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Gegici Serebral iskemi Fare Modelinde Kisspeptin-10’un
Bobrekteki Oksidan ve Antioksidan Aktiviteye Etkisi

Amag: Oksidatif stres lizerinde, gegici karotid arter oklizyonu sonrasi iskeminin ve kisspeptinin
ayri ayr etkileri bilinmekteyken, kisspeptinin, karotid arter iskemisi (KAI) sonrasi periferal
dokulardaki oksidatif strese etkisi Uzerine bir arastirmaya literatirlerde rastlanmamistir. Bu
¢alismada, iskemi uygulamasi 6ncesinde verilen kispeptinin, iskemi sonrasi bdbreklerde
olusabilecek oksidatif degisimlere olan etkisinin arastiriimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Eriskin C57/BL6 irki fareler 1-Sham, 2-Kisspeptin, 3-iskemi ve 4-
iskemi+Kisspeptin olmak (izere 4 gruba ayrilmistir (n=5). Sham ve iskemi gruplarina,
operasyondan (sham) 40 dakika 6nce intraperitonel olarak sadece serum fizyolojik, Kisspeptin ve
iskemi+Kisspeptin gruplarina 20 nmol dozunda kisspeptin uygulanmigtir. Sonrasinda iskemi
gruplan 15 dakika KAI'ye maruz birakilarak, iki saat boyunca reperfiizyona tabi tutulmustur.
Toplamda 175 dakikalik deney periyodundan sonra hayvanlar dekapite edilerek bdbrekler alinmis,
total oksidan ve antioksidan seviyesi (TOS ve TAS) degerleri belirlenmistir.

Bulgular: Karotid Arter iskemisi, TOS ve TAS parametrelerinde herhangi bir degisime sebep
olmamigtir. Iskemi grubuna kisspeptin uygulamasinin, TOS degerine herhangi bir etkisi
g6zlemlenmezken, TAS degerinde anlamli olmayan bir yikselmeye sebep olmustur (P=0,41).
Sham operasyona maruz kalan gruba kisspeptin uygulamasinin TOS degerinde anlamli olmayan
bir distse sebep oldugu gézlemlenirken (P=0.18). TAS degerinde herhangi bir etkisi gériimemistir.
iskemi+Kisspeptin grubunda ise TAS, Kisspeptin grubuna gére anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(P=0,031).

Sonug: Karotid Arter iskemisi (KAI) sonrasinda TAS ve TOS degerlerinde bir degisiklik
g6zlenmemistir. Ancak, kisspeptin uygulamasinin antioksidan durumunu arttirmasi, kisspeptinin
bébreklerdeki antioksidan aktiviteyi arttirdigini disundirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gegici serebral iskemi, kisspeptin, bébrek, oksidatif stres

The Role of Kisspeptin-10 on Oxidant and Antioxidant Activity in the Kidney in the
Mice Model of Transient Cerebral Ischemia

Objective: While the individual effects of ischemia after carotid artery occlusion and kisspeptin on
the oxidative stress are known, there is no research in the literature on the effect of kisspeptin on
oxidative stress in peripheral tissues after carotid artery ischemia (CAl). In this study, it was aimed
to investigate the effect of kisspeptin given before ischemia on oxidative alterations in kidneys after
ischemia.

Materials and Methods: Adult C57/BL6 mice were divided into 4 groups as 1-Sham, 2-Kisspeptin,
3-Ischemia and 4-Ischemia+Kisspeptin (n=5). Groups were administered only saline physiologic
(Sham and Ischemia groups) and kisspeptin (Kisspeptin and Ischemia+Kisspeptin groups)
intraperitoneally 40 minutes before ischemia and the operation (sham). Subsequently, the Ischemia
groups were exposed to CAI for 15 minutes and reperfused for two hours. After the 175 min
experimental period, animals were decapitated, and kidneys were removed, total oxidant and
antioxidant status (TOS and TAS, respectively) were determined.

Results: Carotid artery ischemia did not cause any changes in TOS and TAS parameters. The
kisspeptin administration to ischemic group caused an insignificant increase in TAS levels
(P=0.41), while no effect was observed on TOS levels. There was no effect on TAS levels, while
TOS levels were insignificantly reduced in the Ischemia+Kisspeptin group compared to sham
operation (P=0.18). TAS was significantly higher in the Ischemia+Kisspeptin group compared to
Kisspeptin group (P=0.032).

Conclusion: There was no change in TAS and TOS levels after CAl. However, the increase in
total antioxidant status upon kisspeptin administration without causing any change in the total
oxidative status suggests that kisspeptin increases antioxidant activity in the kidneys.

Key words: Transient cerebral ischemia, kisspeptin, kidney, oxidative stress
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Giris

Serebral iskemi (inme) beyin dokusunun bir
kisminda, bir damarin oklizyonu ile kan akiminin
azalmasidir (1). Yetiskinlerde, iskemik inme, ikinci en sik
gOrulen Olim nedenidir (2). Global ve gegici serebral
iskemi, cogunlukla insanlardaki kardiyak arrestten
kaynaklanir ve yuksek islev, bas dénmesi ve bas agrisi
gibi duygu ve biling bozukluklarina neden olur (3, 4).

Serebral iskemi reperfiizyon hasari, kan akigini
iskemik beyin dokusuna geri getirmenin bilinen bir
komplikasyonudur (5). Kan akimi geri dondiginde,
oksijen ve beyaz kan hucreleri yaralanma alanina tekrar
girer ve proteazlarin ve serbest radikallerin salinmasini
saglar. Proteazlar ve serbest radikaller, iskemik hasarin
¢ogalmasindaki esas faktorlerdir ve bunlar ¢ok karmasik
reaksiyonlar olustururlar (6). Beyin felci olan hastalarda,
kan akisinin tekrar saglanmasindan sonra serebral
iskemi-reperfizyon (I/R) yaralanmasi siklikla ortaya
clkmakta ve daha ciddi nérolojik yetersizliklere neden
olmaktadir (7). Bu nedenle, I/R yaralanmasi, 6nemli
patojenik mekanizma olarak dusuntlmugstar.

Kisspeptin reseptdri olan GPR54, hipokampus ve
korteks gibi ekstra-hipotalamik beyin bdlgelerinde ifade
edilmis (8-11) ve ilk olarak kissl geninin metastaz
baskilayici urini metastin olarak tanimlanmigtir (12).
Kisspeptinin hipotalamik-hipofiz gonadal ekseni stimile
ettigi ve oksidatif hasara karsi antioksidan enzimin
ekspresyonunu degistirdigi ortaya ¢ikmistir (13). Aydin

ve ark. (14) yaptiklan c¢alismada kisspeptin
uygulamasinin  karaciger dokusunda oksidan ve
antioksidan  sistemlere  olumlu etkileri oldugunu

g6stermislerdir. Ciddi beyin travmasi gegiren hastalarda
olugan akut bdbrek yetmezligi, klinikte gézlemlenen bir
durumdur. Bunun nedenleri olarak  ©6nerilen
mekanizmalarin basinda néroinflamasyon, artan viseral
néronal sempatik aktivitede artma ve vazopresin
etkisiyle hipotalamo-hipofiz-adrenal aks Uzerinden
olusan renal sodyum duizenlenmesindeki degisiklikler
gelmektedir (15). Beyin hasari yogunlugu, birincil
yaralanma derecesini ve ikincil hasara bagl olan bir
inflamatuar yaniti aktive eder (16). Beyin hasari sonrasi
olusan enflamatuar olaylarin karmasik kaskatina,
komplemanlarin, sitokinlerin, adezyon molekdllerinin ve
diger cok fonksiyonlu peptitlerin Uretimi ve aktivasyonu
aracilik eder. Merkezi sinir sistemi hucrelerinin bol
miktarda inflamatuar kaynagi vardir (17, 18) ve
proinflamatuar sitokinlerin ve kompleman bilegenlerinin
merkezi sinir sistemi ekspresyonu, kan-beyin bariyeri
(BBB) boyunca notrofiller ve monositlerin (makrofajlar)
alinmasina ve noro-inflamasyonun gelistiriimesine yol
agmaktadir (19). Noro-inflamasyonun sistemik etkileri,
hipotalamik - hipofiz - adrenal aksi ve otonom sinir
sistemi gibi néroendokrin yolaklari tarafindan da aracilik
edilmektedir (20, 21). Bu farkh mekanizmalarin genel
etkisi, bagisiklik sisteminin depresyonu (20) ve hiicre
kaynakli immdnitenin baskilanmasidir (22). Enfeksiyon
bu nedenle énemli bir komplikasyondur ve alt solunum
yollarinda meydana gelen enfeksiyonlarin neredeyse
yarisina sahip olan beyin hasarli hastalarin % 50-65'inde
gérulmektedir (22, 23). Akut beyin hasari genellikle
sempatik  sinir  sistemi  aktivitesini ve  sistolik
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hipertansiyona neden olan plazma katekolaminlerini
arttirmaktadir. Artmis viseral sempatik sinir sistemi
aktivasyonu, renal sodyum reabsorpsiyonunun
artmasiyla birlikte azalmis renal glomerdler perfiizyon ile
sonuglanmaktadir (24). Ayrica akut serebral yaralanma,
hem vazopressin sekresyonundaki degisikliklere hem de
serebral sodyum atimina bagh olarak renal sodyum
tutulumundaki akut degisikliklere yol agabilmektedir (25).
Tim bu komplikasyonlar g6z 6nlne alindiginda
kisspeptinin, karotid arter iskemisi (KAI) sonrasi periferal
dokularda olusan oksidatif degisikliklere etkisi
sorgulanmis ve bdbreklerdeki etkisi arastiriimistir.

Gereg ve Yontem

Deneysel prosedurler icin etik kurul onay! Yeditepe
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan
alinmigtir  (Yeditepe Universitesi, istanbul, Tiirkiye
20.04.2018 ve 667a). Deney suresi boyunca kafeslerin
bulunacagi ortam, 21+1 °C sicakllk ve 12 saat
aydinlik/karanlik olacak sekilde ayarlanmistir. Bu
amagla, erigskin C57/BL6 irki fareler beserli olarak
rastgele belirtilen dort gruba ayrilmistir: 1-Sham grubu,
2-Kisspeptin grubu, 3-Iiskemi grubu 4-iskemi+Kisspeptin
grubu. Sham ve iskemi gruplarina, operasyondan
(sham) 40 dakika Once intraperitonel olarak sadece
serum fizyolojik, Kisspeptin ve Iskemi+Kisspeptin
gruplarina 20 nmol (M2816 Metastin (45-54) amide,
human) dozunda kisspeptin uygulanmistir. Sonrasinda
iskemi gruplari 15 dakika her iki karotid arter anevrizma
klipsi ile sikigtirilarak iskemiye maruz birakilmis ve iki
saat boyunca reperfiizyona tabi tutulmustur. Toplamda
175 dakikallk deney periyodundan sonra hayvanlar
dekapite edilerek bobrekler alinmig ve doku homojenati
hazirlanarak (DPBS & Protease inhibitor kokteyli
(cOmplete Protease Inhibitor Coctail, Sigma) total
oksidan (Rel Assay Diagnostistics Total Oxidant Status
Assay Kit RL), total antioksidan seviyeleri (Rel Assay
Diagnostistics Total Antioxidant Status Assay Kit) (TOS
ve TAS) belirlenmistir (26, 27).

Istatistiksel analizler GraphPad Prism kullanilarak
yapilmisgtir. Verilerin normal dagilima uyumu Shapiro-
Wilk normal dagiim testi ile test edilmistir. Ancak
gruplardaki  6rneklem sayisi disik oldugundan
istatistiksel analizler Mann-Whitney H (Nonparametrik
Tek Yonlui Varyans Analizi) testi ve Dunn’in goklu
karsilastirma testi kullanilarak yapiimistir. 0.05'ten kuguk
P degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.

Bulgular

Karotid Arter iskemisi (KAI) sonrasinda, Sham
grubuna kiyasla TOS degerlerinde herhangi bir degisiklik
gbzlemlenmemistir. Bununla birlikte, iskemi grubu ile
iskemi+Kisspeptin gruplarinin TOS degerleri arasinda
da bir farkhlik bulunamamistir (Sekil 1). Ancak, Sham
grubuna Kkisspeptin uygulanmasi TOS Ancak, Sham
grubuna kisspeptin uygulanmasi TOS degerlerinde
azalmaya sebep olmustur ancak bu azalma anlamli
degildir (Sham grubu= 8.73+1.24 mmol H,O, Ekivalan/L,
Kisspeptin grubu = 6.66+1.45 mmol H,O, Ekivalan/L;
P=0.18).



Cilt: 32, Sayi: 2

Benzer sekilde, Sham grubu ile iskemi grubunun
TAS  degerleri arasinda  herhangi  bir fark
gézlemlenmemis olup etkisi gbzlemlenmemisken, iskemi
grubuna kiyasla, Iskemi+Kisspeptin grubunda TAS
degerlerinde bir artisa sebep olsa da bu artis anlamh
bulunmamistir (Iskemi grubu= 0.94+0.21 mmol Trolox
Ekivalan/L, iskemi+Kisspeptin grubu= 1.20+0.22 mmol
Trolox Ekivalan/L; P=0.44; Sekil 2). Ancak
iskemi+Kisspeptin grubunun TAS degerleri, Kisspeptin
grubuna kiyasla anlamli gekilde ylksek bulunmustur
(P=0.032). Kisspeptin uygulamasinin total oksidatif

durumda (TOS degerleri) herhangi bir degisiklik
olusturmadan total antioksidan durumunu (TAS
degerleri)  arttirmasi, kisspeptinin bobreklerdeki

antioksidan aktiviteyi olumlu yénde etkiledigini 6ne
surmektedir.
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Sekil 1. Total Oksidan Seviyesi. Istatistik analizler igin
Mann-Whitney test kullaniimigtir (n=5)
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Sekil 2. Total Antioksidan Seviyesi. Istatistik analizler
icin Mann-Whitney test kullaniimistir (*P= 0.032; n=5)
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Tartigsma

Kisspeptin uygulamasinin ve I/R hasarinin ayri ayri
oksidatif strese olan etkileri bilinmektedir, ancak KAP'nin
perifer dokularda olugsan oksidatif degisiklere olan etkisi
Uzerine ¢alismalar kisithdir (15). Yapilan bu galismada,
Kisspeptin-10’un KAl sonrasi bébrekte meydana getirdigi
oksidatif degisikliklere olan etkisinin incelenmesi
amagclanmistir.

Serebral kan akimi, normal insan beyninde
yaklastk 55 mL/100g/dakika olarak  otoregiile
edilmektedir. Bu durum, beyne enerji saglanmasi igin
glukozun ve oksijenin surekliligini saglayip, hicre
membran potansiyeli, ndrotransmitter paketlenmesi,
salinimi ve  hicre  yapisinin  desteklenmesini
saglamaktadir (28-30). Bu deder 20 mL’'nin altina
diserse oksijen ekstraksiyon fraksiyonu maksimum
seviyeye ulasir ve oksijenin serebral metabolik hizi
diiser ve bunun sonucunda da iskemi gériiliir (31). inme
sonrasi gelisen beyin hasari birden fazla yolagin
etkilesimi ile sonuglanir: iyonik dengesizlik,
asidotoksisite, eksitotoksisite, peri-enfarktis
depolarizasyon, infalamasyon, apoptozis, oksidatif ve
nitrosatif stres bu kisimda siralanabilir (32).

Kisspeptin, insan metastatik melanoma kanser
hicreleri ile yapilan ¢calismada metastaz baskilayici gen
olarak ifade edilmis, daha sonralari bu peptidin
gonadotropin salici hormon (GnRH) néronlarinin primer
uyaricisi oldugu tespit edilmistir (33). Bununla birlikte,
klinik calismalarda saglkli erkek ve kadinlarda
luteinlestirici  hormon ve folikil stimulan hormon
salgilanmasinin, farkh kisspeptin izoformlari
uygulanmasi sonrasinda arttigi gozlemlenmistir (34).
Bdylece kisspeptin ile ilgili arastirmalar 6énce Ureme
fizyolojisi Uzerine yodunlasmis, fakat farkh veriler giin
gectikce artmistir.  Ayrica kisspeptin  uygulamasinin
oksidatif strese karsi etkili oldugu da cesitli calismalarla
gOsterilmigtir. Bu galismalardan ilkinde beyin dokusunda
metiyoninle indiklemis hiperhomosisteinemide
kisspeptininin  etkisi arastinimistir  (35). Bulunan
sonuglarda, kisspeptin uygulanmasi sonucunda beyinde
olusan apoptotik hiicre dlumundn kisspeptin uygulamasi
sonucunda azaldigi, oksidatif stres belirteglerinden olan
malondialdehit (MDA) seviyesindeki artisin bir miktar
azaldigi, superoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde
herhangi bir degisiklik olmadigi, metiyonin uygulanmasi
sonrasi olusan glutatyon (GSH) seviyesindeki azalmanin
kisspeptin uygulamasi sonrasinda bir miktar arttig
g6zlemlenmistir (35). Bir diger calismada ise metiyoninle
indiklenmis hiperhomosisteinemide kisspeptinin
spermatogenetik hiicrelerde olugsan hasara etkisi
incelenmistir. Arastirma sonuglarina gdére, metiyonin
uygulanmasi sonucunda ortaya c¢ikan antioksidan

enzimlerde meydana gelen etkilerin, kisspeptin
uygulanmasiyla normale dondiugu (36), metiyonin
uygulamasi  sonrasinda meydana gelen tubdl
yapisindaki  bozukluklarda kisspeptin  uygulamasi

sonrasinda kismi dizelme meydana geldigi, apoptotik
hiicre sayisinin kisspeptin uygulanmasi sonucunda daha
az bulundugu ifade edilmistir (36). Aslan ve ark. (37),
sigan over ve uterus dokusunda I/R sonrasinda oksitosin
ve  kisspeptinin  etkisini  incelemis, kisspeptin
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uygulamasinin, I/R sebebiyle uterusta gerceklesen
histolojik bozulmalarda iyilesmeye sebep oldugu, ancak
overlerde bir etkisinin gérilmedigi gézlenmigtir. Ancak,
hem uterusta hem de overde, oksitosinle birlikte
uygulandiginda histolojik agidan iyilesmeye yol agmistir.
Bununla birlikte, her iki dokuda, kisspeptin uygulamasi,
IIR sonrasi ortaya ¢ltkan oksidatif ~ stres
parametrelerindeki bozulmalarda iyilesme meydana
getirirken,  oksitosinle birlikte uygulandiginda, bu
parametrelerde normallesmeyi sagladigi
g6zlemlenmisgtir.

Bu caligmada, Kisspeptin-10'un KAI sonrasinda
bobrekte meydana gelen oksidatif degisikliklere olan
etkisi incelenmis ve sonug olarak, KAl sonrasinda total
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