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1.0ZET

Hipotalamik RFamid peptidler, gonadotropin-inhibe edici hormon (GnlH)
ve ortolog peptitler, ilk olarak memelilerde kesfedilmis olup RFamide peptit
stiperailesine (RFRP-3) aittir ve bu peptitler, hipotalamus-hipofiz-gonadal (HHG)
tireme aksmin Onemli diizenleyicileri arasinda gosterilmektedir. GnlH sadece
tireme fonksiyonlariyla iliskili olmaylp aym zamanda gida alimmin
diizenlenmesinde de rol oynadigindan yag hiicrelerinde iiretilen leptinin RFRP-3
noronlar1 lizerinde bir etkiye sahip oldugu ileri siirtilmistiir. Sigan rHypoE-7
hiicre hatt1, néroendokrin faktdrlerin RFRP-3 noronlar {izerindeki etkisini ortaya
cikarmak i¢in gelistirilmis bir modeldir. Leptinin besin alimi ve iireme tizerindeki
etkisini RFRP-3 araciligiyla gosterip gostermedigini belirlemek igin leptin ile
muamele gérmiis rHypoE-7 hiicrelerinde hiicre i¢i Serbest kalsiyum ([Ca*?];)
degisiklikleri incelenmistir.

Bu caligmanin amact, leptinin immortalize rHypoE-7 hiicrelerindeki RFRP-
3 lizerine etkisini in vitro olarak incelemektir.

Calismada RFRP-3 salgilayan rHypoE-7 hiicreleri kullanildi. Leptinin
rHypoE-7 hiicrelerinde RFRP-3 salgilanmasi ve [Ca*?]; sinyallesmesi tizerindeki
etkileri incelendi. rHypoE-7 hiicreleri Ca*® duyarli floresan boya ile yiiklendi ve
[Ca+2]i cevaplari floresan goriintiileme sistemi kulanilarak 340/380 nm oranindaki
degisikliklerle belirlendi. Medyumdaki GnlH konsantrasyonunu belirlemek i¢in
ELISA yontemi kullanildu.

Bu calisma sonunda leptinin, immortalize RFRP-3 néronlarinda [Ca*?;

degistirdigi gosterilmistir. Bu da leptinin, gonadotropin serbestlestirici hormon



(GnRH) aktivitesini RFRP-3 noéronlar1 aracili diizenleyebilecegini agikca
gostermektedir.
Anahtar Kelimeler: GnlH, leptin, rHypoE-7, RFRP-3, Kkalsiyum

gorintiileme.



2. ABSTRACT
IN VITRO STUDIES ON SECRETION OF RFRP-3
CONTROLLING BY LEPTIN IN IMMORTALIZE rHypoE-7 NEURONS

Hypothalamic RFamide peptides, gonadotropin-inhibitory hormone (GnlH)
and orthologous peptides, which were discovered in mammals belonging to the
RFamide peptide superfamily (RFRP-3), seem to be important regulators of
hypothalamus-pituitary-gonadal (HPG) reproductive axis. Since GnlH is not only
involved in reproductive function but also in the regulation of food intake, leptin
produced by adipose cells has been suggested to have effects on RFRP-3 neurons.
rHypoE-7 cell line was developed as a model to explore the effects of
neuroendocrine factors on RFRP-3 neurons. To investigate whether leptin exerts
its effects on food intake as well as reproduction by means of RFRP-3 neurons,
changes in intracellular free Ca®* levels ([Ca**];) were observed in rHypoE-7 cells
treated by leptin. The main aim of the present study is to examine the effects of
leptin on RFRP-3 in immortalize rHypoE-7 cells as in vitro.

In the present study rHypoE-7 cells relasing RFRP-3 were used. The effects
of leptin on RFRP-3 release and calcium signaling in rHypoE-7 cells were
investigated. In rHypoE-7 cells loaded with calcium sensitive dye and [Ca*?];
responses were quantified by the changes in 340/380nm ratio using fluorescence
imaging system. The ELISA kit was used to determine GnlH concentrations from
the media. In conclusion, leptin changes [Ca*?]; level in immortalized RFRP-3
neurons. This indicates that leptin may modulate GnRH activity via RFRP-3
neurones.

Key words: GnlH, leptin, rHypoE-7, RFRP-3, calcium imaging.



3.GIRIS

3.1. Hipotalamus-Hipofiz-Gonadal (HHG) Aks

Hipotalamusta salgilanan GnRH, hipotalamo-hipofizeyal portal sistem
yoluyla 6n hipofize taginmaktadir. GnRH’1n etkisiyle 6n hipofiz bezinde bulunan
gonadotrop hiicrelerden follikiil uyarici hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH)
salgilanmaktadir. Salgilanan bu gonadotropik hormonlar gonadlar iizerine etki
ederek gametogenez ve steroidogenez olaylarini baslatirlar. Gonadlarda meydana
gelen bu endokrin olaylar ‘gonadars’ olarak adlandirilir. Cocukluk déneminde
ostrojen ve testesteron az miktarda salgilanmaya devam etmekle birlikte sekonder
cinsiyet karakterlerinin ortaya ¢ikmast i¢cin bu hormonlarin plazma
konsantrasyonlarinin yeterli diizeyde olmasi gerekmektedir (1, 2).

Pubertenin  baslamasi i¢gin GnRH’in pulsatil tarzda salgilanmasi
gerekmektedir (3). Insanda GnRH néronlar fotal hayatta (4) ve neonatal dénemde
aktif olup, puberteye kadar nispeten sessiz kalmaktadir (3, 5). GnRH
salgilanmasinin puberteye kadar diisiik seviyede kalmasinin inhibitor bir néronal
sistem ile miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir. Hipotalamusun olgunlagmasi ve
bu sistem etkisinin kaybedilmesi ile beraber GnRH néron aktivitelerinde artis
meydana gelmektedir. Bu artisin  pubertenin  baslamasina yol agtigi ileri
stiriilmektedir. Peripubertel donemde, GnRH néronlarinda GABA ve opioidler ile
inhibitor sinyallerde azalma meydana gelirken, néron ve glia hiicrelerinden gelen
glutamat ve kisspeptin gibi uyarici sinyallerin etkilerinde artis gozlenmektedir (6).

Son yillarda pubertenin noroendokrinolojik diizenlenmesi ile ilgili yeni

gelismeler kaydedilmistir. GnRH ndéronlar1 lizerinde giiclii uyarici etki gosteren



Kisspeptin hormonunun yani sira inhibitor etkiye sahip olan GnlH kesfedilmistir

(7).

3.2. RFamid peptidler

RFamidler, karboksil ucunda arginin-fenilalanin bulunan néropeptidler olup
ilk olarak omurgasiz hayvanlarda ve daha sonra memeli tiirlerinde kesfedilmistir
(8, 9). Memelilerde, enerji dengesi, davranig ve tireme gibi fonksiyonlarda gorev
alan en az bes RFamid ailesi mevcuttur (10, 11). Bunlar; néropeptid FF (NPFF),
GnlH, 26RFa, kisspeptin/metastin ve prolaktin serbestlestirici (PrPP) hormon
ailesidir (12).

GnlH ilk defa 2000 yilinda bildircin tiirii kuslarda tespit edilen bir peptittir
(13). Boylelikle, omurgali canlilarda ilk defa gonadotropin salgilanmasini inhibe
eden hipotalamik bir noéropeptid bulunmustur. Memeli tiirlerinde de GnIH benzeri
peptidler bulunmus olup, bunlar da gonadotropin salgilanmasini baskilamak
suretiyle tiremeyi inhibe etmektedirler. Bu peptidler genel olarak RFamide-related
peptidler (RFRP) olarak adlandirilmiglardir. Bu peptidlerden RFRP-1, 2 ve 3
kuslardaki GnIH'ya benzer fonksiyonlara sahiptirler (14). GnIH’nin kesfi ile
birlikte tireme noéroendokrinolojisinde yeni bir galisma alani olusmustur. GnlH
noronlarinin  hiicre goévdeleri hipotalamusta dorsomedial niikleusta bulunur.
Uzantilar1 medyan eminenste ve preoptik alandaki GnRH ndronlarinda
sonlanmaktadir. Hipofizde bulunan gonadotroplarda ve preoptik alandaki GnRH
noronlarinda  GnlH reseptorleri  belirlenmistir.  GnlH, GnIH reseptorleri
araciligiyla hipofizdeki gonadotroplar {izerinde dogrudan etki gostererek
gonadotropin sentez ve salgilanmasini inhibe etmektedir. Ayrica, preoptik

alandaki GnRH noronlar1 {izerine de etki ederek GnRH salgilanmasini



baskilamaktadir. /n vitro ¢alismalarda RFRP'nin GnRH tarafindan uyarilmis olan
gonadotropin gen transkripsiyonlarint ve LH salgilanmasini inhibe ettigi

gosterilmistir (15).

3.3. Voltaj-Kapih Kalsiyum Kanallar1 (VKKK)

Kalsiyum iyonu; kas kasilmasmin baslatilmasi, sinir sonlanmalarindan
norotransmitterlerin ve sekretuar hiicrelerden hormonlarin saliverilmesinin
tetiklenmesi, hiicre dongiisii, gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve hiicre 6limii
gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonun gergeklestirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir
(16). [Ca™]; konsantrasyonu hiicre disina gore oldukca diisiik seviyededir.
[Ca*?]inin kisa siireli artmasi bircok hiicrede 2. haberci reseptor ¢iftini aktive
etmektedir. [Ca™’];; voltaj veya ligand kapili kalsiyum kanallari aracili olarak
hiicre disindan Ca*? girisi ya da hiicre i¢i depolardan Ca*? saliverilmesi ile artar
(17).

VKKK ilk olarak Fatt ve Katz tarafindan 1953 yilinda tanimlanmistir (16,
17). llerleyen yillarda yapilan calismalarda bu kanallarin farkli alt tiplerinin

oldugu tespit edilmistir (18). Kalsiyum kanal proteinleri izole edilerek cesitli alt

birimlere ayrilmistir. VKKK ’nin ana alt birimi «y, yardimer alt birimleri ise (3, ap,

0 ve ~v olarak belirlenmistir (19, 20). (Sekil 1).



hiicre digi
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Sekil 1: VKKK 4 alt birimden olusmustur. ay alt birimi birbirine benzer 4
parcadan Olusmus olup her biri 6 transmembran segment igerir. Gozenek
bicimlendirici alt birimdir. B alt birimi intraseliilerdir. y alt biriminin 4
transmembran segmenti vardir. ¢ alt biriminin 1 tane transmembran segmenti
vardir ve disiilfid bag ile ekstraseliiler ay alt birimine baghdir (Kaynak 21’den
degistirilerek alinmistir).

3.3.1. VKKK’nin Siniflandirilmasi

VKKK, ilk olarak farmakolojik ve elektrofizyolojik Ozelliklerine gore
simiflandirilmistir. Yapilan ¢alismalarda bazi kalsiyum kanallariin aktivasyonu
i¢in sadece kii¢iik bir depolarizasyona ihtiya¢g duyulurken, diger bir kisminin ise
daha yiiksek depolarizasyonla agildigi gorilmiistiir (22, 23). Bu bilgilere gore
kalsiyum kanallar1 yiiksek voltaj aktivasyonlu (YVA) kalsiyum kanallar1 ve diisiik
voltaj aktivasyonlu (DVA) kalsiyum kanallar1 olmak tizere iki gruba ayrilmistir.

1980’li willarda VKKK’nin aktivasyon ve inaktivasyon Kinetikleri,
iletimleri, iyon Ozellikleri, ila¢ ve toksin duyarliliklarina gore simiflandirmasi
yapilmustir. Tablo 1°de kalsiyum kanallarinin, oy temel alt biriminin yani sira 3,

ap, 0, ve y gibi yardimci alt birimleri de gosterilmektedir. o, alt birimi kanalin



temel elektrofizyolojik ve farmakolojik 6zelliklerden sorumludur. L tipi kalsiyum
kanallarinda ¢esitli oy alt birimleri tanimlanmstir. Ik olarak oy alt birimi iskelet
kaslarinda tespit edilmis, klonlanmis ve ays olarak adlandirilmistir (24, 25). Daha
sonra kalpte (aic.a) ve diiz kasta (oycp) op alt birimi klonlanmustir (26, 27).
Bunlan takiben L tipi kanallarin alt ailesini temsil eden diger iki iiye aip ve i
tanmimlanmustir (28-31).

Kalsiyum kanallarinin 3 néronal tipini temsil eden 3 a4 alt birimi vardir.
P/Q-tip kanallar a3 alt birimi N tip kanallar ise ayg alt birimini temsil eder (32-
35). ose alt biriminin  baslangigta DVA T-tip kanallara ait oldugu diisiiniilmiis
fakat daha sonra yapilan caligmalar R tipi kanalin Ozelliklerini tasidig
gorilmistir (36, 37). Su ana kadar ajg, oqp, ve oy olmak lizere DVA T-tip
kanallarinin 3 {iyesi tanimlanmustir (38-40).

Kalsiyum kanallarinin a; alt birimi sayisinin giin gegtikge artmasi sistematik
bir smiflandirmanin gerekliligini ortaya koymustur. Bu gereklilikten hareketle o4
alt birimleri Ca,xy semasina gore isimlendirilmistir (41). Ca, voltaj aktivasyonlu
kalsiyum kanallarini, x sayisi kanal alt ailesini (L-tip, N-tip ve T-tip) ve y sayisi

ise alt ailelerin tiyelerini simgeler (Tablo 1).



Tablo 1: VKKK ’nin smiflandirilmast

Biyofiziksel veya

Ag;\elisig?n Farmokolojik o Alt Birimins CGére Yapisal Siniflama®
tanimlama® Simiflama
Qs Cayl.l
QuC Cayl.2
L-Tip QD Ca,1.3
YVA QUF Cay1.4
P/Q-Tip QA Ca 2.1
Noronal N-Tip ouB Cay2.2
R-Tip OUE Ca,2.3
011G Ca,3.1
DVA T-Tip QiH Ca 3.2
ol Ca,3.3

Kaynak; %(42), ° (43), °(44), °(41).

3.3.2. Kalsiyum Kanal Tipleri

3.3.2.1. L tipi kalsiyum kanallan

YVA sahip olan bu kanal grubu 6zellikle iskelet kasinda yogun olmak tizere
kalp ve diiz kas dokularinda tanimlanmustir (45, 46). Iletkenliklerin biiyiik olmasi
ve akimin uzun siireli olmasi nedeniyle bu kanallara L (long lasting) tipi
kalsiyum kanallar1 adi verilmistir. L-tip kanal ailesinin bugiine kadar 4 alt tiyesi
(Cavl.l, Cavl.2, Cavl.3, Cavl.4) tespit edilmistir. Dihidropiridin,
fenilalkilaminler ve benzodiazepinler gibi ilaglarin biiylik ¢ogunlugu L tipi

kalsiyum kanallarinin organik kanal blokorleridir (47- 49).



3.3.2.2. Noronal Tip Kalsiyum Kanallari

Bu kanallar memelilerin merkezi ve periferik sinir sisteminde fazla miktarda
bulunduklarindan dolay1 néronal tip kalsiyum kanallar1 olarak adlandirilmistir. Bu
kanallar, ortimcek ve yilandan izole edilen peptit toksinlerine karsi olan
duyarhiliklarina gore alt birimlere (N, P/Q, R) ayrilmistir. m-conotoxin GVIA’ya
duyarli olan kanallar, N-tipi kalsiyum kanallar1 olarak isimlendirilirken (29, 50),
o-Aga IVA toksinine duyarli kanallar ise P/Q-tip kalsiyum kanallar1 olarak
adlandirilmigtir (P harfi purkinje hiicrelerinden gelir) (51). Bu iki toksine direngli
kanallar ise resistant tipi (R-tipi) kalsiyum kanallar olarak adlandirilmistir (52,

53).

3.3.2.3. T tipi kalsiyum kanallar

DVA kalsiyum kanal grubundandir. T-Tipi kalsiyum kanallar1 L-tipi
kalsiyum kanallarindan ¢ok farkli elektrofizyolojik ozelliklere sahiptir (54).
Voltaja bagimli olarak hizli bir sekilde inaktivasyon gosterirler. Kiigiik ve kisa
stireli akima sahip olduklarindan dolayr T (Transient) tipi kalsiyum kanallart
olarak adlandirilirlar.

T-tipi kalsiyum kanallar1 sinir sistemi, kalp, bobrek, diiz kas ve pek ¢ok
endokrin organ dahil olmak iizere viicudun bir ¢ok bolgesinden eksprese
edilmektedir (55). Beyindeki T-tip kalsiyum kanallar1 tekrarlayan diisiik esikli
ateslemeler ve agr ile iligkilidir (56). Kalpte T-Tip kalsiyum kanallar1 sinoatriyal
diigtimde eksprese edilir ve sinoatriyal diiglimden ¢ikan uyarilara katkida bulunur,
fakat kalp kasilmasina bir etkisi yoktur (57).

T-Tip kalsiyum kanallarinin brons, ileum, kolon, mesane ve uterus diiz

kaslarinda da eksprese edildigi gosterilmistir. T-Tip kalsiyum kanallarinin

10



aldosteron, renin, atrial natritiretik peptit (ANP) ve insiilin gibi hormonlarin
saliverilmesinde rol oynadig tespit edilmistir. Biitiin bunlar goz oniine alindiginda
T-Tip kalsiyum kanallar1 kalp krizi, aritmi ve hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler
hastaliklar ile epilepsi ve agr1 gibi noronal hastaliklarin tedavisinde kullanilan

yeni ajanlarin etkilerine aracilik edebilirler (57-59).

3.4. Leptin

Leptin 1994 yilinda Zhang ve ekibi tarafindan kesfedilen 16 kDa molekiil
agirligina sahip bir hormondur (60). Adin1 yunanca leptos (ince) kelimesinden
alan leptin, 167 aminoasitten olusan bir peptittir. Viicutta bir¢ok bolgede
fonksiyon gosteren leptin, viicut agirhi@ ile metabolizmanin diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir (60- 62). Esas olarak beyaz adipoz dokuda sentezlenen
leptinin aynm1 zamanda plasenta, iskelet kasi, gastrik epitel, meme bezi ve 6n
hipofiz hiicrelerinde de az miktarda sentezlendigi bulunmustur (63, 64). Leptinin
kanda serbest ve proteine bagl olmak iizere iki farkli formu bulunmaktadir (65,
66). Leptinin dolasimdaki yar1 6mrii yaklasik olarak yarim saattir ve yemeklerden
2-3 saat sonra pulsatil olarak salgilanir. Diiirnal bir ritme sahiptir ve sabahin erken
saatlerinde pik yaparak 6glen en diisiik seviyesine iner (67). Leptin diizeyini basta
viicut yag kitlesi olmak iizere bircok faktdr etkilemektedir (68, 69). Insiilin,
glukokortikoidler ve prolaktin, leptin sentezini stimiile ederken, tiroit hormonlari,
bliylime hormonu, somatostatin, serbest yag asitleri ve uzun siire soguga maruz
kalma leptin iizerinde inhibitor etki gostermektedir (70-78). Leptin hormonu, esas
olarak hipotalamustaki reseptorleri (OB-R) araciligi ile negatif feedback
saglayarak viicuttaki gida alimini ve enerji metabolizmasini diizenlemektedir (79).

Bununla birlikte cinsel gelisim, lireme, immiinite, gastrointestinal fonksiyonlar,

11



sempatik sinir sistemi aktivasyonu, viicut agirliginin homeostazisinde de 6nemli
rolleri bulunmaktadir (79-85).

OB-R genel olarak uzun ve kisa olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
OB-R’nin baslica kisa formlar1 OB-Ra, Rc, Rd, Re ve Rf ‘dir. OB-R’nin uzun
formu OB-Rb primer olarak hipotalamusun dorsamedial, lateral ve ventromedial
bolgeleri basta olmak iizere, arkuat ve paraventrikiiler niikleuslarda
bulunmaktadir.  Ayrica  trombositlerde de  bulundugu  goOsterilmistir.
Proopiomelanokortin (POMC), néropeptid Y(NPY), galanin, galanin-like peptide,
gonadotropin-releasing hormone, tyrosine hydroxylase ve neuropeptide W gibi
noropeptit néronlarinda OB-Rb eksprese edilir (86). Her iki reseptér de Janus
family kinases (JAK) ve Transkripsiyon sinyali donistiirliciisic ve aktivatorii
(STAT) aracil etki gostermektedir (87).

Leptin hormonunun kesfi ile birlikte adipoz dokunun bir endokrin organ
oldugu fikri ortaya ¢ikmis ve yetersiz beslenme ile seksiiel maturasyon arasindaki
en 6nemli bag kurulmustur. Adipoz dokunun kiitlesinin artmasiyla birlikte serum
leptin seviyeleri de dogru orantili olarak artmaktadir (88-90). Kan beyin bariyerini
kolaylastirilmis difiizyonla gegen leptin, hipotalamusun ilgili bolgeleri tarafindan
algilanir ve gerekli feedbackler saglanir. Hipotalamik c¢ekirdeklerde OB-R’nin
uyarilmas: yag depolanmasimi azaltan etkileri baslatir. NPY ve agouti related
peptit (AGRP) gibi istah uyaricilarinin yapiminin azalmasi, a-melanosit uyarici
hormonun saliverilmesi, melanokortin reseptorlerinin aktiflesmesine yol agan
POMC noronlarinin aktive edilmesi, hipotalamusta kortikotropin-serbestlestirici
hormon yapiminin artmasi, metabolizma hizin1 ve enerji tiiketimini arttiran

sempatik  sinir  aktivitesinin  artmasi, pankreas hiicrelerinden insiilin
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salgilanmasimin azalmasi serum leptin seviyesine gore hipotalamus tarafindan
diizenlenir (91, 92).

Leptin; iireme, metabolizma ve beslenme {lizerine etkisini hipotalamus
araciligiyla gostermektedir. Leptinin beyindeki hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar1 heniiz tam olarak ag¢iklanmamustir (93). Leptin, fare ve
insanlarda normal pubertal maturasyon icin gereklidir. Insan viicudu iireme
fonksiyonlar1 igin bliyiik enerji kaynaklarma ihtiyag duymaktadir. Viicut
agirligr ve yaglanma insanlarda ve kemirgenlerde pubertenin baslangicinda
onemli rol oynar. Bu nedenle leptin, pubertenin baslangici ile enerji depolarini
iliskilendiren 6nemli bir metabolik habercidir. Leptin seviyesi artan yaglanma
ile birlikte yiikselir. Leptin arkuat niikleusta Kisspeptin noéronlart ile hareket
etmektedir. Kisspeptin hiicrelerinden leptin reseptorlerinin silinmesi iiremede
probleme veya pubertenin baslamamasina neden olur. Leptin enjekte edilmis
farelerde pubertenin erken basladig1 goriilmiistiir. Leptin normal kemirgenlerde
tireme aksmin maturasyonunu hizlandiricr ilk periferal molekiildiir (94, 95).
Ayrica leptin sirkadiyen ritme sahiptir (96). Leptinin dolasimdaki diizeyi, yag

kitlesiyle yakin iligki gosterir (97).

Leptinin viicut enerji depolar1 ve lireme fonksiyonu arasindaki molekiiler
bagini aciklayabilmek i¢in ilk 6nce GnRH iizerinden dogrudan etkiye sahip
oldugu ileri siirilmistir (98-102). Daha sonra yapilan calismalarda OB-R
GnRH noéronlarinda tespit edilemedigi ve GnRH hiicrelerinde OB-R genlerinin
olmamasinin tiremede bir eksiklik meydana getirmedigi tespit edilmistir (103-
105). Kisspeptinler ise HHG aksini aktive eden en onemli faktorler olarak

gosterilmektedir (105). Leptinin Kisspeptin hiicrelerine olan etkisi {ireme
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fonksiyonundaki rolii ig¢in tek basina yeterli degildir (106). GnIH’in
memelilerdeki analogu olan RFRP-3 de HHG aksinin 6nemli diizenleyicileri
arasindadir. RFRP-3, GnRH noron aktivasyonunda ve sinyallesmesinde
inhibitor olarak gorev yapar (107, 108). RFRP-3 néronlari iizerinde leptinin
etkisini inceleyen calismalardan birinde, aktive edilen RFRP-3 hiicre sayisinin
yiyecek kisitlamasi durumunda arttig1 gosterilmistir (109). Diger bir ¢alismada
ise leptinin RFRP-3 noronlar1 iizerinde az bir etkiye sahip olabilecegi
gosterilmistir (110).

rHypoE-7 hiicresi, RFRP-3 noronlar iizerinde néroendokrin faktorlerin
etkilerinin gosterildigi bir model olarak gelistirilmistir. GNRH sentezi ve leptin
arasindaki iliskiyi ¢ozmek icin leptinin bu hiicreler iizerindeki etkisinin
bilinmesi gerekmektedir.

Bu c¢alismada; immortalize rHypoE-7  hiicrelerinde = RFRP-3
sekresyonunun leptin tarafindan kontrolii in vitro olarak incelendi. Leptinin
tireme fonksiyonlar1 {izerindeki etkilerini anlayabilmek i¢in RFRP-3 sekrete
eden rHypoE-7 hiicrelerine leptin uygulanarak [Ca+2]i seviyelerine bakildi.
Hiicrede ekzositoz yapildigimi gosteren [Ca™?]; sinyalleri, GnRH saliniminda
leptinin diizenleyici etkiye sahip olup olmadiginin belirlenmesi ve olasi etkiye

aracilik eden hiicresel mekanizmalarin sorgulanmasi son derece 6nemlidir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1 Hiicre Kiiltiiri

Bu ¢alismada rHypoE-7 hiicre kiiltiirii Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) ortaminda hazirlandi ve hiicre i¢i kalsiyum goriintiileme sistemiyle
[Ca*?]; miktarinda meydana gelen degisimler incelendi (Sekil-2).

rHypoE-7 hiicreleri, igerisine % 10 fetal buzag serumu (FCS), 550 mg/L
L-glutamine, 100 U/ml penicillin, ve 100 pg/ml streptomycin ilave edilmis
DMEM ortami ile birlikte 37°C sicaklikta, % 95 hava ve %5 CO, ihtiva eden
nemlendirilmis inkiibatorde (Heracell, Kendro Lab GmbH, Germany)
inkiibasyona birakildi. rHypoE-7 hiicreleri 8 dakika siire ile 37°C sicaklikta %
0.125 tripsin (sigma) ile ¢ozdiiriildii. Daha sonra hiicreler 5 dakika siireyle 1600
devir/dakika’da santrifiij edildi ve dibe ¢oken hiicrelerin tizerindeki medyum

uzaklastirilarak yeni kiiltiir ortamina ekildi.

4.1.1. Kiiltiir I¢in Kullanilan Soliisyonlar ve Kimyasal Ajanlar

A) Steril Su: Cift distile suyun laminar hava akimli giivenlik kabini
icerisinde 0.2 pm filtrelerden gecirilmesiyle elde edildi ve daha Onceden
otoklavda steril edilmis cam siselerde saklandi.

B) Etil Alkol: % 99.7 - % 100 safliktaki etil alkol iki defa distile edilmis
suyla diliie edilerek % 70’lik oranda hazirland1 ve piiskiirtmeli agizligi bulunan
sisede tutuldu.

C) Steril Dulbeco’nun Tamponlanmis Fosfat Tuzu (PBS): 1 tablet PBS,
100 ml (Amresco, Solon, Ohio, ABD; kalsiyum ve magnezyum igermeyen)

bidistile suyun igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 0.22 pum kalinliktaki filtreden
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gecirilerek steril bir siseye kondu. Hazirlanan PBS +4 °C’de 2 hafta boyunca
sakland1 ve calisma esnasinda kullanildi.

D) Penisilin/Streptomisin (Sigma; Steinheim, Almanya): 5000 1U/ml
penisilin ve 5000 pg/ml streptomisin olacak sekilde 1 ml’lik stoklar hazirland1 ve
kiltiir medyumu hazirlamada kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

E) Tripsin (Tip I) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril PBS igerisinde % O.

125 olacak sekilde diliie edildi ve 1 ml’lik kisimlara ayrilarak -20 °C“de saklandh.

4.1.2. Kiiltiir I¢in Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri

Sterilizasyon amactyla 0.22 pm porlara sahip filtre

Steril 50 ml polipropilen koni tiip

Steril 15 ml polipropilen koni tiip

Steril 5 ml polipropilen koni tiip

Steril 12mm ebata sahip poly-D-lizin ve laminin kapli lameller
Cam Pastor pipeti, 150 mm uzunlukta

Hiicre Kiltiru Flaski

4.1.3. Diger Ekipmanlar

Laminar hava akimli giivenlik kabini (Bilser, Ankara),

Otomatik CO; inkiibatorii, model: Heracell (Heraus, Hanau, Almanya),
Otomatik pipetler (2-20 ul, 20-200 ul ve 100-1000 pl),

Cam siringa (1-10 pl)

Sarjli pipet
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4.2. Hiicre ici Kalsiyum Gériintiileme

Hiicreler ¢ozdiiriildiikten sonra 12 mm kalinlikta poly-D-lysine /Laminin
lamel tizerine ekildi. rHypoE-7 hiicreleri 37°C sicaklikta 45 dakika siire ile 1uM
fura-2/AM ester (Molecular probes Inc, 1 mM stok dimethylsulphoxide, DMSOQ)
ile boya yiiklemesi yapildi. Yiiklemeden sonra hiicreler, 20 dakika siire ile 3-4
kere hiicre dist kayit soliisyonunda yikanarak hiicre disi ortamdaki boya
uzaklastirildi. Hiicre dis1 kayit soliisyonu, mM cinsinden 130.0 NaCl, 3.0 KCl, 0.6
MgCl,, 2.0 CaCl,, 3 NaHCOg, 5.0 glikoz, ve 10.0 HEPES kullanilarak hazirlandi.
Hiicredis1 kayit soliisyonunun pH seviyesi NaOH kullanilarak 7.4’e, ozmolaritesi
ise siikroz kullanilarak 310-320 mOsm’ye ayarlandi. Biitiin goriintiileme deneyleri
oda sicakligindaki karanlik ortamda gergeklestirildi.

Kalsiyum duyarli floresan boya ile yiiklenen hiicreler, mikroinkiibasyon
kayit cemberine (Warner Instruments, ABD) aktarilarak, floresan atagmanli Nikon
TE 2000S ters mikroskop altina yerlestirildi. Hiicreler floresan 151k kaynagi ve
filtre siirticti araciligi ile 340-380 nm UV dalga boyunda uyarildiktan sonra (uyari
340-380 nm, emisyon 510 nm) dijital CCD kamera (Hamamatsu Orca 285,
Japonya) ile kayit altina alindi. Elde edilen goriintiiler bir bilgisayar yazilimi
(Simple PCI, C-Imaging) araciligi ile analiz edildi (Sekil 2).

Hiucrelerin floresan goriintii degisimleri dijital kamera ile kayit altina
alindiktan sonra ¢ekilen kayitlardaki hiicrelerde “ilgi alan1” se¢imleri yapilarak
yazilim programi (sPCI, ComPix) aracilig1 ile analizleri gerceklestirildi. [Ca+2]i
hesaplanmas1 ve analizi veri analiz yazilimina sahip bir bilgisayar vasitasi ile off-
line olarak yapildi. Bazal ve leptin muamelesi sonrasinda meydana gelen

[Ca*?]i‘deki degisiklikler ayni hiicrelerden kayit almarak belirlendi. Chelerythrine
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chloride’nin (ChCI) farkli konsantrasyon tepkileri farkli hiicrelerden elde edildi ve
Fura-2 AM, DMSO igerisinde ¢oOzdiiriildii. Banyo soliisyonu igerisindeki
DMSO’nun son konsantrasyonu %0,2 ‘yi asmadi ve kullanilan dozdaki
DMSO’nun [Ca*]; degerlerinde bir degisiklik meytdana getirmedigi belirlendi.
Fura-2 AM Invitrogen (isvigre) firmasindan alindi. Her soliisyon kayit

¢cemberinden dnce gerekli konsantrasyon dakikalarina kadar diliite edildi.

F- N

)

Sekil 2: Floresan kalsiyum goriintiilleme sisteminin fotografik goriiniimii. ilag
uygulama/mikroinkiibasyon sistemi (sol iist kisim), CCD kamera (sol alt), ters
mikroskop ve filtre siiriiciisii kontrol iinitesi (sag).
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4.3. Leptin Uygulamasi

Leptin, 0,5 mL (20 mM) HCI ve 0,3 mL (7,5 mM) NaOH’da ¢oziilerek
hazirlandi. Son konsantrasyonlar ekstraselliller kayit sollisyonu iginde
sulandirilarak 0.1 pM, 1 pM ve 10 uM konsantrasyonlarda leptin, kayit ¢emberi
icinde bulunan hiicrelere uygulandi. ilk olarak kayit ¢emberi igindeki hiicreleri
iceren lameller yerlestirildikten sonra perflizyon sisteminin ince hortumu kayit
¢cemberi iizerine sabitlendi ve kayit ¢emberi 600 pl hiicre dist kayit soliisyonuyla
dolduruldu. Oncelikli olarak bazal seviyeyi belirlemek icin en az 5’er dakika
kayitlar alind1. Daha sonra farkli hiicrelere 3 farkli konsantrasyondaki (0.1 pM, 1

uM, ve 10 uM) leptin, PKC inhibitérii ChCl ile birlikte uygulandi.

4.4, Tstatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama +SS olarak ifade edilmistir. Leptinin (0.1 uM, 1 uM
ve 10 uM) konsantrasyonlarinin [Ca*?]; diizeyi iizerine olan doz bagiml etkisini
degerlendirmek amaciyla tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Leptinin
gruplar arasindaki farkliligi ortaya koyabilmek amaciyla post hoc test olarak
Tukey HSD testi kullanildi. Kalsiyumsuz ortamda ve PKC inhibitorii ChCl
etkileri altinda leptin uygulanmasi sonucu olusan [ Ca*?); seviyeleri Student’s t
testi ile degerlendirilmistir. Biitiin analizler i¢in P < 0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR

Bu calismada ilk kez, leptinin rHypoE-7 hiicrelerinde [Ca™’]; miktar
tizerindeki etkisi incelendi. Leptinin bu hiicreler iizerine etkinligini test etmeden
once, leptinin ¢ozdiiriilecegi soliisyonun etkilerine bakarak soliisyonun kendi
basma etki etmediginden emin olundu. Daha sonra yapilan deneyde leptinin

Ca* i uzerinde etkili oldugu tespit edildi.
[ gu tesp

5.1. Leptinin rHypoE-7 hiicrelerinde [Ca*?]; Uzerine Etkileri

Leptin; rHypoE-7 néronlarinda [Ca*?]; iizerinde doz bagimli bir artisa yol
actl. Bu c¢alismada, en diisiik doz olan 0.1 uM leptinin rHypoE-7 hiicrelerine
uygulanmas: [Ca*?]; seviyesini istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde degistirmedi

(Sekil 3).

1pM leptin uygulandiginda ise [Ca™]; miktar1 %113.7+2.9 seviyesine
yiikseldi. Bu sonug istatistiksel olarak anlamliydi. (n=28, p<0.01), (Sekil 3-4).

Bu c¢aligmada kullanilan en yiikksek doz olan 10 pM’lik leptinin

uygulamasinda ise [Ca*?]; diizeyi %142.8+4.3 degerine yiikseldi. Bu sonug benzer

sekilde istatistiksel olarak anlamliyd1 (n=49, p<0.001) (Sekil 3-4).
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Sekil 3: rHypoE-7 ndronlarina uygulanan 0.1, 1 ve 10 pM leptinin [Ca+2]i
diizeyine etkileri. 0.1, 1 ve 10 uM leptin uygulamasinin en az 3 farkli rHypoE-7
kiiltiir ortaminda [Ca*?]; diizeyine etkisi (Ortalama + S.S) ‘p< 0.01, ~p< 0.001.
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Sekil 4: rHypoE-7 néronlarma uygulanan 1 pM ve 10pM leptinin [Ca*?];
diizeyine etkileri. 1 uM ve 10uM leptin uygulamasi [Ca*]; diizeyini gdsteren
orijinal resim.

Leptinin [Ca™’]; diizeyinde meydana getirdigi artigin, hiicre ici Ca*?
depolarindan m1 yoksa hiicre disindan mi1 geldigi tespit edilmek istendi. Bu
amagcla kalsiyumsuz hiicre dis1 kayit solusyonu (0.5mM EGTA) eklenerek leptin

muamelesi yapildi. Bazal seviye %100 kabul edildiginde, Kalsiyumsuz hiicre dis1
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kayit soliisyonuna leptin (10 M) uygulamas: [Ca™?]; diizeyinde artisa yol acti

(p<0.001) (Sekil 5).

0.05(F340/F380)

Leptin 1[};,1M+Ca2+ Free

B.™

A

’

Floresan Orani (340nm/380nm) (%)

Bazal 10 M Leptin+Ca”' Free

Sekil 5: rHypoE-7 néronlarinda hiicre digindan kalsiyum uzaklastirildiginda 10
uM leptin [Ca*?); diizeyine etkileri. A. Kalsiyumsuz hiicre dis1 kayit solusyonu
(0.5mM EGTA) uygulmasini takiben uygulanan 10 pM leptinin, [Ca*?]; iizerine
etkilerini gdsteren orijinal resim. B. Bazal ve 10 uM leptinin uygulamasinin, en az
3 farkli rHypoE-7 kiiltiir ortaminda [Ca*?)i diizeyine etkisi (Ortalama + S.S)
p<0.01.

Leptinin [Ca*?]; miktarinda meydana getirdigi artisin PKC yolag aracili olup
olmadigini belirlemek amaciyla leptin uygulamasindan énce PKC inhibitorii ChCl
kullanild1. Leptinin meydana getirdigi artis %100 kabul edildiginde PKC

inhibitérii ChCl, 10 pM leptinin meydana getirdigi [Ca*?]; diizeyindeki artisi
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onemli dl¢lide baskiladi. Meydana gelen bu inhibisyon %19.2+4.1 seviyesindeydi

(n=30, p<0.0001) (Sekil 6).
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Sekil 6: rHypoE-7 noronlarina uygulanan PKC inhibitori ChCl ve 10 uM
leptinin [Ca*]; diizeyine etkileri. 10 pM leptin + PKC inhibitérii ChCl
uygulamasinin en az 3 farkli rHypoE-7 kiiltiir ortaminda [Ca+2]i diizeyine
etkisi (Ortalama £ S.S)  p<0.0001.
5.2. Leptinin rHypoE-7 Hiicrelerinde GnlH Sekresyonuna Etkileri
15 dakikalik (1.06+= 0.10 ng/mL), 30 dakikalik (1.19+ 0.30ng/mL) ve 60
dakikalik (1.06+ 0.08 ng/mL) leptin muamelesi sonuclart (1.07+ 0.14 ng/mL,
1.01+ 0.15 ng/mL ve 1.01+ 0.20ng/mL) (n=7 her grup i¢in) kontrol degerleri ile
kiyaslandiginda GnlIH seviyelerinde onemli bir degisiklik olmamistir. Bununla

birlikte GnIH sekresyonu leptin uygulandiktan sonra 30 dakika igerisinde

artmigtir. Fakat leptinin bu etkisi istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 7).
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Sekil 7: GnlH sekresyonu iizerine leptinin etkisi

24



6. TARTISMA

Hipotalamik GnRH néronlan iizerine leptinin etkisiyle ilgili pek ¢ok
calisma yapilmasina ragmen, GnRH noronlarinda leptinin etkisine aracilik eden
hiicresel mekanizmalar iyi bilinmemektedir. Sinyal iletiminden sorumlu olan OB-
Rb, GnRH saliniminin kontroliinde 6nemli bir alan olan arkuat niikleusta yogun
olarak eksprese edilmesine ve in vitro izole hipotalamik eksplantlarda GnRH
salinimin1  uyarmasina ragmen bugiine kadar leptin reseptorleri GnRH
ndronlarinda tanimlanmamistir. GNRH saliverilmesinde leptinin etkisinin ndronal
aracili oldugu fikri kabul gormiistiir (111). Immortalize RFRP-3 néronlar1 olan
rHypoE-7 hiicrelerinin leptin reseptoriinii igerdigi bilindiginden, RFRP-3 sekrete
eden bu in vitro hiicre modeli; leptin indiikli GnRH sekresyonunda hiicresel
sinyal yolaginin arastirilmasi igin ¢ok kullanish bir modeldir (112).

Kalsiyum, hiicre tipine bagh olarak ¢ok ¢esitli fonksiyonlarla iligkili bir
ikinci habercidir. Bundan dolay: leptinin [Ca*?]; iizerine etkisinin arastirilmasi
leptin aracili hormonal diizenleme i¢in 6nemli bilgiler saglar. Hiicre i¢i kalsiyum
akist hormon sekresyon mekanizmasinda kritik bilesen olarak tanimlanmistir. Bu
calismada kalsiyuma duyarli boya ile yiiklenmis rHypoE-7 hiicrelerine yapilan
leptin muamelesi [Ca™]’de 6nemli olgiide artisa neden oldu. rHypoE-7
hiicrelerinine PKC inhibitérii ile muamele edilmesinden sonra leptinin [Ca*];
iizerindeki etkisi ortadan kalkti ve 100nM leptinin [Ca™]; cevabi anlamh
diizeyde diiserek % 19.2+4.1 olarak tespit edildi. Bu nedenle leptin, [Ca*?;
tizerindeki etkisini rHypoE-7 hiicrelerde PKC sinyal yolagi aracili olarak
gosterebilir. rHypoE-7 hiicrelerde PKC sinyallesmesi, RFRP-3 ekspresyon ve

sekresyonunun diizenlenmesi ile iliskili goriinmektedir. Bdylece bizim
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sonuglarimiza gore leptin, rHypoE-7 hiicrelerde RFRP-3 sekresyonunu PKC
sinyal yolag1 aracili olarak [Ca+2]i’yi modiile ederek gergeklestirir.

Ca* icermeyen ekstraseliiler kayit soliisyonuna leptin uygulandiginda hiicre
ici kalsiyum konsantrasyonu zayif bir etki gosterdi. Bu bulgulara gore leptinin
tiim etkisi icin hem intraselliiler hem de ekstraseliiler Ca*? gereklidir.

Rat dorsomedial hipotalamusta bulunan GnIH néronlarinin Ni*? duyarli T-
tip kalsiyum kanal iletkenligine sahip oldugu rapor edilmistir (113). Yani, leptine
[Ca2+]i‘n1n cevabi bu tip kanaldan kaynaklaniyor olabilir.

RFRP néronlarmin leptin reseptdrii eksprese etmedigi one siiriilse de son
yapilan galigmalarda RFRP noronlarinin her iki cinsiyette de leptin reseptorii
eksprese ettigi rapor edilmistir (103, 114). Mevcut calismada immortalize
rHypoE-7 hiicrelerinde leptin ile [Ca™]i’nin degismesi bu hiicrelerde leptin
reseptorlerinin varligini dolayl olarak gostermektedir. Buna karsilik bu caligma,
leptinin RFRP-3 noronlari iizerinde ¢ok az etki gosterdigi ya da hi¢ gostermedigi
seklindeki konsepti dogrulamadi ve leptin ile fertilitenin metabolik
diizenlenmesinde bu ndronlarin énemli néronal yolaklar oldugu goriinmemektedir
(110). immortalize RFRP-3 néronlarinda leptin ile [Ca™]i’da meydana gelen
degisiklikler bu noéronlarinda leptinin etkisini agik¢a gdstermistir. Bu nedenle,
leptin RFRP-3 néronlar araciligiyla GnRH aktivitesini giiglii bir sekilde modiile
eder.

rHypoE-7 hiicrelerinin leptin ile statik inkiibasyonu 15. 30. ve 60.
dakikalarda GnIH sekresyonunda 6nemli bir degisiklige sebep olmamistir. Bu
sonuclar hiicrelerde leptinin GnIH sekresyonu {izerinde akut etkilere sahip

olmadigim1  gostermektedir. Statik inkiibasyonda GnlH’in devam eden
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sekresyonunun, ortamda GnlH artisina yol agacagi beklenmis fakat ilk 60
dakikada herhangi bir degisiklik olmamustir. Leptin ortamda GnIH birikmesini
onun sekresyonunu azaltarak onleyebilir. Bu kisa siirede leptinin 6nleyici etkisi ve
otoregiilator mekanizmalarla iliskili olabilir. Otoregiilatér mekanizmalarin
muhtemel etkisini yok etmek i¢in rHypoE-7 hiicrelerinin leptin ile dinamik
inkiibasyonu en az 24 saat siirmelidir.

In vivo immortalize hiicre hatti kompleks noronal yapi gdstermediginden
immortal RFRP-3 néronlarinda leptine cevaben [Ca’*]i‘de meydana gelen

degisiklikler in vivo hipotalamik dilimler kullanilarak dogrulanmalidir.

6.1. Ileride Yapilmasi Planlanan Cahsmalar:

Bu calismada elde edilen bulgular, rHypoE-7 hiicrelerinde leptinin doz
bagimli olarak [Ca*?); diizeyini artirdigin1  gdstermektedir. Bu c¢aligmanin
devaminda leptinin kalsiyum kanallar1 lizerine olan etki mekanizmasinin agiga
cikarilmast ve GnRH iizerine etkinliginin daha iyi bir sekilde aydinlatilmasi
amaciyla asagidaki yaklagimlara gerek oldugu diistiniilmektedir:

a) Leptinin rHypoE-7 hiicrelerinde patch clamp teknigi ¢alismalart ile
membran potansiyeli ve AP parametreleri ilizerine olan etkileri belirlenerek
leptinin bu hiicrelerde olas1 fizyolojik 6nemi hakkinda bilgi elde etmek,

b) Leptinin rHypoE-7 hiicrelerinde membran akimlart {izerine etkileri
incelenerek [Ca*?]i depolar1 ve kalsiyum tetiklemeli kalsiyum saliverilmesi ile
etkilesimini belirlemek,

c) PLC, diagilgliserol gibi hiicresel ikincil habercilerin leptinin etkisinde olas1

rollerini direk yaklagimlarla belirlemeye ¢alismak,
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d) Leptinin spesifik kalsiyum kanal blokorleri kullanarak hangi tip kalsiyum

kanallar1 lizerine etkisinin oldugunu belirlemek.
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