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1. ÖZET 

Vücut yağ ve kas ağırlığı belirli bir eşik değere ulaştığı zaman, çeşitli 

metabolik sinyaller puberte başlangıcını ve dolayısıyla üreme fonksiyonunu 

düzenleyen hipotalamik nöronal ağa bu bilgiyi iletir. Fakat bu metabolik 

tetikleyicilerin doğası hala net değildir. Literatürde vücut ağırlığı/metabolik 

durumla ilgili bilgilerin nöroendokrin üreme aksı ile ilişkilendirilmesinde; leptin, 

insülin ve ghrelin gibi çeşitli eksitatör ve inhibitör metabolik sinyallerin rolü 

belirlenmiştir. Fakat bu faktörler tek başlarına puberte ve üremenin metabolik 

düzenleyicileri değildirler. Buna bağlı olarak vücut yağ/kas kütlesi ile ilişkili 

olabilecek diğer potansiyel sinyallerin araştırılmasının gerekliliği söz konusudur. 

Beyaz yağ doku hücrelerinden salınan bir hormon olan asprosin, karaciğerden 

dolaşıma hızlı bir şekilde glikoz salınımına sebep olmaktadır. Yağ dokudan 

salgılanan asprosinin bir yandan karaciğerden kana glikoz salınmasını kontrol 

ettiğinin anlaşılması ve diğer yandan sperm motilitesini artırıcı etkisi bu 

hormonun erkeklerde enerji metabolizması ve üreme faaliyetlerinin başlaması 

arasında anahtar bir rol oynayabileceği düşüncesini doğurmaktadır. Ancak 

asprosinin nöroendokrin üreme aksı üzerindeki etki mekanizması hala tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Bu çalışma kapsamında yapılacak olan in vitro çalışmalar ile 

asprosinin puberteye geçiş üzerindeki hipotalamik hücre hatlarına olası etkilerini 

inceleme amacıyla gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH), gonadotropin 

inhibitör hormon (GnIH) ve kisspeptin nöronları üzerinde etkileri belirlenmeye 

çalışıldı.  

Çalışmada immortal hipotalamik hücre hatları GnRH (mHypoA GFP), 

GnIH (mHypoA50) ve kisspeptin (mHypoA GFP3) kullanıldı. Asprosinin farklı 
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dozlarda (1 nM,10 nM ve 100 nM ) ve farklı zamanlarda (0., 30., 60., 90., 120. 

dakika) bu hücre hatlarındaki GnRH, GnIH ve Kisspeptin sekresyonu üzerindeki 

etkisi ELISA yöntemiyle belirlendi. Veriler Students’t testi ve tek yönlü varyans 

analizi ve varyans analizinin ardından post-hoc Tukey’s testi kullanılarak 

gerçekleştirildi. 

Asprosinin 1nM ve 10 nM dozlarında uygulandığı GnRH hücre hattında; 

GnRH tüm zamanlarda anlamlı şekilde azalırken, 100 nM’ da ise anlamlı şekilde 

artmıştır. GnIH hücre hattında, 1nM ve 10 nM asprosin dozlarında GnIH 

düzeyinde 30., 60., dakikalarda anlamlı bir artış, 100 nM dozda; yalnızca 120. 

dakikada anlamlı bir azalma görülmüştür. Kisspeptin hücre hattında 1 nM ve 10 

nM asprosin uygulaması; kisspeptin düzeyinde tüm zamanlarda anlamlı bir azalışa 

yol açarken, 100 nM dozda ise anlamlı bir fark gözlemlenmemiştir. Bu bulgular, 

asprosinin hipotalamik hücre hatları üzerinde etkili olabileceğini göstermektedir. 

Bu durum puberteye geçiş ve üreme sisteminin merkezi olarak düzenlenmesinde 

önemli bir rol oynayabileceğini düşündürmektedir. 

Anahtar Kelimeler : Asprosin, GnRH, GnIH, kisspeptin, ELISA 
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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 (GnIH) and kisspeptin neurons in 
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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 GnIH cell line, a significant increase in GnIH 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, GnIH, kisspeptin, Elisa 
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3. GİRİŞ 

3.1. Puberte Fizyolojisi 

Puberte, bireylerin cinsel olgunluğa eriştikleri ve üreme yeteneği kazandığı 

fizyolojik bir süreçtir. Büyümenin bittiği ve üreme yeteneğinin başladığı insan 

gelişiminin tanımlayıcı bir aşamasıdır. Çocukluktan ergenliğe geçişteki olayların 

zamanlamasında doğal farklılıklar olmasına rağmen, temel süreçler tüm sağlıklı 

insanlarda ortaktır. Bu geçişin altında yatan temel mekanizma, hipofiz bezinden 

pulsatil bir şekilde salınan gonadotropin (Gn) seviyelerinin yükselmesiyle gonadal 

stimülasyondur (1). Süreç başladığında, hipotalamus artan genlik ve frekans ile 

pulsatil bir tarzda gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH) salgılamaya başlar. 

GnRH, hipofiz gonadotropinlerini, luteinize edici hormonu (LH) ve folikül uyarıcı 

hormonu (FSH) uyarır. Bu gonadotropinler, gonad düzeyinde hareket ederek 

östrojen ve progesteron veya testosteron salınımına neden olur (2).  

MSS’ nin işlevindeki ve hipotalamo-hipofiz (HH) eksenindeki 

değişiklikler, özellikle gonadotropinlerin (FSH ve LH) sekresyonunda artış 

meydana gelir, bu durum salınım sürecini destekler (3). Gn stimülasyonunu 

takiben gonadal seks steroidi üretimindeki artış, genital organlar, deri, meme, 

beyin, kas ve kemik dahil birçok dokudaki değişikliklerden sorumludur (1). 

3.1.1. Puberteyi Etkileyen Faktörler 

Genetik faktörler ergenlik yaşının en önemli belirleyicisi olarak kabul 

edilirken, beslenme, sosyoekonomik faktörler ve çevresel kirleticiler de ergenlik 

başlangıcını etkiler (4). Kaprio ve arkadaşlarının ikiz kardeşlerde yaptığı bir 

araştırmada menarş yaşının % 74 oranında genetik faktörlerden, %26 oranında 
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çevresel faktörlerden etkilendiği sonucuna varılmıştır (5). Bununla beraber, 

pubertal büyümede genetik etkinin en fazla olduğu dönem, büyüme hızının peak 

yaptığı dönemdir (6).  

Stres, iskelet olgunluğu, metabolizma hızı, vücut yağ oranı gibi faktörlerin 

yanısıra; beslenme, sık enfeksiyonlar, sağlıklı bir çevreye göç, çevre kirliliği, 

böcek öldürücüler, antiandrojen ve östrojen benzeri kimyasallar ergenliğe etki 

eden diğer faktörlerdir (7). 

Ergenlik öncesi büyümeyi etkileyen kronik hastalık gibi patolojik faktörler 

ergenliği geciktirebilir ve nihai yetişkin boyunu azaltabilir (1). 

GnRH'nin pulsatil sekresyonu ve ardından gonadların aktivasyonu ile 

sonuçlanan HPG ekseninin erken olgunlaşması, GnRH bağımlı veya santral erken 

ergenliğe (SEE) neden olur. Klinik olarak SEE, kızlarda 8 yaşından önce meme 

gelişimi (telarş) veya erkeklerde 9 yaşından önce testis büyümesi ile 

karakterizedir (8). 

3.1.2.  Hipotalamus-Hipofiz-Gonadal Aks  

Hipotalamik – hipofiz – gonadal (HHG) ekseni, doğurganlığın 

düzenlenmesinde işlev gören, birbiriyle iletişim halinde olan bir nöral ve endokrin 

sistemin hümoral bileşenidir. 1937'de Cambridge'de bir tıp öğrencisi olan 

Geoffrey Harris, hipofiz - gonadal eksenin merkezi sinir sisteminin (MSS) 

kontrolü altında olduğuna dair kanıt sağlayan ilk kişiydi (9). 
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Şekil 1: Hipotalamus - Hipofiz – Gonadal Aksı 

3.1.3.  GnRH 

Üreme ekseninin işlevinde anahtar rol oynayan GnRH; ilk olarak domuz 

hipotalamusundan izole edilmiş olup 10 amino asitli bir nöropeptittir. Hipotalamik 

nörosekresyon hücreleri (GnRH nöronları) tarafından üretilir ve pulsatil bir 

şekilde hipotalamo-hipofiz portal dolaşımına salınır, ardından ön hipofiz bezine 

ulaşır, burada LH ve FSH sentezini ve salınımını uyarır (10).  

GnRH nöronlarının çoğunluğu medial bazal hipotalamusta, 

infundibulumda ve hipotalamusun periventriküler bölgesinde bulunur (11). GnRH 

ayrıca beynin dışındaki hücrelerde de bulunur, ancak rolü henüz tam olarak 

anlaşılamamıştır. GnRH-I’in plasenta, bağışıklık sistemi, gonadlar ve endokrin 
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tümörler gibi hipofiz dışı dokularda otokrin ve/veya parakrin düzenleyici olarak 

görev yaptığı tahmin edilmektedir (12,13,14,15,16 ). 

Omurgalıların çoğunda en az iki ve genellikle üç GnRH formu bulunur. 

İnsanlarda GnRH-I'e ek olarak GnRH-II adı verilen ikinci bir alt tip bulunmuştur. 

GnRH-II ilk olarak tavuk hipotalamusundan tanımlanmıştır (17,18). Orta beyin 

bölgesinde bulunan bir dekapeptit olan GnRH-II; bir hipofiz salma faktörü yerine 

bir nörotransmiter görevi görür. Yine de, GnRH-II; GnRH-I reseptörüne 

bağlanarak in vivo gonadotropin salınımını uyarabildiği gösterilmiştir. 

GnRH- I ve GnRH-II, balıklardan memelilere kadar filogenetik olarak 

çeşitli türlerde bulunur, ancak GnRH-I'in ekspresyonu beyinde daha yüksekken, 

GnRH-II çoğunlukla diğer organlarda eksprese edilir (19,20). 

Üçüncü bir GnRH formu olan GnRH-III, teleost balıklarında telensefalon 

nöronlarında tanımlanmıştır (21). 

GnRH, farklı genlik ve frekanslarda salgılanır. GnRH sekresyonunun 

sıklığı, ön hipofizin gonadotroplarından LH’nın FSH sekresyonuna oranını 

değiştirir. Prolaktin, kortikotropin salgılatıcı hormon, glukokortikoidler, leptin, 

adiponektin, ghrelin, insülin, katekolaminler ve insülin benzeri büyüme faktörü 

(IGF)-1 gibi hormonlar ve opiatlar gibi nörotransmitterler GnRH salınımını 

modüle eder (10). 

GnRH  aktivitesi çocukluk döneminde düşüktür ve ergenlik döneminde 

belirgin şekilde artar. GnRH'nın uygun pulsatil aktivitesi üreme için gereklidir 

ancak gebelik oluştuktan sonra artık gerekli değildir (22). 
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3.1.4.  GnIH 

2000 yılında hipofiz gonadotropin sekresyonunu inhibe eden yeni bir 

hipotalamik nöropeptit keşfedildi (23). Şimdi gonadotropin inhibe edici hormon 

olarak adlandırılan bir dekapeptit olan GnIH; başlangıçta kuşlarda, daha sonra 

memelilerde ve diğer omurgalılarda tanımlandı (24). GnIH nöronları, 

hipotalamusun paraventriküler çekirdeğinde bulunur (25). GnIH, kuşların ve 

memelilerin hipofiz ve GnRH nöronları üzerinde bir GPCR (GPR 147) 

aracılığıyla etki ederek LHβ- ve FSHβ- alt birimlerinin salınımını ve sentezini 

inhibe eder (24). Ayrıca gonadlarda GnIH ve GnIH reseptörünün varlığı ve 

bunların steroid biyosentezi ve gamet olgunlaşması ile ilgili hücrelerde 

ekspresyonu; GnIH'nın steroidogenez ve gametogenez üzerindeki düzenleyici 

rolünü ortaya koymaktadır (26). Hamsterlerde GnIH, seminifer tübüllerde 

bulundu ancak GnIH reseptörü ekspresyonu yalnızca spermatositler ve 

spermatidlerle sınırlıydı (27). GnIH'nın memelilerdeki fizyolojik rolü hala büyük 

ölçüde çözülmemiştir. GnIH, jüvenil ve prepubertal farelerde LH sekresyonunu 

baskılar, ancak pubertenin zamanlaması, ilerlemesi veya süresinde önemli bir rolü 

olması olası değildir (28). GnIH'nın, GnRH nöronlarının kisspeptin kaynaklı 

aktivasyonunu kesebileceği bulunmuştur (29). GnIH’nın stres kaynaklı üreme 

bozulmasının bir aracısı olarak da hareket edebileceği düşünülmektedir (24). 

3.1.5.  Kisspeptin 

Kisspeptin, HHG ekseninin işlevinde kritik bir rolü olan bir nöropeptiddir 

ve hipotalamusta; üçüncü ventrikülün (RP3V) rostral periventriküler bölgesinde 

ve arkuat çekirdekte (ARC) bulunan iki ana nöron popülasyonu tarafından üretilir. 

Bu nöronlar hipotalamusta GnRH nöronlarına (kisspeptin reseptörü, Kiss1r 
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aracılığıyla hareket eden) projekte olur, bunları aktive eder ve GnRH 

salgılanmasını uyarır (30). İnsanlarda, kisspeptinin plasenta içindeki hücre 

popülasyonlarında ve yumurtalıklarda, testislerde, ince bağırsakta ve pankreasta 

eksprese edildiği bulunmuştur (31). Kisspeptinin ilk keşfinden birkaç yıl sonra, 

başlangıçta GPR54 olarak bilinen, peptite güçlü afinite ile bağlanan bir G-protein-

bağlı reseptör keşfedildi (32). Kisspeptinin üreme eksenindeki öneminin 

keşfedilmesiyle, Kisspeptin reseptörü GPR54; Kiss1r olarak bilinir hale gelmiştir 

(33). Neredeyse aynı anda yayınlanan iki çalışma, kisspeptin/Kiss1r sinyalinin 

GnRH ve gonadotropinlerin salgılanması için ana uyarıcı olduğunu göstermiştir 

(34). 

3.2. Asprosin Hormonu 

Fibrillin 1 (FBN1) geninin iki ekzonu (ekzon 65 ve ekzon 66) tarafından 

kodlanan asprosin, yeni bir glukojenik adipokindir ve esas olarak açlık sırasında 

beyaz adipoz doku tarafından sentezlenir ve salınır (35). 

Romere ve ark. 2016 yılında Neonatal Progeroid Sendrom (NPS) üzerine 

yaptıkları genetik çalışma esnasında bu hormonu keşfetmişlerdir. İki NPS 

hastasında glikoz ve insülin homeostazisini incelediklerinde bu hastalarda 

öglisemi sürdürülürken, insülinin azaldığı gözlemlenmiştir. NPS’li hastalarda 

gece boyu aç kalmanın ardından ölçülen plazma insülin değerleri normal kişilere 

göre 2 kat düşük bulunmuştur. Genetik teşhis için bu 2 hasta ile daha önce NPS 

tanısı alan literatürdeki benzer 5 vakanın karşılaştırılması yapılmış; 7 hastanın 

hepsinde fibrillin 1 proteinini kodlayan genin (FBN1) 3’ kısmına yakın 

bölümünde mutasyon olduğunu tespit etmişlerdir. Tüm mutasyonlarda 
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profibrillinin C terminal klivaj ürününün olmadığını gözlemlemişlerdir. 

Kaynağının beyaz adipoz doku olduğu ortaya çıkanca Grekçe beyaz (aspros) 

kelimesine benzeyen asprosin adını vermişlerdir. Asprosin profibrillin’in C 

terminal bölünme ürünüdür ve FBN1’in son iki eksonu tarafından kodlanır. 

Toplamda 140 amino asitten oluşan asprosinin 11 amino asidini ekson 65, 129 

amino asidini ise ekson 66 kodlar. Tüm insan dokularının FBN1 mRNA profili 

incelendiğinde mRNA ekspresyonunun en fazla adipoz dokuda olduğu 

bulunmuştur (36). 

235 kb uzunluğunda olan FBN1, 15q21.1 kromozomunda yer almaktadır 

(37). Bu ekzonlar, 2871 amino asit uzunluğunda olan bir proproteini kodlar. 

Çevrilen bu pro-protein, olgun fibrillin-1 ve 140 amino asit uzunluğunda asprosin 

üreten aktive edilmiş proteaz furin tarafından C ucunda parçalanır(38,39). Beyaz 

dipoz dokusu asprosin için önemli bir kaynaktır, ancak FBN1 mRNA'nın kalp, 

akciğer vb.  birçok organda yüksek oranda eksprese edildiği dikkate alındığında, 

asprosinin yalnızca beyaz adipositlerden türetilip üretilmediği kesin değildir (36). 

Ayrıca β-hücreleri hiperlipidemik koşullarda da asprosin salgılayabilirler (40). 

Asprosin sentezlendikten sonra kana salınıp açlık koşullarında artan bir plazma 

konsantrasyonu gösterir. Asprosin, periferik hedef dokular üzerinde etkisinin yanı 

sıra kan-beyin bariyerini de geçebilir ve MSS üzerinde bir etkiye sahip olabilir 

(36,41). MSS, periferik dokular ve organlar üzerinde birçok etkisinin olduğu 

bildirilen asprosinin;  çoklu aşağı akış sinyal yolları aracılığıyla iştahı, glikoz 

metabolizmasını, ID'ni (İnsülin Direnci), hücre apoptozunu vb. düzenlemede 

önemli bir etkiye sahiptir (35). 
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Asprosinin merkezi reseptörleri, esasen hipotalamik arkuat çekirdekte 

bulunur ve iştahın artmasına katkıda bulunur. Beslenme kontrol merkezi olarak 

hipotalamus; iki tip nöron popülasyonuna dayanarak iştahı düzenler: anoreksijenik 

pro-opiomelanokortin (POMC) nöronları ve oreksijenik agouti ile ilişkili peptit 

(AgRP) nöronları (42). Asprosin, AgRP nöronlarının amplitüdünü arttırır ve 

membran potansiyellerini değiştirir, bu da AgRP nöronlarının aktivitesini bir G 

proteinleri-cAMP-PKA ekseni ile arttırır. Aynı zamanda, bu sinyalleşme POMC 

nöronlarının aktivitesini GABA'ya bağımlı bir şekilde inhibe eder, böylece gıda 

alımını uyarır ve enerji homeostazını düzenler (41). 

 

Şekil 2: Asprosin hormonun merkezi ve periferik sistem üzerindeki etki mekanızması (35). 

Asprosinin periferdeki ana hedef organ ve dokuları; karaciğer, pankreas, 

iskelet kası ve kalp olmakla beraber; karaciğer üzerindeki biyolojik etkisinin, 

adenilil siklaz-PKA-cAMP yanıtlı element bağlama (CREB) yolunu aktive eden 

ve glikoz üretimine/salınmasına yol açan G protein-bağlı reseptöre (GPCR) bağlı 

olduğu bildirilmiştir (36). 
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Yapılan son çalışmalar koku alma reseptörü olan 734'ün (OLFR734); 

asprosinin bu etkiye aracılık eden reseptörlerinden biri olduğu sonucunu ortaya 

koysa da, asprosinin glukojenik fonksiyonundan sorumlu tek reseptör OLRF734 

değildir (43). 

Asprosinin hepatik glikoz üretimine ve gıda alımına aracılık etmede diğer 

glukojenik ve iştahla ilgili hormonlarla nasıl etkileşime girdiği tam olarak 

açıklanamamıştır. Glukagon, epinefrin, norepinefrin ve glukokortikoidler dahil 

olmak üzere hormonların hepatositlerden glikoz salınımını arttırdığı 

bilinmektedir. İlginç bir şekilde, Romere ve ark. asprosin tedavisinin yukarıdaki 

glukojenik hormon seviyeleri üzerinde hiçbir etkisi olmadığını kaydetmiştir. 

Ayrıca, glukagonun glukojenik etkilerinin, G protein-cAMP PKA ekseninin 

etkinleştirilmesi yoluyla da elde edilebileceği yaygın olarak bilinmektedir; 

Bununla birlikte, glukagon reseptörünü inhibe eden, asprosinin hepatositler 

üzerindeki glukojenik etkileri üzerinde hiçbir etkisi yoktur (36). Bu, asprosinin 

glikoz salınımını desteklemede nispeten bağımsız bir rol oynadığını gösterir. İştah 

aracılık etkilerine gelince, aynı ekip tarafından yapılan bir araştırma, mideden 

salınan iyi bilinen bir oreksijenik hormon olan asprosin ve ghrelin arasındaki 

bağlantıyı gösterdi. 

Bulgular, AgRP nöronlarının fraksiyonel örtüşen bir alt kümesinin hem 

asprosin hem de ghrelin tarafından aktive edilebileceğini ortaya koydu. Ayrıca, 

asprosin eksikliği, grelin'in AgRP nöronlarını aktive etme yeteneğinin azalmasına 

neden oldu. Ghrelin reseptörü ise asprosinin AgRP nöronlarını aktive edebilmesi 

için vazgeçilmezdir (41). 
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Hipotalamusta asprosin, G proteinleri-cAMP-PKA yolunu aktive ederek 

AgRP nöronlarının aktivitesini artırarak iştahın artmasına neden olur. Karaciğerde 

asprosin, CREB yolu yoluyla glikoz üretimini ve salımını artırmak için 

OLFR734'e bağlanır. Ek olarak, asprosinin oreksijenik ve glukojenik rolleri 

tartışmalıdır. Pankreatik β-hücrelerinde asprosin, TLR4'e bağlanarak bu hücrelerin 

iltihaplanmasını ve apoptozu teşvik eder, TLR4/JNK aracılı yolağı uyarır, cAMP 

seviyelerini inhibe eder böylelikle insülin sekresyonunu azaltır. 

MKH'lerde asprosin, ERK1/2-SOD2 yolunu aktive eder böylelikle bu 

hücrelerin oksidatif strese bağlı apoptozu ve ölümü önlenmiş olur. İskelet kasında 

asprosin, IR’yi desteklemek için PKCδ/SERCA2 aracılı ER stres/iltihap yollarını 

aktive eder (35). 

3.3. Asprosin ve Üreme İlişkisi 

Memelilerde normal gonadal aktiviteler, HHG ekseninin çeşitli endokrin 

faktörleri ve periferik organlardaki besin veya enerjinin mevcudiyetiyle yönetilen, 

yüksek miktarda enerji gerektiren bir süreçtir (44). Yağ dokusu, enerji 

kaynaklarının önemli bir rezervidir ve açlık sırasında enerji homeostazını ve 

dağılımını düzenleyen aktif bir endokrin organdır (45). Ayrıca ergenliğin 

başlangıcında, doğurganlıkta, cinsel davranışın mevsimsel düzenlenmesinde ve 

enerji mevcudiyetine uyum sağlamada kritik bir rol oynar (46,47). Glikoz, 

gonadal aktiviteler için enerji sağladığından, beslenme ve üreme arasında önemli 

bir bağlantı olarak kabul edilir (44). Erkeğin sağlıklı üreme fonksiyonları büyük 

ölçüde testiküler glikoz alımına ve bunun testis hücreleri tarafından 

metabolizmasına bağlıdır (48). Testiste glikoz, glikoz taşıyıcıları (GLUT'lar) 
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tarafından kan testis bariyerini geçerek Sertoli hücrelerine taşınır (49,50). İnsülin, 

GLUT8 taşıyıcısının ekspresyonunu artırarak ve LDH enzimini aktive ederek 

glikoz taşınmasını düzenler (51,52,53). Sertoli hücrelerinde glikoz önce glikoliz 

ile piruvata dönüştürülür ve ardından piruvat laktat dehidrojenaz-A enzimi 

tarafından laktata dönüştürülür (54). Monokarboksilat taşıyıcılar (MCT 2 ve 4), 

laktatın üreme hücrelerine beslenme desteği sağladıkları üreme hücrelerine 

taşınmasında rol oynar. Laktat sentezi, testis germ hücreleri üzerinde anti-

apoptotik bir etkiye sahiptir (52). Yağ dokusu, adipokinler adı verilen biyoaktif 

hormonların sentezi ve salınması yoluyla hem metabolik hem de üreme 

işlevlerinde yer alır (55,56). Literatürdeki yer alan çalışmalar, asprosin dahil 

adipokinlerin farklı dokular üzerinde endokrin etkilere sahip olduğunu ve 

fizyolojik fonksiyonlarını etkilediğini göstermektedir (57). HHG ekseni, çeşitli 

adipokinler tarafından modüle edilir (56,58). Leptin, ön hipofizden LH ve FSH 

salınımını daha da tetikleyen hipotalamustan GnRH sentezini uyararak üreme 

fonksiyonlarını düzenler (59). Adiponektin, hipofiz hücrelerini FSH ve insülin 

kaynaklı LH üretmeye teşvik ederek HHG ekseni üzerinde bir etkiye sahiptir (60). 

LH salgılanması benzer şekilde leptin tarafından indüklenir (61). Adiponektin 

uygulaması, yaşlı farelerde testiküler steroidogenezi ve spermatogenezi iyileştirir 

(55).  Benzer şekilde visfatin de doğrudan Leydig hücreleri üzerinde etki ederek 

testiküler steroidogenezi indükler (56). Bu bulgular, gonadal fonksiyonların ve 

doğurganlığın düzenlenmesi için adipokinler ve HHG ekseni arasında kompleks 

bir sistem olduğunu düşündürmektedir (62).  

Asprosin, memelilerde adipoz doku-karaciğer-pankreas ekseni yoluyla 

glikoz homeostazının düzenlenmesinde yer alan glukojenik bir adipokindir (36). 
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Asprosin nanomolar düzeyde dolaşır ve biyolojik etkisini OLFR734 aracılı 

cAMP-PKA hücre içi yolu aracılığıyla gösterir. Ayrıca organlar arası karışma 

yoluyla açlık koşullarında iştahı uyaran oreksijenik bir peptid olarak kabul edilir 

(41). Asprosin, açlık koşullarında hepatik glukoz üretimini indüklerken, olgun 

adipositler tarafından dolaşımdaki salgılanması beslenme sırasında durdurulur. 

Dolaşımdaki glikoz, asprosinin negatif geri besleme düzenleyicisi olarak işlev 

görür. Yapılan çalışmalarda rekombinant asprosinin eksojen uygulamasının 

hayvanlarda dolaşımdaki glikoz ve insülin seviyelerini artırırken insülin 

duyarlılığını ve glikoz homeostazını koruduğunu ileri sürmektedir (36). Son 

zamanlarda, fare testislerinde asprosin ve OLFR734 reseptör ekspresyonunda yaşa 

bağlı varyasyonlar olduğu, asprosin tedavisinin testiküler glikoz alımını, 

testosteron ve laktat sentezini artırdığını ve yaşlı farelerin testislerinde 

doğurganlığı iyileştirdiği görülmüştür (62,63). Tüm bu bulgular, doğurganlığı 

desteklemek için asprosin ve testiküler süreçler arasında bir etkileşim olduğunu 

göstermektedir. Bu bulgulara dayanarak, asprosinin fare testisinde testiküler 

metabolizma, steroidogenez ve spermatogenezin düzenlenmesinde yer alan bir 

otokrin/parakrin faktör olarak hareket edebileceği varsayılmaktadır (62). 

3.4. Çalışmanın Amacı  

Adipokinlerin memelilerde üreme fizyolojisinde yer aldığı bilinmekle 

beraber üreme fonksiyonlarında asprosinin rolü üzerine yapılan çok az çalışma 

vardır. Bu çalışma, asprosinin GnRH, GnIH ve kisspeptin (Kiss1) salgılanması 

üzerindeki rolünü hücre kültürü teknikleri kullanarak in vitro olarak araştırmayı 

amaçlamaktadır.  
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4. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma Fırat Üniversitesi Deney Hayvanları Yerel Etik Kurulu’nun 

2020/10 sayılı kararıyla etik yönden uygun bulunarak Fırat Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Biyofizik – Fizyoloji Anabilim Dalı laboratuvarlarında yapılmıştır. 

Çalışmanın bütçesi, 1001-Bilimsel ve Teknolojik Araştırma Projelerini 

Destekleme Programı ile 220S744 numaralı TÜBİTAK projesi kararı gereğince 

karşılanmıştır. 

Bu çalışmada; GnRH, GnIH ve kisspeptin salgılayan immortal 

hipotalamus hücre hatları, sırasıyla mHypoA GFP, mHypoA50 ve mHypoA GFP3 

ticari isimleriyle satın alınıp, ilgili hücre hatlarında asprosin hormonun GnRH, 

GnIH ve kisspeptin salınımına etkisi ELISA yöntemiyle ölçülmüştür. 

4.1. Hücre Kültürünün Hazırlanması 

 İmmortal GnRH, GnIH ve kisspeptin hücreleri ; %10 fetal buzağı 

serumu (FBS), 550 mg/L L-glutamin, 100 U/L penisilin, 100 µg/ml 

streptomisin ihtiva eden kültür medyumunda 37 °C ve %95 O2 %5 

CO2 içeren nemli ortamda inkübe edildi.  

 Hücreler, %0.125 tripsin(Sigma) ile 37 °C’de 8 dakika muamele 

edilerek ayrıştırıldı ve daha sonra 1600 rpm hızda 5 dakika santrifüj 

edildi.  

 Dibe çöken pelletin üzerindeki medyum uzaklaştırıldı, sonrasında 

kültür medyumu eklendi.  
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4.2. Asprosin Uygulamasının GnRH Sekresyonuna Etkisinin ELISA 

Yöntemiyle Belirlenmesi 

 Yeterli sayıya ulaşan hücre kültür ortamındaki GnRH salgılayan 

hücreler Thoma lamıyla sayıldı.  

 Her kuyucuğa 100 µl (5x104) hücre eklenecek şekilde GnRH salgılayan 

hücreler plate’lere ekildi.  

 Plate’lerdeki hücreler 37 °C ve %95 O2 %5 CO2 içeren nemli ortamda 

24 saat inkübasyona tabi tutuldu. 

 İnkübasyon süresi dolduktan sonra her bir kuyucuktaki pelletin 

üzerindeki medyum uzaklaştırıldı. 

 Şekilde gösterildiği gibi GnRH salgılayan hücrelere; 1nM, 10 nM ve 

100 nM dozunda asprosin uygulaması yapıldı. 

  

 

Şekil 3: GnRH salgılayan  hücre hatlarına asprosin 1 nM doz uygulaması   
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Şekil 4: GnRH salgılayan hücre hatlarına asprosin 10 nM ve 100 nM doz uygulaması 

 Kuyucuklardaki hücreler  0., 30., 60., 90., 120. dakikalarda pipet 

yardımıyla çekilip ELISA ölçümü yapılmak üzere -20 °C sıcaklıkta 

muhafaza edildi 

 Deney gününde -20 °C sıcaklıkta bekletilen hücreler ortam sıcaklığına 

alındı.  

 GnRH ölçümü yapılırken ELISA kitinde yazan deney protokolü esas 

alındı. Deneye başlamadan önce kitin içinde bulunan standart 

solüsyonu, örnek dilüsyon solüsyonu ile sulandırılarak 5000 pg/ml 

konsantrasyona sahip olan stok (standart) solüsyon elde edildi. Elde 

edilen bu standart,  dilüsyon için kullandığımız solüsyon kullanılarak; 

 Standart Solüsyon (S1) 39,06 pg/ml,  

 Standart Solüsyon (S2) 78,13 pg/ml, 

 Standart Solüsyon (S3) 156,25 pg/ml, 

 Standart Solüsyon (S4) 312,5 pg/ml, 

 Standart Solüsyon (S5) 625 pg/ml, 

 Standart Solüsyon (S6) 1250 pg/ml, 

  Standart Solüsyon (S7) 2500 pg/ml konsantrasyonları elde edilecek 

şekilde seyreltildi. 
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Şekil 5: GnRH ölçümünde standart solüsyonunun ELISA protokolüne uygun bir şekilde dilüe 

edilmesi. 

 

Dilüsyon işleminin sonunda elde edilen standartlar,  GnRH salgılayan 

hücre hattı numuneleri, ELISA tamponu ve antikorlar 96 kuyucuklu ELISA kit 

plağına Şekil 6’da gösterildiği gibi pipet yardımıyla eklendi. 
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Şekil 6: GnRH sekresyon ölçümünde kit plağının düzeni (B : Blank kuyucuğu, SS: standart 

solüsyon eklenen kuyucuk ve N: GnRH salgılayan hücre numunesi eklenen kuyucuk). 

 

Kit plağı düzenlendikten sonra ELISA protokolü aşağıdaki sırayla uygulandı: 

 Standartlar solüsyonlar, numuneler ve biotin her birinden 50 μL olacak 

şekilde Şekil 6’da belirtilen kuyucuklara eklendi ve plate’in üzeri plate 

kaplama membranı ile kapatılıp 45 dakika boyunca 37 oC’de inkübe 

edildi.   

 İnkübasyonun ardından kuyucuklardaki sıvılar uzaklaştırılıp 3 defa 

yıkama yapıldı. 

 Sonrasında, her kuyucuğa 100 μL HRP eklendi ve plate’in üzeri yeni bir 

plate kaplama membranı ile kapatılıp 30 dakika boyunca 37 oC’de inkübe 

edildi.   
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 İnkübasyondan sonra, her bir kuyucuktaki sıvı uzaklaştırıldı ve toplam 5 

kez yıkama solüsyonu (her bir kuyucuk için 300 μL) ile yıkama yapıldı. 

5.  yıkamanın sonunda plate kağıt havluya ters çevirip vurularak 

kurutuldu.  

 Ardından tüm kuyucuklara 90 μL Substrat solüsyonu eklendi ve ışıktan 

koruyarak 15-30 dakika 37 oC’de inkübasyona bırakıldı.  

 İnkübasyondan sonra tüm kuyucuklara 50 μL stop solüsyonu eklendi ve 

hafifce karıştırıldı.  

 Deneyin son aşamasında;  plate, ELISA plate okuyucusunda 450 nm 

dalga boyunda okundu 

 

4.3. GnIH Sekresyon Ölçümü 

4.3.1. Asprosin Uygulamasının GnIH Sekresyonuna Etkisinin ELISA 

Yöntemiyle Belirlenmesi 

 Yeterli sayıya ulaşan hücre kültür ortamındaki GnIH salgılayan hücreler 

Thoma lamıyla sayıldı.  

 Her kuyucuğa 100 µl (5x104 ) hücre eklenecek şekilde GnIH salgılayan 

hücreler plate’lere ekildi.  

 Plate’lerdeki hücreler 37 °C ve %95 O2 %5 CO2 içeren nemli ortamda 24 

saat inkübasyona tabi tutuldu. 

 İnkübasyon süresi dolduktan sonra her bir kuyucuktaki pelletin 

üzerindeki medyum uzaklaştırıldı. 

 Şekilde gösterildiği gibi GnIH salgılayan hücrelere 1nM, 10 nM ve 100 

nM dozunda asprosin uygulaması yapıldı. 
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Şekil 7: GnIH salgılayan hücre hatlarına asprosin 1 nM doz uygulaması. 

 

Şekil 8:  GnIH salgılayan hücre hatlarına asprosin 10 nM ve 100 nM doz uygulaması  
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 Kuyucuklardaki hücreler  0., 30., 60., 90., 120. dakikalarda pipet 

yardımıyla çekilip ELISA ölçümü yapılmak üzere -20 ° sıcaklıkta 

muhafaza edildi 

 Deney gününde -20 ° sıcaklıkta bekletilen hücreler ortam sıcaklığına 

alındı.  

 GnIH ölçümü yapılırken ELISA kitinde yazan deney protokolü esas 

alındı. Deneye başlamadan önce kitin içinde bulunan standart 

solüsyonu, örnek dilüsyon solüsyonu ile sulandırılarak 1600 mg/mL 

konsantrasyona sahip olan stok (standart) solüsyon elde edildi. Elde 

edilen bu standart,  dilüsyon için kullandığımız solüsyon kullanılarak; 

 1. Standart Solüsyon (S1) 12,5 mg/mL,  

 2. Standart Solüsyon (S2) 25 mg/mL, 

 3. Standart Solüsyon (S3) 50 mg/mL, 

 4. Standart Solüsyon (S4) 100 mg/ml, 

 5. Standart Solüsyon (S4) 200 mg/mL, 

 6. Standart Solüsyon (S5) 400 mg/mL, 

 7. Standart Solüsyon (S6) 800 mg/mL konsantrasyonları elde edilecek 

şekilde seyreltildi. 
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Şekil 9: GnIH sekresyon ölçümünde standart solüsyonunun ELISA protokolüne uygun bir şekilde 

dilüe edilmesi. 

Dilüsyon işleminin sonunda elde edilen standartlar,  GnIH salgılayan hücre 

numuneleri, ELISA tamponu ve antikorlar 96 kuyucuklu ELISA kit plağına Şekil 

10’da  gösterildiği gibi pipet yardımıyla eklendi. 

 

Şekil 10: GnIH sekresyon ölçümünde kit plağının düzeni (B: Blank kuyucuğu, SS: standart 

solüsyon eklenen kuyucuk ve N: GnIH salgılayan hücre numunesi eklenen kuyucuk). 
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Kit plağı düzenlendikten sonra ELISA protokolü aşağıdaki sırayla uygulandı: 

 Standartlar solüsyonlar 50 μL, numuneler ise 40 μL olacak şekilde Şekil 

10’da belirtilen kuyucuklara eklendi. 

 Ardından 10 μL Biotin, 50 μL HRP solüsyonu eklenerek plate’in üzeri 

plate kaplama membranı ile kapatılıp 1 saat boyunca 37 oC’de inkübe 

edildi.   

 İnkübasyonun ardından kuyucuklardaki sıvılar uzaklaştırılarak her 

kuyucu için 300 μL olacak şekilde 5 defa yıkama yapıldı. 5.  yıkamanın 

sonunda plate kağıt havluya ters çevirip vurularak kurutuldu.  

  Tüm kuyucuklara 50 μL kromojen A sonrasında ise 50 μL kromojen B 

eklenerek plate’in üzeri yeni bir plate kaplama membranı ile kapatılıp 

10 dakika boyunca 37 oC’de inkübe edildi.   

 İnkübasyondan sonra tüm kuyucuklara 50 μL stop solüsyonu eklendi ve 

hafifce karıştırıldı.  

 Deneyin son aşamasında;  plate, ELISA plate okuyucusunda 450 nm 

dalga boyunda okundu. 
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4.4. Kisspeptin  Sekresyon Ölçümü 

4.4.1. Asprosin Uygulamasının Kisspeptin Sekresyonuna Etkisinin  

ELISA Yöntemiyle Belirlenmesi 

 Yeterli sayıya ulaşan hücre kültür ortamındaki kisspeptin salgılayan 

hücreler Thoma lamıyla sayıldı.  

 Her kuyucuğa 100 µl (5x104 ) hücre eklenecek şekilde kisspeptin 

salgılayan hücreler plate’lere ekildi.  

 Plate’lerdeki hücreler 37 °C ve %95 O2 %5 CO2 içeren nemli ortamda 24 

saat inkübasyona tabi tutuldu. 

 İnkübasyon süresi dolduktan sonra her bir kuyucuktaki pelletin üzerindeki 

medyum uzaklaştırıldı. 

 Şekilde gösterildiği gibi kisspeptin salgılayan hücrelere 1nM, 10 nM ve 

100 nM dozunda asprosin uygulaması yapıldı. 
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Şekil 11: Kisspeptin salgılayan hücre hatlarına asprosin 1 nM doz uygulaması.  

 

Şekil 12: Kisspeptin salgılayan hücre hatlarına asprosin 10 nM ve 100 nM doz uygulaması. 

 

 Kuyucuklardaki hücreler  0., 30., 60., 90., 120. dakikalarda pipet 

yardımıyla çekilip ELISA ölçümü yapılmak üzere -20 °C sıcaklıkta 

muhafaza edildi 

 Deney gününde -20 °C sıcaklıkta bekletilen hücreler ortam sıcaklığına 

alındı.  

 Kisspeptin ölçümü yapılırken ELISA kitinde yazan deney protokolü esas 

alındı. Deneye başlamadan önce kitin içinde bulunan standart solüsyonu, 

örnek dilüsyon solüsyonu ile sulandırılarak 5000 pg/mL konsantrasyona 

sahip olan stok (standart) solüsyon elde edildi. Elde edilen bu standart,  

dilüsyon için kullandığımız solüsyon kullanılarak; 

 Standart Solüsyon (S1) 39,06 pg/ml,  

 Standart Solüsyon (S2) 78,13 pg/ml, 
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 Standart Solüsyon (S3) 156,25 pg/ml, 

 Standart Solüsyon (S4) 312,5 pg/ml, 

 Standart Solüsyon (S5) 625 pg/ml, 

 Standart Solüsyon (S6) 1250 pg/ml, 

  Standart Solüsyon (S7) 2500 pg/ml  konsantrasyonları elde edilecek 

şekilde seyreltildi. 

 

Şekil 13: Kisspeptin ölçümünde standart solüsyonunun ELISA protokolüne uygun bir şekilde 

dilüe edilmesi. 

 

Dilüsyon işleminin sonunda elde edilen standartlar, Kisspeptin hücre hattı 

numuneleri, ELISA tamponu ve antikorlar 96 kuyucuklu ELISA kit plağına Şekil 

14’te gösterildiği gibi pipet yardımıyla eklendi. 
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Şekil 14: Kisspeptin sekresyon ölçümünde kit plağının düzeni (B: Blank kuyucuğu, SS: standart 

solüsyon eklenen kuyucuk ve N: Kisspeptin salgılayan hücre numunesi eklenen kuyucuk). 

 

Kit plağı düzenlendikten sonra ELISA  protokolü aşağıdaki sırayla uygulandı: 

 Standartlar solüsyonlar, numuneler ve biotin her birinden 50 μL olacak 

şekilde Şekil 14’te belirtilen kuyucuklara eklendi ve plate’in üzeri plate 

kaplama membranı ile kapatılıp 45 dakika boyunca 37 oC’de inkübe 

edildi.   

 İnkübasyonun ardından kuyucuklardaki sıvılar uzaklaştırılıp 3 defa 

yıkama yapıldı. 

 Sonrasında, her kuyucuğa 100 μL HRP eklendi ve plate’in üzeri yeni 

bir plate kaplama membranı ile kapatılıp 30 dakika boyunca 37 oC’de 

inkübe edildi.   
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 İnkübasyondan sonra, her bir kuyucuktaki sıvı uzaklaştırıldı ve toplam 

5 kez yıkama solüsyonu (her bir kuyucuk için 300 μL) ile yıkama 

yapıldı. 5.  yıkamanın sonunda plate kağıt havluya ters çevirip 

vurularak kurutuldu.  

 Ardından tüm kuyucuklara 90 μL  Substrat solüsyonu eklendi ve ışıktan 

koruyarak 15-30 dakika  37 oC’de inkübasyona bırakıldı.  

 İnkübasyondan sonra tüm kuyucuklara 50 μL stop solüsyonu eklendi ve 

hafifce karıştırıldı.  

 Deneyin son aşamasında;  plate, ELISA plate okuyucusunda 450 nm 

dalga boyunda okundu. 

4.5. İstatistiksel Analiz  

Verilerin istatistiksel karşılaştırmaları Students’t testi ve tek yönlü varyans 

analizi ve varyans analizinin ardından post-hoc Tukey’s testi kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Tüm analizlerde p değerinin 0.05’den az olduğu durumlar 

istatistiksel açıdan anlamlı kabul edilmiştir. 
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5. BULGULAR 

5.1. GnRH Salgılayan Hücre Hatlarında Asprosinin Doz ve Zamana 

Göre Değişimi 

Asprosin hormonunun farklı dozları mHypoA hücre hatlarındaki GnRH 

sekresyonunu doz ve zamana göre farklı şekilde etkilemiştir. 

Asprosin 1 nM ve 10 nM dozda uygulandığında; 30., 60., 90. ve 120. 

dakikalarda anlamlı bir şekilde azalırken,  

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

dakikalarda anlamlı bir şekilde artmıştır.   
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Şekil 15: mHypoA GFP hücre hattında asprosin uygulamasının GnRH sekresyon seviyesine 

etkileri. A) Asprosin 1nM Dozu B) Asprosin 10 nM Dozu C) Asprosin 100 nM Dozu. Veriler Ort 

± SH olarak gösterilmiştir. (Student’s T-Testi) 
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5.1. GnIH Salgılayan Hücre Hatlarında Asprosinin Doz ve Zamana 

Göre Değişimi 

Asprosin hormonu mHypoA50 hücre hatlarındaki GnIH sekresyonunu doz 

ve zaman bağımlı olarak değiştirmiştir. 

Asprosin1 nM dozda uygulandığında GnIH sekresyonu 30. ve 60.  

dakikada anlamlı bir şekilde artmıştır. 90. ve 120. dakikalarda ise kontrol grubuna 

kıyasla yüksek seviyelerde seyretmesine rağmen bu fark anlamlı bir seviyeye 

ulaşmamıştır. (p = 0,068, p=0,240). 

Asprosin 10 nM dozda uygulandığında GnIH sekresyonu 30. 60. ve 90. 

dakikalarda anlamlı bir şekilde artmıştır. 120. dakikada kontrole kıyasla düşüş 

gözlemlenmiştir. (p = 0,086) 

Asprosin 100 nM dozda uygulandığında, 30. dakikada kontrole neredeyse 

eşit olan GnIH sekresyon seviyesi; 60. Dakikada düşmeye başlamış (p = 0,252), 

90. dakikada düşüşünü sürdürürken (p =0,065) 120. dakikadaki fark anlamlı 

seviyeye ulaşmıştır. 
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Şekil 16: mHypoA50 hücre hattında asprosin uygulamasının GnIH sekresyon seviyesine etkileri. 

A) Asprosin 1nM Dozu B) Asprosin 10 nM Dozu C) Asprosin 100 nM Dozu. Veriler Ort ± SH 

olarak gösterilmiştir. (Student’s T-Testi) 
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5.2. Kisspeptin Salgılayan Hücre Hatlarında Asprosinin Doz ve 

Zamana Göre Değişimi 

Asprosin hormonu mHypoA GFP3 hücre hatlarındaki kisspeptin 

sekresyonunu doz ve zaman bağımlı olarak değiştirmiştir. 

Asprosin 1nM ve 10 nM dozlarda uygulandığında kisspeptin sekresyon 

seviyesi 30., 60., 90. ve 120., dakikalarda anlamlı bir şekilde azalmıştır. 

100 nM dozda uygulanan asprosin; kisspeptin sekresyon seviyesini 30. 

dakikada kontrole göre kısmen düşürürken (p = 0,135)  60. dakikada arttırmıştır (p 

= 0,152). 90. dakikada kontrol grubuna neredeyse eşit olan asprosin grubu 120 

dakikada kontrole göre artsa da (p =0,109) mevcut farklar herhangi bir anlam 

ifade etmemektedir.  

 



37 
 

 

Şekil 17: mHypoA GFP3 hücre hattında asprosin uygulamasının Kisspeptin sekresyon seviyesine 

etkileri. A) Asprosin 1nM Dozu B) Asprosin 10 nM Dozu C) Asprosin 100 nM Dozu. Veriler Ort 

± SH olarak gösterilmiştir. (Student’s T-Testi) 
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6. TARTIŞMA 

Literatürde enerji metabolizması ve üreme aksıyla ilişkilendirilen asprosin; 

açlık sırasında beyaz yağ dokusundaki adipositler tarafından salınan bir proteindir 

(63).  

Kocaman ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada; asprosin karaciğerde 

hepatositlerde, böbrekte kortikal distal tübül hücrelerinde, kalpte 

kardiyomiyositlerde, midenin fundusundaki yüzey epitel hücrelerinde, testislerde 

interstisyel Leydig hücrelerinde ve beyindeki kortikal nöronlarda tespit edildi. Bu 

çalışma sıçanlarda karaciğer, böbrek, kalp, mide, testis ve beyin dokularında 

asprosin varlığını bildiren literatürdeki ilk çalışmadır (64). 

Maurya ve arkadaşları, asprosinin üreme açısından aktif fare testislerinde 

Leydig ve Sertoli hücrelerinde lokalize olduğunu ve asprosin-OLFR734 

sinyalinin, yaşlı farelerde bir otokrin/parakrin düzenleyici olarak testiküler 

steroidogenezi ve spermatogenezi desteklediği sonucuna varmışlardır. Yine aynı 

çalışmada asprosin ve reseptörü OLFR734 ekspresyonunun, fare testisinde 

yaşlanma sırasında azalan testiküler glikoz ve testosteron seviyeleri ile aynı anda 

azaldığı görülmüştür (65).  

Asprosinin HHG eksenine etkisini incelemek amacıyla yapılan bir invivo 

çalışmada asprosin uygulamasının kandaki FSH, oksitosin ve estradiol düzeylerini 

anlamlı olarak artırdığı sonucuna varılmıştır. Ancak HHG ekseni üzerindeki 

etkisini inceleyen çalışmalar oldukça kısıtlıdır (66). Dolayısıyla asprosinin 

nöroendokrin üreme aksı üzerindeki etki mekanizması hala tam olarak 

aydınlatılamamıştır.   
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Bu çalışmada asprosinin GnRH salınımına direkt etkisini incelemek 

amacıyla immortal hücre hatları kullanıldı. 1nM ve 10 nM dozdaki asprosin, 

GnRH salınımını anlamlı bir şekilde azaltırken; 100 nM dozda asprosin 

uygulaması GnRH salınımını anlamlı bir şekilde arttırmıştır. Bu bilgiler ışığında 

asprosinin GnRH nöronlarını doz bağımlı etkilediği ve etkin dozlarda 

kullanımının üreme ekseni üzerinde hücresel boyutta farklılıklar yaratabileceği 

sonucuna varılabilir. Ancak bu mekanizmanın daha iyi anlaşılması için daha fazla 

çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır.  

Japon bıldırcınlarında keşfedilen GnIH; GnRH-I nöronlarının aktivitesini 

azaltarak ya da doğrudan gonadotroplar üzerinde etki ederek gonadotropin 

sentezini ve salınımını inhibe edebilir (67). Çalışmamızda 1nM ve 10 nM dozda 

asprosin uygulandığında GnIH, GnRH’nın tersi yönünde artarken, 100 nM 

asprosin uygulamasında ise yine GnRH’ nın tersi yönde azalmıştır. Bu durum 

literatürü destekler niteliktedir.  

GnRH nöronları tarafından eksprese edilen G protein-bağlı reseptörü 

KISS1R'ye (GPR54 olarak da bilinir) bağlanan kisspeptin, GnRH salınımını ve 

memeli üreme ekseninin aktivasyonunu uyarır. Kisspeptin nöronları, hem hücre 

gövdesinde hem de sinir terminallerinde hareket eden GnRH nöronları ile yakın 

temas kurar (68). Bu bilgilerden hareketle GnRH salınımındaki mevcut 

değişikliğin kisspeptin salımına da etki edeceği öngörülebilir. Çalışmamızda; 

asprosin 1nM ve 10 nM dozlarda uygulandığında kisspeptin seviyesi 30., 60., 90. 

ve 120., dakikalarda anlamlı bir şekilde azalmıştır. 

Mevcut azalmanın GnRH’da da görülmesi, kisspeptinin GnRH aktivatörü 

olduğunu doğrular niteliktedir. Ancak 100 nM asprosin dozunda görülen GnRH 
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artışı,  kisspeptin hücre hattında görülmemiştir. 100 nM dozda uygulanan asprosin 

kisspeptin seviyesini 30. dakikada kontrole göre kısmen düşürürken 60. dakikada 

arttırmıştır. Kisspettin hücre hattında (100 nM asprosin uygulaması) 90. dakikada 

kontrol grubuna neredeyse eşit olan asprosin grubu 120 dakikada kontrole göre 

artsa da mevcut farklar istatistiksel olarak herhangi bir anlam ifade etmemektedir. 

Bu sonuçlardan hareketle GnRH/Kisspeptin sinyalleşmesinin hücresel boyutta 

anlaşılması için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. 

Bu tez çalışması ile; asprosin hormonunun in vitro olarak kisspeptin, 

GnRH ve GnIH salgılayan immortal hipotalamus hücre hatlarında kisspeptin, 

GnRH ve GnIH salınması üzerindeki etkilerini belirlemek amacıyla yapılan ilk 

çalışmadır. Bu amaçla yapılan deneysel çalışmalardan asprosinin hipotalamik 

hücre hattları üzerinde etkili olabileceğini göstermektedir. 

Sonuç olarak, bu tez çalışmasında elde ettiğimiz sonuçlar asprosin 

hormonunun üreme aksındaki nöroendokrin etkileriyle puberte başlangıcında ve 

üreme sisteminin merkezi olarak düzenlenmesinde etkin bir rolünün olabileceğini 

düşündürmektedir. 
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