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OZET

Apelin, G protein kenetli orfan apelin reseptoriiniin (APJ) endojen ligantidir.
APJ’nin sindirim sistemi, kalp ve adipoz doku gibi cesitli dokularda dagilim
gosterdigi bilinmektedir. APJ’nin hipotalamusta o6zellikle arkuat, supraoptik ve
paraventrikiiler niikleus gibi hipotalamik alanlarda dagilim gostermesi gida alimi ve
su igme davranisinin kontroliinde apelinin rol oynayabilecegini gdstermektedir.
Ayrica testislerde de APJ’nin bulunmasi iireme sistemi lizerinde, apelinin etkilerinin
olabilecegini akla getirmektedir.

Bu c¢aligmada, kronik icv apelin-13 uygulamasinin gida ve su alimi, viicut
agirhigy, liteinlestirici hormon (LH), folikiil uyarict hormon (FSH) salimimi ve
testosteron seviyeleri iizerine olan etkiler arastirildi. Calismada 20 adet Wistar-
Albino cinsi erkek sican kullanildi. Deney grubundaki sicanlara 7 giin siireyle
intraserebroventrikiiler (icv) olarak 1 ve 10 nmol apelin-13 (10 pl/h), kontrol
grubundakilere ise ayni miktarda yapay beyin omurilik sivisi infiize edildi. LH ve
FSH salmimini belirlemek i¢in 0, 15, 30, 45, 60, 75 ve 90. dakikalarda, testosteron
analizi i¢in ise sadece 90. dakikada kan 6rnekleri alindu.

Yiiksek doz apelin-13 uygulanan grup, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
su aliminda artis (p<0.05) oldugu fakat diisiik doz uygulanan grupta herhangi bir etki
meydana gelmedigi goriildi. Gida alimi bakimindan apelin-13 uygulanan gruplarda
kontrol grubuna gore artiglar meydana geldi ancak bu artis sadece yiiksek doz apelin-
13 uygulanan grupta istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). 10 nmol apelin-13
inflizyonu yapilan grupta LH salmimmimn kontrole gore 30, 60, 75. dakikalarda
anlamli bigimde baskilandig: tespit edildi (p<0.05). FSH seviyelerinde ise gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi. Yiiksek doz apelin-13 uygulanan grubun
testosteron seviyesinin, kontrole gore anlamli olarak azaldigi belirlendi (p<0.05).

Sonuglarimiz, apelin-13’tiin  beslenme davramisinin, merkezi olarak
diizenlenmesinde rol oynayabilecegini ayni zamanda da LH salmimini baskilayarak
testosteron seviyesini azalttigini ortaya koymaktadir.

Bu sonuclar, infertilite ve obezite tedavilerinde apelin reseptor

antagonistlerinin faydali olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apelin, ozmotik icv inflizyon, gida alimi, LH salinimi, sican
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ABSTRACT

The Effects of Intracerebroventricularly Administered Apelin on

Hypothalamus- Hypophysis- Gonadal Axes in Male Rats

Apelin is a novel bioactive peptide as the endogenous ligand for the orphan
G-protein-coupled receptor, APJ, a receptor distributed in various tissues including
the adipose tissue, heart and the gastrointestinal tract. Its receptors have also been
identified in the testes, hypothalamic nuclei such as arcuate, supraoptic and
paraventricular nuclei, implicating roles in reproduction, and in control of feeding
and drinking behaviour.

Therefore, the present study was designed to investigate the effects of chronic
central infussion of apelin-13 on food and water intake and body weight, luteinizing
hormone (LH), follicle stimulating hormone (FSH) and testosterone levels. Twenty
Wistar-Albino male rats received continuous intracerebroventricular infusion via
ALZET osmotic mini pumps filled artificial cerebrospinal fluid (CSF) or apelin-13 at
concentrations of 1 and 10 nmol (10 ul/h) for seven days. At the last 90 min of the
infusion period, blood samples were collected at 15 min intervals (0, 15, 30, 45, 60,
75 and 90 min.) for LH and FSH analyses. At the last sampling point (90 min), blood
samples were analysed for testosterone levels.

Infusion of high dose apelin-13 resulted in significant increases in water
intake compared with vehicle infused control group (p<0.05), but the lower dose
apelin-13 had no significant effect. Both doses of apelin-13 increased food intake but
these alterations were only statistically significant in the high dose group (p<0.05).
Infusion of high dose apelin-13 significantly suppressed LH release compared with
the vehicle values at 30, 60 and 75 min. (p<0.05). However, FSH levels did not
significantly differ among the groups. Plasma testosterone levels in high dose apelin-
13 group were statistically lower than the control group (p<0.05).

Our results suggest that apelin-13 may play a role in the central regulation
both drinking and feeding behaviour and decreases testosterone release by
suppressing LH secretion. Thus, antagonists of the apelin receptor may therefore be

useful pharmaceuticals in the treatment of infertility and obesity.

Keywords: Apelin, osmotic icv infusion, food intake, LH release, rat
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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ELISA testosteron kit standartinin seri diliisyonlar1

Testosteron kit ¢cozeltilerin plaktaki bulunma diizeni

Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin viicut agirliklarinda
meydana gelen (Ort+SH) degisiklikler

Apelin-13 uygulamasidan sonra hayvanlari yem tiiketimlerinde
meydana gelen (Ort+ SH) degisiklikler

Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin su tiikketimlerinde meydana
gelen (Ort+ SH) degisiklikler

Apelin-13 uygulamasidan sonra hayvanlari serum testosteron
seviyelerinde meydana gelen (Ort+SH) degisiklikler

Apelin-13 uygulamasidan sonra hayvanlarin plazma LH salinimlarinda
meydana gelen (Ort+SH) degisiklikler

Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin plazma FSH salinimlarinda
meydana gelen (Ort+SH) degisiklikler

Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin testis agirliklarinda
meydana gelen (Ort+SH) degisiklikler

Kontrol grubundaki hayvanlarin seminifer tiibiillerinin goriiniisii

1 nmol apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin seminifer tiibiillerinin
gOoruntsu

10 nmol apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin seminifer tiibiillerinin
gOoruntsu

Apelin-13 uygulamasindan sonra seminifer tiibiil ¢aplarinda meydana
gelen (Ort£SH) degisiklikler

Kontrol grubundaki hayvanlarin Leydig hiicrelerinin goriiniisii

1 nmol apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin Leydig hiicrelerinin
gOoruntsu

10 nmol apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin Leydig hiicrelerinin
gOoruntsu

Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin Leydig hiicre sayilarinda

meydana gelen (Ort+SH) degisiklikler
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1. GIRiS

Bag dokusunun 6zel bir tipi olan adipoz doku yetiskin memelilerde adiposit
olarak bilinen lipit dolu hiicrelerin zayif kimyasal etkilesimleri ile olusmustur. Yag
dokusu organizmadaki en biiyiik enerji kaynagi olarak bilinmekle birlikte enerjinin
yag hiicresinde depolanmasi ve salgilanmast hormonal sinyallerle (insiilin,
katekolaminler, glukokortikoitler gibi) kontrol edilmektedir (1). Adipositlerden ve
adipositler arasinda bulunan bag dokusu hiicrelerinden salgilanan proteinlerin
(adipokinler) otokrin, parakrin ve endokrin etkileri oldugu gosterilmistir (2). Bu
nedenle adipoz dokunun sadece bir enerji deposundan ibaret olmayip, aktif bir
endokrin organ gibi calistigi ileri stiriilmektedir (3,4).

1998 yilinda Tatemato ve ark. tarafindan sigir mide 6zsuyundan izole edilen
apelin, adipoz doku ailesinin yeni bir liyesidir (5). Apelin, G-protein kenetli peptit
yapida endojen bir liganddir ve APJ’ye baglanarak etkilerini ortaya koyar (5,6,7).

Yapilan c¢aligmalar, apelinin kardiyovaskiiler fonksiyonlar (8), 6n hipofiz
fonksiyonlar1 ve sivi homeostazisin diizenlenmesi tizerinde roliiniin oldugunu (9),
ayrica apoptozun baskilanmasinda (10,11) gorev aldigin1 ve insan immiin yetmezlik
virilisii enfeksiyonunda da bir koreseptor olarak islev gordigiini, (12,13,14) ortaya
koymustur.

APJ’nin sadece kalp, bobrek gibi periferik dokularda degil ayn1 zamanda
hipotalamusun 0Ozellikle paraventrikiiler niikleus (PVN) ve supraoptik niikleus
(SON) gibi merkezi alanlarda da dagilim gosterdigi ileri siiriilmektedir (15). Son
zamanlarda yapilan calismalar, beyinde gida alimi ve sirkadiyen ritimlerin
diizenlendigi beyin bolgelerinde apelin sentezi yapan noronlarmn varligi ortaya
konulmustur (16). Bu niikleuslarda apelin ve APJ’nin eksprese edilmesi, apelinin
ayrica su alimimin merkezi olarak diizenlenmesinde de rol oynayabilecegine isaret
etmektedir (16,17,18).

Hipotalamo-hipofizeal-gonadal eksen ve dolayisiyla ireme sistemi de apelin
icin onemli bir etki alamidir. Insan, sican ve fareler iizerinde yapilmis deneysel
calismalar testis dokusunda, apelin ve APJ’nin varligmi ileri siirmektedir. Insan
prostat dokusunda apelin ve APJ’nin varligi gdosterilmis, sican over ve uterus

dokusunda yaygin olarak APJ reseptorlerini ekspresyonu ortaya konulmustur (19).



Bu bulgular, tireme sistemi lizerinde apelinin 6nemli etkilere sahip olabilecegini
diistindiirmektedir. Ancak hipotalamus, hipofiz ve gonadal eksende meydana
gelebilecek hormonal degisikliklerin arastirildigi ¢caligmalar sinirh sayidadir.

Bu calismada, hipotalamik alanlarda yaygin olarak bulunan, gida alimi, su
dengesinin diizenlenmesi ve tiireme ile iliskili olaylarda rol aldigi ileri siiriilen
apelinin, erkek si¢anlarda intraserebroventrikiiler uygulama sonrasi hipotalamus-
hipofiz-gonadal eksende meydana getirecegi degisiklikleri, ayrica gida ve su tiiketimi

iizerine olusturacagi muhtemel etkilerin arastirilmasi: amaglandi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Apelin

1993 yilinda, anjiyotensin 2 tip 1 (AT1R) reseptorii geniyle benzer dizilime
sahip bir gen kesfedildi (20). APJ olarak adlandirilan bu yeni reseptdr anjiyotensin
reseptoriiyle benzerligine ragmen, anjiyotensin 2 tarafindan aktive edilmemekteydi.
Bu G protein kenetli reseptor 1998'de Tatemoto ve ark. apelin olarak adlandirilan
endojen ligandi tanimlayana kadar orfan reseptor olarak kaldi (5).

Viicudun ¢esitli boliimlerindeki endotelial hiicrelerde tiretilen apelin adipoz
dokunun yeni bir tiyesidir (19). Yeni kesfedilen bu adipositokin, daha ¢ok beyaz
adipoz dokuda tiretilir, ayrica bobrek ve kalpteki kahverengi adipoz dokudan da

iretilmektedir (21).

2.1.1. Apelinin biyokimyasi

Apelin ve APJ] mRNA tarafindan kodlanmaktadir (19). Geni Xq25-26.1
kromozomu {izerinde bulunan apelin (22), 77 aminoasitlik (aa) bir preproapelinden
koken alir, baz1 boliimlerinden pargalanarak farkl sayida aa’lara (apelin-10, apelin-
11, apelin-12, apelin-13, apelin-15, apelin-17, apelin-19 ve apelin-36 gibi) sahip
fragmanlar olusturur (19; Sekil 1).

Apelinin etkileri formlarmma gore degisiklik gostermektedir. 13 ve 17 aa’dan
olusan apelin, 36 aa iceren apelin formundan daha giiclii bir biyolojik aktiviteye
sahiptir (5). Apelinin yapisindaki 13 aa dizilimi tiim apelin formlarinda degismez
oldugundan, temel apelin yapis1 apelin-13 olarak kabul edilmektedir (23).

Apelin-13 N-terminal piroglutamat rezidulerine sahip oldugundan biyolojik
aktivitesi diger apelin formlarina oranla daha yiiksektir. Apelin-36 bu 6zellige sahip

olmadigindan Apelin-13’e gore daha kisith bir biyolojik aktiviteye sahiptir (21).
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Sekil 1. Apelinin molekiiler yapis1 a) apelin-13 b) p[Glu] apelin-13, c) apelin-17 ve
d) apelin-36. Koyu gri olan aa kismi biitiin apelin formlar1 i¢in ortak, a¢ik renkli aa

kisim formlara gore degismektedir (19)

2.1.2. Apelin reseptorii

380 aa’dan meydana gelen APJ yedi transmembran bdlgeden olusan G
protein kenetli reseptor geni kromozomun uzun kol bdlgesinde yer almaktadir (20).
APJ’ye ait gen tanimlanmas1 bir¢ok canli tiirtinde yapilmistir (Tablo 1).

Apelinin, APJ eksprese eden hiicrelerde forskolinle indiiklenmis siklik
adenozin monofosfat (¢cAMP) yapimini inhibitdr G proteinlerine baglanarak inhibe
ettigi gosterilmistir (24). Pertusis toksininin apelinin etkilerini bloke etmesi bu

kanty1 ayrica desteklemektedir (25).



Tablo 1. Apelin ve APJ’nin karakteristik 6zellikleri (19)

APJ APELIN
Sinonimleri ATIR APJ endojen ligand
Molekiiler Simif 7 transmembran Peptid ligand

kenetlenmis G protein

reseptor

Aym Yonlii etki

Ozellige sahip degil

Zat yonlii etki

(Alal3) apelin-13

(fonksiyonel antagonist)

Ozellige sahip degil

aa sayisli 380 77
Molekiiler agirhg (Da) 42,660 8569
mRNA boyutu (bp) 1143 234
Kromozom lokusu 11ql12.1 X25-26.3

Tiirlerdeki gen

tanimlanmasi

Homo sapiens
(SwissProt P35414)
Rattus norvegicus
(SwissProt Q9JHG3)
Mus musculus
(Swissprot Q9WV08)
Macaca mulata
(SwissProt 097666)
Danio rerio
(EMBL AW460831)
Xenopus laevis

(SwissProt P79960)

Homo sapiens
(SwissProt
QI9ULZ1)

Rattus norvegicus
(SwissProt
QI9ROR3)

Mus musculus
(SwissProt
QI9R0R4)
Bos taurus
(SwissProt
QITUI9)

Macaca mulatta

(EMBL BV209065)




2.1.3. APJ’nin lokalizasyonu

Insanlar, siganlar ve fareler iizerinde yapilan deneysel ¢alismalarda birgok
dokuda apelin ve APJ’nin varlig: tespit edilmistir (Tablo 2). Apelin ve APJ’ye ait
mRNA 0zellikle yiiksek konsantrasyonda beyincik, damar endoteli, kalp, akciger ve
bobrekte bulunur (5,23,26,27). Sicanlarin, bobrek, hipofiz bezi, over dokusu ve
iskelet kaslarinda diisiik seviyelerde APJ mRNA’smin varlhigi tespit edilmistir (13).
APJ’nin fare embriyolarin vaskiiler ve endokardiyal endotel hiicrelerinde de var
oldugu Devic ve ark. tarafindan ayrica gosterilmistir (28). Sicanlarin kalp
damarlarinda ve akciger dokularinda immunositokimyasal yOntemlerle, yiliksek
miktarda apelin mRNA’s1 tespit edilmistir. Lee ve ark. yaptiklar1 Northern blot analiz
ve in situ hibridizasyon yontemleri ile de bu bulgulara kesinlik katmislardir (17).

Insanlarda APJ’ye ait mRNA’nin dalak, timus, prostat, testis, yumurtalik,
bagirsak, kalp, meme bezi ve C8166 kan hiicreleri CD4 pozitif T-hiicreleri gibi
periferik dokularda wvarlhigi tespit edilmistir (29,30,31,32,33). Foldes ve ark.
calismasinda, Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) ile apelinin periferik
lokalizasyonunun, insanda en fazla mide epitel hiicrelerinde ve miyokard epitelinde
oldugu ortaya konulmustur (34).

APJ’nin perifer dokular haricinde hipokampus, serebellum, striatum ve
hipotalamusta varligi gosterilmistir (9,25,35). Hipotalamus gibi bazi beyin
bolgelerinde, apelin immiinoreaktif noronlarin daha yogun olarak bulundugu
gozlenmistir (16). Hipotalamusun SON ve PVN’de apelin ve APJ ekspresyonunun
yogun oldugu gosterilmistir (16,18).



Tablo 2. Apelin ve APJ mRNA’ sinin insan, sigan ve fare dokularindaki dagilimi
(17,20,28,29,33)

APJ APELIN

Beyin ++ + o+ + o+ ++

Hipofiz + + + ++

Adrenal bez + +

Dalak - + +++ - +

Kalp ++ o+ + ++ ++ +

Akciger o+ ++ ++ o+ ++ +

Ince bagirsak + ++ +

+
+
1
1
1

Karaciger

+
N
N
N
N
N

Bobrek

+
+

Prostat

+
N
N
N
.
.

Uterus

+
+
+

Meme bezi

+
+
+
1

Adipoz doku ++ ++




2.1.4. Apelinin etkileri

2.1.4.1. Kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri

Apelinle 1lgili ilk c¢aligmalar 06zellikle kardiyovaskiiler sistem iizerinde
yogunlasmustir (36). Insan ve siganlar iizerinde yapilan deneysel ¢alismalarda apelin
ve APJ’ye ait mRNA’nin kalp, damarlar ve periferde yogun olarak bulundugu
gosterilmistir (28,29,30,31,32) Hosoya ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada
APJ’ye ait mRNA’nin sican kalp dokusunda yiiksek seviyede bulundugu rapor
edilmistir (25). Insanlardaki damar endotel hiicrelerinde yiiksek seviyede APJ varligi
tespit edilmistir (33), ayn1 sekilde bu durumun reseptdriin ligandi olan apelin i¢ginde
gecerli oldugu gosterilmistir (17). Apelinin, insanlardaki arterler, venler ve kiigiik
damarlar da dahil olmak iizere damar boyunca endotel hiicrelerinde tespit edilmesi
(19) ve sigan endotel hiicrelerinde onemli miktarda varhiginin gosterilmesi (27),
apelinin kardiyovaskiiler sistemde Onemli rollere sahip olabilecegini isaret
etmektedir.

Apelin-13’iin erkek Wistar siganlara intravendz (iv) inflizyonu ile sistolik ve
diyastolik kan basincinda 10 mmHg’lik diisiis meydana gelmesi, apelinin
kardiyovaskiiler sistemdeki fonksiyonlar1 i¢in ilk bulgular1 olusturdu (17). Benzer bir
deney diizenegi apelin-12, Apelin-13 ve Apelin-36 i¢in kuruldugunda ise bu defa
molekiiler agirlhigi ile basing degisikliginin ters korelasyon gosterdigi ve en giiclii
hipotansif etkiye apelin-12’nin sahip oldugu tespit edildi (27).

Apelinin diisiik dozlarda arterial basinci ¢ok fazla etkilemedigi, yiiksek
dozlarda ise bifazik arterial basing cevabi olusturdugu yani 6nce hipertansiyon
sonrada hipotansiyon meydana getirdigi gosterilmistir (37).

Apelinin damarlarda vazodilatatér (27,38) ve kalp {lizerinde de pozitif
inotrofik etkileri (39) tanimlanmistir. Lee ve ark. peptidin hipotansif etkilerini
belirlemis (17), Tatemoto ve ark.’da bu etkinin nitrik oksit aracili olabilecegini
ortaya koymustur (27).

Anestezi altindaki siganlara icv olarak apelin enjeksiyonu ortalama kan
basincini etkilemezken (9), iv olarak enjekte edilmesi ortalama arteryal basingta

azalmalara sebep olmustur (17). Kagiyama ve ark. yaptigi ¢alismada bilinci agik



siganlara hem icv, hem de iv apelin-13 uygulamas1 sonrasi kalp hiz1 ve ortalama
arteryal basin¢ta doz bagimli bir artis meydana geldigi bildirilmistir (40). Yine ayni
calismada icv apelin-13 enjeksiyonu sonrasi ortalama arteryal basing ve kalp
hizindaki artigin, iv apelin-13 enjeksiyonundan sonra meydana gelen artigtan daha
fazla oldugu tespit edilmistir (40).

APJ sicanlarmm vaskiiler diiz kas hiicrelerinde apelin miyozin hafif
zincirlerinin fosforillenmesine neden olur (41). Bu bulgular apelinin agirlikli olarak
vaskiiler doku tizerindeki etkilerini, endotelden NO yapimini arttirarak meydana
getirdigi ileri siiriilmektedir. Sponton hipertansif siganlarda, tiim trans retinoic asit
G protein reseptor sinyallerini diizenlemis, kan basincini azaltmis ve aortta apelin-
APJ seviyesini arttrmistir (42). Bu NO’nun artmasina ve anjiyotensin 1’in
azalmasina eslik eder. Apelinin sigan portal venlerindeki vaskiiler tonusa direk bir
etkisi yoktur ancak var olan endotele bagli olmaksizin NO’ya bagl bir mekanizma

ile apelin vazokonstriktor etkiyi anjiyotensin 2’ye yanit olarak ortadan kaldirir (43).

2.1.4.2. Siv1 elektrolit dengesi iizerine etkileri

Hipotalamusun SON ve PVN noronlar1 sivi dengesinin diizenlenmesinde
onemli bir role sahiptir (19). Merkezi sinir sisteminden salinan apelin, antidiiiretik
hormonu (ADH) ve baska mediyatorler yoluyla da ¢evre dokular1 ve bobregi
etkilemektedir. PVN ve SON’de bulunan APJ sinyal yayarak diiiretik etkilerini
ADH baskilanmasi iizerinden gostermektedir (9,44). Raux ve ark. yaptig1 ¢alismada
24 saat sudan yoksun birakilan farelerde icv apelin-13 enjeksiyonundan otuz dakika
sonra farelerde su aliminda artig saptanmistir (9). Raux ve ark. apelin-13’iin sivi
homeostazisini diizenleyici fonksiyonlarini belirlemistir (9). Siganlara intraperitonal
(ip) (17) ve icv apelin-13 enjeksiyonu (45) sonrasinda ilk 60 dakika asir1 bir su
tilketimi oldugu bildirilmistir.

Baska bir ¢calismada da Tobin ve ark. hipotalamik SON i¢ine mikrodiyaliz
yontemiyle Apelin-13 uygulamasmnin ADH néronlarinin  elektrofizyolojik
aktivitesini uyardigmi ve somatodendritik ADH saliverilmesini indiikledigini

gostermiglerdir (46).
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2.1.4.3. Sindirim sistemi tizerine etkileri

APJ’nin mide enterokromafin hiicrelerinde (47,48), pankreas hiicrelerinde
(49), ve kolon epitel hiicrelerinde (50) bulunmasi, apelinin gastrointestinal sistemde

birtakim rollere sahip olabilecegini isaret etmektedir.

Parietal hiicreler tarafindan salmman apelin ile enterokromafin hiicre
reseptorlerinin  aktivasyonu, enterokromafin hiicrelerden salman histamini
bloklamaktadir. Bu bloklama, parietal hiicreler tarafindan daha az asit sekrasyonuna
yol agmaktadir (48).

Iv Apelin-36 uygulamasi yapilan farelerde, pankreasta normal sartlarda
hiperglisemiye yanit olarak olusan insulin salgisinin meydana gelmedigi
gosterilmistir (49). Bu durum apelin sinyalleri ile insiilin sinyallerinin fonksiyonel
olarak bagimliligin1 ortaya koymaktadir. Ayni ¢alismada insulinin adipoz dokudan
apelin sekresyonunu uyardigi da gosterilmistir (51).

Farelerde 24 saatlik a¢lik sonrasinda, plazma insiilin diizeyi ve adipoz dokuda
apelin ekspresyonu azalmistir. Buna bagli olarak da plazma apelin diizeyi
diismektedir (51). Beslenme sonrasinda ise, plazma apelin diizeyi ve adipoz

dokudaki apelin mRNA seviyesi, tekrar normal diizeyine geri donmektedir.

2.1.4.4. Gida alim1 iizerine etkileri

APJ, MSS’nin bircok bolgesinde eksprese edilmektedir. Sigcanlarin
hipotalamusunda yeme aliskanligini kontrol eden alanlarda SON ve PVN’nin apelin
icin en yogun hedef bolgesi olabilecegi ortaya konmustur (15,16) Bu niikleuslarda
apelin ve APJ ekspresyonunun oldukc¢a yogun olmasi (16,18) apelinin gida alimi
iizerine etkisi olabilecegi yoniinde sinyaller vermektedir.

Apelinin gida alimi1 {izerine olan etkilerini 6zetleyen 6nemli baz1 ¢caligmalar
mevcuttur. Apelinin iv olarak uygulanmasi besin alimim etkilemezken, santral
uygulanmasmin besin aliminda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (52,53).
Taheri ve ark. yaptig1 ¢alismada ise lateral ventrikiile 30 nmol icv apelin-13
enjeksiyonu sonrasi, 24 saatlik zaman periyodunda gida aliminda anlamli bir

degisiklik meydana gelmedigi gosterilmistir (45). Sunter ve ark. iv olarak 10 nmol
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apelin-13 enjeksiyonu sonrasinda hem agliga maruz birakilan hemde normal
beslenmesine devam eden sicanlarda 24 saatlik zaman periyodunda gida aliminda
herhangi bir degisiklik olmadigmi rapor etmislerdir (52). Higuchi va ark. tarafindan
yapilan bir diger caligmada farelere 14 giin boyunca ip 0.1 pmol kg/giin apelin
enjeksiyonunun, gida aliminda herhangi bir degisiklik meydana getirmedigi
goriilmiistiir (54).

Obez deney hayvanlar1 ve obez insanlarda, plazma apelin diizeyinin yiiksek
oldugu bildirilmistir (51,55). Adipoz dokudaki apelin gen expresyonunun insulin ve

TNF alfa tarafindan yiikseltildigi gosterilmistir (56).

2.1.4.5. Ureme sistemi iizerine etkileri

Hipotalamo-hipofizeal-gonadal eksen ve dolayisiyla iireme sistemi de apelin
icin dnemli bir etki alanmidir. Habata ve ark. (24) sigcan ovaryum dokusunda apelin
ekspresyonu oldugunu gostermislerdir. Yine ayni grup, sigan meme dokusunda
gebelik ve laktasyon doneminde apelin ekspresyonunda ciddi artislar oldugunu
rapor etmislerdir (24). Daha sonraki bir ¢alismada ise Hosoya ve ark. (25), sican
over ve uterus dokusunda yaygin olarak APJ reseptorlerinin ekspresyonunu ortaya
koymuslardir. Sigir ovaryum teka tabakasinda apelin sentezinin varligi belirlenmis,
graniiloza hiicrelerinde de APJ gosterilmistir (57).

Insanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda, fetiis ve plasenta da apelinin yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasi, apelinin intrauterin biiylimede rolii olabilecegini
disiindiirmektedir (58).

Ancak hipotalamus, hipofiz ve gonadal eksende meydana gelebilecek
hormonal degisikliklerin ve Ozellikle erkek iireme sistemi iizerine olan etkilerinin

arastirildig1 calismalarin sayis1 yetersizdir.
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2.2. Hipotalamus

2.2.1. Hipotalamusun fonksiyonlari

Anatomik olarak hipotalamus, anteriorde optik kiyazma, posteriorda mamiller
cisimler, lateralde temporal lob ve superiorda talamus ile baglantilidir (59; Sekil 2).
Hipotalamus memeli beyninin ¢ok kiiciik bir parcasini (insandaki 1400 gramlik
beynin sadece 4 grami) olusturmasima ragmen, beyindeki en énemli kisimlardan bir
tanesidir. Hipotalamustan ¢ikan sinyaller ¢cevre dokular ve diger beyin bolgelerinde

uygun néroendokrin cevabin olusmasini uyarir.

Sekil 2. Hipotalamusun organizasyonu (60)
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Gida alimi, enerji harcama, viicut agirligi, sivi alimi ve diizenlenmesi, kan
basinci, susama, ireme, viicut sicakligi ve uykunun diizenlenmesi gibi bir¢ok agidan
glinlik yasamsal faaliyetler hipotalamustan salman salgiya uygun hipotalamik
cevaplarin verilmesi ile kontrol edilir. Bu hipotalamik cevaplarin olusmasimna,
hipotalamusta meydana gelen salgilar aracilik etmektedir (61). Hipotalamustan
baslica kortikotropin serbestlestirici hormon (CRH), gonadotropin serbestlestirici
hormon (GnRH) , biiylime hormonu serbestlestirici hormon (GHRH), tirotropin
serbestlestirici hormon (TRH), prolaktin baskilayict hormon (PIF) salgilanmaktadir
(62). Hipotalamustan salinan hormonlara, uygun endokrin cevap hipofiz tarafindan

verilmektedir (63).

2.2.2. Hipotalamik niikleuslar

Magnoselliiler (MN) ve parvoseliiller (PN) adi verilen iki tip ndron
hipotalamusun endokrin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde ¢ok 6nemlidir. MN’ larin
aksonlar1 median eminensi gecerek arka hipofizde sonlanir (64). Boylece arka
hipofizden oksitosin ve ADH salinimini kontrol edilir (Sekil 3).

PN’larin aksonlar1 ise median eminens, beyin sap1 ve spinal korda uzanarak
salgilatic1 (relasing) veya baskilayici (inhibiting) hormonlar salarak 6n hipofiz

fonksiyonlarmin kontroliinii saglarlar (65).

Magnoselliiler NGron Parvoseliiler NGron
© Aksonal
Tasinma
Aksonal
Median Eminens
Tasinma CRH - GnRH - TRH - GHRH - GHIH - PIH

l Portal Venier

s On Hipofiz

Arka Hipofiz l
Oksitosin-Vazopresin

ACTH - LH/FSH - TSH - GH - Pri

, .

Sistemik Dolasim Sistemik Dolasim

Sekil 3. Magnoselliiler ve parvoselliiler ndronlarin islev mekanizmasi (65)
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2.2.3. Hipotalamustan GnRH salgilanmasi

GnRH 10 aa dizisinden olugsmus olup hipotalamusun, medial preoptik niikleus
(MPN), SON, PVN ve arkuat niikleusunda (ARN) sentezlenir. Bir¢gok memeli
tiirinde GnRH noronlar1 hipotalamusun rostral bolgesinde bulunan preoptik alan ve
ona yakin bolgelerde dagilim gostermektedir. Sinir agi1 seklinde yapilandigina
inanilan bu daginik noronlar, koordineli bir GnRH puls jeneratorii seklinde islev
goriir (66). Levin ve ark. tarafindan, GnRH’nin, hipotalamik norovaskiiler
terminallerden, portal dolasima pulsatil salindig1 gosterilmistir (67).

GnRH ¢ sekilde salmim gosterir. Birincisi; mevsimsel salinim yaparak
ilkbaharda en iist diizeye ¢ikar. Ikincisi; melatonin iliskili oldugu diisiiniilen
sirkadyen ritimde sabah erken saatlerde en yiiksek seviyeye ¢ikar. Ugiinciisii ise, 90
ile 120 dakikada bir pulsatil ritim gosterir.

GnRH’nin pulsatil salgilanmas1 hipotalamusun medyobazal bdlgesinde,
ozellikle ARN’de, noronal uyar1 sonucu gergeklesir. Bu pulsatil salgi siirekli olmayip
her 1-2 saatte bir gerceklesir ve 5-25 dakika siireyle devam eder (62).

GnRH pubertenin bas latilmasint =~ kontrol eder ve  6n  hipofiz
gonadotropinlerinden LH ve FSH sekresyonunun diizenlenmesinde rol oynar (68,
69). Bu faaliyetler GnRH’nin iireme sisteminin kontroliinde ©6nemli roller
istlendigini gostermektedir.

Hipotalamustan GnRH salgisinin, hipotalamik-hipofizer portal kan dolasimi
ile pulsatil LH salinimin1 neredeyse esit sekilde takip ettigi sican, koyun ve
maymunlar iizerinde yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (70,71). In vitro olarak insan
hipofiz bezinde GnRH uyaris1 olmadan hipofizden diizensiz ve diisiik genlikte LH
salinimi (72), GnRH uyaris1 oldugunda ise yiliksek ve diizenli genlikte LH salinimi
gerceklestigi gosterilmis (73).
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2.3 Hipofiz

2.3.1. Hipofiz bezinin fonksiyonlar

Insanlarda hipofiz yaklasik; 6 mm vertikal, 12 mm transvers, 8mm
anteroposterior uzunlukta, 0.5 gr agwhkta bir dokudur. infundibulum ile beyne
baglanir ve fossa hipofisialise oturur (Sekil 4).

Hipotalamusun kontroliinde olan hipofiz bezi hipotalamusun hemen altinda
olup adenohipofiz (6n lob) ve norohipofiz (arka lob) olmak iizere iki kisimdan
meydana gelmistir. Bu iki boliimiin arasinda, insanlarda yok sayilabilecek kadar
kiigiik, ancak bazi daha asagi grup hayvanlarda ¢ok daha biiyiik, islevsel ve nispeten
damarsiz bir bolge olan pars intermedya vardir. Ara lob olarak kabul edilen bu bolge
ozellikle biiyiilk miktarda melanosit salgilatict hormon (MSH) salgilar (62).

Norohipofiz hipotalamusta yapilan bazi kimyasal maddeleri kana verir,
kendisi herhangi bir madde yapmaz.

Norohipofizden salinan hormonlar oksitosin ve ADH’dir. Oksitosin ve

vazopressin hormonlarmnin salimimi noral mekanizmayla ger¢eklesmektedir (65).

Hypathalarmus

Fineal Gland

B Ci Call
LR Al Pireal Glard

Sekil 4. Insan (A) ve sigan (B) beyninde hipotalamus-hipofiz lokalizasyonu (74)
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Adenohipofiz ise yap1 olarak bir bezdir ve hipotalamusun kontrolii altindadir.
Hipofiz 6n lobunun pars distalis kismina, hipotalamohipofizial traktustan portal
sistem yoluyla, salgilatic1 ve baskilayici faktorler olarak bilinen kimyasal maddeler
tagmir (Sekil 5). Yani hipofiz 6n lobundan salinan her hormon i¢in hipotalamusta
ayr1 bir salgilatic1 faktor salinmaktadir (62) ve her salgilatict hormon ayri bir 6n
hipofiz hiicresine etki etmektedir (tirotrop, gonadotrop, kortikotrop, somatotrop ve
laktotrop). Adenohipofizden salinan baglica hormonlar biiyiime hormonu (GH),
adrenokortikotropik hormon (ACTH), troid uyarict hormon(TSH), prolaktin FSH ve
LH’d1r (75; Tablo 3).

Parvoselliler
Mdron Hicreleri

Hormonun Akson
Hipotalamus icinde taginmasi
Mediyan Eminens
Hormonun Kanda
Kapillers Ag Taginmasi
Hipotalamik-Hipofizer
Portal Damarlar Salgilaticr ve
Baskilayici
Hormonlarin
On Hipofizden
HipofizOn Lobu —— | Salinmasi
Harmon Salimmum Hormonun Kanda
Taginmasi

saglayan Hiicreler F.
lgf
Endokrin Bezin
Uyariimas

Sekil 5. Hipotalamus sinyallerinin 6n hipofize tasinmasi (76)
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On hipofizdeki hiicrelerin yaklasitk %35-10"u  gonadotrop hiicrelerden
olusmaktadir. On hipofizden humoral kontrol ile gonadotrop hiicrelerden salinan
gonadotropik hormonlar (LH ve FSH) iireme sisteminin diizenlenmesinde temel

roller oynamaktadirlar.

Tablo 3. Hipotalamus ve 6n hipofiz hormonlar1

Hipotalamustan Hipotalamus | On hipofizden sahnan | Etki ettigi
salinan hormonlar niikleusu hormon hiicre
TRH PVN TSH, Prolaktin Tirotrop
GnRH PVN LH, FSH Gonadotrop
SON
ARN
MPN
CRH PVN ACTH Kortikotrop
GHRH ARN GH Somatotrop
GHIH (Somatostatin) PVN GH Somatotrop
PIF ARN Prolaktin Laktotrop

2.3.2. Hipofiz bezinden LH salgilanmasi

Alfa ve beta olmak iizere iki alt birimden olusan LH, glikoprotein yapisinda
bir hormondur. Alfa alt {initesi 89, beta alt {initesi ise 115 aa’dan meydana
gelmektedir (62). Molekiil agirligi 30.000 dalton ve yar1 6mrii 30 dakikadir (65).

LH, GnRH’nin uyarisiyla 6n hipofizdeki gonadotropik hiicrelerden pulsatil
(tonik) tarzda salinir (77,78). LH ile GnRH salgis1 arasindaki yakin iliski nedeniyle
GnRH ayn1 zamanda LH serbestlestirici hormon olarak da kabul edilir.

LH, erkeklerde testislerdeki Leydig (intersitisyel) hiicrelerini uyararak

testosteron salinimini uyarirlar.



18

2.3.3. Hipofiz bezinden FSH salgilanmasi

Glikoprotein yapisinda bir hormon olan FSH’da, LH gibi alfa ve beta olmak
iizere iki alt birimden olusmustur. Alfa alt iinitesi 89, beta alt {initesi ise 112 aa’dan
meydana gelmektedir (62). Alfa alt iinitesi reseptdr icin baglanma bdlgesini
olustururken, beta alt iinitesi FSH’ya 6zgii biyolojik etkilerin ortaya ¢ikmasini
saglamaktadir. FSH’ nin yarilanma 6mrii 1-3 saattir (65).

GnRH’nin uyarist ile 6n hipofizden salman FSH, GnRH’daki kiiciik
degisimlere LH gibi eslik etmez bu nedenle salgilanmas1 pulsatil tarzda degildir.
FSH, GnRH’da meydana gelen uzun siireli degisimlere ancak birka¢ saat sonra ¢ok
yavas yanit verir (62). FSH’nin testisler {izerindeki asil etkisi sertoli hiicrelerini ve

spermatogenezi uyarmaktir (79).

2.4. Testis

2.4.1. Testisin fonksiyonlari

Testsisler skrotal kesede yer alan bir ¢ift organ (Sekil 6) olup, Leydig
hiicrelerinde testosteron, sertoli hiicrelerinde sperm yapimi ile 6zellesmistir (79).
Fotal Leydig hiicrelerinde, testosteronun iiretimi erkek fenotipinin gelisimi igin
belirleyicidir. Dolayisiyla, testisler erkeklerde cinsiyeti ve fertiliteyi kontrol eder
(79). Insan fetal testisinde gebeligin 7. haftasinda baslayan Leydig hiicrelerinin
farklilasmas1 ve testosteron biyosentezi, LH’dan bagimsizdir (80). Ancak testis
gelisimi sirasindaki testosteron iiretimi, hipofiz tarafindan tiretilen LH’nmn kontrolii
altindadir.

Testislerin fonksiyonlarini kisaca soyle 6zetliyebiliriz (62);

e Germ hiicresi tireterek tiiriin devamliligini saglamak
e Cinsel farklilagmanin olmasini saglamak
e Ikincil seks karakterlerinin kazanilmasi
e Androjen sentezlemek ve salgilamak
Testiste tiretilen temel androjen testosteron, erkek lireme sisteminin en 6nemli

hormonlarindan biridir.
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- Epididim

seminifer
tiibdaller

Epididim

~ Testis

Sekil 6. Testisin genel goriiniisii (81)
2.4.2. Leydig hiicreleri

Leydig hiicreleri, seminifer tiibiiller arasinda intertisiyel alanlarda yer alirlar
ve erigkin testis kiitlesinin %20’sini olustururlar (Sekil 7). Leydig hiicreleri testislerin
testosteron salgilamadiklar1 ¢ocukluk doneminde hemen hemen hi¢ goriilmezler.
Yeni dogan erkek cocukta yasamin ilk birka¢ ayinda (bazen bir yil kadar uzun) ve

pliberte sonrasi eriskin donemde bol miktarda testosteron salgilarlar (62).

] interstisyel Leydig
O Hiicreleri
O i Kan Damarlari

Fibroblastlar
@ \®

> Germinal Epitel

Sekil 7. Leydig hiicrelerinin testiste yerlesimi (62)
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Leydig hiicreleri tarafindan tiretilen testosteron; spermatogenezin olusmasi,
erekege ait cinsiyet 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasi ve neslin devamliligi i¢in gereklidir.
Leydig hiicrelerinin biiyiimesi, gelismesi ve islevleri LH nin tropik etkisine baglidir.
LH’nin yoklugu Leydig hiicrelerinin kii¢iilmesine ve testosteron {retiminin
durmasina yol agarken, LH’nin asir1 salgilanmasi Leydig hiicrelerini uyararak
hipertrofiye sebep olur.

LH, Leydig hiicrelerinin membran1 {zerindeki 0zgilin reseptdrlerine
baglanarak etkilerini ortaya koyar (82). Boylece testosteron yapimi ve salinimi i¢in
gerekli hormonal uyar1 gerceklesir (83). Leydig hiicreleri testosteron {irettigi
miiddetce, LH iizerinde negatif geribildirim ile hormonal homeostaz siirdiiriiliir. LH
salgisindaki artiglardan 30-60 dakika sonra kanda testosteron seviyeleri yiikselir.
Testosteron seviyesindeki bu artis negatif geri bildirim olusturarak LH salmimini

durdurur ve bunu takiben testosteron seviyeleri diiger.

2.4.3. Sertoli hiicreleri

Seminifer tiibiiller iki tip somatik hiicre (miyoid ve sertoli hiicresi) ile bes tip
germ hiicresi (spermatogonia, primer spermatositler, sekonder spermatositler,
spermatidler, spermatozoa) icermektedir.

Sertoli hiicreleri diizensiz silindirik sekilli olup biiyiik bir ¢ekirdege sahiptir.
Tibiiliin limeninden tabanina dogru uzanan ve germ hiicreleri ile siki temas halinde
olan sertoli hiicrelerinin ¢cogalmasi fotal yasamda baslar ve puberteye kadar devam
eder.

Sertoli hiicrelerin membraninda (FSH i¢in), ¢ekirdeginde ve sitoplazmasinda
(androjenler i¢in) reseptdrler bulunur. Sertoli hiicreleri spermatogenez i¢in uygun bir
ortam saglanmasinda 6nemli bir rol oynar. FSH sertoli hiicrelerini aktive etmek
suretiyle germ hiicrelerinde mayozun tamamlanmasini saglar.

Protein yapisinda bir hormon olan inhibin FSH uyarimina bir yanit olarak
sertoli hiicrelerince iiretilir ve negatif geri bildirim ile hipofiz 6n lobundaki
gonadotroplara etki ederek FSH salgilanmasini baskilar (62). Alfa ve beta olmak
iizere 2 alt birimden olusan inhibine, biyolojik kimligi kazandiran beta alt iinitesidir.

Sertoli hiicreleri tarafindan {iretilen ve kimyasal olarak inhibine benzeyen bir
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molekiil olan aktivin (fakat inhibine antagonisttir) ise hipofiz bezi lizerine pozitif geri
bildirim uygular ve bdylece FSH salgilanmasini uyararak germ hiicrelerinin

gelismesini (spermatogenezi) saglar (64).

2.4.4. Testosteron salgilanmasi

Testosteron sentezi, kolesteroliin Leydig hiicrelerinde mitokondri ve
sitoplazmada ard arda gecirdigi kimyasal siire¢c sonunda gergeklesir (84,85).
Testosteronun %95°1 testisin Leydig hiicrelerinde, %5’1 ise adrenal kortekste
sentezlenir. Kadinlarda ise testosteron biiyilk oranda adrenal kortekste, daha az
olarak da ovaryum ve plasentada sentezlenir. Testosteron salinimi yas ilerledikce
azalir ve yasamin sonuna kadar (azalarak) devam eder (86).

Testosteron, erkeklerde sakallarm ¢ikmasi, sesin kalinlagmasi gibi sekonder
cinsiyet karekterlerinin ortaya ¢ikmasini saglar (79). Fetal yasamda testisler plasenta
tarafindan {iretilen insan koryonik gonadotropini ile wuyarilarak, testosteron
salgilarlar. Bu hormon fetal gelisim doneminde ve hatta dogumdan sonra 14 hafta
kadar viicutta bulunur (87). Dogumdan puberteye kadar (yaklasik 10-13 yas)
testosteron iiretimi olmaz (62). Testosteron hormon seviyesinin puberte doneminde
yiiksek olmasi, pubertede erkegi kadindan aywran karakteristik 6zelliklerin ortaya
¢ikmasini saglar.

Testosteronun yaklasik olarak %44’ seks hormonu baglayict globiiline,
%354’1 albiimine baglanarak geriye kalan ise (%2-3) kanda serbest olarak taginir (88).
Dolasimdaki testosteron, geri bildirim mekanizmasi ile hipotalamusdan GnRH

salgilanma sikligini azaltir ve hipofizden gonadotropinlerin salinimini baskilar (64).

2.5. Hipotalamus-hipofiz-testis ekseni

Hipotalamus-hipofiz-testis aksinin en Onemli parcalarindan biri olan
hipotalamus hem merkezi sinir sisteminin (MSS) noral mesajlar1 hem de testislerin
hormonal mesajlar1 ile GnRH sekresyonunu diizenler. Uremenin kontroliinii saglayan
en dnemli hormon olan GnRH, yaygim bigimde hipotalamusun SON, PVN, MPN, ve

ARN’sinde (Sekil 8) sentez edilir ve aksoplazmik akim ile median eminenste
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bulunan akson terminallerine tasmir. Buradan iki yonlii akim gosteren mikrovaskiiler
portal dolagim ile pulsatil olarak salinir (endokrin fiz.). Bu bélgedeki néronlardan
salgilanan GnRH, hipotalamus-hipofiz portal sistemi damarlarma serbestlenir. Daha
sonra GnRH portal kan yoluyla 6n hipofize tasinarak gonadotrop hiicrelerden LH ve
FSH’nin salgilanmasini uyarir. LH ve FSH, testislerdeki hedef hiicrelerde cAMP

ikinci haberci sistemini aktive ederek etkisini gosterir.

e Lateral Dorsal
Paraventrikiler - : hiootalamik
gekirdek,  hipotalamik  NECIRAM:
Preoptik : Posterior
cokirdek L eiroby hipotalamik
alan
Anterior
hipotalamik
atan Dorsomedial
cekirdek
‘entromedial
Supraoplik_=— ; ' . cekirdek
cekirdek .- |
?&' Mamillar
Optik sinir ﬂ/ : cisim
Optik kiazm fhmimfm
On~
hipofiz

Sekil 8. Hipotalamik niikleuslarin yerlesimi (89)

LH bu yolla testislerdeki Leydig hiicrelerini aktive ederek testosteron
salmimini gergeklestirirken FSH, sertoli hiicrelerini aktive ederek testosteron
varliginda spermatojenezi uyarir. Ayrica FSH’nin sertoli hiicrelerini uyarmasiyla

inhibin salinimida gergeklesir. (Sekil 9).
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Sekil 9. Erkekte hipotalamus-hipofiz-testis ekseninde geribildirim diizenlemeleri
(62)

2.6. Beslenmenin hipotalamik kontrolii

Hipotalamusun cesitli sinirsel merkezleri beslenmenin kontroliine katilir.
Hayvanlarin, hipotalamusuna mikroenjeksiyon yapilmast veya hipotalamusta
mikrolezyon olusturma calismalar1 bu bolgenin besin alimiyla yakindan iligkili
oldugunu gostermistir (90).

Hipotalamusun 6zellikle lateral ve ventromediyal c¢ekirdekleri (VMN) besin

allmmin diizenlenmesinde temel rol oynamaktadwr. Hipotalamusun lateral
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cekirdekleri aglik merkezi olarak gbrev yaparlar. Bu ¢ekirdeklerin uyarilmasi oburca
yeme (hiperfaji) davranigmin sergilenmesine yol acar. Bunun aksine lateral
hipotalamusun harabiyeti, besine karsi istegi ortadan kaldirir ve belirgin kilo kaybu,
kas zayiflig1 ve metabolizmanin yavaslamasi ile ilerleyici zayiflamaya yol agar.
Lateral hipotalamik beslenme merkezinin uyarilmasi, besin arama diirtiisiinii uyarir.

Tokluk merkezi olarak gdérev yapan VMN’lerinin beslenme ile ilgili tatmin
duygusu verdigi ve beslenme merkezini baskiladig ileri siirtilmiistiir. Bu alanin
elektriksel olarak uyarilmasi tokluk duygusu olusturarak, ¢ok istah acicit gidalarin
bile reddedilmesine (afaji) sebep olmaktadir. Insanlarda ve hayvanlarda bu alanmn
haraplanmasi ise oburluga ve asir1 kilo alimma neden olmaktadir (91). VMN’ler,
besin alimiyla uyarildiginda, alfa-adrenerjik reseptorler araciligiyla, tokluk hissi
olusturdugu ve besin alimini durdurdugu; lezyonlarinda kilo alimini takiben obezite
gelistigi bildirilmistir (92).

Hipotalamusun PVN, dorsomedyal ve ARN’nin da besin alimini
diizenlediklerine inanilmaktadir. PVN’nin lezyonlar1 siklikla asir1 yemeye neden
olurken, dorsomedyal cekirdeklerdeki lezyonlar ise yeme davranisini genellikle
baskilar.

ARN ise sindirim sisteminden ve yag dokusundan salinan cok sayida
hormonun besin alimi ve enerji harcanmasimi diizenlemek iizere etkilerinin birlestigi
bir hipotalamus bdlgesidir (62). Hipotalamus noronlar1 arasimda ¢ok yogun
etkilesimler vardir ve bu alanlar hep birlikte yeme davranigini kontrol ederler (Sekil
10).

Hipotalamus ayrica gastrointestinal kanaldan gelen duysal bilgileri (midenin
dolu olmasi gibi), kanda tokluk hissi veren besin maddeleri ile ilgili (glikoz, aa, yag
asiteleri gibi) kimyasal sinyalleri, gastrointestinal sistemden gelen hormonal
sinyalleri ve beslenme davranigini etkileyen serebral korteks kaynakli sinyalleri de

(gbérme, koku, tat) alir (Sekil 11).
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Sekil 10. Istahin hipotalamik kontrolii (62)
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Sekil 11. Beslenmenin diizenlenmesinde geribildirim mekanizmalari (62)

Hipotalamusun aghik ve tokluk merkezlerinde beslenmeyi etkileyen
norotransmitterler ve hormonlar i¢in yiiksek yogunlukta reseptorler bulunur.
Hipotalamusta beslenme ve tokluk merkezlerini etkilen, istah acic1 (oreksijenik) ve
istah1 baskilayic1 (anoreksijenik) Ozellikte bircok norotransmitter ve hormon

bulunmaktadir (Tablo 4).
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Tablo 4. Hipotalamusa etki ederek gida alimin1 diizenleyen hormonlar ve

norotranmiter (62)

Beslenmeyi Azaltanlar Beslenmeyi Arttiranlar
Leptin Noropeptid Y

Insulin Aguti-iligkili protein
Serotinin Melanin-yogunlastirict hormon
Norepinefrin Oreksin A ve B
Kortikotropin serbestlestirici hormon Endorfinler
Kolesistokin Galanin

o MSH Glutamat ve GABA
Glukagon-benzeri peptid Kortizol

Kokain ve amfetamin iliskili transkript Ghrelin

Peptid YY

2.7. Susamanmn hipotalamik kontrolii

Ozmolarite degisikliklerine cevap olarak hipotalamusun baslica SON’da
sentezlenen ve arka hipofizden dolasima verilen ADH bdbrek tiibiillerinden suyun
geri emilmesini saglar. Ozmolarite ve ADH salgilanmasinin kontroliinde énemli bir
diger ndronal alan da 3. ventrikiiliin anteroventral bdlgesidir (AV3V). Bu bdlgenin
uyarilmasi su i¢me istegine sebep olur. AV3V bolgesinin lezyonlar1t ADH salgisinda,
susamada, sodyum istah ve kan basmcinin kontroliinde ¢ok yonlii bozukluklara yol
acar (62).

AV3V Dbolgesinin ve SON’un yakin alanlarinda, ekstraselliiller sivi
ozmolaritesindeki artiglarla uyarilan ndronal hiicreler (ozmoreseptorler) de
ekstraselliiler sivinin ozmolarite degisikliklerine hizli cevap vererek ADH

sekresyonu ve susamay1 gii¢lii bir sekilde kontrol eder (Sekil 12).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Yeditepe Universitesi Deneysel Arastrmalar Merkezi'nde
(YUDETAM) ve Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Beyin Arastirmalari
Laboratuvar1 gergeklestirildi. Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1
Etik Kurulu tarafinca onaylanan calismadaki biitiin uygulamalar etik kurul

protokoliinde belirtildigi sekilde yapild1.

3.1. Deney hayvanlan

Calismada, ortalama agirliklar1 300-350 gram olan Wistar Albino cinsi
toplam 21 adet erkek sican kullanildi. Uygulamalara baglamadan 6nce tiim siganlarin
agirliklar1 belirlendi. Gruplar, viicut agirlik ortalamalar: birbirlerine en yakin olacak
sekilde 3 gruba ayrildi. Kontrol grubu (n=6), diisik doz apelin-13 (1 nmol)
uygulanan grup (n=7) ve yiiksek doz apelin-13 (10 nmol) uygulanan grup (n=7).

Sicanlar ortama aligmalari amaciyla deneylere baslamadan 2 giin Once
metabolik kafeslere (Tecniplast 3700 M, Italya) yerlestirildi (Sekil 13).

Deney hayvanlar1 21£1°C sicaklikta ve 12 saat aydinlik-karanlik ortamda
tutuldular. Siganlar ad libitum olarak standart sigan yemi ile beslendiler ve normal

musluk suyu igtiler.
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Sekil 13. Deneye baglamadan dnce siganlarin metabolik kafeslere yerlestirilmesi
3.2. Hazirhk
3.2.1. Yapay beyin omurilik sivis1 hazirlanmasi

Yapay beyin omurilik sivist (BOS) hazirlamak amaciyla igerigi asagidaki
tablolarda belirtilen sekilde 500 ml distile su igerisinde iki farkli soliisyon (A ve B
soliisyonu) hazirland1 (Tablo 5). A ve B soliisyonlar1 1:1 (v/v) oraninda karistirilarak

yapay BOS elde edildi (93).

Tablo 5. Yapay BOS’un igerigi (93)

A soliisyonu B soliisyonu
Icerik Gram Icerik Gram
NACI 8.66 NazHPO4.7 H202 0.214
KCI 0.224 NaH2P04, H202 0.027
CaCl.2 H,0O, 0.206
MgCl.6 H,0, 0.163
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3.2.2. Ozmotik pompalarin hazirlanmasi

Deneylerde yedi giin siireyle 10 pl/saat icv inflizyon yapma 6zelligine sahip
mini ozmotik pompalar (Alzet 2ML1, ABD) kullanild1 (Sekil 14).

Ozmotik pompalar, pompa seti igerisinde birlikte gelen ucu kiint 6zel bir igne
yardimiyla (kontrol grubu i¢in yapay BOS, deney gruplari i¢in ise 1 ve 10 nmol
apelin-13) dolduruldu ve inflizyon kitine baglanacak olan metal kaniilli kapak

pargasi yerlestirildi.

Sekil 14. Ozmotik mini pompalar

3.2.3. Beyin infiizyon kitinin hazirlanmasi

Calisma i¢in sican lateral ventrikiiliine enjeksiyon yapacak sekilde dizayn
edilen beyin inflizyon kitleri (Alzet, ABD) kullanildi. Kitlerle beraber gelen 6zel
kantiller beyin inflizyon kitine sekil 15°de gosterildigi gibi takildi ve igerisi inflize
edilecek madellerle (kontrol i¢in yapay BOS, deney gruplart igin 1 ve 10 nmol
apelin-13) hava kabarcig1 kalmayacak sekilde dolduruldu.



32

Sekil 15. Beyin inflizyon kitinin goriiniigii

Icerisi s1v1 ile doldurulmus olan kit ve kaniil, kaniiliin serbest ucundan sekil

16°daki gibi ozmotik pompaya baglandi.

Sekil 16. Ozmotik pompa ve beyin inflizyon kitinin goriiniimii
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3.2.4. Stereotaksi

3.2.4.1. Koordinatlarin belirlenmesi

Lateral ventrikiiliin stereotaksik koordinatlar1 Paxinos & Watson sigan beyin
atlasina gore belirlendi (94). Lateral ventrikiil giris noktasi, referans noktasi olarak

secilen bregmadan 1,40 mm mediyal ve 0,8 mm posteriyor (kaudal) gidilerek tespit
edildi (Sekil 17).
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Sekil 17. Sican beyin atlasina gore lateral ventrikiil koordinatlar1 (94)

3.2.4.2. Hayvanlarin hazirlanmasi

Sicanlar, intramiiskiiler olarak 75 mg/kg Ketamin (Richter pharma ag,
Avustralya), 5 mg/kg xylazine (Alfazyne, Hollanda) ile anestezi edildiler. Siganlarin
parmak kistirma yanitlar1 ve fizyolojik yanitin izlenmesi sonunda anestezi altina
girdikleri saptandi ve spontan hareketleri kaybolan sicanlarm kafa derileri tiras

edilerek operasyona hazir hale getirildi.
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3.2.4.3. Hayvanlarin sterotaksik cihaza yerlestirilmesi

Hayvanlar stereotaksik cihaza kulaklarindan ve agiz kismindan kafasinin
yiizeyi yere tam paralel olacak sekilde sabitlendiler (Rodent Stereotaxic Instruments,
Harvard Apparatus, ABD). Kafatasi derisi bir bistiiri ile kesilerek kemik yapiya
ulagildi ve kemik ylizeyi temizlenerek ve bregmanin agik bir sekilde goriilmesi

saglandi (Sekil 18).

BFeQma

Sekil 18. Bregma noktasinin goriiniisii

Referans noktasi olarak kabul edilen bregmadan itibaren daha Onceden
belirlenen koordinatlara gére (mediyal 1.40, posteriyor 0.8 mm) kemigin delinecek
kism1 belirlendi ve isaretlendi. Isaretlenen nokta matkap ile duraya zarar vermeden
delindi. Kalict kaniil, beyin inflizyon kiti lizerindeki plastik tutma bdlgesinden
stereotaksik cihaza takilmis olan 6zel tutacagina yerlestirildi ve agilan delikten lateral
ventrikiile indirildi (Sekil 19).

Beyin inflizyon kitine bagli olan ozmotik pompa siganlarin ense derisinin
altina sekil 21A’da gosterildigi gibi yerlestirildi. Insizyon bélgesi 3.0 ipek (Dogsan
Tibbi Malzeme Sanayi A.S. Trabzon/Tiirkiye) ile dikildi ve insizyon bolgesine %10
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povidon iyodin siiriildii (Sekil 21B). Hayvanlar uyandiktan sonra bireysel olarak
tutulacaklar1 metabolik kafeslere alind1 (Sekil 21C).

Sekil 19. Beyin infiizyon kitinin lateral ventrikiile yerlestirilmesi

Sekil 20. Beyin infiizyon kitinin dis yapistiricisiyla kafatasina sabitlenmesi
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Sekil 21. Sicanlarin ense derisi altina ozmotik pompanin yerlestirilmesi (A),
Ozmotik pompa yerlestirildikten sonra cerrahi bolgenin dikilmesi ve temizlenmesi

(B), Hayvanlarin metabolik kafeslere alinmasi (C)

3.3. Hayvanlarin takibi ve deney protokellerinin uygulanmasi

Metabolik kafeslerde tutulan hayvanlarin yem ve su tiiketimleri ile viicut
agirliklarinda meydana gelen degisiklikler bir hafta siireyle her giin kaydedildi. Bu
Olgtimler her giin sabah 09.00-10.00 saatleri arasinda yapildi. 7. Giinlin sonunda
siganlara spontan solunumlart ve goz kirpma refleksleri korunacak sekilde
intramuskiiler olarak 75 mg/kg ketamin, 5 mg/kg xylazine ile anestezi uygulandi.
Spontan hareketleri kaybolan siganlar sirt {istii pozisyonda masaya yatirildi ve

bacaklaridan sabitlendiler (Sekil 22).
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Sekil 22. Femoral kaniilasyon i¢in si¢canlarin sabitlenmesi

Sicanlarm sag arka bacaklarmin i¢ kismindan bistiiri ile bir insizyon yapilarak
femoral vene (Sekil 23) ulasildi. Siganlarin femoral venlerine bir kateter (BD
Neoflon 26 GA 0,619 mm 13 ml/min) yerlestirildi (Sekil 24) ve 2/0 ipek ile
sabitlendi. Kateterler ve enjektorler (Hayat Tibbi aletler A.S. Istanbul/Tiirkiye)
kullanilmadan ©6nce heparin (Neuparin Mustafa Nevzat Ilag Sanayi A.S.
Istanbul/Tiirkiye) ile yikand1. ilk kanin alindig1 an 0. Dakika olarak kabul edildi ve
takip eden 15 dakikada bir LH ve FSH analizleri i¢in femoral venden kan alindi
(Sekil 25). Bu isleme 90. dakikaya kadar devam edildi. 90. Her kan alimindan sonra
siganlara heparinli (%1) serum fizyolojik enjekte edildi. 90. dakika kan ornekleri

alimdiktan sonra hayvanlar dekapitasyonla oldiiriiliip testisleri ¢ikarildi. Cikarilan
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testisler tartildi ve histolojik incelemel i¢in %10 formaldehit bulunan kaplara

konuldu.

Femoral Ven

Sekil 23. Femoral venin goriiniisii

Alinan kanlar +4C®de 2000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij (Heraeus,
Almanya) edildi ve ayrilan plazmalar kuru buzda dondurularak LH ve FSH analizleri
icin dondurucuya (Nuaire, Japonya) birakildi. Dekapite edilen hayvanlardan alinan
kanlardan elde edilen serum ornekleri de ayni sekilde kuru buzda dondurularak derin
dondurucuya yerlestirildi.

Dekapitasyon sonrasi siganlarin ense derisi altma yerlestirilen ozmotik
pompalar ¢ikartildi, pompa igerisinde kalan ¢dzelti miktar1 Olgiilerek ozmotik

pompalarin diizgiin bir sekilde ¢aligip calismadigi kontrol edildi.



Sekil 24. Femoral vene kateter takilmasi

Sekil 25. Femoral venden kan alimasi

39
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3.4. Analizlerin yapilmasi

3.4.1. Plazma LH ve FSH seviyelerinin belirlenmesi

Plazma LH ve FSH seviyeleri EIA (enzim immiino testi) yontemi (95) ile

belirlendi.

Tastyic1 bir plak igerisinde degisik oranlarda standart, numune ve kontroller
1. Antikor ile etlivde 37 °C’de bir saat siiresince preinkiibe edildi.

Antikor diliisyonu (1:1000) 10 pl antikor / 1ml PBS

Sican LH i¢in 100 pl antikor + 100 pl standart, numune, kontrol alind:.

Sican FSH i¢in 100 pl antikor + 75 ul standart, numune, kontrol alind1.

Bir saatlik inkiibasyon sonrasinda plaktaki standart, numune ve kontroller,
daha 6nce LH ve FSH ile kaplanilan plaga transfer edildi.

Plak, 4°C’de giin asir1 inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda plak yikanarak dokiildii.

Kuyucuklara 100 pl biyotinlenmis 2. Antikor (4ml biyotinlenmis 2.
antikor/1ml BSA karigimi) eklendi.

Plak etiiv i¢erisinde 37 °C’de 1 saat inkiibe edild.i.

Plak tekrar yikanarak dokiildii.

Kuyucuklara 100 pl streptavidin soliisyonu (4 pl streptavidin soliisyonu/1ml
PBS karisimi) eklendi ve 15 dakika 4°C’de inkiibe edildi.

Plak tekrardan yikanarak dokiildii.

Kuyucuklara 150 pl substrat soliisyonu (8 ml subsrat A+ 8 ml subsrat B
karigimi) eklendi 40 dakika 24 °C’de inkiibe edildi.

Kuyucuklara H,SOj4 eklenerek inkiibasyon durduruldu.

450 nm’de ELISA cihazinda (Bio-Rad, ABD) okundu.

3.4.2. Serum testosteron seviyesinin belirlenmesi

Serum testosteron seviyesini belirlemek i¢in testosteron ELISA kiti (Cayman

ABD) kullanildi. Deneye baslamadan o6nce kit i¢cinde bulunan 50 ng/ml

konsantrasyona sahip standart;
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1. Standart (S1) 500 pg/ml,

2. Standart (S1) 250 pg/ml

3. Standart (S1) 125 pg/ml,

4. Standart (S1) 62,5 pg/ml,

5. Standart (S1) 31,3 pg/ml,

6. Standart (S1) 15,6 pg/ml,

7. Standart (S1) 7,8 pg/ml,

8. Standart (S1) 3,9 pg/ml,

final konsatrasyonlara sahip olacak sekilde diliie edildi (Sekil 26).

100l Iﬂﬂpl SDUpI S0 s00pl  soopl o s00ul S0l s00pl
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=
50 ng/mi 5ng/ml 500 230 123 6.3 313 156

Standard  Bulk Standard pa/ml pgml  poml  pg/iml  pgml  pg/ml  poml  pg/ml
Sekil 26. ELISA testosteron kit standartinin seri diliisyonlar1

Hazirlanan standartlar, numuneler, ELISA tamponu, antikor ve Bo, ELISA Kit

plagina sekil 27°de gosterildigi gibi pipetlendi.
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Sekil 27. Testosteron kit ¢ozeltilerin plaktaki bulunma diizeni

Kuyucuklara, kitte bulunan tampon ve cozeltiler Tablo 6’da gosterildigi sekilde

pipetlendi.

Tablo 6. ELISA kit plakma yapilan pipetleme islemi

Ornek

Kuyucuk EIA Tamponu Standart/ Isaretli Antikor
Ornek hormon
Blank (BIk)
Toplam Sul
aktivite
Non spesifik 100 pl 50 ul
baglanma
Bo 50 ul 50 ul 50 ul
Standart / 50 pl 50 ul 50 ul
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- Daha sonra plak oda sicakliginda calkalamali inkiibatdrde 2 saat siiresince
inkiibasyona birakildi.

- Inkiibasyon sonrasinda plak yikama soliisyonu ile 5 dakika yikandi ve
kurutuldu.

- Her kuyucuga Ellmann ayirac1 eklendi.

- Sonrasinda ise isaretli hormon sadece TA kuyucuklarina eklendi.

- Plak plastik film ile kaplanarak karanlik ortamda g¢alkalamali inkiibator ile
60-90 dakika kadar tekrar inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonrasinda plak 405 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okundu.

3.4.3. Testis histolojisi

3-4 mm kalinlikta alman dokular %10’luk formaldehit soliisyonunda 24 saat
tespit edildi. 24 saat takip isleminin ardindan alinan doku pargalar1 24 saat boyunca
akar ¢gesme suyu altinda yikandi. Yikama isleminin ardindan dokulara histolojik doku
takip islemi uygulanmstir.

DOKU TAKIP iSLEMI:

%70 alkolde 1 saat

%70 alkolde 1 saat

%80 alkolde 1 saat

%80 alkolde 1 saat

%96 alkolde 1 saat

%96 alkolde 1 saat

Absolii alkolde 1 saat
Absolii alkolde 1 saat
Ksilende 1 saat

Ksilende 1saat

Parafinde 2 saat
Parafinde 2 saat bekletildi.
Doku takibi tamamlandiktan sonra parafine gomiilen dokulardan Leica RM2145

marka mikrotom ile 3-5 um kalinliginda kesitler alindi. Kesitlere genel histolojik
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yapiy1 gozlemlemek i¢in Mayers’in Hematoksilen-Eozin boya metodu uygulandi

(96).

HEMATOKSILEN-EOZIN BOYA PROSEDURU:

Ksilenl..........coooiii, 5 dakika
Ksilen ..., 5 dakika
Ksilen L., 5 dakika
Absolii Alkol...................... 3 dakika
%96 Alkol..................l. 3 dakika
%80 Alkol...........c..oiil. 3 dakika
%70 Alkol.................ol. 3 dakika
Distile su.............ooooiiia 5-10 sn galkalama
Hematoksilen...................... 12-13 dakika
Cesme suyU..........oovvennnnnn.. 25 dakika
Eozin..............cool 2 dakika
%96 Alkol...............coll 3 dakika
%96 Alkol...............coll 3 dakika
Absolii Alkol....................... 3 dakika
Absolii Alkol....................... 3 dakika
Ksilen ... 5 dakika
Ksilen ... 5 dakika
Ksilen ... 5 dakika

Her testis i¢cin 100 seminifer tiibiil ¢ap1 dlciildil (10°luk objektif kullanilarak).
Leydig hiicrelerini saymak i¢in 20 farkli interstisiyel alan incelendi ve hiicrelerin
saymmi 100’liik objektif kullanilarak yapildi.

Preparatlar Leica DFC280 151k mikroskobu ve Leica Q Win 1000 goriintii

analiz sistemi ile incelenerek fotograflar: ¢ekildi.
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3.4.4. istatiksel analiz

Istatistiksel analizler i¢in SPSS 12.0 for Windows paket programinda yapildi.
Veriler Ortalama =+ standart hata seklinde ifade edildi. Gruplar arasi
karsilagtirmalarda One-Way ANOV A post hoc tukey HSD ve Mann-Whitney U Post
Hoc Bonferroni testleri kullanildi. p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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4.BULGULAR

4.1. Icv apelin-13 uygulanmasinin viicut agirhklar iizerine etkileri

Apelin-13’iin farkli iki dozunun (1 ve 10 nmol) uygulamasi sonrasinda
hayvanlarin viicut agirliklarinda meydana gelen degisimler Sekil 28°de verilmistir.
Yiiksek doz apelin-13 uygulanan hayvanlarin viicut agirliklar1 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bicimde yiiksek bulunurken (p<0.05),
diisiik doz apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin viicut agirliklarindaki degisim
kontrol grubuna gore anlamli degildi. Apelin-13 uygulanan gruplar arasinda yapilan
kiyaslamada ise yiiksek doz uygulanan gruptaki hayvanlarin viicut agirliklar1 diisiik

doz uygulanankinden istatistiksel olarak anlamli bigimde yiiksek bulundu (p<0.005).
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Sekil 28. Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin viicut agirliklarinda meydana
gelen (Ort+=SH) degisiklikler (*p<0.05, **p<0.005; One-Way ANOVA Post Hoc
Tukey HSD)
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4.2. Icv apelin-13 uygulanmasinin gida alim iizerine etkileri

Apelin-13 uygulamasi sonrasinda hayvanlarin yem tiiketimlerinde meydana
gelen degisimler Sekil 29°da gosterilmistir. Hem 1 hem de 10 nmol apelin-13
uygulanmasi hayvanlarin yem tiiketiminde artiglara sebep oldu ancak yalnizca 10
nmol apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin yem tiiketimleri kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05).
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Kontrol Apelin-13 (1 nmol) Apelin-13 (10 nmol)

Sekil 29. Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin yem tiiketimlerinde meydana

gelen (Ort+=SH) degisiklikler (*p<0.05; One-Way ANOV A Post Hoc Tukey HSD)
4.3. Icv apelin-13 uygulanmasinin su tiiketimi iizerine etkileri
Yiiksek doz apelin-13 uygulanmasi hayvanlarin su tiiketiminde kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana getirirken (p<0.05), 1

nmol apelin-13 uygulamas1 herhangi bir etkiye sebep olmadi (Sekil 30).
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Sekil 30. Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin su tiiketimlerinde meydana

gelen (Ort+£SH) degisiklikler (*p<0.05; One-Way ANOV A Post Hoc Tukey HSD)

4.4. Icv apelin-13 uygulanmasinin serum testosteron seviyeleri iizerine etkileri

Yiiksek doz apelin-13 ve diisiikk doz apelin-13 uygulanan hayvanlarin serum
testosteron seviyelerinde meydana gelen degisimler Sekil 31°de verilmistir. 10 nmol
apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin serum testosteron diizeyleri kontrol grubu
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bi¢cimde diisiik olarak bulundu
(p<0.05). 1 nmol apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin serum testosteron
seviyelerinde ise kontrol grubuna gore anlamli bir fark goézlenmedi. Apelin-13
uygulanan gruplar arasinda yapilan kiyaslamada ise 10 nmol apelin-13 uygulanan
grubun serum testosteron seviyeleri diisiik doz uygulanankilerinden belirgin bigimde

diisiik olmasina karsin istatiksel olarak bir anlam olmadigi belirlendi (p=0.07).
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Sekil 31. Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin serum testosteron
seviyelerinde meydana gelen (Ort=SH) degisiklikler (*p<0.05; One-Way ANOVA
Post Hoc Tukey HSD)

4.5. Icv apelin-13 uygulanmasinin plazma LH salinim iizerine etkileri

Apelin-13 uygulanan gruplarin zamana bagli olarak 90 dakika siireli LH
salinim profillerinde meydana gelen degisimler Sekil 32°de gdsterilmistir. Apelin-
13’tin farkli iki dozunun (1 ve 10 nmol) uygulandigi gruplarm LH saliniminda
meydana gelen degisimler kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim zaman araliklarinda
kontrol grubu digerlerinden daha yiiksek oldugu ancak baskilanmanin sadece 30, 60

ve 75. dakikalarda istatiksel olarak olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 32. Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin plazma LH salinimlarinda
meydana gelen (Ort+SH) degisiklikler (*p<0.05; One-Way ANOV A Post Hoc Tukey
HSD)



51

4.6. Icv apelin-13 uygulanmasinin plazma FSH salinim iizerine etkileri

10 nmol apelin-13 ve 1 nmol apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarm 0, 15,
30, 45, 60, 75, 90’mc1 dakikalardaki plazma FSH seviyesinde meydana gelen
degisimler, Sekil 33’de sunulmustur. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda

gruplar arasinda plazma FSH seviyeleri bakimindan anlamli bir degisim olmadigi

gozlendi.
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Sekil 33. Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin plazma FSH salinimlarinda

meydana gelen (Ort+SH) degisiklikler (One-Way ANOV A Post Hoc Tukey HSD)
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4.7. Icv apelin-13 uygulanmasinin testis agirhklarn iizerine etkileri

10 nmol apelin-13 ve 1 nmol apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin testis
agirliklarinda meydana gelen degisimler Sekil 34°da verilmistir. Yapilan istatistiksel
analizler sonucunda ne yiikksek doz ne de diisikk doz apelin-13 uygulanmasmin

gruplarin testis agirliklarinda anlamli bir degisim meydana getirmedigi gézlenmistir.
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Sekil 34. Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin testis agirliklarinda meydana

gelen (Ort£SH) degisiklikler

4.8. Histolojik inceleme

4.8.1. Icv apelin-13 uygulanmasinin seminifer tiibiiller iizerine etkileri

Biitiin gruplarda seminifer tiibiillerin ¢ogu histolojik olarak normal

goriinimdeydi  (Sekil 35, 36, 37).

N—’

Tibiillerin epitelinde gelismekte olan

spermatogenik hiicrelerin liimenlerinde ise spermatozoonlar izlendi. Bazi tiibiillerde
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ise spermatogenik hiicre organizasyon bozukluklar1 ve hafif tiibiiler degisiklikler

oldugu tespit edildi.

Sekil 36. 1 nmol apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin seminifer tiibiillerinin

goriiniisii (H-E X10)
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Sekil 37. 10 nmol apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin seminifer tiibiillerinin

goriiniisii (H-E X10)

Testis dokusunun histolojik incelenmesinde ve seminifer tiibiil ¢aplarinin
Ol¢iimiinde, apelin-13 uygulanan gruplarin seminifer tiibiillerin ¢aplarinin benzer
oldugu ve kontrol grubuna gore hafif bir azalma meydana geldigi goriildii. Ancak bu

azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 38).
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Sekil 38. Apelin-13 uygulamasindan sonra seminifer tiibiil caplarinda meydana gelen
(Ort£SH) degisiklikler

4.8.2. Icv apelin-13 uygulanmasinin Leydig hiicreleri iizerine etkileri

Yapilan incelemede Leydig hiicrelerinin seminifer tiibiillerin arasinda ve
kapiller damarlara yakmn lokalize olduklar1 izlendi. Bu hiicrelerde yuvarlak
okromatik niikleuslar igerisinde kromatin, kii¢iik parcaciklar halinde niikleolemmaya
yakin olarak yerlesmisti. Leydig hiicrelerinin histolojik yapis1 ve goriiniimiiniin
biitlin gruplarda benzer oldugu goriildii ancak 10 nmol apelin-13 uygulanan grupta
Leydig hiicre sayisinin azalmis oldugu belirlendi (Sekil 39, 40, 41). Germinatif
epitelin hiicreleri olan spermatogonia, spermatosit ve spermatidlerin daha az

etkilendigi de tespit edildi.
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Sekil 39. Kontrol grubundaki hayvanlarin Leydig hiicrelerinin goriiniisii. Leydig
hiicreleri (oklarla gosterilen) kapiller damarlarin yakminda yerlesmis ve niikleer

zarfin i¢ kisminda dikkat ¢ekici tarzda yogun kromatin izlenmekte (H-E X100)

Sekil 40. 1 nmol apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin Leydig hiicrelerinin
gortiniist (oklarla gosterilen; H-E X100)
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Sekil 41. 10 nmol apelin-13 uygulanan gruptaki hayvanlarin Leydig hiicrelerinin
gortiniist (oklarla gosterilen; H-E X100)

Yapilan istatiksel degerlendirmelerde, yiiksek doz apelin-13 uygulanan
grupun Leydig hiicre sayisinda kontrol ve diisiik doz uygulanan gruba gore belirgin
bir azalma oldugu belirlendi (sirastyla p<0.05, p<0.005). 1 nmol apelin-13 uygulanan
grup, kontrol grubu ile karsilastirildiginda Leydig hiicre sayisinin kontrole gore

anlaml1 bigimde artmis oldugu tespit edildi (p<0.005; Sekil 42).
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Sekil 42. Apelin-13 uygulamasindan sonra hayvanlarin Leydig hiicre sayilarinda
meydana gelen (Ort=SH) degisiklikler (*p<0.05, **p<0.005; Mann-Whitney U Post

Hoc Bonferroni test)
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5.TARTISMA

5.1. Apelin-13’iin viicut agirhgi, gida alimi ve su tiiketimi iizerine etkileri

Gida aliminin kontroliinde hipotalamus istah merkezi olarak 6nemli bir rol
oynamaktadir (97). Insan ve hayvanlarda ventromedial hipotalamusun tokluk,
lateral hipotalamusun ise aclik sinyallerini alan merkez oldugu bilinmektedir. PVN
lezyonlar1 obezite ile sonuglanirken, lateral hipotalamik alan lezyonlar1 diisiik
viicut kilosunu korumaya yonelik olarak anoreksi ile sonuglanir (98). Kilo kaybina
yanit olarak lateral hipotalamik alan noronlar1 uygun sekilde aktive edilir ve
beraberinde PVN néronlarindan anoreksijenik sinyal iletiminde meydana gelen
azalmayla birlikte gida alimi artar. Apelin ve APJ’nin, bir¢ok hipotalamik
niikleusta (6zellikle SON ve PVN) eksprese edildigi belirlenmis; apelinin gida
alimi, su tiiketimi (10,18) ve enerjinin diizenlenmesi gibi fonksiyonel rollerinin
oldugu gosterilmistir (10,15). Obez bireylerde plazma apelin seviyesinin yiiksek
olmas1 (51,55), PVN ve SON gibi gida aliminin diizenlenmesinde rol oynayan
hipotalamik alanlarda da apelin ve reseptoriiniin yiiksek oranda bulunmasi,
apelinin beslenme davranisi lizerine rollerinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Apelinin gida alimi {izerine etkisinin arastirildigi calismalarin sonuglari
arasinda tam bir fikir birligi bulunmamaktadir. Valle A. ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada lateral ventrikiile kronik olarak apelin-13 inflizyonu yapilan sicanlarin
gida alimida ve viicut agirliklarinda artis oldugu gosterilmistir (99). O’shea ve ark.
lateral ventrikiile 10 nmol apelin-12 uygulamasi sonrasinda, gida aliminin arttigmi ve
bu artisin da 6zellikle gece meydana geldigini belirlemislerdir (100). Yapilan bir
baska calismada ise yem kisitlamasi yapilan ve normal beslenmesine devam eden
siganlara, 1 ve 3 nmol dozlarinda icv apelin-13 uygulamas: yapilmis ve 24 saatlik
periyotta hayvanlarin gida alimmda azalmalar oldugu gozlenmistir (52).

Bu calismada, sicanlara 7 giin stire ile icv olarak 1 ve 10 nmol apelin-13 (10
ul/saat) infiizyonu yapildi. Yiksek doz apelin-13 inflizyonu, hayvanlarm hem yem
tikketimlerinde hem de viicut agirliklarinda artiglar meydana getirirken, diisiik doz (1
nmol) uygulanmasi bu parametreler lizerinde herhangi bir degisime neden olmadi.

Elde edilen veriler apelinin, merkezi olarak uygulanmasimin istahi artirdigini ve bu
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etkisinin de uygulanan doza bagli olarak ortaya ¢iktigini gosterdi. ARN noronlart
leptin sinyallerini PVN ve LHA’ya ulastirarak bu ndron gruplar1 arasindaki
koordinasyonu saglar (98). Icv uygulanan apelinin, leptinin etkisini baskilamasi
muhtemel mekanizmalardan bir tanesidir. Bu nedenle yapilacak olan leptin analizleri
bu sorunun yanitini net olarak ortaya koyabilecektir.

Susama ve su i¢me davraniglarini denetleyen ndronal sistem beynin
hipotalamik bolgesinde yer alir. Viicut s1ivi homeostazisinin diizenlenmesi hassas bir
sekilde ozmoreseptorlerce noral yolla yapilir (101). Hipotalamusun SON ve
PVN’lerinin ADH sentezinden sorumlu olmasi, ozmoreseptorlerin AV3V bdlgesinin
ve SON’lerin yakin alanlarinda yerlesim gostermesi (102) ve ayrica bu hipotalamik
alanlarda apelin/APJ sisteminin varligi (18) su tiikketimi iizerine apelinin etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Apelinin sivi alimi {izerine olan etkisinin arastirildig1 ¢alismalarin sonuglari
da birbirinden farkli yonleri isaret etmektedir. Taheri ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada
siganlara icv olarak farkli dozlarda apelin-13 (3, 10, 30 nmol) uygulamislar ve
sonrasinda 24 saatlik periyotta 10 ve 30 nmol uygulanan gruplarin su tiikketiminin
arttirdigini belirlemislerdir (45). Bunun aksine Reaux ve ark. 24 saat sivi kisitlamasi
yapilan si¢anlarda merkezi yolla uygulanan apelin-13’{in su alimin1 azalttigini1 ancak
stvi  kisitlamas1  yapilmayan hayvanlarda herhangi bir etki olusmadigini
bildirmislerdir (9).

Yaptigimiz calismada yiiksek doz (10 nmol) apelin uygulanan gruptaki
hayvanlarin su tiikketiminde onemli diizeyde artig goriilmesine ragmen diisiik doz (1
nmol) uygulanan grupta kontrole gdre bir farklilik ortaya ¢ikmadi iki giin su
kisitlamast yapilan farelere apelin-17 verilmesi (9) ve anestezi ile uyutulmamis
sicanlara da icv olarak apelin-13 uygulanmasinin (45) plazma ADH seviyelerini
azalttig1 gosterilmistir. Apelinin hipotalamustaki etki alanlarindan bir tanesinin SON
oldugu disiiniiliirse, viicut su dengesi iizerine apelinin etkilerinin olmasi siirpriz
degildir. Ancak etki mekanizmasini aciklamak icin ileri seviyelerde caligmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Etki mekanizma nasil olursa olsun apelinin gida ve su alimi
ile ilgili olarak hipotalamik diizeyde onemli rollere sahip oldugu caliymadan elde

edilen net sonuglardan bir tanesidir.
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5.2. Apelin-13’iin plazma LH, FSH ve serum testosteron seviyeleri iizerine etkisi

Ureme davranislart ve bu davranislarin merkezi ve periferal kontrol
mekanizmalarinmn bilinmesi nesillerin devami igin 6nem arz etmektedir. Uremenin
kontroliinden sorumlu hormonal ag, hipotalamus-hipofiz-gonadal eksen iizerinde
etkilesim gosterir. Bu eksen GnRH sentezinin yapildig: hipotalamus; LH ve FSH nin
sentezlendigi 6n hipofiz; seks steroidleri ve diger hormonlarin yapildigi gonadlar
olmak iizere ii¢ biiyilk kompartmandan olusmustur (103). GnRH, hipotalamustan
ozellikle ARN, PVN, SON, MPN tan salinmaktadir.

Sican, fare ve maymunlar iizerinde yapilan caligmalarda hipotalamustan
pulsatil GnRH salgisina, 6n hipofizden pulsatil tarzda LH salgilanmasinin eslik ettigi
gosterilmistir (70). On hipofizin LH salgisi, testislerdeki Leydig hiicreleri {izerinden
testosteron salinimimi gergeklestirmektedir (104). Leydig hiicrelerinden salinarak
dolagima katilan testosteron negatif geri bildirim mekanizmasi ile GnRH salmimini
durdurabilmektedir (105). GnRH etkisiyle ©6n hipofizde salman bir diger
gonadotropin olan FSH’nin ise testislerdeki sertoli hiicrelerini uyararak
spermatogenezi baslattig1 bilinmektedir (106).

Apelin ve APJ’nin, GnRH’ nm salindig1 beyin boélgelerinde (6zellikle SON,
PVN gibi), insan, sican ve fare testisleri ile ovaryum gibi iireme yapilarinda yogun
olarak bulunmasi, tireme sistemi lizerinde apelinin 6nemli etkilere sahip olabilecegini
ve bazi reprodiiktif siireglerin apelin ve APJ araciligiyla diizenlenebilecegini
diistindiirmektedir.

Caligmamizda, apelin-13 uygulanan gruplarm LH salinimlarinmm tiim
ornekleme zamanlarinda kontrol grubuna gore daha diisilk oldugu ancak bu
baskilanmanin istatistiksel olarak sadece 30, 60 ve 75. dakikalarda anlamli oldugu
belirlendi. Paralel olarak, yiiksek doz apelin-13 uygulanan grubun serum testosteron
seviyelerinin de anlamli bigimde diisiik oldugu tespit edildi. Plazma FSH sevilerinde
ise hi¢cbir zaman araliginda gruplar arasinda farklilik gozlenmedi. Literatiirde
apelinin uzun siireli infiizyonu ile ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmayip, mevcut
calisma bu bakimdan ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Ancak sicanlar lizerinde yapilan
bir calismada icv yolla (tek enjeksiyon) farkli dozlarda (3, 10, 30 nmol) apelin-13

uygulamasi sonrasi, 10 nmol apelin-13 uygulanan grupta plazma LH ve FSH
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seviyesinin kontrol grubuna gore azalmis oldugu rapor edilmistir (45). Plazma LH
seviyesi bakimindan bu c¢alismanin bulgulariyla bizim sonug¢larimiz benzerlik
gosterse de uygulamanin tek seferde yapilmasi ve LH analizlerinin tek bir zamanda
alman kan Orneklerinden elde edilmesi, 0zellikle LH salinimmimn pulsatil dogasina
cok uygun gorinmemektedir. Bu calismadaki plazma FSH seviyeleri ile bizim
bulgularimiz arasinda farkliliklar vardir. Yine burada da apelinin uygulanma siiresi
ve deney takip siiresi arasindaki farkliliklar bu sonucun ortaya ¢ikmasmin esas
sebeplerindendir. Hipotalamus-hipofiz-gonadal eksenin son parg¢asini olusturan
testislerin histolojik incelemeleri sonucunda, yiiksek doz apelin uygulanan grubun
Leydig hiicre sayilarinin azalmis oldugu (1 nmol apelin-13 uygulanan grup harig),
spermatogenez basamaklar1 ve seminifer tiibiil caplar1 bakimindan ise gruplar
arasinda herhangi bir farklilik olmadigi belirlendi. Siganlar lizerinde yapilan bir
calismada, hipotalamustan GnRH salgis1 ve LH uyarismnin kesilmesinin, Leydig
hiicrelerinin hacminin azalmasina ve testosteron iiretiminin durmasina sebep oldugu
gosterilmistir (107,108). Apelinin doz bagiml olarak Leydig hiicre sayilarinda ve
testosteron seviyelerinde meydana getirdigi azalmaya seminifer tiibiil ¢aplar1 ve
spermatogenez basamaklarinin eslik etmemesi, apelinin testisler lizerine dogrudan bir
etkisinden ziyade LH saliniminda meydana getirdigi baskilanmanin bir sonucu

oldugunu diistinmemize sebep oldu.
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6. SONUC ve ONERILER

Apelin-13 uygulamasmin doz bagimli olarak gida aliminda, su tiiketiminde ve
viicut agrrhiginda artislara sebep olmasi apelin-13’iin istah ve su dengesinin
diizenlenmesinde 6nemli bir oyuncu olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu etkilerin
merkezi olarak ortaya ¢ikmasi ARN, SON, PVN gibi hipotalamik alanlarda daha
onceki caligmalarda gosterilen reseptorler lizerinden etkilerini ortaya koydugu
goriisiinii desteklemektedir. Apelinin istah artirict ve kilo alimimi tetikleyici bu
etkilerinin antagonize edilmesi esasina dayanan farmakolojik ajanlarin gelistirilmesi
obezite ile miicadeleye yeni bir boyut kazandirabilecektir. Ayrica ileri donemlerde
ozellikle istah mekanizmasmin diizenlenmesinde rollerinin oldugu bilinen leptin,
ghrelin ve noropeptid Y gibi hormonlarla apelinin iligkisini ortaya koyan
calismalarin yapilmasi1 bu hususta var olan soru isaretlerinin sayisinin azalmasini
saglayacaktir.

Apelinin iireme ekseni iizerine etki ederek LH salinimi, Leydig hiicre sayis1
ve testosteron seviyelerinde azalmaya sebep olmasi yaninda, FSH salinimi, testis
agirlhiklari, seminifer tiibiil yapilar1 ve spermatogenez basamaklari ilizerine etki
gostermemesi hipotalamik bir LH salgilatici faktoriiniin baskilanmasi ya da LH
inhibe edici bir faktoriin salinimmin artmasiyla meydana gelmis gibi goriinmektedir.
Apelinin tireme fonksiyonlar: {izerine olusturdugu baskilayici etkiler LH salgisinin
azalmasinin bir sonucudur.

Calismadan elde edilen bulgular, apelinin hem gida alimmi artirict hem de
ireme fonksiyonlarini baskilayici etkisinin periferal olmaktan ziyade merkezi olarak

ortaya ¢iktigini gostermektedir.
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