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1. OZET

Viicut yag ve kas agirligt belirli bir esik degere ulastigi zaman, cesitli
metabolik sinyaller puberte baslangicint ve dolayisiyla iireme fonksiyonunu
diizenleyen hipotalamik noronal aga bu bilgiyi iletir. Fakat bu metabolik
tetikleyicilerin dogast hala net degildir. Literatiirde viicut agirligi/metabolik
durumla ilgili bilgilerin néroendokrin iireme aksi ile iliskilendirilmesinde; leptin,
instilin ve ghrelin gibi ¢esitli eksitatdor ve inhibitdér metabolik sinyallerin rolii
belirlenmistir. Fakat bu faktorler tek baslarina puberte ve liremenin metabolik
diizenleyicileri degildirler. Buna bagli olarak viicut yag/kas kiitlesi ile iliskili
olabilecek diger potansiyel sinyallerin arastirilmasinin gerekliligi s6z konusudur.
Beyaz yag doku hiicrelerinden salinan bir hormon olan asprosin, karacigerden
dolagima hizli bir sekilde glikoz salinimina sebep olmaktadir. Yag dokudan
salgilanan asprosinin bir yandan karacigerden kana glikoz salinmasini kontrol
ettiginin anlasilmasi1 ve diger yandan sperm motilitesini artirict etkisi bu
hormonun erkeklerde enerji metabolizmas1 ve iireme faaliyetlerinin baslamasi
arasinda anahtar bir rol oynayabilecegi diisiincesini dogurmaktadir. Ancak
asprosinin noroendokrin tireme aksi lizerindeki etki mekanizmasi hala tam olarak
aydinlatilamamistir. Bu ¢alisma kapsaminda yapilacak olan in vitro caligmalar ile
asprosinin puberteye gecis lizerindeki hipotalamik hiicre hatlarina olasi etkilerini
inceleme amaciyla gonadotropin salgilatict hormon (GnRH), gonadotropin
inhibitér hormon (GnlH) ve kisspeptin ndronlar1 iizerinde etkileri belirlenmeye
calisild.

Calismada immortal hipotalamik hiicre hatlari GnRH (mHypoA GFP),

GnIH (mHypoA50) ve kisspeptin (mHypoA GFP3) kullanildi. Asprosinin farkli



dozlarda (1 nM,10 nM ve 100 nM ) ve farkli zamanlarda (0., 30., 60., 90., 120.
dakika) bu hiicre hatlarindaki GnRH, GnIH ve Kisspeptin sekresyonu iizerindeki
etkisi ELISA yontemiyle belirlendi. Veriler Students’t testi ve tek yonlii varyans
analizi ve varyans analizinin ardindan post-hoc Tukey’s testi kullanilarak
gerceklestirildi.

Asprosinin 1nM ve 10 nM dozlarinda uygulandigi GnRH hiicre hattinda;
GnRH tiim zamanlarda anlamli sekilde azalirken, 100 nM’ da ise anlamli sekilde
artmistir. GnlH hiicre hattinda, 1nM ve 10 nM asprosin dozlarinda GnIH
diizeyinde 30., 60., dakikalarda anlaml bir artis, 100 nM dozda; yalnizca 120.
dakikada anlamli bir azalma goriilmiistiir. Kisspeptin hiicre hattinda 1 nM ve 10
nM asprosin uygulamasi; kisspeptin diizeyinde tiim zamanlarda anlamli bir azalisa
yol agarken, 100 nM dozda ise anlamli bir fark gézlemlenmemistir. Bu bulgular,
asprosinin hipotalamik hiicre hatlar tizerinde etkili olabilecegini gostermektedir.
Bu durum puberteye gecis ve lireme sisteminin merkezi olarak diizenlenmesinde
onemli bir rol oynayabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler : Asprosin, GnRH, GnlH, kisspeptin, ELISA



2. ABSTRACT

The in vitro Investigation of Neuroendocrine Effects of the Asprosin
Hormone in Hypothalamic Cell Lines.

When body fat and muscle weight reach a certain threshold, various
metabolic signals transmit this information to the hypothalamic neuronal network
that regulates the onset of puberty and thus reproductive function. However, the
nature of these metabolic triggers is still unclear. In the literature, the role of
various excitatory and inhibitory metabolic signals such as leptin, insulin and
ghrelin in linking body weight/metabolic status information with the
neuroendocrine reproductive axis has been established. However, these factors
alone are not metabolic regulators of puberty and reproduction. Accordingly, there
is a need to investigate other potential signals that may be related to body
fat/muscle mass. Asprosin, a hormone released from white adipose tissue cells,
causes a rapid release of glucose from the liver into the circulation. The
understanding that asprosine secreted from adipose tissue controls the release of
glucose from the liver into the bloodstream on the one hand, and its sperm
motility-enhancing effect on the other, leads to the thought that this hormone may
play a key role between energy metabolism and the onset of reproductive
activities in men. However, the mechanism of action of asprosine on the
neuroendocrine reproductive axis is still not fully elucidated. In this study, we
aimed to determine the effects of asprosine on gonadotropin-releasing hormone

(GnRH), gonadotropin inhibitory hormone (GnlH) and kisspeptin neurons in



order to examine the possible effects of asprosine on hypothalamic cell lines on
the transition to puberty with in vitro studies.

Immortal hypothalamic cell lines GnRH (mHypoA GFP), GnIH
(mHypoA50) and kisspeptin (mHypoA GFP3) were used in the study. The effects
of asprosine at different doses (1 nM, 10 nM and 100 nM) and at different times
(0, 30, 60, 90, 120 minutes) on GnRH, GnIH and Kisspeptin secretion in these
cell lines were determined by ELISA method. Data were analyzed using Students't
test and one-way analysis of variance and analysis of variance followed by post-
hoc Tukey's test.

In the GNRH cell line in which asprosine was administered at doses of 1
nM and 10 nM; GnRH was significantly decreased at all times and significantly
increased at 100 nM. In the GnlH cell line, a significant increase in GnlH level
was observed at 30., 60. minutes at 1nM and 10 nM asprosine doses, while at 100
nM dose; a significant decrease was observed only at 120 minutes. In the
kisspeptin cell line, 1 nM and 10 nM asprosine treatment caused a significant
decrease in kisspeptin levels at all times, while no significant difference was
observed at 100 nM dose. These findings suggest that asprosine may have an
effect on hypothalamic cell lines. This suggests that it may play an important role
in the transition to puberty and central regulation of the reproductive system.

Key Words : Asprosin, GnRH, GnlH, kisspeptin, Elisa



3. GIRIS

3.1. Puberte Fizyolojisi

Puberte, bireylerin cinsel olgunluga eristikleri ve lireme yetenegi kazandigi
fizyolojik bir siiregtir. Biiylimenin bittigi ve iireme yeteneginin bagladigi insan
gelisiminin tanimlayici bir asamasidir. Cocukluktan ergenlige gecisteki olaylarin
zamanlamasinda dogal farkliliklar olmasina ragmen, temel siiregler tim saglikli
insanlarda ortaktir. Bu gecisin altinda yatan temel mekanizma, hipofiz bezinden
pulsatil bir sekilde salinan gonadotropin (Gn) seviyelerinin yiikselmesiyle gonadal
stimiilasyondur (1). Siire¢ basladiginda, hipotalamus artan genlik ve frekans ile
pulsatil bir tarzda gonadotropin salgilatici hormon (GnRH) salgilamaya baslar.
GnRH, hipofiz gonadotropinlerini, luteinize edici hormonu (LH) ve folikiil uyarict
hormonu (FSH) uyarir. Bu gonadotropinler, gonad diizeyinde hareket ederek
Ostrojen ve progesteron veya testosteron salinimina neden olur (2).

MSS’ nin islevindeki ve hipotalamo-hipofiz (HH) eksenindeki
degisiklikler, ozellikle gonadotropinlerin (FSH ve LH) sekresyonunda artis
meydana gelir, bu durum salinim siirecini destekler (3). Gn stimiilasyonunu
takiben gonadal seks steroidi iiretimindeki artis, genital organlar, deri, meme,

beyin, kas ve kemik dahil bir¢ok dokudaki degisikliklerden sorumludur (1).

3.1.1. Puberteyi Etkileyen Faktorler

Genetik faktorler ergenlik yasmin en onemli belirleyicisi olarak kabul
edilirken, beslenme, sosyoekonomik faktorler ve ¢evresel kirleticiler de ergenlik
baslangicin1 etkiler (4). Kaprio ve arkadaslarmin ikiz kardeslerde yaptigi bir

arastirmada menars yasinin % 74 oraninda genetik faktorlerden, %26 oraninda



cevresel faktorlerden etkilendigi sonucuna varilmistir (5). Bununla beraber,
pubertal biiyiimede genetik etkinin en fazla oldugu dénem, biiylime hizinin peak
yaptig1 donemdir (6).

Stres, iskelet olgunlugu, metabolizma hizi, viicut yag orani gibi faktorlerin
yanisira; beslenme, sik enfeksiyonlar, saglikli bir ¢evreye gog, cevre kirliligi,
bocek Oldiiriiciiler, antiandrojen ve Ostrojen benzeri kimyasallar ergenlige etki
eden diger faktorlerdir (7).

Ergenlik 6ncesi biiyiimeyi etkileyen kronik hastalik gibi patolojik faktorler
ergenligi geciktirebilir ve nihai yetiskin boyunu azaltabilir (1).

GnRH'nin pulsatil sekresyonu ve ardindan gonadlarin aktivasyonu ile
sonuglanan HPG ekseninin erken olgunlagmasi, GnRH bagimli veya santral erken
ergenlige (SEE) neden olur. Klinik olarak SEE, kizlarda 8 yasindan 6nce meme
gelisimi (telars) veya erkeklerde 9 yasindan Once testis biiylimesi ile

karakterizedir (8).

3.1.2. Hipotalamus-Hipofiz-Gonadal Aks

Hipotalamik — hipofiz — gonadal (HHG) ekseni, dogurganligin
diizenlenmesinde islev gdren, birbiriyle iletisim halinde olan bir noral ve endokrin
sistemin hiimoral bilesenidir. 1937'de Cambridge'de bir tip Ogrencisi olan
Geoffrey Harris, hipofiz - gonadal eksenin merkezi sinir sisteminin (MSS)

kontrolii altinda olduguna dair kanit saglayan ilk kisiydi (9).
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Sekil 1: Hipotalamus - Hipofiz — Gonadal Aks1

3.1.3. GnRH

Ureme ekseninin islevinde anahtar rol oynayan GnRH; ilk olarak domuz
hipotalamusundan izole edilmis olup 10 amino asitli bir néropeptittir. Hipotalamik
norosekresyon hiicreleri (GnRH noronlari) tarafindan {iretilir ve pulsatil bir
sekilde hipotalamo-hipofiz portal dolasimina salinir, ardindan 6n hipofiz bezine
ulasir, burada LH ve FSH sentezini ve salinimini uyarir (10).

GnRH  ndronlarmin  ¢ogunlugu  medial bazal  hipotalamusta,
infundibulumda ve hipotalamusun periventrikiiler bolgesinde bulunur (11). GnRH
ayrica beynin disindaki hiicrelerde de bulunur, ancak rolii heniiz tam olarak

anlagilamamistir. GNRH-I’in plasenta, bagisiklik sistemi, gonadlar ve endokrin



tiimorler gibi hipofiz dis1 dokularda otokrin ve/veya parakrin diizenleyici olarak
gorev yaptig1 tahmin edilmektedir (12,13,14,15,16).

Omurgalilarin ¢ogunda en az iki ve genellikle iic GnRH formu bulunur.
Insanlarda GnRH-I'e ek olarak GnRH-I1 ad1 verilen ikinci bir alt tip bulunmustur.
GnRH-II ilk olarak tavuk hipotalamusundan tanimlanmistir (17,18). Orta beyin
bolgesinde bulunan bir dekapeptit olan GnRH-1I; bir hipofiz salma faktorii yerine
bir norotransmiter gorevi goriir. Yine de, GnRH-IlI; GnRH-l reseptoriine
baglanarak in vivo gonadotropin salinimini uyarabildigi gosterilmistir.

GnRH-1 ve GnRH-II, baliklardan memelilere kadar filogenetik olarak
cesitli tiirlerde bulunur, ancak GnRH-I'in ekspresyonu beyinde daha yiiksekken,
GnRH-II ¢ogunlukla diger organlarda eksprese edilir (19,20).

Uciincii bir GnRH formu olan GnRH-III, teleost baliklarinda telensefalon
noronlarinda tanimlanmustir (21).

GnRH, farkli genlik ve frekanslarda salgilanir. GNRH sekresyonunun
sikligi, On hipofizin gonadotroplarindan LH’nin FSH sekresyonuna oranini
degistirir. Prolaktin, kortikotropin salgilatici hormon, glukokortikoidler, leptin,
adiponektin, ghrelin, insiilin, katekolaminler ve insiilin benzeri biiylime faktorii
(IGF)-1 gibi hormonlar ve opiatlar gibi norotransmitterler GnRH salinimini
modiile eder (10).

GnRH aktivitesi ¢ocukluk doneminde diisliktiir ve ergenlik doneminde
belirgin sekilde artar. GnRH'nin uygun pulsatil aktivitesi iireme i¢in gereklidir

ancak gebelik olustuktan sonra artik gerekli degildir (22).



3.1.4. GnIH

2000 yilinda hipofiz gonadotropin sekresyonunu inhibe eden yeni bir
hipotalamik noropeptit kesfedildi (23). Simdi gonadotropin inhibe edici hormon
olarak adlandirilan bir dekapeptit olan GnlH; baslangi¢ta kuslarda, daha sonra
memelilerde ve diger omurgalilarda tanimlandi (24). GnlIH noéronlari,
hipotalamusun paraventrikiiler g¢ekirdeginde bulunur (25). GnIH, kuslarin ve
memelilerin  hipofiz ve GnRH noéronlar1 {izerinde bir GPCR (GPR 147)
aracilifiyla etki ederek LHB- ve FSH- alt birimlerinin salinimini ve sentezini
inhibe eder (24). Ayrica gonadlarda GnlH ve GnIH reseptoriiniin varligi ve
bunlarin steroid biyosentezi ve gamet olgunlagsmasi ile ilgili hiicrelerde
ekspresyonu; GnlH'nin steroidogenez ve gametogenez lizerindeki diizenleyici
roliinii ortaya koymaktadir (26). Hamsterlerde GnlH, seminifer tiibiillerde
bulundu ancak GnIH reseptorii ekspresyonu yalnizca spermatositler ve
spermatidlerle smirliydir (27). GnlH'nin memelilerdeki fizyolojik rolii hala biiyiik
Olciide c¢oziilmemistir. GnlH, jiivenil ve prepubertal farelerde LH sekresyonunu
baskilar, ancak pubertenin zamanlamasi, ilerlemesi veya siiresinde dnemli bir rolii
olmasi olas1 degildir (28). GnlH'nin, GnRH ndronlarinin kisspeptin kaynakli
aktivasyonunu kesebilecegi bulunmugstur (29). GnlH’nin stres kaynakli iireme

bozulmasinin bir aracisi olarak da hareket edebilecegi diisiiniilmektedir (24).

3.1.5. Kisspeptin

Kisspeptin, HHG ekseninin iglevinde kritik bir rolii olan bir néropeptiddir
ve hipotalamusta; {igiincii ventrikiiliin (RP3V) rostral periventrikiiler bolgesinde
ve arkuat ¢ekirdekte (ARC) bulunan iki ana néron popiilasyonu tarafindan iiretilir.

Bu noronlar hipotalamusta GnRH noronlarina (kisspeptin reseptorii, Kisslr



araciligiyla hareket eden) projekte olur, bunlar1 aktive eder ve GnRH
salgilanmasin1 uyarir (30). Insanlarda, kisspeptinin plasenta igindeki hiicre
popiilasyonlarinda ve yumurtaliklarda, testislerde, ince bagirsakta ve pankreasta
eksprese edildigi bulunmustur (31). Kisspeptinin ilk kesfinden birkag¢ yil sonra,
baslangigta GPR54 olarak bilinen, peptite gii¢lii afinite ile baglanan bir G-protein-
baglh reseptor kesfedildi (32). Kisspeptinin iireme eksenindeki oneminin
kesfedilmesiyle, Kisspeptin reseptorii GPR54; Kisslr olarak bilinir hale gelmistir
(33). Neredeyse ayn1 anda yayinlanan iki ¢alisma, kisspeptin/Kisslr sinyalinin
GnRH ve gonadotropinlerin salgilanmasi i¢in ana uyarict oldugunu géstermistir

(34).

3.2. Asprosin Hormonu

Fibrillin 1 (FBN1) geninin iki ekzonu (ekzon 65 ve ekzon 66) tarafindan
kodlanan asprosin, yeni bir glukojenik adipokindir ve esas olarak aglik sirasinda
beyaz adipoz doku tarafindan sentezlenir ve salinir (35).

Romere ve ark. 2016 yilinda Neonatal Progeroid Sendrom (NPS) iizerine
yaptiklar1 genetik ¢alisma esnasinda bu hormonu kesfetmislerdir. ki NPS
hastasinda glikoz ve insiilin homeostazisini incelediklerinde bu hastalarda
oglisemi stirdiiriiliirken, insiilinin azaldigr goézlemlenmistir. NPS’li hastalarda
gece boyu a¢ kalmanin ardindan 6lgiilen plazma insiilin degerleri normal kisilere
gore 2 kat diisiik bulunmustur. Genetik teshis i¢in bu 2 hasta ile daha 6nce NPS
tanis1 alan literatiirdeki benzer 5 vakanin karsilastirilmasi yapilmig; 7 hastanin
hepsinde fibrillin 1 proteinini kodlayan genin (FBN1) 3’ kismina yakin

boliimiinde mutasyon oldugunu tespit etmislerdir. Tim mutasyonlarda

10



profibrillinin C terminal klivaj firiniiniin olmadigim1  gézlemlemislerdir.
Kaynagmin beyaz adipoz doku oldugu ortaya cikanca Grekce beyaz (aspros)
kelimesine benzeyen asprosin adinit vermislerdir. Asprosin profibrillin’in C
terminal boliinme {irliniidiir ve FBN1’in son iki eksonu tarafindan kodlanir.
Toplamda 140 amino asitten olusan asprosinin 11 amino asidini ekson 65, 129
amino asidini ise ekson 66 kodlar. Tiim insan dokularinin FBN1 mRNA profili
incelendiginde mRNA ekspresyonunun en fazla adipoz dokuda oldugu
bulunmustur (36).

235 kb uzunlugunda olan FBN1, 15g21.1 kromozomunda yer almaktadir
(37). Bu ekzonlar, 2871 amino asit uzunlugunda olan bir proproteini kodlar.
Cevrilen bu pro-protein, olgun fibrillin-1 ve 140 amino asit uzunlugunda asprosin
tireten aktive edilmis proteaz furin tarafindan C ucunda pargalanir(38,39). Beyaz
dipoz dokusu asprosin i¢in 6nemli bir kaynaktir, ancak FBN1 mRNA'nin Kalp,
akciger vb. bir¢ok organda yiiksek oranda eksprese edildigi dikkate alindiginda,
asprosinin yalnizca beyaz adipositlerden tiiretilip tiretilmedigi kesin degildir (36).
Ayrica B-hiicreleri hiperlipidemik kosullarda da asprosin salgilayabilirler (40).
Asprosin sentezlendikten sonra kana salinip aglik kosullarinda artan bir plazma
konsantrasyonu gosterir. Asprosin, periferik hedef dokular iizerinde etkisinin yani
sira kan-beyin bariyerini de gegebilir ve MSS iizerinde bir etkiye sahip olabilir
(36,41). MSS, periferik dokular ve organlar {izerinde birgok etkisinin oldugu
bildirilen asprosinin; ¢oklu asagi akis sinyal yollar1 araciligiyla istahi, glikoz
metabolizmasini, ID'ni (Insiilin Direnci), hiicre apoptozunu vb. diizenlemede

onemli bir etkiye sahiptir (35).
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Asprosinin merkezi reseptorleri, esasen hipotalamik arkuat g¢ekirdekte
bulunur ve istahin artmasina katkida bulunur. Beslenme kontrol merkezi olarak
hipotalamus; iki tip néron popiilasyonuna dayanarak istahi diizenler: anoreksijenik
pro-opiomelanokortin (POMC) néronlar1 ve oreksijenik agouti ile iligkili peptit
(AgRP) noronlar1 (42). Asprosin, AgRP noéronlarinin amplitiidiinii arttirir ve
membran potansiyellerini degistirir, bu da AgRP noronlarmin aktivitesini bir G
proteinleri-cAMP-PKA ¢kseni ile arttirir. Ayn1 zamanda, bu sinyallesme POMC
ndronlarmin aktivitesini GABA'ya bagimli bir sekilde inhibe eder, boylece gida

alimin1 uyarir ve enerji homeostazini diizenler (41).

777777777777777777777777777777777777777777777 Adipocyte
: Hypothalamus (AgRP* neurons) OI0e00 Y Liver
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Sekil 2: Asprosin hormonun merkezi ve periferik sistem tizerindeki etki mekanizmasi (35).
Asprosinin periferdeki ana hedef organ ve dokulari; karaciger, pankreas,
iskelet kas1 ve kalp olmakla beraber; karaciger lizerindeki biyolojik etkisinin,
adenilil siklaz-PKA-cAMP yanitli element baglama (CREB) yolunu aktive eden
ve glikoz iiretimine/salinmasina yol acan G protein-bagli reseptdre (GPCR) bagl

oldugu bildirilmistir (36).
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Yapilan son c¢alismalar koku alma reseptorii olan 734'tin (OLFR734);
asprosinin bu etkiye aracilik eden reseptorlerinden biri oldugu sonucunu ortaya
koysa da, asprosinin glukojenik fonksiyonundan sorumlu tek reseptor OLRF734
degildir (43).

Asprosinin hepatik glikoz iiretimine ve gida alimina aracilik etmede diger
glukojenik ve istahla ilgili hormonlarla nasil etkilesime girdigi tam olarak
aciklanamamustir. Glukagon, epinefrin, norepinefrin ve glukokortikoidler dahil
olmak iizere hormonlarin hepatositlerden glikoz salinimmi  arttirdigi
bilinmektedir. Ilging bir sekilde, Romere ve ark. asprosin tedavisinin yukaridaki
glukojenik hormon seviyeleri tizerinde higbir etkisi olmadigini kaydetmistir.
Ayrica, glukagonun glukojenik etkilerinin, G protein-CAMP PKA ekseninin
etkinlestirilmesi yoluyla da elde edilebilecegi yaygin olarak bilinmektedir;
Bununla birlikte, glukagon reseptdriinii inhibe eden, asprosinin hepatositler
tizerindeki glukojenik etkileri {izerinde higbir etkisi yoktur (36). Bu, asprosinin
glikoz salinimi desteklemede nispeten bagimsiz bir rol oynadigini gosterir. Istah
aracilik etkilerine gelince, aym ekip tarafindan yapilan bir arastirma, mideden
salinan 1iy1 bilinen bir oreksijenik hormon olan asprosin ve ghrelin arasindaki
baglantiy1 gosterdi.

Bulgular, AgRP noronlarinin fraksiyonel ortiisen bir alt kiimesinin hem
asprosin hem de ghrelin tarafindan aktive edilebilecegini ortaya koydu. Ayrica,
asprosin eksikligi, grelin'in AgRP ndronlarini aktive etme yeteneginin azalmasina
neden oldu. Ghrelin reseptorii ise asprosinin AgRP noronlarini aktive edebilmesi

icin vazgec¢ilmezdir (41).
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Hipotalamusta asprosin, G proteinleri-cAMP-PKA yolunu aktive ederek
AgRP ndéronlarinin aktivitesini artirarak istahin artmasina neden olur. Karacigerde
asprosin, CREB yolu yoluyla glikoz iiretimini ve salimini artirmak igin
OLFR734'e baglanir. Ek olarak, asprosinin oreksijenik ve glukojenik rolleri
tartismalidir. Pankreatik B-hiicrelerinde asprosin, TLR4'e baglanarak bu hiicrelerin
iltihaplanmasini1 ve apoptozu tesvik eder, TLR4/JNK aracili yolagi uyarir, cAMP
seviyelerini inhibe eder boylelikle insiilin sekresyonunu azaltir.

MKH'lerde asprosin, ERK1/2-SOD2 yolunu aktive eder bdylelikle bu
hiicrelerin oksidatif strese bagli apoptozu ve 6liimii dnlenmis olur. iskelet kasinda
asprosin, IR’yi desteklemek i¢cin PKC3/SERCA?2 aracili ER stres/iltihap yollarini

aktive eder (35).

3.3. Asprosin ve Ureme Iliskisi

Memelilerde normal gonadal aktiviteler, HHG ekseninin ¢esitli endokrin
faktorleri ve periferik organlardaki besin veya enerjinin mevcudiyetiyle yonetilen,
yiksek miktarda enerji gerektiren bir siiregtir (44). Yag dokusu, enerji
kaynaklarinin 6nemli bir rezervidir ve aglik sirasinda enerji homeostazini ve
dagilimin1 diizenleyen aktif bir endokrin organdir (45). Ayrica ergenligin
baslangicinda, dogurganlikta, cinsel davranisin mevsimsel diizenlenmesinde ve
enerji mevcudiyetine uyum saglamada kritik bir rol oynar (46,47). Glikoz,
gonadal aktiviteler i¢in enerji sagladigindan, beslenme ve iireme arasinda 6nemli
bir baglanti olarak kabul edilir (44). Erkegin saglikli iireme fonksiyonlar1 biiyiik
Olclide testikiiler glikoz alimma ve bunun testis hiicreleri tarafindan

metabolizmasina baglidir (48). Testiste glikoz, glikoz tasiyicilart (GLUT'lar)
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tarafindan kan testis bariyerini gegerek Sertoli hiicrelerine tasinir (49,50). Insiilin,
GLUTS tastyicisinin ekspresyonunu artirarak ve LDH enzimini aktive ederek
glikoz taginmasini diizenler (51,52,53). Sertoli hiicrelerinde glikoz once glikoliz
ile piruvata doniistiiriilir ve ardindan piruvat laktat dehidrojenaz-A enzimi
tarafindan laktata doniistirilir (54). Monokarboksilat tastyicilar (MCT 2 ve 4),
laktatin {ireme hiicrelerine beslenme destegi sagladiklar1 iireme hiicrelerine
tasinmasinda rol oynar. Laktat sentezi, testis germ hiicreleri iizerinde anti-
apoptotik bir etkiye sahiptir (52). Yag dokusu, adipokinler adi verilen biyoaktif
hormonlarin sentezi ve salinmasi yoluyla hem metabolik hem de iireme
islevlerinde yer alir (55,56). Literatiirdeki yer alan calismalar, asprosin dahil
adipokinlerin farkli dokular {izerinde endokrin etkilere sahip oldugunu ve
fizyolojik fonksiyonlarmni etkiledigini gostermektedir (57). HHG ekseni, c¢esitli
adipokinler tarafindan modiile edilir (56,58). Leptin, 6n hipofizden LH ve FSH
salinimini1 daha da tetikleyen hipotalamustan GnRH sentezini uyararak iireme
fonksiyonlarmi diizenler (59). Adiponektin, hipofiz hiicrelerini FSH ve insiilin
kaynakli LH tiretmeye tesvik ederek HHG ekseni tlizerinde bir etkiye sahiptir (60).
LH salgilanmasi benzer sekilde leptin tarafindan indiiklenir (61). Adiponektin
uygulamasi, yasl farelerde testikiiler steroidogenezi ve spermatogenezi iyilestirir
(55). Benzer sekilde visfatin de dogrudan Leydig hiicreleri iizerinde etki ederek
testikiiler steroidogenezi indiikler (56). Bu bulgular, gonadal fonksiyonlarin ve
dogurganligin diizenlenmesi i¢in adipokinler ve HHG ekseni arasinda kompleks
bir sistem oldugunu diisiindiirmektedir (62).

Asprosin, memelilerde adipoz doku-karaciger-pankreas ekseni yoluyla

glikoz homeostazinin diizenlenmesinde yer alan glukojenik bir adipokindir (36).
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Asprosin nanomolar diizeyde dolasir ve biyolojik etkisini OLFR734 aracili
CAMP-PKA hiicre i¢i yolu aracilifiyla gosterir. Ayrica organlar arasi karisma
yoluyla aglik kosullarinda istah1 uyaran oreksijenik bir peptid olarak kabul edilir
(41). Asprosin, aglik kosullarinda hepatik glukoz iiretimini indiiklerken, olgun
adipositler tarafindan dolasimdaki salgilanmasi beslenme sirasinda durdurulur.
Dolasimdaki glikoz, asprosinin negatif geri besleme diizenleyicisi olarak islev
goriir. Yapilan ¢alismalarda rekombinant asprosinin eksojen uygulamasinin
hayvanlarda dolasimdaki glikoz ve insiilin seviyelerini artirirken insiilin
duyarliligini ve glikoz homeostazini korudugunu ileri stirmektedir (36). Son
zamanlarda, fare testislerinde asprosin ve OLFR734 reseptor ekspresyonunda yasa
bagli varyasyonlar oldugu, asprosin tedavisinin testikiiler glikoz alimini,
testosteron ve laktat sentezini artirdigimi ve yash farelerin testislerinde
dogurganligi iyilestirdigi gorilmiistiir (62,63). Tiim bu bulgular, dogurganhgi
desteklemek icin asprosin ve testikiiler siiregler arasinda bir etkilesim oldugunu
gostermektedir. Bu bulgulara dayanarak, asprosinin fare testisinde testikiiler
metabolizma, steroidogenez ve spermatogenezin diizenlenmesinde yer alan bir

otokrin/parakrin faktor olarak hareket edebilecegi varsayilmaktadir (62).

3.4. Cahsmanin Amaci

Adipokinlerin memelilerde iireme fizyolojisinde yer aldigi bilinmekle
beraber iireme fonksiyonlarinda asprosinin rolii iizerine yapilan ¢ok az ¢alisma
vardir. Bu ¢aligma, asprosinin GnRH, GnlH ve kisspeptin (Kissl) salgilanmasi
tizerindeki roliinii hiicre kiiltiirli teknikleri kullanarak in vitro olarak arastirmay1

amagclamaktadir.
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulunun
2020/10 sayili karariyla etik yonden uygun bulunarak Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyofizik — Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapilmistir.
Calismanin  biitgesi, 1001-Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini
Destekleme Programi ile 2208744 numarali TUBITAK projesi karar1 geregince

karsilanmustir.

Bu c¢alismada; GnRH, GnIH ve kisspeptin salgilayan immortal
hipotalamus hiicre hatlar1, sirastyla mHypoA GFP, mHypoA50 ve mHypoA GFP3
ticari isimleriyle satin alinip, ilgili hiicre hatlarinda asprosin hormonun GnRH,

GnlIH ve kisspeptin salinimina etkisi ELISA yontemiyle dl¢tilmiistiir.

4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

e Immortal GnRH, GnIH ve kisspeptin hiicreleri ; %10 fetal buzag
serumu (FBS), 550 mg/L L-glutamin, 100 U/L penisilin, 100 pg/ml
streptomisin ihtiva eden kiiltiir medyumunda 37 °C ve %95 Oz %5
COg igeren nemli ortamda inkiibe edildi.

e Hiicreler, %0.125 tripsin(Sigma) ile 37 °C’de 8 dakika muamele
edilerek ayristirildi ve daha sonra 1600 rpm hizda 5 dakika santrifiij
edildi.

e Dibe ¢oken pelletin iizerindeki medyum uzaklastirildi, sonrasinda

kiiltiir medyumu eklendi.
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4.2. Asprosin Uygulamasinin GnRH Sekresyonuna Etkisinin ELISA

Yontemiyle Belirlenmesi

e Yeterli sayiya ulasan hiicre kiiltiir ortamindaki GnRH salgilayan
hiicreler Thoma lamiyla sayildi.

e Her kuyucuga 100 pl (5x10%) hiicre eklenecek sekilde GnRH salgilayan
hiicreler plate’lere ekildi.

e Plate’lerdeki hiicreler 37 °C ve %95 O2 %5 CO: igeren nemli ortamda
24 saat inkiibasyona tabi tutuldu.

e inkiibasyon siiresi dolduktan sonra her bir kuyucuktaki pelletin
tizerindeki medyum uzaklastirildi.

e Sekilde gosterildigi gibi GnRH salgilayan hiicrelere; 1nM, 10 nM ve

100 nM dozunda asprosin uygulamasi yapildi.

Kontrol 0. dk Asprosin 1 nM 0. dk
Kontrol 30. dk Asprosin 1 nM 30. dk
Kontrol 60. dk Asprosin 1 nM 60. dk
Kontrol 90. dk Asprosin 1 nM 90. dk
Kontrol 120. dk @ Asprosin 1nM 120. dk

Sekil 3: GnRH salgilayan hiicre hatlarina asprosin 1 nM doz uygulamasi
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Asprosin 10 nM 0. dk Asprosin 100 nM 0. dk

Asprosin 10 nM 30. dk Asprosin 100 nM 30. dk
Asprosin 10 nM 60. dk Asprosin 100 nM 60. dk
Asprosin 10 nM 90. dk Asprosin 100 nM 90. dk

Asprosin 10 nM 120. dk @ Asprosin 100 nM 120. dk

Sekil 4: GnRH salgilayan hiicre hatlarina asprosin 10 nM ve 100 nM doz uygulamasi

Kuyucuklardaki hiicreler 0., 30., 60., 90., 120. dakikalarda pipet
yardimiyla ¢ekilip ELISA 6l¢iimii yapilmak tizere -20 °C sicaklikta
muhafaza edildi

Deney giiniinde -20 °C sicaklikta bekletilen hiicreler ortam sicakligina
alindi.

GnRH 6l¢iimii yapilirken ELISA kitinde yazan deney protokolii esas
alindi. Deneye baslamadan once kitin icinde bulunan standart
soliisyonu, oOrnek diliisyon soliisyonu ile sulandirilarak 5000 pg/ml
konsantrasyona sahip olan stok (standart) soliisyon elde edildi. Elde
edilen bu standart, diliisyon i¢in kullandigimiz soliisyon kullanilarak;
Standart Soliisyon (S1) 39,06 pg/ml,

Standart Soliisyon (S2) 78,13 pg/ml,

Standart Soliisyon (S3) 156,25 pg/ml,

Standart Soliisyon (S4) 312,5 pg/ml,

Standart Soliisyon (S5) 625 pg/ml,

Standart Soliisyon (S6) 1250 pg/mi,

Standart Soliisyon (S7) 2500 pg/ml konsantrasyonlar1 elde edilecek

sekilde seyreltildi.
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Sekil 5: GnRH &lgiimiinde standart soliisyonunun ELISA protokoliine uygun bir sekilde diliie

edilmesi.

Diliisyon isleminin sonunda elde edilen standartlar, GnRH salgilayan
hiicre hattt numuneleri, ELISA tamponu ve antikorlar 96 kuyucuklu ELISA kit

plagma Sekil 6’da gosterildigi gibi pipet yardimiyla eklendi.
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Sekil 6: GnRH sekresyon olgliimiinde kit plagmin diizeni (B : Blank kuyucugu, SS: standart

soliisyon eklenen kuyucuk ve N: GnRH salgilayan hiicre numunesi eklenen kuyucuk).

Kit plag: diizenlendikten sonra ELISA protokolii asagidaki sirayla uygulandi:

e Standartlar soliisyonlar, numuneler ve biotin her birinden 50 pL olacak
sekilde Sekil 6’da belirtilen kuyucuklara eklendi ve plate’in tizeri plate
kaplama membrani ile kapatilip 45 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe
edildi.

e inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki sivilar uzaklastiriip 3 defa
yikama yapildi.

¢ Sonrasinda, her kuyucuga 100 uL. HRP eklendi ve plate’in {izeri yeni bir
plate kaplama membrani ile kapatilip 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe

edildi.
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e Inkiibasyondan sonra, her bir kuyucuktaki siv1 uzaklastirild1 ve toplam 5
kez yikama soliisyonu (her bir kuyucuk i¢in 300 pL) ile yikama yapildi.
5. yikamanin sonunda plate kagit havluya ters gevirip vurularak
kurutuldu.

¢ Ardindan tiim kuyucuklara 90 puL Substrat soliisyonu eklendi ve 1siktan
koruyarak 15-30 dakika 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyondan sonra tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu eklendi ve
hafifce karigtirildi.

e Deneyin son asamasinda; plate, ELISA plate okuyucusunda 450 nm

dalga boyunda okundu

4.3. GnlH Sekresyon Olgiimii

4.3.1. Asprosin Uygulamasimin GnlH Sekresyonuna Etkisinin ELISA

Yontemiyle Belirlenmesi

Yeterli sayiya ulasan hiicre kiiltiir ortamindaki GnIH salgilayan hiicreler
Thoma lamiyla sayildi.

Her kuyucuga 100 ul (5x10*) hiicre eklenecek sekilde GnIH salgilayan
hiicreler plate’lere ekildi.

Plate’lerdeki hiicreler 37 °C ve %95 Oz %5 CO; i¢eren nemli ortamda 24
saat inkiibasyona tabi tutuldu.

Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra her bir kuyucuktaki pelletin
tizerindeki medyum uzaklastirildi.

Sekilde gosterildigi gibi GnIH salgilayan hiicrelere 1nM, 10 nM ve 100

nM dozunda asprosin uygulamasi yapildi.
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Sekil 8: GnlH salgilayan hiicre hatlarina asprosin 10 nM ve 100 nM doz uygulamasi
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Kuyucuklardaki hiicreler 0., 30., 60., 90., 120. dakikalarda pipet
yardimiyla ¢ekilip ELISA Ol¢limii yapilmak tizere -20 © sicaklikta
muhafaza edildi

Deney giiniinde -20 ° sicaklikta bekletilen hiicreler ortam sicakligina
alindi.

GnlH o6l¢timii yapilirken ELISA kitinde yazan deney protokolii esas
alindi. Deneye baslamadan oOnce kitin iginde bulunan standart
soliisyonu, 6rnek diliisyon soliisyonu ile sulandirilarak 1600 mg/mL
konsantrasyona sahip olan stok (standart) soliisyon elde edildi. Elde
edilen bu standart, diliisyon i¢in kullandigimiz soliisyon kullanilarak;
1. Standart Soliisyon (S1) 12,5 mg/mL,

2. Standart Soliisyon (S2) 25 mg/mL,

3. Standart Soliisyon (S3) 50 mg/mL,

4. Standart Soliisyon (S4) 100 mg/ml,

5. Standart Soliisyon (S4) 200 mg/mL,

6. Standart Soliisyon (S5) 400 mg/mL,

7. Standart Soliisyon (S6) 800 mg/mL konsantrasyonlari elde edilecek

sekilde seyreltildi.
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Sekil 9: GnlH sekresyon ol¢iimiinde standart soliisyonunun ELISA protokoliine uygun bir sekilde

dilte edilmesi.

Diliisyon isleminin sonunda elde edilen standartlar, GnlH salgilayan hiicre
numuneleri, ELISA tamponu ve antikorlar 96 kuyucuklu ELISA kit plagina Sekil
10°da gosterildigi gibi pipet yardimiyla eklendi.

000923CCCOTC
90003 C0CGOGC
200000 CCCOPC
S029883006609%

QOPCEOCPEOCE
SOPCCOPLOEIEC
SODOOCOLECECREC
QOPDOPBSIOOCEGCGT

Sekil 10: GnIH sekresyon Ol¢limiinde kit plagimmin diizeni (B: Blank kuyucugu, SS: standart

soliisyon eklenen kuyucuk ve N: GnIH salgilayan hiicre numunesi eklenen kuyucuk).
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Kit plagi diizenlendikten sonra ELISA protokolii asagidaki sirayla uygulandi:

e Standartlar soliisyonlar 50 puL, numuneler ise 40 pL olacak sekilde Sekil
10°da belirtilen kuyucuklara eklendi.

e Ardindan 10 pL Biotin, 50 uL HRP soliisyonu eklenerek plate’in {izeri
plate kaplama membrani ile kapatilip 1 saat boyunca 37 °C’de inkiibe
edildi.

e Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki sivilar uzaklastirilarak her
kuyucu i¢in 300 puL olacak sekilde 5 defa yikama yapildi. 5. yikamanin
sonunda plate kagit havluya ters ¢evirip vurularak kurutuldu.

e Tim kuyucuklara 50 pLL kromojen A sonrasinda ise 50 uL. kromojen B
eklenerek plate’in {izeri yeni bir plate kaplama membrani ile kapatilip
10 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu eklendi ve
hafifce karistirildi.

e Deneyin son asamasinda; plate, ELISA plate okuyucusunda 450 nm

dalga boyunda okundu.
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4.4. Kisspeptin Sekresyon Ol¢iimii

4.4.1. Asprosin Uygulamasimin Kisspeptin Sekresyonuna Etkisinin
ELISA Yontemiyle Belirlenmesi

Yeterli saytya ulasan hiicre kiiltiir ortamindaki kisspeptin salgilayan
hiicreler Thoma lamiyla sayildi.

Her kuyucuga 100 pl (5x10* ) hiicre eklenecek sekilde kisspeptin
salgilayan hiicreler plate’lere ekildi.

Plate’lerdeki hiicreler 37 °C ve %95 Oz %5 CO2 igeren nemli ortamda 24
saat inkiibasyona tabi tutuldu.

Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra her bir kuyucuktaki pelletin iizerindeki
medyum uzaklastirildi.

Sekilde gosterildigi gibi kisspeptin salgilayan hiicrelere 1nM, 10 nM ve

100 nM dozunda asprosin uygulamasi yapildi.

27



Kontrol 0. dk Asprosin 1 nM 0. dk

Kontrol 30. dk Asprosin 1 nM 30. dk
Kontrol 60. dk Asprosin 1 nM 60. dk
Kontrol 90. dk Asprosin 1 nM 90. dk
Kontrol 120. dk @ Asprosin 1 nM 120. dk

Sekil 11: Kisspeptin salgilayan hiicre hatlarina asprosin 1 nM doz uygulamasi.

Asprosin 10 nM 0. dk Asprosin 100 nM 0. dk
Asprosin 10 nM 30. dk Asprosin 100 nM 30. dk
IA OC Asprosin 10 nM 60. dk Asprosin 100 nM 60. dk
8“ %t Asprosin 10 nM 90. dk Asprosin 100 nM 90. dk
8881 Asprosin 10 nM 120. dk @ Asprosin 100 nM 120. dk
@OOC

Sekil 12: Kisspeptin salgilayan hiicre hatlarina asprosin 10 nM ve 100 nM doz uygulamasi.

e Kuyucuklardaki hiicreler 0., 30., 60., 90., 120. dakikalarda pipet
yardimiyla ¢ekilip ELISA ol¢iimii yapilmak tizere -20 °C sicaklikta
muhafaza edildi

e Deney giiniinde -20 °C sicaklikta bekletilen hiicreler ortam sicakligina
alind1.

e Kisspeptin Ol¢iimii yapilirken ELISA kitinde yazan deney protokolii esas
alindi. Deneye baslamadan 6nce kitin i¢inde bulunan standart soliisyonu,
ornek diliisyon soliisyonu ile sulandirilarak 5000 pg/mL konsantrasyona
sahip olan stok (standart) soliisyon elde edildi. Elde edilen bu standart,
diliisyon i¢in kullandigimiz soliisyon kullanilarak;

e Standart Soliisyon (S1) 39,06 pg/ml,

e Standart Soliisyon (S2) 78,13 pg/ml,
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e Standart Soliisyon (S3) 156,25 pg/ml,

e Standart Soliisyon (S4) 312,5 pg/ml,

e Standart Soliisyon (S5) 625 pg/ml,

e Standart Soliisyon (S6) 1250 pg/ml,

e Standart Soliisyon (S7) 2500 pg/ml konsantrasyonlari elde edilecek

sekilde seyreltildi.

100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
. s U U U

)

[ i[l!ll@ll!'
;rf-i@m_.

L=
Standart Solisyon
5000 pg/ml

T lllll!'l@“f.
! | |

T WM@M'
< mnmnmqwf'f@m.

lim{l[lmg

100 pl
standart
diliient

2500pg/ml 1250pg/ml  625pg/ml  3125pg/ml 15625 pg/ml 7813 pg/ml 39,06 pa/ml

Sekil 13: Kisspeptin Olglimiinde standart soliisyonunun ELISA protokoliine uygun bir sekilde

diliie edilmesi.

Diliisyon isleminin sonunda elde edilen standartlar, Kisspeptin hiicre hatti
numuneleri, ELISA tamponu ve antikorlar 96 kuyucuklu ELISA kit plagina Sekil
14’te gosterildigi gibi pipet yardimiyla eklendi.
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0000 CCEERE
OCTTPCOCCOGEGU
00PEECCCTECDRE
SOPOCOCCOSGOCOOD

QOPCEOCPLETCE
SOPCCOLOEIE
SODOO0COECECREC
QOPDPBSIOOCEGCGT

Sekil 14: Kisspeptin sekresyon 6l¢limiinde kit plaginin diizeni (B: Blank kuyucugu, SS: standart

soliisyon eklenen kuyucuk ve N: Kisspeptin salgilayan hiicre numunesi eklenen kuyucuk).

Kit plagi diizenlendikten sonra ELISA protokolii asagidaki sirayla uygulandi:

e Standartlar soliisyonlar, numuneler ve biotin her birinden 50 uL olacak
sekilde Sekil 14°te belirtilen kuyucuklara eklendi ve plate’in lizeri plate
kaplama membran ile kapatilip 45 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe
edildi.

e Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki sivilar uzaklastirilip 3 defa
yikama yapildu.

e Sonrasinda, her kuyucuga 100 uLL HRP eklendi ve plate’in {izeri yeni
bir plate kaplama membrani ile kapatilip 30 dakika boyunca 37 °C’de

inkibe edildi.
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e Inkiibasyondan sonra, her bir kuyucuktaki siv1 uzaklastirildi ve toplam
5 kez yikama soliisyonu (her bir kuyucuk i¢in 300 pL) ile yikama
yapildi. 5. yikamanin sonunda plate kagit havluya ters cevirip
vurularak kurutuldu.

e Ardindan tiim kuyucuklara 90 pLL Substrat soliisyonu eklendi ve 1siktan
koruyarak 15-30 dakika 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyondan sonra tiim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu eklendi ve
hafifce karistirildu.

e Deneyin son asamasinda; plate, ELISA plate okuyucusunda 450 nm

dalga boyunda okundu.

4.5. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel karsilagtirmalar1 Students’t testi ve tek yonlii varyans
analizi ve varyans analizinin ardindan post-hoc Tukey’s testi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tiim analizlerde p degerinin 0.05’den az oldugu durumlar

istatistiksel agidan anlamli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. GNRH Salgilayan Hiicre Hatlarinda Asprosinin Doz ve Zamana

Gore Degisimi

Asprosin hormonunun farkli dozlar1 mHypoA hiicre hatlarindaki GnRH
sekresyonunu doz ve zamana gore farkli sekilde etkilemistir.

Asprosin 1 nM ve 10 nM dozda uygulandiginda; 30., 60., 90. ve 120.
dakikalarda anlaml1 bir sekilde azalirken,

Asprosin 100 nM dozda uygulandiginda ise 30., 60., 90. ve 120.

dakikalarda anlaml bir sekilde artmustir.
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Sekil 15: mHypoA GFP hiicre hattinda asprosin uygulamasinin GnRH sekresyon seviyesine
etkileri. A) Asprosin 1nM Dozu B) Asprosin 10 nM Dozu C) Asprosin 100 nM Dozu. Veriler Ort
+ SH olarak gosterilmistir. (Student’s T-Testi)



5.1. GnlH Salgilayan Hiicre Hatlarinda Asprosinin Doz ve Zamana

Gore Degisimi

Asprosin hormonu mHypoAS50 hiicre hatlarindaki GnlH sekresyonunu doz
ve zaman bagimli olarak degistirmistir.

Asprosinl nM dozda uygulandiginda GnIH sekresyonu 30. ve 60.
dakikada anlamli bir sekilde artmistir. 90. ve 120. dakikalarda ise kontrol grubuna
kiyasla yiiksek seviyelerde seyretmesine ragmen bu fark anlamli bir seviyeye
ulagsmamuistir. (p = 0,068, p=0,240).

Asprosin 10 nM dozda uygulandiginda GnIH sekresyonu 30. 60. ve 90.
dakikalarda anlamli bir sekilde artmistir. 120. dakikada kontrole kiyasla diisiis
gbzlemlenmistir. (p = 0,086)

Asprosin 100 nM dozda uygulandiginda, 30. dakikada kontrole neredeyse
esit olan GnIH sekresyon seviyesi; 60. Dakikada diismeye baslamis (p = 0,252),
90. dakikada dististinii stirdiirtirken (p =0,065) 120. dakikadaki fark anlamli

seviyeye ulagmistir.
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Sekil 16: mHypoAS50 hiicre hattinda asprosin uygulamasinin GnlH sekresyon seviyesine etkileri.
A) Asprosin 1nM Dozu B) Asprosin 10 nM Dozu C) Asprosin 100 nM Dozu. Veriler Ort + SH
olarak gosterilmistir. (Student’s T-Testi)
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5.2. Kisspeptin Salgilayan Hiicre Hatlarinda Asprosinin Doz ve

Zamana Gore Degisimi

Asprosin  hormonu mHypoA GFP3 hiicre hatlarindaki Kisspeptin
sekresyonunu doz ve zaman bagimli olarak degistirmistir.

Asprosin 1nM ve 10 nM dozlarda uygulandiginda kisspeptin sekresyon
seviyesi 30., 60., 90. ve 120., dakikalarda anlaml1 bir sekilde azalmistir.

100 nM dozda uygulanan asprosin; Kisspeptin sekresyon seviyesini 30.
dakikada kontrole gore kismen diisiiriirken (p = 0,135) 60. dakikada arttirmistir (p
= 0,152). 90. dakikada kontrol grubuna neredeyse esit olan asprosin grubu 120
dakikada kontrole gore artsa da (p =0,109) mevcut farklar herhangi bir anlam

ifade etmemektedir.
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Sekil 17: mHypoA GFP3 hiicre hattinda asprosin uygulamasinin Kisspeptin sekresyon seviyesine
etkileri. A) Asprosin 1nM Dozu B) Asprosin 10 nM Dozu C) Asprosin 100 nM Dozu. Veriler Ort
+ SH olarak gosterilmistir. (Student’s T-Testi)
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6. TARTISMA

Literatiirde enerji metabolizmasi ve lireme aksiyla iliskilendirilen asprosin;
aclik sirasinda beyaz yag dokusundaki adipositler tarafindan salinan bir proteindir
(63).

Kocaman ve arkadaslarmin yaptifi c¢alismada; asprosin karacigerde
hepatositlerde, bobrekte  kortikal  distal  tiibil  hiicrelerinde, kalpte
kardiyomiyositlerde, midenin fundusundaki yiizey epitel hiicrelerinde, testislerde
interstisyel Leydig hiicrelerinde ve beyindeki kortikal noronlarda tespit edildi. Bu
calisma sicanlarda karaciger, bobrek, kalp, mide, testis ve beyin dokularinda
asprosin varligini bildiren literatiirdeki ilk ¢alismadir (64).

Maurya ve arkadaglari, asprosinin iireme agisindan aktif fare testislerinde
Leydig ve Sertoli hiicrelerinde lokalize oldugunu ve asprosin-OLFR734
sinyalinin, yash farelerde bir otokrin/parakrin diizenleyici olarak testikiiler
steroidogenezi ve spermatogenezi destekledigi sonucuna varmislardir. Yine ayni
calismada asprosin ve reseptorii OLFR734 ekspresyonunun, fare testisinde
yaslanma sirasinda azalan testikiiler glikoz ve testosteron seviyeleri ile ayni anda
azaldig1 goriilmistiir (65).

Asprosinin HHG eksenine etkisini incelemek amaciyla yapilan bir invivo
calismada asprosin uygulamasinin kandaki FSH, oksitosin ve estradiol diizeylerini
anlaml olarak artirdi§i sonucuna varilmistir. Ancak HHG ekseni iizerindeki
etkisini inceleyen c¢alismalar oldukc¢a kisithidir (66). Dolayisiyla asprosinin
noroendokrin lreme aksi Ttizerindeki etki mekanizmast hala tam olarak

aydinlatilamamustir.
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Bu calismada asprosinin GnRH salinnmina direkt etkisini incelemek
amaciyla immortal hiicre hatlar1 kullanildi. InM ve 10 nM dozdaki asprosin,
GnRH salinimini anlamhi bir sekilde azaltirken; 100 nM dozda asprosin
uygulamast GnRH salinimini anlamli bir sekilde arttirmistir. Bu bilgiler 1s181inda
asprosinin  GnRH noéronlarim1  doz bagimh etkiledigi ve etkin dozlarda
kullaniminin iireme ekseni lizerinde hiicresel boyutta farkliliklar yaratabilecegi
sonucuna varilabilir. Ancak bu mekanizmanin daha i1yi anlasilmasi i¢in daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Japon bildircinlarinda kesfedilen GnIH; GnRH-I néronlarinin aktivitesini
azaltarak ya da dogrudan gonadotroplar iizerinde etki ederek gonadotropin
sentezini ve salinimini inhibe edebilir (67). Calismamizda 1nM ve 10 nM dozda
asprosin uygulandiginda GnlH, GnRH’nin tersi yoniinde artarken, 100 nM
asprosin uygulamasinda ise yine GnRH’ nin tersi yonde azalmistir. Bu durum
literatiirii destekler niteliktedir.

GnRH noronlart tarafindan eksprese edilen G protein-bagli reseptorii
KISS1R'ye (GPR54 olarak da bilinir) baglanan kisspeptin, GnRH salinimini ve
memeli lireme ekseninin aktivasyonunu uyarir. Kisspeptin néronlari, hem hiicre
govdesinde hem de sinir terminallerinde hareket eden GnRH noéronlart ile yakin
temas kurar (68). Bu bilgilerden hareketle GnRH salinnmindaki mevcut
degisikligin kisspeptin salimina da etki edece8i Ongoriilebilir. Calismamizda;
asprosin 1nM ve 10 nM dozlarda uygulandiginda kisspeptin seviyesi 30., 60., 90.
ve 120., dakikalarda anlamli bir sekilde azalmistir.

Mevcut azalmanin GnRH’da da goriilmesi, kisspeptinin GnRH aktivatorii

oldugunu dogrular niteliktedir. Ancak 100 nM asprosin dozunda goriilen GnRH
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artig1, kisspeptin hiicre hattinda goriilmemistir. 100 nM dozda uygulanan asprosin
kisspeptin seviyesini 30. dakikada kontrole gére kismen diisiiriirken 60. dakikada
arttirmistir. Kisspettin hiicre hattinda (100 nM asprosin uygulamasi) 90. dakikada
kontrol grubuna neredeyse esit olan asprosin grubu 120 dakikada kontrole goére
artsa da mevcut farklar istatistiksel olarak herhangi bir anlam ifade etmemektedir.
Bu sonuclardan hareketle GnRH/Kisspeptin sinyallesmesinin hiicresel boyutta
anlasilmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Bu tez ¢alismasi ile; asprosin hormonunun in vitro olarak Kisspeptin,
GnRH ve GnlH salgilayan immortal hipotalamus hiicre hatlarinda kisspeptin,
GnRH ve GnlH salinmas: iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla yapilan ilk
calismadir. Bu amagla yapilan deneysel calismalardan asprosinin hipotalamik

hiicre hattlar1 {izerinde etkili olabilecegini gostermektedir.

Sonu¢ olarak, bu tez c¢alismasinda elde ettigimiz sonuglar asprosin
hormonunun iireme aksindaki néroendokrin etkileriyle puberte baslangicinda ve
tireme sisteminin merkezi olarak diizenlenmesinde etkin bir roliiniin olabilecegini

diistindiirmektedir.
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