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OZET
Asprosinin Hipotalamo-Hipofizer-Adrenal Aksa Etkilerinin Arastirilmasi

Periferik dokular viicut enerji metabolizmasindaki degisikliklere bagli olarak
salgilanan aglik ile ilgili hormonlari istahin uyarilmasi i¢in merkezi sinir sistemine (MSS)
iletebilmektedir. MSS'de ise hipotalamus tarafindan algilanan bu hormonal degisiklikler ile
davranigsal ve noroendokrin yanitlar ortaya c¢ikmaktadir. Beyaz yag dokudan salinan,
oreksijenik ve glukojenik bir hormon olan asprosinin; kan-beyin bariyerini gegerek,
hipotalamusun paraventrikiiler niikleus (PVN) noéronlart ile etkilesime girdigi bilinmektedir.
Bu calismanin amaci; Asprosin hormonunun kan-beyin bariyerini gegebilmesi ve PVN
noron aktivitesini etkileyebilmesi 6zelligine sahip olmasi nedeniyle hipotalamo-hipofizer-

adrenal (HHA) aks tizerindeki etkilerine yonelik verilerin elde edilmesidir.

Arastirmamiz Sprague Dawley tiirii erkek ve disi sicanlar iizerinde yapildi. Her
grupta 7'ser hayvan yer aldi. Deneyler 2 farkli protokolde gergeklestirildi. 1. protokolde
santral (intraserebroventrikiiler (ICV)) asprosin enjeksiyonlarmin diistik, orta ve yiiksek
dozlarda (25, 50 ve 75 nM) uygulandig1 gruplar yer aldi. 2. protokolde ise asprosinin iki
farkli dozda periferik enjeksiyonlarinin (intramuskuler olarak 10 pg/kg ve 20 pg/kg
dozlarda) uygulandig1 gruplar yer aldi. 1. ve 2. protokole ait hipotalamus kortikotropin
salgilatict hormon (CRH), serum adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve kortikosteron
(CORT) diizeyleri ELISA ile degerlendirildi. Istatistiksel analizler, one-way ANOVA ve
Fisher’in en kiiciik anlamli fark (LSD) testi kullanilarak gerceklestirildi. Erkek ve disi
hayvanlarin santral ve periferik analiz sonuglarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasinda

ise bagimsiz orneklem t-testi kullanildi ve p<0.05 anlamli kabul edildi.

Asprosin, santral gruplarinda kontrol grubuna kiyasla hipotalamus CRH, serum
ACTH ve CORT diizeylerinin daha diisiik oldugu bulundu (p<0.05). Bu sonug, doz bagimli
olarak anlamli ¢ikmadi (p>0.05). 2. protokolde de benzer sekilde anlamli bir etki goriilmedi
(p>0.05). Sonuglarimiza gore asprosinin santral etkisinin HHA aks aktivitesini baskiladigi,
periferal etkisinin ise belirgin olmadig: belirlendi. Ayrica HHA aks iizerindeki s6z konusu
etkinin hem erkek ve hem de disi hayvanlarda benzer sekilde gergeklestigi goriildii. Bu
sonuglar stres fizyolojisi ve patofizyolojisinde asprosinin santral etkisinin baskilayici etkisi

olduguna isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adrenal, Asprosin, Hipofiz, Hipotalamus, Paraventrikiiler Nukleus
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Asprosine on the Hypothalamic-Pituitary-
Adrenal Axis

Peripheral tissues can transmit hunger-related hormones secreted due to changes in
body energy metabolism to the central nervous system (CNS) to stimulate appetite. These
hormonal changes, sensed by the hypothalamus in the CNS, elicit behavioral and
neuroendocrine responses. Asprosin, an orexigenic and glucogenic hormone released from
white adipose tissue, is known to cross the blood-brain barrier and interact with neurons in
the paraventricular nucleus (PVN) of the hypothalamus. The aim of this study is to obtain
data on the effects of asprosin hormone on the hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis,

given its ability to cross the blood-brain barrier and influence PVN neuron activity.

Our research was conducted on male and female Sprague Dawley rats. Each group
included seven animals. Experiments were conducted using two different protocols. Protocol
1 included groups receiving central (intracerebroventricular (ICV)) asprosin injections at
low, medium, and high doses (25, 50, and 75 nM). Protocol 2 included groups receiving two
different doses of peripheral asprosin (intramuscular at 10 pg/kg and 20 pg/kg).
Hypothalamic corticotropin-releasing hormone (CRH), serum adrenocorticotropic hormone
(ACTH), and corticosterone (CORT) levels in protocols 1 and 2 were assessed using ELISA.
Statistical analyses were performed using one-way ANOVA and Fisher’s least significant
difference (LSD) test. The independent samples t-test was used for the statistical comparison
of central and peripheral analysis results between male and female animals, and p<0.05 was

considered statistically significant.

Hypothalamic CRH, serum ACTH, and CORT levels were found to be lower in the
asprosin central groups compared to the control group (p<0.05). The result was not dose-
dependent and was not statistically significant (p>0.05). Similarly, no significant effect was
observed in protocol 2 (p>0.05). Our results indicated that the central effect of asprosin
suppressed HPA axis activity, while the peripheral effect was not significant. Furthermore,
this effect on the HPA axis was observed to be similar in both male and female animals.
These results indicate that asprosine has a central suppressive effect on the physiology and
pathophysiology of stress.

Key Words: Adrenal, Asprosin, Hypothalamus, Paraventricular Nucleus, Pituitary
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1. GIRIS ve AMAC

Homeostazisin (i¢ ortamim) belli smirlar igerisinde tutulmasi fizyolojik
fonksiyonlarin siirekliligi ve korunmasi i¢in 6nemlidir (1). Homeostazisi bozan herhangi bir
fiziksel veya psikolojik uyaran stres tepkisine neden olmaktadir (2). Her canli i¢in hayati
boyunca cevreye bagl etkilere karst i¢ ortam belli smirlarda tutulmaya calisilmasi
gerekmektedir. Bu miicadele hayat boyu siireklilik arz eden bir durumdur (3). Organizmada
bu siirecte gerceklesen etki-tepki seklindeki durumlara stres, karsilagilan etkilere karsi
olusan fizyolojik degisikliklere stres yaniti, bu degisikliklere sebep olan etmenlere ise stres
faktorleri veya gerginlestirici (stresor) denilmektedir (4). Boylece biitiinciil bir bakis acisiyla
stres, dis kaynakli veya igsel olarak bir organizmanin homeostazisine ya da bireyin iyi
olma/hissetme durumuna etki eden somut veya soyut etkilerin yansimasi olarak
tanimlanabilmektedir (5). Hicbir canlida stresin tiimiiyle ortadan kaldirilmasi veya stressiz
bir hayat miimkiin olmadig: gibi, i¢inde bulunulan ortamda ve ¢evrede siirekli bir degisim
s06z konusudur. Bu sebeple, stres etkenine maruz kalan bir organizmada hem sagligin hem
de hayatin devami i¢in stresle bas etme ve bunun iistesinden gelinmesi beklenmektedir.
Stresle bas etmede fizyolojik ve davramigsal yanitlar gelistirilmektedir. Ustesinden
gelinemeyen durumlarda strese bagli olusan bozukluk/hastalik veya 6liim gelisebilmektedir
(6). “Ipsos World Mental Health Day Report 2024” raporunda, 31 {ilkeden arastirmaya
katilan insanlarin %62’si giinliik hayatlarinda en az bir kez kendilerini stresli hissettiklerini
ve kadinlarin (%66) ile erkeklere (%58) oranla bu durumu daha fazla yasadiklari
bildirilmektedir. Ayrica ayn1 arastirmada, iilkelerdeki stres diizeyleri karsilastirildiginda ise
Tirkiye'de %76'lik yiliksek bir orandan Japonya'da %44'lik diisiik bir orana kadar bu
diizeylerin degistigi belirtilmektedir (7). “The American Instute of Stress” raporunda,
2022'de Amerikali yetiskinler {izerinde yapilan ankette %77'sinin fiziksel sagliklarini
dogrudan etkileyen stres yasadigi, %73"liniin ise ruhsal sagliklarini etkileyen stres yasadigi
ve %48'inin ise uykularini bozan stres yasadigi arastirmalarda ortaya konmaktadir (8). Bu

veriler diinya genelinde stres diizeyinin giderek arttiginin 6nemini vurgulamaktadir.

Yag dokusu, adipokinler (yag dokudan salgilanan faktorler) olarak bilinen ¢esitli
biyoaktif aracilari iireten, merkezi bir enerji depolama endokrin organi olarak ¢aligmaktadir
(9). Ayrica adipokinler memelilerde baskin olarak bulunan beyaz adipoz dokuda yer alan

adipositler ad1 verilen lipid agisindan zengin hiicreler tarafindan iiretilmektedir (10).



Fizyolojik olarak, adipokinler beyaz yag dokusunu metabolizmanin koordine
merkezi yapmakta, hipotalamusun oreksijenik ve anoreksijenik merkezlerine etki ederek
enerji alimimi ve harcanmasini diizenlemekte ve kalp, karaciger, pankreas, iskelet kas1 ve
erkek iireme organlar1 gibi hedef organlar {izerinde de dogrudan etki gostererek metabolik
homeostazi diizenlemektedirler (11). Ornegin; leptin, adiponektin, omentin-1, visfatin,
resistin gibi adipokinlerin hem sistemik hem de lokal olarak reseptorlerine baglanarak,
merkezi sinir sistemi (MSS) ve diger hormonal aglarin afferent ve efferent sinyallemesine
izin verdigi bilinmektedir (12). Ayrica kolayca sistemik dolasima gecerek, hiicreler arasi
iletisim ag1 (otokrin, parakrin, endokrin) araciligiyla etkilerini gosterebilmektedirler (13).
Ayrica, glikoz ve lipit homeostazisi, insiilin duyarlilig1 ve inflamatuar yanit dahil olmak
lizere insan viicudundaki normal metabolik siireclerin cesitli yonlerinin diizenlenmesini

saglamaktadirlar (14).

Periferik dokular (adipoz doku gibi), viicut enerji metabolizmasindaki degisikliklere
bagli olarak salgilanan aglik ile ilgili hormonlar1 istahin uyarilmast i¢in MSS
iletebilmektedir. MSS'de ise hipotalamus tarafindan algilanan bu hormonal degisiklikler ile
davranigsal ve ndroendokrin yanitlar ortaya c¢ikmaktadir (15). Dolayisiyla bu yanitlarin
olusmasinda stres ile iligkili olan hipotalamo-hipofizer-adrenal (HHA) aks ve sempatik-
adreno-mediiller (SAM) sistem aktivasyonu 6nemli rol oynamaktadir (16). HHA aksin
aktivasyonu, hipotalamusta yer alan paraventrikiiler niikleus (PVN) araciligiyla
kortikotropin salgilatici hormon (CRH) saliniminm1 gergeklestiren noral mekanizmalar

tarafindan baslatilmaktadir (17).

Asprosin, ilk defa 2016 yilinda Romere ve arkadaslari tarafindan beyaz yag dokudan
salinan oreksijenik ve glukojenik bir hormon olarak tanimlanmistir (18). Asprosin, otonom
diizenleme i¢in kaudal ventrolateral medulla, rostral ventrolateral medulla, nucleus tractus
soliterleri, vagusun dorsal motor niikleus ve hem magnoseliiler hem de parvoseliiler
noronlarda (en yiiksek ifadesi) tespit edilmistir (19). Bununla birlikte asprosinin; kan-beyin
bariyerini gecerek, hipotalamus PVN néronlan ile etkilesime girdigi bilinmektedir (20).
Ayrica asprosinin MSS’i disinda, periferik dokularda ve organlarda da kompleks bir rolii
oldugu ortaya konmustur. Bu rollerle iligkili olarak, asprosinin istah, glukoz metabolizmast,
insiilin direnci, apoptozis ve lireme sistemi ile ilgili aragtirmalar mevcuttur (21). Ancak
asprosinin kan-beyin bariyerini geg¢tigi ve PVN néron aktivitesini etkiledigi bilinmesine

ragmen HHA aks tizerindeki etkilerine dair heniiz bir ¢alisma bulunmamaktadir.



Tiim bu bilgiler dogrultusunda asprosinin kan-beyin bariyerini gegebilmesi ve PVN
ndron aktivitesini etkileyebilme 6zeligine sahip olmasi, HHA aks iizerindeki muhtemel
etkilerinin arastirilmast hususu, bu tez konusunun hipotezine zemin hazirlamistir.
Calismamizda hem santral (intraserebroventrikiiler (ICV)) hem de intramuskuler
uygulamalar ile asprosinin HHA aksin etkilerine yonelik verilerin elde edilmesi
hedeflenmistir. Ayrica bu uygulamalarin hem erkek hem de disi siganlarda ayri1 olarak
gergeklestirilmesi ile cinsiyete bagli muhtemel farkliliklarin ortaya konulmasi da
hedeflenmistir. Asprosinin fizyolojik etkilerinin degerlendirilmesinde farkli doz
uygulamalari ile muhtemel bir etkinligin doz bagimli olup olmadig1 ve etki diizeyinin ne
diizeyde oldugu anlagilmaya calisilmistir. Asprosinin ICV uygulamasi ile hipotalamik PVN
noronlariin aktivasyonuna bagli olarak CRH saliniminin analizlerle degerlendirilmesi
hedeflenmistir. Ayrica HHA aksin aktivasyonu ile 6n hipofizden adrenokortikotropik
hormon (ACTH) salmimi ve buna bagli olarak adrenal korteksten sekrese olan
kortikosteronun (CORT) analizlerle degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bdylece asprosinin
santral olarak uygulanmasinin HHA aksi aktive edip etmedigi merak konusudur. ICV
enjeksiyonlarla beynin ilgili tiim bdlgelerinin uyarilacagi ve geri bildirim mekanizmalarinin
etkililigi dikkate alinarak, hormonal diizeylerde gozlenecek degisiklikleri net olarak
iliskilendirebilmek icin periferal uygulamalar ile elde edilen bulgular da g6z Oniinde
bulundurulacaktir. Boylece ¢ok yonlii degerlendirmeler neticesinde HHA aks iizerindeki

ICV ve periferal etkinin izahinin miimkiin hale getirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hipotalamo-Hipofizer-Adrenal Aks

Viicudun akut veya kronik strese verdigi tepkiyi diizenlemede merkezi olarak rol
oynayan en temel bilesen HHA eksenidir (22). Hipotalamusun PVN magnoselliiler néronlar
tarafindan saliman AVP ve parvoselliler noéronlarindan saliman CRH, HHA aksi
aktivasyonunu saglamaktadir (23). Ayrica limbik bolgelerden ve prefrontal korteksten gelen
sinyaller ile PVN’den salinan arginin vazopressin (AVP), CRH ile birlikte depolanmaktadir
(24). CRH, median eminensteki hipofiz portal sistemine salinmakta ve 6n hipofiz bezindeki
CRH tip 1 reseptoriine (CRHR1) baglanarak ACTH 1n sistemik dolagima salinmasina neden
olmaktadir (25). ACTH, siklik adenosin monofosfat (cAMP) iiretimine ve ardindan cAMP'ye
bagli protein kinaz A'nin (PKA) aktivasyonuna yol acan adenilil siklaz kaskadini aktive
ederek, G proteinine bagli reseptdr melanokortin tip 2 reseptoriine (MC2R) baglanmaktadir
(26). Ayrica MC2R’nin, plazma membranina taginarak, ACTH ile baglanmasinda
melanokortin reseptor aksesuar proteini (MRAP) rol oynamaktadir (27). Boylece adrenal
korteksten insanlarda kortizol, kemirgenlerde ise CORT gibi glukokortikoidlerin (GC)
salgilanmasina yol agmaktadir (28). GC’ler ise HHA ekseninin fizyolojik etkilerini uygular
ve eksenin daha fazla aktivasyonunu engellemek i¢in negatif geri bildirimde bulunmaktadir
(29) (Sekil 1). Stresten bagimsiz olarak, HHA ekseni ayrica giinliik olarak hipotalamik
suprakiyazmatik niikleusun diizenlemesiyle yonetilen bir sirkadiyen ritme sahip oldugu
bilinmektedir (30). GC’ler ise etkilerini farkli dokularda bulunan hiicre igi reseptorler olan
glukokortikoid reseptorii (GR) ve mineralokortikoid reseptorii (MR) aktivasyonu yoluyla
gostermektedir (31). GC'ler kanda kortikosteroid baglayici globulin (CBG) veya daha diistik
bir dlciide albiimin ile birlikte taginmaktadir (32). GR ekspresyonu viicudun biitiinlinde
bulunmakta ve gelisim, inflamatuar yanit, iireme, bilissel islev, anksiyete, sirkadiyen uyum,
kardiyovaskiiler diizenleme ve hiicresel metabolizma dahil olmak {izere bir¢ok Onemli
biyolojik islev tizerinde ¢arpict etkilere sahip oldugu bilinmektedir (33). GC’lerin giinliik
diizeyleri, insanlarda sabahin erken saatleri; kemirgenlerde ise aksamin erken saatlerinde
zirveye ulagmakta, ayrica stres, hipoglisemi ve egzersiz gibi dis uyaranlara hizli yanitda
yiikselmektedir (34). Benzer sekilde MR'de, kardiyovaskiiler sistem, yag mobilizasyonu,
enerji dengesi, s1v1 ve elektrolit homeostazinin kontrolii ve davranis gibi gesitli fizyolojik

siireclerde yer almaktadir (35).
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Sekil 1. HHA aksin fonksiyonel yapisi (Bian ve ark.nin makalesinden esinlenerek

hazirlanmistir, (36)).

Kisaltmalar: PVN: Hipotalamik paraventrikiiler niikleus, CRH: Kortikotropin salgilatici
hormon, AVP: Arjinin vazopressin, ACTH: Adrenokortikotropik hormon. CRHR1: CRH
reseptori 1, CRHR2: CRH reseptorii 2, GR: Glikokortikoid reseptorii, MR:
Mineralokortikoid reseptorii.

2.2. Asprosin

Acliga bagli olarak dolasima salinan ve glukojenik bir hormon olan asprosin, ilk defa
2016 yilinda Romere ve arkadaglar1 tarafindan Neonatal Progeroid Sendromu (NPS) olan
hastalarda yapilan bir arastirmada kesfedilmistir (18). Dogumsal parsiyel lipodistrofi, yiiz
dismorfizmi ve ekstremite sekil bozukluklar ile karakterize olan NPS hastaliginda; kisilerin
deri alti yag doku miktarlar1 oldukc¢a azdir, viicut kitle indeksleri diisiiktiir, insiiline
duyarhidirlar ve 6glisemik bir tablo sergilemektedirler (37, 38). NPS’li hastalarda profibrillini
kodlayan gende (Fibrillin-1 (FBN1)) mutasyonlar oldugu tespit edilmis ve bu mutasyonlarin

asprosin saliimini azalttig farkedilmistir (18).



Asprosin eksikligi olan hastalarda goriilen deri alt1 beyaz yag dokusundaki azalma
ve beyaz yag dokusunun plazma asprosin kaynagi gibi goriinmesi nedeniyle adi, yunanca
beyaz (aspros) kelimesinden tiiretilmistir (18). Asprosin ayrica ¢ift sarmal yapida ve N-
glikozilasyon fonksiyonu i¢in ti¢ farkli potansiyel bolgesine sahiptir (39). Bu hormon, FBN1
geni tarafindan kodlanmaktadir (Gene ID: 2200, NCBI, 2025). Asprosin biyosentezi ise,
FBNI1 geninin ekson 65 (11 aa) ve ekson 66 (129 aa) bolgelerini de igeren, 2871 amino asit
uzunlugunda bir proprotein olan profibrillin-1’in, furin enzimi araciligiyla C-terminal
bolgesinden proteolitik olarak kesilmesi sonucu gergeklesmektedir. Bu kesilme sonucunda
yaklasik 30 kilodalton (kDa) molekiiler agirliginda ve 140 amino asitten olusan asprosin

olugsmaktadir (18, 40) (Sekil 2).

Fibrillin-1 Asprosin
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Sekil 2. FBN1 geni tarafindan {iretilen proteinin asprosine islenmesi (Shabir ve ark.nin
makalesinden esinlenerek hazirlanmistir, (41))

Adipoz dokudan biyosentez sonucu salinan sz konusu hormon ayrica hepatositlerde,
distal tiibiil hiicrelerinde, kardiyomiyositlerde, fundusun yiizey epitel hiicrelerinde, leyding
hiicrelerinde ve beyin kortikal néronlarinda tespit edilmistir (42). Bununla birlikte pankreas,
iskelet kaslari, akcigerler diger organlarin da bu glikojenik peptidi iirettigi bilinmektedir (43,
44). Ayrica biyoinformatik analizler sonucunda, insan iskelet kasi mezoanjiyoblastlarinda,
mezenkimal kdk ve osteoblast benzeri hiicrelerde bol miktarda FBN1 eksprese edildigi
ortaya konmustur (39). Son arastirmalarda ise tiikiiriik, anne siitii, idrar, serum ve plazma
gibi farkli viicut sivilarinda 6lciilebilir miktarlarda asprosin oldugu bildirilmistir. Ayrica
asprosinin yumurtaliklarda, plasentada ve insan kikirdaklarinda bulundugu bildirilmektedir
(45-47). Dolagima salinan asprosinin periferik ve merkezi modiile edici etkiler gosterdigi

bilinmektedir.



2.2.1. Asprosinin Merkezi Etkileri

Asprosin MSS’deki etkisini periferik uygulamalardan sonra kan-beyin bariyerini
gecerek ve beyin-omurilik sivisinda bulunarak gostermektedir (48). Asprosin bu etkisini
insanlarda olfaktor (koku) reseptorii 4 numarali gen ailesinin, M alt ailesinin ilk iiyesi olan
(OR4M1) reseptorii ve protein tirozin fosfataz reseptorii 6 (Ptprd) olarak adlandirilan bir
hiicre yiizeyi reseptorii yoluyla gostermektedir (49) (Sekil 3). Ayrica Ptprd reseptdriiniin,
kalsiyumla aktive olan potasyum (SK) kanali ile bu aktivasyonda rol oynadigi bilinmektedir
(50). Bu reseptorel iliski ile hipotalamik arkuat nukleusta (ARH) bulunan Agouti ile iligkili
protein ndéronlarinin (AgRP) uyarilmasina ve Pro-opiomelanokortin néronlarinin (POMC)
inhibisyonuna neden olarak glukojenik ve istah uyarici hormon olarak gérev yapmaktadir
(51, 52). Ayrica OR4M1 reseptoriiniin fare ortologunun ise olfaktor reseptor 734 (OLFR734)
reseptorli oldugu bilinmektedir (46, 51).

b/ Bobrek

POMC néron AgRP noronlan aktivasyonu Sempatik aktivite
aktivitesi Istah uyanmi Kan basmer & Nabuz

Renal sempatik sinir aktivitesi

Sekil 3. Asprosinin hipotalamik nukleuslardaki merkezi etkileri (Farrag ve ark.nin
makalesinden esinlenerek hazirlanmistir, (49)).
Kisaltmalar: AgRP: Agouti ile iliskili peptid, ARH: Hipotalamik arkuat nukleus, POMC:
Pro-opiomelanokortin, Ptprd: Protein tirozin fosfataz reseptdrii 6, PVN: Hipotalamik
paraventrikiiler niikleus, As: Asprosin, GABA: Gama-aminobiitirik asit, cAMP: Siklik
adenosin monofosfat, PKA: Protein kinaz A, NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat, ROS: Oksijen reaktif tiirleri.



Ayrica asprosinin  MSS’de dorsal rafe niikleusundaki serotonin noronlari,
ventromedial hipotalamik niikleustaki steroidojenik faktdr-1 ndronlari, hipotalamusun
PVN’deki noronlar1 ve ventral tegmental alandaki dopamin néronlar lizerine etkilerini
arastiran bir c¢alismada PVN noronlarimin membran potansiyelinde depolarizasyon
gerceklestirdigi bilinmektedir (20). Ornegin, yetiskin erkek Sprague-Dawley sicanlarda,
PVN’ye mikroenjeksiyon ile uygulanan asprosinin, CAMP-PKA sinyal aracili nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz aktivasyonu ve ardindan siiperoksit iiretimi
yoluyla renal sempatik sinir aktivasyonu ile ortalama arter kan basincini ve kalp hizimi
artirdigi bilinmektedir (19). Yine Sprague-Dawley ki erkek sicanlarda ICV olarak
uygulanan asprosinin, hipotalamusta gonadotropin salgilatict hormon (GnRH)
ekspresyonunu uyararak hipofiz bezinden luteinlestirici hormon (LH) ve folikiil stimiile
edici hormon (FSH) artisina sebep oldugu bilinmektedir. Bu uyarimlarin sonucunda ise

serum testosteron diizeyinin, sperm sayisinin ve motilitesinin arttigi bildirilmistir (53).
2.2.2. Asprosinin Periferik Etkileri

Asprosin, hepatositlerin yiizeyindeki OLFR734 reseptoriine baglanarak cAMP ikinci
haberci sistemine bagimli PKA sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla glukojenik etkisini
gostermektedir (18). Bu etki ile asprosin ve kan glikoz diizeyi arasinda gii¢lii bir iliskinin
oldugu bildirilmistir. Ornegin, diisiik kan glikoz diizeyleri (aglik durumu) asprosin iiretimini
uyarmakta iken yiiksek kan glikoz diizeyleri (tokluk) ise asprosin {iretimini engellemektedir
(54). Gece boyunca aglik durumundan sonra insanlarda, siganlarda ve farelerde asprosin
diizeyinin 6nemli dl¢lide artmasi, tokluk durumundan sonra ise diizeyinin azalmasi asprosin
diizeyinin sirkadiyen ritme gore dalgalandigin1  gostermektedir (55). Nitekim
pinealektominin asprosin hormonunun sirkadiyen ritmi iizerine etkilerini arastiran bir tez
caligmasinda kontrol grubunda, sabah dlgiilen asprosin diizeylerinin aksam 6lgiilen asprosin

diizeylerine gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur (56).

Asprosin reseptorii (OLFR734) karaciger disinda testis, bobrek, koku alma epitel
dokusu ve koku alma soganinda belirgin sekilde dagilim gostermektedir (51). Boylece s6z
konusu hormon reseptoriine baglanarak MSS’de, periferik dokularda ve organlarda karmagik
bir gorev alarak istah, glukoz-lipid metabolizmasi, insiilin direnci, inflamasyon ve apoptoz

ile ilgili ¢galismalarda 6nemli rol almaktadir (21, 41).



Onemli fizyolojik regiilasyonlarda rol oynadigi bilinen asprosin hormonunun
potansiyel klinik uygulamalart adma, birgok hastalik/fizyolojik durumlarda etkili
olabilecegine dair ¢alismalar yapilmistir. Bir ¢calismada asprosin ve reseptorii OLFR734
ekspresyonunda olusan belirgin bir diisiisiin, insiilin duyarliligimmin ve glukoz tasinmasinin
azalmasma neden olabilecegi ve bunun da yash farelerin testislerinde gerileyen
degisikliklere yol acabilecegi bildirilmistir. Bu durumda uygulanan asprosin tedavisi ile
steroidojenik ve metabolik (glukoz, insiilin reseptorii, Glucose Transporter Type 8 (GLUT)
8) belirteclerin diizeylerinin artmasiyla birlikte testis fonksiyonlarinin diizeldigi belirtilmistir
(57). Ayrica asprosinin farkli konsantrasyonlar1 geng, ergen ve yetigkin farelerin ovaryumlari
tizerinde c¢alisgilmistir. Arastirma sonucunda asprosinin ovaryumun folikiilogenezisi ve
steroidogenezinin temel aracis1 oldugu ve yasa bagli olarak ovaryum fonksiyonlarinin
modiilasyonunda rol oynadigi bildirilmistir (58). Asprosinin disi sigan pubertasinda ve iireme
hormonal profillerinde neden oldugu degisiklikler arastirilmistir (59). Arastirmada asprosin
sekiz hafta boyunca giinde 500 ng/kg dozunda intraperitoneal (ip) olarak uygulanmustir.
Uygulama sonucunda asprosinin ilk Ostrusun baslangicini hizlandirdigr bildirilmistir.
Hormonal analizler sonucunda ise FSH ve o6stradiol (E2) serum diizeylerinde &nemli
yiikselmeler oldugu, inhibin B diizeylerinin ise azaldigi ortaya konmustur. Histolojik
degerlendirmeler sonucunda ise primordial folikiil sayilar1 ve iireme organi agirliklari
etkilenmeden, ovaryum dokusunda birincil ve ikincil folikiil sayisinin arttig1 gézlenmistir
(60). Farkl1 tiirde agrili néropati modellerinde (toksik, metabolik ve travmatik) yapilan bagka
bir ¢aligmada ise asprosin uygulamasinin farelerde mekanik ve termal asir1 duyarlilig

onemli Olgiide azalttig1 ortaya konmustur (61).

Asprosinin yiiksek glikoz ortaminda ndronal hasar1 azaltma potansiyeline sahip
oldugu ve ayn1 zamanda hiicresel sagkalim, apoptoz ve otofaji gibi kritik biyolojik siireglerde
yer alan mikroRNA (miRNA)-181a ekspresyonunu diizenledigi g¢alismalarda ortaya
konmustur (62). Diger bir caligsmada ise ip olarak uygulanan asprosinin saglikli hayvanlarda
kan sekerini yiikselttigi, diyabetik farelerde ise kan sekerini degistirmedigi bildirilmistir.
Bununla birlikte asprosin diyabetik farelerde irisin diizeyini disiiriitken ghrelin diizeyini
artirmis ve leptin diizeyini degistirmemistir. Ayrica asprosinin ayni ¢alismada, diyabetik
farelerde hepatik trigliserit, kolesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) diizeylerini
azalttig1 belirtilmistir (63).



Tip 2 diyabetli sicanlarda yogun fiziksel egzersiz ve asprosin konsantrasyonlari
arasindaki iligki aragtirllmistir. Bu arastirmada fiziksel aktivite ile asprosin diizeyi ve toplam
oksidatif durumun azaldigr boylece diyabette anti-apoptozun ve doku iyilesmesinin
gerceklestigi bildirilmistir (64). Ayrica egzersiz egitiminin (sekiz hafta veya daha uzun
stireli) asprosin diizeyi iizerine etkisinin incelendigi bir arastirmada, hem erkeklerde hem de
kadinlarda dolagimdaki asprosinin diizeyinin azaldigi, bu durumun asir1 kilolu ve obez
kisilerde daha etkini oldugu tespit edilmistir (65). Asprosinin, 25-hidroksi D vitamini ile
iliskisi tip 2 diyabetli bireylerde arastirilmistir. Mevcut ¢alismada asprosin diizeyleri, tip 2
diyabetli bireylerde 25-hidroksi D vitamini diizeyleriyle ters korelasyon gosterdigi ve
asprosin diizeylerinin, 25-hidroksi D vitamini diizeylerine bagimsiz olarak katkida

bulunabilecegi belirtilmistir (66).

Asprosinin, miyokard enfarktiisinde mezenkimal stromal hiicrelerin (MSC)
fonksiyonunu ve hayatta kalmasini diizenleyebilecegi diistiniilerek, iskemik mikro ortamda
uygulanan asprosin, MSC'yi reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumuna ve apoptoza karsi
korumustur. Bu sitoprotektif etkiyi, sliperoksit dismutaz 2 (SOD2) protein ekspresyonunun
diizenlenmesi ve hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz-1/2 (ERK1/2)- SOD2 yolunun aktive
edilmesi ile gerceklestirmistir (67). Ayrica asprosinin deneysel miyokard enfarktiisiine bagli
hem akciger hasar1 hem de tedavisinin mekanizmalar1 iizerinde etkili olabilecegi
bildirilmistir (44). Yine yapilan giincel bir ¢alismada da asprosin uygulamasinin diyabet ve

ve hipoglisemiye bagli miyokardiyal hasar1 hafiflettigi bildirilmistir (68) .

Sicanlarda gerceklestirilen bir baska calismada ise cerebral iskemi/reperfiizyon
modelinde asprosinin serebral iskemiden once uygulanmasi ile otofaji yolunu daha fazla
aktive ettigi bulunmus, cerebral iskemiden sonra uygulanmasiyla ise apoptoz yolununun
daha fazla aktive edilerek ndronal 6liim-yasam dengesini korudugu ortaya konmustur (69).
Yapilan bir bagka giincel calismada ise, asprosinin yag asidi baglayici protein 5 (FABPS) ile
etkilesiminin, metabolik disfonksiyonla iligkili steatotik karaciger hastaliinin (MASLD)
gelisimine katkida bulunarak peroksizom proliferatorle aktive olan reseptor alfa (PPARa)

araciligiyla mitokondriyal yag asidi oksidasyonunu modiile ettigi ortaya konmustur (70).

Asprosin, pankreasta bulunan [ hiicrelerinde Toll benzeri reseptdr 4’e (TLR4)
baglanarak, reaktif oksijen iretimine ve proinflamatuvar sitokinlerin artigina sebep
olmustur. Sonug olarak asprosin B hiicrelerinin inflamasyonu ve apoptozunda gorev alarak

insiilin salgisin1 azalttig1 bulunmustur (71).
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Asprosin, farelerde iskelet kasi hiicrelerinde reseptorler/reseptorlere baglanarak,
protein kinaz C- delta (PKCd)- sarco/endoplazmik retikulum Ca*- ATPaz (SERCA?2) aracili
endoplazmik retikulum (ER) stresinin uyarilmasinda gorev alarak insiilin duyarliligini
bozdugu ortaya konmustur (43). Ayrica baska bir ¢alismada asprosinin hipertansiyonlu bir
sican modelinde vaskiiler rejenerasyon iizerindeki rolii ve mekanizmasi arastirilmis ve
asprosinin, nitrik oksit (NOX) aracili siiperoksit iiretimi yoluyla vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonunu ve gog¢iinii tesvik ettigi bulunmustur. Ayrica endojen asprosin
ekspresyonunun inhibisyonu ile , vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu, go¢iinii ve
hipertansif siganlarin vaskiiler yeniden sekillenmesini zayiflattigi bildirilmistir (72). Yine
benzer bir g¢aligmada asprosinin vaskiiler diiz kas hiicrelerinin fenotip doniistimiini
indiikleyerek aterosklerozun ilerlemesini etkileyip etkilemedigini arastiran bir calisma
yapilmistir. Bu ¢alisma ile asprosinin aktive ettigi G proteinine bagli reseptor 54 (GPR54) /
Gq alfa alt birimi 11°e¢ (Gag/11) baglh ERK1/2-Sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
aktivatorii 3 (STAT3) sinyal yolunu dogrulamis, boylece vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
fenotip doniisiimiinii destekleyerek aterosklerozu siddetlendirdigi bulunmustur (73). Ayrica
asprosin, kaspaz-3 ekspresyonunu artirarak, rapamisinin mekanik hedefi (mTOR) yolu ve
AMP ile aktive edilen protein kinaz (AMPK) sinyal yollarini1 bozarak ve B hiicresi otofajiyi

inhibe ederek, P hiicresi apoptozunu uyardigi bir baska ¢alismada ortaya konmustur (74).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Deney Gruplari

Bu calismada Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Arastirmalar Merkezi’nden
temin edilen eriskin Sprague-Dawley tiirii erkek ve disi siganlar kullanildi. Deneysel
uygulamalar Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali1 Davranis Fizyolojisi 2 Laboratuvarinda
gerceklestirildi. 1. ve 2. protokollere ait deneylerde her grupta 7’ser hayvan olmak iizere

toplam 112 sigan kullanildi.

1. Protokol: ICV Enjeksiyon Gruplari
1.1. Erkek Deney Hayvani Gruplari

- Grup 1: Kontrol

- Grup 2: Sham

- Grup 3: Asprosin diisiik doz (25 nM)
- Grup 4: Asprosin orta doz (50 nM)

- Grup 5: Asprosin yiiksek doz (75 nM)
1.2. Disi Deney Hayvani Gruplari

- Grup 1: Kontrol

- Grup 2: Sham

- Grup 3: Asprosin diisiik doz (25 nM)
- Grup 4: Asprosin orta doz (50 nM)

- Grup 5: Asprosin yiiksek doz (75 nM)
2. Protokol: Periferik (Intramuskuler) Enjeksiyon Gruplart
2.1. Erkek Deney Hayvani Gruplari

- Grup 1: Kontrol

- Grup 2: Asprosin 10 pg/kg

- Grup 3: Asprosin 20 pg/kg

2.2. Disi Deney Hayvani Gruplari

- Grup 1: Kontrol
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- Grup 2: Asprosin 10 pg/kg
- Grup 3: Asprosin 20 pg/kg
3.2. Santral Enjeksiyon Gruplarina (1. Protokol) Uygulanan islemler

Uygulama sabahi a¢ olacak sekilde, 12 saat 6ncesinde yem alimi durdurulan ve suya
erisimi serbest birakilan hayvanlar, sabah 9.30-10.00 saatleri arasinda iiretan (1.25 g/kg,
periton i¢i) ile anestezi altina alindiktan sonra stereotaksik cihaza yerlestirildi. Anestezi
derinligi kontrol edildikten sonra, bistiiri yardimiyla kafa derileri agilarak, kemik doku diger
yumusak dokulardan arindirildi. Kafatasinda Bregma noktasi belirlenerek, stereotaksik
cihazin bir holderine klips yardimiyla yerlestirilmis kilavuz kaniilii araciligiyla stereotaksik
koordinatlar belirlendi. Sican beyin atlasindan yararlanilarak sag lateral ventrikiil
koordinatlar1 (lateral: 1.70 mm, anteroposteriyor: -0.72 mm ve ventral: 4 mm) hesaplandi ve
kafatasindaki iz diisiim noktasi isaretlendi (75). Ardindan kafatasi dis¢i turu yardimiyla
delinerek, Hamilton enjektorii ile sag lateral ventrikiile enjeksiyonlar gergeklestirildi (Sekil

4).

- Grup 1: Kontrol grubu: Hayvanlarin kuyruk venine lanset ile punksiyon yapilarak
aclik kan sekeri Olciildii. Ardindan 45. dakikada hayvanlar anestezi altinda dekapite edilerek

deney sonlandirildi.

- Grup 2: Sham grubu: Sag lateral ventrikiil icerisine 2 uL yapay beyin omurilik sivisi
(BOS) enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasi 45. dakikada hayvanlar dekapite edilerek deney

sonlandirildi.

- Grup 3: Asprosin diisiik doz (25 nM) grubu: 25 nM dozda asprosin yapay BOS
icerisinde ¢oziilerek, 2 pL hacimde, ayni sekilde uygulandi. Enjeksiyon sonrasi 45. dakikada

deney sonlandirildi.

- Grup 4: Asprosin orta doz (50 nM) grubu: 50 nM dozda asprosin yapay BOS
icerisinde ¢oziilerek, 2 uL hacimde, ayni1 sekilde uygulandi. Enjeksiyon sonras1 45. dakikada

deney sonlandirildi.

- Grup 5: Asprosin yiiksek doz (75 nM) grubu: 75 nM dozda asprosin yapay BOS
igerisinde ¢oziilerek, 2 uLL hacimde, ayn1 sekilde uygulandi. Enjeksiyon sonrasi 45. dakikada

deney sonlandirildi.
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3.2.1. Santral Enjeksiyonlar Tamamlandiktan Sonra Gerceklestirilen Islemler

Dekapitasyonla kan alinmasini takiben, hayvanlarin ilk olarak kafataslar1 ac¢ildi ve
beyin dikkatlice ¢ikarilarak, kuru buz ile desteklenerek sogutulmus tabla iizerinde; ilk olarak

hipotalamus total olarak diseke edildi (Sekil 4).

| ELISA ANALIZI

s 2l RS RV o R

™

=

Tartm

: |

H . | H Lw} !

i ICV ENJEKSIYON GRUPLARI ' ; \
! ERKEK/DiSI DENEY GRUPLARI
E Grup 1: Kontrol (n=T)

Glukoz
Seviyesi

i Kafa derisi aglarak sterotaksik |

i Grup 2: Sham (n=T) i i Kuyruk veninden i koordinatlar belirlendikten sonra i | B el ACTH
! Grup3: Asp diisiik doz (25nM) (n=7) | Uretan (125 | lamset  punksiyonu | lateral ventrikile (ICV) hamilton ! - SERUM
i Grup 4: Asp orta doz (50 nM) (n=7) i grikg), ip i sonrast kam glukozu : enjektdriiyle enjeksiyon : llll \ CORT
! Grup 5: Asp yiiksek doz (75 nM) (n=7) ! anestezisi ! Glglimii | uygulamasi :

Baslangig

ICV enjeksiyon sonras1 45.
dk*da dekapitasyonun
ardmdan serum ve doku

drneklerinin almmasi

Sekil 4. Santral enjeksiyon gruplarina ait ¢alisma protokolii, ¢calisma gruplari ve yapilan
islemlerin sematik olarak gdsterilmesi.

3.3. Periferik Enjeksiyon Gruplarina (2. Protokol) Uygulanan islemler

- Grup 1: Kontrol grubu: Uygulama sabah1 ag¢ olacak sekilde, 12 saat 6ncesinde yem
alimi1 durdurulan ve suya erisimi serbest birakilan hayvanlara anestezi altinda 0,3 mL serum
fizyolojik enjekte edildi. Enjeksiyon sonras1 60. dakikada hayvanlar dekapite edilerek deney
sonlandirilarak hayvanlarin kanlar1 ve dokular1 alindi1 (Sekil 6). Alinan doku ve serum

ornekleri analize kadar -80°C’de saklandi.

- Grup 2: Asprosin 10 pg/kg doz grubu: Asprosin (10 pg/kg) 0.3 mL hacimde
intramuskuler olarak uygulandi. Enjeksiyon sonras1 60. dakikada deney ayni siirede ve

islemlerle sonlandirildi.

- Grup 3: Asprosin 20 pg/kg doz grubu: Asprosin (20 pg/kg) 0.3 mL hacimde
intramuskuler olarak uygulandi. Enjeksiyon sonras1 60. dakikada deney ayni siirede ve

islemlerle sonlandirildi.
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3.3.1. Periferik Enjeksiyonlar Tamamlandiktan Sonra Gergeklestirilen Islemler

Dekapitasyonla kan alinmasini takiben, hayvanlarin ilk olarak kafataslar1 a¢ildi ve
ardindan beyin dikkatlice ¢ikarilarak, kuru buz ile desteklenerek sogutulmus tabla iizerinde;

ilk olarak hipotalamus total olarak diseke edildi (Sekil 5).

ELISA ANALIZI

T

[
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' : : : | ||, SERUM
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! Grup 3: Asprosin 20 pg/kg (n=7) anestezisi | blgiimii ! Lm enjeksiyon uygulamas: | l”l [ CoRT
Baslangic Lm enjeksiyon sonrasi 60.
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Sekil 5. Periferik enjeksiyon gruplarina ait ¢alisma protokolii, calisma gruplari ve yapilan
islemlerin sematik olarak gosterilmesi.

3.4. ELISA Analizleri

ELISA (Enzim baglantili immiinosorbent testi) analizleri KTU Tip Fakiiltesi Temel
Tip Bilimleri Boliimii Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirildi. 1. ve 2.
protokole ait hipotalamusta CRH, serumda ACTH ve CORT ELISA ile degerlendirildi.
ELISA analizleri, sensivitesi yiiksek ve inter-assay/ intra-assay varyasyon katsayilar1 %15'i
geemeyen ticari ELISA Kkitleri ile tretici firmanin belirledigi prosediirler esas alinarak
gerceklestirildi. Alman doku ve serum Ornekleri analize kadar -80°C’de saklandi. Doku

ornekleri i¢in homojenizasyon iglemi, kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.
3.4.1. Doku CRH Diizeylerinin Belirlenmesi

Hipotalamus doku 6rneklerinde CRH diizeyleri, 201-11-0184 katolog numarali ticari
ELISA kiti kullanilarak (SunRed, Cin) {iretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda belirlendi.
Kisaca doku ornekleri 500 pL fosfat tamponlu salinde (PBS) tamponu (pH:7.4) ile
homojenize edildi.
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Homojenatlar 1000xg’de 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlarda
CRH ve protein diizeyleri belirlendi. Doku 6rneklerinde CRH diizeyleri EK 1. Grafik 1°deki
standart grafik kullanilarak hesaplandi. Sonuglar ng/mg protein olarak ifade edildi.

3.4.2. Protein Tayini

Elde edilen doku homejenatlarinda protein tayini Bradford metodu ile yapild1 (76).
Bu metodun prensibi; organik bir boya olan Coomassie Brillant Blue G250°nin fosforik asitli
ortamda proteinlere baglanmasi ve olusan mavi renkli kompleksin 595 nm’de maksimum
absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir. EK 1. Grafik 2’deki standart grafik

kullanilarak protein konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar ise mg/mL olarak hesaplandi.
3.4.3. Serum ACTH Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum orneklerinde ACTH diizeyleri, 201-11-0185 katolog numaral: ticari ELISA
kiti kullanilarak (SunRed, Cin) iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda belirlendi. Serum
orneklerinde ACTH diizeyleri EK 1. Grafik 3’deki standart grafik kullanilarak hesaplanda.
Sonuglar ng/mL olarak ifade edildi.

3.4.4. Serum CORT Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum orneklerinde CORT diizeyleri, 201-11-0497 katolog numarali ticari ELISA
kiti kullanilarak (SunRed, Cin) {iretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda belirlendi. Serum
orneklerinde CORT diizeyleri EK 1. Grafik 3’daki standart grafik kullanilarak hesaplandi.
Sonuglar ng/mL olarak ifade edildi.

3.5. Istatistiksel Analizler

Biitiin sonuclar ortalama+ standart hata olarak sunulmustur. ELISA’ya ait verilerin
istatistiksel olarak degerlendirilmesinde One Way ANOVA ile farkliliklar ise Least
Significant Difference (LCD) testi kullanilarak degerlendirilmistir. Deney gruplarinda erkek
ve disi hayvanlarin santral ve periferik analiz sonuglarinin istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda ise Bagimsiz Orneklem T-test’i kullamlmustir. P<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Bu testlerde IBM SPSS Statistics 23 (KTU,

Trabzon Lisansli) programi kullanildi.
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3.6. Etik Kurul Onay1

Bu tez calismasiin deneysel asamasi, KTU Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Ana Bilim
Dalinda gergeklestirildi. Calisma, KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
01.06.2022 tarih ve 2022/28 protokol numarali onayiyla kabul edildi (Ek 1).

3.7. Destekleyen Kurulus

Tez calismasinda kullanilan deney hayvanlari, kimyasal ve sarf malzemeler;
TUBITAK tarafindan 222S174 protokol numarali 1002-A Hizli Destek Programi

kapsaminda desteklendi.
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4. BULGULAR
4.1. Santral Enjeksiyon Gruplarma (1. Protokol) Ait Bulgular

Santral enjeksiyonlarin gergeklestirildigi 1. protokoldeki erkek hayvan gruplarinin
hipotalamus CRH sonuglar1 Sekil 6’da sunuldu. Istatistiksel analizler sonucunda kontrol
(6.56+0.80 ng/mg protein) ve sham (6.39+0.71 ng/mg protein) gruplarimin hipotalamus CRH
diizeylerinde herhangi bir farklilik olmadigi tespit edildi (p=0.849, p>0.05). Asprosin
uygulama gruplarinda (asprosin diisiik doz: 4.524+0.35 ng/mg protein, p=0.026, asprosin orta
doz: 4.45+0.32 ng/mg protein, p=0.022, asprosin yiiksek doz: 4.40+0.60 ng/mg protein,
p=0.019) ise kontrol grubuna kiyasla asprosinin hipotalamus CRH diizeyini azalttig
belirlendi (p<0.05). Asprosin doz gruplari kiyaslandiginda; asprosin yiiksek dozun, asprosin
orta doza gore (p=0.891), asprosin orta dozun, asprosin diisiik doza gore ise (p=0.955)
hipotalamus CRH diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli olmadig: goriildi (p>0.05).
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Hipotalamus CRH Diizeyleri (ng/mg protein)

Sekil 6. Erkek hayvan santral enjeksiyon hipotalamus CRH diizeyleri (ng/mg protein).
CRH; kortikotropin salgilatict hormon, K; kontrol (n=7), SH; sham (n=7), ASPDD;
asprosin diisiik doz (n=7), ASPOD; asprosin orta doz (n=7), ASPYD,; asprosin yiiksek doz
(n=7)

*: p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir.
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Santral enjeksiyonlarin gerceklestirildigi 1. protokoldeki disi hayvan gruplarinin
hipotalamus CRH sonuglar1 Sekil 7°de sunuldu. Istatistiksel analizler sonucunda kontrol
(6.80%0.83 ng/mg protein) ve sham (6.63+0.75 ng/mg protein) gruplarinin hipotalamus CRH
diizeylerinde herhangi bir farklilik olmadig: tespit edildi (p=0.0852, p>0.05). Asprosin
uygulama gruplarinda (asprosin diisiik doz: 4.74+0.83 ng/mg protein, p=0.026, asprosin orta
doz: 4.61+0.22 ng/mg protein, p=0.019, asprosin yiiksek doz: 4.48+0.62 ng/mg protein,
p=0.013) ise kontrol grubuna kiyasla asprosinin hipotalamus CRH diizeyini azalttig
belirlendi (p<0.05). Asprosin doz gruplari kiyaslandiginda; asprosin yiiksek dozun, asprosin
orta doza gore (p=0.891), asprosin orta dozun, asprosin diisiik doza gore ise (p=0.774)
hipotalamus CRH diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli olmadig: goriildi (p>0.05).
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Sekil 7. Disi hayvan santral enjeksiyon hipotalamus CRH diizeyleri (ng/mg protein).
CRH; kortikotropin salgilatict hormon, K; kontrol (n=7), SH; sham (n=7), ASPDD;
asprosin diisiik doz (n=7), ASPOD; asprosin orta doz (n=7), ASPYD; asprosin yiiksek doz
(n=7)
*: p<0.05 Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli farki ifade etmektedir.
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Santral enjeksiyonlarin gergeklestirildigi 1. protokoldeki erkek hayvan gruplarinin
serum ACTH sonuglar1 Sekil 8’de sunuldu. Istatistiksel analizler sonucunda kontrol
(180.36+1.69 ng/mL) ve sham (180.92+1.69 ng/mL) gruplarinin serum ACTH diizeylerinde
herhangi bir farklilik olmadigi tespit edildi (p=0.838, p>0.05). Asprosin uygulama
gruplarinda (asprosin diisiik doz: 174.41+2.32 ng/mL, p=0.035, asprosin orta doz:
173.804+2.03 ng/mL, p=0.021, asprosin yiiksek doz: 172.17+1.73 ng/mL, p=0.005) ise
kontrol grubuna kiyasla asprosinin serum ACTH diizeyini azalttigi belirlendi (p<0.05).
Asprosin doz gruplar1 kiyaslandiginda; asprosin yiiksek dozun, asprosin orta doza gore
(p=0.551), asprosin orta dozun, asprosin diisik doza gore ise (p=0.414) serum ACTH

diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii (p>0.05).
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Sekil 8. Erkek hayvan santral enjeksiyon serum ACTH diizeyleri (ng/mL).
ACTH: Adrenokortikotropik Hormon, K; kontrol (n=7), SH; sham (n=7), ASPDD;
asprosin diisiik doz (n=7), ASPOD; asprosin orta doz (n=7), ASPYD; asprosin yiiksek doz
(n=7)
*: p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir.
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Santral enjeksiyonlarin gerceklestirildigi 1. protokoldeki disi hayvan gruplarinin
serum ACTH sonuglar1 Sekil 9°da sunuldu. Istatistiksel analizler sonucunda kontrol
(179.8241.47 ng/mL) ve sham (180.05+1.06 ng/mL) gruplarinin serum ACTH diizeylerinde
herhangi bir farklilik olmadigi tespit edildi (p=0.938, p>0.05). Asprosin uygulama
gruplarinda (asprosin diisik doz: 173.82+2.03 ng/mL, p=0.05, asprosin orta doz:
173.6542.16 ng/mL, p=0.044, asprosin yiiksek doz: 172.38+3.08 ng/mL, p=0.017) ise
kontrol grubuna kiyasla asprosinin serum ACTH diizeyini azalttigi belirlendi (p<0.05).
Asprosin doz gruplar1 kiyaslandiginda; asprosin yiiksek dozun, asprosin orta doza gore
(p=0.667), asprosin orta dozun, asprosin diisiik doza gore ise (p=0.627) serum ACTH

diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli olmadig goriildii (p>0.05).
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Sekil 9. Disi hayvan santral enjeksiyon serum ACTH diizeyleri (ng/mL).
ACTH: Adrenokortikotropik Hormon, K; kontrol (n=7), SH; sham (n=7), ASPDD;
asprosin diisiik doz (n=7), ASPOD; asprosin orta doz (n=7), ASPYD; asprosin yiiksek doz
(n=7)
*: p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir.
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Santral enjeksiyonlarin gergeklestirildigi 1. protokoldeki erkek hayvan gruplarinin
serum CORT sonuglar1 Sekil 10’da sunuldu. Istatistiksel analizler sonucunda kontrol
(67.60£2.76 ng/mL) ve sham (65.714+2.82 ng/mL) gruplarinin serum CORT diizeylerinde
herhangi bir farklilik olmadigi tespit edildi (p=0.680, p>0.05). Asprosin uygulama
gruplarinda (asprosin diisiik doz: 56.43+4.24 ng/mL, p=0.020, asprosin orta doz: 49.60+2.11
ng/mL, p=0.001, asprosin yiiksek doz: 47.914+3.68 ng/mL, p=0.001) ise kontrol grubuna
kiyasla asprosinin serum CORT diizeyini azalttig1 belirlendi (p<0.05). Asprosin doz gruplari
kiyaslandiginda; asprosin yliksek dozun, asprosin orta doza gore (p=0.713), asprosin orta
dozun, asprosin diisiik doza gore ise (p=0.70) serum CORT diizeylerinin istatistiksel olarak

anlamli olmadig gorildii (p>0.05).
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Sekil 10. Erkek hayvan santral enjeksiyon serum CORT diizeyleri (ng/mL).
CORT; kortikosteron, K; kontrol (n=7), SH; sham (n=7), ASPDD; asprosin diisiikk doz
(n=7), ASPOD; asprosin orta doz (n=7), ASPYD; asprosin yiiksek doz (n=7)
*: p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir.
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Santral enjeksiyonlarin gergeklestirildigi 1. protokoldeki disi hayvan gruplarinin
serum CORT sonuglar1 Sekil 11°de sunuldu. Istatistiksel analizler sonucunda kontrol
(60.36+4.13 ng/mL) ve sham (59.88+1.96 ng/mL) gruplarinin serum CORT diizeylerinde
herhangi bir farklilik olmadigi tespit edildi (p=0.909, p>0.05). Asprosin uygulama
gruplarinda (asprosin diistik doz: 51.57+£2.98 ng/mL, p=0.039, asprosin orta doz: 50.77+2.45
ng/mL, p=0.026, asprosin yiiksek doz: 47.15+2.42 ng/mL, p=0.03) ise kontrol grubuna
kiyasla asprosinin serum CORT diizeyini azalttig1 belirlendi (p<0.05). Asprosin doz gruplari
kiyaslandiginda; asprosin yliksek dozun, asprosin orta doza gore (p=0.382), asprosin orta
dozun, asprosin diisiik doza gore ise (p=0.288) serum CORT diizeylerinin istatistiksel olarak

anlaml1 olmadig1 goriildii (p>0.05).
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Sekil 11. Disi hayvan santral enjeksiyon serum CORT diizeyleri (ng/mL).
CORT; Kortikosteron, K; kontrol (n=7), SH; sham (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz
(n=7), ASPOD; asprosin orta doz (n=7), ASPYD; asprosin yiiksek doz (n=7).
*: p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark: ifade etmektedir.
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4.2. Periferik Enjeksiyon Gruplarina (2. Protokol) Ait Bulgular

Periferik enjeksiyonlarin gergeklestirildigi 2. protokoldeki erkek hayvan gruplarinin
hipotalamus CRH sonuglar1 Sekil 12°de sunuldu. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda
gruplar (kontrol: 6.64+0.42 ng/mg protein, asprosin diisiik doz: 6.10+0.56 ng/mg protein,
asprosin yliksek doz: 5.76+0.69 ng/mg protein) arasinda; asprosin yiiksek dozun, asprosin
diisiik dozla (p=0.644), asprosin diisiik dozun, kontrol grubuyla (p=0.462) kiyaslandiginda
hipotalamus CRH diizeylerinde bir farklilik olmadig tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 12. Erkek hayvan periferik enjeksiyon hipotalamus CRH diizeyleri (ng/mg protein).
CRH; kortikotropin salgilatict hormon, K; Kontrol (n=7), ASPDD; Asprosin  Diisiik
Doz (10 pg/kg) (n=7), ASPYD; Asprosin Yiiksek Doz (20 pg/kg) (n=7).
*: p<0.05 Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli farki ifade etmektedir.

Periferik enjeksiyonlarin gergeklestirildigi 2. protokoldeki disi hayvan gruplarinin
hipotalamus CRH sonuglar1 Sekil 13’te sunuldu. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda
gruplar (kontrol: 6.15+0.56 ng/mg protein, asprosin diisiik doz: 5.77+0.59 ng/mg protein,
p=0.592, asprosin yiiksek doz: 5.524+0.45 ng/mg protein, p=0.371) arasinda; asprosin yiiksek
dozun, asprosin diisiik dozla (p=0.714), asprosin diisiik dozun, kontrol grubuyla (p=0.592)
kiyaslandiginda hipotalamus CRH diizeylerinde bir farklilik olmadig: tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 13. Disi hayvan periferik enjeksiyon hipotalamus CRH diizeyleri (ng/mg protein).
ACTH; Adrenokortikotropik Hormon, K; kontrol (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (10
ng/kg) (n=7), ASPYD; asprosin yiiksek doz (20 pg/kg) (n=7).

*: p<0.05 Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli farki ifade etmektedir.

Periferik enjeksiyonlarin gergeklestirildigi 2. protokoldeki erkek hayvan gruplarinin
serum ACTH sonuglari Sekil 14’te sunuldu. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda gruplar
(kontrol: 179.58+1.00 ng/mL, asprosin diisiik doz: 178.15+£2.03 ng/mL, p=0.504, asprosin
yiiksek doz: 175.37+1.20 ng/mL, p=0.06) arasinda; asprosin yiiksek dozun, asprosin diigiik
dozla (p=0.201), asprosin diisiik dozun, kontrol grubuyla (p=0.504) kiyaslandiginda serum
ACTH diizeylerinde bir farklilik olmadig tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 14. Erkek hayvan periferik enjeksiyon serum ACTH diizeyleri (ng/mL).
ACTH; Adrenokortikotropik Hormon, K; kontrol (n=7), ASPDD; asprosin diistik doz (10
ng/kg) (n=7), ASPYD; asprosin yiiksek doz (20 pg/kg) (n=7).
*: p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli farki ifade etmektedir.

Periferik enjeksiyonlarin gergeklestirildigi 2. protokoldeki disi hayvan gruplarinin
serum ACTH sonuglart Sekil 15°de sunuldu. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda
gruplar (kontrol: 180.49+1.51 ng/mL, asprosin diisiik doz: 177.33+1.74 ng/mL, p=0.169,
asprosin yiiksek doz: 176.15+1.39 ng/mL, p=0.064) arasinda; asprosin yiiksek dozun,
asprosin diisilk dozla (p=0.597), asprosin diisiik dozun, kontrol grubuyla (p=0.169)
kiyaslandiginda serum ACTH diizeylerinde bir farklilik olmadig: tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 15. Disi hayvan periferik enjeksiyon serum ACTH diizeyleri (ng/mL).
ACTH; Adrenokortikotropik Hormon, K; kontrol (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (10
ng/kg) (n=7), ASPYD; asprosin yiiksek doz (20 pg/kg) (n=7)
*: p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli farki ifade etmektedir.

Periferik enjeksiyonlarin gergeklestirildigi 2. protokoldeki erkek hayvan gruplarinin
serum CORT sonuglart Sekil 16’de sunuldu. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda
gruplar (kontrol: 43.92+1.83 ng/mL, asprosin diisiik doz: 40.02+1.10 ng/mL, p=0.074,
asprosin yiiksek doz: 39.83+1.32 ng/mL, p=0.062) arasinda; asprosin yiiksek dozun,
asprosin diisiik dozla (p=0.927), asprosin diisiik dozun, kontrol grubuyla (p=0.74)
kiyaslandiginda serum CORT diizeylerinde bir farklilik olmadig: tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 16. Erkek hayvan periferik enjeksiyon serum CORT diizeyleri (ng/mL).
CORT: Kaortikosteron, K; kontrol (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (10 pg/kg) (n=7),
ASPYD; asprosin yiiksek doz (20 pg/kg) (n=7).
*: p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli farki ifade etmektedir.

Periferik enjeksiyonlarin gerceklestirildigi 2. protokoldeki disi hayvan gruplarinin
serum CORT sonuglart Sekil 17°de sunuldu. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda
gruplar (kontrol: 43.07+3.12 ng/mL, asprosin diisiik doz: 42.01£3.55 ng/mL, p=0.800,
asprosin yiiksek doz: 41.76+£1.78 ng/mL, p=0.754) arasinda; asprosin yiiksek dozun,
asprosin diisiik dozla (p=0.952), asprosin diisiik dozun, kontrol grubuyla (p=0.800)
kiyaslandiginda serum CORT diizeylerinde bir farklilik olmadig tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 17. Disi hayvan periferik enjeksiyon serum CORT diizeyleri (ng/mL).
CORT: Kaortikosteron, K; kontrol (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (10 ug/kg) (n=7),
ASPYD; asprosin yiiksek doz (20 pg/kg) (n=7).
*: p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli farki ifade etmektedir.

4.3. Santral Enjeksiyon Erkek ve Disi Hayvan Gruplarmna (1. Protokol) Ait Bulgularin

Karsilastirilmasi

Santral enjeksiyonlarin gergeklestirildigi 1. protokoldeki erkek ve disi hayvan
gruplarinin hipotalamus CRH sonuglarinin istatistiksel olarak karsilagtirilmasi Tablo 1°de
sunuldu. Istatistiksel analizler sonucunda erkek ve disi hayvan gruplarinin hipotalamus CRH

diizeylerinde herhangi bir anlamli farklilik olmadigi tespit edildi (p>0.05).
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Tablo 1. Santral enjeksiyon erkek ve disi hayvan gruplarinin hipotalamus CRH diizeylerinin
karsilastirilmasi (pg/mg protein).
K; kontrol (n=7), SH; sham (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (n=7), ASPOD; asprosin
orta doz (n=7), ASPYD; asprosin yliksek doz (n=7).

Santral Grup
Hipotalamus Cinsiyet Ortalama Std. Hata P degeri
CRH Diizeyleri
(pg/mg protein)
Erkek 6.5586 79673
K 0.83
Disi 6.7957 .73384
Erkek 6.3914 .70565
S 0.807
Disi 6.6300 .64655
Erkek 4.5229 54732
ASPDD 0.827
Disi 4.7386 .79830
Erkek 4.4529 .31996
ASPOD 0.688
Disi 4.6057 18811
Erkek 4.4029 59879
ASPYD 0.922
Disi 4.4843 55127

Santral enjeksiyonlarin gerceklestirildigi 1. protokoldeki erkek ve disi hayvan
gruplarmin serum ACTH sonuglarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi Tablo 2’de
sunuldu. istatistiksel analizler sonucunda erkek ve disi hayvan gruplarmin serum ACTH

diizeylerinde herhangi bir anlaml1 farklilik olmadig: tespit edildi (p>0.05).
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Tablo 2. Santral enjeksiyon erkek ve disi hayvan gruplarinin serum ACTH diizeylerinin
karsilastirilmast (ng/mL).
K; kontrol (n=7), SH; sham (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (n=7), ASPOD; asprosin
orta doz (n=7), ASPYD; asprosin yliksek doz (n=7).

Santral Grup
Selr)u"m ACTH Cinsiyet Ortalama Std Hata P degeri
iizeyleri
(ng/mL)
Erkek 180.3586 1.69427
K 0.815
Disi 179.8214 1.47360
Erkek 180.9143 1.69267
S 0.673
Disi 180.0514 1.05701
Erkek 174.4100 2.32172
ASPDD 0.851
Disi 173.8200 2.02519
Erkek 173.8000 2.02657
ASPOD 0.962
Disi 173.6543 2.15607
Erkek 172.1714 1.73224
ASPYD 0.954
Disi 172.3814 3.07819

Santral enjeksiyonlarin gerceklestirildigi 1. protokoldeki erkek ve disi hayvan
gruplarinin serum CORT sonuglarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi Tablo 3’te
sunuldu. Istatistiksel analizler sonucunda erkek ve disi hayvan gruplarinin serum CORT

diizeylerinde herhangi bir anlamli farklilik olmadigi tespit edildi (p>0.05).
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Tablo 3. Santral enjeksiyon erkek ve disi hayvan gruplarinin serum CORT diizeylerinin
karsilastirilmast (ng/mL).
K; kontrol (n=7), SH; sham (n=7), ASPDD; asprosin diisiikk doz (n=7), ASPOD; asprosin
orta doz (n=7), ASPYD; asprosin yliksek doz (n=7).

Santral Grup
Selr)u“m CORT Cinsiyet Ortalama Std Hata P degeri
uizeyleri
(ng/mL)
Erkek 67.6000 2.75918
K 0.17
Disi 60.3557 4.13077
Erkek 65.7071 2.81920
S 0.16
Disi 59.8829 1.95898
Erkek 56.4343 4.24312
ASPDD 0.67
Disi 51.5671 2.98200
Erkek 49.5986 2.11004
ASPOD 0.23
Disi 50.7729 2.44632
Erkek 47.9114 3.67855
ASPYD 0.65
Disi 47.1486 2.42230

4.4. Periferik Enjeksiyon Erkek ve Disi Hayvan Gruplarma (2. Protokol) Ait

Bulgularimin Karsilastirilmasi

Periferik enjeksiyonlarin gergeklestirildigi 2. protokoldeki erkek ve disi hayvan
gruplarimin hipotalamus CRH sonuclarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi Tablo 4’te
sunuldu. Istatistiksel analizler sonucunda erkek ve disi hayvan gruplarinin hipotalamus CRH

diizeylerinde herhangi bir anlamli farklilik olmadigi tespit edildi (p>0.05).
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Tablo 4. Periferik enjeksiyon erkek ve disi hayvan gruplarinin hipotalamus CRH
diizeylerinin karsilagtirilmas1 (pg/mg protein).
K; kontrol (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (10 ug/kg) (n=7), ASPYD; asprosin
yiiksek doz (20 pg/kg) (n=7).

Periferik Grup
Hipotalamus Cinsiyet Ortalama Std Hata P degeri
CRH diizeyleri
(pg/mg protein)
Erkek 6.6400 .37780
K 0.442
Disi 6.1486 48892
Erkek 6.0986 48113
ASPDD 0.66
Disi 5.7757 .52889
Erkek 5.7600 .63641
ASPYD 0.761
Disi 5.5214 42507

Periferik enjeksiyonlarin gerceklestirildigi 2. protokoldeki erkek ve disi hayvan
gruplarmin serum ACTH sonuglariin istatistiksel olarak karsilastirilmast Tablo 5°te
sunuldu. Istatistiksel analizler sonucunda erkek ve disi hayvan gruplarinin serum ACTH

diizeylerinde herhangi bir anlamli farklilik olmadig tespit edildi (p>0.05).
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Tablo 5. Periferik enjeksiyon erkek ve disi hayvan gruplarinin serum ACTH diizeylerinin
karsilastirilmast (ng/mL).
K; kontrol (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (10 pg/kg) (n=7), ASPYD; asprosin yiiksek
doz (20 pg/kg) (n=7).

Periferik Grup
Serum ACTH Cinsiyet Ortalama Std Hata P degeri
diizeyleri
(ng/mL)
Erkek 179.5743 .99836
K 0.623
Disi 180.4871 1.50963
Erkek 178.1471 2.03371
ASPDD 0.766
Disi 177.3329 1.74204
Erkek 175.3700 1.20082
ASPYD 0.68
Disi 176.1486 1.39441

Periferik enjeksiyonlarin gergeklestirildigi 2. protokoldeki erkek ve disi hayvan
gruplarinin serum CORT sonuglarinin istatistiksel olarak karsilastirilmas: Tablo 6’da
sunuldu. Istatistiksel analizler sonucunda erkek ve disi hayvan gruplarinin serum CORT

diizeylerinde herhangi bir anlaml1 farklilik olmadig: tespit edildi (p>0.05).
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Tablo 6. Periferik enjeksiyon erkek ve disi hayvan gruplarinin serum CORT diizeylerinin
karsilastirilmast (ng/mL).
K; kontrol (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (10 pg/kg) (n=7), ASPYD; asprosin yliksek
doz (20 pg/kg) (n=7).

Periferik Grup
Serum CORT Cinsiyet Ortalama Std Hata P degeri
diizeyleri
(ng/mL)
Erkek 43.9214 1.83374
K 0.818
Disi 43.0714 3.11709
Erkek 40.0243 1.10079
ASPDD 0.603
Disi 42.0129 3.55385
Erkek 39.8343 1.32119
ASPYD 0.401
Disi 41.7600 1.77565

4.5. Santral ve Periferik Enjeksiyon Gruplarima Ait A¢hk Kan Glukoz Diizeyleri

Calismadan asagida verilen deney hayvanlari (toplam 12 adet) aglik kan glukoz
diizeyleri yliksek oldugu icin gruplardan ¢ikarilmistir. Gruplara aglik kan glukoz diizeyleri
uygun degerlerde olan hayvanlar ilave edilerek deneylere devam edilmistir. Erkek siganlarda
kan sekeri diizeyi referans araligi 115 + 16.9 mg/dL, disi siganlarda kan sekeri diizeyi

referans araligi ise 111 + 17.2 mg/dL olarak alinmistir (77).

- 1. protokol (Santral Grup):
e Sham grubu 2 adet (erkek)
e Asprosin yiiksek doz grubu 2 adet (disi) ve 1 adet (erkek)
e Asprosin diisiik doz grubu 1 adet (erkek)
e Asprosin orta doz grubu 1 adet (erkek)
- 2. protokol (Periferik Grup):
e Kontrol grubu 1 adet (erkek) ve 3 adet (disi)
e Asprosin diisiik doz grubu 1 adet (erkek)

35



Santral enjeksiyonlarin gerceklestirildigi erkek hayvan gruplarina ait aclik kan

glukoz degerleri Sekil 18°de verilmistir.

ERKEK SANTRAL
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Kan Glukoz Degeri (mg/dL)

Sekil 18. Erkek hayvan santral enjeksiyon aglik kan glukoz degerleri (mg/dL).
K; kontrol (n=7), SH; sham (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (n=7), ASPOD; asprosin
orta doz (n=7), ASPYD,; asprosin yiiksek doz (n=7).

Santral enjeksiyonlarin gergeklestirildigi disi hayvan gruplarina ait aglik kan glukoz
degerleri Sekil 19°da verilmistir.
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Sekil 19. Disi hayvan santral enjeksiyon aglik kan glukoz degerleri (mg/dL).
K; kontrol (n=7), SH; sham (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (n=7), ASPOD; asprosin
orta doz (n=7), ASPYD; asprosin yiiksek doz (n=7).
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Periferik enjeksiyonlarin gergeklestirildigi erkek hayvan gruplarma ait aclik kan
glukoz degerleri Sekil 20°de verilmistir.

ERKEK PERIFERIK
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Sekil 20. Erkek hayvan periferik enjeksiyon aglik kan glukoz degerleri (mg/dL).
K; kontrol (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (10 pg/kg) (n=7), ASPYD; asprosin yiiksek
doz (20 pg/kg) (n=7).

Periferik enjeksiyonlarin gergeklestirildigi erkek hayvan gruplara ait aclik kan
glukoz degerleri Sekil 21°de verilmistir.
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Sekil 21. Disi hayvan periferik enjeksiyon aglik kan glukoz degerleri (mg/dL).
K; kontrol (n=7), ASPDD; asprosin diisiik doz (10 pg/kg) (n=7), ASPYD; asprosin yiiksek
doz (20 pg/kg) (n=7).

37



5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez calismasinda, beyaz yag dokudan salinan ve giincel bir adipokin olan
asprosinin, stres yanitinda temel rol alan HHA aksi {izerindeki etkileri; santral ve periferik
uygulamalarla, cinsiyet farkliliklar1 dikkate alinarak incelenmistir. Calismamizin temel
amaci, asprosinin kan-beyin bariyerini gegebilme ve hipotalamusun PVN ndron
aktivitesini modiile edebilme o6zellikleri goz Oniinde bulundurularak, stres yanitinin
merkezinde yer alan HHA aks iizerindeki olas1 diizenleyici roliinii ortaya koymaktir. Bu
baglamda elde edilen bulgular, asprosinin santral etkisinin HHA aks1 aktivitesi tizerinde
baskilayict bir etki olusturdugunu, buna karsin periferik etkisinin ise HHA aks aktivitesi
tizerinde belirgin bir etki gdstermedigini ortaya koymustur. Ayrica HHA iizerinde ki s6z
konusu bu etkinin hem erkek ve hem de disi hayvanlarda benzer sekilde gergeklestigi

belirlenmistir.

Viicuda, icerden ve digsardan gelen stresorlere karsi yanit veren noroendokrin agin
ana bileseni, HHA eksenidir (78). Hipotalamusun PVN medial parvoseliiler boliimiindeki
magnoselliiler noronlar, HHA ekseninin ana diizenleyicisi olan CRH’1 sentezleyip
salgilamaktadirlar (79). Prefrontal korteksten ve limbik yapilardan gelen sinyaller ile ayrica
PVN’den salgilanmasit uyarilan AVP, CRH ile birlikte depolanmakta ve median
eminensteki hipofiz portal sistemine salinarak; burada 6n hipofiz bezindeki CRHI1
reseptorii ile baglanmakta ve sistemik dolasima ACTH salinmasina neden olmaktadir (25).
ACTH ise adrenal kortekste reseptoriine (MC2R) baglanarak genel dolasgima GC’lerin
sentezini ve salinimini uyarmaktadir (80). GC’ler de, PVN ve hipofizdeki reseptorlerine
(GR) baglanarak HHA aksin aktivasyonun engellenmesinde negatif bildirimde
bulunmaktadir (81). Ayrica GC’lerin hipokampiiste GR’ye baglanmasi, PVN'ye
projeksiyon yapan ve HHA ekseni aktivitesini engelleyen GABAerjik noronlart aktive
etmektedir (82). Adipoz doku ise, birgok merkezi ve periferik uyarim ile diizenlenen HHA
aksin calismasindan ve diizenlenmesinden etkilenen énemli bir dokudur (83). HHA aks1
etkileyen giincel faktorlerin belirlenmesi ile stres fizyolojisi/patofizyolojisini anlamamiz
onem arz etmektedir (84). Yeni kesfedilen bir adipokin hormon olan asprosinin, AgRP
ndronlarmin uyarilmasima ve POMC néronlarinin inhibisyonuna neden olarak glukojenik

ve oreksijenik olarak gorev yaptigi bilinmektedir (20).
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Santral olarak (34 ve 68 nM konsantrasyonlarinda) uygulanan asprosinin,
hipotalamo-hipofizer-gonadal (HPG) aks {lizerinde hipotalamusta doz bagimli GnRH
ekspresyon artisina ve buna bagli olarak hipofiz bezinden LH ve FSH saliniminin
artmasina artisina yol a¢tig1 saptanmistir. Bu uyarimlarin sonucunda da serum testosteron
diizeyinin, sperm sayisinin ve motilitesinin artig1 belirlenmistir (53). Baska bir giincel
calismada PVN’ye mikroenjeksiyon ile uygulanan asprosinin, renal sempatik sinir
aktivasyonu ile ortalama arter kan basincimi ve kalp hizimi artirdigi bulunmustur (19).
Calismamizda ise asprosinin hipotalamik PVN noron aktivitesini etkilemesiyle iligkili
olarak HHA aks aktivasyonu gerceklesmis ve 1. protokoldeki erkek/disi hayvan
gruplarinda hipotalamus CRH, serum ACTH ve CORT diizeylerinin doz bagimli olmasa
da azaldig tespit edilmistir (20) (Sekil 6, 7, 8, 9, 10, 11). Buna karsin, 2. protokoldeki
erkek/disi hayvan gruplarinda hipotalamus CRH, serum ACTH ve CORT diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir etkinin olmadig1 gézlemlenmistir (Sekil 12, 13, 14, 15, 16,
17). Boylece ¢alismamizda, asprosinin santral olarak uygulanmasi ile hem erkek ve hem
de disi hayvan grublarinda CRH diizeylerindeki azalma, hipotalamik diizeyde HHA aksin
aktivasyonunu baglatan PVN n6ronlarinin inhibe edildigine isaret etmektedir. Boylece bu
bulgu ile, asprosinin hipotalamik diizeyde HHA aksin1 baskilayic1 bir modiilatér olarak
islev gorebilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde asprosinin PVN noéronlarinin membran
potansiyelini degistirebildigi ve cesitli hipotalamik c¢ekirdeklerde noronal aktiviteyi
etkiledigi gosterilmistir. Dolayisyla PVN, CRH sentezi ve saliniminin ana merkezi olmasi
nedeniyle, bu bolgedeki ndéronal modiilasyonlarin HHA aks ¢iktilar1 lizerinde dogrudan
etkili olmas1 beklenen bir durumdur (48). Asprosinin PVN tizerindeki etkilerinin dogrudan
CRH sentezleyen parvoseliiler noronlar iizerinden mi yoksa GABAerjik veya
glutamaterjik ara noronlar aracilifiyla dolayli olarak mi gergeklestigi heniiz netlik
kazanmamustir. Ancak literatlirde asprosinin AgRP ndronlarmmi aktive edip POMC
noronlarini inhibe ettigi ve bu etkilesimin hipotalamik aglar izerinden farkli ndroendokrin
akslari etkileyebildigi bildirilmektedir. Bu bilgiler 15181nda, santral asprosin uygulamasinin
PVN diizeyinde inhibitér sinyalleri artirarak CRH salinimini baskilamasi olasi bir
mekanizma olarak degerlendirilebilir (85). Ayrica caligmamizda, santral asprosin
uygulamasma bagli HHA aks baskilanmasinin dozlara goére anlamli olarak farklilik
gostermemesi dikkat ¢ekici bir bulgudur. Bu durum, asprosinin santral etkilerinin belirli
bir esik dozdan sonra plato ¢izdigini veya santral reseptorlerin hizli bir doygunluga

ulastigini diistindiirmektedir.
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Santral uygulama sonrasi ayrica, devreye giren negatif geri bildirim
mekanizmalarmin (6zellikle glukokortikoid aracili) dozlar arasindaki farklarin ortaya
¢ikmasini maskelemis olabilecegi de gz oniinde bulundurulmalidir. Giincel ¢alismalarda
adipokinlerin sadece periferik metabolik sinyaller degil, ayn1 zamanda santral stres
devrelerini modiile eden ndroendokrin aracili molekiiller oldugu kabul gérmektedir.
Nitekim leptin gibi baz1 adipokinlerin de PVN ndronlarinda CRH ekspresyonunu azaltarak
HHA aksi iizerinde baskilayici etkisinin oldugu bilinmektedir (87). Buna karsin asprosine
benzer sekilde adipositler tarafindan iiretilen bir baska adipokin olan adiponektin ise,
parvoselliler PVN’yi depolarize ederek CRH ve ACTH artisina neden oldugu
bildirilmistir (88). Calismamizda ise, erkek ve disi hayvan grublarinda santral asprosin
uygulamasini takiben serum ACTH ve CORT diizeylerinde gozlenen azalma, hipofiz ve
adrenal bezin daha diisiik diizeyde uyarilarak, HHA aks aktivitesinin baskilandiginm
desteklemektedir. Bu durum ile, asprosinin etkisinin yalnizca hipotalamik diizeyle sinirli

kalmayip HHA aksinin tiim basamaklarini etkileyebildigi anlagiimaktadir.

(Calismamizda intramuskiiler yolla uygulanan asprosin ile, hem erkek hem de disi
siganlarda hipotalamusda CRH, serumda ACTH ve CORT diizeyleri tizerinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Bu durum, periferal olarak uygulanan
asprosinin agirlikli olarak metabolik hedef dokular {izerinde etkili oldugunu bildiren
onceki ¢alismalarla paralellik gostermektedir (86, 87). Bu bulgu, periferik asprosinin HHA
aks aktivasyonu lizerinde sinirli veya dolayli bir etkiye sahip oldugunu diisiindlirmektedir.
Literatiirde periferik asprosinin baglica etkilerinin karacigerde glukoneogenezin
uyarilmasi, glukoz homeostazinin diizenlenmesi ve insiilin duyarlilig: ile iliskili oldugu
bildirilmistir (88). Boylece s6z konusu etkilerin ¢cogu, HHA aksin akut aktivasyonunu
gerektirmeyen metabolik regiilasyonda rol alan mekanizmalarla iliskilidir. Periferik
asprosin uygulamasinin HHA aks hormon parametrelerini etkilememesi, kan-beyin
bariyerinden geg¢isin sinirl olmast, periferde hizla metabolize edilmesi veya santral etkiler
igin gerekli olan lokal konsantrasyonlara ulasilamamasi ile agiklanabilir. Ayrica periferal
asprosin uygulamasiyla olusabilecek metabolik sinyallerin, hipotalamik diizeyinde HHA
aks1 uyarici nitelikte olmaktan ziyade homeostatik dengeyi koruyucu bir ¢ergevede kalmis
olmasi da muhtemeldir. Buna karsin periferik asprosin uygulamasinin hipotalamus CRH,
serum ACTH ve CORT diizeyleri iizerinde anlamli bir etki olusturmamasi, asprosinin
HHA aksi flizerindeki etkilerinin biiylik Olglide santral mekanizmalar araciligiyla

gerceklestigini diisiindiirmektedir.
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Asprosine benzer bir adipokin olan leptinin si¢anlarda santral olarak kronik
uygulanmasinin plazma CORT diizeylerini azalttigi bildirilmistir (89). Ayrica baska bir
adipokin hormon olan adinopektin uygulanan farelerde ise bazal CORT diizeylerinin akut
olarak azaldig1 ortaya konmustur (90). Bir baska ¢alismada ise siganlarda yag dokudan
salan visfatinin (4 pg/100 g/ ip) uygulanmasindan 1 saat sonra, serum ACTH diizeyi
degismezken, CORT diizeyinin anlamli sekilde kontrol grubuna kiyasla yiikseldigi
bildirilmistir (91). Bu bilgiler dogrultusunda, adipokinlerin HHA aksi {izerindeki
etkilerinin hormonun tiiriine, uygulama yoluna, siiresine ve hedef dokudaki reseptor
dagilimima bagh olarak farklilik gosterdigi anlasilmaktadir. Bu baglamda asprosinin de
leptin, adinopektin ve visfatin gibi HHA aksin1 farkl diizeylerde ve 6zgiin mekanizmalarla

modiile edebilecek bir potansiyeli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizin 6nemli hedeflerinden biri de, asprosinin HHA aks iizerindeki
etkilerinin cinsiyete baglh farkliliklar gosterip gostermedigini ortaya koymaktir. HHA
aksin cinsiyete bagli duyarlilig1 birgok arastirmada s6z konusu olmustur. PVN'deki bazal
ve stres kaynakli CRH mRNA diizeylerinin disi siganlarda erkek sicanlara kiyasla daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (92). Hipotalamik CRH’deki bu cinsiyet farkinin ise, dstrus
dongiistiniin fazlarinda disilerde ovaryum hormonlarinin etkisine bagli olarak erkek
hayvanlara gore daha yiiksek oldugu aciklanmistir (93). Ayrica HHA aks aktivasyonundaki
cinsiyet farkliliklar1 6nemli 6lgiide gonadal steroidler ile iliskilendirilmekle birlikte E2’nin
uyarict etkilere sahip oldugu, androjenlerin ise HHA aksi1 {izerinde inhibe edici etkilere
sahip oldugu bildirilmistir (94). Bununla birlikte Gstrojenin disi sicanlarda strese karsi
adrenal korteks tepkilerini giiglendirerek GR’lerin hipersekresyonuna neden oldugu tespit
edilmistir (95). Ayrica testosteronun HHA aks aktivasyonu baskiladigi ve strese karsi
ACTH ve CORT sekresyonunu engelledigi ortaya konmustur. Bu ¢aligmalar 15131nda HHA
aks iizerinde cinsiyet farkliliginin ¢ogunlukla stres yanitinda veya hormonal uygulamalar
neticesinde ortaya ¢iktig1 anlasilmaktadir. Calismamizda ise, santral ve periferal asprosin
uygulamasmin erkek ve disi siganlarda CRH, ACTH ve CORT diizeylerine etkisi
karsilagtirilmis; cinsiyetler arasinda bulgularimizda farkliliklar goriilse de istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Bu bulgular ile, asprosinin HHA aks iizerindeki
etkilerinin cinsiyetten bagimsiz, daha ¢ok temel néroendokrin mekanizmalar {izerinden
gergeklestigini diisiindiirmektedir. Ayrica bu sonucun, ¢alismamizin sinirlili§i olan disi
hayvanlarda hormonal dongii fazlarinin kontrol edilmemesine ve deney grublarinda

herhangi bir stresor uygulanmamasina bagli olarak ortaya ciktig1 ongoriilmiistiir.
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Calisma sonuglarimiza gore asprosinin santral etkisi hipotalamusta CRH, serumda
ACTH ve CORT diizeylerini azaltarak HHA aksi baskilamistir. Asprosin periferik etkisiyle
ise hipotalamusta CRH, serumda ACTH ve CORT diizeylerini anlamli olarak etkilemeyerek
HHA aks aktivitesi tizerinde belirgin bir etki gdstermemistir. Ayrica HHA tizerinde ki s6z
konusu etki hem erkek hem de disi hayvanlarda benzer sekilde gergeklesmistir. Biitiin bu
sonuglar stres fizyolojisi ve patofizyolojisinde asprosinin santral etkisinin baskilayici1 yonde
etkisi olduguna isaret etmektedir. Bu durum, asprosinin metabolik bir hormon olmasinin
yan1 sira noroendokrin strese yanitin regiilasyonunda o©nemli bir rol alacagini
disiindiirmektedir. Ayrica deney hayvanlarinda uygulanacak davranigsal testler ile
asprosinin anksiyete ve depresyon benzeri davraniglar tizerindeki etkilerinin arastirilmasi,
bulgularimizin noropsikiyatrik hastaliklarla iliskisini giliclendirmesi beklenmektedir. Bu
baglamda asprosinin, HHA aks {izerindeki etki mekanizmasinin ve klinik 6neminin

anlasilmasi i¢in molekiiler, davranigsal ve translasyonel ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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