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OZET

Erkek Sicanlara Intraserebroventrikiiler Asprosin Uygulamasinin Ureme

Hormonlar: Uzerine Etkileri

Amag: Asprosin beyaz yag dokudan salgilanan ve hepatik glikoz salinimini
arttiran protein yapili bir hormondur. Asprosinin beyin ve testis dokusunda lokalize
oldugu, bununla birlikte asprosin uygulamasinin spermlerin ilerleyici hareketini arttirdig
bilinmektedir. Bu ¢alisma, merkezi asprosin inflizyonunun hipotalamus hipofiz testikiiler
aksinda gorev alan hormonlar ile sperm hiicreleri iizerindeki etkilerini arastirmak
amaciyla yapildi.

Materyal ve Metot: Calismada 40 adet Spraque Dawley ki erkek sigan
kullanildi. Siganlar kontrol, sham, 34 ve 68 nM asprosin olmak {izere dort gruba ayrildi
(n=10). Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmazken sham ve deney
gruplarindaki siganlarin lateral ventrikiillerine beyin inflizyon kiti implant edildi ve 14
giin siiresince inflizyon (Sham grubu i¢in yapay beyin omurilik s1visi, uygulama gruplari
icin 34 ve 68 nM asprosin) gergeklestirildi. Deney sonunda sigcanlarin hipotalamus, kan
ve epididimis dokular1 toplandi. Hipotalamus dokusunda RT-PCR ve Western Blot
yontemleriyle GnRH mRNA ve doku protein diizeyleri belirlendi. Kan 6rneklerinden
ELISA yontemi kullanilarak serum LH, FSH ve testosteron seviyeleri, epididimis
dokusunda ise sperm hiicreleri incelendi.

Bulgular: Asprosin uygulanan gruplarin GnRH mRNA ve protein ifadeleri
kontrol ve sham gruplarina kiyasla yiiksekti (p<0.05). Asprosin infiizyonunun serum
FSH, LH ve testosteron seviyelerini de arttirdig1 belirlendi (p<0.05). Ayrica asprosin
uygulanan gruplarda sperm yogunlugunun, hareketliliginin ve ileri hareketinin arttig
gortldii (p<0.05).

Sonug¢: Bu c¢alisma merkezi olarak uygulanan asprosinin hipotalamus hipofiz
testikiiler aksta gorev alan hormonlar ve epididimis dokusu iizerinde aktive edici 6zellige
sahip olabildigini ortaya koymaktadir. Elde edilen sonuclar asprosinin infertilite
tedavisinde ele alinmasi gereken Onemli bir protein/biyobelirte¢ oldugunu

diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Asprosin, FSH, GnRH, LH, Testosteron, Sperm.
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ABSTRACT

Effects of Intracerebroventricular Asprosin Administration on

Reproductive Hormones in Male Rats

Aim: Asprosin is a protein hormone secreted from white adipose tissue and
increases hepatic glucose release. Known that asprosin is localized in brain and testicular
tissue, however, administration of asprosin increases progressive movement of sperms.
This study was carried out to investigate effects of central asprosine infusion on hormones
and sperm cells in hypothalamus pituitary testicular axis.

Materials and Methods: Forty male Sprague Dawley rats were used in study.
Rats were divided into four groups control, sham, 34 and 68nM asprosin (n=10). While
application was’t made to control group, brain infusion kit was implanted into lateral
ventricles of rats in sham and experimental groups infusion (artificial cerebrospinal fluid
for sham, 34 and 68nM asprosine for administration groups) was performed 14 days. At
end of experiment, hypothalamus, blood and epididymis tissues of rats were collected.
GnRH mRNA and protein levels were determined in hypothalamus tissue by RT-PCR
and Western Blot methods. Serum LH, FSH and testosterone levels were analyzed from
blood samples using ELISA method, and sperm cells in epididymis tissue.

Results: GnRH mRNA and protein expressions of asprosin treated groups were
higher than control and sham groups (p<0.05). It was determined that asprosin infusion
also increased serum FSH, LH and testosterone levels (p<0.05). In addition, sperm
density, motility and forward movement were found to be increased in asprosin applied
groups (p<0.05).

Conclusion: This study demonstrates that centrally administered asprosine can
activate hormones in hypothalamus pituitary testicular axis and epididymis tissue. Results
obtained suggest that asprosin is important protein/biomarker that should be considered

in treatment of infertility.

Keywords: Asprosin, FSH, GnRH, Infertility, LH, Testosterone.
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1. GIRIS

Infertilite ¢iftlerin bir yil siiresince korunma metodu kullanmadan cinsel iliskiye
girmesi ve sonucgta ¢ocuk sahibi olamamasi olarak yer almaktadir (1). Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan &nemli bir halk saghg sorunu olarak kabul edilen infertilite
giiniimiizde ciftlerin %10—-15’1ni etkileyen bir problemdir (2, 3). 2017 yilinda Amerikan
Ulusal Saglik Istatistikleri Merkezi tarafindan elde edilen veriler 15-44 yas aras1 evli
kadinlarin % 14.2’sinin infertil oldugunu gostermektedir (4). 2013 yilinda yayimlanan
fertilite rehberi verilerine gore; Ingiltere’de her 7 ciftten 1’inde kisirlik problemi
gorilmektedir (5). Tiirkiye Niifus ve Saglik Arastirmasi sonuglar1 ise; 30 yas altindaki
evli kadinlarin %48’1 aile planlamas1 kullanamama sebebi olarak gebe kalamama veya
infertiliteyi gdstermistir (6). Infertilitenin cinsiyete gore dagilimmin incelendigi
arastirmalar erkek ve kadinlarda infertilitenin esit oldugunu ortaya koymustur (7). Erkek
infertilitesinin ¢esitli ¢alismalar neticesinde bir¢ok sebebi bulunmaktadir. Bunlardan
bazilar1 bozulmus spermatogenez, diisiik sperm sayisi, anormal sperm morfolojisi,
beslenme ve endokrin bozukluklar, alkol ve sigara kullanimidir. Infertiliteyi etkileyen bu
sebepler erkek iireme fizyolojisinde 6nemli bir role sahip olan hipotalamus—hipofiz—
testikiiler (HHT) aksin yapisin1 da bozmaktadir (8). HHT aksinin bozulmasi gonadlarin
fizyolojik seviyede testosteron ve sperm iiretememesine neden olur (9).

HHT aksinin ana misyonu erkek ilireme sisteminde goérev alan hormonlarin
salgisini kontrol etmek, sagliklt sperm hiicresi olusumu ve olgunlagmasini saglamaktir
(10). HHT aksinda lokalize olan hipotalamus, 6n hipofiz bezini uyarici gonadotropin
serbestlestirici hormon (GnRH) salgilar (11). Portal sistem yoluyla uyardigi 6n hipofiz
bezinden gonadotropik hormonlar olan folikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinize edici
hormonun (LH) salgisin1 gergeklestirir (12). On hipofiz bezinden salgilanan FSH ve LH
testislerdeki hedef hiicrelerde siklik adenozinmonofosfat (cAMP) ikinci haberci sistemini
aktiflestirerek etkisini hiicresel diizeyde gosterir. FSH hormonu testislerde yer alan sertoli
hiicrelerini uyararak cinsiyet hormonu baglayici globulin salgisini ve spermatogenezi
gerceklestirir. LH salgisi ise leydig hiicrelerini uyararak testosteron salinimini uyarir (12).
HHT aksinin bu isleyisini etkileyen bazi protein yapili hormonlar adipoz doku tarafindan
tiretilir (13). Adipoz doku bir zamanlar sadece bir enerji depolama alani olarak kabul
edilmesine ragmen, giiniimiizdeki bilgiler yag dokunun aktif bir endokrin organ olarak

gorev yaptigin1 ve adipokin yapili proteinlerin salgilanmasinda gorev aldigini (14)



bildirmektedir (15, 16). Son literatiir verileri yag dokunun adipokin yapili hormon
salgilamas1 nedeniyle bir endokrin bez oldugunu ortaya koymaktadir (17). Birgok
arastirma bu hormonlarin fertilite iizerinde olumlu veya olumsuz etkiler meydana
getirdigini gostermistir (14, 18, 19). Beyaz yag doku (BYD) orijinli bir¢ok adipokin i¢in
literatiirde artik “Adipoz-Beyin Aks1” olarak yeni bir aksin tanim1 yapilmaktadir (20).

Beyaz yag dokudan (BYD) salgilanan asprosin karacigerde hepatik glikoz
salinimini saglayan bir adipokindir (21). 2016 yilinda kesfedilen asprosinin viicutta yag
doku disinda karaciger, bobrek ve testis dokularinda lokalize oldugu, kan beyin bariyerini
gecerek istah mekanizmasini etkiledigi rapor edilmistir (21, 22). Asprosin hormonunun
olfaktor reseptor 734 (OLFR734) adi verilen bir koku reseptdriine baglanarak cAMP
yolagint kullandig1 yapilan ¢alismalar sonucu tespit edilmistir (23). Asprosin ve
reseptoriinilin testislerde lokalize olmasindan yola cikilarak, erkek fertilitesi lizerindeki
etkisinin arastirildig1 bir ¢calismada asprosinin sperm ilerleyici hareketi arttirdigi rapor
edilmistir (24).

Bu bulgular asprosinin HHT aks1 hormonlar1 ve sperm parametreleri iizerinde
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu calisma si¢anlara intraserebrovenrikiiler (icv)
asprosin inflizyonunun lireme sisteminde énemli bir yeri olan HHT aksinda gorev alan

hormonlari ve sperm parametreleri tizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla yapildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Asprosin

2.1.1. Kesfi ve isimlendirilmesi

2016 yilinda Romere ve ark. tarafindan kesfedilen asprosin aglikla indiiklenen
protein yapili bir hormondur. BYD’den salgilandig1 yakin zamanda belirlenen asprosin
Yunanca beyaz anlamina gelen ‘“aspros” kelimesinden tiiretilmistir (21). Neonatal
Progeroid Sendromu (NPS) hastalig1 ile kesfedil en asprosin, Fibrilin 1 (FBN1) geni
tarafindan C-terminal boliinme sonucu sentezlenir. FBN1 geninde mutasyon meydana
gelmesi sonucu olusan NPS hastaliginda serum asprosin hormonunda diisiis oldugu

bildirilmistir (21).

2.1.2. Biyokimyasal Yapis1 ve Lokalizasyonu

FBNI geni iizerinde yapilan ¢aligmalarda asprosin hormonunun porfirilinin C-
terminalinin boliinmesi sonucu tretildigi bulunmustur. FBN1 geninin 65-66. eksonlari
arasinda 11 aminoasit ve 66. eksonunda da 129 aminoasit asprosini kodlar. Asprosin
toplam 140 aminoasitten olusur (21, 22). Insanlarin plazma asprosin miktarmnin tokluk
durumunda yaklagik 10 nM, aclik durumunda ise yaklasik 18 nM oldugu ve bu artisin
anlamli bulundugu yapilan c¢alismalarla ortaya konmustur (21). Asprosinin yarilanma
Omriiniin arastirildigr bir calismada subkutan 60 pg asprosin uygulamasi sonucu
yarilanma omriiniin 145 dk oldugu rapor edilmistir. Ayn1 ¢alismada intravendz uygulanan
asprosin kan beyin bariyerini gegerek beyin omurilik sivisinda (BOS) tespit edilmistir
(22).

Asprosin hormonunun {iretildigi FBN1 geninin farelerde en ¢ok BYD ve
akcigerde lokalize oldugu, insanlarda ise BYD, beyin, karaciger ve testis dokularindan
eksprese edildigi elde edilen veriler arasindadir (21). Viicut dokularinda histolojik
analizler yapildiginda asprosin hormonunun karaciger hepatositleri, bobrek kortikal distal
tiibiil hiicreleri, kalp kardiyomiyositler, mide fundus yiizey epitel hiicreleri, testis
interstisyel leydig hiicreleri ve beyin kortikal noronlarinda lokalize oldugu tespit

edilmistir (25).



2.1.3. Reseptorii

Olfaktor (koku) reseptdr ailesinin bir iiyesi olan OLFR734 reseptoriiniin 2019
yilinda yapilan ¢aligma ile hepatik glikoz iiretimini modiile etmek amaciyla asprosin
reseptorii olarak gorev yaptigi bulunmustur (Sekil 2.1.) (23). Hipotalamusta bulunan koku
duyu noronlarina gelen uyarilar ve koku sogancigi yardimiyla yemek secimi, yemekten
zevk alma, duyusal ve hormonal sinyallere yanit olarak enerji homeostazinin kontrolii
gerceklesir (26). Koku alma reseptorii periferik dokularda bulunur ve iskelet kasi
yenilenmesi, sperm kemotaksisi, prostat kanser hiicre poliferasyonu, bobrekte glikozu
isleme gibi gorevlerde yer alir (27-30). Olfaktor reseptorleri G proteinine baglanarak
cAMP yolagini kullanip hiicre zarindan gecerek metabolize olur (31, 32).

OLFR734

cAMP

| .

Glikoz Uretimi

=3

Sekil 2.1. Asprosin reseptorii OLFR734’{in glikoz metabolizmasindaki rolii (23).

OLFR734 reseptorii yapilan c¢alismalarla viicut dokularindan en ¢ok koku
sogancigl, koku epiteli, testis, karaciger ve bobrek dokularinda lokalize oldugu
bilinmektedir. OLFR734 reseptor eksikligi olan farelerle yapilan bir arastirmada bu
farelerde glikogenezin azaldigi tespit edilmistir. Ayrica saglikl farelere yapilan asprosin

uygulamasinin aglik ve obezite durumunda glikoz homeostazini diizenledigi rapor

edilmistir (23).



2.1.4. Etki Mekanizmasi

Asprosin hormonunun hiicre igerisindeki etkisini ortaya c¢ikarmak amaciyla
yapilan bir ¢alismada 8-12 haftalik farelerden izole edilen hepatosit hiicrelerinde cAMP
ve Protein Kinaz A (PKA) aktiviteleri dl¢lilmiistiir. Calisma bulgularina gore asprosin
cAMP — PKA ikincil haberci sistemi yoluyla hiicre i¢i aktivitesini gostermistir. Ayni
caligmadan asprosinin in vivo ve in vitro olarak G protein — cAMP — PKA ekseni yoluyla
hepatosit glikoz salimini arttirdig1 elde edilen veriler arasindadir (21). Yapilan bir bagka
caligmada yiiksek doz glikoz ile indiiklenen farelerin hasar goren kardiyak mikrovaskiiler
endotel hiicreleri tlizerinde asprosinin etkisi aragtirllmistir. Sonug olarak asprosinin bu
hiicrelerde oksidatif stres hasarini azalttig1, spartin sinyal yolaginin asagi regiilasyonuna
neden oldugu bulunmustur (33). Thtiya¢ duyulmayan veya anormalleserek organizmaya
tehdit olusturan hiicrelerden kurtulma bi¢iminde gerceklesen programlanmis hiicre
6limiine apoptoz adi verilir (12). Apoptozun bazi durumlarda disaridan bir etki olmasi
sonucu ger¢eklesebildigi belirlenmistir (34). Hidrojen peroksit etkisi ile mezenkimal
stroma hiicresinde hasar olusturulmus bir caligmada asprosinin koruyucu etkisi
arastirilmistir. Calismada hidrojen peroksit uygulanmis hiicreler iki gruba ayrilmis ve 5
ng/ml asprosin uygulanarak 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Sonug olarak asprosinin

hiicreleri hidrojen peroksit kaynakli apoptozdan korudugu tespit edilmistir (35).

2.1.5. Fizyolojik Rolleri

Insiilin Metabolizmasi1 Uzerine Etkisi

Yapilan ¢alismalar neticesinde BYD’den salgilanan asprosin, (21) karacigerde
varligi tespit edilen OLFR734 reseptoriine baglanarak pankreatik  hiicrelerinden hepatik
glikoz salimimini gergeklestirmektedir (Sekil 2.2.) (36). Karacigerde G proteini — cAMP
— PKA yolaginmi aktive ederek kan dolagimina hizli glikoz salinimi saglayan asprosinin,
insiilin direnci olan insanlarda yiiksek plazma seviyesine sahip oldugu ortaya konmustur.
Ayrica asprosin hormonunda immiinolojik veya genetik yollarla meydana gelebilecek
islev kaybmnin karacigerden glikoz ve pankreastan insiilin salinimini1 azalttigi rapor
edilmistir (21). OLFR734 asprosinin etkilerine aracilik eden bir reseptor olarak kabul
edilmis ancak asprosinin etkilerine aracilik eden tek reseptdr olmadigi belirlenmistir.

Asprosinin, fare iskelet kasi hiicrelerinde ifade edilen ancak heniliz tanimlanmamis
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reseptorler/reseptorlere baglanarak, PKC6/SERCA?2 aracili endoplazmik retikulum (ER)

stresini uyararak insiilin duyarliligini1 bozdugu ortaya konmustur (37).
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Sekil 2.2. Asprosinin insiilin salinim1 ve istah mekanizmasindaki fizyolojik rolii (36).

Pankreatik B-hiicrelerinde meydana gelen hasar sonucu viicutta insiilin direnci
olustugu birgok arastirma verisiyle ortaya konmustur (38, 39). Buna ek olarak yapilan bir
calismada asprosinin pankreatik B hiicrelerinde Toll benzeri reseptdr 4'e baglanarak
hiicresel reaktif oksijen liretimini ve proinflamatuvar sitokinleri arttirdig: rapor edilmistir.
Sonug olarak pankreatik  hiicrelerinin inflamasyonunu ve apoptozunu destekledigi ve
bu yolla instilin salgisini azalttigr bulunmustur (40). Ayrica B-hiicre hasar1 Tip 2 Diyabet
(T2DM) hastalarinda goriilen 6nemli bir bulgudur (41). Asprosin ile insiilin direncinin in
vitro ortamda arastirildig1 bir ¢aligmada asprosinin B-hiicre hasarmi arttirabilecegi ve

insiilin direnci ile asprosin arasinda pozitif iliski oldugu bulunmustur (42). T2DM



hastalar1 iizerinde yapilan bir bagka aragtirmada T2DM hastasi bireylerin plazma asprosin
seviyelerinin saglikli bireylere gore anlamli olarak yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ayrica
bu hastalarda asprosinin aglik kan sekeri, HbAlc ve HOMA-IR degerleri ile pozitif
korelasyon gosterdigi belirtilmistir (43). T2DM hastalarinda metabolik parametreler ile
asprosin diizeyleri arasindaki iliskinin incelendigi bir aragtirmada asprosin seviyesinin
T2DM hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli artig gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica
T2DM’li metabolik sendroma sahip bireylerde T2DM hastas1 bireylere gore asprosin
seviyesi anlamli olarak yiiksek bulunmustur (44). Streptozotosin ile indiiklenen diyabet
modelinde asprosinin varligmi gostermek ve diyabet sonucu meydana gelecek
degisiklikleri incelemek amaciyla yapilan bir ¢alismada siganlara intraperitonal (ip) 50
mg/kg streptozotosin uygulanmistir. Sonrasinda alinan karaciger, kalp, bobrek, beyin ve
mide dokusunda asprosin diizeyi incelenmistir (25). Sonug olarak diyabetik sicanlarda
kontrol grubu siganlara gore karaciger, bobrek ve kalp dokularinda asprosinin azaldigi,
mide dokularinda artti1, beyin dokusunda ise anlamli bir fark olmadigi ortaya
konmustur. Ayrica diyabetik siganlarda serum asprosin seviyelerinin kontrol grubuna
gore azaldig1 elde edilen veriler arasindadir. Bu sonuglar asprosinin bobrek, kalp ve
karaciger dokularinda diyabetin patolojik etkilerinden koruyabilecegini gostermistir (25).
Yeni tanimlanan glikojenik bir hormon olan asprosinin diyabet gelisimi {izerindeki
etkisinin incelendigi bir arastirmada diyabet modeli olusturulan farelere asprosin
uygulamasi yapilmis. Calisma sonucunda asprosin uygulamasiin saglikli hayvanlarda
kan gekerini artirirken diyabetik hayvanlarda kan sekerini degistirmedigi rapor edilmistir.
Asprosin uygulamasinin irisin diizeyini diislirdiigii, ghrelin diizeyini yiikselttigi, leptin
diizeyini ise degistirmedigi elde edilen bulgular arasindadir. Bununla birlikte, asprosinin
diyabetik farelerde hepatik trigliserid, kolesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein
seviyelerini disiirdiigii belirtilmistir (45).

Obezite ve Gida Alim Uzerine EtKkisi

Adipokin yapida olan asprosin viicutta istah mekanizmasiin diizenlenmesinde
gorev alir. FBN1 geni nakavt farelere 30 pg asprosin verilmig ve bu farelerde besin
aliminda anlamli bir artis oldugu bulunmustur (22). Kan beyin bariyerini gectigi bilinen
asprosinin cAMP - Protein Kinaz A yolagini kullanarak aguti iligkili protein (AgRP)
noronlarin1 aktive ettigi, proopiomelanokortin (POMC) néronlarini ise baskiladigi ve

sonucta besin aliminda artisa neden oldugu elde edilen veriler arasindadir (Sekil 2.3.)
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(36). Yapilan bir ¢alismada da fare hipotalamusu 34 nM asprosin ile 2 saat inkiibe edilmis
ve sonrasinda hipotalamusun AgRP basta olmak iizere bazi bdlgelerinde ndron
ateslemesinin arttig1 belirlenmistir (22).

Asprosinin obezite ile iliskisinin incelendigi bir calismada obez ve saglikli toplam
119 ¢ocugun plazma asprosin seviyesine incelenmis ve obez ¢ocuklarda plazma asprosin
degeri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (46). Obez bireyler {izerinde yapilan baska bir
calismada viicut kitle indeksi (VKi)>35 kg/m? olan bireylerin normal VKi’ye (18-25
kg/m?) sahip bireylere gdre plazma asprosin seviyesinin anlaml olarak yiiksek oldugu
elde edilen veriler arasindadir (47). Serum ve tiikiiriik asprosin miktarlarinin obezite ile
iligkisinin arastirildigi ¢alismada da diger calismalara benzer olarak obez bireylerde
normal ve diistik kilolu bireylere gore serum ve tiikiiriik asprosin miktar1 anlamli olarak

yiiksek bulunmustur (48).

Ureme Sistemi Uzerine Etkisi

Infertilite vakalarinin dortte biri erkeklerin sperm kalitesinin azalmasina baglhidir.
Sperm kalitesinin en Onemli gdostergeleri; sperm sayisi, canlilifi ve ilerleyici
hareketliligidir (49, 50). Olfaktor reseptorlerinden birkaginin sperm kemotaksisini
modiile ettigi bildirilmistir. Bu bilgi temel alinarak testislerde yiiksek miktarda bulunan
asprosin reseptoriiniin tireme sistemi ve infertilite tizerindeki etkisi arastirilmistir (23, 24).
Yapilan bu ¢alismada sagliklt ve OLFR734 reseptorii olmayan 10 ve 40 haftalik fareler
kullanilmistir. Calismada sperm kalitesi, canliligi, sayisi ve morfolojisi incelenmis,
saglikli ve reseptorii olmayan fare gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunamamastir.
OLFR734 reseptorii olmayan farelerin sperm ilerleyici hareketi reseptorii olan farelere
gore azalmistir (24).

Asprosinin, OLFR734 reseptoriine baglanarak cAMP sinyalini aktiflestirdigi
rapor edilmistir (23). cAMP yolagi sperm kapasitesi, ilerleyici hareketi ve akrozom
reaksiyonu i¢in kritik bir dneme sahip oldugu elde edilen veriler arasindadir. Ayni
arastirmada 10 glin boyunca 60 ug/kg asprosin tedavisi sonrasinda saglikli 10 ve 40
haftalik farelerde fertilizasyonun arttig1, ancak reseptorii olmayan farelerde artis olmadigi
sonucuna ulagilmigtir. Asprosin tedavisi gen¢ ve yash farelerdeki sperm ilerleyici
hareketliliginin geri kazanilmasinda benzer sonuglar vermistir. Bu durum asprosin veya
OLFR734 reseptorii agonistlerinin dogurganligi tedavi etmek i¢in potansiyel ajan

olabilecegini gostermistir (24). Ayrica arastirilan bir vakada asprosini kodlayan FBNI1
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geninin mutasyona ugradigi NPS hastasinin sperm sayimi yapilmistir. Sonug olarak
FBNI1 geni mutasyonu ile azosperminin iliskili oldugu rapor edilmistir (51).

Polikistik over sendromu (PKOS) insiilin direnci ile iliskili bir iireme
bozuklugudur. PKOS’lu kadinlarin klinik veya laboratuvar bulgularinda menstrual
diizensizlik, yumurtalik kistleri ve hiperandrojenizm goriiliir (52). Asprosin hormonunun
da G protein- cAMP- PKA yolunu aktive ederek karacigerden glikoz sekresyonunu
arttirdigi, yiiksek asprosin seviyesinin insan ve farede insiilin direnci ile iliskili oldugu
literatiirde vurgulanmaktadir (22). PKOS’lu kadinlarla saglikli kadinlar arasinda asprosin
diizeylerinin karsilagtirilmasi, asprosin ve metabolik parametreler arasinda bir baglanti
olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilan bir calismada kan parametreleri
degerlendirilmistir. Caligma sonucuna goére bozulmus androjen durumunu belirlemede
kullanilan serbest androjen indeksi ve LH hormon seviyesi asprosin proteini ile pozitif
korelasyon gdstermistir. Ayrica plazma asprosin seviyesi PKOS’lu kadinlarda anlaml
olarak yliksek bulunmustur (53). PKOS hastalar1 iizerinde yapilan bir baska ¢alismada
plazma asprosin seviyelerinin saglikli bireylere gére anlamli olarak yiiksek oldugu ve bu
hastalarda asprosin ile testosteron seviyesinin pozitif korelasyon gosterdigi elde edilen
veriler arasindadir (43). Asprosin ve lireme sistemini diizenleyen hormonlarin iligkisinin
incelendigi farkli bir aragtirmada da asprosinin testosteron ve LH hormonlari ile negatif,
prolaktin hormonuyla pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur (54). Yapilan bir bagka
caligmada streptozotosin ile indiiklenen diyabet modelinde testis dokusu incelenmis ve
sonug olarak diyabetik sicanlarin testis dokularinda artan asprosin diizeylerinin, spermin

enerji ihtiyacini karsilamaya yonelik olabilecegi ortaya konmustur (25).

Diger Fizyolojik Etkileri

Kanser hastalarinda oldukca yiliksek goriilen bulgularin basinda anoreksi ve
kaseksi gelir. Ayrica kanser tiirlerinin cogu glikoz metabolizmast ile iliskilidir (55, 56).
Asprosin hormonuyla ilgili yapilan arastirmalarda asprosinin glikoz ve istah
metabolizmasinda aktif rol aldigi ortaya konmustur (57). Kanser hastalarinda plazma
asprosin seviyelerini degerlendirip, kanserin klinik — patolojik 6zellikleri, anoreksi ve
kaseksiyle asprosin arasindaki iligskinin belirlenmesi amaciyla bir ¢aligma planlanmaistir.
Bu caligmada asprosinin kanser hastalarinda azalmasi nedeniyle kanser anoreksisinin
ortaya ¢iktig1 ancak asprosinin kanserin ilerlemesine dahil olmadig1 raporlanmistir (58).

Yapilan bir bagka aragtirmada malign mezotelyoma kanseri olan bireylerden alinan
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dokular immiinohistokimyasal yontemle incelenmis ve hastalarinda asprosinin anlamli
olarak artt1g1 elde edilen veriler arasindadir. Bu nedenle asprosinin malign mezotelyoma
hastaliginin teshis ve tedavisinin degerlendirmesinde 6nemli bir rol oynadigi belirtilmistir
(59).

Bir ¢alismada akut koroner sendrom hastalarinda sendromun siddetinin asprosin
diizeyi ve koroner arter hastaliginin anatomik ciddiyeti ile iligkisi incelenmistir.
Calismada kararsiz angina pektoris tanist konmus hastalarin plazma asprosin
seviyelerinin anlamli olarak yiiksek oldugu belirtilmistir. Bu netice ile asprosinin koroner
arter hastaligini1 belirlemede etkin bir belirte¢ olabilecegi rapor edilmistir (60). Bunun
tersine kalpte koruyucu roller iistlenebildigi diisiiniilen asprosinin, glikozla indiiklenen
apoptotik fare kardiyomiyositlerinde oksidatif hasar1 azalttig1 ve hiicreleri koruyucu etki

sergiledigi bildirmistir (61).

2.2. Hipotalamus

Hipotalamus, ii¢lincii ventrikiiliin her iki tarafinda, talamusun hemen altinda
bulunan Sekil 2.3.’te gosterildigi gibi beynin kiigiik bir pargasidir. Optik sinirin iki
yolunun hemen i¢inde ve hipofiz bezinin hemen {istiinde bulunur (62). Hipotalamus,
toplam beyin hacminin sadece %2’sini olusturmasina ragmen, hipofiz fonksiyonunun ve
homeostatik dengenin anahtar diizenleyicisidir (63). I¢ ortamin kimyasal dengesini ve
sicakligint koruyan karmasik otonom mekanizmalarinin ¢ogu hipotalamusta bulunur.
Ayrica hipotalamus limbik sistemle birlikte duygusal ve iggiidiisel davranist diizenleyen
bir birim olarak calisir (64). Limbik sistemde yer alan hipotalamus ayni zamanda bir¢ok
hayati fonksiyonu yerine getirmede onemli rol oynar. Tiim bu veriler hipotalamusun
viicudun mikroislemcisi olarak calistig1 ve diger sinir sistemi ogeleri ile bilgi alisverisi

yaptigini ortaya koymaktadir (65).
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Sekil 2.3. Hipotalamusun lokalizasyonu (65).

2.2.1. Hipotalamusun Fonksiyonlari ve Hipotalamik Niikleuslar

Otonomik sistemin bas gangliyonu olarak adlandirilan hipotalamus; istah,
susama, duygusal tepki verme, cinsel istek ve daha fazlasin1 diizenlemekten sorumludur.
Ayni1 zamanda otonom sinir sisteminin isleyisini de (nabiz, kan basinci, nefes alma ve
uyarilma) diizenler (62, 64). Hipotalamus BOS un (66) da etkisi ile beynin diger bolgeleri
devamli temas halindedir. Norotransmitter, besin maddesi vb. aligverisi BOS’ un etkisi ile
gergeklesir (65).

Hipotalamus diensefalonun arterior ucunda bulunur ve pedinkiiller arasi
cekirdeklerin 6niinde yer alir. Cesitli ¢cekirdek ve niiklear alanlara ayrilmistir. Bunlardan
bazilar1 Sekil 2.4.’de de gosterildigi gibi paraventrikiiler niikleus (PVN), arkuat niikleus
(A1kN) (32), ventromediyal niikleus (VMN), supraoptik niikleus (SON) ve preoptik
niikleustur (PON) (13).
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Sekil 2.4. Hipotalamus niikleuslar1 ve hipofizer portal dolasim (65) (PVN: paraventrikiiler
niikleus; DHA: dorsal hipotalamik alan; LHN: lateral hipotalamik niikleus; PON: preoptik niikleus; AnN:
anteriyor niikleus; VMN: ventromedial niikleus; DMN: dorsomedial niikleus; LHA: lateral hipotalamik
alan; SCN: iist kiyazmatik niikleus; SON: supraoptik niikleus; ArkN: arkuat niikleus; MB: mamiller cisim;
CO: kiyazma opikus.).

Hipotalamusta, néronal cisimler ¢ekirdekler halinde diizenlenmistir. Bu karmasik
ndronal baglant: sistemi, hipotalamik ndronlar ve diger beyin bdlgeleri arasinda siirekli
iletisim saglar. Hipotalamik niikleuslar, anatomik konumlarma veya hiicrelerinin {irettigi
temel noropeptidlere gore siniflandirilabilir. Ancak bazi hipotalamik c¢ekirdekler, birden
fazla noronal hiicre tipi igerebildiginden birden fazla fonksiyonu olabilmektedir (67).
Hipotalamusta bulunan glikoz kullanim oranina duyarli glikostat hiicreleri ve leptin
reseptorleri istah mekanizmasini kontrol etmektedir. Hipotalamusta yer alan PVN, ArkN
ve VMN besin aliminin diizenlenmesinde kilit rol oynar (68). Hipotalamik kontrol altinda
olan bir baska mekanizma da susuzluktur. igme eylemi plazma osmolaritesi ve hiicre dist
sivi hacminde meydana gelen degisimler sonucu SON ve PVN tarafindan salgilanan

vazopressin hormonu tarafindan diizenlenmektedir (12, 64). Ostrojen ve androjen duyarlt
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afferent noronlar sayesinde hipotalamusta bulunan ArkN, PON ve SON hem kadin hem

de erkeklerde GnRH hormonu salgilayarak cinsel davranisi kontrol etmektedir (69).

2.2.2. Hipotalamustan GnRH Salgilanmasi

Endokrin bir bezin sentezleyerek kana verdigi kimyasal maddelere hormon adi
verilir. Sentezlenen bu hormonlar ¢ogunlukla portal yolla hedef hiicre veya dokuya
tagimirlar (65). Hipotalamustan hipofiz bezine giden bu kimyasal maddeler 6n hipofiz
salgisinin kontrol edilmesini saglar. Bu kimyasal maddelere hipofizyotropik hormonlar
ad1 verilmektedir (Tablo 2.1.) (64). Hipotalamusun tabaninda bulunan mediyan eminens
tiim hipofizyotropik hormonlarin hipofiz bezine tasinmadan once birlestigi yerdir (63).
Kan dolasiminda ¢ok az miktarda olan bu hormonlar portal hipofizyal kanda yiiksek
miktarda bulunmaktadir. Kortikotropin salgilayan hormon, tirotropin salgilayan hormon,
biliylimeyi uyarict hormon ve GnRH hipofizyotropik hormonlardan bazilaridir (Tablo

2.1.) (64).

Tablo 2.1. Hipotalamustan salgilanan hormonlarin 6n hipofize etkisi (12).

Hipofizyotropik Hormonlar On Hipofiz Bezinde Olusan Etki

Laktotrop hiicrelerden prolaktin hormon
Prolaktin Baskilayict Hormon
salgisin1 baskilar

Somatotroplardan biiyiime hormonu
Bilyiimeyi Uyarict Hormon
salgisini uyarir

Tiroid uyarict hormonun tirotroplardan
Tirotropin Salgilayan Hormon
salgisin1 saglar

Somatotroplardan biiylime hormonunu

baskilar

Somatostatin

Gonadotrop hormonlarin salgilanmasini
GnRH

uyarir

Antiditiretik hormonun kortikotroplardan

Kortikotropin Salgilayan Hormon
salgisini uyarir

GnRH hormonu hipotalamustan 6n hipofize salgilanarak pubertenin baslamasini

ve erkek/kadin her iki cinsiyette de cinsel islevin kontroliinii saglar (11). GnRH
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hormonunun bilinen biyokimyasal yapist (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-
Gly-NH2) 10 aminoasitten olusur. Embriyonik dénemde GnRH burundan gelisir, koku
alma sinirlerinden sonra beyinde hipotalamusa go¢ eder. Bu gé¢ koku alma yollarinda
dogustan anormallikler sebebiyle engellenirse GnRH néronlarinin  hipotalamusa
ulasamaz ve gonadlarda pubertal olgunlasma meydana gelmez. GnRH hormonu
hipotalamusta PON ve ArkN c¢ekirdeklerinden 6n hipofize portal hipofizyal yolunu
kullanarak salinir (70).

GnRH, hipofizeal portal dolagim yoluyla 6n hipofiz bezine tasinir; burada spesifik
bir hipofiz hiicre tipi olan gonadotrop lizerindeki kendi reseptorlerine baglanarak
gonadotropinlerin (LH ve FSH) sentezini ve salgilanmasini diizenler. Gonadotropinler
sirayla sistemik dolasima salgilanir. Sonrasinda erkeklerde spermatogenez ve androjen
biyosentezini diizenlemek i¢in gonadotropinler testisler {izerinde hareket eder (71).
GnRH hormonu viicutta pulsatil ve dalgalanma seklinde salgilanir (72). GnRH salgisinin
pulsatil seklinde olmasi epizotik tarzda oldugunu ifade eder. GnRH’nin dalgalanma
seklinde sekresyonu kadinlarda portal dolasimda pre-ovulatuar faz sirasinda (GnRH
varliginin devamli oldugu) ortaya ¢ikar (73). GnRH’nin pulsatil salgilanmasi hipotalamik
GnRH noéronlarinin kendine 6zgii bir 6zelligidir ve iiremenin gerceklesebilmesi i¢in
pulsatil salgiy1 diizenleyici mekanizmalar bir arada dengeli ¢alismalidir (69).
Gonadotropinlerin ve yetiskin fonksiyonlarinin uygun sekilde uyarilmasi ve salgilanmasi
icin GnRH nin epizodik salgilanmas1 zorunludur (74). Bebeklik ve ¢ocukluk déneminde
merkezi sinir sisteminin inhibisyonu ile GnRH sekresyonu ve gonadotropin seviyeleri
diistiktiir. Ergenlikte, bu engelleyici mekanizmalar muhtemelen sona erer ve sekresyon
dengeli bir sekilde devamlilik gosterir. Yasa bagli olarak da GnRH salgisi yas ilerledikce
zayiflamaya baslar. Ancak GnRH salgis1 ila¢ kullanimi, yogun egzersiz ve zihinsel stres
(depresyon) nedeni ile engellenebilir (68). GnRH eksikligi bir¢ok farkli durumda ortaya
cikabildigi ve bunlarin hepsinin hipogonadotropik hipogonadizm olarak siniflandirildig:

da elde edilen literatiir verileri arasindadir (75).

2.3. Hipofiz

2.3.1. Hipofiz Bezinin Fonksiyonlari

Hipofiz bezi ya da diger ismi ile pitiiiter bez viicudumuzda bulunan en saglam

kemik oyugunun (sella turcica) altinda yer alir. Hipofiz bezi viicutta cok énemli fizyolojik
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islevlere sahiptir. Bunlardan bazilari; istah metabolizmasi, fertilite, siit yapimi,
dogumdur. Hipofiz bezi yaklasik 0.5 — 1 g agirliginda olmasina ragmen endokrin sistemde
kilit rol oynar (65). Hipofiz bezi 6n hipofiz, ara hipofiz ve arka hipofiz seklinde ii¢c loba
ayrihir. On hipofiz bezi kortikotrop, tirotrop, gonadotrop, somatotrop ve laktotrop
endokrin hiicre tiplerini icerir. Bu nedenle 6n hipofizden ¢ok sayida hormon salgilanir.
Bu hormonlar; biiyiime hormonu, tiroid uyarict hormon, gonadotrop hormonlar (FSH,
LH), dogum sonrasi siit yapimini saglayan prolaktin ve adrenal beze salgilanarak kortizol
salinimini uyaran adrenokortikotropik hormonudur (12, 70). Hipofizin arka lobundan ise
dogumun gerceklesmesini saglayan oksitosin ve bobreklerden suyun geri emilimini
saglayan antidiiiretik hormon salgilanir. Sekil 2.5.°de hipofiz bezinden salgilanan

hormonlar ve etkiledigi organlar gosterilmistir (65).
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Sekil 2.5. Hipofizden salgilanan hormonlar ve etkiledigi organlar (65) (GH: biiyiime
hormonu; TSH: tiroid uyarict hormon; PRL: prolaktin; FSH: folikiil uyarict hormon: LH: luteinize edici
hormon; ACTH: adenokortikotropin hormon; ADH: antidiiiretik hormon).

2.3.2. Hipofiz Bezinden LH ve FSH Salgilanmasi

Hipotalamustan salgilanan GnRH hormonu 6n hipofiz bezinden FSH ve LH
hormonlarinin salgilanmasini uyarir. Hipofiz bezinin 6n lobundan salgilanan FSH ve LH
erkek iireme sisteminde yer alan 6nemli hormonlardandir (70). Erkek iireme sisteminin
temel yapis1 olan testisler sertoli ve leydig hiicrelerinden meydana gelir. FSH hormonu
testislerde yer alan sertoli hiicrelerini uyararak cinsiyet hormonu baglayict globulin

salgisin1 ve spermatogenezi gerceklestirir. On hipofizden salgilanan diger gonadotropik
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hormon olan LH testiste bulunan leydig hiicrelerini stimule ederek testosteron salgisini
uyarir. FSH ve LH kadinlarda ise overi uyararak Ostrojen salgilanmasini ve oogenezi
uyarir (12). Yasa bagh olarak azalan GnRH salgisinin aksine LH ve FSH serum
seviyelerinde yash erkeklerde geng erkeklere gore daha yiiksektir (76). LH ve FSH
hormonlar1 cAMP yolagini aktiflestirerek testiste bulunan leydig ve sertoli hiicrelerini
etkiler. cAMP ikincil haberci sistemini kullanan bu hormonlar testosteron salgisint ve

spermatogenezi uyarir (65, 70).
2.4. Testikiiler Fonksiyonlar ve Spermatogenez

2.4.1. Testis ve Epididimisin Yapisi

Erkek iireme sisteminde yer alan testis organi (Sekil 2.6.) dokuz yliz tane
seminifer tiibiilden meydana gelmistir. Spermlerin depo edildigi testis yapisinda sertoli
ve leyding hiicreleri bulunur. Testislerde iiretilen spermler ejakiilator sirasinda testisin
arka yiiziinde epididime bosalir. Virgiil goriinlimiine sahip olan epididimis, 5-7 metre

uzunluguna sahip siki bir sarmal yumaktan olusur (12, 65, 77).

Epididimis Basi
\-\: ' Rete Testis

Seminifer Tiibil <t

J |©/ ¢ VazDeferens

Tunika Albuginea /
Epididimis Kuyrugu

Sekil 2.6. Testis ve epididimis yapis1 (70).
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2.4.2. Testis ve Epididimisin Fonksiyonlari

Erkek iireme fizyolojisinde gorev alan organlarin basinda testis gelir. Testisler
erkek tireme hiicresi olan spermlerin sentezlenip depolandigi bir organdir. Spermatogenez
ve testosteron hormonu salgisindan sorumludur. Yapilarinda bulunan sertoli ve leydig
hiicrelerinde gerceklesen bu olaylar testislerin erkek iireme sisteminin denetlenmesinde
de anahtar role sahip oldugunu gostermektedir (65, 70). Testislerde iiretilip epididimde
birkag¢ giin depo edilen spermler epididimin kauda kisminda depolanirken hareketsiz bir
durumdadir. Bu durumda spermler ovumu fertilize edebilme yetenegine sahip degildir.
Ejakiilasyon ile hareketli hale gelen spermler vas deferans kanalindan gegip atilir (12,

77).

2.4.3. Leydig Hiicrelerinden Testosteron Salgilanmasi

Seminifer tiibiil hiicreleri arasinda lokalize olan leydig hiicreleri testisin endokrin
hiicresi olarak calisir. Leydig hiicreleri testiste salgilanan hormonlarin sistemik kan
dolagimina taginmasinda gorev alir. Bu hiicreler, testis kiitlesinin %20’sini temsil eder.
Erkeklerde fetal leydig hiicreleri normalde fetal donem ve dogumu takiben birkag hafta
kadar testosteron salgilar ve sonrasinda durur. Ardindan olusan eriskin leydig hiicreleri
puberte donemini takiben yasam siiresi boyunca LH bagimli testosteron salgisina devam
eder. Testislerden testosteron salgilanmayan ¢cocukluk doneminde leydig hiicreleri hemen
hemen hi¢ goriilmezler (12, 70).

Pulsatil salgilanan GnRH 6n hipofiz bezinden LH hormonunun salgilanmasinda
gorev alir. On hipofiz bezinden salgilanan LH hormonu ise seminifer tiibiilde lokalize
olan leydig hiicresinden testosteron sekresyonunu saglar (65). Bu etki sonucu yeterli
miktarda salgilanan testosteron hipotalamus — hipofiz iizerine negatif geri bildirim etkisi
gosterir ve testosteronun salgisi durdurulur (78). Testosteron insan yasaminin {ii¢
evresinde tavan yapmaktadir. Bu evrelerin ilki fetal donemdedir ve bu donemde testisler
olusur, erkek genital bezler gelisir. Ikinci evre dogum itibariyle gecen ilk iki aydir ve fetal
donemde gelismekte olan gonadlar olgunlasir. Puberte donemine kadar testosteron
dinlenme evresine girer. Son evre ise puberte donemidir ve bu donem itibariyle tekrar pik
yapan testosteron yasam boyu devam eder (70). Testosteron erkeklerde ikincil cinsiyet

karakterinin olusmasini saglayan androjen olarak gorev yapmaktadir (78). Testosteron
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etkisi ile erkeklerde killanma, ses kalinlagmasi, kas ve kemik kiitlesinde gelisim ve
metabolik hizda artis meydana gelen degisimlerdir (65, 70).

Saglikli gen¢ erkeklerde testosteron salgilanmasi sabahlar1 daha yiiksek
konsantrasyonlara ve 6gleden sonralar1 daha diisiik seviyelere sahip giinliik bir ritim ile
karakterizedir. Birgok calisma, testosteron giinliik ritminin yasl erkeklerde azaldigini
ortaya koymustur. Testosteron diizeylerindeki yasa bagli diisiis orani, kronik hastalik
varligi, yaglanma, ilag gibi faktorlerden etkilenebilmektedir. Epidemiyolojik arastirmalar
diisiik testosteron seviyeleri ile viicut kompozisyonundaki fiziksel fonksiyon ve hareket
kabiliyetindeki degisikliklerin T2DM, metabolik sendrom, koroner arter hastaligi ve kirik
gelisim riskini olusturdugunu belirtmektedir (12, 76).

2.4.4. Spermatogenez

Spermatogenez olayinda kritik 6neme sahip sertoli hiicreleri testikiiler cinsiyetin
erkek yoniinde gelisimini saglar (65). Bazal laminadan seminifer tiibiile kadar uzanan
sertoli hiicreleri spermatogenez olayinda yer alan germ hiicreleri ile etkilesim halindedir.
Sertoli hiicreleri birbirleri arasinda giiclii baglantilar olusturmaktadir. Bu baglantilar kan
— testis bariyerini meydana getirir. Sertoli hiicreleri ayrica inhibin hormonu sentezleyerek
on hipofiz bezinden gonadotropin salgisini baskilar (12, 76).

Spermatogenez puberteyle baglar ve 6n hipofizden gonadotropik hormonlarinin
uyarisit sonucunda seminifer tiibiillerde gerceklesir. Puberte erkeklerde yaklasik on ii¢
yasinda baslar ve yasam boyu devam eder, ancak yasin ilerlemesiyle ciddi anlamda azalir.
Spermatogenez olay1 testosteron varligi ile gergeklesen kompleks bir olaydir ve puberte
baslangicindan canlili§in sonuna kadar devam etmektedir (79). Yapilan ¢alismalar serum
FSH diizeyinin normalden yiiksek oldugu bireylerde testiste gergeklesen spermatogezin
aksadigimi ortaya koymustur (80). Spermatogenezin yani olgun sperm hiicresi {liretimi
spermatositogenez ve spermiyogenez seklinde iki temel evrede gergeklesir. Sekil 2.7.’de
de gosterildigi gibi ilk evrede, spermatogonyumlar sertoli hiicreleri arasindan seminifer
tiiblil liimenine dogru siki baglanti noktasin1 da asarak ilerler. Spermatositogenez
evresinde olan spermatogonyumlarin bu ilerleyiginde sertoli hiicreleri tarafindan gerekli
fiziksel ve besinsel destek saglanir. Spermatogonyumlar mitoz boliinme gecirir ve biiyiik
bir degisim evresine girer. Mitoz boliinme sonrasi olusan hiicre birincil spermatosit adini
alir. Her birincil spermatosit mayoz boliinme sonucu iki adet ikincil spermatosit olusturur.

Ardindan ikincil spermatositler da mayoz bdliinmeye ugrar ve dort adet spermatid
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meydana getirir. ikinci evrede spermatidler olgunlasarak sperm hiicresini meydana
getirir. Spermatidler baslangicta fonksiyonel bir isleve sahip degildir. Birkac giin
igcerisinde spermatidlerde kuyruk olusumu, akrozom ve niikleus gelisimi gercekleserek

spermatogenez tamamlanir (12, 65).

Spermatogonyum

/ Mitoz
@ 2n | Birincil spermatosit

Mayoz |

[ 1n 1n 'Ikmmlspermatosn

Mayoz Il

1n\ /1n _ Gy Spermatid

H H

>Sperm

Sekil 2.7. Spermatogenez asamalari (65).

Spermatogenez sonucu olusan olgun spermatid hiicrelerinde kuyruk olusumu
meydana gelir ancak bu hiicrelerin hareket yetenekleri kisithidir. Olgun spermatidler
epididimiste birka¢ giin depo edilir ve hareket yetenegi kazanirlar. Hareket yetenegi
kazanan bu hiicrelere artik spermatozoon adi verilir (70, 81). Olgun bir sperm bas, boyun
ve kuyruk bolgesinden olusur. Bas bolgesinde sperm hiicresine ait genetik bilgiyi tagiyan
niikleus bulunur. Sperm hiicresinin boyun kismi hiicrenin enerji deposu olarak islev
gortr. Kuyruk kismi ise yapisindaki siller sayesinde oosite dogru hareketi saglar. Sperm
kalitesinin en onemli gostergeleri; sperm sayisi, canlilifi ve ilerleyici hareketliligidir.
Sperm ilerleyici hareketliligi oosite giden yolda spermatozoon hareketi i¢in gereklidir

(24, 50).
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2.5. Hipotalamus-Hipofiz-Testikiiler Aks

Saglikli erkeklerde pubertenin baslamasi ve iireme fonksiyonlarinin gelisiminde
gorev alan hipotalamus, hipofiz bezi ve testisler koordineli bir bi¢cimde ¢aligir. Bu
sistemin her bir bileseni geri bildirim mekanizmalar1 ile dengelenir (82). Ureme
fizyolojisinin temelinde yer alan bu mekanizma erkeklerde HHT aksi olarak
nitelendirilmektedir. Dolayisiyla, HHT aksinda meydana gelebilecek bir aksaklik bazi
endokrinolojik bozukluklara, jinekolojik problemlere veya infertiliteye neden olabilir
(82, 83).

Hipotalamustan salgilanan ve pubertenin baglamasini saglayan GnRH hormonu
on hipofiz bezinden FSH ve LH hormonlarinin salgilanmasini uyarir (Sekil 2.8.).
Uyarilan 6n hipofiz besinden salgilanan FSH hormonu sertoli hiicrelerini uyararak
spermatogenezi baslatir. On hipofizden salgilanan LH hormonu ise testislerde leydig
hiicrelerini etkileyerek testosteron salgisini arttirir. Testosteron negatif geri bildirim
yoluyla GnRH sekresyonunu baskilar, boylece LH ve FSH salgisinin diizenlenmesini
saglar. Ayrica testiste yer alan sertoli hiicrelerinden inhibin adi verilen glikoprotein salgist
gerceklesir. Spermatogenezin baskilanmasi gerektiginde salgilanan inhibin 6n hipofiz
bezi iizerinde giiclii inhibitdr etkiye sahiptir. Inhibin &n hipofiz bezinden salgilanan FSH
ve LH hormonlarin1 negatif geri bildirim etkisiyle baskilar (64, 76).

Hipogonadizm genetik nedeni tam olarak ortaya konamamis olan ve hipofizden
gonadotropin salgilanmasindaki bozukluk sonucu ortaya ¢ikan klinik bir tablodur. LH ve
FSH salgis1 yetersiz veya eksik olmasi nedeniyle, testisin leydig hiicresinden testosteron
salgis1 ve sertoli hiicresinden de spermatogenez sekteye ugramaktadir (84). Bu hastalikla
diinyaya gelen bireyler puberte yasina geldiginde saglikli bir sekilde puberteye giremez
ve sekonder seks karakterleri gelismez. Hastalarda genellikle infertilite problemi
gozlemlenir. Cinsel gelisim bozuklugunun yam sira; kas-iskelet sistemi bozuklugu,
osteoporoz, anormal viicut yag dagilimi, anemi ve psikiyatrik bozukluklar gibi bir¢ok

organ ve sistemi etkileyen komplikasyonlar goriilmektedir (84).
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Sekil 2.8. Hipotalamus — hipofiz — testikiiler aks (65).

inh.ibin

21



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirmanin Yapildig1 Merkez

Calisma, Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan alman onayla (10.03.2020 tarih, 2020/4-3 sayili karar), Inonii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi, Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali laboratuvarlari ile Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve

Genetik Boliimii Laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.2. Gruplardaki Hayvan Sayilarinin Belirlenmesi ve Hayvanlarin Temini

Deneylerde kullanilacak hayvanlarin sayisi; hayvanlarin deneye baslama agirlik
ortalamasi yaklasik 300 gr, standart sapmast 25 gr, %4 sapma, tip 1 hata (o) 0.05 ve tip 2
hata () (Giig=0.80) oldugunda hayvanlarin 4 gruba ayrilmasi durumunda her bir grupta
en az 10 hayvanin olmasi gerektigi gii¢ analizi (Power Analiz) ile belirlendi. Arastirma
kapsaminda ihtiya¢ duyulan 40 hayvanimin (Sprague Dawley 1rki erkek sican) temini
Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinden

saglandi. Gruplar ayni giin dogumlu hayvanlardan olusturuldu.

3.3. Deney Hayvanlari ve Gruplarin Olusturulmasi

Deneyde kullanilan sicanlar deneye baslangi¢ giinii itibariyle tekli kafeslere
yerlestirildi. Tekli barindirma ortami1 hayvanlarda stres olusturacagindan siganlarin 7 giin
boyunca tekli yasam kosullarma ve kafes stresine adapte olmalar1 saglandi. Bu siirenin
sonunda sicanlar 4 gruba ayrildi (n=10). Deney siiresince tiim gruplar, 21+1°C sicaklik
ve 12 saat 1sik/karanlik kosullarmin saglandigi ortamda barindirildi ve tiim gruplar
standart sican yemi ile beslendi. Gruplar asagida belirtildigi gibi olusturuldu.

1. Grup (Kontrol): Deney boyunca bu grupta yer alan siganlara hi¢bir uygulama
yapilmadi. Deney bitiminde (28.giin) sicanlar dekapite edilerek hipotalamus, kan ve
epididimis dokular1 toplandi. Toplanan hipotalamus dokusundan reel time polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PZR) ve Western Blot analiz yontemleri kullanilarak GnRH
protein diizeyi belirlendi. Alinan kan dokuda ELISA yontemi kullanilarak serum FSH,
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LH ve testosteron hormon diizeyleri belirlendi. Toplanan epididimis dokusu tartilarak
agirliklari, spermiyogram analiz yontemi ile de sperm yogunlugu, hareketliligi ve ileri
hareketi belirlendi.

2. Grup (Sham): Deney baslangicindan 1 hafta sonra (7.giin) lateral ventrikiile
beyin infiizyon kiti (BIK) (Alzet brain infusion kit 1, ABD) yerlestirilerek 1 hafta
iyilesmesi beklendi. Bu siire zarfinda giinliik intramiiskiiler analjezik (180 mg/kg
Parasetamol) ve antibiyotik (70 mg/kg penisilin) uygulamasi yapildi. Deneyin 14. giinii
siganlar yeniden anesteziye alinarak BIK’in kaniiliine Alzet 2ML2 model ozmotik mini
pompa (OMP) baglanip 14 giin siireyle yapay beyin omurilik sivis1 (yBOS; ¢oziicii)
inflizyonu yapildr (120 pl/giin). Deney bitiminde (28.giin) sicanlar dekapite edilerek
hipotalamus, kan ve epididimis dokular1 toplandi. Toplanan hipotalamus dokusundan RT-
PZR ve Western Blot analiz yontemleri kullanilarak GnRH protein diizeyi belirlendi.
Alman kan dokuda ELISA yontemi kullanilarak serum FSH, LH ve testosteron hormon
diizeyleri belirlendi. Toplanan epididimis dokusu tartilarak agirliklari, spermiyogram
analiz yontemi ile de sperm yogunlugu, hareketliligi ve ileri hareketi belirlendi.

3. Grup (34 nM Asprosin): Deney baslangicindan 1 hafta sonra (7.giin) lateral
ventrikiile BIK yerlestirilerek 1 hafta iyilesmesi beklendi. Bu siire zarfinda giinliik
intramiiskiiler analjezik (180 mg/kg Parasetamol) ve antibiyotik (70 mg/kg penisilin)
uygulamas1 yapildi. Deneyin 14. giinii sicanlar yeniden anesteziye alnarak BIK’in
kaniiliine Alzet 2ML2 model OMP baglanip 14 giin siireyle 34 nM asprosin inflizyonu
yapild1 (120 pl/giin). Deney bitiminde (28.giin) si¢anlar dekapite edilerek hipotalamus,
kan ve epididimis dokular1 toplandi. Toplanan hipotalamus dokusundan RT-PZR ve
Western Blot analiz yontemleri kullanilarak GnRH protein diizeyi belirlendi. Alinan kan
dokuda ELISA yontemi kullanilarak serum FSH, LH ve testosteron hormon diizeyleri
belirlendi. Toplanan epididimis dokusu tartilarak agirliklari, spermiyogram analiz
yontemi ile de sperm yogunlugu, hareketliligi ve ileri hareketi belirlendi.

4. Grup (68 nM Asprosin): Deney baslangicindan 1 hafta sonra (7.giin) lateral
ventrikiile BIK vyerlestirilerek 1 hafta iyilesmesi beklendi. Bu siire zarfinda giinliik
intramiiskiiler analjezik (180 mg/kg Parasetamol) ve antibiyotik (70 mg/kg penisilin)
uygulamas1 yapildi. Deneyin 14. giinii sicanlar yeniden anesteziye alinarak BIK’in
kantiliine Alzet 2ML2 model OMP baglanip 14 giin siireyle 68 nM asprosin infiizyonu
yapild1 (120 pl/giin). Deney bitiminde (28.giin) sicanlar dekapite edilerek hipotalamus,
kan ve epididimis dokular1 toplandi. Toplanan hipotalamus dokusundan RT-PZR ve

Western Blot analiz yontemleri kullanilarak GnRH protein diizeyi belirlendi. Alinan kan
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dokuda ELISA yontemi kullanilarak serum FSH, LH ve testosteron hormon diizeyleri
belirlendi. Toplanan epididimis dokusu tartilarak agirliklari, spermiyogram analiz

yontemi ile de sperm yogunlugu, hareketliligi ve ileri hareketi belirlendi.

3.4. Deney Hazirhiklarn

3.4.1. Yapay Beyin Omurilik Sivisimin Hazirlanmasi

yBOS Tablo 3.1.°de icerikleri gosterilen A ve B soliisyonlar1 500’er ml steril
distile su igerisinde iki farkli soliisyon olarak hazirlandi. Sonrasinda hazirlanan A ve B
sollisyonlar1 esit oranlarda karistirilarak yBOS elde edildi. Hazirlanan yBOS sivisinin

sterilizasyonunu saglamak i¢in 0.22 um por ¢apina sahip filtre kullanildi.

Tablo 3.1. yBOS soliisyon igerigi (85).

Soliisyonlar Icerik Gram
A soliisyonu NACI 8.66
KCI 0.224

CaClL. 2H,0 0.206

MgCL. 6H20 0.163

B soliisyonu NaHPOs4. 7H,0 0.214
NaH>PO4. H,O 0.027

3.4.2. Beyin Infiizyon Kitlerinin ve Ozmotik Mini Pompalarin Hazirlanmasi

Sicanlarin sag lateral ventrikiiliine infiizyon (vertikal eksen i¢in igne uzunlugu 4.8
mm) yapilabilmesi i¢in BIK kullanildi. Kitlerin igeriginde bulunan 6zel kaniiller beyin
inflizyon kitine takildr (Sekil 3.1.). Kaniillerin igerisine hava kabarcigi kalmayacak
bi¢cimde infiize edilecek sham grubu i¢in yBOS, deney gruplari i¢in hazirlanan 34 ve 68
nM asprosin maddeleri dolduruldu. Kaniiliin serbest kalan diger ucu 1sitilmig bir pens ile
kapatildi. Bu islemin yapilma amaci; igerisi doldurulan kaniillere hava girisinin olmamasi

ve i¢cinde bulunan s1vinin bosalmamasi i¢in yapildi.
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Ozmotik Mini
Pompa

Sekil 3.1. Beyin infiizyon kiti ve ozmotik mini pompa.

Asprosin (Biolegend, USA) konsantrasyonlarini hazirlama islemi biyolojik
emniyet kabininde gerceklestirildi. Hormon steril yBOS igerisinde ¢oziildiikten sonra
asprosin konsantrasyonlar1 uygulama gruplart i¢in 34 ve 68 nM olacak bir bigimde
hazirlandi. Calismada kullanilan OMP’ler 5 pl/saat/14 giin infiizyon yapabilme 6zelligine
sahiptir (Sekil 3.1.). OMP’ler steril kabin i¢erisinde hazirlanan hormon konsantrasyonlari
ve yBOS ile pompa seti igerisinde yer alan ucu kiint igne kullanilarak dolduruldu (Sekil
3.2A). Sonrasinda pompa seti igerisinde yer alan metal kaniillii kapak, pompa icerisine
yerlestirildi (Sekil 3.2B). OMP, pompa i¢indeki ozmotik tabaka ile pompanin implante
edildigi doku ortami arasindaki ozmotik basing farki sonucu ¢alisir. Ozmotik tabakanin
yiiksek ozmolalitesi, pompanin dis yiizeyini olusturan yar1 gegirgen bir zardan pompaya
akmasini saglar. Pompaya doldurulan test ajan1 (madde/ilag vb.) ozmotik katmana
girerken, sizdirmaz esnek hazneyi sikistirarak pompadan viicuda 5 pl/saat/14 giin

infiizyon yapar (Sekil 3.2C).
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Sekil 3.2. OMP’nin doldurulmasi (A), pompa setinde yer alan metal kaniillii kapagin
pompa igerisine yerlestirilmesi (B), OMP’nin i¢ yapisi ve ¢alisma prensibi (C).

3.4.3. Sicanlarin Operasyona Hazirlanmasi

Operasyon Oncesi ameliyathane ortam1 UV-C 1sin ile, her sicana 6zel olarak
hazirlanan cerrahi aletler ise otoklav yardimiyla steril hale getirildi. Yeterli miktarda steril
eldiven temini yapildi. Siganlar1 anestezi altina alabilmek i¢in intramiiskiiler olarak 70
mg/kg ketamin (Richter Pharma AG, Avustralya) ve 8 mg/kg ksilazin (Alfazyne,
Hollanda) kullanildi. Sicanlarin anestezi altina girdiklerinin tespiti i¢in fizyolojik yanit ve
parmak kistirma yanitlar1 izlendi. Anesteziye girdigi belirlenen sicanlarin kafa derileri

tirag edilip operasyona hazirlik yapildi.

3.5. Hayvanlarin Stereotaksik Cihaza Yerlestirilmesi ve BIK Implantasyonu

Sicanlar stereotaksik cihaza (Rodent Stereotaxic Instruments, Harvard Apparatus,
ABD) kulaklarindan ve agiz kismindan kafatasi yere tam paralel olacak sekilde sabitlendi
(Sekil 3.3A), tiras edilen bolgeye %10 povidon iyodin siiriilerek (Sekil 3.3B) kafatasi
derisi bistiiri ile kesildi ve kemik yapiya ulasildi (Sekil 3.3C). Kemik ylizeyi temizlenerek
bregmanin acik bir sekilde goriilmesi saglandi (Sekil 3.3D).
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Sekil 3.3. Sicanlarin stereotaksik cihaza sabitlenmesi (A), kesi bolgesine povidon iyodin
stirilmesi (B), kafa derisinin kesilerek kemik dokuya ulasilmasi (C) ve bregma noktasinin
belirlenmesi (D).

Lateral ventrikiiliin stereotaksik koordinatlar1 Paxinos & Watson sican beyin
atlasina gore belirlendi (86). Lateral ventrikiil giris noktasi, referans noktasi olarak secilen
bregmadan 1.40 mm lateral, 0.8 mm posteriyor (kaudal) ve 4.8 mm vertikal gidilerek

tespit edildi (Sekil 3.4.).
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igure 82 |

Sekil 3.4. Sican beyin atlasi referans alinarak belirlenen lateral ventrikiil koordinatlar
(86).

Belirlenen nokta BIK yardimiyla isaretlendi (Sekil 3.5A) ve isaretlenen nokta

matkap ile duraya zarar vermeden delindi (Sekil 3.5B).

Sekil 3.5. Lateral ventrikiil i¢in delinecek bdlgenin isaretlenmesi (A) ve matkapla
delinmesi (B).

Kalic1 kaniil, BIK iizerindeki plastik tutma bolgesinden stereotaksik cihaza
takilmis olan 6zel Alzet tutucusuna yerlestirildi ve delinen bolgeden lateral ventrikiile

indirildi (Sekil 3.6A). BIK’ler dis yapistiricis1 (dental cement) yardimiyla kafatasina
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sabitlendi (Sekil 3.6B), Alzet tutucusu dikkatli bir sekilde ¢ikarildi (Sekil 3.6C), mini yan
keski yardimiyla BIK’in plastik bas1 kesildi (Sekil 3.6D) ve iizeri dental cement ile
kapatildi (Sekil 3.6E).

Sekil 3.6. Beyin infiizyon kitinin delinen kisimdan lateral ventrikiile indirilmesi (A),
kaniil etrafinin dental cement ile yapistirilmasi (B), Alzet tutucunun ¢ikarilmasi (C),
kaniil baginin kesilmesi (D) ve dis yapistiricisiyla kaplanmasi (E).

BiK’in kaniilii hayvanlarin ense derisi altina yerlestirildi ve insizyon bolgesi 3.0
ipek iplik (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S., Trabzon/Tiirkiye) ile dikilerek insizyon
bolgesine %10 povidon iyodin siiriildii. Ayrica sicanlardaki kanamaya bagli olarak
meydana gelen s1vi kaybin1 6nlemek amaciyla 500 pl serum fizyolojik (SF) intraperitonal
(ip) olarak uygulandi. Operasyona bagli olarak hayvanlarda geligsebilecek agr1 duyusunun
caligmay1 olumsuz etkilememesi ve insizyon bolgesinin iyilesmesi i¢in ve 1 hafta
stiresince peptid infiizyonu gergeklestirilmedi. Operasyondan sonraki ilk hafta siganlarin
kesi bolgesine diizenli olarak pansuman yapildi. Ayrica operasyona bagl gelisebilecek

agr1 ve enfeksiyonlara karsi hayvanlari korumak amaciyla ilk 3 giin intramiiskiiler olarak
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analjezik (Parasetamol; 180 mg/kg) ve antibiyotik (Penisilin; 50 mg/kg) uygulamasina

devam edildi.

3.6. Ozmotik Mini Pompalarin Yerlestirilmesi

7. giiniin sonunda siganlarin spontan solunumlar1 ve goz kirpma refleksleri
korunacak sekilde intramiiskiiler olarak 70 mg/kg ketamin, 8 mg/kg ksilazin uygulanda.
Spontan hareketleri kaybolan sicanlarin ense kisminda kaniiliin yeri palpe edilerek
belirlendi ve bu kisim tiras edildikten sonra dezenfekte edilerek ense kismina kiigiik bir
kesi acgild1 (Sekil 3.7A). Daha onceden hayvanlara yerlestirilen beyin infiizyon kitinin
kaniiliine ulasild1 (Sekil 3.7B). Hamilton enjektorii kullanilarak kaniilde tikanma olup
olmadig1 kontrol edildi ve herhangi bir tikanmayla karsilasilmadi. Onceden OMP’ler
inflize edilecek maddelerle doldurularak hazirlandi (sham i¢in yBOS, uygulama gruplari
icin 34 ve 68 nM asprosin). Kaniiliin fazla kismi kesildi ve OMP’nin takilabilecegi
uzunlukta kantil birakildi (Sekil 3.7C). Ense derisi genisletilerek pompanin
yerlestirilebilecegi bir alan olusturuldu (Sekil 3.7D) ve OMP BIK e baglanarak infiizyon
baslatildi (Sekil 3.7E).

Insizyon bolgesi 3.0 ipek iplik (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S.,
Trabzon/Tiirkiye) ile dikildi ve insizyon bdlgesine %10 povidon iyodin siiriildii.
Operasyona bagli olarak hayvanlarin agrilarini azaltmak amaciyla siganlar anestezi etkisi
kalkmadan analjezik ila¢ (Parasetamol, 180 mg/kg) ip uygulandi. Ayrica operasyona
bagli meydana gelebilecek sivi kaybi tolere etmek amaciyla siganlara ip 500 ul SF
uygulamasi yapildi.
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Sekil 3.7. Sicanlarin ense derisinde bulunan kaniiliin tespit edilmesi (A) ense derisine
acilan kesiden kaniil ucunun ¢ikartilmasi ve kaniil ucunun ¢ikartilarak kontrol edilmesi
(B), kaniiliin fazla kismmin kesilmesi (C), ense derisinin genisletilmesi (D) ve OMP
takilarak inflizyonun baglatilmasi (E).

3.7. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Toplanmasi

Infiizyon siiresi bitiminden 10 saat dnce tiim gruplardaki hayvanlarin yemleri
kafeslerinden alinarak siganlar a¢ birakildi. Ardindan tiim hayvanlar anestezi/trankilizan
altinda dekapite edildi. Beyin (hipotalamus), kan ve epididimis dokular1 alindi. Kan
ornekleri 3500 rpm’de 10 dk santrifiij (Hettich, Almanya) edilerek serumlar1 ayrildi.
Serumlar hormon ve biyokimyasal analizler yapilincaya kadar derin dondurucuda (-80
°C) muhafaza edildi. Beyin doku 6rnekleri RT-PZR ve Western Blot, epididimis dokusu

ise spermiyogram analizleri yapilincaya kadar -80 °C’de bekletildi.
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3.8. Analizlerin Yapilmasi

3.8.1. RT-PZR Analizleri

Deney gruplarindan hipotalamusta bulunan GnRH mRNA seviyelerinin tespiti
icin alman doku Ornekleri buz iizerinde kiiglik parcalar halinde kesilerek RNA saklama
¢oOzeltisi icine konuldu ve bu dokulardan toplam RNA eldesi “EZ-10 Spin Column Total
RNA Miniprep Kit” (BioBasic, Kanada) kullanilarak yapildi.

Once 25 mg doku tartildi ve sonrasinda izolasyon kiti ile birlikte gelen lizis
soliisyonundan 0.45 ml tiipler igerisinde konuldu. Ornekler boncuklu homojenizatdrde 2
dk homejenize edildi. Tiipler tizerine lizis soliisyonunun yaris1 hacimde etanol eklendi ve
ependorf tiipler elle alt iist edilerek karistirildi. Tiipler icerisinde bulunan biitiin karigim 2
ml’lik spin kartiij igeren koleksiyon tiiplerine alindi ve tiipler oda sicakliginda 30 saniye
boyunca 12000 x g'de santrifiij edildi. Kolona 0.5 ml “RW Soliisyonu” eklendi ve
sonrasinda oda sicakliginda 30 saniye boyunca 12000 x g'de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi toplama tiipiiniin altinda kalan siv1 bosaltildi. 0.5 ml “Universal RPE Soluon”
eklenen kolonlar, oda sicakliginda 30 saniye boyunca 12000 x g'de santrifiijlendi ve yine
tiiplerin altinda kalan s1v1 kisim atildi. Bu asama iki defe tekrarlandi ve sonrasinda kolon
yeni bir ependorf tiipline yerlestirilerek iizerine 50 ul RNaz icermeyen su eklendi ve 2 dk
bekletildi. Tiipler bu siire sonunda 30 saniye boyunca 12000 x g'de santrifiijlendi. Bu
islem sonrasinda dokulardaki toplam RNA izolasyonu tamamlandi. Orneklerin total RNA
miktarlart nanodrop ile Azeso/A2s0 nm Olclimleri yapilarak belirlendi. cDNA sentezi igin
RNA miktarmin esitlenmesi amaciyla en diisik RNA degeri standart alindi. cDNA

sentezi i¢in her bir gruptaki 6rneklerden RNA havuzu hazirlandi.
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2. Saflagtirllan RNA
orneklerinin Elektroforez
islemine tabii tutulmasi ve

goriintiilenmesi

3. Elde edilen RNA
orneklerinden cDNA
sentezlenmesi

4. cDNA ve primerin
denaturasyon, baglanma ve
l polimerizasyon dongiisii

tekrarlanarak
5. PZR analizinin f OR =
tamamlanmasi —

amplifikasyonun yapilmasi
RT-PZR Barkodlama ve Siralama

Sekil 3.8. RT-PZR analiz protokoliine genel bakis.

cDNA Sentez Protokolii

RNA o6rneklerden ¢cDNA sentezi iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad, ABD)
kullanilarak gerceklestirildi. cDNA sentezi i¢in havuz yapilan RNA o6rneklerinden 10 pl
kullanild1. Sentez i¢in tiiplere 10 ul RNA 6rnegi, 4 pul 5X iScript Reaction mix, 1 pl iScript
Reverse Transcriptase ve 5 ul niikleaz icermeyen su ilave edildi. Ornekler termal dongii
cihazina yerlestirildi. Cihazin inkiibasyon ayarlari; 25 °C’de 5 dk, 42 °C’de 30 dk, 85
°C’de 5 dk ve 4 °C’de o olacak sekilde ayarlandi. Elde edilen cDNA 6rnekleri -20 °C’de

saklandi.

Gercek Zamanh PZR Protokolii

Elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin varliginda Real Time-PCR ile
amplifiye edildi (BioRad CFX Connect, ABD). Analizlerinde 96 kuyucuklu plakalar
kullanild1 (BioRad, ABD). Analiz icin plate hazirlanirken cDNA o&rneklerinde her bir
kuyucuga 2 pl kondu. Buz iizerinde her bir 6rnek i¢in 5 ul SYBR Green Master Mix, 2.5
ul niikleaz igermeyen su ve 0.5 pl primer hibridizasyon probu olacak sekilde 6rnek
sayisina gore hesaplanan bilesen miktarlar1 ependorflara birakildi ve vortekslendi.

Platedeki cDNA orneklerinin tizerine 8 pl hazirlanan karisimdan birakilarak plate tizeri
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optik yapistirict filmle kapatildi. Gen ifade seviyeleri, BioRad CFX Connect sistemi ile
ol¢iildii. Calismada B-aktin kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi. Sicaklik
kosullar1 50 °C’de 2 dk, 95 °C’de 10 dk X 45 sikliis, 95 °C’de 15 saniye ve 60 °C’de 1
dk olacak sekilde ayarlandi. Real Time-PCR analizleri sonucunda ilgili genlerin mRNA

ifadelerindeki degisimler 2-4ACT

yontemi kullanilarak hesaplandi (87). Deneysel
caligmalar 3 tekrar seklinde gergeklestirildi.
Gen ifadelerinin analizinde kullanilan primerlerin dizilimleri ve biiyiikliikleri

Tablo 3.2.’de verildi.

Tablo 3.2. Primer dizilimleri.

GEN ADI Primer dizisi NCBI Referens Sekans Beklenen
Numarasi Primer PZR
iriin
biuiyiikligii
(Amplifikasyon
tiriinii)
p-aktin F: 5 NM 031144.3 76 bp
CTAAGGCCAACCG
TGAAAAG 3’
R: 5
GCCTGGATGGCTA
CGTACA 3°
GnRH F: 5 NM 012767 69 bp
TCTGCGAGGAGCT
CTGGA ¥’
R: 5
GGGCCAGTGCATT
ACATCTT ¥

3.8.2. Western Blot Analizi

Western Blot analizleri Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji

Anabilim Dali laboratuvarinda yapildi. Siganlarin hipotalamus dokularindan GnRH
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protein seviyeleri Western Blot analiziyle belirlendi. Yapilan Western Blot analizinin

genel prosediirii Sekil 3.9.’da gosterilmistir.

i 1\ /@ l

— ||

@ @ rrotein
1. Ayristirilan érneklerin 2. Proteinler PVDF 3. %S siit tozuyla membranin
jel lizerine ekimi ve membranlara bloklanmasi ve hedef proteinlere
Elektroforezde transferi ozgii primer antikorlar ile
yiiriitiilmesi membranin inkiibe edilip
yikanmasi

I |

: [sima Sekonder
wl® Substrat \ : o * Enzim
. itikor

o= — S—

s s s

. Protein

7. Western Blot

T @ Protein
goriintiisiiniin alinmasi

5. Primer antikorlara
ozgii sekonder
antikorlarla membranin
inkiibe edilmesi

6. inkiibe edilen
membranin 151ma yapmasi

Sekil 3.9. Western Blot analizine genel bakis.

Alinan doku 6rnekleri RIPA buffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, %0.1 Triton
X-100, %0.5 Sodyum deoksikolat, %0.1 SDS, 1 mM Sodyum ortovanadat, 1 mM NaF,
cOmpleteTM Proteaz inhibitoér tablet; Roche) icerisinde homojenatorde (QIAGEN
TissueLyser LT, Almanya) parcalandi ve buz tizerinde 30 dk inkiibe edildi. Lizis sonrasi
3 defa 10 sn sonikasyon yapildi (Q125, QSonica, USA). Tiipler 4°C sicaklikta 15000
rpm’de 30 dk santrifiij edildikten sonra silipernatant yeni tiiplere alindi ve orneklerin

protein diizeyleri BCA Protein 6l¢iim kiti (Biorbyt, Ingiltere) kullanilarak belirlendi.
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Calismada %15 SDS jeller kullanildi ve her kuyucuga esit miktarda protein 6rnegi (20
ng) yikledi. Jeller 10 dk 100 V’da daha sonra 70 dk 200 V’da vyiiriitiildii. Elektroforez
sonrasi Trans-Blot Turbo RTA transfer kiti (Katalog No: 1704272, BioRad, ABD)
kullanilarak 0.22 ym PVDF membranlara proteinler transfer edildi (TransBlot Turbo,
BioRad, ABD) (Sekil 3.10.).

KATOT (-)

USTiYON
REZERVATUAR
KUMESI

JEL

MEMBRAN

ALT iYON
REZERVATUAR
KUMESI

ANOT (+)

Sekil 3.10. Western Blot i¢in hazirlanan sandvigin yapisi.

Membran oda sicakliginda 1 saat %5’lik siit tozuyla bloklandi ve sonra geceboyu
4 °C’de GnRH primer antikorlari ile inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, membranlar
TBS-T ile yikand1 ve oda sicakliginda 1 saat HRP ile konjiige edilmis ikincil antikor
uygulandi. inkiibasyondan sonra membranlar 3 defa 5 dk siireyle TBT-T ile yikand1. Son
olarak, ECL soliisyonu (Clarity ECL Western Blotting Substrate, BioRad, ABD) ile
muamele edilen membranlar, Fusion FX-7 (Vilber, Almanya) sisteminde goriintiilendi.
Blotlarin analizi Image J programinda analiz edildi. Yiikleme kontrolii olarak insan anti-
[-aktin antikoru kullanildi (88, 89). Deneyde Olciilen doku protein seviyesi f-aktin’e

oranlandi.

3.8.3. Hormon Parametrelerinin Tayini

Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda

ELISA analizleri yapildi. Serum LH (Elabscience, E-EL-R0026), FSH (Elabscience, E-
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EL-R0391) ve testosteron (Cayman, 582701) seviyelerini belirlemek i¢in sigan spesifik
ELISA kitleri kullanild:.

Serum LH ve FSH Diizeyinin ELISA Yontemiyle Belirlenmesi

ELISA Kkiti igeriginde yer alan deney protokolii serum LH ve FSH seviyelerini
belirlemek i¢in uygulandi. Analizlerin baglangicinda once Sekil 3.11.’de belirtildigi gibi
kit i¢ginde bulunan 100 mlU/ml (LH) ve 200 ng/ml (FSH) konsantrasyonlara sahip standart

diliisyon buffer soliisyonu kullanilarak seyreltildi.

500 ul 500 ul 500 pl 500 ul 500 ul 500 ul

NN N NN
ST e = = =

Referans
Standart

1 3 4 5 6 7 8
FSH 200 100 50 25 12.5 6.25 3.13 0 ng/ml
LH 100 50 25 12.5 6.25 313 1.56 0 mlU/ml

Sekil 3.11. Serum LH ve FSH ELISA standart soliisyonunun diliie edilmesi.

Hazirlanan standartlar, numuneler, ELISA tamponu ve antikor, 96 kuyucuklu

ELISA Kit plagina Sekil 3.12.’de gosterildigi gibi pipetlendi.
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N2 )l N2 JIN10 ) N10 ) N18 )| N18 )| N26 /| N26 )| N34 )| N34

N3 )0 N3 JINI11 ) N11 )| N19 )| N19 || N27 )| N27 ) N35 )| N35

N4 || N4 JIN12 ) N12 )| N20 )| N20 )| N28 ) N28) N36) N36

NS )0 N5 JIN13 ) N13 )l N21 )| N21 )l N29 ) N29 ) N37) N37

N6 || N6 )| N14 ) N14 )| N22 )| N22 || N30 )| N30 )| N38 ) N38

N7 ) N7 JIN15 ) N15 ) N23 )| N23 )| N31 )| N31 )| N39 ) N39

Sekil 3.12. Serum LH ve FSH diizeyinin belirlenmesinde kit plaginin diizeni.

Analiz i¢in kit plaginin diizeni saglandiktan sonra asagida belirtilen ELISA analiz

protokolii uygulandi.

Standart, kor (blank) veya drnekler 100 pl hacminde plak diizeninde
gosterildigi sekilde pipetlendi. Uzeri yapiskan kapakla kapatildi.

Plaka 37 °C’de 90 dk. inkiibe edildi ve inkiibasyon sonrasi 100 pl
Biotinylated Detection Ab. Reaktifi eklendi. Uzeri yapiskan kapakla
kapatildi ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

Yapigkan kapak c¢ikarildiktan sonra yikama soliisyonu ile (her
kuyucuga 0.35 ml) plak 3 defa yikandi. En son yikamadan sonra plate
kagit havluya ters ¢evrilerek vuruldu.

Tiim kuyucuklara 100 ul Streptavidin-HRP konjuge soliisyonu eklendi
ve lizeri yapiskan kapakla kapatilarak 30 dk. 37 °C’de inkiibe edildi.
Yikama soliisyonu ile (her kuyucuga 0.35 ml) plak 5 defa yikandi. En
son yikamadan sonra plate kagit havluya ters ¢evrilerek vuruldu.

Her kuyucuga 90 ul substrat soliisyonu eklendi ve plak alimunyum
folyoyla sarilarak giin 15181 engellendi. Plak 15 dk. 37 °C’de inkiibe
edildi.
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e Renk degisimini durdurmak i¢in 50 pl stop soliisyonu tiim kuyucuklara

eklendi.

e 450 nm dalga boyunda ELISA plate okuyucusunda okuma yapild1 ve
FSH sonuglar1 ng/ml, LH sonuglart mlU/ml olarak hesaplandi.

Serum Testosteron Seviyelerinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Sicanlarin serum testosteron seviyesini belirlemek i¢in ELISA Kkiti ile birlikte
gelen deney protokolii uygulandi. Analizlere baglamadan 6nce kit i¢inde bulunan 50
ng/ml konsantrasyona sahip standart, diliisyon buffer soliisyonu kullanilarak Sekil

3.13.’te belirtildigi gibi seyreltildi.

100 pl 100p1 500 pl 500l S500pl  500pl  500pl 500 pl 500 pl

. NNNN NN NN N

. S1 S2 S3 S4 SS S6 S7 S8

50 ng/ml 5 ng/ml 500 250 125 625 313 15.6 7.8 39
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Sekil 3.13. Serum testosteron ELISA kit standartinin diliic edilmesi.

Hazirlanan standartlar, numuneler, ELISA tamponu ve antikor, 96 kuyucuklu

ELISA kit plagia Sekil 3.14.’te gosterildigi gibi pipetlendi.
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200000V DOCOC
12000 DOOOOCCLCC
HOOO0O0DOOOOCCE,
OO0 DOOOOCCE
0000 OOOOCOOTS,
{00000 COCCCES,
HOVOODOOOOOCC
1O OO00DOCCCCCC

Sekil 3.14. Serum testosteron diizeyinin belirlenmesinde kit plaginin diizeni (S1-8: Standart
eklenen kuyucuk, BLK: Bos kuyucuk, N1-40: Serum numunesi, NSB: Spesifik olmayan baglayici, Bo:
Maksimum baglayici, TA: Total aktivite).

Analiz i¢in kit plaginin diizeni saglandiktan sonra asagida belirtilen ELISA analiz

protokolii uygulandi.

50 pl standart ve drnekler ELISA plakina eklendi.

Her kuycuga kit icerisinde gelen 50 pl Biyotinilat eklendi.

Plak 45 dk 37 °C’de inkiibe edildi.

Aspirasyon ve yikama iglemi 3 defa tekrarlandi.

Her kuycuga kit icerisinde HRP Conjugate’tan 50 ul eklendi.

Plak 30 dk 37 °C’de inkiibe edildi.

5 kez aspire ve yikama islemi uygulandi.

90 pl substrate Reagent eklendi.

Plak 15 dk 37 °C’de inkiibe edildi.

Renk gelisimini durdurmak i¢in 50 upl stop soliisyonu (tiim
kuyucuklara) eklendi.

450 nm dalga boyunda ELISA plate okuyucusunda okuma yapildi ve

sonuclar pg/ml olarak hesaplandi.
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3.8.4. Sperm Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Hemositometre yardimiyla epididimal sperm konsantrasyonu tespit edildi. Ilk
olarak petri kabinda sag epididim 1 ml SF igerisinde parcaland1 ve ¢alkalayicida 4 saat
inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan siipernatant 1:200 oraninda seyreltildi. Sonrasinda
Neubauer sayim laminin iki odacigina da 10 pl seyreltilmis sperm siispansiyonu eklendi
ve oda 1s1sinda 5 dk. inkiibasyonda bekletildi. Son basamakta da yerlesik hiicreler 151k
mikroskobu yardimiyla sayildi. Ileri progresif sperm hareketliligi yiizdesi ise 1s1k
mikroskobu kullanilarak belirlendi. Oncelikle bir slayt 37 © C’ye kadar 1sitildi. Uzerine
temiz lamlar konuldu ve her biri taze olarak 40 pl semen ve 10 pl eozin soliisyonu
kanigtirllip lama yayildi. Hazirlanan preparat immersiyon yagi kullanilarak 100°lik
objektifte, her kesitte 100 sperm hiicresi incelenerek sayildi. Elde edilen veriler yiizde

birimiyle gosterildi.

3.8.5. Verilerin Istatistiksel Analizi

Analizlerde IBM SPSS Statistics 22.0 for Windows paket programi kullanildi.
Nicel veriler ortamala + standart sapma (SS) ile 6zetlendi. Normal dagilima uygunluk
Shapiro Wilk testi ile incelendi. Nicel degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmalarinda
Kruskal Wallis H testi kullanildi. Onemli farklilik belirlendiginde ¢oklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile gergeklestirildi. p<0.05 degeri

istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Asprosinin GnRH mRNA Seviyesi Uzerine Etkisi

Asprosin uygulamasinin hipotalamus dokusundaki GnRH mRNA ifade diizeyinde
meydana getirdigi degisiklikler Sekil 4.1°de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda kontrol ve sham gruplar1 arasinda GnRH mRNA seviyeleri a¢isindan bir
farklilik olmadig1 (p>0.05), asprosin uygulanan gruplarda, kontrol ve sham gruplarina
gore GnRH mRNA seviyesinin arttig1 tespit edildi. Ayrica 68 nM asprosin uygulanan

grupta GnRH mRNA seviyesinin 34 nM asprosin uygulanan gruba gére doz bagimli artis
gosterdigi belirlendi (p<0.05).

4.8 1

4.0

3.2

2.4 A

1.6 1

GnRH mRNA Seviyesi (Kat Degisimi)

0.8

0.0

Sekil 4.1. Asprosinin hipotalamus dokusundaki GnRH mRNA ifadesi iizerine etkisi.
(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak ifade edildi. a, b ve ¢
birbirinden farkli; #>p<0.05)
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4.2. Asprosinin GnRH Protein Seviyesi Uzerine Etkisi

Asprosin uygulamasinin hipotalamus dokusundaki GnRH protein ifade diizeyinde
meydana getirdigi degisiklikler Sekil 4.2.’de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda kontrol ve sham gruplar1 arasinda GnRH protein seviyeleri agisindan bir
farklilik olmadigi (p>0.05), ancak asprosin uygulama gruplarinda kontrol ve sham
gruplarina kiyasla GnRH protein seviyesini arttirdi8i, ayrica bu artisin doz bagimli oldugu
belirlendi (p<0.05).

Kontrol Sham 34 nM Asprosin 68 nM Asprosin
S GnRH
21 - ——— — ——— — B- aktin
18 ¢
5 15
S
°
=
=
=<
S 1.2 A
Q.
%
= a
O 09 - '|'
0.6
0.0 T
N
&
«

Sekil 4.2. Asprosinin hipotalamus dokusundaki GnRH protein ifadesi lizerine etkisi.
Western Blot jel goriintiisii (A) ve GnRH bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi

(B). (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullamlarak yapildi. Coklu karsilastirmalar
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak ifade edildi. a, b
ve ¢ birbirinden farkly; #>°p<0.05)
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4.3. Asprosinin Serum FSH Seviyesi Uzerine Etkisi

Asprosin uygulamasinin serum FSH seviyesinde meydana getirdigi degisiklikler
Sekil 4.3.’te gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu kontrol ve sham gruplari
arasinda serum FSH seviyeleri a¢isindan bir farklilik olmadigr (p>0.05) 6te yandan
asprosin uygulama gruplarinin kontrol ve sham gruplarina kiyasla serum FSH seviyesinde
artis tespit edildi (p<0.05). 34 nM asprosin uygulanan grup 68 nM asprosin uygulanan
grup ile kiyaslandiginda ise 34nM asprosin grubunda serum FSH diizeyinin arttig1, ancak

bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0.05).
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Sekil 4.3. Asprosinin serum FSH seviyesi lizerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal
Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ort. = SS olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; »°p<0.05)
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4.4. Asprosinin Serum LH Seviyesi Uzerine Etkisi

Asprosin uygulamasmin serum LH seviyesinde meydana getirdigi degisiklikler
Sekil 4.4’te gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda kontrol ve sham
gruplar1 arasinda serum LH seviyeleri agisindan bir farklilik olmadigi (p>0.05), asprosin
uygulanan gruplarda, kontrol ve sham gruplarma kiyasla serum LH seviyesinin arttig1
tespit edildi. Bunun yani sira 68 nM asprosin uygulanan grupta LH seviyesinin 34 nM

asprosin uygulanan gruba gore daha yliksek oldugu goriildi (p<0.05).
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Sekil 4.4. Asprosinin serum LH seviyesi {izerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal
Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ort. = SS olarak ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkls; **°p<0.05)
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4.5. Asprosinin Serum Testosteron Seviyesi Uzerine Etkisi

Asprosin uygulamasinin serum testosteron seviyesinde meydana getirdigi
degisiklikler Sekil 4.5.’te gosterilmistir. Istatistiksel analizler sonucunda kontrol ve sham
gruplarinin serum testosteron seviyelerinde herhangi bir farklilik olmadig: tespit edildi
(p>0.05). Asprosin uygulama gruplarinda ise kontrol ve sham gruplarina kiyasla serum

testosteron seviyesini arttirdigi, ayrica bu artisin doz bagimli oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.5. Asprosinin serum testosteron seviyesi lizerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi
Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli; **p<0.05)
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4.6. Asprosinin Epididimis Agirliklar1 Uzerine Etkisi

Asprosin uygulamasinin sag epididimis agirliginda meydana getirdigi
degisiklikler Sekil 4.6.’da gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda gruplar

arasinda sag epididimis agirliklart a¢isindan bir farklilik olmadigr tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 4.6. Asprosin inflizyonunun sag epididimis agirligr lizerine etkisi. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak ifade edildi. p>0.05)
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Asprosin uygulamasimin sol epididimis agirliginda meydana getirdigi
degisiklikler Sekil 4.7.”de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda gruplar

arasinda sol epididimis agirliklar agisindan bir farklilik olmadigi tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 4.7. Asprosin inflizyonunun sol epididimis agirhigi iizerine etkisi. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. + SS olarak ifade edildi. p>0.05)
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4.7. Asprosinin Sperm Parametrelerinin Degerlendirmesi
4.7.1. Asprosinin Sperm Yogunlugu Uzerine Etkisi

Asprosin uygulamasinin sperm yogunlugu diizeyinde meydana getirdigi
degisiklikler Sekil 4.8.’de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu kontrol ve
sham gruplar1 arasinda sperm yogunlugu ag¢isindan bir farklilik olmadig1 (p>0.05) ote
yandan asprosin uygulama gruplar1 da kontrol ve sham gruplarina kiyasla sperm
yogunlugunu arttig1 tespit edildi (p<0.05). 34 ve 68 nM asprosin uygulanan gruplar
kiyaslandiginda yiliksek doz asprosin uygulanan grupta sperm yogunlugunun arttigi,

ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0.05).
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Sekil 4.8. Asprosinin sperm yogunlugu iizerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal
Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ort. = SS olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; #°p<0.05)
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4.7.2. Asprosinin Sperm Hareketliligi Uzerine Etkisi

Asprosin uygulamasinin sperm hareketlilik yiizdesinde meydana getirdigi
degisiklikler Sekil 4.9.’da gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu kontrol ve
sham gruplari arasinda sperm hareketliligi agisindan bir farklilik olmadigi (p>0.05) tespit
edilirken asprosin uygulama gruplarinda kontrol ve sham gruplarina kiyasla sperm

hareketliligini arttig1 (p<0.05), ancak bu artisin doz bagimli olmadigi belirlendi (p>0.05).
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Sekil 4.9. Asprosinin sperm hareketliligi tizerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal
Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ort. = SS olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.05)
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4.7.3. Asprosinin Sperm Ileri Hareketliligi Uzerine Etkisi

Asprosin uygulamasinin sperm ileri hareketliliginde meydana getirdigi
degisiklikler Sekil 4.10.°da gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda
kontrol, sham ve 34 nM asprosin gruplar1 arasinda sperm ileri hareketliligi agisindan bir
farklilik olmadig1 (p>0.05) tespit edilirken, 68 nM asprosin grubunda diger gruplara

kiyasla sperm ileri hareketliliginde anlamli bir artig gosterdigi sonucuna ulagildi (p<0.05).
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Sekil 4.10. Asprosinin sperm ileri hizli hareketliligi {izerine etkisi. (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ort. = SS olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkly;
ab.

°p<0.05)
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5. TARTISMA

Ureme davranisi besin alimi ve susamada oldugu gibi merkezi sinir sistemi
tarafindan denetlenir (12). Bu denetim hem erkek hem de kadinlarda hipotalamus, hipofiz
ve gonadlardan olusan aks tarafindan saglanmaktadir (90). HHT aks1 erkek iireme sistemi
kontroliinde kilit rol oynar ve temel islevi; lireme i¢in gerekli hormonlarin salgisini
kontrol etmek, saglikli sperm hiicresi olusumu ve olgunlagsmasini saglamaktir (91). Bu
aksta meydana gelebilecek hormonal bozukluklar biiyiik oranda erkek kaynakli infertilite
ile sonu¢lanmaktadir (92). HHT aks1 erkek iireme sistemi lizerindeki iglevini ii¢ basamak
iizerinden gostermektedir. Ik basamakta hipotalamustan 6n hipofiz bezini uyaran GnRH
salgis1 gergeklesir (93). Pulsatil salgilanan peptid yapili GnRH, ergenlik donemi
baslangicinin temel belirleyicisidir (74). Yapilan ¢alismalar HHT aksinda meydana gelen
bir hasar sonucu GnRH {iretimindeki aksakligin pubertal yetmezlik, cinsel gelisim
bozuklugu ve kisirliga yol agabildigini géstermistir (75). Adipoz doku, birgok merkezi ve
cevresel uyar1 tarafindan diizenlenen HHT aksinin ¢alismasini ve diizenlenmesini
etkileyen onemli bir dokudur (13). HHT aksini etkileyen yeni faktorlerin belirlenmesi
tireme fizyolojisi/patofizyolojisini anlamamiz agisindan da Onemini korumaktadir.
Yapilan ¢aligmalar adipoz dokunun sadece enerji depo eden bir doku olmadigini, ayni
zamanda adipokinler olarak adlandirilan ¢esitli protein veya peptitleri iiretebilen ve
salgilayabilen aktif bir endokrin organ gibi ¢alistigini ortaya koymaktadir. (13, 94).
Birgok arastirma bu hormonlarin fertilite iizerinde olumlu veya olumsuz etkiler meydana
getirdigini gostermistir (18, 95). Yakin zamanda yapilan ¢alismalar adipokinlerin, HHT
aksmi uyardiklarim1 gostermistir. Adipokinler HHT ekseninde erkek ve kadin iireme
sistemini etkileyen pleiotropik etkilere sahiptir (96). Adipokin olarak tanimlanan leptinin
HHT aksini1 aktive ederken (97, 98), bir baska yag doku hormonu olan adiponektinin ise
GnRH noéronlarini baskiladigi (99), FSH, LH ve testosteron hormon seviyelerini azalttigi
(100) cesitli calismalarla ortaya konmustur. Yag doku orjinli bir diger peptid olan apelin-
13’tin LH ve testosteron salgisini 6énemli diizeyde baskiladigi bildirilmistir (14). Yine
yapilan bir baska ¢aligmada Adipokin ailesinin bir bagka iiyesi olan resistinin, GnRH
aktivitesini azaltarak LH hormon seviyesini azalttig1 rapor edilmistir (96). HHT aksini
etkileyebilecegi diisiiniilen yeni kesfedilmis bir adipokin olan asprosin koku reseptorii
olarak da gorev alan OLFR734 reseptoriine baglanarak cAMP yolagini kullanir (23).

Beyin ve testis dokusunda lokalize olan asprosinin kan beyin bariyerini gegtigi cesitli
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caligmalarla ortaya konmustur (21, 22, 25). Asprosin iizerinde yapilan bir arastirmada
yarilanma Omriiniin 145 dk oldugu rapor edilmistir. Ayni calismada asprosin
uygulamasinin ArkN’de yer alan AgRP noéronlarmi aktive ederken POMC noéronlarini
inhibe ettigi belirlenmistir (22). Calismamizda, 34 ve 68 nM konsantrasyonlarinda
merkezi olarak uygulanan asprosinin hipotalamus dokusunda GnRH protein seviyesinin
arttig1 ve bu artisin doz bagimli oldugu belirlendi. HHT aksinin ilk basamaginda yer alan
ve pulsatil salgilanan GnRH hormonunun, yarilanma 6mrii kisa olan ve merkezi inflizyon
seklinde uygulanan asprosin etkisiyle artmasi asprosinin HHT aks1 iizerinde etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir.

HHT aksinin ikinci basamaginda GnRH tarafindan uyarilan pitiiiter bezden LH ve
FSH hormon salgis1 gerceklesir. LH hormonu testislerdeki leydig hiicrelerinden
testosteron salgilanmasini indiiklerken, FSH hormonu da testislerde lokalize olan sertoli
hiicrelerini uyararak spermatogenezi destekler (101). Erkeklerde puberte donemde iireme
sisteminde olusan hasar, testosteron seviyesinde azalma, konjenital anormallikler, cinsel
islev gelisiminde bozukluk ve infertiliteye neden olmaktadir (102). Yeni kesfedilen
adipokin yapili asprosinin cinsiyet hormonlariyla arasindaki iligkinin arastirildigi
calismalarda serum testosteron ve FSH’mn asprosin hormonuyla pozitif korelasyon
gosterdigi ortaya konmustur (43, 53, 78). Erkek fertilitesi iizerine yapilan bir baska
caligmada OLFR734’{in nakavt edildigi si¢anlarin plazma testosteron seviyesinde saglikli
siganlara kiyasla anlamli bir fark olmadig belirtilmistir (24). GnRH hormonu viicuttaki
dalgalanmalara yanit olarak hipofizden FSH ve LH hormonlarinin salimimin
gerceklestirir. Calismamizda asprosin uygulanan gruplarda FSH ve LH hormon
seviyelerinin arttig1 belirlendi. Elde edilen sonuglara gore LH hormonundaki artisin doz
bagimli oldugu bulundu. On hipofizden salgilanan LH testis hiicresi olan leydig
hiicrelerini uyararak testosteron salgisini arttirir (4). Calismamizin sonuglari literatiir ile
uyum gostererek asprosin uygulanan gruplarda serum testosteron seviyesini doz bagiml
olarak arttirdi. Calismamizda artan serum FSH ve LH hormonlarinin testis dokusunu
etkileyerek serum testosteron seviyesini arttirdigi diisiiniilmektedir. Ayrica HHT aksinda
yer alan bu hormonlarin artisi, asprosinin fertilite izerine olumlu etki gdsterebilecegini
akla getirmektedir.

Infertilite son zamanlarda goze carpan ancak ihmal edilen kiiresel bir sorun haline
gelmistir (92). Hastaliklarla iliskili infertilite her iki cinsiyeti de etkileyebildigi gibi tek
cinsiyete 0zgii de olmaktadir (103). Her iki cinsiyette infertiliteyi etkileyen faktorler

arasinda  hipogonadotrofik  hipogonadizm, hiperprolaktinemi, kistik fibrozis,
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enfeksiyonlar, sistemik hastaliklar, yasam tarziyla ilgili faktorler veya hastaliklar yer
almistir. Erkek kisirligr ise yillar i¢inde gozlenen yasa bagli semen azalmasi, endokrin
bozukluklar, alkol, sigara vb. olarak yapilan caligmalarla belirlenmistir (103, 104).
Infertiliteyi etkileyen bu sebepler iireme fizyolojisinde dnemli bir role sahip olan HHT
aksinin yapisini da bozmaktadir (8). HHT aksini etkileyecegi diisiiniilen asprosinin {ireme
sistemi lizerindeki etkisini ortaya koyabilecek ¢aligsma sayis1 olduke¢a kisithidir. OLFR734
knockout farelerin testis agirli§i, sperm sayisi, morfolojisi, kalitesi ve canliligi
bakimindan knockout olmayan fareler ile benzer oldugu gosterilmistir. Ancak OLFR734
knockout farelerde sperm ileri hareketliliginde anlamli bir azalma meydana geldigi rapor
edilmistir (24). Erkeklerde toplam sperm sayisi, sperm yogunlugu ve sperm ileri
hareketliligi fertiliteyi etkileyen en onemli parametreler arasindadir. Erkeklerde yasin
ilerlemesiyle birlikte iiretilen spermin kalitesi ve miktarindaki azalmalar infertiliteye
sebep olmustur (105). Spermin ileri hareketliligi aktif olarak hareket edebilen
spermatozoanin gostergesidir ve lireme yolunda spermatozoon hareketi i¢in anahtar rol
oynamaktadir (24, 106). Wei ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada hem OLFR734 knockout
hem de knockout olmayan farelere eksojen asprosin uygulamasimin sperm ilerleyici
hareketliligi ve fertilitesini 6nemli diizeyde arttirdigini bildirmistir (24). Calismamizda
34 ve 68 nM dozlarinda merkezi infiizyon seklinde 14 giin asprosin uygulamasi sonrast
epididimis agirliklarinda gruplar aras1 anlamlilik bulunamadi, ancak sperm hareketliligi
ve yogunlugunun anlamli olarak arttig1 belirlendi. Ayrica sperm ileri hizli hareketliliginde
yiiksek doz asprosin uygulanan grupta diger gruplara gore anlaml bir yiikselme oldugu
bulundu. Bu sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu goriildii. Elde edilen bu veriler
degerlendirildiginde artan serum FSH, LH ve testosteron seviyelerinin spermatogenezi
arttirdig1 ve bu artisin sperm yogunlugu, hareketliligi ve ileri hizli hareketini arttirdigini
diisiinmekteyiz.

Calismamiz sicanlara merkezi olarak uygulanan asprosinin hipotalamus
dokusunda GnRH mRNA ve doku protein diizeyini arttirdigr goriildii. Bu kapsamda
asprosin-GnRH iliskisi kismen de olsa belirlenmistir. Ozellikle pulsatil salgiya baglh
olarak GnRH analizlerinde dalgalanmalarin ortaya c¢ikmamasmin en Onemli
nedenlerinden birinin asprosinin inflizyon seklinde uygulanmasina bagli olarak
korundugunu diisiinmekteyiz. Soyle ki; bu ¢alismada kullanilan ozmotik mini pompalar
her saat tekrarlanabilir bir sekilde 14 giin siiresince uygulamaya imkan verecek sekilde
gelistirildiginden, 145 dakika yarilanma omre sahip asprosinin, plazma ve dokularda

yikimlanmas1 énemli diizeyde engellenerek uzun siireli olarak aktif kalmasina olanak
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saglamaktadir. Bu sekilde asprosinin, GnRH iizerindeki bu aktive edici tarzdaki etkinin
devamliliginin saglandigr disiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda ayrica asprosin
uygulamasinin siganlarin serum LH, FSH ve testosteron diizeylerini 6nemli diizeyde
arttirdigi goriildii. Asprosin uygulamasina baglh olarak, HHT aksinin diger bilesenleri
olan hipofiz (LH ve FSH) ve testis (testosteron) dokularindan salgilanan hormonlardaki
meydana gelen bu artig, 6zellikle asprosinin GnRH iizerindeki uzun siireli aktive edici
etkisinden kaynaklandigini bizlere diisiindiirmektedir. Ciinkii hipotalamustan salgilanan
GnRH 0n hipofizi uyararak FSH ve LH hormon salgisinm1 gerceklestirir (107). LH
hormonu testislerdeki leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmasini indiiklerken (108),
FSH hormonu da testislerde lokalize olan sertoli hiicrelerini uyararak spermatogenezi
saglar (101). Calismamiz bulgularina bakildiginda asprosin uygulamasina bagl olarak;
GnRH, LH ve testosteron diizeylerinin doz bagimh tarzda arttigi ancak FSH hormon
diizeyinin asprosin uygulanan (34 ve 68 nM) gruplarda benzer oldugu goriilmektedir.
GnRH pulse jenaretoriindeki degisikliklere LH kisa siire i¢erisinde hizli bir sekilde uyum
saglarken, FSH’nmin daha wuzun siirede gecikmis yanit ortaya koymasindan
kaynaklandigini diisiinmekteyiz. HHT aksinin aktivasyonu ile son iiriin olarak elde edilen
sperm hiicreleri ¢aligmamiz kapsaminda incelenerek sperm sayisinda, kalitesinde ve
hareketliliginde, asprosin uygulamasina bagl olarak artis meydana geldigi belirlendi.
Sperm say1 ve hareketliliginde meydana gelen artisin 6zellikle asprosin uygulamasina

bagli olarak serum FSH seviyesindeki artisa bagli olarak olustugunu soyleyebiliriz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calisma sonuglarimiz bir biitiin olarak degerlendirildiginde fizyolojik mekanizma
her ne kadar simdilik acik olmasa da; asprosin HHT aksin1 uyarabilmekte ve erkek tireme
hormon salgisinda artisa neden olmaktadir. Ozellikle elde edilen bu ilk bulgular HHT
aksindaki hormonal bozukluklara bagli olarak meydana gelen infertilite patofizyolojisi
icin umut verici goriilmektedir. Ancak yapilacak ileri diizey arastirmalar ile testis
dokusundaki OLFR734 reseptorleri ile spermatogenez ve testikiiler hormon salgilar
arasinda etkilesim olup olmadiginin belirlenebilmesi durumunda, asprosinin erkek tireme
sistemi tizerindeki etkileri daha anlasilir olacaktir. Ayrica asprosinin libido ve disi lireme
sistemi lizerindeki muhtemel etkileri halen gizemini korumaktadir. Bu alanda yeni

arastirmalarin tasarlanmasina ihtiyag¢ vardir.
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EK 1. ETiK KURUL KARARI
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EK 2. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi Soyadi

Adres

: Tuba KESKIN

Egitim Durumu

Kastamonu Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi
Lisans . ‘ 2012-2017
Beslenme ve Diyetetik Boliimii
Yiiksek | Indnii Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii 2019-Devam
Lisans Fizyoloji Anabilim Dali Ediyor

Ilgi Alanlari

Néroendokrinoloji, Beslenme Fizyolojisi, Ureme Fizyolojisi, Sinirbilim, Hiicre Kiiltiiri,

Kanser Arastirmalari

TUBITAK Destekli Arastirma Projeleri

1. “Mitokondriyal-Tiirevli Peptid (Mots-c)’in insan Kolon ve Meme Kanseri Hiicre

Serilerinde Antikanserojenik Etkilerinin Belirlenmesi: in vitro Bir Calisma”,
TUBITAK 3501-Kariyer Gelistirme Programi, TUBITAK- 3185235, Bursiyer,
(2019- Devam ediyor).

BAP Destekli Arastirma Projeleri

l. “Erkek Siganlara Intraserebroventrikiiler Asprosin Uygulamasinin Ureme

Hormonlar1 Uzerine Etkileri”, IUBAP Yiiksek Lisans Projesi, TYL-2020-2185,

Arastirmaci, (2020- Devam ediyor).
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TUBITAK Destekli Etkinlik Projeleri

1.

“Saglik Bilimleri Alaninda TUBITAK igin Ulusal ve Uluslararasi Proje
Hazirlama Siireci” 2237-A Bilimsel Egitim Etkinliklerini Destekleme Programa,
TUBITAK 1129B371900871, Yardimct Personel (10-13 Ekim 2019).

“Saglik Bilimleri Alaninda Lisansiisti Ogrencilerine Yénelik Laboratuvar
Hayvanlarinda Ileri Diizey Deneysel Arastirmalar Kursu” 2237-A Bilimsel
Egitim Etkinliklerini Destekleme Programi, Katilimci (24-27 Ekim 2019).
“Lisans Ogrencileri I¢in Akademik Becerilere Giris ve TUBITAK 2209
Universite Ogrencileri Projeleri Hazirlama Siireci” 2237-A Egitim Etkinlikleri
Destekleme Programi, TUBITAK 1129B371901170, Yardimct Personel (20-23
Subat 2020).

“Ulusal ve Uluslararast TUBITAK Projesi Hazirlama Siireci 2020” 2237-B Proje
Egitimi Etkinliklerini Destekleme Programi, TUBITAK 1129B372000108,
Yardimci Personel (25-27 Eyliil 2020).

“Lisans Ogrencileri I¢in Akademik Becerilere Giris ve TUBITAK 2209-A
Universite Ogrencileri Arastirma Projeleri Hazirlama Siireci 2020” 2237-A
Egitim Etkinlikleri Destekleme Programi, TUBITAK 1129B372000492,
Yardimci Personel (10-13 Aralik 2020).

“Saglk Bilimleri Alaninda Lisans Egitimi Goren Ogrencileri I¢in Akademik
Becerilere Giris Ve Proje Egitimi: TUBITAK Bilim Okulu” 2237-A Egitim
Etkinlikleri Destekleme Progranmi, TUBITAK, Yardimct Personel (4-7 Mart
2021).

“Saglik Ve Doga Bilimleri Lisans Ogrencileri I¢cin Akademik Becerilere Giris:
Bilim Okulu” 2237-A Egitim Etkinlikleri Destekleme Programi, TUBITAK,
Yardimci Personel (11-14 Mart 2021).

“Saglik, Doga Ve Fen Bilimleri Alan1 Lisans Ogrencilerine Yénelik Uygulamali
Proje Onerisi Hazirlama, Yiiriitme Ve Akademik Kazammlar Egitimi/2” 2237-A
Egitim Etkinlikleri Destekleme Programi, TUBITAK, Yardimci Personel (18-21
Mart 2021).

“Lisans Ogrencileri I¢in Akademik Becerilere Giris ve TUBITAK 2209
Universite Ogrencileri Arastirma Projeleri Hazirlama Siireci” 2237-A Egitim
Etkinlikleri Destekleme Programi, TUBITAK, Yardimct Personel (25-28 Mart
2021).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

“T1p Fakiiltesi Lisansiistii Ogrencilerine Y&nelik Laboratuvar Hayvanlarinda leri
Diizey Deneysel Aragtirmalar Kursu” 2237-A Egitim Etkinlikleri Destekleme
Programi, TUBITAK, Yardimci Personel (1-4 Nisan 2021).

“Saglik Bilimleri Alaninda Ulusal ve Uluslararas1 TUBITAK Projesi Hazirlama
ve Yiiriitme Uygulamali Egitimi” 2237-B Proje Egitimi Etkinliklerini Destekleme
Programi, TUBITAK 1129B372000540, Yardumci Personel (9-11 Nisan 2021).
“Saglik ve Doga Bilimleri Alaninda Lisansiistii Ogrenciler I¢in Ulusal TUBITAK
Projesi Hazirlama ve Yiriitme Siireci 2021: Bilim Atdlyesi Malatya” 2237-B
Proje Egitimi Etkinliklerini Destekleme Programi, TUBITAK 1129B372000665,
Yardimci Personel (20-23 Mayis 2021).

“T1p Fakiiltesi Lisansiistii Ogrencilerine Yonelik Laboratuvar Hayvanlarinda Ileri
Diizey Deneysel Arastirmalar Kursu” 2237-A Egitim Etkinlikleri Destekleme
Programi, TUBITAK, Yardumci Personel (31 Mayis-3 Haziran 2021).

“Lisans Ogrencileri I¢in Akademik Becerilere Giris ve TUBITAK 2209
Universite Ogrencileri Arastirma Projeleri Hazirlama Siireci” 2237-A Egitim
Etkinlikleri Destekleme Programi, TUBITAK, Yardimct Personel (07-10 Haziran
2021).

“Saglik, Doga Ve Fen Bilimleri Alan1 Lisans Ogrencilerine Yénelik Uygulamali
Proje Onerisi Hazirlama, Yiiriitme Ve Akademik Kazanimlar Egitimi/3” 2237-A
Egitim Etkinlikleri Destekleme Programi, TUBITAK, Yardimci Personel (11-14
Haziran 2021).

“Saglik Bilimleri Alaninda Lisans Egitimi Goren Ogrencileri I¢in Akademik
Becerilere Giris Ve Proje Egitimi: TUBITAK Bilim Okulu” 2237-A Egitim
Etkinlikleri Destekleme Programi, TUBITAK, Yardimct Personel (19-22 Haziran
2021).

Katildig1 Kurslar

1.

Inénii Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu “21.Deney Hayvanlari
Kullanim Sertifikas1 Egitim Programi”, Malatya-2019.

Ugo Basile Tiirkiye Temsilcisi Radon Medikal, “Hot/Cold Plate NG cihaz
egitimi”’, Malatya-2020

Ugo Basile Tiirkiye Temsilcisi Radon Medikal, “VF Handheld Electronic Von
Frey cihaz egitimi”, Malatya-2020

Ugo Basile Tiirkiye Temsilcisi Radon Medikal, “Tail-Flick Unit cihaz egitimi”,
Malatya-2020
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5. Ugo Basile Tiirkiye Temsilcisi Radon Medikal, “RotaRod cihaz egitimi”,
Malatya-2020
Katildig) Bilimsel Etkinlikler & Kongreler

1. 1. Uluslararasi1 Diyabet Sempozyumu, Gaziantep-2013.
2. Hasan Kalyoncu Universitesi Sismanlik ve Yasam Kalitesi Uzerine Etkileri

Semineri, Gaziantep-2014.

3. Erciyes Universitesi 2. Ulusal Beslenme ve Diyetetik Ogrenci Kongresi, Kayseri-
2017.

4. Ankara Universitesi 2. Uluslararas1 Saglikli Beslenme Kongresi, Ankara-2019.

5. 4th International Congress of Turkish Neuroendocrinology Society, Istanbul-2020

Uye Oldugu Dernekler

1. Tiirkiye Noroendokrinoloji Dernegi

2. Tiirk Fizyoloji Bilimleri Dernegi

3. Beyin Aragtirmalar1 Dernegi
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