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OZET

Puberte, neonatal donemden itibaren hareketsiz olan karmagsik bir
noroendokrin agin aktive olmasiyla baslar, akabinde cinsel olgunluga ulasilir ve
lireme yetenegi kazanilir. Mevcut -arastlrmalar viicut yag dokusunun bu aktivasyon
siirecinde kritik bir gérevi oldugunu gostermektedir. Yag dokusunun enerji rezervi
olmanin Gtesinde; aktif bir endokrin organ oldugu ve adipokin adi verilen
hormonlar1 salgiladigi uzun zamandir bilinmektedir. Adipoz dokunun pubertal
siiregle iligkisi g6z Oniinde bulunduruldugunda adipokinlerin de {iireme
fizyolojisinde potansiyel bir etkiye sahip olabilecegi diistiniilmektedir. Yeni
kesfedilen bir adipokin olan asprosinin disi lireme fizyolojisi lizerindeki etkisi
bilinmemektedir.

Bu tez ¢alismasinin amaci asprosin hormonun dj@i sicanlarda pubertal
olgunlasma, ﬁrerﬁe sistemi bilesenleri, cinsel motivasyon ve davranis tizerindeki
fizyolojik roliinii ortaya ¢ikarmaktir. Ayrica olfaktor reseptor araciligiyla etki eden
asprosin hormonunun koku alma performansina etkisini géstermekﬁr.

Tez calismas1 kapsaminda 24 adet Sprague Dawley irki disi sican (n=12
kontrol grubu, n=12 asprosin grubu olmak tizere) kullanilmistir. Yapilan deneylerde
asprosi_n grubundaki hayvanlara postnatal 21. giinden itibaren 8 hafta boyunca
intrapéfitoneal (i.p.) olarak asprosin (500ng/kg/giin), kontrol grubundaki
hayvanlara ise aym1 sekilde asprosinin ¢oziiclisi olan serum fizyolojik
uygulanmistir. Deney sﬁrecinde' puberteye giris tayini ve Ostrus siklus takibi
yapilmistir. Akabinde sakli kurabiye testi, seksiiel insentif motivasyon testi ve
cinsel davranis testi gerceklestirilmistir. Deneyin sonlandirilmasiyla ovaryum
dokusunda histolojik incelemeler ve serum 6rneklerinden ELISA (enzim baglantili
immunosorbent analizi) yontemiyle hormon diizeyleri tayin edilmistir. Verilerin
analizinde SPSS 22 paket programi kullanilmis olup anlamlilik degeri p < 0.05
olarak alinmistir.

Deneysel ¢alismalarin sonucunda, kronik asprosin uygulamasinin puberteye
giris zamanini degistirmedigi ancak tireme fizyolojisinin temel bir unsuru olan ilk
Ostrus fazini erkéne cektigi gosterilmistir. Yapilan davranis testleriyle de asprosin
hormonunun koku alma performansini, cinsel motivasyonu ve cinsel davranis i¢in

onemli bir parametre olan aktif arastirmay1 artirdig1 gosterilmistir. Bununla beraber
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ovaryum dokusunda histolojik degisiklikler meydana getirerek primer ve sekonder
folikil sayilarinda artis saglamistir. Akabinde yapilan serum analizleriyle Folikiil
Stimiilan Hormon (FSH), Ostrojen ve Oksitosin gibi iireme fizyolojisinde kritik
gorevleri olan hormonlarin diizeyini arttirdigi gosterilmistir.

Sonu¢ olarak asprosin uygulamasinin disi si¢anlarda iireme fizyolojisi
lizerindeki potansiyel etkisi ilk kez bu tez caligmasiyla incelenmistir. Ayrica
-olfaktor reseptor (OLFR734) aracili etki eden bu hormonun disi siganlardaki koku
performansini artirici etkisi de ortaya koyulmustur. Bu ¢alisma, asprosinin disi
tireme fizyolojisinde 6nemli rol oynadigina dair giiglii kanitlar sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Asprosin, cinsel motivasyon, cinsel davranig, tireme

sistemi, koku performansi



ABSTRACT

Puberty begins with the activation of a complex neuroendocrine network
that has been dormant since the neonatal period, followed by the attainment of
sexual maturity and reproductive ability. Recent researches suggest that body
adipose tissue plays a critical role in this activation process. It has long been known

that adipose tissue is more than an energy reserve, it is an active endocrine organ
and secretes hormones called adipokines. Considering the association of adipose
tissue with. the pubertal process, it is thought that adipokines may also have a
potential effect on reproductive physiology. The effect of asprosin, a newly
discovered adipokine, on female reproductive physiology is unknown.

The aim of this thesis is to reveal the physiological role of asprosin hormone
on pubertal maturation, reproductive system components, sexual motivation and
behavior in female rats. Also, to show the effect of asprosin hormone acting through
olfactory receptor on olfactory performance.

Within the scope of the thesis study, 24 female Sprague Dawley rats (n=12
control group and n=12 asprosin group) were used. In the experiments, asprosin
(500ng/kg/day) was administered intraperitoneally (i.p.) to the animals in the
asprosin group for 8 weeks starting from the 21st postnatal day, and saline, the
solvent of asprosin, was administered to the animals in the control group. During
the experimental period, pubertal entry determination and estrous cycle monitoring
were performed. Subsequently, the hidden cookie test, sexual incentive motivation
test and sexual behavior test were performed. At the end of the experiment,
histological examinations were performed on ovarian tissue and hormone levels
were determined from serum samples by ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) method. SPSS 22 package program was used for data analysis and
significance value was taken as p <0.05.

As a result of the experimental studies, it was shown that chronic asprosin
administration did not change the time of puberty onset, but it was shown that the
first estrus phase, which is a basic element of reproductive physiology, was earlier
in asprosin group. Behavioral tests have also shown that asprosin hormone
increases olfactory performance, sexual motivation and active investigation, which

is an important parameter for sexual behavior. In addition, it caused histological
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changes in ovarian tissue and increased the number of primary and secondary
follicles. Subsequent serum analysis showed that it increased the levels of hormones
with critical roles in reproductive physiology such as Follicle Stimulating Hormone
(FSH), Estrogen and Oxytocin.

In conclusion, the potential effect of asprosin administration on reproductive
physiology in female rats was examined for the first time in this thesis study. In
ad‘dition, the olfactory performance enhancing effect of this hormone, which acts
through olfactory receptor (OLFR734), was also revealed. This study provides
compelling evidence for the involvement of asprosin in female reproductive
physiology.

Keywords: Asprosin, sexual motivation, sexual behavior, reproductive

system, olfactory performance
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1. GIRIS
1.1.Ureme Fizyolojisi
1.1.1. Puberte Fizyolojisi
1.1.1.1. Puberte tanimi

Puberte, primer ve sekonder cinsiyet Ozelliklerinde gozlemlenen
degisikliklere yol agan koordineli néroendokrin degisimlerin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikan karmagik bir siiregtir. Bu siireg, beyin ile endokrin sistem arasindaki
etkilesimlerin diizenlenmesini kapsamaktadir. Meydana gelen olaylar dizisi onlarca
yildir bilinmekle beraber ilk olarak hayvan modellerinde yapilan aragtirmalarla
gozlemlenmistir. Pubertal gelisim siireci ¢ocukluk ve yetiskinlik arasinda meydana
gelmektedir ve beyinde hipotalamik hipofizer gonadal (HHG) ekseninin yeniden
aktivasyonundan sonra baglamaktadir (1-3). Puberteye gecisle beraber sekonder
cinsel ozellikler ortaya ¢ikar, biiylime atag: baslar, gonadlar déllenme yetenegine
sahip olgun gametler (sperm veya oositler) liretmeye baslar ve beraberinde
psikolojik degisiklikler meydana gelir (4). Pubertal gelisimin akabinde fizyolojik

olarak cinsel olgunlagsma ve devaminda tireme yetenegi kazanilmaktadir (5).
1.1.1.2. Pubertenin niroendokrinolojik olarak diizenlenmesi

Son yirmi yilda, pubertenin hipotalamik bir dekapeptit olan LH salgilatici
hormonun (LHRH, GnRH olarak da adlandirilir) pulsatil salinimi arttiginda
basladigi anlasilmistir (4, 6, 7). Yasamin ilk yilinda, Gonadotropin Salgilatici
Hormon (Gonadrotrpin Releasing Hormone [GnRH]) puls tireteci inaktif hale gelir
ve puberte baslangicindan Once yeniden etkinlesene kadar inaktif halde
kalir. Pubertenin makroskobik olarak gozlenebilen degisikliklerinin belirgin hale
gelmesinden bir yil kadar 6nce, hipotalamusun median eminensinden pulsatil
GnRH salgilanmasinin yeniden aktivasyonu gerceklesir. Buna karsilik, GnRH
hipofiz bezini gonadotropinleri (luteinizan hormon [LH] ve folikiil stimiilan
hormon [FSH]) salgilamasi i¢in uyarir ve bu gonadotropinler 6ncelikle uyku

sirasinda dolasima salinir (8). Gonadotropin sekresyonundaki artisin sonucunda



olgun gamet olusur (sperm veya oosit) ve gonadal steroid sekresyonu (Gstrojen ve
testosteron) gerceklesir (9-11).

GnRH, nazal plaktan koken alan néronlar tarafindan sekrete edilen kisa bir
peptittir, hem erkek hem de disi iireme sisteminde en kritik rolii oynamaktadir.
Hipofizyal dolagima dogrudan ulasan sinir sonlanmalar tarafindan sekrete
edilmektedir ve anterior hipofizde yel-‘. alan hipofiz gonadotrop hiicrelerindeki
GnRH reseptorlerine baglanarak etki eder (12). GnRH aktivitesi ¢ocukluk
doneminde diigiiktiir ve pubertede pulsatil sekresyon baslamaktadir. Bu pulsatil
sekresyon normal reprodiiktif fonksiyon i¢in anahtar role sahiptir. Ciinkii daha 6nce
hayvan ve insanlarda yapilmis olan ¢alismalarda, GnRH sekresyonunun pulsatil bir
sekilde ger¢eklesmesinin FSH ve LH sekresyonunun stirdiiriilmesi i¢in gerekli
oldugu gosterilmistir (13-15). Hipotalamik gonadal aksin diizenlenmesi Sekil 1°de

gosterilmistir.

Hipotalamus ¢

=]

e Testosteron Ostrojen
Progesteron

Sekil 1: Hipotalamik gonadal aks ve pubertenin néroendokrin diizenlenmesi(16)



Pubertenin baslangici sadece bireyin yasina bagl olmayip metabolizmadan,
psikolojik ve gevresel faktorlerden de etkilenmektedir (9, 17). Literatiirde GnRH
salimminin kontroliinde rol oynayan gesitli sinyal molekiilleri oldugu gosterilmistir
ancak puberteye giris mekanizmasi tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Sinyal
molekiillerinin hipotalamik gonadal aks iizerinde uyarici ya da inhibe edici rolleri
arastirlmistir. Eksitator ve inhibitor olarak kontrol edilen GnRH atim jeneratorti,
puberte baslangicinda uyarict sinyallerin artmasi ve inhibe edici sinyallerin
azalmasina baglh olarak aktiflesir. Bu aktiflesmenin sonucunda GnRH saliniminda
artis meydana gelir (17, 18). Kontrol eden molekiiller arasinda; kisspeptin,
gonadotropin inhibitér hormon (GnIH), gamma-aminobiitirik asit (GABA),
glutamat, néropeptid Y (NPY), melatonin, vazoaktif intestinal peptid (VIP),
ndrokinin B, katekolaminler, serotonin ve opioidler gibi maddeler bulunmaktadir
(18-20).

" Uyreme ekseni iizerine etkisi son derece Snem arz eden kisspeptin, ilk olarak
1996 yilinda melanom hiicre dizilerinde bir metastaz inhibitorii olarak
kesfedilmistir (21). Insanda dolagimda en ¢ok bulunan kisspeptin 14, 13 ve 10
amino asitlik peptitlere béliinebilen Kisspeptin-54'tiir (22). Kisspeptin reseptorii,
kisspeptinden 4 yil sonra kesfedilen GPRS54’tir (23). G-proteinine bagh
reseptorlerin rodopsin ailesinin bir {iyesidir ve yapisal olarak galanin reseptoriine
benzer (22, 24, 25). Kisspeptin reseptore baglandiginda, fosfolipaz C aktive olur ve
bu da sekonder hiicre i¢i habercileri, inositol trifosfat ve diagilgliserolii
gorevlendirir, bunlar da hiicre i¢i kalsiyum salmimina ve protein kinaz C
aktivasyonuna aracilik eder (26-28). Kisspeptin ekspresyonu ilk olarak plasentada
yiiksek seviyelerde gosterilmistir (25, 26). Daha sonra testis, over, pankreas ve ince
bagirsakta da gozlenmistir (25, 29). Kisspeptin ve reseptoriiniin merkezi
ekspresyonu da, kemirgenlerin hipotalamusunda arkuat g¢ekirdek (ARC) ve
anteroventral periventrikiiler cekirdekte (AVPV) gosterilmistir (30).

Kisspeptin, norokinin B ve dinorfin, hipotalamustaki KNDy n&ronlari olan
6zel noronlar tarafindan salmr (17). Kisspeptin ndronlari, cesitli tiirlerin
hipotalamusunda GnRH néronlari ile yakin iliski i¢inde bulunmaktadir (31, 32). Bu
noronlar, preoptik bolgedeki GnRH noronlarimin hiicre govdelerine ve GnRH sinir

uclarma yakin medyan ¢ikintiya projekte olur (30, 31). Bunun yam sira GnRH
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noronlari, kisspeptin reseptoriinii eksprese eder (33, 34). Kisspeptinin, hem in vitro
hem de in ﬁivo ¢alismalarda GnRH salimimina yol agan GnRH néronlarim uyardigi
gosterilmistir (27, 35, 36). Bu etki GnRH antagonistlerinin uygulanmasiyla inhibe
edilir (37). Ayrica, hem merkezi hem de periferik olarak kisspeptin uygulanmasi,
hem hayvan hem de insan ¢alismalarinda dolagimdaki LH diizeylerinde de bir artisa
yol agmaktadir (30, 38-40). Calismalardan elde edilen bilgiler birlikte ele
alindifinda kisspeptinin, hipotalamustaki GnRH nd&ronlarini uyararak GnRH'yi
hipotalamik-hipofiz portal dolagimina salmasimni ve 6n hipofizden gonadotroplarin
salinmasina neden oldugunu gostermektedir (41). Yakin zamanda yapilan bir
calismayla, pubertal maymunlarda overektomi uygulamasi sonucunda, kisspeptin
kaynakli GnRH saliniminin ortadan kalktig1 ve dstradiol replasmanminin kisspeptin
kaynakli GnRH saliimimi kismen iyilestirdigi gosterilmistir. Bu veriler
kisspeptinin GnRH sekresyonunu uyarmasi i¢in Ostradioliin gerektirdigini de
gostermektedir. Daha yakin zamanda yapilan bir ¢aligmayla, pubertal gelismenin
olmadig insanlarda kisspeptin geninde inaktive edici bir mutasyon rapor edilmistir
(42).

Ozetle tiim veriler ele alindiginda goriilmektedir ki hipotalamik Kiss-1 geni
tarafindan kodlanan kisspeptin hormonu iireme aksinin uyaricisidir ve iireme
fonksiyonunda son derece 6nemli bir rol oynamaktadir. Kisspeptin, nérokinin B
(NKB) ve dinorfin (dyn) gibi diger noropeptitlerle etkilesime girerek GnRH atim
jeneratoriinii diizenler. Kisspeptin, reseptorii olan GPR54 aracihigiyla GnRH
sekresyonunu uyararak gonadotropin salitmmim saglar (43). Yapilan ¢aligmalar
neticesinde kisspeptin/GPR54  sisteminin puberte baslangicimi  tetikledigi
gosterilmistir (44). Kisspeptinin hormonal diizenlemedeki etkisi Sekil 2’de

gOsterilmistir.
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Sekil 2: Erkeklerde ve kadinlarda ergenligin baslangicinda hormonal
diizenleme. Kisspeptin, noérokinin B ve dinorfin'in KNDy néronlarindan
salgilanmasi, hipotalamustan gonadotropin salgilatict hormonun (GnRH)
salmimim baglatir. GnRH salinimi, luteinize edici hormon (LH) ve folikiil uyarici
hormon (FSH) tiretmek ve salgllam.ak icin hipofiz bezini harekete gegirir; bu da
kadinlarda ve erkeklerde sirasiyla Gstrojen ve testosteron iiretmek igih gonadlarn

uyarir (45).
1.1.1.3. Pubertenin metabolik olarak diizenlenmesi

Puberteye geciste metabolizma, viicut enerji rezervleri ve viicut yag/kas
kiitlesinin son derece 6nemli rol oynadig: bilinmektedir (46). Viicut (6zellikle yag
kiitlesi agirlig1) ergenlik baslangici i¢in gerekli olan belirli bir esik diizeye
ulagtifinda tireme islevini diizenleyen hipotalamik noronal ag aktive hale
gelmektedir (19, 47-49). Viicut bu kritik yag ve/veya kas kiitlesine ulastig1 zaman,

metabolik sinyallér bu bilgiyi puberte baslangicini yoneten hipotalamik néronal aga



iletir. Bununla birlikte, bu metabolik tetikleyicinin mekanizmasi hala net degildir.
Daha once yapilan calismalarda leptin, insiilin, ghrelin gibi cesitli metabolik
hormonlarin viicut agirlifi/metabolik durumla ilgili rolleri aragtirlmig ve
noroendokrin iireme ekseni ile iliskisi incelenmistir (20, 50-54). Bu faktorlerin
puberte baslangicinda ve yetiskin iiremesinin diizenlenmesinde uyarici veya
engelleyici rolii lehine veya aleyhine kamtlar elde edilmistir (18, 20, 51, 55-57).
insanlarda ve diger memeli tiirlerinde yapilan ¢aligmalarda, gida yoksunlugunun
puberteye gegisi geciktirdigi veya onledigi de bildirilmistir (49). Yapilan bir
calismada adipokinlerin memelilerde tiremenin diizenlenmesinde aktif rol oynadig
gosterilmigtir (58). Artmig viicut agirhgr ve yag kiitlesine bagh olarak disi
sicanlarda vajinal agilmanin ve Ostrus dongiistiniin daha erken meydana geldigi
tespit edilmistir (59). Bir bagka c¢alismada ise viicut yag orami yetersiz olan
kadinlarda, dstrojen {iretiminin normal seviyede olmadigi, buna bagh olarak HEG
eksen anormallikleri ve menstrual sikus bozukluklari meydana gelmistir (60-62).
Anoreksiya veya malniitrisyona sahip bireylerde genellikle puberte baglangicinin
gecikmesi veya gergeklesmemesi sonucunda dogurganligin bozul-dugu gOriilmustiir
(63). Bilindigi iizere iireme, tiirlerin devamliligimin saglanmasi icin gerekli bir
siirectir. Ureme fonksiyonunu baslatmak ve siirdiirmek igin belirli bir viicut yag
deposu esiginin de gerekli oldugu vurgulanmistir. Bu nedenle, viicut yag kiitlesini
etkileyen dolayisiyla puberte baslangicinda ve akabinde itireme kabiliyetinin
kazanilmasinda rol oynayan, hipotalamik nérohormonal ag ile iliskilendirebilen

diger potansiyel molekiillerin arastirilmasi son derece 6nem arz etmektedir.
1.1.1.4. Disi sicanlarda pubertal gelisim

Sicanlarda puberte siitten kesildikleri donemden yaklasik 3-4 hafta sonra
meydana gelmektedir. Bilindigi iizere hipotalamik hipofizer gonadal aks aktive
olunca puberte baslamaktadir ve disi siganlarda bu aktivasyonu indiikleyen
mekanizmalarin aydinlatilmasi énem arz etmektedir (9, 64, 65). Sicanlarda
pubertal gelisim siiresince GnRH atim frekansi, amplitiidii ve ortalama GnRH
saliiminda dnemli bir artig gergeklesir (66). Pubertal olgunlagmanin dis belirteci
disi sicanlarda vajinal kanalizasyonun meydana gelmesidir. Bir diger ¢nemli

belirteg ise Ostrus dongiisii tayini ve ilk dstrus fazinin goriilmesidir. Disi si¢anlarda



yapilan deneylerde puberte baslangicinin belirlenmesinde, dstrojen salimmindaki
artisa bagli olarak vajinal agikligin tayini siklikla kullanilan bir metoddur. Vajinal
acilma (vajinamn tamamen kanalizasyonu) ile birlikte puberte baslar ve ilk tireme
dongiisii olan Sstrus evresinin goriilmesiyle birlikte devam eder. Vajinal agilma ile
ilk &strus fazi arasindaki bu siire oldukea kisadir. Ik dstrus evresinin goriilme
zamani vajinal agilmayla ayni giinde olabilmekle beraber yedi giin kadar sonra da
gerceklesebilmektedir (11, 67).

1.1.2. Cinsel Davrams

Cinsel davrans, insanlar da dahil olmak iizere boceklerden memelilere
kadar tiim canli hayvanlarin iiremesindeki temel basamaktir (68). Cinsel uyaranlar
(gorsel, isitsel. olfaktsr ve taktil uyaran) néronal ag ile merkezi sinir
sistemine ulasir. Ust beyin merkezlerinden alinan bilgi omurilik ve otonom sinir
sistemi yoluyla genital organa iletilir ve bunun sonucunda erkeklerde peni
ereksiyon ve disilerde vajinal lubrikasyon/klitoris ereksiyonu gér{;eklegir (69, 70).
Cinsel motivasyon sonucu olusan cinsel aktiviteyle birlikte Uireme ve
sdiillendirilme gerceklesmis olur. Cinsel aktivite, beyinde cinsel uyarilmaya yol
acan steroid hormonlarin etkileri ile meydana gelmekitedir (71). Disiler ile erkekler
arasindaki bu davramssal degisikliklerin olusumda da steroid hormonlar 6nemli rol
oynamaktadir. Erkeklerde testosteron, disilerde ise dstradiol ve progesteron cinsel
davramsla iliskili olan temel seks steroidleridir ve seviyeleri cinsiyetler arasinda
farklilik gostermektedir (72).

Cinsel tepkiler hormonal, nérokimyasal ve néronal faktorler tarafindan
diizenlenir. Cinsel problemlerin teshisi ve tedavisi i¢in bu temel ilkelerin
anlagilmasi gereklidir. Cinsel tepkilerin modiile edilmesinde uyarici ve inhibe edici
faktorlerin etkili oldugu da bilinmektedir. Norepinefrin ve oksitosin cinsel olarak
uyarilmay1 arttirirlar, melanokortinler ve dopamin cinsel arzuyu arttirmaktadir.
Serotonin cinsel doyumu diizenler, opoidler cinsel 6diil mekanizmasina aracilik
eder, endokannabinoidler ise sedasyona sebep olurlar. Cinsel uyarilma sirasinda
cksitatér etki gosteren norokimyasallarin aktivasyonu ile inhibitor etki
azaltilmaktadir (71). Cinsel uyaranlarn islemekten ve cinsel tepkileri ortaya

cikarmaktan sorumlu olan néronal yapilar tanimlanmistir. Bu aglar serotonin geri



alim inhibitorleri, dopamin antagonistleri veya antiandrojenler gibi farmakolojik
tedavilerle degistirilir (73). Cinsel uyarilmanin ve inhibisyonunun mekanizmalari

Sekil 3’te gosterilmistir.
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- Prolaktin
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Sekil 3: Cinsel uyarilma ve cinsel inhibisyon mekanizmalari (73).

1121 Sicanlarda cinsel davranis

Hayvan modelleri cinsel davranistaki fizyolojik degisiklikleri taklit etmek
i¢in sik kullanilan modellerdir. Popiilasyona anlamli bir sekilde genelleyébilmek
amaciyla sicanlarda cinsel motivasyon ve cinsel performans 6l¢iilmektedir (74, 75).
Siganlarin temin edilmesi ve barindirilmasinin kolay olmasi ve davranislarinin etkin
bir sekilde analiz edilebilmesi nedeniyle deney hayvanlarinda cinsel davrams ile
ilgili yapilan ¢alismalar daha ¢ok siganlarda yapilmaktadir (76).

Siganlar partnerini etkilemek ve bunun sonucunda cinsel hazza ulasmak i¢in
birgok davrams hareketi gostermektedir. Siganlar arasindaki bu kargilikli etkilesim
anogenital bolgeyi koklama (anogenital kesif) hareketi ile baglamaktadir.
Anogenital bolgeyi koklama hareketi disi ya da erkek si¢an tarafindan baslatilabilen

uyarici bir davranistir (77). Dolayisiyla bu hareket cinsel davranisin ilk adimi olan



partnerin belirlenmesi ve tercihinde kokunun son derece 6nemli oldugunu

gOstermektedir (78). Cinsel davranisin gesitli asamalar1 swrasiyla Sekil 4’te

gosterilmistir.

Erkek : Yaklagma hareketi

Mount Disi : Lordozis
Erkek : Intramisyon

4
intramisyon sonrast Disi : Lordozis
penis yalama hareketi Erkek : Intramisyon
5 6
Ejekiilasyon sonrasi
penis yalama hareketi

Sekil 4: Sican cinsel davranisin farkli bilesenleri (79).



1.1.2.1.1. Disi sicanlarda cinsel davranis

Disilerde cinsel davranig, ovumun sperm tarafindan dollenmesini saglamak
icin gergeklesmesi gereken gesitli davraniglar biitiininden olusan karmagik bir
stirectir (80). Disilerde gozlenen bu hareketler cogunlukla seks steroid
hormonlarinin etkisiyle diizenlenmektedir. Ovaryan steroid hormonlarin (esas
olarak &stradiol) etkisine duyarli olan beyin bdlgelerindeki noronlarin, medial
preoptik alan ve ventromedial hipotalamik ¢ekirdek dahil olmak {izere, disilerde
cinsel davramginin diizenlenmesinde yer aldigi diisiiniilmektedir (81, 82). Cinsel
alicithgin  diizenlenmesinde rol alan §stradioliin etki edebilmesi igin beyin
bolgelerindeki noronlarda bulunan §strojen reseptorii (ER) esastir (83). Medial
amigdala (MeA) da dstrojen reseptérleri agisindan zengin bir beyin bolgesi olup
disi cinsel davramigimn diizenlenmesinde yer alan bir diger 6nemli bolgedir (84).

Disi si¢anlarda cinsel davramig genel olarak 3 asamadan meydana

gelmektedir:

I Uyarici (appetitive) davranislar

2 Ciftlesme ©Oncesi davramglar (hayvanin cinsel motivasyonu
hakkinda bilgi verir)

3. Tamamlayic1 davranis (hayvanin cinsel performans: hakkinda bilgi

verir)(77, 80, 81, 85, 86).

1.1.2.1.1.1. Uyanic1 davranis

Disi sicanin cinsel istegi ve cinsel olarak uyariimasi ile iliskili davramiglar
uyarici (appetitive) davramglar olarak nitelendirilmektedir. Bu davrams erkek
hayvan kesfetme amaciyla yapilmaktadir. Hayvanlar arasindaki cinsel temasin
baslangicinda son derece énem arz etmektedir. (77). Uyaric1 davramslar genellikle
ciftlesme Gncesi  davraniglar  (proseptif davramslar) grubundé. kategorize
edilmektedir (87-89). Proseptif davramslar, 6strus fazindaki disi tarafindan
sergilenen, erkegdi ¢iftlesmeye tesvik eden ve ciftlesme modelini diizenleyen tiire
6zgil karmasik istah agici faaliyetler dizisi olarak tamimlanabilir (90). Disi sicamin
cinsel diirtiisiinii ortaya koyan uyarici davranislara; anogenital kesif (erkek

hayvanin anogenital bolgesini koklama hareketi) ornek olarak gosterilebilir (87-
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89). Disilerde ¢iftlesme oncesi anogenital kesif hareketi; erkek hayvanin anogenital

kokusuna yamt olarak gergeklesmektedir ve karsi cins koku tercihini gosterir (91).
1.1.2.1.1.2. Ciftlesme oncesi davranis

Cinsel olarak aktif olan 6strus fazinda olan disi siganlar erkek hayvanla yan
yana geldiginde proseptif davramslar olarak da adlandlrﬂan ciftlesme Oncesi
davraniglar gergeklesmektedir. Proseptif davramslar temel olarak; kulak titretme,
hoplama/ileri atilma (hopping/darting) ve alanda gezinme (pacing) davramslar

~olarak simiflandirilir (90). Kulak titretme, kulaklarin gériiniir sekilde lateral yonde
titremesi geklinde gerceklesen son derece hizli bir davramistir (Sekil 5°te
gOsterilmistir). Hopping, disinin 4 bacag tizerindeki kisa sigramasidir. Darting ise
diginin birka¢ adimlik kosusundan sonra aniden durmasi ve ¢émelme postiirii
almasidir. Disi sican hop/dart hareketlerini ardisik olarak gosterir ve bu davrams bir
seri seklindedir (92, 93).

1.1.2.1.1.3. Tamamlayic1 davranis

Disi siganlarda cinsel davranisin son asamasi lordozistir. Lordoziste disi
hayvan dorsifleksiyon pozisyonda durmaktadir. Lordozis ile beraber disi hayvanin
pelvisi yiikselir ve akabinde penisin vajinaya penetrasyonu gergeklesmis olur.
Proseptif davramglar dokunmanin yan1 sira koklama refleksini icerirken lordozis
yalmzca dokunma refleksini gostermektedir (89, 90, 92-94). Lordozis derecesi
(lordozis yogunlugu) 4 nokta skalasina gére hesaplanmaktadir. Bu skalaya gore
lordosiz derecesinin 0 olarak kabul edildigi durum: disi sicanin erkek sicanin
gostermis oldugu mount (disinin sirt kismina tirmanmasi) hareketine kars1 lordozis
gostermedigi durumdur. Lordosiz derecesi 1: marjinal lordozis olarak ifade
edilmekte olan en diisiik lordozis hareketidir. Lordozis derecesi 2: normal lordozis
olarak ifade edilir. Lordosiz derecesi 3: abartili/agir1 lordozis davramsi olarak
hesaplanmaktadir (95). Sekil 5°te 4-nokta skalasina gére belirlenmis olan lordozis
dereceleri gosterilmistir.

Disi sicanlarin cinsel davramig ¢alismalarinda, hayvanin tamamlayici
davramsim yani cinsel performansimi degerlendirmek i¢in kullamilan lordozis

derecesinin yam sira lordozis oram (seksiiel reseptivite) da bir diger parametre
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olarak kullanilmaktadir. Erkek hayvanin mount hareketiyle beraber disi hayvan
lordozis postiirtinii alir ve bu lordozis orami olarak ifade edilir. Lordozis orani;
lordozis cevap sayisi/mount sayisi x 100 (L/M x 100) olarak hesaplanir (68, 69).
Lordozis oranindaki artisin uyarilmadaki artisin analogu oldugu diistiniiliir (70).
Disi hayvanlardaki lordozis hareketine karsilik gelen ostrus dongiisii fazi ve
hormonal degisiklikler Sekil 6’da gosterilmistir.

3

.
\‘.- ’ . .
/ N Lordozis // \\‘.\ 3 Pass
’ 4 yok ! wdin, ;

Sekil 5: Lordozis tepkilerinin yogunlugu. Marjinal lordozis i¢in verilen puan 1,
normal lordozis i¢in verilen puan 2, abartili bir lordozis i¢in verilen puan 3’tiir.

Erkek si¢an kesik ¢izgi ile gosterilmistir (95).
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Sekil 6: Disi cinsel davramiginin hormonal kontrolii. Ostrus dongiisii (iistte)
boyunca progesteron ve strojendeki artis, disi kemirgenlerin ovulasyon yakininda

cinsel olarak alic1 olmasina neden olur (96).

1.1.2.2. Cinsel davramista koku duyusunun rolii
1.1.2.2.1. Koku fizyolojisi

Koku, insan duyular1 arasinda en az anlasilmis olan duyudur. Bu durumun
koku duyusunun 6znel bir olay olmasi ve alt siif hayvanlarda kolaylikla
incelenememesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir. Koku duyusuna ait reseptér
hiicreleri aslinda merkezi sinir sisteminden (MSS) kéken almis bipolar sinir
hiicreleri olan olfaktér hiicrelerdir. Her koku hiicresinin koku veren kimyasal
uyarilara yanit olusturan bélimii ise olfaktdr silyumlaridir. Koku maddesi olfaktér
zarin yiizeyi ile temas ettigi zaman 6nce silyay: 6rten mukus i¢ine yayilir ve daha
sonra her silyumun zarinda bulunan reseptor proteinlerine baglanir.

Koku duyusunun erkeklere oranla kadinlarda daha giiclii oldugu ve
ovulasyon zamaninda en keskin hale geldigi sdylenir. Koku hosa gitme ve hosa

gitmeme duygusal niteliklere sahip bir duyudur. Bir¢cok hayvan tiiriinde kokular
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cinsel yonelimin ana uyaricisidir. Bu durum koku ile cinsel islevler arasinda yakin

bir iliski oldugunu gostermektedir (97).
1.1.2.2.2. Koku duyusunun énemi

Koku alma duyusunun bir¢ok hayvan i¢in varolussal éneme sahip oldugu
iyi bilinmektedir (98). Koku alma sinyalleri yiyecek aramay1, ¢evresel yénelimi,
soéya] organiZasyonu ve lireme davramisim kontrol eder. Hayvanlar aleminden
asina oldugumuz bu 6zelliklerin birgogu insanlara da aktarilabilir. (99). Buradan
yola ¢ikarak yapilan galismalardan elde edilen sonuglar, koku alma duyusunun
insanlarda da ¢ok ¢nemli bir rol oynadigini gostermektedir. Aslinda her insanin
hayat1 bir koku alma eylemiyle baglar: sperm, olgun ovaryum hiicresine giden yolu
bulmak i¢in bir koku izini takip eder. Olfaktér reseptérler sadece burunda degil,
ayni zamanda insan spermatozoasinin baginda da bulunmaktadir (100). Overler
veya onu gevreleyen hiicreler, vadi zambagi gibi kokan bir koku sentezler ve sperm
bu koku izini takip eder. Bu durum, gebe kalmayr veya dogum kontroliinii
etkilemek icin muhtemelen yeni perspektifler de agabilir. Literatiirde yapilan
¢aligmalar toplu bir sekilde ele alindiginda koku duyusunun tiremenin ilk asamasi
olan partner se¢iminden son agamasi olan déllenmeye kadar etki eden bir duyu

olabilecegini diigtinmek miimkiindiir.
1.1.2.2.3. Koku ve cinsel davrams iliskisi

Koku alma duyusundaki yetersizligin hipogonadotropik hipogonadizm
(HH) ile birlikteligi klinik olarak Kallmann Sendromu (KS) olarak
tammlanmaktadir (101). Embriyonik gelisim sirasinda olfaktor plakodda olusan
GnRH noronlari, son hedefleri olan hipotalamusa ulasmak icin koku alma
noronlarinin akson rehberligini kullanmaktadirlar. Dolayisiyla KS hastalarinda bu
rehberlikte olusan bozuklugun, GnRH néronlarinin yanlis yonlendirilmesine neden
oldugu_ ileri siiriilmektedir (102, 103). Bugiine kadar, bu nérogelisimsel siireci
kontrol eden ¢ok sayida faktor tanimlanmis ve aksonal kilavuzlu go¢ yolunda
30’dan fazla gende nedensel mutasyonlar bildirilmistir (104). Bu gocteki kusur
sonucu gelisen Kallman Sendromunda anozminin yam sira cinsel islev bozukluklar:

ve infertilite de goriilmektedir (105). Dolayisiyla koku alma sistemi ile GnRH
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arasindaki iliski, koku ile cinsel davranig arasinda da bir iliskinin olabilecegini
duistindiirmektedir.

Koku, bir¢ok canlhda cinsel davraniga aracilik eder ve hem karsi cinsten
akranlar tanimada hem de farkli bireylerin potansiyel es olarak uygunlugunu
degerlendirmede 6nemli rol oynar (46). Cesitli ¢alismalar, cinsiyet tanima ve cinsel
davranigin kontroliinde ana ve yardimci koku alma sistemlerinin ayri rollerini ele
almistir (47-49).

Hayvanlar, ¢iftlesirken uygun partneri se¢gmek ve iireme basarisim saglamak
amaciyla duyusal ve davramigsal stratejiler gelistirmistir. Feromon adi verilen
kimyasal ipuglart pek ¢ok hayvanda tiire ve cinsiyete Ozgii bilgileri tasir.
Feromonlarin tespiti, hayvanlarin davramigsal ve endokrin durumunda
degisikliklere yol acan fiziksel baglantili beyin devrelerinin aktivasyonunu tetikler
(106). Aym1 zamanda feromonlar, hayvanlarin sosyal olarak iletisim kurmasi i¢in
bir yol saglar ve bunun yaninda cinsel davranigi giiclii bir sekilde tesvik edebilir
veya bastirabilir (107). Koku alma sisteminin, ¢ogu memelide iireme fizyolojisi ve
davranisinda dnemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Kemirgenlerde koku alma
sistemi tarafindan saptanan feromonlar erkek ve disi cinsel davramglarim
uyarabildigi gibi iireme hormonlarinin seviyesinde degisiklige de yol agabilir (108).
Feromonlar dogustan gelen davramisi giiclii bir sekilde uyarsa da davramssal
tepkinin tiirii; alicinin cinsiyetine, tireme fizyolojisine ve deneyimine bagh olarak
degismektedir. Ornegin, erkek kokulari diger erkekler tarafindan algilandiginda
koku isareti veya saldirgan davranig uyandirirken disiler tarafindan algilandiginda
cinsel alicilig1 tesvik etmektedir. Bunlarin yan sira disilerde feromon tepkilerinin
ovulasyon dongiisii boyunca degisiklik gosterdigi de tespit edil'mistir (109).

Cinsel davramisin ilk admu' olan partnerin belirlenmesi ve terqihjnde
kokunun son derece etkili oldugu ortaya konulmus bir gercektir (78). Deney
hayvanlariyla yapilan bir ¢alismada kokunun cinsel davranis {izerinde potansiyel
bir rol oynadigr gosterismistir (110). Bir baska ¢aligmada farelerin partnerlerini
belirlerken feromonlar gibi koku alma ipuglariyla hareket ettigi gosterilmistir (111).
Yapilan incelemelerde goriilmektedir ki koku alma sistemi, tiire 6zgii kimyasal
sinyaller olan feromonlarin algilanmasinda son derece Onemlidir (112).

Feromonlarin hem tireme fizyolojisinde hem de cinsel davramsta etkili oldugu
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ortaya konulmustur (113). Yine disi kemirgenlerde partner tercihi ve ¢iftlesme
davrani1 feromonlara baghdir ve bunun yaninda iireme basarisimi saglamak icin

ovulasyon ile senkronizedir (114).
1.1.3. Pubertal Gelisim ve Ureme ile iliskilendirilen Adipokinler

Yag dokunun viicutta sadece enerji rezervi gorevinin olmadigi aym
zamanda aktif bir endokrin organ oldugu ve adipokin adi verilen hormonlari
salgiladig1 uzun zamandir bilinmektedir (115). Metabolizmayla ilgili calismalarla
birlikte son yillarda, adipoz dokunun puberte ve iireme {izerindeki etkilerine de ilgi
artmaktadir (116). Adipokinlerin disilerde ovulasyon ve ovaryan steroidogenez
{izerindeki etkilerini arastiran calismalar son zamanlarda hiz kazanmistir (117).
Ancak bu sistemi daha net aydinlatabilmek i¢in, viicut yag/kas kiitlesi ile pubertal
ag ve akabinde kazanilan iireme fonksiyonu arasinda baglant1 kurabilecek diger
potansiyel hormonlarin arastirilmasina ihtiyag vardir.

Peptit yapida bir hormon olan ve ob. geni tarafindan kodlanan leptin, 16kDa
agirhginda olup tanimlanmus ilk adipoz sitokindir. Leptin hormonun 1994 yilinda
kesfi, yag dokusunun endokrin roliine iligkin aragtirmalar1 baslatmis ve diger
adipokinlerin kesfedilmesine oOnciilik etmistir. Leptin diizeyi viicuttaki yag
depolarinin miktari ile dogrudan iliskilidir ve ekspresyonu esas olarak beyaz yag
quuda goriilmektedir (118). Bu nedenle dolasimdaki leptin seviyeleri beslenme
durumuna gfire degismekte olup sirkadyen dalgalanmalar gostermektedir (119).
Leptin kan-beyin bariyerini gegebilir ve hipotalamustaki belirli néronlarda etki
gosterebilir. Fizyolojik olarak dolasimdaki leptin, metabolik durumun hassas bir
yapicisidir ve sinyali kontrol merkezine (hipotalamusa) tasir. Leptin reseptorii
(LepRb) ile baglandiktan sonra leptin, periferifc metabolik yiikii hafifletmek igin
anoreksijenik ve termojenik fonksiyonlar uygular.

Farelerde yapilan bir caliymada leptin eksikliginin obeziteye neden
olmasinin yam sira infertiliteye de yol agtigi gésterilmistir. Daha sonra deneklere
leptin uygulanmasi ile viicut agirliginin azalmasiyla beraber fertilite de diizelmistir
(120, 121). Metabolik kontrole ek olarak leptin, pubertede GnRH
norosekresyonunun aktivasyonu igin izin veren bir faktordiir. Hipotalamik Kiss1

noronlari tarafindan tiretilen kisspeptinler, temel GnRH diizenleyicileridir ve leptin-



eksikliginin hipotalamik Kissl ekspresyonunu azalttign gosterilmistir. Leptin
eksikligi olan kemirgen modellerinde leptinin eksojen uygulamasinin Kissl'i
arttirdigi bulunmustur (122). Yapilan klinik bir aragtirmada ise, serum leptin
seviyesinin santral puberte prekoks olan kizlarda kontrol grubuna gore anlamli
sekilde daha yiiksek oldugu bildirilmistir (123). Bir baska calismada yetersiz
beslenen bireylerde, ergenligin baglamasinda bir gecikme ile leptin seviyelerinin de
diisiik oldugu tespit edilmistir.

Obez bireylerde, yag dokusu miktarindaki artis nedeniyle leptin
konsantrasyonlar: yiiksektir. Ancak bunun sonucunda, leptin direnci olarak
adlandirilan bir fenomen gergeklesir ve gida alimi beklenen sekilde baskilanmaz ve

_enerji tiikketimi beklenen miktarda artmaz (124). Leptin direncinde leptin sinyalinin

geri bildiriminin olmamasi, Kissl ekspresyonunu siirekli uyarir ve kisspeptin
salgilanmas: {izerindeki NKB ve Dyn modiilasyonunun dengesini bozar (125).
Bunlara ek olarak adipokin olan leptinin pubertede rol oynamasinin yam sira disi
sicanlarda cinsel davranig ve tlireme {izerine de etkisi olabilecegi gosterilmigtir
(126).

Acrp30 olarak da bilinen adiponektin, esas olarak olgun adipositler
tarafindan salgilanan, aym zamanda iskelet kaslari, hipotalamus, hipofiz, over ve
uterus gibi diger dokularda da tiretilen 224 aminoasitten olusan bir proteindir (127-
130). Insanlar ve siganlar dahil olmak {izere gesitli tiirlerde plazmada en fazla
bulunan adipokindir (yaklagik 1-50 pg/mL) (131, 132). Organizmada adiponektin
etkilerine iki farkli reseptor aracilik eder: adiponektin reseptorti tip 1 (AdipoR1) ve
adiponektin reseptorii tip 2 (AdipoR2)(133). Adipokinlerin ¢cogundan farkl olarak,
plazma adiponektin konsantrasyonu viicut kitle indeksi (VKI) ve visseral yaglanma
ile negatif korelasyon gostermektedir (134). Adiponektin igin pek ¢ok fonksiyon
tanimlanmistir; bu hormon enerji homeostazini, lipid metabolizmasim ve insiilin
duyarliligim kontrol edebilir. Aym1 zamanda gonadotropik ekseni ve gonad
fonksiyonlarini da diizenler. Boylece metabolik etkilerinin yani sira iireme
fonksiyonlarini etkiler (135, 136). HHG eksen gibi kadin iireme fonksiyonlarinin
diizenlenmesinden sorumlu yapilarda adiponektin ve reseptorlerinin varligi,
adiponektinin kadin dogurganliginin diizenlenmesinde rol oynayabileceginin bir

kamiti olarak goriilmektedir (137). Adiponektinin preovulatuvar degisikliklerin
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baslatilmasinda rol oynayabilecegi ve ovaryan steroidogenez siirecini modiile
edebilecegi One siiriilmiistiir. Prepubertal solungaglardan alinan graniiloza hiicre
kiiltiirinde adiponektinin varhgi, siklooksijenaz-2, prostaglandin E sentaz ve
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii genleri dahil olmak tizere over folikiillerinin
yeniden sekillenmesiyle iliskili genlerin ek.spresyonuml uyarmustir (138). Bir
calismada, Ostrojen ve testosteron gibi iiremede rol oynayan hormonlarin plazma
adiponektin konsantrasyonunu diizenleyebilecegi ileri siirtilmiistiir (139). Hayvan
modellerinde ‘yapilan g¢alismalarda, adiponektin konsantrasyonlarmin pubertal
olgunlasma boyunca degistigi gosterilmistir (140). Adiponektinin obezite
derecesinden ayri olarak fiziksel ve pubertal gelisimin klinik ve biyokimyasal
parametreleri ile iligkili oldugunu gdsterilmistir. Adiponektin diizeylerinin
erkeklerde pubertal ilerlemeye paralel olarak diistiigii, ancak kizlarda bu kadar
belirgin bir diisiis olmadig1 gériilmiistiir. Pubertal gelisimin tamamlanmasindan
sonra erkeklerde adiponektin diizeylerinde azalmaya yol agtig1, fiziksel ve pubertal
gelisime paralel olarak adiponektin seviyelerinde progresif bir diisiis oldugu
gosterilmistir. Bu diististin androjen seviyeleri ile gii¢lii iliskisi oldugu igin,
yetigkinlerde goriilen cinsiyet farkliliklarim aciklayabilecegi diistintilmiistiir (141).

Kizlarda puberte baglangicinda etkili olan adipokinler Sekil 7°de gosterilmistir (45).
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Sekil 7: Kadmlarda puberte baslangicimi etkileyen adipokinler. Leptin, GnRH)
tiretmek i¢in hipotalamusu aktive eden KNDy néronlarinda kisspeptin salinimini
uyarir, GnRH'nin salinmasina yanit olarak, hipofiz bezi FSH ve LH salgilar, bu
hormonlar ovaryum dokusunu dstrojen salinmasi i¢in uyarir ve bu da kizlarda
ikincil cinsiyet 6zelliklerinin olusmasina neden olur. Ostrojen leptin iiretimini
uyarir. Adiponektin, GnRH salinimini inhibe ederek GnRH diizeylerinin diismesine
ve bdylece pubertenin gecikmeli baslamasina neden olur. TNF-0. ve IL-6,

adiponektin {iretimini inhibe eder ve bu nedenle pubertenin baglamasini uyarir (45).

Visfatin, chemerin ve resistin dahil olmak iizere daha bir¢ok adipokin beyaz
yag doku tarafindan salgilanir (142-144).

Visfatin, organizmadaki ¢ok yonlii etkisinden dolay: sitokin, enzim ve
| adipokin olarak kabul edilen 52 kDa'lik bir proteindir (145). Bazi bilim insanlar
visfatin etkisine insiilin reseptor sinyal yolunu dahil etmislerdir (146-148) . Ayrica,
yakin zamanda yaymnlanan veriler visfatinin, Toll like reseptor 4'iin (TLR-4)
aktivasyonu yoluyla inflamasyon siireglerine katilabilecegini de gdstermektedir
(149, 150). Tavuklarda, hindilerde, sigirlarda, farelerde ve insanlarda ovaryan

yapilarda visfatin ekspresyonu kaydedilmistir (132, 151). Erkek tireme sisteminde
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de visfatin insan ve sigan testislerinde ayrica insan spermatozoasinda eksprese
edilir. Bu bulgular, sigan spermatogenezi ve steroidogenezinde visfatinin rol
oynadigin1 gostermektedir (152, 153). Visfatinle ilgili elde edilen bu bilgiler tireme
fizyolojisinde rol oynayabilecegini diigtindiirmektedir.

Adipokin grubunun bir baska tiyesi olan Chemerin, ilk olarak 2003 yilinda
iki bagimsiz arastirma ekibi tarafindan kemokin reseptérleriyle iliskili bir GPCR
olan kemokin benzeri reseptdr 1'in (CMKLRI1, ChemR23) dogal ligandi olarak
tanimlanmigtir (154, 155). Chemerinin, insiilin duyarliliginin modiilasyonu ve gida
aliminin diizenlenmesi, enerji homeostazisi ve yag dokusu fonksiyonunun
diizenlenmesi de dahil olmak tizere pleiotropik etkiler gosterdigi bulunmustur (156,
157). Hormon ayrica organizmada zit, pro ve antiinflamatuar etkiler
gostermektedir. Insanlarda beyaz yag dokunun yan sira kahverengi yag dokusunda,
karacigerde, akcigerlerde, bobreklerde, iskelet kaslarinda, overlerde ve plasentada
da hormonun ekspresyonu gosterilmistir (158-160). Insan kaninda hormon
konsantrasyonu 100 ila 200 ng/mL seviyelerindedir (161). Yapilan bir calismada
domuzlarda plazma chemerin konsantrasyonu 70 ila 160 ng/mL seviyesinde
belirlenmis olup hayvanlarin fizyolojik durumuna (Gstrus siklusunun periyodu veya
gebelik) bagh oldugu gosterilmistir. Ostrus dongiisii sirasinda  domuzun
hipotalamusunda degisken seviyelerde chemerin ekspresyonu gézlenmis; erken ve
orta luteal fazlarda daha yiiksek oldugu saptanmigtir (162). Chemerin ile ilgili
- aragtirmalar iireme fizyolojisinde etkisi olabilecegini gdstermektedir.

Adiposit spesifik sekretuar faktér (ADSF) olarak da bilinen resistin,
inflamatuar bolgelerde bulunan bir gen ailesine ait olup adipoz dokudan salgilanan,
sistein agisindan zengin, 108 amino asitlik bir salg: proteinidir (163, 164). Resistin
beyaz ve kahverengi yag dokusu tarafindan {iretilir ancak aym zamanda
hipotalamus, hipofiz gibi diger birgok dokuda da tanimlanmustir (165, 166).
Insanlarda resistin biiyiik 6lciide adipositler tarafindan eksprese edilir (167) ve
morbid obez bireylerde serum diizeyi yiikselmektedir (168). Ayrica, obeziteyle
iliskili insiilin direncinin yani sira adiposit farklilasmasindaki roliinii gésteren baz
kamitlar olmasina ragmen, resistinin islevi tam olarak netlesmemistir (164, 169).
Son ¢aligmalarla resistin ile {ireme fonksiyonu arasinda yakin bir baglanti oldugu

gosterilmistir. Maillard ve arkadaglar1 tarafindan yiiritiilen yeni bir ¢alisma,
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yetigkin si18ir ve sigan ovaryumunda resistin ekspresyonunun yani sira, resistinin
prepubertal hayvanlarda over fonksiyonunun yeni bir diizenleyicisi oldugunu 6ne
stiren inhibitér etkisini ortaya koymustur (170). Ayrica, polikistik over sendromlu
(PKOS) kadinlarda adipositlerdeki resistin ekspresyonunun saglikli kadinlara gére
2 kat daha yiiksek oldugu bulunmustur (171). Dafopoulus ve arkadaslar diizenli
menstrual siklus gosteren kadinlarda serum resistin diizeylerinin degismeden
kaldfglnt gostermiglerdir; bu da adipositlerden resistin salgilanmasinin seks steroidi
diizeylerindeki dalgalanmalardan etkilenmedigini gostermektedir (172).

Asprosin ise, 2016 yilinda Romere ve arkadaglari tarafindan kesfedilen
beyaz yag doku tarafindan saliman ve olfaktor reseptdr tizerinden etkinlik gosteren
bir adipokindir (173). Fibrillin-1 (FBN1), overde yapisal bir protein olarak islev
goriirken proteiﬁ trtinii olan asprosinin rolii bilinmemektedir. Asprosinin
kadnlarda cesitli metabolik parametreler ve cinsiyetle iliskili hormonlarla iligkili
oldugu bilinmektedir (174). Maylem ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada
asprosinin over folikiillerinin islevini diizenleyen 6nemli bir faktor olabilecedi 6ne
stiriilmiistiir (175). Yag dokunun puberte baslangicindaki 6nemi bilinmektedir ve
yeni aragtirmalarla cesitli adipokinlerin disi tiremesindeki rolleri aydinlatilmaya
calisilmaktadir. Fakat beyaz yag dokudan salinan asprosinin disi iireme
fizyolojisine nasil bir etki ettigi heniiz aydinlatilamamistir. Buna bagl olarak bu tez
¢aligmasinin amaglarindan biri de asprosin hormonunun puberteye gegis ve
dolayisiyla hipotalamik gonadal eksen iizerindeki potansiyel roliiniin agiga

cikarilmasidir.
1.2. Asprosin Hormonu
1.2.1. Asprosin Hormonunun Tarihgesi

Asprosin hormonu ilk kez 2016 yilinda Romere ve arkadaslar1 tarafindan
Neonatal Progeroid Sendromu (NPS) olan hastalarda tanimlanmistir. Aragtirma
ekibi neonatal progeroid sendromu olan 2 hasta tamimlamis ve hastalardaki anormal
durumu agiklamak i¢in ¢aligmalar gergeklestirmigtir. NPS vyiizii ve ekstremiteleri
etkileyen subkutan yag ve viicut kas hacminde azalma ile karakterize, progeroid
goriiniimiin 6n planda oldugu konjenital ve lipodistrofik bir hastaliktir (Sekil 8).

Lipodistrofik bozukluklarin genellikle insiilin direnci ile iliskili olduklari
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gosterilmistir. Buradan yola ¢ikarak belirlénen NPS hastalarinin glukoz ve insiilin
seviyeleri incelenmistir. Gece agligi sonrasi hastalara yapilan tahliller sonucunda
oglisemik olduklar1 saptanmistir ve kontrol grubuyle kiyaslandiginda insiilin
seviyelerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Romere ve arkadagslari yapmis
oldugu calismanmin sonucunda lipodistrofiye ragmen NPS hastalarmin insiiline
duyarli olduklarini gostermistir. Bunun yam sira 2 NPS hastasmin tam ekzon ve
sanger diziliminde profibrillin 1°de de novo, heterozigot 3° kesik mutasyon oldugu
tamimlanmistir. Bu mutasyonun sonucu olarak Profibrillin tarafindan kodlanan C-
terminalin boliinme iirtinii olan 140 aminoasitten olusan asprosin hormonu
kesfedilmistir. Asprosin eksikligi olan hastalarda beyaz yag dokuda azalma
goriildiigii icin beyaz yag doku bir asprosin kaynagi olarak nitelendirilmis olup
asprosin kelimesi Yunancada beyaz anlamina gelen aocmpoc kelimesinden

tiretilmistir (173).

Sekil 8 : NPS hastasi viicut ve ekstremite goriintiileri. Sekiz yas hasta 6nden ( A )
ve arkadan ( B ) goriiniimleri, azalmis subkutan (sc) yag doku, azalmis kas hacmi,
progeroid goriiniim ve orantisiz sekilde uzun ekstremiteler. On yedi yas hasta yiiziin
daha yakindan goriinimii ( C ), agiz ¢evresindeki burusuk cilt, ytizdeki azalmig sc
yag doku, yukar1 dogru egimli palpebral fissiirleri. Yiiziin yandan gﬁrﬁnﬁmﬁ (D),
psddoekzoftalmi ve boyunda azalmis sc yag doku. Ayaklarin ( E ) ve ellerin ( F)
distal ekstremitelerde deri alti damarlarin ortaya ¢ikmasiyla sonuglanan sc yag

dokuda belirgin azalma (173).
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1.2.2. Asprosinin Biyokimyasal Yapisi

Asprosin, Fibrillin 1 (FBN1) geni tarafindan kodlanan pro-proteinin
(profibrillin) furin aracili c-terminal bsliinmesiyle fibrillin-1 (biiyiik, hiicre dis1 bir
matris glikoprotein) ile birlikte iiretilir (Sekil 9). Ashinda, asprosinin amino asit
dizisi , FBN1'in son iki ekzonu, yani ekson 65 ve 66 tarafindan kodlamr (173).
Memelilerde iiretilen asprosin yaklasik 30 kDa'dir ve 140 amino asitten olusur.
Insan plazmasi, SDS-PAGE iizerinde ~30 kDa'da calisan tek bir protein
gosterirken, bakteriyel olarak eksprese edilen rekombinant asprosin ~17 kDa'da
¢ahigir. Asprosinin, N-baglantili ii¢ glikozilasyon bolgesine (treonin 8,9,10) ve
potansiyel olarak bakterilerde eksik olan diger translasyon sonrasi
modifikasyonlara sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum memeli asprosini ve
bakteriyel asprosin arasindaki molekiiler agirlik farkini agiklamaktadir (173).

Sekil 9: Asprosin tiretmek igin pro-fibrilinin béliinmesi. Asprosin, Fibrillin-1
(FBN1) geni tarafindan kodlanan pro-proteinin (pro-fibrillin) furin aracili c-
terminal boliinmesiyle fibrillin-1 ile birlikte tiretilir (asprosinin amino asit dizisi ,

son iki ekzon olan ekson 65 ve 66 tarafindan kodlanir)(173).
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1.2.3. Asprosinin Reseptorii

Li ve arkadaglari tarafindan yapilan galismada, G protein-bagl reseptér
(GPCR) olan Olfaktor Reseptor 743, farelerde asprosin reseptorlerinden biri olarak
tamimlanirken, insan otologu olfaktor reseptérii 4M1 (OR4M1), diinyada birincil
asprosin reseptorii olarak kabul edilmistir. OLFR734’i{in hepatik glikoz tiretimini
modiile etmek amaciyla asprosin i¢in bir reseptdr oldugu ve bu reseptériin aglik ve
obezite sirasinda glukoz homeostazinda anahtar rol oynadigi gésterilmistir.
OR4M1 ve fare ortologu OLFR734, olfaktér epitelyum, olfaktsr bulbus, karaciger,
bobrek ve testiste eksprese edilen Snceden tanimlanmis olfaktor reseptorleridir
(173).

1.2.4. Asprosinin Sentezi ve Salgilanmasi

Romere ve arkadaslari Genotip-Doku Ifade Projesi (GTex) RNaseq veri
setini kullanarak insana ait tiim dokularda FBN1 mRNA profilini arastirmislardir.
Bu aragtirma sonucunda, en yiiksek FBN1 mRNA ekspresyon seviyesine sahip olan
dokunun beyaz yag doku oldugunu ortaya koymuslardir. Elde edilen sonug
asprosinin ana kaynaginin yag doku oldugunu gdstermistir. Asprosin i¢in son
derece Snemli bir kaynak olan beyaz yag dokunun yani sira FBN1 mRNA'nin
akciger, kalp dahil olmak iizere bir¢ok organda daha yiiksek oranda eksprese
edildigi goriilmiistiir. Bu durum asprosinin beyaz adipositlerin yaninda farkli tiretim
yerlerinin olabilecegini diisiindiirmektedir ancak netlik kazanmarstir (173).
Yapilan bir ¢alismada submandibular ve parotis tiikiiriik bezlerinin asprosin
ekspresyonu yaptig: gosterilmistir (176). Bir baska calismada ise erkek sicanlarda
hepatositlerde, bobrekte kortikal distal tiibiil hiicrelerinde, kardiyomiyositlerde,
mide fundusunun yiizey epitel hiicrelerinde, testisin interstitial leydig hiicrelerinde
ve beyinin kortikal néronlarinda asprosin iiretildigi bulunmustur (177).

Asprosin, esas olarak aglik sirasinda beyaz adipoz doku tarafindan
salgilanan bir adipokindir. Dolagimdaki asprosin OLFR734 reseptérii araciligyla
karacigere alinir ve karacigerde G proteini-cAMP-PKA aktivasyonuyla dolasima
hizli bir sekilde glukoz salinmasini saglar. Arastirmacilar aym zamanda asprosinin
cAMP'yi ikinci haberci olarak kullanarak hepatik gluko.z tiretimini uyardigini

bulmuslardir (173). Asprosin, kan-beyin bariyerini gegebildigi igin periferik
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dokulara etki etmesinin yaminda santral.sinir sistemi (SSS) tizerine de etki

gosterebilir (178).
1.2.5. Asprosinin Fizyolojik ve Metabolik Rolleri

Asprosin baglangigta merkezi etki gﬁstererekllplazma glukoz seviyelerini
artirmak icin hepatik glukoz salmimim uyaran oreksijenik bir hormon olarak
tanimlanmistir. Ac¢hik sirasinda diisen plazma glukoz seviyesine yamt olarak
dolasimdaki asprosin seviyesi artar, toklukta ise asprosin seviyesi diiser. Asprosinin
dolasimdaki seviyesinin giinliik degisimini incelemek amémyla deney
hayvanlariyla yapilan bir galigmada gece aglig1 boyunca asprosin seviyelerinde artig
oldugu gosterilmistir. Beslenmenin baslamasinin ise asprosin seviyelerinde ani bir
diisiise sebep oldugu bulunmustur (173). Yapilan bir baska ¢alismada ise asprosinin
fare iskelet kast hiicrelerindeki reseptorlere baglanmas ile PKCS/SERCA2 aracili
endoplazmik retikulum stresini uyardigi ve bunu sonucunda insiilin duyarliligini
negatif yonde etkiledigi gosterilmistir (179).

Asprosin ile serum glukoz seviyelerinin iliskisinin gosterilmesinin ardindan
metabolik hastaliklar ve asprosin arasindaki iliski arastirilmaya baslanmigtir. Tip 1
diabetes mellitus (T1DM), Tip 2 diabetes mellitus (T2DM) ve gestasyonel diabetes
mellitus (GDM), DM'nin ii¢ alt tipidir. Tiim bu tiplerde serum asprosinin arttig
bildirilmektedir (180, 181). Asprosinin T2DM’deki rolii ilk defa Zhang ve
arkadaglar tarafindan arastirlmistir. Yaptiklan ¢alismada yeni tam T2DM
hastalarinda dolasimdaki asprosin konsantrasyonlarmm 6nemli 6lglide arttigini
gostermislerdir. Insiiline direngli olan bu bireylerde asprosinin diizeyleri yiiksek
bulunmustur (182). Bu nedenle asprosin, DM teshisi i¢in potansiyel bir biyobelirteg
gibi goriinmektedir ve yapilan calismalar toplu olarak incelendiginde asprosin
DM'nin baslamasinda ve ilerlemesinde rol oynama olasiligmn yiiksek oldugu
goriilmektedir. Dolayisiyla bu hastaligin tedavisi i¢in potansiyel bir terapdtik hedef
olabilir (183).

Merkezi sinir sisteminde hipotalamik arkuat ¢ekirdekte asprosin reseptorleri
bulunmaktadir ve asprosin oreksinerjik etki gostermektedir. - Hipotalamus
beslenmenin kontrol merkezidir. Anoreksijenik pro—opiornelanokortin (POMCO)

noronlar1 ve oreksijenik agouti ile iligkili peptit (AgRP) néronlar ile istah1 modiile



etmektedir. Asprosin, istah {izerindeki etkisini AgRP ndronlarinin genligini arttirip
zar potansiyelini degistirerek gosterir. AgRP néronlarinin aktivitesini G proteinleri-
cAMP-PKA (siklik adenozin monofosfat-protein kinaz A) yolu ile uyarmaktadir.
Bu sinyal, POMC ndronlarinin aktivitesini GABA'ya bagh bir yolakla inhibe
etmekte ve bdylece gida alimini uyarmaktadir (184). Ancak yapilan bir ¢calismada
rekombinant asprosinin AgRP noéronlarinin yaklasik yarisimin asprosine duyarl
oldugu gosterilmistir (184). Bu sonug¢ yalnizca belirli bir alt kiimenin asprosin
sinyalini iletmek i¢in gerekli reseptorleri bulundurdugunu diistindiirmiistiir.

Asprosin istah iligkisi, asprosin ve obezite iliskisinin arastirilmasina yol
agmugtir. Yapilan ¢aligmalar asprosinin obezitede ©nemli rol oynadigin
gOstermistir. Serum asprosin konsantrasyonlarinin obez yetiskinlerde, ¢ocuklarda
ve farelerde anlamli derecede arttigi ortaya konulmustur (184-186). Insiilin direnci
olan cocuklarin plazma asprosin seviyesi kontrol grubundaki c¢ocuklara kiyasla
daha yiiksek bulunmustur (186). Bir bagka caligmada ise yétiskin obezlerdeki
asprosin diizeyindeki artigimn aksine; ¢ocuk obezlerde asprosin seviyesinin
azaldig1 gosterilmistir (187). Duerrschmid ve arkadaslar1 obez farelerde kan glukoz
seviyesini iyilestirmek i¢in monoklonal antikor ile plazma asprosin seviyesinin
diisiirerek hem istah1 hem de viicut agirhigini azalttiklarini géstermislerdir (188).

PKOS, hiperandrojenemi, ovulatuar disfonksiyon ve/veya over polikistik
patolojisi 6zelliklerine sahip jinekolojik bir sendromdur. PKOS hastalarinda insiilin
direnci ve dislipidemi gibi metabolik bozukluklar vardir (189). Serum asprosin
seviyeleri PKOS hastalarinda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur
(190). Ikili lojistik regresyon analizine plazma asprosin konsantrasyonunun PKOS
icin bagimsiz bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (191). Bu nedenle asprosinin,
gelecekte PKOS'un yeni bir metabolik belirteci haline gelebilecedi diistintilmiistiir.
Leonard ve arkadaslar1 yaptifi calismada kadinlarda asprosin seviyesinin oral
kontraseptif (OKS) kullanimma ve mensturel siklusun fazlarina gére degistigini
ortaya koymuslaridir. OKS kullananlarda plazma asprosin seviyesinin
kullanmayanlara gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir (192).

Asprosin ve erkek tireme sistemi iliskisini arastiran bir ¢alismada, asprosin-
OLFR734 sinyal ekseninin spermin ilerleyici hareketliligini destekledigi ve

fertilitesini artirdig1 gosterilmistir. Erkek sicanlarda yapilan bir ¢alismada intra
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serebro ventrikiiler (icv) olarak asprosin uygulamasinin hipotalamo hipofizer
testikiiler aks1 uyardign gosterilmistir. Ek olarak, asprosin tedavisinin, yash
farelerde sperm ilerleyici motilitesini, gen¢ farelerdekiyle karsilastirilabilir bir
olciide eski haline getirebilecegi bildirilmistir. Bu durum, asprosin veya OLFR734
agonistlerinin iireme yetenegini iyilestirmek igin gelecekte potansiyel ajanlar olarak

kullanilabilecegini diistindiirmiistiir (193).
1.2.6. Tez Calismasinin Amaci

Yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler 1s1§inda asprosinin hem metabolik
siireglerde hem de disi tireme sistemiyle iliskili rahatsizliklarin fizyopatolojisinde
dnemli bir role sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak asprosinin {ireme aksmnin
ndroendokrin kontroliindeki yeri heniiz bilinmemektedir. Bu ¢alismayla éncelikle
bir adipokin olarak bilinen asprosinin disi {ireme sistemi iizerindeki fizyolojik
efkilcrinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Bu amaca yonelik olarak asprosinin
puberteye gecis, iireme sistemi, tireme hormonlart ve over histolojisi {izerine
etkileri ayrintili olarak incelenmistir.

Asprosinin etkisini gostermek igin bir koku reseptérii olan OLFR734
reseptoriine baglandigi bilinmektedir. Asprosinin erkek farelerde istah ve koku
alma duyusu tizerinde etkisi incelenmistir ancak koku alma performans: {izerine
etkisi disi siganlarda daha 6nce ¢alisiilmamistir. Koku duyusunun cinsel davranig
tizerinde potansiyel bir rolii oldugu da bilinmektedir. Buna karsin olfaktor reseptor
aracili etki gdsteren asprosinin cinsel davranigla iligkisi incelenmemistir. Meveut
calismayla asprosin ve tireme-koku iliskisinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.

Bu veriler dogrultusunda tez c¢aligmasiyla Asprosin hormonunun disi
sicanlarda;

- Puberteye gegis/pubertal olgunlasma (puberteye giris giinii, pubertal
agirlik, ilk dstrus yast) tizerindeki roliiniin belirlenmesi,

- Ostrus siklusu iizerindeki etkilerinin belirlenmesi,

- Koku alma performans: {izerindeki etkilerinin belirlenmesi,

- Cinsel motivasyon ve cinsel davranis iizerindeki etkilerinin belirlenmesi,



- Ureme hormonlar1 [FSH, LH, ostradiol, progesteron, testosteron, anti-
miillerian hormon (AMH), inhibin-A, inhibin-B, kisspeptin, oksitosin] ve asprosin
serum seviyesi iizerindeki etkilerinin belirlenmesi,

- Ovaryum iizerindeki histopatolojik etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
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Sekil 10: Gergeklestirilen ¢aligmalarin sematik gosterimi
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bulunarak Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM) ve Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, disi sicanlarda gergeklestirilen deneysel
calismalarda:

- Asprosinin puberteye gegis ve iireme sistemi iizerindeki etkinligi,

- Puberteye gecis ve Ostrus siklusu takibi,

- Koku alma performansinin degerlendirilmesi,

- Cinsel fonksiyonun degerlendirilmesi,

- Uremé hormonlarinin seviyelerinin belirlenmesi,

- Ureme organlarinda histolojik degerlendirmeler gerceklestirilmistir.

Bu agamada gerceklestirilen deneysel ¢alismalar ise Sekil 10°da gosterilmistir.

2.1. Asprosinin Puberteye Gegis ve Ureme Sistemi Uzerindeki

Etkinliginin Ar:istmlmasn
2.1.1. Deney Hayvanlan

Caligmada kullanilan Sprague-Dawley 1rk1 disi siganlar FUDAM’dan temin
edilmistir. Toplam 24 adet disi sigan postnatal (PN) 21. giinde ve ortalama viicut
.aglrll.klarl 35 + 2 gram olacak sekilde rastgele secilmistir. Siganlar, sicakligi (22-25
°C) ve bagil nemi sabit tutulan (% 50-60) ve 151k diizeni 12 saat aydinlik/12 saat
karanlik olan odalarda (07.00-19.00 zaman araliginda aydinlik faz) dérderli gruplar
halinde barindirilmiglardir. Deney siiresince, siganlar pelet halindeki 6zel sigan

yemi ve ¢esme suyu ile ad libitum olarak beslenmislerdir.
2.1.2. Deney Gruplari ve Asprosin Uygulamasi

Disi siganlar kontrol ve asprosin gruplarini igeren 2 alt gruba ayrilmistir.
Deney gruplari:

1) Disi-kontrol grubu (n=12),

2) Disi-asprosin grubu (n=12) olarak belirlenmistir.

Calismaya dahil edilen siganlara segildikleri giinden itibaren (postnatal

21.giin) uygulanacak asprosin miktarini belirlemek amaciyla giinliik (12.00-13.00



arasinda) agirlik takibi yapilmigtir. Uygulanacak asprosin serum fizyolojik ile diliie
edilmistir. Asprosin grubuna asprosin (500 ng/kg) (J17AX74JZD ,Elabscience,
A.B.D.); kontrol grubuna da benzer sekilde asprosin c¢oziiciisii olan serum
intraperitoneal (i.p.) olarak postanatal 21. giinden baslanarak 8 hafta boyunca her
giin 13.00-15.00 saatleri arasinda uygulanmustir. Uygulama 6ncesi tartim yapilarak

hayvanin gramina gore gereken asprosin miktar1 hesaplanip enjekte edilmistir.
2.1.3. Puberteye Gecis Takibi

Ovaryan aktivitenin ilk dig belirteci vajinal agilmadir ve pubertenin
baslangici olarak kabul edilmektedir (64, 194). Tiim gruplarda yer alan hayvanlarin
PN 30. giiniinden itibaren, her giin vajinal acgiklik takibi yapilarak asprosinin
puberteye giris giinti ve pubertal agirlik tizerindeki etkileri tespit edilmistir.

2.1.4. Ostrus Siklusunun Takibi

Si¢anlarin vajinal agikliklarinin belirlendigi giinden itibaren baslanarak 15
giin siireyle (ortalama 3 &strus d('ingijsii olacak sekilde) her giin 10.00-12.00 saatleri
arasinda vajinal smear yoOntemiyle hayvanlarin Gstrus siklusu takibi
gerceklestirilmistir. Boylelikle hayvanlarin ilk 6strus yasi saptanmigtir. Siganlarda
Ostrus dongiisii; ortalama 4-5 giin uzunlugundadir ve metdstrus (diostrus I), didstrus
(disstrus II), prodstrus ve Ostrus olmak iizere toplamda 4 fazdan meydana
gelmektedir. Her bir fazin karakterizasyonu iselvaj inal smearde goriilen hiicrelerin
tipi (1okosit, ¢ekirdekli epitel hiicre ve kornifiye epitel hiicre) ve miktarina gére
yapilmaktadir (195, 196).

2.1.5. Sakh Kurabiye Testi

Sakli kurabiye testi, ddiile dayali genel bir koku alma keskinligi performans
testidir. Ad libitum beslenen siganlar testten iki giin 6nce giinde bir ¢ikolatall
kurabiye tiiketmek {izere kendi kafeslerinde egitilmistir (Chocapic, Nestlé, Fransa).
Bir kurabiyenin agirligi 0,3 g + 0,006 olup bu da 1,14 kcal/adet karsilik gelmektedir
(%28 karbonhidrat; %7 lipid; %17 protein)(197). Boyutlar1 19,5x47,5x31 cm 24
adet dikdortgen sekilli plastik kafes diizenegi kullanilmistir (Sekil 11). Daha sonra

ad libitium beslenme devam ederken tiim disi siganlara 4 giin stireyle giinde 10



dakika deneme yapilarak adapt&syon saglanmigstir. Her denemede kullanilan misir
gevregi kafesin bir baska kosesine (4 giin 4 farkli kdseye olacak sekilde), 3 cm
derinlige gOomiilmiistiir. Her adaptasyon bitiminde kafes %10’luk etanolle
temizlenmis ve her seferinde temiz talas kullamlmistir. Dort giinliik adaptasyon
tamamlandiktan sonra disi hayvanlarda siklus fazinin deneyi etkilemesinin niine
gecilmesi amaciyla esas deney tiim hayvanlara dstrus fazinda yapilmistir. 24 saat
aclik sonrasinda hayvanlar teste tabi tutulmustur ve test tamamlandiktan sonra her
bir hayvandan vajinal smear Ornegi alinip Ostrusta oldugu dogrulanmigtir.
Hayvanlarin sakli kurabiyeyi bulmasi i¢in 10 dakika siire verilmistir. Videolar kayit
altina alinip daha sonra izlenerek bulma siireleri tespit edilmistir. On dakikalik siire
i¢cinde bulamayan hayvanlar i¢in siire 600 saniye kabul edilerek istatistiksel analiz

yapilmustir.

Sekil 11: A) sakli kurabiye testi aparati, B) talas yiiksekligi 6l¢iimii

2.1.6. Cinsel Fonksiyonun Degerlendirilmesi

Tez calismasi kapsaminda, disi si¢anlarin cinsel fonksiyonunu
degerlendirmek i¢in Cinsel Davramsg Testi (CDT) ve Seksiiel Insentif Motivasyon
Testi (SIMT) yapilmigtir. CDT ile hayvanlarin cinsel motivasyonu ve cinsel
performansi belirlenirken, SIMT ile cinsel motivasyon 6lgiiliir.

Sicanlarda ideal ciftlesme zamam hayvanlarin aktif oldugu yani karanlik

periyotta olduklar1 zaman araligidir, dolayisiyla tiim cinsel davranis testleri karanlik



periyotta gerceklestirilmistir (198). Deneye tabi tutulan disi siganlarin cinsel
motivasyonunu -ve aktif aragtirmasim  degerlendirmek igin bir test aparati
kullanilmis olup aparat, Ulker ve arkadaglarinin diizenegine gore tasarlanmistir (60)
(Sekil 12). Aparat, 3 bolmeli (91.44 cm x 31.75 cm x 40 cm) dikd6rtgen, seffaf ve
pleksiglas bir kutudur. Test alaninin ana bdlmesi, iki kiigiik bolmeden (16.51 cm
uzunlugunda) delikli pleksiglas bariyerlerle (1 cm ¢apinda) ayrilmistir. Deneysel
disi sigan ana bolmeye yerlestirilmistir. Test hayvani olarak kullanilan cinsel uyaran
olan erkek si¢an ve sosyal uyaran olan overektomi yapilmis ve sonrasinda Ostrusa
fazina girmis disi sigan ise kiigiik bélmelerin her birine ayr1 ayr yerlestirilmistir [48
saat 6nce 10 pg Ostradiol (Sigma-Aldrich, ABD)] ve 4 saat 6nce de 500 pg
progesteron (Sigma-Aldrich, ABD) susam yaginda ¢ozdiiriilerek 0.1 mL hacminde
subkutan olarak verilmistir (199). Boylece hormon uygulamasina bagli olarak disi
sigan Ostrus fazina alinmistir. Delikli pleksiglas bariyerler, deneysel disi sican ve
iki uyaranin birbirini duymasina, gérmesine ve koklamasina izin vermis ancak
fiziksel temas: engellemistir. Ek olarak, deneysel disi sicanlarmn aktivitesini
belirlemek i¢in ana bélmenin ortasina kesikli siyah ¢izgi ¢izilmistir.

Davranis testlerinden énce, deneye tabi tutulacak olan disi siganlar, 2 giin
boyunca (30 dakika/giin) test cihazina alistirilmistir. Test giiniinde. testten hemen
once 5 dakika boyuﬁca ek bir adaptasyon saglanmigtir. Aligma seanslar sirasinda,

cihaza cinsel ve sosyal uyaranlar yerlestirilmemistir. Test cihaz, her testten sonra

kalan digki, idrar ve kokular gidermek i¢in %70 etanol ile temizlenmistir.

Sekil 12: Seksiiel insentif motivasyon testi aparat1 (41)
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Deneye tabi tutulan disi siganin strus fazindaki 5 dakikalik adaptasyon
seans1 tamamlandiktan sonra sican ev kafesine geri dondiiriilmiistiir. Daha sonra
cinsel ve sosyal uyaranlar 6nce kiiciik bélmelere ayri ayri yerlestirildi daha sonra
deney disi sicam1 aparatin ana bdlmesinin ortasina yerlestirilmistir. On dakika
boyunca test aparatinda serbest¢e hareket eden deneye tabi tutulan disi siganlarin
cinsel uyaran veya sosyal uyaranlarinin yakininda gegirdigi zaman izlenip
skorlanmak iizere videoya kaydedilmistir. Deneye tabi tutulan disi si¢anin
ayaklarmin dordii de uyaranlari aywran engellere (kesikli kirmizi cizgilerle
belirlenen) bitisik 12.7 cm’lik alan i¢indeyken, bu siganin cinsel veya sosyal
uyaranin yaninda zaman gecirdigi kabul edildi. Buna gore;

- Erkek hayvanin yaninda harcanan siire (EHS),

- Disi hayvanin yaninda harcanan siire (DHS),

- Toplam harcanan siire (THS; EHS + DHS),

- Erkek tercih orani (EHS/THS) hesaplanmustir.

Ek olarak, deneye tabi tutulan disi sianin 10 dakika boyunca test cihazinin
merkezinden toplam gecis sayisi olarak ifade edilen aktivite indeksi, bir el sayaci
ile manuel olarak puanlanmistir (200).

SIMTte degerlendirilen parametrelerden bir digeri ise aktif ke$iftir.. Deney
yapilan tiim disi si¢anlarda, aktif arastirma davramislari Hawcock ve arkadaslarinin
yontemine gore gerceklestirilmistir (201). Aktif arastirma, deneysel disi siganin
koklama, yalama, ¢igneme ve deneﬁel disi sigam uyarict hayvanlardan ayiran
engelleri asma davramglarinin cinsel ya da sosyal uyariciya ulagsmasini igeren bir
olaydir (201). Bu deneyde;

- Erkegi arastirmak i¢in harcanan siire (EAS),

B Disiyi aragtirmak igin harcanan siire (DAS),

- Toplam arastirma stiresi (TAS; EAS +DAS),

- Erkek aragtirma tercih oran1 (EAS/TAS) &lgiilmiistiir.

On dakikalik deney video kaydina alinmustir. Cinsel motivasyonu ve akﬁf
aragtirma ile ilgili her bir video kaydi kronometre kullanilarak analiz edilmistir.

Kronik asprosin uygulamasinin disi si¢anlarin cinsel performans iizerindeki
etkilerini belirlemek icin siganlarda CDT yapilmistir. SIMT tamamlanan tiim

sicanlar cinsel davranis testine tabi tutulmustur. Asprosin/serum fizyolojik



uygulamasindan 1 saat sonra §strus fazinda olan disi sican ile test hayvani olarak
kullanilan cinsel yonden aktif olan erkek hayvan giftlesme diizenegine birlikte
yerlestirilmis ve disi hayvan 10 mount alana kadar veya maksimum 10 dakika
boyunca testler kayit altina alind1 ve sonrasinda analiz edilmistir (202). Bu testte
disi sicanlarin lordozis oram (L/Mx100) ve 4-nokta skalasma goére lordozis
derecesi, erkek hayvam anogenital aragtirma davramgi belirlenmistir (203, 204).
Tiim sicanlarin CDT’si deney siiresinin 8.haftasinda tamamlannstir.

Test hayvam olarak belirtilen bu disi ve erkek sicanlar sadece SIMT ve
CDT’lerde kullamlmis olup bu hayvanlara ait herhangi bir veri alinmamistir.

2.1.7. Deneyin Sonlandirilmasi

Deney cinsel davrams testinin tamamlandig1 giinde yani disi sicanlar strus
fazindayken sonlandirilmustir. Dekapitasyon islemi deneyin son giiniinde hayvanlar
anesteziye alinmadan gergeklestirilmigtir. Dekapitasyonu takiben hayvanlardan
alinan kan numuneleri 4500 rpm hizda 5 dakika santrifiij edilmis (Hettich,
Almanya) ve elde edilen serum Ornekleri analiz yapilincaya kadar -20 °C’de
saklanmigtir. Ayrica histolojik analizler i¢in ovaryum dokulart % 10°luk
formaldehit sollisyonuna (Tekkim, Tiirkiye) konularak muhafaza edilmistir.

2.1.8. Hormon Analizleri

Tez caligmasimin bu asamasinda, kronik asprosin uygulamasimn disi
siganlarin tireme hormonlar1 {izerindeki etkilerini belirlemek amaciyla, deney
sonunda alinan serum numunelerinden ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) yontemiyle FSH, LH, &stradiol, progesteron, testosteron, inhibin-A ve
inhibin-B, AMH, oksitosin, kisspeptin ve asprosin seviyeleri ol¢iilmiistiir. Olgiilen
hormonlara ait kitler ve kitlerin hassasiyeti ile &l¢iim araliklar1 asagida verilmistir:

Rat spesifik FSH ELISA kitinin (E-EL-R0391; Elabscience, ABD)
hassasiyeti 1.88 ng/mL olup 6l¢iim araligi 3.13-200 ng/mL’dir. Deney sonunda
standartlar ve serum numunelerinden elde edilen optik dansiteler otomatik ELISA
plate okuyucuda (Thermo Scientific, ABD) 450 nm dalga boyunda 6lgiilmiistiir.
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Rat spesifik LH ELISA kitinin (E-EL-R0026; ; Elabscience, ABD)
hassasiyeti 0.94 mIU/mL olup 6l¢tim araligi 1.56-100 mIU/mL’dir. LH plate’i i¢in
elde edilen optik dansiteler 450 nm dalga boyunda okutulmustur.

Rat spesifik 6stradiol ELISA kitinin (E-OSEL-R0001; Elabscience, ABD)
hassasiyeti 1.17 pg/mL olup 6lgtim araligr 3.13-200 pg/mL’dir. Ostradiol plate’i
i¢in elde edilen optik dansiteler 405 nm dalga boyunda okutulmustur.

Rat spesifik progesteron ELISA kitinin (E-EL-0154; Elabscience, ABD)
hassasiyeti 0.15 ng/mL olup &l¢iim araligi 0.31-20 ng/mL’dir. Progesteron plate’i
i¢in elde edilen optik dansiteler 405 nm dalga boyunda okutulmustur.

Rat spesifik testosteron ELISA kitinin (E-OSEL-R0003; Elabscience, ABD)
hassasiyeti 0.07 ng/mL olup 6l¢itim araligi 0.16-10 ng/mL’dir. Testosteron plate’i
i¢in elde edilen optik dansiteler 450 nm dalga boyunda okutulmustur.

Rat spesifik inhibin-A ELISA kitinin (E-EL-R0521; Elabscience, ABD)
hassasiyeti 9.38 pg/mL olup 6l¢iim araligi 15.63-1000 bak pg/mL’dir. Inhibin-A
plate’i i¢in elde edilen optik dansiteler 450 nm dalga boyunda okutulmustur.

Rat spesifik inhibin-B ELISA kitinin (E-EL-R1027; Elabscience, ABD)
hassasiyeti 9.38 pg/mL olup 6l¢iim araligi 15.63-1000 pg/mL’dir. Inhibin-B plate’i
igin elde edilen optik dansiteler 450 nm dalga boyunda okutulmustur.

Rat spesifik AMH ELISA Kkitinin (E-EL-R3022; Elabscience, ABD)
hassasiyeti 37.50 pg/mL olup 6l¢iim aralif1 62.5-4000 pg/mL’dir. AMH plate’i i¢in
elde edilen optik dansiteler 450 nm dalga boyunda okutulmustur.

Oksitosin ELISA kitinin (E-EL-0029; Elabscience,ABD) hassasiyeti 9.38
pg/mL olup 6l¢iim aralig: 15.63-1000 pg/mL’dir. Oksitosin plate’i i¢in elde edilen
optik dansiteler 450 nm dalga boyunda okutulmustur.

Rat spesifik kisspeptin-1 ELISA kitinin (E-EL-R2530; Elabscience, ABD)
hassasiyeti 46.88 pg/mL, olup 6l¢tim araligi 78.13-5000 pg/mL’dir. Kisspeptin-1
plate’i i¢in elde edilen optik dansiteler 450 nm dalga boyunda okutulmustur.

Rat spesifik asprosin ELISA kitinin (E201-11-5748; SunRed, China)
hassasiyeti 0.127 ng/mL olup 6l¢iim aralig1 1.5-400 ng/mL’dir. Asprosin plate’i i¢in
elde edilen optik dansiteler 450 nm dalga boyunda okutulmustur.
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2.1.9. Histolojik Degerlendirmeler

Kronik asprosin uygulamasimin iireme organlar1 tizerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla, deney sonunda ovaryum dokulari sirasiyla % 10°luk
formaldehit soliisyonlarinda fiksasyon islemine tabi tutulmustur. Dokular fiksatifler
ile tespit edildikten sonra rutin histolojik takip serilerinden gegirilerek dehidrate
edilmigtir (Tablo 1). En son asamada dokular parafin bloklara (Sigma-Aldrich
Paraplast Embedding Media, ABD) gémiilmiis ve bu parafin bloklardan 5-6 pm
kalinhiginda kesitler elde edilmistir. Over kesitleri Hematoksilen-Eozin (H&E) ve
Masson’un iiglii boyamalar: ile boyanmistir. Ardindan tiim doku kesitleri Leica
DMS500 goriintiileme sistemi kullamlarak degerlendirilmis ve fotograflanmistir.
Her bir kesitte rastgele secilen 20 alan incelenmis ve 20X’lik biiyiitme altinda

skorlanmugtir.

Tablo 1. Histolojik takip islem basamaklari.

Sira Islem Siire (saat)
1 % 70 Alkol 2

% 80 Alkol 1

% 96 Alkol 1

% 96 Alkol 1

% 100 Alkol

% 100 Alkol 1
Ksilol I 1
Ksilol II 1

Sert Parafin Gece boyu

o 0 N Y U Bl W N
—_

GOémme

P
=]
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Histopatolojik degerlendirmelerde; ovaryum dokularinda ovaryan folikiil
rezervi degerlendirilmistir. Folikiiller histolojik olarak primordiyal, primer,
sekonder ve Graaf folikiil olarak simflandirilmustir. Folikiillerin klasifikasyonu
asagida belirtilen sekilde yapilmustir:

o Primordial folikiil; oosit kismen veya tamamen yassi graniiloza
hiicreleriyle ¢evrilidir.

. Primer folikiil; genislemis oosit yass1 graniiloza hiicreleri arasinda
bir tane kiiboidal hiicre veya bir sira kiibik hiicre ile ¢evrilidir.

® Sekonder folikiil; oosit iki sira graniiloza hiicre tabakasi veya en az
bir tabaka grantiloza hiicresi ve ikinci tabakada en az bir graniiloza hiicresi igerir.

® Graff folikiilii; oosit ikiden fazla graniiloza hiicre tabakasi ile
¢evrilidir ve antrum olusmustur (205).

2.1.10. Istastistiksel Analiz

Tez c¢alismasinin deneysel asamasi sonucunda elde edilen veriler,
istatistiksel agidan SPSS 22.0 programu kullanilarak degerlendirilmis ve ortalama =+
standart hata (ort + SH ) olarak verilmistir. Verilerin dagilimimin normalligini
dogrulamak igin Shapiro Wilk testi kullanilmistir, Kontrol ve asprosin gruplari
arasindaki kargilagtirmalar, parametrik veriler icin Student’s t-testi ile
gergeklestirilmigtir. Normal dagihm gostermeyen veriler igin non-parametrik test
olan Mann-Whitney U testi kullanilmigtir. Tiim testlerde p degerinin 0.05’den
kiigiik oldugu durumlar istatistiksel agidan anlamh kabul edilmistir.

38



3. BULGULAR

3.1. Kronik Asprosin Uygulamasinin Puberte Zamanlamasi Uzerindeki
Etkileri

Disi siganlarda ergenligin dig belirte¢i olan vajinal aciklik posﬁnatal 30.
glinden itibaren ergenlik baslangicim belirtmek igin kullamld:i (6). Kontrol
grubunda ilk vajinal agilma postnatal (PN) 40. giinde meydana gelirken asprosin
grubunda ilk vajinal a¢ilma PN 37. giinde gériilmiistiir (sirasiyla; PN 41.5 + 0.39
giin ve PN 40.75 + 0.72 giin, p = 0.244, Sekil 13A). Her iki grubun da vajinal
kanalizasyonu postnatal 44.giinde tamamlanmistir. Puberteye giris zamanina
paralel olarak pubertal agirlik asprosin grubunda daha diisiik olmasina ragmen
arada anlaml fark yoktur (kontrol 120.55 + 3.78 gr; asprosin 127.116 + 3.51 gr, p
=0.217, Sekil 13B). ‘
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Sekil 13. Kronik asprosin uygulamasinin disi siganlarda pubertal olgunlasma

parametreleri tizerindeki etkileri. Kontrol ve asprosin gruplarinda;

A) Ilk vajinal agiklig1 gbsteren disi siganlarin kiimiilatif yiizdesi

B) Pubertal agirhklarin dagilimi. Veriler ort + SH olarak gosterilmistir.
(Student’s r-testi, n=12).

3.2. Kronik Asprosin Uygulamasinin Ostrus Siklusu Uzerideki Etkileri

Vajinal agilig giiniinden baglayarak her hayvan igin 15 giin boyunca
(ortalama 3 Ostrus dongiisii) giinliik vajinal yayma ile dstrus dongiisii incelendi ve

ilk ostrus yast belirlendi (195). Asprosin grubunda ilk dstrus siklusu 6nemli 6l¢iide



erken meydana gelmistir (dogum sonrasi giin 45.25 + 2.958 ve disi kontrol grubu
icin 47.416 + 1.9752, p = 0.046). Ik &strus giiniinin dagilim Sekil 14’te
gosterilmistir. Asprosin uygulamasi yapilan tiim siganlar, 4-5 giinliik diizenli dstrus
dongiileri sergiledi. Asprosin grubu ile kontrol grubu karsilastinldiginda
metadstrus/didstrus, prodstrus ve Ostrus fazlarimin ortalama siiresinde anlamli bir
fark olmadigim gostermistir. Bu nedenle, bir 6strus dongiisiiniin ortalama siiresi,

asprosin uygulamasindan etkilenmemistir (Sekil 14B).
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Sekil 14: Disi sicanlarda kronik asprosin maruziyetinin ilk &strus yas1 ve Ostrus

doéngiisiine etkileri.

A) - 1lk 8strus yaslar

B) Ostrus dongiisiiniin her asamasinda harcanan giin sayis1 ve §strus
doéngiisiiniin uzunlugu. Veriler grup basina ort + SH olarak verilmistir .* p < 0.05,
kontrol ve asprosin gruplari arasindaki anlamli farki gosterir (Student's 7 —test,
n=12).

3.3. Disi Sicanlarda Kronik Asprosin Uygulamasmin Sakh Kurabiye
Testi Uzerindeki Etkileri -

Dort giin boyunca hayvanlar a¢ birakilmaksizin yapilan deneme
¢ekimlerinin analizi sonucunda kontrol ve aspros.in grubunun kurabiyeyi bulma
stiresinde disi siganlarda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi. Yirmi
dort saat aclik sonrasi yapilan esas deneyde ise asprosin grubunun kurabiyeyi bulma
siiresinin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde azaldig: tespit edildi (sirasiyla
379.5833 + 55.04 sn ve 208.8333 + 58.28 sn, p = 0.045, Sekil 15).
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Sekil 15: Disi siganlarda kronik asprosin uygulamasinin sakli kurabiyeyi bulma
stiresi lizerine etkisi. Veriler ort £ SH olarak gdsterilmigtir. * p < 0.05, kontrol

grubuyla karsilastinldiginda (Student’s #-testi, n=1 2%

3.4. Disi Sicanlarda Kronik Asprosin Uygulamasmin Seksiiel insentif
Motivasyon Testi Uzerindeki Etkileri

SIMT te, kronik asprosin uygulanan disi siganlarda, kontrol grubuna kiyasla
cinsel uyarana (erkek hayvana) tercih artti. Kontrol ile kiyaslandiginda, asprosin
grubundaki disi sicanlarda, erkek hayvanin yaminda harcanan siire (EHS) 6nemli
oletide artt1 (Sekil 16A, p = 0.03). Sosyal uyaran olan disi hayvamn yaninda
harcanan stirede (DHS) iki grup arasinda anlaml bir fark yoktu (Sekil 16B, p =
0.185). Ote yandan, kontrol ve asprosin gruplari arasinda toplam harcanan siirede
(THS) yani her iki uyarici hayvanin yaninda gegirilen zamanda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlenmedi (Sekil 16C, p = 0.259). EHS'deki degisikliklere bagh
olarak, kronik asprosin uygulamasmin, erkek tercih oranini (EHS/THS) 6nemli
dlgtide arttirdig bulundu (Sekil 16D, p =0.009). Asprosin grubunda aktivite indeksi
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olarak tanimlanan merkez noktadan gegis sayisinin kontrol grubuna gore artmig
oldugu tespit edildi (Sekil 17, p = 0.040).
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Sekil 16: Disi sicanlarda kronik asprosin uygulamasinin seksiiel insentif

motivasyon tizerindeki etkileri. (A) EHS: Erkek si¢anin yaninda harcanan stire, (B)

DHS: Disi siganin yaninda harcanan siire, (C) THS: Toplam harcanan siire, (D)
Erkek tercih oram1 (EHS/THS). Veriler ort = SH olarak gosterilmistir. * p < 0.05,

*¥¥p< 0.01 kontrol ve asprosin gruplar1 arasindaki anlamli farki gosterir

(Student's 7 -test).
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Sekil 17: Disi siganlarda kronik asprosin uygulamasinin aktivite indeksi (merkez
noktadan gecis sayist) lizerindeki etkisi. Veriler ort + SH olarak gosterilmistir. * p <
0.05, kontrol ve asprosin gruplari arasindaki anlamli farki gosterir (Student's 7 -
test).

3.5. Disi Sicanlarda Kronik Asprosin Uygulamasimin Aktif Arastirma
Uzerindeki Etkileri

Kronik asprosin uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda cinsel uyaran
olan erkek hayvami arastumak igin harcanan siirede (EAS) istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik saptanmadi (Sekil 18A, p = 0.131). Bununla birlikte, sosyal
uyaran olan disi hayvam aktif olarak aragtirmak igin harcanan siirede de (DAS)
anlaml bir farklilik saptanmadi (Sekil 18B, p = 0.164). Cinsel ve sosyal uyaranlara
yonelik toplam arastirma siiresi (TAS) arasinda iki grup arasinda anlamli bir fark
yoktu (Sekil 18C, p = 0.630). Ancak kronik asprosin uygulanan grupta erkek
aragtirma orammin (EAS/TAS) kontrol grubundaki disi sicanlara gore Gnemli
olgtide arttigi bulundu (Sekil 18D, p = 0.045).
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Sekil 18: Disi sicanlarda kronik asprosin uygulamasinin aktif arastirma {izerindeki
etkileri. (A) EAS: Erkek si¢ani arastirma stiresi. (B) DAS: Disi sicam arastirma
stiresi (C). TAS: Toplam aragtirma siiresi. (D) Erkek arastirma orani (EAS/TAS).
Veriler ort + SH olarak ifade edilir. * p < 0.05, kontrol ve asprosin gruplari
arasindaki anlamli farki gosterir (Student's 7 -test).

3.6. Disi Sicanlarda Kronik Asprosin Uygulamasinin Cinsel Davranis
Testi Uzerindeki Etkileri

Disi sicanlarda cinsel performansi degerlendirmek amaciyla sikhikla
lordozis derecesi ve lordozis orani kullanilmaktadir, bu orandaki artisin disini
uyarilmasindaki artisla korele oldugu diisiintiliir (201, 203, 204). Lordozis disi
sicanlarin  cinsel davraniginin - son agamasidir (88, 90). Disi sicanlarda
gergeklestirilen cinsel davranis testlerinin sonucunda, kronik asprosin uygulanmis

disi siganlarda kontrol grubuna gore anogenital arastirma davramsi istatistiksel
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olarak anlamli gekilde artt1 (Sekil 19A, p = 0.022) ancak lordozis derecesi (Sekil
19B, p = 0.622) ve lordozis oraninin (Sekil 19C, p = 0.760) degismedigi belirlendi.
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Sekil 19: Kronik asprosin uygulamasinin disi siganlarin cinsel performansi {izerine
etkileri. Veriler ort + SH olarak ifade edilir. * p <0.05, kontrol ve asprosin gruplar1

arasindaki anlamli farki gosterir (Student's t -test).

3.7. Disi Sicanlarda Kronik Asprosin Uygulamasinin Serum Hormon

Seviyeleri Uzerindeki Etkileri

Kronik asprosin uygulamasinin disi tireme fizyolojisinde yer alan spesifik
hormonlar {izerindeki etkilerini belirlemek i¢in ELISA y6ntemi kullanilarak serum
ostradiol, progesteron, testosteron, oksitosin, FSH, LH, Inhibin A, Inhibin B, AMH,
kisspeptin ve asprosin seviyeleri, deney sonunda ostrus siklusunun aym fazinda

oleiildii.
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Kontrol grubundaki disi sicanlarla karsilastirildiginda, asprosin uygulanan
disi siganlarda serum dstradiol diizeyleri Snemli Slgiide artti (sirastyla 42.02 + 2.50
pg/mL ve 53.72 £+ 2.45 pg/mL, p < 0.01). Buna karsin, serum progesteron ve
testosteron diizeylerinde anlamli fark bulunamadi (Sirasiyla progesteron; 0.966 £+
0.04 ng/mL ve 1.032 + 0.05 ng/mL, testosteron; 0.6313 + 0.028 ng/mL ve 0.6484
+ 0.043 ng/mL). Kronik olarak asprosin uygulanan grupta oksitosin serum
seviyeleri 6nemli 6lgiide yiiksekti (sirastyla 119.89 + 3.35 pg/mL ve 168.83 + 7.84
pg/mL, p <0.001 )(Sekil 20).
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Sekil 20: Disi siganlarda kronik asprosin uygulamasinin serum iireme hormonu
seviyeleri iizerindeki etkileri. (A) Serum &stradiol seviyeleri, (B) Serum
progesteron seviyeleri, (C) Serum testosteron seviyeleri, (D) Serum oksitosin
seviyeleri. Veriler ort + SH olarak ifade edilir. * p < 0.05, ** p <0.01 ve *** p <
0.001, kontrol ve asprosin gruplar arasindaki anlamli farki gosterir (Student's ¢ -
test).

Disi siganlarda, kronik asprosin uygulamas, serum FSH seviyelerini dnemli
dlgiide artirirken (102.88 + 11.73 ng/mL'ye kars1 119.36 + 11.28 ng/mL, p = 0.004)
serum Inhibin B seviyelerini nemli él¢iide azaltti (124.35 + 17.15 pg/mL'ye karst
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99.37 + 21.23 pg/mL, p = 0.027). Ote yandan, asprosin ve kontrol grubu arasinda
serum LH ve Inhibin A seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik
saptanmadi (LH; 128.75 £ 30.02 mIU/mL’ye kars1 110.89 + 29.65 mIU/mL, p =
0.157 ve Inhibin A; 124.35 + 9.77 pg/mL’ye kars1 114.38 +11.05 pg/h‘lL, p=
0.113)(Sekil 21).
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Sekil 21: Disi sicanlarda kronik i.p. asprosin enjeksiyonunun serum {ireme
hormonu seviyeleri tlizerindeki etkileri. (A) Serum FSH seviyeleri, (B) Serum LH
seviyeleri, (C) Serum Inhibin A seviyeleri, (D) Serum Inhibin B seviyeleri. Veriler
ort = SH olarak ifade edilir. * p < 0.05, ** p <0.01 ve *** p <0.001, kontrol ve
asprosin gruplari arasindaki anlaml farki gsterir (Student's 7 -test).

Disi sicanlarda kronik asprosin uygulamasi ile serum AMH ve kisspeptin
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik saptanmamistir (AMH i¢in
622.6 + 62.55 pg/mL’ye kars1 597.51 + 51.68 pg/mL, p = 0.509 ve kisspeptin igin
5297.36 £ 431.05 pg/mL’ye kars1 5146.818 + 350.79 pg/mL, p = 0.504). Kronik
uygulama sonucu serum asprosin seviyeleri énemli dl¢lide arttirmistir (swrasiyla
0.31124 £ 0.00074 ng/mL’ye kars1 0.34737 + 0.01212 ng/mL, p = 0,019)(Sekil 22).
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Sekil 22: Disi siganlarda kronik i.p. asprosin uygulamasinin serum hormon
seviyeleri tizerindeki etkileri. (A) Serum AMH seviyeleri, (B) Serum kisspeptin
seviyeleri, (C) Serum asprossn seviyeleri. Veriler ort + SH olarak ifade edilir. * p <
0.05, ** p <0.01 ve *** p <0.001, kontrol ve asprosin gruplari arasindaki anlamli
farki gosterir (Student's 7 -test).

3.8. Disi Sicanlarda Kronik Asprosin Uygulamasimin Over Histolojisi -
Uzerindeki Etkileri

Son olarak, kronik asprosin maruziyetinin over morfolojisi tizerindeki genel
etkilerini arastirmak igin histolojik analiz gergeklestirildi (206). Kontrol ve asprosin
gruplarindan alman over kesitlerinde, primordial, primer, sekonder, tersiyer
folikiillerden ve korpus luteum gosterildi (Sekil 23). Asprosin grubunda kontrol
grubundan farkli olarai( over medullasinda yer alan damarlarda yer yer konjesyon
izlendi. Bunun disinda herhangi bir histopatolojik degisiklige rastlamimadi.
Asprosin  grubundaki siganlarm  ovaryum kesitlerinin 151k mikroskobik
degerlendirilmesinde primer ve sekonder folikiil sayilar1 kontrol grubundakine gore

fazlaydi (p = 0.008 ve p = 0.047). Primordial folikiil, tersiyer folikiil ve korpus

48



luteum sayilar1 agisindan kontrol ve asprosin gruplari arasindaki fark istatistiksel
acidan anlamh degildi(Tablo 2).

H&E H&E Masson’un Uglii Boyamasi

KONTROL

ASPROSIN

Sekil 23: Kontrol ve asprosin gruplarina ait over dokularinin histolojik gériiniimii.
CL: Korpus luteum; SF: Sekonder folikiil; GF: Graff folikiilii; PF: Primer folikiil;
PrF: Primordiyal folikiil; GE: Germinal Epitel; Siyah iicgen: Over medullasindaki

damarlarda konjesyon.

Tablo 2. Over dokusuna ait farkli gelisim agamalarindaki folikiil sayilar1

Gruplar Primordial Primer Sekonder Tersiyer Korpus
folikiil folikiil folikiil folikiil Luteum
Median (min- Median (min-  Median (min-  Median (min- Median (min-
max) max) max) max) max)
Kontrol 4 (1-9) 3(0-5) 8 (6-25) 1(0-1) 10 (1-14)
Asprosin 10 (2-18) 7 (4-16) 29 (4-37) 1(0-2) 14 (7-18)
pdegeri  0.080 0.008 0.047 0.578 0.108

Degerler Median (min-max) olarak sunulmustur. Over dokusuna ait folikiil
sayllarinin_ istatistiksel analizinde nonparametrik Mann- Whitney U testi

uygulanmistir.
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4. TARTISMA

Adipokinlerin metabolizma tizerindeki gesitli gorevleriyle iliskili cok sayida
arastirma yapilmis olmasina Karsin {ireme sistemine etkilerini inceleyen ¢alismalar
sinirhidir. Adipoz dokudaki artisin veya azalmanin farkh tiirlerde puberteyi, cinsel
olgunlasmayr ve dogurganligi etkiledigi bilinmektedir (207). Asprosin yeni
tanimlanmisg bir adipokin ollup esas olarak aglik sirasinda beyaz yag doku tarafindan
sentezlenerek dolagima salinmaktadir (173). Fakat gesitli metabolik siireclerde
dnemli rolleri olan ve olfaktor reseptdr aracili etki géstermesi nedeniyle koku
duyusuyla da iliskilendirilebilen asprosinin tireme sistemi tizerindeki néroendokrin
etkileri net bilinmemektedir. Tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel
calismalarla, ekzojen asprosin uygulamasinin disi sicanlarda pubertal olgunlagsma
ve iireme fonksiyonu tizerinde farkh etkiler olusturdugu belirlenmistir. Ayrica disi
siganlarda cinsel davranis ve tireme fizyolojisi {izerine olumlu etkilerinin oldugu
ortaya koyulmustur. Bu baslik altinda, elde edilen bulgulara dair tartigmalar yer
almaktadir.

4.1. Kronik Asprosin Uygulamasimin Puberte Uzerine Etkileri

Tez calismas1 kapsaminda kronik asprosin uygulamasimn disi si¢anlarda
puberte {izerine etkileri incelenmistir. Asprosin uygulamasi sonucu puberteye
girigin degerlendirilmesinde kullanilan ilk basamak olan vajinal agilma yasinda
anlamli bir degisiklik meydana gelmemistir. Yine buna paralel sekilde pubertal
agirhikta da anlamh fark goriilmemistir. Ayrica puberte baslangicini tetikledigi
bilinen kisspeptin ve LH’in serum diizeyleri asprosin uygulamasi sonucunda
degismemistir ve bu veriler puberteye giris yasmin degismemesiyle uyum
gostermektedir. Ancak pubertenin degerlendirilmesinde kullanilan bir diger nemli
parametre olan ilk 6strus donemi asprosin grubunda daha erken meydana gelmistir.

Literatiirde ¢esitli adipokinlerin puberte ve {ireme fizyolojisi {izerine etkileri
arastirilmistir. Yapilan .arastmnalar, viicut yag oranmnin ve adipoz dokunun puberte
stireci tizerinde onemli etkileri oldugunu gostermektedir. Bu etkilesimin, adipoz
dokunun sadece enetji rezervi olarak degil ayn1 zamanda aktif bir endokrin organ
olarak islev gérmesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir (4, 115). Adipoz dokunun

artis1, adipokin salimimini etkileyerek direkt olarak hem adrenars: hem de gonadarsi
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modiile edebilmektedir ve bu da pubertenin baglamasinda Gnemli bir rol,
oynamaktadir (208). Bu nedenle adipokinlerin puberteyle iliskisinin ortaya
cikarilmasi 6nem arz etmektedir. {1k kesfedilen adipokin olan ve tipki asprosin gibi
yag doku artisiyla salimmu artan leptinin puberte tizerindeki etkisi incelendiginde,
kisspeptin ve GnRH salinimini uyararak pubertenin baslangicini hizlandirdig
gosterilmistir  (209). Leptin reseéptorleri hipotalamus ve hipofiz bezinde
bulundugundan HHG eksenini etkileyerek pubertenin baglamasinda rol
oynayabilirler. Yag doku miktarimin artisiyla serum diizeyi azalan adiponektin ise
GnRH, LH ve FSH'min salgilanmasini inhibe ederek pubertenin baglangicini
geciktirmektedir (210, 211). Bu veriler leptin ve adiponektinin aksine; asprosinin
lireme sistemi Uzerindeki potansiyel etkisini pubertal yas: etkilemeden ortaya
¢ikardigim diistindiirmektedir.

Davranis testlerinin ardindan gergeklestirilen dekapitasyon sonras: elde
edilen serum orneklerinden disi Ureme fizyolojisinde ©nemli rol oynayan
hormonlarin analizi yapilmistir. Bilindigi iizere kisspeptin hormonu iireme aksinin
uyaricisidir ve pubertal gelisimde énemli bir rol oynarilaktadm Kisspeptin, GnRH
atim jeneratoriinii diizenler ve GPR54 aracilifiyla GnRH sekresyonunu uyararak
gonadotropin salinimini  saglayarak etki eder (43). Yapilan caligmalarda,
kisspeptin/GPR54 sisteminin puberte baslangicini tetikledigi gosterilmistir (44).
Mevcut ¢aligmamizda iki grup arasinda puberteye giris yast arasinda ve aym
dogrultuda serum kisspeptin diizeyleri arasinda anlamli bir fark goriilmemistir.
Ayrica yapilan hayvan calismalari, GnRH sekresyonu ile periferik LH
konsantrasyonlar1 arasinda giiclii bir korelasyon oldugunu géstermektedir (212,
213). Hayvan modellerinden elde edilen bulgulara dayanarak, LH pulsasyon
frekansinin GnRH sekresyonunu yansittigi varsayimi ortaya koyulmustur (214).
Calismamizda periferik LH diizeyinde iki grup arasinda anlamh fark gériilmemistir
ve bu da kisspeptin diizeyininin degismemesi ve puberte baslangi¢ yasinda farklilik
olmamasim Eig1klayabilir. Elde ettigimiz veriler bu yoniiyle literatiirle uyum
gostermektedir.

Ostrus donemi, hayvanlarda iireme kabiliyetinin kazamldigi 6nemli bir
dénemdir, bu dénemde hayvanlar cinsel olarak aktif olup iiremek icin cinsel

davraniglar sergilerler (215). Bu sebeple 6strus dénemi, pubertal gelisim siirecinde
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hayati bir basamag: teskil eder ¢iinkii bu dénem, bireylerin lireme yetenegine
kavusmasmin bir gostergesidir. Deney hayvanlarinda Ostrus dongiisiiniin
degerlendirilmesi, HHG ekseninin biitiinltigiiniin ve disi lireme sisteminin isleyen
fertilite durumunun yararh bir l¢iistidiir (216). Bu sebeple 6strus dongiisii normal
isleyen bir tireme aksinin ve fertilitenin bir gostergesi olarak disiiniilebilir. Puberte |
baslangicinda anlamh fark olmamasina ragmen iireme fizyolojisinde anahtar bir
rolii olan ilk Ostrus dongiisii asprosin uygulanan grupta daha erken goriilmustiir.
Buradan yola ¢ikarak asprosinin pubertal olgunlagsma ve devamindaki siire¢ olan
iireme yeteneginin kazanilmasinda gérev alan bir adipokin oldugu goriilmektedir.
Asprosinin bu siiregteki potansiyel etkileri, gelecekteki arastirmalarin odak
noktalarindan biri olabilir. Dolayisiyla, asprosin ve diger adipokinlerin {ireme
biyolojisi tizerindeki roliinii anlamak, iireme sagligini .iyilestirmeye yonelik yeni
terapotik yaklasimlarin kapisim aralayabilir.

Kronik asprosin uygulamasinin puberte iizerine etkilerini inceleyen bu
calisma, son yillarda kadinlarin iireme kapasitesinde gozlenen diisiis ve mevcut
tedavi segeneklerinin siirliligi ile daha da anlam kazanmaktadir. Fertilite
fizyolojisinin net anlasilmasi; kadinlarda artan infertilite oranlarma tedavi
gelistirme ¢alismalari icin acil bir ihtiyag ortaya koymaktadir (217). Asprosin
uygulamasinin, disi fertilitesinde hayati bir 6neme sahip 6strus fazinin daha erken
goriilmesine yol agmasi, bu molekiiliin terapotik bir ajan olarak kullanim
potansiyelini ortaya koymaktadir. Bu bulgu, asprosinin reprodiiktif fonksiyonlari
modiile etme kabiliyetine dair onemli bir gésterge olarak degerlendirilebilir ve
gelecekteki fertilite tedavilerinde yenilikgi yaklagimlarin gelistirilmesi igin bir
temel sunmaktadir. Bu baglamda, adipoz dokunun ve Ozellikle asprosin gibi
adipokinlerin puberte {izerine etkilerini anlamaya yonelik aragtirmalar, ilireme

sagligiyla ilgili sorunlara karst miicadelede 6nemli bir adim olusturmaktadir.

4.2. Kronik Asprosin Uygulamasmin Koku Alma Performans: Uzerine

Etkileri

Kronik asprosin uygulamasinin disi sicanlardaki koku alma performansi
tizerine etkisi sakli kurabiye testi yapilarak incelenmistir. Asprosin grubunun sakli

kurabiyeyi bulma siiresi kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide kisalmistir. Meveut -
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veriler disi siganlarda asprosin hormonunun koku alma performansini arttirdigini

gosteren ilk kaniti sunmaktadir. Bunun yam sira yaptigimiz hormon analizleriyle
| de koku almada ve cinsel istekte anahtar rol oynayan §strojen hormonunun asprosin
grubunda artt1g1 goriilmektedir.

Olfaktér noéronlar ve GnRH néronlari arasindaki iliskinin incelenmesi,
ireme biyolojisi ve ndroendokrinoloji alanlarinda ileri adimlar atilmasi i¢in
onemlidir. Bu iki néron tipi arasindaki Iiliski, feromonlar gibi ¢evresel uyaranlarin
ireme davramiglari ve hormon diizenlemesi tizerindeki etkilerini arastirmada
ozellikle ilgi cekicidir. Feromonlar, bir bireyin bir digerine, 6zellikle de tireme
durumu hakkinda bilgi veren kimyasal isaretlerdir (218). Bu bilgiler olfaktor
noéronlar tarafindan algilandiginda, GnRH néronlarina iletilerek gonadotropin
salmmin etkileyebilir ve dolayisiyla tireme fonksiyonlarin1 diizenleyebilir.
Embriyonik gelisim sirasinda, GnRH néronlarinin hipotalamusa olan gogti, olfaktor
(koku) néronlarin aksonlarinin rehberliginde gergeklesir. Bu siiregte herhangi bir
defekt, Kallman Sendromu olarak bilinen ve anosmi (koku kaybi) ile seksiiel
disfonksiyonun bir arada goriildiigii bir duruma yol agabilir (105). Bu baglamda,
olfaktor sistem ile GnRH arasindaki iligki, koku ve cinsel davranis arasinda da
potansiyel bir baglant1 oldugunu giiclii bir sekilde dne siirmektedir. Kokular, birgok
canlida cinsel davranisa da aracilik eder ve karsi cinsten tiirdeslerin taninmasinin
yaninda farkl bireylerin potansiyel esler olarak uygunlugunu degerlendirmede kilit
rol oynar (219). Bugiine kadar yapilan pek ¢ok arastirma, cinsiyet tanima ve cinsel
diirtii ve davranisin kontroliinde ana ve yardimei koku alma sisteminin ayri rollerini
ele almistir (220-222). Bu baglamda genis bir yelpazeden bakilinca asporsinin
olfaktor reseptor tlizerinden etki etmesi ve adipoz doku artistyla salimiminin artmasi
nedeniyle koku performansina ve sekstiel hormon seviyelerine olumlu etki
edebilecegini diisiindiik. Literatiir tarandiginda disilerde koku ve asprosin iliskisi
{izerine yapilan bir ¢alisma bulunamamistir. Yukarida bahsedildigi tizere koku ve
cinsel davrans iliskisini ortaya koymak i¢in de asprosinin koku alma performansina
etkisinin aydinlatilmasi 6nem arz etmektedir. Bu amagla tez galismas1 kapsaminda
yapilan sakh kurabiye testi uzun siiredir kullanilan ve koku performansini bagariyla
degerlendiren 6diile dayali bir koku alma performans testidir (197, 223, 224).

Gergeklestirilen deneyler sonucunda elde ettigimiz veriler asprosinin koku
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performansim pozitif yonde etkiledigi gosterilmis olup disilerde cinsel davranisin
kontroliinde 6nem arz eden bir adipokin oldugunu gostermektedir.

Ayrica disilerde cinsel davramsla kuvvetli korelasyon gdsteren ostrojen
hormonunun da kokularla iliskisi arastirmalara konu olmustur. Ostrojen
replasmaninin  6zellikle amigdala reseptérii iizerinden koku alma duyusunu
arttirdigr da gosterilmigtir (225). Bu ¢alismanin sonuglari, kadinlarda cinsel istek
diizeyindeki azalmanin, koku sinyallerinin gii¢lendirilmesi veya &strojen
seviyelerinin diizenlenmesi yoluyla potansiyel olarak iyilestirilebilecegini
diistindiirmektedir. Bu bulgular, cinsel islev bozukluklarimin tedavisine yonelik
yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesi baglaminda énemli birer referans noktasi
teskil etmektedir. Elde edilen sonuglar asprosinin disi iireme sistemi iizerindeki
olumlu etkisinin sadece hormonal yollardan degil ayn1 zamanda olfaktér reseptor
tizerinden koku alma performansim giiglendirerek etki edebilecegine isaret
etmektedir. Bu kapsamda ¢aligmamizin sonuglari reseptor diizeyinde yapilacak ileri

arastirmalar igin literatiire 151k tutacak niteliktedir.

4.3. Kronik Asprosin Uygulamasinin Cinsel Motivasyon ve Davranis

Uzerine Etkileri

Tez c¢alismasi kapsaminda kronik asprosin uygulamasmnm cinsel
motivasyon ve davranis iizerine etkisini arastirmak i¢in SIMT ve CDT yapilmustir.
SIMT ile asprosin uygulanan grupta erkegin yaninda harcanan siirenin, erkek tercih
oranmnin, aktivite indeksinin ve erkek arastirma oraninin arttifn gosterilmistir.
Akabinde gerceklestirilen CDT ile aspr_osin uygulamasinin anogenital arastirma
hareketini artirdigi gosterilmistir. Deneyler sonucunda alinan serum 6rneklerinde
cinsel davranis ve motivasyona etkili olan bazi hormonlarin diizeyleri incelenmistir.
Yapilan hormonal analizler sonucunda asprosin uygulanan grupta serum &stradiol
ve oksitosin seviyelerinin anlaml olarak arttig1; serum kisspeptin, testosteron ve
progesteron diizeylerinin degismedigi gosterilmistir.

Bilindigi lizere kadnlarda cinsel istekte azalma, biyolojik ve psikososyal
bilesenleri olan ¢ok boyutlu bir tibbi sorundur (226). Bu sorunun altinda yatan
mekanizmalar1 anlamak ve ¢Oziimiine yonelik alternatifler aramak 6nem arz

etmektedir. Yapilan bir ¢alismada asprosinin intrafolikiiler enjeksiyonunun
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folikiiler biiylimeyi uyardigi gosterilmistir (174). Bunun yari sira menstrual
siklusun evrelerinde asprosin seviyeleri de arastinlmistir ve folikiiler faza kiyasla
luteal fazda asprosin diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir (227). Asprosinin disi
tireme sistemindeki bu etkileri arastirilmasina karsin cinsel motivasyon ve davranis
tizerine etkisi incelenmemistir. Ayrica asprosinin koku alma performansi iizerine
pozitif etkisi olmasi da cinsel davramgla iliskilendirilebilecek bir diger 6nemli
faktordiir. Veriler birlikte ele alindiginda asprosinin cinsel fonksiyonda 6nemli bir
rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan bu test,
sicanlarin cinsel veya sosyal uyarana karsi motivasyonunu ve aktif arastirmayi
degerlendirmeyi amaglamaktadir. Testte diginin sosyal bir uyaran olan disi sigana
gore cinsel agidan aktif bir erkegin yaninda vakit gecirme tercihi, disinin cinsel
motivasyonunu yansitir (228). Siklusu diizenli olan si¢anlarda Gstrus fazinda cinsel
davranigin maksimumda oldugu bilinmektedir (77). Her iki gruptaki cinsel agidan
alic1 disi sicanlar, cinsel uyaran olan erkek hayvanin yaninda sosyal uyarana oranla
daha fazla zaman harcamistir. Bu beklenen bir sonugtur ¢iinkii dstrus fazinda
disilerin ¢iftlesmek icin motivasyonu yiiksektir (229, 230). Bununla beraber
asprosin uygulanan disi sicanlar erkek hayvanin yaminda kontrol grubuna oranla
daha fazla zaman gecirmislerdir ve buna bagh olarak erkek tercih oraminda da
anlaml bir artig oldugu goriilmiistiir. Verilerimiz asprosinin disi hayvanin cinsel
motivasyonunu  arttirdifini  gostermektedir. Bariyerin arkasindaki uyarici
hayvanlara ilgiyi gosteren aktif arastirma testinde erkek hayvani arastirma orani
asprosin uygulanan grupta anlamli diizeyde artmistir. Dolayisiyla erkek tercih
oranimin artmasina paralel olarak erkek arastirma oramnin da artmasi kronik
asprosin uygulamasinin cinsel uyarana karsi ilgiyi arttirdigimi gostermektedir.
Calismamiz disi sicanlarda asprosin uygulamasinin cinsel motivasyonu ve ilgiyi
artirdifim ortaya koyan ilk ¢alismadir. Bu baglamda, asprosinin etkilerini ve
terapotik potansiyelini kapsamli bir sekilde analiz etmek zorunlulugu ortaya
¢ikmaktadir. Ozellikle asprosinin hormonal ve néral yollardaki etkileri, kadinlarda
cinsel islev bozukluklarinin tedavisindeki potansiyel roliiniin anlasilmasi agisindan
hayati 6neme sahiptir. Bu alandaki ayrintili ¢aligmalar, asprosinin kullanim
alanlarim ve etkinligini aydinlatarak yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine

onemli katkilar sunabilir.
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Aktivite indeksi olarak ifade edilen ve lokomotor aktiviteyle iligkilendirilen
aparatin merkez noktasindan gegme sayisinin asprosin uygulanan grupta arttig
gosterilmistir. Aktivite indeksindeki bu degisimin hem cinsel motivasyonda hem de
aktif kesif tizerinde kafa karistiric1 bir faktor olabilecegi de diisiiniilmektedir (200).
Daha énce yapilan sakli kurabiye testinde asprosinin koku performansinin arttirdig
gosterilmistir. Bu iki veri birlikte ele alindiginda asprosinin sosyal ve cinsel
uyaranin kokularina karst deneysel digi sigani daha duyarli hale getirdigi ve bu
sebeple aktivite indeksini arttirdig1 da diisiiniilebilir.

Kadinlarda steroid hormonlarin (8stradiol, testosteron, progesteron) cinsel
istek {izerine etkisi oldugu bilinmektedir (231, 232). Ostrojenin kadin cinsel istlegini
arttirdign  gdsterilmistir (233). Caligmamizda da kronik asprosinin hem serum
ostradiol seviyesini arttirdign hem de cinsel motivasyon iizerine olumlu etkisi
oldugu ortaya koyulmustur ve bulgularimiz literatiirle uyum gostermektedir.
Kadinlarda cinsel istegi azaltirken erkeklerde cinsel istegi artirdif1 gosterilen seks
steroidi testosterondur (234). Daha Once erkek siganlara icv olarak asprosin
uygulanmasi sonucunda testosteronun arttig1 gosterilmistir (235). Disilerde yapilan
calismamizda ise asprosin uygulamasi testosteron seviyelerini degistirmemistir.
Disi siganlardaki cinsel davramglarin bir diger seks steroidi olan progesteron
salgilanmasina bagli olabilecegi gosterilmistir (236). Calismamizda iki grup
arasinda testosteronun yani sira progesteron seviyeleri arasinda da fark yoktur.
Kisspeptin hormonu pubertenin akabinde {ireme aktivitesinin kontroliinde de rol
oynayan bir hormondur (237). Bu ¢alismada, kronik asprosin uygulamasinin disi
sicanlarda cinsel motivasyonu artirmasina ragmen serum kisspeptin-1 diizeylerini
degistirmedigi bulunmustur. Bu sonug, asprosin kronik uygulamasini takiben artan
cinsel motivasyonun disi siganlarda kisspeptin hormonundan bagimsiz bir yolakla
etki etmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Kisspeptin, progesteron ve testosteron
diizeylerinin degismemesi, asprosinin hedef dokularda 6strojen konsantrasyonlarin
dogrudan etkileyerek bagimsiz bir sekilde artirma potansiyeline sahip oldugunu
diistindiirmektedir. Bu Onermenin mekanizmasinin  detayll bir gekilde
aydinlatilabilmesi, immunohistokimyasal yontemlerin kullanildigr ileri seviye

arastirmalar ile miimkiin olacaktir.
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Merkezi sinir sisteminde tanimlanan sayisiz noéropeptidden sadece birkagi
cinsel davranisin kontroliinde rol oynar. Bunlar arasinda en ¢ok ¢alisilanlardan biri
de oksitosindir (68). Oksitosin hakkinda en yaygin bilinen etki maternal adaptif rol
oynamasinin yaninda davran1$sal ve fizyolojik mekanizmalari senkronize etmesidir
(238). Bu 6zelliklerin yani sira giftlesmenin hayvanlarda ve insanlarda gegici olarak
kan oksitosin konsantrasyonunu artirdify - gosterilmistir (239). Yapilan bir
calismada Ostrustaki disi siganlara intrakranial oksitosin enjeksiyonu sonrasmﬂei
cinsel aktiviteleri 6nemli dlciide uyarilmistir (240). Calismamizda da literatiire
uyumlu olarak asprosin grubunun oksitosin seviyesi anlamli sekilde artmustir
bununla beraber yine cinsel motivasyon parametrelerinde artig gériilmiistir.

SIMT ardindan yapilan cinsel davranis testinde ise iki grup arasinda lordozis
derecesi ve oraninda anlamli bir fark goriilmemistir. Buna karsin cinsel davranista
onemli bir parametre olan anogenital arastirma asprosin grubunda anlamli seviyede
artmistir.

Sicanlar kars: cinsi etkilemek amaciyla davramssal hareketler sergiler.
Siganlar arasindaki iletisim anogenital arastirma (anogenital bolgeyi koklama) ile
baslamaktadir. Feromonlarin etki ettigi bu davranis cinsel uyariimanin ilk adimdur.
Akabinde cinsel davramsin ve penetrasyonun gergeklesmesi igin digi hayvan
lordozis hareketi gostermektedir (80). Elde edilen veriler birlikte ele alindifinda;
kokunun cinsel davrams iizerine etkisi oldugu bilindiginden, OLFR734 reseptorii
iizerinden etki eden asprosiniﬂ anogenital aragtirma hareketini artirmasimin koku
alma duyusunu kuvvetlendirmesine bagl olabilecegi diisiiniilmektedir. Her iki
gruptaki hayvanlar da deney sirasinda Ostrus fézmda oldugundan 4 nokta skalasina
gore lordozis dereceleri beklenenen sekilde yaklagik olarak 3 derece
gozlemlenmistir. Bu sebeple istatistiksel olarak fark olmamasi beklenen bir
sonuctur. Lordozis {izerindeki derecelendirmenin farkim ortaya koyabilmek ancak
kemik morfolojisi hedefleyen farkli ¢alismalar ile miimkiin olacaktir. Ayrca
asprosinin lordozis iizerine terapdtik etkisi olup olmadigi cinsel disfonksiyon
modeli olusturulmus deneklerde asprosin uygulamasmnin yapildig: ileri
cahsmalarda da gosterilebilir. Deney kapsaminda lordozis degerlendirmesi
yapilmasi asprosin uygulamasinin lordozis derecesine olumsuz etki etmedigini

ortaya koymak amactyla gergeklestirilmistir.
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Caligma sonunda alinan serum &rneklerinde asprosin diizeyinin lglimii de
yapilmis ve bdylece kronik olarak asprosin uygulanan grupta serum asprosin
seviyesinin kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir.

44. Kronik Asprosin Uygulamasmm Ovaryum Dokusu Uzerine
Etkileri

Caligma kapsaminda asporsin uygulamasimmin over histolojisi ve iligkili
hormonlarin serum diizeylerine etkisi incelenmigtir. Asprosin grubunda primer ve
sekonder folikiil sayisinin arttifi gdsterilmistir. Serum analizlerinde ise asprosin
grubunda FSH ve &strojen diizeyinin arttigi, Inhibin-B diizeyinin azaldig
goriiliirken; AMH, Inhibin A ve LH diizeyleri degismemistir.

Over rezervi bir kadinin sahip oldugu toplam folikiil sayisim ve dolayisiyla
potansiyel tireme kapasitesini ifade eder. Over rezervinin azalmasi veya folikiillerin
diisiik kalitesi, gebelik ihtimalini 6nemli Olglide etkilemektedir (241, 242).
Giiniimiizde kadin infertilitesindeki artis nedeniyle potansiyel tedavi segenekleri
olusturmak igin ovaryan folikiiller {izerine etkili olabilecek ajanlarin aragtirilmasi
onem arz etmektedir. Mevcut tedavi yontemlerinin basarisizlifi, zamanla folikiil
rezervlerinin azalmasiyla birlikte yeni ve etkili tedavi stratejilerinin kesfedilmesini
onemli kilmaktadir (243, 244). Maylem  ve arkadaslarinin yapmig oldugu bir
calismada mandalarda intrafolikiiller asprosin enjeksiyonunun folikiil biiyiimesini
uyardig1 gosterilmistir. FBN1 ve OR4M1 mRNA's1 folikiil aspiratlarinda ifade
edilmigtir ve dolayisiyla over folikiillerinde asprosin etkisinin oldugu
goriilmektedir (174). Ancak mRNA'daki bu degisikliklerin proteindeki
degisikliklerle paralel oldugunu dogrulamak ve asprosinin tiirler arasinda farkli
biyolojik aktiviteye sahip olup olmadigini belirlemek i¢in daha detayh arastirmalara
ihtiyag vardir.

Primordiyal folikiil sayis1 over rezervini temsil etmektedir (245).
Calismamizda iki grup arasmnda primordiyal folikiil sayisinda anlamh fark
bulunmamugtir. Total over rezervinin degerlendirilmesinde serum AMH
diizeylerinin 6l¢tilmesi de kullamlan yéntemlerdendir (246). Serum AMH seviyesi,
over rezervinin iyi bir biyokimyasal gostergesidir (247). Mevcut c¢aligmada
primordiyal folikiil sayisimn degigsmemesine paralel olarak serum AMH
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diizeylerinde de degisiklik meydana gelmemistir. Bu baglamda sonuglarimiz
tutarlilik gostermektedir. Primordiyal folikiil sayisi fetal hayatta belirlenmektedir
ve yeni dogan disinin folikiil rezervi bellidir (248). Calismamizda asprosin
uygulamas: postnatal 21. Giinden itibaren basladigi igin primordiyal folikiil
sayisinin degismemesi beklenen bir bulgudur. Asprosinin folikiil rezervine etkisi,
maternal asprosin uygulmasi sonucu dogan yavrularin folikiil rezervinin incelendigi
ileri calismalarsa anlasilabilir.

Kronik asprosin uygulamasi primer folikiil sayis1 artmistir. Primordiyal
folikiilden primer folikiile gecis over i¢inde farkli kompartmanlardan kaynaklanan
otokrin-parakrin sinyallerle gerceklesmektedir (249-252). Asprosinin hangi
kompartman iizerinden etki ettifinin anlasilmasi i¢in ileri ¢alismalar yapilmasi
gerekmektedir. Asprosinin bu sekilde folikiil gelisimini uyariyor olmasi, mevcut
folikiilden gebelik olusma ihtimalini artirabilecegi igin fertilite tizerindeki
potansiyel etkisini ortaya koymaktadir. Bunun yani sira AMH biiyiiyen folikiillerin
granuloza hiicrelerinde salinmakta olup primordiyal folikiilden primer folikiile
gecisi inhibe etmekte olan bir hormondur (253, 254). Asprosin uygulamasi primer
folikiil sayisim arttirmasina karsin serum AMH diizeyinde anlaml bir degisiklige
yol agmamustir. Buradan yola ¢ikarak primordiyal folikﬁlde_n primer folikiile
gecisin AMH bagimsiz bir yolakla fneydana geldigi diistiniilebilir.

Primer ve sekonder folikiillerin gelisimi gonadotropinlere duyarlidir (250).
FSH diizeyinin de primer ve sekonder folikiillerde gelisimi indiikleyebilecegi daha
onceki ¢aligmalarda gosterilmistir (255). Bu ¢alismada, kronik asprosin
uygulamasina bagl olarak primer ve sekonder folikiil sayisindaki artis serum FSH
diizeylerinin yiikselmesi ile iliskili olabilir. Memelilerde FSH’nin, puberte sonrasi
folikiiler biiylime ve gelismeyi uyaran 6nemli bir hormon oldugu bilinmektedir
(256-258). Bir diger gonadotropin olan LH, tersiyer folikiiliintin olusumunda ve
atretik folikiilin korpus luteuma doniisiimiinde rol almaktadir (259). Meveut
calismamizda da serum LH ve tersiyer folikill sayisinda anlamli degisikilik
saptanmamistir.

Ureme endokrin fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde gonadotropin ve
seks steroid hormonlarimin seviyelerinin belirlenmesi son derece énemlidir (260).

Daha once bahsedildigi gibi asprosinin mandalarda granuloza hiicrelerine
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enjeksiyonunun folikiil biiylimesini indiikledigi gosterilmistir ancak bu etkiyi
dogrudan ostradiol iizerinden gosterip gt‘:sterilmediginin aydinlatilmasi i¢in daha
fazla ¢alisma gereklidir (174). Mevcut ¢alismamizda disi siganlara kronik asprosin
uygulamasi sonrasi -yapllan hormon analizlerinde serum FSH ve 0strojen
konsantrasyonlarinda anlamh degisikilik saptanmistir. Kronik asprosin uygulamasi
FSH diizeyini arttirarak veya direkt olarak over folikiillerine etki ederek dstrojen
diizeyini yiikseltmis olabilir. Ayrica, adenohipofizde FSH salinimini inhibe eden
inhibin-B hormonunun seviyesinin kronik asprosin uygulamasina bagl oiarak-
azaldigi, inhibin-A’nin ise degismedigi tespit edilmistir (261). Dolayisiyla bu
calismada, FSH seviyesinin artisinda inhibin-B’nin de endokrin roliiniin oldugu
‘goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda, inhibin B'nin baslangicta gelisen folikiillerin
sayisini veya kalitesini, inhibin A'min ise folikiil olgunlugunu gosterebilecegini
diistindiirmiistiir (262). LH ise gonadlarin diizgiin isleyisinde énemli rol oynar ve
calismamizda serum LH seviyeleri degismemistir. Buradan yola ¢ikarak asprosin
uygulanmis siganlarda folikiil sayisindaki artisin yami sira olusan folikiillerin
kaltiesinde de degisiklik olusturmadig diistiniilebilir.

Daha once erkek farelerde testis dokusu iizerinde yapilan bir ¢alismada
asprosinin sperm parametreleri ve dolayisiyla lireme {izerinde potansiyel bir
terapotik hedef olabilecedi gosterilmistir (263). Mevcut tez ¢alismasiyla da disi
sicanlarda asprosininin over dokusu tlizerine potansiyel olumlu etkileri ilk kez
ortaya koyulmustur. '

Sonug olarak;

Viicudumuzdaki en biiyiik organ olan beyaz yag dokunun ¢ok iglevli bir
organ oldugu ve adipokin salgilayarak endokrin olarak da etki ettigi bilinmektedir
(264). Gegmiste adipokinlerin metabolizma tizerindeki etkileriyle iliskili cesitli
arastirmalar yapilmis olmasina karsin puberte ve cinsel davranis tizerine etkilerini
arastiran ¢alismalar sinirlidir. Beyaz yag dokunun fazlaliginin ya da eksikliginin
farkli tiirlerde ergenligi, cinsel olgunlasmayr ve dogurganh@: etkiledigi
gosterilmistir (207). Bu sebeple son dénemlerde adipokinlerin iireme ve fertilite
tizerindeki etkileriyle ilgili calismalar hiz kazanmistir (142). Yapilan calismalar
sonucunda, leptin, adipo.nektin ve resistin gibi adipokinlerin gonadlar tizerine etki

edebilecegi ve  hipotalamik-hipofizer-gonadal ekseninin  fonksiyonlarini
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diizenleyebilecegdi diisiiniilmektedir (116, 265). Literatiire bakildiginda yeterli besin
depolarmin gostergesi olan bu hormonlarin, merkezi sinir sistemi iizerine etki
ederek ve lireme organlarini hedef alarak {ireme islevinde 6nemli rol alabildigi
goriilmektedir (142). Ancak yeni bir adipokin olan ve adipoz doku artigiyla serum
diizeyleri yiikselen asprosin hormonunun glikoz metabolizmas: gibi Onemli
metabolik yolaklardaki etkinligi incelenmesine kargin digi tireme sistemi iizerine
etkisi heniiz arastirilmamigtir. Ayrica asprosinin olfaktér reseptor ile etki etmesi
nedeniyle de puberte ve cinsel davramista potansiyel bir rol oynayabilecegi
diistintilmiistir.

Bu diistinceden yola ¢ikarak yapilan tez ¢aligmasi sonucunda, kronik
asprosin uygulamasinin disi siganlarda pubertal olgunlagsma ve iireme sistemi
tizerine etkileri ilk kez gosterilmistir. Disi siganlarda, kronik asprosin verilen
grubun siklusu incelendiginde ilk &strus fazinin daha erken meydana geldigi
gosterilmistir. Histolojik olarak kronik asprosin uygulamasinin primer ve sekonder
folikiil sayisinda artiga neden olmustur. Sonu¢ olarak over steroidogenezi ve
folikiilogenezdeki degisikliklerin digi iireme sistemi {izerinde olumlu etkileri
oldugu gosterilmistir.

Mevcut ¢alismayla kronik asprosin uygulamasmin disi siganlarda cinsel
motivasyon, cinsel performans ve koku duyusu iizerindeki etkisi ilk kez
incelenmistir. Yapilan davranis testleri sonucunda kronik asprosin uygulamasinin
koku duyusunu gii¢lendirdigi, cinsel motivasyonu arttirdigi, cinsel performans
parametrelerinden biri olan anogenital arastirmayi arttirdign  gOsterilmistir.
Endokrin sistem iizerindeki etkileri incelendiginde ise iireme sisteminde énemli rol
oynayan FSH, &strojen ve oksitosin hormonlarinin diizeylerinde artiga neden
oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuglar asprosinin disilerde {iireme
fizyolojisini olumlu y6nde etkileyen 6nemli bir ajan oldugunu géstermektedir. Bu
etkinin mekanizmasinin tam olarak aydinlatilabilmesi igin ileri ¢aligmalara r_eferans

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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