi sinir aglar tizerinden etki ettigi heniiz aydinlatilmamistir. Yapilan bu ¢alismada,
kisspeptinin iiretildigi bilinen baslica iki dnemli hipotalamik ¢ekirdek, arkuat niikleus
(ARC) ve anteroventral periventrikiiler (AVPV) niikleus, 6zgiil olarak hedeflenerek
buralardaki kiss1 noronlarinin beynin diger bolgeleriyle iliskisi incelenmistir. Kiss1-Cre
transgenik fare ile yapilan deneylerde, viral sistemler kullanilarak ayni kisspeptin
ndronuna ait sinaptofizin ve kissl genlerinin ilk kez beraber ifadesinin endojen floresan
isaretli goriintiilenmesine dayanarak noroanatomik projeksiyonlart gdsterilmistir. Buna
gore ARC Kissl noronlarinin paraventrikiiler niikleus (PVN), medial preoptik alan
(MPO), AVPV bolgeleri basta olmak iizere beynin birgok bolgesindeki lifleri ve
presinaptik terminalleri hem disi hem de erkek yetiskin farelerde gosterilmistir. Ayrica
AVPV Kissl noronlarinin lateral septum, ARC, MPO’ya projeksiyon yaptigi ve
periventrikiiler niikleus, medial septum, Broca’nin diagonal bandi (DBB) gibi bir¢cok
bolgeye uzanan lifleri bulunmustur. Yapilan optogenetik deneylerde secilmis beyin
bolgelerinden alinan elektrofizyolojik kayitlar ile arkuat kiss1 ndronlarinin baglantilart
fonksiyonel olarak da kontrol edilmistir. Optogenetik uyarilar sonrast PVN, MPO,
kontralateral ARC bdlgelerinde bulunan ndronlarin spontan noronal atesleme
sikligindaki degisiklikler gézlemlenmistir ve bu bolgelerde ARC kiss]l noéronlarindan
sinyaller alan noronlar bulundugu belirlenmistir. Dolayisiyla, kissl ndronlarinin diger
beyin bolgeleriyle iligkili farkli fonksiyonel baglantilari olabilecegine dair Snemli
bulgular elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Arkuat niikleus, elektrofizyoloji, kisspeptin, optogenetik,
sinaptofizin.

Bu ¢alisma, TUBITAK (Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Kurumu)
tarafindan desteklenmistir. Proje No: 11558327
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ABSTRACT

Eyuboglu, S. (2018). Functional and anatomical characterization of Kisspeptin
Neuron’s Synaptic Connections Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Physiology, PhD thesis, Istanbul.

Kisspeptin is defined as a metastatic suppressor gene in human metastatic melanoma
cancer cells. Furthermore, it is known that Kisspeptin has important roles in regulating
gonadotropin releasing hormone secretion, onset puberty and maintaining reproductive
function by stimulating Kisslr receptors on GnRH neurons. Also, Kisslr mutations
cause reproductive system diseases such as hypogonadotropic gonadism. Yet, the
neuronal circuits in mammals that depend on Kkisspeptins which thought to have many
physiological functions remain unidentified. In this study, the projections between the
kiss1 neurons and other brain regions were investigated by specifically targeting the two
major kissl neuron populations of the hypothalamic area, the arcuate nucleus (ARC)
and the anteroventral periventricular (AVPV) nucleus. In this experiments conducted
with Cre transgenic mice, neuroanatomical projections have been shown for the first
time using combine virus based systems for imaging coexpression of synaptophysin and
kissl. Accordingly, ARC kissl neuron fibers with presynaptic terminals have been
demonstrated in both female and male adult mice in several brain regions primarily
paraventricular nucleus (PVN), medial preoptic area (MPQO), AVPV. In addition, AVPV
kiss1 neurons projected to lateral septum, ARC, MPO, and its extending fibers have
been found in many locations such as periventricular nucleus, medial septum, Broca's
diagonal band (DBB). Through the electrophysiological recordings from selected brain
regions in the established optogenetic experiments, the projections of ARC Kkissl
neurons were also functionally examined. Changes in the frequency of spontaneous
neuronal firing of postsynaptic neurons in the PVN, MPO, contralateral ARC regions
after optogenetic stimulation were observed, and these regions were found to have
neurons receiving signal from ARC kiss1 neurons. Thus, important findings have been
obtained that kiss1 neurons may have different functional associations with other brain
regions.

Key Words: Arcuate nucleus, electrophysiology, Kisspeptin, Optogenetic,
Synaptophysin

The present work was supported by TUBITAK (The Scientific and Technological
Research Council of Turkey). Project No. 1155327



1. GIRIS VE AMAC

Kissl geninden ifade olunan 145 amino asitlik Onciil peptidin alternatif
kirpilmalariyla olusturdugu, farkli sayida aminoasit iceren kisspeptinler, tiim bu
kirpilmalara ragmen karboksil uglarinda ortak arjinin-fenilalanin (RF) ve amid (NH2)
motifi igerdiginden RF amid grubu noéropeptid ailesindendir. Bu motifi tasiyan
peptidlerin ve bu motifi taniyan reseptor ailesinin ortak oOzelligi noéroendokrin,
davranigsal ve duyusal olmak {izere Onemli fizyolojik etkilerinin olmasidir.
Kisspeptinlerin, metastaz inhibitdr olarak kesfedilmesinden bu yana tireme sistemi ve
GnRH noronlar ile iliskileri iizerine yogunlasilmistir. Plasenta, ovaryum, testis,
karaciger, pankreas, bobrek, beyin gibi bir ¢ok dokuda kendisinin ve reseptoriiniin
(GPR54 veya KISS1R) varhigi gosterilmistir. Beyinde kisspeptin  ndronlarinin
lokasyonlar1 ve aksonal projeksiyonlarii belirlemek icin geleneksel immiin reaksiyon
yontemler kullaniliyordu. Fizyolojik kosullar degistik¢e kisspeptin ndronlar pozitif ve
negatif geribildirimler aldigindan farkli lokasyonlardaki kisspeptin yogunluklar
degismektedir. Bu degisiklikleri algilayabilecek hassasiyette ve sadece istenilen
noronlara Ozel isaretleme yapabilmeyi kolaylastiran viral sistemler farkli ndron
gruplarinin haritalamalarinda kullanilmaya baslandi. Kisspeptinerjik sinir devrelerinin
anlagilabilmesi bu nodronlar aktive oldugunda postsinaptik ndrondaki degisikliklerin
aydinlatilmast  kisspeptinin fizyolojik rolliniin anlagilmast ic¢in olduk¢a Onem

tasimaktadir.

Son yillarda kisspeptin ile iliskili infertiliteden, hipogonadotropik
hipogonadizm, anksiyeteye, obezite ve cinsel davranislardan kansere kadar bir ¢ok
konuda arastirmalar yapilmaktadir. Bu kadar genis bir etki agina sahip kisspeptinler i¢in
in situ hibridizasyon, immunohistokimyasal boyama, konvansiyonel boya (trace)
enjeksiyon teknikleri gibi bircok yontem ile retrograd ve anterograd projeksiyonlari
belirlenmeye ¢alisiimistir. Bu yontemler olduk¢a dnemli bulgular elde edilmesine vesile
olmustur ancak capraz reaksiyonlar gibi teknik sebeplerden dolayr daha spesifik

yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu dogrultuda, ¢alismamizda ilk kez hipotalamik kissl noronlari anterograd
(akson ucuna dogru) viral sistemler araciligiyla (AAV-FLEXx-tdTomato ve AAV-FLEX-

Syn-GFP kombinasyonu kullanilarak) transgenik farelerde isaretleyip aksonal



projeksiyonlarmin belirlenmesi hedeflendi. Dahas1 hipotalamik presinaptik kissl
noronlarinin ~ optogenetik  yontemlerle  uyarilip  postsinaptik  noronlardaki
elektrofizyolojik degisikliklerin incelenmesi ve bdylece arkuat kissl noronlari igin

belirlenen projeksiyon bolgelerine sinaptik baglant1 varliginin gosterilmesi amaglandi.

Kissl ndronlarin lif dagiliminin yetigkin (3-6 aylik) transgenik farelerde detayli
haritalanmasi, bu noéronlarin beynin diger bdlgelerindeki etkilerini anlamada ve
sonrasinda kissl bagimli davranis ile ilgili parametrelerin incelenmesinde referans bir

kaynak olusturmasi hedeflendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kisspeptin/ GPR54 sistemi

Kisspeptin, 1. kromozomun uzun kolunda (1q32.1) lokalize olmus Kissl geni
(Sekil 2.1) tarafindan kodlanmaktadir (West ve ark., 1998). Bu gen hidrofobik 145
amino asitten (aa) olusan prekiirsor proteini kodlar ve bu prekiirsoriin farkli kirpilma
islemlerine ugramasiyla genel adiyla kisspeptinler denilen farkli uzunlukta amino asit
dizisi (54, 14, 13 ve 10 aa) igeren peptidlerden olusur. Ozellikle Kp-145 ve Kp-54
peptidlerinin ubikuitinizasyon ve proteozomal parcalanmaya yatkinligi saglayan bir

amino asit dizisi tasidig1 disiiniilmektedir (Gottsch ve ark., 2009; Harms ve ark., 2003).
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Sekil 2-1: Insan Kiss1 geninin kromozomal (sitogenetik) lokasyonu (GenelD: 3814).

Onciil peptidin kirpilmasiyla olusturulan yeni kisspeptinler farkli biiyiikliikte
olmalarina ragmen hepsinin ortak 6zelligi karboksil uglarinin Arjinin-Fenilalanin (RF)
motifi ile bitmesi ve bu ugtan amidlenmesidir (NH2 eklenmesi). Bu nedenle, RF amid
grubu noropeptid ailesinin bir iiyesidir (Clements ve ark., 2001; Kotani ve ark., 2001).
Karboksil ucundaki bu RF-NH> motifi reseptore baglanma bolgesidir (Clements ve ark.,
2001; D. K. Lee ve ark., 1999; Muir ve ark., 2001; Ohtaki ve ark., 2001).

GPR54, KissIR, AXORI12 gibi cesitli isimler alan kisspeptin reseptoriinii
kodlayan genin kromozomal lokasyonu tiirler arasinda farklilik géstermektedir, insanda
19., farede 10., sicanda ise 7. kromozom Tizerinde bulunuyor olmasina ragmen
karsilastirldiginda tiirler arasi geciste bu gen dizisi bakimindan olduk¢a korunmus G

protein aracili bir reseptor oldugu gosterilmistir (Parhar ve ark., 2004).

GPR54’1in islevsel 6zelliklerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan ¢aligmada biitiin
kisspeptin fragmentlerinin reseptorii aktive ettigi ve Kp-10un maksimal reseptor
aktivitesini korudugunu ortaya koymustur (Kotani ve ark., 2001). Buna karsin insan
dolagiminda miktar olarak en ¢ok metastin olarak da bilinen Kp-54 bulunur, bu da daha

sonra Kp-14, Kp-13 ve Kp-10 peptidlerine pargalanabilir (Sekil 2.2) (Kotani ve ark.,



2001). Kisslr ilk kez sicanlarda galanin reseptor-2 ile homoloji gosteren ligandi
bilinmeyen (orphan) reseptor olarak kesfedilmistir (D. K. Lee ve ark., 1999). Farkli
aragtirmacilarin es zamanli c¢ikardiklar1 makalelerde GPR54, hOT7T175, HHS,
AXORI12 gibi ¢esitli isimlendirmeler yapilmistir (Kotani ve ark., 2001; Muir ve ark.,
2001; Ohtaki ve ark., 2001).
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Sekil 2-2: Kisspeptin prekiirsoriinden (insan) kirpilmalar sonrasi olugan farkli uzunlukta amino
asit dizisi igeren kisspeptin {irlinleri. (Pinilla ve ark. 2012; Roa ve ark. 2008’ den
degistirilmistir).

Kisspeptin, ligandi oldugu reseptoriine baglandigi zaman fosfolipaz-C (PLC)
aktiflesir, bu da ikincil hiicre i¢i habercileri, inositol 3-fosfat (IP3) ve diagilgliserol
(DAG) yolaklar tizerinden endoplazmik retikulumdan hiicre i¢i kalsiyum salinimini
indiikler ve protein kinaz-C (PKC)’ 1 etkinlestirir (Constantin ve ark., 2009; Liu ve ark.,
2008; Muir ve ark., 2001). PLC’den bagimsiz bir mekanizmayla potasyum kanallarini

actigr distiniilmektedir. Bahsi gecen olaylar depolarize kisspeptin noronlarinda

gerceklesmektedir (Sekil 2.3).

Metastin (Kp-54), baslangigta metastazin 6nlenmesinde onemli bir role sahip
kanser baskilayict gen olarak tanimlanmustir (J. H. Lee ve ark., 1996). Cok kisa bir siire
sonra yapilan g¢alismalarda kissl reseptoriinii (KissIR, GPR54, Axor-12) kodlayan
gendeki mutasyonlarin idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm ve infertiliteye yol
actig1 gosterildiginden bu alandaki ¢alismalar bu sistemin {ireme fonksiyonlar1 iizerine

etkilerine yogunlastirilmistir (de Roux ve ark., 2003; Seminara ve ark., 2003).
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Sekil 2-3: Kisspeptin reseptoriiniin aktivasyonu sonrasi bilinen hiicre i¢i sinyal yolaklar
(Castano ve ark. 2009 Pinilla ve ark. 2012, Roa ve ark. 2008’den derlenmistir).

2.2. Kisspeptin’in fizyolojik rolii

Kissl ve GPR54 sisteminin, insan ve diger tiirlerde tireme fizyolojisinin ergenlik
doneminin baslamasinda ve kontrol altinda tutulmasindaki fizyolojik Onemi ig¢in
kanitlar, hipogonadotropik hipogonadizmi (HH) olan insanlarda kisspeptin reseptoriinde
fonksiyon kaybi mutasyonlarinin gosterilmesine (de Roux ve ark., 2003) ve bu
calismadan bagimsiz olarak yapilan GPR54 geni ¢ikarilmis transgenik farelerde
gosterilen bulgulara (Seminara ve ark., 2003) kadar uzanmaktadir (Sekil 2.4). GPR54
geninde homozigot degisiklik yaparak (Sekil 2.4 panel A) bu genin fonksiyonel
islevinin kaybolmasi sonucu gonadal farkliliklar gosterilmistir (Sekil 2.4 panel B). Bu
caligmaya gore yabanil tip fare ile kiyaslandiginda mutant farelerin testislerinin, over ve

uteruslarinin boyutunda azalma gdsterilmistir.

Sonrasinda idiopatik hipogonadotropik hipogonadizmi olan genis bir ailede
yapilan klinik aragtirmada (Topaloglu ve ark., 2012) Kissl genini inaktive eden
mutasyonun tanimlanmasi, piibertal gecisteki basarisizlikla kisspeptinin fonksiyonel

olmasinin iliskili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 2-4: Farelerde GPR54 reseptdr geni susturma stratejisi (panel A) ve GPR54” mutant
farelerle yabanil farelerin gonad anatomilerinin karsilastirilmasi (panel B) (Seminara ve ark.
2003’den Tiirkgelestirilmistir).

Hipogonadotropik  hipogonadizmden etkilenen bireylerde yapilan bu
aragtirmalar sonucu HH hastaliginin, hasarli bir hipofiz yanitindan yada embriyonal
donemde nazal plakoddan GnRH ndéronlarinin uygun sekilde hiicre gogiiniin
yapilamamasindan kaynaklanmadigi ortaya ¢ikmistir (Pinilla ve ark., 2012). GnRH
saliimi i¢cin GPR54 ve kisspeptin sisteminin fonksiyonel sinyallesmesine gerek oldugu
dolayl1 olarak gosterilmistir (de Roux ve ark., 2003; Seminara ve ark., 2003; Topaloglu
ve ark., 2012).

Kisspeptin, Kissl geni tarafindan kodlanan iireme sisteminde ozellikle puberte
ve ovulasyonda kilit rol oynayan bir nérohormondur. Gonadotropin salgilatict hormon
(GnRH) iireten hiicrelerde bulunan KisslR (veya GPR54) reseptoriiniin aktivasyonu
sonucu hipotalamik-hipofizer-gonadal aksi kontrol ederek oviilasyon ve ergenlik gibi
tireme fonksiyonlari iizerine etki eder (d'Anglemont de TassignyColledge, 2010) (Sekil
2.5).
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Sekil 2-5: Hipotolamik hipofizer gonadal aksis (HPG) ve Kkisspeptin ndrobiyolojisi
(d’Anglemont de Tassigny Colledge 2010 ve Pinilla ve ark. 2012’den derlenmistir).

GnRH, GnRH néronunun median eminens (ME)’deki akson uglarindan
hipofizer portal dolagima salinir ve 6n hipofizden LH ve FSH salinimini uyarir (Tena-
Sempere, 2005). Gonadotropik hormonlar disilerde overleri erkeklerde testisleri
gametogenezis ve lireme i¢in uyarirlar. Arkuat ¢ekirdekte bulunan kisspeptin néronlari
gonadal steroidlerin negatif kontrolii altindadir. Ostrojen, arkuat bolgesindeki kissl
noronlarinin kisspeptin {iretimini gen ifadesi diizeyinde baskilar ve kissl noronlari
Ostrojen reseptorii igermeyen GnRH ndronlart ile gonadlar arasinda iletisimi saglarlar

(Herbison, 2008; Smith ve ark., 2005). Arkuat Kissl noronlariin median eminens



(ME)’deki GnRH néronlarinin akson uzantilarina sinaps yaptigi (Ramaswamy ve ark.,
2008) ve GnRH salinmasini steroid bagimli olarak diizenledigi diistiniilmektedir (Pinilla
ve ark., 2012). Ote yandan AVPV bélgesinde bulunan Kissl ndronlarinm ovulasyon
oncesi donemde artan Ostrojen diizeyinin etkisiyle kisspeptin mRNA miktarini arttirdigi
dolayisiyla Ostrojenin  bu noronlar Tlizerine pozitif etki yaptifi gosterilmistir
(d'Anglemont de Tassigny Colledge, 2010; Smith ve ark., 2005). Overektomize edilmis
farelere Ostrojen tedavisinin kisspeptin mRNA miktarin1 overektomize gruba gore
arkuat c¢ekirdekte anlamli olarak azalttigini, AVPV’de ise arttirdigini bildirdikleri
caligma Ostrojenin iki ayr1 kisspeptin popiilasyonu iizerine pozitif ve negatif etkilerini
gostermektedir (Smith ve ark., 2005). Kisspeptinin GnRH néronlar iizerindeki
reseptoriine baglanarak GnRH salinimini uyarir (Kotani ve ark., 2001). GnRH’1n bu iki
farkl1 lokasyondaki Kissl ndron popiilasyonlarinin kontroliinde diizenlendigi 6ne
stirilmektedir (d'Anglemont de Tassigny Colledge, 2010). Arkuat Kissl ndronlarinin
bazal kosullardaki GnRH salinimini pulsatil olarak diizenlenmesinde, AVPV
ndronlarinin ise oviilasyon oOncesindeki LH saliniminda gorev aldigi tahmin

edilmektedir (GuSimerly, 1997; Kinoshita ve ark., 2005; Pinilla ve ark., 2012).

Gonadotropik eksenin harekete gecmesi ve normal piibertal gelisim optimal
enerji depolama homeostazina baglidir (EvansAnderson, 2012). Beyine enerji rezervi ile
ilgili metabolik sinyal adiposit kokenli leptin ile tasinmaktadir (Bouret ve ark., 2004;
ElmquistFlier, 2004). Arkuat kisspeptin néronlarinda leptin reseptoriiniin bulunmasi ve
leptinin LH salimimi igin indiikleyici olmasi bu indirekt fizyolojik etkide kissl
noronlarinin aract oldugunu diisiindirmektedir (Smith ve ark.,, 2006). Leptin
eksikliginde goriinen tireme kusurlarinin (infertilite) ve piiberteye gecisteki gecikmenin
kismen Kissl'in azalmis ifadesi ile iligkili oldugu diisiincesini kuvvetlendirmektedir

(Castellano ve ark., 2005; Donato ve ark., 2011; Quennell ve ark., 2009).

Sican beyinlerinde yapilan immunohistokimya c¢alismalarinda GnRH
noronlarinda leptin reseptoriiniin (Ob-R) olmadig1 gosterilmistir (Hakansson ve ark.,
1998). Bir baska g¢alismada Rhesus maymunlarinin beyinleri in-situ hibridizasyon
teknigi ile Ob-R lokalizasyonu arastirildiginda GnRH noronlart leptin reseptorii ifade
etmedigi gosterilmistir (Finn ve ark., 1998). Reseptorii olmasa da GnRH noronlari bu

metabolik uyaricilarin kontrolii altindadir, kisspeptin ndronlarinin araci diizenleyici



etkisi ile bu metabolik sinyalleri ilettigi disiiniilmektedir (Backholer ve ark., 2010;
Castellano ve ark., 2010).

Leptin adipositlerden salinan, istah diizenleyici bir hormondur (Schwartz ve
ark., 2000; Y. Zhang ve ark., 1994). Tipk: KisslR genindeki delesyon mutasyonunda
oldugu gibi bu kez leptin veya leptin reseptoriindeki (LepR) mutasyona bagli olarak
puberteye geciste gecikmenin ve HH’in goriildiigii, fare ve insanlarda yapilan
calismalardan elde edilen sonugclar leptin’in kisspeptinle baglantili olabilecegi hipotezini
distindiirmiistiir (Chehab ve ark., 1996; Clement ve ark., 1998). Sonrasinda arkuat
cekirdekteki Kissl noronlarinin LepR’ii ifade ettigi ve ob/ob farelerde (leptin yoksunu
transgenik fare modeli) intraperitonal leptin tedavisinin hipotalamik Kissl mRNA’sin1
arttirdigr gosterilmistir. Bu da  Kissl noéronlarimin leptin regiilasyonu i¢in dogrudan
hedef oldugunu gostermistir (Smith ve ark., 2006). Yapilan bir baska ¢alismada yliksek
yag iceren besin tiiketimi sonrasi si¢anlardan alinan beyaz adipoz dokuda Kiss1 ifadesi
diiserken, aclik ve gonadal steroidler arttiginda Kissl ifadesinin arttifini gosterildi
(Brown ve ark., 2008), obez prepubertal kizlarin periferik dolasimindaki kisspeptinlerin

kaynagi olarak beyaz yag doku olabilecegini diistindiirmiistiir (Pita ve ark., 2011).

Yapilan bir bagka ¢alismada Kiss1R yoksunu transgenik disi farelerde yabanil
tip farelerle kiyaslandiginda, leptin seviyesinde, yag dokusunda ve viicut agirliginda
artig gosterilirken, erkeklerde viiciit agirlig1 agisindan fark gézlemlenmemistir (Tolson
ve ark., 2014). Bu c¢alisma da ayn1 zamanda giinliik enerji ihtiyaci, besin alimi ve
lokomotor aktivitenin de distiigiiniin gosteriliyor olmasi kisspeptinin tireme disinda

fizyolojik rolleri olabilecegini diigiindiirmektedir.

Rapamisinin memelilerdeki hedef proteini (mTOR), aglik durumunda enerji
homeostazinin diizenlenmesinde 6zellikle hiicre biiyiimesi ve farklilasmay1 azaltmada
etkili bir rol oynar (SchmelzleHall, 2000). Yapilan ¢alismalarda kissspeptinin baska bir
fizyolojik etkisi olarak mTOR ile olan iliskisi gosterilmistir. Rapamisin (mTOR
antagonisti) verildikten sonra hipotalamusta ozellikle arkuat ¢ekirdekte kisspeptinin
azaldig1 ve plazmada LH seviyesinde diisiis oldugunu gosterilen ¢alismada, piiberteye
geciste mTOR’un kisspeptin sistemi iizerinden diizenleyici etkisi ve kispeptinerjik

sistemle yakindan iliskisi olabilecegi 6nerilmistir (Roa ve ark., 2009).

Kisspeptin giiglii bir vazokonstriktordiir ve anjiyogenez inhibitoriidiir (Mead ve

ark., 2007). Insan aort, koroner arter ve umblikal ven diiz kaslarinda hem kisspeptin
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hem de reseptoriiniin gen ifadesini gosterdikleri arastirma kisspeptinin insanlarda
kardiyovaskiiler ~sistem i¢in Onceden tamimlanmamis bir roli  oldugunu
diistindiirmektedir (Mead ve ark., 2007). Yapilan baska bir ¢alisma sonucuna goére
sicanlara intraperitonal uygulanan kisspeptinin koagiilasyon zamani, kanama zamani ve
protrombin zamanini anlamli olarak uzattigi ve kisspeptinin antikoagulant etkilerinin

olabilecegi gosterilmistir (QureshiKanwal, 2011).

2.3. Konvansiyonel yontemlerden giiniimiize Kisspeptin néron ag1 haritalama
Immunohistokimya ve in situ hibridizasyon gibi teknikler kisspeptin ndronlarini
belirlemek i¢in kullanilmistir. Dokulardaki gen ifadeleri mRNA ve protein diizeylerinde
arastirilmistir. GPR54 i¢in yapilan ¢alismada beyin, hipofiz, omurilik, pankreas, dalak,
lenfositler, adipoz dokuda, testis, overler ve plasenta gibi bir ¢ok dokuda farkh
oranlarda ifade edilmektedir (Kotani ve ark., 2001), Kkisspeptinin dokulardaki
dagilimlan benzerlik gostermektedir (Colledge, 2008). Kiss1 geni o6zellikle plasentada
yogun olarak ifade edilirken, bobrek, pankreas, karaciger, prostat, akciger ve gonadlarda

daha diisiik diizeyde ifade edilir (Muir ve ark., 2001; Ohtaki ve ark., 2001).

KissIR’iinlin beyindeki dagilimma RT-PZR ile bakildiginda hipotalamus,
niikleus akumbens, talamus, serebellum, amigdala, singulat korteks, substansiya nigra,
hipokampus, pons ve medullada yiiksek oranda ifade edildigi gosterilmistir (Colledge,
2008; Kotani ve ark., 2001; Muir ve ark., 2001).

Beyinde o0zellikle memelilerde kisspeptin  néron popiilasyonu olarak
hipotalamusta arkuat ¢ekirdek (ARC) ve preoptik alan (POA) olmak iizere iki 6nemli
bolge oldugu diisiiniilmektedir (GoodmanLehman, 2012; Gottsch ve ark., 2004; Semaan
ve ark., 2013). Ozellikle GnRH néronlarinin aktivasyonu ve GnRH salinimi1 konusunda
anahtar role sahip olmasi nedeniyle bu iki noéron populasyonu oldukga dikkat ¢ekmistir
(Herbison, 2008). POA kiss néronlari, disilerde pubertal olgunlagsmanin yanisira
preovulator GnRH/LH dalgalandirmalarin1  (surge) baslatmada gorevli GnRH
noronlarinin aktivasyonunda rol oynar (Adachi ve ark., 2007; Kinoshita ve ark., 2005).
Kemirgenlerde, koyun ve kegiler iizerinde yapilan deneysel ¢alismalarda ise ARC kiss
noronlarinin dstrojen negatif geribesleme mekanizmasina ve muhtemel GnRH néron
pulsatilitesine katkida bulundugu o6ne siiriilmektedir (Adachi ve ark., 2007). Bunlarin
disindaki kiss popiilasyonlarinin, GnRH noron aktivitesini nasil kontrol ettigi halen tam

olarak bilinmemektedir. Elektrofizyolojik ve goriintiilleme teknikleri ile yapilan
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aragtirmalar kisspeptinin median eminensteki GnRH néron sinir terminal uglarinin

uyarilmasinda diizenleyici olasi etkileri olabilecegini gostermistir (Qiu ve ark., 2016).

Bu lokasyonlardaki noronlarin aksonal lif dagiliminin haritalanmasi igin ¢esitli
retrograd ve anterograd boyalarla isaretleme ve immiinohistokimya teknikleri
kullanilmigtir  (True ve ark., 2011). Farelerde ARC ve RPV3 kiss néron
popiilasyonlarin retrograde ve anterograde projeksiyon yollarinin belirlenmesi i¢in
konvansiyonel boyalar (trace) denenmistir (YeoHerbison, 2011). Anterograt boyama
i¢in farelerin arkuat ¢ekirdegine PHA-L (Phaseolus vulgaris Agglutinin), AVPV’ye ise
BDA (biyotinlenmis dekstran amid) iyontoforez yontemiyle enjekte edildi ve bir hafta
sonra boyalar yollarin1 tamamladiktan sonra beyin dokular1 incelendiginde arkuat
cekirdekte somalart bulunan néronlarin roastralden kaudale dogru sirasiyla
septohipotalamik niikleus (SHy), stria terminalisin yatak c¢ekirdegi (BSTn), preoptik
alana (MEPO, MPN, MPA, LPO, AVPV PVpo), periventrikiiler niikleus (PeN),
paraventrikiiler niikleus (PVN), lateral hipotalamik niikleus (LH), dorsomedial niikleus
(DMN), periakuaduktal gri (PAG) bolgelerinde anti-Kiss  ve anti-PHA-L ile
immiinreaktiviteye ugramis kolokalize olan/olmayan ¢ok sayida arkuat bolgesinden

gelen aksonal uzantilar gosterilmistir (Yeo Herbison, 2011).

Antikorlarin spesifik se¢ici olmayisi, RF amid protein ailesinin iiyelerine karsi
capraz reaksiyon gOstermesi bu proteini Ureten noronlarin belirlenmesini
giiclestiriyordu. Daha 06zel isaretleyiciler ya da tekniklere ihtiya¢ oldugundan, Kissl
geninin kodlama bolgesine molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak Cre-GFP transgeni
eklendigi ve genin islevinin bozuldugu transgenik fare modeli iiretildi (Yeo ve ark.,
2016). Bu transgenik fareler Kissl promoter bolgesine eklenen Cre-GFP’yi iirettiginden
fonksiyonel kisspeptin liretemiyordu. Kiss-CRE farelerle, Cre-bagimli-TdTomato
fareler ¢iftlestirildi ve elde edilen c¢ifte transgenik farelere “clarity” yontemi
uygulanarak seffaflastirilan beyinlerde AVPV ve arkuat kissl noronlari igin GFP ve
TdT ko-lokalizasyonlari incelendi. Arkuat bolgesinde kolokalize olmus ¢ok sayida
noron belirlendi ve ¢ifte transgenik farelerin disilerinde AVPV TdT ile kolokalize olan
kiss1 noronlarin erkeklere kiyasla fazla olmasi bu bolge i¢in dimorfizm oldugunu
diisiindiirmektedir. Lateral septum, anterodorsal preoptik niikleus, amigdala, DMH,

VMH, PAG ve MM’de az sayida TdT ile isaretlenen noéronlar belirlendi. Yine bu
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caligmada arkuat Kissl noronlarindan POA, AVPV ve lateral hipotalamusa sinir

liflerinin gittigi gosterildi (Yeo ve ark., 2016).

2.4. Adeno iliskili viriis (AAYV) sistemleri ile néronal isaretlemeler ve Optogenetik
Yaklasimlar

Rekombinant adeno iliskili viris (rAAV) (Samulski ve ark., 1989) beyine gen
aktarimi i¢in yaygin olarak kullanilan (Zingg ve ark., 2017), yaklagik 20-25 nm ¢apinda
(Timpe ve ark., 2005), kapsidini kodlayan gen igermediginden patojenik olmayan
baslanan tasiyici bir vektordiir (Gao ve ark., 2005; Glover ve ark., 2002). Noronlarda
uzun siireli gen ekspresyonuna olanak saglayan (Glover ve ark., 2002; Glover ve ark.,
2003), genomunu enfekte ettigi konak hiicreye dahil edebilen bu viral sistemler
sayesinde bir gene ait ayrintili haritalar ¢ikarilip noral devrelerin belirlenmesine olanak
sagladi (BetleySternson, 2011). Yine ayni viral sistemler kullanilarak disaridan hiicre
genomuna kanal proteinleri kodlanip konak néronun aktivitesini kontrol etmek miimkiin

hale geldi (Fenno ve ark., 2011; HuangZeng, 2013).

Bu alanda degisik davranis modellerinde néronlarin lokasyonlarinin belirlenmesi
ve aktivasyonunun kontrolii i¢in bu viral sistemlerden ve molekiiler biyoloji
tekniklerinden faydalanilmistir. Kisspeptinin fizyolojik roliiniin arastirilmasi konusunda
yine bu sistemler kullanilmistir. Kisspeptin néronlarinda Cre rekombinaz enzimi geni
bulunduran transgenik farelerin arkuat niikleustaki Kissl noronlari hedeflenerek Cre
bagimli ¢alisan kanalrodopsin (ChR2) ifade eden rAAV vektorii intrakraniyal
enjeksiyon ile veriliyor, enfeksiyon siiresi gectikten hedef bolge {izerine yerlestirilen
fiber optik kablo kullanilarak 473 nm mavi lazer ile bu hiicreler uyarildi ve LH
miktarmin kanda arttigi gosterilmistir (Han ve ark., 2015). Yine rAAV-ChR2 viral
sistemleri kullanilarak yapilan caligmada arkuat Kissl noronlariin AVPV Kissl
noronlarina glutamaterjik baglantisi ve median eminenste sonlanan GnRH ndron
terminallerine input gonderdigi gosterilmis, AVPV’deki Kissl noronlarinin
modiilasyonu ile GnRH salinimi i¢in hiicrelerin uyarildigi ileri stirilmistiir (Qiu ve ark.,

2016).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan desteklenmis (Proje no: 115S327) ve Yeditepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulw> (YUDHEK) 24.05.2016 tarihinde 534 nolu Kkararla
onaylanmaistir.

3.1. Deney Hayvam

Bu tez calismasinda transgenik KisslCre:EGFP (Jax. Lab. #017701) (M. L.
Gottsch ve ark., 2011; Popa ve ark., 2013) ve yabanil tip C57BL/6 fareler kullanilmistir.
Bu fareler TUBITAK 1155327 nolu proje kapsaminda Jax Lab.’dan ithal edilmis ve
tiretilmistir. Deney hayvanlart 21+1 °C sicaklikta ve 12 saat aydinlik-karanlik ortamda
tutuldular. Farelere ad libitum olarak standart fare yemi ve normal musluk suyu verildi.

Kullanilan fare sayis1 ve gruplara dagilimi Tablo 3.1’ de belirtilmistir.

Gruplar Enggrgsg?n Cinsiyet Yas N (adet)
1 Arkuat (ARN)  Disi 3-6 ayhik 4
2 Arkuat (ARN)  Erkek 3-6 ayhk 4
3 AVPV Disi 3-6 aylik 4
4 Arkuat (ARN) Disi 3-6 aylik 4
5 Arkuat (ARN)  Erkek 3-6 ayhk 4

Tablo 3-1: Deneylerde kullanilan fareler ve viriislerin gruplara dagilima.

3.1.1. Farelerin Uretim Stratejisi

Kiss1©"®ECFP (Jax Lab Kat No: 017701) transgenik fare hattinin ¢ogaltilmast icin
satin alindig1 Jackson laboratuvarin 6nerdigi sekilde heterozigot x yabanil tip C57B16/L
ciftlesme stratejisi kullanildi. Bu stratejiye uygun olarak iki disi ve bir erkekten olusan
ciftlesme kafesi olusturuldu ve hayvanlar iki siklus siiresi (sekiz giin) bir arada iiretim
kafeslerinde tutuldu, siire sonunda erkek fare disilerin yanindan alindi ve disilerin
gebelik durumlar takip edildi. Gebe kalan fareler belirlenerek bireysel kafeslere alindi.
Uretilen yeni farelerin genotiplenmesi igin, yavrular 22 giinliilk oldugunda siitten

kesildikleri sirada kuyruk biyopsileri alind.
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3.1.2. Kuyruk Biyopsi Orneginden Genomik DNA izolasyonu

Izofluoran ile hafif anestezi altina alman farelerin kuyruk ucundan 2 mm
uzunlukta kesilen doku ornekleri deney tiiplerine alind1 ve genomik DNA izolasyonu
yapildi (Truett ve ark., 2000). Dokunun fizerini ortecek sekilde 75 ul alkali lizis
¢oOzeltisi (25 mM NaOH/ 0,2 mM EDTA) konularak 1 saat, 98 °C’de inkiibe edildi. Siire
sonunda tiipler buzun {izerine alind1 ve iizerine 75ul nétralizasyon tampon ¢ozeltisi (40
mM Tris-HCI, pH 5,5) eklendi. Elde edilen karisim 3 dk. 4000 rpm’ de santrifiij edildi

ve siipernatan ayrildi ve yeni deney tiipiine aktarildi.

3.1.3. DNA miktarimin ol¢iilmesi

Izole edilen genomik DNA miktarlar1 ve kalitesinin kontrolii icin Gen5-BioTEK
(Take3) sistemi kullanilarak O6rneklerin optik yogunlugu olciildii. Bunun icin Take3
plaka tizerindeki nokta seklindeki alanlara 1 pl 6rnek konuldu ve ¢ift sarmal DNA
orneginin 260 nm (DNA i¢in) ve 280 nm (Protein i¢in) dalga boylarina kars1 6l¢iilen
absorbans degerleri kaydedildi. A260/ A280 orani1 degerlendirildi (Wilfinger ve ark.,

1997) ve bu oranin 1,8-2,0 arasinda olan 6rnekler genotiplemede kullanildi.

3.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Agaroz Jel Elektroforezi

Genotipleme i¢in Tablo 3.2” de dizisi belirtilen primerler (Michelle L. Gottsch
ve ark., 2011) ve Tablo 3.3’ de gosterilen PZR karisimi (NEB katalog no: M0270L)
kullanildi. Buna gore PZR soliisyonu hazirlandi ve cihaza (Multigene Optimax,

TC9610 model) yerlestirilen 6rnekler Tablo 3.4’ deki kosullarda reaksiyona sokuldu.

Primer Primer Sekansi (5' --> 3¢) PZR Uriinii
Primer M (Mutant) GGCAAATTTTGG TGT ACG GTCAG 250 bp
Primer W ( Yabanil) GAG CCT CCA GTG CTCACA GC 337 bp
Primer F GAC CTA GGCTCT GGT GAA G

Tablo 3-2: Transgenik fare genotiplemesi i¢in kullanilan primer dizileri ve PZR {iriinii
biytkligi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu Son Son Hacim
Bilesenleri konsantrasyon (pl)
Taq 2X karigimi 1X 6,25
Primer M (mutant) veya W (yabanil) 0,25 M 0,30
Primer F 0,25 uM 0,30
ddH,0 - 4,65
DNA ornegi - 1

Tablo 3-3: Transgenik fare genotiplemesi icin kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu
bilesenleri, konsantrasyonlar1 ve kullanilan hacimleri.

Adimlar Sicakhk (°C) Sire Notlar
1 94 2 dk
2 94 20 sn her dongtlide
-0,5 °C azaltilarak
3 65 15sn (Touchdown
4 63 10'sn teknigi)
5 2-4 arasi adimlar 10 dongii tekrarlandi
6 94 15sn
7 60 15 sn
8 72 10 sn
9 6-8 arasi adimlar 28 ddngii tekrarlandi
10 72 1 dk
11 4 a

Tablo 3-4: Transgenik fare genotiplemesi i¢in kullanilan polimeraz zincir raksiyonu kosullari.
PZR iriinleri, 0,5 X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) tamponu (igerigi: 40 mM
Tris-Cl, 45 mM borik asit ve 1 mM EDTA) ile hazirlanan % 2 agaroz jele yiiklendi ve
120 V’ ta 15 dk. yiiriitiildii. Jeller Biorad Chemidoc goriintiileme sisteminde (UV lamba
altinda) incelendi ve mutant gen olmasi durumunda ~250 baz, yabanil tip durumunda
~337 baz, heterozigot olma durumunda ise ~ 250 baz ve ~337 baz olmak iizere bantlar
elde edildi (Sekil 3.1). Bantlarin baz cinsinden biiyiikliiklerine goére fare genotipleri

belirlendi. Deneylerde heterozigot fareler kullanildi.
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KissCR.E:E GFP WT KiSSCR.E:EGFP WT

400 bp
<«———~337bp
300 bp
<4——— ~250bp Mutant

200 bp

Sekil 3-1: Kuyruk biyopsilerinden elde edilen genomik DNA’larin PZR sonrasi temsili jel
gOriintiisii, resim renkleri ters (invert) ¢evrilmistir.

3.2. Cre Rekombinaz Bagimh AAYV tipi viriislerin iiretilmesi

Viriis iiretimi igin Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin Arastirma
laboratuvar1 ve Medipol Universitesi REMER laboratuvarlart alt yap: olanaklari
kullanilmistir. Yardime:r vektdrler ve transgen plazmit iceren bakteriler TUBITAK
115S327 projesi kapsaminda temin edilmistir. Asagida tam adi belirtilen virtisler

tiretilip deneylerde kullanilmistir (Sekil 3.2).

s[eAe DI wsswrrepA] 3 rAAV-CAG-flex-rev-Syp-GFP
5 D wrre-pA|3*  rAAV-EFla-double floxed-hChR2(H134R)-EYFP-WPRE-HGHpA

P lox2272
l> loxP

Sekil 3-2: Calismada kullanilan Adeno bagimli viriislerin (AAV) tam ve kisaltma adi.

3.2.1. Bakteriden Plazmit Cogaltma

Yardimc1 vektér, pAAV2.1 plazmitleri igeren bakteri (DH5-Alpha E. Coli)
stoklart agildi ve ampisilinli (100 ug/ml) Luria-Bertani (LB) agar (35 g/L, Biomatik,
A8523 ) petrilerine c¢izgisel yayma yontemi ile (Sekil 3.3) aseptik kosullara dikkat
edilerek ekildi (Sanders, 2012). 37 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin
ampisilin direngli bakteriyel kolonilerden tek diisen koloni 6ze yardimiyla alindi ve 100

ml LB sivi1 kiiltiir ortamina (20 g/L, Biomatik, A8521) aktarildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3-3: Cizgisel yayma yontemiyle bakteri ekimi ve tek koloni izolasyonu.

Calkalamali inkiibatorde 37 °C’de, 250 rpm’ de 7 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sliresi bitince besiyerinin tamami 500 ml taze LB Broth sivi besiyerine aktarildi ve
tekrar calkalamali inkiibatorde 37 °C’de, 250 rpm’de 16 saat inkiibe edildi. Sivi
besiyeri, 4 °C’de 6000 g de 15 dk. santrifiij edilerek bakteri pelleti elde edildi.
Stipernatan atildi ve Endofree Plasmid Kit (Qiagen, 12362) ile bakteri pelletinden
plazmit izolasyonu yapildi (Sekil 3.5).

Transgen Transgen

vektor - ‘ vektor

(ChR2/Flextdt) LB sivi (ChR2/Flextdt)
besiyeri

Yardimci Vektor - ‘ Yardimci
LB sivi Vektor
besiyeri

- AAV \
a2 veicor D L J

(Rep/cap) LB sivi '\Veit(')'r

besiyeri

Sekil 3-4: Tek koloni izolasyonundan sivi besiyerine aktarim ve plazmit izolasyonu sematize
gosterimi.
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DH5-Alpha E. Coli (pAAV2.1) Tek koloni izolasyonu 250 rpm, 7 saat, 37°C

- o

-

Kolona uygulama

Sekil 3-5: Bakteri ekiminden transgen plazmitlerin ¢oktiiriilerek elde edilmesi basamagina
kadar olan protokol agamalarinin sematik anlatimi.

3.2.2. AAV293 Hiicre hattinin viriis iiretimi i¢in transfeksiyonu

AAV293 hiicreler 1x10 hiicre/ml konsantrasyonda 150 mm steril petri kaplarina
ekildi ve ertesi glin hiicre yogunlugu petri kabinin % 70-80’ini kapladi. Bir seferde 10
petri olacak sekilde Tablo 3.5 deki birlesim 15 ml’lik tiipte hazirland1 ve 5-10 sn.
kanistirildiktan sonra 10 dk. oda 1sisinda inkiibe edildi. Hiicrelerin iizerine bu
karisimdan 1 ml’lik sivi damla damla eklendi (Sekil 3.6) ve hiicreler 72 saat inkiibe

edildi.
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Transfeksiyon Bilesenleri Miktar
Transgen Vektor (ChR2-tdT) 255,2 ug
Yardimci Vektor 505,6 ug
AAV2.1 Vektor (Rep/Cap) 422,9 ug
OptiMEM 10,5 ml
PEI (polyethylenimine) 1775,4 ug (1,5 :1)

Tablo 3-5: Transfeksiyon i¢in kullanilan karigimin bilesenleri ve miktarlari.

Transgen Vektor

(ChR2-TdT) HelpervVektor V2.1 vektsr

AAV293 hilcre hatti

Sekil 3-6: AAV293 hiicre hattinin transfeksiyonu i¢in kullanilan vektorler.

Transfeksiyondan 72 saat sonra hiicreler kiiltlir besiyeri i¢inden kazinarak
toplandi (150 ml) ve 1100 rpm’ de 5 dk. santrifiij edildi ve siipernatan (iist faz)
uzaklastirildi. Olusan ¢okelti (pellet) 9 ml lizis tampon ile ¢oziildii (Lizis tamponu (50
ml): 150 mM NacCl, 20 mM Tris pH 8, 47,5 ml H20). Dondur-¢6z yontemiyle hiicreler
patlatildi. Bunun i¢in kuru buzda donduruldu ve 37 °C su banyosunda ¢ozdiiriildii, bu
islemler 3 kez tekrarlandi. Ardindan tiipler yaklasik 3 dk. sonikatore yerlestirilerek
inkiibe edildi. MgCl: final konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde tiiplere eklendi ve iyice
karistirildi. Benzonaz (Sigma E8263-25K) final konsantrasyonu 250 U/ml olacak
sekilde eklendi. Vorteks ile 1yice karistirildi. Tiipler 37 °C’de 20 dk. ara sira ters-diiz
ederek inkiibe edildi. Pargalanan hiicre parcalar1 4000 rpm’ de 4 °C’de 20 dk. santrifiij
edilerek ¢oktiiriildii.
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3.2.3. Viriislerin iyodiksanol ile konsantre edilmesi ve saflastirilmasi

Siipernatan da kalan viriisler ve hiicresel atiklarin ayristirilmasi i¢in iyodiksanol
(“Optiprep” Sigma D1556-250mL) faz (gradient) olusturuldu (Zolotukhin ve ark.,
1999). Bunun i¢in Tablo 3. 6’daki soliisyonlar hazirlandi.

Cozeltiicerikleri %17 %25 %40 %60
PBS (10X) 5ml 5ml 5ml

MgCl, (1 M) 005m  005ml 005ml  0,05ml
KCI (1 M) 0,125ml 0,125ml 0,125 ml 0,125 ml
NaCl (5 M) 10 ml - 10 ml

Opti-PREP (lodixanol) 12,5 ml 20 ml 33,3 ml 49,8 ml
(Sigma kat. No: Sigma D1556)

Fenol Kirmizisi 0,5% (wt/vol) - 0,1 ml - 0,025ml
(Sigma kat. No: P0290)

ddH,0 22,325 ml 24,725ml| 1,525 ml

Tablo 3-6: Iyodiksanol ile farkli faz konsantrasyonlarinda (%17, %25, %40, %60) hazirlanan
¢ozelti igerikleri.

OptiSeal tiiplerin (Beckman kat. no: 361625) icerisinde konsantrasyona bagl
fazlar1 olusturmak igin sirasiyla % 60’lik soliisyondan 3 ml, % 40°lik soliisyondan 5 ml
ve % 25’1lik soliisyondan 6 ml, son olarak % 17°lik iyodiksanol soliisyonundan 6 ml
konuldu ve tiipler viriis igeren lizat ile dolduruldu (Sekil 3.7). 50 000 rpm’de 90 dk. 18
°C’de santrifiij edildi (Beckman kat no: Ti70 rotor). Santrifiijj sonrasinda viriis
fraksiyonlar1 % 40’lik soliisyonun oldugu yerden 2 mm’lik bir alandan 18 G siringa

ignesiyle % 25’lik tabakaya degmeden yaklasik 4 ml toplandi.



21

Virds

4.

% 17

% 40

%'Virijs [

% 60

(

4

Sekil 3-7: Yogunluk faz soliisyonlarmin ve viriis iceren lizatin OptiSeal tiip icerisinde
karigtirilmasi ve ultra santrifiij sonrasi tiipiin fazlara gore son goriinimii.

Viriis fraksiyonu, 1 X saklama tamponu ( 100 ml 10X PBS, 50 gr D-sorbitol, 42,4
ml 5 M NaCl, 1L’ye dH20O ile tamamlanir) i¢cine alindi ve 15 ml’ye tamponla
tamamlandi, iyice karistirildi ve viriis fraksiyonu onceden 1slatilmis Millipore Amicon
100K columns-UFC910024 i¢ine yiiklendi. Bu islem iyodiksanolii uzaklastirmak ve
virlisii yogunlastirmak i¢in yapildi. Kolon 4 °C’de 30 dk. 3500 rpm’ de (Eppendorf kat
no: 5810R) santrifiij edildi, altta toplanan fraksiyonlar atildi ve kolon 1X saklama
tamponu ile dolduruldu (15 ml), pipetleme yontemi ile iyice karistirildi. Tekrar santrifiij
edildi. Bu sekilde yikama ve ¢oktiirme islemi 3 kez tekrarlandi. En son yikama sonrasi
tiip igerigi temiz tiipe alind1 ve kii¢iik hacimlere boliinerek -80 °C’de saklandi. Viriis
{iretim islemleri sonrasinda titrasyon 2x10'2-10'* genomik kopya/ml olarak belirlendi

ve etkinlikleri beyin i¢i enjeksiyonlarla kontrol edildi.

3.3. Cre rekombinaz Bagimhi AAYV viriislerin Intrakraniyal Enjeksiyonu
Kiss1l-CreGFP oldugu PZR ile tespit edilen transgenik farelerin
hipotalamuslarinda Arkuat (ARC) ¢ekirdege rAAV-Flex-TdT viriisii bilateral olarak
stereotaksik yontemle enjekte edildi. Viriis enjeksiyonlar1 i¢in 2,5 aylik ve 5,5 aylik
fareler kullanildi, enfeksiyon siiresi olarak operasyon sonrasi fareler 15 giin bekletildi.
Virilis enjeksiyon islemi sirasinda stercotaksik ¢erceve (David Kopf instruments,
Tujunga, CA, ABD) ve izofluoran gaz anestezisi kullanilmistir (Sekil 3.8). Fareler,

stereotaksi cihazina hafif izofluoran anestezisinde yerlestirildi (Sekil 3.9).
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Sekil 3-8: Viriis enjeksiyonu i¢in kullanilan masaiistii diizenegin semasi.

Sonrasinda % 2 izofluoran gaz anestezisi sistemi ile derin anesteziye alindi ve
operasyon sirasinda % 1,25 orani ile devam edildi. Oncelikle farenin kafas tiras edildi.
Iyotlu antiseptik temizleyiciler ile insizyon yapilacak bolge silindi. Farenin parmak
kistirma yanitlar1 ve gz refleksleri izlenerek ile anestezi derinligi kontrol edildi.
Spontan hareketleri kaybolan farenin kafatasi derisi bisturi ile kesilerek kemik yapiya
ulagildi.  Kemik ylizeyindeki dokular oksijenli su ile islatilmis pamuk yardimiyla
temizlenerek bregma ve lamda agikga goriiniir hale getirildi (Sekil 3.9). Bregma ve
lambda arasi Olgiilerek, fare beyin atlasindan (Paxinos G ve ark., 2001) belirlenen
referans ARC koordinatlar1 hesaplandi. Kiss1¢™®®™ transgenik fareler i¢in ARC
enjeksiyon koordinatlari bregmadan 1,55 mm posteriyor (arka), = 0,30 mm lateral (yan
taraf), vertikal (dikey) 5,90 mm (Sekil 3.10) olarak belirlendi. Suya dayanikli kalemle
isaret konulan noktalara dril (cerrahi matkap) ile delik agildi.
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Sekil 3-9: Stereotaksiye yerlestirilen farenin bregma ve lamda siiturlar1 (sagda), enjeksiyona
hazir viriis ¢ekilen cam pipet solda.
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Sekil 3-10: Projeksiyonlarin belirlenmesi i¢in virus partikiilleri intrakranyal olarak enjekte
edildi.

Taze ¢ekilen 40-50um ug ¢apina sahip cam mikro pipet (Drummond Scientific,
Wiretrol, Broomall, PA, ABD) mineral yag ile dolduruldu ve narishige hidrolik
enjeksiyon sistemine baglandi. Yaklasik 250-300 nl rAAV-Flex-TdT ve rAAV-Flex-
Syn-GFP viriis karigimindan (1:1) cekildi (2x10'2 genomik kopya/ml) ve pipet
stereotaksi cihazinin tutucusuna yerlestirildi. Tekrar bregma referans alinarak belirlenen
koordinatlara gidildi ve intrakranyal beyin enjeksiyonlari bilateral gerceklestirildi.
Enjeksiyon hizi bir mikromanipiilator (Narishige, East Meadow, NY, ABD) tarafindan
30 nl /dk olarak ayarlandi. Her enjeksiyon sonrasi 10dk beklendikten sonra pipet
yavasca cekildi ve insizyon bolgesi 3.0 ipek iplik ile dikildi. Bu bdlgeye iyotlu
antiseptik ¢ozelti siirlildii ve fare uyanana kadar 1sitic tabla iistiindeki bireysel kafese
alindi. Farelere operasyon sonrasi iyilesme ve transgen gen ifadesi siiresi olarak 15 giin

verildi.
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3.4. Kisspeptin néronlarinin aksonal projeksiyonlarin néroanatomik incelenmesi

3.4.1. Kardiyak Perfiizyon / Fiksasyon ve Postmortem Beyin Dokusunun Alinmasi

izofluoran ile anesteziye alman hayvanin anestezisi dogrulandiktan sonra, fare
ekstremite ve kuyruk kisimlarindan diseksiyon paneline flaster (i¢i yapiskan sentetik
bant) ile sabitlendi. V kesi ile sternum (goglis kemigi) kaldirilarak toraks (gdgiis
boslugu) acildi. Kalbin apeksinden kelebek igne ile girilerek sol ventrikiile dikkatli bir
bigimde igne ucu sabitlendi. Daha sonra sag atriyuma kesik atild1 ve {i¢ yollu kaniilden
once 5 dk. siireyle heparinize serum fizyolojik verilerek perfiizyon saglandi. Sag
atriyumdan akan kanin berraklagtigi goriildiiglinde kaniiliin vanas1 diger girise
cevrilerek fosfat tamponu iginde % 4 paraformaldehit (PFA) ¢ozeltisi verilmek suretiyle
5 dk. siireyle perfiizyon fiksasyonu gerc¢eklestirildi. Hemen akabinde beyinler biitiin
olarak c¢ikartildi.

3.4.2. Vibrotomda koronal beyin kesitlerinin alinmasi

Cikarilan beyinler, beyin sapindan bir pens yardimiyla tutularak, hizla % 4 PFA
cozeltisine alind1 ve 4 saat 4 °C’de inkiibe edildi. Metal tartim kasig1 yardimiyla beyin
biitiinltigline hasar vermeden dokular % 30 siikroz-PBS c¢ozeltisine aktarildi (Sekil
3.11). Beyinler ¢okene kadar 4 °C’de inkiibe edildi.

g % 0, gar;z | PBS (1X) |
y 1 saat 4°C Vibrotom 4°C
t

%4 PFA % 30 Siikroz % 30 Siikroz PBS (1X) 70 pm-
4saat4°C  2saat4°C  4saat4°C Sdk.R.T koronal kesitler

@

Sekil 3-11: Postmortem beyin dokusunun fiksasyonu, siikroza doyurulmasi, agaroza gémiilmesi
ve vibrotomda koronal kesit alimini gosteren is akisi semasi.
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Siikroz soliisyonunda tiipiin dibine ¢dken beyinler, 1X PBS ile 5 dk. ¢alkalayici
tizerinde yikandi. % 0,4’liik agaroz jel (Low Melting Point, Sigma: A9414) hazirlandi.
Beyinler hazirlanan ve oda 1sisina sogutulmus agaroz jel icerisine gomiildii, kalip olarak

tartim kaplar1 kullanildi.

Agaroz jelin donmasi i¢in 4 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Agaroza gomiilii olarak
cikarilan beyinlerin etrafindaki fazla jel kesildi ve vibratomun doku kaseti {izerine
yapistirildi. Bu sekilde hizlica 4 °C’de sogutulmus 1X PBS icine alinarak vibrotomda
(Campden Instruments Model: 5100mz) 70 pm koronal (yanay-dikey) kesitler alindi.
PBS (1X) i¢ine toplanan kesitler tiim beyinden orneklemeler yapilarak polilizin kaplt
lamlara alindi. Flouromount (Sigma katalog no: F4680) kapatma soliisyonu ile kesitler

kapatildi (Sekil 3.11).

3.4.3. Analiz

Endojen floresan isaretlerin (tdtomato; kirmizi, GFP; yesil) gen spesifik soma ve
akson terminallerinde Cre bagimli ifadesi prensibine dayanarak projeksiyonlarin
belirlenmesi i¢in konfokal mikroskopta (Carl Zeiss Model: LSM700; yazilim: ZEN
2011, ver 8.0) goriintiilendi. Kisspeptin ndronlarinin projeksiyon dagiliminin analizi

icin 6n beyinden beyin sapina kadar haritalama yapildi.

3.5. Kiss1¢" néronlarin Elektrofizyolojik etkilerinin arastiriimasi

Arkuat cekirdekteki kisspeptin noronlarinin projeksiyon devrelerinin analizinde
optogenetik ve elektrofizyoloji yontemleri birlikte kullanildi. Tim ex vivo kayitlar
sabah saatlerinde alindi. Viral olarak kanalrodopsin-2 (ChR2) geni transfekte edilen
presinaptik kisspeptin noron aksonlarinin fotostimiilasyonuna cevaben postsinaptik
noronlardan hiicre bagli yama kenetleme (Cell-attached patch clamp) yontemi ile

sinaptik devrenin elektrofizyolojik 6zelliklerinin analiz edildi.

3.5.1. Beyin preparatlarimin hazirlanmasi

Kiss1C¢re:CFP transgenik farelere (2,5 aylik, erkek) viriis enjeksiyonlar1 yukarida
metodolojide tarif edildigi gibi stereotaksi yardimi ile intrakraniyal yapildi. Kisaca,
hazirlanan  rAAV-EFla-doublefloxed-hChR2(H134R)-EYFP  (rAAV-ChR2-EYFP)

virlisii intrakranyal olarak arkuat gekirdege bilateral enjekte edildi (Sekil 3.12).

Viriistin ~ kisspeptin  néron spesifik enfeksiyonu ve kanalrodopsin gen

transfeksiyonu i¢in 15 giin iyilesme/enfeksiyon siiresi beklendi.
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Sekil 3-12: Optogenetik ¢alismalar igin rAAV-ChR2-EYFP virus partikiilleri intra-arkuat olarak
enjekte edildi.

Elektrofizyolojik deney kosullarini optimize etmek igin farelerden her seferinde
sabah 10-11 saatleri arasinda taze beyin dokusu alindi ve her kayit giiniinde 1 tane
transgenik fare ile ¢aligildi. izofluoran inhalasyon gaz anestezisi altinda; Tablo 3.7’da
igerigi belirtilen % 95 oksijen % 5 karbondioksit ile gazlanmig, sogutulmus beyin
izolasyon ¢ozeltisi (X. Zhangvan den Pol, 2016) ile intrakardiak perfiizyon yapildi ve
fareler hizla dekapite edildi. Beyin dokusu en fazla 1 dk. i¢inde ¢ikarilarak sogutulmus
beyin izolasyon c¢ozeltisine alindi ve vibrotomda bu soliisyonla koronal 250 p

kalinliginda taze beyin dilimleri elde edildi (Sekil 3.13).

|
|

\t

ACSF

Sekil 3-13: Taze beyin dokusunun izolasyonu, vibrotoma yerlestirilmesi ve koronal
preparatlarin karbojenle gazlanan ACSF ¢ozeltisinde inkiibasyonu
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Dokular 30 dk. 32-34°C kimyasal igerigi Tablo 3.8’de belirtildigi gibi hazirlanan
ve karbojen (% 95 oksijen % 5 karbondioksit) ile gazlanan yapay beyin omurilik sivist

(ACSF) igerisinde inkiibe edildi.

Kimyasal Bilesenler  Molekiil Agirligi  Final Konsantrasyonu

{g/mol) {mM)
Siikroz 342,3 220
KCl 74,55 2,5
NaHCO, 84,01 26
NaH,PO, 119,98 1,23
CaCl, 110,98 1
MgCl, 203,31 6
Glukoz 180,16 10

Tablo 3-7: Beyin izolasyon ¢6zeltisinin kimyasal igerigi.

Kesitler, oda 1sisinda olan ACSF soliisyonu ile 60 dk. bekletildi.
Elektrofizyolojik kayit i¢cin oda 1sisinda siirekli karbojenle gazlanan ACSF soliisyonu,
doku haznesine deney boyunca akis hizi 2-4 ml/dk. olacak sekilde siirekli perfiize
edildi.

Beyin dokularma 4X ve 60X objektiflerle bakilarak enfeksiyon bolgesi
belirlendi. YFP (Sar1 fluoresan protein) ile isaretlenmis ve isaretlenmemis hiicreler

belirlendi.

Kimyasal Bilesenler  Molekiil Agirhg1 Final Konsantrasyonu

(g/mol) (mMm)
NaCl 58,44 124
KCl 74,55 2,5
NaHCO; 84,01 26
NaH,PO, 119,98 1,23
Cacl, 110,98 2
MgCl, 203,31 2
Glukoz 180,16 10

Tablo 3-8: ACSF igin kullanilan kimyasal bilesenler ve konsantrasyonlart.

Elektrofizyoloji kayitlar1 sirasinda taze beyin kesitleri, sinaptik baglantilarin ve

devrelerin korundugu preparatlar oldugu i¢in tercih edildi.
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3.5.2. Elektrodlarin hazirlanmasi

Ince cidarli, dis ¢apt 1,5 mm i¢ cap1 1,1 mm, borosilikat kapiller cam pipetler
(Narishige marka GD-1.5) kayitlar igin kullanildi. Vertikal pipet ¢ekici (Narishige,
model no: PC-10) kullanilarak elektrofizyolojik kayit alabilecek pipetler hazirlandi
(Sekil 3.14). Pipet uclarinin uzunluk ve acikliklari, ekstraselliiler soliisyon ile
doldurulduklarinda elektriksel direngleri (8-10 M) olacak sekilde optimize edildi.
Maksimum kanal aktivitesi i¢in ve yiiksek akim amplitiidleri (genlik) i¢in pipetler 150
mM NacCl ekstraselliiler soliisyon (Perkins, 2006) ile dolduruldu.

Sekil 3-14: Vertikal pipet ¢ekiciye cam pipetlerin yerlestirilmesi ve elektrodlarin hazirlanmasi.

3.5.3. Cell-attached Patch-clamp Kayit
Kanalrodopsin-2 iireten Kiss1™®ECF" ngronlar intrakranyal viriis enjeksiyonu
sonrasinda sar1 fluoresan protein (YFP) isaretli oldugundan mikroskop yardimiyla

enfekte olan hiicreler ayirt edilebilmektedir.

Enjeksiyon bolgesini iceren koronal beyin kesitleri kontrol edilerek viral
enfeksiyonun yayilimi kontrol edildi. Uygulanan yonteme gore virilisiin enfekte ettigi
hiicrelerden sadece Kiss1®™® olan noéronlarda ChR2 ve YFP iiretileceginden

kisspeptinerjik sisteme 6zellesmis bir igsaretleme kullanildi.

YFP pozitif hiicrelere ait aksonlar 470 nm dalga boyunda ve ¢esitli frekans/
siirelerde uyarilarak stimiile edildi, presinaptik ndéronun aksonu boyunca yayilan
ChR2’nin lazerle aktivasyonu sonucu sodyumun hiicre i¢ine girmesiyle membran
depolarizasyonu gerceklesti ve postsinaptik oldugu deneysel olarak gosterilmis

noronlardan kayitlar alindi, yapilan deneysel islem sekil 3.15°da sematize edilmistir.
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Sekil 3-15: Fluoresan isaretli kanalrodopsin geni ifade eden arkuat Kissl néronlarinin sinaps
yaptigi diisiiniilen beyin bolgelerindeki noéronlardan kayit alinarak sinaptik baglantilarin control
edilmesini anlatan illistrasyon.

Cre-bagimli rAAV-ChR2-EYFP viriis ile enfekte olmamis (YFP negatif)
projeksiyon bolgelerindeki postsinaptik noronlar epifloresan mikroskop (Zeiss)
yardimiyla 4X ve 40X biiyiitmelerde belirlendi, bu hiicrelerden, hazirlanan pipetler (8-
10 MQ direngli) secilerek kayitlar alindi. Pipetlere pozitif basing verilerek ACSF
icerisindeki beyin kesitine yaklastirildi. Kayit alinacak bolge 4X biiyilitmede
belirlendikten sonra sistemin mikro manipiilator kollariyla hassas bir sekilde kayit
almacak YFP negatif hiicreye yanasildi. Hiicre membranina kenetlendikten sonra
referans olacak spontan atesleme degerleri kaydedildi, sonra lazerle aksonlar uyarilarak

hiicre yama kiskac1 metodu ile kayit alinmaya devam edildi. Elektrofizyolojik kayitlar
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icin patch clamp amplifier (axon) ve Clampex 10.4 yazilimi kullanildi ve sonuglar

Clampfit ile analiz edildi.

Sekil 3-16: Optogenetik aktivasyon i¢in iiretilen lazer iinitesi ve Faraday kafesi ile ¢evrelenen
elektrofizyoloji kayit cihazi.

Enfekte olan noronlarin optogenetik stimiilasyonlar1 i¢in Yeditepe Universitesi
Beyin Arastirmalar1 laboratuvarlarinda iiretilen ve bilgisayarla kontrol edilebilen 470
nm mavi lazer 151k kaynag kullanildi (Sekil 3.16). 10 ms siireyle ve 10, 20, 30 Hz
frekanslarda stimiilasyon saglanarak ChR2 sentezleyen Kissl-CreGFP hiicrelerinin
aksonal projeksiyon bolgelerinden floresan isaretlenmeyen hiicrelerden “cell attached”

yontemiyle elektrofizyolojik degisiklikler kaydedildi.

3.5.4. Istatistiksel Analiz

Alinan kayitlardan 0-10 sn 10-20 sn 20-30 sn 30-40 sn 40-50 sn arasindaki
noronal atesleme frekanslar1 Clampex 10.4 yazilimi kullanilarak analiz edildi. Gruplar
arasindaki fark SPSS programi ile degerlendirildi. One-way ANOVA testi , Tukey post
hoc testi ile degerlendirilmistir. P < 0.05 anlamli kabul edildi. %95 giiven araliginda
yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kisspeptin noronlarinin projeksiyonlarinmin belirlenmesi

[saretleme stratejisine gore Kissl ndron govdeleri, proksimal dendiritleri ve
aksonal uzantilar1 cre bagimli olarak kirmizi (tdTomato) floresan isaretini endojen
olarak ifade etmekteyken, ayni stratejiden yararlanarak akson boyunca (anterograd
olarak) presinaptik sinaptofizinle (Syn; sinaptik vezikiil proteini) beraber ifade olunan
yesil (GFP) floresan proteini ifade etmektedir (Sekil 4.1).

Yetiskin Kiss1CREECFP transgenik disi ve erkek farelerde, viral vektorlerle enfekte
edilerek endojen floresan isaretlenen kisspeptin noronlarinin aksonal projeksiyonlar
anteriorden posterior dogru haritalanmistir.

Hipotalamik arkuat c¢ekirdekteki Kissl noronlar1  hedeflenerek yapilan
enjeksiyonlarda (intra-arkuat) tiim gruplarda arkuat ¢ekirdekte yogun hiicre
popiilasyonlar1 tespit edildi, enfeksiyon bolgesi bilateral ve unilateral olarak
degerlendirildi. Virlis titrasyonu ve enjeksiyon voliimiine bagli olarak farkli beyin
bolgelerindeki Kiss1 noéronlart da enfekte oldu ancak bu néronlarin projeksiyonlart goz

ard1 edildi.

Kisspeptin noéronlar1 viral enjeksiyonlarla isaretlenirken arkuata 6zgiil olmayan
hiicre popiilasyonlariyla karsilasildi, 6zellikle korteks, ventromedial niikleus (vmh) ve
hipokampiiste; bulundugu beyin lokasyonlarina gore farkli morfolojilerde ve
biiytikliikte Kiss1 perikaryalart oldugu gozlendi, 6zellikler hiicre yogunlugu bakimidan
arkuat néronlarinin somalar1 daha yuvarlak sekilli ve aksonal uzantilar1 olduk¢a yogun,

ventrikiil yakinlarindaki Kiss1 ndronlar1 yassi ve ventrikiile paralel uzaniyorlard.

Olgularda ARC Kissl noronlarinin, TdT ve SYN+GFP endojen gen ifadesi
gozlemlendi. Kisspeptin ifade eden hipotalamik/ arkuat niikleus veya AVPV disinda
kacirilan enjeksiyonlar ya da yabanil tip farelere enjekte edilen viriisler Cre rekombinaz
yoklugunda ¢alismadigindan negatif kontrol goérevi gordii. TdT-pozitif ndronlar
(kirmiz1)  kisspeptin - popiilasyonunu  gosterdiginden koronal beyin Kkesitlerinde
enjeksiyonun bilateral ya da unilateral oldugu g6z oniinde bulundurularak enjeksiyon
bolgesi arkuat veya AVPV olan olgular belirlendi. ArkKi*! ve AVPVKS! jcin TdT ve

GFP ifadesinin noroanatomik dagilimi, enjeksiyonu basarili olguda analiz edildi.
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Sekil 4-1: Kiss1°RE noronlarina 6zgii segici rAAV-Sinaptofizin-GFP gen ifadesiyle presinaptik
terminallerin floresan isaretlenmesi, konfokal mikroskop goriintiisii. Kirmizi (tdT) floresan
Kissl pozitif ndronlari, yesil (GFP) floresan Syn (Sinaptofizin) proteinini gostermektedir.
Mikrofotografta beyaz ilicgen noéron govdesini (soma), kirmizi iiggen aksonal uzantilar
gostermektedir (bar 20 pm).



33

Baslangicta yogun virlis titrasyonuna bagli olarak 6n goremedigimiz genis
enfeksiyon alani olustu (Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4). Ancak kullanilan yontem genetik olarak
Kissl noronlarina segici oldugundan elde edilen tablo literatiirde bilinenin disinda ¢ok
farkli bolgelerde de Kiss1 noronlarinin ve liflerinin varligi gosterilmis oldu. Anteriorden
posteriore dogru yogun lifler ve somalarin varlig1 bu peptidin bu bolgelerdeki dnemini

arttirmaktadir.

Yogun titrasyon sonucu daha Once literatiirde belirtilmeyen bolgelerde kissl
ndron popiilasyonlari tanimlandi. Bunlar retrosplenial graniiler (RSG) korteks (Sekil
4.5), hipokampal piramidal yol (py) (Sekil 4.6), zona inserta (ZI) (Sekil 4.7). Ayrica
hiicre sayist1 bakimindan olduk¢a az oldugu idda edilen bolgelerde kissl noron

popiilasyonlar1 belirlendi (Sekil 4.8)



Sekil 4-2: Yogun titrasyonda virlis enjeksiyonu sonrasi tdTom ile isaretlenen kissl soma ve
fiberlerin beyin bolgelerine dagilimi. (Konfokal goriintiilleri Adobe Illustator CS6 ile
birlestirildi)




Sekil 4-3: Yogun titrasyonda virlis enjeksiyonu sonrasi tdTom ile isaretlenen kissl soma ve
fiberlerin beyin bolgelerine dagilimi (devami) (Konfokal goriintiileri Adobe Illustator CS6 ile
birlestirildi).




Sekil 4-4: Yogun titrasyonda virlis enjeksiyonu sonrasi tdTom ile isaretlenen kissl soma ve
fiberlerin beyin bolgelerine dagilimi (devami) (Konfokal goriintiileri Adobe Illustator CS6 ile
birlestirildi).
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Sekil 4-5: Retrosplenial graniiler (RSG) korteks Kiss1¢®ECF? ngronlart ve korpus collosum
(CC)’a uzanan aksonal uzantilari. Kissl (kirmizi) ve sinaptofizin (yesil) ifadeleri konfokal
mikroskopta goriintiilenmistir (Bar 20um).
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Sekil 4-6: Hipokampal Kiss1¢®ESFP ngronlar1 ve dentat girus’a uzanan aksonal uzantilar1 (Bar
20um).



Sekil 4-7: Zona inserta bolgesinde bulunan Kiss1®ECF ngronlar (Bar 20um).
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Sekil 4-8: Mammillar ¢ekirdekte bulunan Kiss1¢®ECFP ngronlar1 ve aksonal uzantilari.
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4.1.1. Arkuat Kisspeptin Noronlari
Arkuat kisspeptin ndronlar1 bilateral olarak isaretlendi ve projeksiyon datasi

bilateral ve unilateral enjeksiyon durumlarina gore degerlendirildi.

Arkuat Cekirdek

Sekil 4-9: Bilateral olarak vurulan arkuat c¢ekirdek ve hipotalamik alanlarin konumlar
(hipotalamik konumlar igin Paxinos G ve ark., 2001’den degistirilmistir).

Diisiik titrasyonda verilen AAV-tdTom ve AAV-Syn enfeksiyonlari sonrasi
arkuat ¢ekirdekle sinirli Kiss1 ndronlar isaretlendi (Sekil 4.4).

Sekil 4-10: Disi transgenik farelerde Arkuat kiss1 noronlart AAV viriis kullanilarak isaretlendi.
(Konfokal mikroskop, 10X biiyiitme).
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Sekil 4-11: Disi transgenik farelerde Arkuat kiss1 néronlart AAV viriis kullanilarak isaretlendi.
(Konfokal mikroskop, 20X biiyiitme).

Sekil 4-12: Erkek transgenik farelerde Arkuat kissl noronlart AAV virlis kullanilarak
isaretlendi (20X biiyiitme).

Somalar1 arkuat ¢ekirdekte olan Kissl noéronlarina ait aksonal iplik¢ikler i¢in
kiyaslama yapildiginda 3-6 aylik erkek farelerde on beyinde geng erkekte nukleus
akumbens (AcbC), kaudal putamen (striatum) (CPu), lateral septal niikleusun rostrali
(LSr), medial septal niikleus (MS) bolgelerinde nadir rastlanirken, yash erkekte bu
bolgelerde nispeten fazla goriilmektedir, bununla beraber sinaptofizin her iki gruptada
stria terminalisin yatak ¢ekirdegi (BST) bolgesinde gozlendi. Disilerde 6n beyinde

niikleus akumbensin kor bolgesinde (AcbC), kaudal putamen (striatum) (CPu), lateral
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septal niikleusun ventral (LSV) ve rostralinde (LSr) aksonal uzantilar gézlendi. Yapilan

calismada 3 ve 6 aylik transgenik fareler arasinda anatomik farkliliklar goriilmedi.

Sekil 4-13: Enjeksiyon bolgesinde bilateral Arkuat Kiss1 néronlart TdT pozitif hiicreler.
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Sekil 4-14: Arkuat kissl ndronlarima ait 6n beyin bdlgesinde aksonal lifler ve presinaptik
terminallerin dagilimi. Disiler i¢in atlasin sag tarafi, erkekler icin sol tarafi kullanilmistir. 3
aylik fareler i¢in yesil nokta, 6 aylik fareler i¢in kirmizi nokta sinaptofizin igin, ¢izgiler lifler
i¢cin kullanilmistir.



Sekil 4-15: Analiz edilen koronal 6n beyin kesit goriintiileri (5X biiyiitme).
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Sekil 4-16: Arkuat kissl noronlarina ait 6n beyinde striatum bolgesinde aksonal lifler ve
presinaptik terminallerin dagilimi. Disiler icin atlasin sag tarafi, erkekler icin sol tarafi
kullanilmistir. 3 aylik fareler i¢in yesil nokta, 6 aylik fareler i¢in kirmizi nokta sinaptofizin igin,
cizgiler lifler icin kullanilmistir.
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Kiss1/Syn Syn Kiss1

Sekil 4-17: Anterior komisiiriin etrafindaki 6n beyin bolgeleri ve AVPV’deki aksonlar ve
sinaptofizin (10X, bar).

Sekil 4-18: PVN bolgesinde yogun fiber ve sinaptofizin isaretlenmesi goriildii (5X biyiitme).
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Sekil 4-19: PVN bdlgesi i¢in yogun kissl fiberleri ve sinaptofizin fluoresan ifadesi (10X
biiylitme).

Sekil 4-20: Arkuat Kiss1 noéronlarinin ME (medianeminens) bolgesine projeksiyonu (20X).
Arkuat kissl noronlarinin lateral hipotalamus (LH), premamilar cekirdegin

ventrali (PMV), ventral tegmental alan (VTA) ve mamillar ¢ekirdege, periventrikiiler

hipotalamik ¢ekirdek (Pe), lateral (LPO) ve medial (MPO) preoptik alana, az da olsa

retrokiazmatik (RCh) ve suprakiazmatik (SCh) c¢ekirdeklere uzanan lifleri gosterilmistir.
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AVPYV bolgesine yogun projeksiyonlar gonderdigi hem lif yogunlugu hem de isaretli
sinaptofizin varlig1 ile birlikte ikili kontrol saglanarak disi ve erkeklerde ilk kez

gosterilmistir.

4.1.2. AVPV Kisspeptin Noronlari

AVPV enjeksiyonu sonrast Kissl ndronlarmin projeksiyonlar1 incelendiginde
enfeksiyon alaninin AVPV ve Pe boélgelerini kapsayan bir alana yayilmis oldugu
gosterildi. Buradaki somalardan yayilan liflerin lateral septum (LS)’a projeksiyon
yaptig1 gosterilmistir. Ayrica periventrikiiler alanda (Pe) lifler ve ARC bdlgesinde
presinaptik sonlanmalar goriilmiistir. AVPV kissl ndronlarinin arkuat g¢ekirdege,
median preoptik niikkleus (MnPO), preoptik alan (POA), medial septum (MS) ve

Broca’nin diagonal bandi (DBB) bolgelerine uzanan lifleri bulunmustur.

Sekil 4-21: Kiss1 AVPV noronlar i¢in enjeksiyon yeri (20X biiyiitme).
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Sekil 4-22: AVPYV kiss1 noronlarinin TdT pozitif lif dagilimi a) 10X biiyiitme ile genel goriintii
b) MnPO’daki yogun lif goriintiisii 20X biiyiitme ¢) Pe ve MPOA’daki yogun lif goriintiisii 20X
biiylitme.

Oldukca yaygin soma ve fiber dagilimi gosteren kissl ndronlart i¢in tiim
gruplarda ortak projeksiyon bolgeleri belirlendi (Tablo 4.1) ve bu bélgelerden
elektrofizyolojik kayitlar alinarak olas1 baglantilar gosterilmeye ¢alisildi.
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Bolgeler El E2 E3 E4 Ortalama SD D1 D2 D3 ‘ D4 Ortalama SD
Isokorteks I |o,014] 0,000000] 0,00140] 0,001100| 0,005133| 0,007711|] 0,00190| 0,000000[ 0,001500] 0,00000] 0,002343| 0,002697
OLF Il 0,0035| 0,000100] 0,00020] 0,000500| 0,001267| 0,001935| 0,00070| 0,000100{ 0,000900]F]0,00630| 0,000713| 0,000643

Hipokampiis I | 0,0088| 0,000100] 0,00070] 0,000400| 0,003200 0,004859[] 0,00190| 0,000000] 0,000300l] 0,00430] 0,001432] 0,001765
Cortical Subplate [ D,0123| 0,000000]] 0,00230] 0,000200( 0,004867| 0,006539] 0,00070| 0,000300 0,000200] Jo,00850] 0,001888| 0,002504

tsv Il o,0054]] 0,010400] 0,00040] 0,001300] 0,005400]  0,005| 0,00190| 0,000500[Fl0,006300] ©0,00010| 0,003500] 0,003506

Sitriatum tsc I Jo,0104] 0,000000] ©0,00020] 0000000 0,003533] 0,005948]] 0,00070] 0,000000] 0,000100] 0,00120] 0,001310] 0,002225
st || 0,0036| 0,000100] 0,0014000,610100| 0,001700] 0,001769]] 0,00140| 0,000600] 0,000100] 0,00000] 0,002146] 0,003284

Gpe 0,0012| 0,000100] 0,00100[]0,002100{ 0,000767| 0,000586[] 0,00170] 0,000300] 0,000000] 0,00000| 0,000819| 0,000753

GPi 0| 0,000000] 0,00040 0,000000{ 0,000133] 0,000231] 0,00050| 0,000012| 0,000000] 0,00000/ 0,000160| 0,000199

Pallidum si 0,008 0,000100] 0,00160| 0,000100( 0,002167| 0,002401| 0,00010| 0,000400] 0,000300]] 0,00100] 0,000896] 0,000951

0.000300 000010[ 0,000000( 0,007067] 0.011 10,002583]

BST 0,0074] 0,003300| 0,00000F0,007500| 0,003567| 0,003707} 0,00250(] 0,024700 1640| 0,008272| 0,008253

Talamus 0| 0,000200] 000030/ 0,000600| 0,000167| 0.000153] 0,00010 0,000500(| 0,002300] 0,00000| 0,000540| 0,000733
PVH 0,0012[10,041800| 0,00120 0,001900( 0,014733] 0,02344] 0,0003380,124500|k[0,007200[l] 0,00300| 0,026888| 0,041897

ARH 0,100767] 0,104101 38300] 0,132858| 0,15/431
Hipotalamus| _ AVPV 0,0034]10,025400[ 0.00120] 0,001200( 0,010000] 0.013382 0.0658001 0.005200] 0.00250] | 0.015285] 0.022087

ME 0,0052[00,062900]  0,00000 [10,003300( 0,025033] 0,038943 1150] 0,000830 ] 0,004700[]  0,00070] 0,019276] 0,024561
Midbrain PAG E]o,nua 0,000400] 0,00010| 0,000100| 0,003933| 0,006381]] 0,00180| 0,000800| 0,000300] 0,00010] 0,001727| 0,002283

MPO 0,0004 0,011600L |0,01032 | 0,001700( 0,007440] 0,00613 /0,006600]| 0,00200] 0,010999| 0,013881

Tablo 4-1: Erkek ve Disilerde Arkuat enjeksiyonu sonrasi endojen fluoresan (TdT/GFP)
yogunluklar ve tiim gruplarda ortak olan yogun beyin bolgeleri.

4.2. Arkuat kisspeptin noronlarinin fonksiyonel baglantilarimin belirlenmesi

4.2.1. Intrakranyal Viral Enfeksiyon Merkezinin Belirlenmesi
Arkuat ¢ekirdekte bulunan kisspeptin (ARC*"%) nronlar1 rAAV- ChR2-YFP ile
isaretlenerek optogenetik inceleme i¢in hazirlandi. Enjeksiyon stratejisi sekil 4.23’de ve

enjeksiyon sonuglari sekil 4.24 a-c’de gosterilmistir.

Elektrofizyolojik kayitlara baslamadan oOnce taze hazirlanan kesitlerde viral
enjeksiyonun isabetli oldugu epifluoresan mikroskop altinda YFP filtresinde
goriintiilendi. Kayitlarda kullanilan beyinler enfeksiyonun arkuat niikleus ile sinirli
oldugu olgulardan alinmistir. Arkuat niikleus disinda enfeksiyon bolgesi saptanan

beyinlerden alinan kayitlar analizde kullanilmamustir.
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Sekil 4-23: Arkuat Kisspeptin néronlarinin 1s1¢a duyarli katyon kanali gen ifadesi igin
intrakranyal viral vektorle isaretleme stratejisi.

4.2.2. Arkuat kisspeptin noronlarinin fonksiyonel projeksiyonlarinin arastirilmasi
Oncelikle enjeksiyon bolgesi epifluoresan mikroskopta hazirlanan taze beyin
kesitlerinde goriintiilendi. Virilisiin fizyolojik fonksiyonelligi kontrol edildi. Spontan
noron ateslemeleri goriilen noronlarda presinaptik Kissl baglantisi olup olmadigi
postsinaptik ndronlardan alinan kayitlarla test edildi. Kanal rodopsin ifadesi goriinen
kissl pozitif noronlar kirmizi (mcherry) floresan proteini icerdiginden lazer 15181
uyarisina (473nm, 10Hz, 10sn) cevap olusturarak spontan aktivite artisina neden oldu
(Sekil 4-24-d). Bu isaretli néronlarin sinaps yaptigr diislintilen bolgelerdeki floresan
isareti olmayan ndronlardan alinan kayitlarda eger baglanti yoksa spontan aktivite

frekansini degistirmedigi goriildi (Sekil 4-24-¢).

5, 10, 20 ve 30 Hz frekanslarda lazer uyarisi test edildi ve arkuat kissl
noronlarinin direkt kendisinden kayit alinarak (YFP ile isaretli) lazer sistemi ve viral
transgen (kanalrodopsin 2) fonksiyonu kontrol edildi. Stimulus geldiginde 20-30. Sn
arasinda her frekansta uyar1 oncesi ile karsilastirildiginda spontan atesleme frekansinda

anlamli artis oldu (p<0,0001) (Sekil 4.25).
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Sekil 4-24: Intrakranyal viriis enfeksiyonunun koronal kesitlerde epifloresan mikroskopta
incelenmesi (a-c; sirasiyla 4X, 40X ve 60X biiyiitme). d) Kanalrodopsin protein ifadesi goriilen
fluoresan isaretli kissl noronlarmdan mavi lazer uyarisina cevap olarak olusan postsinaptik
nérondan spontan atesleme kaydi goriintiisii. €) Fluoresan isaretli olmayan ndéronlardan mavi
lazer uyarisina karsi degismeyen spontan ndronal atesleme kaydi goriintiisii. Mavi bar lazer
15111 uygulandig siireyi temsil etmektedir.
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Sekil 4-25: Arkuat Kissl ndronlarindan alinan 5, 10, 20 ve 30 Hz uyarim yanitlari. Arkuat
Kissl noronlarindan farkli frekanslarda uygulanan 473nm mavi lazer uyarisina cevap olarak
alinan noronal atesleme frekansi degisimleri. 0-20 sn arasi stimiilasyon Oncesi, 31-50 sn arasi
stimiilasyon sonrasi olarak kabul edildi. Her kayit i¢in 6ncesiyle karsilastiginda lazer uyarisinin
atesleme frekansini anlamli arttirdigi gosterilmistir (***;p<0,0001)

Presinaptik aksonlarmm 10 Hz 10 sn lazer uyarimi (473 nm) sonrasi PVN
bolgesinde bulunan canli hiicrelerden alinan “cell attached” kaydinda spontan aktivite
frekansinda istatistiksel olarak anlamli artis goriilmustiir (Sekil 4.26). 0-10.sn ve 10-
20.sn arasindaki spontan atesleme ortalamalar1 bazal kayit olarak degerlendirildi. 20-30.
Sn arast 10 Hz’lik mavi lazer uyarisina PVN bolgesinden rastgele secilen canli

noronlardan alinan kayitlar bazal kayitla kiyaslandiginda anlamli artig goriilmiistiir (*;

p<0,05).
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Sekil 4-26: Arkuat Kisspeptin néronlarinin optogenetik aktivasyonu. A)Kisspeptin néronlarinin
ChR2 geni transfeksiyonunun goriintiillenmesi (4X biiyiitme). B) ChR2 ifade eden Kissl
noronlarinin 10sn 10 Hz mavi 1g1k uyarimi sirasinda PVN néronundan alinan represantatif “cell
attached”, voltaj clamp kaydi (Mavi kesikli ¢izgi 151k uyarimi zamanini gostermektedir). C)
PVN’e arkuat niikleustan gelen aksonal uzantilarin mikroskop goriintiisii (4X). D) PVN
noronlarindan kaydedilen spontan aktivite frekansi grafigi (*; p<0,05).

Arkuat Kissl aksonlarin 10 Hz 10sn uyarimi sonrast MPOA bolgesinde bulunan
canli hiicrelerden alinan “cell attached” kaydinda spontan aktivite frekansinda bazal

kayitlara kiyasla (0-20 sn) istatistiksel olarak anlamli artis goriilmiistiir (Sekil 4.27).
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Sekil 4-27: Arkuat Kissl noronlarinin optogenetik aktivasyonu. A) Kisspeptin ndronlarinin
ChR2 geni transfeksiyonunun goriintiilenmesi (4X biiyiitme). B) ChR2 ifade eden kissl
ndronlarinin 10sn 10 Hz mavi 151k uyarimi sirasinda MPOA ndronundan alinan represantatif
cell attached, voltaj clamp kaydi (Mavi kesikli ¢izgi 151k uyarimi zamanini gostermektedir). C)
MPOA arkuat niikleustan gelen aksonal uzantilarin mikroskop goriintiisii (4X). D) MPOA
noronlarindan kaydedilen spontan aktivite frekansi grafigi (*; p<0,05).

Arkuat Kissl aksonlarin 10 Hz 10 sn uyarimi sonrast BST, Niikleus akkumbens,
bolgelerindeki canli hiicrelerden alinan “cell attached” kaydinda spontan aktivite
frekansinda bazal kayitlarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark

goriilmemistir.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, fluoresan isaretli cre bagimli AAV viriis enjeksiyonlari ile
eriskin disi ve erkek Kiss1“REECFP transgenik fare beyinlerinde kisspeptin néronlarmin
projeksiyon yaptigt bolgeler gosterildi. Belirlenen beyin lokalizasyonlarindan
optogenetik teknikler kullanilarak alinan elektrofizyolojik kayitlar ile kisspeptin
noronlarinin  fonksiyonel baglantilar1 arastirildi. Bu amagla literatiir bilgilerine
dayanarak baslica iki 6nemli kissl noron popiilasyonu hedeflendi: anteroventral
periventrikuler niikleus (AVPV) ve arkuat ¢ekirdek (ARC). Ancak bu calismada elde
edilen en 6nemli bulgulardan bir tanesi Kissl noronlarinin ¢ok sinirlt bir bolge i¢inde
olmayip beynin bir¢ok yerinde literatiirde belirtildiginden ¢ok daha fazla bulunmasidir.
Transgenik farelerin intra-ARC ve intra-AVPV enjeksiyonlar1 sirasinda mikropipet
kacaklar1 ve viriis titrasyonunun ayarlanmasi sirasinda olusan hatalardan elde edilen
bulgular birden fazla bolgede kissl popiilasyonu oldugunu isaret etmektedir:
retrosplenial graniiler (RSG) korteks, medial habenula (MHb), hipokampal piramidal
yol (py), zona inserta (ZI), posterior hipotalamik alan (PH), dorsamedial hipotalamik
cekirdek (DMH), ventromedial hipotalamik c¢ekirdek (VMH), ventral reuniens talamik
cekirdek (VRe), parafasikiiler talamik ¢ekirdek (PF), ventral tuberomammillar ¢ekirdek
(VTM), 6n komissural ¢ekirdek (PrC), subparafasikiiler talamik niikleusun parviselliiler
boliimii (SPFPC), medial mamillar ¢ekirdek (MM), anterior hipotalamik alanin
posterior bolimi (AHP), medial preoptik ¢ekirdek (MPO), anterodorsal preoptik
cekirdek (ADP). Bu bolgelerde Kkissl somalarinin gosterilmesi, kisspeptinerjik agin
hipotalamus disinda beynin diger bolgelerine de projeksiyon yaptigini géstermektedir.

Yapilan bir arastirmada postnatal gelisim sirasinda disi ve erkek fareler benzer
olarak postnatal 10. giine (P10) kadar AVPV /PeN (preoptic periventrikiiler niikleus)
bolgesinde Kissl noron govdesi goriilmezken, piliberte baslangici kabul edilen P25’ten
itibaren her iki cinste de boyanan kiss noron sayisi artist digilerde dominant (erkeklere
oranla 10 kat daha fazla) olmak {izere gosterilmistir (ClarksonHerbison, 2006). Cinsiyet
farkliliklarinin yani sira fizyolojik kosullar da Kissl gen ifadesini degistirdiginden bu

tez de eriskin fareler kullanildi.

Yapilan ¢alismalarda Kissl noronlarinin ve projeksiyonlarinin goriintiilenmesi

icin konvansiyonel boya enjeksiyonlari, immiin reaksiyonlar, in situ hibridizasyon gibi
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yontemler kullanilarak yapilmaya calisilmistir. Bu yontemler bu konuda oldukca
aydinlatict olmakla beraber dez avantajlar1 nedeniyle bazi sorulari tam olarak
aydmlatamamistir. Ornegin kullanilan antisera soliisyonlarin 6zellikle RF amid
ailesindeki bagka proteinlerle de capraz reaksiyona girmesi bu konudaki en onemli

dezavantajlar1 oldugu bildirilmistir (Desroziers ve ark., 2010).

Diger yandan; geleneksel boya (trace) enjeksiyonlar1 da enjekte edilen bolgedeki
tiim noronlar1 isaretlediginden aksonal uzantilarin tekrar Kiss1’e 6zgii bir antikor yerine
antisera ile isaretlendiginden, boyanan lifler ¢apraz reaksiyonlar sonucu istenmeyen
boyamalar olmasi riskini tagimaktadir (YeoHerbison, 2011). Nitekim ayni arastirma
grubunun baska bir calismasinda kendi iirettikleri Kiss1¢™ heterozigot fare ile Cre
aktivasyonlu tdTomato geni tasiyan raportor fare ile caprazlayarak elde ettikleri yeni
cifte (double) transgeniklerle Kissl noronlarini beyin seffaflastirma yontemiyle
(CLARITY) goriiniir kilmiglardir ancak biitiin beyindeki Kissl néronlar1 ve lifleri
goriintiilendiginden horizontal ve koronal beyin kesitlerinde inceleme yapilarak fiberler
takip edilmeye g¢alisilmistir, biitiin noronlar isaretli oldugundan bircok lokasyondan

gelen liflerin karismasi ihtimali vardir (Yeo ve ark., 2016).

Bu tez ¢calismasinda kiss1 néronlari i¢in ilk kez AAV-FLEX-tdTomato ve AAV-
FLEX-Syn-GFP kombinasyonu kullanilarak projeksiyon bdlgelerinin gosterilmesi
hedeflenmistir. Dahasi spesifik olarak isaretlenen Kissl somalar1 anterograd olarak ayni
zamanda sinaptofizin ile isaretlenerek bu ndronlara ait hem lifler hem de presinaptik
terminalleri es zamanl ilk kez bu calismada goriintiilendi. Ikili karsilastirma imkani
veren bu teknik ile gen segici daha 6zgiin Kissl noronlari isaretleme saglanmig ve

sonucun giivenilirligi arttirilmig oldu.

Yapilan diger haritalama calismalarinda Ostrojen ve testesteronun negatif geri
besleme yapmasi nedeniyle arkuat Kissl néronlarimi goriiniir kilmak amaciyla
gonadektomi yapilmistir. Bunlardan farkli olarak viral vektorler kullanilarak yapilan bu
tez caligmasinda arkuat Kissl noronlarini goriintiilemek icin gonadlarin ¢ikarilmasina
gerek kalmamistir. Kullanilan disi ve erkek 3-6 aylik farelerin seg¢ilmesinin nedeni

gelisimini tamamlamis yetigkin farelerdeki kisspeptin projeksiyonlarini géstermekti.

Arkuat Kissl néronlarinin lateral hipotalamus (LH), pre-mamilar g¢ekirdegin
ventrali (PMV), ventral tegmental alan (VTA) ve mamillar ¢ekirdege, periventrikiiler
hipotalamik ¢ekirdek (Pe), lateral (LPO) ve medial (MPO) preoptik alana, az da olsa
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retrokiazmatik (RCh) ve suprakiazmatik (SCh) ¢ekirdeklere uzanan lifleri gosterilmistir.
AVPV bolgesine yogun projeksiyonlar gonderdigi hem lif yogunlugu hem de isaretli
sinaptofizin varligr ile birlikte ikili kontrol saglanarak disi ve erkeklerde ilk kez

gosterilmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore, AVPV ve Pe beyin bdlgelerini kapsayan alana
yayilmis Kissl ndronlarinin projeksiyonlar incelendiginde rostral POA ve Lateral
septum (LS)’a projeksiyon yaptig1 gosterilmistir. Ayrica periventrikiiler alanda lifler ve
ARC presinaptik sonlanmalar goriilmiistiir. Ureticinin (Jax lab.) bildirimi iizerine erkek
farelerde AVPV boélgesinde Kissl noronlart bulunmadigi i¢in sadece disilerde bu
bolgeye viral enjeksiyon denendi. Bu enjeksiyon sonuglarina gore AVPV Kissl
ndronlarinin arkuat ¢ekirdege, median preoptik niikleus (MnPO), preoptik alan (POA),
medial septum (MS) ve Broca’nin diagonal band1 (DBB) bolgelerinde Kissl lifleri
bulunmustur. Bu bolgelerden 6zellikle preoptik alan GnRH néronlarinin yogun olmasi

nedeniyle 6zellikle LH salinimi i¢in oldukga kritik beyin bolgelerinden biridir.

Hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdegi (PVN), beyinde hem ndroendokrin
hem de otonomik fonksiyonlar1 kontrol eden 6nemli bélgelerden biridir (Buijs ve ark.,
2003; Coote, 1995; SwansonSawchenko, 1980). Oksitosin veya vazopresin iireten
magnaseliiler ve otonomik merkezlerle karsilikli baglantilara sahip parvoseliiler adi

verilen iki bolime ayrilir (SwansonSawchenko, 1980).

Niikleus akumbens, bazal 6n beyinde yer alan ozelikle 6diil ve motivasyon
davraniglariyla iliskilendirilmis bunlarin disinda beslenme (StratfordKelley, 1997; Yang
ve ark., 2005), cinsel davraniglar, kahkaha (FranklinAdams, 2011), korku-kaygi (Sturm
ve ark., 2003), saldirganlik, 6grenme-hafiza gibi davraniglarda etkisi oldugu diisiiniilen
bir beyin bolgesidir. Yemek, seks, kimyasal bagimlilik gibi dogal ve yapay olarak
nitelendirilebilir odiillerin mezolimbik dopamin yolagini1 aktive ederek niikleus
akumbensteki dopamin seviyesini arttirdigi gosterilmistir (Volman ve ark., 2013).
Kisspeptin noronal fiberlerinin (aksonal uzantilarinin) 6zellikle niikleus akumbensin
kabuk (shell) kisminda yogun olarak bulunmasi ve bu bolgede floresan isaretli
sinaptofizinin ifade edilmesi odiil devresinde arkuat Kissl noéronlarimin gorevi

olabilecegini diistindiirmiistiir.

Zona inserta (ZI), belirsizlik bolgesi (zone of uncertainty) olarak da adlandirilan

fonksiyonu ¢ok bilinmeyen subtalamik ¢ekirdegin dorso-medialinde yer alan bir beyin
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bolgesidir (Mitrofanis, 2005). Ozelllikle bu lokasyondaki anormal aktivite, parkinson
hastaliginin  klinik semptomlar: ile iligkilendirilmistir. Davranigsal fonksiyonunu
anlamaya yonelik calismalardan birinde GABA (y-aminobutyric acid) nodronlari
optogenetik ile aktive edildiginde PVT’ye kuvvetli inhibitor projeksiyonlar gonderdigi
gosterilmis, bu uyarilar sonrasinda farelerde kilo artis1 ve yeme davranislarinda artig
tespit edilmistir. Bu veriler dogrultusunda ZI’daki GABA noronlarinin giiclii bir
oreksijenik (istah acici) potansiyeli olabilecegi bildirilmistir (X. Zhangvan den Pol,
2017). ZI’da kisspeptin reseptoriiniin (Kissl) varligi siganlarda gosterilmis ancak
farelerde gosterilememistir (Herbison ve ark., 2010; D. K. Lee ve ark., 1999; Lehman
ve ark., 2013). Bagka bir ¢alismada ZI’da Kissl ndronlarina ait liflerin varligi daha
once gosterilmistir (Brailoiu ve ark., 2005) ancak Kissl noron govdeleri ilk kez bu tez
calismasinda goriintiillenmistir. Ancak bu noéronlarin  fonksiyonu tam olarak

bilinmemektedir.

Arkuat ¢ekirdek (ARC) Kissl noronlar1 daha 6nce erkek Rhesus maymunlarla
(Macaca mulatta) yapilan ¢alismada gosterildigi gibi GnRH’1n pulsatil salinimi i¢in
oldugu diisiiniilen GnRH ndéronlarinin aksonal uglarina median eminens’te yakinlagtig
ancak bu noéronlarla cok nadir temas kurdugu kisspeptin immiinreaksiyonlarla
gosterilmistir (Ramaswamy ve ark., 2008). Bizim g¢alismamizda farkli olarak ARC
Kiss1 ndronlariin liflerinin hem ipsilateral enjeksiyon bdlgesinde hem de kontralateral
ARC bolgesine median eminens’ten bir kisim liflerini gonderdigi ve bu alanlarda yogun
sinaptofizin ifadesinden anlagildig1 lizere hem median eminens’de hem de kontralateral

ARC’da sinaps yaptig1 goriilmektedir.

Sonug olarak, KisslCre:EGFP transgenik fare ile yapilan deneylerde, viral
sistemler kullanilarak ayni kisspeptin ndronuna ait sinaptofizin ve kissl genlerinin ilk
kez beraber ifadesinin endojen floresan isaretli goriintiillenmesine dayanarak
noroanatomik projeksiyonlar1 gosterilmistir. Buna gore ARC Kissl ndronlarinin
paraventrikiiler niikleus (PVN), medial preoptik alan (MPO), AVPV bdlgeleri basta
olmak iizere beynin bir¢ok bolgesindeki lifleri ve presinaptik terminalleri hem disi hem
de erkek yetigkin farelerde gosterilmistir. AVPV bolgesine yogun projeksiyonlar
gonderdigi hem lif yogunlugu hem de isaretli sinaptofizin varligi ile birlikte ikili kontrol

saglanarak disi ve erkeklerde ilk kez gosterilmistir.
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Ayrica AVPV Kissl néronlarinin lateral septum, ARC, MPO’ya projeksiyon
yaptig1 ve Pe, medial septum, Broca’nin diagonal bandi (DBB) gibi bir¢cok bolgeye
uzanan lifleri bulunmustur. Yapilan optogenetik deneylerde sec¢ilmis beyin
bolgelerinden alinan elektrofizyolojik kayitlar ile arkuat kiss1 néronlarinin baglantilart
fonksiyonel olarak da kontrol edilmistir. Optogenetik uyarilar sonrast PVN, MPO,
kontralateral ARC bdlgelerinde bulunan ndronlarin spontan ndronal atesleme
sikligindaki degisiklikler gézlemlenmistir ve bu bolgelerde ARC kissl noronlarindan
sinyaller alan ndronlar bulundugu belirlenmistir. Dolayisiyla, Kissl néronlarinin diger
beyin bdlgeleriyle iliskili farkli fonksiyonel baglantilari olabilecegine dair Onemli

bulgular elde edilmistir.

Gosterilen bu baglantilar sonucunda in vivo optogenetik ve farmakogenetik
davranis deneyleri i¢in temel bir baglant1 haritas: elde edildi. Bu harita referans alinarak
bu bolgelerdeki Kissl ndronlarimin aktivasyonu ve inhibisyonu sonrasi davranis
parametrelerinin in vivo nasil degistiginin incelenmesi gelecek hedeflerimizdendir.
Laboratuvarlarimizda iretilen viral teknolojiler kullanilarak bu Kissl ndron
haritasindaki projeksiyon bolgelerinde uyarim sonrasi yaptigi davranissal degisiklikler
incelenerek elektrofizyolojik baglantilarin davranisla iliskilendirilmesi saglanabilir.
Ozellikle menepoz sonrast kadinlarda goriilen Alzheimer hastalifi patolojisinde LH
oldukca yiiksek ¢ikmaktadir. Kisspeptin noronlarinin uyarilarak/inhibe edilerek GnRH
siklusunun diizenlenmesi ve Alzheimer patolojisi lizerine etkilerinin arastirilmasi
calisma konularimizdan biridir. Bu dogrultuda elde edilen Kissl noron projeksiyon
bolgelerinin bu hastalik ile iligkilerinin arastirilmast ve yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilebilmesine katki 6nemli katkilar saglayacag: diistiniilmektedir.
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O, Kutlu S., Bingdl CA., Atasoy D. Yilmaz B. “Chronic manipulation of arcuate kisspeptin
neurons in AB-142 induced mouse model of Alzheimer’s disease™. 3" International Congress of
Turkish Neuroendocrinology Society at the indnii University, June 29-July 1 Malatya, Turkey.

Ovgiiye deger poster ddiilii: Eyuboglu Ding S, Canpolat S, Kilig E, Yilmaz B. Disi sicanlarda
Kisspeptin infiizyonu ve aromataz inhibisyonunun kongnitif fonksiyonlar ve davrams iizerine
etkileri (Effects of Kisspeptin Infusion and Aromatase inhibition on cognitive functions and
behavior in female rats). 11. Ulusal Sinirbilim Kongresi, 28 Nisan-1 Mayis 2013, Ege
Universitesi, Izmir (P-069)

EPYS (European Physiologist Young Scientist) Awards 3th: Signem Eyuboglu (Yeditepe
University, Istanbul, Turkey) “Endocrine Modulatory Effects of Bisphenol A and Oestradiol on
the Brain Kisspeptin/GPR54 System in Immature Rat Uterotrophic Assay Model”
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Poster Odiilii (sézlii sunum): Eyuboglu S, Kilic U, Ugur M, Seker B, Can B, Findik S, Yilmaz
B and Kilic E. (2011). “Effects of melatonin and memantine on brain injury and intracellular
signaling: roles of AKT p38 p21 and ERKI1/2 phosphorylation”. British Society for
Neuroendocrinology Annual Meeting, 3-5 July 2011, Cambridge University, P30.



